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高氧和脂多糖诱导人胚肺成纤维细胞 8BT

:

b的动态表达

章晓婷!刘坚!余肖!宁琴!罗小平

"华中科技大学同济医学院附属同济医院儿科!湖北 武汉&>=""="$

&&!摘&要"&目的&近年研究表明$支气管肺发育不良的发生与宫内炎性因子暴露和出生后机械通气*高氧暴

露有着密切的联系% 该研究选取人胚肺成纤维细胞$模拟炎性暴露和高氧暴露环境$探讨高氧和脂多糖(6)0,0,T

6RS3::(34)2.$a1D)对人胚肺成纤维细胞核转录因子8BT

:

b表达的影响% 方法&<"K高氧$a1D(!"" *FG/a)及两者

同时刺激人胚肺成纤维细胞 "7#$!$$ 及 > ($用免疫细胞化学观察其亚基 0#" 及 0<# 的核转位$CIT1'C方法检测

8BT

:

b0#" 和 0<# /C8M% 结果&a1D 的直接刺激迅速诱导 0#" 及 0<# 的核转位$"7# ( 即可致 8BT

:

b迅速活化$

! ( 达到高峰$后逐渐下降#高氧刺激诱导 0#" 及 0<# 核转位$! (达高峰$之后迅速下降#高氧和a1D联合刺激 0#"

及 0<# 亚基核转位$在 $ (达高峰$然后缓慢下降% 但 > (时活化效应明显高于a1D组和高氧组% 结论&同时暴露

于高氧和a1D组人胚肺成纤维细胞中8BT

:

b的活化比单独暴露因素下活化更为显著$活化持续时间更长$提示暴

露于宫内炎性环境中的患儿生后又高氧G辅助通气更容易导致肺部疾病%

!中国当代儿科杂志#!""##$"$%%&PP$ 'PPG"

!关&键&词"&高氧#脂多糖#8BT

:

b#支气管肺发育不良#人胚肺# 成纤维细胞

!中图分类号"&C;==&&!文献标识码"&M&&!文章编号"&!""% ;%%="($""%)"# ;"<<! ;">
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>-F-G.J0/JJ)2)$ 1&.L%/*2 +*-*K)BH-CI/E;G-)*G).*F T)G%*/J/2I$ (&%.* >=""="$ 0%-*. ( 4&/,'!$ 8D.-J& NAJ&/NCP%?

CPD&?)F&?G*)

&& (<,/*6./& =<>-./01-& I(.2.O.6,0/.*-,Q\4,*:(,0P6/,*34R2RS063S)3(b1c) )S3--4)\P-.2 -,)*-43P-.4)*.

)*Q63//3-,4R3*2 0,S-*3-36/.:(3*):36O.*-)63-),* 3*2 (R0.4,Y)37I(.04.S.*-S-P2RU3S3)/.2 -,)*O.S-)F3-.-(..QQ.:-S,Q

6)0,0,6RS3::(34)2.(a1D) 3*2 (R0.4,Y)3.Y0,SP4.,* -(.*P:6.34Q3:-,4TH3003b(8BT

:

b) .Y04.SS),* )* (P/3* ./\4R,

6P*FQ)\4,\63S-S( _̂aBS) -* K-CB/7?-/9+:,&_)-(.4a1D (!"" *FG/a) ,4(R0.4,Y)3(<"K)$ ,43:,/\)*3-),* ,Q\,-(

U3S./06,R.2 -,S-)/P63-.:,*Q6P.*-̂ _aBS7MQ-.4"7#$ !$ $ 3*2 > (4S,QS-)/P63-),*$ -(.*P:6.34-43*S6,:3-),* ,Q-U,

SP\P*)-S0#" 3*2 0<# )* _̂aBSU3S2.-.:-.2 U)-( )//P*,:R-,:(./)S-4R7C.O.4S.-43*S:4)0-),* fP3*-)-3-)O.0,6R/.43S.

:(3)* 4.3:-),* (CIT1'C) U3SPS.2 -,/.3SP4./C8M.Y04.SS),* ,Q8BT

:

b0#" 3*2 0<#7@-,34/,&a1D ,4(R0.4,Y)3

S-)/P63-),* )*2P:.2 -(.*P:6.34-43*S6,:3-),* ,Q0#" 3*2 0<# 3-=" /)*P-.S,Q.Y0,SP4.7/C8M.Y04.SS),* ,Q8BT

:

b0#"

3*2 0<# 0.3H.2 3-! (43*2 -(.* F432P366R2.:4.3S.27MS-)/P63-),* ,Qa1D :,/\)*.2 U)-( (R0.4,Y)3)*2P:.2 -(.*P:6.34

-43*S6,:3-),* ,Q0#" 3*2 0<#78BT

:

b0#" 3*2 0<# /C8M.Y04.SS),* 0.3H.2 3-$ (4S,QS-)/P63-),* 3*2 -(.* 2.:4.3S.2

S6,U6R$ \P-U3SS)F*)Q):3*-6R()F(.4-(3* -(3-)* -(.a1D ,4(R0.4,Y)3S-)/P63-),* 36,*.F4,P0 > (4S3Q-.4S-)/P63-),*7

A+5.43,0+5,&b,-( a1D 3*2 (R0.4,Y)3.Y0,SP4.)*2P:.2 8BT

:

b3:-)O3-),* )* -(.̂ _aBS-* K-CB/7̂ R0.4,Y)3:,/\)*.2 U)-(

a1D )*2P:.2 3/,4.04,6,*F.2 2P43-),* ,Q8BT

:

b3:-)O3-),*7I()SSPFF.S-S-(3--(.)*2)O)2P36SU(,U.4.SP\i.:-.2 -,

)*-43P-.4)*.)*Q63//3-),* 3*2 0,S-*3-36(R0.4,Y)3.Y0,SP4.34./,4.OP6*.43\6.-,6P*F)*iP4R7

!A905B A+5/-2)C-:06/*$ !""#$ $" (%)&PP$ 'PPG"

&&D-8 ;+*:,&& R̂0.4,Y)3# a)0,0,6RS3::(34)2.# 8BTH3003b# b4,*:(,0P6/,*34R2RS063S)3# P̂/3* ./\4R,6P*F# B)T

\4,\63S-

&&核转录因子8BTH3003b(8BT

:

b)是可被多种刺

激因素强烈激活的一类核信号$它的活化可诱发大

量炎症相关因子的表达$在急慢性肺损伤的发病过

程中发挥着重要作用!!"

% 支气管肺发育不良(\4,*T

'!<<'
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:(,T0P6/,*34R2RS063S)3$ b1c)$是早产儿吸入高浓

度氧$机械通气治疗和肺部感染后最常见的合并症$

是一种常见慢性肺部疾病% 研究证明在急慢性肺损

伤后弥漫性肺泡损伤$成纤维细胞的增殖和肺纤维

化在肺的重建过程中具有特征性% 本文研究8BT

:

b

0#" 和 0<# 在高氧和内毒素的干预下体外培养的人

胚肺成纤维细胞中的动态表达$旨在探讨 8BT

:

b在

支气管肺发育不良炎症级联反应中的作用%

$E材料和方法

$7$E材料

!

细胞株&人胚肺成纤维细胞(由本院儿科临

床病毒研究室惠赠$为其自制人胚肺成纤维细胞%

取妊娠 = 个月药物流产胚胎肺组织$按常规原代细

胞培养方法制备$传代 !" E!# 代用于实验)#

"

cA_A高糖培养基( Z̀b'9公司)$加入含 !"" XG/a

青霉素$!""

&

FG/a链霉素$ _̂11_D $7=% FGa$

83̂'9

=

$7# FGa$及 !"K胎牛血清(杭州四季青)#

#

主要试剂&免疫组化 D1试剂盒购自北京中山生物

技术公司% 胰蛋白酶购自 Z̀b'9公司$抗 0#"$0<#

抗体购自武汉博士德$a1D 购自美国 DZ̀AM公司$

引物由上海生工合成#

$

主要实验仪器&细胞培养

箱$DP\T'.66̀ I琼脂糖凝胶电泳仪(bZ9TCMc公司$

美国)$图像扫描仪(9anA1XD$日本)$1'C扩增仪

(b),/.-43$德国)$凝胶成像分析系统(X51$英国)%

$7!E实验方法

!7$7!&细胞培养&&=?r$#K '9

$

培养箱中培

养$= 2 时 "7$#K胰蛋白酶消化传代%

!7$7$&实验分组&&取生长良好的人胚肺成纤维

细胞$生长至 %"K融合时用于实验% 弃去培养基$

用无血清培养基培养 $> ( 后$随机分为 > 组&

1

对

照组#

-

a1D 组#

,

<"K高氧组 (以下简称 +高

氧,)#

'

a1D o<"K高氧组(以下简称 +a1D o高

氧,)% 每个干预因素 # 个标本% 其中
-

$

'

组培养

液中按照 !"" *FG/a加入 a1D 放入培养箱中刺激

"7#$!$$$> (#

,

$

'

组放入 <"K氧气$#K '9

$

$=?r

培养箱中 "7#$!$$$> (%

$7FE免疫细胞化学

常规细胞爬片固定$免疫组化 D1法$cMb染

色% 阴性对照用血清稀释液代替一抗% 细胞爬片所

用载玻片均通过多聚赖氨酸处理以防脱片%

$HGE@YMCA@

总C8M的提取按 I4)j,6试剂(Z*O)-4,F.*)说明

书步骤进行% 刺激细胞至预定时间点$用冷 1bD 冲

洗$每 !" :/

$ 细胞加入I4)j,6! /a% 提取总C8M以

此为模板行 1'C扩增% 1'C引物序列及扩增片段

见表 !% 反应条件为预变性 @>r d# /)*$变性 @>r

d># S$退火温度 ##r d>" S$延伸 ?$r d># S$=$

个循环$终末延伸 ?$r d!" /)*% 产物经 !7#K琼

脂糖凝胶电泳分离$凝胶成像系统观察拍照分析$分

别测定目的基因与内参照
(

T3:-)* 1'C产物条带的

光密度值$并计算二者的比值作为目的基因的相对

表达量% 每组实验至少重复 = 次%

表 $E各引物的碱基序列

.̀*. a.*F-( (\0) 14)/.4S.fP.*:.(#q-,=q)

\T3:-)* #<> X0 'Ì `̀ M'̀ M'MÌ M̀̀ MMMM

c,U* MM̀ M̀M̀ '̀Ì M̀M̀ M̀ Ì'

0#" >!> X0 ÌM'M̀ IMMM̀ '''''MMÌ

c,U* 'IM''M''̀ ''̀ MMM'IMI'

0<# =>$ X0 M̀ 'MI'''M̀ '̀̀ M̀ M̀ `

c,U* ''̀ 'M'M̀ 'MII'M̀ Ì'̀ IM

$7%E统计学分析

测定结果用均数 ]标准差(N]H)表示$采用

D1DD !>7" 软件对实验结果进行统计分析$采用重

复测量数据的两因素多水平分析$!L"7"# 为显著

性检验标准%

!E结果

!7$E免疫细胞化学实验

8BT

:

b亚基 0#" 及 0<# 免疫细胞化学显示$正

常培养条件下$0<# 及 0#" 主要位于胞浆中$因而胞

浆中呈强阳性染色% a1D和高氧分别刺激均能诱导

0<# 和 0#" 亚基核转位$a1D刺激在 "7# ( 时即可观

察到 0<# 及 0#" 亚基明显的核转位$胞核胞浆中均

有阳性染色#高氧浓度刺激后$"7# ( 可观察到核转

位% a1D o高氧联合刺激时$可见核转位的时间延

迟$在 > (时仍可见胞核强阳性染色(图 !)%

!H!EWCU刺激RIM

"

O的2@R(表达

分别对 a1D 干预 "7#$!$$ ( 及 > ($应用 CIT

1'C检测 8BT

:

b0<# /C8M与 0#" /C8M的表达$

a1D直接刺激迅速诱导 0#" 及 0<# 的核转位$暴露

" ( 时与对照组相比差异无显著性$暴露 "7#$!$$$

> ( 活化效应均明显高于对照组(!L"7"#)% 8BT

:

b的活化随时间关系如下&"7# ( 即可活化$0#"

! ( 达到高峰$然后迅速下降#0<# "7# (活化即达高

峰$然后随暴露时间延长活化迅速下降(图 $ E>)%

'$<<'
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&&图 $E人胚肺成纤维细胞8BT

:

b0%" 及 0P% 免疫细胞化学$免疫组化 D1法 ^!""%(

($A$Q和 S分别表示对照

组$a1D "7# ($<"K高氧 $ (及a1D*<"K高氧联合刺激 ! (时8BT

:

b0#" 的表达#O$K$I和T分别表示对照组$a1D "7# ($<"K高氧

$ ( 及a1D*<"K高氧联合刺激 ! (时8BT

:

b0<# 的表达%

!"#

!"$

!"%

!"&

!"'

!"(

!")

!

*
%
!
+
,
-
.
/
!

"
#

$

!+0 !"%+0 )+0 (+0 &+0

%&'(

123

$!4)*

123+$!5)*

+,-

*%!

&&图 !E不同时间点不同干预下人胚肺成纤维细胞 RIM

"

O)%" 2@R(的表达情况

!"#

!"$

$%&

$%'

$%(

$%#

$

$)*

+
'
,
)
-
.
/
0
!

"
#

$

1",)* !)* #)* ()*

%&'(

+',

&&图 FE不同时间点不同干预下人胚肺成纤维细胞 RIM

"

O)P% 2@R(的表达情况

!HFEP"a高氧干预下RIM

"

O的2@R(表达

<"K高氧干预 "7#$!$$ ( 及 > ( 后$ 8BT

:

b

0<#/C8M与 0#" /C8M刺激 " ( 时与对照组相比

差异无显著性$刺激 "7#$!$$$> ( 活化效应明显高

于对照组(!L"7"#)% 8BT

:

b的活化随时间关系

如下&0#" 及 0<# 在 "7# ( 即可看到活化$在 ! ( 达

到高峰$然后随暴露时间延长迅速下降$在 > ( 时接

近低水平(见图 $$=$>)%

!HG E WCU及 P"a高氧联合干预下 RIM

"

O的

2@R(的表达

a1D和 <"K高氧联合刺激诱导8BTeb的活化$

刺激 " (时与对照组相比无显著差异$其他时间点

活化效应明显高于对照组(!L"7"#)$> ( 时活化效

应明显高于a1D组和高氧组(!L"7"#)% 8BT

:

b的

活化随时间关系如下&0#" 及 0<# 在 "7# (即可见活

化$0#" 在暴露 ! (达峰$后随暴露时间延长$活化依

然持续$> ( 时仍可见其活化效应#0<# 在暴露 $ (

活化达峰$后随暴露时间延长$活化效应依然持续呈

缓慢下降(图 $$=$>)%

!""

#""

$%"

&%%

'""

(%%

)

( * & $ + ! , - . (" (( (* (&

!!"#$%&

'(!")*+,

-(!")*./

) "/+01(01 *01 $01 %/+01 (01 *01 $01

%/+01 (01 *01 $01

!"

&&图 GE不同时间点不同干预下人胚肺成纤维细胞 RIM

"

O)P% 2@R(和)%" 2@R(的表达情况

注&A为A34H.4#! E> 为a1D组## E% 为高氧组#@ E!$ 为a1D o

高氧组% != 为 " (时的对照组%

FE讨论

支气管肺发育不良是 !@<? 年 8,4-(U3R等!="首

次提出的概念$是继发于严重呼吸窘迫综合征的一

种慢性肺病!>"

% 近年来$随着新生儿重症监护水平

的提高$提出了新型 b1c的概念!!!"

$即部分患儿在

出生时可缺乏严重呼吸窘迫综合征的症状或较轻$

但出生后 ! 周内对氧和辅助通气的需求逐渐增加%

'=<<'
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以往对于b1c的研究多在活体内用高氧和内

毒素干预而进行研究$对于体外培养的细胞研究较

少$对肺成纤维细胞研究更少% 已有研究证明 0#=$

0$!$B3S$B3S配体和其他凋亡调节蛋白在肺损伤和

肺纤维化的病理生理方面发挥重要的作用!?"

% 本

实验采用人胚肺成纤维细胞$此细胞直接来源于妊

娠 = 个月药物流产胚胎$比既往用鼠来源的体外培

养的细胞建造的细胞模型更进一步地接近人胚肺发

育的生理情况% 实验用 a1D 干预体外培养的细胞$

诱导8BT

:

b的活化$在 "7# ( 即可看到核转位$! E

$ ( 达到高峰$后随时间下降% 采用高氧刺激细胞$

细胞8BT

:

b的活化达到高峰后也呈迅速下降趋势%

这与以往报道!#$<"在体内用 a1D 和高氧均能单独诱

导急性肺炎症反应结果相一致% 在急性肺损伤的修

复过程中$主要依靠肺泡上皮细胞的修复和以成纤

维细胞为主的间叶细胞的繁殖% 两者之间关系密

切$相互依赖$互相调节% 因此在肺发育过程*肺损

伤和修复中$成纤维细胞发挥了重要的作用!%"

%

早产肺正处于肺泡形成的关键时期$氧疗或感

染更易对正处于增殖活跃期的肺部细胞产生抑制和

损害作用% 人们逐渐认识到不仅高氧$宫内炎症暴

露$早产$营养不良及通气形式等均能通过氧化应激

引起持久的肺损伤% 在氧化应激的作用下$线粒体

通透性发生改变$C9D 产生增多$从而激活 8BT

:

b$

8BT

:

b激活后通过调控细胞因子$粘附分子$一氧化

氮$AA1S等的表达$对b1c的发生发展起着重要作

用%

本实验中采用 a1D 和 <"K高氧联合刺激后$

8BT

:

b的活化在最初呈递增关系$达到高峰时间明

显延迟$并且达峰后并不迅速下降$而呈缓慢下降%

说明了在两个刺激因素联合作用下$8BT

:

b的活化

比单独因素刺激活化显著$而且有时间依赖关系$暴

露的时间长$可能导致8BT

:

b活化增加%

8BT

:

b是参与炎症反应的一个重要信号转导分

子$多为C.6M(0<#) 和8BT

:

bZ(0#")的异源二聚

体% 8BT

:

b通常与抑制蛋白ZT

:

b3结合成无活性的

形式存在于胞质中$当其受到氧化剂*细菌*毒素或

前炎症细胞因子(如I8BT

7

$ZaT!)的刺激后被激活$

经历快速磷酸化后被非特异性蛋白酶水解$从而使

C.6蛋白的核定位信号暴露$8BT

:

b快速移动到核

内$结合在被诱导的基因启动子序列上与之相同的

:

b位点$导致转录增加% 本研究证明$同时暴露于

高氧和a1D中$8BT

:

b的活化效应和持续时间明显

增加$可能是因为高氧和 a1D 作为两个刺激因素$

分别作用于不同的位点$导致转录增加% 已有国外

研究表明8BT

:

b与肺部急慢性炎症密切相关!@$!""

%

8BT

:

b参与许多因子基因的转录调控$与免疫反应*

炎症*癌形成有着密切的关系$而这些因子在许多疾

病中表达水平明显增高$提示 8BT

:

b在炎症发病机

制中的作用% 对此的研究有利于解释暴露于宫内炎

性环境中的患儿生后又高氧G辅助通气更容易引起

肺部损伤$从而导致b1c的发生%

总之$本实验成功采用高氧和 a1D 诱导人胚肺

成纤维细胞8BT

:

b的动态表达模型$证明了高氧和

a1D联合诱导下 8BT

:

b的活化比高氧和 a1D 单独

刺激时活化显著$且无 a1D 和高氧单独诱导时在暴

露时间的后半期呈明显下降的趋势% 推测胎肺感染

合并高氧损伤比单独因素刺激在急性肺损伤中起着

更加重要的调节作用% 研究炎症反应与肺发育之间

的信号传导通路$有助于阐明新型b1c发生的分子

机制$宫内环境及肺部早期的炎症级联反应的检测

及干预措施值得更进一步的研究%
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