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间尼索地平对 5-羟色胺诱导的大鼠肺动脉平滑肌细胞增殖中

Ca2+/CaM/CaN 通路的影响 

陈雪彦 1, 刘焕龙 2, 潘振华 1, 苗庆峰 1, 张永健 1* 

(河北医科大学 1. 药理学教研室, 河北 石家庄 050017; 2. 第二附属医院, 河北 石家庄 050000)   

摘要: 探讨 Ca2+/CaM/CaN 信号通路在 5-羟色胺 (5-HT) 诱导的大鼠肺动脉平滑肌细胞 (PASMCs) 增殖中

的作用以及间尼索地平 (m-Nis) 对此的影响。采用细胞培养、噻唑蓝 (MTT) 比色检测、激光共聚焦显微镜及

反转录聚合酶链反应 (RT-PCR) 等方法, 研究 5-HT (1 μmol·L−1) 对大鼠 PASMCs 细胞增殖的影响以及 m-Nis 对
此的抑制作用, 并通过检测 m-Nis 对 5-HT 诱导的大鼠 PASMCs 增殖中 Ca2+/CaM/CaN 通路的影响深入探讨其作

用机制。结果显示, 5-HT (1 μmol·L−1) 可明显诱导大鼠 PASMCs 增殖 (P < 0.01), m-Nis 对此有明显的抑制作用, 
并呈现一定的浓度依赖性 (P < 0.05或 P < 0.01); 另外, m-Nis 还明显抑制了 5-HT 引起的[Ca2+]i的升高 (P < 0.01)、
CaM 和 CaN mRNA 的表达以及 CaN 活性的升高 (P < 0.05 或 P < 0.01)。结果表明, Ca2+/CaM/CaN 信号通路在

5-HT 诱导的大鼠 PASMCs 增殖中起重要作用, m-Nis 抗 5-HT 诱导的增殖作用可能与抑制[Ca2+]i 增高从而阻断了

Ca2+/CaM/CaN 信号通路有关。 
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Abstract: This study is to explore the activation of the Ca2+/CaM/CaN signal pathway in 5-HT-induced  

proliferation of rat pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs) and the inhibitory effect of m-nisoldipine 
(m-Nis) on this pathway.  PASMCs were cultured with the explant technique.  The proliferation of PASMCs 
was evaluated by MTT assay.  Confocal microscopy was used to measure the change of [Ca2+]i.  The mRNA 
expression of CaM and CaN was evaluated by RT-PCR and the activity of CaN was measured according to   
the instruction of kits.  The results of MTT assay suggested that 5-HT (1 μmol·L−1) significantly induced the 
proliferation of rat PASMCs (P < 0.01), which was inhibited obviously by m-Nis (P < 0.05 or P < 0.01).  Similarly, 
m-Nis inhibited 5-HT-induced elevation of [Ca2+]i (P < 0.01).  The mRNA expression of CaM, CaN and the  
activation of CaN were also inhibited by m-Nis at different degrees (P < 0.05 or P < 0.01).  Thus, the results of 
this study suggested that Ca2+/CaM/CaN signal pathway played an important role in 5-HT-induced proliferation 
of rat PASMCs, the inhibition of m-Nis on proliferation of rat PASMCs may be related to the blockage of 
Ca2+/CaM/CaN signal pathway by inhibiting the elevation of [Ca2+]i. 
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肺动脉高压是一种严重的病理生理状态, 是许

多疾病如心脏病和肺心病发生的关键环节。目前, 肺
动脉高压的发病机制尚不十分清楚, 它的两大基本病

理改变是肺血管收缩和构型重建, 其中肺动脉平滑

肌细胞 (PASMCs) 既是肺血管收缩的效应细胞, 也
是增殖和迁移引起肺血管构型重建的细胞基础[1, 2]。

缺氧、各类生长因子、炎性介质等多种因素均与肺血

管重建有关, 5-羟色胺 (5-HT) 是其中较为重要的一

种。研究发现, 5-HT 通过相应受体诱发细胞内相关信

号转导机制如钙离子浓度升高, 丝裂原活化蛋白激

酶 (MAPK) 的激活等, 调节PASMCs的增殖与凋亡, 
引起肺动脉高压[3]。其中, 钙信号转导在肺动脉高压

发生发展过程中起着非常重要的作用, 研究发现, 细
胞内钙离子浓度 ([Ca2+]i) 的变化是触发细胞增殖相

关信号转导的始动因素之一[4, 5]。钙信号涉及 Ca2+内

流、细胞内钙库释放、钙调素 (CaM) 及钙调神经磷

酸酶 (CaN) 激活等环节, 最终将 Ca2+编码的信号传

入细胞核内。但是有关钙信号转导与肺血管结构重建

的关系尚不清楚, 故本研究从这一角度出发, 研究了

Ca2+/CaM/CaN 信号通路在 5-HT 诱导大鼠 PASMCs
增殖中的作用以及间尼索地平 (m-nisoldipine, m-Nis) 
对此的影响。 

m-Nis是河北医科大学药学院研制开发的新型二

氢吡啶类钙拮抗剂, 研究表明该药的光稳定性优于

尼索地平, 在治疗冠心病、心肌缺血、高血压、心力

衰竭及心源性休克等方面更有优越性, 有望成为治

疗上述疾病的理想药物。前期研究发现 m-Nis 对野百

合碱诱导的大鼠肺动脉高压有一定的逆转作用[6], 为
详细探讨其细胞分子学作用机制, 本研究考察了不

同浓度m-Nis对 5-HT诱导大鼠 PASMCs增殖的影响, 
并且观察了 m-Nis对 Ca2+/CaM/CaN信号通路的影响, 
旨在深入认识肺血管结构重建的信号环节。 
 

材料与方法 
动物与试剂  Wistar 大鼠由河北医科大学实验

动物中心提供 (合格证号: 711047)。DMEM/F12 培养

基和胎牛血清购自美国 Gibco 公司。间尼索地平由 
河北医科大学药学院提供 (纯度大于 99.5%, 化学名: 
2, 6-二甲基-4-(3-硝基苯基)-1, 4-二氢-3, 5-吡啶二羧

酸异丁甲酯 ; 分子式 : C20H24N2O6; 相对分子质量 : 
388.42)。MTT 购自德国 Serva 公司。胰蛋白酶购自

Amersco 公司。5-HT 购自美国 Sigma 公司。BCA 蛋

白定量试剂盒购自美国 Pierce 公司。Fluo-3/AM 钙荧

光指示剂购自美国 Invitrogen 公司。CaM 及 CaN PCR
反应引物由上海捷瑞生物工程公司合成。CaN 酶活性

测定试剂盒购自南京建成生物工程公司。其他试剂均

为国产分析纯。 
PASMCs 培养与鉴定  采用组织块种植法原代

培养[7]: 取体重 200 g 左右的 Wistar 雄性大鼠, 麻醉, 
无菌取出心肺。迅速分离肺动脉主干及左右肺动脉, 
预冷 D-Hanks 液漂洗, 仔细剥除外膜及内皮细胞, 将
剩余的中膜剪成 0.5 mm × 1 mm 的小块, 移入培养瓶

内, 使其在底部分布均匀, 加入含 20% 胎牛血清的

DMEM-F12 培养液, 置于 37 ℃、CO2 培养箱中静置

培养。当大部分组织块长出细胞晕时, 吸除培养液和

组织块, 无菌 D-Hanks 液清洗后, 用 0.125% 胰蛋白

酶 + 0.01% EDTA 消化分散细胞, 传代培养。通过三

瓶置换法纯化 PASMCs。第 3～6 代细胞用于后续实

验。细胞培养过程中, 在倒置显微镜下对细胞形态进

行观察 , 采用 α-actin 免疫细胞化学染色鉴定

PASMCs。 
细胞分组与处理  选择第 3～6 代生长良好的

PASMCs, 消化并制备细胞悬液, 接种于培养板或培

养瓶中, 用含 10% 胎牛血清的 DMEM-F12 培养液培

养 1～2 d 至细胞融合达 80% 左右时 , 换低浓度 
(0.1%) 胎牛血清培养液培养 24 h, 使细胞生长同步

化。然后随机分为空白对照组、5-HT (1 μmol·L−1) 组, 
m-Nis (1×10−5、1×10−6、1×10−7 及 1×10−8 mol·L−1) 组: 
同步化的细胞先加入含不同浓度的 m-Nis 预处理, 20 
min后加入终浓度为 1 μmol·L−1的 5-HT刺激细胞, 刺
激时间长短根据所检测指标不同而定。 

MTT 法检测 PASMCs 增殖  取对数生长期的

PASMCs, 消化、计数, 以细胞数 2×104/mL 接种于

96 孔板中, 每孔 200 μL, 培养 24 h 使细胞完全贴壁。

细胞生长同步化, 按“细胞分组与处理”方法分组处

理细胞, 每组设 6 个平行孔, 在加入 5-HT 后置培养

箱中继续培养 24 h, 每孔加入 MTT 溶液 (5 g·L−1) 20 
μL, 置培养箱中继续培养 4 h, 吸弃各孔上清液, 每
孔加入二甲基亚砜 (DMSO) 200 μL 溶解紫色结晶, 
室温震荡 10 min, 置自动酶标仪上于 490 nm 波长条

件下测定各孔的吸收度 (A) 值。 
Fluo-3/AM 的负载  用 DMSO 配制成 1 mmol·L−1

的母液, 临用时用无血清DMEM/F12培养基稀释 100
倍, 使其终浓度为 10 μmol·L−1。各组细胞爬片同步化
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后, 用终浓度为 10 μmol·L−1的 Fluo-3/AM 于 37 ℃避

光负载 40 min, 吸去负载液, 用 D-Hanks 液洗涤 3 次

后将细胞爬片放入灌流槽中, 用于实验。 
肺动脉平滑肌细胞内钙测定  用氩离子激光器

激发荧光, 激发波长 488 nm, 发射波长 530 nm, 在激

光扫描共聚焦显微镜下对细胞进行扫描。观察 5-HT
对细胞内钙的影响时, 激光扫描前 50 s, 用正常含钙

台氏液灌流, 50 s 时用含终浓度为 1 μmol·L−1 的 5-HT
的台氏液灌流, 连续扫描 500 s; 观察 m-Nis 对 5-HT
引起细胞内钙的影响时, 更换细胞爬片, 预先用不同

浓度的 m-Nis 孵育 5 min, 然后按上述方法扫描, 采
用 5 s 间隔连续扫描的方式记录荧光变化。结果用相

对荧光强度 (FI−FI0) /FI0 (FI0 和 FI 分别表示 5-HT
处理前后的荧光强度) 表示细胞内游离钙离子浓度

的变化。 
RT-PCR 检测 CaM 和 CaN mRNA 表达  各组

细胞在 5-HT 作用 24 h 后消化分离, 按照总 RNA 提

取试剂盒和反转录试剂盒操作步骤提取纯化 RNA, 
并反转录成 cDNA, 进行 PCR 反应, 实验重复 3 次。

引物序列为 CaM: 5'-GATAAGGACGGCAATGGCTA 
CA-3' (sense), 5'-CGATGTCTGCTTCCCTGATCAT-3' 
(antisense), 产物长度 115 bp; CaN: 5'-ACTGGCATG 
CTCCCCAGCGGA-3' (sense), 5'-GTGCCGTTAGTCT 
CTGAGGCG-3' (antisense), 产物长度 244 bp; β-actin: 
5'-CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC-3' (sense), 
5'-AGGGTACATGGTGGTGGCGCCAGAC-3'(antisense), 
产物长度 587 bp。扩增条件: 95 ℃预变性 2 min, 94 ℃
变性40 s, 60 ℃退火50 s, 72 ℃延伸90 s, 72 ℃延伸10 
min, 共 35 个循环。扩增产物进行 15 g·L−1 琼脂糖凝

胶电泳, Gold view显色, 紫外透射反射仪观察扩增产

物条带的大小及亮度 , 凝胶成像系统拍照。采用

Bio1D 软件进行图像分析, 测定产物条带的灰度值, 
计算目标产物与 β-actin 的比值作为各扩增产物

mRNA 的相对表达量。 
CaN活性测定  将细胞悬液接种于6孔板中, 同  

步化处理后按“细胞分组与处理”方法随机分组, 每
组设 6 个复孔。继续培养 24 h, 收集每孔细胞于离心

管中, 各加入冷生理盐水 200 μL, 反复冻融 3 次破碎

细胞, 离心取上清液, 应用 BCA 法进行蛋白定量。然

后根据 CaN 测定试剂盒说明书, 以钙调素作激活剂, 
对硝基磷酸酚 (PNPP) 为底物, 用定磷法进行活性

测定。定义每小时每毫克蛋白的 CaN 分解底物 PNPP
产生 1 μmol·L−1 无机磷的量为 1 个 CaN 的活力单位, 
结果以比活力 (μmol Pi·mg−1 (protein)·h−1) 表示。 

统计学分析  采用 SPSS 15.0, Origin 7.5 软件

进行数据统计分析。实验数据以 x ± s 表示, 多组间

比较采用方差分析; 如果方差齐, 则采用 Dunnet t
检验; 如果方差不齐, 则采用秩和检验。 
 

结果 
1  m-Nis 对 5-HT 诱导的大鼠 PASMCs 增殖的影响 

MTT 实验结果表明, 与空白对照组相比, 5-HT 
(1 μmol·L−1) 组的 A 值升高, 说明其明显促进大鼠

PASMCs 增殖 (P < 0.01)。与 5-HT 组相比, m-Nis 
(1×10−5、1×10−6、1×10−7 及 1×10−8 mol·L−1) 组的 A
值均有不同程度地下降 (P < 0.05 或 P < 0.01), 表明

m-Nis 对 5-HT 诱导的大鼠 PASMCs 增殖具有明显抑

制作用, 并呈现一定的浓度依赖性 (表 1)。 
2  5-HT 对培养的大鼠 PASMCs 内游离钙离子浓度

的影响 
肺动脉平滑肌细胞以 Fluo-3/AM负载后, 在激光

扫描共聚焦显微镜下观察, 呈不规则的梭形或多边

形, 轮廓清晰, 胞核荧光较强, 胞质较弱。Fluo-3/AM
负载的 PASMCs 图像清晰, 强弱变化可较好地显示

细胞内游离钙离子浓度的变化过程。加入 5-HT (1 
μmol·L−1) 后, 荧光强度增强, 表明细胞内钙离子浓

度迅速升高, 在 90 s 左右达到峰值, 然后减弱, 在
200 s 左右荧光强度达到稳定的状态, 而后有一个较

长的平台期 (图 1)。 
 

Table 1  Effect of m-Nis on 5-HT-induced PASMCs proliferation, CaN activity and [Ca2+]i changes in rat PASMCs 
Group (mol·L−1) MTT assay (values of A) CaN activity/μmol Pi·mg−1 (protein)·h−1 (FI−FI0)/FI0 (%) 

Control 0.48 ± 0.04 1.7 ± 0.5 3.0 ± 1.0 

Vehicle + 5-HT (1×10−6) 0.74 ± 0.09# # 3.7 ± 0.8# # 132.4 ± 4.3## 

m-Nis (1×10−8) + 5-HT (1×10−6) 0.62 ± 0.07* 3.1 ± 0.5* 54.7 ± 2.2** 

m-Nis (1×10−7) + 5-HT (1×10−6) 0.59 ± 0.06** 3.0 ± 0.7* 41.5 ± 2.3** 

m-Nis (1×10−6) + 5-HT (1×10−6) 0.57 ± 0.07** 2.9 ± 0.6** 33.6 ± 9.0** 

m-Nis (1×10−5) + 5-HT (1×10−6) 0.54 ± 0.05** 2.4 ± 0.6** 20.1 ± 4.1** 

n = 3, x ± s.  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs vehicle + 5-HT (1×10−6 mol·L−1) group.  (FI-FI0)/FI0: The relative 
fluorescence intensity at peak time after 5-HT treatment (FI0 and FI represent the fluorescence intensity before and after 5-HT treatment) 
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Figure 1  Effect of 5-HT on the [Ca2+]i in rat PASMCs.  Quan-
titative representation of the relative fluorescence intensity 
((FI−FI0)/FI0) of the rat PASMCs before and after 5-HT treat-
ment recorded every 5 s (FI0 and FI represent the fluorescence 
intensity before and after 5-HT treatment).  n = 3, x ± s 
 
3  m-Nis 对 5-HT 诱导大鼠 PASMCs 内[Ca2+]i 升高

的影响 
与 5-HT 单独处理组相比, m-Nis (1×10−5、1×10−6、

1×10−7 和 1×10−8 mol·L−1) 组能明显抑制 5-HT (1 
μmol·L−1) 诱导的细胞内钙离子浓度的升高 (图 2)。
空白对照组的 PASMCs 游离钙离子浓度变化曲线较

为平坦, 没有出现较大的波动。与空白对照组相比, 
5-HT (1 μmol·L−1) 单独处理组达到峰值时其相对荧

光强度 (FI−FI0)/FI0 值明显升高 (P < 0.01), m-Nis 
(1×10−5、1×10−6、1×10−7 和 1×10−8 mol·L−1) 预处理

组达峰值时相对荧光强度 (FI−FI0)/FI0 值均明显下

降 (P < 0.01, 表 1)。 
4  m-Nis对 5-HT诱导大鼠 PASMCs中CaM和CaN 
mRNA 表达的影响 

RT-PCR 产物经 1.5% 琼脂糖凝胶电泳及半定量

分析表明, 与空白对照组相比, 5-HT (1 μmol·L−1) 作
用24 h后明显诱导大鼠PASMCs中CaM及CaN mRNA
表达水平升高 (P < 0.01), 而 m-Nis (1×10−5、1×10−6

和1×10−7 mol·L−1) 组均明显抑制了5-HT诱导的CaM 
mRNA 表达水平的升高 (P < 0.05 或 P < 0.01), 但
m-Nis (1×10−8 mol·L−1) 组的抑制作用不明显 (图 3)。
m-Nis (1×10−5、1×10−6、1×10−7 和 1×10−8 mol·L−1) 也
明显抑制了 5-HT 诱导的 CaN mRNA 表达水平的升

高 (P < 0.05 或 P < 0.01, 图 4)。 
 

 
Figure 3  Effect of m-Nis on 5-HT-induced mRNA expression 
of CaM in rat PASMCs.  Intensity of CaM was standardized to 
that of β-actin.  n = 3, x ± s.  ##P < 0.01 vs control group; *P < 
0.05, **P < 0.01 vs 5-HT group 

 

 
Figure 2  Effect of m-Nis on 5-HT-induced [Ca2+]i changes in rat PASMCs. A−F: Representative fluorescence images of the rat 
PASMCs in control, 5-HT (1 μmol·L−1) and m-Nis (1×10−8, 1×10−7, 1×10−6, and 1×10−5 mol.L−1) groups 
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Figure 4  Effect of m-Nis on 5-HT-induced mRNA expression 
of CaN in rat PASMCs.  Intensity of CaN was standardized to 
that of β-actin.  n = 3, x ± s.  ##P < 0.01 vs control group; *P < 
0.05, **P < 0.01 vs 5-HT group 

 
5  m-Nis 对 5-HT 诱导大鼠 PASMCs 中 CaN 活性的

影响 
同步化的 PASMCs 经 5-HT (1 μmol·L−1) 作用 

24 h 后, CaN 活性与空白对照组相比明显升高 (P < 
0.01), 用不同浓度 m-Nis (1×10−5、1×10−6、1×10−7 和

1×10−8 mol·L−1) 预处理 20 min 后, 均不同程度地降

低了 5-HT 诱导的大鼠 PASMCs 中 CaN 活性的升高 
(P < 0.05 或 P < 0.01, 表 1)。 
 

讨论 
肺动脉高压时, 血管平滑肌细胞增殖、肥大, 形

成肺动脉高压与血管平滑肌细胞异常增殖之间的恶

性循环。血管平滑肌细胞异常增殖是高血压等血管增

生性疾病的病理基础[8]。因此, 抑制 PASMCs 增殖迁

移可以防止肺血管构型重建。前期研究发现 m-Nis
对野百合碱诱导的肺动脉高压有一定的防治作用 , 
可能与其抑制肺血管重建有关[6]。为深入探讨其机制, 
本研究采用 MTT 法观察了 m-Nis 对 5-HT 诱导的大

鼠 PASMCs 增殖的影响。结果表明, m-Nis 明显抑制

了 5-HT 诱导的大鼠 PASMCs 增殖。5-HT 作为一种

重要的血管活性物质, 不仅刺激 PASMCs 收缩还可

造成其增生和肥大, 还能与多种细胞生长因子发生

协同作用。5-HT 与受体结合后, 促使细胞内 Ca2+浓

度升高是触发细胞增殖相关信号转导的始动因素。由

此推断, 作为钙拮抗剂的m-Nis抑制 PASMCs增殖的  

机制, 可能是通过抑制细胞内游离 Ca2+浓度的增高

而阻断了一系列信号转导途径。因此, 本文研究了

m-Nis 对细胞内游离钙离子浓度和 Ca2+/CaM/CaN 信

号途径的影响, 并深入探讨了其抗 PASMCs 增殖的

机制。 
细胞内游离钙离子  ([Ca2+]i) 在细胞信息传递 

过程中起着重要作用。钙离子作为细胞内第二信使,
在细胞兴奋、增殖及收缩等反应中起重要的作用。

[Ca2+]i 的升高可激活 Ca2+
 依赖的信号转导蛋白 (如

MAPK) 和上调许多转录因子的表达 (c-fos、c-jun、
Ras 和 NF-кB 等), 促进细胞增殖[9]。本研究采用激光

扫描共聚焦显微镜技术, 观察了 m-Nis 对 5-HT 诱导

的 PASMCs 内游离钙离子浓度的影响。结果表明,  
加入 5-HT 后, PASMCs 荧光强度增强, 在 90 s 左右

达到峰值, 然后减弱, 在 200 s 左右荧光强度达到稳

定的状态, 而后有一个较长的平台期。说明 5-HT 可

明显升高 [Ca2+]i, 参与肺血管收缩。m-Nis 孵育

PAMSCs后, 显著降低了 5-HT诱导的[Ca2+]i升高, 揭
示 5-HT 引起的[Ca2+]i 升高与 L-型钙通道介导的外钙

内流有关。 
[Ca2+]i 的变化是触发细胞增殖相关信号转导的

始动因素[10]。钙信号转导涉及 Ca2+内流、胞内 Ca2+

库释放、CaM、CaN 激活等环节, 最终将 Ca2+编码的

信号传入胞核, 引起细胞增殖[11]。CaM 是广泛分布

于真核细胞内的一种钙结合蛋白, 其表达减少可抑

制某些因素引起的平滑肌细胞增殖和迁移[12]。CaN
是被 Ca2+活化的多功能信号酶, CaN 介导的脱磷酸化

和核转位作用在信号转导途径中是一中枢性事件。它

不仅本身可介导多条信号传导通路, 而且通过其去

磷酸化作用可对其他信号通路进行调节, 使 Ca2+信

号与其他第二信使的调节机制发生“交谈”, 协同

调节细胞的功能。研究发现, CaN 信号通路与其他信

号途径是互相交联的, 其可通过抑制因子 1 对 PKC
和 MAPK 进行调节[13]。另外, 在雷尼丁刺激的平滑

肌细胞增殖中亦观察到 CaN 信号通路与 MAPK 途径

的交联[14]。总之, CaN 依赖的信号通路在大鼠 VSMCs
增殖中发挥重要作用 , 其机制可能与激活 c-fos、
c-myc 表达, 进而促进 PCNA 转录有关[15]。本实验采

用 RT-PCR 检测了 CaM 和 CaN mRNA 表达水平的变

化, 并观察了 CaN 活性的变化。结果发现, 在 5-HT
诱导的 PASMCs 增殖模型中, CaM 和 CaN mRNA 表

达均明显增加, CaN 活性也明显升高, 说明 5-HT 通

过激活钙信号途径诱导了 PASMCs 增殖。m-Nis 预处
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理后, CaM 和 CaN mRNA 表达明显减少, CaN 活性也

显著下降, 提示m-Nis的抗 PASMCs增殖作用与其抑

制 5-HT诱导的[Ca2+]i增加, 阻断 Ca2+/CaM/CaN 信号

转导途径有关。 
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