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低氧促进大鼠肺动脉平滑肌细胞Periostin
表达及其信号转导机制
施孟如1  郑  易1  王良兴2   林  全2*

(1温州医科大学检验与生命科学学院, 温州 325035; 2温州医科大学附属第一医院呼吸内科, 温州 325000)

摘要      观察低氧对大鼠肺动脉平滑肌细胞(pulmonary artery smooth muscle cells, PASMCs) Pe-
riostin表达的影响及其相关信号转导机制。胶原酶I法原代培养PASMCs, 经低氧(5% O2)分别处理

PASMCs 2, 6, 12, 24 h后, RT-PCR和Western blot法检测Periostin mRNA和蛋白表达。加入PI3K/Akt通
路特异性抑制剂LY294002(10 μmol/L)进行干预, Western blot分析比较不同条件下低氧处理24 h后大

鼠PASMCs中Periostin和Akt/P-Akt的蛋白表达。结果表明, 与常氧组比较, 低氧处理6 h组、12 h组和

24 h组Periostin mRNA和蛋白的表达均显著上升(P<0.05, P<0.01), 低氧处理后的PASMCs中Periostin 
mRNA和蛋白的表达逐渐升高; 低氧处理2 h组无显著差异(P>0.05)。用LY294002对PASMCs处理, 并
低氧24 h后, Periostin的表达被显著抑制(P<0.01), 细胞P-Akt的表达下调(P<0.05), 总Akt的蛋白表达没

有明显差异(P>0.05)。推测低氧可诱导大鼠PASMCs中Periostin mRNA和蛋白的表达上调。低氧可能

通过激活PI3K/Akt通路促进Akt的磷酸化, 进而使 Periostin在PASMCs中过表达, 提示Periostin在低氧性

PASMCs增殖过程中可能起着重要作用 。
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Hypoxia Increases Periostin Expression and the Related Signal 
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Abstract       The effects of hypoxia on the Periostin expression and the related signal transduction pathway in 
rat pulmonary arterials mooth muscle cells (PASMCs) were observed in this study. Primary PASMCs were cultured 
with collagenase I. The PASMCs were treated at hypoxia (5% O2) for 2, 6, 12, 24 h separately. The expressions of 
Periostin mRNA and protein in PASMCs of rat were detected by RT-PCR and Western blot. LY294002 (10 μmol/L),  
a specific inhibitor of PI3K/Akt signal pathway, was used to treat PAMSCs at hypoxia for 24 h. Periostin and Akt/
P-Akt protein were detected by Western blot. Compared with control group, the mRNA and protein expressions of 
Periostin increased significantly in hypoxia PASMCs treated for 6, 12, 24 h (P<0.05, P<0.01), and there was no 
significant difference between normal group and hypoxia 2 h group (P>0.05). After treated with LY294002 for 24 h 
at hypoxia, the expressions of Periostin and P-Akt were down-regulate significantly (P<0.01, P<0.05) compared 
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with hypoxia 24 h group. But there was no significant difference for Akt protein expression (P>0.05). The results sug-
gested that hypoxia exposure could upregulate the mRNA and protein expressions of Periostin in PASMCs. Hypoxia 
exposure might activate the PI3K/Akt signal pathway, promote Akt phosphorylation, and then induce Periostin protein 
overexpression. It indicated that Periostin might play an important role in hypoxia-induced PASMCs proliferation. 

Key words        hypoxia; pulmonary arterys mooth muscle cells; Periostin; pulmonary vascular reconstruction; 
PI3K/Akt signal pathway

缺氧性肺动脉高压 (hypoxic pulmonary hyper-
tension, HPH)是慢性阻塞性肺疾病(chronic obstruc-
tive pulmonary disease, COPD)的重要病理生理改变。

低氧可以引起低氧性肺血管重建、低氧性肺血管

收缩和红细胞增多[1]。肺血管结构重建是低氧性肺

动脉高压形成的一个重要病理过程。而低氧条件下

肺动脉平滑肌细胞(pulmonary artery smooth muscle 
cells, PASMCs)增殖在肺血管结构重建过程中具有

极其重要的作用[2]。

Periostin, 又被称为成骨细胞特异性因子-2 
(osteoblast-specific factor 2, OSF-2), 是1993年日本学者

Takeshita等[3]最初从小鼠的成骨细胞系Mc3T3-E1中分

离得到的具有细胞黏附作用的蛋白质。 Periostin作
为细胞黏附蛋白能够促进成骨, 它不仅能够促进细

胞的黏附作用, 还能调控细胞的迁移和增殖, 在血管

形成过程中表现突出。近年来的研究证实, Periostin
在大鼠血管损伤后新生内膜中的表达明显上调, 而
且它能促进血管平滑肌细胞、 外膜细胞的迁移, 证
明其与细胞迁移的趋化性和趋触性有密切关系[4]。

目前, 低氧刺激是否影响肺动脉平滑肌细胞Periostin
的表达及其机制尚不明确。本实验通过不同低氧时

间对大鼠PASMCs进行低氧干预, 观察低氧对Perios-
tin表达的影响及其相关信号转导机制。

1   材料与方法
1.1   主要材料 

体重(200±20) g的健康SD雄性大鼠购自温州医

科大学实验动物中心; DMEM干粉状培养基、胰蛋

白酶(Trypsin)、100×青霉素–链霉素双抗液、胶原

酶I(collagenase I)均购自美国Gibco公司; 胎牛血清

购自杭州四季青公司; LY294002购自美国Sigma公
司; 兔抗大鼠Periostin多克隆抗体、Akt以及P-Akt抗
体、β-actin单抗购自Abcam公司; Periostin、GAPDH
引物、Trizol和RT-PCR两步法试剂盒购自宝生物工

程(大连)公司。其余试剂为国产分析纯。

1.2   方法

1.2.1   原代细胞培养      参照文献[5-6]的方法, SD大

鼠用乙醚麻醉后, 放入75%酒精中浸泡3 min。在超

净工作台上无菌操作取出大鼠心肺组织, 用预冷的

PBS清洗残留血液, 置解剖显微镜下逐步分离出肺动

脉, 尽量将结缔组织剥离干净, 弃肺动脉干, 保留2~4
级细小动脉, 于预冷的Hank’s液中漂洗数次, 纵向剖

开动脉, 内膜朝上, 用显微镊刮除动脉内皮细胞。将

动脉剪成小块, 放入预先盛有含0.2%胶原酶I的离心

管中。置于CO2培养箱中, 每30 min观察一次并轻轻

摇动, 直至消化成絮状物; 1 000 r/min离心10 min, 
弃上清, 重悬于含20%胎牛血清DMEM的培养瓶中, 
37 °C、10 % CO2培养箱中培养。3~5 d后细胞贴壁

生长, 呈梭形, 并出现“峰–谷”状。每周更换2次培养

液, 0.25%胰酶消化传代, 实验选用3~8代细胞。

1.2.2   实验分组和低氧处理      实验分为3组: (1)常
氧组N(normoxia group): 细胞在培养箱(37 °C、21% 
O2、10% CO2)中培养。(2)低氧组(hypoxia group): 
细胞在三气培养箱(德国贺氏公司, 37 °C、5% O2、

10% CO2、90% N2)中培养。低氧组又分为低氧处

理2 h组(H2)、低氧处理6 h组(H6)、低氧处理12 h组
(H12)和低氧处理24 h组(H24)共4个亚组。(3)药物处

理组(LY294002+低氧处理24 h): 参考文献[7-8], 选
择10 μmol/L LY294002作为PI3K/Akt通路特异性抑

制剂加入细胞, 预处理细胞2 h后, 低氧培养24 h。
将各组PASMCs以1×104/mL细胞数培养于20 mL

培养瓶中, 培养24 h, 换不含小牛血清的DMEM培养

液静置同步培养24 h后, 将细胞进行低氧处理。各

组在常氧(N)及低氧中分别处理 2, 6, 12, 24 h。药

物干预(LY294002+低氧处理24 h)组加入10 μmol/L 
LY294002预处理细胞2 h后, 换培养基, 继续低氧24 h。
RT-PCR、Real-time PCR和Western blot检测Periostin和
AKT/P-Akt。
1.2.3   RT-PCR扩增      (1)逆转录(reverse transcription, 
RT)合成cDNA。Trizol抽 提PASMCs总RNA, Nano-
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drop2000测定RNA纯度和浓度, 稀释成1 ng/μL。取 
RNA模板1 ng, 10×RT Buffer 1 μL, 25 mmol/L dNTP 
2 μL, MgCl2 2 μL, Rnase inhibitor 0.25 μL, AMV逆转

录酶0.5 μL, Randon 9 mers 0.5 μL, 加无RNA酶的水

至总体积为10 μL。30 °C 10 min, 42 °C 30 min, 99 °C 
5 min, 5 °C 5 min。合成的cDNA用于PCR反应。(2)
PCR反应。取cDNA 2 μL, 20 μmol/L的上、下游引

物各1 μL, 10×PCR buffer 3 μL, Taq酶HS 0.2 μL, 加
ddH2O至总反应体积为20 μL, 进行PCR扩增。 扩增

条件为: 94 °C 5 min; 然后94 °C 30 s, 54 °C 45 s, 72 °C 
1 min; 35个循环; 最后于72 °C延伸10 min。Periostin
上游引物为: 5′-CGC AGA GGA CTG GAG AAC AAT-
3′, 下游引物为: 5′-GGA GCA AAG AGC GTG AAG 
TGA-3′, 预计产物片段大小为374 bp。GAPDH为内参, 
GAPDH上游引物为: 5′-ACC ACA GTC CAT CAC-3′, 
下游引物为: 5′-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3′, 
预计PCR产物片段大小为451 bp。PCR扩增完毕后, 1%
琼脂糖凝胶中行电泳分析, 采用凝胶成像系统对电

泳影像进行光密度扫描, 以Quantity One软件分析各

组Periostin条带光密度与内参GAPDH条带光密度比

值表示目的基因mRNA相对表达水平。

1.2.4   Western blot检测Periostin、P-Akt及总Akt蛋
白的表达      各组PASMCs用PBS洗2次, 每瓶加入

300 μL含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液, 充分振荡

混匀后, 静置30 min, 转移至1.5 mL EP管, 于4 °C、
12 000 r/min离心30 min, 吸取上清液测蛋白浓度。

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后, 电转膜至硝酸纤维

素膜, 5%脱脂奶粉封闭1 h, 加一抗(Periostin: 1:500
稀释; β-actin: 1:1 000稀释; Akt: 1:1 000稀释; P-Akt: 
1:500稀释), 4 °C过夜。TBST洗膜5 min/次×3次, 加
1:2 000二抗, 室温放置2 h, 再洗膜3次, 加入ECL荧
光剂, 经ChemiDoc MP荧光化学发光成像系统(Bio-
Rad公司, 美国)曝光获得图像。Quantity One图像分

析软件对结果进行分析。以目的蛋白与内参β-actin
光密度D值的比值代表目的蛋白表达的相对含量。

1.2.5   统计学处理方法      数据采用(x
_
±s)表示, 应

用SPSS 13.0统计学软件进行F检验和方差分析, 
P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   低氧对Periostin mRNA和蛋白表达的影响

用低氧(5% O2)分别刺激大鼠PASMCs 2, 6, 12, 

24 h后, RT-PCR检测Periostin的mRNA表达。结果

显示, 与常氧组比较, 低氧处理2 h组差异不显著

(P>0.05); 低氧处理6, 12, 24 h组Periostin mRNA较

常氧组表达升高且有显著差异(P<0.05, P<0.01), 而
且随着低氧时间延长, Periostin mRNA的表达逐渐

增加(图1)。
Western blot检测Periostin的蛋白表达, 结果显

示, 在分子量93 kDa处均出现蛋白印迹杂交结果。

与常氧组比较, 低氧处理6, 12, 24 h组Periostin的表

达升高且有显著差异(P<0.05, P<0.01), 且随低氧时

间的延长Periostin的表达进行性升高。低氧处理2 h
组差异不显著(P>0.05)(图2)。上述结果提示, 低氧

可以促进Periostin的mRNA和蛋白表达。

2.2   LY294002对PASMCs中Periostin、Akt/P-Akt
蛋白表达的影响  

研究结果显示, PASMCs加入PI3K/Akt通路特

异性抑制剂10 μmol/L LY294002预处理2 h, 更换培

养基后继续低氧处理24 h, 与未加LY294002的低

氧24 h组(H24)相比, Periostin蛋白的表达显著下降

(P<0.01)。LY294002显著抑制P-Akt表达(P<0.05), 
总Akt的蛋白表达没有明显差异(图3)。
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A: RT-PCR检测PAMSCs中Periostin mRNA表达的电泳条带; B: 各实

验组PAMSCs中Periostin mRNA的表达分析。N: 正常对照组; H2: 低
氧处理2 h组; H6: 低氧处理6 h组; H12: 低氧处理12 h组; H24: 低氧处

理24 h组。*P<0.05, **P<0.01, 与N组比较(x
_
±s, n=3)。

A: RT-PCR electrophoresis bands of Periostin; B: the expression analysis 
of Periostin mRNA in PAMSCs. N: normal control group; H2: hypoxia for 
2 h group; H6: hypoxia for 6 h group; H12: hypoxia for 12 h group; H24: 
hypoxia for 24 h group. *P<0.05, **P<0.01 compared with N (x

_
±s, n=3).

图1 不同低氧时间对PASMCs中Periostin mRNA表达影响

Fig.1  Effects of different hypoxia period on Periostin mRNA 
expression of PASMCs
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3   讨论 
低氧可以引起低氧性肺血管重建、低氧性肺

血管收缩和红细胞增多。低氧性肺动脉高压是慢

性阻塞性肺疾病(COPD)向肺心病发展的重要环节, 
肺血管结构重建是低氧性肺动脉高压形成的一个

重要病理过程。而低氧条件下肺动脉平滑肌细胞

(PASMCs)增殖在肺血管结构重建过程中具有极其

重要的作用[2]。在肺微血管重构过程中的, 平滑肌

细胞的异常增殖、中膜增厚、管腔狭窄, 是导致重

构的重要原因之一[9]。因此, 抑制肺微血管平滑肌细

胞的增殖有可能成为抑制肺动脉高压的有效策略。

1993年 , 日本学者首先从小鼠的成骨细胞系

Mc3T3-E1中分离得到Periostin, 因此又被称为成骨细

胞特异性因子-2(osteoblast-specific factor 2, OSF-2), 
这是在成骨细胞中发现的具有细胞黏附作用的蛋白

质[3]。2004年, 在骨膜和牙周韧带中被发现并重新命

名为Periostin, 简称POSTN[10]。Periostin作为细胞黏

附蛋白能够促进成骨, 起初被认为其只特异性表达

于骨组织, 后来研究发现其在多种组织中过表达, 尤

其是在各种创伤愈合和恶性肿瘤组织内, 它不仅能

够促进细胞的黏附作用, 还能调控细胞的迁移和增

殖, 在血管形成过程中表现突出。在血管形成中, 细
胞的迁移包含3个主要的机制, 即趋应力性、 趋触性

和趋化性[11]。研究证实, Periostin在大鼠血管损伤后

新生内膜中的表达明显上调, 而且它能促进血管平

滑肌细胞、 外膜细胞的迁移, 证明其与细胞迁移的

趋化性和趋触性有密切关系[4]。

根据本实验室以往的研究,  PASMCs在低氧环

境影响下发生表型转变: 常氧时细胞狭长, 处于稳定

的分化状态; 低氧时PASMCs体积明显变大, “峰–谷”
长势不明显, 光镜下可观察到其表型从收缩型向合

成型的转变[12]。PASMCs表型的此种转变为肺动脉

平滑肌细胞增殖的重要前提之一, 同时也是肺血管

结构重建发生的结构基础。 PASMCs在其增殖和迁

移的过程中依赖于细胞骨架蛋白的改变[13], 细胞增殖
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图2 不同低氧时间对PASMCs中Periostin蛋白表达影响

Fig.2  Effects of different hypoxia period on Periostin 
protein expression of PASMCs
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B: 各实验组PAMSCs中Periostin、Akt、P-Akt的表达分析。N: 正常

对照组; H24: 低氧处理24 h组; LY294002+H24: 经LY294002预处理

2 h并低氧处理24 h组。**P<0.01,与对照组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 
与H24组比较(x

_
±s, n=3)。

A: the expressive bandings of Periostin, Akt, P-Akt in PAMSCs; B: the 
expression analysis of Periostin, Akt, P-Akt in PAMSCs. N: normal 
control group; H24: hypoxia for 24 h group; LY294002+H24: pretreated 
with LY294002 for 2 h, and then treated at hypoxia for 24 h. **P<0.01 
compared with N; #P<0.05, ##P<0.01 compared with H24 (x

_
±s, n=3).

图3  LY294002对PASMCs中Periostin、Akt和P-Akt
蛋白表达的影响

Fig.3   Effect of LY294002 on the protein expressions of 
Periostin, Akt and P-Akt in PASMCs
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可引起肺血管发生结构重建、管腔狭窄、管壁增厚、

阻力增大, 最终导致肺动脉高压的发展和持续。

磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylinositol 3-kinase, 
PI3K)是一种异二聚体酶, 在多种细胞的生长和增

殖过程中起到重要作用。Akt是其下游的丝氨酸–
苏氨酸激酶, 它能够被多种细胞因子激活, 传导信

号。PI3K/Akt通路参与多种细胞的增殖、分化, 而
LY294002是PI3K信号通路公认的抑制剂, 它可通过

跨膜酪氨酸激酶抑制PI3K的活化[14]。以往的研究发

现, 球囊损伤后大鼠颈动脉中的Periostin蛋白表达显

著上调, 生长因子可以通过PI3K/Akt信号通路介导, 
从而上调血管平滑肌细胞中Periostin的表达[15]。而

体外研究中, 血管平滑肌细胞分泌的Periostin蛋白在

血管平滑肌细胞的迁移调控中起到重要作用。

本研究结果显示, 低氧刺激可以显著增加PASMCs 
Periostin的mRNA和蛋白表达, 当采用LY294002阻断

PI3K活性后, 磷酸化Akt(P-Akt)的表达显著降低, Pe-
riostin的表达也同样呈下降趋势。低氧环境可能通过

激活PAMSCs中的PI3K/Akt通路, 从而促使Periostin表
达上调, 而LY294002则可以有效地阻断低氧24 h组中

Periostin表达升高的作用。以上实验结果提示, 低氧

可能通过诱导某些生长因子或炎症因子的表达, 进而

激活胞内PI3K/Akt通路, 从而上调PAMSCs中的Perios-
tin蛋白表达, 促进细胞的黏附、增殖和迁移[16]。

本实验仅检测了PI3K/Akt信号通路的P-Akt的
表达, 其上下游可能还有其他因子参与信号通路调

控, 另外可能还有其他的信号通路或细胞因子参与

到对靶蛋白Periostin的表达调控机制中, 这些有待于

我们进一步的深入研究。

总之, 本实验表明低氧作用下, 可诱导大鼠

PASMCs中Periostin mRNA和蛋白的表达上调。低

氧可能通过激活PI3K/Akt通路, 促进Akt的磷酸化, 
进而使Periostin在PASMCs中过表达, 提示Periostin
在低氧性PASMCs增殖过程中可能起着重要作用。

调控Periostin蛋白表达对于防治因低氧性PASMCs
异常增殖所导致的肺动脉高压可能有效, 可望成为

肺动脉高压基因治疗的候选基因。
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