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摘 要 目的：体外评价尼可地尔对肺动脉平滑肌细胞（PASMCs）增殖、迁移能力和Hippo/YAP信号通路的影响。方法：将人原代

PASMCs分为正常对照组、模型组和尼可地尔低、中、高浓度组（50、100、200 μmol/L），每组设3个复孔。除正常对照组外，其余各

组细胞均接种在凝胶包被的培养板上，模拟肺动脉高压环境，以建立肺动脉硬化（AS）细胞模型；随后，各药物组加入相应药物，正

常对照组和模型组加入同等体积生理盐水，培养48 h。采用CCK-8法检测各组细胞的增殖能力（以光密度计），Transwell方法检测

细胞迁移能力，实时定量聚合酶链式反应技术检测细胞中 YAP 靶基因子[结缔组织生长因子（CTGF）、双向调节蛋白（AREG）]

mRNA的表达水平，Western blotting法检测细胞中CTGF、AREG蛋白的表达水平。结果：与正常对照组比较，模型组细胞的光密

度显著升高，每视野迁移细胞数显著增加，细胞中CTGF、AREG mRNA及蛋白的表达水平均显著增强（P＜0.01）。与模型组比较，

尼可地尔低、中、高浓度组细胞的光密度、每视野迁移细胞数和细胞中CTGF、AREG mRNA及蛋白的表达水平均显著降低，且成

浓度依赖性（P＜0.05或P＜0.01）。结论：尼可地尔可抑制AS模型PASMCs的增殖和迁移，其作用机制可能与抑制Hippo/YAP信

号通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To evaluate the effects of nicorandil on the proliferation，migration ability and Hippo/YAP signaling

pathway of pulmonary artery smooth muscle cells（PASMCs）. METHODS：Human primary PASMCs were divided into normal

control group，model group，nicorandil low，medium and high concentration groups（50，100，200 μmol/L），with 3 holes in each

group. In addition to the normal control group，the rest of the cells were inoculated on the gel coated medium to simulate the

pulmonary hypertension environment，so as to establish AS cell model. Then，each drug group was added with corresponding

drugs，and the normal control group and model group were added with the same volume of normal saline，and cultured for 48 h.

CCK-8 assay and Transwell assay were used for the examination of cell proliferation （by light density） and migration ability，

respectively. mRNA expression of YAP target factors（CTGF and AREG）were examined by qRT-PCR. Western blotting assay was

used to detect the protein expression of CTGF and AREG. RESULTS：Compared with normal control group，light density of cells

was increased significantly in model group；the number of migration cells per field of view increased significantly；mRNA and

protein expression of CTGF and AREG were significantly increased（P＜0.01）. Compared with model group，light density，the

number of migration cells per field of view，mRNA and protein expression of CTGF and AREG in nicorandil low，medium and

high concentration groups were decreased significantly， in concentration-dependent manner （P＜0.05 or P＜0.01）.

CONCLUSIONS：Nicorandil can inhibit the proliferation and

migration of PASMCs in AS model，the mechanism of which

may be associated with the Hippo/YAP signaling pathway.
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肺动脉高压（Pulmonary arterial hypertension，PAH）

是我国临床常见的重大疾病之一，具有较高的致死、致

残率[1-3]。随着人们生活水平的提高，PAH的风险因素也

日益增加[4-6]，给患者家庭和社会带来严重的经济负担。

PAH发病机制复杂，从分子病理学角度看，其是由肺动

脉平滑肌细胞（Pulmonary artery smooth muscle cells，

PASMCs）异常增殖和迁移导致肺动脉重建所引起的，目

前尚未开发针对其分子病理进展的有效药物，可见研究

PAH的疾病分子机制并开发有效的治疗方法是生物医

药领域的重要工作。

肺动脉重建是PAH的重要过程，PASMCs可通过异

常增殖、迁移等方式诱导肺动脉重建，导致肺动脉硬化

（Arterial stiffness，AS）和 PAH，进而使患者产生劳力性

呼吸困难、严重供氧不足等症状，最终可导致其心力衰

竭，甚至死亡[7-9]。可见，阻止肺动脉重建是治疗PAH的

潜在途径，干预 PASMCs异常的增殖、迁移是阻止肺动

脉重建的有效手段。若能成功干预 PASMCs的异常增

殖和迁移，将有可能阻止肺动脉重建和患者劳力性呼吸

困难、严重供氧不足等症状恶化，还有可能达到治疗

PAH的目的。

已有研究证明，Hippo/YAP信号通路在PASMCs中

异常激活，从而增强了细胞的增殖、迁移能力，是肺动脉

重建的主要因素之一。因此，Hippo/YAP信号通路为抑

制肺动脉重建的主要治疗靶点之一[10]。尼可地尔是治

疗PAH的传统用药[11]，但该药是否具有抑制Hippo/YAP

信号通路等分子生物学功效仍少有研究。基于此，笔者

研究了尼可地尔对 PASMCs 增殖、迁移能力和 Hippo/

YAP信号通路中结缔组织生长因子（CTGF）、双向调节

蛋白（AREG）的影响，旨在为阐明药物作用机制以及寻

找PAH新治疗策略提供理论基础。

1 材料

1.1 仪器

BB15型细胞培养箱、Invitrogen E-Gel Imager 型凝

胶成像系统、Multiskan Sky型全波长酶标仪（美国Ther-

mo Fisher Scientific公司）；5702型低速离心机、5425R型

高速离心机（德国Eppendorf公司）；7500 Fast型实时聚

合酶链式反应（PCR）系统（美国ABI公司）；DMil型显微

镜（德国Leica公司）。

1.2 药品与试剂

尼可地尔对照品（美国Sigma公司，批号：N3539，纯

度：≥98％）；磷酸盐缓冲液（PBS，批号：70011069，pH

7.4）、DMEM培养基（批号：12491015）、胎牛血清（FBS，

批号：16000044）、Super Script Ⅱ阴性逆转录酶（批号：

18064002）、荧光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）检测

试剂盒（批号：11781200）、RIPA 裂解液（批号：89901）、

疏水化试剂Surfasil（批号：TS-42800）、Ⅰ型胶原蛋白（批

号：A1048301）、胰蛋白酶/乙二胺四乙酸（EDTA）消化液

（批号：R001100）均购自美国Thermo Fisher Scientific公

司；CCK-8试剂盒（日本 Dojindo 公司，批号：CK04）；

RNeasy Mini Kit（德国 Qiagen 公司，批号：74104）；兔源

CTGF（批号：ab6992）、AREG（批号：ab180722）、β-肌动

蛋白（β-actin，批号：ab8227）多克隆抗体和辣根过氧化物

酶（HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）二抗（批

号：ab7090）、BCA蛋白检测试剂盒（批号：ab102536）以

及 ECL 显色液（批号：ab133406）均购自英国 Abcam 公

司；十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）

相关试剂[生工生物工程（上海）股份有限公司]；细胞培

养板（美国Corning公司）；引物由生工生物工程（上海）

股份公司设计、合成；其余试剂均为分析纯，水为灭菌超

纯水。

1.3 细胞系

人原代 PASMCs 系（编号：ATCC® PCS-100-023TM）

购自美国ATCC公司。

2 方法

2.1 AS细胞模型的建立

2.1.1 凝胶包被培养板的制备 首先将一个 15 mm玻

璃盖玻片硅烷化，再在一个玻璃板上制备疏水面。配制

含 0.075％过硫酸铵、0.015％焦亚硫酸钠、0.15％四甲基

乙二胺的水溶液，并按12 ∶0.24（V/V）与丙烯酰胺-双丙烯

酰胺溶液（7.5 ∶ 0.24，V/V）混合，制备成凝胶。将该凝胶

覆盖于玻璃板的疏水面上，再以盖玻片的烷基化面覆

盖，组合成上、中、下层分别为硅烷化盖玻片、凝胶、疏水

玻璃板的“三明治”结构。待该“三明治”结构凝固后小

心剥离盖玻片和凝胶，弃去玻璃板，将盖玻片和凝胶置

于培养板上，微波灭菌，用 PBS 清洗后，用 0.05 mg/mL

Ⅰ型胶原蛋白覆盖培养板孔底部，室温孵育 20 min，活

化后用PBS清洗即得可接种细胞的凝胶包被培养板。

2.1.2 建模 根据 Dieffenbach P 等[10]于 2017年发表的

文献方法，以“2.1.1”项下所得凝胶包被的培养板为载

体，通过将人原代PASMCs接种于凝胶上，于37 ℃、5％

CO2的培养箱中培养12 h，待细胞贴壁，以此模拟PAH环

境，获得AS细胞模型。

2.2 分组与给药

将人原代PASMCs分为5组，分别为正常对照组、模

型组和尼可地尔低、中、高浓度组，每组设3个复孔。正

常对照组细胞按1×104个/孔接种于24孔培养板上，每孔

含 20％FBS 的 DMEM 培养基 600 μL，待培养 12～24 h

至贴壁后，采用同等体积溶剂（生理盐水）处理。后4组
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细胞按 1×104个/孔接种于按“2.1.1”项下所制备的 24孔

凝胶包被培养板上，每孔含有 20％FBS 的 DMEM 培养

基600 μL，再按“2.1.2”项下方法模拟PAH环境，获得AS

细胞模型；待培养 12～24 h至贴壁后，模型组细胞采用

同等体积溶剂（生理盐水）处理，尼可地尔低、中、高浓度

组细胞分别采用 50、100、200 μmol/L尼可地尔处理（根

据前期预试验结果，选择可抑制PASMCs生长且仍可进

行分子水平研究的尼可地尔浓度，以生理盐水为溶剂）；

所有组别均于37 ℃、5％CO2培养箱中培养48 h。

2.3 细胞增殖能力检测

采用CCK-8法检测。取“2.2”项下分组、处理、继续

培养48 h的细胞，弃去培养基，用PBS清洗后，每孔加入

CCK-8试剂 10 μL，于 37 ℃、5％CO2培养箱中继续孵育

40 min，使用酶标仪检测 450 nm 波长处的光密度（OD

值），OD值与增殖能力成正相关。试验重复3次。

2.4 细胞迁移能力检测

采用Transwell法检测。取“2.2”项下分组、处理、继

续培养48 h的细胞，经消化后，用无血清的DMEM培养

基重悬并稀释成1×105个/mL的细胞悬液。于Transwell

小室上层加入细胞悬液200 μL，下层中加入含20％FBS

的DMEM培养基 500 μL，于 37 ℃、5％CO2的培养箱中

培养 24 h。取出小室，用 PBS洗去培养基，结晶紫染色

10 min，用PBS清洗3次，用棉签将上层接种侧的细胞擦

除干净，于显微镜下随机选取5个视野，进行细胞计数。

试验重复3次。

2.5 细胞中CTGF和AREG mRNA表达的检测

采用 qRT-PCR法检测。取“2.2”项下分组、处理、继

续培养 48 h 的细胞，用 RNeasy Mini Kit 提取细胞总

RNA，采用Super Script Ⅱ阴性逆转录酶合成cDNA。将

cDNA 和 CTGF、AREG 引物与 qRT-PCR 检测试剂盒中

的Master mix混合，应用实时PCR系统进行扩增。反应

体系（共 15 mL）：Master mix（终浓度为 1×）7.5 mL，引

物混合物0.6 mL（终浓度为0.4 mmol/L，上、下游引物比

例为 1 ∶ 1），cDNA 模板 1.5 mL（不超过总体系 10％），

ddH2O 5.4 mL；扩增条件：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性

10 s，55 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 10 s，循环 40 次。以

GAPDH为内参，采用2－ΔΔCt法计算CTGF、AREG mRNA

的表达量，再以模型组为参照，计算各指标表达水平。

试验重复3次。引物序列见表1。

2.6 细胞中CTGF和AREG蛋白表达的检测

采用 Western blotting 法检测。取“2.2”项下分组、

处理、继续培养 48 h 的细胞，用 RIPA 溶液裂解，4 ℃下

14 000 r/min 离心 20 min，提取总蛋白，测定蛋白含量。

总蛋白经沸水煮 5 min变性后通过 SDS-PAGE分离，转

至 PVDF 膜上，以 5％脱脂奶粉室温封闭 1 h，加入 CT-

GF、AREG、β-actin一抗（稀释比例均为1 ∶1 000），在4 ℃

条件下封闭过夜；TBST清洗 10 min×3次，加入二抗（稀

释比例为 1 ∶ 1 000），室温孵育 2 h；TBST清洗 10 min×3

次，ECL 显色后应用凝胶成像系统成像并采用 Image

Lab 5.2.1软件分析。以β-actin作为内参，目标蛋白CT-

GF、AREG与内参条带的灰度值比值作为目标蛋白的表

达水平。试验重复3次。

2.7 统计学方法

采用SPSS 13.0软件对数据进行统计分析。计量资

料均以 x±s 表示，两组间比较采用 Student’s t 检验。

P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 尼可地尔对PASMCs增殖能力的影响

与正常对照组比较，模型组细胞 OD 值显著升高

（P＜0.01），表明 PASMCs 增殖明显，提示 AS 模型细胞

建立成功。与模型组比较，尼可地尔低、中、高浓度组细

胞OD值均显著降低，且尼可地尔中、高浓度组显著低于

低浓度组，高浓度组显著低于中浓度组（P＜0.05或P＜

0.01），提示尼可地尔可抑制PASMCs的增殖，且抑制能

力随浓度的增加而增强。各组细胞OD值的检测结果见

表2。

表2 各组细胞OD值的检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Determination results of OD values of cells in

each group（x±±s，n＝3）

组别
正常对照组
模型组
尼可地尔低浓度组
尼可地尔中浓度组
尼可地尔高浓度组

给药浓度，μmol/L

50

100

200

OD值
1.46±0.05

1.85±0.02＊＊

1.68±0.04##

1.58±0.03##Δ

1.35±0.03##ΔΔ▲▲

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01；与尼

可地尔低浓度组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01；与尼可地尔中浓度组比较，
▲▲P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，
##P＜0.01；vs. nicorandil low concentration group，Δ P＜0.05，Δ Δ P＜

0.01；vs. nicorandil medium concentration group，▲▲P＜0.01

3.2 尼可地尔对PASMCs迁移能力的影响

与正常对照组比较，模型组每视野迁移细胞数显著

表1 引物序列及产物长度

Tab 1 Primer sequence and product length

基因
CTGF

AREG

GAPDH

引物序列
上游：5′-AAAAGTGCATCCGTACTCCCA-3′
下游：5′-CCGTCGGTACATACTCCACAG-3′
上游：5′-GAGCCGACTATGACTACTCAGA-3′
下游：5′-TCACTTTCCGTCTTGTTTTGGG-3′
上游：5′-CTGGGCTACACTGAGCACC-3′
下游：5′-AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG-3′

产物长度，bp

89

100

81
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增加（P＜0.01），表明 PASMCs 迁移增多，提示 AS 模型

细胞建立成功。与模型组比较，尼可地尔低、中、高浓度

组每视野迁移细胞数均显著减少，且尼可地尔中、高浓

度组显著少于低浓度组，高浓度组显著少于中浓度组

（P＜0.01），提示尼可地尔可抑制PASMCs的迁移，且抑

制能力随浓度的增加而增强。各组细胞迁移细胞数的

检测结果见表3。

表3 各组细胞迁移细胞数的检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Determination results of the number of migra-

tion cells in each group（x±±s，n＝3）

组别
正常对照组
模型组
尼可地尔低浓度组
尼可地尔中浓度组
尼可地尔高浓度组

给药浓度，μmol/L

50

100

200

细胞迁移数，个/视野
53.00±3.61

129.67±5.69＊＊

102.00±5.29##

79.00±3.61##ΔΔ

63.00±3.61##ΔΔ▲▲

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01；与尼

可地尔低浓度组比较，ΔΔP＜0.01；与尼可地尔中浓度组比较，▲▲P＜

0.01

Note：vs. normal control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，
##P＜0.01；vs. nicorandil low concentration group，ΔΔP＜0.01；vs. nicor-

andil medium concentration group，▲▲P＜0.01

3.3 尼可地尔对 PASMCs中CTGF、AREG mRNA表

达的影响

与正常对照组比较，模型组细胞中 CTGF、AREG

mRNA的表达水平均显著升高（P＜0.01），表明PASMCs

中CTGF、AREG mRNA表达明显上调，提示AS模型细

胞建立成功。与模型组比较，尼可地尔低、中、高浓度组

细胞中CTGF、AREG mRNA的表达水平均显著降低，且

尼可地尔中、高浓度组显著低于低浓度组，高浓度组显

著低于中浓度组（P＜0.05或P＜0.01），提示尼可地尔可

抑制PASMCs中CTGF、AREG mRNA的表达，且抑制能

力随浓度的增加而增强。各组细胞中 CTGF、AREG

mRNA表达水平的检测结果见表4。

3.4 尼可地尔对PASMCs中CTGF、AREG蛋白表达的

影响

与正常对照组比较，模型组细胞中CTGF、AREG蛋

白的表达水平均显著升高（P＜0.01），表明 PASMCs 中

CTGF、AREG 蛋白表达明显上调，提示 AS 模型细胞建

立成功。与模型组比较，尼可地尔低、中、高浓度组细胞

中CTGF、AREG蛋白的表达水平均显著降低，且尼可地

尔中、高浓度组显著低于低浓度组，高浓度组显著低于

中浓度组（P＜0.01），提示尼可地尔可抑制 PASMCs 中

CTGF、AREG蛋白的表达，且抑制能力随浓度的增加而

增强。各组细胞中CTGF、AREG蛋白表达的电泳图见

图1，检测结果见表5。

表 4 各组细胞中CTGF、AREG mRNA表达水平的检

测结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 Determination results of mRNA expression of

CTGF and AREG in cells of each group（x±±s，

n＝3）

组别
正常对照组
模型组
尼可地尔低浓度组
尼可地尔中浓度组
尼可地尔高浓度组

给药浓度，μmol/L

50

100

200

CTGF mRNA

0.45±0.03

1.00±0.16＊＊

0.62±0.05#

0.44±0.05##Δ

0.21±0.01##ΔΔ▲▲

AREG mRNA

0.38±0.05

1.00±0.12＊＊

0.57±0.04##

0.35±0.04##ΔΔ

0.21±0.02##ΔΔ▲▲

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与尼可地尔低浓度组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01；与尼可地尔中浓

度组比较，▲▲P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. nicorandil low concentration group，ΔP＜0.05，ΔΔP＜

0.01；vs. nicorandil medium concentration group，▲▲P＜0.01

4 讨论

PAH 早期的分子机制是 PASMCs 的异常增殖和迁

移，该异常可导致肺动脉异常重建，从而引发 AS 和

PAH。PAH早期的分子病理现象与肿瘤早期的分子病

理现象非常相似，同为细胞的增殖和迁移能力异常升

图1 各组细胞中CTGF、AREG蛋白表达的电泳图

Fig 1 Electrophoretogram of protein expression of

CTGF and AREG in cells of each group

CTGF

AREG

GAPDH

35 kDa

28 kDa

37 kDa

正常对
照组

模型组 尼可地尔
低浓度组

尼可地尔
中浓度组

尼可地尔
高浓度组

表 5 各组细胞中CTGF、AREG蛋白表达水平的检测

结果（x±±s，n＝3）

Tab 5 Determination results of protein expression of

CTGF and AREG in cells of each group（x±±s，

n＝3）

组别
正常对照组
模型组
尼可地尔低浓度组
尼可地尔中浓度组
尼可地尔高浓度组

给药浓度，μmol/L

50

100

200

CTGF

0.35±0.04

1.00±0.13＊＊

0.56±0.05##

0.32±0.04##ΔΔ

0.18±0.02##ΔΔ▲▲

AREG

0.40±0.02

1.00±0.10＊＊

0.59±0.05##

0.38±0.05##ΔΔ

0.24±0.01##ΔΔ▲▲

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01；与尼

可地尔低浓度组比较，ΔΔP＜0.01；与尼可地尔中浓度组比较，▲▲P＜

0.01

Note：vs. normal control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，
##P＜0.01；vs. nicorandil low concentration group，Δ Δ P＜0.01；vs. ni-

corandil medium concentration group，▲▲P＜0.01
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高，可见PAH可能与肿瘤拥有相同的治疗靶点。

Hippo/YAP信号通路在哺乳动物中具有高度保守的

特性，且主要负责调控器官大小、发育和干细胞增殖。

Hippo 信号通路由 MST1/2（Mammalian sterile20-like ki-

nase1 and 2）和 LATS1/2（Largetumorsuppressor 1 and 2）

两个激酶组成，MST1/2磷酸化LATS1/2并激活LATS1/

2，激活后的LATS1/2磷酸化YAP并促进YAP降解，从而

抑制YAP的转录活性；YAP的主要功能是作为共转录因

子在细胞核中激活促进细胞增殖、迁移等功能的细胞生

长正向调控基因。Hippo通路是肿瘤抑制通路，而YAP

是癌基因，YAP的活性在多种肿瘤细胞中被激活，是肿

瘤治疗的重要靶点[12-14]。已有研究表明，在肿瘤发生和

进展过程中，Hippo/YAP信号通路异常激活可增强肿瘤

细胞的增殖、迁移能力以及细胞的干性[15-16]。肺动脉重

建和肿瘤发生进展的过程非常相似，均由细胞增殖和迁

移能力异常升高引起，且肺动脉重建过程与器官大小的

再调控非常类似，因此Hippo/YAP信号通路可能与PAH

病理过程中 PASMCs增殖和迁移能力的异常升高密切

相关。CTGF 和 AREG 是 YAP 的主要下游靶因子，CT-

GF和AREG的表达与Hippo/YAP通路的活性成正比，在

肿瘤组织中，检测CTGF和AREG可衡量Hippo/YAP通

路的激活程度，从而反映肿瘤的恶性程度；同理，可预期

CTGF和AREG的检测可预测肺动脉重建的程度并衡量

肺动脉硬化和肺动脉高压的程度。基于此，本研究通过

检测 CTGF 和 AREG 的 mRNA 水平和蛋白水平尝试鉴

定Hippo/YAP通路的活性，结果显示，尼可地尔可显著

抑制 PASMCs 的增殖和迁移，下调细胞中 CTGF 和

AREG蛋白及mRNA的表达，且成浓度依赖性，表明尼

可地尔具有抑制AS模型PASMCs细胞Hippo/YAP通路

的活性。

综上所述，尼可地尔可抑制PASMCs的增殖、迁移，

其作用可能与抑制 Hippo/YAP 通路有关。本研究为建

立PAH的新治疗策略提供了理论基础。
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