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腹膜淋巴孔与淋巴转归 NO-cGMP-Ca2+
信号转导途径研究

李燕园，李继承 *

浙江大学细胞生物学研究所淋巴学研究室, 杭州  310031

摘　要:  为研究一氧化氮(nitric oxide, NO)调节大鼠腹膜淋巴孔和淋巴吸收的细胞内信号转导机制，在体外培养的间皮细胞

上，利用 cGMP 检测试剂盒和激光共聚焦扫描显微镜，研究 NO 对间皮细胞内 cGMP 和游离钙离子浓度([Ca2+]i)的影响；并

利用动物实验研究 NO-cGMP-Ca2+
通路对大鼠腹膜淋巴孔和淋巴吸收的影响。结果发现：(1)与对照组相比，NO 供体 Sper/

NO (spermine/nitric oxide complex)可以剂量依赖性地升高间皮细胞内 cGMP 的浓度(P<0.01)。此作用可被可溶性鸟苷酸环化

酶(soluble guanylyl cyclase, sGC)特异性抑制剂 1H-[1,2,4]噁二唑[4,3-a]喹喔啉 -1-one 酮(1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-
1-one, ODQ)阻断(P<0.05, P<0.01)。Sper/NO 可使间皮细胞内[Ca2+]i 相对水平降低(P<0.05)，但此效应可被 ODQ 阻断；L-
型电压依赖性钙通道阻滞剂 nifedipine，可使细胞内的[Ca2+]i 在短时间内迅速明显下降(P<0.05)，达平衡后再加入 Sper/NO 并

不能引起[Ca2+]i 的进一步改变(P>0.05); (2) NO 可以剂量依赖性地提高大鼠膈组织淋巴孔最大分布面积(P<0.01) 和对示踪剂的

吸收量(P<0.05)，ODQ 可明显抑制 NO 引起的淋巴孔和淋巴吸收的改变(P<0.01)。该结果首次发现 nifedipine 能显著增加淋

巴孔最大分布面积(P<0.01)及膈组织对台盼蓝的吸收量(P<0.05)，而且 nifedipine 预处理后 Sper/NO 并不能使淋巴孔的淋巴吸

收进一步升高 (P>0.05)。结果提示，NO 可以通过降低 cGMP 水平降低大鼠腹膜间皮[Ca2+]i，且此过程和 L- 型电压依赖性

钙通道有关；NO 可通过 NO-cGMP-[Ca2+]i 通路，促进淋巴孔的开放和吸收。
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Effects of nitric oxide on peritoneal lymphatic stomata and lymph drainage via
NO-cGMP-Ca2+ pathway
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Abstract: To study the cell signal transduction mechanism of nitric oxide (NO) on the peritoneal lymphatic stomata and lymph drainage
in the rat,   cGMP content were measured by a commercially available radioimmunoassay kit, and the [Ca2+]i were observed by a
confocal laser scanning microscope in the cultured peritoneal mesothelial cell. Animal experiment was practiced to study the effect of
NO-cGMP-Ca2+ pathway on the lymphatic stomata and lymph absorption. The results showed that: (1) Sper/NO increased cGMP of
the rat peritoneal mesothelial cell (RPMC) in a dose-dependent manner (P<0.01) compared to the control group. This effect was
blocked by 1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ) (P<0.05), a specific inhibitor of soluble guanylyl cyclase (sGC). The
level of [Ca2+]i in single RPMC decreased by adding Sper/NO (P<0.05). Pretreatment with ODQ for 10 min blocked the Sper/NO-
induced decrease in [Ca2+]i. L-typed calcium channel blocker nifedipine induced an immediate and marked decrease in [Ca2+]i (P<0.05)..
After [Ca2+]i reached a balance again, adding Sper/NO could not change [Ca2+]i (P>0.05). (2) Sper/NO increased the area of the stomata
(P<0.01) and the quantity of the tracer in a dose-dependent manner (P<0.05) compared to the control group. Pretreatment with ODQ
significantly inhibited Sper/NO-induced change of lymphatic stomata and lymph drainage (P<0.01). Nifedipine increased the opening
area of the lymphatic stomata  (P<0.01) and the concentration of absorbed trypan blue of the diaphragm (P<0.05). Sper/NO could not
make a further change in the samples pretreated by nifedipine (P>0.05). The results indicate that NO can decrease [Ca2+]i in the RPMC
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through the NO-cGMP pathway.  This procession is related with the L- type voltage-gated Ca2+ channel.  NO enlarges the opening area
of the lymphatic stomata and enhances the lymph drainage of tracer by NO-cGMP-[Ca2+]i pathway.
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在 1863年,  von Recklinghausen首先发现了小鼠

腹膜表面间皮细胞之间的连接处存在小孔，并将其

命名为腹膜淋巴孔(the peritoneal lymphatic stomata)[1]
。

Tsilibary 和Wissig (1977)[2]
等首先在电子显微镜下证

实了小鼠膈腹膜淋巴孔。1991年Li和Yu[3]
首先发现

和报道人腹膜淋巴孔，并认为腹膜淋巴孔是腹膜下

毛细淋巴管在腹膜间皮细胞之间的开口处。淋巴孔

具有主动的物质吸收作用，液体、颗粒样物质和细

胞成分均可被淋巴孔吸收。所以，淋巴孔是腹膜腔

内物质转归的最重要通道，也是肝硬化腹水转归的

主要途径
[4- 6]

。

在构成腹膜淋巴孔的间皮细胞内，有许多成束

状的肌动蛋白微丝
[7]
，这些微丝具有收缩功能，是

淋巴孔可调控性的结构基础。NO、血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)、血

管紧张素Ⅱ (angioteinsin Ⅱ)和一些用于肝硬化腹水

治疗的中药能使淋巴孔开放数量增多，孔径增大
[8,9]

。

李继承等的研究表明，中药治疗腹水，促腹水

转归机制是中药诱导机体产生内源性NO，舒张淋

巴孔，促进淋巴孔引流腹水。这种作用可被 NOS
抑制剂(NG- 单甲基 -L- 精氨酸，L-NMMA)抑制，使

内源性 NO 的舒张淋巴孔作用逆转
[9,10]

。我们也发

现，NO 可以调控胸膜淋巴孔，促淋巴转归
[11]

。然

而，迄今为止有关 NO 淋巴孔调控机制仍未阐明。

NO 是细胞间信息传递的重要调节因子，能激

活各种靶分子，包括可溶性鸟苷酸环化酶(soluble
guanylyl cyclase，sGC)、细胞色素 P450、蛋白激

酶和磷酸酶等。其中通过激活其受体蛋白 sGC升高

cGMP 水平是NO 许多生理功能的主要信号转导机

制，而 cGMP 之后的细胞内信号转导途径较为复

杂，在不同的细胞类型有所不同。NO 松弛血管平

滑肌，使血管舒张的作用是通过NO-cGMP 通路降

低细胞内钙离子浓度([Ca2+]i)而实现
[12]

。Geeson[13]

的研究表明，NO 供体硝普钠具有松弛胃底平滑肌

的作用，可以被 L- 型钙通道阻滞剂所抑制；Patel
等的研究则显示 NO 可以激活肝细胞 Ca2+

内流
[14]

。

NO-cGMP 系统亦可提高大鼠胰腺 β 细胞内 Ca2+
浓

度
[15]
。为深入探讨NO 的淋巴孔调控机制，我们观

察了NO供体Sper/NO作用后培养间皮细胞内cGMP

和[ C a 2 +] i 的变化，并应用动物实验探讨经 N O -
cGMP-Ca2+

途径的NO 调控淋巴孔，促淋巴吸收作

用，以期揭示NO 淋巴孔调控机制，为药物的淋巴

孔调控和中医治疗腹水等研究，提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  腹膜间皮细胞的分离，培养和鉴定  　清洁

级 Sprague-Dawley (SD)大鼠 5 只，浙江大学医学院

实验动物中心提供，体重 150~180 g。无菌取大鼠

大网膜组织，将其剪成 1.5 cm× 1.5 cm左右的小

块，以 0.125% 胰酶 -0.01% EDTA (Sigma 公司)消
化液在 37℃下消化 20 min。终止消化，离心弃上

清，DMEM 培养液洗涤 2 次，离心弃上清，加入

含 1 0 % 胎牛血清(杭州四季青生物制品公司)的
DMEM/F12完全培养液(Gibco)将细胞打散为均匀悬

浮液，以 1 × 105/ml 密度接种于 25 cm2 鼠尾胶包

被的培养瓶中，置于 37℃，5% CO2 培养箱中培

养 24 h 后首次换液，以后每 2~3 d 换液 1 次。待

细胞 80% 融合，消化传代，2~5 代的细胞用于实

验。第 2 代培养的细胞用抗大鼠波形蛋白抗体，抗

大鼠角蛋白抗体，抗Ⅷ因子和抗白细胞CD45 相关

抗原的单克隆抗体(Dako公司产品)，以DAB法鉴定

细胞 。

1.2  NO 对大鼠腹膜间皮细胞 cGMP 含量的影响

　　6 孔板培养细胞，培养至第 3 d 细胞融合后，

换无血清DMEM-F12培养液，24 h后加药处理。(1)
对照组加培养液；(2) Sper/NO (Sigma公司): 1 µmol/L;
(3) Sper/NO：10 µmol/L；(4) Sper/NO：50 µmol/L;
(5) 1 µmol/L ODQ (Sigma 公司)作用 10 min后，加

入 50 µmol/L Sper/NO；(6) 10 µmol/L ODQ 作用 10
min 后，加入 50 µmol/L Sper/NO，Sper/NO 作用

时间均为 30 min。药物作用后，吸弃培养液，立

即加入 1 ml 50 mmol/L醋酸缓冲液(pH 值为 4.75)，
以橡皮刮器刮取、收集细胞，混悬，反复冻融 3~4
次，3 000 r/min 离心 15 min 取上清 100 µl，按

125I
cGMP放免试剂盒(上海中医药大学放免室)说明进行

操作，用 γ 计数器测量各组沉淀的放射性强度。

1.3  NO 对大鼠腹膜间皮细胞内 Ca2+
浓度的影响

　　利用激光共聚焦扫描显微镜(laser confocal scan-
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ning microscope, LCSM) (Leica TCS-NT, Germany)测
定细胞内Ca2+

浓度的变化。将单层培养的大鼠腹膜

间皮细胞，以 1 × 105/ml 的细胞密度接种于铺有盖

玻片的六孔培养板中，待细胞90%融合后，用Hanks
液漂洗 2 次, 5 µmol/L Fluo-3/AM (标记Ca2+)，37℃
避光负载 40 min，用Hanks 液洗涤 3 次，充分洗掉

没有进入细胞内的荧光探针。将负载好的玻片静置

20 min后，转移至一不锈钢槽中，并将其安置于有

恒温装置(37℃)的LCSM 载物台上，利用LCSM 检

测细胞内游离 Ca2+
浓度。37℃下扫描，每 20 ｓ对

所选视野扫描 1 次，观察 60 ｓ，得到加药前细胞内

荧光强度，之后向不锈钢槽中分组加药：(1) Sper/
NO：50 µmol/L；(2) 10 µmol/L ODQ 作用 10 min
后，加入 50 µmol/L Sper/NO，继续检测 10 min；
(3) 10 µmol/L nifedipine (Sigma 公司)作用 5 min后，

加入 50 µmol/L Sper/NO 继续检测 10 min。得到每

隔 20 ｓ荧光强度分布图后，每视野选 7~8 个细胞，

用加药前后的细胞荧光强度与背景的荧光强度相比

较，获得相对的变化趋势来判断细胞荧光强度的变

化，以背景的荧光强度为对照，由 Leica TCS NT
型激光共聚焦扫描显微镜系统软件分析结果，数据

以相对荧光强度的变化值表示。

1.4  NO通路对大鼠淋巴孔和淋巴吸收的影响　　清

洁级 SD 大鼠 42 只，体重 180~190 g，雌雄不拘，

由浙江大学医学院实验动物中心提供。随机将大鼠

分为 7 组，每组 6 只。

1.4.1  台盼蓝吸收实验    　处死大鼠后，迅速取其

右侧膈肌，放入盛有培养液的六孔板中，进行如下

操作：将培养液换为浓度为 200 µmol/L的 Sper/NO
溶液，作用 30 min，加入终浓度为 1% 台盼蓝溶液，

5 min 后，立即用 PBS 平衡盐溶液充分漂洗组织，

切取 3 mm× 5 mm的组织块，固定于 4℃ 2.5% 的
戊二醛溶液中用于扫描电镜的研究。其余组织用滤

纸吸干表面后，Mettler 天平称重，加 PBS 平衡盐

溶液 0.5 µl/mg，充分研磨后制成组织匀浆，4 000
r/min 离心 20 min，取中层澄清液体 100 µl，用酶

标仪在 550 nm处测定吸光度值。同样的操作在200
µmol/L的 Sper/NO 换为如下溶液后重复：(1) 不加

任何药物，培养液作用 30 min。 (2) 10 µmol/L的

Sper/NO溶液作用30 min。 (3) 50 µmol/L ODQ 处理

组织 10 min。 (4) 50 µmol/L ODQ 处理组织 10 min
后，加入 200 µmol/L Sper/NO 继续作用 30 min。
(5) 单独50 µmol/L nifedipine处理组织5 min。 (6) 50
µmol/L nifedipine 预处理 5 min后，加入 200 µmol/L
Sper/NO。记录各组样本的吸光度，并用膈肌的组

织匀浆中层澄清液，配制台盼蓝标准液。用酶标

仪在 550 nm 处
[35]

测定吸光度值，绘制标准曲线。

1.4.2  扫描电镜制样、观察与统计  　将各组膈

组织用 2.5% 戊二醛和 1% 锇酸双固定，2% 单宁酸

导电处理，梯度乙醇脱水，醋酸异戊酯置换。日

立Eiko HCP-2型临界点干燥仪干燥，日立Eiko IB-5
型离子溅射仪镀金，Stereoscan 260 扫描电镜观

察，加速电压 20 kV。每组获得 6 只样本观察腹膜

面淋巴孔的超微结构，同时每个样本随机选取淋巴

孔密集区 3 个视野(× 1 000)，应用Elescope 软件

计算每 1 000 µm2
的视野中淋巴孔的最大分布面积。

1.5  统计分析　　所有数据以 mean ± SD 表示，

两组间差异分析用 t检验，多组间均数差异用SPSS
10.0 软件进行方差分析。

2  结果

2.1  大鼠腹膜间皮细胞形态和鉴定

大鼠腹膜间皮细胞体外培养 24 h后，开始贴壁

生长，最初呈梭形或不规则形，3~4 d 可达融合，

形成铺路石样外观。免疫组化结果，显示细胞角

蛋白和波形蛋白抗原阳性(图 1 A、B)，第Ⅷ因子

图   1.  培养细胞抗角蛋白(A)和波形蛋白抗体阳性(B)，抗Ⅷ因子抗体(C)和抗白细胞 CD45 抗体阴性(D)
Fig.  1.  Cultured cells reacted positively with antibodies to cytokeratins (A) and vimentin (B), but negatively with factor Ⅷ (C) and CD
45 (D). Scale bar, 10 µm.
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相关抗原和白细胞CD45 抗原阴性(图 1 C、D)，据

此可排除成纤维细胞、内皮细胞和白细胞，细胞纯

度 9 5% 以上。

2.2  NO 对间皮细胞内 cGMP 的影响

我们用Sper/NO作为NO供体，测定NO对间皮

细胞内 cGMP浓度的影响。Sper/NO (10、50 µmol/L)
作用 30 min后，胞内 cGMP 的浓度较对照组呈剂量

依赖性增加(P<0.01)。此作用可被ODQ (sGC 特异

性抑制剂)阻断：在 1 µmol/L抑制率为 30.63% (P<
0.05)，在 10 µmol/L时，可以完全抑制 Sper/NO 引

起的间皮细胞 cGMP 的升高(P<0.01) (图 2)。结果

表明，NO 可以通过激活 sGC 而升高间皮细胞内

cGMP 水平。

2.3  NO 对间皮细胞内游离 Ca2+
的影响

由图 3 (A~C)可以看出 ,与背景荧光钙强度相比

较，Sper/NO (50 µmol/L)可使间皮细胞相对荧光强

度降低：加入Sper/NO (50 µmol/L)前为(41.42± 15.2)，
加入 Sper/NO 140 ｓ后，其相对水平降至(16.34 ±

5.33) (P<0.05)，而 240 ｓ后降至(4.95 ± 1.45) (P<
0.05)，达平衡。然而，如提前加入ODQ (10 µmol/
L)作用待测间皮细胞 10 min，则可以明显地阻断

Sper/NO 引起的 [Ca2+]i水平下降：间皮细胞相对荧

光强度在加入ODQ 前(5.91 ± 2.33)及作用 240 s 后
(5.33 ± 2.09)，无明显变化 (P>0.05)，再加入 Sper/
NO (50 µmol/L)作用 120 s 后，相对荧光强度(4.06
± 1.85)亦无明显变化(P>0.05，图 4 A~C)。结果表

明，ODQ 虽不引起间皮细胞内游离 [Ca2+]i 的变化，

但可以抑制 Sper/NO，导致间皮细胞[Ca2+] i 降低。

将10 µmol/L nifedipine作用于大鼠腹膜间皮细胞后，

间皮细胞相对荧光强度立即明显降低：20 s 内由

(10.14 ± 3.58)降至(3.66 ± 0.88)后，达平衡(P<
0.05)。nifedipine 作用细胞 5 min 后，再加入 Sper/
NO (50 µmol/L) 作用 120 s 后，间皮细胞的相对荧

光强度为(2.45 ± 0.55)，较 nifedipine 作用达平衡后

的荧光强度，没有出现明显变化( P> 0 . 0 5，图 5
A~C)。实验结果表明，Sper/NO 可通过升高间皮细

胞内 cGMP 水平而降低[Ca2+]i，此过程与L- 型钙通

道有关。

2.4  NO-cGMP-Ca2+
途径对大鼠淋巴孔吸收作用的

影响

2.4.1  标准品的浓度和吸光度值

经相关性分析，表 1 中数据得等级相关系数 r=
0.990，标准曲线为：y=2.488+1.318x，其中 y 为

组织液中台盼蓝的浓度的对数，x 为吸光度的对数。

2.4.2  用酶标仪在 550 nm 处测定各组吸光度值，

并利用标准曲线将其换算为组织匀浆中台盼蓝的

浓度　　结果见表 2。结果显示，Sper/NO (200
µmol/L)组，nifedipine (50 µmol/L)组和 nifedipine (50
µmol/L)+Sper/NO (200 µmol/L)组之间的台盼蓝的浓

度的差异无统计学意义(P>0.05)，但该三组连同

Sper/NO(10 µmol/L)组的台盼蓝浓度均高于对照组(P
<0.05)。ODQ 对大鼠膈吸收示踪剂的作用没有影响

(P>0.05)，但ODQ 预处理后可以显著抑制 Sper/NO
(200 µmol/L)引起的台盼蓝浓度升高(P<0.01)。
2.5  NO-cGMP-Ca2+

途径对大鼠淋巴孔超微结构的

影响

应用扫描电镜观察对照组和各实验组的淋巴孔

的大小和分布密度，作者发现各组间存在明显差异

(图 6A~G)。经Elescope 软件处理显示(表 2)，Sper/
NO (200 µmol/L)组，nifedipine (50 µmol/L)组和

nifedipine (50 µmol/L)+ Sper/NO (200 µmol/L)组的淋

巴孔最大分布面积(每 1 000 µm2)较对照组有明显增

大，差异有统计学意义(P<0.01)，但这三个实验组

两两之间的差异并无统计意义(P>0.05)。Sper/NO

表1. 台盼蓝标准品的浓度及对应吸光度

Table 1.  Concentration and light absorbance of standard sample of
trypan blue at 550 nm

Conentration   
1 000       500       250       125       62.5      31.25    (µg/ml)

 Absorbance 2.774 1.399 0.762 0.431 0.294 0.214

图    2.  NO 供体对间皮细胞内 cGMP 的影响

Fig. 2.  Effect of NO donor on the cGMP of peritoneal mesothe-
lial cells in rat.  *P<0.01 compared with control group, #P<0.05
compared with Sper/NO (50 µmol/L) group ,  ∆P<0.01 compared
with Sper/NO (50 µmol/L)group .
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图   5.  LCSM 下观察 nifedipine 和 Sper/NO 对间皮细胞内 Ca2+ 的影响

Fig. 5.  LCSM observation of the effect of nifedipine and Sper/NO on the cultured peritoneal mesothelial cells.  A: Cells of treated with
medium only.  B: Cells of 20 s after treatment of nifedipine (10 µmol/L).  C: Cells of 120 s after treatment of Sper/NO 50 µmol/L.   Scale
bar, 10 µm.

图    3.  激光扫描共聚焦显微镜(LCSM)下观察 Sper/NO 对间皮细胞内 Ca2+ 的影响

Fig.  3.  LCSM observation of the effect of Sper/NO on the cultured peritoneal mesothelial cells.  A: Cells of treated with medium only.
B: Cells of 140 s after treatment of Sper/NO 50 µmol/L.  C: Cells of 240 s after treatment of Sper/NO 50 µmol/L.  Scale bar, 10 µm.

图   4.  LCSM 下观察 ODQ 和 Sper/NO 对间皮细胞内 Ca2+ 的影响

Fig. 4.  LCSM observation of the effect of ODQ and Sper/NO on the cultured peritoneal mesothelial cells.  A: Cells of treated with
medium only.  B: Cells of 300 s after treatment of ODQ (10 µmol/L).  C: Cells of 300 s after treatment of Sper/NO 50 µmol/L.  Scale
bar, 10 µm.
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图   6.  各实验组大鼠膈腹膜淋巴孔扫描电镜图

Fig. 6.  Scanning electron microscopic observation of the rat diaphragmatic peritoneal lymphatic stomata.  A: Lymphatic stomata of the
control group.  B: Lymphatic stomata of the Sper/NO 10 µmol/L group.  C: Lymphatic stomata of the Sper/NO 200 µmol/L group.  The
opening area of the lymphatic stomata are significantly increased.  D: Lymphatic stomata of the group pretreated with ODQ 50 µmol/L.
E: Lymphatic stomata of the group pretreated with ODQ 50 µmol/L and then Sper/NO 200 µmol/L.  F: Lymphatic stomata of the
nifedipine 50 µmol/L group.  G: Lymphatic stomata of the group pretreated with nifedipine 50 µmol/L and then Sper/NO 200 µmol/L.  M,
mesothelial cell; S, lymphatic stomata; ↑, particles of Trypan blue.  A~E, scale bar, 20 µm.  F, G, scale bar, 50 µm.
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(10 µmol/L)组的淋巴孔最大开放面积较对照组亦有

增大(P<0.05)。ODQ (50 µmol/L)组及 ODQ (50
µmol/L)+Sper/NO (200 µmol/L)组淋巴孔的最大开放

面积较对照组小，但差异无统计学意义(P>0.05)。
结果显示，Sper/NO 和 nifedipine均能显著增加腹膜

淋巴孔最大开放的面积，Sper/NO 对淋巴孔的作用

可被ODQ 所抑制；nifedipine 预处理后 Sper/NO 并

不能进一步改变淋巴孔的最大开放面积，提示 NO
对淋巴孔的作用与细胞内 cGMP和[Ca2+]i 浓度有关。

3  讨论

许多研究表明，NO 对淋巴孔调控起至关重要

的作用。李继承等通过大量实验筛选了一些在肝硬

化腹水时有显著消腹水作用的中药，发现它们可促

腹膜淋巴孔开放，导致腹膜淋巴孔对腹水的吸收作

用加强
[10]
。而Ding[9]

的研究则进一步表明，中药对

淋巴孔调控与NO 有关。Doboszynska[16]
的研究还证

实(淋巴孔)间皮细胞内存在有 eNOS，能使NO合成

和释放，可能参与淋巴孔的生理调控。我们的研究

也发现NO 可以促进胸膜淋巴孔开放和胸膜腔淋巴

吸收
[11]
。但NO 调控淋巴孔的机制尚未见报道。本

实验首次就NO调控淋巴孔的NO-cGMP-Ca2+
细胞内

信号转导途径进行了探讨。

淋巴孔由间皮细胞的胞体和突起围成，为研究

NO 调控淋巴孔，促淋巴吸收的机制，我们利用培

养的腹膜间皮细胞，探讨了NO 在胞体内的信号转

导。NO 的许多生理功能是通过激活 sGC，升高细

胞内 cGMP 水平而实现，如松弛血管平滑肌、抑制

血细胞粘附和参与神经生理功能等等。本实验中我

们应用 Sper/NO 作为NO 供体，研究NO 对间皮细

胞 cGMP水平的影响。Sper/NO是一种新型的NO供

体，具有高度的水溶性，可以自发释放可预测的

NO，且释放量与药物剂量有较好的线性关系，在

37℃，在 pH 值 7.4 的条件下半衰期为 39 min[17]
，是

针对本实验较为理想的 N O 供体。我们的实验证

实，与对照组相比，NO 可以剂量依赖性地升高间

皮细胞的 cGMP水平。ODQ (sGC选择性抑制剂)可
以剂量依赖性地阻断 S p e r / N O 引起的间皮细胞

cGMP 升高(图 2)结果提示NO 可通过激活间皮细胞

内的 sGC，而提高细胞内的 cGMP 水平。

Ca2+
是细胞内重要的第二信使，参与诸多生理

过程。关于NO 对细胞内Ca2+
的影响，由于观察对

象不同以及所使用的方法不同，所得的结果也不尽

相同。NO 抑制血管平滑肌细胞Ca2+
内流被认为是

cGMP 依赖性的，这一作用是通过抑制电压依赖性

钙通道电流实现，但不影响细胞内钙库释放
[12]
。在

兔窦房结上，在异丙肾上腺素存在时，NO 供体可

以模拟卡巴胆碱(CCh)抑制钙电流激活钾电流的作

用，且该作用可被 cGMP 抑制剂所阻断。在没有异

丙肾上腺素存在时，NO供体对Ca2+
无作用

[18]
。Patel

等的研究显示，在有内皮细胞存在时，缓激肽可以

明显增强肝细胞内钙震荡，此作用可被NO 供体模

拟，且被NO 抑制剂取消
[14]
。Matsuura 等也报道了

NO供体硝普钠可以通过NO-cGMP途径提高大鼠胰

腺 β 细胞内 Ca2+
浓度

[15]
。

目前，就NO对间皮细胞内[Ca2+]i浓度的影响还

未见报道。本实验中我们应用 Fluo-3AM 作为细胞

内游离Ca2+
指示剂，结果显示 50 µmol/L NO 能够

表 2.  各实验组膈组织匀浆液中台盼蓝的浓度(µg/ml)与淋巴孔开放面积的比较 (µm2/1 000 µm2)
Table 2.  Comparison of trypan blue concentration in diaphragm homogenate (µg/ml) and the opening area of lymphatic stomata between groups
(µm2/1 000 µm2)

                           Group                                                                            Concentration                                  Opening area

Control   201.30± 13.93 23.21 ± 7.31
Sper/NO (10 µmol/L)   289.99 ± 39.54* 32.75 ± 10.74*

Sper/NO (200 µmol/L)   444.80 ± 74.90*∆ 70.79 ± 32.99**∆

ODQ (50 µmol/L)   194.11±15.38∆∆ 26.05± 9.94∆∆

ODQ (50 µmol/L)+ Sper/NO (200 µmol/L)   211.76 ± 14.10#∆∆ 22.00 ± 8.17#∆∆

Nifedipine (50 µmol/L)   457.48 ± 76.82*∆ 78.26 ± 25.77**∆

Nifedipine (50 µmol/L)+ Sper/NO (200 µmol/L)   451.93 ± 79.90*∆ 71.01 ± 34.18**∆

*P<0.05, **P<0.01, ∆∆P>0.05 compared with control group; #P<0.01 compared with Sper/NO (200 µmol/L) group; ∆P>0.05 compared
with each other.
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非常显著地降低培养间皮细胞内[Ca2+]i，并且该作

用可以被ODQ 所阻断。[Ca2+]i 降低是通过两条途径

实现：钙通道阻滞使细胞外Ca2+
内流受阻和胞内钙

库的Ca2+
摄取被抑制。当我们用L-型电压依赖性钙

通道阻滞剂 nifedipine 处理间皮细胞时，可使[Ca2+]

i在短时间内迅速明显下降(P<0.05)，达平衡后再加

入的NO 并不能引起[Ca2+]i 的进一步改变(P>0.05)。
本研究首次表明，NO 可通过提高 cGMP 水平导致

间皮[Ca2+]i 的下降，且与L- 型电压依赖性钙通道有

关。这为研究NO-cGMP-Ca2+
通路对淋巴孔和淋巴

吸收的影响提供了细胞信号转导的实验依据 。
我们通过动物实验，用台盼蓝做指示剂观察了

NO和[Ca2+]i对淋巴孔形态的改变和台盼蓝的吸收量

的影响。实验表明，NO 可以剂量依赖性地提高台

盼蓝的吸收量，并相应增大腹膜淋巴孔最大分布面

积。该研究结果与我们对胸膜淋巴孔的研究结果一

致
[11]
，而且Ding[9]

也观察到NOS 抑制剂可逆转NO
供体引起的小鼠腹膜淋巴孔的开大。ODQ本身虽对

腹膜淋巴孔的形态和其吸收能力没有影响，但ODQ
预处理组织，则可明显抑制NO 引起的淋巴孔开大

和台盼蓝吸收量增加。这一结果表明，N O 通过

cGMP调节淋巴吸收。我们的结果还首次发现L-型
电压依赖性Ca2+

通道阻滞剂 nifedipine，不但能显著

增加腹膜淋巴孔最大分布面积，促进台盼蓝的淋巴

吸收，而且 nifedipine 预处理后，Sper/NO 并不能

进一步改变对淋巴孔和淋巴吸收的影响，结合细胞

实验证实的NO降低间皮细胞[Ca2+]i的结果，充分提

示NO对淋巴孔的作用与[Ca2+]i降低有关。我们推测

NO使间皮细胞[Ca2+]i水平降低后，可能进一步通过

影响细胞骨架，使间皮细胞形态改变，细胞间连接

开放，而导致淋巴孔分布面积增大，但具体机制还

需要进一步实验证实。
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