
生理学报 Acta Physiologica Sinica, December 25, 2020, 72(6): 785–792
DOI: 10.13294/j.aps.2020.0087    http://www.actaps.com.cn

785

脾脏酪氨酸激酶促进肝肺综合征大鼠肺血管新生
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摘  要：本研究旨在研究脾脏酪氨酸激酶(spleen tyrosine kinase, Syk)在肝肺综合征(hepatopulmonary syndrome, HPS)血管新生

过程中的作用及其机制。Sprague Dawley (SD)大鼠随机分为3组：假手术组(Sham组)、胆总管结扎(common bile duct ligation, 
CBDL) 5周组(5W组)和R788药物干预组(R788组)，通过CBDL术进行HPS造模，R788组大鼠在CBDL术后每日腹腔注射1次
R788 (20 mg/kg)至第5周。用Western blot和免疫组织化学法检测Syk、p-Erk1/2、p-Akt在肺组织中的表达和分布情况，用免疫

荧光染色法观察Syk在肺中的定位和肺组织血管新生数目。结果显示，相对Sham组，5W组大鼠Syk蛋白表达水平显著上调，

Erk1/2和Akt磷酸化水平显著上调，肺微血管数量显著增加；相对5W组，R788组大鼠Syk蛋白表达水平显著下调，Erk1/2和
Akt磷酸化水平显著下调，肺微血管数量显著减少。以上结果表明，Syk可能通过激活下游Erk1/2和Akt信号转导通路促进

HPS模型大鼠肺内血管新生，这为HPS的临床治疗提供了理论依据和潜在药物治疗靶点。
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Splenic tyrosine kinase promotes pulmonary angiogenesis in rats with hepatopul-
monary syndrome
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Abstract: The present paper was aimed to study the role of spleen tyrosine kinase (Syk) in angiogenesis in hepatopulmonary 
syndrome (HPS) and the underlying mechanism. Sprague Dawley (SD) rats were randomly divided into three groups: sham operation 
group (sham group), common bile duct ligation (CBDL) 5-week group (5W group) and R788 intervention group (R788 group). HPS 
model was established by CBDL. Rats in R788 group were intraperitoneally injected with R788 (20 mg/kg) once daily to week 5 after 
CBDL operation. The protein expression levels and distribution of Syk, p-Erk1/2, and p-Akt in lung tissue were detected by Western 
blot and immunohistochemistry. Immunofluorescence staining was used to observe the location of Syk expression and the number of 
angiogenesis in lung tissue. The results showed that, compared with sham group, 5W group exhibited up-regulated protein expression 
level of Syk, increased phosphorylation levels of Erk1/2 and Akt, and increased number of pulmonary microvessels. Compared with 
5W group, R788 group exhibited down-regulated protein expression level of Syk, decreased phosphorylation levels of Erk1/2 and Akt, 
and decreased number of pulmonary microvessels. These results suggest that Syk may promote pulmonary angiogenesis in HPS model 
rats by activating downstream Erk1/2 and Akt signaling pathways, which provides a theoretical basis and potential drug therapeutic 
targets for the clinical treatment of HPS.
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肝肺综合征 (hepatopulmonary syndrome, HPS)
是由各种终末期肝病和 / 或门脉高压并发低氧血症

为特点的肺部并发症 [1]。4%~32% 的成人终末期肝

病患者存在 HPS，9%~20% 的儿童终末期肝病患者

存在 HPS [2]。晚期肝硬化患者常伴有肺部并发症，

包括肝胸水、肺动脉高压以及 HPS [3]。HPS 的发生

明显增加患者术后呼吸功能不全，甚至出现呼吸衰

竭，有无法摆脱呼吸机的风险，临床预后不佳，肝

移植方可提高 HPS 病人的存活率 [4, 5]。HPS 病理表

现主要是肺内气体交换受损 [6]、动脉血氧合不足 [7]

以及肺泡动脉血氧分压差 (alveolar-aterial O2 gradient, 
A-aDO2) 增大 [8]。近些年关于 HPS 发生机制的研究

显示，HPS 的发生主要与肺内血管新生 [9]、肺微小

血管直径改变 [10] 以及肺内巨噬细胞的聚集 [11] 有关，

但关于 HPS 发生的分子机制研究仍有待探索。探

讨其血管新生发生机制，使用有效的药物或者干预

措施减少新生血管可能是减轻 HPS 患者缺氧症状

的可取途径。

研究显示，脾脏酪氨酸激酶 (spleen tyrosine 
kinase, Syk) 是上皮细胞生长的调节剂和人类乳腺癌

中潜在的因子 [12]。Fruchon 等研究显示，Syk-mTOR
通路参与滤泡淋巴瘤细胞侵袭和血管新生，通过腹

腔注射 Syk 抑制剂 R788 明显减轻肿瘤血管新生，

降低其侵袭性 [13]。Buharalioglu 等研究显示，表皮

生长因子 (epidermal growth factor, EGF) 和血管内皮

生长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF)
诱导的管形成和主动脉发芽分别被 Syk 抑制剂、

Syk 短发夹干扰 RNA 和小干扰 RNA 减弱，在血管

中表达的 Syk 与内皮细胞的迁移、增殖以及血管发

生有关 [14]。Syk 被激活后，可进一步激活多种信号

传导通路，包括 PI3K/Akt、Ras/ERK、磷脂酶 C-γ/
活化 T 细胞核因子 (phospholipase C γ/nuclear factor 
of activated T cells, PLCγ/NFAT) 和 IκB 激酶 / 核因子

κB (IκB kinase/nuclear factor κB, IKK/NF-κB)[15, 16]。

蛋白激酶Akt控制基本的细胞功能，包括增殖、凋亡、

代谢和转录。Ras/Raf/MAPK 通路参与细胞增殖、

生长及生存等进程，激活的 MAPKs 可促使血管基

底膜降解、引起内皮细胞的迁移 [17]。但 Syk 是否参

与 HPS 并调节其血管新生仍无相关研究报道。本

研究采用大鼠胆总管结扎 (common bile duct ligation, 
CBDL) 模型，应用 Western blot、免疫组织化学法、

免疫荧光染色法等技术，探讨 Syk 对 HPS 血管新

生的作用及其机制，为研究 HPS 发生的分子基础

提供依据。

1  材料与方法

1.1  试剂与设备　　RIPA 裂解液、DAB 显色液、

SDS-PAGE 凝胶盒、PMSF 试剂购自碧云天公司；

TRNzol 总 RNA 提取试剂、荧光定量 RNA 试剂盒

购自 Takara 公司；PVDF 膜购自 Bio-Rad 公司；小鼠

抗大鼠 GAPDH 抗体、苏木素购自索莱宝公司；兔抗

大鼠 Syk、兔抗大鼠 p-Erk1/2、兔抗大鼠 Erk1/2、兔

抗大鼠 p-Akt、兔抗大鼠 Akt 抗体购自 Abcam 公司；

Fostamatinib (R788) 购自 Selleck 公司；离心机购自

Sigma 公司；显微镜购自 Leica 公司。

1.2  实验动物及动物模型　　SPF 级健康雄性 Sprague 
Dawley (SD) 大鼠 30 只，体重 242~286 g，许可证

号为 SCXK ( 渝 )2017–0712，动物实验方案已获得

重庆医科大学附属第二医院伦理委员会批准。采用

随机抽签法把大鼠分成3组 (n = 10)：假手术组 (Sham
组 )、CBDL 5周组 (5W组 )和R788干预组 (R788组 )。
本研究所用麻醉剂为水合氯醛，剂量 50 mg/kg，
5W 组大鼠在腹腔注射麻醉后行开腹手术，分别结

扎胆总管的十二指肠端和肝门部结扎胆总管 (CBDL
术 )，Sham 组仅打开腹腔，不结扎胆总管，R788 组

在CBDL术后腹腔注射R788 (20 mg/kg)，每日 1次，

5 周后 3 组大鼠在麻醉后打开腹腔，并用肝素化的

动脉采血针采集腹主动脉血，肺组织在充分灌洗

去除肺内血液后摘除，浸泡于 4% 多聚甲醛中。血

气分析结果满足动脉血氧分压 (arterial blood partial 
pressure of oxygen, PaO2) < 80 mmHg、A-aDO2 > 18 
mmHg 的大鼠确诊为 HPS [18]。

1.3  HE 染色　　分离大鼠肺组织后用 4% 多聚甲醛

浸泡，石蜡切片后 HE 染色：切片烘 2 h，二甲苯

去蜡，乙醇 (100% → 75% 浓度递减 ) 水化，HE 染

色后封片。最后每只大鼠随机选择 3 张切片，每张

切片选择 5 个视野高倍镜下观察并拍照。

1.4  免疫组织化学染色法　　石蜡切片置于 60 °C
烤至融化，置于二甲苯中洗蜡，依次按二甲苯

I→75% 乙醇顺序依次清洗；置入柠檬酸钠修复液

中高压锅 (117 °C，80 kPa) 内修复抗原 5~8 min，冷

却后 H2O2 封闭 50 min ；山羊血清封片 40 min，弃

血清后滴加一抗溶液并放置于4 °C摇床上孵育10 h；
PBST 洗涤后加二抗室温反应 90 min ；DAB 显色

5~10 s 后冲洗，然后苏木素反应 20 s，充分洗涤，

封片，镜下观察。每只大鼠随机选择 3 张切片，随
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机选择 5 个镜下视野拍照，通过 Image-Pro Plus 软
件测量得到积分光密度值 (integral optical density, IOD)。
1.5  Western blot　　肺组织样本中加适量 RIPA 和

PMSF (1:100) 提取蛋白，测蛋白浓度后加上 5 × 蛋
白上样缓冲液并煮沸。按照说明配制浓缩胶和分离

胶，每孔上样 60 μg，80 V/100 V 电泳后转到 PVDF
膜上，BSA 室温封闭 90 min，分别加入一抗 (Syk 
1:900、GAPDH 1:1 500、Erk1/2 1:900、p-Erk1/2 1: 
1 000、Akt 1:900 或 p-Akt 1:1 000)，4 °C 冰箱内 12 h，
TBST 充分漂洗后加二抗 (1:4 000)，37 °C 下孵育

60 min，TBST 洗涤后加发光试剂显影，实验均重

复 3 次。用 Image Lab 定量条带灰度值，目的蛋白

灰度值除以内参蛋白 GAPDH 数值得到相对值后，

再进行统计。

1.6  免疫荧光染色法定位 Syk 在大鼠肺中的表达　

　冰冻切片经 PBS 漂洗后，滴加 10% 的山羊血清

室温下孵育 1 h，加入抗 Syk 抗体 (1:100) 和抗 vWF
抗体 (1:100)，放入暗盒内在 4 °C 冰箱中孵育 10 h ；

PBS 漂洗后滴加荧光二抗 (1:150)，暗盒内孵育 1 h；
加 DAPI 液反应 15 min ；洗涤后加抗淬灭试剂并盖

片，荧光镜下调整转换后拍照，每只大鼠随机抽选

3 个样本片，每个样本片随机拍 3 个视野并计数血

管个数，统计后的平均微血管数目用于微血管密度

的评估 [13]。

1.7  统计分析　　所有数据均以 mean ± SD 表示，

用 SPSS 17.0 进行统计学检验，多组间均数比较采

用单因素方差分析，方差齐时两两比较采用 LSD 法，

方差不齐时两两比较采用 Dunnett’ T3 法。P < 0.05
时认为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  大鼠腹主动脉血气分析结果

血气分析结果显示，相对于 Sham 组，5W 组

A-aDO2 显著升高；相对于 5W 组，R788 组 A-aDO2

则显著降低 (P < 0.05)( 图 1A)。相对于 Sham 组，

5W 组 PaO2 显著降低 ；而相对于 5W 组，R788 组

PaO2 有显著升高 (P < 0.05)( 图 1B)。5W 组 PaO2 为

(77.92 ± 1.98) mmHg，A-aDO2 为 (21.05 ± 1.62) mmHg，
符合 HPS 诊断标准，表明 CBDL 大鼠模型建立成功。

2.2  各组肺组织大体和微观改变

从肺外观来看，Sham 组大鼠肺比较健康，无

病灶点；而 5W 组大鼠肺脏上有多个病灶点，呈椭

圆形，直径约 2 mm，呈散在点状或融合；经 R788
干预后的 R788 组大鼠肺与 5W 组大鼠相比有明显

的改善，点状病灶明显减少，直径减小至 0.5~1.0 
mm ( 图 2)。

HE 染色结果显示，Sham 组大鼠肺结构清晰，

炎细胞较少，微小血管数量少；而 5W 组大鼠肺泡

壁和血管腔大量炎症细胞浸润，部分肺泡被破坏；

相对于 5W 组，R788 组大鼠肺泡炎症细胞数量减少，

肺泡结构较规整 ( 图 3)。
2.3  各组大鼠肺Syk、p-Erk1/2以及p-Akt蛋白表达

水平改变

相对 Sham 组大鼠，5W 组大鼠肺组织 Syk 蛋

白表达水平显著上调，Erk1/2 和 Akt 蛋白磷酸化水

平均显著上调 ( 均 P < 0.05) ；而相对于 5W 组大鼠，

R788 组大鼠肺组织 Syk 蛋白表达水平显著下调，

Erk1/2 和 p-Akt 蛋白磷酸化水平均显著下调 ( 均 P < 
0.05)( 图 4)。

图   1. 各组大鼠血气分析结果

Fig. 1. Results of blood gas analysis of different groups. A: Alveolar-arterial O2 gradient (A-aDO2); B: Arterial blood partial pressure 
of oxygen (PaO2). Mean ± SD, n = 10. *P < 0.05 vs sham group; #P < 0.05 vs 5W group.
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图   3. 各组大鼠肺组织的病理学变化

Fig. 3. Pathological changes of lung tissue in different groups detected by HE staining. Scale bar, 50 μm.

图   4. 各组大鼠肺Syk、p-Erk1/2和p-Akt蛋白表达水平

Fig. 4. Protein expression levels of Syk, p-Erk1/2 and p-Akt in lung tissue of rats in different groups detected by Western blot. Mean ± 
SD, n = 3. *P < 0.05 vs sham group; #P < 0.05 vs 5W group.

图   2. 各组大鼠肺组织外观

Fig. 2. Appearance of lung tissue of different groups. The lungs of sham rats were healthy, while the lungs of CBDL 5W rats showed 
multiple lesions and blood stasis points. The lungs of R788 rats had significant improvement compared with those of CBDL 5W rats.
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2.4  各组大鼠肺Syk、p-Erk1/2以及p-Akt蛋白表达

和定位

免疫组织化学染色法结果显示，Syk 主要表达

于肺血管内皮细胞及部分上皮细胞。IOD 值统计结

果与 Western blot 结果类似，相对 Sham 组大鼠，

5W 组大鼠肺组织 Syk、p-Erk1/2 及 p-Akt 蛋白表达

水平均显著上调 (均P < 0.05)；而相对于5W组大鼠，

R788 组大鼠肺组织 Syk、p-Erk1/2 及 p-Akt 蛋白均

显著下调 ( 均 P < 0.05)( 图 5)。
2.5  Syk在各组大鼠肺微小血管中的表达

vWF 为微血管内皮细胞标志物，vWF 与 Syk
共同标记可定位 Syk 在微血管内皮细胞的表达。用

vWF ( 红色 ) 标记微小血管内皮细胞，Syk ( 绿色 )
作为目的蛋白进行标记。免疫荧光染色结果显示，

相对于 Sham 组，5W 组 Syk 阳性的的肺微小血管

数量显著增多，肺微血管直径显著减小 (P < 0.05) ；
而相对 5W 组，R788 组 Syk 阳性的肺微小血管数

量显著减少 (P < 0.05)，肺微小血管直径显著增大

(P < 0.05)( 图 6)。

3  讨论

在本研究中，5W 组大鼠死亡 1 只，R788 组死

亡 1 只，5W 组大鼠血气指标符合 HPS 诊断标准，

表明 CBDL 大鼠模型的建立是成功且可靠的。已有

研究表明改良后的 CBDL 结扎方法减少了实验鼠的

死亡，并能提高造模成功率和指标可靠性 [19]。

HPS 患者表现为低氧血症，主要是因为 HPS 患

者肺病理性血管新生导致动静脉分流、通气 / 血流

失衡和弥散能力减弱，Raevens 等研究显示 CBDL
小鼠肺血管新生伴有功能障碍 [20]，不能发挥正常氧

合功能，形成难以纠正的低氧症状。Syk 是一类非

受体酪氨酸激酶，在各种细胞类型的信号转导途径

中起着关键作用 [21]。新近研究表明 Syk 参与了血管

内皮细胞的迁移、增殖以及血管发生 [14]，长期的内

皮细胞异常增殖、迁移、肌样分化及间质样改变导

致肺血管异常增生 [22]、血管壁重塑 [23] 等，最终发

展为结构性改变，导致严重低氧血症，并且 Syk 可

以通过 SH2 结构域与效应物 ( 包括 Tec- 家族成员、

脂质激酶、磷脂酶等 ) 进行对接 [24, 25]，激活多种信

图    5. Syk、p-Erk1/2及p-Akt在各组大鼠肺中的表达

Fig. 5. Protein expression levels of Syk, p-Erk1/2 and p-Akt in the lung tissue of rats in different groups detected by immunohisto-
chemical staining. The relative expression levels were assessed by integral optical density (IOD) value. Scale bar, 50 μm. Mean ± SD, 
n = 15. *P < 0.05 vs sham; #P < 0.05 vs 5W.
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号转导途径，包括 PI3K/Akt、Ras/ERK、PLCγ/NFAT、
Vav-1/Rac 和 IKK/NFκB 通路 [15, 16]。研究表明，MAPK/ 
ERK 通路参与再障小鼠的造血功能，并且 PI3K/
Akt 及 Ras/ERK 通过磷酸化活化调控血管内皮细胞

的迁移、增殖、凋亡、代谢等 [26, 27]，在血管新生及

内皮细胞的迁移、增殖中发挥重大作用 [28, 29]。本研

究显示，Syk 蛋白表达水平以及 Erk1/2 和 Akt 的磷

酸化水平在 CBDL 大鼠中显著升高。vWF 为血管

内皮细胞重要标志物 [30, 31]，本研究采用 vWF 和

Syk 双标记肺微小血管，结果显示 CBDL 5W 大鼠

肺微小血管中的 Syk 表达水平以及血管增生数目显

著升高，提示 Syk 极有可能参与了 CBDL 大鼠肺微

小血管新生的调控。

R788 是 Syk 抑制剂 R406 的前药，可抑制 Syk
信号下游分子的磷酸化。研究显示，R788 可抑制

胶原抗体诱导的关节炎 [32]，抑制 M-CSF 引起的巨

噬细胞分化过程 [33]，对弥漫性大 B 细胞淋巴瘤和

淋巴细胞白血病有改善作用 [34]。Frochon 等研究显

示，Syk-mTOR 参与滤泡淋巴瘤细胞侵袭和血管新

生，而腹腔注射 R788 明显抑制血管新生，降低肿

瘤的侵袭性 [13]。Buharalioglu 等研究显示，Syk 抑

制剂 piceatannol 和 Syk 短发夹干扰 RNA 可抑制

EGF和VEGF诱导的管形成和主动脉发芽 [14]。不过，

Syk 在 HPS 中的表达及改变尚未见研究报道。本研

究结果显示，R788 可有效抑制 CBDL 5W 大鼠肺

Syk 的表达，并抑制 Erk1/2 和 Akt 的磷酸化激活；

R788 组新生血管数目较 5W 组明显减少，表明抑

制 Syk 可抑制 HPS 血管新生；R788 干预大鼠肺无

融合坏死，病灶数量相对于 5W 组也有所减少；

R788 干预大鼠肺内炎细胞浸润减少，肺组织结构

图   6. 各组大鼠Syk阳性的肺微小血管的数量及直径比较

Fig. 6. Number of Syk-positive pulmonary microvessels of rats in different groups detected by immunofluorescence staining and com-
parison of microvessel diameters. Red, vWF positive; Green, Syk positive. Scale bar, 20 μm. Mean ± SD, n = 15. *P < 0.05 vs sham 
group; #P < 0.05 vs 5W group.
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更接近正常；血气分析显示 R788 干预大鼠 PaO2 升

高，A-aDO2 减小，肺泡氧合得到改善。这表明

R788 有效抑制 Syk 在肺微小血管的表达，从而抑

制了 Erk1/2 和 Akt 的激活，减少了 CBDL 大鼠肺

微小血管新生，最终改善了低氧分压和高 A-aDO2。

综上所述，本研究结果表明，Syk 参与调控

HPS 肺内血管新生，其机制与激活 Erk1/2 和 Akt 有
关；R788 抑制 Syk 在肺微小血管中的表达水平可

下调 Erk1/2 和 Akt 的磷酸化水平，从而减轻 HPS
肺内血管新生，改善肺内氧合异常并减轻肺组织损

伤。本研究通过建立大鼠 CBDL 模型模拟人 HPS
发生结果和内环境，通过检测肺内 Syk 的表达和微

小血管内的定位，并通过抑制剂 R788 进行体内干

预，结果表明，Syk 抑制剂可明显改善 CBDL 大鼠

肺内血管新生和氧合异常，这为 HPS 的临床治疗

提供了基础理论依据和潜在药物治疗靶点。但

CBDL 模型是通过结扎胆总管形成肝硬化模型，周

期相对较短，形成过程和人 HPS 有所不同，后续

需进一步探讨更理想的 HPS 动物模型。R788 虽能

显著抑制 Syk 的表达并抑制下游通路蛋白的磷酸

化，但具体机制仍不明确，后续需要在蛋白组学层

面详细研究 R788 抑制 Syk 的机制，并结合临床进

一步探讨抑制 Syk 后 HPS 患者氧合及病理改变的

情况。
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