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·实验研究·

高氧诱导早产鼠肺纤维化中结缔组织生长因子的表达及其意义

富建华，薛辛东

（中国医科大学附属第二医院儿科，辽宁 沈阳　１１０００４）

　　［摘　要］　目的　结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）是新近发现与纤维化发生密切相关的一种因子，但其与早产儿慢
性肺疾病（ＣＬＤ）的肺纤维化有何关系，迄今未见报道。该文旨在阐明ＣＴＧＦ在高氧致早产鼠ＣＬＤ发生、发展的表达
规律，并探讨其在纤维化中表达及意义。方法　采用高浓度氧诱导早产鼠ＣＬＤ模型，应用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）、
免疫组织化学及反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）等技术，动态观察ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达，并同时测定肺成纤维细胞的增
殖性细胞核抗原（ＰＣＮＡ）指数及肺组织Ⅰ型胶原的含量和ＴＧＦβ１蛋白表达水平。结果　生后１ｄ，３ｄ，两组Ⅰ型胶
原、ＰＣＮＡ指数、ＴＧＦβ１蛋白及ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平无差异（Ｐ＞０．０５）；实验组肺组织ＴＧＦβ１蛋白表达７ｄ升高
（Ｐ＜０．０５），Ⅰ型胶原、ＰＣＮＡ指数及ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达１４ｄ升高（Ｐ＜０．０５），２１ｄ均达高峰（Ｐ＜０．０１）；肺组织ＣＴＧＦ
ｍＲＮＡ表达与Ⅰ型胶原呈明显正相关（γ＝０．８９，Ｐ＜０．０１）。结论　 高氧致ＣＬＤ早产鼠肺组织ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水
平与肺组织纤维化的程度相一致，ＣＴＧＦ与ＣＬＤ的肺纤维化密切相关。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（５）：４４９－４５２］
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（ＦｉＯ２＝０．９０）ｏｒｒｏｏｍａｉｒ（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）（ｎ＝４０ｅａｃｈ）．ＣＬＤｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｙｐｅｒｏｘｉａｅｘｐｏｓｕｒｅ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＣＴＧＦｍＲＮＡａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１（ＴＧＦβ１），ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎａｎｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒ
ａｎｔｉｇｅｎ（ＰＣＮＡ）ｉｎｄｅｘｗｅｒｅａｓｓａｙｅｄｗｉｔｈｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏａｄｓｏｒｂｅｎｔ（ＥＬＩＳＡ），ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）ｏｎｄａｙｓ１，３，７，１４ａｎｄ２１ａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎ，ＰＣＮＡｉｎｄｅｘ，ＴＧＦβ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＣＴＧＦｍＲＮＡｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＣＬＤａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈｉｎ３ｄａｙｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅ．ＩｎｔｈｅＣＬＤｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｏｎｔｈｅ７ｔｈｄａｙ，ｒｅｍａｉｎｅｄ
ａｔａｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｏｎｔｈｅ１４ｔｈａｎｄ２１ｓｔｄａｙａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅ；ｔｈｅｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｓｏｆｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎ，ＰＣＮＡｉｎｄｅｘａｎｄＣＴＧＦｍＲＮＡ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｏｎｔｈｅ１４ｔｈｄａｙａｎｄｐｅａｋｅｄｏｎｔｈｅ２１ｓｔｄａｙａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＣＴＧＦｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅＣＬＤｇｒｏｕｐ（γ＝０．８９，Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＴＧＦｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎＣＬＤｒａｔｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２００７，９（５）：４４９－４５２］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；Ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ；Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１；Ｐｒｅｍａｔｕｒｅｒａｔｓ

　　围生期缺氧是导致新生儿中枢神经系统不可逆
损害及婴幼儿致残的最主要原因，因此，临床医生对

新生儿低氧血症均能给予高度警惕和足够重视。然

而恰恰忽视了新生儿、特别是早产儿长时间吸入高浓

度氧所致的不同程度肺组织损伤，重者甚至发生慢性

肺疾病（ＣＬＤ），最终因纤维化而严重影响患儿的肺功

能。结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ，ＣＴＧＦ）是一新发现的细胞因子，虽其生物学作用
尚未清楚，但与组织纤维化的发生密切相关，并推测

其可能为转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）的下游因子。我

们的前期研究［１～３］已表明，ＴＧＦβ１过度表达与高氧
诱导新生大鼠肺纤维化的发生密切相关，但ＣＴＧＦ在

·９４４·
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其发生中的作用尚未见报道。因此，本文以高氧诱导

早产鼠ＣＬＤ模型为对象，研究肺组织中ＣＴＧＦ的动态
表达规律，并同步测定肺组织中Ⅰ型胶原的水平、观
察肺成纤维细胞（ｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＬＦ）增殖状态及肺
组织ＴＧＦβ１表达，旨在探讨ＣＴＧＦ在高氧致ＣＬＤ早
产鼠肺纤维中变化及其意义。

１　材料与方法

１．１　实验分组及模型制备
将孕２１ｄ的ＳＤ大鼠（由中国医科大学实验动物

部提供）剖宫取出的新生鼠（即早产鼠）８０只，依吸氧
浓度（ＦｉＯ２）随机分为实验组（ＦｉＯ２为０．９０）和对照组
（ＦｉＯ２为０．２１），每组为４０只。按我们已报道的方法

制备高氧诱导早产鼠的ＣＬＤ模型［１］。

１．２　标本采集
每组分别于实验后的１，３，７，１４和２１ｄ随机选取

８只麻醉后处死。将左肺组织置于４％多聚甲醛中固
定，用于观察肺组织ＴＧＦβ１蛋白表达，其余肺组织于
－８０℃冰箱中冻存待测ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平及Ⅰ型
胶原的含量。

１．３　肺组织Ⅰ型胶原含量的测定
采用酶联免疫吸附法检测。用预冷的生理盐水

洗净残血，吸干水分，称１ｇ湿重肺组织剪碎，于冰盒
内超声粉碎匀浆，制成１０％的组织匀浆，低温离心后
取上清液，分别按照测定试剂盒（上海森雄生物制品

公司提供）要求按步骤进行，结果以每毫克肺组织所

含Ｉ型胶原的含量表示（ｎｇ／ｍｇ）。
１．４　ＬＦ增殖性细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅ
ａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）表达检测

采用ＳＡＢＣ免疫组织化学方法，以１∶２００稀释的
小鼠抗大鼠ＰＣＮＡ抗体为一抗（武汉博士德生物制品
公司），按ＳＡＢＣ方法（武汉博士德生物制品公司）进
行染色，以ＬＦ的胞核染成棕黄色为阳性细胞。结果
判定：每例选择５个以上具有代表性高倍视野（×
４００），计数２００个 ＬＦ中阳性细胞百分比作为 ＰＣＮＡ
指数（ＰＣＮＡ指数 ＝ＰＣＮＡ阳性细胞数／细胞总数 ×
１００％）。
１．５　肺组织ＴＧＦβ１蛋白表达的检测

采用ＳＡＢＣ免疫组织化学方法，以１∶１００稀释的
兔抗大鼠ＴＧＦβ１抗体为一抗（武汉博士德生物制品
公司），按ＳＡＢＣ方法（武汉博士德生物制品公司）进

行染色，以细胞浆有棕黄色颗粒沉着为阳性细胞。结

果判定：应用美国 ＵｎｉｖｅｒｓａｌＩｍａｇｉｎｇＰｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ图像
分析系统，以平均灰度值代表阳性产物的表达强度。

平均灰度值越低，其阳性反应产物表达强度越强，表

明蛋白的含量越高。

１．６　肺组织ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达的检测
采用ＲＴＰＣＲ技术。以ＴＲＩＺＯＬ提取总ＲＮＡ，逆

转录合成ｃＤＮＡ后进行 ＰＣＲ扩增。引物序列如下：
ＣＴＧＦ上游：５′ＣＧＣＣＴＴＧＧＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴＣＴ３′，下
游：５′ＴＧＣＧＧＴＣＣＴＴＧＧＧＣＴＣＡＴＣ３（４７９ｂｐ）；β
ａｃｔｉｎ（内参照）上游：５′ＧＡＴＴＧＣＣＴＣＡＧＧＡＣＡＴＴＴ
ＣＴＧ３′，下游：５′ＧＡＴＴＧＣＴＣＡＧＧＡＣＡＴＴＴＣＴＧ３′
（６９０ｂｐ）。ＰＣＲ条件：９４℃变性３ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，５６℃
１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环，７２℃延伸７ｍｉｎ。扩
增产物经２％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙啶染色，紫外
灯下观察结果。用ＣＴＧＦ及βａｃｔｉｎ扩增产物的吸光
度比值表示每个标本的相对ｍＲＮＡ水平。
１．７　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学处理，所有数据
均以ｘ±ｓ表示，组间比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔ检验。

２　结果

２．１　肺组织Ⅰ型胶原的含量
实验后１，３，７ｄ，两组比较差异无显著性（Ｐ＞

０．０５），１４ｄ实验组升高（Ｐ＜０．０５），２１ｄ明显高于对
照组（Ｐ＜０．０１）。见表１。
２．２　ＬＦ细胞的ＰＣＮＡ指数

生后１ｄ，３ｄ和７ｄ两组差异无显著性，１４ｄ实
验组明显高于对照组（Ｐ＜０．０１），２１ｄ达高峰
（Ｐ＜０．０１）。见表２。
２．３　肺组织ＴＧＦβ１蛋白表达的强度

实验１ｄ和３ｄ，两组差异无显著性（Ｐ＞０．０５），
７ｄ实验组高于对照组（Ｐ＜０．０５），１４ｄ和２１ｄ实验
组明显高于对照组（Ｐ＜０．０１）。见表３。
２．４　肺组织ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平

于实验后 １，３，７ｄ，两组比较差异无显著性
（Ｐ＞０．０５），１４ｄ实验组升高（Ｐ＜０．０５），２１ｄ明显
高于对照组（Ｐ＜０．０１）。见表４。
２．５　肺组织ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达与Ⅰ型胶原相关性

实验组ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平与Ⅰ型胶原含量
呈明显正相关（ｒ＝０．８９，Ｐ＜０．０１）。

·０５４·
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表１　两组肺组织Ｉ型胶原含量的动态变化 （ｎ＝８，ｘ±ｓ，ｎｇ／ｍｇ）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ
对照组 ４０６．７３±２０．３２ ４９１．２５±１５．１６ ５０１．５０±１８．１７ ４９６．０１±１１．０２ ５１１．８６±４９．５５
实验组 ４２２．０８±４９．４８ ４７０．８７±２９．３９ ５２８．１１±４３．３９ ５５６．６０±４０．０４ａ ８７４．８９±８１．２５ｂ

　　ａ与对照组比较Ｐ＜０．０５；ｂ与对照组比较Ｐ＜０．０１

表２　两组肺细胞的ＰＣＮＡ指数 （ｎ＝８，％，ｘ±ｓ）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ
对照组 ６．２１±０．１４ ６．７９±１．３７ ６．６６±２．９８ ７．７１±２．０４ ６．４４±２，０９
实验组 ６．０１±０．０９ ６．９５±１．２９ ８．２３±３．０５ ２４．９３±４．３１ａ ３８．５７±６．１２ａ

　　ａ与对照组比较Ｐ＜０．０１

表３　两组肺组织ＴＧＦβ１蛋白表达强度（灰度值表示） （ｎ＝８，ｘ±ｓ）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 ８５．２４±５．６５ ８６．１７±３．９９ ８４．５６±２．１４ ８４．５６±２．５６ ８４．１６±２．１６
实验组 ８６．８２±６．８０ ８５．９２±５．５３ ８０．８９±１．３６ａ ７３．８３±５．２１ｂ ７２．９９±５．００ｂ

　　ａ与对照组比较Ｐ＜０．０５；ｂ与对照组比较Ｐ＜０．０１

表４　两组肺组织ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平的比较 （ｎ＝８，ｘ±ｓ）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 １．１０±０．０７ １．０９±０．１２ １．０８±０．１２ １．０７±０．０８ １．０７±０．０９
实验组 １．０８±０．０８ １．１７±０．１８ １．１７±０．１８ １．２８±０．１１ａ １．４１±０．１２ｂ

　　ａ与对照组比较Ｐ＜０．０５，ｂ与对照组比较Ｐ＜０．０１

３　讨论

随着低出生体重儿存活率的日益提高，早产儿

ＣＬＤ的发生率在逐年上升。虽其发生机制尚不清楚，
但长时间吸入高浓度氧仍是 ＣＬＤ发生的最危险因
素。大量临床及动物实验研究结果证实，不可逆的肺

纤维化是影响ＣＬＤ患儿预后和导致其死亡的最主要
原因。因此，探索 ＣＬＤ肺纤维化的发生机制已成为
当今新生儿研究领域亟待解决的问题。目前有关早

产儿ＣＬＤ肺纤维化发生机制的研究多集中于因ＴＧＦ
β１异常表达而导致的细胞外基质（ＥＣＭ）合成与降解
失衡，最终胶原等过量的ＥＣＭ沉积于肺组织发生纤
维化，并认为ＴＧＦβ１是目前促进纤维化发生、发展的

重要细胞因子［２］。我们以往的研究也证实了该结

果［３］，故目前多试图通过应用ＴＧＦβ１拮抗剂而达到
有效防治肺纤维化的目的。然而ＴＧＦβ１生物学作用
广泛，效应复杂，若完全阻断其表达，后果则难以预

料。如ＴＧＦβ１基因敲除的新生鼠，生后很快死于全

身炎症反应［４］。因此，ＴＧＦβ１的正面效应可能限制
了ＴＧＦβ１抗体或其拮抗剂在抗纤维化中应用前景。

ＣＴＧＦ是一富含半胱氨酸的多肽，属即刻早期基

因ＣＣＮ家庭成员之一。１９９１年首次在人脐静脉内皮
细胞中被发现，此后研究证实，ＣＴＧＦ广泛存在于人类
组织器官中，具有促进有丝分裂、趋化细胞、诱导粘

附、促进成纤维细胞增殖和ＥＣＭ合成的作用。在生
理状态下，机体组织仅有基础量的 ＣＴＧＦ分泌，病理
状态下，ＣＴＧＦ过度表达与某些增生性或纤维化性疾
病的发生密切相关。Ｂｏｎｎｉａｕｄ等［５］发现，用博莱霉素

处理后的小鼠，其肺部炎症反应明显，可见散在胶原，

但并无成纤维母细胞聚集，若同时给予ＣＴＧＦ，则可见
小鼠肺间质胶原沉积和成纤维母细胞聚集，从而进一

步证实了 ＣＴＧＦ的促纤维化作用。因此，近年来
ＣＴＧＦ在博莱霉素诱导的鼠肺纤维化和成人特发性
肺间质纤维化中作用已倍受关注，并认为ＣＴＧＦ可作
为评价肺纤维化发生、发展的早期、敏感指标［６，７］。但

有关ＣＴＧＦ的生物学功能尚处于研究阶段，其信号调
控通路也不甚清楚。

尽管ＣＴＧＦ被研究认为与博莱霉素诱导大鼠肺
纤维化和成人特发性肺间质纤维化发生密切相关，但

在高氧诱导早产儿 ＣＬＤ模型表达规律及其意义如
何，目前尚未见报道。若能阐明该问题，可能对完善

早产儿ＣＬＤ的发生机制及探索有效的防治途径发现
新的突破点。为此，我们在以往建立的高氧致早产鼠

·１５４·
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ＣＬＤ模型的基础上，应用 ＲＴＰＣＲ方法，研究 ＣＴＧＦ
基因表达，并与ＴＧＦβ１蛋白表达相比较，实验发现于
高氧暴露后的７ｄ，早产鼠肺组织的ＴＧＦβ１表达开始
增强，１４ｄＣＴＧＦ基因表达随之增强，２１ｄ两者均达
高峰，该结果表明ＣＴＧＦ基因表达滞后于 ＴＧＦβ１蛋
白表达。同时我们还发现正常肺组织及ＣＬＤ的早期
仅有微弱表达，随肺间质病变加重，ＣＴＧＦ表达逐渐增
强，为进一步证实其表达与肺间质纤维化密切程度，

还同时观察肺成纤维细胞ＰＣＮＡ（是判定细胞增殖状
态的最有效标志物之一）指数及肺组织Ⅰ型胶原含
量，结果证实ＣＬＤ的肺组织ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平与
ＬＢ增殖程度及Ⅰ型胶原水平呈明显正相关，表明
ＣＬＤ肺组织ＣＴＧＦｍＲＮＡ异常表达与肺纤维化的发
生密切相关，但其纤维化的发生是 ＣＴＧＦ与 ＴＧＦβ１
协同完成，还是作为ＴＧＦβ１下游因子单独作用，仍有
待于深入研究。
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