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［摘要］　目的　探讨Ｐ３８有丝分裂原活化蛋白激酶（Ｐ３８ＭＡＰＫ）在烟雾暴露大鼠肺血管重塑
中的作用。方法　５０只ＳＤ雄性大鼠随机分为对照组（Ｃ组）、烟雾暴露４周组（Ｓ４组）、烟雾暴露
１２周组（Ｓ１２组）、Ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂（ＳＢ２０３５８０）干预４周组（ＳＢ４组）及 ＳＢ２０３５８０干预 １２周组
（ＳＢ１２组），每组各１０只。采用苏木素伊红染色观察大鼠肺动脉形态改变，测量并计算肺动脉管
壁面积／血管总面积比值（ＷＡ）和血管壁厚度／血管外径比值（ＷＴ）；采用免疫组化法检测大鼠肺动
脉α平滑肌肌动蛋白（ＳＭＡ）和Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达水平；采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）
检测大鼠肺动脉Ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡ的表达水平。结果　烟雾暴露组大鼠肺动脉管壁可见不同程度
增生；与烟雾暴露各组比较，Ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂干预各组大鼠肺动脉管壁增生减弱。Ｓ４组、Ｓ１２组大
鼠肺动脉ＷＡ、ＷＴ、αＳＭＡ、Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白及ｍＲＮＡ的表达水平均高于Ｃ组，且Ｓ１２组上述指标均
高于Ｓ４组（Ｐ＜０．０５）；ＳＢ４组大鼠肺动脉ＷＡ、ＷＴ、αＳＭＡ、Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白及ｍＲＮＡ的表达水平均
低于Ｓ４组，ＳＢ１２组上述指标均低于 Ｓ１２组（Ｐ＜０．０５）。结论　烟雾暴露可上调大鼠肺血管
Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达并促使肺血管重塑，ＳＢ２０３５８０明显抑制大鼠肺血管Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达和肺血管重
塑，推测Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路可能参与烟雾暴露引起的大鼠肺血管重塑过程。
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　　肺血管重塑在慢性阻塞性肺疾病和肺源性心脏病
过程中起关键作用，吸烟、炎症、低氧等均可诱导肺血

管重塑［１］，其中长期烟雾暴露可引起肺血管平滑肌细

胞的异常增殖，促使肺肌型动脉增加、肺小动脉结构改

变［２］，是引起肺血管重塑的一项独立危险因素。有研

究表明，烟雾暴露可促使 Ｐ３８有丝分裂原活化蛋白激
酶（Ｐ３８ＭＡＰＫ）的活化增加，激活一系列炎症和细胞因
子，在慢性阻塞性肺疾病的气道炎症及气道重塑病理

过程中发挥重要作用。本研究通过制备烟雾暴露大鼠

模型，观察不同时间段 Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达水平及肺血
管重塑情况，以及加入 Ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂后 Ｐ３８ＭＡＰＫ
表达水平及肺血管重塑的变化，探讨 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号
通路与烟雾暴露大鼠肺血管重塑的关系。

材料与方法

１．材料：ＳＤ雄性大鼠５０只，体质量为２００～２２０ｇ，
饲养于华中科技大学同济医学院动物中心。兔抗

Ｐ３８ＭＡＰＫ多克隆抗体购于爱必信（上海）生物科技
有限公司，Ｐ３８ＭＡＰＫ特异性抑制剂 ＳＢ２０３５８０（美国
Ｓｅｌｌｅｃｋ公司）、小鼠抗 α平滑肌肌动蛋白（ＳＭＡ）单克
隆抗体、ＤＡＢ显色试剂盒均购于武汉谷歌生物公司，
Ｍｉｘ试剂盒和逆转录试剂盒购于康为世纪公司，
Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＧＡＰＤＨ引物由天一辉远公司合成。
２．方法
（１）动物模型制备及分组：制备烟熏箱（１１０ｃｍ×

７５ｃｍ×５０ｃｍ），每５支香烟捆扎点燃后放入烟熏箱，
将大鼠分别装入小钢丝笼中，置于烟熏箱内被迫吸入

烟雾，使用ＣＹ１２Ｃ数字测氧仪监测烟熏箱中的氧浓
度，使烟熏箱中的氧浓度保持在 ２０％ ～２１％［３］。将

ＳＤ大鼠随机分为５组：对照组（Ｃ组）、烟雾暴露４周
组（Ｓ４组）、烟雾暴露１２周组（Ｓ１２组）、ＳＢ２０３５８０干预
４周组（ＳＢ４组）、ＳＢ２０３５８０干预１２周组（ＳＢ１２组），每
组各１０只。Ｃ组大鼠在常规无烟环境中喂养；烟雾暴
露各组大鼠放入烟熏箱中，每天烟雾暴露２次，２次暴
露时间间隔＞４ｈ；ＳＢ２０３５８０干预各组：前期制备同烟
雾暴露组，每次吸烟前予每只大鼠腹腔注射５ｍｇ／ｋｇ
ＳＢ２０３５８０。ＳＢ２０３５８０以二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解，使
用前以生理盐水稀释，使 ＤＭＳＯ的终浓度为 ２％，
ＳＢ２０３５８０的最终浓度为５ｍｇ／ｍｌ。Ｃ组大鼠分别于第
４、１２周各处死５只，Ｓ４组和ＳＢ４组大鼠均于第４周处
死，Ｓ１２组和ＳＢ１２组大鼠均于第１２周处死。

（２）病理标本制作：各组造模完成后麻醉后处死
大鼠，分离肺脏和右肺动脉，右肺动脉置于 －８０℃冰
箱保存供逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）用。左肺放
入４％的中性甲醛固定，脱水、石蜡包埋，用于苏木素

伊红（ＨＥ）染色和免疫组化。
（３）肺组织ＨＥ染色和病理形态观察：石蜡包埋切

片后对肺组织进行 ＨＥ染色，观察各组大鼠肺组织及
肺血管的病理学改变。每张切片随机选取结构完整、

断面直径为５０～２００μｍ的肺动脉５支，采用 ＨＭＩＡＳ
２０００彩色图文分析系统进行测量分析，测量血管的内
外径，计算血管壁厚度、血管壁面积、血管总面积及血

管重塑指标［血管壁面积／血管总面积（ＷＡ）及血管壁
厚度／血管外径（ＷＴ）］。

（４）免疫组化法检测肺动脉 αＳＭＡ和肺动脉
Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达水平：石蜡切片脱蜡水化，磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗２次，每次５ｍｉｎ，３％过氧化氢孵
育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次，每次５ｍｉｎ，枸橼酸钠缓冲液
抗原修复后，滴加正常山羊血清封闭液，室温孵育

２０ｍｉｎ，分别加入小鼠抗 αＳＭＡ单克隆抗体和兔抗
Ｐ３８ＭＡＰＫ多克隆抗体，４℃过夜，加入 ＤＡＢ试剂盒显
色，脱水、透明、封片后，在显微镜下随机选取每张切片

上肺动脉采集图像，采用 ＨＭＩＡＳ２０００图文分析系统
进行定量分析。

（５）ＲＴＰＣＲ检测肺动脉Ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡ的表达
水平：将保存于 －８０℃冰箱中的肺动脉组织加入
ＴＲＩｚｏｎ试剂，按照试剂盒说明书提取肺动脉总 ＲＮＡ，
取３μｇＲＮＡ进行逆转录合成 ｃＤＮＡ，然后取 １μｌ
ｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，设计特异性引物，反应在２５μｌ
体系中进行，反应条件为９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，６０℃
６０ｓ，４０个循环。由 ＢｉｏＲａｄ软件分析计算各组 Ｃｔ值，
以２－△△ｃｔ表示Ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡ表达水平。ＰＣＲ引物
序列见表１。

表１　ＰＣＲ引物序列

基因 正向引物序列（５’３’） 反向引物序列（５’３’）

Ｐ３８ＭＡＰＫＣＧＧＴＧＴＧＴＧＣＴＧＣＴＴＴＴＧＡＴ ＣＴＧＴＡＧＧＴＣＣＴＴＴＴＧＧＣＧＴＧ
βａｃｔｉｎ ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ

　　３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计分
析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用方差分
析，两两比较采用 ｔ检验。以 Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

结　　果

１．５组大鼠肺动脉ＨＥ染色结果比较：Ｃ组大鼠肺
动脉管壁较薄、光滑，平滑肌细胞排列规则，可见少量

炎症细胞；烟雾暴露组大鼠肺动脉管壁可见不同程度

增生，管壁周围较多炎症细胞浸润，随着暴露时间逐渐

延长，管壁增生逐渐明显；与烟雾暴露各组比较，

Ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂干预各组大鼠肺动脉管壁增生减弱，

·６８５· 临床内科杂志２０２０年８月第３７卷第８期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０２０，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．８



图１　５组大鼠肺动脉ＨＥ染色结果比较（Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｓ４组；Ｃ：Ｓ１２组；Ｄ：ＳＢ４组；Ｅ：ＳＢ１２组；ＨＥ染色，×４００）

图２　５组大鼠肺动脉αＳＭＡ的表达水平比较（Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｓ４组；Ｃ：Ｓ１２组；Ｄ：ＳＢ４组；Ｅ：ＳＢ１２组；免疫组化染色，×２００）

图３　５组大鼠肺动脉Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达水平比较（Ａ：Ｃ组；Ｂ：Ｓ４组；Ｃ：Ｓ１２组；Ｄ：ＳＢ４组；Ｅ：ＳＢ１２组；免疫组化染色，×２００）

表２　５组大鼠肺血管重塑指标比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＷＡ（％） ＷＴ（％）

Ｃ组 １０ ３１．５６±２．０６ ２０．０５±０．７５
Ｓ４组 １０ ４２．３７±２．２４ａ ３８．２２±０．９５ａ

Ｓ１２组 １０ ６３．０９±２．９９ａｂ ５９．８７±０．８６ａｂ

ＳＢ４组 １０ ２５．８０±１．６７ｂ ２６．３０±２．３２ｂ

ＳＢ１２组 １０ ４７．５１±２．３４ｃ ４２．３８±１．１４ｃ

　　注：与Ｃ组比较，ａＰ＜０．０５；与 Ｓ４组比较，ｂＰ＜０．０５；与 Ｓ１２组比
较，ｃＰ＜０．０５

炎症细胞浸润明显减少。见图１。Ｓ４组、Ｓ１２组大鼠
肺动脉ＷＡ和ＷＴ均高于Ｃ组，Ｓ１２组大鼠肺动脉ＷＡ
和ＷＴ均高于Ｓ４组，ＳＢ４组大鼠肺动脉ＷＡ和ＷＴ均低
于Ｓ４组，ＳＢ１２组大鼠肺动脉ＷＡ和ＷＴ均低于Ｓ１２组
（Ｐ＜０．０５）。见表２。
２．５组大鼠肺动脉αＳＭＡ的表达水平比较：Ｃ组、

Ｓ４组、Ｓ１２组、ＳＢ４组、ＳＢ１２组大鼠肺动脉 αＳＭＡ的表
达水平分别为０．１０±０．０１、０．１６±０．０１、０．２９±０．０２、
０．０９±０．０１及０．１７±０．０２，其中 Ｓ４组和 Ｓ１２组高于
Ｃ组，Ｓ１２组高于 Ｓ４组，ＳＢ４组低于 Ｓ４组，ＳＢ１２组低
于Ｓ１２组（Ｐ＜０．０５）。见图２。
３．５组大鼠肺动脉 Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白和 ｍＲＮＡ的表

达水平比较：胞质呈棕黄色染色为 Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白阳
性表达。Ｓ４组、Ｓ１２组大鼠肺动脉 Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白和
ｍＲＮＡ的表达水平均高于 Ｃ组，Ｓ１２组大鼠肺动脉
Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白和 ｍＲＮＡ的表达水平均高于 Ｓ４组，
ＳＢ４组大鼠肺动脉 Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白和 ｍＲＮＡ的表达水

平均低于Ｓ４组，ＳＢ１２组大鼠肺动脉Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白和
ｍＲＮＡ的表达水平均低于 Ｓ１２组（Ｐ＜０．０５）。见图３
和表３。

表３　５组大鼠肺动脉Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白和ｍＲＮＡ

表达水平比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白 Ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡ

Ｃ组 １０ ０．１２±０．０２ ０．５６±０．０８
Ｓ４组 １０ ０．２５±０．０２ａ １．１３±０．２９ａ

Ｓ１２组 １０ ０．４４±０．０３ａｂ ２．３１±０．１６ａｂ

ＳＢ４组 １０ ０．１１±０．０５ｂ ０．１０±０．０２ｂ

ＳＢ１２组 １０ ０．３６±０．０５ｃ １．４０±０．１２ｃ

　　注：与Ｃ组比较，ａＰ＜０．０５；与 Ｓ４组比较，ｂＰ＜０．０５；与 Ｓ１２组比

较，ｃＰ＜０．０５

讨　　论

研究发现，香烟烟雾可直接作用于肺血管系统，进

而引起一系列病理生理改变。香烟烟雾提取物可引起

ＣＯＰＤ患者早期肺血管改变，甚至在无气流受限的吸
烟者中即已出现肺血管改变，与非吸烟者比较，吸烟者

的肺血管厚度明显增加［４］。本研究通过建立烟雾暴

露大鼠模型，发现其存在不同程度的肺泡结构破环，肺

血管的管壁增厚，管腔变窄，肺动脉 ＷＡ和 ＷＴ高于
Ｃ组，随着烟雾暴露时间的延长，ＷＡ和 ＷＴ均逐渐增
加，肺动脉壁逐渐增厚，周围炎症细胞浸润逐渐明显，

Ｓ１２组大鼠的肺动脉管壁增厚、管腔狭窄最明显。
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αＳＭＡ主要表达于肺平滑肌细胞和成纤维细胞中，可
间接反映肺血管重塑及肺小动脉肌化［５］。本研究结

果显示，烟雾暴露各组大鼠肺动脉αＳＭＡ的表达水平
均高于Ｃ组，且与烟雾暴露时间呈正比，表明香烟烟
雾可直接引起肺血管重塑，肺血管重塑的程度随着暴

露时间延长逐渐增加。

烟雾暴露可通过激活多种炎症因子参与肺血管重

塑过程［６］。Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路是丝裂原活化蛋白激
酶（ＭＡＰＫ）介导细胞反应通路的重要分支，Ｐ３８ＭＡＰＫ
活化后作用于下游的激酶、细胞因子等，产生多种效

应，在体内作用广泛［７］。烟雾暴露可激活中性粒细胞、

肺泡巨噬细胞等炎症细胞，促进多种细胞因子的表达，

如肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α、巨噬细胞炎性蛋白（ＭＩＰ）２、
基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）１２等，活化 Ｐ３８ＭＡＰＫ，上调
Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达［８］。本研究结果显示，Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋
白在Ｃ组大鼠肺动脉中存在少量表达，而烟雾暴露刺
激后Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达明显增加，且随着时间的
延长，Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达水平逐渐增加。此外，与
Ｃ组比较，烟雾暴露各组大鼠Ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡ的表达
水平上调，且 Ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡ的表达与暴露时间呈
正比，推测 Ｐ３８ＭＡＰＫ可能参与了烟雾暴露引起的肺
血管重塑过程。既往研究结果显示，肺血管重塑可能

与肺动脉平滑肌细胞的增殖分化有关，ＭＡＰＫ信号通
路可能参与肺平滑肌细胞的增殖和凋亡的调控，进而

引起肺血管重塑［９］。程振玲［１０］在低氧引起肺动脉高

压模型中也发现了 Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达增加。有研究结
果发现，相对于非肺动脉高压，肺动脉高压患者中活化

Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达水平明显升高，Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路
激活可引起肺血管平滑肌细胞异常增殖，最终导致肺

动脉高压［１１］。

ＳＢ２０３５８０作为Ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂的一种，可抑制
Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路介导的细胞反应。有研究结果发
现，Ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂可逆转低氧引起的肺血管重塑，
通过抑制 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路，减轻炎症因子释放，进
而逆转肺动脉高压［１２１３］，抑制肺动脉收缩［１４］。本研究

结果显示，与烟雾暴露组比较，加入 Ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂
后，大鼠肺动脉管壁变薄，管壁增生减弱，炎症细胞浸

润减轻，肺血管重塑指标ＷＡ和 ＷＴ及 αＳＭＡ的表达
水平均降低，提示肺小动脉肌化程度下降。同时，肺动

脉Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白和 ｍＲＮＡ的表达明显受到抑制，表

明通过抑制Ｐ３８ＭＡＰＫ下调Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达，可减缓
肺血管重塑的程度，提示 Ｐ３８ＭＡＰＫ可能是引起肺血
管异常增生的重要因子之一。但本研究未进一步探讨

该通路下游因子的表达，尚存在一定的不足。

综上所述，烟雾暴露可能通过上调 Ｐ３８ＭＡＰＫ的
表达引起肺血管平滑肌增生，进而引起肺血管重塑，

Ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂可降低 Ｐ３８ＭＡＰＫ的表达，减轻肺血
管重塑，提示 Ｐ３８ＭＡＰＫ可能参与了吸烟引起的肺血
管重塑。但对于 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路及其 Ｐ３８ＭＡＰＫ
抑制剂的作用机制尚需进一步研究。
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ＡｒｔｅｒｙＳｍｏｏｔｈＭｕｓｃｌｅＣｅｌｌｓｆｒｏｍ ＳｕｂｊｅｃｔｓｗｉｔｈＰｕｌｍｏｎａｒｙＡｒｔｅｒｉａｌ
ＨｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎＩｓＡｃｔｉｖａｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈＪＮＫａｎｄｐ３８ＭＡＰＫ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，
２０１５，１０（４）：ｅ１ｅ１６．

［１２］ＣｈｕｒｃｈＡＣ，ＭａｒｔｉｎＤＨ，ＷａｄｓｗｏｒｔｈＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｅｖｅｒｓａｌｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｖａｓｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫａｌｐｈａ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｎｏｖｅｌａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒａｔｅｇｙｉｎｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪ
ＰｈｙｓｉｏｌＬｕｎｇＣｅｌｌＭｏｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１５，３０９（４）：Ｌ３３３Ｌ３４７．

［１３］ＸｕＹ，ＧｕＱ，ＱｕＣ．Ｃａｐｓａｉｃｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｖｅｒｓｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｂｙａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｖｉａｐ３８ＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．
ＥｘｐＬｕｎｇＲｅｓ，２０１７，４３（１）：８１８．

［１４］ＺｈｅｎｇＭ，ＺｈａｏＭ，ＴａｎｇＬ，ｅｔａｌ．ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１ａｔｔｅｎｕａｔｅｓｈｙｐｏｘｉａ
ａｎｄｈｙｐｅｒｃａｐｎｉａｉｎｄｕｃｅｄｖａｓｏｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ａｒｔｅｒｉａｌｒｉｎｇｓｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ３８［Ｊ］．ＪＴｈｏｒａｃＤｉｓ，
２０１６，８（７）：１５１３１５２３．

（收稿日期：２０１９０５３１）

（本文编辑：周三凤）

·８８５· 临床内科杂志２０２０年８月第３７卷第８期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０２０，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．８


