
第 !" 卷第 # 期
#""$ 年 % 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!" 8,7#

9047#""$

!收稿日期"#"": ;"< ;>!#!修回日期"#"": ;": ;!>

!基金项目"陕西省科技攻关项目(#""%E!:D!$)%

!作者简介"侯伟$男$硕士$副教授% 主攻方向&小儿呼吸疾病研究%

'实验研究'
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&&!摘&要"&目的&血管内皮生长因子(5ADK)参与肺的发育和损伤修复$5ADK具有促进肺泡和肺血管增殖

以及预防新生儿支气管肺发育不良(i1e)的作用% 该研究的目的是探讨新生大鼠高氧肺损伤后肺组织 5ADK蛋

白及5ADK/H89表达的变化% 方法&新生 G043RV.]e3Y6.Z大鼠 %$ 只随机分为高氧实验组和空气对照组$高氧实

验组吸入 =<`以上高氧建立高氧肺损伤模型% 分别采用免疫组化法和逆转录多聚酶链式反应(HC]1'H)检测新生

大鼠 > 2$: 2$!% 2肺组织5ADK蛋白及5ADK/H89表达变化% 结果&空气对照组新生大鼠生后随着肺发育$肺

组织中5ADK蛋白及5ADK/H89表达逐渐增加% 高氧实验组新生鼠吸入高氧 > 2$肺5ADK蛋白表达出现降低$

在 : 2$!% 2明显降低与对照组比较差异有显著性(5ADK蛋白&!#7F: c>7$# [T:7:= c<7#># !<7!" c$7=! [T<7$< c

>7>:$ 均7d"7"!)#高氧实验组5ADK/H89表达在 > 2$: 2$!% 2均明显低于对照组(5ADK/H89& !7!= c"7F> [T

"7:$ c"7##$ !7<# c"7%: [T"7<> c"7!$$ !7$= c"7$! [T"7%$ c"7!#$ 均7d"7"!)% 结论& 5ADK能促进新生大

鼠肺发育$5ADK蛋白及5ADK/H89表达与新生大鼠肺发育有密切关系% 高氧可抑制5ADK蛋白及5ADK/H89

在新生大鼠肺内的表达$5ADK在新生鼠肺发育和高氧肺损伤发病机制中起重要作用%

!中国当代儿科杂志#!""##$"$!%&!"] &!$""

!关&键&词"&高氧肺损伤#5ADK蛋白#5ADK/H89#新生大鼠

!中图分类号"&H;>>&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!""$ ;$$>"(#""$)"# ;"#": ;"%
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L=<`) ,4-,4,,/3)4(K)?

#

L#!`$ W,*-4,6R4,V0) >" /)*V-.T3X-.4U)4-(75ADK

04,-.)* 3*2 /H89.a04.TT),* )* -(.6V*RTY3T2.-.4/)*.2 UZ)//V*,()T-,W(./)W36/.-(,2T3*2 4.[.4T.-3*TW4)0-),*

0,6Z/.43T.W(3)* 4.3W-),* (HC]1'H) 4.T0.W-)[.6Z>$: 3*2 !% 23ZT3X-.4U)4-(7D67+,.7&5ADK04,-.)* 3*2 /H89

.a04.TT),* )*W4.3T.2 Y)-( )*W4.3T)*R0,T-*3-363R.)* -(.W,*-4,6R4,V07P* -(.(Z0.4,a)3.a0,TV4.R4,V0 5ADK04,-.)*

.a04.TT),* 2.W4.3T.2 /34Q.26Z3-: 23ZT(:7:= c<7#> [T!#7F: c>7$## 7d"7"!) 3*2 !% 23ZT,X(Z0.4,a)3.a0,TV4.

(<7$< c>7>: [T!<7!" c$7=!# 7d"7"!) W,/034.2 Y)-( -(.W,*-4,6T75ADK/H89.a04.TT),* )* -(.(Z0.4,a)3.a0,TV4.

R4,V0 Y3TT)R*)X)W3*-6Z4.2VW.2 X4,/> 23ZT("7:$ c"7## [T!7!= c"7F>) -(4,VR( !% 23ZT,X(Z0.4,a)3.a0,TV4.("7%$ c

"7!# [T!7$= c"7$!) W,/034.2 Y)-( -(.W,*-4,6T(7d"7"!)7:)04,+7/)07&5ADK)T3TT,W)3-.2 Y)-( 6V*R2.[.6,0/.*-

)* *.,*3-3643-T7̂ Z0.4,a)3.a0,TV4.W3* 2.W4.3T.5ADK04,-.)* 3*2 5ADK/H89.a04.TT),* )* -(.6V*RT,X*.,*3-3643-T7

5ADK/)R(-U.)*[,6[.2 )* -(.03-(,R.*.T)T,X(Z0.4,a)W6V*R)*fV4Z7
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&&F6= <)2;7&& Ẑ0.4,a)W6V*R)*fV4Z# 5ADK04,-.)*# 5ADK/H89# 8.,*3-3643-T

&&支气管肺发育不良(U4,*W(,0V6/,*34Z2ZT063T)3$

i1e)是与早产*感染及长期吸入高浓度氧有关的严

重慢性肺疾病% 虽然i1e的发病机制不完全清楚$

但新生肺暴露在高氧环境中$通过氧毒作用所致的

肺损伤是重要的原因之一% 研究发现重症 i1e患

儿死亡率约为 >"` b%"`$存活者常有慢性肺功能
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与气体交换异常$导致长时间氧疗依赖$从而严重影

响营养*代谢和生长发育$因此积极寻找有效地防治

高氧所致的慢性肺疾病是当前研究的重要问题!!"

%

5ADK是一种具有广泛活性的缺氧诱导因子$通过

作用于血管内皮的 5ADK受体而发挥促进细胞分

裂*增殖*细胞变形及抗细胞凋亡等作用!#"

% 近年

来研究发现持续性高氧暴露可降低 5ADK蛋白和

/H89表达$患 i1e的早产儿的肺组织中 5ADK水

平较低$子宫内或早产新生小鼠给予重组5ADK(4(]

5ADK)可预防呼吸窘迫综合征的发生!> b<"

% 由此可

见$5ADK与高氧肺损伤有密切的关系$而关于

5ADK蛋白及其基因表达在新生大鼠高氧肺组织中

的变化和作用目前尚不完全清楚% 本研究旨在通过

建立新生大鼠高氧肺损伤模型$观察高氧对新生大

鼠肺组织中 5ADK蛋白和 5ADK/H89表达的影

响$为i1e的防治提出新的方法%

$G材料和方法

$7$G动物及模型制作

新生足月 G043RV.]e3Y6.Z(Ge)大鼠 %$ 只$雌雄

不拘$由西安交通大学医学院动物中心提供% 动物

模型制作参照 K43*Q 方法!F"略加改进$随机分为高

氧实验组和空气对照组各 #% 只% 将实验组新生大

鼠生后 >" /)* 内置于自制氧箱中$持续输入氧气$

维持氧箱氧浓度在 =<`以上$用氧浓度测定仪检测

氧浓度('m]!""9杭州利华科技公司)$钠石灰吸收

氧箱内'?

#

$保持'?

#

浓度 d<`$用变色硅胶吸除

水蒸气$保持湿度在 <"` bF"`% 每天定时开箱 >"

/)*$添加水*饲料及更换垫料$并将高氧组和空气组

中的代母鼠互换$以免因高氧引起喂养能力下降%

对照组置于室内空气中$具体方法和实验控制因素

同高氧实验组%

$7!G标本收集与处理

每组生后 >$:$!% 2 将各组新生大鼠固定在蜡

盘上$快速剪开胸腔$取出双侧肺脏$生理盐水冲洗

后$将左肺浸入质量分数为 %`多聚甲醛中固定$石

蜡包埋后常规切片$进行免疫病理检测% 右肺下叶

肺组织进行5ADK/H89表达检测%

$LHG肺组织OTKX蛋白表达的检测

采用免疫组织化学方法$5ADK一抗由西安中

杉生物科技公司提供% 主要步骤如下&常规脱蜡*水

化$>`过氧化氢去除内源性过氧化物酶#抗原修复

液 >:o !" /)* 修复抗原$正常血清封闭#加一抗

>:o # ($加入生物素化二抗 >:o #" /)*$加入9i'

复合物$>:o 孵育 #" /)*$e9i显色#苏木素复染*

透明*封片$以胞浆染色呈棕黄色的细胞为阳性细

胞% 结果判定采用 5ADK免疫组化半定量计数$每

只大鼠取 # b> 张片子$计算每高倍镜视野下计数

!"" 个细胞中的阳性细胞数$取其平均值%

$LNG肺组织OTKX3DZ>表达检测

采用逆转录多聚酶链式反应(HC]1'H)检测大

鼠肺组织中 5ADK/H89表达% 取右下叶用 -4)\,6

提取纯化组织中总 H89$取肺组织 <" b!"" /R$匀

浆器制成匀浆$匀浆组织中加入 ! /B-4)\,6$室温静

置 !< /)*$加入 #""

!

B氯仿$混匀抽提$冰上放置

#" /)*$!# """ 4J/)*离心 !< /)*$取上层水相$与等

体积异丙醇混匀$冰上静置 #" /)*$!# """ 4J/)* 离

心 !< /)*$弃去上清液$用 ! /B:<`乙醇悬浮沉淀$

!# """ 4J/)*离心 !< /)*$弃去上清液$管壁残留乙

醇于超净台中充分挥发$>"

!

B灭菌水溶解沉淀%

取 $

!

B总 H89模板$加 !

!

B?6)R2C$:"o加热

!" /)*$冰浴 !" /)*% 逆转录的总反应体积 #<

!

B$

含总H89$

!

B$ %#o逆转录 %" /)*% 1'H扩增$每

样品设两个反应$一个使用5ADK引物$另一个使用

/

]3W-)* 引% 5ADK引物&上游引物 <q]D'C'C'CC]

DDDCD'9'CDD9]>q$ 下 游 引 物 <q]'9'D''CCD]

D'CCDC'9'9]>q#

/

]3W-),*引物&上游引物 <q]DD9C]

C''C9CDCDDDDD9'D]>q$ 下 游 引 物 <q]DD99']

'D'C'9CCD''99CD]>q% 1'H产物琼脂糖凝胶电

泳$<

!

BJ孔 加样$对结果进行灰度扫描$每个样品

的5ADK灰度值与其自身的
/

]3W-)* 灰度值的比值

作为该样品中 5ADK的相对表达量 ( 5ADKJ

/

]3W-)*)$通过样品与样品之间相对表达量的比较$

确定不同样品中5ADK基因的表达水平%

$7%G统计学分析

所有数据均采用均数 c标准差(Oc:)表示$采

用 G1GG!"7" 软件分析处理$同组观察时间点采用配

对3检验进行组间差异性$组间差异性比较采用单

因素方差分析(98?59)%

!G结果

!L$G肺组织OTKX蛋白表达的动态变化

空气对照组 5ADK主要在肺组织肺泡间隔表

达$在血管平滑肌和支气管上皮也有阳性表达$生后

> 2肺组织5ADK表达增加以远端气道上皮表达增

加为著$: 2以后肺泡上皮和肺泡间隔增多$!% 2 明

显增加$与生后 > 2 组之间比较差异有显著性(图

!9)% 高氧实验组 5ADK蛋白表达水平在生后 : 2

'$"#'
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开始下降$生后 !% 2 进一步下降$与空气对照组同

时间比较差异有显著性(图 !i$表 !)%

表 $GOTKX阳性细胞在新生大鼠肺组织表达
(Oc:$`)

日龄(2) 鼠数 空气对照组 高氧实验组

> $ =7$# c>7%$ $7=! c%7<F

: $

!#7F: c>7$#

U

:7:= c<7#>

3$U

!% $

!<7!" c$7=!

W

<7$< c>7>:

3$W

&&3&为与空气对照组比较7d"7"!#U&为 : 2组与同组别的 > 2 组

比较7d"7"<# W&为 !% 2组与同组别的 > 2组比较7d"7"!%

&&图 $G两组 $N ;肺组织OTKX蛋白表达$免疫组化 _

N""%G

>&空气对照组# M&高氧实验组% 高氧实验组 5ADK蛋白表

达明显减少%

!L!G肺组织OTKX3DZ>表达变化

与空气对照组相比$高氧实验组在 >$:$!% 2 肺

组织5ADK/H89表达均明显降低$与同组的空气

对照组比较差异有显著性(7d"7"!)#生后 : 2 高

氧实验组5ADK/H89表达水平与 > 2 组比较明显

降低(7d"7"!)$而在生后 !% 2 高氧实验组 5ADK

/H89表达水较 : 2组降低$但差异无显著性(表 #$

图 #)%

&&表 !GOTKX3DZ>在新生大鼠肺组织表达$OTKXc

!

Y-4./0%

日龄(2) 鼠数 空气对照组 高氧实验组

> $ !7!= c"7F>

"7:$ c"7##

3

: $

!7<# c"7%:

W

"7<> c"7!$

3$U

!% $

!7$= c"7$!

2

"7%$ c"7!#

3

&&3&与空气对照组比较 7d"7"!#U 与同组别的 > 2 组比较 7d

"7"!#W&与同组别的 > 2组比较 7d"7"!#2&与同组别的 : 2 组比较

7d"7"!%

!"#$$

%&$$$

'(#

!(#

%##

)*+,-+ !!"#$%& !!"#$%&' !!"#$%&( ) !!"#$%& !!"#$%& !!"#$%&* + ,

&&

图 !G新生大鼠肺组织OTKX3DZ>表达水平
注&/34Q.4标志物为华美 e#""" $自上而下依次为&#""" $!"""$

:<"$<""$#<"$!"" U0#每个实验样本 # 泳道$分别为&

/

]3W-)* 0W4产

物$5ADK1'H扩增产物% ! b< 分别代表高氧对照组 : 2 时 5ADK

/H89表达#F 代表空气对照组 : 2时5ADK/H89表达%

HG讨论

5ADK及其受体在正常机体内分布较广泛$其

中在肺内5ADK表达水平较高$显示其不仅在肺脏

的生长发育中起重要作用$在维持肺的正常生理功

能及抗损伤修复中有重要意义!:"

% 同时$5ADK在

肺泡 PP型上皮细胞(36[.,634-Z0.PP.0)-(.6)36W.66$

9A']PP)的增殖和成熟中也起十分重要的作用$在研

究5ADK对体外培养的胎肺 9A']PP产生肺表面活

性物质(TV4X3W.-.*-04,-.)*$ G1)的影响时发现$加入

5ADK!"" *RJ/B在培养液中可使 G1]i的产生增加

% 倍$显示5ADK在肺损伤修复中可能通过影响 G1]

i而发挥重要作用% 研究发现在肺发育的关键时期

长时间吸入高浓度氧会引起肺组织损伤$机体脱离

高氧环境后$肺损伤会逐渐减轻$进行自身修复$但

在大多数情况下$已经受损的肺组织并不能完全恢

复至正常状态$严重者最终可发展成 i1e% 研究发

现高氧肺损伤可降低新生兔肺 5ADK的基因表达$

认为高氧损伤了肺毛细血管的发育$5ADK在损伤

后对微血管内皮的修复中起调节作用!$"

% 本文通

过建立新生鼠高氧肺损伤模型$对肺组织 5ADK蛋

白表达进行动态观察$结果发现新生大鼠生后随着

肺的发育5ADK蛋白表达逐渐增加$显示 5ADK与

新生肺发育有密切关系% 在高氧暴露 > 2 的新生鼠

5ADK蛋白表达已经出现减少$在 : 2时5ADK蛋白

明显减少$!% 2时降低更为明显$5ADK蛋白表达减

少与高氧暴露持续时间长短有关$与文献报道一

致!>"

$推测5ADK蛋白表达减少$可能会导致 5ADK

与血管内皮细胞上的受体结合减少$从而导致肺微

血管发育障碍$使肺生长发育受阻%

血管内皮损伤是高氧肺损伤的特征性改变$上

皮细胞特异性有丝分裂剂5ADK是血管生成的重要

介质$在肺损伤恢复中血管内皮细胞再生起重要作

用% 研究发现 5ADK在高氧肺损伤修复中可增强

9A']PP增殖!="

% 在胎儿后期和新生儿早期肺泡的

发育有赖于肺泡细胞(9A')相邻的内皮细胞的增

殖*血管生成和毛细血管的排列% 正常肺发育和肺

末端上皮细胞 5ADK/H89的表达呈平行增加!!""

由9A'衍生的各类细胞中均有 5ADK/H89的表

达$特别是在肺微血管相邻的上皮细胞中$推测

5ADK可能是通过 9A']PP发挥作用$@3*)TW36W,

等!!!"在研究中应用 5ADK干预 9A']PP的分化时发

现 G1]9/H89$G1]9'/H89和 G1]9蛋白表达均增

加$同时能改善9'A的功能% 目前关于新生大鼠高

'="#'
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氧肺损伤5ADK/H89表达变化的研究尚少$关于

5ADK/H89表达变化在新生大鼠高氧肺损伤发病

中的作用尚不完全清楚% 本研究显示空气对照组新

生大鼠随鼠龄的增加肺组织中5ADK/H89表达逐

渐增多$显示5ADK/H89表达在新生鼠肺发育中

起重要作用% 高氧试验组肺组织中5ADK/H89表

达随高氧暴露持续时间的增加持续减少$表明

5ADK/H89表达的减少参与肺损伤的过程% 提示

5ADK/H89表达的降低降低可导致血管内皮细胞

损伤$但其确切发病机制仍需进一步研究%
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'消息'

中华医学会第十届全国儿科危重症研讨会征文通知

中华医学会儿科分会急救学组*中华医学会急诊分会儿科学组及-中国小儿急救医学.杂志将于 #""$

年 = 月在河南郑州召开+中华医学会第十届全国儿科危重症研讨会,%

!7征文内容&儿科各种急*危重症诊断治疗$包括诊疗进展$各种急性中毒$院前急救$重症监护新技术*

新设备应用$急救新药$急救护理$急诊*重症监护相关基础*临床*流行病学研究及急救管理与继续教育%

#7征文要求&(!)凡未在全国性杂志发表的论文均可投寄$优秀论文将优先在-中国小儿急救医学.杂志

发表% (#)请寄 <"" b!""" 字结构式摘要一份$9% 纸打印$并附电子文档$论著请附全文% 自留底稿$恕不退

稿% (>)首页请写清论文题目*作者姓名*工作单位*详细地址*邮编*联系电话及 A/3)6邮箱% (%)每篇论文

需交审稿费 #" 元%

>7投稿方式&(!)邮寄&将稿件及电子文档寄至沈阳市和平区三好街 >F 号-中国小儿急救医学.杂志编

辑部吴繁收$邮编 !!"""%(联系电话&"#%]#>=#F#=<)$信封上请注明+危重症会议征文,字样# (#)电子邮件&

发A/3)6至a.ffZa\\(SZ3(,,xW,/7W*$邮件主题请注明+危重症会议征文,字样%

%7会议将安排专家专题讲座%

<7会议前将举办小儿急救*重症监护学习班%

F7截稿日期&#""$ 年 F 月 >" 日(以当地邮戳为准)$具体会议时间*地址等另行通知%

中华医学会儿科分会急救学组&&&

中华医学会急诊分会儿科学组&&&

中华医学会中国小儿急救医学编辑委员会

'"!#'




