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亚硝酸钠对大鼠高肺血流肺动脉高压的治疗作用及可能机制
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摘　 要:　 探讨亚硝酸钠(NaNO2)对肺动脉高压大鼠的血流动力学改善效果及其作用机制。 采用清洁级成年

SD 雄性大鼠通过腹主动脉-下腔静脉分流手术,建立高肺血流肺动脉高压大鼠模型,对照组(仅采取假手术)。 治

疗组给予 NaNO2 灌胃(3 mg / kg,1 次 / 天,连续 3 周),模型组和对照组仅给予等量生理盐水灌胃;对比各组的心肺

功能及血浆、肺组织中 NO 水平和肺组织中 NF-κB、TGF-β1、VEGF 蛋白的表达。 结果显示,与模型组和对照组相

比,NaNO2 干预 3 周后,治疗组大鼠的肺血流、肺动脉压具有显著的降低作用,并可减轻肺动脉血管及右心脏重构,
其作用机制可能与降低肺组织中 NF-κB、TGF-β1、VEGF 及增高 NO 水平有关。
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Therapeutic effect of NaNO2 on rat pulmonary hypertension
induced by high pulmonary blood flow and the

underlyingexperimental mechanism
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Abstract:　 To investigate the therapeutic effect of NaNO2 on pulmonary hypertension rats(PHA) and the underlying
mechanism. PHA rats were established by abdominal aorta-inferior vena cava shunt surgery. The control rats were subjected
to sham operation. The PHA rats (treatment group) was given by gavage of NaNO2 for 3 weeks(3mg / kg, q. d), the rats in
the model group and the control group were given the same amount of normal saline. The function of heart and pulmonary
were improved, the level of NO, and the expression of NF-κB, TGF-β1 and VEGF in the lung tissues were compared be-
tween the three groups. The results showed that 3 weeks of treatment with NaNO2 had a significant alleviated dynamics of
pulmonary blood, blood pressure in rats, and the pulmonary vascular and right ventricular remodeling, the underlying
mechanism may be related to the down-regulation the levels of NF-κB, TGF-β1, VEGF and increase of NO in lung tissue.
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　 　 肺动脉高压 ( pulmonary arterial hypertension,
PAH)是一种预后较差的血管疾病[1]。 高肺血流肺

动脉高压是先天性心脏病最常见的并发症,又称为

先心病肺动脉高压,表现为肺血管床结构和 /或功

能改变,导致肺血管阻力和肺动脉压力进行性增

高[2]。 高肺血流肺动脉高压会导致右室扩张,引起
心力衰竭,甚至患者死亡[3]。 对于 NO 信号通路的

干预已被用于肺动脉高压的治疗,持续吸入 NO 是

目前肺动脉高压的重要治疗方法。 亚硝酸盐

(nitrite)以前被认为是 NO 的一种无活性代谢产物。
随着研究进展,越来越多的学者认为亚硝酸盐具有

重要的生理及病理生理功能[4]。 本研究探讨亚硝
酸钠(NaNO2)治疗高肺血流肺动脉高压大鼠的效果

及可能的作用机制。
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1　 材料与方法

1. 1　 实验动物

选取 SPF 级成年 SD 雄性大鼠 36 只,体重

(215. 4±9. 0)g,喂养于室温 23 ℃ ~25 ℃、相对湿度

45% ~60% 、光照 12h 的环境中。
1. 2　 实验药品

食品级亚硝酸钠(批号:20121013),购自上海

科昌精细化学品公司;一氧化氮试剂盒(酶法),购
自北京奥维亚生物技术有限公司。 兔抗大鼠 NF-κB
抗体购自美国 Abcam 公司;兔抗大鼠 TGF-β1 抗体、
兔抗大鼠 VEGF 抗体购自美国 Biowofld 公司,驴抗

兔 IgG 工作液购自上海沪峰化工有限公司;总蛋白

提取试剂盒购自上海碧云天生物技术研究所。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分组及建模 　 选取清洁级成年 SD 雄性大

鼠 36 只,采用随机数字表法分为对照组、模型组和

治疗组,每组各 12 只,模型组和治疗组参照文献方

法建立大鼠高肺血流肺动脉高压模型[5],对照组仅

采取假手术。 具体方法如下:实验大鼠术前禁食

12h,使用 10%水合氯醛腹腔注射进行麻醉,大鼠仰

卧固定于鼠板上。 大鼠腹部旁正中切口,打开腹

腔,暴露腹主动脉和下腔静脉。 采用腹主动脉-下腔

静脉分流手术建立高肺血流肺动脉高压大鼠模型,
在该段腹主动脉中下 1 / 3 处,使用静脉穿刺针穿入

腹主动脉以及腹主动脉-下腔静脉联合壁,形成瘘

口。 使用粘合剂封住穿刺口。 分流模型建立成功

后,复位腹腔内脏器,关闭腹腔。
1. 3. 2　 干预方法 　 治疗组给予 NaNO2 3mg / kg 灌

胃,1 次 /天,连续 3 周。 模型组和对照组仅给予等

量生理盐水灌胃,末次给药结束 24 h 后进行以下指

标检测。
1. 4　 观察指标及检测方法

1. 4. 1　 大鼠肺动脉 HE 染色 　 取大鼠右肺上 2 叶

肺组织,给生理盐水及 4% 多聚甲醛灌注固定。 经

石蜡包埋,切片做 HE 染色。
1. 4. 2　 血流动力学指标测定　 大鼠腹腔注射 10%
水合氯醛进行麻醉,固定于小动物手术台上。 经颈

正中切口行气管切开,接 TKR-200C 型小动物呼吸

机(江西特力麻醉呼吸机设备公司),潮气量 2
mL / 100 g、呼吸频率 40 次 / min。 暴露左颈总动脉,
连接压力传感器及 PM-9000 多导生理记录仪(深圳

迈瑞生物医疗电子股份有限公司),稳定后记录平

均肺动脉压力(MPAP)、平均右心室内压(MRVP)、

右室收缩压(RVSP)。 记录完毕后,处死大鼠,采集

肺动脉血样 3 ~ 4 mL,4 ℃下以 3000 r / min 离心 10
min,取上清液,置于-80 ℃ 保存待测;取出大鼠心

脏,用小手术剪剪去心房组织,分离右心室、室间隔

+左心室。 冲洗,吸干水分,称重。 计算右心室肥厚

指数(right ventricular hypertrophy index, RVHI)。 公

式如下:右心室质量 / (左心室+室间隔)质量 =右心

室肥厚指数。
1. 4. 3　 血清及肺匀浆组织中 NO 含量测定 　 血流

动力学指标记录完毕后,处死大鼠,采集肺动脉血

样 3 ~ 4 mL,4 ℃下以 3000 r / min 离心 10 min,取上

清液,置于-80 ℃保存待测;称取右肺上叶肺组织,
制备 10%肺匀浆。 根据一氧化氮试剂盒(酶法)的
说明书测定血清及肺匀浆组织中 NO 水平。
1. 4. 4　 肺组织中的 NF-κB、TGF-β1、VEGF 蛋白表

达测定　 免疫组化方法检测肺组织中核转录因子

(nuclear factor-κB,NF-κB)、转化生长因子 β1(trans-
forming growth factor beta,TGF-β)、血管内皮生长因

子((vascular endothelial growth factor,VEGF)蛋白的

表达。 将切片置入二甲苯中脱蜡(10 min×3 次)、梯
度乙醇水化处理(10 min×3 次),S-P 法检测,使用

3%过氧化氢封闭内源性过氧化物酶,室温留置 15
分钟以封闭内源性过氧化物酶。 3% 牛血清清蛋白

封闭 1h 处理,然后分别滴加 1 ∶ 100 兔抗大鼠 NF-
κB 抗体、兔抗大鼠 TGF-β1 抗体、兔抗大鼠 VEGF 抗

体,4℃过夜。 PBS 冲洗 3 次每次 3 分钟,滴加生物

素标记的驴抗兔 IgG 工作液(上海沪峰化工有限公

司),室温孵育 1 h。 PBS 冲洗 3 次每次 3 分钟,滴加

辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素,孵育 1h。 新鲜

配制 DAB 溶液,显色处理,自来水冲洗。 苏木素复

染,自来水冲洗。 切片经过梯度酒精干燥,二甲苯

透明,之后使用中性树胶封固。 脱色后,在显微镜

下观察处理。
1. 5　 统计学方法

数据分析应用 SPSS16. 0,采用 x±s 表示计量数

据,数据分析应用单因素方差分析法,组间两两比

较分析应用 LSD-t 检验;P<0. 05 说明差异具有统计

学显著性。

2　 结　 　 果

2. 1　 各组大鼠肺动脉病理学形态观察

在 HE 染色后,光镜下观察,对照组大鼠肺动脉

壁薄且光滑、内皮细胞外形扁平;肺动脉高压组大
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鼠肺动脉内膜及中膜显著肥厚,平滑肌细胞较对照

组明显增多且排列比较紊乱,肺动脉的管腔变的较

为狭窄,可见较多的炎性细胞浸润;治疗组的上述

情况较模型组均有显著的改善(图 1)。

图 1　 各组大鼠肺动脉重构结果(HE 400×)

2. 2　 各组大鼠的血流动力学指标

干预 3 周后,模型组大鼠的 MPAP、 MRVP、
RVSP、RVHI 测定值均高于对照组(P<0. 05);治疗

组大鼠的 MPAP、MRVP、RVSP、RVHI 测定值均低

于模型组(P<0. 05)(表 1)。

表 1　 各组大鼠的血流动力学指标比较

组别 n MPAP
(mmHg)

MRVP
(mmHg)

RVSP
(mmHg)

RVHI
(×10-2)

对照组 12 13. 6±1. 5 21. 6±2. 6 36. 1±3. 1 27. 3±1. 8

模型组 12 29. 6±4. 2a 40. 8±4. 5a 55. 2±6. 3a 37. 6±2. 4a

治疗组 12 18. 9±2. 0ab 27. 6±3. 2ab 42. 1±4. 3ab 31. 2±2. 0ab

F 21. 639 25. 055 29. 004 17. 635

P 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000

　 　 与对照组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05

2. 3　 各组大鼠的血清及肺匀浆液中的 NO 水平

干预 3 周后,模型组大鼠的血清 NO 测定值低

于对照组,差异具有统计学意义(P<0. 05);治疗组

大鼠血清 NO 测定值高于模型组(P<0. 05);对照

组、模型组和治疗组肺组织匀浆液中 NO 含量差异

无统计学意义(P>0. 05)(表 2)。

表 2　 大鼠的血清及肺匀浆液中的 NO 含量比较

组别 血清(μmol / L) 肺匀浆液(μmol / L)

对照组 41. 6±7. 6 40. 8±4. 8

模型组 16. 4±3. 5a 39. 6±5. 1a

治疗组 32. 0±4. 7ab 40. 5±4. 5ab

F 28. 646 1. 882

P 0. 000 0. 296

　 　 与对照组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05(n=12)

2. 4　 各组大鼠肺组织中 NF-κB、TGF-β1、VEGF 蛋

白表达

干预 3 周后,模型组大鼠肺组织中 NF-κB 蛋

白,TGF-β1、VEGF 蛋白表达高于对照组(P<0. 05);
治疗组肺组织中 NF-κB 蛋白、TGF-β1、VEGF 蛋白

表达显著低于模型组(P<0. 05),其蛋白表达见图

2,相对表达量见表 3。

图 2　 大鼠肺组织中 NF-κB、TGF-β1、VEGF 蛋白表达

表 3　 大鼠肺组织中的 NF-κB、TGF-β1、
VEGF 蛋白表达灰度值

组别 NF-κB TGF-β1 VEGF

对照组 0. 5±0. 1 0. 42±0. 1 0. 6±0. 2

模型组 1. 1±0. 4a 1. 69±0. 4a 1. 2±0. 4a

治疗组 0. 8±0. 3ab 0. 8±0. 3ab 0. 8±0. 2ab

F 43. 065 29. 875 31. 164

P 0. 000 0. 000 0. 000

　 　 与对照组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05(n=12)

3　 讨　 　 论

肺动脉高压是指肺动脉压力升高超过一定界

值并导致右心室衰竭为特征的一种疾病[6]。 先天

性心脏缺陷引起的肺动脉高压是儿童先天性心脏

病最常见并发症之一。 肺小动脉进行性狭窄导致
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肺动脉持续增高,右心压力负荷过重、右心衰竭。
肺小动脉血管重构是肺动脉高压最基本的病理特

征,先天性心脏病引起肺动脉高压的发病机制涉及

多个方面。 多数研究表明,肺动脉高压的发展与血

管舒张因子和血管收缩因子的失衡有关[7-8]。 NO
吸入作为一种选择性的肺血管扩张剂,是目前肺动

脉高压的重要治疗方法。 但是,NO 吸入治疗设备

昂贵,NO 作用时间较短,仪器操作相对复杂,因此

在临床的应用受到一定限制。
亚硝酸盐是一种无机阴离子,以往研究认为亚

硝酸盐是 NO 的一种无活性代谢产物。 目前有研究

发现,亚硝酸盐会通过某些途径重新被机体利用还

原成 NO[9]。 NO 是以氧依赖的 L-精氨酸作为底物,
一氧化氮合酶(NOS)催化下产生。 Sitbon 等研究显

示,当机体的 NOS-NO 途径无法正常产生 NO 时,
NO 不通过经典的 NO 途径生成,而由亚硝酸盐还原

产生[10]。 研究显示,亚硝酸盐具有一定的血管扩张

效应,能导致血管舒张,降低血压[11]。 袁瑞雪等研

究发现,在大鼠的肺动脉高压模型中,亚硝酸盐有

肺血管扩张和产生血管重塑的治疗作用[12]。 本研

究结果显示,通过在腹主动脉和下腔静脉之间进行

造瘘手术,能成功建立高肺血流肺动脉高压大鼠模

型,给予 NaNO2 干预 3 周后,治疗组大鼠的 MPAP、
MRVP、 RVSP、 RVHI 测 定 值 均 显 著 降 低, 表 明

NaNO2 对高肺血流肺动脉高压大鼠具有显著的降

压效果,并能减轻肺动脉血管和右心脏重构,与 Jain
等之前报道的结果相一致[13]。 另外,NaNO2 干预 3
周后,治疗组大鼠血清 NO 测定值均显著的高于模

型组,表明肺动脉高压大鼠 MPAP 降低与亚硝酸盐

转化为 NO 产生血管扩张作用有关。
血管内皮细胞可以分泌特定的生长因子如

VEGF、TGF-β 等[14],其分泌紊乱可以导致血管内皮

细胞能紊乱、增殖和凋亡失衡,直接促进肺小动脉

血管重构。 NF-κB 是一种调节各种生物现象的关键

转录因子,可以调节 TGF-β1、VEGF 的表达,促进血

管重构[15]。 本研究发现干预 3 周后,治疗组肺组织

中 NF-κB、TGF-β1、VEGF 蛋白表达显著低于模型

组,说明 NaNO2 可以降低 NF-κB、TGF-β1、VEGF 蛋

白表达,其机制可能与调节 NF-κB 信号通路的活性

有一定关联。
综上所述,NaNO2 对高肺血流肺动脉高压大鼠

具有显著的降低肺动脉高压效果,减轻肺动脉血管

和右心脏重构、其作用机制可能与调节肺组织中

NF-κB、TGF-β1、VEGF 及 NO 水平有关,值得在临床

进一步探讨。
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