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论著·实验研究

新生大鼠高氧肺损伤 Ｐ３８活化和
ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达的研究

潘涛　肖志辉

（苏州大学附属儿童医院新生儿科，江苏 苏州　２１５００３）

　　［摘　要］　目的　观察高氧肺损伤新生大鼠肺组织中Ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（Ｐ３８）的活化与基质金属蛋白
酶２（ＭＭＰ２）ｍＲＮＡ表达水平的变化，并探讨Ｐ３８的活化对ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达的影响。方法　将３６只新生Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠随机分为空气组、高氧组和ＳＢ２０３５８０干预组，每组１２只。建立高氧肺损伤动物模型，处理组给予相应的
干预。各组分别于第３天和第７天处死大鼠，常规苏木精－伊红染色，观察肺组织病理学变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组
织Ｐ３８蛋白的活化水平，ＲＴＰＣＲ检测肺组织ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达的变化。结果　高氧组大鼠肺组织Ｐ３８的活化和
ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达水平较空气组和干预组明显增强，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　Ｐ３８在新生大鼠高氧肺
损伤中活化增强，可能参与ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达的调控。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（５）：３８３－３８６］

［关　键　词］　Ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶；基质金属蛋白酶２；高氧；肺损伤；新生大鼠

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ３８ＭＡＰＫａｎｄＭＭＰ２ｍＲＮＡｉｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｗｉｔｈｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎ
ｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ
ＰＡＮＴａｏ，ＸＩＡＯＺｈｉＨｕｉ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｏｎａｔｏｌｏｇｙ，Ｃｈｉｌｄｒｅｎ′ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｏｏｃｈｏｗＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｕｚｈｏｕ，Ｊｉａｎｇｓｕ
２１５００３，Ｃｈｉｎａ（ＸｉａｏＺＨ，Ｅｍａｉｌ：ｘｚｈ１９５６７８＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｏｂｓｅｒｖｅＰ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（Ｐ３８ＭＡＰＫ）ａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２
（ＭＭＰ２）ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｗｉｔｈｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＰ３８ＭＡＰＫａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｎＭＭＰ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｉｒｔｙｓｉｘＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）ｒａｔｓｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ：ａｉｒｃｏｎｔｒｏｌ，ｈｙｐｅｒｏｘｉａａｎｄＳＢ２０３５８０ｔｒｅａｔｅｄｈｙｐｅｒｏｘｉａ（ｎ＝１２）．Ｔｈｅｒａｔｓｗｅｒｅ
ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｏｎｔｈｅ３ｒｄａｎｄ７ｔｈｄａｙｓａｎｄｔｈｅｌｕｎｇｓｗｅｒｅｒｅｍｏｖｅｄ．Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｉｒａｎｄＳＢ２０３５８０ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｓ，ｌｅｖｅｌｓｏｆＰ３８ＭＡＰＫ
ａｎｄＭＭＰ２ｍＲＮＡｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｈｙｐｅｒｏｘｉａｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ３８ＭＡＰＫ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｗｉｔｈｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙａｎｄｔｈｉｓｍａｙｐｌａｙａｒｏｌｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＭＭＰ２ｍＲＮＡ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（５）：３８３－３８６］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ；Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２；Ｈｙｐｅｒｏｘｉａ；Ｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ；Ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ

　　支气管肺发育不良（ＢＰＤ）严重影响新生儿尤其
是早产儿的生存质量，成为 ＮＩＣＵ工作中最为棘手
的问题之一，其详细发病机制尚未完全阐明。Ｐ３８
丝裂原活化蛋白激酶（Ｐ３８）是 ＭＡＰＫ家族的一个重
要成员，因其在炎症、组织纤维化等过程的调控作用

成为近年来肺损伤的研究热点。国外学者 Ｃａｒｖａｌｈｏ
等［１］用Ｈ２Ｏ２持续刺激肺泡Ⅱ型上皮细胞（ＡＥＣ
Ⅱ），发现 Ｐ３８的活化。Ｙｕｍｏｔｏ等［２］发现 Ｐ３８可调
控中性粒细胞的移行、渗出等炎性反应过程。Ｔｕｄ
ｈｏｐｅ等［３］发现，肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白介素６
（ＩＬ６）、白介素８（ＩＬ８）等细胞因子的释放有赖于

Ｐ３８的磷酸化。Ｅｌｋｉｎｇｔｏｎ等［４］在研究肺结核的实验

中发现Ｐ３８的磷酸化，能促进ＴＮＦα和Ｇ蛋白联合
受体信号通路的协同作用，从而促进基质金属蛋白

酶１（ＭＭＰ１）上调和基质金属蛋白酶抑制因子１
（ＴＩＭＰ１）下调，说明Ｐ３８是调节肺基质降解的关键
位点。本实验通过建立新生ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大
鼠高氧肺损伤模型并检测肺组织 Ｐ３８的活化以及
ＭＭＰ２ｍＲＮＡ的表达，探讨 Ｐ３８是否参与 ＭＭＰ２
ｍＲＮＡ的表达的调控，从而为临床治疗支气管肺发
育不良探寻新的靶点。
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１　材料与方法

１．１　材料
３～５ｄ新生ＳＤ大鼠３６只，体重９～１０ｇ，雌雄

不限，由上海斯莱克实验动物公司提供。实验试剂

包括 Ｐ３８兔抗鼠多抗（美国 ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ公司），
ＧＡＰＤＨ、羊抗兔 ＩｇＧ（上海联科生物技术有限公
司），ＴＲＩｚｏｌ（ＲｅａｇｅｎｔＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＭＭＬＶ逆转
录酶（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），ＲＮａｓｅ（ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司），ＳＢ２０３５８０（Ｓｉｇｍａ公司）。
１．２　方法
１．２．１　实验分组　　新生 ＳＤ大鼠３６只，随机分
为空气组、高氧组（高氧 ＋生理盐水）和干预组（高
氧＋ＳＢ２０３５８０），每组１２只。将高氧组和干预组实
验动物放于氧箱中，保持箱内氧气浓度为 ９０％ ～
９５％，每日更换垫料和食物，每１２ｈ将母鼠置于空
气中１ｈ，减轻高氧对母鼠的影响，防止其护理能力
的下降［５］；空气组置于空气中。干预组每日同一时

间点尾静脉注射ＳＢ２０３５８０（特异性Ｐ３８磷酸化抑制
剂，０．５ｍｇ／ｋｇ），高氧组注射等量的生理盐水。各组
分别在实验第３天和第７天处死６只动物，观测相
应的实验指标。

１．２．２　标本制备　　取３、７ｄ实验鼠，１％戊巴比
妥钠腹腔注射麻醉，腹主动脉放血处死。取鼠右肺，

－８０℃冻存，用于Ｐ３８和ＭＭＰ２的检测。左肺４％
多聚甲醛中固定，２４ｈ后石蜡包埋，５μｍ切片，用于
常规苏木精－伊红染色，观察肺组织病理学变化，拍
照存档。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织中 Ｐ３８的活化　　
裂解肺组织提取蛋白，按每泳道加总蛋白５０μｇ进行
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，半干式电转移至硝酸纤维素滤
膜上，室温封闭２ｈ后，加入相应的兔抗磷酸化 Ｐ３８
（１∶１０００）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，加入相应的
辣根过氧化物酶标记的二抗（１∶２０００），ＥＣＬ增强化学
发光显色系统显色５ｓ～５ｍｉｎ。以ＧＡＰＤＨ表达水平
对上样量一致性进行评估。应用ＧＤＳ８０００型凝胶成
像分析系统进行扫描并进行半定量分析。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测肺组织中 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ含量

　　（１）按总ＲＮＡ提取试剂说明书操作。ＴＲＩｚｏｌ提
取总ＲＮＡ。（２）逆转录合成互补ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）第一
链。（３）ＰＣＲ扩增。ＭＭＰ２（２５０ｂｐ）：上游：５′
ＧＧＡＡＧＣＡＴＣＡＡＡＴＣＧＧＡＣＴＧ３′，下游：５′ＧＧＧＣＧＧ
ＧＡＧＡＡＡＧＴＡＧＣＡ３′；ＧＡＰＤＨ（５９５ｂｐ）：上 游 ５′
ＣＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴ３′下 游 ５′ＡＧＧＧＧＣ
ＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′。扩增条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；
９４℃变性４５ｓ，６０．５℃ 退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共
２８个循环；最后７２℃再延伸７ｍｉｎ。（４）产物分析：扩
增产物经２％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，用Ｋｏ
ｄａｋ１Ｄ型凝胶成像系统及分析系统进行电泳条带分
析。目标产物ｍＲＮＡ表达水平以其与 ＧＡＰＤＨ的相
对表达量来计算。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比
较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ
检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组肺组织病理变化
空气组肺组织结构完整，较少炎症细胞浸润，各

时间点无明显差异。高氧组暴露３ｄ，光镜下可见肺
毛细血管扩张、充血，炎症细胞浸润，部分肺泡腔可

见粉色渗出液，肺间隔断裂，肺泡腔扩大；高氧组暴

露７ｄ，炎性渗出、肺水肿、肺出血较前更加明显，部
分肺间隔增宽变形。给予 ＳＢ２０３５８０处理后，炎症
病理变化明显减轻。见图１。
２．２　肺组织Ｐ３８的活化

三组比较，肺组织 Ｐ３８的表达在第 ３天和第
７天差异均有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。其中高氧组
Ｐ３８的活化较空气组和干预组均升高（Ｐ＜０．０１）。
见表１、图２。
２．３　肺组织ＭＭＰ２ｍＲＮＡ的表达

三组比较，肺组织 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ的表达在第
３天和第７天差异均有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。其
中高氧组ＭＭＰ２ｍＲＮＡ的表达较空气组和干预组
均升高（Ｐ＜０．０１）。见表２、图３。
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　　图１　各组肺组织病理变化（苏木精－伊红染色，×１００）　空气组肺组织结构完整，较少炎症细胞浸润。高氧３ｄ组肺毛细
血管扩张、充血，炎症细胞浸润，部分肺泡腔可见粉色渗出液，肺间隔断裂，肺泡腔扩大；高氧７ｄ组炎性渗出、肺水肿、肺出血较高氧

３ｄ组更加明显，部分肺间隔增宽变形。相同时间点干预组炎症病理变化较高氧组明显减轻。

表１　肺组织中Ｐ３８的活化　（ｘ±ｓ）

组别 例数 第３天 第７天

空气组 ６ ０．６３０±０．０２０ ０．６６０±０．０３０
高氧组 ６ １．５１０±０．１６０ａ ２．０００±０．１８０ａ

干预组 ６ ０．９４０±０．０５０ｂ １．３２０±０．０８０ｂ

Ｆ值 １２３．８３５ ２０５．４０７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与空气组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与高氧组比较，Ｐ＜０．０１

表２　肺组织ＭＭＰ２ｍＲＮＡ的变化　（ｘ±ｓ）

组别 例数 第３天 第７天

空气组 ６ １．６８０±０．０９０ ０．４９０±０．０３０
高氧组 ６ ３．４３０±０．３２０ａ １．１５０±０．１３０ａ

干预组 ６ ２．１００±０．０９０ｂ ０．６２０±０．０３０ｂ

Ｆ值 １２７．３５３ １１７．１２７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与空气组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与干预组比较，Ｐ＜０．０１
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　　图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织 Ｐ３８的活化（ｎ＝６）　
１：空气３ｄ组；２：高氧３ｄ组；３：空气７ｄ组；４：高氧７ｄ组；５：干预

３ｄ组；６：干预７ｄ组。
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　　图 ３　ＲＴＰＣＲ检测肺组织 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ的表达
（ｎ＝６）　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：空气３ｄ组；２：高氧３ｄ组；３：干预３ｄ组；
４：空气７ｄ组；５：高氧７ｄ组；６：干预７ｄ组。

３　讨论

Ｐ３８是细胞内的一类丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，
它存在于大多数细胞内，是真核细胞转导细胞外信号

到细胞内，引起细胞内反应的一类重要信号系统［６］。

肺组织在长时间高氧暴露下，氧化／抗氧化系统易出
现失衡，导致活性氧（ＲＯＳ）在细胞内大量累积，ＲＯＳ
可作为第二信使通过改变细胞内氧化还原状态激活

Ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导通路［１］。Ｒｏｍａｓｈｋｏ等［７］用

２５０μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２刺激 ＭＬＥ１２细胞株，可见 Ｐ３８
的磷酸化，并能被特异性的Ｐ３８抑制剂ＳＢ２０３５８０抑
制。Ｓｉｇａｕｄ等［８］用Ｈ２Ｏ２以１～１０ｍｍｏｌ／ｈ的速度持
续刺激ＡＴⅡ细胞，使细胞内ＲＯＳ水平增加２～３倍，也
发现Ｐ３８的活化。Ｋｕｏ等［９］也在吸烟诱导肺损伤的

实验中发现，吸烟诱导ＲＯＳ的产生，活化Ｐ３８ＭＡＰＫ
ＪｕｎＦａｓＬ通路，诱导肺组织的炎症和凋亡。本实验中
新生大鼠持续高氧吸入，病理结果符合ＢＰＤ改变［１０］，

实验结果显示高氧组新生大鼠肺组织Ｐ３８的活化明
显增强，干预组Ｐ３８的活化水平较高氧组降低，说明
·５８３·
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高氧暴露可激活肺组织Ｐ３８ＭＡＰＫ通路，此过程可被
Ｐ３８磷酸化抑制剂ＳＢ２０３５８０部分抑制。

近年来的研究表明，基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）
的过度表达及与基质金属蛋白酶特异性组织抑制剂

（ＴＩＭＰｓ）表达之间的失衡等在高氧肺损伤的发展及
转归中发挥重要的作用：在肺泡化早期，需要 ＭＭＰｓ
较高水平表达，促使细胞外基质（ＥＣＭ）成分适当降
解，以利于基底膜的变薄，同时通过促进肺泡Ⅱ型上
皮细胞的迁移以及向肺泡Ⅰ型上皮细胞分化并覆盖
新形成的肺泡间隔，扩大呼吸膜内表面积。而在肺

泡化后期，随着肺泡分隔形成的结束，适当下调

ＭＭＰｓ的表达，上调ＴＩＭＰｓ的表达，则有益于肺泡结
构和功能的维持与稳定［１１］。而 Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通
路在以上的病理过程中可能发挥了重要的调控作

用。Ｅｌｋｉｎｇｔｏｎ等［４］在研究肺结核空洞形成机制的

实验中发现，感染结核杆菌的单核细胞条件培养基

（ＣｏＭＴｂ）可上调肺泡上皮细胞上 ＭＭＰ１启动子的
所活性，促进其基因表达及蛋白分泌，同时可以抑制

ＴＩＭＰ１的分泌，促进基质降解，推测其机制是
ＣｏＭＴｂ诱导 Ｐ３８的磷酸化，而 Ｐ３８的活化可促进
ＴＮＦα和Ｇ蛋白联合受体信号通路的协同作用，从而
促进ＭＭＰ１上调和ＴＩＭＰ１下调，说明Ｐ３８是调节肺
基质降解的关键位点。Ｐｉｌｌｉｎｇｅｒ等［１２］也证实胃上皮

细胞上 ＭＭＰ１３的合成有 Ｐ３８的参与调控。Ｐａｒｋ
等［１３］观察了体外实验中聚丙烯酸甲酯（ＰＭＡ）刺激
Ｄ５４人成胶质细胞瘤细胞系后，ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ的表达
与肿瘤扩散的情况，结果显示 ＰＭＡ是通过激活 Ｐ３８
ＭＡＰＫ信号通路，使Ｄ５４细胞中ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ的表达
失衡，造成ＥＣＭ重建失败，肿瘤扩散。Ｎｅｅ等［１４］在体

外实验中，观察了ＴＮＦα和ＩＬ１β对肾近曲小管细胞
中ＭＭＰ９和ＴＩＭＰ１的调控作用，发现ＴＮＦα能诱导
剂量依赖性 ＭＭＰ９的表达上调，而 ＩＬ１β对这种
ＭＭＰ９的上调有抑制作用，并通过对ＭＡＰＫｓ的免疫
印迹分析提示Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路参与上述调节作
用。本实验中高氧组 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ的表达水平明
显升高，而干预组ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达水平较高氧组
降低，说明 Ｐ３８的磷酸化被部分抑制后，ＭＭＰ２
ｍＲＮＡ的表达水平降低，提示Ｐ３８可能参与了ＭＭＰ
２ｍＲＮＡ表达的调控。Ｐ３８调控 ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ的表
达不是单一的生物学行为，而是一个复杂的调控网

络，其结果具有细胞类型依赖型、Ｐ３８活化时间及强
度依赖性等，其调控的详细机制、对肺损伤的保护作

用目前尚未完全清楚，有待进一步的研究。
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