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摘要

目的：了解先天性心脏病相关性肺动脉高压（CHD-PAH）患者肺组织是否有芳香烃受体（AHR）表达，同时探讨

AHR 表达量与肺血管重构是否相关。

方法：入选超声心动图和右心导管检查确诊的预行外科修补术的 CHD-PAH 患者 32 例。术中行肺组织活检。采

用组织免疫荧光检测肺组织标本 AHR 表达情况，运用图像分析软件计算肺小血管的管壁面积 / 管总面积（WA/TA）和

管壁厚 / 管外径（WD/TD）2 个相对比值，采用实时荧光定量多聚酶链反应（Real-Time PCR）方法检测 AHR mRNA、

缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α）mRNA、芳香烃受体核转位蛋白（ARNT）mRNA 和血管内皮生长因子（VEGF）mRNA

表达情况。此外，术前采集患者外周血，采用酶联免疫吸附法（ELISA） 测定血清 AHR 浓度。

结果：32 例患者肺组织中均有 AHR 表达。且肺组织 AHR mRNA 表达量与平均肺动脉压（mPAP）（r=0.809，

P<0.001）、肺小血管 WA/TA（r=0.723，P<0.001）和 WD/TD（r=0.746，P<0.001）、HIF-1αmRNA 表达量（r=0.889，

P<0.001）、ARNT mRNA 表达量（r=0.738，P<0.001）、VEGF mRNA 表达量（r=0.822，P<0.001）呈正相关。肺组织

VEGF mRNA 表达量与 mPAP（r=0.739，P<0.001）、WD/TD （r=0.702，P<0.001）和 WA/TA （r=0.657，P<0.001）呈正相关。

血清 AHR 浓度与 mPAP（r=0.754，P<0.001）、WD/TD（r=0.754，P<0.001）和 WA/TA （r=0.739，P<0.001）呈正相关。

结论：AHR 可能参与 CHD-PAH 患者的肺血管重构。
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临床研究

Abstract
Objective: To study if there is an aryl-hydrocarbon receptor (AHR) expression in patients of pulmonary arterial 

hypertension associated with congenital heart disease (CHD-PAH) and to explore if the amount of AHR expression related to 
pulmonary vascular remodeling.

Methods:A total of 32 CHD-PAH patients diagnosed by echocardiography and right heart catheterization for surgical 
repair were enrolled, and the lung tissue biopsy was performed during the operation. The pulmonaryAHR was detected by 
immunofluorescence assay, the ratios of vessel wall area/total area (WA/TA) and vessel wall thickness/vessel external diameter 
(WD/TD) of small pulmonary arteries were calculated with the imaging software, the mRNA expression of AHR, hypoxia-
inducible factor-1α (HIF-1α), aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) and vascular endothelial growth factor 
(VEGF) were examined by RT-PCR. In addition, blood level of AHR was measured by ELISA.

Results:  There was AHR expression in pulmonary tissue in all 32 patients. And AHR mRNA expressions were positively 
related to mPAP (r=0.809, P<0.001), WA/TA (r=0.723, P<0.001), WD/TD (r=0.746, P<0.001); and positively related to mRNA 
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expressions of HIF-1α (r=0.889, P<0.001), ARNT (r=0.738, P<0.001), VEGF (r=0.822, P<0.001). Pulmonary tissue 
VEGF mRNA expressions were positively related to mPAP (r=0.739, P<0.001), WD/TD (r=0.702, P<0.001) and 
WA/TA (r=0.657, P<0.001). Blood levels of AHR were positively related to mPAP (r=0.754, P<0.001), WD/TD (r=0.754, 
P<0.001) and WA/TA (r=0.739, P<0.001).

Conclusion: AHR might be involved in pulmonary vascular remodeling in CHD-PAHpatients.
Key words Pulmonary arterial hypertension associated with congenital heart disease; Aryl-hydrocarbon receptor 

                              � (Chinese Circulation Journal, 2015,30:971.)

先天性心脏病相关性肺动脉高压（CHD-PAH）

是国内肺动脉高压的主要类型 [1]。肺动脉高压是这

类患者主要死亡原因。最开始，肺动脉压力的升高

是由于左向右分流，使肺血流量增加。但是随着肺

血流量增加，血管收缩、内膜增生、原位血栓、细

胞凋亡受阻、血管重构、炎症反应接踵而来。最终

导致不可逆肺动脉压力升高，右心室后负荷增加，

右心室重构，右心衰竭 [2]。到目前为止，肺血管的

重构的机制仍然不清楚。因此研究肺血管重构的机

制，从而为治疗肺动脉高压寻找新的靶点，显得尤

为重要。芳香烃受体（AHR）是一种配体激活转录因

子，由 805 个氨基酸组成。AHR 属于碱性螺旋 - 环 -

螺旋超家族中的一个亚家族：PAS 家族。外界环境中，

有两大类化合物可激活 AHR 信号：卤代芳烃 [ 如 2， 

3， 7， 8- 四氯化二苯并二噁英（TCDD） ] 和多环芳烃

（如苯并 a 芘 ）。在细胞质中，未与配体结合的 AHR

与两个分子量 90 kD 的热休克蛋白、一个 X 相关蛋

白、一个 p23 分子伴侣蛋白形成化合物。当 AHR 与

外源配体结合后，AHR 转位到细胞核，与上述伴侣

分子脱离，并与芳香烃受体核转位蛋白形成二聚体，

与外源性化合物反应元件结合，引起一系列靶基因

的表达，包括Ⅰ相和Ⅱ相代谢酶，如细胞色素 P450

家族（CYP1A1、CYP1B1 和 CYP1A2），使机体对外

来毒物的氧化代谢作用增强，对外来毒物起到调节

作用。随着生物的进化，AHR 对外界坏境的调节作

用也用来调节重要的生理过程 [3]。最近 10 年，越来

越多的证据显示 AHR 在血管疾病的发病过程中起重

要作用。AHR 基因敲除的小鼠可出现心室肥厚和高

血压等现象 [4-6]，TCDD 诱导胚胎血管重构 [7， 8]，另外

我们实验室最新研究发现 AHR 与冠心病发生风险密

切相关 [9]。因此，我们推论在 CHD-PAH 患者肺组织

中 AHR 有异常表达，且可能参与肺血管重构。

1  资料与方法 

入选 2012-03 至 2013-01 我院及高州市人民医

院经超声心动图及右心导管诊断的预行外科修补术的

CHD-PAH 患者 32 例，男性 13 例，女性 19 例，年龄

19~63 岁。其中动脉导管未闭患者 8 例，房间隔缺损

患者 14 例，室间隔缺损患者 10 例，双向分流 4 例，

左向右分流 28 例。术前采集外周血，术中行肺组织

活检。所有患者均签署知情同意书。超声心动图评价

先天性心脏病的解剖畸形，心内分流情况。

右心导管检查：患者平卧，局部麻醉。术者

穿刺股静脉，送入 6~8 F 导管，经股静脉，下腔静

脉，进入右心房，右心室，肺动脉。分别测定相应

部位的压力和血氧饱和度。根据患者年龄、性别和

体表面积估算患者氧耗量。另抽取股动脉血测定体

动脉血氧饱和度。如果患者体动脉饱和度 >95% 时，

肺静脉血饱和度以 100% 计算；如果体动脉血饱和

度 <95% 时，肺静脉血饱和度以 95% 为准。最后用

FICK 法计算出体循环血流量、肺循环血流量、肺循

环血流量与体循环血流量比值（QP/QS 值 ）、肺血管

阻力。

肺组织活检取材：原则上取右肺中叶组织，取

材时避开肺纤维化和肺不张的区域，肺舌叶不取。

取材大小约 2.5 cm×1.5 cm×1.5 cm，深入肺内 1 cm

以上。取下的肺组织分为两份：一份保存于液氮中：

立即置入 2 ml 冻存管，做好标记，存放于液氮罐内。

另一份 4% 中性甲醛固定，石蜡包埋。

肺组织 AHR 免疫荧光检查：蜡切片厚度 4 μm，

用防脱片剂处理过的载玻片捞片，置烤箱 58~60℃，

2~3 h；将吹烤充分的切片迅速置入二甲苯中，浸泡

15 min；取出，置入第二缸二甲苯中，浸泡 15 min。

从 二 甲 苯 中 取 出 切 片 置 入 无 水 乙 醇 中， 浸 泡 15 

min；取出，置入第二缸无水乙醇中，浸泡 15 min；

再依次置入 90％、80％、70％酒精中梯度水化，各

浸泡 10~15 min；用蒸馏水润洗切片表面的酒精 2~3

次，尽量不残留酒精；将切片置入柠檬酸盐缓冲液

（北京中衫金桥生物技术有限公司 ）中进行抗原修

复，于沸水中温浴 10 min，停火 5 min 后取出自然

冷却；用磷酸盐缓冲液（北京中衫金桥生物技术有限

公司 ） 浸泡组织 3 次，每次 5 min；将切片从玻片架
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上取出，用手甩去玻片上的磷酸盐缓冲液，并用吸

水纸吸取组织外围的缓冲液，将切片置于湿盒上，

滴加封闭用正常山羊血清工作液（中衫金桥，北京 ），

室温孵育 20 min；用手甩去玻片上的磷酸盐缓冲液，

并用吸水纸吸取组织外围的缓冲液；每组织滴加兔

抗人 AHR 多克隆抗体（博奥森，北京。稀释比例为 1：

50）50~60 μl，4℃冰箱孵育 18 h；从冰箱中取出湿

盒复温 30 min；用磷酸盐缓冲液浸泡组织 3 次，每

次 5 min；将切片置于湿盒上，每组织滴加异硫氰

酸荧光素（FITC）偶联的猴抗兔 IgG 抗体（武汉三鹰

公司，武汉 ）50~60  μl，避光室温孵育 20 min。将

切片从玻片架上取出，用手甩去玻片上的 PBS 缓

冲液，并用吸水纸吸取组织外围的缓冲液，将切

片置于湿盒上，滴加 4'，6- 二脒基 -2- 苯基吲哚

（DAPI）溶液（浓度为 10 μg/ml）染细胞核（Sigma 公

司，美国 ），避光室温孵育 10 min；将切片置于玻

片架上，用磷酸盐缓冲液浸泡组织 3 次，每次 5 

min；抗荧光淬灭封片液（上海碧云天生物技术有限

公司 ）进行封片，封片后避光保存 [10]；荧光共聚焦

显微镜（莱卡，德国 ）下观察并拍照，其中 FITC 最

大激发光波长为 490 nm，最大发射光波长为 525 

nm，荧光激发下呈现黄绿色荧光。DAPI 的激发光

波长为 358 nm ，发射光波长为 461 nm，荧光激发

下呈现蓝色荧光。

肺小血管管壁厚度及面积的测量：每例患者的

肺组织切片随机选直径为 50~100 μm，断面较圆整

的肺小动脉 3 个，并拍照，采用 Image J 图像分析系

统计算管壁面积 / 管总面积（WA/TA）及管壁厚 / 管

外径（WD/TD）的相对比值。每位患者 3 个肺小血管

WA/TA 、WD/TD 的平均值为该患者 WA/TA 、WD/

TD 值。其中 WD/TD=（管外径 - 管内径 ）/ 管外径。

实时荧光定量多聚酶链反应（Real-Time PCR）

检查：引物系列均由 Invitrogen 公司合成，引物系列

见表 1。使用 trizol（Invitrogen，美国 ）提取肺组织

RNA，takara 逆转录酶（Takara，大连 ）进行 RNA 逆

转录，SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒（Takara，

大连 ）进行逆转录多聚酶链反应（RT-PCR），RT-

PCR 仪为 LightCycler® 480 System Real Time PCR 仪。

实验结果用 2 － ΔΔCt 相对定量方法进行数据分析：

ΔCt（对照组 ）=Ct（对照组目标基因 ）-Ct（对照

组内参 ）；ΔCt（实验组 ）=Ct（实验组目标基因 ）-Ct

（实验组内参基因 ）；ΔΔCt=ΔCt（实验组 ）- ΔCt（对

照组 ）。以 Folds =2 － ΔΔCt 表示实验组与对照组目的

基因表达的倍比关系 [11]。重复 3 次实验，计算平均值。

血清 AHR ELISA 检测：采集患者静脉血进行

ELISA 检测。室温血液自然凝固 10~20 min，离心

20 min 左右（相对离心力为 1000×g）。仔细收集上

清 [12]。其余标准曲线绘制、加样、加酶、显色等步

骤详见 AHR 酶联免疫分析试剂盒（R&D 公司，美国 ） 

操作说明书。

统计学方法：使用 GraphPad Prism 5 软件包完成数

据处理。计量资料以均值 ± 标准差表示。多组样本

均数的比较用单因素方差分析，样本之间的两两比较

用 LSD 法。相关分析用 Pearson 直线相关，相关系数

的假设检验采用 t 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

32 例患者肺小血管壁中均有 AHR 表达（图 1）。

表 1  引物系列
基因 引物

AHR Forward 5’-ATTGTGCCGAGTCCCATATC-3’
Reverse 5’-AAGCAGGCGTGCATTAGACT-3’

ARNT Forward 5’-TGTGGACCCAGTTTCTGTGA-3'
Reverse 5’-GACCACCACGAAGTGAGGTT-3’

HIF-1α Forward 5’-GCAAGACTTTCCTCAGTCGACACA-3’
Reverse 5’-GCATCCTGTACTGTCCTGTGGTGA-3’

VEGF Forward 5’-AGAAACCCAATGAAGTGGTG-3’
Reverse 5’-ACTCCAGGGCTTCATCATTG-3’

β-actin Forward 5’-GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3’
Reverse 5’-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3’

注：AHR：芳香烃受体；ARNT：芳香烃受体核转位蛋白；HIF-1α：缺氧诱

导因子 -1α；VEGF：血管内皮生长因子；β-actin：β- 肌动蛋白

1A

1C

1B

1D

注：1A：普通光下肺小血管形态；1B：绿色荧光标记的芳香烃受体；1C：蓝

色荧光标记的细胞核。1D：为 1A、1B、1C 的融合图。

图 1  肺小血管壁芳香烃受体免疫荧光检查结果
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32 例 患 者 的 平 均 肺 动 脉 压（mPAP） 为

（36.5±10.13）mmHg（1 mmHg=0.133 kPa）， 血

氧饱和度（SaO2）为（97.28±1.20）%，血清 AHR

浓 度 为（100.31±13.03）ng/ml， 肺 组 织 AHR 

mRNA 表 达 量 为（1.40±0.31）、HIF-1αmRNA

表 达 量 为（1.21±0.30）、ARNT mRNA 表 达 量 为

（1.20±0.19）、VEGF mRNA 表达量为（1.25±0.12），

肺小血管 WD/TD 为（0.3159±0.1387）和 WA/TA 为

（0.5412±0.1310）。

Pearson 相关分析显示：肺组织 AHR mRNA 表达

量 与 mPAP（r=0.809，P<0.001）、 肺 小 血 管 WD/TD

（r=0.746，P<0.001） 和 WA/TA（r=0.723，P<0.001）、

肺组织 HIF-1αmRNA 表达量（r=0.889，P<0.001）、

ARNT mRNA 表 达 量（r=0.738，P<0.001）、VEGF 

mRNA 表达量（r=0.822，P<0.001）呈正相关。肺组织

VEGF mRNA 表达量与 mPAP（r=0.739，P<0.001）、

肺 小 血 管 WD/TD （r=0.702，P<0.001） 和 WA/TA 

（r=0.657，P<0.001） 呈 正 相 关。 血 清 AHR 浓 度

与 mPAP（r=0.754，P<0.001）、 肺 小 血 管 WD/TD

（r=0.754，P<0.001）和 WA/TA（r=0.739，P<0.001）

呈正相关。

3  讨论

先天性心脏病相关性肺动脉高压分 4 类：（1）

艾森曼格综合征； （2）体肺分流相关性肺动脉高压；

（3）小缺损合并肺动脉高压； （4）心脏修补术后肺动

脉高压 [13]。第一类患者已经发展为右向左分流的患

者不能进行手术，而第二类患者能否进行手术的判

断标准仍然没有定论，第三、四类患者的治疗类似

于特发性肺动脉高压。在本研究中，我们根据静息

mPAP ≥ 25 mmHg 及 Lopes 和 O' Leary 提出的手术

标准 [14]，从 50 例先天性体肺分流心脏病患者中挑

选出 32 例肺动脉平均压升高，可行心脏修补术且同

意行手术治疗的患者（即可行手术治疗的第二类患

者 ） 入选本研究。

先天性心脏病发展到最后都出现肺血管重构。

在我们的研究中，32 例患者肺组织中肺动脉内皮层、

中膜层均可见 AHR 阳性表达，且 AHR mRNA 的表

达与肺动脉平均压力及肺血管重构参数（肺小血管

管壁厚度百分比和面积百分比 ）显著正相关，所以

我们认为 AHR 可能参与先天性心脏病相关性肺动脉

高压患者的肺血管重构。另外 VEGF 在先天性心脏

病肺动脉高压发生发展中起重要的作用，是导致先

天性心脏病肺动脉重构的主要细胞因子之一 [15]，本

研究也证实先天性分流性心脏病患者 VEGF mRNA

表达与 mPAP 和肺血管重构参数之间显著正相关。

AHR 是一种配体激活转录因子，AHR 与配体

结合后进入细胞核内，与核内的 ARNT 结合，进

而发生构象改变，暴露出与下游基因启动子区域的

外源性化合物反应元件相结合的部位，从而诱导许

多Ⅰ相和Ⅱ相外源性化合物代谢酶基因的表达，但

这些基因表达产物中并不包括 VEGF。HIF-1α 也

属于碱性螺旋 - 环 - 螺旋 PAS 家族成员，也能与

ARNT 相结合。在氧浓度正常的条件下（氧浓度为

21%）， 脯氨酰羟化酶（PHDs）使 HIF-1α 的脯氨酸

羟基化，接着被 VHL 泛素化，最终在蛋白酶体里

降解。低氧（氧浓度 <6%），能减弱 PHDs 功能，使

HIF-1α 保持稳定。未羟基化的 HIF-1α 转位到细

胞核，与 ARNT 形成二聚体，HIF-1α·ARNT 复合

物与缺氧反应元件结合，诱导一系列基因表达 [16]，

包括 VEGF、促红细胞生成素、蛋白激酶 G，对缺

氧起到调节作用 [17]。ARNT 是 HIF-1α 信号通路和

AHR 信号通路的结点，所以很多学者认为 HIF-1α

和 AHR 与 ARNT 结合存在竞争，一种信号通路激

活势必抑制另外一条信号通路 [16， 18-20]。但近年来，

有实验表明，TCDD 可以诱导 VEGF 产生。Takeuchi

等 [21] 的研究显示腹腔注射 TCDD 的小鼠视网膜以及

TCDD 培养的人视网膜色素上皮细胞 VEGF 表达增

加。Wu 等 [7] 的研究显示口服 TCDD 的妊娠 SD 大鼠

胎盘中 HIF-1αmRNA 表达增加，同时 VEGF mRNA

表达也增加；口服大剂量 ITE（一种内源性 AHR 配

体 ） 也发现上述现象。但 AHR 配体如何引起 HIF-

1α 表达增加，及接下来的 VEGF 表达增加的机制

还不清楚。最近 Liao 等 [22] 研究显示 TCDD 与 AHR

结合通过 PI3K/Akt 途径增加 HIF-1α 稳定性，防

止被 PHDs 降解。我们研究也发现无缺氧症状的肺

组织（每位患者的血氧饱和度正常 ）AHR mRNA 与

HIF-1αmRNA、ARNT mRNA 及 VEGF mRNA 显 著

正相关，因此我们推测先心病患者某种内源性配体

与 AHR 结合，使 HIF-1α 稳定性增加，从而激活

HIF-1α 信号通路使 VEGF 表达增加，启动先天性

分流性心脏病患者肺血管重构。

另外在临床实际工作中，对第二类 CHD-PAH

患者需常规术前行肺组织活检或右心导管检查来判

断患者是否能行心脏修补术。找到一种既方便又能

较准确地反映肺动脉高压程度的无创伤或微创伤检
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查指标，一直是广大临床医生所关注的一个热点问

题。在本研究中，患者血清 AHR 浓度与 mPAP、肺

小血管 WD/TD 和 WA/TA 呈正相关。使得血清 AHR

浓度有可能成为一种评判能否手术治疗的指标。


