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揖摘要铱 摇 目的: 研究丙磺舒(PROB)对血小板衍生生长因子鄄BB(PDGF鄄BB)诱发大鼠肺动脉平滑肌细胞的迁移与

增殖的影响。 方法: 体外原代培养 SD 大鼠肺动脉平滑肌细胞(PASMCs),随机分为正常对照组(CON 组)、造模组

(10 ng / ml PDGF鄄BB 24 h)、丙磺舒处理组(10 ng / ml PDGF鄄BB 和 200 滋mol / L PROB 孵育 24 h,PROB 为 Pannexin鄄1
的特异性阻断剂)。 通过 CCK鄄8 法选取丙磺舒和 PDGF鄄BB 干预浓度,并检测各组细胞的增殖能力;通过细胞划痕

实验和 TranswellTM实验检测各组 PASMCs 的迁移能力;通过细胞免疫荧光技术检测各组 PASMCs 中骨桥蛋白

(OPN)和增殖细胞核抗原(PCNA)的分布和表达;通过 Western blot 法检测各组 PASMCs 中 OPN 和 PCNA 的蛋白水

平差异。 结果: 与 CON 组相比,PDGF鄄BB 组的 PASMCs 迁移和增殖能力均有所增强(P<0. 05),经 PROB 干预后,
细胞迁移和增殖能力降低(P<0. 05);与 CON 组相比,PDGF鄄BB 组 OPN 和 PCNA 的表达和蛋白水平均显著升高(P
<0. 05),经 PROB 干预后,其表达和蛋白水平显著降低(P<0. 05)。 结论: 丙磺舒通过阻断 Pannexin鄄1 可以抑制

PDGF鄄BB 诱发 PASMCs 的增殖和迁移。
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揖ABSTRACT铱 Objective: To investigate whether probenecid (PROB) could improve the proliferation and migration ability of rats爷
pulmonary artery smooth muscle cells induced by platelet鄄derived growth factor鄄BB (PDGF鄄BB). Methods: Primary pulmonary artery
smooth muscle cells (PASMCs) of SD rats were cultured in vitro, and were randomly divided into control group (CON group), PDGF鄄
BB group (10 ng / ml PDGF鄄BB treatment for 24 h) and PDGF鄄BB+PROB group (10 ng / ml PDGF鄄BB and 200 滋mol / L PROB treat鄄
ment for 24 h, PROB is a specific blocker of pannexin鄄1). CCK鄄8 method was used to select the suitable intervention concentrations of
PROB and PDGF鄄BB, and to detect the proliferation of PASMCs in each group. The migration ability of PASMCs was detected by Tran鄄
swellTM assay and cell scratch test. Immunofluorescence cytochemistry and Western blot were used to detect the protein expressions and
distribution of osteopontin (OPN) and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in PASMCs. Results: Compared with CON group,
the migration and proliferation ability of PASMCs in PDGF鄄BB group were enhanced (P<0. 05). After treated with PROB, the migra鄄
tion and proliferation ability of PASMCs in PDGF鄄BB+PROB group were decreased significantly (P<0. 05). Compared with CON
group, the expression and protein levels of OPN and PCNA in PDGF鄄BB group were increased significantly (P<0. 05), while the ex鄄
pression and protein levels of OPN and PCNA in PDGF鄄BB+PROB were decreased significantly (P<0. 05). Conclusion: Probenecid
inhibits the migration and proliferation of PDGF鄄BB鄄induced PASMCs by blocking Pannexin鄄1.
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摇 摇 肺动脉高压 ( pulmonary arterial hypertension,
PAH)是一种以进行性肺动脉压力升高、肺血管重构

为特征,最终导致右心衰和死亡的疾病[1]。 PAH 的

病理特征包括血管收缩性增加、肺血管壁重构和血

栓形成。 其中,肺小动脉重构和持续的肺血管收缩

是该疾病的两个关键事件,而且都与肺动脉平滑肌

细 胞 ( pulmonary artery smooth muscle cells,
PASMCs)密切相关[2]。 事实上,PASMCs 的异常增

殖和迁移被认为是血管重构这个进程中的重要病理

机制[3]。 因此,减弱肺动脉平滑肌细胞的异常增殖

与迁移是预防血管重构和防治肺动脉高压的关键步

骤。
Pannexin 通道是一种跨膜蛋白质,通过释放离

子和小分子促进细胞间通讯[4]。 Pannexin鄄1 作为

Pannexin 家族成员之一,广泛表达于人体各个组织

器官,越来越多的研究证明,Pannexin鄄1 在多类疾病

发生与发展过程中发挥重要作用,如参与 Ca2+离子

传递的调控、细胞迁移、细胞调亡、炎症发应、肿瘤等

相关疾病[5]。 而且,Pannexin鄄1 表达于肺循环和体

循环的动脉血管网络中,值得注意的是,在小动脉中

Pannexin鄄1 则主要分布在平滑肌细胞,对血管功能

具有调节作用,因此已经成为人们关注的焦点[6,7]。
丙磺舒(Probenecid, PROB)是临床上治疗痛风

的药物,能抑制有机阴离子转运蛋白,是 Pannexin鄄1
通道的特异性阻断剂[8]。 研究表明,Pannexin鄄1 表

达的增加可能与一些疾病的发生发展密切相关[9],
在多种肿瘤细胞中 Pannexin鄄1 蛋白表达量明显升

高,阻断 Pannexin鄄1 通道的激活可抑制肿瘤细胞的

侵袭迁移[10]。 Pannexin鄄1 介导的 ATP 释放最近被

确定为全身动脉血管张力的重要调节器[11,12]。 总

之,Pannexin鄄1 通道在细胞增殖迁移和血管调节中

起到重要调控作用,但是否可影响 PASMCs 增殖和

迁移能力,进而对肺小动脉重构和肺动脉高压产生

影响,以及作用机制尚不清楚,尚待进一步研究。
因此,本研究将以血小板衍生生长因子鄄BB

(platelet鄄derived growth factor鄄BB, PDGF鄄BB)诱导的

PASMCs 为研究对象,旨在细胞水平上研究丙磺舒

是否能通过抑制 Pannexin鄄1 通道影响 PASMCs 增殖

和迁移,为缓解肺血管重构、探寻预防和治疗肺动脉

高压新靶点提供一定的理论依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

选取 SD 大鼠(8 周,雄性),动物标准为 SPF
级。 动物饲养温度与湿度适宜,在光照充足环境内

保持自由饮水和进食。 丙磺舒由 Apexbio 公司生

产;DMEM 培养基、青霉素、链霉素(Gibco 公司);平
滑肌 细 胞 培 养 基 ( smooth muscle cell medium,
SMCM; Sciencell 公司);Western blot 相关试剂:兔
抗 OPN( ab8448) 和兔抗 GAPDH( ab9485) 的抗体

(Abcam 公司)、鼠抗 PCNA 的抗体(BM1040 Boster
公司)牛血清蛋白、辣根过氧化物酶标记的山羊抗

小鼠 IgG 与山羊抗兔 IgG(北京中杉金桥生物技术

有限公司)、发光试剂(Thermo 公司);细胞免疫荧光

相关试剂:兔抗 琢 平滑肌肌动蛋白 ( alpha鄄smooth
muscle actin,琢鄄SMA)抗体( ab5694)购自 Abcam 公

司;异 硫 氰 酸 荧 光 素 ( Fluorescein isothiocyanate,
FITC)标记的山羊抗兔与抗鼠 IgG(Sigma 公司);4',
6鄄diamidino鄄2鄄phenylindole (DAPI)、Triton X鄄100(索
莱宝公司);24 孔的 TranswellTM小室(8. 0 滋m,Cor鄄
ning 公司);CCK鄄8 试剂盒(MCE 公司); D鄄Hanks
液、多聚甲醛、结晶紫染液(博士德生物工程有限公

司)。
1. 2摇 PASMCs 的原代培养及鉴定

选取体质量为 180 ~ 200 g SD 大鼠进行腹腔注

射麻醉(10 g / L 戊巴比妥钠,60 mg / kg)。 在无菌条

件下,充分暴露心脏和双肺组织,迅速取出心肺组

织。 无菌操作分离出肺动脉,将其浸泡在含有双抗

(100 IU / ml 青霉素、100 滋g / ml 链霉素)的 D鄄Hanks
液中。 解剖显微镜下,剥除肺动脉外侧的结缔组织

及纤维脂肪组织,纵向剪开血管,去除血管组织外膜

和内膜,将剩余组织剪成糊状;将组织块转移到含有

1 ml 消化酶(5 mg 胰蛋白酶溶于 1 ml D鄄Hanks 液+
4 ml 胶原酶)的 15 ml 离心管后,37益消化 7 min;吸
弃消化酶,加入 1 ml 含 20%胎牛血清(FBS)、1%青

霉素和链霉素、1% 平滑肌生长因子( smooth muscle
cell growth supplement, SMCGS)的 SMCM 培养基;
离心(1 000 r / min,5 min)后,弃上清;加入 1 ml 培
养基重悬后,将组织移入培养皿中,将培养皿倒置放

于培养箱中(37益,5% CO2)静置。 2 h 后,加入 1
ml 培养基,继续放入 37益、5% CO2培养箱中;培养

3 d 后,组织周围可见细胞爬出,7 d 左右细胞呈“峰鄄
谷冶结构。 通过显微镜观察及细胞免疫荧光法对

PASMCs 进行鉴定[13]。
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1. 3摇 CCK鄄8 法检测 PASMCs 的增殖能力及药物

干预浓度的确定

原代培养 PASMCs 至第 3 代后,将 PASMCs 接

种于 96 孔板中,调整密度为 5伊103 cells / well。 使用

基础培养基对已贴壁的 PASMCs 进行饥饿处理。 24
h 后,加入浓度分别为 2. 5、5、10、20、40、80 ng / ml 的
PDGF鄄BB 继续培养,并设置只有基础培养基的空白

对照。 24 h 后, 加入 100 滋l 提前稀释好的 CCK鄄8
液(DMEM 颐 CCK鄄8 原液 = 9 颐 1),37益 避光孵育 1
h。 最后测定在 450 nm 处的吸光度(OD 值)。 根据

上述方法确定的 PDGF鄄BB 干预浓度进行后续细胞

实验。
原代培养 PASMCs 至第 3 代后,将对数生长期

的 PASMCs 接种于 96 孔板中,调整密度为 5 伊103

cells / well。 等细胞贴壁后,用 10 ng / ml PDGF鄄BB 进

行预处理,再加入不同浓度(50、100、200、400、800)
滋mol / L 的丙磺舒培养 24 h。 药物干预结束后,每孔

加入 100 滋l 以 DMEM 颐 CCK鄄8 原液 = 9 颐 1 比例提

前稀释好的 CCK鄄8 稀释液。 避光孵育后立即检测

OD 值(450 nm 处)。 根据下述公式计算不同浓度丙

磺舒干预后的细胞抑制率:细胞抑制率= [(对照孔鄄
实验孔) / (对照孔鄄空白孔)]伊100%

实验分组:对数生长期的 PASMCs 分为对照组

(CON,不做处理,正常对照组)、造模组(PDGF鄄BB
组,10 ng / ml PDGF鄄BB 处理 24 h)、丙磺舒处理组

(PDGF鄄BB + PROB 组, 10 ng / ml PDGF鄄BB + 200
滋mol / L PROB 孵育 24 h)。
1. 4摇 划痕实验检测 PASMCs 的迁移能力

将第 3 代之后的 PASMCs 细胞接种于 6 孔板

内,6 孔板等间距画 5 条横线作为参考标记,细胞密

度达到 80%以上时,选取 1 ml 吸头,垂直参照横线

划痕。 PBS (无菌) 洗涤 2 ~ 3 次,每组加入 1 ml
DMEM / H 基础培养基。 CON 组为空白组,PDGF鄄BB
组加入浓度为 10 ng / ml 的 PDGF鄄BB,而 PDGF鄄BB+
PROB 组先后加入 10 ng / ml PDGF鄄BB 和 200 滋mol /
L PROB。 显微镜(Olympus)下观察记录细胞 0 h 至

24 h 的起始划痕愈合情况,根据公式:细胞划痕愈

合率(% )= [(0 h 划痕平均面积鄄24 h 划痕平均面

积) / 0 h 划痕平均面积]伊100% ,计算细胞愈合率对

PASMCs 的迁移能力进行评价。
1. 5摇 TranswellTM小室检测 PASMCs 迁移能力

将密度为 105 cells / ml 的 PASMCs 细胞(第 3 代

之后的)加入基础培养基中充分混匀。 Transwell TM

小室依次放置于 24 孔板,每个上室加入 PASMCs 细

胞悬液(600 滋l),而下室内缓慢加入含 10% FBS 的

SMCM ( 600 滋l )。 培 养 24 h ( 37益、 5% CO2 ),
PDGF鄄BB 组加入 10 ng / ml 的 PDGF鄄BB,PDGF鄄BB+
PROB 组加入 10 ng / ml PDGF鄄BB 和 200 滋mol / L
PROB。 药物干预后,吸弃小室内的旧培养基,并用

PBS 浸洗。 晾干后加入 600 滋l 的 4% 多聚甲醛,固
定 15 min 后 PBS 浸洗晾干。 结晶紫染液对 PASMCs
进行染色处理,将小室浸洗至 PBS 溶液呈无色。 棉

签擦拭上室细胞后,显微镜对迁移的 PASMCs 进行

观察和记录(随机选取 5 个视野),通过迁移细胞的

数量对 PASMCs 的迁移能力进行评估。
1. 6摇 免疫荧光法测定 PASMCs 中的 OPN、PCNA
的表达和定位

爬片培养 PASMCs(第 3 代以后的),等细胞贴

壁后,不同药物进行干预(分组和处理同上)。 干预

24 h 后用预温 37益的 PBS 清洗,随后依次进行 4%
多聚甲醛固定(15 min)、0. 2% 的 Triton X鄄100 透化

(3 min)、PBS 清洗、0. 5% 的牛血清白蛋白封闭(30
min)的操作;封闭结束后,加入 OPN 抗体(1 颐 200)
或抗 PCNA 抗体(1 颐 200)4益 孵育过夜;PBS 洗去

未结合一抗(3 次,每次 3 min);避光条件下,根据目

的蛋白分别加入以 1 颐 100 稀释的荧光二抗(FITC
标记的山羊抗兔或抗鼠 IgG),37益条件下孵育 2 h;
PBS 清洗 3 次洗去未结合二抗后 DAPI(1 颐 1 000)
染核 20 min;封片并在荧光显微镜下观察并拍照,分
析用 Image J 软件[14]。
1. 7摇 Western blot 检测 PASMCs 中OPN 与 PCNA
蛋白的表达

PASMCs(第 3 代以后)接种于 6 孔板中,继续培

养于恒温培养箱内。 待细胞贴壁并且密度适宜后,
根据分组对 PASMCs 进行药物干预。 24 h 后用 PBS
清洗 PASMCs 3 次,随后滴加细胞裂解液(PMSF 颐
RIPA=1 颐 100)进行裂解(冰上 30 min)。 刮落细胞

后移入 EP 管(1. 5 ml)中,离心 15 min (12 000 r /
min,4益)。 测定蛋白样本的浓度并配平(BCA 法),
并且 100益下变性 10 min。 聚丙烯酰胺凝胶电泳法

电泳,并将测定浓度并配平的蛋白电转到 0. 45 滋m
的 PVDF 膜,在封闭液(5% 的脱脂奶粉)内浸泡电

转好的 PVDF 膜 2 h。 加入 1 颐 1000 比例稀释的抗

OPN、抗 PCNA 和抗 GAPDH 的抗体,4益冰箱内孵育

(过夜);一抗孵育后用 1伊TBST 洗去未结合的抗体

(5 次,每次 5 min)后,室温在 1 颐 10 000比例稀释

的二抗溶液中孵育 1. 5 h;洗去未结合二抗(5 次,每
次 5 min)后进行曝光[15],采用 Image J 软件分析目

的蛋白与内参蛋白条带的灰度值。
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1. 8摇 统计学处理

分析作图使用 Graphpad Prism9. 0 软件,实验数

据的统计学分析使用了 SPSS 21. 0。 各实验均重复

3 次以上,并采用均数依标准差(軃x依s)表示,one鄄way
ANOVA 用于多组间比较,而两组数据比较采用 q 检

验。

2摇 结果

2. 1摇 大鼠 PASMCs 的原代培养及鉴定

显微镜下可见,有细胞从肺动脉组织块边缘爬

出(图 1A),在原代提取的第 7 日左右,呈现"峰鄄谷"
结构(图 1B)。 传代至第 3 代,培养的细胞形态呈梭

形,并且细胞的胞体透明,生长状态良好(图 1C)。
采用平滑肌标志性蛋白 琢鄄SMA 细胞免疫荧光化学

染色法,对第 3 代 PASMCs 进行染色的结果发明,胞
质 琢鄄SMA 表达丰富,可以鉴定原代提取后爬出的细

胞为 PASMCs(图 1D)。

Fig. 1摇 Primary culture and identification of PASMCs
A: On the 5th day,cell clusters appeared around the cul鄄
tured tissue (伊40); B: On the 8th鄄9th day, " peak" and
" Valley" appeared; C: The third generation of primary
cultured PASMCs (伊40); D: Expression of 琢鄄SMA in pri鄄
mary cultured cells (伊200)

2. 2摇 丙磺舒对 PASMCs 增殖的影响

CCK鄄8 法检测结果表明,与未添加 PDGF鄄BB 相

比,PDGF鄄BB 处理 PASMCs 组,细胞增殖数量增加,
并且在 PDGF鄄BB 浓度为 10 ng / ml 时,细胞增殖率

显著增加(P<0. 05,表 1)。 因此,在后续的实验中,
将该浓度设为 PDGF鄄BB 诱发 PASMCs 增殖的浓度。
在 10 ng / ml PDGF鄄BB 诱发细胞增殖的基础上加入

不同浓度丙磺舒后,各组 450 nm 处的 OD 值均下

降,细胞抑制率增加 (表 2),这表明了 PROB 对

PDGF鄄BB 诱发的 PASMCs 增殖起到一定抑制作用,
并且丙磺舒的浓度为 200 滋mol / L 时,对 PASMCs 增

殖的抑制率显著增加(P<0. 05);因此,在后续的实

验中,将该浓度选为丙磺舒的干预浓度。
Tab. 1摇 OD value and cell proliferation rate of PASMCs treated

with different concentrations of PDGF鄄BB ( 軃x依 s, n =
12)

PDGF鄄BB (ng / ml) OD value Cell proliferation rate
0 1. 03依0. 08 摇 摇 0
2. 5 1. 19依0. 17* 0. 18依0. 15
5 1. 17依0. 12** 0. 17依0. 12
10 1. 31依0. 18** 0. 32依0. 15#

20 1. 18依0. 15** 0. 17依0. 14
40 1. 17依0. 25 0. 15依0. 22
80 1. 09依0. 12 0. 07依0. 09#

摇 摇 PDGF鄄BB: Platelet鄄derived growth factor鄄BB; PASMCs:
Primary pulmonary artery smooth muscle cells
摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs 0; #P<0. 05 vs 2. 5
Tab. 2摇 OD value and cell proliferation rate of PASMCs treated

with different concentrations of PROB (軃x依s, n=10)

PROB (滋mol / L) OD value Cell inhibition rate
0 0. 93依0. 09 摇 摇 0
50 0. 85依0. 09 0. 18依0. 16
100 0. 78依0. 11** 0. 35依0. 30
200 0. 71依0. 13** 0. 52依0. 43#

400 0. 71依0. 14** 0. 53依0. 42#

800 0. 71依0. 15** 0. 53依0. 44#

摇 摇 **P<0. 01 vs 0; #P<0. 05 vs 50

2. 3摇 丙磺舒对 PASMCs 迁移的影响

细胞划痕、TranswellTM实验结果表明,与 CON 组

相比,PDGF鄄BB 组的 PASMC 划痕愈合率显著增加

(P<0. 01,图 2A,表 3),TranswellTM小室下方迁移细

胞数显著增多(P<0. 05,图 2B,表 3)。 与 PDGF鄄BB
组比较,PDGF鄄BB+PROB 组细胞划痕愈合率显著降

低,小室下方迁移细胞数显著减少(P<0. 05,表 3)。

Fig. 2摇 Cell scratch and Transwell TM test were used to detect
the proliferation and migration ability of PASMCs
A: Cell scratch(伊100); B: TranswellTM test(伊400)

Tab. 3 摇 Semi quantitative analysis of cell wound healing and
migration quantity (軃x依s, n=3)
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Group Wound healing
rate (% )

Cell migration
number

CON 27. 38依0. 02 175. 00依19. 80
PDGF鄄BB 51. 92依0. 04** 289. 00依52. 36*

PDGF鄄BB+PROB 33. 55依0. 06# 176. 00依29. 01#

摇 摇 PROB: Probenecid
摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs CON; #P<0. 05 vs PDGF鄄BB

2. 4摇 丙磺舒对 PASMCs 中 OPN 和 PCNA 表达的

影响

细胞免疫荧光化学染色结果提示, OPN 在

PASMCs 的细胞质、细胞核均有表达,而 PCNA 主要

表达于 PASMCs 的胞核中。 与 CON 组相比,PDGF鄄
BB 组 OPN、PCNA 表达水平显著增加(P<0. 05,图
3); 而与 PDGF鄄BB 组相比, PDGF鄄BB + PROB 组

OPN、PCNA 表达显著减少(P<0. 05,表 4)。

Fig. 3摇 Immunofluorescencecytochemical of OPN and PCNA
A: Expression and distribution of OPN in PASMCs ( 伊
400); B: Expression and distribution of PCNA in PASMCs
(伊400)

Tab. 4摇 Semi quantitative analysis of OPN and PCNA fluores鄄
cence intensity in PASMCs (軃x依s, n=3)

Group OPN PCNA
CON 0. 58依0. 30 0. 68依0. 27
PDGF鄄BB 1. 79依0. 96* 1. 63依0. 79
PDGF鄄BB+PROB 0. 54依0. 36# 0. 59依0. 35#

摇 摇 OPN: Osteopontin; PCNA: Proliferating cell nuclear anti鄄
gen
摇 摇 *P<0. 05 vs CON; #P<0. 05 vs PDGF鄄BB

2. 5摇 丙磺舒对 PASMCs 中 OPN、PCNA 蛋白含量

的影响

通过 Western blot 法进一步检测结果表明,与
CON 组相比,PDGF鄄BB 组 PASMCs 的 OPN、PCNA
蛋白表达水平均显著增加 (P < 0. 05,图 4);而与

PDGF鄄BB 组相比,PDGF鄄BB+PROB 组的 OPN 和 PC鄄
NA 蛋白水平均显著降低(P<0. 05,表 5),并且其结

果与免疫荧光半定量结果是相一致的。

Fig. 4 摇 Protein expressions of OPN and PCNA detected by
Western blot

Tab. 5摇 Semi quantitative analysis of OPN and PCNA protein
levels in PASMCs (軃x依s, n=5)

Group OPN PCNA
CON 1. 33依0. 30 0. 74依0. 17
PDGF鄄BB 2. 05依0. 41* 1. 27依0. 38*

PDGF鄄BB+PROB 1. 29依0. 43# 0. 77依0. 21#

摇 摇 *P<0. 05 vs CON; #P<0. 05 vs PDGF鄄BB

3摇 讨论

本研究主要关注与肺血管重构机制密切相关的

细胞过度增殖和迁移,旨在探索丙磺舒对于 PDGF鄄
BB 诱导肺血管平滑肌细胞增殖和迁移的干预作用

及其可能机制。 肺动脉高压是一种进行性的肺动脉

压升高,最终导致右心衰和死亡的疾病[1,2]。 并且

主要作用于肺小动脉,肺小血管平滑肌细胞的增生、
血管收缩性增加在其发病机制中起着重要作用[3]。
改善 PASMCs 的异常增殖、迁移是预防和改善肺血

管重构和肺动脉高压的关键环节[16]。
在血管功能调控中,ATP 作为重要的自分泌 /旁

分泌信号发挥不同的作用(如:调节血管舒缩张力、
平滑肌细胞增殖和白细胞转移等) [6]。 最近研究发

现,Pannexin鄄1 通道作为调节细胞释放 ATP 的一种

重要途径,既具有高度可调节性,又与嘌呤能受体的

激活相耦合,与细胞间 Ca2+运输相关,而且在心血管

系统中普遍有表达,参与心血管疾病的发生与发

展[17,18]。 另外,有研究表明,抑制 Pannexin鄄1 的表

达,可减弱黑色素瘤的生长和迁徙[19],可抑制乳腺

癌细胞在微血管的侵袭[20]。 然而,Pannexin鄄1 在心

血管系统中的具体影响和作用机制方面都需要更深

入的研究,而且目前鲜有文献报道有关 Pannexin鄄1
对肺动脉高压中 PASMCs 增殖、迁移功能影响的研

究;丙磺舒是否能通过抑制细胞迁移与增殖来改善

肺小血管重构,进而改善肺动脉高压的问题尚不清

楚。 为了探讨上述问题,本研究用 PDGF鄄BB 诱导原
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代培养的 SD 大鼠 PASMCs 增殖,在细胞水平上模拟

肺动脉高压状态, 探究抑制 Pannexin鄄1 是否对

PASMCs 的增殖和迁移能力产生抑制作用。
在本研究中,使用 PDGF鄄BB 诱发 PASMCs 增生

和迁移,CCK鄄8 实验、细胞划痕实验和 TranswellTM实
验结果表明,与 CON 相比,PDGF鄄BB 组 PASMCs 的

增殖和迁移能力增加,这表明在细胞水平上的增殖

和迁移模型成功复制,即 PDGF鄄BB 诱发肺动脉平滑

机细胞的迁移与增殖。 然而,在给予 PROB 阻断

Pannexin鄄1 后,PDGF鄄BB 诱导的 PASMCs 的增殖和

迁移能力均明显下降。 这些结果与之前文献报道的

PROB 可抑制肿瘤细胞的侵袭迁移能力的结果相一

致[21]。
OPN 介导细胞与细胞间、细胞与外基质之间的

粘附,参与血管管腔的形成,参与细胞的迁移;研究

表明,OPN 表达的升高会导致平滑肌细胞在内的多

种细胞迁移能力的增加[22]。 PCNA 与细胞 DNA 合

成关系密切,是反映细胞增殖状态的重要指标,PC鄄
NA 表达的增加会促进细胞的增殖[23]。 在本研究

中,细胞免疫荧光及 Western blot 实验结果均表明,
与 CON 相比,PDGF鄄BB 组的 OPN 和 PCNA 蛋白表

达增加,在给予 PROB 阻断 Pannexin鄄1 后,PDGF鄄BB
诱导的 PASMCs 的 OPN 和 PCNA 的蛋白表达水平

均出现降低。 这些结果提 示, 当 Pannexin鄄1 被

PROB 阻断后,对 PDGF鄄BB 诱导的 PASMC 增殖和

迁移能力产生明显的抑制作用,可能会减轻肺小血

管重构的程度。
此外,ATP 浓度的增加使细胞外信号调节激酶

(ERK 激酶)及其他一些激酶磷酸化[11,12],而有文

献报道,在多种肿瘤细胞中,抑制 Pannexin鄄1 可抑制

ERK1 / 2 的磷酸化[21];而 ERK1 / 2 是重要的 MAPK
家族成员,可调控细胞周期进程、增殖和迁移等多种

细胞功能[24]。 并且已被证实与多种血管平滑肌异

常的疾病有关,ERK1 / 2 的磷酸化促进肺动脉平滑

肌的增殖[25]。 因此,推测 PROB 对 PASMCs 增殖和

迁移的干预作用机制可能与 ERK1 / 2 信号通路有

关。
综上所述,PROB 可能通过阻断 Pannexin鄄1 而

抑制 PDGF鄄BB 诱发的 PASMCs 的增殖和迁移,该研

究结果可为研发缓解肺动脉高压疾病进程的措施提

供一定的实验资料。
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