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比那地尔与肺动脉平滑肌细胞的增殖和凋亡

姚小鹏李强l\钱卫珠黄怡白 冲董宇超刘忠令l

C1.第二军医大学长海医院呼吸内科，上海 200433; 2. 科研部国际合作肿瘤研究所)

C摘要] 町的:研究饵通道开放剂比那地尔 CPin)对大鼠肺动脉平滑肌细胞 CPASMC)增殖和凋亡的作用。方锋:通过非核素

标记细胞增殖检测，3H-TdR 掺入、形态学、流式细胞术等方法研究 Pin 对大鼠 PASMC 增殖和凋亡的作用。结果: 25~500 

f1mol/L 的 Pin 呈剂量依赖性地减少大鼠 PASMC 的细胞数和 DNA 合成， 500μmol/L 的 Pin 显著减少 S 期和 G，/M 期的细胞

比例，增加 GO/G 1 期细胞的比例。 50~ 500 f1mol/L 的 Pin 呈剂量依赖性地增加大鼠 PASMC 的凋亡率。结抢: ~甲通道开放剂

抑制大鼠 PASMC 增殖并促进其凋亡。 4甲通道开放剂可能成为今后预防和控制低氧性肺动脉高压血管重建的有效药物。
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Effect of pioacidil 00 proliferatioo aod apoptosis of pulmooary artery smooth muscle cells 

YAO Xiao-Peng 1 , LI Qiang 1 祷 ， QIAN Wei-Zhu' , HUANG Yi 1 , BAI Chong 1 , DONG Yu-Chao 1 , LIU Zhong-Ling 1 C1. De 

partment of Respiratory Diseases ,Changhai Hospital, Second Military Medical U niversity , Shanghai 200433 , China; 2. Inter 

national Joint Cancer Institute , Division of Scientific Research) 

[ABSTRACTJ Objective: To study the effect of potassium channel opener pinacidil CPin) on cell proliferation and apoptosis 

of rat pulmonary artery smooth muscle cells CP ASMC). Methods: The effects of Pin on proliferation and apoptosis of rat 

PASMC were observed with non-isotope proliferation kit , 3H_ TdR incorporation , morphology , and flow cytometer. Results: 

Pin C25-500μmol/L) dose-dependently decreased the cell number and the DNA synthesis of rat PASMC. Pin at 500μmol/L 

decreased the S and G,/M periods ratio , increased the GO/G 1 period ratio remarkably. Pin C50-500μmol/L) dose-dependently 

increased the apoptotic ratio of rat P ASMC. Conclusion: Potassium channel opener decreases the proliferation and increases 

the apoptosis of rat P ASMC. Potassium channel openers may become effective medicines in preventing and managing the vas 

cular remodeling of hypoxic pulmonary hypertension in future. 
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研究[IJ 表明低氧抑制肺动脉平滑肌细胞

CPASMC)押通道活性使其膜电位降低，开放电压依

赖钙通道， Ca2+内流增加使兴奋-收缩捐联增强，导

致 PASMC 收缩。低氧性肺动脉高压CHPH)除血管

收缩外，另一重要改变为血管结构重建，而 PASMC

增殖和凋亡的变化是这一过程的重要组成部分。本

研究旨在明确饵通道开放剂比那地尔 CPin)对大鼠

PASMC 增殖和凋亡的作用，从而为今后何通道开

放剂用于防治 HPH 血管重建提供实验依据。

1 材料和方法

1. 1 细胞培养 250 g 雄性 SD 大鼠 2 只(第二军

医大学实验动物中心) ，取肺功脉后酶消化法培养

PASMC[2J 0 7~10 d 后以免疫组化法鉴定，PASMC

纯度为 98% 0 培养皿中的细胞长满后以 1 : 3 的比

例每 3d 传代 1 次。

1. 2 细胞增殖的检测 第 5~10 代 PASMC 以

10%FCS RPMI 1640 培养液按 5 X 103 /孔接种于 96

孔板。 48 h 后更换成 l%FCS 继续培养 48 h 使细胞

停止生长。换成 10%FCS PRMI 1640 培养液，并加

入 1 、 10 、 25 、 50 、 100 、 200 、 500μmol/L 的 Pin

CSigma) 0 24 h 后按非核素标记细胞增殖检测试剂

盒 (Cell Til ter TM , Promega) 的方法，用酶标仪

CELx800 , Bio-tek Instrument Inc. )测定 D490/D630 

以检测细胞数 ; 18 h 后加入3H-TdRC上海原子能研

究所)37 kBq/孔， 6 h 后收集细胞于玻璃纤维纸上，

待干燥后置于闪烁杯中，加入闪烁液，用 β液闪仪

CTRI-CARB 406CD) 测定 3H-TdR 掺入值以检测

DNA 合成。第 5~10 代 PASMC 按 1 X 105 /孔接种

于 6cm 平皿， 72 h 后更换成 l%FCS 继续培养 48 h 

使细胞停止生长。更换成 10%FCS RPMI 1640 培养
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2.2 Pin 与细胞凋亡 倒置相差显微镜下见 Pin 组

细胞体积缩小，似有伪足伸出，个别细胞胞体变圆，对

照组细胞呈梭形，胞体较宽，胞核不明显(图 3) 。定量

检测结果经计算机分析后根据荧光染色不同将细胞

分为 3 群， Annexin V - PI 为活细胞，在左下象限;

Annexin V +PI+ 为坏死细胞，在右上象限; Annexin 

V +PI 为凋亡细胞，在右下象限。 50~500μmol/L

的 Pin 剂量依赖性地增加 PASMC 的凋亡率，与对照

组相比差异显著(P<O. 05 ,P<O. 0 1， 图 4) 。

Effect of Pin on cell cycle of PASMC 

Pin 对 PASMC 细胞周期的影晌

G,/M 

樨樨 P<O. 01 vs control group;n=4 
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Pin 与细胞增殖浓度为 25~500μmol/L 的

Pin 剂量依赖性地减少 10% FCS 诱导 PASMC 的

D4旷D630和3H-TdR 掺入值，与对照组比较相差非常

显著(P<O. 01 ，图1) 0 500μmol/L 的 Pin 与对照组

比较非常显著地增加 Go/G[ 期细胞比例及减少 S

期和 G2/M 期细胞比例CP<O.Ol， 图 2) 。

液并加入 500 fLmol/L 的 Pin o 24 h 收集细胞，加入

70%冰甲醇过夜，次日腆化丙吭 CPI， Roche)染色后

流式细胞仪 (FACScan BD)测定细胞周期。以上实

验对照组均不加入 Pin 。

1. 3 细胞凋亡的检测 第 5~10 代 PASMC 接种

于 96 孔板， 72 h 后更换成 l%FCS RPMI 1640 培养

液， 24 h 后加入 500 t-tmo1/L 的 Pin ， 24 h 后置于倒

置相差显微镜下照相。第 5~10 代 PASMC 以 1X

105 /孔接种子 6 孔板， 72 h 后更换成 l%FCS RPMI 

1640 培养液， 24 h 后分别加入 10 、 50 、 100 、 200 、 500

μmol/L 的 Pin ， 8 h 后以 Annexin V 凋亡检测试剂

盒 (Roche)标明的方法检测细胞凋亡。以上实验对

照组均不加入 Pin 。

统计学处理 数据以 E士s 表示，采用 t 检验。
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细胞凋亡定性检测结果

Qualitative detecting result of apoptosis (X 100) 

A: 500 flmol/L Pin group; B: Control group 
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图 4 Pin 对 PASMC 凋亡的影晌

Fig 4 Effect of Pin on apoptosis of PASMC 

曾 P<0.05. … P<O. 01 vs control group; n=4 
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Effect of Pin on cell number(A) 
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3 讨论

作为一种血管活性物质，押通道开放剂对体循

环血管平滑肌细胞 CSMC)增殖也有作用， Shi 等问

报道 Pin 等 4 种饵通道开放剂抑制新福林诱导的兔

胸主动脉 SMC 增殖。但肺循环血管，尤其是肺小动

脉的特性与体循环动脉不同，主要表现在对低氧的

反应上，前者低氧时收缩，后者低氧时舒张。导致这

一现象的原因是由于 2 种动脉 SMC 押通道特性的

差异， PASMC 饵通道可以直接感受低氧使肺动脉

收缩。这种性质上的差异是否会导致押通道开放剂

对 2 种动脉 SMC 增殖作用的不同?本实验结果显

示， 25~500μmol/L 的 Pin 呈剂量依赖性地减少

10%FCS 诱导的 PASMC 增殖，提示尽管通道特性

不同，但与体循环动脉 SMC 一样，饵通道开放剂也

可以抑制 PASMC 增殖。本实验还发现 500μmol/L

的 Pin 明显减少 S 期和 G2/M 期的细胞比例，增加

GO/G 1 期细胞的比例。说明押通道开放剂抑制

PASMC 增殖的机制除减少 DNA 合成外，还包括对

细胞周期的调控，即通过阻止细胞进入 S 期和 G2 /

M 期减少 PASMC 增殖。

饵通道活性改变与神经系统和血液系统一些细

胞的凋亡有关。 Yu 等[4.5J发现拥通道阻断剂可以显

著降低无血清培养神经元细胞的凋亡率 CP<

0.01) ，而开放剂可诱导凋亡。其后他们又证明神经

酷胶诱导神经元细胞凋亡时增加电压依赖押通道活

性。 Nagy 等 [6J报道押通道活性改变与胸腺细胞的凋

亡有关。 Beauvais 等川的研究结果提示饵通道活性

增加促进嗜酸细胞凋亡，并且可能是凋亡细胞体积

缩小的原因。 Krick 等[8J最近报道何通道活性增高

促进常氧体外培养 PASMC 凋亡。本研究发现，给予

何通道开放剂 Pin 后， PASMC 表现出细胞体积缩

小、胞膜皱缩等凋亡特征， 50 ~ 500 /Lmol/L 的 Pin

呈剂量依赖性地促进 PASMC 的凋亡。表明在体外

培养条件下，在几乎相同浓度范围内，何通道开放剂

同时具有抑制 PASMC 增殖和促进其凋亡的作用。

HPH 早期主要表现为肺小动脉收缩，随着时间

的延长，肺血管结构重建所起的作用越来越大。

HPH 血管重建表现为内皮细胞损伤，PASMC 肥大

增殖，肌型血管中层增厚，非肌型血管向肌型转化，

成纤维细胞增殖和细胞外基质增多等。其中

PASMC 增殖是 HPH 形成的重要环节。本研究发现

何通道开放剂具有抑制 PASMC 增殖和增加其凋亡

的双重作用，这 2 种作用的结果都是 PASMC 数量
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的减少，提示在体外培养条件下饵通道开放剂是

PASMC 增殖的强有力抑制剂。最近钟小宁等[9J报

道 HPH 模型组大鼠腹腔给予 Pin 后，肺小动脉管壁

厚度与血管外径比值、管壁面积与血管总面积比值、

管腔面积与血管总面积比值等血管结构重建指标较

单纯低氧组明显改善。这些结果虽未直接涉及

PASMC 增殖改变所起的作用，但结合本研究结果

可以肯定，押通道开放剂的抑增殖作用对在体 HPH

血管结构重建有一定的治疗和预防作用。今后，在防

治 HPH 过程中，除加强病因治疗外，早期给予押通

道开放剂可能有一定的预防和治疗作用。
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