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1E\丝裂素活化蛋白激酶在幼鼠高氧肺损伤模型中的表达及作用
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&&!摘&要"&目的&近年来的研究证实 0F@ 丝裂素活化蛋白激酶%0F@9L1i&在多种因素诱导的肺损伤中发挥

着重要的调控作用#但其在高氧肺损伤中的表达和作用尚不明了) 该文通过建立幼鼠高氧肺损伤模型来研究

0F@9L1i在该模型中的表达及作用) 方法&%$c氧气暴露建立幼年 K)A-34大鼠高氧肺损伤模型#用免疫组化和

蛋白质免疫印迹法观察 0F@9L1i在肺组织中的分布和表达#用 [U8VQ法观察肺组织的细胞凋亡指数#并同时观

察 0F@9L1i抑制剂 EI#$F"@$ 对肺组织细胞凋亡的影响) 结果&高氧暴露后肺组织磷酸化 0F@9L1i蛋白表达明

显增强#主要分布于肺泡上皮细胞*气道上皮细胞*血管内皮细胞*浸润炎症细胞) 同时肺凋亡指数明显增加) 使

用 EI#$F"@$ 抑制了 0F@9L1i活性的上升#同时降低了肺凋亡指数) 结论& 高氧诱导的急性肺损伤模型中#磷酸

化的 0F@9L1i表达增加#并表达于肺内多种细胞#可能起促凋亡作用)

!中国当代儿科杂志#@AAB#CC$D%&E\B FEB@"

!关&键&词"&0F@ 丝裂素活化蛋白激酶$高氧症$肺损伤$幼鼠

!中图分类号"&;eFF&&!文献标识码"&L&&!文章编号"&!$$@ e@@F$%#$$%&$" e$F@% e$H
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&&8+-'$%/'' 9+6)/'0:)&E,/.4.A.34<( (3AA(,]* -(3-0F@ /)-,J.*R3<-)=3-.2 04,-.)* a)*3A.% 0F@9L1i& 063:A

)/0,4-3*-4,6.A)* 6C*J)* Ĉ4).A)*2C<.2 ?:=34),CAN3<-,4A7D-A.\04.AA),* 3*2 4,6.)* (:0.4,\)3R)*2C<.2 6C*J)* Ĉ4:4./3)*A

C*a*,]*7[()AA-C2:)*=.A-)J3-.2 -(..\04.AA),* 3*2 4,6.,N0F@9L1i)* (:0.4,\)3R)*2C<.2 6C*J)* Ĉ4:̂C=.*)6.43-/,2.67

;)'3*4-&T:0.4,\)3R)*2C<.2 6C*J)* Ĉ4:43-/,2.6]3A04.034.2 ?:%$c Z

#

.\0,AC4.7[(.6,<3-),* 3*2 .\04.AA),* ,N

0F@9L1i)* 6C*J-)AAC.A].4.2.-.<-.2 ?:)//C*,()A-,<(./)A-4:3*2 K.A-.4* ?6,-4.A0.<-)=.6:7L0,0-,A)A)*2.\,N6C*J

]3A.=36C3-.2 ?:[U8VQ-.<(*)WC.7[(..NN.<-,NEI#$F"@$# 30F@9L1i)*()?)-,4# ,* -(.30,0-,A)A)*2.\,N6C*J]3A

,?A.4=.27<)-7.'-&[(..\04.AA),* ,N0(,A0(,R0F@9L1i)*<4.3A.2 ,?=),CA6:3N-.4(:0.4,\)371,A)-)=.0(,A0(,R0F@9L1i

<.66A].4./3)*6:2)A-4)?C-.2 )* -(.36=.,634# 3)4]3:.0)-(.6)36<.66A# 0C6/,*34:=3A<C634.*2,-(.6)C/<.66A3*2 )*N)6-43-)=.

)*N63//3-,4:<.66A7[(.30,0-,A)A)*2.\,N6C*J36A,A)J*)N)<3*-6:.6.=3-.27EI#$F"@$ )*()?)-.2 -(.3<-)=3-),* ,N0F@9L1i#

3*2 4.2C<.2 -(.30,0-,A)A)*2.\,N6C*J7=*"/.7-0*"-&[(.0(,A0(,R0F@9L1i)*<4.3A.2 3*2 ]3A.\04.AA.2 )* /3*:a)*2A

,N6C*J<.66A)* 6C*J)* Ĉ4:43-/,2.67D-/3:063:34,6.)* -(.)*2C<-),* ,N30,0-,A)A)* (:0.4,\)3R)*2C<.2 6C*J)* Ĉ4:7

!=30"> =*"')(1?)40%'$# @AAB# CC %D&'E\B FEB@"

&&H)2 ,*$4-'&0F@ /)-,J.*R3<-)=3-.2 04,-.)* a)*3A.$ T:0.4,\)3$ QC*J)* Ĉ4:$ +C=.*)6.43-A

&&氧疗是临床上抢救儿童呼吸衰竭危重症的方法

之一#然而持续高浓度用氧带来的氧化应激性肺损

伤即高氧肺损伤#将引起肺间质增生及肺纤维化#最

终导 致 慢 性 肺 部 疾 病 % <(4,*)<6C*J 2)A.3A.#

'Q>&

!! oF"

) 目前高氧肺损伤的具体机制尚不明确)

0F@ 丝裂素活化蛋白激酶%0F@9L1i&通路是近年

来备受关注的蛋白激酶通路) 已有实验证实#

0F@9L1i在多种因素诱导的肺损伤中具有重要作

用#但其在高氧肺损伤中的表达和作用尚不明了)

本研究探讨了急性高氧肺损伤后肺组织 0F@9L1i

的定位和表达#以及 0F@9L1i的激活在高氧诱导

的肺细胞凋亡中的作用#并以 0F@9L1i的抑制剂

EI#$F"@$ 处理幼鼠高氧肺损伤模型#观察其对肺组

织细胞凋亡的影响#以期研究 0F@9L1i在高氧肺

(%@F(
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损伤中的作用机制)

CQ材料与方法

C7CQ动物模型制备及标本收集

F 周龄 K)A-34大鼠#体质量 H$ o"$ J#雌雄不

限#由重庆医科大学实验动物中心提供) 取 F# 只以

数字随机法分为空气对照组和高氧暴露 !###F 2 组

%每组各 @ 只&) 高氧组置于有机玻璃氧仓中#持续

输入氧气%# Q_/)*&#连续行氧和 'Z

#

浓度监测#保

证氧浓度
#

%$c*'Z

#

浓度
$

"c) 空气对照组置于

同一室内空气中#两组环境温度控制在 #! o#"l #

湿度 Y$c oG$c) 于各对应时间点将各组动物腹

腔内注射 F7Fc水合氯醛麻醉后开胸#结扎右肺中

叶#右心室头皮针插管并剪开左心耳#以无菌生理盐

水进行肺循环灌注至双肺呈苍白色) 整体取出心肺

和气管#剥离肺#生理盐水漂洗干净#吸水纸拭干)

剪出结扎的右肺中叶#Hc甲醛固定##H ( 后石蜡包

埋#行肺组织免疫组化) 剩余肺置于 eG$l冰箱保

存待作免疫印迹法检测)

另取 #H 只以数字随机法分为空气对照组*高氧

暴露 F 2组和 0F@9L1i干预组%每组各 @ 只&) 空

气对照组置于室内空气中$高氧组置于有机玻璃氧

仓中#高氧暴露方法同上) 0F@9L1i干预组经尾静

脉注射 EI#$F"@$%$7" /J_aJ&一次#于药物注射 # (

后将大鼠置于高氧仓中) F 2 后同上方法处理各组

动物) 用右肺中叶行细胞凋亡检测#剩余肺作免疫

印迹法检测#由于实验动物的损伤最后得出的数据

为每组 Y 只)

C7@Q检测方法

!7#7!&二步法免疫组化检测磷酸化 0F@9L1i蛋

白的分布&&石蜡切片常规脱蜡#脱水$FcT

#

Z

#

去

离子水孵育 " o!$ /)*$浸入枸缘酸盐缓冲液微波加

热 ! o# 次#正常山羊血清封闭液封闭 #$ /)*) 磷酸

化 0F@ 多克隆抗体%比例为 !h"$$#购自美国 E)J/3

公司& Hl过夜) 辣根过氧化物标记羊抗兔 DJM

%!h! $$$&#FGl孵育 #$ /)*) >LI显色#苏木素复

染#封片) 胞核和_或胞浆呈现棕黄色为阳性细胞)

!7#7#&免疫印迹法检测肺组织磷酸化 0F@9L1i

蛋白含量&&采用改良 ;D1L缓冲液规提取各组织

中蛋白质#I'L比色法测定所提取蛋白的浓度) 各

组蛋白取样 !$$

!

J进行 E>ER1LMV电泳#电转移至

15>B膜) 以封闭缓冲液室温封闭 ! (#磷酸化 0F@

%!h! $$$&Hl孵育过夜#二抗%!h# "$$&孵育 ! (#

V'Q显色) 用PC3*-)-:Z*.'(./)>,<n;E图像采集

系统及分析软件%美国I),R;32公司&对蛋白条带进

行分析处理#蛋白含量用目的条带校正容积%L2R

=̂,6C/.&_ML1>T校正容积%L2 =̂,6C/.&表示)

!7#7F&[U8VQ法检测肺组织的细胞凋亡&&

[U8VQ分析试剂盒购自德国 ;,<(.公司) 将甲醛

固定的肺组织切片脱蜡*水化后#用蛋白酶 i工作

液%购自美国 E)J/3公司&室温下消化 #$ /)*#随后

滴加[U8VQ反应混合液#于 FGl反应 ! ( 后#滴加

转化物 1Z>#FGl反应 F$ /)*#用二甲基联苯胺

%>LI&染色) 苏木精复染#封片#拍照) 细胞核棕

黄色染色为阳性细胞) 在 H$$ 倍光镜下以随机数字

表法随机观察 " 个视野#记数每个视野的凋亡指数

%阳性细胞数_总细胞数g!$$c&)

C7EQ统计学分析

实验数据以均数 b标准差%Hb<&表示#E1EE

!F7$ 统计软件进行统计学分析#多样本均数比较用

单因素方差分析#组间差别比较采用最小显著差 6

检验)

@Q实验结果

@TCQ磷酸化1E\;8?H蛋白在肺组织的分布

免疫组化结果显示'空气对照组有少量磷酸化

0F@9L1i阳性表达#主要见于肺泡上皮细胞及气道

上皮细胞#高氧暴露组则阳性细胞明显增多#广泛分

布肺泡上皮细胞*气道上皮细胞*血管内皮细胞*浸

润炎症细胞#胞浆和胞核均有表达%图 !&)

图 CQ高氧暴露不同时间后磷酸化1E\;8?H蛋白在肺组织的分布$ VWAA%

&L'空气对照组有少量磷酸化 0F@9L1i阳性表达#

主要见于肺泡上皮细胞及气道上皮细胞) I*'*>分别为高氧暴露 !*#*F 2组#磷酸化 0F@9L1i阳性细胞明显增多#广泛分布于肺泡上皮细胞*气

道上皮细胞*血管内皮细胞*浸润炎症细胞#胞浆和胞核均有表达)

&

'肺泡上皮细胞$ '支气管上皮细胞$

'

'血管内皮细胞$ '巨噬细胞

($%F(
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@T@Q免疫印迹法检测肺组织磷酸化 1E\;8?H蛋

白的表达情况

幼鼠暴露于高氧不同时间后#磷酸化 0F@9L1i

免疫印迹法的检测结果中可见空气对照组有浅淡的

磷酸化 0F@9L1i蛋白条带表达#高氧暴露 ! 2#磷

酸化 0F@ 蛋白表达即明显增强#和空气对照组比较#

差异有显著性%0d$7$"&) 高氧暴露 # 2 蛋白表达

达高峰#高氧暴露 F 2蛋白表达有所下降#但仍强于

空气对照组%图 ##表 !&)

!"# !"#$%&'

(%&)*

+,-')

./-')

% 0 1 )

&图 @Q肺组织磷酸化1E\;8?H蛋白的表达Q

8'空气对照

组$J'高氧暴露 ! 2组$ ='高氧暴露 # 2组$ U'高氧暴露 F 2组

&&表 CQ肺组织磷酸化1E\;8?H蛋白表达的变化

%Hb<&

分组 鼠数 磷酸化 0F@9L1i

空气对照组 Y $7!$ b$7$H

高氧暴露 ! 2组 Y

$7#! b$7$H

3

高氧暴露 # 2组 Y

$7"% b$7$Y

3

高氧暴露 F 2组 Y

$7F@ b$7$"

3

&&3'与空气对照组比较#0d$7$"

不同处理组幼鼠磷酸化 0F@9L1i表达的免疫

印迹法检测中空气对照组可见浅淡的磷酸化

0F@9L1i蛋白条带表达#高氧暴露 F 2#磷酸化

0F@9L1i蛋白表达明显增加) 而 EI#$F"@$ 干预组

磷酸化 0F@ 蛋白表达较高氧暴露 F 2 组明显降低

%图 F#表 #&)

@TEQ肺组织细胞凋亡的变化

由表 # 可见#高氧暴露 F 2 组肺组织细胞凋亡

指数明显高于空气暴露组#两者比较差异有显著性

意义%0d$7$"&) EI#$F"@$ 干预后#肺细胞凋亡指

数较高氧暴露 F 2 组明显降低#差异有显著性意义

%0d$7$"&)

!"# !"#$%&'

(%&)*

+,-')

./-')

% 0 1

&&图 EQ不同处理组肺组织磷酸化 1E\;8?H的表达Q

8'空气对照组$ J'高氧暴露 F 2组$ ='EI#$F"@$ 干预组

&&表 @Q不同处理组肺组织磷酸化 1E\;8?H表达及细

胞凋亡指数的变化
%Hb<&

组别 鼠数 磷酸化 0F@9L1i 细胞凋亡指数%c&

空气对照组 Y $7!! b$7$F @7%H b#7!$

高氧暴露组 Y

$7H! b$7$"

3

"$7#Y bY7G$

3

0F@9L1i干预组 Y

$7#Y b$7$F

?

FH7$! bG7F"

?

&3'与空气对照组比较#0d$7$"$ ?'与高氧暴露组比较#0d$7$"

EQ讨论

0F@9L1i蛋白是丝裂原活化蛋白激酶家族的

一个重要成员#是 T3* 等!H"于 !%%F 年发现的#由

FY$ 个氨基酸组成的分子量为 F@ a>的蛋白) 各种

细胞外信号%活性氧*细菌内毒素脂多糖*紫外线*

高渗*炎症介质等&均能激活 0F@9L1i通路) 激活

的 0F@9L1i由细胞浆转移至细胞核内#通过调节

效应基因的表达#介导细胞分化*存活*死亡*炎症反

应等多种细胞生物学反应!""

) 体外实验表明

0F@9L1i通路参与了高氧刺激诱导的多种细胞多

种生物学行为的调控!Y o@"

#而 0F@9L1i在高氧诱导

的肺损伤过程中的在体水平研究少见报道#在大体

组织中涉及的细胞类型和发生阶段还不十分明确)

故本实验通过建立高氧肺损伤模型#应用免疫组化

和免疫印迹技术#从蛋白定位及蛋白表达水平两个

方面观察了 0F@9L1i信号蛋白在肺组织中的在体

表达水平) 我们发现#高氧暴露 ! 2#肺组织的

0F@9L1i活性迅速升高#于第 # 天达到高峰# 第 F

天活性有所下降# 但仍高于基础值) 活化的

0F@9L1i蛋白广泛分布于肺泡上皮细胞*气道上皮

细胞*血管内皮细胞及浸润炎症细胞#提示高氧可以

刺激 0F@9L1i信号活化#且 0F@9L1i的激活发生

于肺内多种细胞#各种不同细胞来源的 0F@9L1i

信号的活化共同参与了幼鼠高氧肺损伤的发生)

细胞凋亡是生物体细胞普遍存在的生理性死亡

过程#它在调节生物细胞群数量上起着和有丝分裂

互补的作用) 近年来许多研究表明#肺组织细胞凋

亡与高氧肺损伤密切相关!% o!#"

) 目前认为高氧暴

露后的肺细胞凋亡可能是机体对高氧刺激的一种应

激反应#主要用于清除肺损伤后过多的肺上皮干细

胞和受损的肺泡上皮细胞#以维持机体内环境稳定#

限制炎症反应!!F"

#使肺结构恢复正常) 但过度的凋

亡将不利于肺组织的重塑和炎症的清除#另外#还可

能引起肺纤维化!!H#!""

) 高氧诱导的肺细胞凋亡可

能包括内源性通路和外源性通路两类#多种信号分

子参与细胞凋亡过程及其调控#0F@9L1i信号蛋白

(!%F(
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是其中重要的一种信号分子) 目前在体外实验#氧

化刺激诱导的细胞凋亡中 0F@9L1i通路所发挥的

作用尚不明确) 一些学者认为是诱导凋亡!Y"

#而另

外一些学者则认为是拮抗凋亡!!Y"

) 以上相互矛盾

的结果可能和氧化刺激的浓度*作用时间*作用频率

有关#也可能和被刺激细胞的 L[1水平*细胞类型

有关) 本实验发现#高氧 F 2 组的肺凋亡指数较空

气对照组明显增加) 表明高氧可以诱导幼鼠肺组织

的细胞凋亡) 而应用 0F@9L1i的抑制剂 EI#$F"@$

干预后发现#EI#$F"@$ 对高氧暴露后 0F@9L1i的

表达有抑制作用#且 EI#$F"@$ 干预组的肺凋亡指

数明显降低) 这一结果表明 0F@9L1i信号的激活

可以调控高氧诱导的肺组织细胞凋亡#可能起促凋

亡作用)
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