
第１３卷第４期
２０１１年４月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．４
Ａｐｒ．２０１１

［收稿日期］２０１０－０９－２７；［修回日期］２０１０－１１－１４
［基金项目］南京市卫生局医学科技发展项目（ＺＫＭ０６０４５）；南京医科大学重点发展项目（０６ＮＭＵ２０２４）。
［作者简介］顾海燕，女，硕士，住院医师。
［通信作者］赵德育，主任医师。

论著·实验研究

维生素 Ｄ缺乏对子代大鼠肺形态结构及
血小板源性生长因子Ａ表达的影响

顾海燕　赵德育　王全

（南京医科大学附属南京儿童医院呼吸科，江苏 南京　２１０００８）

　　［摘　要］　目的　研究孕期维生素 Ｄ（ＶｉｔＤ）缺乏对子代大鼠肺形态发育及血小板源性生长因子Ａ（ＰＤＧＦＡ）
表达的影响。方法　雌性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠随机分为对照组、ＶｉｔＤ缺乏模型组（每组６只）。对照组正常
饲养；模型组予以避光、不含 ＶｉｔＤ的饲料喂养，２周后与成熟 ＳＤ雄性大鼠交配，每组取孕 ２０ｄ的胎肺及生后１ｄ
新生鼠肺，光镜及电镜下观察肺形态结构，ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测肺组织ＰＤＧＦＡｍＲＮＡ及蛋白水平的
表达。结果　光镜下，模型组子鼠肺泡平均表面积、平均呼吸膜周径均小于对照组（Ｐ＜０．０５），平均肺泡间隔厚度
大于对照组（Ｐ＜０．０５）；电镜下，模型组子鼠的板层小体数量明显少于对照组，成熟细胞器较少见。ＲＴＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示模型组子鼠肺组织ＰＤＧＦＡｍＲＮＡ和蛋白表达水平均低于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　 孕期
ＶｉｔＤ缺乏抑制孕晚期胎鼠及新生大鼠的肺形态发育。ＶｉｔＤ缺乏能显著抑制肺组织 ＰＤＧＦＡ表达；ＰＤＧＦＡ表达减
低可能是ＶｉｔＤ缺乏抑制大鼠肺发育的重要机制之一。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（４）：３２６－３３０］
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　　维生素Ｄ（ＶｉｔＤ）是一组脂溶性类固醇衍生物，
具有广泛的生物学活性。近几十年来，尽管人们已

普遍重视ＶｉｔＤ的适当补充，但ＶｉｔＤ缺乏仍为一项
全球化的问题。已知ＶｉｔＤ缺乏可引起多系统疾病
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的发生，严重危害了婴幼儿的健康。体外研究显示

了ＶｉｔＤ对肺发育具有重要的促进作用［１３］，但有关

ＶｉｔＤ缺乏对肺发育影响的在体研究目前国内外均
尚未见报道。血小板源性生长因子 Ａ（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅ
ｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，ＰＤＧＦＡ）是一种重要的肺发育
调控因子，其表达量与肺发育及成熟有关。本研究

采用ＶｉｔＤ缺乏大鼠模型，观察ＶｉｔＤ缺乏对孕２０ｄ
（Ｅ２０ｄ）胚胎及新生 １ｄ大鼠肺的形态发育及
ＰＤＧＦＡ表达的影响，从而探讨ＶｉｔＤ缺乏对肺发育
的影响及可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠购自上海斯莱克动物

中心，不含ＶｉｔＤ饲料及正常饲料均购自青龙山动
物饲料中心。ＲＴＰＣＲ试剂：Ｔｒｉｚｏｌ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司，ｄＮＴＰ、ＭＭＬＶ反转录酶、ＲＮＡ酶抑制剂
及 Ｔａｑ酶购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ（ＭＢＩ）公司，引物由上海
英骏生物技术有限公司合成。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂：小
鼠抗大鼠 ＰＤＧＦＡ抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，
ＨＲＰ标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ购自北京中杉金桥公司；
兔抗大鼠 βａｃｔｉｎ及 ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ均购
自 Ｂｉｐｅｃ公司，ＥＳＬ发光试剂盒由美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司
提供。

１．２　动物模型的建立
健康清洁级 ＳＤ未经产的成年雌性大鼠 １２只，

体重２００～２５０ｇ，随机分为对照组及ＶｉｔＤ缺乏模型
组，每组 ６只。模型制作参照王华等［４］方法。所有

雌鼠先于普通塑料笼内单笼喂养，模型组需避光，以

不含 ＶｉｔＤ的饲料喂养；对照组以正常饲料喂养。
两组皆自由进水，不同饲料喂养２周。用高效液相
色谱法（ＨＰＬＣ）检测两组大鼠血清 ２５ＯＨＤ３水平。
验证ＶｉｔＤ缺乏模型制备成功后，雌鼠与正常 ＳＤ成
年雄鼠置于交配笼中１∶１合笼，观察到阴栓的当日
记为 Ｅ０．５ｄ。后转入普通饲养笼中饲养，每组继前
不同方式喂养。

１．３　病理切片制作及光镜观察
每组于 Ｅ２０ｄ随机取 ３只孕鼠，引颈处死后立

即剖腹取胎鼠，每只孕鼠取 ６只胎鼠，暴露胸腔并
取胎肺；其余３只孕鼠自然分娩后每只各取 ６只新
生鼠肺组织，新鲜肺组织以 ４％ 多聚甲醛固定，常
规脱水、透明、浸蜡、包埋，切片厚度４μｍ，梯度酒精

脱蜡至水，伊红苏木精染色，光镜观察肺泡形态发
育。每张切片各选取 ３个视野，每视野随机选取 ６
个肺泡，采用捷达 ８０１形态分析软件测量每个肺泡
等效表面积、呼吸膜周径和肺泡间隔厚度。

１．４　电镜切片制作及观察
新鲜肺组织剪成 １ｍｍ３大小，３％ 戊二醛固定，

ＰＢＳ漂洗，１％ 锇酸后固定，丙酮梯度脱水，醋酸铀
块染过夜，包埋后超薄切片，双铅染色，透射电镜下

观察肺超微结构变化，并摄片。

１．５　ＲＴＰＣＲ法检测 ＰＤＧＦＡｍＲＮＡ表达
每例取肺组织 １００ｍｇ，Ｔｒｉｚｏｌ一步法抽提总

ＲＮＡ，逆转录后取 １μＬ进行 ＰＣＲ，ＰＣＲ体系为
２０μＬ。其中 ＰＤＧＦＡ基因正义链引物序列：５′
ＣＡＧＧＡＣＧＧＴＣＡＴＴＴＡＣＧＡＧ３′，反义链引物序列：５′
ＴＧＧＴＣＴＧＧＧＴＴＣＡＧＧＴＴＣ３′，产物长度２７０ｂｐ，退火
温度 ５８℃，２８个循环；ＧＡＰＤＨ正义链序列：５′
ＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡ３′，反义链序列：５′
ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣ３′， 产 物 长 度

１４９ｂｐ，退火温度６０℃，２８个循环。取５μＬＰＣＲ产
物１．５％ 琼脂糖凝胶进行电泳，以 ＵＶＰ凝胶密度扫
描仪对基因特异性扩增产物的电泳条带进行灰度扫

描，用 Ｌａｂｗｏｒｋ３．０软件分析电泳条带吸光度（Ａ）
值，结果以 ＰＤＧＦＡ／ＧＡＰＤＨ的吸光值之比进行半
定量分析。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＤＧＦＡ蛋白表达
每例取 １５０ｍｇ左右肺组织，加冰裂解液 １ｍＬ

（购自凯基生物公司，按 １∶１０００加入蛋白酶抑制
剂）匀浆，冰上裂解 ３０～４５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ１５ｍｉｎ
离心后取上清，比色法（Ｂｒａｄｆｏｒｄ法）测蛋白浓度。
按 １∶４加入 ５×上样缓冲液，１００℃ 煮沸 １０ｍｉｎ变
性，取６０μｇ上 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶（１０％）电泳，
１００Ｖ恒压转移至硝酸纤维素膜，５％ 脱脂奶粉室温
封闭 ２ｈ，一抗（ＰＤＧＦＡ，１∶２００；βａｃｔｉｎ，１∶５００）４℃
孵育过夜，１×ＰＢＳＴ漂洗 ４次，每次 １０ｍｉｎ。ＨＲＰ
标记的二抗（１∶５０００稀释）室温孵育１ｈ，１×ＰＢＳ漂
洗 ４次，每次１０ｍｉｎ。用 ＥＣＬ液显示蛋白条带。显
色终止后在 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件下对阳性条带进行吸
光度积分扫描，结果以目的条带／内参灰度值比进行
分析。

１．７　统计学分析
用 ＳＰＳＳ１３．０软件分析，数据以均数 ±标准差

（ｘ±ｓ）表示，两样本均数的比较采用 ｔ或 ｔ′检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

·７２３·
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２　结果

２．１　两组孕鼠血清 ２５ＯＨＤ３水平

实验开始前，模型组大鼠血清 ２５ＯＨＤ３水平为
６５±９ｎｇ／ｍＬ，对照组为 ５７±１０ｎｇ／ｍＬ，两组之间差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；实验２周后，模型组血
清 ２５ＯＨＤ３水平为 ３９±６ｎｇ／ｍＬ，对照组为 ６６±
１１ｎｇ／ｍＬ，模型组低于对照组（ｔ＝５．４５，Ｐ＜０．０５），
提示ＶｉｔＤ缺乏大鼠模型建立成功。
２．２　光镜观察肺组织

与同龄正常对照组相比，模型组孕 ２０ｄ胎鼠及
初生 １ｄ新生鼠肺组织肺泡腔较小，肺泡周围结缔
组织多，间隔较厚，且孕２０ｄ胎鼠肺组织可见假腺
体化结构，见图 １。
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　　图１　光镜下各组子鼠肺组织（苏木精伊红染色，×２００）
对照组 Ｅ２０ｄ胎肺肺泡结构较规则，肺泡腔大小较均匀；模型组

Ｅ２０ｄ可见假腺体化现象（箭头所示）；对照组生后 １ｄ原始肺泡数

多，肺泡腔大，周围结缔组织薄；模型组生后 １ｄ每视野肺泡数较

少，结构不规则，周围结缔组织厚。

Ｅ２０ｄ模型组胎鼠肺泡平均表面积、平均呼吸
膜周径均小于同龄对照组（ｔ＝１７．３９，１６．６４；
Ｐ＜０．０５），平均肺泡间隔厚度大于对照组（ｔ＝３．０７，
Ｐ＜０．０５）；生后 １ｄ模型组新生鼠肺泡平均表面
积、平均呼吸膜周径小于对照组（ｔ＝１５．７７，４．６０；
Ｐ＜０．０５），平均肺泡间隔厚度大于对照组（ｔ＝４．５１，
Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组肺形态学比较　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
肺泡面积

（μｍ２）
呼吸膜周径

（μｍ）
肺泡间隔

（μｍ）
Ｅ２０ｄ胚胎对照组 １８ １８５±２０ ６３±４ ８．２±０．６
Ｅ２０ｄ胚胎模型组 １８ １３７±１１ａ ５０±７ａ ９．４±０．７ａ

新生１ｄ对照组 １８ ３９２±３３ ８５±４ ４．８±０．８
新生１ｄ模型组 １８ ３０９±３９ａ ７０±６ａ ６．８±１．０ａ

　　ａ：与同龄对照组相比，Ｐ＜０．０５

２．３　透射电镜观察肺组织
对照组 Ｅ２０ｄ胎肺的 ＩＩ型肺泡上皮细胞含有

较多板层小体，板层小体染色深，结构清晰、致密，胞

质内可见内质网、线粒体等发达细胞器，少量糖原沉

积；模型组胎肺含有板层小体的 ＩＩ型肺泡上皮数目
较对照组少，单个 ＩＩ型肺泡上皮细胞胞质内的板层
小体数目明显少于对照组，板层小体结构疏松，染色

浅，胞质内糖原沉积丰富，细胞器难见。正常对照组

生后 １ｄ的大鼠肺组织 ＩＩ型肺泡上皮板层小体多
且结构致密，胞质内发达细胞器多见，可见少量扁平

结构的 Ｉ型肺泡上皮细胞；模型组板层小体结构疏
松，部分板层小体有排空明显而致空泡化，胞质内细

胞器少，见图２。
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　　图２　肺组织电镜结果（透射电镜，×１２０００）　对照组Ｅ２０ｄ
胎肺可见线粒体等发达细胞器；模型组 Ｅ２０ｄ板层小体少，结构疏

松，细胞器难见，胞质内糖原沉积丰富；对照组生后 １ｄ可见扁平结

构的 Ｉ型肺泡上皮细胞；模型组生后 １ｄ板层小体排空明显致空泡

化（箭头所示）。

２．４　ＲＴＰＣＲ检测 ＰＤＧＦＡｍＲＮＡ的表达
模型组 Ｅ２０ｄ的胚胎以及新生 １ｄ鼠肺的

ＰＤＧＦＡｍＲＮＡ的表达明显弱于对照组（ｔ＝４．９４，
８．５４；Ｐ＜０．０５），见图 ３和表 ２。

·８２３·
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　　图３　肺组织 ＰＤＧＦＡｍＲＮＡ的表达　１：Ｅ２０ｄ对照组；
２：Ｅ２０ｄ模型组；３：新生１ｄ对照组；４：新生１ｄ模型组；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

　　表２　各组大鼠肺组织 ＰＤＧＦＡ表达　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｍＲＮＡ相对吸光度 蛋白相对吸光度

Ｅ２０ｄ胚胎对照组 １８ ０．９６９±０．１００ ０．５１７±０．０３９
Ｅ２０ｄ胚胎模型组 １８ ０．６７８±０．０１７ａ ０．４０７±０．０１０ａ

新生 １ｄ对照组 １８ ０．８８６±０．０４９ ０．６６３±０．０３４
新生 １ｄ模型组 １８ ０．７８４±０．１６３ａ ０．３７４±０．０２２ａ

　　ａ：与同龄对照组相比，Ｐ＜０．０５

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＧＦＡ蛋白的表达
模型组 Ｅ２０ｄ胚胎以及新生 １ｄ鼠肺组织

ＰＤＧＦＡ的蛋白表达明显弱于对照组（ｔ＝４．７９，
１２．３６；Ｐ＜０．０５），见图 ４和表 ２。
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图４　各组大鼠肺组织 ＰＤＧＦＡ蛋白的表达

３　讨论

ＶｉｔＤ对肺发育的促进作用已得到了普遍的认
可。动物研究发现，佝偻病大鼠的肺重量较正常组

减轻，且肺顺应性下降［５］。孕母体内 ＶｉｔＤ含量会
直接影响到胎儿体内ＶｉｔＤ的储备［６］。临床资料显

示，ＶｉｔＤ缺乏性佝偻病患儿常伴随肺发育障碍所引
起的呼吸系统疾病如呼吸窘迫综合征等的发生，提

示了ＶｉｔＤ缺乏可影响肺发育进程［７］。

人类肺发育通常分为５期，即胚芽期、腺体期、
小管期、球囊期、肺泡期，大鼠的肺发育也似人类上

述 ５个阶段的肺发育过程，但有时间上的差别：
２１～２２ｄ足月出生时肺发育相当于人类的孕 ２８～
３２周胎儿肺，即球囊期及原始肺泡期；生后第 ４天
开始肺泡化，约在第 ２～３周时完成［８］。本研究选

取 Ｅ２０ｄ及生后 １ｄ两个时间点，从形态学角度观

察ＶｉｔＤ缺乏对孕晚期胎鼠及新生大鼠肺的原始肺
泡化进程的影响。

本研究发现，与正常对照组相比，ＶｉｔＤ缺乏影
响了胚胎晚期（Ｅ２０ｄ）及初生期（生后 １ｄ）大鼠肺
形态结构的发育，表现为原始肺泡腔面积变小，肺泡

间隔变厚，有效气血屏障发育不良，这种病理改变说

明ＶｉｔＤ缺乏影响了肺的原始肺泡化，从而可能影
响大鼠生后正常肺通气和换气功能的建立和形成。

肺泡表面活性物质由 ＩＩ型肺泡上皮细胞合成，
储存在板层小体中，再分泌至肺泡发挥作用，所以板

层小体可认为是肺 ＩＩ型上皮细胞分化成熟的特征
性标志；而糖原沉积量与胎肺成熟程度呈负相

关［１］。本研究的电镜观察结果也证实，ＶｉｔＤ缺乏
抑制 Ｅ２０ｄ胎肺及新生 １ｄ大鼠肺 ＩＩ型肺泡上皮
细胞的分化和细胞器的成熟，板层小体结构发生异

常改变，影响表面活性物质的释放，且模型组 Ｅ２０ｄ
胎肺 ＩＩ型肺泡上皮胞质内糖原沉积较对照组多，这
与光镜观察到的影响肺发育结果一致。Ｎｇｕｙｅｎ
等［９］研究发现１，２５二羟维生素 Ｄ３［１，２５（ＯＨ）２
Ｄ３］可使人 ＩＩ型肺上皮细胞 ＮＣＩＨ４４１中１，６二磷
酸果糖（Ｆ１，６ＢＰ）的ｍＲＮＡ表达上调，推测Ｆ１，６ＢＰ
的活化可能通过糖异生途径参与 １，２５（ＯＨ）２Ｄ３
促进肺泡表面活性物质的表达，同时糖原沉积相应

减少。

肺发育过程受到体内多种激素及细胞因子的影

响和调控［１０］。ＰＤＧＦ作为一种重要的促有丝分裂的
肽类调节因子和趋化剂，其在肺发育中的重要性已

越来越受到关注，ＰＤＧＦ分为 Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ４种亚型，
其中 ＰＤＧＦＡ表达于 ＩＩ型肺泡上皮，可促进间质细
胞的增殖，为气管分支所必需，它还诱导肺毛细血管

的生成，而肺毛细血管发育是肺发育的重要环节，其

发育缺陷将导致气管分支和肺泡分隔受阻［１１１２］。

近年来研究发现，定位于 ＰＤＧＦＡ基因５′转录启动
位点上游的一个 ６６ｂｐ大小的增强子（ＡＣＥ６６）序列
包含一ＶｉｔＤ反应元件（ＶＤＲＥ），当１，２５（ＯＨ）２Ｄ３
与受体（ＶＤＲ）结合形成激素受体复合物后，可通过
ＶＤＲ上的特异性 ＤＮＡ结合顺序与 ＰＤＧＦＡ基因上
的 ＶＤＲＥ相互作用，从而刺激 ＰＤＧＦＡ基因的表
达［１３１４］。Ｎｇｕｙｅｎ等［９］已证实大鼠胎肺 ＩＩ型肺上皮
的成熟程度与肺组织 ＶＤＲ的表达量密切相关。本
研究结果发现，ＶｉｔＤ缺乏模型组孕２０ｄ胚胎、新生
鼠肺组织 ＰＤＧＦＡ基因及其蛋白表达，均明显低于
对照组，表明孕鼠体内 ＶｉｔＤ不足可以使孕晚期胎
鼠及新生鼠肺组织 ＰＤＧＦＡ的表达下调，证实了
ＶｉｔＤ对 ＰＤＧＦＡ的调控作用，与上述报道相一致。
·９２３·
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并由此推测，孕期 ＶｉｔＤ缺乏对子代鼠肺发育的影
响可能与 ＰＤＧＦＡ的表达量下降有关。

综上，本研究从形态学角度及分子水平探讨了

ＶｉｔＤ缺乏对肺发育的影响及可能机制，提示 ＶｉｔＤ
参与了肺发育进程的调控，而 ＰＤＧＦＡ作为一种重
要的肺发育调控因子，可能也参与了其中一个环节，

从而导致下游形态学的异常，其具体机制尚待进一

步研究。
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