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依帕司他对肺动脉高压大鼠肺血管重构的影响 
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摘要：目的  通过观察依帕司他(epalrestat，EPS)对野百合碱(monocrotaline，MCT)诱导的肺动脉高压(pulmonary arterial 

hypertension，PAH)大鼠肺血管重构的保护作用，探讨其作用是否与其抑制转化生长因子-β1(TGF-β1)和醛糖还原酶(aldose 

reductase，AR)的表达有关。方法  SD 大鼠 48 只，随机分为正常对照组、MCT 组、EPS 50 mg·kg1 组及 EPS 100 mg·kg1

组，每组 12 只。MCT(60 mg·kg1)皮下注射诱导 PAH 大鼠模型。连续灌胃给药 4 周后，由右颈外静脉将直径为 0.5 mm

的 Cournand 心导管缓慢推进到右心室和肺动脉，用 MedLab 多导生理记录仪分别记录右心室收缩压(right ventricular 

systolic pressure，RVSP)和平均肺动脉压(mean pulmonary arterial pressure，mPAP)。HE 染色观察肺动脉病理学变化，Masson

染色观察肺动脉胶原沉积的变化。免疫组化法检测肺动脉 AR 的蛋白表达。qPCR 和(或)Western blot 检测肺动脉增殖细胞

核抗原(PCNA)、I 型胶原蛋白(collagen I)、AR 和 TGF-β1 的表达。结果  EPS 连续给药 4 周后能明显降低 PAH 大鼠 RVSP

及 mPAP，减轻肺血管重构，降低肺动脉 PCNA、collagen I 表达。同时，EPS 还能明显抑制肺动脉 AR 和 TGF-β1 的表达。

结论  EPS 对 MCT 诱导的 PAH 大鼠肺血管重构具有一定的抑制作用，其机制可能与抑制 TGF-β1 介导 AR 的表达有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the protective effect of epalrestat on pulmonary vascular remodeling in rats with 
monocrotaline(MCT)-induced pulmonary arterial hypertension(PAH), and explore whether the effect was related to inhibiting 
the expression of TGF-β1 and aldose reductase(AR). METHODS  Forty-eight rats were randomly divided into four groups, 

with 12 rats per group, as follows: control group, MCT group, epalrestat 50 mg·kg1 group and epalrestat 100 mg·kg1 group. 

PAH model was established by subcutaneous injection of MCT at the dose of 60 mg·kg1. After 4 weeks of continuous gavage, 
the Cournand catheter with a diameter of 0.5 mm was slowly pushed to the ventricle and pulmonary artery from the right external 
jugular vein. At the end of experiment, the right ventricular systolic pressure(RVSP) and mean pulmonary artery pressure(mPAP) 
were monitored by MedLab system. Pathological changes and collagen deposition of pulmonary artery was observed by HE 
staining and Masson respectively. The aldose reductase(AR) expression in pulmonary artery was measured by 
immunohistochemistry. The expression of proliferating cell nuclear antigen(PCNA), collagen I, TGF-β1 and AR were analyzed 
by qPCR and Western blot. RESULTS  Epalrestat treatment for 4 weeks attenuated RVSP, mPAP and pulmonary vascular 
remodeling of PAH rats. Furthermore, pulmonary arteries collagen accumulation and PCNA and collagen I expression were both 
significantly suppressed by epalrestat treatment. The expression of TGF-β1 and AR were obviously decreased in pulmonary 
arteries from PAH rats with epalrestat treatment. CONCLUSION  These findings demonstrate that epalrestat ameliorates 
pulmonary vascular remodeling of PAH rats through down-regulating of TGF-β1and AR expression. 
KEY WORDS: epalrestat; pulmonary arterial hypertension(PAH); pulmonary vascular remodeling; TGF-β1; aldose reductase  
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肺血管重构是肺动脉高压(pulmonary arterial 

hypertension，PAH)的重要病理特征，其发病机制

至今不明 [1-2] 。多项研究证明转化生长因子

-β1(transforming growth factor-β1，TGF-β1)通过调

控多种信号通路促进血管平滑肌细胞增殖、细胞

外基质沉积进而引起肺动脉血管重构，最终导致
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PAH[3-4]。醛糖还原酶 (aldose reductase，AR)是

NADPH 依赖性的醛酮还原酶超家族成员之一，激

活后导致 NADPH/NADP+比值下降，抗氧化能力

下降，自由基清除减少，氧化应激增强，ROS 生成

增加，进而导致血管平滑肌的增殖和血管重构[5-7]。

最新研究发现[8-9]，TGF-β1 介导的 AR 高表达在高

糖诱导的内皮细胞损伤和 Ang-Ⅱ诱导的血管平滑

肌细胞增殖中起着关键的作用。而 TGF-β1 是否介

导了 AR 高表达进而参与了 PAH 肺血管重构未见

文献报道。 

依帕司他(epalrestat，EPS)作为一种 AR 抑制

剂，对糖尿病血管并发症具有明显的改善作用[10]。

近期研究发现 EPS 还具有降压、抑制血管平滑肌

细胞增殖和血管重构等作用[11]。笔者所在课题组

最新的研究结果显示EPS通过抑制TGF-β1诱导的

AR 高表达而减轻肺成纤维细胞增殖及博莱霉素

诱导的肺纤维化[12]。目前关于 EPS 对 PAH 肺血管

重构的作用未见文献报道。因此，本研究采用野

百合碱(monocrotaline，MCT)诱导制备 PAH 大鼠

模型，以 TGF-β1 和 AR 为靶点，探讨 EPS 对 PAH

大鼠肺血管重构的作用及其机制。 

1  材料与方法 

1.1  动物   

健康 SD 大鼠，♂，体质量 180~220 g，购自

上海杰恩捷实验动物有限公司，许可证号

SCXK(沪 )2013-0006。动物饲养条件：温度为

(25±2)℃，湿度<60%，光照时间为 7: 00~19: 00。

实验前禁食 12 h，不禁水。 

1.2  药物及试剂   

EPS(扬子江药业集团南京海陵药业有限公

司，规格为 50 mg，国药准字：H20040012；批号：

B14202075390)；MCT(美国 Sigma，货号：C2401)。 

Masson 胶原染色试剂盒(北京索莱宝科技有

限公司，货号：G1340)；TRIzol RNA 提取试剂盒

(美国 Invitrogen 公司，货号：15596-018)；RNA

逆转录试剂盒(货号：RR037A)、qPCR 试剂盒(货

号：RR430A)均购自大连宝生物工程有限公司；

PCR 引物设计合成 (上海生工 )。小鼠抗大鼠

GAPDH( 货 号 ： sc-137179) 、 TGF-β1( 货 号 ：

sc-52893)、AR(货号：sc-33219)单克隆抗体均购自

美国 Santa Cruz 公司；小鼠抗大鼠增殖细胞核抗原

(货号：ab18197)、I 型胶原蛋白(collagen I)单克隆

抗体(货号：ab34710)均购自美国 Abcam 公司；

LunimataTM Crescendo 发光液(美国 Millipore 公

司，货号：WBLUR0100)。 

1.3  方法 

1.3.1  动物分组、模型制备及给药方式  分组：SD

大鼠适应性喂养 1 周，随机分为正常对照组、

MCT 组、EPS 50 mg·kg1 组和 EPS 100 mg·kg1

组，每组 12 只。 

造模： MCT 以 0.5 mol·L1 盐酸溶解，

0.5 mol·L1 氢氧化钠调节 pH 至 7.4，再以适量生

理盐水配成 2% MCT 溶液。除正常对照组外，所

有大鼠背部一次性皮下注射 60 mg·kg1 MCT 建立

PAH 模型。 

给药：造模后第 2 天开始给药，EPS 用 0.5%

羧甲基纤维素钠混匀，每日灌胃给药 1 次，正常

对照组和MCT组灌胃给予等体积[1 mL·(100 g)1] 

0.5%羧甲基纤维素钠，连续给药 4 周。 

1.3.2  右心室收缩压 (right ventricular systolic 

pressure，RVSP)和平均肺动脉压(mean pulmonary 

arterial pressure，mPAP)的测定  给药 4 周(末次给

药 24 h)后，戊巴比妥钠(30 mg·kg1)腹腔注射麻醉

大鼠。分离右颈外静脉，将直径为 0.5 mm 的

Cournand 心导管缓慢推进到右心室和肺动脉，用

MedLab多导生理记录仪分别记录RVSP和 mPAP。 

1.3.3  标本收集  肺动脉压力测定结束后立即颈

动脉放血处死大鼠，迅速打开胸腔，用蠕动泵将

PBS 灌流液经右心房蠕动进入右心室、肺动脉和

肺组织，进行组织灌流冲洗。灌流 1 min 后取出肺

动脉及肺组织置于预冷的 PBS 中洗涤干净。进一

步分离右肺中叶，放置于 4%多聚甲醛溶液中固

定；在无 RNA 酶环境下分离一部分肺动脉置于

1 mL Trizol 中，用于提取 RNA；剩余肺动脉置于

1 mL 组织裂解液中，用于提取蛋白。 

1.3.4  形态学观察  HE 及 Masson 染色分别观察

各组大鼠肺血管病理变化及胶原沉积差异情况。 

1.3.5  肺动脉 AR 免疫组化检测  免疫组化方法

参照课题组前期的研究方法 [12]。AR 抗体浓度

(1:ê500)，相应二抗浓度(1:1 000)。结果判断：AR

阳性表达呈黄至棕黄色颗粒，主要定位于细胞浆。 

1.3.6  qPCR 检测肺动脉增殖细胞核抗原(PCNA)、

collagen I、TGF-β1 和 AR mRNA 的表达   用

Trizol、氯仿、异丙醇等试剂一步法提取肺动脉总

RNA，RNA 定量后进行逆转录合成 cDNA(反应条

件为 37 ℃，15 min；85 ℃，5 s)。以 2 µL cDNA
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为模板，GAPDH 为内参，在荧光定量 PCR 仪上

进行 PCR 反应。PCR 反应参数参照课题组前期的

研究方法[12]。用 StepOnePlus System SDS Software

软件分析数据，统计各组 ΔΔCt 值，计算相应 RQ

值，比较各组 mRNA 的表达水平。引物见表 1。 

表 1  qPCR 引物序列表 

Tab.1  Sequence of primers for qPCR 
引物 序列 

PCNA 
 

Forward: 5′-GGGTGAAGTTTTCTGCGAGT-3′ 
Reverse: 5′-CAGTGGAGTGGCTTTTGTGA-3′ 

collagen I 
 

Forward: 5′-CCAACTGAACGTGACCAAAAACCA-3′ 
Reverse: 5′-GAAGGTGCTGGGTAGGGAAGTAGGC-3′

AR 

 

Forward: 5′-TCCCAGGATCAAGGAAATTG-3′ 

Reverse: 5′-ACAACAGGAACTGGAGGGTG-3′ 
TGF-β1 

 
Forward: 5′-TGGCGTTACCTTGGTAACC-3′ 
Reverse: 5′-GGTGTTGAGCCCTTTCCAG-3′ 

GAPDH 
 

Forward: 5′-TGGCCTCCAAGGAGTAAGAAAC-3′ 
Reverse: 5′-GGCCTCTCTCTTGCTCTCAGTATC-3′ 

1.3.7  Western blot 检测肺动脉 PCNA、collagen I、

TGF-β1 和 AR 蛋白表达  肺动脉用液氮研磨后，

加入适量的含 0.1% PMSF 的 RIPA 裂解液裂解

30 min，低温条件下提取蛋白，蛋白浓度用 BCA

法进行测定；蛋白变性后每组取 50 µg 蛋白用

12% SDS-聚丙烯酰胺凝胶分离蛋白，用 PVDF 膜

进行转膜，封闭，分别滴加 GAPDH(1∶2 000)，

PCNA(1∶1 000)，collagen I(1∶1 000)，TGF-β1 

(1∶1 000)，AR(1:500)一抗 4 ℃过夜；相应二抗

(1∶1 000 或 1∶2 000)室温孵育 1 h；膜的正面加

入高灵敏的 LunimataTM Crescendo 发光剂后用

Bio-Rad ChemiDoc XRS+成像系统进行拍照；用

Image J 1.43(National Institutes of Health)软件进行

灰度值分析。 

1.4  统计学分析 

采用 SPSS 16.0 软件进行统计分析，各组数据

以 sx  表示，多组均数比较采用单因素方差分析

(One-way ANOVA)，P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  EPS 对 PAH 大鼠 RVSP 和 mPAP 的影响   

与正常对照组相比，MCT 处理 4 周后大鼠

RVSP、mPAP 均明显升高(P<0.01)。与 MCT 组相

比，不同剂量 EPS 给药 4 周后，大鼠 RVSP、mPAP

均不同程度降低(P<0.05 或 P<0.01)，结果见图 1。 

2.2  EPS 对 PAH 大鼠肺血管重构的影响 

肺组织切片后 HE 染色，细胞核染成蓝色，胞

质显示红色。MCT 处理组动物肺动脉中膜染色蓝

色颗粒增多，排列紊乱，提示肺动脉平滑肌细胞

大量增殖、肺动脉管壁明显增厚。而不同剂量 EPS

给药 4 周后，肺动脉血管壁增厚明显减轻。提示

EPS 有减轻 MCT 诱导的肺血管重构的作用。见图 2。 

 
图 1  EPS 对 MCT 诱导的 PAH 大鼠 RVSP 和 mPAP 的影

响(n=8， sx  ) 

与正常对照组比较，1)P<0.01；与 MCT 组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 1  Effect of epalrestat on RVSP and mPAP of 

MCT-induced PAH rats (n=8， sx  ) 
Compared with the normal control group, 1)P<0.01; compared with MCT 
group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 
图 2  EPS 对 MCT 诱导的 PAH 大鼠肺血管重构的影响(HE， 

100×) 

Fig. 2  Effect of EPS on pulmonary vascular remodeling in 

MCT-induced PHA rats(HE，100×) 

2.3  EPS 对 PAH 大鼠肺动脉 PCNA 表达的影响   

PCNA 是一种增殖细胞相关的核抗原，其功能

与细胞有丝分裂密切相关，常作为增殖标志物反

应细胞增殖[13]。使用 qPCR 和 Western blot 检测肺

动脉中增殖标志物 PCNA 的表达情况。结果显示，

MCT 组肺动脉 PCNA mRNA 和蛋白水平明显升

高。与 MCT 组相比，不同剂量 EPS 组肺动脉 PCNA 

mRNA 和蛋白水平明显降低(P<0.05 或 P<0.01)。

提示 EPS 对 PAH 大鼠肺动脉细胞增殖具有显著的

抑制作用。结果见图 3。 

2.4  EPS 对 PAH 大鼠肺动脉胶原表达的影响   

肺组织切片 Masson 染色结果显示，正常对照

组大鼠仅少数动脉外膜出现蓝染的纤维组织，动

脉中层和内膜没有蓝染的纤维组织。MCT 组肺动
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脉中层增生平滑肌组织中出现散在的蓝色纤维组

织，内膜增厚纤维化，外膜显著增厚，纤维组织

向肺泡间隔生长。而给予不同剂量的 EPS 处理 4

周后，上述病理变化明显改善。结果见图 4。同时

经 qPCR 和 Western blot 检测发现，MCT 组大鼠肺

动脉 collagen I mRNA 及蛋白表达水平显著升高，

而给予不同剂量 EPS4 周后 collagen I 的表达水平

显著降低(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 5。 

 
图 3  EPS 对 MCT 诱导的 PAH 大鼠肺动脉 PCNA mRNA

及蛋白表达的影响(n=8， sx  ) 

与正常对照组比较，1)P<0.01；与 MCT 组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 3  Effect of EPS on PCNA mRNA and protein expression 

of pulmonary arteries in MCT-induced PAH rats(n=8， sx  ) 
Compared with the normal control group, 1)P<0.01; compared with MCT 
group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 
图 4  EPS 对 MCT 诱导的 PAH 大鼠肺动脉胶原沉积的影

响(Masson 染色，100×) 

Fig. 4  Effect of EPS on collagen accumulation of 
pulmonary arteries in MCT-induced PAH rats (Masson’s 

trichrome stain，100×) 

2.5  EPS 对 PAH 大鼠肺动脉 TGF-β1 表达的影响 

与正常对照组相比，MCT 组肺动脉 TGF-β1 

mRNA及蛋白表达水平明显升高(P<0.01)。与MCT

组相比，不同剂量 EPS 组给药 4 周后 TGF-β1 

mRNA及蛋白表达水平均不同程度降低(P<0.05或

P<0.01)。结果见图 6。 

 
图 5  EPS对 MCT诱导的 PAH大鼠肺动脉 I型胶原 mRNA

及蛋白表达的影响(n=8， sx  ) 

与正常对照组比较，1)P<0.01；与 MCT 组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 5  Effect of EPS on collagen I expression of pulmonary 

arteries in MCT-induced PAH rats(n=8， sx  ) 
Compared with the normal control group, 1)P<0.01; compared with MCT 
group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 

 
图 6  EPS 对 MCT 诱导的 PAH 大鼠肺动脉 TGF-β1 mRNA

及蛋白表达的影响(n=8， sx  ) 

与正常对照组比较，1)P<0.01；与 MCT 组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 6  Effect of EPS on TGF-β1 expression of pulmonary 

arteries in MCT-inducedPAH rats(n=8， sx  ) 
Compared with the normal control group, 1)P<0.01; compared with the 
MCT group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
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2.6  EPS 对 PAH 大鼠肺动脉 AR 表达的影响 

经 qPCR、Western blot 及免疫组化检测发现

MCT 处理组肺动脉 AR mRNA 及蛋白表达水平明

显升高(P<0.01)。与 MCT 组相比，不同剂量 EPS

组给药 4 周后 AR mRNA 及蛋白表达水平均不同

程度降低(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 7~8。 

 
图 7  EPS 对 MCT 诱导的 PAH 大鼠肺动脉 AR 蛋白表达

的影响(免疫组化染色，100×) 

Fig. 7  Effect of EPS on AR expression of pulmonary arteries 

in MCT-induced PAH rats(immunohistochemisty stain，100×) 

 
图 8  EPS 对 MCT 诱导的 PAH 大鼠肺动脉 AR mRNA 及

蛋白表达的影响(n=8， sx  ) 

与正常对照组比较，1)P<0.01；与 MCT 组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 8  Effect of EPS on AR expression of pulmonary 

arteries in MCT-induced PAH rats(n=8， sx  ) 
Compared with the normal control group, 1)P<0.01; compared with the 
monocrotaline group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

3  讨论 

EPS 作为一种 AR 抑制剂，对糖尿病神经、肾

脏和血管并发症具有明显的保护作用。除糖尿病

并发症外，最新的研究发现 EPS 还具有降压、抑

制血管平滑肌细胞增殖和血管重构等作用[11]。笔

者前期的研究发现 EPS 可通过抑制 AR 的表达而

减轻博莱霉素诱导的肺纤维化[12]。本研究结果显

示EPS连续给药 4周后，PAH大鼠的RVSP、mPAP、

肺动脉胶原沉积及 PCNA、collagen I 的表达均显

著降低，肺血管重构明显减轻。提示 EPS 对 PAH

大鼠具有降低肺动脉压力、减轻肺血管重构的作

用。 

AR 属于 NADPH 依赖性的醛酮还原酶超家族

成员之一，广泛分布于血管、神经、心、肝、肾、

肺等组织中[14]。以往的研究表明 AR 主要参与了

糖尿病血管并发症的发生与发展，是糖尿病大血

管病变及微循环障碍防治的靶点。最新的研究发

现，AR 也参与了其他疾病的发生与发展。如文献

报道[15]AR 参与了肾小球系膜细胞的增殖及细胞

外基质的沉积，而抑制 AR 可以有效防治肾小球肾

炎和肾脏纤维化。有研究发现[16]，AR 在心血管重

塑中起着重要的调节作用，抑制 AR 可以明显减轻

自发性高血压大鼠血管和心肌的重构。以上结果

提示 AR 可能在增殖性疾病及心血管疾病中起一

定作用。本研究首次发现在 PAH 大鼠肺动脉中 AR

的表达明显升高，提示 AR 可能参与了 PAH 肺血

管重构。 

大量研究表明 TGF-β1 参与细胞的增殖、分

化、迁移及凋亡等活动，通过调控多种信号通路

促进血管平滑肌细胞增殖及细胞外基质沉积等过

程，从而诱导 PAH 的发生发展 [17]。研究发现

TGF-β1 通过调控 p38/MAPK 信号通路增加 α-平滑

肌肌动蛋白(a-smooth muscle actin，α-SMA)的表

达，进而促进平滑肌细胞的增殖分化。同时，

TGF-β1 通过激活 PI3K/Akt 信号通路而抑制肺动

脉平滑肌细胞凋亡，并提高平滑肌细胞的细胞活

力[4]。此外，研究表明 TGF-β1 介导的 AR 高表达

在高糖诱导的内皮细胞损伤和 Ang-Ⅱ诱导的血管

平滑肌细胞增殖中起着关键的作用[8-9]。本课题组

前期研究发现，TGF-β1 通过调控 AR 的表达而促

进肺成纤维细胞的增殖[12]。本研究发现，在 MCT

诱导的 PAH 大鼠肺动脉中 TGF-β1 的表达明显上

调，同时 AR 的表达水平也显著升高。因此笔者推

测 TGF-β1 介导 AR 高表达在 PAH 肺血管重构中

起着重要作用。给予 EPS 4 周后，PAH 大鼠肺动

脉 TGF-β1 和 AR 表达水平均显著降低。这些结果

表明 EPS 可能通过抑制 TGF-β1 介导的 AR 高表

达，对 PAH 大鼠肺血管重构产生一定的保护作用。 

综上所述，EPS 能够减轻 MCT 诱导的 PAH

大鼠肺血管重构，其机制可能与其抑制 TGF-β1 介

导的 AR 高表达有关。但 TGF-β1 是如何上调 AR

的表达而参与 PAH 肺血管重构尚需进一步研究。 
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