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p38MAPK在低氧高二氧化碳肺动脉平滑肌中的

表达及三七皂苷单体Rb1的干预
郑梦晓1#  宋张娟1#  马迎春1  宋  冬1  黄林静1  唐兰兰2  王万铁1*

(1温州医科大学病理生理学教研室, 温州 325035; 2浙江省新华医院病理科, 杭州 310005)

摘要      该实验旨在探讨三七皂苷单体Rb1对低氧高二氧化碳性肺动脉收缩的作用及其与

p38MAPK信号通路的关系。原代培养雄性SD大鼠肺动脉平滑肌细胞(PASMCs), 取第2~5代细胞, 随
机分为五组 : 常氧组(N组)、低氧高二氧化碳(1% O2, 6% CO2)组(H组)、低氧高二氧化碳+8 mg/mL 

Rb1组(RbL组)、低氧高二氧化碳+40 mg/mL Rb1组(RbM组)、低氧高二氧化碳+100 mg/mL Rb1组(RbH

组)。孵育24 h后收集细胞 , 分别采用免疫印迹法测定p38MAPK磷酸化蛋白的表达水平 , 半定量逆

转录–聚合酶链反应技术检测p38MAPK基因的表达水平。p-p38MAPK蛋白在N组表达弱阳性 ; 较
之H组, Rb1干预组(RbL、RbM、RbH组)表达均不同程度减弱, 以RbM组最为显著, 差异有统计学意义

(P<0.01); p38MAPK mRNA在N组表达较弱 ; 与H组相比 , RbL、RbM和RbH组中p38MAPK mRNA表

达均不同程度下降, 以RbM组最为显著(P<0.01)。上述结果表明, p38MAPK信号通路可能介导大鼠

低氧高二氧化碳性肺动脉收缩 ; 三七皂苷单体Rb1可能通过抑制p38MAPK信号通路的表达而减轻

低氧高二氧化碳性肺动脉收缩。

关键词      低氧高二氧化碳; 肺动脉高压; p38MAPK信号通路; 三七皂苷单体Rb1 

The Expression of p38MAPK in Hypoxia Hypercapnic Pulmonary Arterial 
Smooth Muscle and the Intervention of Notoginsenoside Rb1

Zheng Mengxiao1#, Song Zhangjuan1#, Ma Yingchun1, Song Dong1, Huang Linjing1, Tang Lanlan2, Wang Wantie1*
(1Department of Pathophysiology, Wenzhou Medical University, Wenzhou 325035, China; 

2Department of Pathology, Xinhua Hospital, Hangzhou 310005, China)

Abstract       This research will explore the mechanism of notoginsenoside Rb1 to alleviate the hypoxia hy-
percapnia-induced pulmonary vasoconstriction and the role of p38MAPK (extracellular singal-regulated kinase) 
signal pathway playing in it. The pulmonary artery smooth muscle cells were primary cultured and the second to 
fifth subcultured cells were incubated with 8, 40 and 100 mg/mL notoginsenoside Rb1 respectively under the hy-
poxia-hypercapnia condition (1% O2, 6% CO2). The cells were harvested in 24 h. The phosphated p38MAPK of 
the cells was detected by Western blot and p38MAPK mRNA was examined by reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR). The expression of phosphated p38MAPK of control group was significant lower than 
that of other groups. Compared to hypoxia-hypercapnia group, the expression of phosphated p38MAPK in notogin-
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senoside Rb1-treated groups (RbL, RbM and RbH groups), especially in RbM group, was significantly lower (P<0.01). 
The expression of p38MAPK mRNA of control group was significant lower than that of other groups. Compared to 
hypoxia-hypercapnia group, the expression of mRNA in notoginsenoside Rb1-treated groups (RbL, RbM and RbH 
groups), especially in RbM group, was significantly lower (P<0.01). These results indicate that p38MAPK can induce 
hypoxia hypercapnia-induced pulmonary vasoconstriction in rats and notoginsenoside Rb1 can alleviate hypoxia 
hypercapnia-induced pulmonary vasoconstriction by inhibiting the p38MAPK signal pathway.

Key words        hypoxia hypercapnia-induced pulmonary vasoconstriction; pulmonary hypertension; 
p38MAPK signal pathway; notoginsenoside Rb1

缺氧性肺动脉收缩反应 (hypoxia-induced pul-
monary vasoconstriction, HPV)是形成肺动脉高压

的始动因素[1-2], 而关于慢性阻塞性肺疾病(chronic 
obstructive pulmonary diseases, COPD)等的研究表

明, 肺循环在缺氧的同时常伴有二氧化碳潴留, 因此

研究低氧高二氧化碳性肺动脉收缩(hypoxia hyper-
capnia-induced pulmonary vasoconstriction, HHPV)
的发生机制对此类疾病的临床防治更具理论及实

践意义。丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)存在于大多数细胞内, 在将细

胞外刺激信号转导至细胞及其核内并引起细胞生物

学反应的过程中起着至关重要的作用。p38丝裂原

活化蛋白激酶(p38 mitogen-activated protein kinase, 
p38MAPK)是MAPK家族中的一个亚族 , 亦有研究表

明, p38MAPK通路的激活与血管平滑肌细胞的增殖、

迁移[3]、钙离子的调控[4]及肺动脉高压的发生有关[5]。

三七的主要有效成分三七总皂苷(panax notog-
inseng saponin, PNS)具有阻滞钙内流[6-7]、降压[8]等

作用, 人参皂苷Rb1(ginsenoside Rb1, Rb1)是PNS的主

要单体之一。近年来, 诸多学者对三七总皂苷及其

单体进行了大量心脑系统的研究, 但其对肺血管的

作用尚未见报道。本课题组前期研究证实, 三七总

皂苷可通过抑制MAPK通路减轻大鼠低氧高二氧化

碳性肺动脉高压的形成[9]。本实验旨在研究Rb1单体

在低氧高二氧化碳性肺血管收缩和肺动脉高压形成

过程中发挥的作用以及其作用与p38MAPK的关系 , 
从而探讨Rb1可能的作用机制, 为临床上因低氧高二

氧化碳引起的肺动脉收缩和肺动脉高压的治疗提供

一定的实验基础和理论依据。

1   材料与方法
1.1   动物、试剂与药品  

SPF级雄性健康SD大鼠 10只, 体重 200~220 g 

[由温州医学院实验动物中心提供, 动物许可证号 : 
SCXK(浙)2008-0156号]。胎牛血清、DMEM高糖

培养基(美国Gibco公司); 三七皂苷单体Rb1(吉林大

学基础医学院有机化学教研室提供 ), 纯度>98%, 溶
于超纯水, 10 mg/mL, 4 °C冰箱保存; RT-PCR试剂盒

(日本TaKaRa公司); 台盼蓝(美国Sigma公司); SABC-
FITC(POD)双标试剂盒、SM-α-actin单克隆抗体、

浓缩型DAB试剂盒(宝生物工程有限公司); 增强化

学发光试剂盒、BCA蛋白定量试剂盒(美国Pierce公
司、上海吉泰新绛生物科技有限公司代理); 兔抗鼠

p38MAPK、单克隆抗体、兔抗鼠磷酸化p38MAPK
单克隆抗体、辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔

二抗(美国Cell Signal Technology公司)。 
1.2   肺动脉平滑肌细胞(pulmonary artery smooth 
muscle cells, PASMCs)的分离、培养及鉴定  

10%水合氯醛, 按0.33 mL/(100 g体重)腹腔注射

法麻醉大鼠, 于75%酒精中浸泡后迅速取出心肺, 超
净工作台内解剖显微镜直视下取 2~4级肺动脉, 剥
离外膜, 用无菌棉签去除内皮细胞, 剪成1 mm×1 mm 
×1 mm大小的组织块。37 °C下, 0.2%胶原酶 I消化

30 min, 加入血清终止消化 , 离心后弃上清 , 用20%
胎牛血清DMEM悬浮细胞, 接种至100 mm培养皿中, 
将此培养皿置于37 °C、5% CO2培养箱中继续培养, 
次日观察到细胞贴壁 , 7 d后传代。倒置相差显微镜

下观察细胞形态并拍摄。参照SABC-POD试剂盒操

作说明对PASMCs进行鉴定。以光镜下观察到细胞

核染成棕黄色为阳性, 每张玻片在显微镜下放大200
倍 , 随机选取3个视野计数 , 用阳性细胞数占细胞总

数的百分比即阳性率表示细胞纯度。经鉴定血管平

滑肌细胞纯度达95%以上时, 可用于实验[10]。

1.3   实验分组 
将第2~5代对数生长期PASMCs制成细胞悬浮

液, 按5×105/mL的密度接种于6孔板中, 加入10% FBS+
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高糖DMEM培养液, 同时加入青霉素(100 U/mL)和
链霉素(100 U/mL), 置于37 °C、5% CO2培养箱进行

培养, 待观察到融合成单层细胞时(约80%铺满)换成

无血清培养基饥饿处理24 h, 然后进行药物干预 (于
30 min内完成加药操作)。实验分组: (1)常氧组 (N): 
不给予任何处理因素, 5% CO2、21% O2气体条件, 
37 °C孵育24 h; (2)低氧高二氧化碳组(H): 低氧高二

氧化碳(1% O2、6% CO2)处理[11]; (3)Rb1干预组(RbL、

RbM、RbH): 分别加入8, 40, 100 mg/mL Rb1。H组及

RbL、RbM、RbH干预组于1% O2、6% CO2气体条件, 
37 °C孵育24 h。
1.4   检测PASMCs磷酸化p38MAPK蛋白的含量 

弃除培养液 , 用预冷的PBS清洗3次 , 加入细胞裂

解液100 μL/孔, 于冰上裂解30 min, 4 °C、12 000 r/min
离心5 min, 取上清液 , BCA法蛋白定量。以10% SDS-
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离 , 湿式电转移法转移至

PVDF膜, 室温下封闭液封闭2 h, 加兔抗鼠p38MAPK
一抗、磷酸化p38MAPK多克隆抗体 (1: 1 000稀释 ),  
4 °C反铺法孵育过夜, 抗兔IgG二抗(1: 4 000稀释)反
应 2 h, 行ECL化学发光法显色, X射线底片曝光。上

述实验重复8次, Quantity One凝胶软件分析系统分

析磷酸化 p38MAPK(phosphorylated p38MAPK, p-
p38MAPK)和总p38MAPK蛋白(T-p38MAPK)灰度值, 
以p-p38MAPK条带灰度值和T-p38MAPK灰度值比

值相对A值(relative A value)代表p-p38MAPK的含量。

1.5   检测p38MAPK基因的表达水平  
弃培养液, 预冷 PBS缓冲液清洗 3次。每孔加

700 μL Trizol, 吹至液体澄清后转至EP管静置。加氯

仿, 剧烈颠倒混匀后静置, 4 °C、12 000 r/min离心, 将
含RNA的上层水相转移至另一EP管。加入预冷的异

丙醇, 适度颠倒混匀后静置, 12 000 r/min, 4 °C低温离

心。弃上清, 加预冷的75%乙醇, 7 500 r/min、4 °C低
温离心, 弃上清, 置于空气中干燥, 溶于DEPC水。于

核酸浓度检测仪测定RNA浓度, 逆转录合成cDNA。

PCR扩增反应: β-actin上游序列: 5′-GAG ACC TTC 
AAC ACC CCA GCC-3′, 下游序列: 5′-TCG GGG GAT 
CGG AAC CGC TCA-3′。反应条件为: 94 °C预变性

2 min; 98 °C变性10 s, 53 °C退火15 s, 72 °C延伸 30 s, 
30个循环; 最后72 °C再延伸10 min。扩增片段大小为

400 bp。p38MAPK上游序列: 5′-TCC AAG GGC TAC 
ACC AAA TC-3′, 下游序列: 5′-TGT TCC AGG TAA 
GGG TGA GC-3′。反应条件为: 94 °C预变性2 min; 

98 °C变性10 s, 55 °C退火15 s, 72 °C延伸1 min, 30
个循环; 最后72 °C再延伸10 min。扩增片段大小为

341 bp。
1.6   统计学分析  

采用SPSS 17.0软件 , 以均数±标准差 (x
_
±s)形式

表示组间比较, 采用单因素方差分析, 方差齐者两两

比较采用LSD法, 方差不齐者行Dunnet’ t检验; 双变

量相关性分析, 采用Bivariate过程的Pearson相关分

析法, 均以P<0.05为差异有显著性。

2   结果
2.1   大鼠PASMCs的原代培养和鉴定

2.1.1   细胞生长的形态学特点      原代培养5~7 d后 , 
PASMCs呈典型的“峰–谷”状生长, 显微镜镜下显示细

胞呈梭形, 连续培养多代后仍可保持较好状态(图1)。
2.1.2   免疫细胞化学抗体鉴定PASMCs      经SM-α-
actin免疫细胞化学染色后, 胞浆着色, 即高倍镜下可

见胞浆内大量棕黄色、与细胞长轴平行的纤维细丝, 
此为平滑肌α-肌动蛋白, 约98%细胞呈阳性反应 , 对
照组细胞胞浆染色阴性(图2)。 
2.2   Western blot测定各组细胞p-p38MAPK表达

Western blot结果表明, N组细胞p-p38MAPK蛋

白为弱表达; H组与N组相比, p-p38MAPK蛋白表达

明显增加(P<0.05); 与H对照组相比 , Rb1各剂量干预

组p-p38MAPK表达均明显减弱(P<0.01)。各剂量组

之间p-p38MAPK表达有差异, RbM组<RbH组<RbL组, 
RbM组和RbL组之间差异有统计学意义(P<0.01), RbH

组和RbM组之间差异有统计学意义(P<0.01)(图 3和
图4)。

图1  大鼠原代肺动脉平滑肌细胞(100×) 
Fig.1  Identification of the primarily cultured rat 

pulmonary artery smooth muscle cells (100×)
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2.3   各组细胞p38MAPK mRNA相对表达量比较

N组细胞可见p38MAPK mRNA表达较弱, H组

p38MAPK mRNA表达量明显高于N组; 较之H组, 
Rb1各剂量组p38MAPK mRNA表达均有明显下调趋

势 , 但仍高于N组水平 (P<0.05), 差异有统计学意义

(图5和图6)。
2.4   肺动脉平滑肌细胞p-p38MAPK蛋白表达与

p38MAPK mRNA表达相关性分析

Rb1各干预组 p-p38MAPK蛋白与 p38MAPK 
mRNA呈正相关(r=0.884, P<0.01)(图7)。

3   讨论
目前关于低氧高二氧化碳引起HHPV的机制仍

A: 阴性对照; B: 阳性反应, 红色箭头所示处为平滑肌α-肌动蛋白。

A: negative control; B: positive reaction, red arrowheads indicate α-smooth muscle actin.
图2  大鼠肺动脉平滑肌细胞免疫细胞化学抗体鉴定(200×)

Fig.2  Immunohistochemistry identification of rat pulmonary artery smooth muscle cell (200×)

A B

图3  各组大鼠PASMCs p-p38MAPK蛋白表达

Fig.3  Expression of p-p38MAPK protein in rat PASMCs 
from different groups

N H RbL RbM RbH

p-p38MARK

T-p38MARK

43 kDa

43 kDa

**P<0.01, 与N组比较; △△P<0.01, 与H组比较; ☆☆P<0.01, 与RbL组比

较; ★★P<0.01, 与RbM组比较。

**P<0.01 vs N group; △△P<0.01 vs H group; ☆☆P<0.01 vs RbL group; 
★★P<0.01 vs RbM group.

图4  各组p-p38MAPK蛋白表达结果比较

Fig.4  Expression of p-p38MAPK protein in different groups
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图5  各组大鼠PASMCs p38MAPK mRNA表达

Fig.5  Expression of p38MAPK mRNA in rat PASMCs from 
different groups

N H RbL RbM RbH

β-actin

p38341 bp

400 bp

*P<0.05, **P<0.01, 与N组比较; △△P<0.01, 与H组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs N group; △△P<0.01 vs H group.
图6  各组p38MAPK mRNA表达结果比较

Fig.6  Expression of p38MAPK mRNA in different groups
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在研究当中。有观点认为, 低氧可诱导肺动脉炎性细

胞因子TNF-α和IL-1β的表达并引起血管收缩反应[12], 
而且这些炎性因子与COPD的发生有关[13]。在COPD
患者中 , 低氧诱导的肺动脉结构和功能的改变与肺

动脉高压的发展有关[14]。也有学说认为 , 低氧可直

接作用于PASMCs, 使其发生收缩而引起HPV。即

在低氧情况下, 钙通道、钾通道通过一系列复杂的

作用机制, 最终导致胞浆内钙离子浓度升高, 触发细

胞的兴奋–收缩偶联机制, 从而使PASMCs收缩[15-17]。

另有研究证实, 低氧是引起PASMCs增殖和凋亡减

少的主要原因之一 , 因其可直接增加肺动脉平滑肌

细胞代谢或通过增加胞浆内钙离子浓度 [18]等途径实

现, 而PASMCs增殖与凋亡的失衡参与了肺动脉高

压的发生。

以往的研究表明, 三七总皂苷为一种钙离子拮

抗剂 , 能通过抑制p38MAPK和ERK1/2两条通路的

活性而减轻肺动脉高压的程度。三七总皂苷的主要

单体成分为人参皂苷Rb1、人参皂苷Rg1和三七皂苷

R1。其中, 单体Rb1具有钙拮抗[19]、抗氧化、抗癌等

作用。p38是MAPK家族成员之一, p38MAPK活化后, 
通过磷酸化活化转录因子调控特定基因的表达 , 将
信号从细胞外传导到细胞核 [20]。有报道称, Rb1可以

通过抑制JNK/p38MAPK的活性来减轻Aβ25-35诱导

的tau蛋白过度磷酸化, 提示Rb1可通过MAPK通路发

挥作用 [21]。本实验发现 , 在低氧高二氧化碳条件下 , 
分别用低、中、高剂量Rb1孵育肺动脉平滑肌细胞后, 
其 p-p38MAPK蛋白表达均明显低于低氧高二氧化

碳组 , 其中 , 中剂量 (40 mg/mL)时作用最为明显 ; 另

外, p38MAPK mRNA表达的变化与p-p38MAPK蛋白

变化基本一致 , 二者之间呈显著正相关。以往研究

表明 , p38MAPK通路的活化可以使PASMCs中钙离

子浓度增加, 进而促进PASMCs的收缩、增殖和迁移, 
最终导致低氧性肺动脉高压的形成[22]。

综上所述, 三七总皂苷的主要单体成分Rb1可以

延缓p38MAPK通路的活化 , 从而抑制低氧高二氧化

碳性PASMCs的收缩, 继而起到缓解肺血管重建以

及肺动脉高压形成的作用。
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