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慢性阻塞性肺疾病相关性肺动脉高压患者

外周血单核细胞 Rho 激酶水平测定

蔡茜1，�吴尚洁2，赵雪峰2

 (1. 长沙市第三医院呼吸科，长沙 410015；  2. 中南大学湘雅二医院呼吸科，长沙 410011)

[ 摘 要 ] 目 的： 通 过 比 较 Rho 关 联 含 卷 曲 螺 旋 蛋 白 激 酶 1(Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 1, 

ROCK1) 在不同研究对象外周血单核细胞中的表达规律，探讨 RhoA/Rho 激酶信号通路在慢性阻塞性肺疾病相关肺动

脉高压中的作用。方法：选取 2010 年 12 月至 2011 年 4 月在长沙市第三医院体检的健康不吸烟者 10 人 (A 组 )，同

期同院呼吸内科住院的慢性阻塞性肺疾病不合并肺动脉高压者 10 人 (B 组 )，以及同期同院呼吸内科住院的慢性阻塞

性肺疾病相关性肺动脉高压患者 10 人 (C 组 )。分别抽取各研究对象静脉血 20 mL, 以 percoll 非连续密度梯度离心沉

降法分离单个核细胞，并培养使单核细胞贴壁。刮下贴壁细胞裂解后取上清液，用 ELISA 法分别检测 3 组 ROCK1 水

平。所有研究对象经肺功能仪检查肺功能，以彩色多普勒测定肺动脉收缩压。结果：1) 3 组研究对象中 C 组肺动脉

收缩压显著高于 A 组与 B 组，( 均 P<0.01)。2) 3 组研究对象中 C 组外周血单核细胞 ROCK1 水平高于 A、B 两组 ( 均

P<0.05)； B 组外周血单核细胞 ROCK1 水平高于 A 组 (P<0.05)。3) 3 组研究对象中外周血单核细胞中 ROCK1 水平与

肺动脉收缩压呈正相关关系 (r=0.661, P<0.05)。4) 3 组研究对象中外周血单核细胞中 ROCK1 水平与肺功能 FEV1% 无

相关关系 (r=0.131, P>0.05)。结论：Rho 激酶在肺动脉高压发病机制中具有重要意义；单核细胞中 ROCK1 水平可能反

映慢性阻塞性肺疾病相关肺动脉高压患者的病情严重程度。
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ABSTRACT Objective: To determine effects of the RhoA/Rho kinase signaling pathway on patients with 
pulmonary arterial hypertension related to chronic obstructive pulmonary diseases by testing levels 
of Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 1(ROCK1) in peripheral blood monocytes 
in healthy subjects, patients with chronic obstructive pulmonary diseases (COPD), and patients  
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肺动脉高压 (pulmonary arterial pressure，PAH)
是一组预后不良的疾病，以增高的肺动脉压力和阻

力为特征。肺动脉高压的定义为静息状态右心导管

测定平均肺动脉压≥ 25 mmHg[1–3]。发病机制为：

低氧性血管收缩、充气过度的机械刺激、毛细血管

的缺失、炎症、吸烟的毒性损伤 [4–6]。慢性缺氧及

慢性炎症是慢性阻塞性肺疾病 (chronical obstructive 
pulmonary diseases，COPD) 相关肺动脉高压的主要

发病原因。COPD 是以不完全可逆的气流受限为特

点，气流受限呈进行性加重，且多与肺部对有颗粒

和气体的异常炎症反应有关的呼吸道疾病，其本质

是小气道炎症，也是一种全身炎症性疾病 [2]。RhoA/
Rho 激酶信号通路是机体各组织中普遍存在的一条

信号转导通路。它伴随多种炎症介质和细胞因子受

体后偶联机制的活化而激活，通过激酶级联反应直

接参与细胞内微丝骨架构型的调控。单核细胞等炎

症细胞以及其分泌的细胞因子在 COPD 相关肺动脉

高压的发病机制中起着重要的作用。而 RhoA/Rho
激酶信号通路被认为可以影响细胞移动、黏附、增

殖、基因表达及对钙离子的敏感性收缩，是控制这

些细胞行为的直接上游信号通路。本研究通过酶联

免疫吸附法 (ELISA) 测定健康不吸烟人群、COPD
不合并肺动脉高压患者及 COPD 相关肺动脉高压患

者外周血单核细胞中 Rho 关联含卷曲螺旋蛋白激酶

1(Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 1， 
ROCK1) 水平，比较 3 组患者血清、外周血单核细胞

中 ROCK1 中的表达规律，探讨 RhoA/Rho 激酶信号

通路在 COPD 相关肺动脉高压中的作用。

1  对象与方法

1.1  研究对象

选取 2010 年 12 月至 2011 年 4 月在长沙市三医

院接受健康体格检查的健康不吸烟者 10 人 (A 组 )、

呼吸内科住院的 COPD 不合并肺动脉高压者 10 人

(B 组 ) 以及呼吸内科住院的 COPD 相关肺动脉高压

患者 10 人 (C 组 )。A 组被试者经问诊和常规体格检

查排除肿瘤、全身各器官系统急、慢性疾病，肺功

能及胸片检查正常。B 组及 C 组患者均符合中华医

学会呼吸分会 2009 年制定的慢性阻塞性肺疾病断标

准；即患者有反复发作的咳嗽、咳痰，每年发作超

过 3 个月以上，且连续 2 年以上，体格检查有肺气

肿体征，肺功能检查示吸入支气管扩张剂 ( 沙丁胺

醇 400 μg) 后第一秒用力呼气容积 / 用力肺活量 (the 
forced expiratory volume at the first second/ forced vital 
capacity，FEV1/FVC)<70%。C 组 患 者 还 同 时 符 合

2009 年欧洲心脏病学会肺动脉高压诊治指南中肺动

脉高压的诊断标准；即经心脏彩色多普勒超声心

with pulmonary arterial hypertension related to COPD. 
 Methods: Ten healthy subjects (Group A),  10 patients with COPD (Group B), and 10 patients 

with pulmonary arterial hypertension related to COPD (Group C) were enrolled, all of whom 
were hospitalized in the Third Hospital of Changsha between Dec. 2010 and Apr. 2011.  Twenty-
milliliters of blood was collected from each subject. The peripheral blood mononuclear cells 
(PBMC) were separated by Percoll® and, monocytes were incubated. Levels of ROCK1 in the three 
groups were measured by ELISA. The pulmonary function was measured by  spirometric tests, and 
the pulmonary arterial systolic pressure (PASP) was detected by color Doppler echocardiogram. 

 Results: 1)The PASP in Group C was significantly higher than that of Groups A and  B(P<0.01).  
2) The levels of ROCK1 in monocytes of Group C were higher than those of Groups A and 
B(P<0.05). The levels of ROCK1 in monocytes of Group B were higher than those of Group A 
(P<0.05). 3) The levels of ROCK1 in monocytes of the three groups showed a positive correlation 
with  PASP(r=0.661, P<0.05). 4) The levels of ROCK1 in monocytes of the three groups showed 
a negative correlation with forced expiratory volume at the first second/ forced vital capacity 
(FEV1%)(r=0.131, P>0.05).

 Conclusion: Rho kinase plays a key role in the pathogenesis of pulmonary arterial hypertension. 
The ROCK1  may be a marker of the severity of pulmonary arterial hypertension related to COPD.

KEY WORDS  pulmonary arterial pressure; chronic obstructive pulmonary diseases; ROCK1; monocytes
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动图 ( 美国 HP 公司 ) 证实静息状态时平均肺动脉

压≥ 25 mmHg，并伴有气促、下肢浮肿等肺动脉高

压表现。所有研究对象年龄、性别、体质量上匹配，

均排除合并心脑血管疾病、慢性肝病、结缔组织病、

恶性肿瘤、消化系统疾病、急性感染性疾病等肺外

疾病。如合并支气管哮喘、支气管扩张、肺结核、

肺栓塞等其他肺部疾病也不纳入研究中。且均无服

用他汀类药物 ( 有研究 [7-9] 表明该药物能降低 ROCK
活性 ) 史。

1.2  肺功能检查

所有研究对象在肺功能室行肺功能检查，检

查前一天未使用 β2- 受体激动药、抗胆碱能药物、

茶碱类药物以及糖皮质激素。主要测定指标为： 
FVC，FEV1，FEV1/FVC 及 FEV1 占预计值的百分比

(FEV1%)。

1.3  肺动脉压力测定

研究对象均通过彩色多普勒超声心动图检测

安静状态下肺动脉收缩压 (pulmonary arterial systolic 
pressure，PASP)。根据简化的 Bernoulli 公式 [10]，三

尖瓣峰压力梯度 =4×( 三尖瓣返流速度 )， PASP= 三

尖瓣返流压力梯度 + 右心房血压的估计值。右心房

血压通常可以通过下腔静脉的直径和呼吸变异来估

计，一般的估值在 5~10 mmHg 之间。这种 PASP 的预

测法准确，并已被证明与经右心导管测量的肺心病

患者血流动力学数据有良好关联性 ( 高达 97%)[11]。

肺动脉平均压 =0.61×PASP+2 mmHg[4]。

1.4  外周血单核细胞的提取

1) 抽各研究对象空腹静脉血 20 mL，并以 0.5 
mmol/L 的 EDTA 0.3 mL 抗凝后置入 50 mL 离心管中，

加入 6% 羟乙基淀粉 ( 美国 DUPONT 公司 )4 mL，

轻轻混匀后离心 (1000 r/ min，共 15 min， 20℃ )。

2) 将上层液体 ( 弃去下层红细胞 ) 吸出放入 50 
mL 离心管中，加入 15 mL 0.1 mmol/L PBS( 湘雅二医

院中心实验室配制 ) 离心 (1500 r/min， 共 15 min， 
20 ℃ )，得到离心管底部的白细胞沉淀。去除上清

液，将白细胞吹匀后再加入 15 mL 0.1 mmol/L PBS，

将所得细胞洗涤 2 遍并离心 (2000 r/min， 共 6 min， 
20 ℃ )，备用。

3) 配制不同密度的 Percoll® 液：先将 9 份 Percoll®
原液 ( 密度 1.131)( 北京索莱宝科技有限公司 ) 与 1 份

9% 氯化钠混合配制成 100% Percoll®( 密度约 1.127)。

调整 pH 值至 7.4；将 7 份 100% Percoll® 与 3 份 0.9%
氯化钠混合配制成 70% Percoll®( 密度约 1.090)；将 6
份 100% Percoll® 与 4 份 0.9% 氯化钠混合配制成 60% 

Percoll®( 密度约 1.077)；最后将 3 份 100% Percoll® 与

7 份 0.9% 氯化钠混合配制成 30% Percoll®。
4) 取一 15 mL 离心管，用新生牛血清 ( 杭州四

季青生物制剂公司 ) 将管壁湿润后弃去血清 ( 有利于

Percoll® 液的分层加入 )，再依次加入 70% Percoll® 及

60% Percoll® 各 3 mL，30% Percoll® 2 mL 以及步骤 2 中

所得的白细胞悬液。离心 (2500 r/min，共 25 min，

20 ℃ )。根据细胞的不同的漂浮密度 ( 表 1)，70% 
Percoll® 与 60% Percoll® 之 间 的 为 中 性 粒 细 胞，60% 
Percoll® 与 30% Percoll® 之间的为单个核细胞。

5) 用毛细吸管小心将单个核细胞层移出，放入

15 mL 离心管中，加 0.1 mmol/L PBS 10 mL 后洗涤

2 遍 (2000 r/min，共 6 min， 20℃ )，以去除残存的

Percoll® 液与血小板。

6) 将所得的单个核细胞以 1×106/ 孔培养于 12
孔培养板 ( 美国 Corning 公司 ) 中。使用 1640 培养基

在 37 ℃，5% CO2 条件下 (CO2 孵育箱由美国 Forma
公司提供 ) 孵育 3 h 后，以 0.1 mmol/L PBS 轻轻冲

去未贴壁细胞，再用细胞刮将贴壁细胞刮下，用瑞

氏染色法鉴定，单核细胞在 95%。将贴壁细胞刮下

后以 0.1 mmol/L PBS 洗涤 2 遍，再将细胞悬液存放

于 –80 ℃低温冰箱 ( 美国 FORMA 公司 ) 中。以上操

作均在无菌条件下进行。

1.5  ROCK1 水平测定

将单核细胞以超声波法裂解后取上清液，ROCK1
检测采用固相夹心酶联免疫吸附试验 (ELISA) 法，试

剂盒由美国 D&G 公司提供。

1.6  统计学处理

采用 SPSS13.0 统计软件进行统计学分析，数据

以均数 ± 标准差 (x±s) 表示。方差齐性用 Levene 法检

验，在方差齐性基础上，多组间均数比较采用单因素

方差 (ANOVA) 分析。检验水准取 α=0.05，双侧 P<0.05
为有统计学意义。对有相关趋势的变量采用直线相关

分析，P<0.05 为有相关关系。

2  结  果

2.1  3 组研究对象的一般情况比较

3 组研究对象之间的年龄、性别、体质量差异无

统计学意义 (P>0.05)；C 组 PASP 明显高于 A、B 两组 
(P<0.01)；B 组 PASP 高于 A 组 (P<0.05，表 2)。

表 1   人不同血细胞的悬浮密度

Table 1   Suspended density of different blood cells
红细胞 中性粒细胞 单核细胞 淋巴细胞

密度 1.09~1.11 1.080~1.085 1.050~1.066  1.052~1.077
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2.2  3 组外周血单核细胞中 ROCK1 水平的比较

C 组单核细胞中 ROCK1 水平高于 A 组和 B 组

(P<0.05)； B 组 单 核 细 胞 中 ROCK1 水 平 高 于 B 组

(P<0.05，表 3)。

表 2   3 组研究对象的一般情况 (n=10, x±s)

Table 2   General condition among the 3 groups(n=10, x±s)
组别 男 / 女 年龄 / 岁 PASP/mmHg  FEV1%
A 组 5/5 62.5±7.0 22.86±3.73 85.6±3.9
B 组 7/3 63.7±9.0 26.60±4.88* 57.8±5.2*

C 组 6/4 65.4±8.0 61.89±9.75**## 55.6±4.3*

与 A 组比较 , * P<0.05; ** P<0.01; 与 B 组比较，##P<0.01。

表 3  3 组研究对象单核细胞中 ROCK1 水平比较 (n=10, x±s)

Table 3 Comparison of the levels of ROCK1 in monocytes 

among 3 groups(n=10, x±s)
组别 单核细胞计数 /(×108/L)  单核细胞中 ROCK1 水平 /(pmol/L)
A 组 1.72±0.20 38.5±3.6
B 组  2.73±0.41*   41.2±3.0*

C 组   4.02±1.84#*   45.9±5.1#

与 A 组比较 , *P<0.05; 与 B 组比较，#P<0.05。

2.3  3 组外周血单核细胞 ROCK1 水平与 PASP 相

关性分析

3 组研究对象外周血单核细胞中 ROCK1 水平与

PASP 呈正相关 (r=0.661，P<0.05)。

2.4  3 组 外 周 血 单 核 细 胞 ROCK1 水 平 与 肺 功 能

FEV1% 相关性分析

3 组研究对象外周血单核细胞中 ROCK1 水平与

肺功能 FEV1% 无相关关系 (r=0.131，P>0.05)。

2.5  3 组 PASP 与 FEV1% 相关性分析

3 组研究对象 PASP 与肺功能 FEV1% 无相关关系

(r=0.178，P>0.05)。

2.6  3 组单核细胞计数比较

本实验对 3 组研究对象中各血液样本进行单核

细胞计数，并进行比较。结果示 C 组单核细胞计数高

于 A、B 两组，B 组高于 A 组 (P<0.05，表 3)。

    
3  讨   论

目前细胞因子炎症学说认为在 COPD 患者气

道、肺实质和血管中存在着慢性炎症。多种炎症细

胞、细胞因子及炎症介质相互作用共同参与炎症过

程，导致气道壁的受损和肺组织的破坏，并最终导

致肺气肿。当机体受到吸烟、感染及环境等因素的

刺激后，单核细胞、中性粒细胞、淋巴细胞等迅速

合成和释放细胞因子，诱导血管内皮细胞增加黏附

分子合成，激活白细胞表面的黏附分子使其表达上

调，使白细胞快速黏附、渗出，参与炎症反应 [11]。

根据目前数据显示，因呼吸衰竭入院的 COPD 患

者，其肺动脉高压发生率为 20%；虽然总体上严重

程度较轻，但进展性 COPD 患者，肺动脉高压的发

生率高 (>50%)[12–13]。本实验发现肺动脉压的上升与

COPD 的严重程度不成正比，肺功能很差的病人不

一定有肺动脉高压，这一点与以上研究相符。Rho
激酶又称为 Rho 相关激酶，属于丝氨酸 / 苏氨酸蛋

白激酶家族成员，以两种同源性极高的异构体形式

存在 (ROCK1 和 ROCK2)，是目前功能研究最为清

楚的 Rho 下游靶效应分子。有研究  [14–15] 表明缺氧可

引起 Rho/ROCK 信号通路活化，而活化的 ROCK 可

对其底物肌球蛋白磷酸酶进行磷酸化修饰，使肌球

蛋白轻链 (MLC) 不能脱磷酸化，从而提升肌球蛋白

轻链磷酸化水平，引起细胞肌动蛋白聚合增加、应

力纤维形成与局部黏附激酶活化，进而影响细胞移

动、黏附、增殖、基因表达 [14–17]，使肺动脉管壁肥

厚、管腔狭窄甚至闭锁，从而导致肺动脉高压 [17]。

本实验研究了 COPD 相关肺动脉高压患者外

周血中重要的炎症细胞——单核细胞中 ROCK1 水

平与肺动脉高压的关系，发现 ROCK1 水平是随着

肺动脉压升高而上升，二者为正相关关系，还发现

3 组研究对象中 COPD 相关肺动脉高压患者外周血

单核细胞计数较另两组高，提示 ROCK1 水平升高

可能与炎症细胞增多有关。这与众多研究 [14–16] 表明

RhoA/Rho 激酶通路可影响细胞增殖的观点相符。

推测肺及系统性炎症引起肺血管重构和肺纤维化所

致的肺动脉高压可能与 RhoA/Rho 激酶信号通路激

活有关；即 RhoA/Rho 激酶信号通路激活后使得炎

症细胞增多，炎症细胞及相关炎症介质导致肺血管

收缩及重塑，从而引起肺动脉压力升高。
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