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高浓度氧对新生大鼠肺血管
内皮生长因子及其受体表达的影响
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%%!摘%要"%目的%研究持续吸入 XY]氧对新生大鼠肺血管内皮生长因子'82=:>523-)1+,'-5(25A3+T,' I2:,+3#

4Mj̀ (及其受体'4Mj̀9!和4Mj̀9"(表达的影响#探讨较高浓度吸氧对肺血管发育的影响及与支气管肺发育不良

'S3+):'+/>5.+)23?1?=/52=(2#@0G(的关系) 方法%新生足月 J/32A>-VG2T5-?大鼠 R[ 只#随机分为对照组和实验组)

实验组生后 !" '开始持续吸入 XY]氧气) 分别于实验开始后的 X 1-!R 1和 "! 1处死留取肺组织标本#苏木精V伊红

染色观察病理改变#免疫组化检测4Mj̀ 及其受体蛋白表达#9BV0&9检测其.97C表达) 结果%实验组大鼠肺组织

结构发生类似.新型/@0G的病理改变) XY]氧暴露 "! 1时#4Mj̀ '!#6$ W"6X 8=Q#6[ W<6R(-4Mj̀9!'Y6R W!6R 8=

!Y6< WQ6R(和 4Mj̀9"'!!6Q W"6< 8="!6X WR6Y(的蛋白表达均较对照组减少':\#6#Y($4Mj̀ '!6< 8=Q6Q(-

4Mj̀9!'#6R 8=<6<(及4Mj̀9"'#6Y 8=R6$(的.97C表达均较对照组减少':\#6#Y() 结论% 在新生大鼠中#长

时间吸入较高浓度氧可能通过抑制肺血管发育导致@0G的发生) !中国当代儿科杂志#>??@#AA$AA%&@>C E@D?"

!关%键%词"%血管内皮生长因子$受体#血管内皮生长因子$高浓度氧$新生大鼠

!中图分类号"%9bQQ%%!文献标识码"%C%%!文章编号"%!##[ b[[Q#'"##$(!! b#$"X b#R

TKK%+/(#K2-#"#*1%$%Y2#(0-%#K,)1,+#*+%*/-&/)#*#K#Y41%*#*%Y2-%(()#*#K'&(+0V

"&-%*$#/,%")&"1-#./,K&+/#-&*$)/(-%+%2/#-()**%#*&/&"-&/"0*1(

;5.K)%8IN%&# >+(8I9/2&# 9)(.KM8%"IH"# J(.K>8IH"# G)5.G/%"?G/871$2&OE)"E@8A%7"B;#1%& +&8F2$E8A<#

6/%&D/%8"#!!#"# G/8&% 'G/2& G# 50%87%C/2&<#!#P!<Q?C"0(

%%56(/-&+/% 768%+/)'%%B+=,>1?,'--II-:,=+I/3+5+)A-1 XY] +U?A-) -U/+=>3-+) ,'--U/3-==(+) +I82=:>523

-)1+,'-5(25A3+T,' I2:,+3'4Mj̀ ( 2)1 (,=3-:-/,+3='4Mj̀9! 2)1 4Mj̀9"( () ,'-)-+)2,2532,5>)A=2)1 ,+-5>:(12,-,'-

-II-:,=+I/3+5+)A-1 -U/+=>3-+I'(A' :+):-),32,(+) +I+U?A-) +) 5>)A82=:>5231-8-5+/.-),2)1 (,=3-52,(+)='(/ T(,'

S3+):'+/>5.+)23?1?=/52=(2'@0G(69%/,#$(% +̀3,?V-(A',J/32A>-VG2T5-?32,/>/=T-3-32)1+.5?-U/+=-1 ,+2(3

':+),3+5A3+>/( 2)1 XY] +U?A-) '-U/-3(.-),25A3+>/( !" '3=2I,-3S(3,'6B'-32,=T-3-=2:3(I(:-1 X# !R 2)1 "! 12?=2I,-3

-U/+=>3-2)1 ,'-(35>)A=T-3-=2./5-16B'-5>)A=-:,(+)=T-3-=,2()-1 T(,' '-.2,+U?5() 2)1 -+=() I+3'(=,+5+A(:25

-825>2,(+)6MU/3-==(+) +I4Mj̀ # 4Mj̀9! 2)1 4Mj̀9" /3+,-() 2)1 .97CT2=1-,-:,-1 S?(..>)+'(=,+:'-.(=,3?2)1

9BV0&96:%(0"/(%CI,-3S-()A-U/+=-1 ,+XY] +U?A-) I+3"! 12?=# 5>)A,(==>-='21 /2,'+5+A(:25:'2)A-=2=.)-T/ @0G6

MU/3-==(+)=+I4Mj̀ /3+,-() '!#6$ W"6X 8=Q#6[ W<6R(# 4Mj̀9! /3+,-() 'Y6R W!6R 8=!Y6< WQ6R( 2)1 4Mj̀9"

/3+,-() '!!6Q W"6< 8="!6X WR6Y( +) 12?"! () ,'--U/-3(.-),25A3+>/ 1-:3-2=-1 =(A)(I(:2),5?2=:+./23-1 T(,' ,'-

:+),3+5A3+>/ ':\#6#Y(6B'--U/3-==(+) +I4Mj̀ .97C'!6< 8=Q6Q(# 4Mj̀9! .97C'#6R 8=<6<( 2)1 4Mj̀9"

.97C'#6Y 8=R6$( +) 12?"! () ,'--U/-3(.-),25A3+>/ 25=+1-:3-2=-1 =(A)(I(:2),5?2=:+./23-1 T(,' ,'-:+),3+5A3+>/

':\#6#Y(6;#*+"0()#*(%03+5+)A-1 -U/+=>3-+I'(A' :+):-),32,(+) +I+U?A-) .2?:2>=-@0G/+==(S5?S?()'(S(,()A5>)A

82=:>5231-8-5+/.-),() )-+)2,2532,=6 !;,)*< ;#*/%32=%$)&/-# >??@# AA 'AA(%@>C E@D?"

%%G%4 .#-$(%%42=:>523-)1+,'-5(25A3+T,' I2:,+3$ 9-:-/,+3=# 82=:>523-)1+,'-5(25A3+T,' I2:,+3$ D(A' :+):-),32,(+)

+I+U?A-)$ 7-+)2,2532,=

%%肺血管发育障碍与新生儿支气管肺发育不良

'S3+):'+/>5.+)23?1?=/52=(2#@0G(密切相关) 肺血

管发育过程受多种生长因子调控#其中血管内皮生

长因子'82=:>523-)1+,'-5(25A3+T,' I2:,+3#4Mj̀ (是

一种特异作用于血管内皮细胞的有丝分裂原#通过

受体'4Mj̀9! 和 4Mj̀9"(介导#可调节血管内皮

&X"$&
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细胞增殖-迁移#增加血管通透性#调节肺血管发育#

在建立正常肺形态和功能发挥重要作用) 长期吸入

高浓度氧已被认为是 @0G发生的最常见原因和最

危险因素#以往报道常用 [Y] 氧制作高氧肺损伤模

型#但临床上长时间吸入如此高浓度氧还是比较少#

较高浓度吸氧相对常见) 因此#本实验设计了一个

相对较高的氧浓度' (̀E

"

XY](#旨在研究较高浓度

持续吸氧对新生大鼠肺 4Mj̀ 及其受体表达的影

响#探讨较高浓度吸氧对肺血管发育的影响及与

@0G的关系)

AI材料与方法

A6AI实验动物

新生足月 J/32A>-VG2T5-?'JG(大鼠'由上海西普

尔V必凯实验动物有限公司提供(R[只#雌-雄不拘#随

机分为对照组'& h"R(和实验组'& h"R() 对照组生

后 X 1-!R 1和 "! 1的体重分别为 !X6" W#6X A-"X6X W

!6< A和YQ6R W!6< A#实验组生后 X 1-!R 1和 "! 1的

体重分别为 !<6Y W!6# A-"X6< W"6R A和 Y#6R W

"6$ A#与对照组相应时间点比较#差异无显著性)

A6>I模型制作

实验组%将新生 JG大鼠生后 !" ' 即置于氧箱

中#持续输入氧气#维持吸入氧浓度为 XY]'用测氧

仪监测(#&E

"

浓度 \#6Y]'用钠石灰吸收 &E

"

(#

温度 "Y a"Xn#湿度 Y#] aX#]'用变色硅胶吸除

水蒸气(#隔天定时开箱 #6Y '#添加水-饲料及更换

垫料#并与对照组交换母鼠以避免因为氧中毒致喂

养能力下降) 对照组%置于室内空气中#具体方法及

实验控制因素同实验组) 光镜下观察苏木精V伊红

染色病理切片#肺组织结构出现@0G的病理改变为

制模成功)

A6DI标本采集

每组 [ 只大鼠#于实验开始后的 X 1-!R 1 和

"! 1 麻醉后处死) 结扎右支气管#取出右肺下叶#

速冻于液氮中#随后置 bX#n保存用于 0&9检测)

通过左支气管注入 R]多聚甲醛至肺尖膨胀#取左

肺置 R]多聚甲醛液中固定过夜#常规石蜡包埋切

片#连续 Y

!

.切片用于苏木精V伊红染色和免疫组

化检测)

AOWI免疫组化检测[TRa及其受体蛋白表达

一抗%兔抗4Mj̀ 多克隆抗体-兔抗4Mj̀9! 多

克隆抗体及兔抗 4Mj̀9" 多克隆抗体均购于美国

N2S 4(=(+) 公司) 石蜡切片常规脱蜡至水#抗原修

复#Q] D

"

E

"

阻断内源性过氧化物酶#正常山羊血

清封闭#滴加一抗#Rn过夜##6#! .+5ZN0@J充分洗

涤后加生物素标记的羊抗兔 HAj抗体#QXn孵育

Q# .()#加入辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素

QXn Q# .()#GC@显色#复染封片#镜下观察) 结果

判定以细胞浆内有棕黄色颗粒沉着为阳性细胞)

4Mj̀ #4Mj̀9! 及 4Mj̀9" 的抗体稀释度均为

!r!##)每张切片于 N-(:2显微镜下' p"##(随机选

取 R 个视野拍照#用 H.2A-V/3+/5>=<6# 图片分析软

件分析#测定棕黄色颗粒的平均累积光密度'(),-V

A32,-1 +/,(:251-)=(,?#HEG()

AO\I:HV=;:检测3:J5表达

采用B3(K+5'美国H)8(,3+A-)公司产品(一步法提

取冰冻肺组织总97C#经 !6Y] 琼脂糖凝胶电泳检

测 ![J 97C和 "[J 97C证实其完整性后#用;;N4

逆转录酶逆转录为 :G7C#以此为模板进行实时荧

光定量聚合酶链式反应'3-25V,(.-0&9() 引物'中

国上海生物工程有限公司合成(设计参考国内外文

献资料#并采用计算机辅助设计#引物序列和扩增产

物长度见表 !) 0&9反应条件%$Yn Y .()#$Yn

Q# =#退火 Q# =#X"n Q# =#反应共 R# 个循环) 9-25V

,(.-0&9数据采用 "

b

00

&B相对定量方法处理!!"

)

A6FI统计学处理

应用 J0JJ !Q6# 软件包进行统计分析#定量资

料以均数W标准差'SWE(表示#多组间比较采用单

因素方差分析并采用NJG方法进行两两比较$两组

间比较采用A检验#:\#6#Y 认为差异有显著性)

表 AI=;:引物序列及扩增产物片段长度

基因 引物序列 产物大小'S/(

4Mj̀ 上游 YcVB&BB&CCj&&jB&&BjBjVQc ""[

下游 YcV&&BBB&&B&jCC&BjCBBBBVQc

4Mj̀9! 上游 YcV&B&jBBCjCjCBBBjjCCj&j&VQc !#X

下游 YcVj&CjjjC&C&&B&BCj&BBjC&VQc

4Mj̀9" 上游 YcVBBBBjjBCj&jjjCBjCCVQc "!$

下游 YcVCBjjjCBBjjBjCjjCBjCVQc

-

V2:,() 上游 YcVCC&&&BCCjj&&CC&CjBjCCCCjVQc "Q!

下游 YcVB&CBjCjjBCjB&BjBjCjjBVQc

>I结果

>6AI模型的建立

苏木精V伊红染色发现#对照组自生后 X 1 至生

后 "! 1肺组织发育逐渐成熟#肺泡结构逐渐规整#

大小较均匀#肺泡间隔逐渐变薄) 而实验组随着大

鼠日龄增加肺泡逐渐出现融合#肺泡大小不均#肺泡

数目明显减少#肺泡间隔变厚#肺组织结构发生类似

.新型/@0G的病理改变'图 !()

&["$&
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%%图 AI生后 >A $的肺组织病理改变$苏木精V伊红染色

>̀??%I对照组可见肺泡结构规整#大小均匀#肺泡间隔变薄#实

验组可见肺泡结构紊乱#大小不均#肺泡数目明显减少#肺泡间隔

变厚)

>O>IC\c氧对肺 [TRa)[TRa:A 及 [TRa:> 蛋

白表达的影响

对照组4Mj̀ 主要在肺血管内皮细胞和肺泡上

皮细胞表达#支气管上皮细胞-血管平滑肌细胞和肺

泡间隔内也可见表达#自生后 X 1 至 "! 1 逐渐升高

';h!X6X#:h#6#() 实验组4Mj̀ 自生后 X a"! 1

先升高后降低 ';h"#6X#:h#6#(#"! 1 时肺部

4Mj̀ 表达明显减少#与对照组相比#差异有显著性

':\#6#!('图 "C-@#表 "()

对照组 4Mj̀9! 主要在支气管上皮细胞及支

气管上皮下的微血管内皮细胞表达#自生后 X 1 至

"! 1 无明显变化) 实验组 "! 1 时肺部 4Mj̀9! 表

达减少';hR<6"Q#:h#6##(#与对照组比较#差异

有显著性':\#6#!('图 "&-G#表 "()

对照组4Mj̀9" 的表达部位与 4Mj̀9! 相同#

自生后 X 1至 "! 1也无明显变化) 实验组 "! 1时

!"# $%#

%%图 >I生后 >A $肺组织[TRa及其受体的表达$L5!

>̀??%I

5-!为生后"! 1肺组织4Mj̀ 的表达#4Mj̀ 阳性细胞呈

棕黄色#实验组阳性细胞较对照组明显减少$ ;-L为生后 "! 1 肺组

织4Mj̀9! 的表达#4Mj̀9!阳性细胞呈棕黄色#实验组阳性细胞较

对照组明显减少$ T-a为生后 "! 1 肺组织4Mj̀9" 的表达#4Mj̀9"

阳性细胞呈棕黄色#实验组阳性细胞较对照组明显减少)

肺部4Mj̀9"表达减少';hR6<X#:h#6#"(#与对照

组比较#差异有显著性':\#6#!('图 "M- #̀表 "()

表 >I两组大鼠肺组织[TRa及其受体蛋白的变化
'SWE#& h[(

组别
4Mj̀

X 1 !R 1 "! 1

4Mj̀9!

X 1 !R 1 "! 1

4Mj̀9"

X 1 !R 1 "! 1

对照组 !R6R W"6[ ""6# W<6! Q#6[ W<6R !R6Y W"6" !R6! W!6[ !Y6< WQ6R "!6R WQ6$ ""6Y WR6# "!6X WR6Y

实验组 !Q6Q W"6< "#6R WQ6[

!#6$ W"6X

2

!R6# W"6X !R6$ W"6"

Y6R W!6R

S

"#6X WX6Q "!6X W!#6R

!!6Q W"6<

:

%%与对照组比较#2%Ah[6### :\#6#!$ S%AhX6$## :\#6#!$ :%AhY6<R# :\#6#!

>ODIC\c氧对肺 [TRa)[TRa:A 及 [TRa:>

3:J5表达的影响

对照组 4Mj̀ -4Mj̀9! 及 4Mj̀9" .97C表

达自生后 X 1至 "! 1呈逐渐升高的趋势#生后 "! 1

时表达较生后 X 1和 !R 1 时明显增高';值分别为

!#6X#-[6$$ 和 !Q6X!#:值均为 #6##() 实验组 "! 1

时4Mj̀ -4Mj̀9! 及 4Mj̀9" .97C表达均较对

照组减少':\#6#!('表 Q()

%%表 DI两组大鼠肺组织[TRa及其受体3:J5的

变化
'倍数('& h[(

组别
4Mj̀

X 1 !R 1 "! 1

4Mj̀9!

X 1 !R 1 "! 1

4Mj̀9"

X 1 !R 1 "! 1

对照组 !6# !6" Q6Q !6# !6# <6< !6# !6" R6$

实验组 !6R !6!

!6<

2

!6< #6$

#6R

S

"6! !6!

#6Y

:

%%与对照组比较#2% Ahb"6Q## :\#6#Y$ S% AhbX6Y##

:\#6#!$ :% AhbY6$!# :\#6#!

&$"$&
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DI讨论

自g23)-3等于 !$$[ 年建立了新生鼠持续高氧

暴露的@0G模型后#国内外多采用非常高的氧浓度

' (̀E

"

[̂Y](#但这么高的氧浓度在临床应用很少#

所以本研究设计了一个相对较高的氧浓度' (̀E

"

XY]() 本研究发现#新生大鼠持续吸入 XY]氧 "! 1

时#肺组织结构发生类似.新型/@0G的病理改变#

4Mj̀ 及其受体的蛋白和 .97C表达下降#提示较

高浓度氧可能通过抑制肺血管的发育导致 @0G的

发生)

4Mj̀ 是近年研究发现的一种特异地作用于血

管内皮细胞的生长因子#具有促进血管内皮细胞增

殖-分化-迁移#促进血管生成#并具有增加血管通透

性和维持血管正常状态和完整性的作用) 4Mj̀ 的

生物学效应是通过膜受体介导实现的) 目前发现它

有 Q 种受体#分别为 5̀,V! '4Mj̀9!(- 5̀OV!ZLG9

'4Mj̀9"(和 5̀,VR'4Mj̀9Q() 4Mj̀9! 和4Mj̀9"

主要在血管内皮细胞表达#而 4Mj̀9Q 特异表达于

淋巴细胞!""

) 4Mj̀ 对内皮细胞的增殖-分化-迁移

作用由4Mj̀9" 介导#它还能调节血管通透性) 有

研究认为4Mj̀9! 在血管形成中具有双重作用#生

理状态下无调节血管生成作用#而在病理状态下起

到调节血管生成的作用) 有人认为#4Mj̀9! 与脉

管早期分化-血管网的形成有关) 生后肺发育中#

4Mj̀ 及其受体发挥着重要作用!Q"

)

近年来#由于产前激素-生后肺表面活性物质的

应用和适用于新生儿的呼吸机及通气策略的出现#

7+3,'T2?等描述的经典 @0G现在较少见) .新型/

@0G主要的病理变化是肺泡数减少#即肺泡发育不

良#因此#许多影响肺泡发育进程的因素都可能导致

.新型/@0G的发生!R"

) 长期吸入高浓度氧已被认

为是@0G发生的最常见原因和最危险因素) 以往

有关高氧引起肺损伤的研究多集中于肺泡损伤方

面#近年来#有人提出 @0G发病的.血管假说/

!Y"

%

利用抑制血管生成的药物'如烟曲霉素(或 4Mj̀

受体拮抗剂 J>VYR!< 阻止新生鼠肺部微血管发育#

同时也使肺泡数目显著减少#表明肺微血管正常发

育是肺泡化的必要条件#生长发育期血管生成受阻

会导致肺发育不良) 国内有研究表明#持续高氧暴

露使新生大鼠肺 4Mj̀ 及其受体蛋白表达下

降!< a["

) D+=I+31等!Q"研究发现#高氧使新生大鼠肺

4Mj̀ -4Mj̀9!-4Mj̀9" 的蛋白和 .97C表达下

降#推测4Mj̀ 可能参与了高氧介导的肺损伤#其机

制可能是高氧通过阻断低氧介导转录因子V"

(

'DH̀V

"

(

(V4Mj̀V4Mj̀9系统的信号转导#使肺泡化受

阻) 本研究发现#较高浓度氧也可能通过抑制肺血

管的发育导致@0G的发生) 不过#与高浓度氧在暴

露 !# 1左右就产生作用相比!< a["

#较高浓度氧产生

作用的时间较晚)

L>)(A等!$"用人类重组 4Mj̀ 防治高氧暴露的

@0G大鼠#发现治疗组大鼠的肺泡化较对照组明显

改善) B2)A等!!#"研究发现吸入一氧化氮使接受

4Mj̀ 受体拮抗剂 J>VYR!< 的新生大鼠的肺发育得

到改善) 针对4Mj̀ 及其受体的干预治疗#也许将

成为新型@0G防治研究的新方向)
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