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TGF-β1/Smads通路参与内皮–间质转分化在低氧

高二氧化碳性肺动脉高压中的调控作用
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3斯坦福大学医学院呼吸与重症监护医学系, 斯坦福 CA94305-5236, 美国)

摘要      该文主要探讨转化生长因子-β1(TGF-β1)/Smads通路与低氧高二氧化碳性肺动脉高压

及内皮–间质转分化(endothelial-mesenchymal transition, EndoMT)的关系。采用CD31和α-SMA免疫

荧光双标法鉴定大鼠肺动脉内皮细胞; CCK-8法测细胞活力; Transwell小室法检测细胞迁移; 逆转

录-PCR和Western blot分别检测细胞CD31、α-SMA、TGF-β1、Smad2/3 mRNA和蛋白质的表达情

况。结果显示, 低氧高二氧化碳环境下, 细胞α-SMA、TGF-β1和Smad2/3的mRNA水平上调, α-SMA、

TGF-β1和p-Smad2/3蛋白质表达水平上调, 而CD31 mRNA和蛋白质表达水平下调, 细胞活力降低而

迁移增多; 使用rhTGF-β1可促进低氧高二氧化碳环境下的上述作用; 而使用SB-431542则逆转低氧

高二氧化碳环境下rhTGF-β1的作用。结果提示, 低氧高二氧化碳能促进RPAECs发生EndoMT; 抑
制TGF-β1/Smads通路能抑制EndoMT, 缓解低氧高二氧化碳性肺动脉高压。
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Abstract       This article aims to investigate the relationship between transforming growth factor β1 (TGF-
β1)/Smads pathway and hypoxia-hypercapnia pulmonary hypertension and endoelial-mesenchymal transition 
(EndoMT). Rat pulmonary artery endothelial cells were identified by CD31 and α-SMA immunofluorescence 
double labeling. Cell viability was detected by CCK-8 assay. Cell migration was detected by Transwell chamber 
assay. mRNA and protein expression levels of CD31, α-SMA, TGF-β1 and Smad2/3 were detected by reverse 
transcription-PCR and Western blot, respectively. The results showed that the expression levels of α-SMA, TGF-β1 中
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and Smad2/3 mRNA were up-regulated, and expression levels of α-SMA, TGF-β1 and p-Smad2/3 protein were up-
regulated, while the expression levels of CD31 mRNA and protein were down-regulated, and the cell viability was 
decreased while cell migration level was increased under hypoxia-hypercapnia environment. It also showed that the 
use of rhTGF-β1 promoted the above effects in a hypoxia-hypercapnia environment, whereas the use of SB-431542 
reversed the effects of rhTGF-β1 in a hypoxia-hypercapnia environment. The results suggested that hypoxia-
hypercapnia can promote the occurrence of EndoMT in RPAECs. And inhibition of TGF-β1/Smads pathway can 
inhibit EndoMT and alleviate hypoxia-hypercapnia pulmonary hypertension.

Keywords       hypoxia-hypercapnia; endothelial-mesenchymal transition; TGF-β1/Smads pathway; 
pulmonary artery endothelial cells

肺动脉高压 (pulmonary hypertension, PH)是一

种由心肺疾病引起的常见而复杂的病征。引起PH
的常见原因之一是慢性阻塞性肺疾病 (chronic ob-
structive pulmonary disease, COPD), 因此临床上这类

患者通常伴随肺泡和血液中CO2分压升高。由于PH
机制尚未完全明晰 , 现有的治疗药物 (如前列环素及

其衍生物、磷酸二酯酶抑制剂、他汀类药物等 )还
不能完全治愈PH[1-2]。

PH的特点是表达α-平滑肌肌动蛋白 (α-smooth 
muscle actin, α-SMA)的平滑肌样细胞大量沉积在肺

动脉壁中 , 引起肺血管重构 (pulmonary vessel struc-
tural remodeling, PVSR), 导致更高的肺动脉血管

阻力和右心衰竭 [3]。内皮–间质转分化 (endothelial-
mesenchymal transition, EndoMT)是胚胎发育的核心

过程 , 即内皮细胞“转化”为间质细胞的过程 [4-5]。最

近研究发现通过EndoMT, 成年大鼠的内皮细胞 (en-
dothelial cells, ECs)可以表达α-SMA促进血管重构[6], 
那EndoMT是否参与低氧高二氧化碳性肺动脉高压

PVSR尚不清楚。

转化生长因子 -β1(transforming growth factor-β1, 
TGF-β1)及其下游的Smad2/3构成的信号通路是Endo-
MT过程中重要的分子机制 , 可使基质合成增多、降

解减少, 引起肿瘤、肝脏纤维化等具有血管重构特点

的疾病进一步发展 [7]。但是 , 该信号通路在低氧高二

氧化碳性PH中的作用鲜有报道。因此 , 本实验将建

立大鼠低氧高二氧化碳性PH体外模型 , 明确TGF-β1/
Smads通路与EndoMT对低氧高二氧化碳性PH的影

响, 以期为PH的治疗提供充分的理论基础。

1   材料和方法
1.1   主要试剂

大鼠肺动脉内皮细胞购自上海拜力生物科技

有限公司 ; 胎牛血清购自美国Gibco公司 ; DMEM高

糖培养基购自美国Gibco公司 ; TGF-β受体激动剂

rhTGF-β1购自美国peprotech公司 ; TGF-β受体抑制

剂SB-431542购自美国MedChemExpress公司 ; 兔抗

大鼠Smad2/3和兔抗大鼠 p-Smad2/3一抗购自美国

CST公司 ; 兔抗大鼠α-SMA和兔抗大鼠TGF-β1一抗

购自英国Abcam公司; 小鼠抗大鼠CD31一抗购自英

国Abcam公司 ; 50 bp DNA Marker购自上海捷瑞生

物工程有限公司 ; 逆转录 -PCR引物购自上海捷瑞生

物工程有限公司和日本TaKaRa生物技术有限公司 ; 
TRITC标记山羊抗兔抗体和FITC标记山羊抗小鼠抗

体购自上海博蕴生物科技有限公司 ; CCK-8试剂盒

购自日本同仁化学研究所 ; 逆转录试剂盒购自美国

Thermo公司; BCA蛋白测定试剂盒购自美国Thermo
公司; TRIzol®试剂购自美国Ambion公司。 
1.2   细胞培养 

使用含10%胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)
和含1%青 /链霉素的DMEM高糖培养基培养大鼠肺

动脉内皮细胞 (rat pulmonary artery endothelial cells, 
RPAECs), 常规置于常氧培养箱中 (5% CO2、21% 
O2、37 °C)培养。待细胞密度约为75%时即可进行

细胞造模。

1.3   细胞模型制备及药物干预

将RPAECs随机分为6组: 常氧对照(NC)组、低

氧高二氧化碳 (HH)组、TGF-β受体激动剂 rhTGF-
β1(HH+rhTGF-β1)组、TGF-β受体抑制剂 SB-
431542(HH+SB431542+rhTGF-β1)组、溶剂柠檬酸

(HH+citric acid)组和溶剂DMSO(HH+DMSO+citric 
acid)组。本实验参考其他学者的研究 [8-10]和预实验

结果制备肺动脉高压细胞模型并且确定药物浓度。

待RPAECs密度约为75%时 , 各组细胞换用无FBS
的DMEM高糖培养基处理24 h。随后 , NC组和HH
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组换用新鲜的DMEM高糖培养基 ; HH+rhTGF-β1
组换用含 10 ng/mL rhTGF-β1的DMEM高糖培养

基 ; HH+SB431542+rhTGF-β1组换用含10 μmol/L SB-
431542和10 ng/mL rhTGF-β1的DMEM高糖培养基 ; 
HH+citric acid组换用含柠檬酸的DMEM高糖培养基

(终浓度小于0.05%, 且与激动剂组溶剂终浓度一致); 
HH+DMSO+citric acid组换用含DMSO和柠檬酸的

DMEM高糖培养基 (两种溶剂终浓度均小于 0.05%, 
且与抑制剂组溶剂浓度一致 )。将NC组置于常氧培

养箱中培养24 h, 其余各组于低氧高二氧化碳培养

箱(1% O2、6% CO2、37 °C)中培养24 h。
1.4   CD31和α-SMA免疫荧光双标法鉴定大鼠肺

动脉内皮细胞

用爬片专用玻片制备细胞爬片, 待RPAECs密度

达到75%, 进行细胞模型制备。造模结束后, 在4 °C
条件下, 用4%多聚甲醛固定30 min, 0.1% Triton静置

20 min打孔, 5% BSA溶液封闭30 min。滴加1% BSA
溶液配制的一抗(含兔抗大鼠α-SMA一抗和小鼠抗大

鼠CD31一抗, 稀释比例均为1100׃), 另取一张细胞爬

片滴加PBS溶液作为空白对照, 4 °C孵育过夜。第二

天将玻片取出, 在暗室里滴加二抗(含TRITC标记山羊

抗兔抗体和FITC标记山羊抗小鼠抗体, 稀释比例均为

。室温孵育30 min, 滴加DAPI染色液复染5 min ,(100׃1
滴加防荧光淬灭剂于细胞上并封片, 在正置荧光显

微镜下观察细胞, 拍片并保存。

1.5   CCK-8法检测细胞活力

制备细胞密度为5×104个/mL的RPAECs悬液。

按200 μL/孔的比例在96孔板中接种RPAECs悬液, 
每组设6个复孔。将96孔板置于常氧培养箱正常培

养, 待RPAECs密度约75%时, 进行细胞模型制备。

造模结束后, 弃去旧液, 滴加220 μL含CCK-8溶液的

无血清培养基(含20 μL CCK-8), 置于常氧培养箱孵

育适当时间, 酶标仪测定492 nm处的吸光度。每组

每次获得的6个值中删去最大值与最小值, 剩余4个
数值进行统计分析。

1.6   Transwell小室法检测细胞迁移

用无FBS的DMEM高糖培养基制备细胞密度为

1×105个 /mL的RPAECs悬液。在Transwell小室的下室

加入10% FBS和不同组别所需的药物(每孔共500 μL), 
在上室加入200 μL上述RPAECs悬液, 置于培养箱内

造模(省略细胞饥饿步骤)。20~24 h后取出小室, 弃
去旧培养基。用干净的棉签轻轻拭去上室内底面未

穿过膜的细胞, PBS溶液洗涤, 4%细胞组织固定液固

定穿膜细胞30 min。PBS洗3遍后, 置于空气中自然

干燥5 min。用结晶紫染液染色30 min, PBS溶液清

洗数次, 室温下自然风干。用手术刀沿着上室边缘

割下Transwell小室膜, 置于载玻片上, 盖上盖玻片。

在盖玻片边缘涂一圈透明指甲油以固定盖玻片。在

普通显微镜高倍视野下计数穿膜的细胞数, 实验重

复3次。

1.7   逆转录-PCR检测RPAECs中CD31、α-SMA、
TGF-β1和Smad2/3 mRNA表达水平

取出造模完毕的RPAECs, 加入TRIzol试剂, 按试剂

说明书进行总RNA的提取。收集总RNA沉淀, 加入20 μL 
DEPC水溶解, 并从中取出1 μL进行总RNA浓度测定, 按
照逆转录试剂盒说明书逆转录合成cDNA。CD31引物

由日本TaKaRa公司合成 , 其余引物由上海捷瑞生物工

程有限公司合成 , 引物序列见表1。PCR扩增条件 : 

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences
基因名称

Gene name
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

产物大小/bp
Product size /bp

CD31 Left: CTC CCA GAA CAT GGA TGT GGA GTA 112

Right: GTG CAT CTG CCT TGG CTG TC

α-SMA Left: GAG TGA TGG TTG GAA TGG 106

Right: GTG ATG ATG CCG TGT TCT 

TGF-β1 Left: ATT CCT GGC GTT ACC TTG 118

Right: CCC TGT ATT CCG TCT CCT 

Smad2/3 Left: CAT CTT GCC ATT CAC TCC 118

Right: TTC ACA CCA CTT TTC TTC CT 

GAPDH Left: TCT CTG CTC CTC CCT GTT C   87

Right: ACA CCG ACC TTC ACC ATC T 
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94 °C预变性3 min; 94 °C变性30 s;  64.5 °C(CD31)/54 °C(α-
SMA)/52 °C(TGF-β1)/54 °C(Smad2/3)/60 °C(GAPDH) 
30 s(退火, 32个循环); 72 °C延伸1 min; 72 °C终止延伸
5 min。在恒压100 V条件下, 将获得的 cDNA进行电

泳, 时间为30~40 min, 上样量为5 μL。电泳结束后曝光

成像。用 ImageJ软件分析各组电泳条带 , 用目的基因

与GAPDH基因灰度值之比表示目的基因的表达水平, 
实验重复3次。

1.8   Western blot检测RPAECs中CD31、α-SMA、

TGF-β1、Smad2/3、p-Smad2/3蛋白质表达水平

取造模完毕的RPAECs加入含PMSF的RAPI裂
解液 (PMSF׃RAPI=1100׃), 用细胞刮充分研磨细胞。

12 000 r/min离心20 min, 4 °C离心后收集上清, 按照

说明书方法用BCA蛋白浓度测定试剂盒检测总蛋白

浓度。用RIPA裂解液和上样缓冲液将蛋白样品稀

释成2 μg/mL, 100 °C水浴10 min。配制SDS-PAGE
凝胶进行电泳 , 随后将蛋白电转至PVDF膜 , 10%脱

脂奶粉室温下封闭 1.5 h。取稀释后的一抗溶液浸

没PVDF膜 (CD31、α-SMA、p-Smad2/3、Smad2/3、
TGF-β1、GAPDH稀释比例均为 C冰° 4 ,(000 1׃1

箱孵育过夜。α-SMA、p-Smad2/3、Smad2/3、
TGF-β1、GAPDH蛋白用辣根过氧化物酶 (HRP)标
记的山羊抗兔二抗室温孵育PVDF膜 1 h, CD31蛋
白用HRP标记的山羊抗小鼠二抗室温孵育PVDF膜
1 h, 所用二抗稀释比均为1000 10׃。孵育结束后, 置
于曝光仪中 , 避光滴加ECL化学发光试剂 (溶液A׃
溶液B=11׃), 曝光并保存条带。用 ImageJ软件分析

条带 , p-Smad2/3与Smad2/3蛋白灰度值之比表示p-
Smad2/3蛋白的表达水平 , 其余蛋白用目的蛋白与

GAPDH蛋白灰度值之比表示目的蛋白的表达水平 , 
实验重复3次。

1.9   统计学处理

采用SPSS l7.0软件对各组实验结果进行分析, 
均进行正态性检验, 数据结果用均数±标准差(x

_
±s)

表示。多组样本组间比较均数采用单因素方差分析

(One-Way ANOVA)法, 先检验方差齐性, 若方差齐则

两两比较采用LSD法, 若方差不齐则使用Dunnett’3
检验, 以P<0.05为有统计学意义。

2   结果
2.1   各组细胞CD31和α-SMA免疫荧光标记

CD31属于内皮细胞特异性标志物 ,  α-SMA

属于间质细胞特异性标志物。本实验免疫荧光

图中标记 CD31的荧光呈绿色 , 标记 α-SMA的荧

光呈红色 , 荧光强度代表各自表达量 (图 1)。结果

显示 , NC组可见RPAECs的CD31荧光强度高 , 而
α -SMA几乎无荧光。与 NC组相比 ,  HH组细胞

CD31荧光强度减弱 (P<0.01), α-SMA荧光强度增加

(P<0.01)。与HH组相比 , 溶剂组HH+citric acid组和

HH+DMSO+citric acid组的CD31荧光强度无明显差

别(P>0.05), α-SMA荧光强度也无差别(P>0.05)。与

HH组相比 , HH+rhTGF-β1组细胞CD31荧光强度减

弱(P<0.05), α-SMA荧光强度明显增加(P<0.01)。与

HH+rhTGF-β1组相比 , HH+SB431542+rhTGF-β1组
细胞CD31荧光强度增加 (P<0.01), α-SMA荧光强度

减弱(P<0.01)。 
2.2   各组细胞活力测定

本实验结果图2显示 , 与NC组相比 , HH组细胞

活力减弱 (P<0.01)。与HH组相比 , HH+citric acid
组和HH+DMSO+citric acid组细胞活力差异无统计

学意义 (P>0.05)。与HH组相比 , HH+rhTGF-β1组
细胞活力减弱 (P<0.01)。与HH+rhTGF-β1组相比 , 
HH+SB431542+rhTGF-β1组细胞活力增强(P<0.01)。
2.3   各组迁移细胞数

本实验结果图3显示, 与NC组迁移细胞数相比, 
HH组迁移细胞数明显增多 (P<0.01)。与HH组相

比, HH+citric acid组和HH+DMSO+citric acid组迁移

细胞数差异均无统计学意义 (P>0.05)。与HH组相

比 , HH+rhTGF-β1组迁移细胞数增多 (P<0.05)。与

HH+rhTGF-β1组相比 , HH+SB431542+rhTGF-β1组
迁移细胞数减少(P<0.01)。
2.4   各组细胞CD31、α-SMA、TGF-β1和Smad2/3 
mRNA表达情况

本实验结果图4显示 , 与NC组比 , HH组CD31 
mRNA表达水平降低 (P<0.01), α-SMA、TGF-β1和
Smad2/3 mRNA表达水平升高 (P<0.05或P<0.01)。与

HH组比 , HH+citric acid组和HH+DMSO+citric acid组
CD31、α-SMA、TGF-β1和Smad2/3 mRNA表达水平

均无明显变化(P>0.05)。与HH组比, HH+rhTGF-β1组
CD31 mRNA表达水平降低(P<0.01), α-SMA、TGF-β1
和Smad2/3 mRNA表达水平升高 (P<0.05或P<0.01)。
与HH+rhTGF-β1组相比 , HH+SB431542+rhTGF-β1组
CD31 mRNA水平升高 (P<0.01), α-SMA、TGF-β1和
Smad2/3 mRNA水平降低(P<0.01)。
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箭头所指为变化明显的区域。**P<0.01, 与NC组相比; #P<0.05, ##P<0.01, 与 HH组相比; ∆∆P<0.01, 与HH+rhTGF-β1组相比。

The arrow points to the area with obvious changes. **P<0.01 vs NC group; #P<0.05, ##P<0.01 vs HH group; ∆∆P<0.01 vs HH+rhTGF-β1 group.
图1   各组大鼠肺动脉内皮细胞免疫荧光变化

Fig.1   Changes of immunofluorescence in rat pulmonary artery endothelial cells in each group
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**P<0.01, 与NC组相比; ##P<0.01, 与 HH组相比; ∆∆P<0.01, 与HH+rhTGF-β1组相比。

**P<0.01 vs NC group; ##P<0.01 vs HH group; ∆∆P<0.01 vs HH+ rhTGF-β1 group.
图2   各组大鼠肺动脉内皮细胞活力变化

Fig.2   Changes of rat pulmonary artery endothelial cells viability in each group
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2.5   各组细胞CD31、α-SMA、TGF-β1和p-Smad2/3
蛋白质表达

本实验结果图5显示 , 与NC组比 , HH组CD31
蛋白质表达水平降低 (P<0.05), 而α-SMA、TGF-β1
和 p-Smad2/3蛋白质表达水平明显升高 (P<0.05)。
与HH组比 , HH+citric acid组和HH+DMSO+citric 
acid组 CD31、α-SMA、TGF-β1和 p-Smad2/3蛋
白质表达水平无明显变化 (P>0 .05)。与 HH组

比 , HH+rhTGF-β1组 CD31蛋白质表达水平降低

(P<0.01), 而α-SMA、TGF-β1和p-Smad2/3 蛋白质

表达水平升高 (P<0.01)。与HH+rhTGF-β1组相比 , 
HH+SB431542+rhTGF-β1组CD31蛋白质表达水平

升高(P<0.01), 而α-SMA、TGF-β1和p-Smad2/3蛋白

质水平降低(P<0.05)。

3   讨论
PH发生率逐渐升高, 而且使伴发PH的疾病预后

不佳, 严重影响我国患者的生活品质。COPD是临床

上常见的能诱发PH的疾病之一, 该类患者肺实质损

伤并伴随肺泡缺氧, 引起低氧血症和高碳酸血症[11]。

由于临床上PH患者和/或PH并发症患者通常伴随肺

泡和血液中CO2分压升高, 因此, 本实验设计低O2伴

高CO2混合气体制备的PH细胞模型更符合临床患者

的发病情况。

目前, 已开发的防治策略难以根治PH, 其主要

原因是PH发生机制未完全明晰。肺血管ECs增殖与

凋亡异常, 生化代谢途径的改变被认为是PH发病的

起始环节[12]。因此, 深入研究ECs功能, 对防治PH有

重要作用。肺动脉重构是PH的主要特征之一, 包括

**P<0.01, 与NC组相比; #P<0.05, 与 HH组相比; ∆∆P<0.01, 与HH+rhTGF-β1组相比。

**P<0.01 vs NC group; #P<0.05 vs HH group; ∆∆P<0.01 vs HH+rhTGF-β1 group.
图3   各组大鼠肺动脉内皮细胞迁移数变化

Fig.3   Changes of migration number of rat pulmonary artery endothelial cells in each group
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A: 各组细胞CD31 mRNA的表达及相对水平; B: 各组细胞α-SMA mRNA的表达及相对水平; C: 各组细胞TGF-β1 mRNA的表达及相对水平; D: 各组

细胞Smad2/3 mRNA的表达及相对水平。*P<0.05, **P<0.01, 与NC相比; #P<0.05, ##P<0.01, 与HH组相比; ∆∆P<0.01, 与HH+rhTGF-β1组相比。

A: the expression and relative levels of CD31 mRNA in each group; B: the expression and relative levels of α-SMA mRNA in each group; C: the expres-
sion and relative levels of TGF-β1 mRNA in each group; D: the expression and relative levels of Smad2/3 mRNA in each group. *P<0.05, **P<0.01 vs 
NC group; #P<0.05, ##P<0.01 vs HH group; ∆∆P<0.01 vs HH+rhTGF-β1 group.

图4   各组大鼠肺动脉内皮细胞CD31、α-SMA、TGF-β1和Smad2/3 mRNA表达变化 
Fig.4   The changes of CD31, α-SMA, TGF-β1 and Smad2/3 mRNA expression of rat pulmonary 

artery endothelial cells in each group

(A) (B)

(C) (D)

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 le

ve
ls

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 le

ve
ls

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 le

ve
ls

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 le

ve
ls

**

**

**

ΔΔ

ΔΔ ΔΔ

ΔΔ
##

##
##

100 bp

100 bp

150 bp
100 bp

112 bp 106 bp

87 bp

CD31

CD31

GAPDH
 87 bp

118 bp 118 bp

87 bp 87 bp

GAPDH

GAPDHGAPDH

TGF-β1

TGF-β1

Smad2/3

Smad2/3

α-SMA

α-SMA

150 bp

50 bp

100 bp

100 bp

150 bp

50 bp

100 bp

100 bp

150 bp

50 bp

100 bp
50 bp

#

NC HH HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

NC HH HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

NC HH HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

NC HH HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

NC HH

HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id NC HH

HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

NC HH

HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
idNC HH

HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



张晶晶等: TGF-β1/Smads通路参与内皮–间质转分化在低氧高二氧化碳性肺动脉高压中的调控作用 1955

(A) (B)

(C) (D)

R
el

at
iv

e 
pr

ot
ei

n 
le

ve
ls

R
el

at
iv

e 
pr

ot
ei

n 
le

ve
ls

R
el

at
iv

e 
pr

ot
ei

n 
le

ve
ls

R
el

at
iv

e 
pr

ot
ei

n 
le

ve
ls

*
ΔΔ

ΔΔ
ΔΔ

Δ

42 kDaα-SMA

α-SMA

GAPDH

CD31

CD31

GAPDH 37 kDa37 kDa
83 kDa

37 kDa
44 kDa 60 kDa

60 kDa
52 kDa

##

##

##
##

**

**

*

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

0.3

0.2

0.1

0

0.4

0.3

0.2

0.1

0

NC HH HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

NC HH HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

NC HH HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

NC HH HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

NC HH

HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id NC HH

HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

NC HH

HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
idNC HH

HH+rhT
GF-β1

HH+SB43
15

42
+rhT

GF-β1

HH+cit
ric

 ac
id

HH+DMSO+cit
ric

 ac
id

TGF-β1

TGF-β1

p-Smad2/3

p-Smad2/3

Smad2/3GAPDH

A: 各组细胞CD31蛋白质的表达及相对水平; B: 各组细胞α-SMA蛋白质的表达及相对水平; C: 各组细胞TGF-β1蛋白质的表达及相对水平; D: 
各组细胞p-Smad2/3蛋白质的表达及相对水平。*P<0.05, **P<0.01, 与NC组相比; ##P<0.01, 与HH组相比; ∆P<0.05, ∆∆P<0.01, 与HH+rhTGF-β1
组相比。

A: the expression and relative levels of CD31 protein in each group; B: the expression and relative levels of α-SMA protein in each group; C: the 
expression and relative levels of TGF-β1 protein in each group; D: the expression and relative levels of p-Smad2/3 protein in each group. *P<0.05, 
**P<0.01 vs NC group; ##P<0.01 vs HH group; ∆P<0.05, ∆∆P<0.01 vs HH+rhTGF-β1 group.

图5   各组大鼠肺动脉内皮细胞CD31、α-SMA、TGF-β1和p-Smad2/3蛋白质表达变化

Fig.5   The changes of CD31、α-SMA、TGF-β1 and p-Smad2/3 protein expression of rat 
pulmonary artery endothelial cells in each group

内膜增大和/或内膜硬化与增厚, α-SMA表达升高, 
胶原合成/沉积和炎症[4]。近期研究发现, EndoMT
可引起细胞外胶原蛋白堆积, α-SMA大量表达, 导

致肾脏纤维化[13]、恶性肿瘤[14]等具有血管重构特点

的疾病。

EndoMT指ECs在缺氧、炎症等刺激因素持续
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作用下向间质细胞转化的过程。在EndoMT发展进

程中, ECs基因和蛋白主要变化是下调原有特异性

标志物(如CD31、钙黏蛋白等), 开始逐步表达间质

细胞标志物(如成纤维细胞特异蛋白1、波形蛋白、

α-SMA等)[15]。ECs通过这种作用丧失其内皮特征并

获得纺锤形的间质样表型, 其增殖、迁移及细胞相

关信号通路也随之变化。EndoMT受到多种信号通

路的调控, 如Smad依赖信号通路、非Smad依赖信号

通路、Notch信号通路等。目前研究最多的是Smad
依赖信号通路, 所以我们着重关注Smad依赖信号通

路在低氧高二氧化碳性PH中发挥的作用。

TGF-β在人体各细胞中均有表达 , 在维持细胞

内稳态和人体正常发育中发挥举足轻重的作用。当

TGF-β配体结合到TGF-β受体 (transforming growth 
factor-β receptor, TGFBR) II型上时 , 可以招募并磷酸

化TGFBR I型 , 通过Smads转录调节因子介导下游信

号的传递。Smads蛋白按照功能分三类 : 受体激活

的Smads(the receptor activated Smads, R-Smads, 包括

Smad1、2、3、5和8)、常见介质Smads(包括Smad4)
和抑制性Smads(包括Smad6和7)[16]。R-Smads被磷酸

化后 , 可与Smad4构成复合体转入细胞核 , 再与靶基

因区域中的特定DNA位点联结 , 从而激活或阻抑基

因转录 [17]。在细胞实验中 , Wang等 [18]给予人脐静脉

ECs外源性TGF-β1, 发现α-SMA和波形蛋白表达水平

同时升高 , 且Smad2/3和Akt蛋白的磷酸化增加。使

用人脐静脉ECs胶原3D培养模型时发现 , TGF-β1引
起ECs小管结构丧失但仍可保持活性。在动物实验中, 
Cai团队 [19]的研究发现 , 异丙肾上腺素诱导的心肌纤

维化大鼠α-SMA和TGF-β1表达水平增加, 而CD31表
达水平降低 , 使用松弛素和螺内酯可逆转上述表达

结果, 改善心脏功能, 也提示了TGF-β1参与的信号通

路可能与EndoMT有关。

本实验免疫荧光结果显示, 与NC组相比, HH
组RPAECs的α-SMA蛋白表达量增多, CD31蛋白表

达量降低。免疫印迹实验和逆转录-PCR实验也证

实了α-SMA mRNA和蛋白质表达水平上调, CD31 
mRNA和蛋白质表达水平下调。同时, 结合Tran-
swell小室法实验结果, 发现RPAECs迁移增多, 提示

低氧高二氧化碳环境下, RPAECs发生EndoMT。低

氧刺激ECs可引起ECs损伤、功能失调, 启动了PH的

发生。有研究显示, 低氧可引起人肺动脉内皮细胞

p53的表达, 从而诱导肺动脉内皮细胞凋亡增多、持

续性血管收缩和血管重构[20]。低氧也可引起肺微血

管ECs线粒体功能异常, LDH活力增加, 细胞膜脂质

过氧化反应加剧, ECs活力下降[21]。在本实验中, HH
组RPAECs的活力与NC组相比有所下降, 与以往研

究结果相一致。

本实验用rhTGF-β和SB-431542分别作为TGFBR
的激动剂和抑制剂干预低氧高二氧化碳环境下

的大鼠肺动脉内皮细胞。研究结果显示 , HH组、

HH+citric acid组和HH+DMSO+citric acid组的检测

指标差异均无统计学意义 , 表明溶剂柠檬酸和溶剂

DMSO对细胞影响不大。将HH+rhTGF-β1组和HH组

比较、HH+SB431542+rhTGF-β1组和HH+rhTGF-β1组
比较 , 我们发现 , 在使用 rhTGF-β1激活TGFBR后 , 细
胞TGF-β1和p-Smad2/3的蛋白质表达量升高 ; α-SMA
表达量增多 , CD31表达量降低 ; 抑制RPAECs活力

而促进RPAECs迁移。而使用了TGFBR抑制剂SB-
431542后则出现了相反的变化。上述结果提示, 激活

TGFBR可以促进EndoMT水平 , 引起ECs活力抑制而

促进迁移 , 加重肺血管重构 ; 而使用SB-431542抑制

TGFBR则会抑制EndoMT, 缓解肺血管重构。Liu等[22]

报道低氧诱导人心脏微血管ECs向间质细胞转变 , 并
促进成管和细胞迁移 , TGF-β和Notch信号在EndoMT
期间被激活, 这与本实验的研究结果相一致。

综上所述 ,  低氧高二氧化碳条件可以诱导

RPAECs发生EndoMT, 促进PH的发展; 抑制TGF-β1/
Smads通路能抑制EndoMT, 从而缓解低氧高二氧化

碳性肺动脉高压。因此 , 本实验为临床上PH的防治

提供了理论基础 , 为防治PH药物的研究提供新的作

用靶点。
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