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迷迭香酸对野百合碱诱导肺动脉高压大鼠的
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【摘 要】目的 探究迷迭香酸（rosmarinic acid，RosA）对野百合碱（monocrotaline，MCT）诱导肺动脉高压（pulmonary arterial hypertension，

PAH）大鼠的影响及其作用机制。 方法 将 30只雄性 SD大鼠随机分为对照组（n = 10）、肺动脉高压模型组（MCT，n = 10）、迷迭香酸治疗组

（MCT + RosA，n = 10），MCT组和MCT + RosA组使用MCT（60 mg/kg）单次腹腔注射给药构建PAH模型，对照组单次腹腔注射等体积0.9%氯化

钠溶液（60 mg/kg）。与对照组相比，MCT组出现唇部和爪部发绀、呼吸急促、进食减少，肺动脉压力升高，RV/（LV+S）升高，肺血管重构等现象，

提示PAH造模成功，第 2日起对照组和MCT组每天腹腔注射给予 0.9%氯化钠（20 mg∙kg-1∙d-1 × 21 d），MCT + RosA组每天腹腔注射溶解于

0.9%氯化钠的RosA（20 mg∙kg-1∙d-1 × 21 d）。用药21天后检测大鼠平均肺动脉压力（mean pulmonary arterial pressure，mPAP）、右心室肥厚指数

（right ventricular hypertrophy index，RVHI）；HE染色测量肺小动脉重构情况；Elisa检测肺组织中丙二醛（malondialdehyde，MDA）、超氧化物歧化

酶（superoxide dismutase，SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）表达水平;免疫组化检测肺组织中α肌动蛋白（α-smooth
muscle actin，α-SMA）、增殖细胞核抗体（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）表达水平。 结果 与MCT组相比，MCT + RosA组mPAP、RVHI
降低，肺动脉重构及肺血管纤维化减少，肺小动脉α-SMA、PCNA表达量降低，肺组织SOD表达水平显著增加，MDA表达水平显著减少，差异均

具有统计学意义（P < 0.05）。 结论 RosA可以降低MCT诱导PAH大鼠的右心室收缩压、改善右心室肥厚和肺血管重构，并可能与其降低肺组

织氧化应激和肺血管α-SMA、PCNA表达水平有关。
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【Abstract】Objective To investigate the effect of rosmarinic acid（RosA）on monocrotaline（MCT）-induced pulmonary arterial

hypertension（PAH）in rats and its mechanism.Methods Thirty male SD rats were randomly divided into control group（n = 10），PAH
model group（n = 10）and rosmarinic acid treatment group（n = 10）. The PAH model was established by single subcutaneous injection
of MCT（60 mg/kg）. The control group and MCT group were given 0.9% stroke-physiological saline solution by intraperitoneal injection
every day，and the RosA group was given rosmarinic acid（20 mg/kg）dissolved in 0.9% stroke-physiological saline solution by subcuta⁃
neous injection. After 21 days，the mean pulmonary arterial pressure（mPAP）and right ventricular hypertrophy index（RVHI）of the
rats were detected. Pulmonary arteriole remodeling was measured by HE staining. The expression levels of malondialdehyde（MDA），su⁃
peroxide dismutase（SOD）and glutathione peroxidase（GSH-Px）in lung tissues were detected by Elisa. The expression of α-smooth
muscle actin（α-SMA）and proliferating cell nuclear antigen（PCNA）in lung tissue was detected by immunohistochemistry. Results
Compared with MCT group，the rats in MCT+RosA group exhibited significant reductions in mPAP and RVHI，pulmonary artery remod⁃
eling and pulmonary vascular fibrosis were decreased，the expression levels of α-SMA and PCNA in pulmonary arteriole were de⁃
creased，and the expression level of SOD in lung tissue was significantly increased. The expression level of MDA was significantly de⁃
creased（P < 0.05）. Conclusion RA could reduce the mPAP，improve right ventricular hypertrophy and pulmonary vascular remodel⁃
ing in MCT-induced PAH rats，which might be associated with inhibition of lung tissue oxidative stress and the expression levels of α-
SMA and PCNA in pulmonary vascular.
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肺动脉高压（pulmonary arterial hypertension，PAH）
是一种肺循环压力进行性增加，最终导致患者右心衰

竭甚至死亡的一类肺血管疾病。目前缺乏能逆转肺动

脉高压患者肺部微循环功能障碍的药物，故存活率低，

急需寻找有效的新型治疗方法和药物[1-3]。氧化应激

参与肺动脉高压肺血管重构，肺动脉平滑肌细胞（pul⁃
monary artery smooth muscle cells，PASMCs）的异常增殖

在肺动脉高压的发生与发展过程中起着至关重要的作

用，故抑制PASMCs的增殖、促进其凋亡是肺动脉高压

治疗的重要环节[4-6]。迷迭香酸（rosmarinic acid，RosA）
在多种疾病中展现出抗氧化的治疗潜能[7]。故本研究

旨在探究RosA是否可通过改善野百合碱诱导的肺动

脉高压的氧化应激，延缓肺动脉高压的发展，并探讨迷

迭香酸在肺动脉高压中的作用及潜在机制，以期为肺

动脉高压的有效防治提供实验依据和新的思路。

1 材料与方法

1.1 动物模型的建立与干预

动物实验通过成都医学院医学伦理委员会审核、

批准（成医动伦[2022]第 031号）。所有动物实验在成

都医学院中心实验室 SPF级动物房进行，动物的饲养

条件：（22 ± 2）℃，21% O2，光照周期为 12 h∶12 h，普通

专用大鼠合成饲料喂养并自由饮水。将购自四川省达

硕实验动物有限公司的 8周龄雄性 SD大鼠（299.1 ±
8.0）g经1周时间的适应性饲养后开始实验。将野百合

碱（Monocrotaline，MCT）溶解于 2∶8的无水乙醇和生理

盐水，配置成浓度为 20 mg/mL的溶液。将 30只雄性

SD大鼠随机分为对照组（n = 10）、肺动脉高压模型组

（MCT，n = 10）、迷迭香酸治疗组（MCT + RosA，n = 10），
MCT组和MCT + RosA组使用MCT（60 mg/kg）单次腹腔

注射给药构建PAH模型，对照组单次腹腔注射等体积

0.9%氯化钠溶液（60 mg/kg）。与对照组相比，MCT组
出现唇部和爪部发绀、呼吸急促、进食减少，肺动脉压

力升高，RV/（LV+S）升高，肺血管重构等现象，提示

PAH造模成功，第 2日起对照组和MCT组每天腹腔注

射0.9%氯化钠（20 mg∙kg-1∙d-1 × 21 d），MCT + RosA组

每天腹腔注射溶解于0.9%氯化钠的RosA（20 mg∙kg-1
∙d-1 × 21 d）。每天测量各组大鼠体重。

1.2 肺动脉压力测定

用药 21天后，解剖大鼠，麻醉后纵行剪开颈部气

管前皮肤，分离皮下组织，钝性分离颈部肌肉、牵开甲

状腺，暴露气管。插入18G的气管导管1 cm，固定气管

导管。连接小动物呼吸机，频率100，呼吸比1∶1，潮气

量4。将18G静脉留置针、连接管、三通阀连接，并与生

物机能系统相连，在装置内预充肝素钠，排空气泡，确

保装置良好的气密性，取仰卧位固定，沿胸部正中偏右

0.5 cm剪开皮肤，钝性分离筋膜层和肌肉层，剪断肋骨

并打开胸腔，用留置针从右心室插入肺动脉，退出针

芯。测定并记录肺动脉收缩压和平均肺动脉压。

1.3 右心肥厚指数测量

测压结束后，打开腹腔后于腹主动脉缓慢抽取

3～ 5 mL血液标本备用（注意抽吸轻柔，防止溶血）。

扩大开胸范围后剪破左心耳，并将0.9%生理盐水从右

心室快速灌注至肺组织变白。取出大鼠的心脏组织，

剪除左心房及右心房组织暴露心室，沿室间隔内壁将

剩下的心脏剪开，将右心室（RV）和左心室+室间隔

（LV+S）分离，用滤纸吸干残余水分后于万分之一电子

天平称重，右心肥厚指数计算公式为：RV/（LV+S）。
1.4 肺小动脉形态及管壁纤维化测量

将分离的肺组织固定在4%多聚甲醛中，全肺标本

经脱水、透明、石蜡包埋并切片后行苏木精和伊红染色

（HE）染色、Masson染色，光镜下采集肺小动脉（直径在

30 ～ 200 µm）图像评估肺动脉管壁面积/管总面积

（WA%）、管壁厚度/血管外径（WT%）、管腔面积/管总面

积（LA%）及肺血管纤维化情况。

1.5 肺小动脉中α-SMA、PCNA表达测定

将肺组织进行石蜡切片，预热后经乙醇脱水，3%
H2O2室温放置 15 min后使用 0.01% PBS洗 2次，每次 5
min，滴加相应蛋白一抗（a-SMA 1∶200，PCNA 1∶200）
并置于 4 ℃条件下过夜，加二抗（1∶200）于室温孵育 2
h，显色后经苏木素复染，脱水透明后封片。采用

Image-Pro Plus 6.0评估肺血管中 α-SMA、PCNA的表

达。

1.6 肺组织中MDA、SOD、GSH-Px测定

用眼科剪将大鼠的肺组织剪碎，按组织∶PBS缓冲

液为 1∶10的重量比加入经 4 ℃预冷的PBS缓冲液中，

使用组织研磨仪制成组织匀浆液。将组织匀浆液置于

离心管中，2 000 rpm/min离心 10 min，取上清液待测。

蛋白质含量使用考马斯亮蓝试剂盒进行测定；GSH-
Px、SOD活力和MDA含量使用相应试剂盒（南京建成）

进行测定。

1.7 统计学分析

使用GraphPad Prism 8.0.2进行统计分析。数据以

均数 ±标准差（x ± s）表示。对正态分布的变量，组间

比较采用方差分析，组内两两比较采用 SNK法。P <
0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况观察

皮下注射MCT后，MCT组有 1只大鼠在 21天内死

亡，其余各组大鼠均在 21天内存活。对照组、MCT组
和MCT + RosA组的 21天生存率分别为 100%、90%、
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100%。造模之后，和正常对照组相比，MCT组、MCT +
RosA组的大鼠出现唇部和爪部发绀、呼吸急促、进食

减少等现象；用药后，与MCT组相比，MCT + RosA组的

大鼠进食增加、发绀和呼吸急促等状况明显改善。

2.2 迷迭香酸对 MCT 诱导的 PAH 大鼠 mPAP 及

RVHI的影响

与对照组相比，MCT组大鼠的 mPAP显著升高

（33.05 ± 2.07 mmHg vs. 13.33 ± 1.17 mmHg，P < 0.01）。

和MCT组相比，MCT + RosA组大鼠的mPAP显著下降

（23.85 ± 2.66 mmHg vs. 33.05 ± 2.07 mmHg，P < 0.01），

说明RosA能显著降低MCT诱导PAH所致的右心室压

力。与对照组相比，MCT组大鼠的 RVHI显著增加

（0.56 ± 0.05 vs. 0.28 ± 0.04，P < 0.01）。和MCT组相

比，MCT + RosA组大鼠的 RVHI则明显降低（0.36 ±
0.04 vs. 0.56 ± 0.05，P < 0.01），说明RosA能改善MCT
诱导的PAH大鼠的右心室肥厚（见表1）。
表1 迷迭香酸对MCT诱导的PAH大鼠mPAP及RVHI的影响（x ± s）
Tabel 1 Effects of rosmarinic acid on mPAP and RVHI in MCT-PAH rats

（x ± s）
组别

mPAP（mmHg）

RVHI

对照组

13.33±1.17

0.28±0.04

MCT

33.05±2.07a

0.56±0.05a

MCT + RosA

23.85±2.66b

0.36±0.04b

F
68.72

55.60

P
< 0.01

< 0.01

注：a：与对照组比较，P < 0.01；b：与MCT组比较，P < 0.01；
mPAP:平均肺动脉压力；RVHI:右心室肥厚指数；Control:空白对照组；

MCT组:肺动脉高压模型组；MCT + RosA组:迷迭香酸治疗组。

2.3 迷迭香酸对MCT诱导 PAH大鼠肺血管重构的

影响

光镜下对大鼠肺组织HE染色切片进行观察，MCT
组大鼠肺小动脉出现不同程度的狭窄，有的甚至接近

闭塞。同对照组相比，MCT组大鼠肺动脉管壁厚度/血
管外径（WT%）显著增加（79.56 ± 3.60% vs. 38.87 ±
7.76%，P < 0.01）、MCT组大鼠肺动脉管壁面积/管总面

积（WA%）显著增加（95.73 ± 1.45% vs. 56.06 ± 4.47%，

P < 0.01）、MCT组大鼠肺动脉管腔面积/管总面积

（LA%）显著减少（4.27 ± 1.45% vs. 43.94 ± 4.47%，P <
0.01）。光镜下对大鼠肺组织Masson染色切片进行观

察（见图2），同对照组相比，MCT组大鼠肺动脉纤维胶

原沉积指数增高（76.87 ± 2.84% vs. 28.55 ± 1.15%，

P < 0.01）。
同MCT组相比，MCT + RosA组大鼠肺动脉管壁厚

度/血管外径（WT%）减少（51.47 ± 9.99% vs. 79.93 ±
3.53%，P < 0.01）；MCT + RosA组大鼠肺动脉管壁面积/
管总面积（WA%）减少（81.70 ± 4.96% vs. 95.88 ±
1.44%，P < 0.01）；MCT + RosA组大鼠肺动脉管腔面积/
管总面积（LA%）增大（20.27 ± 2.76% vs. 4.12 ± 1.44%，

P < 0.01）。与MCT组大鼠相对，MCT + RosA组大鼠肺

动脉纤维胶原沉积指数明显降低（47.14 ± 3.26% vs.
76.53 ± 3.90%，P < 0.01）。综上结果提示：与MCT组大

鼠相比，MCT+ RosA组大鼠肺小动脉狭窄程度缓解，予

以RosA可以缓解PAH大鼠肺血管重构。

图2 迷迭香酸对MCT诱导的PAH大鼠肺血管的影响
Figure 2 Effects of rosmarinic acid on pulmonary vasculature in MCT-

PAH rats
注：**：与对照组比较，P < 0.01；##：与MCT组比较，P < 0 .01；

HE:苏木精和伊红染色；WT%:肺动脉管壁厚度/血管外径；WA%：肺

动脉管壁面积/管总面积；LA%：肺动脉管腔面积/管总面积；CVF%：

肺动脉纤维胶原沉积指数；Control:空白对照组；MCT组:肺动脉高压

模型组；MCT + RosA组:迷迭香酸治疗组。

2.4 迷迭香酸对MCT诱导PAH大鼠肺小动脉中 α-
SMA、PCNA表达的影响

α-SMA特异性表达于肺动脉平滑肌细胞，PCNA
反应细胞增殖情况，采用α-SMA、PCNA行免疫组化，

光镜下对大鼠肺动脉免疫组化染色切片进行观察（见

图 3），予以 RosA干预 MCT-PAH大鼠肺小动脉 α-
SMA、PCNA表达量降低，与HE染色切片变化趋势一

致，主要集中于血管中膜。同对照组相比，MCT组大鼠

肺动脉 α-SMA表达水平（68.89 ± 3.46% vs. 31.88 ±
7.37%，P < 0.01）、MCT组大鼠PCNA表达水平（49.07 ±
3.75% vs. 24.03 ± 4.85%，P < 0.01）显著增加。提示

**

**

**
**
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MCT可诱导平滑肌过度增殖导致大鼠肺血管重构。

与MCT组相比，MCT + RosA组大鼠肺动脉α-SMA
表达水平（42.10 ± 2.43% vs. 68.89 ± 3.46%，P < 0.01）
显著降低；与MCT组相比，MCT + RosA组大鼠肺动脉

PCNA表达水平（34.85 ± 3.45% vs. 49.07 ± 3.75%，P <
0.01）显著降低。提示RosA可抑制MCT-PAH大鼠平

滑肌细胞的增殖，进而改善肺血管重构。

图3 迷迭香酸对MCT诱导PAH大鼠肺小动脉中α-SMA、PCNA表
达的影响

Figure 3 Effects of rosemarinic acid on the expression of α-SMA and
PCNA in small pulmonary arteries of rats with MCT-PAH

注：**：与对照组比较，P < 0.01；##：与MCT组比较，P < 0.01；
Control:空白对照组；MCT组:肺动脉高压模型组；MCT + RosA组:迷
迭香酸治疗组。

2.5 迷迭香酸对MCT诱导PAH大鼠肺组织中MDA、
SOD、GSH-Px的影响

与空白对照组相比，MCT组大鼠肺组织中 SOD
（269.65 ± 25.30 U/mg vs. 465.50 ±79.24 U/mg，P < 0.01）
表达水平降低、MDA（1.86 ± 0.19 nmol/mg vs. 0.94 ±
0.10 nmol/mg，P < 0.01）表达水平升高，GSH-Px（81.16
± 2.44 U/mg vs. 82.49 ± 6.23 U/mg，P > 0.05）活性未见

明显差异，提示 MCT-PAH大鼠氧化应激增强。与

MCT组相比，MCT + RosA组大鼠肺组织中 SOD表达

（378.64 ± 20.41 U/mg vs. 269.65 ± 25.30 U/mg，P <
0.01）显著增加；MCT + RosA组大鼠肺组织中MDA表

达（1.29 ± 0.10 nmol/mg vs. 1.86 ± 0.19 nmol/mg，P <
0.01）显著减少；MCT + RosA组大鼠肺组织中GSH-Px
表达（98.93 ± 8.96 U/mg vs. 81.16 ± 2.44 U/mg ，P <
0.05）增加，提示RosA可降低MCT-PAH大鼠肺组织的

氧化应激，见表2。

表2 迷迭香酸对MCT诱导PAH大鼠肺组织中MDA、SOD、GSH-Px
的影响（x ± s）

Table 2 Effects of rosmarinic acid on MDA，SOD，GSH-Px in lung tis⁃
sues of MCT-PAH rats（x ± s）

组别

SOD（U/mg）

MDA（nmol/mg）

GSH-Px（U/mg）

对照组

465.50 ± 79.24

0.94 ± 0.10

82.49 ± 6.23

MCT

269.65 ± 25.30a

1.86 ± 0.19a

81.16 ± 2.44

MCT+RosA

378.64 ± 20.41b

1.29 ± 0.10c

98.93 ± 8.96b

F
15.75

46.82

7.049

P
0.0011

< 0.001

0.0266

注：a：与对照组比较，P < 0.01；b：与MCT组比较，P < 0.05；c：与
MCT组比较，P < 0.01；Control: 空白对照组；MCT组: 肺动脉高压模

型组；MCT + RosA组:迷迭香酸治疗组。

3 讨论

肺动脉高压的发生发展涉及多种因素，如缺氧、炎

症、氧化应激、内皮功能障碍等。肺血管重构是肺动脉

高压的基本病理特征，表现为血管平滑肌细胞增殖肥

大、内皮细胞功能紊乱和细胞外基质沉积，而氧化应激

参与了这种病理形态的改变[8-10]。目前研究表明迷迭

香酸具有较强的抗氧化和清除体内自由基的作用，可

调节机体MDA、SOD和GSH水平发挥抗氧化作用[11-12]。
故本研究旨在探究RosA是否可通过改善野百合碱诱

导的肺动脉高压的氧化应激，延缓肺动脉高压的发展。

本研究使用了MCT诱导的PAH模型，该模型与人

类 PAH的组织病理学最相似，可模拟人类 PAH反应，

包括肺血管重塑，右心室肥厚，氧化应激和炎症反

应[13-15]。实验结果表明，与对照组相比，MCT诱导的

mPAP和RV/（LV+S）增加（表1，图1），这与之前的研究

相同[16-17]，表明PAH模型已成功构建。MCT引起的上

述影响可通过腹腔注射给予20 mg/kg剂量的迷迭香酸

来逆转。此外，研究还发现迷迭香酸显著抑制MCT诱
导的PAH肺血管重塑和肺小动脉肌化。

既往的研究已经指出，PASMCs的增殖和迁移导致

中膜增厚，血管腔变窄，甚至闭塞，在PAH的发生和发

展中起着至关重要的作用[18-19]，抑制PASMCs的增殖和

迁移是PAH治疗的重要靶点[20-21]。为进一步探究迷迭

香酸改善MCT诱导的 PAH肺血管重构的机制是否与

PASMCs的增殖和迁移相关，本研究采用免疫组化的方

法检测迷迭香酸对MCT诱导PAH大鼠肺小动脉中α-
SMA、PCNA表达的影响。结果显示迷迭香酸可以降低

MCT处理的大鼠肺部标本中膜的α-SMA、PCNA表达，

迷迭香酸是通过抑制PASMCs的增殖和迁移逆转MCT
诱导的PAH肺血管重塑和肺小动脉肌化。

超氧化物歧化酶（SOD）和活性氧（ROS）等所参与

的氧化应激与肺动脉高压的发生发展密切相关。SOD
的抑制作用减弱及ROS的产生和消除失衡均可启动氧

化还原信号途径，从而对组织和细胞造成直接氧化损

伤，促进肺动脉平滑肌细胞增殖，最终导致肺血管重

塑[22]。研究表明，各种氧化应激标志物的表达变化与

PAH动物和人类的肺和肺脉管系统中病理变化相

** **

314



西南医科大学学报 2024年 第47卷 第4期
Journal of Southwest Medical University Vol.47 No.4 2024
关[23]。在新生儿持续性肺动脉高压（persistent pulmo⁃
nary hypertension of newborn，PPHN）患者中可发现肺部

疾病或者氧疗造成肺部产生的自由基数增多，激活氧

化应激中的NO途径，导致 cGMP水平降低和肺血管收

缩，使肺血管压力持续增加[24]。本研究结果显示：RosA
可提高MCT诱导的肺动脉高压大鼠模型肺组织中的

SOD、GH-Px表达水平，抑制MDA的表达，减轻右心室

肥大和肺动脉重构，以及延缓肺动脉高压大鼠模型的

病情发展。与YU等[25]的研究发现一致，双氢青蒿素

（dihydroartemisinin，DHA）是一种具有抗炎、抗疟疾和

抗肿瘤作用的药物，DHA可通过增加SOD表达及降低

ROS水平来抑制肺动脉内皮细胞增殖并减少其氧化应

激，从而减轻MCT诱导的PAH症状。此外，PPARα激

动剂非诺贝特（FF）亦具有抗氧化作用，GALHOTRA
PALAK等证实 FF可通过抑制氧化应激、活性氧及

NADPH氧化酶（NOX1）的表达，使 PAH右心室 Bcl2/
Bax比值增加从而延缓 PAH发展[26]。综上所述，RosA
改善肺动脉高压的作用机制可能与减轻肺组织氧化应

激损伤、调节氧化/抗氧化系统平衡有关，为治疗肺动

脉高压提供了新思路。

4 结论

RosA可以降低MCT诱导PAH大鼠的右心室收缩

压、改善右心室肥厚和肺血管重构，其机制可能与其降

低肺组织氧化应激和肺血管α-SMA、PCNA表达水平

有关。
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