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摘要:为探讨内源性二氧化硫(SO
2
)对动脉血压的影响及其信号转导通路 , 采用大鼠颈动 、静脉插管技术研究 SO

2
对动脉压调

节作用 ,通过离体血管环灌流试验观察 SO2对 NE引起的主动脉血管环收缩作用的影响 , 用生物化学方法与实时定量 RT-

PCR技术研究 SO2对离体血管一氧化氮(NO)生成 、一氧化氮合酶(NOS)活性和基因表达的调节作用。结果表明:(1)静脉注

入 SO2(20和 60μmol·kg-1体重)可立即引起大鼠动脉血压剂量依赖性显著下降 ,而相同剂量的亚硫酸钠和亚硫酸氢钠混合

液(摩尔比为 3:1)未见影响;(2)SO
2
对 NE的缩血管功能有显著抑制作用 , 使 NE的量效曲线右移;(3)SO

2
能迅速促进内皮

NOS(eNOS)的基因表达 ,增强 eNOS的活性 ,但对诱导型 NOS(iNOS)的活性未见影响;(4)SO2可迅速且显著增加主动脉组织

的 NO产量。此外 , 我们以前的研究也指出 ,低浓度 SO2可引起内皮细胞膜 BKCa离子通道开放。由此结论:内源性 SO2是一种

血管活性因子 ,对整体血压和血管张力具有调节作用;SO2对血管 BKCa※eNOS※NO※cGMP信号通路的上调可能是其主要的

作用机制。
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Abstract:Toexploreeffectsofendogenoussulfurdioxide(SO2)onarterialbloodpressureofratanditssignaltrans-

ductionmechanisms, ratarterialbloodpressureandheartrateweremeasuredwiththecarotidandjugularcatheteriza-

tionviaMedLabbio-signalcollectionsystem.EffectsofSO2onvasoconstrictioninducedbyNE(Noradrenaline)were

investigatedusingratthoracicaorticringperfusiontechnique.EffectsofSO2 onnitricoxidesynthase(NOS)activity,

endothelialNOS(eNOS)geneexpression, nitricoxide(NO)biosynthesisinratvasculartissueswerestudiedwith

biochemicalmethodsandreal-timeRT-PCRtechnique.Resultsareasfollows:(1)ThevenoustransfusionofSO2

(20, 60μmol·kg
-1
w.t.)loweredimmediatelybloodpressureinadose-dependentmannerinrats.However, atsame

dosagessolutionofsodiumsulfiteandsodiumbisulfitemixture(3∶1, molarratio), itcouldnotcauseanychange;
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(2)ThevasoconstrictioninducedbyNEwassignificantlydepressedbySO2andtheconcentration-effectcurvewas

shiftedtotheright;(3)SO2 couldimmediatelypotentiateexpressionofeNOSgeneandincreaseactivityofeNOS,

butdidnotinducedNOS(iNOS);(4)SO2enhancedimmediatelyNOformationinaortictissue.Furthermore, our

previousfindingsindicatedthatSO2atlowconcentrationscouldcauseopeningofBKCaonvascularendotheliumcell

membrane.ItwasconcludedthatSO2wasavasoactivefactor, itmightregulatevasculartoneandbloodpressureinvi-

vobythemechanismswhichSO2upregulatedBKCa※eNOS※NO※cGMPsignalpathway.

Keywords:sulfurdioxide;gastransmitter;vasculartone;signalpathway;nitricoxidesynthase

1　引言(Introduction)

　　近年来 ,我们的研究发现吸入二氧化硫(SO2)

或腹腔注入其衍生物亚硫酸钠和亚硫酸氢钠中性混

合液(摩尔比为 3:1)可剂量依赖性地引起大鼠血压

下降
[ 1]

, SO2在生理浓度范围内就可显著引起血管

环舒张 ,且远大于它的衍生物 ,这表明 SO2是一种新

型气体信号分子而其衍生物是其代谢失活产

物
[ 2-3]

;同时也发现 , SO2和一氧化氮(NO)对血管的

舒张调节有协同作用 ,因此设想 SO2和 NO之间存

在某种形式的 “交叉对话”(cross-talks)
[ 4]

。然而 ,

气态 SO2直接作用于整体动物的血管组织所引起的

血压变化尚未见报道。本研究采用大鼠颈静脉插管

注入 SO2的方法研究其对大鼠血压的作用 ,利用生

物化学和分子生物学技术探讨 SO2对血管 eNOS-

NO-cGMP信号通路的影响 ,以揭示内源性 SO2信号

分子作用的本质。

2　材料与方法(Materialsandmethods)

2.1　主要试剂与仪器

　　主要试剂有 Brizol试剂购自杭州博日公司 ,禽

白血病病毒(AMV)反转录(AMV-RTase)试剂盒购

自 TOYOBO(东洋纺)生物公司;热启动 Taq酶 、所

用引物及探针均购自上海水源生物有限公司 。其他

试剂或溶剂均为分析纯。主要仪器为 U3010紫外

可见分光光度计(HITACHI);荧光实时定量 PCR仪

(Rotor-Gene3000, Sydney, Australia)。

2.2　主要溶液与实验动物

　　SO2生理盐水溶液的制备:按照本室建立的方

法制备
[ 4]

。

　　KRB(pH7.2)缓冲液组成(mmol·L
-1
):NaCl

118, KCl4.7 , CaCl2 2.0, MgSO4 1.2, KH2PO4 1.2,

NaHCO3 25, 和 D-葡萄糖 10。

　　实验动物:健康雄性 Wistar大鼠 ,清洁级 ,购自

河北省实验动物中心 (石家庄市),体重 220 -250

g。大鼠购入后在清洁级动物饲养室内适应性喂养

1周 ,自由进食和饮水 ,饲养温度为 18 -22 ℃,湿度

为 50%-60%。本研究所有实验均按照有关实验

动物保护方面的规定进行。

2.3　大鼠血压和心率的测定

　　大鼠被 2%戊巴比妥钠腹腔注射(50 mg·kg
-1
)

麻醉后 ,剪开颈部皮肤肌肉 ,游离出两侧血管 ,把充

满肝素生理盐水的聚乙烯细导管插入左侧颈动脉 ,

通过 YP200型压力换能器与 MedLab-U/4C501H生

物信号记录分析系统连接 ,测定平均动脉压(MBP)

和心率(HR)。用另一只充满肝素生理盐水的聚乙

烯导管插入右侧颈静脉以备给药。待血压稳定 30

min后 ,记录正常值 ,静脉给予 SO2生理盐水溶液或

其它药物 ,记录血压和心率 。给药后间隔 10 min,待

血压恢复后 ,再重复给药。

2.4　大鼠离体血管环张力实验

　　大鼠胸主动脉血管环的制备及血管环张力的检

测采用本室建立的方法
[ 3]

。在内皮完整的主动脉

环孵育液中分别加入 SO2生理盐水溶液使 SO2终浓

度为 300和 1 500 μmol·L
-1
并预孵育 10 min后 ,累

加 NE浓度依次至 10
-9
、 10

-8
、 10

-7
和 10

-6
mol·

L
-1
,对照组则加入相同体积生理盐水并孵育血管环

相同时间。以对照组收缩率为 100%,计算血管环

的收缩百分率 ,作 NE浓度-血管收缩曲线 ,以研究

SO2对 NE收缩血管的影响 。

2.5　大鼠主动脉片的孵育与 NO、NOS测定

　　大鼠主动脉片的孵育与染毒:本实验主要操作

如下 ,用戊巴比妥钠 (30 mg·kg
-1
)麻醉大鼠后 ,开

胸并迅速取出全长主动脉 ,小心去除外膜组织 ,将主

动脉纵向平均分成两部分(分别作为对照组和 SO2

孵育组);再制成 2 mm宽的薄片 ,置于含 1 mLKRB

的 24孔板中 ,以 95% O2 -5% CO2持续饱和 , 37 ℃

恒温振荡孵育。实验组加入不同浓度的 SO2生理盐

水 ,对照组加入同体积生理盐水 。孵育结束时 ,立即

收集组织和孵育液 ,置于 -80℃保存 ,用于分析测定

NO产量和 NOS活性。

　　主动脉 NO和 NOS测定:血管组织 、孵育液的



第 2期 李君灵等:内源性气态 SO2对大鼠血管的舒张作用及其机制 IV:SO2对血压的调节与信号通路 197　　

NO含量和 NOS活性分别采用一氧化氮(NO)试剂

盒和一氧化氮合酶(NOS)试剂盒(南京建成生物工

程研究所)测定 ,实验步骤严格按操作说明书操作 。

2.6　eNOS基因表达的分析

　　大鼠主动脉环的孵育与染毒:随机将 12只雄性

大鼠等分为对照组和 SO2组 ,其全长主动脉的分离

和孵育方法基本同上 ,所不同的是在本实验中把主

动脉制备成长约 2 mm宽的血管环而不是血管片。

孵育结束时 ,立即将血管组织置于液氮内保存 ,用于

mRNA的提取和分析。

　　实时定量 RT-PCR:总 RNA的提取采用 Brizol

提取 ,最后溶于二乙基焦磷酸胺 (DEPC)水中 。以

OD260和 OD280值计算 RNA的浓度及纯度 , 1.0%

琼脂糖凝胶电泳分析 RNA的完整性 。 cDNA的合

成以 oligodT为引物 ,采用 AMV-RTase催化合成

cDNA第一链 ,产物存于 -80℃冰箱备用。 TaqMan

PCR所用引物和探针序列见表 1。反应体积为 20

μL,其中含 1 μLcDNA, 2 μLPCRbuffer, 0.2 mmol·

L
-1

dNTPs, 3.5 mmol·L
-1

MgCl2 ,上下游引物各 0.5

μmol·L
-1
,探针 0.2 μmol·L

-1
,及 1UTaqDNA聚合

酶。采用 Rotor-Gene3000荧光实时定量 PCR仪扩

增测量循环条件 ,反应条件为:95°C预变性 3 min

后 , 94 °C30 s, 55 °C30 s, 72 °C30 s,均扩增 40个

循环周期 。探针标记为荧光基团(FAM)和淬灭基

团(TAMRA),在 72°C延伸步骤中采集荧光信号。

用已知浓度的基因组 DNA进行梯度稀释 ,制作 PCR

扩增标准曲线 。采用 Rotor-Gene3000 6.0软件定量

分析实验结果 ,所有实验重复 3次 ,取其平均值 ,结

果以目的基因 eNOS与 GAPDH基因表达的比值来

表示 。eNOS和 GAPDHPCR扩增产物大小分别为
表 1　荧光定量 PCR所用引物和探针序列

Table1　Primerandprobesequencesused

inreal-timeRT-PCR

基因 基因编号 序列

GAPDH NM 017008

Forwardprimer 5'-ATGTATCCGTTGTGGATCTGAC-3'

Reverseprimer 5'-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3'

TaqManprobe
5'-FAM-TGCCGCCTGGAGAAACCTGCCA-

TAMRA-3'

eNOS NM 021838

Forwardprimer 5'-GATCCTGGCAGCCCTAAGAC-3'

Reverseprimer 5'-TGTCCTCGTGGTAGCGTTG-3'

TaqManprobe
5'-FAM-CCGCAGCACGCCGATGACG-T

AMRA-3'

238 bp和 85 bp,均经溴化乙啶染色的琼脂糖胶显影

所证实 。

2.7　蛋白浓度测定

　　蛋白浓度测定采用考马斯亮蓝法 ,用 BSA做标

准曲线 。

2.8　统计学处理

　　实验结果以  X±SD表示 ,采用 SPSS10.0统计

软件包进行单因素方差分析(ANOVA)。成对实验

结果的比较则采用成对 t-test方法检验差异的显

著性。

3　结果与分析(Resultsandanalysis)

3.1　SO2对大鼠血压和心率的影响

　　静脉注射 SO2生理盐水溶液使 SO2达到 20和

60 μmol·kg
-1
剂量后 ,大鼠平均动脉血压(MBP)很

快下降 ,在 30 s内降至最低 ,即分别从(115±6)mm

Hg降至(105 ±4)mmHg(n=3, p<0.01)和从

(109±7)mmHg降至(83 ±5)mmHg(n=3, p

<0.01), 给药后 5 -10 min血压恢复正常 (图

1A)。在此期间心率(HR)改变无统计学意义(326

±23, p>0.05)。而静脉注射同样浓度的亚硫酸钠

和亚硫酸氢钠混合液(摩尔比为 3:1)未引起血压和

心率改变 ,静脉注射同样体积的生理盐水也未引起

血压和心率改变(数据未显示)。

3.2　SO2对 NE收缩血管的抑制作用

　　从图 1B可知 ,以 300和 1 500 μmol·L
-1

SO2预

处理 10 min均对 NE收缩血管的功能有显著抑制作

用 ,使 NE引起的血管收缩曲线呈剂量依赖性右移。

3.3　SO2对大鼠主动脉组织 NO含量的影响

　　图 2C和图 2D表明 , SO2处理血管组织 10 min

可引起血管组织和孵育液中 NO含量显著增加 ,但

300 μmol·L
-1

SO2组比 1 500 μmol·L
-1

SO2组的增

加更大 。

3.4　SO2对大鼠主动脉 NOS活性的影响

　　图 2A指出 , SO2(300 μmol·L
-1
)孵育 10 min,

血管总 NOS(tNOS)活性和 eNOS的活性显著增高 ,

而 iNOS的活性无显著变化 。

3.5　SO2对大鼠主动脉 eNOSmRNA表达的影响

　　不同浓度的 SO2(300和 1 500 μmol·L
-1
)分别孵

育 10 min后 ,大鼠血管组织中 eNOSmRNA(238 bp)

表达升高 ,分别为对照组的 1.29倍和 1.31倍(图

2B)。
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图 1　SO2对大鼠血压及血管张力的影响

A:静脉注射 SO2对大鼠动脉血压(BP)的影响;B:SO2对 NE引起血管环收缩的抑制作用。与对照组比:＊p<0.05, n=6

Fig.1　EffectsofSO2 onbloodpressureandvasculartensilityinrats

图 2　SO
2
对大鼠血管组织细胞 NO/NOS信号通路的上调作用

A.SO2对 NOS活性的影响;B.SO2对 eNOSmRNA表达的影响;

C.SO
2
对血管组织 NO含量的影响;D.SO

2
对孵育液 NO含量的影响。与对照组比:＊p<0.05, ＊＊p<0.01.n=6

Fig.2　UpregulatingeffectsofSO2 ontheNO/NOSsignalpathwayinratvascularcells

4　讨论(Discussion)

　　在上世纪 80年代发现 ,常见气体污染物 NO可

以由血管内皮细胞内的 L-精氨酸经 NOS催化合成 ,

NO可弥散到邻近的平滑肌细胞 ,激活鸟苷酸环化

酶(AC),使细胞内 cGMP增加 , 从而导致细胞内

Ca
2 +
浓度下降 ,引起血管舒张 ,动脉血压降低。研究

发现 ,大气常见气体污染物 SO2也是血管内皮细胞

可以产生的内源性气体分子
[ 2]

。本室前期研究发

现 , SO2可使血管舒张 ,且低浓度 SO2引起的舒张作

用是内皮依赖性的 ,与 BKCA钙通道和 NO/cGMP信

号途径等机制有关 ,而高浓度 SO2的舒张血管的作

用是非内皮依赖性的 ,其作用机制与 KATP和 L型钙

离子通道等有关。 SO2是一种新型气体信号分子 ,
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而其衍生物亚硫酸盐和亚硫酸氢盐中性混合物只是

其失活产物 , 后者的作用不能等同于 SO2的作

用;
[ 2, 4-5]
同时也发现 ,在血管舒张作用中 SO2和 NO

有显著的协同作用
[ 4]

。

　　为了进一步证明 SO2对心血管功能调节的信号

分子作用 ,本文研究了 SO2与其衍生物对血压调节

的差异及 SO2对血管组织 NOS基因表达和 NO生物

合成的作用 。结果发现 ,静脉注射低浓度 SO2(20

μmol·kg
-1
)就可立即引起大鼠血压显著下降 ,而静

脉注射亚硫酸钠和亚硫酸氢钠混合液 (摩尔比为

3:1, 60 μmol·kg
-1
)未见引起任何改变。结果也发

现 ,低浓度 SO2对 NE收缩血管的功能有显著抑制作

用 ,而亚硫酸钠和亚硫酸氢钠混合液只有在高浓度

下才产生抑制作用。这些结果进一步证明 ,内源性

SO2是能够对心血管功能起调节作用的新型信号分

子 ,而其衍生物只是其代谢失活产物。

　　文献报道 , eNOS是血管内皮细胞 NO生物合成

的主要限速酶 。本研究结果指出 , SO2能显著提高

eNOS的活性 ,而对 iNOS的活性没有显著影响;SO2

能显著促进 NO的产生 ,使 NO在血液和血管组织

中的水平显著增加 。这些结果为生理相关或低浓度

SO2引起的血管舒张作用部分地被 eNOS-NO-cGMP

信号通路所介导的观点提供了直接证明
[ 4]

。

　　本实验结果也表明 , SO2对 eNOS的基因表达有

显著刺激效应 ,因而 SO2不仅可以提高 eNOS的活

性 ,而且可以提高 eNOS的数量 , 从而为 SO2上调

eNOS-NO-cGMP信号通路的生物学本质提供了直接

证据 。

　　研究表明 ,二氧化硫易溶于水 ,更易溶于有机溶

剂 ,因此 SO2生物合成后既可通过水相系统在细胞

间扩散 ,又可像 NO那样通过脂相系统在细胞之间

扩散 ,从而发挥其信号分子的作用
[ 6]

。我们的研究

也发现 ,低浓度 SO2可引起内皮细胞膜 BKCa离子通

道开放
[ 5]

,从而导致细胞外液 Ca
2+
进入内皮细胞

内 ,激活 eNOS,增加 NO的产量 ,故其信号途径与作

用可归纳为:SO2(内皮产生)※BKCa※eNOS※NO※

cGMP※舒张血管和降低血压。此外 , SO2也可能通

过直接或间接作用使 eNOS基因表达上调 ,导致

eNOS的活性增强 、酶数量增多 ,从而使血管组织中

的 NO在短时间和较长时间内均处于提高水平
[ 7]

。

　　本室研究指出 ,高浓度 SO2对主动脉组织具有

更强的舒张作用 ,是 SO2直接作用于血管平滑肌 L

型钙通道和 KATP通道而引起血管舒张 ,其受血管内

皮的影响很小
[ 5]

。另外 ,高浓度 SO2对 eNOS活性

的调节作用反而比低浓度 SO2要弱 ,这可能是由于

高浓度 SO2对血管已呈现有毒性作用之故 。
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