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　　［摘　要］　目的　胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）具有促进细胞分化、抑制细胞凋亡等多种生物学活性。该研究
旨在探讨ＩＧＦ１对高氧诱导的Ａ５４９细胞凋亡的影响及其抗凋亡机制。方法　将传代培养的Ａ５４９细胞暴露于高氧
环境，并以不同浓度ＩＧＦ１（１、１０、１００ｎｇ／ｍＬ）干预４８ｈ，采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞存活率，ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ双染流式细胞术检测细胞凋亡变化，同时用流式细胞仪检测凋亡调控相关蛋白（Ｂａｘ、Ｂｃｌ２）表达水平的变
化。结果　高氧组细胞存活率为（５１±３）％，ＩＧＦ１干预组细胞存活率随着ＩＧＦ１药物浓度的递增逐渐升高，中、高剂
量ＩＧＦ１干预组细胞存活率分别为（６４±３）％和（８８±４）％，与高氧组相比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。高氧组
Ａ５４９细胞凋亡率为（３８．３±５．４）％，较空气组（２．４±０．９）％明显增多；高氧组Ｂｃｌ２的蛋白表达水平为（７２±５）％，较
空气组（９１±４）％明显下降；高氧组Ｂａｘ的表达水平为（５４±６）％，较空气组（３±２）％明显升高，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。与高氧组比较，ＩＧＦ１干预组细胞凋亡率随着药物浓度的增加逐渐下降，分别为（１６．１±４．７）％、（９．２±
２．８）％和（６．９±２．５）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与高氧组比较，ＩＧＦ１干预组细胞Ｂｃｌ２的表达逐渐增高，分
别为（７９±４）％、（９４±４）％和（１００±５）％，而Ｂａｘ的表达逐渐下降，分别为（２６±４）％、（５±２）％和（４±２）％，差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　高氧明显抑制Ａ５４９细胞的增殖，促进其凋亡；ＩＧＦ１具有促进Ａ５４９细胞增殖，通
过调节凋亡调控蛋白Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达，抑制高氧诱导的Ａ５４９细胞凋亡的作用。
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ｈｙｐｅｒｏｘｉｃｅｘｐｏｓｕｒｅｇｒｏｕｐ［（６４±３）％ ａｎｄ（８８±４）％ ｖｓ（５１±３）％；Ｐ＜０．０５］．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｉｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｈｙｐｅｒｏｘｉｃｅｘｐｏｓｕｒｅｇｒｏｕｐｈａｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ［（３８．３±５．４）％ ｖｓ（２．４±０．９）％；Ｐ＜０．０５］，ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢｃｌ２［（７２±５）％ ｖｓ（９１±４）％；Ｐ＜０．０５］，ａｎｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｏｆＢａｘ［（５４±６）％ ｖｓ（３±２）％；Ｐ＜０．０５］．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｈｙｐｅｒｏｘｉｃｅｘｐｏｓｕｒｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅ，ｍｉｄｄｌｅ
ｄｏｓｅ，ａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＩＧＦ１ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｓ［（１６．１±４．７）％，（９．２±２．８）％，
ａｎｄ（６．９±２．５）％ ｖｓ（３８．３±５．４）％；Ｐ＜０．０５］，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢｃｌ２［（７９±４）％，（９４±
４）％，ａｎｄ（１００±５）％ ｖｓ（７２±５）％；Ｐ＜０．０５］，ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢａｘ［（２６±４）％，（５±
２）％，ａｎｄ（４±２）％ ｖｓ（５４±６）％；Ｐ＜０．０５］．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｈｙｐｅｒｏｘｉａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｐｒｏｍｏｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ．ＩＧＦ１ｍａｙｐｒｏｍｏｔｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＡ５４９
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　　随着新生儿学的发展和机械通气的应用，高氧
性肺损伤备受新生儿专家的关注。胰岛素样生长因

子１（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）是一类与胰
岛素结构相类似的多肽生长因子，具有促进细胞分

化、抑制细胞凋亡等多种生物学活性。ＩＧＦ１在肺
组织中的主要作用是促进肺的成熟与分化。ＩＧＦＩ
的表达高峰出现于肺泡化早期，这有利于肺泡隔的

形成及上皮细胞的成熟。

研究表明，长时间吸入高浓度氧，肺泡上皮细胞

的凋亡增加，进而抑制肺泡化的进程。外源性 ＩＧＦ
１可以有效抑制肺泡上皮细胞的凋亡，减轻气道炎
症反应，从而逆转肺发育阻滞［１］。但 ＩＧＦ１通过何
种机制抑制高氧诱导的肺细胞凋亡，尚需进一步

研究。

Ａ５４９细胞来源于人肺泡细胞癌，具有Ⅱ型肺泡
上皮细胞的特性与表型［２］，故常被用于正常人肺泡

Ⅱ型上皮细胞的发生、发展、分化及其结构与功能的
研究［３４］。Ⅱ型肺泡上皮细胞是肺泡上皮细胞的干
细胞，也是高氧性肺损伤的主要靶细胞。因此，本研

究采用人Ａ５４９细胞株为研究对象，探讨ＩＧＦ１抗高
氧诱导的Ａ５４９细胞凋亡机制，为ＩＧＦ１用于防治高
氧性肺损伤提供实验和理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
ＩＧＦ１购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；四甲基偶氮唑

（ＭＴＴ）购自美国ＧＩＢＣＯ公司；流式细胞仪检测用调
亡调控相关蛋白（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ）试剂盒及 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒均购自美国ＢＤ公司。
１．２　细胞培养

Ａ５４９细胞株由中国医学科学院提供，３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度培养箱内进行常规培养。
１．３　细胞分组及高氧暴露模型的建立

Ａ５４９细胞株分为以下５组：空气组、高氧组、高
氧＋ＩＧＦ１低剂量组、高氧 ＋ＩＧＦ１中剂量组和高氧
＋ＩＧＦ１高剂量组。空气组细胞用含１０％胎牛血清
的１６４０细胞培养液常规培养。高氧组细胞放入高
氧培养箱内，即向封闭培养箱内通入 Ｏ２、ＣＯ２及 Ｎ２
混合气（流量５Ｌ／ｍｉｎ）共 ３０ｍｉｎ，当测得氧浓度为
８０％～８５％时封闭箱，再恒温细胞培养４８ｈ。药物干
预组细胞在倒置相差显微镜下观察，待细胞融合至

４０％～５０％，在高氧对照组同步的基础上加入不同浓
度ＩＧＦ１干预（１ｎｇ／ｍＬ、１０ｎｇ／ｍＬ或１００ｎｇ／ｍＬ）后
继续培养４８ｈ。

１．４　实验方法
１．４．１　ＭＴＴ法检测细胞存活率　　待培养 ４８ｈ
后，测定细胞存活率，波长设为４９２ｎｍ，测定吸光度
（Ａ）值。计算 Ａ５４９细胞存活率（％）＝实验组 Ａ
值／空白对照组 Ａ值 ×１００％［５］，实验重复３次，取
平均值。

１．４．２　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ法检测细胞凋亡　　待
培养４８ｈ后，收集各组细胞悬液，检测过程严格按
照ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒说明书
进行操作。所有样本避光，１ｈ内上流式细胞仪检
测。以上操作重复３次，取平均值。
１．４．３　流式细胞术检测 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达　　待培
养４８ｈ后，收集各组细胞悬液，检测过程严格按照
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ检测试剂盒说明书进行操作。
１．５　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行统计学分析，
计量资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）来表示，多组间均
数比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ比较法。Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值与细胞凋亡率的
相关性采用线性相关分析法。Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＩＧＦ１对高氧暴露的Ａ５４９细胞存活率的影响
高氧组ＯＤ值较空气组明显减少，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。与高氧组相比，中、高剂量ＩＧＦ１干
预组ＯＤ值随着ＩＧＦ１药物浓度的递增逐渐增大，分别
为０．５５±０．０６和０．７６±０．０６；中、高剂量组细胞存活率
也逐渐升高，分别为（６４±４）％和（８８±４）％，与高氧
组相比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。

　 表１　ＩＧＦ１对高氧暴露的Ａ５４９细胞存活率的影响
（ｘ±ｓ）　　

组别 样本数 ＯＤ值 存活率（％）

空气组 ６ ０．８６±０．０５
高氧组 ６ ０．４４±０．０３ａ ５１±３

高氧＋ＩＧＦ１低剂量组 ６ ０．４５±０．０５ ５２±４
高氧＋ＩＧＦ１中剂量组 ６ ０．５５±０．０６ｂ ６４±４ｂ

高氧＋ＩＧＦ１高剂量组 ６ ０．７６±０．０６ｂ ８８±４ｂ

Ｆ值 ３５．３ １２８．８
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５

　　ａ：与空气组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与高氧组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　ＩＧＦ１对高氧诱导的Ａ５４９细胞凋亡及Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ凋亡相关蛋白表达的影响

空气组在细胞培养过程中，存在自发性凋亡，凋

·１９４·
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亡平均水平＜５％。与空气组比较，高氧组细胞凋亡
率明显升高，Ｂｃｌ２蛋白的表达水平下降，Ｂａｘ的表
达水平升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
ＩＧＦ１干预组细胞凋亡率随药物浓度的递增而下
降，Ｂｃｌ２蛋白的表达逐渐增高，而 Ｂａｘ的表达水平
逐渐下降，与高氧组比较，差异均有统计学意义（Ｐ
＜０．０５）。Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值与细胞凋亡率成反比
（ｒ＝－０．９３６，Ｐ＝０．０１２）。见表２。

　　表２　不同剂量 ＩＧＦ１对高氧诱导的 Ａ５４９的 Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ蛋白表达的影响　（ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｂｃｌ２（％）Ｂａｘ（％） Ｂｃｌ２／Ｂａｘ 凋亡率（％）

空气组 ９ ９１±４ ３±２ ３４．５±４．３ ２．４±０．９
高氧组 ９ ７２±５ａ ５４±６ａ １．３±０．２ａ ３８．３±５．４ａ

高氧＋ＩＧＦ１低剂量组 ９ ７９±４ｂ ２６±４ｂ ３．４±０．５ｂ １６．１±４．７ｂ

高氧＋ＩＧＦ１中剂量组 ９ ９４±４ｂ ５±２ｂ １９．４±３．４ｂ ９．２±２．８ｂ

高氧＋ＩＧＦ１高剂量组 ９ １００±５ｂ ４±２ｂ ２７．１±３．３ｂ ６．９±２．５ｂ

Ｆ值 １８４．２ ２１７．２ １６４．４ ２４８．１
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　ａ：与空气组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与高氧组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

支气管肺发育不良（ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｙｓｐｌａｓｉａ，
ＢＰＤ）已成为严重威胁婴儿健康的慢性肺疾病之一，
是发达国家新生儿重症监护最棘手的问题。至今其

发病机制尚未完全明确，临床上尚无疗效确切的

药物。

目前，肺发育受阻滞的新型ＢＰＤ备受新生儿专
家的关注。ＢＰＤ的发生与Ⅱ型肺泡上皮细胞的增
殖、分化及凋亡密切相关。吸入高浓度氧仍然是

ＢＰＤ重要原因之一。Ⅱ型肺泡上皮细胞是肺泡上
皮细胞的干细胞，也是高氧性肺损伤的主要靶细胞。

研究表明，长时间吸入高浓度氧，可引起急慢性肺损

伤，从而使Ｃｌａｒａ细胞分泌蛋白的表达下降，肺泡上
皮细胞的凋亡增加，进而抑制了肺泡化的进程［１］。

ＩＧＦ１作为一类结构与胰岛素相类似的多肽生
长因子，不仅具有胰岛素样作用，还具有促进细胞分

化、并能抑制细胞凋亡及血管形成等多种生物学活

性［６］。研究表明，外源性 ＩＧＦ１可以有效抑制肺泡
上皮细胞的凋亡，减轻气道炎症反应，从而逆转肺发

育阻滞［３］。但ＩＧＦ１通过何种机制抑制高氧诱导的
肺细胞凋亡，尚需进一步研究。

Ⅱ型肺泡上皮细胞的损伤后增殖障碍与高氧肺
损伤、肺发育受阻的发生发展息息相关［７］。因Ａ５４９
细胞具有肺泡Ⅱ型上皮细胞的特性与表型，国内外
均有报道利用 Ａ５４９细胞进行高氧性肺损伤的细胞

研究［８１１］。本实验采用人Ａ５４９细胞株为实验对象，
探讨 ＩＧＦ１对高氧诱导的 Ａ５４９细胞体外增殖和细
胞凋亡的影响，进一步揭示其可能的抗凋亡机制，为

ＩＧＦ１参与ＢＰＤ的预防与治疗提供实验和理论依
据。

ＭＴＴ比色法是一种用来检测细胞的存活率和
生长情况的方法，其主要特点为灵敏度高、经济、方

便、快捷、重复性好、操作简便、无放射性污染［１２］。

本实验结果显示，ＩＧＦ１能改善高氧诱导 Ａ５４９细胞
的生长抑制，对人 Ａ５４９细胞具有明显的增殖作用。
ＩＧＦ１有促进细胞增殖的效果，随着ＩＧＦ１药物浓度
的增加促进细胞增殖的效果更加明显。有文献报

道，ＩＧＦ１作用呈剂量依赖性，有效浓度从１ｎｇ／ｍＬ
到１０００ｎｇ／ｍＬ不等。

本实验显示，ＩＧＦ１对Ａ５４９细胞具有凋亡抑制
作用，尚未发现剂量浓度依赖性的上限。外源性

ＩＧＦ１促进细胞分裂增殖的物质基础是位于细胞膜
系统内的 ＩＧＦ１受体和细胞间质中存在的 ＩＧＦ
１［１３１４］。细胞中ＩＧＦ受体数量与亲和力的高低可能
是决定生长因子的最高有效浓度的最主要指标，而

分离纯化后的 Ａ５４９细胞，没有其他各种细胞以及
肺组织中各种因子的干扰，因而更易和生长因子发

生结合。因而即使较小的用量就表现出了对 Ａ５４９
细胞的活性，具有促进增殖的生物效应。

凋亡是由机体内外各种环境变化激发所导致的

细胞自身主动以及有序的死亡方式，在这一过程中

涉及精确的基因转录以及蛋白质合成。ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ／ＰＩ荧光双染标记法［１５１６］是用来区别早期凋亡

与晚期凋亡的方法之一。本实验结果表明，高氧组

Ａ５４９细胞凋亡率明显高于空气组。ＩＧＦ１干预组细
胞凋亡率随ＩＧＦ１药物浓度的递增呈剂量依赖性降
低。提示，ＩＧＦ１对高氧诱导的 Ａ５４９细胞凋亡具有
明显的抑制作用。

Ｂｃｌ２家族与细胞凋亡密切相关。在线粒体上
Ｂｃｌ２家族蛋白通过与其他凋亡蛋白协同作用调控
线粒体结构与功能的稳定性。当上游信号激活

ＰＩ３Ｋ的主要靶酶Ａｋｔ活化的Ｂｃｌ２家族是重要的凋
亡调控因子，Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ是 Ｂｃｌ２家族中两个重要
成员，其分别代表作用相反的两组基因。Ｂｃｌ２为原
癌基因，编码一种分子量为２１ＫＤａ的促凋亡蛋白，
能形成同源二聚体（Ｂａｘ／Ｂａｘ），诱导细胞凋亡。正
常情况下，Ｂａｘ则定位于胞浆中，而 Ｂｃｌ２存在于线
粒体中，Ｂｃｌ２家族掌控着细胞线粒体膜的通透性，
线粒体膜的通透性与细胞的生理状态息息相关。细

胞的凋亡与否，决定于 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ二者之间的比例，
·２９４·
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Ｂｃｌ２基因的过度表达，不仅抑制Ｂａｘ／Ｂａｘ促凋亡活
性；反之，Ｂａｘ高表达而Ｂｃｌ２低表达，将促进凋亡进
行。Ｂａｘ的表达水平比 Ｂｃｌ２高时，ＢａｘＢａｘ所形成
的同型二聚体占优势，从而诱导细胞的凋亡增加；当

Ｂｃｌ２的表达水平比 Ｂａｘ高的时侯，ＢａｘＢａｘ同型二
聚体发生解离，会形成更为稳定的Ｂｃｌ２Ｂａｘ异型二
聚体，从而起到“中和”Ｂａｘ所致的诱导凋亡作用，从
而使细胞继续得以存活［１７］。Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值下调是
多种因素诱导细胞凋亡的共同途径。

在ＩＧＦ１抑制细胞凋亡的多条信号途径上均有
Ｂｃｌ２家族蛋白的参与。本实验结果表明，与空气组
相比，高氧组的 Ｂｃｌ２的表达强度明显减弱，Ｂａｘ表
达增强，且 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的表达百分比和细胞凋亡抑
制率呈显著正相关。而 ＩＧＦ１干预后 Ｂｃｌ２的表达
显著增强，Ｂａｘ表达减弱，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值均增大，
且出现剂量依赖性效应。由此可得出的结论是，

ＩＧＦ１可通过调节凋亡调控蛋白 Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２的比
率，从而实现其对高氧诱导的 Ａ５４９细胞凋亡起保
护作用，进一步促进肺发育。

总之，高氧抑制 Ａ５４９细胞的生长，促进其凋
亡。ＩＧＦ１可减轻高氧抑制 Ａ５４９细胞增殖的作用。
ＩＧＦ１是通过调节凋亡调控蛋白 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ表达，
实现其对高氧诱导的Ａ５４９细胞凋亡的抑制作用。
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