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５单硝酸异山梨酯上调斑马鱼血小板源性生长因子受体β表达并促进血
管新生
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　　［摘要］　目的　通过研究５单硝酸异山梨酯对斑马鱼血管发育的影响，探讨硝酸酯类药物促进血管新生的作用机制。

方法　以血管内皮具有绿色荧光蛋白标记的转基因斑马鱼胚胎为研究对象，将以１００、３００、５００、１０００μｇ／ｍｌ５单硝酸异山梨
酯处理的胚胎作为实验组，以０．５％ 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）处理的胚胎作为对照组，从受精卵形成后０．５～１ｈ开始药物处理，

２４～２６ｈ后观察药物对转基因斑马鱼血管发育的影响。使用荧光显微镜观察新生血管状态并记录血管长度。分别从药物处

理后０、６、１２和２４ｈ的斑马鱼胚胎中提取总ＲＮＡ，采用实时定量ＲＴＰＣＲ方法检测血小板源性生长因子受体β（ＰＤＧＦＲβ）的

表达变化。结果　５单硝酸异山梨酯可促进斑马鱼血管发育（Ｐ＜０．０１），且在１００、３００、５００μｇ／ｍｌ３个浓度梯度范围内其促
进作用与药物浓度成正比。实验组较对照组ＰＤＧＦＲβ表达量升高，在药物作用１２和２４ｈ时差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１）。结论　５单硝酸异山梨酯可上调ＰＤＧＦＲβ的表达，促进斑马鱼血管发育。
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　　长效异乐定是一种硝酸酯类扩血管药，其主要

成分为５单硝酸异山梨酯，主要用于冠心病长期治

疗预防心绞痛，心肌梗死伴有持久性心绞痛症状的

后期治疗，与洋地黄或利尿剂合用治疗慢性充血性

心力衰竭等。以往研究认为，长效单硝酸异山梨酯

主要通过舒张外周血管、降低前负荷及收缩压，增加

静脉血容量、减少心肌氧供需求，扩张心外膜的冠状

动脉、增加心肌氧供发挥作用［１］。但心脏功能与多
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种因素有关，例如侧支循环的建立就对防御冠心病

患者心肌缺血具有重要意义。侧支循环是建立在正

常区域与缺血区域之间的新生血管，是对逐步发展

的冠状动脉狭窄及堵塞的应答［２］。５单硝酸异山梨

酯能否促进血管新生和侧支循环的建立尚不清楚。

　　血小板源性生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）在血管新生过程发挥重要作用［３］，它

可通过结合其酪氨酸激酶受体（ＰＤＧＦＲα、ＰＤＧＦＲβ）

促进内皮细胞迁移、增生及生存［４］，上调ＰＤＧＦ信号

的表达，促进血管新生过程［５］。为研究５单硝酸异

山梨酯对血管新生的效应，我们以血管内皮具有绿

色荧光蛋白标记、可非侵入性实时观察的Ｔｇ（ｆｌｋ１：

ＥＧＦＰ）转基因斑马鱼［６］胚胎血管生成模型作为平

台，观察５单硝酸异山梨酯对斑马鱼胚胎的血管生

长和ＰＤＧＦ受体表达的影响，探讨５单硝酸异山梨

酯参与血管新生的作用及机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料和试剂　Ｔｇ（ｆｌｋ１：ＥＧＦＰ）转基因斑

马鱼鱼系由中国科学院健康研究所赠予，Ｌｅｉｃａ２０５

ＦＡ体式荧光显微镜，梯度ＰＣＲ扩增仪（日本ＴａＫａ

Ｒａ公司），ＲＧ３０００Ａ定量ＰＣＲ仪（澳大利亚Ｃｏｒ

ｂｅｔｔＲｅｓｅａｒｃｈ公司）。长效异乐定（主要成分为５单

硝酸异山梨酯，珠海许瓦兹制药有限公司，国药准字

Ｈ２００３１２２４）为成品药物，系长海医院心内科捐赠；

ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ○Ｒ ＲＴ
试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；ＴＨＵＮＤＥＲＢＩＲＤＳＹＢＲ

ｑＰＣＲＭｉｘ购自ＴｏＹｏＢｏ公司。

１．２　方法

１．２．１　胚胎处理及血管长度计算　药物研磨成粉

状后溶解至０．５％ 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）中，使５单

硝酸异山梨酯含量为１００、３００、５００、１０００μｇ／ｍｌ。

Ｔｇ（ｆｌｋ１：ＥＧＦＰ）转基因斑马鱼根据 Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ的

标准方案［７］进行饲养，采用１４ｈ１０ｈ黑暗与照明

交替、２８．５℃鱼缸系统水养，定时给予草履虫喂食。

取卵前１ｄ，雌雄以２１的比例放入交配缸内，交配

缸底部有产卵托盘，中间放置隔板，过夜，次日晨照

明后去掉隔板。受精卵形成后０．５～１ｈ内给予药

物刺激，以５单硝酸异山梨酯处理的胚胎作为实验

组，０．５％ ＤＭＳＯ 处理的胚胎作为对照组。使用

Ｌｅｉｃａ２０５ＦＡ体式荧光显微镜观察药物处理后２６ｈ
的胚胎血管发育情况，使用ＬＥＩＣＡ软件计算节间血

管长度。

１．２．２　ＰＣＲ引物设计与合成　根据斑马鱼 ＧＡＰ

ＤＨ和ＰＤＧＦＲβ基因序列利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计

引物：ＰＤＧＦＲβＦ：５′ＣＴＡＣＡＴＣＴＣＣＡＡ ＡＧＧ

ＣＡＧＣＡ３′，ＰＤＧＦＲβＲ：５′ＡＣＡＧＧＴＴＡＴＧＡＡ

ＡＧＡＴＧＣＴＣＴＣＧ３′；ＧＡＰＤＨＦ：５′ＣＡＧＧＣＡ

ＴＡＡＴＧＧＴＴＡＡＡＧＴＴＧＧＴＡ３′，ＧＡＰＤＨＲ：

５′ＣＡＴＧＴＡ ＡＴＣＡＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡ ＴＧＧ

３′。ＰＤＧＦＲβ及内参ＧＡＰＤＨ的ＲＴＰＣＲ特异引物

序列均由上海博尚生物技术有限公司提供。

１．２．３　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测ＰＤＧＦＲβ基因

的表达量　按ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书分别提取药物处

理后０、６、１２和２４ｈ斑马鱼胚胎总ＲＮＡ，使用Ｐｒｉ

ｍｅＳｃｒｉｐｔ○Ｒ ＲＴ试剂盒将总ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。

将所得的ｃＤＮＡ产物置于－２０℃保存。以反转录所

得的ｃＤＮＡ体积的１／２０为模板，使用ＴＨＵＮＤＥＲ

ＢＩＲＤＳＹＢＲｑＰＣＲＭｉｘ行定量ＰＣＲ。扩增条件为：

９５℃预变性１ｍｉｎ，９４℃变性２０ｓ，５８℃退火２０ｓ，

７２℃延伸１５ｓ，４０个循环；７２℃温育１０ｍｉｎ。建立

ＰＣＲ产物的熔解曲线以鉴定产物是否单一。以

ＧＡＰＤＨ为内参。扩增产物以１％琼脂糖凝胶电泳

进行检测，采用ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ６软件进行ＰＤＧＦＲβ与

ＧＡＰＤＨ基因条带的相对密度分析。ｍＲＮＡ相对水

平的表达以２－ΔΔＣｔ表示。

１．３　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１１．０软件进行数据

分析。数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验进行组间差异

比较。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　不同浓度５单硝酸异山梨酯对斑马鱼血管发

育的影响　图１Ａ为在明场及荧光下观察受精后２６

ｈ（ｈｏｕｒｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｈｐｆ）对照组及５００μｇ／ｍｌ
药物处理组的斑马鱼胚胎节间血管，图１Ｂ为对照组

及１００、３００、５００、１０００μｇ／ｍｌ药物处理后的胚胎节

间血管长度。由图１Ｂ可见，３００、５００及１０００μｇ／ｍｌ
药物处理后的胚胎节间血管长度与对照组比较，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），并且药物处理后的胚胎

节间血管的长度并非与药物浓度呈正相关，以５００

μｇ／ｍｌ药物处理的胚胎节间血管长度最长。

２．２　５单硝酸异山梨酯对斑马鱼不同发育时期

ＰＤＧＦＲβ基因表达的影响　选取斑马鱼胚胎发育的

０、６、１２、２４ｈ４个时间点提取ＲＮＡ，获取药物处理

后随时间变化胚胎ＰＤＧＦＲβ的表达。如表１所示，

５００μｇ／ｍｌ药物处理后的斑马鱼整胚的ＰＤＧＦＲβ的
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ｍＲＮＡ表达水平随发育时间的增加而增加。实验组

与对照组比较，１２ｈｐｆ（Ｐ＜０．０５）、２４ｈｐｆ（Ｐ＜０．０１）时

差异有统计学意义。

图１　５单硝酸异山梨酯对班马鱼胚胎血管发育的影响

Ｆｉｇ１　Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｓｏｓｏｒｂｉｄｅｍｏｎｏｎｉｔｒａｔｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓ
Ｈｐｆ：Ｈｏｕｒｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ．Ａ：Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｅｎｃｅｉｍａｇｅａｔ２６ｈｐｆ；Ｂ：Ｔｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆｉｎｔｅｒｓｅｇｍｅｎｔａｌｖｅｓｓｅｌｓａｔ２４ｈｐｆ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝２０；珚ｘ±ｓ

表１　５单硝酸异山梨酯处理后不同时间点斑马鱼整胚ＰＤＧＦＲβ的表达

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＧＦＲβｍＲＮＡｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｉｓｏｓｏｒｂｉｄｅｍｏｎｏｎｉｔｒａｔｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ０ｈｐｆ ６ｈｐｆ １２ｈｐｆ ２４ｈｐｆ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．７５±０．０５ １．０３±０．０２ １２．０６±１．７６ １７．７５±３．４３
Ｉｓｏｓｏｒｂｉｄｅｍｏｎｏｎｉｔｒａｔｅ（５００μｇ·ｍｌ－１） ０．７９±０．０６ １．０５±０．０９ １４．５３±６．６９ ２４．９５±４．７８

　Ｈｐｆ：Ｈｏｕｒｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　为能更好地检测血管促进效应，选择合适的活

体血管模型显得尤为重要。由于大多数活体血管模

型具有侵入性，难以定量数据，很难用于研究药物对

血管发育过程的影响。而转基因斑马鱼 Ｔｇ（ｆｌｋ１：

ＥＧＦＰ）具有非侵入性可实时观察的独特优势，该种

转基因斑马鱼血管内皮可用绿色荧光蛋白标记［６］，

定量筛选具有促进血管新生作用的药物。本研究使

用Ｔｇ（ｆｌｋ１：ＥＧＦＰ）转基因斑马鱼胚胎血管生成模

型作为平台，探索５单硝酸异山梨酯参与血管新生

的作用及机制。

　　硝酸酯类药物是冠心病常用的抗心绞痛药物，

既往未证明存在长期的有益效应［８］，一些临床试验

甚至发现长期口服硝酸酯类药物会增加心梗后不良

事件的发生［９１０］，但近期一项研究表明对于持续性

血液透析的患者，使用长效的单硝酸异山梨酯可减

少急性左心衰的发病［１１］。目前对于硝酸酯类药物

的效用仍存在较大争议，主要表现为长期服药可缓

解患者症状，但患者服药依从性较差，同时可诱导内

皮细胞功能紊乱从而影响预后［１２］。提示该类药物

除了扩张血管外，可能还存在其他的药理作用。本

研究发现５单硝酸异山梨酯可促进斑马鱼的节间血

管的生成，即促进血管新生，为拓展它的药理作用提

供了实验依据。

　　血管的生长受多种因子的调节。已有研究报道

一些血管因子例如ＶＥＧＦ、ＦＧＦ及骨髓干细胞均可

用于治疗性血管新生［１３］，刺激冠状动脉侧支循环形

成从而减少心肌缺血。ＰＤＧＦ作为一种重要的调节

因子，通过ＰＤＧＦＲ发挥促血管生长作用［１４］。在内

皮细胞形成毛细血管网的血管新生过程中ＰＤＧＦＲβ
信号必不可少［１５］，在ＰＤＧＦＲβ敲除小鼠中可见大量

血管缺失［１６］更是支持其在血管新生中的重要作用。

Ｗｉｅｎｓ等［１７］发现人类与斑马鱼ＰＤＧＦＲβ的序列高

度保守，且明确提出ＰＤＧＦＲβ信号在调节血管新生

中的作用。我们通过定量ＰＣＲ检测了５单硝酸异

山梨酯处理后斑马鱼整胚ＰＤＧＦＲβ的相对表达量，

发现实验组相对表达量较对照组明显升高，推测该

药物可能通过上调ＰＤＧＦＲβ的 ｍＲＮＡ表达量从而

影响节间血管的生长。鉴于血管调节过程的复杂

性，可能还存在 ＶＥＧＦ或ＦＧＦ等参与５单硝酸异

山梨酯引起的节间血管生成过程，同时ＰＤＧＦＲβ是

否可作为药物作用靶点尚需进一步研究。

　　本研究通过 Ｔｇ（ｆｌｋ１：ＥＧＦＰ）转基因斑马鱼模
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型实时观察了５单硝酸异山梨酯对斑马鱼胚胎血管

发育的 影 响，发 现 ５单 硝 酸 异 山 梨 酯 可 上 调

ＰＤＧＦＲβ的表达，促进斑马鱼血管发育，这为进一步

了解硝酸酯类药物的药理作用提供了实验依据。
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·消　息·

第二军医大学长海医院射波刀中心成立

　　２０１２年４月２１日，“长海医院射波刀中心成立仪式暨学术研讨会”在第二军医大学锦雪苑隆重举行。医院孙颖浩院长和

夏阳政委、上海市医学会肿瘤放射治疗专科委员会主任委员傅小龙教授、泰和诚医疗器械集团周红副总裁到会并为中心揭牌，

来自全国各地的肿瘤放射治疗和神经外科专家等共１２０余人就射波刀在治疗肿瘤方面的新进展进行了专题学术讨论。

　　长海医院射波刀中心引进了“机器人立体定向放射治疗系统”，它是全球最新型、最先进的立体定向放射治疗设备，也是目

前世界最先进及精确的肿瘤治疗设备。其突破性在于术中实时影像引导定位技术和动态肿瘤追踪治疗技术，给临床肿瘤医师

提供了无创、无痛、无麻醉的全新肿瘤治疗方法，从而改善肿瘤患者治疗中和治疗后的生存质量。


