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血管紧张素Ⅱ在缺氧诱导的人肺成纤维细胞

表型转化及胶原合成中的作用

刘珊珊　王浩彦　周秀梅

　　【摘要】　目的：探讨血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）在缺氧诱导的人肺成

纤维细胞（ｈｕｍａｎｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＨＬＦ）表型转化及胶原合成中的作用。　方法：在

缺氧条件下培养ＨＬＦ１细胞株，将细胞分为ＡｎｇⅡ组、ＡｎｇⅡ＋替米沙坦（ＴＳＴ）组

和对照组。采用免疫荧光法检测 ＨＬＦ１细胞α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）的表达水平；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨＬＦ１细胞Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎ

ｔｙｐｅⅠ，ＣｏｌⅠ）蛋白的表达水平。　结果：ＡｎｇⅡ组 ＨＬＦ１细胞αＳＭＡ和ＣｏｌⅠ蛋

白的表达水平较对照组明显上调，ＡｎｇⅡ＋ＴＳＴ组αＳＭＡ和ＣｏｌⅠ蛋白的表达水平

较ＡｎｇⅡ组明显下降。　结论：ＡｎｇⅡ／血管紧张素Ⅱ１型受体信号通路可诱导缺氧

性ＨＬＦ表型转化以及胶原合成。
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　　缺氧性肺动脉高压是肺动脉高压的常见类型， 其发病机制目前尚未完全阐明。缺氧性肺

血管重构（ｈｙｐｏｘｉａｐｕｌｍｏｎａｒｙｖａｓｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，

ＨＰＶＲ）在缺氧性肺动脉高压的形成中起关键作用。

越来越多的证据表明，肺血管外膜成纤维细胞增殖
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活化、胶原纤维等细胞外基质合成增加是ＨＰＶＲ形

成的重要环节。

成纤维细胞的主要功能是分泌胶原蛋白，是细

胞外基质的主要来源细胞。血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）

是肾素血管紧张素系统（ＲＡＳ）的重要效应分子。

研究发现，在肺动脉高压的发病机制中，ＡｎｇⅡ作为

一种细胞因子促进肺血管重构［１２］。

本研究在体外缺氧条件下培养人肺成纤维细

胞（ｈｕｍａｎｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＨＬＦ），观察缺氧条件下

ＡｎｇⅡ及血管紧张素Ⅱ１型受体（ＡＴ１Ｒ）对 ＨＬＦ

表型转化及Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ，ＣｏｌⅠ）蛋

白合成的影响，初步探讨缺氧条件下人肺血管外膜

成纤维细胞胶原合成调控的机制。

１　材料和方法

１．１　材料

ＨＬＦ１细胞株由中国科学院上海生命科学研究

院细胞资源中心提供。小鼠抗人αｔｕｂｕｌｉｎ（Ｔ６０７４）

抗体、ＡｎｇⅡ、替米沙坦（ｔｅｌｍｉｓａｒｔａｎ，ＴＳＴ）购自Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司。山羊抗人ＣｏｌⅠ蛋白抗体（ｓｃ２５９７４）、驴

抗山 羊ＩｇＧＨＲＰ 抗 体（ｓｃ２３０４）、山 羊 抗 小 鼠

ＩｇＧＨＲＰ 抗 体 （ｓｃ２３０２）购 自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自福州迈新生物

技术开发有限公司。ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８山羊抗兔ＩｇＧ

抗体（Ａ１１００８）购自ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司。细胞

核与细胞质蛋白抽提试剂盒购自杭州碧云天生物

技术研究所。

１．２　方法

１．２．１　ＨＬＦ１细胞的培养及分组　ＨＬＦ１细胞在

３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中静置培养。当细胞生长

至融合状态时，用０．２５％胰蛋白酶消化细胞，并进

行传代培养。取第３～６代细胞用于后续实验。实

验前将培养基更换成无血清的ＤＭＥＭ培养基培养

２４ｈ，使细胞生长处于静止状态。

缺氧条件下细胞的培养过程如下：在指定时

间内，将 ＨＬＦ１细胞置于３７℃、体积浓度９３％

Ｎ２、５％ＣＯ２、２％Ｏ２ 的培养箱中培养。在缺氧暴

露开始和结束时用测氧仪监测培养箱中的氧

浓度。

按实验要求将ＨＬＦ１细胞随机分为下列３组。

（１）对照组：加入ＤＭＳＯ；（２）ＡｎｇⅡ组：用ＡｎｇⅡ

（１．０μｍｏｌ／Ｌ）处理 ＨＬＦ１细胞１ｈ；（３）ＡｎｇⅡ＋

ＴＳＴ组：用ＡｎｇⅡ（１．０μｍｏｌ／Ｌ）处理ＨＬＦ１细胞

１ｈ，然后加入ＴＳＴ（５０μｍｏｌ／Ｌ）培养１ｈ。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　采用细胞核与细胞质蛋白

抽提试剂盒提取细胞蛋白成分。蛋白质经变性、电

泳、转膜、封闭后分别加入ＣｏｌⅠ抗体（１∶５００）和抗

αｔｕｂｕｌｉｎ抗体（１∶５０００），４℃孵育过夜。洗膜后加

入辣根过氧化酶（ＨＲＰ）标记的二抗（１∶２０００），室

温孵育２ｈ。洗膜后加入增强的化学发光试剂ＥＣＬ

显色，Ｘ线胶片曝光。将胶片扫描后，测定各条带光

密度值。将目的条带与αｔｕｂｕｌｉｎ光密度值的比值

作为蛋白的相对表达量。

１．２．３　免疫荧光法　室温下用含４％多聚甲醛的

ＰＢＳ溶液固定 ＨＬＦ１ 细胞，之后用含０．１％

ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ液孵育细胞，ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液

冲洗２次后加入５％山羊血清１００μＬ，室温下孵育

５ｍｉｎ。ＴｒｉｓＨＣＬ缓冲液冲洗２次。加入１００μＬ

兔抗人α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）抗体（１∶２００），

４℃孵育过夜。ＴｒｉｓＨＣＬ缓冲液冲洗３次后，加入

１００μＬＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记的山羊抗兔ＩｇＧ抗体

（１∶１００），室温下孵育３０ｍｉｎ。冲洗后加入含有

ＤＡＰＩ的封片剂包埋。采用ＮｉｋｏｎＴｉＥ２０００共聚

焦荧光显微镜获取图像，并测量αＳＭＡ蛋白的平

均荧光强度值。

１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，所有数

据以均数±标准差表示。多组数据的比较采用犉

方差检验，两组数据的比较采用狋检验，以犘＜０．０５

为有统计学差异。

２　结果

２．１　αＳＭＡ蛋白的表达

ＡｎｇⅡ组αＳＭＡ蛋白的平均荧光强度明显高

于ＤＭＳＯ组，ＡｎｇⅡ＋ＴＳＴ组αＳＭＡ蛋白的平均

荧光强度较ＡｎｇⅡ组明显下降（犘＜０．０１，见图１、

表１）。

２．２　ＣｏｌⅠ蛋白的表达

ＡｎｇⅡ组ＣｏｌⅠ蛋白的表达较ＤＭＳＯ组明显

升高；ＡｎｇⅡ＋ＴＳＴ组ＣｏｌⅠ蛋白的表达较ＡｎｇⅡ

组明显下降（犘＜０．０１，见图２、表１）。
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图１　各组犎犔犉１细胞α犛犕犃蛋白的表达（×４００）

图２　各组细胞犆狅犾Ⅰ蛋白的表达

表１　各组细胞α犛犕犃和犆狅犾Ⅰ蛋白表达的比较

组别 αＳＭＡ ＣｏｌⅠ／αｔｕｂｕｌｉｎ

对照组 １．１３±０．１５ ２２．２１±２．２５

ＡｎｇⅡ组 ３．０２±０．２１（１） ７９．６３±９．０７（１）

ＡｎｇⅡ＋ＴＳＴ组 １．７１±０．４１（２） ３０．１６±５．７６（２）

注：与对照组比较，（１）犘＜０．０１；与ＡｎｇⅡ组比较，（２）犘＜０．０１

３　讨论

缺氧性肺血管收缩和ＨＰＶＲ是缺氧性肺动脉高

压的两大主要病理生理基础。ＨＰＶＲ在缺氧性肺动

脉高压的形成中起关键性作用，肺血管壁细胞增殖、

管壁增厚、管腔狭窄是ＨＰＶＲ的主要病理特征
［３］。

血管外膜主要由疏松结缔组织构成，成纤维细胞

是血管外膜最主要的细胞成分，其主要功能是分泌胶

原等细胞外基质成分。以往对ＨＰＶＲ的研究多集中

在肺血管内皮细胞和中层平滑肌细胞，而忽略了肺血

管外膜改变在ＨＰＶＲ中的作用。越来越多的证据表

明，在低氧条件下，肺血管外膜成纤维细胞的增殖活

化、表型转化是影响ＨＰＶＲ形成的另一重要环节。

在低氧暴露的早期，血管外膜就发生了明显的重构变

化，表现为外膜成纤维细胞的增殖活化［４］。

组织中的成纤维细胞可活化和表型转化为肌成

纤维细胞［５６］。肌成纤维细胞是介于成纤维细胞和平

滑肌细胞之间的间充质来源细胞。在低氧条件下，血

管外膜成纤维细胞可转化为肌成纤维细胞，后者在形

态和功能上与肺动脉平滑肌相似，具有收缩和迁移的

功能；肌成纤维细胞同时仍有成纤维细胞的功能和特

性，且其合成细胞基质的能力强于成纤维细胞，是合

成细胞基质、胶原的主要细胞。αＳＭＡ是肌成纤维

细胞的特征性标志蛋白，是研究成纤维细胞表型转化

为肌成纤维细胞的特异性标志物。

ＡｎｇⅡ是ＲＡＳ重要的效应物质，循环中以及

局部自分泌或旁分泌的ＡｎｇⅡ主要通过与其受体

结合，在不同靶组织和器官中发挥生物活性作

用［７８］。有文献报道，血管外膜存在ＡｎｇⅡ受体，经

ＡｎｇⅡ灌注的ＳＤ大鼠的胸主动脉血管外膜胶原蛋

白沉积增多［９］。

ＡｎｇⅡ可促进血管成纤维细胞增生并表达ＣｏｌⅠ，

从而促进血管结构性重构的发生［１０］。ＡｎｇⅡ的绝大

多数生物学作用都是由ＡＴ１Ｒ介导的。

本实验体外培养 ＨＬＦ细胞，模拟缺氧性肺动
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脉高压的慢性缺氧环境，检测ＡｎｇⅡ／ＡＴ１Ｒ信号通

路对缺氧性ＨＬＦ１细胞ＣｏｌⅠ蛋白表达及肌成纤

维细胞特征性标志物αＳＭＡ蛋白表达的影响。结

果显示，ＡｎｇⅡ可显著促进ＨＬＦ１细胞表达αＳＭＡ

和ＣｏｌⅠ，加入ＡＴ１Ｒ阻滞剂ＴＳＴ后，ＨＬＦ１细胞

αＳＭＡ和ＣｏｌⅠ蛋白的表达受到显著抑制。

由此推测，作为ＲＡＳ的重要效应分子，ＡｎｇⅡ

通过ＡＴ１Ｒ途径参与了缺氧性ＨＬＦ细胞胶原合成

的调控，并可能在肺动脉高压血管重构的发生、发

展中起重要作用。ＡｎｇⅡ不仅可以直接促进缺氧性

ＨＬＦ１细胞 ＣｏｌⅠ蛋白的合成，而且可以促进

ＨＬＦ１细胞向肌成纤维细胞的转化，促进肺血管外

膜结构和功能的变化，进一步导致血管壁增厚变

硬、管腔狭窄和血管重构。

缺氧性ＨＬＦ细胞胶原的合成过程复杂，涉及

多种细胞、细胞因子及信号转导通路。本研究未探

讨ＲＡＳ其他组分在此过程中的作用，且本研究为体

外实验，有一定的局限性。
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