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　　【摘要】　目的：研究野百合碱（ＭＣＴ）肺动脉高压大鼠沉默信息调节因子３（ＳＩＲＴ３）

和 Ｗａｒｂｕｒｇ效应关键酶的表达变化。　方法：１６只ＳＤ大鼠随机分为对照组和 ＭＣＴ

组，每组８只，ＭＣＴ组大鼠腹腔注射 ＭＣＴ１次，对照组腹腔注射等体积生理盐水，常规

饲养２８ｄ，超声检测肺动脉血流动力学、右心功能相关指标，右心导管测定右心室收缩

压，称重并计算右心室／（左心室＋室间隔）的比值，苏木素伊红染色检测肺动脉重构，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组织化学法检测ＳＩＲＴ３和 Ｗａｒｂｕｒｇ效应关键酶的表达。　结果：与

对照组相比，ＭＣＴ 组肺动脉血流加速时间缩短［（２２．３３±１．５３）ｍｓ对（３３．６７±

５．５１）ｍｓ，犘＜０．０５］，右心室内径增大［（３．３３±０．２２）ｍｍ对（２．２９±０．２１）ｍｍ，犘＜

０．０５］，右心室收缩压明显升高［（３０．９０±４．２８）ｍｍＨｇ对（７．８３±０．６７）ｍｍＨｇ，犘＜

０．０５］，三尖瓣收缩期位移缩短［（２．０１±０．０９）ｍｍ对（２．５９±０．１９）ｍｍ，犘＜０．０５］，右

心室／（左心室＋室间隔）的比值增加（０．６３±０．１０对０．２９±０．０２，犘＜０．０５）。苏木素伊

红染色显示 ＭＣＴ组大鼠肺动脉中膜较对照组明显增厚［（３７８．４７±１２９．９７）μｍ 对

（１０５．１６±６１．１７）μｍ，犘＜０．０５］。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＭＣＴ组大鼠肺组织中的葡

萄糖转运体１（Ｇｌｕｔ１，１．６１±０．９６对１．１３±０．６５，犘＜０．０５）、葡萄糖转运体４（Ｇｌｕｔ４，

０．９８±０．６３对０．６９±０．４７，犘＜０．０５）、乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ，１．１４±０．１２对０．６６±０．１２，

犘＜０．０５）、单羧酸转运蛋白４（ＭＣＴ４，１．０１±０．２３对０．６２±０．１１，犘＜０．０５）的蛋白表达

水平明显高于对照组，丙酮酸脱氢酶（ＰＤＨ，０．７７±０．３０对０．９２±０．３６，犘＜０．０５）和

ＳＩＲＴ３（０．９１±０．１１对１．４４±０．１１，犘＜０．０５）的蛋白表达水平明显低于对照组。免

疫组织化学染色结果显示，ＭＣＴ组大鼠肺小动脉中Ｇｌｕｔ１（０．２４±０．０７对０．２０±０．０４，

犘＜０．０５）、Ｇｌｕｔ４（０．２６±０．０２对０．２３±０．０２，犘＜０．０５）、ＬＤＨ （０．５０±０．０７对０．２４±

０．０６，犘＜０．０５）、ＭＣＴ４（０．２２±０．０２对０．１６±０．０２，犘＜０．０５）的蛋白表达水平明显高

于对照组，ＰＤＨ（０．１３±０．０１对０．２２±０．０１，犘＜０．０５）和ＳＩＲＴ３（０．１３±０．０１对０．２１±

０．０２，犘＜０．０５）的蛋白表达水平明显低于对照组。　结论：ＭＣＴ肺动脉高压大鼠模型

中存在肺动脉重构，重构肺动脉中存在 Ｗａｒｂｕｒｇ效应增强及ＳＩＲＴ３表达下调。

【关键词】　肺动脉高压；Ｗａｒｂｕｒｇ效应；沉默信息调节因子３

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３６５８３．２０１９．０１．０１０

　基金项目：国家自然科学基金（８１５０００４１）；湖南省卫生和计划生育委员会基金（Ｂ２０１３１０６）

　作者单位：４１０００７　长沙，湖南省儿童医院心血管内科（肖云彬，王野峰，陈智），儿科医学研究所（彭虹艳），超声科（刘倩君）；

４２１００１　衡阳，南华大学药理研究所（阳芳），儿科学院（李文凤，曾云红）

　通信作者：肖云彬，Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｏｙｕｎｂｉｎｒｕｉ＠１２６．ｃｏｍ

犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犠犪狉犫狌狉犵犲犳犳犲犮狋狉犲犾犪狋犻狏犲犽犲狔犲狀狕狔犿犲狊犪狀犱犛犐犚犜３犻狀狆狌犾犿狅狀犪狉狔犪狉狋犲狉犻犪犾犺狔狆犲狉狋犲狀狊犻狅狀狉犪狋狊

犻狀犱狌犮犲犱犫狔 犿狅狀狅犮狉狅狋犪犾犻狀犲　 犡犐犃犗 犢狌狀犫犻狀１，犘犈犖犌 犎狅狀犵狔犪狀
２，犢犃犖犌 犉犪狀犵

３，犔犐犝 犙犻犪狀犼狌狀
４，

犔犐犠犲狀犳犲狀犵
５，犣犈犖犌犢狌狀犺狅狀犵

５，犠犃犖犌犢犲犳犲狀犵
１，犆犎犈犖犣犺犻１．　１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犪狉犱犻狅犾狅犵狔，

犎狌狀犪狀犆犺犻犾犱狉犲狀′狊 犎狅狊狆犻狋犪犾，犎狌狀犪狀　４１０００７；２．犎狌狀犪狀犘犲犱犻犪狋狉犻犮狊犚犲狊犲犪狉犮犺犐狀狊狋犻狋狌狋犲，犎狌狀犪狀

犆犺犻犾犱狉犲狀′狊犎狅狊狆犻狋犪犾，犎狌狀犪狀　４１０００７；３．犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犘犺犪狉犿犪犮狔犪狀犱犘犺犪狉犿犪犮狅犾狅犵狔，犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳

犛狅狌狋犺犆犺犻狀犪，犎狌狀犪狀　４２１００１；４．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犝犾狋狉犪狊狅狌狀犱，犎狌狀犪狀犆犺犻犾犱狉犲狀′狊犎狅狊狆犻狋犪犾，犎狌狀犪狀　

４１０００７；５．犃犮犪犱犲犿狔狅犳犘犲犱犻犪狋狉犻犮狊，犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犛狅狌狋犺犆犺犻狀犪，犎狌狀犪狀　４２１００１，犆犺犻狀犪

·１４·国际心血管病杂志２０１９年１月第４６卷第１期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１９，Ｖｏｌ．４６，Ｎｏ１



【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲：ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｋｅｙｅｎｚｙｍｅｓｏｆＷａｒｂｕｒｇｅｆｆｅｃｔａｎｄＳＩＲＴ３ｉｎｒａｔｓ

ｗｉｔｈｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ（ＭＣＴ）．　犕犲狋犺狅犱狊：ＳｉｘｔｅｅｎＳＤｒａｔｓｗｅｒｅ

ｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄ ＭＣＴｇｒｏｕｐｓ，ｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｅｉｇｈｔ．ＭＣＴｇｒｏｕｐｒａｔｓｗｅｒｅ

ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ１％ ＭＣＴｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｗｈｉｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｒａｔｓｗｅｒｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｓａｌｉｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎ．ＭＣＴａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｒａｔｓｗｅｒｅｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｂｒｅｄｆｏｒ２８ｄａｎｄｐｅｒｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈ

ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，

ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｈｅｍｏｄｙｎａｍｉｃｓａｎｄｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｒｉｇｈｔ

ｃａｒｄｉａｃｃａｔｈｅｔｅｒｆｏｒｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｙｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅａｎｄｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ

ｏｆｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅ／（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅ＋ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｅｐｔｕｍ）．ＴｈｅｋｅｙｅｎｚｙｍｅｓｏｆＷａｒｂｕｒｇｅｆｆｅｃｔａｎｄ

ＳＩＲＴ３ｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．　犚犲狊狌犾狋狊：ＭＣＴｇｒｏｕｐ

ｒａｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｈｏｒｔｅｎｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙａｃｃｅｌｅｒａｔｉｏｎｔｉｍｅ［（２２．３３±１．５３）ｍｓｖｓ．（３３．６７±

５．５１）ｍｓ，犘＜０．０５］，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｉｎｔｅｒｎａｌｄｉｍｅｎｓｉｏｎ［（３．３３±０．２２）ｍｍｖｓ．（２．２９±

０．２１）ｍｍ，犘＜０．０５］，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｙｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ［（３０．９０±４．２８）ｍｍＨｇｖｓ．（７．８３±

０．６７）ｍｍＨｇ，犘＜０．０５］，ｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｒｉｃｕｓｐｉｄａｎｎｕｌａｒｐｌａｎｅｓｙｓｔｏｌｉｃｅｘｃｕｒｓｉｏｎ［（２．０１±０．０９）ｍｍｖｓ．

（２．５９±０．１９）ｍｍ，犘＜０．０５］，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅ／ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅ＋ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｓｅｐｔｕｍ

（０．６３±０．１０ｖｓ．０．２９±０．０２，犘＜０．０５），ａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｒａｔｓ．ＨＥｓｔａｉｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ

ｔｈｅｗａｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｔｈｅｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎＭＣＴｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ［（３７８．４７±１２９．９７）μｍｖｓ．（１０５．１６±６１．１７）μｍ，犘＜０．０５）］．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ

ｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆＭＣＴｇｒｏｕｐｒａｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧｌｕｔ１（１．６１±０．９６ｖｓ．

１．１３±０．６５，犘＜０．０５），Ｇｌｕｔ４（０．９８±０．６３ｖｓ．０．６９±０．４７，犘＜０．０５），ＬＤＨ （１．１４±０．１２ｖｓ．

０．６６±０．１２，犘＜０．０５）ａｎｄＭＣＴ４（１．０１±０．２３ｖｓ．０．６２±０．１１，犘＜０．０５），ｗｈｉｌｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＨ （０．７７±０．３０ｖｓ．０．９２±０．３６，犘＜０．０５）ａｎｄＳＩＲＴ３（０．９１±０．１１ｖｓ．１．４４±０．１１，

犘＜０．０５），ａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｒａｔｓ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔ

ｔｈｅＧｌｕｔ１（０．２４±０．０７ｖｓ．０．２０±０．０４，犘＜０．０５），Ｇｌｕｔ４（０．２６±０．０２ｖｓ．０．２３±０．０２，犘＜０．０５），

ＬＤＨ （０．５０±０．０７ｖｓ．０．２４±０．０６，犘＜０．０５）ａｎｄＭＣＴ４（０．２２±０．０２ｖｓ．０．１６±０．０２，犘＜０．０５）ｉｎ

ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉｏｌｅｓｏｆＭＣＴｇｒｏｕｐｒａｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ，ｗｈｉｌｅｔｈｅＰＤＨ （０．１３±０．０１ｖｓ．

０．２２±０．０１，犘＜０．０５）ａｎｄＳＩＲＴ３（０．１３±０．０１ｖｓ．０．２１±０．０２，犘＜０．０５）ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ

ｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ． 犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀狊：Ｒｅｍｏｄｅｌｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｅｘｉｓｔｓｉｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌ

ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｒａｔｓｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＣＴ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｗａｒｂｕｒｇ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ

ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ３．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ｐｕｌｍｏｎａｒｙ；Ｗａｒｂｕｒｇｅｆｆｅｃｔ；Ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ３

　　肺动脉高压（ＰＡＨ）是多种心肺血管疾病的重

要病理基础。近年来研究发现，Ｗａｒｂｕｒｇ效应通过

促进肺动脉平滑肌细胞（ＰＡＳＭＣ）异常增殖在ＰＡＨ

发生发展中起重要作用，阻断 Ｗａｒｂｕｒｇ效应可改善

ＰＡＨ
［１３］。沉默信息调节因子３（ＳＩＲＴ３）是主要的

线粒体去乙酰化酶，通过去乙酰化调节线粒体中多

种糖代谢酶的活性，促进葡萄糖氧化磷酸化，在调

节葡萄糖代谢中发挥重要作用，其表达或活性下调

可导致葡萄糖代谢途径的改变［４］。本研究拟探讨野

百合碱（ＭＣＴ）诱导ＰＡＨ 大鼠（ＭＣＴＰＡＨ 大鼠）

模型ＳＩＲＴ３表达的变化及是否存在 Ｗａｒｂｕｒｇ效

应，为研究 Ｗａｒｂｕｒｇ效应在ＰＡＨ中的作用及可能

的触发机制提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料、试剂与仪器

健康清洁级２月龄ＳＤ雄性大鼠１６只购自南

华大学动物部［许可证号为ＳＣＸＫ（湘）２０１５０００２］。

ＭＣＴ购自美国Ｓｉｇｍａ公司；十二烷基磺酸钠聚丙

烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳试剂盒和ＢＣＡ蛋白

定量试剂盒购自江苏碧云天生物研究所；二甲氨基

偶氮苯（ＤＡＢ）免疫组织化学试剂盒购自北京康为

生物世纪公司。ＳＩＲＴ３兔源单克隆抗体、葡萄糖转

运体１（Ｇｌｕｔ１）鼠源多克隆抗体、葡萄糖转运体４

（Ｇｌｕｔ４）鼠源多克隆抗体、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）兔源

单克隆抗体和丙酮酸脱氢酶（ＰＤＨ）兔源单克隆抗

体购自英国Ａｂｃａｍ公司；βａｃｔｉｎ鼠源单克隆抗体、

单羧酸转运蛋白４（ＭＣＴ４）兔源多克隆抗体、辣根过

氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔二抗、ＨＲＰ标记的

羊抗鼠二抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公

司。５８１０Ｒ型低温高速离心机购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司、ＶＥ１８０型 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ全套设备购自上海天

能科技有限公司；ＰＨＩＬＩＰＳＥＰＩＱ７Ｃ（Ｓ１２４探头）超

声仪器购自荷兰飞利浦公司；ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＥ１００

显微镜购自日本Ｎｉｋｏｎ公司。
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１．２　动物实验

１６只２月龄ＳＤ大鼠体质量１８０～２３０ｇ，适应性

饲养１周后按随机数字表法分为对照组和 ＭＣＴ组，

每组８只，建模第１天 ＭＣＴ 组大鼠腹腔注射

１％ＭＣＴ溶液（６０ｍｇ／ｋｇ），对照组注射等体积生理

盐水。

１．３　超声检测

建 模 第 ２８ 天，称 重，１０％ 水 合 氯 醛

（３００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，仰卧固定，肢体连接电

极记录心电图，大鼠胸部用脱毛膏脱毛，涂预热超

声耦合剂，经胸超声心动图检测右心功能的各项指

标，包括肺动脉血流加速时间（ＰＡＡＴ）、三尖瓣收缩

期位移（ＴＡＰＳＥ）、右心室内径（ＲＶＩＤ）。

１．４　右心室收缩压测定和右心室肥厚的检测

采用右心导管法测量右心室收缩压（ＲＶＳＰ），

引导器引导下从右颈总静脉将ＰＥ５０导管插入肺动

脉，观察ＢＬ４２０Ｓ生物机能系统记录界面的压力

波，波形稳定１ｍｉｎ后记录ＲＶＳＰ。记录结束后分

离肺组织和心脏组织，分别称量右心室（ＲＶ）、左心

室（ＬＶ）＋室间隔（Ｓ）的质量，计算ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）的

比值。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测

取２０ｍｇ新鲜或冷冻肺组织，匀浆后４ ℃、

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取上清，测定蛋白含量。

蛋白煮沸变性后，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳１．５ｈ，电转２ｈ，封

闭２ｈ。分别按照１∶４００、１∶５００、１∶２００、１∶１０００、

１∶１０００、１∶１０００、１∶１０００的浓度加入 Ｇｌｕｔ１、

Ｇｌｕｔ４、ＭＣＴ４、ＰＤＨ、ＬＤＨ、ＳＩＲＴ３、βａｃｔｉｎ一抗，４℃孵

育过夜。按照说明书的比例室温孵育二抗４５ｍｉｎ。

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ荧光检测试剂盒显影，ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ

２２００图像处理系统进行图片灰度扫描并分析目的蛋

白条带的相对灰度值。

１．６　免疫组织化学染色

大鼠肺组织石蜡包埋，５μｍ组织切片，采用生物

素链霉亲和素ＨＲＰ法进行免疫组织化学染色，

Ｇｌｕｔ１、Ｇｌｕｔ４、ＭＣＴ４、ＰＤＨ、ＬＤＨ、ＳＩＲＴ３单克隆抗体

浓度分别为１∶１００、１∶１００、１∶１００、１∶２００、１∶２００、

１∶２００，阴性对照使用非特异血清代替一抗，显微镜

下观察染色结果，细胞浆呈棕黄色者为阳性细胞。

１．７　肺动脉重构的病理检测

大鼠肺组织石蜡包埋，５μｍ组织切片，苏木素

伊红（ＨＥ）染色，光学显微镜下观察肺血管病理改

变，应用ＬｅｉｃａＱ５５０ＣＷ 图像处理与分析系统测量

肺动脉的相对中膜厚度（ＲＭＴ）及相对中膜面积

（ＲＭＡ）。

１．８　统计学分析

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行统计学分析，

数据采用均值±标准差表示。对数据进行Ｌｅｖｅｎｅ

方差齐性检验，结果显示数据均呈正态分布，两组

数据的总体方差齐。两组间比较使用独立样本狋检

验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　成功建立ＰＡＨ模型大鼠

ＳＤ大鼠腹腔注射２８ｄ后进行超声检测，与对照

组相比，ＭＣＴ组的ＰＡＡＴ 明显下降，ＲＶＩＤ明显增

大，ＴＡＰＳＥ明显缩短（犘均＜０．０５），见图１；右心导管

法检测显示，ＭＣＴ组ＲＶＳＰ较对照组明显增加（犘＜

０．０１）；对心室组织进行称量，ＭＣＴ组ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）

较对照组明显增加（犘＜０．０１）。见表１。

注：ＰＡＡＴ为肺动脉血流加速时间；ＲＶＩＤ为右心室内径；ＴＡＰＳＥ为三尖瓣收缩期位移；ＲＶ为右心室；ＲＡ为右心房；ＬＶ为左心室；ＬＡ为左心房

图１　各组大鼠超声心动图检测
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表１　各组大鼠超声心动图指标比较

　分组 ＰＡＡＴ／ｍｓ ＲＶＩＤ／ｍｍ ＴＡＰＳＥ／ｍｍ ＲＶＳＰ／ｍｍＨｇ ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）

对照组 ３３．６７±５．５１ ２．２９±０．２１ ２．５９±０．１９ ７．８３±０．６７ ０．２９±０．０２

ＭＣＴ组 ２２．３３±１．５３（１） ３．３３±０．２２（２） ２．０１±０．０９（２） ３０．９０±４．２８（２） ０．６３±０．１０（２）

　　注：与对照组相比，
（１）犘＜０．０５，

（２）犘＜０．０１

２．２　大鼠肺动脉结构改变

ＨＥ染色结果显示，ＭＣＴ组大鼠肺小动脉管腔

狭窄，血管周围炎性细胞浸润；与对照组相比，ＭＣＴ

组肺小动脉血管壁明显增厚［（３７８．４７±１２９．９７）μｍ

对（１０５．１６±６１．１７）μｍ，犘＜０．０５］，见图２。

注：Ａ为对照组；Ｂ为 ＭＣＴ组

图２　大鼠肺小动脉犎犈染色结果（×２００）

２．３　肺组织中 Ｗａｒｂｕｒｇ效应关键酶和ＳＩＲＴ３的

表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肺组织中 Ｗａｒｂｕｒｇ效应关

键酶和ＳＩＲＴ３的表达情况，结果显示，ＭＣＴ组大鼠

肺组织中Ｇｌｕｔ１、Ｇｌｕｔ４、ＬＤＨ、ＭＣＴ４蛋白表达水平

较对照组明显升高，ＰＤＨ 和ＳＩＲＴ３蛋白表达水平

较对照组明显降低（犘均＜０．０５），见图３、表３。

图３　各组大鼠肺组织 犠犪狉犫狌狉犵效应关键酶和犛犐犚犜３蛋白

表达水平

表３　各组大鼠肺组织 犠犪狉犫狌狉犵效应关键酶和犛犐犚犜３蛋白表达水平比较

　分组 Ｇｌｕｔ１ Ｇｌｕｔ４ ＬＤＨ ＭＣＴ４ ＰＤＨ ＳＩＲＴ３

对照组 １．１３±０．６５ ０．６９±０．４７ ０．６６±０．１２ ０．６２±０．１１ ０．９２±０．３６ １．４４±０．１１

ＭＣＴ组 １．６１±０．９６（１） ０．９８±０．６３（１） １．１４±０．１２（１） １．０１±０．２３（１） ０．７７±０．３０（１） ０．９１±０．１１（１）

　　注：与对照组相比，
（１）犘＜０．０５

２．４　肺动脉血管中 Ｗａｒｂｕｒｇ效应关键酶和ＳＩＲＴ３

的表达

免疫组织化学染色法检测肺血管中 Ｗａｒｂｕｒｇ

效应关键酶，与对照组相比，ＭＣＴ组大鼠肺小动脉

中膜Ｇｌｕｔ１、Ｇｌｕｔ４、ＬＤＨ、ＭＣＴ４的蛋白表达水平明

显升高，ＰＤＨ 和ＳＩＲＴ３的蛋白表达水平明显降低

（犘均＜０．０５），见图４、表４。

３　讨论

Ｗａｒｂｕｒｇ效应又称有氧糖酵解，１９５６年，Ｗａｒｂｕｒｇ

发现恶性肿瘤细胞在有氧条件下糖酵解途径明显增

强，伴随葡萄糖摄取增加，乳酸生成增加，该现象此后

被称为 Ｗａｒｂｕｒｇ效应
［５］。研究发现，ＰＡＨ动物模型

和患者中存在与 Ｗａｒｂｕｒｇ效应相关的线粒体代谢方

式改变［６］，为进一步明确ＰＡＨ时血管局部是否存在

Ｗａｒｂｕｒｇ效应，本研究采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组织

化学染色法分别检测了 ＭＣＴＰＡＨ大鼠肺组织和肺

小动脉，结果显示 ＭＣＴＰＡＨ大鼠肺组织和肺小动

脉 Ｗａｒｂｕｒｇ效应关键酶Ｇｌｕｔ１、Ｇｌｕｔ４、ＬＤＨ、ＭＣＴ４表

达上调，且以上表达变化主要位于 ＭＣＴＰＡＨ大鼠

肺小动脉中膜，表明肺动脉局部存在 Ｗａｒｂｕｒｇ效应。

ＳＩＲＴ３是沉默信息调节因子（ＳＩＲＴ）蛋白家族

成员，是主要的线粒体去乙酰化酶［７］，其表达或功能

失调在恶性肿瘤［８］、ＰＡＨ
［９］、心室重构［１０］等的发生

发展中起重要作用。ＳＩＲＴ３通过去乙酰化调节线

粒体中多种糖代谢酶的活性，发挥调节葡萄糖代谢

的作用［４］，主要方式为去乙酰化激活乙酰辅酶Ａ 合

成酶２
［１１］、丙酮酸脱氢酶磷酸酶［１２］、异柠檬酸脱氢

酶［１３］、琥珀酸脱氢酶［１４］，从而促使葡萄糖通过氧化

磷酸化途径代谢。Ｐａｕｌｉｎ等
［９］证实 ＭＣＴＰＡＨ 大

鼠肺动脉线粒体ＳＩＲＴ３表达下降，并伴随线粒体蛋
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白乙酰化程度增高，通过基因治疗上调ＳＩＲＴ３表达

可逆转ＰＡＨ
［９］。本研究中 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示

ＭＣＴＰＡＨ 大鼠肺组织中 ＳＩＲＴ３表达下调，与

Ｐａｕｌｉｎ等
［９］的研究结果一致，免疫组织化学染色显

示肺小动脉中膜ＳＩＲＴ３表达下调明显，提示ＳＩＲＴ３

表达下调可能通过调节糖代谢通路在ＰＡＨ发病中

起重要作用。

图４　各组大鼠肺小动脉 犠犪狉犫狌狉犵效应关键酶和犛犐犚犜３免疫组织化学染色结果

表４　各组大鼠肺小动脉 犠犪狉犫狌狉犵效应关键酶和犛犐犚犜３蛋白表达水平比较

　分组 Ｇｌｕｔ１ Ｇｌｕｔ４ ＬＤＨ ＭＣＴ４ ＰＤＨ ＳＩＲＴ３

对照组 ０．２０±０．０４ ０．２３±０．０２ ０．２４±０．０６ ０．１６±０．０２ ０．２２±０．０１ ０．２１±０．０２

ＭＣＴ组 ０．２４±０．０７（１） ０．２６±０．０２（１） ０．５０±０．０７（１） ０．２２±０．０２（１） ０．１３±０．０１（１） ０．１３±０．０１（１）

　　注：与对照组相比，
（１）犘＜０．０５

　　Ｗａｒｂｕｒｇ效应的关键调节酶之一是ＰＤＨ，正常

细胞在氧供充足时ＰＤＨ 活化，葡萄糖通过氧化磷

酸化途径代谢，维持细胞三磷酸腺苷（ＡＴＰ）供应正

常，缺氧条件下ＰＤＨ活性受抑制，导致葡萄糖氧化

磷酸化途径受抑，进而通过糖酵解途径代谢，导致

ＡＴＰ产量下降
［１２］。本研究证实，ＭＣＴＰＡＨ 大鼠

模型 肺 小 动 脉 中 膜 ＰＤＨ 表 达 下 降，并 伴 随

Ｗａｒｂｕｒｇ效应关键酶表达升高，提示肺小动脉局部

存在 Ｗａｒｂｕｒｇ效应，ＰＤＨ 表达下调可能为其触发

原因 之 一。ＰＤＨ 与 丙 酮 酸 脱 氢 酶 磷 酸 酶 １

（ＰＤＰ１）、ＰＤＫ１组成丙酮酸脱氢酶复合体并受二者

双重调节，ＰＤＰ１催化ＰＤＨ 去磷酸化活化、ＰＤＫ１

催化ＰＤＨ磷酸化失活。近期研究显示，ＰＤＨ 不仅

受磷酸化调节，同时还受乙酰化调节，ＰＤＨ 乙酰化
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时活性亦受到抑制。Ｆａｎ等
［１２］研究发现恶性肿瘤

细胞 ＰＤＨ、ＰＤＰ１ 乙 酰 化 程 度 升 高，并 伴 随

Ｗａｒｂｕｒｇ效应，通过基因干预抑制ＰＤＨ、ＰＤＰ１乙

酰化可逆转 Ｗａｒｂｕｒｇ效应并抑制恶性肿瘤生长。

Ｏｚｄｅｎ等
［１５］发现乙酰化程度升高导致ＰＤＨ 失活，

ＳＩＲＴ３可直接通过催化恶性肿瘤细胞ＰＤＨ去乙酰

化而增加其活性；心肌细胞ＳＩＲＴ３功能被抑制或表

达下调时，ＰＤＨ 复合体乙酰化程度升高，ＰＤＨ 失

活，进而导致线粒体氧化磷酸化受抑［１６］。以上研究

表明，ＳＩＲＴ３表达下调或功能被抑制时，不仅通过

乙酰化抑制ＰＤＰ１，导致ＰＤＨ 磷酸化失活，而且可

直接催化ＰＤＨ乙酰化，抑制其功能，从而促使葡萄

糖代谢向 Ｗａｒｂｕｒｇ效应转化。本研究结果证实，

ＭＣＴＰＡＨ肺小动脉局部ＳＩＲＴ３表达下调，推测其

表达下调可能导致ＰＤＨ 乙酰化失活，从而进一步

增强 Ｗａｒｂｕｒｇ效应，因此ＳＩＲＴ３的表达下调引发

的 ＰＤＨ 活 性 下 降 可 能 也 是 ＭＣＴＰＡＨ 大 鼠

Ｗａｒｂｕｒｇ效应的始动因素之一。

综上所述，本研究发现 ＭＣＴ可诱导大鼠ＰＡＨ

形成，ＭＣＴＰＡＨ大鼠肺组织存在 Ｗａｒｂｕｒｇ效应关

键酶表达上调和ＳＩＲＴ３表达下调，该研究为探讨

Ｗａｒｂｕｒｇ效应在ＰＡＨ中的作用及可能的触发机制

提供了实验基础。
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