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  [摘要] 目的 研究尼可地尔基于骨形态发生蛋白9(BMP9)/骨形态发生蛋白受体2(BMPR2)/母亲抗

肢瘫同系物(SMAD)通路对脂多糖(LPS)诱导的人肺微血管内皮细胞(HPMVECs)损伤的保护作用及作用机

制。方法 建立LPS(100
 

ng/mL)诱导的HPMVECs损伤模型,将正常培养的HPMVECs设为NC组,其余模

型细胞分别设为模型组(LPS组),尼可地尔低、中、高浓度组(尼可地尔50、100、200
 

μmol/L)及si-NC+尼可地

尔高浓度组、si-BMP9+尼可地尔高浓度组。MTT法检测细胞增殖活性;流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞内活

性氧(ROS)水平;微量法检测细胞丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)水平;ELISA法

检测细胞内TNF-α、IL-6、IL-1β水平;RT-qPCR法检测细胞内BMP9、BMPR2、SMAD1
 

mRNA水平;Western
 

blot检测 细 胞 内 BMP9、BMPR2、SMAD1、B细 胞 淋 巴 瘤2(Bcl-2)、Bcl-2相 关 X 蛋 白 (Bax)蛋 白 表 达。
结果 与NC组比较,LPS组 HPMVECs增殖活性,SOD、CAT水平,Bcl-2蛋白表达水平,BMP9、BMPR2、
SMAD1

 

mRNA及蛋白表达水平下降(P<0.05);细胞凋亡率及Bax蛋白表达水平,ROS、MDA、TNF-α、IL-6、
IL-1β水平上升(P<0.05)。与LPS组比较,尼可地尔低、中、高组的 HPMVECs增殖活性,SOD、CAT水平,
Bcl-2蛋白表达水平,BMP9、BMPR2、SMAD1

 

mRNA及蛋白表达水平上升(P<0.05);细胞凋亡率及Bax蛋白

表达水平,ROS、MDA、TNF-α、IL-6、IL-1β水平明显下降(P<0.05)。与尼可地尔高浓度组比较,si-BMP9+尼

可地尔高浓度组与LPS组呈相同趋势,si-BMP9可以一定程度逆转尼可地尔高浓度组对于LPS诱导的 HPM-
VECs损伤的保护作用。结论 尼可地尔通过上调BMP9/BMPR2/SMAD通路表达,减轻 HPMVECs因LPS
导致的氧化应激、炎症反应和细胞凋亡,抑制LPS诱导的HPMVECs损伤。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

nicorandil
 

on
 

lipopolysac-
charide

 

(LPS)-induced
 

human
 

microvascular
 

endothelial
 

cells
 

(HPMVECs)
 

injury
 

based
 

on
 

BMP9/BMPR2/
SMAD

 

pathway
 

and
 

its
 

mechanism.Methods The
 

HPMVECs
 

injury
 

model
 

induced
 

by
 

LPS
 

(100
 

ng/mL)
 

was
 

established.The
 

normal
 

cultured
 

HPMVECs
 

were
 

set
 

as
 

the
 

NC
 

group,and
 

other
 

model
 

cells
 

were
 

set
 

as
 

the
 

model
 

group
 

(LPS
 

group),low,medium
 

and
 

high
 

concentrations
 

nicorandil
 

groups
 

(nicorandil
 

50,100,200
 

μmol/L),si-NC+high
 

nicorandil
 

group,and
 

si-BMP9+high
 

nicorandil
 

group.MTT
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

proliferation
 

activity;the
 

apoptosis
 

and
 

intracellular
 

ROS
 

level
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry;the
 

levels
 

of
 

MDA,SOD
 

and
 

CAT
 

in
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

micro
 

assay;the
 

levels
 

of
 

TNF-α,IL-6
 

and
 

IL-1β
 

in
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA;the
 

mRNA
 

levels
 

of
 

BMP9,BMPR2
 

and
 

SMAD1
 

were
 

detected
 

by
 

RT-qPCR;
and

 

the
 

expression
 

of
 

BMP9,BMPR2,SMAD1,Bcl-2,Bax
 

proteins
 

in
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Re-
sults Compared

 

with
 

the
 

NC
 

group,the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

HPMVECs,SOD,CAT
 

levels,Bcl-2
 

protein,
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BMP9,BMPR2,SMAD1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

LPS
 

group
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),
the

 

apoptosis
 

rate
 

and
 

the
 

Bax
 

protein
 

expression
 

level,ROS,MDA,TNF-α,IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

were
 

in-
creased

 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

LPS
 

group,the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

HPMVECs,SOD,CAT
 

levels,
Bcl-2

 

protein
 

level,BMP9,BMPR2,SMAD1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

low,middle
 

and
 

high
 

concentrations
 

nicorandil
 

groups
 

were
 

increased,the
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

the
 

Bax
 

protein
 

level,ROS,MDA,
TNF-α,IL-6

 

and
 

IL-1β
 

levels
 

were
 

decreased
 

obviously
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

high
 

concentration
 

nic-
orandil

 

group,the
 

si-BMP9+high
 

nicorandil
 

group
 

and
 

LPS
 

group
 

showed
 

the
 

same
 

trend,si-BMP9
 

was
 

able
 

to
 

reverse
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

high
 

nicorandil
 

group
 

on
 

LPS
 

induced
 

HPMVECs
 

injury
 

to
 

some
 

extent.
Conclusion Nicorandil

 

could
 

reduce
 

the
 

oxidative
 

stress,inflammatory
 

reaction
 

and
 

cell
 

apoptosis
 

induced
 

by
 

LPS
 

in
 

HPMVECs
 

and
 

inhibit
 

LPS
 

induced
 

HPMVECs
 

injury
 

by
 

up-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

BMP9/BM-
PR2/SMAD

 

pathway.
[Key

 

words] nicorandil;pulmonary
 

microvascular
 

endothelial
 

cells;oxidative
 

injury;inflammation;
BMP9/BMPR2/SMAD

 

pathway

  急性肺损伤是临床发病率较高的肺部炎症性疾

病,容易导致急性呼吸窘迫综合征,病死率较高[1-2]。
急性肺损伤以进行性低氧血症、呼吸窘迫为主要临床

表现,临床症状包括炎症细胞浸润、肺水肿和动脉低

氧血症,损伤血管内皮和肺泡上皮,降低肺功能,严重

时可导致呼吸衰竭和死亡[3-4]。已有研究发现,活性

氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)过量积累会导致细

胞发生过度氧化应激和炎症反应,加重肺损伤[5]。尼

可地尔属于新型血管扩张剂,具有抗氧化、抗炎作用,
可以降低内皮细胞中的ROS水平,减轻急性冠状动

脉综合征患者的炎症情况,对内皮细胞生成的扩血管

物质无依赖性,临床无须对患者间断给药,安全性

好[6-8]。骨形态发生蛋白9(bone
 

morphogenetic
 

pro-
tein

 

9,BMP9)/骨形态发生蛋白受体2(bone
 

morpho-
genetic

 

protein
 

receptor
 

type
 

2,BMPR2)/母亲抗肢

瘫痪同系物(mothers
 

against
 

decapentaplegic
 

homo-
log,SMAD)通路与肺损伤具有相关性。其中,BMP9
作为转化生长因子β家族成员,是肺血管稳态的重要

调节因子,可以和BMPR2结合,调节SMAD生成,促
进SMAD1磷酸化,维持血管内皮屏障,对于保持肺

内皮完整性具有重要作用[9]。BMPR2/SMAD通路

失调可导致小鼠肺纤维化和肺动脉高压,通过介导该

通路调控下游细胞因子和蛋白的表达,可使肺纤维化

和肺动脉高压得以缓解[10]。脂多糖(lipopolysaccha-
ride,LPS)是导致急性肺损伤的因素之一,而人肺微

血管内皮细胞(human
 

pulmonary
 

microvascular
 

en-
dothelial

 

cells,HPMVECs)是肺部气体交换的主要场

所,其病理损伤也与急性肺损伤病理过程密切相关,
将HPMVECs暴露于LPS中,会引发炎症和细胞凋

亡[11]。因此,本研究建立体外LPS诱导 HPMVECs
损伤的模型,观察尼可地尔通过调节BMP9/BMPR2/

SMAD通路发挥保护作用的效果,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

HPMVECs、ROS检测试剂盒购于上海碧云天生

物技术有限公司;LPS购于西格玛奥德里奇(上海)贸
易有限公司;胎牛血清、杜尔贝科改良伊格尔(Dul-
becco’s

 

modified
 

Eagle
 

medium,DMEM)培养基、青
链霉素双抗、LipofectamineTM

 

2000试剂盒、丙二醛

(malondialdehyde,MDA)、超氧化物歧化酶(superox-
ide

 

dismutase,SOD)、过氧化氢酶(catalase,CAT)试
剂盒购于北京索莱宝科技有限公司;ELISA检测试剂

盒(TNF-α、IL-1β和IL-6)购于上海酶联生物科技有

限公司;RT-qPCR试剂盒购于上海康朗生物科技有

限公司;B细胞淋巴瘤2(B-cell
 

lymphoma
 

2,Bcl-2)、

Bcl-2相关X蛋白(Bcl-2-associated
 

X
 

protein,Bax)、

BMP9、BMPR2、SMAD1、磷 酸 化 SMAD1 (p-
SMAD1)购于艾博抗(上海)贸易有限公司。罗氏

LightCycler480ⅡqPCR仪购于上海土森视觉科技有

限公司;Attune
 

NxT流式细胞仪、SorvallTM
 

ST8小型

台式离心机购于赛默飞世尔科技中国 有 限 公 司;
SpectraMax

 

iD3多功能酶标仪购于美谷分子仪器(上
海)有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞分组与处理

将HPMVECs培养在DMEM培养基(含10%胎

牛血清及1%青链霉素双抗)内,于37
 

℃、5%CO2 的

细胞培养箱中培养至对数期。不使用LPS处理的细

胞组为NC组;采用LPS诱导建立 HPMVECs损伤

模型[12-13],使用100
 

ng/mL的LPS处理培养至对数

期的HPMVECs
 

24
 

h,作为模型组(LPS组)。取部分

模型组 HPMVECs,分别加入尼可地尔50、100、200
 

μmol/L培养,作为尼可地尔低、中、高浓度组;取部分

模型组HPMVECs,分别转染si-NC、si-BMP9
 

6
 

h,加
入200

 

μmol/L尼可地尔继续培养,作为si-NC+尼可

地尔高浓度组、si-BMP9+尼可地尔高浓度组。NC组

和LPS组加入生理盐水处理细胞。所有分组设置6
个复孔。

3302重庆医学2025年9月第54卷第9期



1.2.2 MTT法检测细胞增殖活性

按照1.2.1方法,分别培养各组细胞24、48、72
 

h,收集细胞,在对应时间段内,弃去培养液,磷酸盐缓

冲液(phosphate
 

buffered
 

saline,PBS)重悬细胞后,每
孔加入150

 

μL
 

DMEM 培养基和20
 

μL的 MTT溶

液,继续培养4
 

h后,弃去培养液。加入150
 

μL二甲

基亚砜,混匀后,用酶标仪读取570
 

nm 下吸光度

[A(570)],A(570)越高,表明细胞活性越强。
1.2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡

按照1.2.1方法,分别培养各组48
 

h,收集细胞,
弃去培养液,加入不含乙二胺四乙酸的胰酶消化细

胞,PBS重悬细胞后,收集单细胞悬液,离心弃上清

液,加入500
 

μL结合缓冲液,再分别加入5
 

μL的膜

联蛋白-V(Annexin-V)-异硫氰酸荧光素(fluorescein
 

isothiocyanate,FITC)孵育15
 

min、碘化丙啶(propid-
ium

 

iodide,PI)染色液,收集细胞至流式管,待流式细

胞仪检测。
1.2.4 细胞ROS水平检测

按照1.2.1方法,分别培养各组细胞24
 

h,重悬

细胞,加入浓度为10
 

μmol/L的2’,7’-二氯二氢荧光

素二乙酸酯,在细胞培养箱内继续培养20
 

min,然后

用PBS冲洗细胞,采用流式细胞仪检测二氯荧光素的

荧光强度表示细胞内ROS水平。
1.2.5 细胞 MDA、SOD、CAT水平检测

按照1.2.1方法,分别培养各组细胞48
 

h,收集

细胞,弃去培养液,向裂解后的细胞中加入 MDA、
SOD、CAT对应试剂盒的工作液,采用微量法检测其

水平。
1.2.6 细胞炎症因子水平检测

按照1.2.1方法,分别培养各组细胞48
 

h,收集

细胞,弃去培养液,采用ELISA法检测肿瘤坏死因子-
α(tumor

 

nerrosis
 

factor-α,TNF-α)、IL-6、IL-1β水平,
严格按照试剂盒说明书进行操作。
1.2.7 RT-qPCR检测BMP9、BMPR2、SMAD1

 

mR-
NA表达

按照1.2.1方法,分别培养各组细胞48
 

h,加入

TRIzol试剂提取总RNA,然后利用逆转录试剂盒将

其逆转录为cDNA。PCR扩增条件:95
 

℃
 

5
 

min预变

性,95
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,共45个循环。引物设计方

面,以GAPDH为内参,mRNA相对表达水平计算公

式为2-ΔΔCt。引物序列:BMP9引物正向序列为5'-
ACG

 

ATC
 

TGT
 

TTC
 

CCC
 

TCA
 

TCT-3',反向序列

为5'-ATG
 

CAG
 

GGA
 

TGA
 

TGT
 

TCT
 

G-3';BM-
PR2引物正向序列为5'-GAG

 

CCC
 

TCC
 

CTG
 

GAC
 

TTG-3',反向序列为5'-ATA
 

TCG
 

ACC
 

CCG
 

TCC
 

AAT
 

C-3';SMAD1引物正向序列为5'-GGC
 

AGG
 

ATG
 

TTT
 

CCA
 

GCT
 

A-3',反向序列为5'-GCA
 

GTC
 

CAC
 

AGA
 

CCA
 

TGT
 

CA-3';GAPDH引物正向序列为

5'-CTG
 

GGC
 

TAC
 

ACT
 

GAG
 

CAC
 

C-3',反向序列为

5'-AGT
 

GGT
 

CGT
 

TGA
 

GGG
 

CAA
 

TG-3'。
1.2.8 Western

 

blot检测蛋白表达

按照1.2.1方法,分别培养各组细胞48
 

h,加入

放射免疫沉淀法裂解液提取总蛋白,双缩脲比色法试

剂盒测定蛋白表达水平后,取30
 

μg蛋白上样,电泳并

等量转移至聚偏氟乙烯膜,脱脂牛奶封闭,洗膜,加入

一抗Bcl-2(1∶1
 

000)、Bax(1∶1
 

000)、BMP9(1∶
1

 

000)、BMPR2(1∶1
 

000)、SMAD1(1∶1
 

000)、p-
SMAD1(1∶1

 

000)、内参GAPDH(1∶500),4
 

℃孵

育过夜,洗膜后加入二抗(1∶5
 

000),37
 

℃孵育2
 

h,
增强型化学发光显色,利用条带灰度值计算蛋白相对

表达水平。
1.3 统计学处理

采用SPSS26.0软件进行数据处理。计量资料以

x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,两两间

比较采用SNK-q 检验,以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 尼可地尔对HPMVECs增殖活性的影响

在24、48、72
 

h各时间点,与NC组比较,LPS组

HPMVECs的A(570)下降(P<0.05);与LPS组比较,
尼可地尔低、中、高浓度组 HPMVECs的 A(570)依次

上升,其中尼可地尔高浓度组 HPMVECs的A(570)最

高(P<0.05);与尼可地尔高浓度组比较,si-NC+尼

可地尔高浓度组 HPMVECs的A(570)差异无统计学

意义(P>0.05),si-BMP9+尼 可 地 尔 高 浓 度 组

HPMVECs的A(570)下降(P<0.05),见表1。
2.2 尼可地尔对 HPMVECs凋亡及Bax、Bcl-2蛋白

表达水平的影响

与NC组比较,LPS组HPMVECs凋亡率及Bax
蛋白表达水平上升,Bcl-2蛋白表达水平下降(P<
0.05);与 LPS组比较,尼可地尔低、中、高浓度组

HPMVECs凋亡率及Bax蛋白表达水平下降,Bcl-2
蛋白表达水平上升,其中尼可地尔高浓度组 HPM-
VECs凋亡率最低(P<0.05);与尼可地尔高浓度组

比较,si-NC+尼可地尔高浓度组 HPMVECs凋亡率

及Bax、Bcl-2蛋白表达水平比较差异无统计学意义

(P>0.05),si-BMP9+尼可地尔高浓度组 HPM-
VECs凋亡率及Bax蛋白表达水平上升、Bcl-2蛋白表

达水平下降(P<0.05),见图1~2,表2。
2.3 尼可地尔对HPMVECs氧化应激损伤的影响

与 NC 组 比 较,LPS 组 HPMVECs内 ROS、
MDA水平上升,SOD、CAT水平下降(P<0.05);与
LPS组比较,尼可地尔低、中、高浓度组 HPMVECs
内ROS、MDA水平下降,SOD、CAT水平上升(P<
0.05);与尼可地尔高浓度组比较,si-NC+尼可地尔

高浓度组 HPMVECs内 ROS、MDA、SOD、CAT水
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平差异无统计学意义(P>0.05),si-BMP9+尼可地

尔高浓度组 HPMVECs内 ROS、MDA 水平上升、
SOD、CAT水平下降(P<0.05),见图3、表3。
2.4 尼可地尔对HPMVECs炎症因子水平的影响

与NC组比较,LPS组HPMVECs中TNF-α、IL-
6、IL-1β水平上升(P<0.05);与LPS组比较,尼可地

尔低、中、高浓度组 HPMVECs中TNF-α、IL-6、IL-1β

水平下 降,其 中 尼 可 地 尔 高 浓 度 组 HPMVECs中

TNF-α、IL-6、IL-1β水平最低(P<0.05);与尼可地尔

高浓度组比较,si-NC+尼可地尔高浓度组 HPM-
VECs中TNF-α、IL-6、IL-1β水平差异无统计学意义

(P>0.05),si-BMP9+尼可地尔高浓度组 HPM-
VECs中TNF-α、IL-6、IL-1β水平上升(P<0.05),见
表4。

表1  各组 HPMVECs增殖活性比较(x±s)

组别 n
A(570)

24
 

h 48
 

h 72
 

h

NC组 6 0.43±0.09 0.89±0.12 1.46±0.18

LPS组 6 0.20±0.04a 0.41±0.04a 0.75±0.10a

尼可地尔低浓度组 6 0.28±0.03b 0.47±0.04b 0.88±0.09b

尼可地尔中浓度组 6 0.38±0.04bc 0.62±0.08bc 1.11±0.10bc

尼可地尔高浓度组 6 0.47±0.06bcd 0.86±0.10bcd 1.40±0.15bcd

si-NC+尼可地尔高浓度组 6 0.45±0.05 0.83±0.07 1.42±0.13

si-BMP9+尼可地尔高浓度组 6 0.32±0.04e 0.60±0.06e 1.05±0.10e

  a:P<0.05,与NC组比较;b:P<0.05,与LPS组比较;c:P<0.05,与尼可地尔低浓度组比较;d:P<0.05,与尼可地尔中浓度组比较;e:P<
0.05,与尼可地尔高浓度组比较。

  A:NC组;B:LPS组;C:尼可地尔低浓度组;D:尼可地尔中浓度组;E:尼可地尔高浓度组;F:si-NC+尼可地尔高浓度组;G:si-BMP9+尼可地

尔高浓度组。

图1  流式细胞仪检测 HPMVECs凋亡率

2.5 尼 可 地 尔 对 HPMVECs中 BMP9、BMPR2、

SMAD1
 

mRNA表达水平的影响

与 NC 组 比 较,LPS组 HPMVECs中 BMP9、

BMPR2、SMAD1
 

mRNA表达水平下降(P<0.05);
与LPS组比较,尼可地尔低、中、高浓度组 HPM-
VECs中BMP9、BMPR2、SMAD1

 

mRNA 表达水平

上升(P<0.05);与尼可地尔高浓度组比较,si-NC+
尼可地尔高浓度组BMP9、BMPR2、SMAD1

 

mRNA
表达水平差异无统计学意义(P>0.05),si-BMP9+

尼可地尔高浓度组 HPMVECs中 BMP9、BMPR2、

SMAD1
 

mRNA表达水平下降(P<0.05),见表5。

2.6 尼 可 地 尔 对 HPMVECs中 BMP9/BMPR2/

SMAD1通路蛋白表达水平的影响

与 NC 组 比 较,LPS组 HPMVECs中 BMP9、

BMPR2、SMAD1及p-SMAD1蛋 白 表 达 水 平 下 降

(P<0.05);与LPS组比较,尼可地尔低、中、高浓度

组 HPMVECs 中 BMP9、BMPR2、SMAD1 及 p-
SMAD1蛋白表达水平上升(P<0.05);与尼可地尔
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高浓度组比较,si-NC+尼可地尔高浓度组 BMP9、
BMPR2、SMAD1及p-SMAD1蛋白表达水平差异无统

计学意义(P>0.05),si-BMP9+尼可地尔高浓度组

HPMVECs中BMP9、BMPR2、SMAD1及p-SMAD1蛋

白表达水平下降(P<0.05),见图4、表6。

  A:NC组;B:LPS组;C:尼可地尔低浓度组;D:尼可地尔中浓度组;E:尼可地尔高浓度组;F:si-NC+尼可地尔高浓度组;G:si-BMP9+尼可地

尔高浓度组。

图2  各组 HPMVECs中Bcl-2、Bax蛋白条带

表2  各组 HPMVECs凋亡率及Bcl-2、Bax蛋白表达水平比较(x±s)

组别 n 凋亡率(%) Bcl-2/GAPDH Bax/GAPDH

NC组 6 10.23±1.03 0.94±0.15 0.42±0.10

LPS组 6 38.46±3.98a 0.36±0.06a 0.92±0.15a

尼可地尔低浓度组 6 33.21±3.15b 0.47±0.05b 0.71±0.13b

尼可地尔中浓度组 6 22.10±2.76bc 0.65±0.08bc 0.54±0.13bc

尼可地尔高浓度组 6 9.78±1.45bcd 0.89±0.12bcd 0.33±0.08bcd

si-NC+尼可地尔高浓度组 6 10.49±1.26 0.85±0.09 0.39±0.07

si-BMP9+尼可地尔高浓度组 6 20.38±2.03e 0.60±0.07e 0.67±0.09e

  a:P<0.05,与NC组比较;b:P<0.05,与LPS组比较;c:P<0.05,与尼可地尔低浓度组比较;d:P<0.05,与尼可地尔中浓度组比较;e:P<
0.05,与尼可地尔高浓度组比较。

  A:NC组;B:LPS组;C:尼可地尔低浓度组;D:尼可地尔中浓度组;E:尼可地尔高浓度组;F:si-NC+尼可地尔高浓度组;G:si-BMP9+尼可地

尔高浓度组。

图3  流式细胞仪检测 HPMVECs中ROS水平
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表3  各组 HPMVECs中氧化应激因子水平比较(x±s)

组别 n ROS MDA(mol/mg) SOD(U/mg) CAT(U/mg)

NC组 6 0.97±0.13 5.01±0.85 322.15±13.45 26.88±1.32

LPS组 6 3.82±0.65a 16.78±1.34a 105.32±11.14a 5.41±0.78a

尼可地尔低浓度组 6 3.01±0.46b 13.45±1.03b 144.38±11.27b 11.02±0.83b

尼可地尔中浓度组 6 2.25±0.40bc 10.07±1.05bc 206.24±12.01bc 18.94±1.28bc

尼可地尔高浓度组 6 1.13±0.28bcd 6.32±0.91bcd 295.12±13.01bcd 25.10±1.00bcd

si-NC+尼可地尔高浓度组 6 1.20±0.26 6.40±0.87 290.15±13.43 26.01±1.15

si-BMP9+尼可地尔高浓度组 6 2.31±0.32e 11.52±1.01e 197.32±12.48e 17.46±1.03e

  a:P<0.05,与NC组比较;b:P<0.05,与LPS组比较;c:P<0.05,与尼可地尔低浓度组比较;d:P<0.05,与尼可地尔中浓度组比较;e:P<
0.05,与尼可地尔高浓度组比较。

表4  各组 HPMVECs中炎症因子水平比较(x±s)

组别 n TNF-α(pg/mL) IL-6(pg/mL) IL-1β(pg/mL)

NC组 6 60.46±10.03 38.12±3.25 128.36±8.01

LPS组 6 152.18±13.41a 145.32±11.06a 195.69±10.35a

尼可地尔低浓度组 6 129.21±11.24b 121.35±10.25b 180.14±9.25b

尼可地尔中浓度组 6 101.10±9.72bc 92.46±9.78bc 152.00±10.13bc

尼可地尔高浓度组 6 62.42±8.47bcd 55.18±6.10bcd 112.58±8.45bcd

si-NC+尼可地尔高浓度组 6 63.47±9.26 58.32±7.09 116.74±9.07

si-BMP9+尼可地尔高浓度组 6 105.58±10.36e 96.12±8.27e 160.18±11.19e

  a:P<0.05,与NC组比较;b:P<0.05,与LPS组比较;c:P<0.05,与尼可地尔低浓度组比较;d:P<0.05,与尼可地尔中浓度组比较;e:P<
0.05,与尼可地尔高浓度组比较。

  A:NC组;B:LPS组;C:尼可地尔低浓度组;D:尼可地尔中浓度组;E:尼可地尔高浓度组;F:si-NC+尼可地尔高浓度组;G:si-BMP9+尼可地

尔高浓度组。

图4  各 HPMVECs中BMP9、BMPR2、SMAD3蛋白条带
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表5  各组 HPMVECs中BMP9、BMPR2、SMAD1
 

mRNA表达水平比较(x±s)

组别 n BMP9
 

mRNA BMPR2
 

mRNA SMAD1
 

mRNA

NC组 6 1.45±0.09 1.02±0.05 2.40±0.25

LPS组 6 0.70±0.11a 0.36±0.06a 0.87±0.15a

尼可地尔低浓度组 6 0.79±0.10b 0.47±0.05b 1.23±0.21b

尼可地尔中浓度组 6 0.97±0.12bc 0.65±0.08bc 1.69±0.20bc

尼可地尔高浓度组 6 1.25±0.14bcd 0.89±0.12bcd 2.25±0.18bcd

si-NC+尼可地尔高浓度组 6 1.21±0.13 0.85±0.09 2.21±0.17

si-BMP9+尼可地尔高浓度组 6 0.90±0.10e 0.60±0.07e 2.81±0.19e

  a:P<0.05,与NC组比较;b:P<0.05,与LPS组比较;c:P<0.05,与尼可地尔低浓度组比较;d:P<0.05,与尼可地尔中浓度组比较;e:P<
0.05,与尼可地尔高浓度组比较。

表6  各组 HPMVECs中BMP9/BMPR2/SMAD1通路相关蛋白表达水平比较(x±s,n=6)

组别 n BMP9/GAPDH BMPR2/GAPDH SMAD1/GAPDH p-SMAD1/GAPDH

NC组 6 0.69±0.05 0.51±0.02 1.15±0.02 0.87±0.01

LPS组 6 0.20±0.04a 0.13±0.01a 0.23±0.04a 0.19±0.02a

尼可地尔低浓度组 6 0.31±0.05b 0.22±0.02b 0.46±0.05b 0.31±0.03b

尼可地尔中浓度组 6 0.43±0.05bc 0.34±0.03bc 0.70±0.08bc 0.50±0.04bc

尼可地尔高浓度组 6 0.57±0.06bcd 0.47±0.05bcd 1.08±0.16bcd 0.75±0.05bcd

si-NC+尼可地尔高浓度组 6 0.60±0.06 0.43±0.04 1.04±0.17 0.78±0.05

si-BMP9+尼可地尔高浓度组 6 0.40±0.03e 0.30±0.02e 0.72±0.19e 0.42±0.04e

  a:P<0.05,与NC组比较;b:P<0.05,与LPS组比较;c:P<0.05,与尼可地尔低浓度组比较;d:P<0.05,与尼可地尔中浓度组比较;e:P<
0.05,与尼可地尔高浓度组比较。

3 讨  论

急性肺损伤的关键特征是 HPMVECs功能障

碍,而LPS可以造成内皮细胞变形和间隙形成,引起

肺病理损伤[14-15],因此利用LPS诱导 HPMVECs损

伤,研究其屏障调节机制,对于改善急性肺损伤具有

重要意义。LPS诱导肺损伤时会导致肺气血屏障受

损,分泌炎症细胞,并进一步刺激ROS和其他炎性介

质过量产生,增加细胞血管通透性,导致上皮和内皮

屏障破裂,炎症细胞外渗到肺泡中,加剧炎症状态并

导致肺组织损伤,在炎症级联反应和气血屏障破裂之

间形成恶性循环[16-18]。在治疗 LPS诱导的 HPM-
VECs损伤时,抑制炎症和过量ROS生成极为重要。
研究发现,在 LPS诱导的急性肺损伤动物模型中,
ROS水平升高,SOD水平下降,氧化应激强烈;Bax
蛋白表达水平升高,Bcl-2蛋白表达水平下降,细胞凋

亡增加[19];LPS还会诱发强烈的中性粒细胞浸润,产
生TNF-α、IL-6、IL-1β等大量炎症因子,给肺组织带

来严重不良影响[20-21]。通过药物治疗,抑制其氧化应

激和炎症反应,可以有效改善肺组织细胞凋亡[22]。在

本研究中,经过尼可地尔治疗后,细胞炎症因子TNF-
α、IL-6、IL-1β水平下降,氧化应激因子ROS、MDA水

平下降,而SOD、CAT水平上升,细胞凋亡减少,说明

尼可地尔发挥了抗炎和抗氧化作用,对LPS诱导的

HPMVECs损伤具有保护作用。
在尼可地尔发挥抗炎和抗氧化作用、保护 HPM-

VECs损伤的过程中,BMP9/BMPR2/SMAD通路参

与其中。BMP9可以促进体外和体内的内皮细胞增

殖,激活内皮BMPR2信号来改善肺动脉高压,抑制氧

化应激带来的肺内皮损伤。已有研究证实,LPS诱导

细胞炎症反应会导致BMP9蛋白表达水平明显下

降[23]。BMP9受体可以与BMPR2形成受体复合物,
通过SMAD1磷酸化继续传导BMP9信号,形成良性

循环,促进肺血管生成[24-27]。SMAD所诱导的通路与

肿瘤转移、免疫调节及肺纤维化等细胞的生长与发展

密切相关[28-30]。一项关于博来霉素诱导大鼠肺纤维

化和肺动脉高压的研究发现,抑制BMP9/BMPR2/
SMAD通路传导会导致肺动脉内皮损伤和细胞凋亡,
加强该通路信号传导可能是治疗肺动脉高压的理想

策略[31]。本研究中,LPS组 HPMVECs中 BMP9、
BMPR2、SMAD1及p-SMAD1蛋白表达水平下调,通
过尼可地尔治疗后各组BMP9、BMPR2、SMAD1及

p-SMAD1蛋白表达水平均上调,且细胞炎症因子和

过氧 化 产 物(ROS、MDA)水 平 下 调,抗 氧 化 物 质

SOD、CAT水平上调,细胞凋亡减少,细胞增殖活性

增强。沉默BMP9表达则使 HPMVECs中炎症因子

水平增加、氧化应激反应加剧、细胞凋亡增加、细胞增

殖活性下降,说明沉默BMP9部分程度上逆转了尼可

地尔对于 HPMVECs损伤的保护作用,提示尼可地

尔可能通过BMP9介导的BMP9/BMPR2/SMAD通

路来发挥抗炎、抗氧化、抗凋亡作用。
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综上所述,尼可地尔可以抑制LPS诱导 HPM-
VECs的炎症反应、氧化应激和细胞凋亡,增强细胞活

性,发挥保护作用,且这种保护作用可能是通过增强

BMP9/BMPR2/SMAD通路信号传导实现的。由于

增强HPMVECs活性、减少凋亡、维持内皮屏障功能

的机制较为复杂,其中可能有其他蛋白信号参与,还
需进一步研究,以期为尼可地尔临床治疗急性肺损伤

提供更多参考依据。
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