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　 　 ［摘要］ 　目的 　评价 PI３K ／mTOR双重抑制剂 NVP唱BEZ２３５对低压 、低氧诱导的大鼠肺血管管周肥大细胞的分布以及

脱颗粒状态的影响 。 方法 　 低氧组 SD 雄性大鼠于低压低氧培养箱 （５０畅５ kPa）内培养 ，治疗组隔天给予 NVP唱BEZ２３５
（３５ mg／kg）干预 ，对照组匹配饲养条件并在当地气压常氧环境饲养 ，２１ d后全部动物以 ５％ 戊巴比妥钠麻醉后取材 。肺组织

固定后进行石蜡包埋并行苏木素伊红染色和甲苯胺蓝染色 。结果 　低氧组大鼠肺血管管周肥大细胞数量较对照组增多 ，聚

集明显 。低氧组不同管径的肺血管（＜ ５０ μm ，５０ ～ １００ μm ，＞ １００ μm）管周的肥大细胞聚集情况及脱颗粒细胞比例较对照组
增多 ，具有统计学差异（P＜ ０ ．０５） ，而 NVP唱BEZ２３５干预组较低氧组肺血管管周肥大细胞数量减少（P＜ ０ ．０５） ，且能降低管径

５０ ～ １００ μm的肺血管周围低氧组脱颗粒的肥大细胞比例（P＝ ０ ．０００ ３） 。结论 　 NVP唱BEZ２３５可以抑制低压低氧诱导的大鼠
肺血管管周肥大细胞的聚集及中等管径血管管周脱颗粒细胞比例 。
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Effects of NVP唱BEZ235 on pulmonary perivascular mast cells in hypoxia rats
CHAI Xiaoyu ，HAN Qian ，WU Yanping ，WANG Xiang ，LIU Xinmin （Department of Geriatrics ，First Hospital of Peking Uni唱
versity ，Beijing １０００３４ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To assess the effects of PI３K／mTOR dual inhibitor NVP唱BEZ２３５ on the distribution and degranu唱
lation of perivascularmast cells in the lung of hypobaric hypoxia rats ．Methods 　 SD male rats in the hypoxia group were raised
in the specific hypoxic incubator （５０ ．５ kPa） ．The intervene group received NVP唱BEZ２３５ training （３５ mg／kg） intervention once
every two days ．The control group was fed in the conditions comparable to the other groups at local pressure and normoxia envi唱
ronment ．After ２１ days ，all rats were sacrificed with injection of ５％ pentobarbital sodium ．Lung tissues were fixed and embed唱
ded in paraffin for further hematoxylin唱eosin staining and toluidine blue staining ．Results 　 Compared with the control group ，the
number of pulmonary perivascular mast cells in the hypoxia group increased significantly ．Hypoxia group had more mast cell ac唱
cumulation and larger degranulation ratio around different diameters of pulmonary vessels （less than ５０ μm ，５０唱１００ μm ，larger
than １００ μm） than the control group （P＜ ０ ．０５） ．The mast cell numbers decreased in NVP唱BEZ２３５ intervention group com唱
pared with hypoxia group （P＜ ０ ．０５） ．The degranulation ratio of pulmonary vascular mast cells around ５０唱１００ μm in the inter唱
vention group was smaller than the hypoxia group （P＝ ０ ．０００ ３） ．Conclusion 　 NVP唱BEZ２３５ inhibits the aggregation of pulmo唱
nary perivascular mast cells and degranulation ratio of median diameter pulmonary perivascular mast cells in hypobaric hypoxia
rats ．
　 　 ［Key words］ 　 phosphatidylionsitol唱３唱kinases ；mast cell ；hypoxia ；pulmonary vascular

　 　肥大细胞（mast cell ，MC）在多种炎症性疾病
和血管重构中发挥重要作用 ，被认为是肺血管重构

的重要促进者［１］
。 在低氧性肺动脉高压 （hypoxic

pulmonary hypertension ，HPH）的模型研究提示 ，

组织的缺氧和肥大细胞的激活 、组织的破坏和重构

的生长因子等的释放有关［１唱４］
。磷脂酰肌醇唱３唱激酶

（phosphatidylionsitol唱３唱kinases ，PI３K ）／哺乳动物
雷帕霉素蛋白 （mammalian target of rapamycin ，

mTOR）信号通路在肺动脉高压的研究中提示其参
与血管重塑［５］

。 NVP唱BEZ２３５ 是一种较新的双重
PI３K／mTOR抑制剂 ，药学特性较好 ，且给药途径便

捷 ，在体外实验中发现其具有干预炎症反应的作用 。

应用 NVP唱BEZ２３５可能会影响低氧诱导的大鼠肺
血管管周肥大细胞的活性［６ ，７］

。 本研究旨在探究

７０４
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NVP唱BEZ２３５对低压低氧条件下大鼠肺血管管周
肥大细胞聚集及脱颗粒的作用 ，从而为肺血管重塑

的机制阐述及治疗干预提供参考依据 。

1 　材料与方法

1 ．1 　材料与试剂 　研究用 SD雄性大鼠（８周龄）由

北京大学第一医院动物实验中心提供 ；NVP唱
BEZ２３５（美国 Selleckchem 公司） 。 苏木素伊红染

色试剂盒（雷根生物有限公司） 。甲苯胺蓝染色试剂

（宝瑞杰生物有限公司） 。

1 ．2 　动物伦理 　动物伦理研究方案经北京大学第

一医院伦理审查委员会批准（J２０１５３３） ，实验动物的

使用及操作符合国际实验动物伦理准则和动物福

利［８］
。

1 ．3 　实验方法
1 ．3 ．1 　 动物分组 　 １８ 只 SD 雄性大鼠随机分为 ３

组 ：低氧组 、干预组和对照组 ，每组 ６ 只 。低氧组和

干预组置于实验室特制的低压低氧仓内饲养 ，仓内

实验气压等同于 ５ ０００ m 海拔高度气体环境 ，吸入

氧浓度约为 １０％ 。实验开始时 ，干预组即给予 ３５

mg／kg 的 NVP唱BEZ２３５ ［溶剂为 N唱甲基吡咯烷酮
（NMP）／聚乙二醇（PEG３００） ＝ １ ∶ ９ ，V ／V ］隔天灌

胃干预 ，对照组给予生理盐水作为对照 。对照组与

其他两组置于同一饲养间 ［（２５ ± ２） ℃ ；１２ h 照明／

１２ h黑暗循环 ，维持室内湿度为（４０ ± １０）％ ］ 。 ２１ d
实验周期结束后 ，所有动物以 ５％ 戊巴比妥钠腹部

注射麻醉 ，测量相关指标后取材 。右心室肥厚指数

（RVHI）＝ 右心室质量／（左心室质量 ＋ 室间隔质

量） ，右心室收缩压（RVSP）间接反应肺动脉压力 。

1 ．3 ．2 　标本处理 　大鼠左侧肺叶的相似部位取材 ，

迅速用 ４％ 多聚甲醛固定 ，后进行石蜡包埋 。

1 ．3 ．3 　病理染色 　大鼠肺组织石蜡标本切片后进

行苏木素伊红染色（HE 染色）以及甲苯胺蓝染色 。

HE染色中 ，切片常规脱蜡 ，苏木素染色 １０ min ，清
洗后 １％ 盐酸酒精迅速分化返蓝 ，流水及蒸馏水冲

洗 ，行伊红染色 １ min ，冲洗后经二甲苯常规透明后
中性树脂封片固定 。甲苯胺蓝染色特异显示肥大细

胞 ，脱蜡后的切片在 ０ ．５％ 的甲苯胺蓝染液中染色

３０ min后 ，在 ９５％ 的酒精中脱色 ，显微镜下观察至

细胞结构清晰 ，二甲苯透明后中性树脂封片 。显微

镜下观察染色情况并采集图像分析 。

1 ．3 ．4 　病理统计 　 每组大鼠肺病理染色图片随机

统计至少 １５张不同的染色切片 ，计数不同管径的肺

动脉（＜ ５０ μm ，５０ ～ １００ μm ，＞ １００ μm）数量以及其
周围的肥大细胞数量及脱颗粒肥大细胞百分比 。

1 ．4 　统计学方法 　采用 SPSS １８ ．０统计软件进行

数据分析 ，计量资料以均数 ±标准差（珚x ± s）表示 ，两

组间比较用 Student′s t检验 ，取双侧 α＝ ０ ．０５ 为检

测水准 ，以 P＜ ０ ．０５为差异具有统计学意义 。

2 　结果

2 ．1 　 动物模型构建结果 　 右心室肥厚指数

（RVHI）及右心室收缩压（RVSP）反映右心功能及
肺动脉压力情况 ，低氧组大鼠 RVHI及 RVSP均较
对照组大鼠显著增加 ，差异有统计学意义 （ P ＜

０ ．００１） ；而 NVP唱BEZ２３５干预组较低氧组 RVHI和
RVSP指标均有所降低（P＜ ０ ．００１ ，表 １） 。

表 1 　各组大鼠右心功能情况（珚x ± s ，n＝ ６）

组别 RVSP（mmHg） RVHI（％ ）

对照组 ２７ 浇．８５ ± ０ ．４２ ２７ l．２３ ± １ ．２３

低氧组 ４９ 浇．７６ ± １ ．３１ 倡 倡 倡 ４８ l．３１ ± ３ ．１０ 倡 倡 倡

干预组 ３７ 浇．１０ ± ０ ．９８ ＃ ＃ ＃ ３０ l．９１ ± ０ ．０９ ＃ ＃ ＃

　 　 倡 倡 倡 P ＜ ０ ．００１ ，与对照组比较 ；＃ ＃ ＃ P ＜ ０ ．００１ ，与低氧组比较

2 ．2 　 HE 染色结果 　 对照组大鼠 HE 染色见肺泡
壁结构完整 ，肺间质及肺泡腔均少见炎性细胞浸润 ；

低氧组大鼠光镜下 HE 染色见肺泡间隔增宽或破
坏 ，部分肺泡结构改变 ，局部有原位血栓或实变形

成 ，肺泡及肺间质内有较多炎性细胞浸润 ，肺血管管

腔变窄 ，血管管壁增厚 ；而 NVP唱BEZ２３５ 干预组较
低氧组而言 ，血管周围炎症及基质沉积参与的肺血

管重塑程度均有一定缓解（图 １） 。

2 ．3 　甲苯胺蓝染色结果 　甲苯胺蓝染色结果提示 ，

图 1 　各组大鼠肺组织 HE染色结果（HE 染色 ，× ２００）

A ．对照组 ；B ．低氧组 ；C ．干预组

８０４
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对照组大鼠肺血管管周肥大细胞数量较少 ，未见明

显的聚集现象 ，且肥大细胞主要呈未脱颗粒状态 。

低氧组大鼠肺血管周围肥大细胞聚集明显 ，且形态

不一 ，部分呈脱颗粒状态 。 NVP唱BEZ２３５干预组大
鼠肺血管周围可见散在肥大细胞 ，部分呈脱颗粒状

态（图 ２） 。

图 2 　各组大鼠肺组织肥大细胞染色结果（甲苯胺蓝染色 ，× ２００）

A ．对照组 ；B ．低氧组 ；C ．干预组 ；注 ：箭头所指为肥大细胞

2 ．4 　病理统计 　分别对不同管径的肺血管管周肥

大细胞的数量及脱颗粒状态比例进行统计分析 ，结

果详见表 ２ 、表 ３ 。

表 2 　不同直径肺血管管周肥大细胞计数（珚x ± s ，个）

组别
血管直径（ l／μm）

＜ ５０ 潩５０ ～ １００ j＞ １００ 蜒
对照组 ０ Ё．７５ ± ０ ．８６ ３ 7．０８ ± １ ．５６ ５ 悙．４５ ± ２ ．５０ 　

低氧组 ２ Ё．３３ ± １ ．２３ 倡 倡 ５ 7．９２ ± ２ ．４３ 倡 倡 １４ 悙．６７ ± ４ ．６１ 倡 倡 倡

干预组 ０ Ё．８７ ± ０ ．６４ ＃ ＃ ３ 7．５６ ± １ ．８１ ＃ ８ 悙．００ ± ４ ．１２ ＃

　 　 倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ， 倡 倡 倡 P ＜ ０ ．００１ ，与对照组比较 ； ＃ P ＜ ０ ．０５ ，

＃ ＃ P＜ ０ ．０１ ，与低氧组比较

表 3 　不同直径肺血管管周肥大细胞
脱颗粒比例（珚x ± s ，％ ）

组别
血管直径（ l／μm）

＜ ５０ 潩５０ ～ １００ j＞ １００ 蜒
对照组 １２ Ё．５０ ± １１ ．０８ １５ ．００ ± １２ ．６７ 　 ２５ 乔．２９ ± １１ ．６０

低氧组 ３７ Ё．５０ ± ３３ ．６２ ５１ ．５７ ± １１ ．０１ 倡 倡 倡 ４２ 乔．８５ ± １０ ．８２ 倡 倡

干预组 ２７ Ё．７８ ± １１ ．０１ １８ ．５２ ± １２ ．７４ ＃ ＃ ＃ ３１ 乔．７０ ± １１ ．８８

　 　 倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，倡 倡 倡 P ＜ ０ ．００１ ，与对照组比较 ；＃ ＃ ＃ P＜ ０ ．００１ ，

与低氧组比较

2 ．4 ．1 　 管径 ＜ ５０ μm 　 低氧组较对照组肺血管周

围肥大细胞数量增多 ，差异有统计学意义 （ P ＝

０ ．００１ ４） ；NVP唱BEZ２３５ 干预组较低氧组肺血管周
围肥大细胞数量减少 ，差异有统计学意义 （ P ＝

０ ．００６ ６） 。各组肥大细胞脱颗粒比例差异不显著 。

2 ．4 ．2 　管径 ５０ ～ １００ μm 　低氧组较对照组肺血管

周围肥大细胞数量增多 ，差异有统计学意义 （P ＝

０ ．００２ ６） ；NVP唱BEZ２３５ 干预组较低氧组肺血管周
围肥大细胞数量减少 ，差异有统计学意义 （ P ＝

０ ．０２４） 。低氧组较对照组肺血管周围肥大细胞脱颗

粒比例升高 ，差异有统计学意义 （ P ＜ ０ ．０００ １） ；

NVP唱BEZ２３５干预组较低氧组肺血管周围肥大细

胞脱颗粒比例降低 ，差异有统计学意义 （ P ＝

０ ．０００ ３） 。

2 ．4 ．3 　管径 ＞ １００ μm 　低氧组较对照组肺血管周

围肥大细胞数量增多 ，差异有统计学意义 （ P ＝

０ ．０００ １） ；NVP唱BEZ２３５ 干预组较低氧组肺血管周
围肥大细胞数量减少 ，差异有统计学意义 （ P ＝

０ ．０１０ １） 。低氧组较对照组肺血管周围肥大细胞脱

颗粒比例升高 ，差异有统计学意义（P ＝ ０ ．００３ ４） ；

NVP唱BEZ２３５干预组较低氧组肺血管周围肥大细
胞脱颗粒比例无明显统计学差异 。

3 　讨论

　 　低氧可以诱导低氧性肺动脉高压的形成［３］
，且

低氧性肺动脉高压以周围肺血管重塑为特征 。肥大

细胞是一种具有强嗜碱性颗粒的细胞 ，主要分布在

呼吸道 、消化道黏膜和结缔组织中［９］
。它们可以通

过释放组胺 、肝素以及分泌的细胞因子等介质参与

免疫调节 、抗凝 、炎症性疾病以及组织重塑等病理生

理过程［１］
。脱颗粒是肥大细胞的一种功能状态 ，在

炎症 、组织修复等刺激条件下 ，肥大细胞会处于一种

被激活的状态 。肥大细胞在许多炎症性疾病和组织

重构中发挥重要作用 。在原发性和继发性的肺动脉

高压以及慢性低氧环境下的动物模型中 ，都已发现

肺血管周围存在肥大细胞数量增多和分布的改变 。

肥大细胞可以产生多种作用于生长 、蛋白水解以及

促血管生成的调节因子 ，例如肺部肥大细胞暴露在

低氧环境中 ，可以增加糜蛋白酶 、金属蛋白酶和类胰

蛋白酶的分泌 ，这些酶在 HPH 的肺血管重构相关
研究中均有涉及［１ ，４］

，提示肥大细胞在机体暴露于

低氧环境的初期可能起重要作用［１０］
。

　 　 PI３K 信号通路抑制剂的使用可以缓解急性肺
损伤动物模型的促炎因子的释放 ，提示使用 PI３K
信号通路抑制剂对于 HPH炎症细胞的聚集及炎性
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介质的释放可能具有缓解作用［６］
。 而 PI３K 的抑制

剂也成为治疗 HPH 的潜在药物之一 。 NVP唱
BEZ２３５含有 ６唱（３唱喹啉基） ，体内外的活性研究表明

NVP唱BEZ２３５能够同时抑制 mTOR 和 PI３K ，在多

项肿瘤相关的研究中表现出良好的抗增殖活性和治

疗异种移植瘤的活性［１１］
。在治疗急性肺损伤模型

中 ，低剂量使用 NVP唱BEZ２３５也显示出良好的药物
作用 。

　 　在本研究中 ，笔者发现低氧诱导的大鼠肺血管

周围炎症细胞和肥大细胞的数量显著增加 ，且主要

分布在肺间质和血管外膜 ，这与已发表的研究［１２唱１４］

结果相符 。管径 ＞ ５０ μm的肺血管管周的肥大细胞
的脱颗粒比例也较对照组显著升高 ，提示低氧可能

激活并刺激肥大细胞释放炎性介质 ，从而参与肺血

管外膜的变化以及血管重塑 。 HPH 以阻力血管出
现肌化改变为特征 ，而本研究中肥大细胞在 ５０ ～

１００ μm及 １００ μm以上管径的肺血管周围脱颗粒比
例显著上升 ，而管径 ＜ ２００ μm 的血管通常是 HPH
变化最剧烈的结构部分 。使用 NVP唱BEZ２３５ 干预
的大鼠的各组管径肺血管周围的肥大细胞数量与低

氧组比较均有显著下降 ，且 ５０ ～ １００ μm 管径的肺
血管周围的肥大细胞脱颗粒比例与低氧组比较显著

降低 。 NVP唱BEZ２３５ 可以抑制低氧诱导的肺动脉
高压大鼠肺血管管周肥大细胞的聚集及小血管管周

肥大细胞脱颗粒现象 。 以上结果均提示 ，NVP唱
BEZ２３５可能参与 HPH 的炎症机制 ，推测 PI３K／
mTOR信号通路参与 HPH肺血管管周炎症机制的
调控 ，具体机制仍有待进一步的研究探讨 。
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