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孕鼠叶酸缺乏对幼鼠肺发育及其 ＳＰＡ变化的研究
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　　［摘　要］　目的　研究孕鼠叶酸缺乏对幼鼠肺发育的影响及幼鼠 ＳＰＡ基因表达的变化，探讨孕鼠叶酸缺乏
引起幼鼠肺发育障碍的发病机制。方法　成熟雌性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠３６只随机分为实验组和对照组（各１８
只），分别喂以缺乏叶酸和添加叶酸的纯合饲料。２周后与雄性大鼠交配，分别于生后１、７、１４ｄ留取幼鼠肺组织标
本。苏木精伊红染色观察肺组织病理改变，免疫组化检测肺组织ＳＰＡ蛋白表达，实时荧光定量ＲＴＰＣＲ技术检测
ＳＰＡｍＲＮＡ表达。结果　与对照组比较，实验组幼鼠肺组织结构紊乱。实验组幼鼠 ＳＰＡ阳性的Ⅱ型细胞免疫组
化染色平均光密度从第１天到第１４天逐渐减少，与对照组第１天至第１４天比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
ＲＴＰＣＲ检测表明实验组幼鼠ＳＰＡｍＲＮＡ从第１天到第１４天逐渐减少，与对照组第１天至第１４天比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　 孕期叶酸缺乏能影响新生大鼠肺组织ＳＰＡ的表达，从而可能导致肺成熟障碍。
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　　新生儿呼吸窘迫综合征是由于肺表面活性物质
（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｕｒｆａｃｔａｎｔ，ＰＳ）缺乏导致的严重疾病，病
死率极高［１］。肺表面活性物质相关蛋白 Ａ（ｓｕｒｆａｃ

ｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＳＰＡ）是由肺泡Ⅱ型上皮细胞（ａｌｖｅ
ｏｌａｒｔｙｐｅＩＩｃｅｌｌ，ＡＥＣＩＩ）和气道Ｃｌａｒａ细胞合成和分
泌到肺泡腔中的一种胶原糖蛋白，为ＰＳ的重要组成
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部分，故检测ＳＰＡ可评价肺气血屏障的完整性，并
且可作为反映肺泡上皮细胞发育成熟与肺损伤的标

志物［２３］。

已知 ＰＳ表达受多种因素如糖皮质激素、促甲
状腺素释放激素等调控。近年来营养素在 ＰＳ生成
中的作用日益受到关注，国内外已有维生素 Ａ促进
肺成熟及 ＰＳ生成的大量研究报道［４５］。以往的研

究主要发现作为孕期重要营养素的叶酸与神经管发

育畸形密切相关，Ｘｉａｏ等［６］发现孕期叶酸缺乏可以

引起胎肺实质细胞减少，影响胎肺的发育，但对于叶

酸缺乏对肺发育影响的机理仍不清楚。因此，本研

究通过建立叶酸缺乏的动物模型，探讨孕鼠叶酸缺

乏对幼鼠肺发育的影响的可能机制，从而为叶酸在

肺发育中的调节作用提供依据。

１　材料与方法

１．１　动物分组及模型制备
采用 Ｗａｌｚｅｍ和 Ｃｌｉｆｆｏｒｄ首次提出的 ＲＨＡＡ配

方饲料喂养建立叶酸缺乏大鼠模型［７］，ＲＨＡＡ配方
饲料以混合氨基酸为膳食氮源，含１％ 琥珀磺胺噻
唑（ＳＳ），完全断绝内外源叶酸供应［８］。健康清洁级

未经产的成年雌性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠３６只，
体重 ２００～２５０ｇ。随机分为实验组 １８只（ＲＨＡＡ
饲料喂养）和对照组１８只（补充叶酸的 ＲＨＡＡ饲料
喂养）。２周后与无饮食干预的成年 ＳＤ雄鼠置于
交配笼中 １∶１合笼。观察到阴栓的当日记为孕
０．５ｄ，而后转入普通饲养笼中饲养。
１．２　实验方法
１．２．１　标本收集与处理　　将各组生后 １、７、１４ｄ
的幼鼠（每组每时间点８只）以２０％ 乌拉坦腹腔注
射麻醉后，固定在蜡盘上，快速剪开胸腔，迅速切取

左肺，用冷生理盐水洗净残血，吸干水分，液氮速冻

后存于 －８０℃ 冰箱，用于 ＳＰＡｍＲＮＡ表达检测。
右支气管注入 ４％ 多聚甲醛至肺尖膨胀，取右肺，
置 ４％多聚甲醛中固定，常规石蜡包埋切片，连续切
片，５μｍ／片，用于苏木精伊红染色和免疫组化检测。
１．２．２　病理学检查　　常规制备石蜡切片
（５μｍ），乙醇梯度脱水，苏木精伊红染色，光镜下
观察肺组织病理变化。

１．２．３　肺组织ＳＰＡ免疫组织化学染色　　采用免
疫组织化学方法。ＳＰＡ一抗购自美国 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公
司。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３７℃１０ｍｉｎ修复抗
原，正常血清封闭；加一抗３７℃２ｈ后加入生物素化

二抗 ３７℃ ２０ｍｉｎ；再加入ＡＢＣ复合物，３７℃２０ｍｉｎ
孵育，ＤＡＢ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。每张切片随机选取

６个视野，采用捷达８０１病理图像分析仪测定免疫
组织化学染色平均光密度。

１．２．４　实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测肺组织 ＳＰＡ
ｍＲＮＡ表达　　用 Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取新生鼠左肺组
织总 ＲＮＡ。应用实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ法（ＡＢＩ
Ｐｒｉｓｍ７３００荧光定量 ＰＣＲ仪，美国ＰＥ公司）检测新
生鼠左肺组织中ＳＰＡｍＲＮＡ的表达水平，上下游引
物均由上海生物工程有限公司设计合成。ＳＰＡ上
游引物序列：５′ＴＧＧＧＡＡＡＴＧＧＡＡＴＧＡＴＡＡＧＧ３′，
下游引物序列：５′ＧＴＧＧＧＡＧＡＴＧＧＣＧＴＡＡＣＴＡＡ３′；
内参照 βａｃｔｉｎ上游引物序列：５′ＡＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣ
ＣＡＡＣＡＧＴＧＡＡＡＡＧ３′，下游引物序列：５′ＴＣＡＴ
ＧＡＧＧＴＡＧＴＣＴＧＴＧＡＧＧＴ３′。探针５′端标记荧光报
告基团 ＦＡＭ（６Ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ），３′端标记荧光
淬 灭 基 团 ＴＡＭＲＡ （６Ｃａｒｂｏｘｙｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｒｈｏｄａ
ｍｉｎｅ）。ＰＣＲ扩增反应条件为：５０℃ ２ｍｉｎ、９５℃
１０ｍｉｎ后，以９５℃ １５ｓ、６６℃ １ｍｉｎ循环４０次。采
用参照基因的ΔＣＴ法计算ＳＰＡｍＲＮＡ的相对表达
量：ＳＰＡｍＲＮＡ相对表达量 ＝２［ＣＴ（βａｃｔｉｎ）ＣＴ
（ＳＰＡ）］。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１６．０软件分析处理，所有数据均采
用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，同组不同观察时间点
比较采用方差分析及 ｑ检验，各时间点两组之间比
较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　动物模型的制备
孕初期大鼠血清叶酸水平：实验组为 ２．７１±

０．１２μｇ／Ｌ，低于对照组 （４．７２±０．２０μｇ／Ｌ），差
异有统计学意义（ｔ＝２．１１，Ｐ＜０．０５）；孕晚期大
鼠血清叶酸水平：实验组为 １．５５±０．１４μｇ／Ｌ，低
于对照组 （２．９３±０．１６μｇ／Ｌ），差异有统计学意
义（ｔ＝２７．５４，Ｐ＜０．０５），提示叶酸缺乏孕鼠模
型建立成功。

２．２　肺组织病理学检查
与对照组比较，实验组新生鼠肺组织结构紊乱，

肺泡数量明显减少，肺间隔明显增宽，肺泡、孔腔形

状较较不规则，有开口，肺组织结构明显被破坏。见

图１。
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　　图１　两组新生大鼠肺组织苏木精伊红染色（×２００）　
Ａ：对照组幼鼠１ｄ；Ｂ：实验组幼鼠１ｄ。与对照组比较，实验组肺泡、
孔腔形状较不规则，有开口，肺组织结构明显被破坏（箭头所指）。

２．３　肺组织ＳＰＡ免疫组织化学染色
免疫组织化学见 ＳＰＡ表达阳性为棕黄色，主

要分布在肺泡Ⅱ型细胞。在对照组幼鼠，可见多个
ＳＰＡ强阳性的Ⅱ型细胞，部分肺泡腔表面有薄层黄

染物质。实验组幼鼠 ＳＰＡ阳性的Ⅱ型细胞明显减
少，棕色染色较淡，特异性显色区域较少。见图２。
对照组幼鼠Ⅱ型细胞 ＳＰＡ平均光密度第 １天
（０．７４３１±０．００６８）、第７天（０．７５９３±０．００５２）到第１４
天（０．７８２５±０．００８４）变化不大；实验组幼鼠Ⅱ型细
胞ＳＰＡ平均光密度第１天（０．５０７７±０．００３７）、第７
天（０．４０１２±０．００４１）、第１４天（０．３９７６±０．００３９）
逐渐减少（Ｆ＝９．６２，Ｐ＜０．０５）；两组同时间点的
ＳＰＡ平均光密度比较差异有统计学意义（ｔ分别为
２．１１，１５２．９６，１１７．５５，Ｐ＜０．０５），见图３。生后７ｄ
实验组幼鼠Ⅱ型细胞 ＳＰＡ平均光密度与１ｄ实验
组比较明显降低（Ｐ＜０．０５），而在生后１４ｄ实验组
幼鼠Ⅱ型细胞 ＳＰＡ平均光密度较７ｄ差异无统计
学意义。
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　　图２　两组新生大鼠肺组织ＳＰＡ免疫组织化学染色（×２００）　ＳＰＡ表达阳性为棕黄色，分布在肺泡Ⅱ型细胞。可见实
验组新生大鼠的ＳＰＡ表达比对照组相应时间点明显减少，棕色染色较淡。

２．４　实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测肺组织 ＳＰＡ
ｍＲＮＡ表达

实时荧光定量ＲＴＰＣＲ技术检测表明实验组幼
鼠肺组织 ＳＰＡｍＲＮＡ从第 １天（０．００３５２８±
０．０００４８７）、第７天（０．００２０１９±０．０００４２３）到第１４
天 （０．００１８７６±０．０００３２６）逐渐减少（Ｆ＝８．１９，
Ｐ＜０．０５），分别与对照组第 １天（０．００５１６９±

０．０００６２４）、第７天（０．００５３２２±０．０００７９８）和第１４
天（０．００５５１４±０．０００７１１）比较差异有统计学意义
（ｔ分 别为５．８６，１０．３４，１３．１６，均Ｐ＜０．０５）；实验
组幼鼠生后７ｄＳＰＡｍＲＮＡ表达明显低于第１天，
而第１４天 ＳＰＡｍＲＮＡ表达与第７天的差异无统计
学意义。见图４。
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　　图３　各组幼鼠肺组织Ⅱ型细胞 ＳＰＡ的表达（ｎ＝８）　
ａ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与实验组 １ｄ比较，
Ｐ＜０．０５
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　　图４　各组幼鼠肺组织 ＳＰＡｍＲＮＡ的表达（ｎ＝８）　
ａ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与实验组１ｄ比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

叶酸是一种水溶性 Ｂ族维生素，参与人体新陈
代谢的全过程，而孕妇叶酸需求量较大，加之人体不

能自身合成叶酸，因此孕期容易造成叶酸缺乏［９］。

四氢叶酸作为叶酸衍生物为人体内重要的辅酶成

分，其缺乏会引起神经管发育畸形、先天性心脏

病［１０１１］。本课题组前期研究发现孕鼠叶酸的缺乏

影响子代心脏叶酸受体Ｆｏｌｂｐ１基因功能低下，从而
可能导致心脏发育过程中形态异常，造成心脏功能

缺陷［１２］。Ｘｉａｏ等［６］发现孕鼠叶酸水平缺乏时，不仅

可以影响子代心脏Ｆｏｌｂｐ１的基因表达，而且可以影
响子代胎肺Ｆｏｌｂｐ１的基因表达，并导致胎肺超微结
构和大体结构的改变，从而造成胎肺发育异常。本

研究观察到实验组幼鼠肺组织结构紊乱，肺泡数量明

显减少，肺间隔明显增宽，肺泡、孔腔形状较不规则，

有开口，肺组织结构明显被破坏，表明孕期叶酸缺乏

对胎儿肺发育造成一定的影响。叶酸缺乏能损伤肺

实质、削弱肺泡Ⅱ型上皮细胞的功能，降低ＰＳ的磷脂
和蛋白质成分，影响肺发育［６］。早产儿肺成熟度低，

ＰＳ生成少，如果孕母存在叶酸缺乏，就有可能影响胎
肺成熟。

ＰＳ是由肺泡Ⅱ型上皮细胞和气道Ｃｌａｒａ细胞合
成并分泌的脂蛋白复合物，其中以 ＳＰＡ的含量最
丰富，约占总蛋白量的５０％。ＳＰＡ是一种多功能糖

蛋白，在调节ＰＳ代谢、基因表达、肺内免疫及炎症反
应中起重要作用。尽管 ＳＰＡ在许多动物的肺发育
及肺损伤过程中的表达模式都得到证实［２５］，但在叶

酸缺乏胎肺发育中的表达模式报道较少。本研究用

免疫组织化学染色和实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ方法对
新生鼠肺 ＳＰＡ表达水平的检测结果显示，实验组
幼鼠的ＳＰＡ表达显著低于对照组，提示母孕期叶
酸缺乏影响其胎鼠肺组织ＳＰＡｍＲＮＡ的表达，进而
影响ＰＳ的生成。

本研究通过建立孕期叶酸缺乏的动物模型，发

现孕期叶酸水平能影响其胎鼠肺组织 ＳＰＡ的表
达，进而影响ＰＳ的生成，对叶酸在肺发育中的作用
提供了一定的依据。但有关叶酸缺乏孕鼠补充叶酸

后对其胎鼠肺成熟度的影响即ＰＳ蛋白合成、生后肺
组织中 ＳＰＡ基因表达的动态变化以及 ＰＳ生成的
关系都是下一步研究的重点。
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