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高氧暴露对早产大鼠肺组织中 ＨＯ１与
ｉＮＯＳ表达的影响

全裕凤１　郑明慈２　张华１　张培林１　张红１

　　　　　　　　　　　　　　（１．桂林医学院附属医院新生儿科，广西 桂林　５４１００１；
２．桂林医学院围产医学研究室，广西 桂林　５４１００１）

　　［摘　要］　目的　探讨血红素加氧酶１（ＨＯ１）与诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）在高氧肺损伤大鼠中的表达及
作用。方法　将３日龄早产ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠６４只随机分为高氧组、空气组（每组３２只），于实验３ｄ及７ｄ时，
分别检测空气组和高氧组肺组织 ＨＯ１活性、肺泡灌洗液中 ＮＯ、肺组织病理学改变及 ＨＯ１、ｉＮＯＳ在肺内的分布和
表达（免疫组织化学方法）。结果　３ｄ、７ｄ高氧组存在明显急性肺炎症性改变，ｉＮＯＳ在中性粒细胞的表达、灌洗
液中 ＮＯ含量明显高于空气组 （Ｐ均＜０．０１），且７ｄ高氧组高于３ｄ高氧组（Ｐ＜０．０５）；３ｄ、７ｄ时高氧组巨噬细胞
ＨＯ１表达高于空气组（分别Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且７ｄ高氧组显著高于３ｄ高氧组（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＯ１与
ｉＮＯＳ在高氧肺损伤大鼠中的表达是增高的，ＨＯ１与 ｉＮＯＳ均可能参与了高氧肺损伤。
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ｓｙｎｔｈａｓｅ（ｉＮＯＳ）ｉｎｐｒｅｔｅｒｍｒａｔｓｗｉｔｈｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｉｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＳｉｘｔｙｆｏｕｒｔｈｒｅｅｄａｙｏｌｄｐｒｅｔｅｒｍＳｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙａｓｓｉｇｎｅｄｔｏａｈｙｐｅｒｏｘｉａｇｒｏｕｐ（９０％ ｏｘｙｇｅｎｅｘｐｏｓｕｒｅ）ａｎｄａｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｒｏｏｍａｉｒ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ），ｗｉｔｈ３２ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ａｆｔｅｒ３ｄａｙｓｏｒ７ｄａｙｓｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅ，ｔｈｅｌｕｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＨＯ１ａｎｄｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ（ＮＯ）
ｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ（ＢＡＬＦ），ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＯ１ａｎｄｉＮＯＳｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｆｔｅｒ３ｄａｙｓａｎｄ７ｄａｙｓｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅ，ｔｈｅｈｙｐｅｒｏｘｉａ
ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｉｅｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｈｙｐｅｒａｅｍｉａ，ｒｅｄｃｅｌｌｅｘｔｒａｖａｓａｔｉｏｎａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．ＴｈｅＮＯｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎＢＡＬＦａｎｄｔｈｅｉＮＯＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｈｙｐｅｒｏｘｉａｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ３ａｎｄ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＯ１ｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｈｙｐｅｒｏｘｉａｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ３ａｎｄ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅ．ＴｈｅＮＯ
ｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎＢＡＬＦａｎｄｔｈｅｉＮＯＳａｎｄＨＯ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ７ｄａｙｓａｆｔｅｒｈｙｐｅｒｏｘｉａｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ３ｄａｙｓａｆｔｅｒｈｙｐｅｒｏｘｉａｅｘｐｏｓｕｒｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ｉＮＯＳａｎｄＨＯ１ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｐｒｅｔｅｒｍｒａｔｓ
ｗｉｔｈｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｉｅｓ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｉＮＯＳａｎｄＨＯ１ｍａｙｐｌａｙｒｏｌｅｓｉｎｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｉｎｊｕｒｉｅｓ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（７）：５７７－５８０］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１；Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；Ｈｙｐｅｒｏｘｉａ；Ｌｕｎｇ；Ｐｒｅｔｅｒｍｒａｔｓ

　　支气管肺发育不良是婴儿时期最常见的慢性肺
疾病，与早产、长期吸入高浓度氧等密切相关。近年

来血红素氧合酶（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＯ）及诱导型一
氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）在

氧化应激性肺损伤中的作用受到关注［１４］，ｉＮＯＳ和
ＨＯ１均为血红素蛋白，一氧化碳（ＣＯ）和一氧化氮
（ＮＯ）系统在形式和调节上相似，但 ＨＯ的相关研究
资料不多，其在高氧肺损伤中发挥了怎样的作用及
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其机理尚存在争议，ｉＮＯＳ和 ＨＯ１间相互作用怎
样？本研究建立早产儿高氧肺损伤动物模型，观察

高氧对早产鼠肺 ｉＮＯＳ及 ＨＯ１表达的影响，初步探
讨二者在高氧肺损伤中的相互作用，为临床上防治

早产儿高氧肺损伤提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
动物模型制备参照文献［５］。雌、雄成年 Ｓｐｒａ

ｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠由广西医科大学动物实验中
心提供。提前１ｄ剖宫产出生的新生大鼠作为早产
鼠。生后 ３ｄ随机分为：空气组和高氧组，每组３２
只。高氧组置于氧箱中持续输入氧气，氧浓度

≥９０％，每日监测 ３次（ＣＹＳ２１数字式测氧仪，上海
嘉定学联仪表厂）；钠石灰吸收二氧化碳；空气组置

同一室内空气中。温度２５～２６℃。高氧组每天开
箱 １ｈ，添加水及饲料，更换垫料，并与空气组互换
母鼠以避免母鼠氧中毒。每组分别于实验的第 ３
天、第７天取早产鼠麻醉处死（每时间点１６只），取
右肺中叶常规病理切片行苏木精伊红染色，证实模
型制备成功后分别留取标本待测。

１．２　支气管肺泡灌洗液中ＮＯ含量测定
每组８只早产鼠处死后行气管插管进行支气管

肺泡灌洗［６］，取上清液检测支气管肺泡灌洗液

（ＢＡＬＦ）中ＮＯ含量。ＮＯ测定用硝酸还原酶法 （试
剂盒购自南京建成生物工程研究所），以 ＮＯ２－／ＮＯ３－

含量表示。

１．３　肺组织病理学检查、ＨＯ１和 ｉＮＯＳ免疫组织
化学染色

每组各 ８只早产鼠，麻醉处死后结扎右肺，整

左肺肺组织福尔马林液固定，石蜡包埋、切片。苏木

精伊红染色光镜下行肺组织病理学检查；ＳＡＢＣ法
检查 ＨＯ１和 ｉＮＯＳ的表达，ＨＯ１和 ｉＮＯＳ多克隆
抗体及 ＳＡＢＣ试剂盒购自武汉博士德生物工程有限
公司，阴性对照用正常山羊血清代替一抗。阳性显

色为亮棕黄色颗粒。应用 ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ５．１软件进
行图像分析对阳性细胞进行灰度扫描，取其平均值

代表该片的吸光度（ＯＤ）值。计算阳性信号指数：
阳性信号指数＝阳性细胞百分比×阳性信号平均灰
度值×１００。
１．４　肺组织 ＨＯ１活性测定

采用考马斯亮蓝法测定。每组各取８只早产鼠
右肺组织匀浆。以每小时每毫克蛋白生成胆红素量

［ｎｍｏｌ／（ｍｇ·ｈ）］代表 ＨＯ１活性［７］。

１．５　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析，计量资

料以均数±标准差 （ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用
方差分析，两组间比较采用 ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＡＬＦ中ＮＯ含量
高氧组３ｄ及７ｄＢＡＬＦ中 ＮＯ含量较同时间点

空气组明显上升（分别 ｔ＝２１．３５，２６．６６，Ｐ＜０．０１）。
见表１。
２．２　肺组织 ＨＯ１活性

与空气组比，３ｄ时高氧组 ＨＯ１活性轻度增加
（ｔ＝８．５８，Ｐ＜０．０５），７ｄ时高氧组 ＨＯ１活性明显
高于同时间点空气组（ｔ＝２４．１２，Ｐ＜０．０１）和高氧
３ｄ组（ｔ＝１６．２６，Ｐ＜０．０１），见表１。

表１　肺组织 ＨＯ１、ｉＮＯＳ表达、ＨＯ１活性及ＢＡＬＦ中ＮＯ含量　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＨＯ１ ＨＯ１活性（ｎｍｏｌ／ｍｇ·ｈ） ｉＮＯＳ ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ）

空气３ｄ ８ ７．２±２．６ ４．３±１．６ ６．０２±１．７８ ５．６±１．１
高氧３ｄ ８ １８．５±６．６ｂ ６．１±１．６ｂ ３２．６２±５．８７ａ １７．１±５．８ａ

空气７ｄ ８ ４．１±１．８ ５．８±１．９ ８．５３±１．８３ ７．９±１．６
高氧７ｄ ８ ５１．２±１０．３ａ，ｃ ３２．４±５．５ａ，ｃ ５５．１６±７．３３ａ，ｄ ２３．８±４．１ａ，ｄ

Ｆ值 ３８．２５ ２３．１５ １２４．５６ ２５．２１
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．００１ ＜０．０１

　　与同时间点的空气组相比，ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５；与高氧３ｄ组相比，ｃ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜０．０５

２．３　肺组织病理学检查
高氧组 ３ｄ时表现为小血管扩张、充血，肺泡腔

内出现大量红细胞及以中性粒细胞为主的炎症细

胞，间质内细胞增多；７ｄ时，肺泡内仍可见炎症细

胞，肺间隔增宽，其中细胞及胶原样物质增生，肺结构

紊乱。空气组无明显的炎症反应和肺泡结构破坏。

２．４　ＨＯ１在肺内的分布和表达
空气组 ＨＯ１蛋白微弱表达，３ｄ及 ７ｄ时无显

·８７５·
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著差别（ｔ＝２．６６，Ｐ＞０．０５）。高氧组 ＨＯ１蛋白主
要在炎症细胞，特别是在巨噬细胞胞浆中表达。实

验第３天，高氧组 ＨＯ１呈弱阳性；实验第７天，呈强
阳性，均高于同时间点空气组（分别 ｔ＝７．１２，２１．４７，

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且高氧 ７ｄ组高于 ３ｄ组
（ｔ＝１３．４４，Ｐ＜０．０１）。ＨＯ１阳性表达呈棕黄色颗
粒，阴性对照无阳性染色。见表１、图１。
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　　图１　ＨＯ１在早产大鼠肺组织的表达（免疫组化，×１００）　空气３ｄ组和空气７ｄ组ＨＯ１均微弱表达，高氧３ｄ组ＨＯ１
呈弱阳性表达，高氧７ｄ组呈强阳性表达，且高于高氧３ｄ组。ＨＯ１阳性表达呈棕黄色颗粒。

２．５　ｉＮＯＳ在肺内的分布和表达
ｉＮＯＳ在空气组主要分布于气道上皮细胞和少

数肺泡巨噬细胞，呈弱阳性，３ｄ及 ７ｄ时无显著差
别（Ｐ＞０．０５）。ｉＮＯＳ在高氧３ｄ组、７ｄ组的气道
上皮和肺泡上皮细胞、炎症细胞（包括多形核白细

胞和巨噬细胞）均有阳性表达，强度均高于同时间

点空气组（ｔ分别＝１４．２４，２８．３７，均Ｐ＜０．０１），且高
氧 ７ｄ组ｉＮＯＳ表达高于３ｄ组（ｔ＝７．４２，Ｐ＜０．０１）。
见表１、图２。
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　　图２　ｉＮＯＳ在各组早产大鼠肺组织中的表达（免疫组化，×１００）　ｉＮＯＳ在空气组主要分布于气道上皮细胞和少数肺泡
巨噬细胞，呈弱阳性，ｉＮＯＳ在高氧组主要分布于气道上皮和肺泡上皮细胞、炎症细胞包括多形核白细胞和巨噬细胞，呈阳性表达，高

氧组的表达均明显高于相应的空气组，且高氧７ｄ组表达高于高氧３ｄ组。ｉＮＯＳ阳性表达呈棕黄色颗粒。

３　讨论

一氧化氮合酶（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）是 ＮＯ
合成的催化酶，共有 ３种类型：ｅＮＯＳ、ｉＮＯＳ、ｎＮＯＳ，
其中ｉＮＯＳ受诱导后释放的大量的 ＮＯ介导免疫系
统的细胞毒和细胞生长抑制。已有的实验研究表

明，当细胞同时产生大量的 ＮＯ和 Ｏ２
时，生成有毒

的强氧化剂—ＯＮＯＯ，ＯＮＯＯ是 ＮＯ的主要毒性作
用形式，可介导产生大量的活性氧自由基，导致神经

细胞 ＤＮＡ损伤［８］。高氧急性肺损伤时 ｅＮＯＳ及
ｉＮＯＳ的表达均明显升高［９］；用 ＮＯＳ的抑制剂可以

通过抑制 ＮＯＳ活性来降低 ＮＯ介导的早产儿高氧
肺损伤［１０］。本研究发现，高氧暴露３、７ｄ都可显著
诱导早产大鼠肺 ｉＮＯＳ的表达，ＢＡＬＦ中ＮＯ浓度显
著升高，同时伴随着肺组织充血、出血及炎性渗出，

且随着时间的延长而增强，提示内源性 ＮＯ参与了
高氧肺损伤，ＮＯ在高氧肺损伤中可能发挥了重要
的病理作用。

ＨＯ是血红素代谢的限速酶，其３种同工酶中
ＨＯ１为诱导型，可被血红素、金属元素、氧化应激等
因素诱导激活，催化降解血红素生成 ＣＯ、胆绿素和
铁离子。肺是 ＨＯ表达的重要器官之一。研究表明
高氧能上调新生鼠肺组织及呼吸窘迫综合征早产新
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生儿ＨＯ１的表达［１２］。氧化应激状况下可诱导肺

组织及胎肺成纤维细胞 ＨＯ１的表达［３４］。本研究

发现，高氧组 ３ｄ时 ＨＯ１仅轻度表达；７ｄ时高氧
组巨噬细胞 ＨＯ１表达显著增加，且高氧组较空气
组显著增加达 １０倍以上，ＨＯ１活性显著增加达 ５
倍以上，说明持续吸入高浓度氧可诱导肺组织 ＨＯ１
蛋白的表达，而且有可能发挥了重要的损伤作用，因

为近年来的研究发现 ＨＯ１表达量过高时，会促进
乳酸脱氢酶的释放和降低谷胱苷肽转移酶含量，破

坏细胞膜完整性［１１］。Ｓｕｔｔｎｅｒ等［１２］的实验证明，ＨＯ１
在活性增加 ５倍以上时，其产生的过量铁离子可能
成为氧化剂的前身，导致活性氧自由基的大量产生，

造成组织损害。

近来研究发现了 ＨＯ１／ＣＯ系统与ｉＮＯＳ／ＮＯ系
统存在相互作用。ｉＮＯＳ含有血红素等辅助因子。
血红素被认为是合成 ＮＯ的催化活性中心，ＮＯＳ的
催化活性可被血红素结合剂如 ＣＯ等所阻断。而已
有的研究表明 ＮＯＳ对 ＨＯ系统的影响是复杂
的［１３１４］：一方面ＮＯ的自由基性质能诱导 ＨＯ１的
表达；同时，ＮＯＳ产生的 ＮＯ能抑制 ＨＯ活性［１５］。

因此，在不同的实验条件下或不同的采集时间，ＮＯ
的抑制和刺激效应均可能存在。而ＮＯ在诱导 ＨＯ／
ＣＯ的生成时，ＨＯ／ＣＯ又能反馈抑制 ＮＯ的产生从
而发挥保护作用。

ＮＯ与环磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）的亲和力比 ＣＯ强
５０倍［１６］，因此在生理状态下 ＮＯ的调节起主要作
用。氧化应激反应中 ＨＯ／ＣＯ和 ＮＯＳ／ＮＯ系统则
显示出互补及代偿性调节作用。从本研究可以得

知，高氧组肺组织在高氧３ｄ时即表现为充血、出血
及炎性渗出，此时 ｉＮＯＳ显著表达，ＨＯ１仅轻度表
达；７ｄ时 ｉＮＯＳ的表达进一步加强，ＨＯ１表达的虽
明显增加，也仅仅见于巨噬细胞，说明在高氧暴露早

期肺损伤中，ｉＮＯＳ／ＮＯ系统可能发挥了更重要的作
用，另外，由于 ｉＮＯＳ和 ＨＯ１均为血红素蛋白，ＣＯ
和 ＮＯ系统在形式和调节上有着神奇的相似，所以
有理由推测 ＣＯ／ＨＯ１体系对高氧肺损伤的影响可
能被 ＮＯ等的诱导作用所掩盖，具体机制有待进一
步研究。
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