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摘  要 

目的：本研究聚焦于探究骨架蛋白在肝肺综合征(HPS)大鼠血清诱导肺动脉平滑肌细胞(PASMCs)迁移进

程中的作用。方法：实验选用20只雄性Sprague-Dawley大鼠，通过慢性胆总管结扎的方法构建大鼠HPS
模型，随后采集腹主动脉血用于制备血清。将培养的大鼠PASMCs分别接种至6孔板与24孔板，借助随机

数字表法分为两组，即对照组(C组)与HPS组。C组和HPS组分别采用正常大鼠和HPS大鼠血清进行孵育，

并使两组血清终浓度均调控至5%。在细胞孵育的24小时(T1)、48小时(T2)以及72小时(T3)这三个时间

节点，运用Western-blot技术对PASMCs内的骨架蛋白，包括F-actin、α-tubulin以及Destrin的蛋白表达

量进行测定；同时，利用Transwell小室(于T1时间点)以及划痕实验(在T1至T3时间点)检测PASMCs的迁

移水平。结果：相较于C组，HPS组的PASMCs迁移能力显著提升，而骨架蛋白(F-actin，α-tubulin及
Destrin)的蛋白表达则呈现出明显的下调趋势(P < 0.05)。结论：在HPS大鼠血清的刺激下，PASMCs中
骨架蛋白表达逐步降低，这可能在HPS病理进程的PASMCs异常迁移中发挥重要调节作用。 
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Abstract 
Objective: This study focuses on exploring the role of cytoskeletal proteins in the migration process 
of pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs) induced by the serum of rats with hepatopulmo-
nary syndrome (HPS). Methods: Twenty male Sprague-Dawley rats were selected for the experiment. 
A rat model of HPS was established by chronic common bile duct ligation, and then the blood from 
the abdominal aorta was collected for serum preparation. The cultured rat PASMCs were separately 
seeded into 6-well plates and 24-well plates, and divided into two groups by the random number 
table method, namely the control group (Group C) and the HPS group. Group C and the HPS group 
were incubated with the serum of normal rats and HPS rats respectively, and the final concentration 
of the serum in both groups was adjusted to 5%. At three time points of 24 hours (T1), 48 hours 
(T2), and 72 hours (T3) of cell incubation, Western-blot technique was used to measure the protein 
expression levels of cytoskeletal proteins in PASMCs, including F-actin, α-tubulin, and Destrin. 
Meanwhile, the Transwell chamber (at the T1 time point) and the scratch assay (at the time points 
from T1 to T3) were used to detect the migration level of PASMCs. Results: Compared with Group C, 
the migration ability of PASMCs in the HPS group was significantly enhanced, while the protein ex-
pression of cytoskeletal proteins (F-actin, α-tubulin, and Destrin) showed a significant downward 
trend (P < 0.05). Conclusion: Under the stimulation of the serum of HPS rats, the expression of cyto-
skeletal proteins in PASMCs gradually decreases, which may play an important regulatory role in 
the abnormal migration of PASMCs related to HPS. 
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1. 引言 

肝肺综合征(HPS)作为一类基于慢性肝病发展而来的临床综合征，其典型特征为肺内微血管扩张，进

而引发动脉血氧合障碍[1]。在疾病发展过程中，低氧血症会促使血管中膜的肺动脉平滑肌细胞(PASMCs)
发生表型转变，使得这些细胞从中膜到内膜进行迁移，并大量异常增殖。同时，患病肝脏释放的大量循

环细胞因子作用于 PASMCs，进一步加剧其病理变化，最终导致肝源性肺血管重塑，这已成为 HPS 的重

要病理标志[2]。细胞骨架蛋白在维持细胞结构稳定与弹性方面具有关键作用，并且具备多种生物学功能。

本研究通过观察 HPS 大鼠血清刺激下 PASMCs 中骨架蛋白的表达变化情况，深入探究其在 HPS 肝源性

肺血管重建进程中的作用机制。  

2. 材料与方法 

2.1. 主要实验材料和仪器 

本实验采用 20 只清洁级成年雄性 Sprague-Dawley (SD)大鼠，体重范围处于 220~250 克之间，购自

第三军医大学实验动物中心。实验所使用的低糖 DMEM 培养基由美国 PAA 公司提供，D. Hanks 液购自
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美国 Hyclone 公司。小鼠抗 F-actin 单克隆抗体、小鼠抗 α-tubulin 单克隆抗体以及兔抗 Destrin 单克隆抗

体均来自英国 Abcam 公司。兔抗大鼠 GAPDH 一抗、HRP 标记羊抗兔二抗、HRP 标记大鼠抗小鼠二抗由

北京康为世纪生物科技有限公司供应。实验用到的 Transwell 小室购自美国康宁公司。实验仪器包含德国

Herseus 公司生产的二氧化碳恒温培养箱，以及美国 Alpha Innotech 公司的 Imager 凝胶成像分析系统等。 

2.2. HPS 大鼠模型制备、PASMCs 培养和分组 

采用文献[3]的方法构建 HPS 模型。首先，经腹腔注射 3%戊巴比妥钠(剂量为 0.1 ml/100g)行全身麻

醉。于剑突下沿腹白线切开一个约 3 cm 的切口，找到十二指肠和上段胆总管，在靠近肝门处和靠近十二

指肠处分别对胆总管进行结扎，随后剪断胆总管，最后分层缝合关闭腹腔。术后 5 周时，采集 1 ml 腹主

动脉血样用于动脉血气分析，4 ml 血样经处理后制备血清。取出肺组织制作病理切片，观察肺组织的形

态学变化。以大鼠的 PaO2低于 85 mmHg，且 A-aDO2大于 18 mmHg，同时伴有相应肺部病理改变时，判

定 HPS 模型构建成功，采用模型构建成功的血样所制备的血清行后续试验。依照文献[4]所述方法，对大

鼠 PASMCs 进行原代培养。选取第 4~9 代的 PASMCs 用于本次实验。将细胞浓度调整至 5 × 105个/mL，
分别接种于 6 孔板和 24 孔板。采用随机数字表法分为：C 组(正常大鼠血清进行孵育)和 HPS 组(HPS 大

鼠血清进行孵育)，利用低糖 DMEM 培养基将血清终浓度调节为 5%。对两组细胞进行同步化处理后，分

别将各组孵育 24 小时(T1)、48 小时(T2)以及 72 小时(T3)时测定下述指标。 

2.3. Western-blot 法检测骨架蛋白的表达 

在 T1 至 T3 这三个时间点，每组随机选取 4 孔(6 孔板)，加入蛋白裂解液，在冰上进行裂解操作。随

后以 12,000× g 的转速离心 15 分钟。取 40 µg 总蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，之后将蛋白电转印 50 分钟

至 PVDF 膜上。将 PVDF 膜浸入含有 5%脱脂奶粉的溶液中封闭 2 小时，分别加入按 1:1000 稀释的小鼠

抗 F-actin 单克隆抗体、小鼠抗 α-tubulin 单克隆抗体，按 1:1500 稀释的兔抗 Destrin 单克隆抗体，以及按

1:2000 稀释的兔抗大鼠 GAPDH 一抗，在 4℃环境下孵育过夜。用 TBS 洗膜 3 次后，分别加入按 1:2000
稀释的 HRP 标记的羊抗兔二抗及 HRP 标记的大鼠抗小鼠二抗，在室温下孵育 2 小时，再次用 TBS 洗膜

3 次，进行 DAB 显色。最后借助 Imager 凝胶成像分析系统进行灰度扫描，将每个样本中目的蛋白条带的

灰度值除以相应样本中 GAPDH 条带的灰度值，得到目的蛋白的相对表达量，进行标准化。蛋白表达水

平以各组蛋白与内参 GAPDH 灰度值比(%)表示。 

2.4. PASMCs 迁移水平的检测 Transwell 小室检测法[5] 

将孔径为 8.0 μm 的 Transwell 小室插入 24 孔板中，插入膜的上室部分不涂抹基底胶。把大鼠 PASMCs
接种在上室中，孵育 24 h 后，使用棉签除去未通过膜迁移至下室的细胞，并用结晶紫染色下室表面细胞。

在显微镜下以 200 倍的放大倍数对迁移到下室的细胞进行计数。划痕实验检测法[6]：将大鼠 PASMCs 接
种在 6 孔板(每孔 1.50 × 105个细胞)的玻璃盖玻片上，待细胞生长至汇合状态。通过随机数字表法将其分

为 C 组和 HPS 组。在血清剥夺 24 小时后，分别用正常大鼠血清和 HPS 大鼠血清对 C 组及 HPS 组细胞

进行孵育。之后利用显微镜中配备的十字线在 T1-3 时测量每组细胞的迁移距离占初始距离(T0)的百分比

(%)。 

2.5. 统计学处理 

运用 SPSS13.0 软件进行数据分析。对于呈正态分布的计量资料，以均数 ± 标准差(x ± s)的形式呈

现。组间比较采用成组 t 检验，组内比较采用单因素方差分析，当 P < 0.05 时，认定差异具有统计学意

义。 
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3. 结果 

3.1. HPS 大鼠建模一般情况 

2 只大鼠因麻醉及手术意外术后 24 h 死亡，其余大鼠术后观察毛色浅黄，大便黄，小便少黄，部分

精神萎靡，食欲不振。8 只大鼠在术后 4 周以前死亡，尸检发现肝脏大片坏死出血，胆总管结扎处巨大囊

肿形成。术后 5 周大鼠 10 只，成功 HPS 模型 7 只。HPS 大鼠肺组织与正常大鼠肺组织病理切片对比。

见图 1。 
 

   
(A)                                       (B) 

(A)：×400 正常大鼠肺组织，(B)：×400 HPS 大鼠 5 周肺组织；与正常大鼠肺组织比较，HPS
大鼠肺组织可见肺间质纤维组织增生，毛细血管扩张，小动脉管壁增厚。 

Figure 1. Comparison of pathological sections of lung tissues between HPS rats and normal rats 
图 1. HPS 大鼠肺组织与正常大鼠肺组织病理切片对比 

3.2. 骨架蛋白(F-Actin，α-tubulin 及 Destrin)蛋白表达水平 

与 C 组相比，HPS 组的骨架蛋白(F-actin，α-tubulin 及 Destrin)蛋白表达显著下调(P < 0.05)；并且 HPS
组的骨架蛋白表达随着刺激时间的延长，呈现出逐渐下调的趋势(P < 0.05)。见表 1。 
 
Table 1. Comparison of the protein expression levels of cytoskeletal proteins (F-actin, α-tubulin and Destrin) (n = 4, x s± ) 
表 1. 骨架蛋白(F-actin，α-tubulin 及 Destrin)蛋白表达情况比较(n = 4, x s± ) 

组别 时间 F-actin (%) Destrin (%) α-tubulin (%) 

C 组 

T1 83.14 ± 0.25 73.99 ± 2.28 63.93 ± 0.70 

T2 82.37 ± 0.82 72.99 ± 1.04 62.84 ± 0.47 

T3 82.10 ± 1.21 72.85 ± 0.69 62.10 ± 1.32 

HPS 组 

T1 63.09 ± 0.37①
 53.24 ± 2.05① 45.45 ± 1.23① 

T2 42.84 ± 0.97①② 41.59 ± 0.59①② 29.31 ± 0.38①② 

T3 29.85 ± 0.73①②③ 28.69 ± 0.51①②③ 14.98 ± 0.82①②③ 

与 C 组同时相点比较，① P < 0.05 与 HPS 组 T1 比较，② P < 0.05 与 HPS 组 T2 比较，③ P < 0.05。 

3.3. PASMCs 迁移情况 

与 C 组相比，HPS 组的 PASMCs 迁移能力明显增强(P < 0.05)；而且 HPS 组的 PASMCs 迁移能力随

着刺激时间的延长逐渐增强(P < 0.05)。见表 2。 
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Table 2. Comparison of the migration of PASMCs between the two groups 
表 2. 两组 PASMCs 迁移情况的比较 

组别 时间 
PASMCs 迁移情况 

Transwell 小室(个数) 划痕实验(%) 

C 组 T1 25 ± 4 95.1 ± 3.7 

 T2  64.9 ± 5.3 

 T3  32.0 ± 3.9 

HPS 组 T1 47 ± 7① 63.0 ± 1.4① 

 T2  33.2 ± 4.6①② 

 T3  3.9 ± 1.2①②③ 

与 C 组同时相点比较，①P < 0.05 与 HPS 组 T1 比较，②P < 0.05 与 HPS 组 T2 比较，③P < 0.05。 

4. 讨论 

肝肺综合征是在慢性肝病和/或门脉高压的基础上，以肺微血管扩张和肺血管重建为主要病理特征的

一种综合征[7]。肝脏疾病引发的细胞因子过度释放，是 HPS 发生发展的关键因素。循环细胞因子通过血

液循环作用于肺部的肺微血管内皮细胞，以及从中膜内移的 PASMCs，最终导致肝源性的肺血管重建。

基于此，本研究制备了 HPS 大鼠血清，通过离体实验深入探究 HPS 发生发展过程中 PASMCs 异常迁移

的内在机制。 
过往研究[6]表明，在 HPS 大鼠血清的刺激下，膜联蛋白 A2 的表达会显著上调，从而导致 PASMCs

发生异常增殖和迁移。本研究结果显示，在 HPS 大鼠血清的诱导下，PASMCs 迁移能力增强，骨架蛋白

(F-actin，α-tubulin 及 Destrin)蛋白表达下调，且这种下调呈现出时间依赖性。这充分表明，HPS 血清诱导

的 PASMCs 异常迁移与骨架蛋白的表达水平下调密切相关；骨架蛋白表达的变化，对细胞表型以及细胞

信号转导等方面的影响，在 HPS 的发生发展过程中扮演着重要角色。 
F-actin 作为肌动蛋白在细胞内的聚合形态，是构成细胞内微丝骨架的关键成分，其表达的变化能够

对细胞的形态、黏附以及迁移功能产生调节作用[8]。α-tubulin 是细胞骨架主要组成部分微管的构成蛋白，

它与 β-tubulin 形成异二聚体，共同构成微管。微管在细胞分裂进程中发挥着重要作用，其聚合与解聚过

程和细胞的迁移紧密相关[9]。Destrin 又称消去蛋白，属于肌动蛋白纤维去聚合蛋白超家族的一员，广泛

存在于平滑肌细胞等多种细胞中。它对肌动蛋白细胞骨架的识别和解聚作用，在细胞增殖、迁移、黏附、

形态改变和动力变化等基础活动中起着重要的调节作用[10]。 
既往研究[11]发现，膜联蛋白 A2 的下调能够抑制 HPS 大鼠血清诱导的 PASMCs 异常迁移。膜联蛋

白可以通过形成异四聚体的形式在膜上聚集，参与调节蛋白的跨膜转运、蛋白的运输以及细胞的增殖和

迁移等多种生命活动，并且对 PASMCs 的表型转换具有重要意义。因此，在 HPS 引发的 PASMCs 异常

迁移过程中，膜联蛋白 A2 可能通过影响骨架蛋白的表达，进而诱导 PASMCs 的迁移。 
综上所述，在 HPS 大鼠血清诱导的 PASMCs 异常迁移过程中，骨架蛋白的表达逐渐下调，这极有可

能是多种因素刺激 PASMCs 异常迁移的上游环节，在 HPS 肝源性肺血管重建中发挥着至关重要的作用。 
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