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%%!摘%要"%目的%肺泡上皮损伤是慢性肺疾病(&QT)主要病理改变之一#W+[@< 基因是在肺发育过程中表达

强烈的基因之一% 该文探讨高浓度氧致新生鼠肺损伤时肺泡上皮损伤及修复能力#研究W+[@< 在这一损伤中的动

态表达规律及其与前者的关系% 方法%建立高氧诱导新生鼠 &QT模型# 8# 只早产鼠被随机分为实验组及对照

组#分别应用免疫组化及;EC0&;技术测定肺组织 W+[@<#A0&#=t0< 蛋白及 .;7=表达% 结果%实验组肺组织

W+[@< 表达 B 1后逐渐减少,高氧肺损伤 A0&: 1 表达明显减少#B 1 后开始增多#!> 1$"! 1 明显高于对照组,而

=t0<随着肺损伤加重表达量进行性下降% 结论% 高氧肺损伤新生鼠肺泡上皮细胞损伤明显#根据 A0&#=t0< 表

达结果提示O型肺泡上皮细胞(=P&O)损伤更甚且未得到正常修复#OO型肺泡上皮细胞(=P&OO)虽然数量有所增加

但其分化转化能力明显下降#而 W+[@< 表达量减少可能致使大量的=P&OO失去了分化为=P&O的功能%

!中国当代儿科杂志##EEI#!!$!%&G! HGG"

!关%键%词"%W+[@<,A0&,=t0<,慢性肺疾病,肺泡上皮细胞,大鼠

!中图分类号"%;9::%%!文献标识码"%=%%!文章编号"%!##8 988:#("##$)#! 9##<! 9#<

O<6&2**,')'3]'<T<# =%>/)8?̀ %< ,))2')/+/0&/+*9,+77462&'<,/M,)81-28-7&'M

),-01)( 8,*2/*2

6+K2%# S+'%3)&7(3# 6+#6%)&1,)-L12;3<=>2)=,?92E%3=<%CG# .2C,)E 4??%@%3=2E 7,G;%=3@# :D%)3 52E%C3@+)%H2<G%=A#

.D2)A3)- !!###># :D%)3 (6(26&1# #>3%@& VEV(2̂ !?:LC,>)

%%?:*+&/-+& @:A2-+,.2%=5J-+523-/(,'-5(R.(./2(3.-),(L+)-+U/2,'+5+M(I25I'2)M-L2LL+I(2,-1 (̀,' I'3+)(I5R)M

1(L-2L-(&QT)6W+[K< (L+)-+U,'-U-̀ '+.-+K+[M-)-LL,3+)M5N-[/3-LL-1 () ,'-1-J-5+/()M5R)M6E'(LL,R1N()J-L,(M2,-1

,'--[/3-LL(+) +UW+[@<# A0&2)1 =t0< () 32,L (̀,' &QT() +31-3,+-[/5+3-,'-3+5-+UW+[KC< () (./2(3.-),2)1

3-/232,(+) +U25J-+523-/(,'-5(R.6B2+7'8*%P(M',N)-+)2,2532,L̀ -3-32)1+.5N-[/+L-1 ,+'N/-3+[(2(.+1-5M3+R/ ) +3,+

3++.2(3(I+),3+5M3+R/) () h># -2I')6E'-&QT.+1-5̀2L()1RI-1 KN'N/-3+[(2-[/+LR3-6E'--[/3-LL(+) +UW+[@<#

A0&2)1 =t0< /3+,-() 2)1 .;7=() ,'-5R)M,(LLR-̀ 2L1-,-I,-1 KN(..R)+'(L,+I'-.(L,3N2)1 ;EC0&;!# :# B# !> 2)1

"! 12NL2U,-3-[/+LR3-6C2*10+*%O) ,'-.+1-5M3+R/ W+[@< -[/3-LL(+) L(M)(U(I2),5N1-I3-2L-1 B# !> 2)1 "! 12NL2U,-3

'N/-3+[(2-[/+LR3-6A0&-[/3-LL(+) 1-I3-2L-1 : 12NL2U,-3'N/-3+[(2-[/+LR3-KR,()I3-2L-1 L(M)(U(I2),5NB# !> 2)1 "!

12NL2U,-3'N/-3+[(2-[/+LR3-2LI+./23-1 ,+,'-I+),3+5M3+R/6=t0< -[/3-LL(+) 2̀L/3+M3-LL(J-5N3-1RI-1 (̀,' /3+5+)M-1

'N/-3+[(2-[/+LR3-6>')-01*,')*%WN/-3+[(2-[/+LR3-.2N5-21 ,+25J-+523-/(,'-5(25I-55(=P&) 12.2M-() )-+)2,2532,L6

E'-()I3-2L-1 A0&-[/3-LL(+) 2)1 1-I3-2L-1 =t0< -[/3-LL(+) LRMM-L,-1 ,'2,,'-2K(5(,N+U1(UU-3-),(2,(+) 2)1 ,32)LU+3.2,(+)

+U=P&OO(),+=P&O1-I3-2L-1 () )-+)2,2532,L̀ (,' &QT6E'-1-I3-2L-1 W+[@< -[/3-LL(+) U+55+̀()M'N/-3+[(2-[/+LR3-

.(M',I+),3(KR,-,+21-I3-2L-1 2K(5(,N+U1(UU-3-),(2,(+) +U=P&OO6 !>7,)D >')+256%28,/+&# #EEI# !! (!)&G! HGG"

%%J24 9'&8*&%W+[@<, A0&, =t0<, &'3+)(I5R)M1(L-2L-, =5J-+523-/(,'-5(25I-55, ;2,L

%%随着极低体重儿抢救成活率的提高#其慢性肺

疾病(&QT)的发生率有逐渐上升的趋势#虽发病机

制及病理过程尚未完全清楚#但吸入高浓度氧已被

认为是早产儿 &QT发生的最常见原因和最危险因

素% 肺泡上皮细胞损伤和晚期肺纤维化是 &QT主

要病理特征#肺泡上皮细胞损伤后修复障碍是这一

病理改变的主要原因之一% W+[基因在包括人类的

很多物种中表达#这些基因首先在果蝇的立体结构

的发育中给予描述!!"

% 在 W+[基因中存在一个高

度保守的同源结构域基因#这个基因表达一种同源

结构域蛋白#这种同源结构域蛋白与T7=上一个特

殊的调控区域相结合#决定细胞的命运和组织结构%

大鼠W+[@< 位于 W+[K 簇的靠近中间的位置#它是

表达于发育中鼠肺中的几个 W+[基因中的一个#在

肺中表达的量仅次于脊髓!"#:"

% 大鼠胚胎 !>6< 1 之

前W+[@< 主要表达于支气管周围的间充质细胞#之

'!<'
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后在肺组织中表达的位置上不清楚!>"

% 生后W+[@<

同样在肺组织中大量表达#且在肺泡上皮细胞中也

有较多表达!: m<"

% 高氧肺损伤时 =P&OO向 =P&O转

化障碍是否也有该基因的参与尚不得知% 本实验建

立高氧新生鼠肺损伤模型应用免疫组织化学方法和

;EC0&;方法对 W+[@<#A0&#=t0< 检测#主要阐明

W+[K@< 变化与肺泡上皮细胞改变之间的关系%

!"材料与方法

!6!"实验动物

体重 ""< m"?< MD(L,23大鼠# 由我院实验动物

部提供# 雌雄交配# 以孕 "! m": 1 自然分娩的新生

大鼠为研究对象%

!6#"动物模型的制备

在生后 !" ' 内# 每窝鼠仔依据吸入氧浓度的

不同随机分为高氧实验组和空气对照组% 高氧组置

于氧箱中# 持续输入氧气#氧浓度维持在 8<b m

$#b# 每日用数字式测氧仪监测(美国 FGC"<GP

型)#用钙石灰吸收&F

"

# 使其浓度c#6<b( T2/-[

气体分析仪) #温度 "< m"?p# 湿度 ?#b mB#b#

每天开箱 #6< '# 喂水及饲料# 更换垫料# 与空气组

互换母鼠以避免母鼠因氧中毒而致护理能力降低,

空气组置于同一室内空气中( 氧浓度 "!b) # 饲养

条件与高氧组相同%

!6$"标本采集

于实验后 !# :# B# !># "! 1 分别从两组中各抽

取 8 只#腹腔注射 !#b水合氯醛麻醉(:## .MH_M)%

打开胸腔# 取下左肺浸泡于 >b多聚甲醛中固定#

石蜡包埋# 常规制备 >

$

.肺组织切片用于W+[@<#

=t0<#A0&蛋白的免疫组化分析, 分离右肺# 用冷

生理盐水洗净残血# 吸干水分# 98# p冷冻保存用

于W+[@<#=t0<#A0&的.;7=;EC0&;检测%

!6P"实验方法

!6>6!%W+[@< 蛋白免疫组织化学%%采用 A=@&

免疫组织化学方法#以 !n<# 稀释的兔抗大鼠W+[@<

抗体为一抗(购自 RLI)5(U-) # 按 A=@&方法染色#以

细胞浆或H和细胞核中有棕黄色颗粒沉着为阳性

细胞%

!6>6"%A0&蛋白免疫组织化学%%采用 A=@&免

疫组织化学方法#以 !n!?# 稀释的羊抗大鼠 A0&抗

体为一抗(购自 A2),2&3RV@(+,-I')+5+MN)#按 A=@&

方法染色#以细胞浆有棕黄色颗粒沉着为阳性细胞%

!6>6:%=t0< 蛋白免疫组织化学%%采用 A=@&免

疫组织化学方法#以 !n"## 稀释的羊抗大鼠 =t0<

抗体为一抗 (购自 A2),2&3RV@(+,-I')+5+MN)# 按

A=@&方法染色#以细胞膜和细胞浆有棕黄色颗粒

沉着为阳性细胞%

!6>6>%W+[@<"A0&"=t0< 免疫组化结果判定%%

应用美国 Z)(J-3L25O.2M()M0+3/+32,(+) 图像分析系

统# 应用G-,2G+3/'软件测定平均积分光密度值#

以检测阳性产物的强度% 平均积分光密度值越高#

其阳性反应产物表达强度越强#表明蛋白的含量越

高%

!6>6<%W+[@<&A0&&=t0<.;7=;EC0&;检测%%

总的.;7=从 !# 组共 8# 例标本中提取(每组 8

例)#采用;EC0&;技术% 以E;OiFQ提取总;7=#

逆转录合成 IT7=后进行 0&;扩增% 引物序列如

下&

0

C2I,()(内参照) 上游& <Y" \=EE\&&E&=\\

=&=EEE&E\":Y#下游& <YC\=EE\&E&=\\=&=E

EE&E\C:Y(?$# K/ ) % 0&;条件& $> p变性 : .()#

$> p >< L# <8 p ! .()# B" p ! .()#共 :< 个循环#

B" p延伸 B .()% W+[@< 上游&<YC\\\\&=\=&

E&&=&=\=EC:Y下游&<YC&=&EE&=E\&\=&\\

EE&C:Y(":B K/),A0&上游&<YC\&&EE&E&\E&\

E\\EE\C:Y#下游&<YC&=\&=&E\E\&&&EE&EEC

:Y(:#$ K/),=t0< 上游&<YCE\E\&E&&&EE\&&E

E&EC:Y#下游&<YC=\E==E\\&E\\=EE\=E\E\C

:Y("#?K/)% 0&;条件& $> p变性 : .()# $> p

># L# << p ! .()# B" p ! .()#共 :< 个循环# B" p

延伸 B .()% 扩增产物经 "b琼脂糖凝胶电泳#溴化

乙啶染色#紫外灯下观察结果% 以各监测指标与

0

C2I,() 扩增产物的光密度比值表示每个标本的相

对.;7=水平%

!6G"统计分析

应用 A0AA !#6# 统计软件进行统计学处理#所有

数据均以均数d标准差(VdG)表示#组间比较采用=

检验% 比较结果的差异性均以9c#6#< 为标准%

#"结果

#6!"肺组织形态学的改变$光镜%

空气对照组 !#: 1 均表现为肺泡样结构不规

则#肺泡腔小#肺泡间隔较厚,B m"! 1 肺泡结构逐

渐规整#大小较均匀#肺泡间隔变薄% 高氧实验组

! 1 时较对照组无明显改变,: 1 肺泡腔内有少许红

细胞渗出$肺泡间隔有炎性细胞浸润,B 1 时仍可见

出血$肺水肿$炎症细胞浸润$间质细胞增多#并出现

终末气腔扩张$肺分隔$肺泡数量减少,!> 1 时肺泡

腔明显增大#少数肺泡融合#肺泡数量进一步减少#

'"<'
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肺间质成纤维细胞明显增加,"! 1 正常肺泡结构消

失#数量明显减少#肺泡腔直径明显增大#肺分隔明

显减少#肺泡壁菲薄# 肺间质胶原沉积增加(图 !)%

#Z#"免疫组织化学检测 ]'<TG 蛋白'=%>蛋白'

?̀ %G 蛋白的表达

W+[@< 在新生鼠肺组织中主要表达肺泡上皮细

胞$支气管黏膜细胞和血管内皮细胞下% 对照组 !#

:#B 1表达强度逐渐增强并且在 B 1 时达到高峰#

!>#"! 1 表达稍有下降% 实验组 ! 1$: 1 表达量较

多#与对照组比较无明显差别#B 1$!> 1$"! 1 表达

明显下降与实验组差异存在显著性(9c#6#!)#见

图 " 及表 !%

A0&为OO型肺泡上皮细胞标志蛋白#实验组 : 1

明显低于对照组(9c#6#<)#! 1$B 1 无明显差异#!>

1$"! 1明显高于对照组(9c#6#<)#见图 :及表 "%

=t0< 为O型肺泡上皮细胞的标志蛋白#免疫组

化监测显示 ! 1$: 1 两组无差异#B 1$!>$"! 1 实验

组均低于对照组#差异有显著性(9c#6#<)#见图 >

及表 :%

#Z$"CLM%>C检测 ]'<TG'=%>'?̀ %G 5CV?表

达动态变化

W+[@< .;7=在新生鼠肺组织中表达#实验组

与对照组之间 ! 1$: 1 无明显差异#而 B 1$!> 1$

"! 1 差异有显著性(9c#6#<)#见表 >%

A0&.;7=的表达不呈直线改变#实验组与对

照组比较#: 1时明显减少#B 1$!> 1$"! 1 时其表达

有明显增多#且相对量多于对照组#两组间差异有显

著性(9c#6#<)#见表 <%

=t0< .;7=表达量实验组逐渐减少#!> 1$

"! 1 变化减缓,对照组逐渐增加且趋势平缓% 两组

间除 ! 1 外其他各组差异均存在显著性 (9c

#6#<)#见表 ?%

表 !"两组新生鼠肺组织中]'<TG 表达的平均积分光密度值变化
() h8# VdG)

分组
日龄(1)

! : B !> "!

对照组 !<6!# d>6:! !?6:8 d>6$" :?6B: d!#6!! ":6$< dB6#! "#6?$ d<6>!

实验组 !>6#$ d>6"! !B6:" d<6#!

!"6"> d:6$"

2

$6>? d"68:

2

?6:: d!6"!

2

%%2&与对照组比较# 9c#6#!

表 #"两组新生鼠肺组织中=%>表达的平均积分光密度值变化
() h8# VdG)

分组
日龄(1)

! : B !> "!

对照组 "6<" d#6<! :6#$ d#6?B :6"" d#6B? :6:! d#68! :6:< d#68"

实验组 "6>? d#6>8

!6": d#6!>

2

:6!" d#6B!

>6$$ d#6$?

2

?6:B d!6!"

2

%%2&与对照组比较# 9c#6#<

表 $"两组新生鼠肺组织中 ?̀ %G 表达的平均积分光密度值变化
() h8# VdG)

分组
日龄(1)

! : B !> "!

对照组 :6<8 d#6?$ :6$" d#68? >6>? d#6$B <6:" d!6!! <6B! d!6#"

实验组 :6?? d#6B" :68? d#68>

:6:< d#6B:

2

"6#? d#6"!

2

!6>: d#6:?

2

%%2&与对照组比较# 9c#6#<

表 P"两组新生鼠肺组织中]'<TG 5CV?表达水平的比较
() h8# VdG)

分组
日龄(1)

! : B !> "!

对照组 !6"B d#6#$ !6"$ d#6!# !6>< d#6!: !6<" d#6!" !6>$ d#6!<

实验组 !6:" d#6!! !6"? d#6!"

#6$" d#6#$

2

#6B! d#6#?

2

#6>! d#6#<

2

%%2&与对照组比较# 9c#6#<

表 G"两组新生鼠肺组织中=%>5CV?表达水平的比较
() h8# VdG)

分组
日龄(1)

! : B !> "!

对照组 !6"> d#6!" !6"B d#6!" !6"$ d#6!> !6"8 d#6!: !6:# d#6!:

实验组 !6"? d#6!:

#6>< d#6#?

2

!6:! d#6!!

2

!6>" d#6!<

2

!6<" d#6!>

2

%%2&与对照组比较# 9c#6#<

':<'
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%% 表 ^"两组新生鼠肺组织中 ?̀ %G5CV?表达水平的比较
() h8# VdG)

分组
日龄(1)

! : B !> "!

对照组 #6$: d#6#$ !6#" d#6!# !6!: d#6!! !6"# d#6!> !6!8 d#6!<

实验组 #6$> d#6!!

#688 d#6#8

2

#6?> d#6#B

2

#6<: d#6#<

2

#6<" d#6#?

2

%%2&与对照组比较# 9c#6#<

图 !"两组 #! 8肺组织病理图$ aPEE%*

?&实验组 "! 1

肺组织可见肺泡腔明显增大#肺泡融合#肺泡数量减少#肺泡壁显著

增厚#肺间质成纤维细胞明显增加,T&对照组 "! 1 肺组织可见肺泡

结构基本规整#小较均匀#肺泡间隔变薄%

图 #"两组 Y8肺组织 ]'<TG 蛋白表达$=?T>免疫组

化aPEE%*

(胞浆W胞核有棕黄色颗粒沉着即为阳性细胞) % ?&实

验组可见出血$肺水肿$炎症细胞浸润$间质细胞增多#并出现终末气

腔扩张$肺分隔$肺泡数量减少% W+[@< 蛋白在肺上皮细胞和支气管

上皮细胞表达减少% T&对照组肺组织可见肺泡结构逐渐规整#大小

逐渐均匀#肺泡间隔变薄% W+[@< 蛋白在上皮细胞大量表达%

图 $"两组 #! 8肺组织 =%>蛋白表达$=?T>免疫组

化aPEE% *

(胞浆有棕黄色颗粒沉着即为阳性细胞) % ?&实验组

"! 1肺组织 A0&蛋白在肺泡上皮细胞大量表达,T&对照组 "! 1肺组

织 A0&蛋白在肺泡上皮细胞正常表达%

图 P"两组 Y 8肺组织 ?̀ %G 蛋白表达$=?T>免疫组化

aPEE%*

(胞浆W胞膜有棕黄色颗粒沉着即为阳性细胞)% ?&实验

组 B 1肺组织 =t0< 蛋白在肺泡上皮细胞表达明显减少,T&对照组

B 1 肺组织=t0< 蛋白在肺泡上皮细胞正常表达%

$"讨论

新生鼠高氧肺损伤模型的成功建立对实验数据

的可信性提供了客观依据% 我们的数据显示高氧所

致肺损伤时 W+[@<#=t0<#A0&的变化还是很明显

的#这些数据的改变和肺损伤的严重程度相关%

=P&OO是上皮细胞的干细胞#其为立方状#起源于

胚胎期的多潜能干细胞% =P&OO能够产生表面活

性物质#并能按需求分化为=P&O#或者自身分化增

殖#修复受损肺泡上皮#在肺的生长$发育$损伤$修

复过程中发挥重要作用!?#B"

%

高氧肺损伤严重病理改变之一为肺泡损伤#

=t0< 作为 =P&O标志蛋白#其量表达多少代表

=P&O量的多少#本实验免疫组织化学测定蛋白表

达和;EC0&;测定 .;7=量均呈现下降趋势#并且

与对照组存在显著差异#这说明高氧致新生鼠肺损

伤时=P&O损伤坏死#细胞数量减少#从而使肺泡面

积减少#肺换气功能下降% 如果存在正常数量和正

常分化能力的 =P&OO条件合适时肺泡的修复是可

能完成的% A0&作为 =P&OO的标志蛋白客观反映

肺损伤时=P&OO的数量#根据 A0&免疫组织化学蛋

白检测和;EC0&;对其 .;7=测定结果#本实验实

验组肺损伤早期#=P&OO的数量稍有(: 1)减少(坏

死$凋亡)#之后=P&OO的数量逐渐增多(代偿性)#

并且增长速度超过对照组#肺损伤中后期其量超过

对照组% 然而#随着=P&OO数量的增多=P&O反而

减少#这说明=P&OO自我生长和增殖能力增强而向

=P&O分化能力明显下降#上皮修复障碍% 同时#

W+[@< 免疫组织化学蛋白检测结果表明实验组

W+[@< : 1时曾有一过性增高#随之迅速下降#基本

趋势为表达进行性减少,;EC0&;对其 .;7=测定#

此半定量结果显示 W+[@< 随着肺损伤的加重而减

少% W+[@< 表达的减少很可能是=P&O数量减少的

原因之一, =P&OO代偿性增多#W+[@< 表达量减少#

而W+[@< 较少的趋势和=P&O较少的趋势正相关#

本实验中W+[@< 基因可能参与了 =P&OO分化功能

的调控#也就是说 W+[@< 表达量减少致使大量的

=P&OO失去了分化为=P&O的功能%

'><'
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高氧致新生鼠肺损伤研究中我们发现#肺损伤

发生发展过程中有多种细胞因子或者他们的受体发

生改变#以往的研究集中在这些变化和肺损伤时肺

纤维化之间的关系% 而 W+[@< 表达减少却与肺泡

上皮细胞的损伤及修复障碍密切相关% E\S

0

! 在

肺发育中向来被认为起负调节作用#它在末梢肺组

织过度表达抑制正常肺的形成并且通过血管内皮细

胞生长因子 (水平下降)损害血管内皮!<"

% &'(C

)+N!$$8 年曾报道#E\S

0

! 使体外培养 : 1的肺组织

中W+[@< 的表达下调#这种W+[基因组织特异性抑

制机制尚不清楚% 信号传导通路是依赖于 A.21 家

族蛋白的% 另外#E\S

0

! 其他超家族中成员如

@G0> 在末梢肺组织中高度表达#可能抑制肺组织

中W+[基因的表达%

在肺泡上皮细胞的损伤修复中还有很多其他生

长因子和他们的受体参与#例如&上皮生长因子$血

小板活化生长因子 ==$成纤维细胞生长因子$角化

上皮细胞生长因子等!>#<#8#$"

% 到目前为止#这些生

长因子和他们的受体是如何和同源盒基因相互作用

影响肺泡上皮细胞的分化机制尚不清楚% 可能是

W+[@< 或者其他的W+[基因或者其他的转录因子在

肺发育的不同阶段调控肺泡对这些因子的反应% 这

种反应可能是通过生长因子和受体结合调控转录因

子下游的激活或者抑制基因% W+[@< 基因也可能改

变了生长因子受体的表达而该变生长因子作用的途

径% 当然还有很多别的基因参与了=P&OO分化#这

些基因与W+[@< 相作用可能影响到肺发育不同阶

段W+[@< 表达的位置和强度的不同% 例如& D),"#

@G0C>#AWW在肺组织末梢抑制的表达% W7S: 特

别是W+[=< 基因在肺泡上皮细胞发育时对 W+[@<

基因起协同作用!!#"

%

DR等!!!"在研究卵巢癌中基因甲基化时发现

W+[@< 基因等基因属于超甲基化基因% W-3L'_+

等!!""在对W+[=< 和W+[@< 基因甲基化在肺发育中

作用的研究中发现#这些基因甲基化的发生是有组

织特异性的#这种甲基化和基因的活性因组织的不

同而不同% 这可能也反映了 W+[基因在发育中所

起的特异性功能% 本研究中可能存在 W+[@< 基因

激活障碍#是否也与基因的甲基化有关还有待研究%

以前很多的研究集中在 W+[@< 基因和支气管

形态研究#本实验证实了该基因与肺泡上皮细胞的

分化和发育关系密切% 影响这一转化的可能原因是

W+[@< 基因表达的改变而改变了细胞间的信息交

流#使得细胞的转化障碍%

我们还观察到#W+[@< 表达的位置也很有特异

性#主要表达于肺泡的连接处和拐角处#而此处也是

=P&OO较多的部位!?"

#另外在支气管黏膜下和肺血

管表达也较多#该基因可能与肺损伤时支气管和血

管的损伤修复有关系%
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