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摘要 研究自发性高血压大鼠(spontanously hypertensive rat，SHR)离体血管环对 G蛋白偶联受体 APJ的内源性配体 apelin-13
的血管收缩与舒张反应及其与一氧化氮(NO)和 ERK1/2通路关系．采用离体血管环体外灌流方法用 Power-Lab生物信息采集
仪检测血管环的张力．实验分组如下：新福林 (Phenylephrine，PE)组，乙酰胆碱 (acetylcholine，Ach)组，apelin-13 组，
apelin-13 + PE组，apelin-13 + Ach组，PD98059(ERK1/2抑制剂) + PE组，PD98059 + Ach组，LNNA(L-nitro-arginine，硝基左
旋精氨酸，一氧化氮合酶抑制剂) +PE组，LNNA+Ach组，apelin-13(预孵育) + PD98059+ PE组，apelin-13(预孵育)+PD98059+
Ach组，apelin-13(预孵育)+ LNNA+ PE组和 apelin-13(预孵育) + LNNA + Ach组，以 WKY大鼠血管环为对照组．培养大鼠血
管平滑肌细胞，Western blot检测 ERK1/2蛋白表达．结果显示：a． apelin-13对于有内皮的血管表现出浓度依赖性舒张作用，
血管舒张百分比 SHR < WKY大鼠，而对于去除内皮血管，apelin-13则表现出收缩血管的作用，且收缩张力 SHR>WKY大
鼠，apelin-13预孵育，能减少 SHR和WKY大鼠血管对新福林的缩血管反应性，增加对乙酰胆碱的舒张反应性；b．NOS抑
制剂 LNNA阻断 NO形成后，血管环对 apelin-13的舒张反应明显抑制，且 SHR组较WKY组对 apelin的舒张反应减少更明
显，提示 apelin-13的舒血管效应至少部分依赖 NO通路，而 SHR高血压大鼠 NO通路障碍减弱了 apelin对血管的舒张作用；
c．ERK1/2抑制剂 PD98059预孵育后血管环对 apelin-13表现出浓度依赖性的收缩，与去除内皮后 apelin-13的收缩血管效应
趋势一致，血管收缩张力 SHR＞WKY大鼠，PD98059逆转了 apelin-13引起的血管舒张效应；d．Apelin-13 促大鼠 VSMCs
ERK1/2磷酸化增加并呈剂量依赖性和时间依赖性，ERK1/2抑制剂 PD98059可以减少 apelin-13诱导 ERK1/2的磷酸化．结
果表明，自发性高血压大鼠离体血管环对 apelin-13舒张反应性降低， NO通路和 ERK1/2通路介导了 apelin-13的舒张血管
作用．
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Apelin 是近年来发现的 APJ 受体 (apelin-
angiotensin recepor-like，APJ，血管紧张素受体样
受体)的配体，能够引起血管舒张从而降低血压，
可能参与高血压形成，引起了人们的广泛关注．

1993年，O忆Dowd等[1]在人类基因中首次识别出受

体 APJ，由于不知其内源性配体，称为孤儿 G蛋
白偶联受体 (orphan G protein-coupled receptor，
oGPCRs)，该受体与血管紧张素受体基因序列有
35%的同源性，但不与血管紧张素域结合．直到
1998年，Tatemoto等[2]以肽类分离和检测胞外基质

pH值变化的方法从牛胃组织提取物中分离纯化出
APJ的内源性配体 apelin．依据肽段长短的不同，

apelin 可分为 apelin-13、apelin-36、apelin-37 等多
种．在众多的 apelin 中 apelin-13的血管生物活性
最强，能明显地扩张血管，引起血压的变化 [3, 4]．

APJ/apelin的结构在不同物种之间相似，进化上高
度保守，其在人体的大部分组织均有分布，如肺、
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心、骨骼肌、肾、脑和肝脏等，且二者的分布情况

基本一致[5]．

近年来，有文献报道了一些 apelin 和 APJ 的
心血管功能作用：在 APJ 受体缺陷型小鼠中，
apelin及一氧化氮(nitric oxide，NO)的扩血管、降
血压效应丧失 [6, 7]，还可能导致动脉粥样硬化 [8]；

Tatemoto等[9]报道给予大鼠 apelin后，大鼠的平均
动脉压呈剂量依赖性下降，同时血浆中亚硝酸盐 /
硝酸盐水平上升；经腹膜给 apelin后，大鼠的短时
饮水行为增加，对食物摄取、水平衡、体液平衡的

中枢性调节有重要作用，apelin能调节大鼠下丘脑
室旁核和视上核血管加压素的释放[10～12]．这些都提

示动物体内 apelin可能具有扩张血管、拮抗血管紧
张素、降低血压的作用，apelin-APJ作为一种新发
现的血管活性物质参与了血压的调节．虽然 apelin
与血管紧张素 1 型受体 (AT1)不结合，但 APJ、
apelin和 AT1、血管紧张素域在组织分布上极其相
似，同时 apelin 还能在血管紧张素转换酶
(angiotensin玉 converting enzyme 2，ACE2)的作用
下降解成无活性的产物，这些都提示 apelin和血
管紧张素域很可能影响相同或相关的生物学过
程[13～16]．Apelin的发现是对传统的肾素 -血管紧张
素 -醛固酮系统(renin-angiotensin-aldosterone system,
RAS)的一大补充与完善，它在心血管稳态的调节
过程中很可能起重要的作用，可能具有重要的心血

管生理和病理生理调节意义．

Apelin在高血压的发生发展过程中发挥作用的
机制十分复杂，探讨其信号通路对深入了解 apelin
及整个 RAS 系统有着重大的意义，本实验室以
前研究发现，apelin-13可通过细胞外信号调节激
酶 1/2(extracellular regulated kinase1/2，ERK1/2)信
号通路促大鼠血管平滑肌细胞增殖[17～19]；在大鼠心

肌 APJ受体随年龄增长表达增加，而 ERK1/2及磷
酸化 ERK1/2随年龄增长表达减少，推测 APJ受体
及其 ERK1/2途径可能与心脏的生长发育、衰老过
程有关[20]．Zhong等[21]发现，在糖尿病小鼠 apelin
可以通过磷酸化 eNOS调节主动脉血管环对血管紧
张素域和乙酰胆碱的张力反应．由此推测 apelin/APJ
系统可能通过 NO、ERK1/2 通路参与高血压形
成．本实验采用自发性高血压大鼠 (spontanously
hypertensive rat，SHR)，WKY大鼠(对照组)，观察
大鼠离体胸主动脉血管环对 apelin-13的舒张反应
性，采用一氧化氮合酶抑制剂硝基左旋精氨酸

(LNNA)和 ERK1/2 通路抑制剂 PD98059 探讨

apelin-13的血管生物学效应是否与 NO和 ERK1/2
信号通路有关，采用培养的大鼠血管平滑肌细胞观

察 apelin-13对 ERK1/2表达及磷酸化影响．本实验
的结果对深入理解 apelin/APJ系统的功能及其与高
血压、动脉粥样硬化等疾病有重要意义，为 apelin/
APJ系统成为筛选新药的作用靶点提供新依据．

1 材料与方法

1援1 材料

实验动物：SHR和WKY购自上海斯莱克实验
动物中心．主要试剂：apelin-13多肽(057-19)购自
美国 Phoenix Biotech 公司；L-arginine 购自美国
Amresco公司，(R)-(-)-phenylephrine hydrochloride,
N-nitro-L-arginine 和 acetylcholine chloride 购自美
国 Sigma公司；2忆-amino-3忆-methoxyflavone购自上
海康成生物公司；其他均为国产分析纯．主要仪

器：鼠尾测压仪(HX-1型)购自中南大学湘雅医学
院；Power-Lab生理记录仪和桥式放大器与张力换
能器购自澳大利亚 ADInstructments公司，记录血
管张力和数据分析采用 chart 5软件．
1援2 动物的饲养和血压测量

SHR和WKY都是从上海斯莱克实验动物中心
购买，为同一批次 8周大小雄性大鼠，在清洁级动
物房饲养．每隔 3天测一次血压，测血压都在当天
上午 8:00～9:00进行．先给大鼠换笼，用高瓦数
灯泡进行照耀保温．将 HX-域型小动物血压计和
BL-420型生物信号机能系统(成都泰盟公司)连接在
一起，采用无创性套尾法测定大鼠清醒状态下尾动

脉收缩压．

1援3 大鼠主动脉环的获取

颈椎脱臼法处死大鼠，固定后从腹部起直至胸

腔剪开，用沾有 pH 7.2的 0.01 mol/L磷酸盐缓冲
液(phosphate buffered saline，PBS)的棉花轻轻擦拭
组织表面，清理视野．找到胸主动脉后两端用止血

钳钳夹后剪断，迅速取出胸主动脉放入盛有缓慢

充入混合气体(95% O2+5% CO2)的 4℃ kerb’s液培
养皿中(用蒸馏水配成 10倍的母液(mmol/L)：NaCl
118, KCl 4.7, MgSO4·7H2O 1.2, NaHCO3 20, KH2PO4

1.1葡萄糖 4.5, CaCl2 1.25), NaHCO3和葡萄糖在临

用前加入，配成的溶液 pH 在 8.1～8.4 之间．在
4℃的环境中将血管在 kerb’s液中不停漂洗，尽量
去除血管内残余血液，在不伤及血管壁的情况下用

眼科剪小心剪去外周多余的结缔组织和脂肪组织．

将胸主动脉剪成约 3 mm长的动脉环放在已经通入
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混合气体的 4℃ kerb’s液中备用．
1援4 血管环实验

实验时，先在血管槽中以 0 g张力孵育血管，
第 45 min把血管环挂上张力换能器并调节微距至
0.0196 N (2 g)张力左右再稳定 45 min．此后用
60 mol/L的 KCl 刺激血管收缩，达到最大值稳定
后冲洗，反复 2次．加药前 5 min内张力没有较大
下降并基本维持同一水平线时，则此时的张力就确

定为此次实验的初始张力，然后按要求加药并记

录．一只大鼠胸主动脉可以做成 4～6条血管环．
实验时其余的血管环应该置于普通冰箱 4℃的环境
下并浸泡在通有 95% O2 和 5% CO2混合气体的

kerb’s液中保存，每隔 3 h拿出通入混合气体后再
置于冰箱．一只大鼠的整个血管环实验在 16 h内
结束．每次进行阻断剂实验后都要对管壁进行清

洗，防止残存的阻断剂对下一步的实验产生影响．

去除血管内皮细胞实验前先使用细牙签小心地穿过

血管环，用其侧壁轻轻地与血管内壁进行旋转磨

擦，去除血管内皮细胞后再开始实验．

1援5 大鼠血管平滑肌细胞的培养

采用 Campbell JC的组织贴块法培养大鼠血管
平滑肌细胞．无菌条件下分离 8周雄性 SD大鼠的
胸主动脉，浸泡于装有适量无菌 PBS液体的培养
皿中清洗 2～3次，轻轻剥除血管外膜、内膜和纤
维结缔组织后，将血管中膜平滑肌层剪成 1 mm 伊
1 mm大小的组织块，均匀摆布于培养瓶内，加入
少量含 20% FBS 的 DMEM 培养液，置于 37℃，
5% CO2孵育箱中培养．3～5天换液一次，待细胞
长至 70% ～ 80%融合时用 0.25%胰蛋白酶消化传
代，用含 10% FBS的 DMEM培养液培养．显微镜
观察：细胞呈长梭形或三角形，呈典型的“峰 -
谷”样生长，采用 SM 琢-actin 免疫组织化学方法
鉴定大鼠血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle
cells, VSMCs)．实验取第 5～10代细胞．
1援6 统计学方法

数据以 x 依 s 表示，采用 SPSS 13.0 for windows
软件进行分析，两样本均数比较采用 t检验，以
P < 0.05为有统计学意义．

2 结 果

2援1 新福林、乙酰胆碱对自发性高血压大鼠血管

环张力的影响

新福林(1伊10-8、1伊10-7、1伊10-6、1伊10-5mol/L)

能够使血管环明显收缩，收缩张力呈浓度依赖性增

加，且 SHR 大鼠对新福林的收缩反应高于 WKY
对照组，新福林(1伊10-5 mol/L)时 SHR大鼠血管收
缩张力由对照组(0.89依 0.04) g增加至(1.51依 0.06) g
(P < 0.05，图 1)．在 1伊10-6 mol/L新福林的预刺激
下,乙酰胆碱(1伊10-8、1伊10-7、1伊10-6、1伊10-5 mol/L)
对血管环有舒张作用，舒张百分率随乙酰胆碱浓度

的升高呈浓度依赖性的增加，且 SHR大鼠对乙酰
胆碱的舒张反应低于 WKY 对照组，乙酰胆碱
(1伊10-5 mol/L)时 SHR大鼠血管最大舒张百分比由
对照组(76.58依5.54)%减为(53.59依5.34)%(P < 0.05,
图 2)．对比内皮存在血管环，去除内皮血管环在
1伊10-6 mol/L新福林的预刺激下，对不同浓度的乙
酰胆碱 1 伊10-8、1 伊10-7、1 伊 10-6、1 伊10-5 mol/L不
再表现出浓度依赖性的舒张，SHR 及其对照组
WKY大鼠血管环在去除内皮后对乙酰胆碱的舒张
作用均无反应，两者张力变化无显著性的差别

(图 2)．由此可见，两种大鼠胸主动脉血管对新福
林均表现出收缩反应，收缩张力 SHR 大鼠大于
WKY大鼠．对于乙酰胆碱两种大鼠血管均表现出
内皮依赖性的舒张，SHR大鼠的舒张百分率要小
于WKY大鼠．在去除血管内皮后，两种大鼠血管
对乙酰胆碱的舒张反应明显变小，两者之间无显著

差别．

Fig. 1 Effects of phenylephrine on the tension
of vasoconstriction in SHR and WKY

*P < 0.05, SHR vs WKY; # P < 0.05, PD98059-SHR vs PD98059; +P <

0.05, apelin-SHR vs apelin-WKY; &P < 0.05, LNNA-SHR vs LNNA-

WKY. x 依 s, n = 8. : WKY; : SHR; : PD98059-SHR;

: PD98059-WKY; : Apelin-WKY; : Apelin-SHR; :

LNNA- WKY; : LNNA-SHR.
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Fig. 3 Effects of apelin鄄13 on the degree
of vasodilatation in SHR and WKY

*P < 0.05,SHR vs WKY; #P < 0.05, LNNA-SHR vs LNNA-WKY. x 依 s,
n = 8. : SHR; : WKY; : SHR-LNNA; : WKY-

LNNA.

▲ ▲● ●

Fig. 2 Effects of acetylcholine on the degree
of vasodilatation in SHR and WKY

*P < 0.05, SHR vs WKY. x 依 s, n = 8. : SHR with endothelial;

: WKY with endothelial; : SHR without endothelial; :

WKY without endothelial.

▲ ▲

● ●

2援2 Apelin鄄13对自发性高血压大鼠内皮完整和去
内皮血管环张力影响

在 1 伊 10-6 mol/L新福林的预刺激下，两组大
鼠血管环对 apelin-13 (1 伊 10-9、5 伊 10-9、1 伊 10-8、

5 伊 10-8、1 伊 10-7 mol/L)表现出浓度依赖性的舒张，
且 SHR大鼠对 apelin-13的舒张反应要低于 WKY
对照组，在 apelin-13 (1伊10-7 mol/L)时，SHR最大
舒张百分比由 WKY对照组(16.49 依 0.63)%减少至
(12.14 依 0.67)% (P < 0.05，图 3)．去除内皮后，两

组大鼠血管环对 apelin-13 (1伊10-9、5伊10-9、1伊10-8、

5伊 10-8、1伊 10-7 mol/L)表现出浓度依赖性的收缩，
且 SHR大鼠对 apelin-13 的收缩反应略高于 WKY
对照组，apelin-13(1 伊 10-7 mol/L)时 SHR大鼠血管
最大收缩张力由对照组(0.32依0.06) g增加至(0.38依
0.09) g，但统计学无显著性差异(P > 0.05，图 4)．
由此可见，apelin-13对于有内皮的血管表现出舒张
血管的作用，且舒张百分率 SHR大鼠要低于WKY
对照组大鼠．而对于去除内皮的血管，apelin-13则
表现出收缩血管的作用，且收缩张力 SHR大鼠要
高于WKY对照组，结果提示 Apelin-13是一种血
管内皮依赖性的舒血管活性物质．

2援3 ERK1/2 抑制剂 PD98059 和 NOS 抑制剂
LNNA预孵育，apelin鄄13对自发性高血压大鼠血
管环张力的影响

用 5伊10-5 mol/L ERK1/2阻断剂 PD98059预孵
育血管环 30 min后，两组大鼠血管环对 apelin-13
(1 伊10-9、5 伊10-9、1伊10-8、5 伊 10-8、1 伊10-7 mol/L)
表现出浓度依赖性的收缩，SHR组大鼠血管环收
缩要大于 WKY 对照组血管环收缩， apelin-13
(1 伊 10 -7 mol/L)时 SHR 最大收缩张力由对照组
(0.095 依 0.006) g 增至 (0.126 依 0.007) g (P < 0.05，
图 4)．LNNA 1 伊 10 -4 mol/L 预孵育 SHR 及 WKY
血管 30 min后，两组大鼠血管环对 apelin-13(1伊10-9、

5伊10-9、1伊10-8、5伊10-8、1伊10-7 mol/L)表现出浓
度依赖性的舒张，SHR大鼠对 apelin-13的舒张反
应要低于WKY对照组，apelin-13(1伊10-7 mol/L )时
SHR 最大舒张百分比由对照组(2.64 依 0.35)%减至
(1.98依0.52)%(P < 0.05,图 3). 两组大鼠在 apelin-13

Fig. 4 Effects of apelin鄄13 on the tension
of vasoconstriction in SHR and WKY

*P<0.05, PD98059-SHR vs PD98059. x 依 s, n = 4. : WKY without

endothelial; : SHR without endothelial; : PD98059-SHR;

: PD98059-WKY.▲ ▲
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的作用下，对比用 LNNA预孵育的血管环舒张百
分率明显较没用 LNNA预孵育的血管环舒张百分
率要低(图 3)．由此可见，PD98059预孵育后的血
管对于 apelin-13表现出浓度依赖性收缩，与去除
内皮后 apelin-13的血管效应趋势一致，SHR组大
鼠血管收缩张力要大于WKY对照组血管．LNNA
预孵育后的血管仍对 apelin-13表现出舒张，SHR
大鼠血管环舒张百分率要比WKY对照组小，且对
比舒张幅度明显较没有 LNNA预孵育的同型血管
要小．

2援4 Apelin鄄13预孵育后，新福林、乙酰胆碱对自
发性高血压大鼠血管环张力的影响

Apelin-13 1 伊 10 -8 mol/L 预孵育血管 30 min
后，血管环在新福林(1 伊 10-8、1 伊 10-7、1 伊 10-6、

1伊10-5 mol/L)作用下表现出浓度依赖性收缩，且 SHR
大鼠的收缩反应高于WKY对照组，1 伊 10-5 mol/L
新福林时 SHR 大鼠血管最大收缩力由对照组
(0.77 依 0.07) g增至(1.18 依 0.05) g (P < 0.05，图 1).
对比无 apelin-13预孵育的血管环，apelin-13预孵
育后的血管对新福林的收缩反应明显变小，且无论

apelin-13预孵育与否，SHR对新福林的收缩张力
比 WKY 都要大(图 1)．1 伊 10-8 mol/L apelin-13 预
孵育血管 30 min后在 1 伊 10-6 mol/L新福林的刺激
下，大鼠血管环对乙酰胆碱(1伊10-8、1伊10-7、1伊10-6、

1 伊 10-5 mol/L)表现出浓度依赖性舒张，SHR 大鼠
舒张百分率要低于 WKY 对照组，1 伊 10 -5 mol/L
乙酰胆碱时 SHR 最大舒张百分比由对照组

(81.06依5.38)%降低至(55.14依4.92)% (P < 0.05,图 5).
对比无 apelin-13预孵育的血管环，apelin-13预孵
育后的血管在新福林刺激下对乙酰胆碱的收缩百分

率变大(图 5)．由此可见，apelin-13预孵育后，两
组大鼠的血管环在新福林的作用下虽然都表现出收

缩反应，但收缩张力对比无 apelin-13预孵育的血
管张力偏小．Apelin-13预孵育后两组大鼠的血管
环在乙酰胆碱的作用下，其舒张百分率都较无

apelin-13预孵育的血管有所增高．在内皮存在的情
况下 apelin-13对新福林引起的血管收缩反应有一
定的拮抗作用，对乙酰胆碱引起的血管舒张作用有

协同效应．

2援5 ERK1/2 抑制剂 PD98059 和 NOS 抑制剂
LNNA预孵育后新福林、乙酰胆碱对自发性高血压
大鼠血管环张力的影响

PD98059 5伊10-5 mol/L预孵育血管 30 min后，
两组大鼠主动脉环在新福林 1 伊 10 -8、1 伊 10 -7、

1伊10-6、1 伊10-5 mol/L刺激下的收缩张力表现出浓
度依赖性增加，SHR大鼠对新福林的收缩反应高
于WKY对照组，1伊10-5 mol/L新福林时 SHR最大
收缩张力由对照组(0.67依 0.06) g增至(0.97依 0.04) g
(P < 0.05，图 1)．PD98059预孵育后 SHR及WKY
大鼠血管对 PE的收缩张力均显著低于无 PD98059
孵育的同类型血管(图 1)．5伊10 -5 mol/L PD98059
预孵育血管 0.5 h 后，在 1 伊 10 -6 mol/L 新福林的
预刺激下 SHR大鼠对乙酰胆碱 1 伊 10-8、1 伊 10-7、

1 伊 10-6、1 伊 10-5 mol/L的舒张反应低于 WKY对照
组，1 伊10-5 mol/L乙酰胆碱时 SHR最大舒张百分
比由对照组 (91.85 依 4.67)%减至 (73.68 依 5.35)%
(P < 0.05，图 6)．对比无 PD98059 孵育的血管，
PD98059 预孵育后 SHR 及 WKY 大鼠血管环对
Ach 的舒张反应均大于无 PD98059孵育的同类型
血管(图 6)．1伊10-4 mol/L LNNA预孵育血管 30 min
后，两组大鼠主动脉环在新福林 1 伊 10-8、1伊 10-7、

1 伊10-6、1伊 10-5 mol/L刺激下的收缩张力表现出浓
度依赖性增加，SHR大鼠对新福林的收缩反应高
于 WKY 对照组，1 伊 10-5 mol/L新福林时 SHR 最
大收缩张力由(1.43 依 0.34) g增加至(1.67 依 0.36) g
(P < 0.05，图 1)．LNNA预孵育后 SHR及WKY大
鼠血管对 PE的收缩反应均大于无 LNNA孵育的同
类型血管．1伊10-4 mol/L LNNA预孵育血管后，在
1伊10-6 mol/L新福林的预刺激下，SHR大鼠对乙酰
胆碱 1 伊 10-8、1 伊 10-7、1 伊 10-6、1 伊 10-5 mol/L舒张
反应低于 WKY对照组，乙酰胆碱(1 伊 10-5 mol/L)

Fig. 5 Effects of acetylcholine on the degree
of vasodilatation in SHR and WKY

*P < 0.05, apelin-LNNA-SHR vs apelin-LNNA-WKY; #P < 0.05, apelin-

PD98059-SHR vs apelin-PD98059-WKY; +P < 0.05, apelin-SHR vs
apelin-WKY; &P < 0.01, vs apelin-SHR. x 依 s, n = 8. : Apelin-
LNNA-WKY; : Apelin-LNNA-SHR; : Apelin-PD98059-WKY;

: Apelin-PD98059-SHR; : Apelin-WKY; : Apelin- SHR.
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时 SHR 最大舒张百分比由 (14.39 依 0.65)% 减为
(13.52依 0.53)% (P < 0.05，图 6)． 由此可见，与直
接用血管活性物质刺激的血管环实验进行对比可以

发现：ERK1/2通路抑制剂 PD98059可以抑制血管
环对 PE的收缩反应，增加血管对 Ach 的舒张反
应．NOS抑制剂 LNNA 可以使血管对 PE的收缩
反应性增强，并抑制 Ach的血管舒张作用．

2援6 Apelin鄄13分别与 ERK1/2抑制剂PD98059和
NOS抑制剂 LNNA共同预孵育血管后，新福林、
乙酰胆碱对血管的影响

1伊10-8 mol/L apelin-13和 5伊10-5 mol/L PD98059
共同预孵育血管 30 min后，血管环在新福林 1伊10-8、

1 伊 10-7、1 伊 10-6、1 伊 10-5 mol/L刺激下的收缩张力
表现出浓度依赖性增加，SHR大鼠对新福林的收
缩反应高于WKY对照组，1伊 10-5 mol/L新福林时
SHR最大收缩张力由对照组(0.70 依 0.59) g增加至
(1.00依 0.45) g (P<0.05，图 7).对比单独用 PD98059
预孵育的血管，apelin-13与 PD98059 共同预孵育
后 SHR及WKY大鼠血管环对 PE的收缩反应要大
于 PD98059单独孵育的同类型血管．1伊10-8 mol/L
apelin-13 和 5伊10-5 mol/L PD98059共同预孵育血
管 30 min后，在 1伊10-6 mol/L新福林的预刺激下血
管对乙酰胆碱 1伊10-8、1伊10-7、1伊10-6、1伊10-5 mol/L
表现出浓度依赖性舒张，舒张百分率 SHR大鼠低

于WKY对照组，1伊10-5 mol/L乙酰胆碱时 SHR最
大舒张百分比由对照组(86.03依4.67)%减至(76.19依
5.35)% (P < 0.05，图 5)．Apelin-13 与 PD98059共
同预孵育后的 SHR及WKY大鼠血管对 Ach的舒
张反应与 PD98059单独孵育的同类型血管比较差
异不大，1 伊 10-8 mol/L apelin-13 和 1 伊 10-4 mol/L
LNNA共同预孵育血管 30 min后，血管环在新福
林 1伊10-8、1伊10-7、 1伊 10-6、1 伊 10-5 mol/L刺激下
的收缩张力表现出浓度依赖性增加，SHR大鼠对
新福林的收缩反应高于WKY对照组，1伊10-5 mol/L
新福林时 SHR最大收缩张力由(1.37 依0.69) g增加
至 (1.70 依 0.87) g (P < 0.05，图 7)．1 伊 10 -8 mol/L
apelin-13 和 LNNA 10 -4 mol/L 共同预孵育血管
30 min后，在 1伊10-6 mol/L新福林的预刺激下血管对
乙酰胆碱 1 伊 10-8、1 伊 10-7、1 伊 10-6、1 伊 10-5 mol/L
表现出浓度依赖性舒张(图 5)，SHR大鼠对乙酰胆
碱的舒张反应低于 WKY对照组，1 伊10-5 mol/L乙
酰胆碱时 SHR最大舒张百分比由(14.90依0.44)%减
为 (13.64 依 0.61)% (P < 0.05，图 5)．Apelin-13 与
LNNA 共同孵育后 SHR及 WKY 大鼠血管对 Ach
的舒张反应要大于 LNNA单独孵育的同类型血管，
随着 Ach 浓度的增加舒张度变大．由此可见，
PD98059和 LNNA作为 ERK1/2和 NO通路抑制剂
在预孵育血管过程中对 apelin-13的血管生物学效
应产生影响，对比 PD98059 单独孵育的血管，

Fig. 6 Effects of acetylcholine on the degree
of vasodilatation in SHR and WKY

*P < 0.05, SHR vs WKY; #P < 0.05, PD98059-SHR vs PD98059-WKY.

x 依 s, n = 8. : PD98059-SHR; : PD98059-WKY; : SHR;

: WKY; : LNNA-SHR; : LNNA-WKY.
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Fig. 7 Effects of phenylephrine on the tension
of vasoconstriction in SHR and WKY

*P < 0.05, apelin-PD98059-SHR vs apelin-PD98059-WKY; #P < 0.05,

apelin-LNNA-SHR vs apelin-LNNA-WKY. x 依 s, n = 8. :
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PD98059和 apelin-13共孵育后使 PE对血管的收缩
作用增强，对比 LNNA 单独孵育的血管，LNNA
和 apelin-13 共孵育后使 PE 对血管的收缩作用减
弱，而 Ach的舒张血管效应得到加强．
2援7 Apelin鄄13 对大鼠 VSMCs ERK1/2 磷酸化的
量效和时效变化

分别用 0、 0.5、 1、 2、 4 滋mol/L apelin-13，
10% FBS和 1 滋mol/L Ang域刺激大鼠 VSMCs, 24 h
后收集蛋白质，Western blot结果显示，ERK1/2磷
酸化增加并呈剂量依赖性，而 ERK1/2无明显变化
(图 8)．用 2 滋mol/L apelin-13刺激大鼠 VSMCs 0、
0.5、1、2、4、6、8、12和 24 h后，收集蛋白质，
Western blot结果显示，ERK1/2磷酸化在 4 h表达
最高，之后逐渐降低，并且 24 h时间点的磷酸化
仍高于 0 h对照组，而 ERK1/2无明显变化(图 9)．
用 ERK1/2抑制剂 PD98059 10 滋mol/L预孵育 VSMCs
30 min 后，再用 2 滋mol/L apelin-13 刺激 4 h 后，
收集蛋白质，Western blot结果显示，PD98059可
以抑制 apelin-13诱导的 ERK1/2磷酸化，对 ERK1/2
影响不明显(图 10)．

Fig. 10 Effects of PD98059 on pERK1/2 and ERK1/2
activities induced by apelin鄄13 in VSMCs

*P < 0.01, vs apelin-13; #P < 0.05 vs control. x 依 s, n = 3. : pERK1/2;

: ERK1/2. 1: Control; 2: Apelin-13; 3: PD98059 + apelin-13; 4:

DMSO + apelin-13; 5: PD98059.
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Fig. 8 Dose effects of apelin鄄13 on expression
of pERK1/2 and ERK1/2 in VSMCs
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3 讨 论

以前的实验发现，活体大鼠尾静脉注射 apelin
后能够引起血管舒张从而降低血压，apelin可能参
与高血压形成，从而引起了人们的广泛关注．APJ
和 apelin在人体的大部分组织，如肺、心、骨骼
肌、肾、脑和肝脏等均有分布，且二者的分布情况

基本一致[3]．近来发现，安装左心室辅助装置的病

人心室肌标本 APJ基因明显上调[22]，apelin在冠状
动脉内皮和心肌组织有高表达，而且发现，在左心

衰竭的病人血浆中 apelin及 apelin mRNA水平明显
增加，说明 apelin、APJ受体在人慢性心衰过程中
有重要的病理生理学意义．前期实验证实，外周静

脉注射 apelin可降低正常大鼠血压，其特点表现为
降低血压的同时不影响心率，且动脉压力感受性反

射敏感度降低．本课题中大鼠胸主动脉血管在离体

培养的情况下，apelin均能够舒张 SHR及WKY大
鼠胸主动脉，从而进一步证实 apelin是一种降血压
活性物质，它的降血压作用可以通过舒张血管来

完成．

目前对 apelin的信号转导通路还不十分清楚．
有人从 mRNA 和蛋白质水平证实了 APJ和 apelin
在血管平滑肌有表达．Apelin可与血管内皮层的
APJ受体结合激活一氧化氮合酶(NOS)，释放 NO
引起血管舒张，降低大鼠平均动脉血压[6, 7]．但有

人发现 apelin与 VSMCs内 APJ结合后，产生的直
接效应是使血管收缩，是一种潜在的血管收缩因

子．此外，apelin对于剥除内皮的离体隐静脉也具
有较强的收缩血管作用，其作用强度与 Ang域相
当[23]．Tatsuo等进一步研究发现，apelin- APJ信号
与 Gi 蛋白结合后，可激活蛋白激酶 C (PKC)、
Na+-Ca2+离子交换泵等而使肌球蛋白轻链磷酸化从

而引起平滑肌收缩[24]．本实验发现，apelin-13对于
有内皮的血管表现出浓度依赖性舒张作用，而对于

去除内皮血管，apelin-13则表现出收缩血管的作
用，提示 apelin的扩血管作用是内皮依赖性的，在
去除内皮的血管中 apelin表现出较强的收缩血管作
用，因此对于血管平滑肌来说，apelin实际上是一
种缩血管物质而非扩血管物质，但是在有内皮存在

时，由于血管内皮中的 APJ受体经自分泌形式激
活，导致 NO扩血管物质的释放，从而拮抗和掩盖
了 apelin的缩血管效应．
丝裂原激活的蛋白激酶(mitogen-actived protein

kinase，MAPK)是一组丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶．

MAPK信号通路是广泛存在于真核细胞内的一条
重要信号转导通路，参与调节细胞的分化、增生、

分裂和凋亡等过程．MAPK 共有三条主要通路，
其中细胞外信号调节激酶 ERK1/2通路是最主要的
一条．通过大鼠肠系膜上动脉离体实验，有人提出

ERK1/2的通路活化可以导致 Ca2+的内流，引起血

管平滑肌的收缩 ．Apelin 可通过诱导激活
Ras-ERK1/2信号途径增强心肌收缩效应．在高血
压心衰过程中，随着心衰过程的进展 ERK1/2表达
增加，ERK1/2的促增殖作用导致心肌肥厚的发生，
最终演变成充血性心衰．因此猜测高血压过程中随

着血压的增高，apelin的增加聚集导致 ERK1/2表
达的上调，有可能通过某种方式使 eNOS-NO 受
损，导致血管舒张功能受损．但是Wu等[25]在研究

脊髓电刺激疗法(spinal cord stimulation，SCS )改善
骨端局部缺血患者的外周血液循环机制时，将单极

球电极置于大鼠腰椎的 2～3脊髓的左背柱，用激
光多普勒血流成像仪(laser doppler perfusion imager，
LDPI)监测左右两侧表皮的血流量，结果发现，
ERK 抑制剂 U0126 和磷脂酰肌醇 -3- 激酶
(phosphatidylinositol 3-kinases，PI3K)的特异性抑制
剂 LY294002大大衰减 SCS诱导血管舒张反应，表
明 ERK和 AKT都参与 SCS诱导血管舒张功能．
血管生成和血管舒张是控制胎盘血流量的两个关键

过程，它们直接参与胎儿生长发育、胎儿的生存

以及新生儿出生体重．成纤维细胞生长因子 -2
(fibroblast growth factor-2， FGF2 )和血管内皮生长
因子 (vascular endothelial growth factor，VEGF )在
调节胎盘血管生成起关键作用，Zheng等[26]发现具

有强舒血管作用的 NO 是通过 NO/cGMP/ ERK1/2
介导了 FGF2 诱导的血管生成．本实验发现，
ERK1/2 抑制剂 PD98059 预孵育后血管环对
apelin-13表现出浓度依赖性的收缩，与去除内皮后
apelin-13的收缩血管效应趋势一致，血管收缩张力
SHR > WKY大鼠，PD98059逆转了 apelin-13引起
的血管舒张效应．

实验发现，apelin-13不但能舒张含内皮血管，
而且对比 WKY大鼠，apelin-13 对 SHR大鼠的舒
张血管作用显著减弱．Apelin是依赖于血管内皮发
挥舒张血管效应的物质．提示，高血压过程中，高

血压可能导致血管内皮细胞功能障碍，由于 apelin
对血管张力的调节是通过内皮细胞释放 NO 而引
起，eNOS活性的相对不足或 NO释放障碍可能是
高血压大鼠血管对 apelin反应性减弱的重要原因之
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一，在高血压的形成和发展过程中可能起一定作

用．同时 apelin-13能够舒张含内皮的胸主动脉血
管，对于 LNNA孵育过的含内皮血管，apelin-13的
舒张血管作用明显减小．同浓度同时间 LNNA孵
育后，SHR血管环对 apelin-13的舒张作用相对比
WKY减小，这进一步说明 apelin是通过激活血管
组织 NOS/NO 系统促使 NO 生成，最终引起血管
的扩张．Apelin舒张血管效应的实现需要通过 NO
通路，高血压大鼠血管 apelin/APJ的 NO信号途径
障碍造成了高血压大鼠血管舒张反应性降低．为进

一步认识 apelin-13在高血压状态下的信号传导机
制，应用细胞外信号调节激酶 ERK1/2 抑制剂
PD98059，观察 PD98059 对 apelin-13 诱导血管平
滑肌张力变化的影响．用 PD98059预孵育血管环
后，再以 apelin-13刺激血管环，结果发现，对比
apelin-13单独作用血管环时表现出的舒血管效应，
加了阻断剂后血管环对 apelin-13表现出浓度依赖
性的收缩反应与去血管内皮后 apein-13表现出的缩
血管效应相似．另外，新福林呈浓度性收缩血管，

在 SHR 和 WKY 大鼠中最大收缩反应值 (Rmax)相
似，但是 SHR大鼠的半数最大收缩有效浓度 ( EC50 )
比 WKY 大鼠的要低 ((1.10 依 0.14) versus (1.89 依
0.33) 滋mol/L，P < 0.05)[27]．乙酰胆碱内皮依赖性舒

张正常血压WKY大鼠的主动脉，这是通过内皮释
放内皮依赖性超极化因子和 NO介导的，而且该反
应对环氧合酶的抑制作用不敏感，但是在 SHR大
鼠中因为伴随释放环氧依赖性收缩因子所以使乙酰

胆碱内皮依赖性舒张血管作用减弱[28]，这些跟本实

验结果也相吻合．在血管环实验中我们发现，使用

ERK1/2特异性抑制剂 PD98059可以抑制 apelin-13
舒张血管的作用，说明 ERK1/2 可能参与了该过
程．为了进一步证实该结论，我们进行了相关细胞

实验，通过 Western blot实验结果发现，apelin-13
使 ERK1/2 磷酸化增加，而 PD98059 可以抑制
apelin-13促 ERK1/2磷酸化．从动物和细胞两个水
平都证实了 ERK1/2 参与了 apelin-13 的舒张血管
作用．

综合上述结果，本课题通过 SHR 和 WKY 大
鼠离体主动脉环实验探讨了 apelin-13在高血压状
态下的作用，并初步论证了 NO、ERK1/2信号通
路在 apelin-13舒张高血压大鼠血管中的作用．新
发现高血压发生发展过程中，血管对 apelin-13的
舒张反应性障碍是高血压大鼠血管舒张能力不足、

血压升高的原因之一．实验过程中发现并进一步证

明， apelin-13 的舒血管效应可以通过 apelin-13-
NOS-NO 通路实现，高血压状态下血管的
apelin/APJ的 NO信号途径障碍参与了高血压大鼠
血管舒张反应性降低．本实验首次发现了 ERK1/2
信号通路在介导 apelin-13舒张大鼠血管平滑肌过
程中起到了重要的作用，ERK1/2 通路被阻断后
apelin-13的舒张血管作用被完全抑制，血管表现出
收缩效应．对 apelin/APJ系统的 NO，ERK1/2信号
通路进行深入的研究，有利于为高血压、动脉粥样

硬化等疾病的防治寻找新的药物作用途径和靶点．
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ERK1/2 Mediated The Vasodilatation of Apelin鄄13 on Vascular Rings
of Spontanously Hypertensive Rat in vitro*

LIU Chang-Hui1)**, LI Xin2)**, CHEN Feng2)**, PAN Wei-Nan2), FENG Fen2),
QIN Xu-Ping2), LI Lan-Fang2), SU Tao2), CHEN Lin-Xi2)***

(1) Department of Cardiology of 1st Affiliated Hospital, University of South China, Hengyang 421001, China;
2) Institute of Pharmacy and Pharmacology, University of South China, Hengyang 421001, China)

Abstract In order to study the effect of G protein-coupled receptor APJ endogenous ligand apelin-13 to the
vasoconstriction and relaxation of spontaneously hypertensive rat’s vascular rings in vitro and its NO and ERK1/2
pathway, perfusion method in vitro vascular ring and Power-Lab system was used to detect tension on rat’s
vascular rings. Experimental groups below: Phenylephrine group, Acetylcholine group, apelin-13 group, apelin-13+
PE group, apelin-13+Ach group, PD98059+PE group, PD98059+Ach group, LNNA+PE group, LNNA+Ach group,
apelin-13 (preincubation) +PD98059 +PE group, apelin (preincubation)-13 +PD98059 +Ach group, apelin-13
(preincubation)+LNNA+PE group and apelin-13 (preincubation)+LNNA+Ach group, compared with WKY rats.
Rats’vascular smooth muscle cells were cultured and the expression of ERK1/2 protein was detected by Western
blot. Apelin-13 for the blood vessel with endothelium has demonstrated concentration-dependent vasodilation and
SHR < WKY in percentage vasodilation, but for the blood vessel without endothelium, apelin-13 shows the role of
vascular contraction and SHR > WKY in contraction tension. Apelin-13 pre-incubation can reduce the SHR and
WKY rats’the reactivity of vascular contraction tension on phenylephrine and increases the relaxation response to
acetylcholine. After NOS inhibitors LNNA blocking the formation of NO, the relaxation response of the vascular
rings to apelin-13 is significantly inhibited and apelin more pronounced reduces the diastolic response in the SHR
group than in the WKY group. This suggests that the vasodilator effect of apelin-13 partly depends on
NO-dependent pathway at least and SHR hypertensive rats with NO pathway obstacles reduces the vasodilation of
blood vessels to apelin-13. After pre-incubation of ERK1/2 inhibitor PD98059, the response of vascular rings to
apelin-13 shows concentration-dependent contraction, which is the same as the blood vessel without endothelium
to apelin-13, SHR > WKY in contraction tension. PD98059 reversals the apelin-13’s vasodilation effect. Western
blot analysis showed that apelin-13 promoted the concentration-dependent and time-dependentexpression of
pERK1/2. The potent ERK inhibitor PD98059 decreased the expression of pERK1/2. The diastolic reactivity of
apelin in ex-vivo vascular rings of SHR is reduced and the effect is mediated by NO pathway and the ERK1/2
pathway.
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