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多西他赛对野百合碱诱导的大鼠肺动脉高压的治疗作用
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摘 要：【目的】研究多西他赛对野百合碱诱导的大鼠肺动脉高压的作用及可能机制。【方法】50只雄性 SD
大鼠随机分为 5组：正常对照组（control）、多西他赛组（control+DTX）、野百合碱组（MCT）、野百合碱＋溶媒组

（MCT+SOL）和野百合碱＋多西他赛组（MCT+DTX）。后 3组大鼠一次性腹腔注射野百合碱（60 mg/kg）建立肺动

脉高压模型。野百合碱注射后第 21天和第 28天，经尾静脉注射多西他赛（5 mg/kg）或溶媒进行干预。多导生理

记录仪测定大鼠右心血流动力学，计算右心室肥厚指数（RVHI）；左肺病理切片行 van Geison染色，光镜下观察肺

内小动脉病理改变，并计算肺小动脉中膜厚度与血管直径比值。Western blotting检测右肺组织中 p-PDGFR和

PDGFR的表达水平。【结果】与 control组相比，MCT和MCT+SOL组大鼠的RVSP、RVHI、肺小动脉中膜厚度与血

管直径比值、p-PDGFR和 PDGFR的表达均显著增加（P < 0.05）；与MCT+SOL组相比，MCT+DTX组RVSP、RVHI、
肺小动脉中膜厚度与血管直径比值、p-PDGFR和 PDGFR的表达均显著下降（P < 0.05）；Control+DTX组与 control
组相比，以上指标的差异均无显著性（P＞0.05）。【结论】多西他赛可降低野百合碱诱导的大鼠肺动脉高压、减轻

肺血管重构，其机制可能与抑制PDGFR的表达及其磷酸化有关。
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Abstract：【Objective】To investigate the effect and mechanism of docetaxel on pulmonary hypertension induced by
monocrotaline in rats.【Methods】50 male SD rats were randomly divided into five groups：normal control group（con⁃
trol），docetaxel group（control+DTX），monocrotaline group（MCT），monocrotaline+ dissolvent group（MCT+SOL）and
monocrotaline+docetaxel group（MCT+DTX）. The rats in the later three groups were intraperitoneally injected with mono⁃
crotaline（60 mg/kg）to establish the pulmonary hypertension model. Docetaxel（5 mg/kg）or solvent was respectively in⁃
jected from the tail vein at the 21st day and 28th day after monocrotaline injection. The right ventricular systolic pressure
（RVSP）and right ventricular hypertrophy index（RVHI）were measured. The left lung tissue slices were stained with van
Geison staining. The morphological changes of pulmonary arterioles were observed，and the ratio of median thickness and
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vessel diameter of pulmonary arterioles was calculated. The expression of p-PDGFR and PDGFR in right lung tissues was
detected by western blotting.【Results】RVSP，RVHI，the ratio of median thickness and vessel diameter of pulmonary ar⁃
terioles and the lever of p-PDGFR and PDGFR in the MCT group and MCT+SOL group were significantly increased com⁃
pared with those in the normal control group（P < 0.05）. Compared with the MCT+ SOL group，these parameters of
RVSP，RVHI，the ratio of median thickness and vessel diameter of pulmonary arterioles and the expression of p-PDGFR
and PDGFR were significantly decreased in MCT+DTX group（P < 0.05）. There was no significant difference in the above
parameters between control+DTX group and control group（P > 0.05）.【Conclusion】Docetaxel is capable of reducing pul⁃
monary hypertension and reversing pulmonary vascular remodeling on pulmonary hypertension induced by monocrotaline
in rats，which may be related to the inhibition of PDGFR expression and its phosphorylation.

Key words：pulmonary hypertension；monocrotaline；docetaxel；platelet derived growth factor receptor
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（5）：654-659］

肺 动 脉 高 压（pulmonary artery hypertension，
PAH）是一种进行性加重的致命性疾病，其主要特

征是肺血管重构和肺血管阻力进行性增高，最终

右心功能衰竭甚至死亡［1］。有研究表明，肺血管

重构与肺血管内皮细胞损伤、肺动脉平滑肌细胞

异常增殖和移行导致肺内小动脉中膜肥厚、管腔

狭窄有关［2］。多西他赛（docetaxol，DTX）是一种

紫杉醇类抗肿瘤药物，可通过干扰细胞有丝分裂

及分裂间期细胞功能所必需的微管网络而起到抗

肿瘤作用，临床上主要用于乳腺癌、非小细胞肺癌

和卵巢癌等的辅助化疗［3］。研究表明，多西他赛

可通过阻断血小板源性衍生因子受体（platelet de⁃
rived growth factor receptor，PDGFR）磷酸化从而抑

制血管平滑肌细胞异常增殖［4］。那么，多西他赛

能否在体内通过抑制血管平滑肌细胞的异常增殖

而减轻肺血管重构从而治疗肺动脉高压呢？目前

国内尚未见相关报道。本实验在野百合碱（mono⁃
crotaline，MCT）诱导的肺动脉高压大鼠模型中观

察多西他赛的干预作用，并探讨其作用的可能机

制，为临床上肺动脉高压的治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物和材料

该实验所用 SD大鼠购自中山大学实验动物

中心，并饲养于该中心 SPF级动物房。实验动物

生产和使用许可证分别为：SCXK（粤）2016-0029
和 SYXK（粤）2017-0081。饲养环境为恒温（22 ±
2）℃，恒湿（55 ± 5）%，每天照明 12 h，自由饮水进

食。野百合碱购自美国 Sigma公司；多西他赛购

自美国 Selleck Chemicals公司；p-PDGFR、PDGFR
和 β-actin抗体购自美国 Cell Signaling Technology
公司。MP150多导生理记录仪购自美国 BIOPAC
公司。本动物实验经中山大学实验动物伦理委员

会批准，并根据中山大学动物实验中心的实验动

物操作标准进行。

1.2 动物分组和模型建立

使用随机数字表法将 50 只 8 周龄（体质量

220～250 g）雄性 SD 大鼠随机分为 5组，每组 10
只：正常对照组（control）、野百合碱组（MCT）、野

百合碱＋溶媒组（MCT+SOL））、野百合碱＋多西

他 赛 组（MCT + DTX）和 多 西 他 赛 组（control +
DTX）。MCT组、MCT+SOL组和MCT+DTX组大鼠

一次性经腹腔注射野百合碱（60 mg/kg）建立肺动

脉高压模型，control组和 control+DTX组经腹腔注

射生理盐水作对照。腹腔注射后第 21天和第 28
天，MCT+DTX 组、control+DTX 组和 MCT+SOL 大

鼠分别经尾静脉缓慢注射多西他赛（5 mg/kg）或

溶媒（30%聚乙二醇 300+5%吐温 80+双蒸水），

control 组和 MCT 组大鼠经尾静脉注射生理盐水

作对照。

1.3 血流动力学指标和右心室肥厚指数的测定

野百合碱注射后第 35天，所有动物经腹腔内

注射戊巴比妥钠（依体质量 40 mg/ kg）麻醉后固定

于小动物手术台，右侧颈部行纵形切口，钝性分离

右颈外静脉，远心端结扎，在近心端剪开颈外静脉

约 1/3，用预充盈肝素钠盐水的 PE-100聚乙烯管

缓缓插入，经上腔静脉入右心房后进入右心室，聚
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乙烯管连接三通管，通过换能器连接MP150生物

信号采集系统，并根据显示器上的波形变化，确认

导管进入右心室后记录右心室收缩压（right ven⁃
tricular systolic pressure，RVSP）和 心 率（heart
rate，HR）。稳定记录 10～15 min后保存数据，撤

出导管，结扎右颈外静脉。放血处死大鼠后，分离

大鼠心脏，剪去左、右心房及大血管根部，4 ℃
PBS冲洗干净后将心室剪为右心室游离壁（RV）、

左心室和室间隔（LV+S）两部分，分别称重，计算

两者重量的比值即为右心室肥厚指数（right ven⁃
tricle hypertrophy index，RVHI），即 RVHI = RV/
（LV+S）。

1.4 肺小动脉病理改变及中膜/外径比值测定

分离出大鼠肺组织，经 4 ℃ PBS反复冲洗干

净，将右肺组织经液氮冷冻后置于-80 ℃冰箱冻

存，切取左下肺组织（厚度约 5 mm），经 40 g/L多

聚甲醛溶液固定、梯度酒精脱水、包埋后制成石蜡

切片行 van Geison染色，在光学显微镜下观察肺内

小动脉的病理改变，每张切片随机选取管径在

25～100 μm肺小动脉 20根，运用图像分析软件测

量小动脉中膜和和血管外径的厚度，并分别计算

血管直径在 25～50 μm以及 51～100 μm的肺小

动脉的中膜/外径比值进行统计分析。

1.5 Western blotting 检测肺组织中 p-PDGFR

和PDGFR的表达

取约 100 mg左右冻存右肺组织，加入 500 μL
组织蛋白裂解液，在研磨器中充分研磨、冰上静置

30 min后于 4 ℃ 12 000 r/min（r = 7 cm）高速离心

提取总蛋白质。Bradford方法测定蛋白质浓度。

用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳法将等量蛋白质进

行分离并转移至PVDF膜上，用含 10 g/L小牛血清

白蛋白的 TBS-T溶液封闭 2 h后，分别加入抗 p-
PDGFR、PDGFR和 β-actin抗体（1∶1 000），4 ℃孵

育过夜。洗膜后加入辣根过氧化物酶（HRPO）偶

联羊抗兔或小鼠 IgG孵育 2 h，TBS-T洗膜后用化

学底物进行发光显迹。最后用 IBAS图像处理系

统对胶片进行扫描，应用 Image图像分析软件分

析各条带的灰度值进行比较。

1.6 统计学分析

计量资料以 x ± s 表示，组间比较采用方差

分析，多重比较采用 LSD法，采用 SPSS 19.0 统计

软件进行数据分析，P < 0.05为差异有统计学意

义。

2 结 果

2.1 各组大鼠体质量和血流动力学指标的比较

到达实验终点时，MCT组和MCT+SOL组大鼠

的体质量（g）分别为 308 ± 22和 302 ± 18，均明显

低于 control组（380.7 ± 14.7，P皆 < 0.001），MCT+
DTX组大鼠体质量（334 ± 25）g，显著高于MCT组

和MCT+SOL组（P值分别为 0.046和 0.020，图 1A）
与 control 组相比，control+DTX 组大鼠的大鼠的

RVSP和 RVHI均无显著差异（P值分别为 0.873和

0.689），MCT组和MCT+SOL组RVSP和RVHI均显

著升高，差异有统计学意义（均P < 0.001），表明野

百合碱诱导的肺动脉高压模型建立成功。与MCT+
SOL组相比，MCT+DTX组大鼠的RVSP和RVHI明
显降低（均P < 0.001；图1B、1C）。五组大鼠的心率

均无显著差异（F = 0.677，P = 0.613；图1D）。
2.2 各组大鼠肺内小动脉的病理变化

肺组织切片 van Geison染色结果提示，与 con⁃
trol组相比，control+DTX组肺内小动脉在形态上

无明显变化（图 2A，2E），而MCT组和MCT+SOL组

大鼠肺小动脉中膜明显增厚（图 2B，2C）；与MCT+
SOL组相比，MCT+DTX组肺动脉中膜肥厚程度明

显减轻（图 2D）。血管直径分别在 25～50 μm和

51～100 μm的肺小动脉中膜厚度/血管直径比值

的统计结果提示：野百合碱注射可导致肺小动脉

中膜厚度/血管直径比显著增加，经多西他赛干预

后肺小动脉中膜厚度/血管直径比可明显下降，差

异有统计学意义（25～50 μm，F = 62.513，P <

0.001；51～100 μm F = 29.553，P < 0.001）。而

control+DTX组与 control组相比，中膜厚度/血管直

径比值无明显差异（P＞0.05），提示多西他赛可减

轻野百合碱诱导的肺血管的重构，而对正常肺动

脉无明显影响（图 2F，2G）。

2.3 各组大鼠肺组织p-PDGFR和PDGFR的表达

Western blotting检测结果提示，与 control组相

比，control +DTX 组大鼠肺组织中 p-PDGFR 和

PDGFR 的表达无明显改变，MCT 组和 MCT+SOL
组 p-PDGFR和 PDGFR的表达均明显上调，而与

MCT+SOL组相比，MCT+DTX组大鼠肺组织中 p-
PDGFR和PDGFR的表达均显著下调，差异具有统

计学意义（p-PDGFR，F = 53.764，P < 0.001；PDG⁃
FR，F = 54.429，P < 0.001；图 3）。
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3 讨 论

本研究中，野百合碱注射 5 周后，MCT 组和

MCT+SOL组大鼠RVSP和RVHI均明显高于正常

对照组、肺小动脉中膜肥厚程度及肺小动脉中膜/
外径比值也显著高于正常对照组，表明大鼠肺动

脉高压模型建立成功。我们的研究结果显示：多

西他赛干预 2周可显著降低野百合碱诱导的大鼠

右心室收缩压、减轻肺血管重构，而多西他赛对正

常大鼠的右室收缩压和肺血管重构无明显影响。

此外，本研究的结果还表明，野百合碱可导致肺组

织 p-PDGFR和 PDGFR的表达均明显上调，而多

西他赛干预可显著降低肺动脉高压大鼠肺组织中

PDGFR的表达、减少其磷酸化，提示多西他赛治

疗肺动脉高压的机制可能与下调PDGFR的表达、

抑制PDGFR磷酸化有关。

多项研究的结果表明，肺动脉血管平滑肌细

胞的异常增殖和移行在肺动脉高压的形成和肺血

管重构中起着非常重要的作用［2，5］。越来越多学

者认为，肺动脉高压模型中肺动脉血管平滑肌细

胞的异常增殖和肿瘤细胞的增殖很相似［6］。Suzu⁃
ki等［7］认为，至少有三类抗肿瘤药物（包括蒽环

类、紫杉类药物，和蛋白酶体抑制剂）可以抑制肺

动脉平滑肌细胞的异常增殖、减轻肺血管重构。

这些药物杀死了异常增殖的肺血管细胞，而不影

响正常、健康的肺血管细胞。多西他赛是一种由

欧洲浆果紫杉的针叶中提取的化合物半合成的紫

杉醇衍生物，其作用机理与紫杉醇类似但疗效明

显强于紫杉醇，可通过促进微管双聚体装配成微

管，同时防止去多聚化过程而使微管稳定，阻滞细

胞于 G2和M期，从而抑制细胞的有丝分裂和增

殖［8］。我们的结果提示，多西他赛明显减轻了野

百合碱诱导的肺动脉高压大鼠的肺内小动脉中膜

厚度，改善了肺血管的重构、降低了肺动脉压力，

而对肺动脉压正常的大鼠无明显作用，这可能与

多西他赛对异常增殖肺血管平滑肌细胞有抑制作

用，而对正常的肺动脉平滑肌细胞的增殖无明显

抑制作用有关［4］，其具体的机制仍需进一步研究

以明确。

血小板源性生长因子受体（platelet-derived
growth factor receptor，PDGFR）是一种单链跨膜糖

蛋白，属于Ⅲ型酪氨酸蛋白激酶家族成员，主要分

布于平滑肌细胞、成纤维细胞、内皮细胞等［9］。

PDGFR与配体结合后发生受体各亚单位二聚化，

酪氨酸激酶区活化和自身磷酸化反应，引起不同

信号转导通路级联反应的发生，在细胞有丝分裂、

细胞骨架重排等与生长增殖密切相关的事件中起

到重要作用［9］。PDGF可诱导血管平滑肌细胞的

异常增殖［10］，而多西他赛可以能明显抑制 PDGF-
BB信号通路的下游分子，如细胞外信号调节激酶

1/2、Akt和磷脂酶 C-γ1的磷酸化，从而抑制血管

平滑肌细胞的增殖［4］。在本研究中，我们发现，野

百合碱可以导致肺组织中 PDGFR及磷酸化 PDG⁃
FR 表达明显上调，而多西他赛可以有效下调

PDGFR 的表达，并抑制其磷酸化。由此我们推

测，多西他赛治疗肺动脉高压的机制可能与下调

PDGFR的表达、抑制 PDGFR磷酸化有关，但其具

Comparison of body mass（A），RVSP（B），RVHI（C）and heart rate（D）of rats in each group 5 weeks after MCT injection. RVSP：right
ventricular systolic pressure；RVHI：right ventricle hypertrophy index；1）P < 0.05，versus control；2）P < 0.05 versus MCT+SOL.

图 1 多西他赛减轻野百合碱诱导的大鼠肺动脉高压

Fig.1 Docetaxel reduced pulmonary hypertension induced by monocrotaline in rat
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体机制是否通过抑制 PDGF 下游的信号分子如

ERK1/2和AKT等，从而抑制肺动脉平滑肌细胞的

增殖，仍需在细胞水平作进一步研究以明确。

Xiao等［11］的研究发现PDGF可通过活化PI3K/AKT
通路，促进肺动脉血管平滑肌细胞增殖。而PDG⁃
FR的选择性抑制剂可降低野百合碱诱导的肺血

管重构［12］。由此可见，PDGFR可能是一个潜在的

肺动脉高压的治疗靶点。

最近，Ibrahim等［13］的研究结果发现，在缺氧

导致的大鼠肺动脉高压模型中，多西他赛可以通

过降低自噬和减轻右心室纤维化从而减低肺动脉

的压力。本研究与 Ibrahim等的研究有以下不同：

其一，本研究采用的野百合碱诱导的肺动脉高压

模型而非缺氧模型。野百合碱是一种无活性的双

吡咯类生物碱，经肝脏细胞色素 P450单氧化酶代

谢后生成有活性的吡咯野百合碱，经血液循环到

达肺脏，并选择性损伤肺血管内皮细胞、促进血管

平滑肌异常增殖和迁移，最终导致肺血管重构和

肺动脉压升高甚至右心衰竭［14］。大鼠是目前研究

MCT诱导的 PAH的首选物种。单次经腹腔或皮

下注射MCT（常用剂量为 60 mg/kg），3周即可形成

PAH，5～6周时肺动脉压力进一步增高，大鼠可
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Morphological changes in the pulmonary arterioles of rats in each group（2A-F：control，MCT，MCT+sol，MCT+DTX，control+DTX；van Gei⁃
son staining，× 400），ratio of median thickness and vessel diameter of pulmonary arterioles with outer diameter in 25 ~ 50 μm（2F）and 51 ~ 100
μm（2G）. 1）P < 0.05，vs control；2）P < 0.05 vs MCT+SOL.

图 2 多西他赛改善野百合碱诱导的大鼠肺内小动脉重构

Fig.2 Docetaxel improved pulmonary arterioles remodeling induced by monocrotaline in rats
The expression of p-PDGFR and PDGFR in lung tissue of rats in each group was detected by western blotting（3A）. The relative intensity of p-

PDGFR（3B）and PDGFR（3C）was normalized to β-actin. 1）P < 0.05，versus control；2）P < 0.05 versus MCT+SOL.
图 3 多西他赛抑制野百合碱诱导的肺动脉高压大鼠肺组织中 p-PDGFR 和 PDGFR 的表达

Fig.3 Docetaxel inhibited the expression of p-PDGFR and PDGFR in lung tissue of rats with pulmonary hypertension
induced by monocrotaline
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出现体质量下降、食欲减退、呼吸困难等右心衰竭

等症状［14］。野百合碱诱导的肺动脉高压模型因其

更好的模拟人类肺动脉高压的病理生理特征而被

广泛用于肺动脉高压的相关研究［15］；其二，本研

究检测了肺组织中PDGFR及其磷酸化的表达，并

发现多西他赛能显著降低野百合碱导致的 PDG⁃
FR的表达，并抑制其磷酸化。本研究的结果提示

PDGFR可能是一个潜在的肺动脉高压的治疗靶

点，这有望为肺动脉高压的治疗提供新的思路。

本研究中我们使用的多西他赛的剂量，采用了文

献［13，16］中所使用常规剂量（5 mg/kg）。由于多西他

赛难溶于水，其在溶媒中的溶解度亦较小，而肺动

脉高压大鼠合并不同程度右心衰，尾静脉注射的液

体总量受限，故本研究未设置高剂量组进行对比。

综上所述，多西他赛可有效降低野百合碱诱

导的大鼠肺动脉高压，减轻肺血管重构，其作用机

制可能与抑制 PDGFR 的表达及其磷酸化有关。

多西他赛有望成为一种新的治疗肺动脉高压的药

物，但仍需更多实验进一步证实。
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