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低压低氧对 SD 大鼠肺动脉压及肺组织骨桥蛋白表达的影响

刘 杰1, 刘川川2, 刘辉琦1, 吴 穹1, 曹学锋1, 王生兰1

(1. 青海大学医学院病理生理教研室; 2. 青海大学医学院 2014 级病理生理学研究生学院,青海省西宁市 810001)

[关键词] 摇 低压低氧;摇 肺动脉高压;摇 骨桥蛋白;摇 肺组织

[摘摇 要] 摇 目的摇 观察不同时间低压低氧刺激下 SD 大鼠肺动脉压及肺组织骨桥蛋白(OPN)表达的变化,探讨

OPN 在肺动脉高压发病机制中的作用。 方法摇 将 30 只 SD 大鼠随机分成 5 组:对照组(海拔 2 260 m)、低压低氧

(低压氧舱模拟 5 000 m 海拔)1 天组、7 天组、14 天组、21 天组,每组动物均测定平均肺动脉压(mPAP)和右心室肥

厚指数[RV / (LV + S)];并分别采用 RT鄄PCR 法检测各组大鼠肺组织中 OPN mRNA 的水平,Western blot 技术检测

各组大鼠肺组织中 OPN 蛋白表达水平。 结果摇 低压低氧 1 天、7 天、14 天、21 天组动物 mPAP 均高于对照组(P <
0. 05),1 天、7 天、14 天组呈逐渐增高趋势、21 天组 mPAP 下降,差异有显著性(P < 0. 05);低压低氧 7 天组、14 天

组、21 天组动物呈现随低氧时间延长 RV / (LV + S)逐渐增高的趋势、均高于对照组和 1 天组(P < 0. 05),但 1 天组、
7 天组和对照组间差异无显著性(P > 0. 05);RT鄄PCR 法和 Western blot 法结果显示低压低氧 1 天、7 天、14 天、21 天

组动物肺组织中 OPNmRNA、OPN 蛋白表达水平与对照组比较均增高(P < 0. 05)。 结论摇 低压低氧刺激可使 mPAP
和 RV / (LV + S)增高并促进大鼠肺组织 OPN 的表达增高,因此 OPN 可能参与高原性心脏病形成中肺动脉压的增

高和右心室重塑。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe changes of pulmonary hypertension and expression of OPN in lung tissue of rat at
the state of hypobaric hypoxia at different time and study effect of OPN on pulmonary hypertension. 摇 摇 Methods摇 30 SD
rats were divided into 5 groups: Control group(2 260 sea Leval),hypobaric hypoxia (simulate 5000m sea level)1 d,7 d,14
d,21 d group. 摇 Mean pulmonary arterial pressure (mPAP),[RV / (LV + S)] of each group were detected. 摇 RT鄄PCR and
Western鄄Blot were used to detect OPN mRNA and protein level in lung tissue of rat. 摇 摇 Results摇 mPAP level of hypobar鄄
ic hypoxia group(1 d,7 d,14 d,21 d) is higher than control group(P < 0郾 05) and increases according to days as 1 d, 7 d,
14 d but decreases in 21 d group(P < 0郾 05). 摇 Compared with Control group and 1d group, RV / (LV + S) in hypobaric
hypoxia group(7 d, 14 d, 21 d) is higher and higher(P < 0郾 05),but there is no difference between 1d and 7 d group(P >
0郾 05). 摇 OPN mRNA,OPN level in lung detected by RT鄄PCR and Western鄄Blot of hypobaric hypoxia group(1d, 7d, 14d,
21d) is higher than control group. 摇 摇 Conclusion摇 Hypobaric hypoxia increase mPAP and RV / (LV + S) level and ex鄄
pression of OPN. 摇 OPN play roles in increasing of pulmonary artery pressure and right ventricular remodeling of high alti鄄
tude heart disease.

摇 摇 高原低压低氧环境是引发多种高原病的关键 因素[1],低氧是呼吸系统多种疾病共同的病理生理
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特征,持续的低氧可使肺血管内皮细胞功能、代谢

和结构发生改变,成为肺动脉高压发生的始动因

素;同时缺氧的刺激使机体多种血管活性物质的合

成和分泌异常,引起肺血管平滑肌细胞增殖和凋亡

失衡,导致肺血管结构重塑,甚至发生低氧性肺动

脉高 压 ( hypoxic pulmonary hypertension, HPH),
HPH 是一种以低氧性肺血管收缩和肺血管重塑为

主要发病环节,导致肺血管阻力的增加的病理过

程,是慢性阻塞性肺疾病向肺心病发展的中心环

节[1鄄4]。 HPH 的发生机制涉及离子通道机制、细胞

机制、血管活性物质失衡机制、肺血管反应性机制

等诸多方面[5]。 骨桥蛋白( osteopontin, OPN)是细

胞外基质中的一种具有参与细胞黏附、增殖和迁移

等多种功能的糖蛋白,能参与骨代谢、肿瘤的生长

转移、炎症与免疫等,它能促进血管平滑肌细胞、外
膜细胞的迁移,被认为是血管损伤修复过程中重要

的始动因素,OPN 的升高可加速血管重塑,造成管

腔狭窄、血管弹性减退等病理性改变[6 - 8]。 在不同

低压低氧环境下 OPN 与 HPH 的关系报道较少,本
课题拟通过观察低压低氧对大鼠平均肺动脉压

(mean pulmonary arterial pressure,mPAP)及肺组织

OPN 表达水平的变化,探讨肺组织中 OPN 表达在高

原 HPH 的发生发展中的作用及其意义,为高原性肺

动脉高压、肺源性心脏病的预防和治疗提供理论依

据和治疗靶点。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物分组

摇 摇 健康 SD 大鼠 30 只,清洁级,雌雄各半,由兰州

中医学院实验动物中心提供。 将实验大鼠随机分

为 5 组,每组 6 只: 对照组:饲养于本地机能实验室

(西宁,海拔 2 260 m);低压低氧组(n = 24):分为低

压低氧 1 天组、7 天组、14 天组、21 天组 4 个小组,
每组低压低氧动物分别置于低压氧舱(低压氧舱,
海拔 5 000 m)中 1 天、7 天、14 天、21 天,每天低压

低氧处理 20 h。
1郾 2摇 主要仪器和试剂选择

应用低压氧舱模拟海拔 5 000 m 低压低氧环

境;BL鄄420S 生物采集系统记录大鼠平均肺动脉压

(mPAP);Biozol 总 RNA 提取试剂盒和 RT鄄PCR 两

步法试剂盒购自博瑞克公司;根据 Gene Bank 资料,
以 OPN mRNA 和糖体蛋白 L19mRNA 为模板,PCR
扩增引物由 Invitrogen 合成,OPN 和内参照 茁鄄AC鄄
TIN 一抗、二抗购于 Sigma 公司。

1. 3摇 mPAP 测定

各组 SD 大鼠饲养到规定时间,用戊巴比妥钠

(40 mg / kg)腹腔注射麻醉,仰卧固定、行颈正中切

口,分离右颈外静脉,按文献报道[9] 的右心导管法

自大鼠右侧颈外静脉插入充有 0. 2%肝素的聚乙烯

微导管(外径 1. 1 mm , 内径 0. 9 mm),导管的另一

端与 BL鄄420S 生物压力传感器相连,在压力波形的

引导下,导管经上腔静脉进入右房、三尖瓣口、右心

室,最后进入肺动脉干,监测压力变化,采集和记录

5 min mPAP。
1郾 4摇 心肺组织取材和处理

完成每只动物 m PAP 的测定和记录后,迅速处

死动物,快速取出心、肺,沿室间隔剪下右心室

(RV),剪去右心房组织,分别称取右心室 ( right
ventricle, RV)、左心室( left ventricle, LV)和室间隔

( interventricular septum, S) 的重量,计算右心室肥

厚指数 [ RV / (LV + S)],以反映 RV 肥厚程度。
肺组织置于液氮内并转存于 - 70 益超低温冰箱内

冷冻待测。
1郾 5摇 RT鄄PCR 法检测肺组织中 OPN mRNA 的表达

以核糖体蛋白(L19)为内参照,OPN 和 L19 引

物序列见表 1。 根据 Biozol 总 RNA 提取试剂盒说明

从冻存的各组 SD 大鼠肺组织中提取总 RNA。 采用

20 滋L 反应体系,使用逆转录酶反应合成 cDNA,并
分别应用上下游引物进行 PCR 扩增,扩增条件为

OPN 94益变性 1 min寅57益退火 1 min寅72益延伸 1
min,扩增 30 个循环,72益延伸 10 min。 扩增反应完

毕后取终产物 5 滋L 在 2%琼脂糖凝胶中电泳分析,
照像,扫描后用 Quantity one 软件分析,结果以 OPN
基因与内参 L19 基因条带灰度比值表示目的基因

OPN mRNA 相对表达水平。

表 1. OPN 和 L19 基因 PCR 扩增的特异性引物序列

Table 1. PCR primer of OPN and L19

基因名称 引物序列
扩增片
段长度

OPN 正义 5'鄄TGG CTT ACG GAC TGA GGT CA鄄3'
反义 5'鄄GAC CTC AGA AGA TGA ACT CT鄄3' 486 bp

L19(内参) 正义 5'鄄CTG AAG GTC AAA GGG AAT GTG鄄3'
反义 5'鄄GGA CAG AGTCTTGATGATCTC鄄3' 194 bp

1郾 6摇 Western blot 测定肺组织 OPN 蛋白含量

利用 Western blot 法测定肺组织 OPN 蛋白含

量,选用肌动蛋白(茁鄄actin 蛋白)为内参。 将 - 70益
冰箱保存的各组 SD 大鼠的肺组织取 100 mg 放于
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EP 管中,用超声仪冰上碾碎后,按 10 倍体积加细胞

裂解液(预先加入 1 / 100 体积 PSMF)提取蛋白,用
相应的 Western blot 缓冲液处理,常规 SDS鄄PAGE 电

泳,将蛋白转膜到 PVDF 膜上,5% 脱脂奶粉室温封

闭,并用相应的一抗 4益 孵育过夜,洗涤后二抗孵

育,凝胶成像系统照像,对 Western blot 结果进行扫

描后,运用计算机软件进行分析条带的灰度值,以
OPN 和 茁鄄actin 蛋白条带的灰度值的比值表示 OPN
表达水平。
1郾 7摇 统计学处理

全部实验数据应用 SPSS 19郾 0 软件统计分析,
用x 依 s 表示,应用单因素方差分析,方差齐性者采

用 LSD 法,方差不齐时采用 Dunnett 法,组间比较则

使用 Students鄄Newman Keuls t 检验,琢 =0. 05 为检验

水准。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 不同低压低氧组 SD 大鼠 mPAP 和 RV / (LV +
S)的变化

通过监测各组大鼠 mPAP 结果发现:低压低氧

1 天、7 天、14 天、21 天组动物 mPAP 均高于对照组

(P < 0. 05),低压低氧 1 天、7 天、14 天组动物 mPAP
呈逐渐增高趋势,21 天组 mPAP 下降,7 天、14 天、
21 天组各组间差异无统计学意义(P > 0. 05)。 低

压低氧 14 天、21 天组动物 RV / (LV + S)呈逐渐增

高趋势,均高于对照组和 1 天、7 天组(P < 0. 05),但
低压低氧 1 天组、7 天 组和对照组间动物 RV / (LV
+ S)差异无显著性(P > 0. 05;表 2)。

表 2. 不同低压低氧组 SD 大鼠平均肺动脉压(mPAP) 和右

心室肥厚指数 [RV / (LV + S)]的情况(x 依 s)
Table 2. mPAP and [RV / (LV + S)] of SD rat in different
hypobaric hypoxia group

分摇 组 n mPAP (mmHg) RV / (LV + S)

对照组 6 11. 0333 依 4. 61097 0. 2330 依 0. 01955

1 天组 6 17. 9317 依 3. 25521a 0. 2274 依 0. 1541

7 天组 6 26. 2972 依 1. 17623ab 0. 2540 依 0. 02658

14 天组 6 29. 4675 依 5. 23159ab 0. 3297 依 0. 02381abc

21 天组 6 26. 5649 依 3. 20115ab 0. 3542 依 0. 02672abc

a 为 P < 0. 05,与对照组比较; b 为 P < 0. 05,与 1 天组比较;c 为 P <
0. 05,与 7 天组比较。

2郾 2摇 不同低压低氧组 SD 大鼠肺组织 OPN 蛋白的

表达

通过 RT鄄PCR 法检测肺组织 OPN mRNA 与内

参 L19 mRNA 条带的灰度值,并计算两者灰度值的

比值来反映各组动物肺组织中 OPN mRNA 相对表

达情况,发现低压低氧后 OPN mRNA 表达明显增

高,低压低氧 1 天、7 天、14 天、21 天组动物肺组织

中的 OPN mRNA 表达水平均高于对照组(P < 0. 05;
图 1 和表 3),但低压低氧 1 天、7 天、14 天组间差异

无统计学意义(P > 0. 05),低压低氧 21 天组与低压

低氧 1 天、14 天组比较动物肺组织中的 OPN mRNA
表达水平最高(P < 0. 05)。

图 1. 不同低压低氧条件组 SD 大鼠肺组织 OPN mRNA 的

表达

Figure 1. OPN mRNA expression level in SD lung of differ鄄
ent hypobaric hypoxia group

摇 摇 通过 Western blot 方法并以 茁鄄actin 为内参照,
测定肺组织 OPN 与内参 茁鄄actin 的条带灰度值,计
算两者的条带灰度值比值来反映各组动物肺组织

中 OPN 蛋白的相对水平,发现低压低氧 1 天、7 天、
14 天、21 天组动物肺组织中的 OPN 蛋白的表达水

平均高于对照组(P < 0. 05;图 2 和表 3)。

图 2. 不同低压低氧条件组 SD 大鼠肺组织 OPN 的表达

Figure 2. OPN expression level in SD lung of different hypo鄄
baric hypoxia group

摇 摇 综合 RT鄄PCR 和 Western blot 的检测结果可明

显发现低压低氧 1 天、7 天、14 天、21 天组动物肺组

织中 OPN 的表达出现了增高的趋势。
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表 3. 不同低压低氧组 SD 大鼠肺组织 OPN 表达的变化(x
依 s)的情况

Table 3. OPN expression level in SD lung of different hypo鄄
baric hypoxia group

分摇 组 n OPN mRNA OPN 蛋白

对照组 3 0. 0945 依 0. 05268 0. 9750 依 0. 03536
1 天组 3 0. 5689 依 0. 08822a 1. 5400 依 0. 05657a

7 天组 3 0. 6032 依 0. 05839a 1. 7350 依 0. 06364ab

14 天组 3 0. 5443 依 0. 05257a 1. 2100 依 0. 04243abc

21 天组 3 0. 7001 依 0. 06343abcd 1. 5650 依 0. 04950acd

a 为 P < 0. 05,与对照组比较; b 为 P < 0. 05,与 1 天组比较;c 为 P <
0. 05,与 7 天组比较; d 为 P < 0. 05,与 14 天组比较。

3摇 讨摇 论

低氧性肺动脉高压 ( hypoxic pulmonary hyper鄄
tension, HPH)是因慢性低氧刺激、以肺动脉压力和

肺血管阻力升高为特点的一组血管收缩、血管重塑

和原位血栓形成,最终引发肺动脉高压,甚至造成

右心负荷增加、右心衰竭的病理生理综合征[5]。 在

高原低氧环境下,适度的肺动脉压力增高是机体应

对缺氧时产生的一种适应性反应,但对于一些易感

机体,肺动脉压会显著升高,甚至超过体循环压力,
引起高原 HPH。 高原 HPH 易发生于平原移居或由

中海拔到更高海拔处的居民,其发病率随海拔高度

的升高而增高。 HPH 的发生被认为可能是多因素、
多机制错综复杂的病理过程。

OPN 分子量为 44 ~ 75 kDa,OPN 的编码基因位

于染色体 4q13 位点上,是一种细胞外基质中具有多

种生物学功能的分泌性、非胶原型磷酸化糖蛋白,
富含有精氨酸鄄甘氨酸鄄天冬氨酸 ( Arg鄄 Gly鄄Asp,
RGD) 序列、整合素、钙结合域及凝血酶裂解位点等

功能结合区,可在血管内皮细胞、血管平滑肌细胞、
巨噬细胞、破骨细胞等细胞以及多种组织和体液中

广泛表达。 研究发现 OPN 主要通过两种机制发挥

细胞信号分子的作用:一种方式是以 RGD 依赖方式

与整合蛋白 (integrin) 琢v茁 3 结合发挥其生物学活

性[10鄄12]; 另一种方式是以非 RGD 依赖方式与细胞

表面黏附性糖蛋白 CD44 结合[13鄄17]。 通过这两种作

用方式激活细胞内特异性信号传导系统,介导细胞

间的粘附、炎症与免疫、增殖和凋亡,调节矿化组织

的形成和重塑、参与骨代谢、诱发新生血管形成、参
与肿瘤的生长转移等。 在正常的动脉壁中 OPN 表

达甚微或几乎不表达,但在机械损伤、压力负荷或

缺血、缺氧等刺激因素作用下,内皮细胞、血管平滑

肌细胞释放血管活性物质,如血管紧张素域(Ang
域)、血小板衍生因子、成纤维细胞生长因子、表皮

生长因子、转化生长因子 等均能够刺激内皮细胞和

血管平滑肌细胞过度表达 OPN,促进平滑肌细胞、
血管内皮细胞、巨噬细胞等多种细胞与细胞外基质

黏附,为血管新生内膜的形成奠定基础,进而加速

血管弹性减退、血管重塑、血管钙化,造成管腔狭窄

等病理性改变[6鄄8,18]。
有研究发现,原发性肺动脉高压病人血浆和肺组

织中 OPN 的表达增加,常压低氧 2 周 FGF鄄1 通过

Ras / MEK1 / 2 和 Ras / JNK 诱导肺组织中 OPN 表达增

加[19];慢性低 O2 高 CO2 能够刺激大鼠肺组织和肺动

脉 OPN 及其基因表达增强[20鄄21]。 Ang域又通过和 AT1
受体结合,通过异三聚体 G 蛋白 Gq / 11 蛋白,激活

Src 家族 / Ras / ERK 信号通路、P38 MAPK 信号途径,
以及转录因子 Ets鄄1 和表皮生长因子的参与,促进

OPN 的表达升高[22],此外,OPN 又可通过与整合素

琢1 和 琢v 茁3 结合而介导 Ang域对心肌细胞的作用,因
此 OPN 被认为是 Ang域导致心肌纤维化过程中的一

个重要介质,参与心脏损害后心肌重塑、冠状动脉狭

窄等病理过程,促进心力衰竭的进展[23]。
本研究通过低压氧舱模拟海拔 5 000 m 的高原

低压低氧环境,排除温度、湿度、风沙、辐射等因素

的影响,复制低压低氧性肺动脉高压的 SD 大鼠的

动物模型, mPAP 实验结果可推测海拔 5 000 m 急

性低压低氧可导致大鼠肺动脉高压的形成,甚至导

致 HPH 的发生,但随着低氧刺激时间的延长,大鼠

对低氧刺激开始产生适应性改变,肺动脉高压有所

缓解。 RV / (LV + S) 实验结果可判断海拔 5 000 m
慢性低压性低氧可造成大鼠右心的肥厚,并随低压

低氧时间的延长,右心的肥厚呈现逐渐加重的趋

势。 结果显示 mPAP 和 RV / (LV + S)在低压低氧后

1 天组、7 天组、14 天组升高趋势,随低氧时间的延

长右心室重塑可能为动物发生代偿适应性改变、降
低肺动脉压有促进作用。

RT鄄PCR 和 Western blot 的检测结果发现低压

低氧刺激后引起 SD 大鼠肺组织 OPNmRNA 水平和

OPN 蛋白的表达的增高,此结果与其他学者的实验

结果相一致[19鄄22],并且本实验发现两种实验方法

OPNmRNA 水平和 OPN 的表达均出现与动物 mPAP
增高有相似的变化趋势。 由此推测海拔 5 000 m 高

度的低压低氧环境刺激可导致肺组织中 OPN 的表

达增加,可能促进了 HPH 的发生,并对 RV 代偿 /失
代偿性肥厚可能有促进作用。
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根据本实验结果推测 HPH 发生的病理生理学

机制可能为低压低氧刺激下肺组织中 OPN 表达增

高,刺激肺血管内皮细胞、平滑肌细胞,使血管发生

重塑,肺阻力增高,导致 HPH 发生;同时低氧、OPN
增高等刺激 Ang域等因子分泌,导致心肌重塑。
OPN 表达的增高一方面可提高心肺组织对低压低

氧刺激的适应性变化,对机体有积极的保护作用,
另一方面因严重低氧刺激 OPN 异常表达也可能加

重肺动脉高压的形成,造成机体的损伤。
因此本实验通过观测 SD 大鼠在低压氧舱5 000

m 海拔的低压低氧环境下 mPAP、RV / (LV + S)、肺
组织 OPNmRNA 水平和 OPN 蛋白表达的变化,推测

低压低氧刺激可促进大鼠肺组织 OPN 的表达增高,
OPN 的表达变化与大鼠低压低氧性肺动脉压的增

高、右心室的重塑有关,参与了 HPH 的形成,但肺组

织中 OPN 变化与 HPH 间的具体发生机制还有待于

进一步研究探讨。
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