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摘要:以香烟烟雾熏烟法建立肺动脉高压( PAH) 小鼠模型，将 C57B6J小鼠随机分为对照组和模型组，每
组 10 只，对照组小鼠不作任何处理，模型组采用香烟处理:每天 2 次，每次 2 h，10 支 /h，6 d /周，连续 6 个
月的建模方法;使用小鼠右心室压力测定仪( BIOPAC Systems，MP150) 测定小鼠右心室压力( ＲVSP) ; 将
肺小动脉进行胶原纤维染色( Van-Gieson法) ，结合 Image Pro Plus软件分析，测量肺小动脉血管的中层壁
厚和肺小动脉血管的外径，计算肺小动脉厚度的变化;利用 Western Blot法检测 Nrf2 和 HIF-1α蛋白在肺
组织的表达．结果表明: 1) 与对照组相比，模型组小鼠右心室压力明显增加，肺小动脉血管壁明显增厚，管
腔变狭窄，右心室与体重的比值显著增加; 2) 与对照组相比，模型组小鼠肺组织 HIF-1α 蛋白表达明显增
加，而 Nrf2 蛋白表达明显减少．研究结果意味着: HIF-1α与 Nrf2 在香烟烟雾法建立的肺动脉高压小鼠肺
组织中表达异常．
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0 引言

肺动脉高压是一种以肺血管收缩和血管重构为

主要特点的难治性疾病［1-2］，其 5 年生存率仅为
25%，其病因、病理过程一直受到极大的关注，但目
前仍然未完全阐明．许多临床和实验资料证实，吸烟
是许多肺疾病和心脑血管及肺内恶性肿瘤的主要病

因之一［3-4］．香烟的烟雾及微粒中含有多种有害成
分［5-6］，这些有害物质随吸烟动作以烟雾的形式进

入人体肺部，破坏机体的氧化 /抗氧化平衡［7］，导致
慢性支气管炎［8］、肺气肿等肺损伤，最终往往导致
肺动脉压力升高甚至死亡［9］． HIF-1( 低氧诱导因子-
1，Hypoxia Inducible Factor -1) 是体内与低氧密切相
关的重要的转录因子［10-11］． 有研究表明，HIF-1α 的
表达水平与肺组织的炎症程度呈正相关，有可能参

与了肺动脉高压的发生发展过程［12］． Nrf2 ( 核转录
因子红细胞系-2 相关因子-2，Nuclear factor ery-
throid-2 Ｒelated Factor 2) 是机体内内源性抗氧化应

激的重要转录因子之一［13］，可诱导Ⅱ相解毒酶以及
相关抗氧化蛋白的表达，来对抗外界炎症等因素对

机体造成的损伤．然而，对它们在肺部疾病如肺动脉
高压中的作用及表达的变化依然不清楚． 本研究采
用香烟烟雾的方法建立小鼠肺动脉高压模型，并观

察肺动脉高压病程中的 Nrf2 和 HIF-1α 的表达的变
化，希望有助于了解 Nrf2 和 HIF-1α 在肺动脉高压
发生发展中的作用．

1 材料与方法

1． 1 材料和试剂

雄性 C57B6J 小鼠: 6 ～ 8 周，21 ～ 26 g，均由广
东省实验动物中心提供． 动物所经过( AAALAC，国
际实验动物管理评鉴及认证协会) 认证． 本实验遵
守实验动物福利伦理原则，动物处理程序经过三峡

大学第一临床医学院伦理委员会认证． Nrf2、HIF-
1α、β-Tublin抗体均购自 abcam．



1． 2 模型制备与实验方法

1． 2． 1 模型制备 C57B6J小鼠随机分为对照组和
模型组，每组 10 只． 模型组小鼠置于自制熏烟箱中
进行被动吸烟( 香烟:红玫，广东中烟工业有限公司

出品) ． 香烟处理为每天 2 次，上下午各一次，每次
2 h( 每小时换气 5 ～ 10 min) ，上下午间隔 3 ～ 4 h，
10 支 /h，6 d /周，连续 6 个月． 正常对照组小鼠不作
任何处理．实验过程中，每周记录小鼠的体重变化．
1． 2． 2 右心室压力测定 麻醉小鼠后，使用小鼠右
心室压力测定仪 ( BIOPAC Systems，MP150 ) 测定小
鼠右心室压力( ＲVSP) ．
1． 2． 3 右心室形态的变化 处死小鼠后，取出心
脏，用剪刀剪去心房部分以及游离的大血管，然后再

沿着房室间隔将右心室剪下，称质量，并计算右心室

质量与体质量之比．
1． 2． 4 肺组织病理组织学观察及肺动脉形态学变
化 肺组织用 4%多聚甲醛和 4%蔗糖溶液各固定
24 h，PBS冲洗后石蜡包埋，切片进行 HE染色，对直
径在 50 ～ 100 μm 以内的肺小动脉进行胶原纤维染
色( Van-Gieson法) ，应用 Image Pro Plus 软件对图像
进行分析，方法如下:测量肺小动脉血管的中层壁厚

( 用 MT表示) ，以及肺小动脉血管的外径( 用 ED 表
示) ，并按照公式按公式 MT% =MT/ED × 100%来计
算肺小动脉血管的中层厚度占管腔直径的百分比，以

此反映肺小动脉厚度的变化，计算出均数．
1． 2． 5 Nrf2 和 HIF-1α在肺组织中的表达情况 用
4 ℃预冷 PBS洗涤小鼠肺组织，洗涤 3 次，每个样品
加入 1 mL 准备好的细胞裂解液，置于冰上裂解
30 min，收集裂解产物，4 ℃ 以 12 000 rpm 离心
15 min，收集上清冻存于 － 80 ℃待用． 应用 western
blot方法检测肺组织中 Nrf2 和 HIF-1α蛋白的含量．

1． 3 统计学分析

所有数据用 x ± s来表示．应用 Student-t分析方
法对对照组和模型组的均数进行分析比较． 以 p ＜
0． 05 来判断差异具有统计学意义．

2 结果

2． 1 右心室收缩压( ＲVSP)的变化

熏烟 6 个月后，对照组小鼠 ＲVSP 为 ( 6． 78 ±
0. 11) mmHg，熏烟组小鼠 ＲVSP 较对照组小鼠明显
增加，为( 11． 22 ± 0． 29) mmHg，p ＜ 0． 01( 见图 1) ．

＊＊ : p ＜ 0． 01．
图 1 熏烟 6 个月后小鼠右心室压力的变化．

2． 2 熏烟小鼠的肺组织病理学改变和肺动脉中层
厚度的变化

相对于正常组小鼠，模型组小鼠肺组织病理学

结果显示，肺小动脉血管壁明显增厚，管腔狭窄( 见

图 2( A) ) ，表明有血管重塑的发生． VG染色结果显
示，熏烟小鼠 MT%为 25． 40 ± 0． 69，明显高于对照
组小鼠的 8． 16 ± 0． 12，p ＜ 0． 01 ( 见图 2 ( B) ) ，提示
其管腔已经变得狭窄．

＊＊ : p ＜ 0． 01．
图 2 A)肺组织 HE染色，HE ×400; B)肺动脉
中层厚度的变化

2． 3 右心室肥厚程度变化

熏烟 6 个月后，相对于对照组小鼠，熏烟小鼠右
心室与体质量的比值为 0． 000 79 ± 0． 000 02，较对
照组 0． 000 58 ± 0． 000 02 有显著增加，p ＜ 0． 01
( 见图 3) ．
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＊＊ : p ＜ 0． 01．
图 3 2 组小鼠右心室肥厚程度的比较

2． 4 小鼠肺组织中 Nrf2 和 HIF-1α的表达

在对照组小鼠，HIF-1α 蛋白表达极低，而在
PAH模型组组小鼠肺组织，HIF-1α蛋白水平明显增
加( 见图 4) ，说明长期熏烟可能造成了小鼠肺部相
对低氧的环境，促进了 HIF-1α的表达．另一方面，相
对于对照组小鼠，PAH模型组小鼠肺组织中 Nrf2 的
含量明显减少( 见图 4) ，说明在熏烟 6 个月后，小鼠
体内抗氧化因子受到明显的抑制，表明机体的氧化

抗氧化系统已受到严重损伤而无法修复．

图 4 western检测各组肺组织中 Nrf2 和 HIF-1α的表达

3 讨论

流行病学调查表明，肺动脉高压( PAH) 在临床
上极为常见［14］，而且恶性程度极高，在人群中的发

病率仅次于高血压和冠心病，5 年生存率只有 25% ．
血管收缩和血管重构是构成肺动脉高压的主要病理

基础:血管收缩是功能性的改变，即导致血压升高;

而血管重构则是组织器质性的改变，它最终会导致

右心室肥厚甚至肺功能衰竭［15］．
有研究表明，PAH 的发生与吸烟有密切的联

系．长期吸入烟草中含有的多种有害成分和各种粉
尘颗粒，可导致慢性支气管炎、肺气肿等肺损伤，最
终往往导致肺动脉压力升高甚至死亡［16］．鉴于吸烟
和 PAH 的相关性，建立熏烟相关的 PAH 动物模型
是研究 PAH发生发展过程的重要途径．目前已有研

究应用联合脂多糖滴鼻和熏烟的方法建立模型来模

拟患者因感染而造成的急性加重并导致肺动脉压力

升高的临床表现，亦有应用单纯熏烟的方法建立

PAH模型来研究熏烟与肺动脉高压的关系．在本研
究中，以小鼠作为研究对象，应用单纯长期熏烟的方

法建立 PAH模型，结果发现，熏烟 6 个月后，小鼠右
心室压力与对照组相比明显增高，肺动脉管壁明显

增厚，右心室明显肥厚，表明熏烟诱导的 PAH 模型
建立成功．

HIF-1( 低氧诱导因子-1，Hypoxia Inducible Fac-
tor-1) 是体内与低氧相关的重要的转录因子，广泛存
在于哺乳动物和人体内，是目前研究缺氧性疾病的

热门分子之一［17-18］． 有研究表明，HIF-1α 的表达水
平与肺组织的炎症程度呈正相关，并可能参与了气

道重塑和肺动脉高压的形成［19］． 但对于 HIF-1α 与
肺部疾病的关系的研究目前还只是停留在急性炎症
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方面，而关于 HIF-1α在慢性炎症性疾病如肺动脉高
压中的作用目前仍然不清楚．在本研究中，检测了肺
动脉高压小鼠肺组织中 HIF-1α 的表达，结果表明，
在对照组小鼠肺组织中，HIF-1α 蛋白的表达极低，
而在 PAH模型组小鼠肺组织中，HIF-1α 蛋白的表
达明显增多，提示 HIF-1α在慢性炎症性疾病如肺动
脉高压中有重要作用．
另一方面，在机体内，Nrf2 /AＲE 通路是机体用

以对抗外来物质以及氧化损伤的关键环节． Nrf2 可
通过与抗氧化基因的转录元件 AＲE( 抗氧化反应元
件，Antioxidant Ｒesponse Element) 相互作用，诱导Ⅱ
相解毒酶以及相关抗氧化蛋白的表达，从而抵抗外

界炎症等因素对机体造成的损伤． 也有研究表
明［20］，缺氧可抑制 Nrf2 的表达，进而抑制 Nrf2 相关
的抗氧化基因的表达．在本研究中，检测了对照组及
PAH模型组小鼠肺组织中 Nrf2 蛋白的含量，发现肺
动脉高压小鼠肺组织中 Nrf2 含量较对照组小鼠明
显降低，表明长期熏烟可能已经严重损害了机体的

抗氧化系统，这可能进一步促进了肺动脉压的发生

发展．但对于 Nrf2 与 HIF-1α 是否有关联以及其关
系如何仍然不清楚．
长期熏烟后，小鼠体内 Nrf2 表达显著下降，而

HIF-1α则明显升高，推测 Nrf2 与 HIF-1α 在熏烟造
成的肺动脉高压的发生发展的进程中发挥了重要作

用:一方面，长期熏烟可能造成了肺部相对缺氧的环

境，从而使得 HIF-1α 的表达异常升高，导致血管壁
增厚，压力升高;另一方面，长期熏烟可能严重损害

了体内的抗氧化系统，抑制了 Nrf2 及其下游抗氧化
基因的表达，使得机体无法对抗氧化损伤，从而进一

步促进了病情的进展．但 HIF-1α 与 Nrf2 /AＲE 通路
在肺动脉高压病程进展中的具体作用仍然有待进一

步的研究．
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The Expression of HIF -1α and Nrf2 in the Lung of
Pulmonary Arterial Hypertension Mice
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( 1． Peking University Shenzhen Graduate School，Shenzhen Guangdong 518055，China;
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Abstract: Use cigarette smoke to establish pulmonary hypertension( PAH) mice model，C57B6J mice were randomly
divided into control group and model group，each group of 10，control group don't make any processing，model group
deal with cigarette: 2 times a day，every time 2 h，10 piece /h，6 days /week，stick to 6 months to establish model;
Use the mouse right ventricular pressure tester ( BIOPAC Systems，MP150 ) measure right ventricular pressure
( ＲVSP) of mice; Use pulmonary arteriole make collagen fiber staining( Van Gieson method) ，combined with the Im-
age Pro Plus software analysis，Measure pulmonary small arteries middle wall thickness and pulmonary small artery
diameter，calculate the thickness of pulmonary arterioles change; Use Western Blot method to detect Nrf2 and HIF-
1α protein expression in lung tissue． The results showed that: 1 ) Compared with control mice，the right ventricular
systolic pressure was increased significantly，the thickening of lung small artery wall and pulmonary stenosis were
occurred，and the ratio of right ventricular /weight was significantly increased in model mice． 2 ) The expression of
HIF-1α was significantly increased，while the in the expression of Nrf2 was significantly reduced in model mice
compared with control mice． The results mean: HIF-1α and Nrf2 had an abnormal expression in PAH mice．
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