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异丙酚对人肺血管内皮细胞中 ACEⅡ表达的影响
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摘要 目的：观察异丙酚对人肺动脉内皮细胞中 ACE2的影响。方法：以人肺动脉内皮细胞为研究对象，利用 Real-time PCR检测

不同浓度（1、10、20、40、50 滋mol/L）异丙酚在不同时间点（6、12、18、24、30h）对 HPAEC中 ACE2 mRNA表达的影响；Western Blot

检测不同浓度（1、10、20、40、50 滋mol/L）异丙酚对 HPAEC 中 ACE2 蛋白表达的影响；观察磷脂酰肌醇 -3- 激酶（PI3K）抑制剂

LY294002对异丙酚调节 HPAEC中 ACE2 mRNA表达的影响。结果：异丙酚呈剂量和时间依赖性可提高人肺动脉内皮细胞

ACE2mRNA水平(P<0.05)。但异丙酚浓度为 1 滋mol/L时对 ACE2 mRNA水平表达无明显影响(P>0.05)。Western Blot检测结果显

示异丙酚可增加 HPAEC中 ACE2蛋白的表达，且在 24 h内具有剂量依赖性。异丙酚在 24h时剂量依赖性提高 Akt的磷酸化，而

LY294002可逆转异丙酚对 Akt磷酸化的影响。结论：异丙酚可分别通过 PI3K/Akt信号途径上调 ACE2的表达，使 RAS轴处在动

态平衡中，从而发挥舒张血管和镇痛作用。
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Effect of Propofol on ACE2 Expression of Human Pulmonary Artery
Endothelial Cells

To observe the effect of propofol on Angiotensin-Converting Enzyme 2 (ACE2) expression of human

pulmonary artery endothelial cells. Original generation human pulmonary artery endothelial cells (HPAEC) were taken as the

objects. Real-time PCR were used to detect the effect of different concentrations (1, 10, 20, 40,50 滋mol/L) of propofol for different time

(6,12,18,24,30h) on theACE2 mRNA expression in HPAEC; Western blot was also applied to detect the ACE2 protein expression in

HPAEC after treated by propofol of different concentrations (1,10,20,40,50 mmol/L). Observe the effect of phosphatidylinositol 3-kinase

(PI3K) inhibitor LY294002 on the regulation of propofol. Propofol increased the ACE2 mRNA levels of treated cells in dose-

and time-dependent manner (P<0.05), but had no effect on the ACE2 mRNA level when with a concentration of 1 滋mol/L. Western Blot

detection results showed that propofol could increase the HPAEC ACE2 protein expression, and in a dose-dependent manner within 24

hours. In 24 hours, propofol increased the Akt phosphorylation dose-dependently, and LY294002 down-regulated the phosphorylation of

Akt. Propofol increased the expression of ACE2 through the PI3K/Akt signaling pathways and rebalanced RAS axis, and

thus played a role in relaxing blood vessels and had analgesic effects.
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前言

肺动脉高压(pulmonary arterial hypertension, PAH)是由多

种病因引起的慢性疾病，主要表现为肺血管阻力和肺动脉压力

的持续增高，最终导致右心衰竭，甚至死亡[1]。尽管目前对肺动

脉高压的临床治疗已经取得了很大的进步，但是其预后仍然很

差[2]。肾素、血管紧张素系统（rennin-angiotensin system, RAS）是

心血管内皮细胞功能和重构的重要调节系统，被认为是导致

PAH发生的重要因素[3]。在 RAS中，血管紧张素原经肾素代谢
产生血管紧张素 I（angiotensin I, AngI），AngI再经血管紧张素
转化酶（angiotensin-converting enzyme, ACE）形成血管紧张素
II（angiotensin II, AngII）。ACEⅡ在肺动脉内皮细胞、肺泡上皮
细胞和支气管上皮细胞中高度表达[4,5]，其在 PAH形成过程中
具有关键作用[6-15]。

异丙酚（2，6-二异丙基苯酚，Propofol）是目前临床上广泛
应用的静脉镇静麻醉药物[4]。异丙酚除具有很强的麻醉作用外，
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还具有免疫调节、抗焦虑及镇痛、神经保护、抗缺血和低氧损伤

等效应。研究表明异丙酚可有效抵抗血管内皮细胞损伤并可舒

张人肺动脉[5-7]。异丙酚是否可通过调控 ACEⅡ的表达参与抑

制 PAH的形成尚未见相关报道。本研究中，我们通过观察异丙

酚对人肺动脉内皮细胞 ACEⅡ表达的影响，探讨异丙酚与
ACEⅡ之间的关系。

1材料及方法

1.1 细胞

人肺动脉内皮细胞购自 Cell Applications Inc. (San Diego,

Calif., USA)。
1.2 试剂

逆转录酶（SuperScript II）、核糖核酸酶抑制剂（RNasin）购

自美国 Promega公司；荧光定量试剂盒购自美国 BBI公司；
Anti-ACE2，anti-Akt (ser473) (sc-24500) 和 anti-P-Akt (ser473)

(sc-101629)抗体购自美国 Santa Cruz Biotechnology公司；其他

试剂均购于北京鼎国公司。

1.3 方法
1.3.1 人肺血管内皮细胞培养 人肺血管内皮细胞以 0.1%Ⅰ

型胶原酶 37℃ 温箱中消化 15 min。加入 DMEM培养基终止反

应，收集消化液，1000 r/min离心 8 min。弃去上清，收集细胞，

加入 DMEM培养液悬浮细胞，计数细胞数量。分装于培养瓶

中，置于 5% CO2，37℃培养箱内培养。传代培养：内皮细胞 4 h

即可贴壁，3-4 d可长满培养瓶，以 0.25%胰蛋白酶消化传代。选

择生长良好的第 2-5代细胞用于实验。
1.3.2 实时定量 RT-PCR 提取 RNA，-80℃保存备用。按照逆

转录试剂盒的说明书，分三步在冰盒内将实际依次加入 0.2 mL

的 PCR 专用反应管，并按步骤放入 PCR仪中进行反应。人
ACE2 引物：上游 5'-GCAGCTAAGTATAATGGTTCTCTG-3'

和下游 5'-AGTGTTCCACCCCACAAAA-3'；人 GAPDH引物：

上游 5'-GTCAGTGGTGGACCTGACCT-3' 和下游 5’-TGCTG-

TAGCCAAATTCGTTG-3' PCR热循环参数：96℃ 4 min，三步

反应分别所处温度及时间：94℃ 30s，58℃ 30s，72℃ 30s，进行
40个循环，于每个循环的第三步即 72℃ 30s收集荧光信号。以

GAPDH为内参照基因，与对照组相比，得到目的基因表达的相

对定量值，用于统计分析。

1.3.3 蛋白印迹分析 BCA法测定各样本的蛋白浓度。将样品

点入上样孔中以 80V电压跑完上层胶，再以 120V跑完下层

胶。转膜电压 90V，1.5 h。将膜完全浸入封闭液，室温摇动封闭。

分别加入 1：200 稀释的 PKC y 一抗及 1 ：10 000 稀释的 茁
-actin一抗，室温在摇床上摇 2h。1× TBST的洗 3次，每次于脱

色摇床摇 l0分钟。0.5 滋L二抗稀释于 5 mL 0.1%Triton封闭液

中 (1：10000)，室温，100RPM，1 h。1× TBST 10 min× 3 次，
1500RPM，室温。根据 Pierce公司 ECL检测液试剂盒进行显色
操作。根据信号的强弱适当调整曝光时间，显影 1 min，定影 5
min。用 Quantity One图像分析系统对蛋白条带进行分析，蛋白

质的相对含量用目的蛋白与 e-actm内参条带光密度的比值表

示，按计量资料进行统计分析。

1.4 统计学分析
使用 SPSS17.0对统计数据进行分析。数据值以平均值±

标准差的形式表示。不同组间平均值的对照使用单变量

ANOVA分析及配对 t检验。

2 结果

2.1 异丙酚对人肺血管内皮细胞 ACE2 mRNA表达的影响
异丙酚在浓度为 20 滋mol/L时，随着时间的延长，增加人

肺血管内皮细胞 ACE2 mRNA的表达(P<0.05)（见图 1）。异丙

酚浓度在 10-40 滋mol/L时，处理 24h的时间范围内可呈剂量依

赖性提高 ACE2 mRNA的表达 (P<0.05)（见图 2）。但异丙酚浓

度为 1 滋mol/L 时对 ACE2 mRNA 表达水平表达无明显影响
(P>0.05)。

2.2 异丙酚对人肺血管内皮细胞 ACE2蛋白表达的影响
Western Blot检测显示异丙酚可增加人肺血管内皮细胞

ACE2蛋白的表达，且在 24h内具有剂量依赖性（图 3）。
2.3 PI3K对人肺血管内皮细胞 mRNA的影响

为观察异丙酚调节 ACE2表达的信号途径，我们使用选择

性磷脂酰肌醇 -3-激酶（PI3K）抑制剂对人肺血管内皮细胞进

行了处理，结果观察到选择性磷脂酰肌醇 -3-激酶（PI3K）抑制
剂 LY294002 可明显逆转异丙酚对人肺血管内皮细胞上
ACE2mRNA水平的影响（图 4）。

图 1 异丙酚处理人肺血管内皮细胞不同时间点 ACE2 mRNA水平

注：▲与 6 h组比较，P<0.05

Fig. 1 The ACE2 mRNA levels of HPAEC after treated by propofol for

different time

Note: ▲Compared with the 6 h group, P<0.05.

图 2 不同浓度异丙酚处理后的人肺血管内皮细胞 ACE2 mRNA水平

注：▲与 1 μ mol/L组比较，P<0.05; ▲▲与 1 μ mol/L组比较，P<0.01.

Fig. 2 The ACE2 mRNA levels of HPAEC after treated by propofol of

different concentrations

Note: ▲Compared with the 1 μ mol/L group, P<0.05; ▲▲compared

with the 1 μ mol/L group, P<0.01.

3120· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.16 JUN.2014

3 讨论

肺动脉高压是一种慢性肺部疾病，并且很难以早期诊断并

且治疗方法有限。研究表明 ACE2在肺疾病的发生发展，尤其

是 PAH 形成过程中起到了关键作用 [7-11]。同时，AngII作为
RAS的关键性效应肽，能够对肺血管系统产生有害的影响，导

致肺血管收缩、炎症反应和内膜增生等，这些变化均会导致

PAH的发生和发展[14]，肺动脉内膜增生将导致不可逆的肺动脉

高压。以上提示 RAS的改变可能是引起 PAH病理变化的主要

原因之一。

近期研究发现，ACE2作为 RAS的新成员之一，可通过将
AngII代谢为预期的保护肽 Ang-(1-7)来对 RAS系统进行负向

调节作用[15]。ACE2在肺组织中的表达丰富，且目前有研究表明

其在肺病理生理过程中起核心作用[6-8]。近期研究表明，ACE2的
过量表达会对 PAH产生显著的有益效应[21]。因此，ACE2可作

为一种治疗 PAH的靶位，其应用前景广阔[14]。

异丙酚是全身麻醉剂中重要的血管内调控因子。相较于其

他麻醉药物而言，异丙酚的优势是其副作用小[15]及麻醉效果

好[13]。异丙酚具有血管保护作用，因此可能具有治疗高血压的

潜力[16]。异丙酚和 ACE2均对血管内膜有一定保护作用，但他

们之间的潜在关系目前未见报道。本研究表明，异丙酚在一定

的范围内可呈剂量和时间依赖性的提高 HPAEC上 ACE2 mR-

NA和蛋白质的表达。以上提示异丙酚可通过调控 ACE2的表

达，影响血管收缩。

异丙酚已被证实具有增加一氧化氮的产生进而起保护血

管的作用，可抑制 ET-1的表达，提高机体抗氧化应急能力，减

少血管内皮细胞的凋亡 [16,17]。已有报道表明异丙酚可通过

PI3K/Akt途径发挥血管保护效应[17]。本研究表明，PI3K的抑制

剂 LY294002可消除异丙酚引导的 ACE2的转录，借此抑制异

丙酚介导的 Akt的活化，这表明异丙酚可以通过 PI3K/Akt依

赖性途径增加 ACE2的转录。PI3K/Akt的信号通路是通过多种
转录因子进行调控的，包括 FOXO转录子和 NF资B[18,19]。深入探

讨异丙酚是如何通过 HPAEC 下游 PI3K/Akt途径调节 ACE2

转录和活性的机制将有利于阐明异丙酚在 RAS中的作用网

络。
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