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高迁移率族蛋白 U# 在高氧致支气管肺发育不良的表达

冯洁%邓春%余加林%郭春宝%赵倩倩

!重庆医科大学附属儿童医院新生儿科"重庆%<$$$!<$

%%!摘%要"%目的%检测高迁移率族蛋白X!(_8]X!)在高浓度氧(=$c U

"

)暴露新生小鼠肺组织损伤模型中

的表达水平$探讨_8]X! 在支气管肺发育不良(X0>)发病机制中的作用% 方法%新生足月&B@XL[= 小鼠随机分

为X0>组和对照组$制备高氧浓度致新生鼠 X0>模型$应用苏木精V伊红染色'82II+) 染色'放射性肺泡计数

(CD&)'免疫荧光和实时荧光定量 0&C技术$观察氧暴露后 # 1'@ 1'!< 1 肺组织病理改变及 _8]X! 的蛋白和

.C7D表达水平% 结果%X0>组在氧暴露后随时间推移$出现肺泡上皮肿胀$肺泡壁增厚$间质水肿$炎症细胞浸

润$胶原样物质产生$肺泡结构紊乱$数量减少$较空白对照组明显发育迟滞% 在氧暴露后 @ 1'!< 1$_8]X! 及其

.C7D表达均强于对照组(Ee$6$B)% 结论%高氧暴露所致 X0>中$_8]X! 表达增加% X0>的病理过程可能与

_8]X! 表达增加有关% !中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&!#W &!!$"

!关%键%词"%高氧#支气管肺发育不良#高迁移率族蛋白X!#新生小鼠

!中图分类号"%C@""%%!文献标识码"%D%%!文章编号"%!$$; :;;#$("$!$)$# :$"!9 :$B

Q\*,.22)+/+97)374+=)0)-> 3,+5**,+-.)/PU! )/4):.<)-77>*.,+\)1P)/65:.6=,+/P

:7+*504+/1,> 6>2*012)1

25$!I)3$ 95$!;6&*$ %"I)/'0)*$ !"1;6&*'O/-$ H.#1J)/*'J)/*893@/=AB3*A-K$3-*/A-:-+C$ #KK):)/A3< .-?@)A/:$

;6-*+S)*+ (3<)D/:"*)L3=?)AC$ ;6-*+S)*+ <$$$!<$ ;6)*/ (93*+ ;$ 5B/):*<3*+D+DUEC/6--8D-B8D* )

%%?=2-,1:-* @=A.:-);.%F+I,H1N,'--PP-Q,+P'N/-3+S(2-S/+IH3-+) '(M' .+J(5(,NM3+H/ /3+,-()VX! (_8]X!)

-S/3-II(+) () )-+)2,25.(Q-2)1 ,'-3+5-+P_8]X! () ,'-/2,'+M-)-I(I+PJ3+)Q'+/H5.+)23N1NI/52I(2(X0>)6B.-7+62%

&B@XL[= .(Q-K-3-32)1+.5N-S/+I-1 ,+=$c U

"

+32(3! 12N2P,-3J(3,'6X0>K2I()1HQ-1 JN=$c U

"

-S/+IH3-6F'-

/H5.+)23N,(IIH-I2./5-IK-3-'23O-I,-1 #$ @ 2)1 !< 12NI2P,-3-S/+IH3-6F'-/2,'+5+M(QQ'2)M-I+P/H5.+)23N,(IIH-I

K-3-+JI-3O-1 JN'-.2,+SN5() 2)1 -+I() I,2()()M$ 82II+) I,2()()M2)1 321(Q2525O-+523Q+H),6F'--S/3-II(+) +P_8]X!

/3+,-() () 5H)MIK2I1-,-Q,-1 JN(..H)+P5H+3-IQ-)Q-6F'--S/3-II(+) +P_8]X! .C7DK2I1-,-Q,-1 JN3-25V,(.-

P5H+3-IQ-),GH2),(,2,(O-0&C6C.250-2%Y) ,'-X0>M3+H/$ ,'-5H)MI1-O-5+/-1 1-Q3-2I-1 25Q-+523I-/,2,(+)$ IK+55-)

25O-+523-/(,'-5(H.$ I,3+.2-1-.2$ (),-3I,(,(25P(J3+I(I2)1 1-O-5+/.-),2552MK'-) Q+./23-1 K(,' ,'-Q+),3+5M3+H/6F'-I-

Q'2)M-IJ-Q2.-.+3-+JO(+HIK(,' .+3-/3+5+)M-1 'N/-3+S(2-S/+IH3-6F'--S/3-II(+) +P_8]X! /3+,-() 2)1 .C7D@ 2)1

!< 12NI2P,-3-S/+IH3-()Q3-2I-1 I(M)(P(Q2),5N() ,'-X0>M3+H/ Q+./23-1 K(,' ,'2,() ,'-Q+),3+5M3+H/6D+/:052)+/2%

_N/-3+S(2-S/+IH3-3-IH5,I() 2) ()Q3-2I-() 5H)M_8]X! -S/3-II(+)6F'-()Q3-2I-1 _8]X! -S/3-II(+) .2NJ-2II+Q(2,-1

K(,' ,'-1-O-5+/.-),+PX0>6 !D7)/E D+/-.4*F.6)1-,$ !"#"$ #! ($)*!#W &!!$"

%%G.> <+,62*%_N/-3S(2# X3+)Q'+/H5.+)23N1NI/52I(2# _(M' .+J(J(5(,NM3+H/ /3+,-()VX!# 7-+)2,25.(Q-

%%支气管肺发育不良(J3+)Q'+/H5.+)23N1NI/52I(2$

X0>)是新生儿尤其是早产儿的常见病$高氧暴露是

重要原因之一% 有研究显示$X0>已经成为早产儿

生后最主要的死亡原因!!"

% 高氧暴露可促进炎症

反应和纤维化$导致肺损伤$但其明确的病理机制还

不清楚!""

% 肺内成纤维细胞和损伤的气道上皮细

胞向成肌纤维细胞转分化是 X0>中纤维化发生的

重要病理因素$许多细胞因子参与了这一过程% 高

迁移率族蛋白X!(_8]X!)作为一类通常存在于哺

乳动物细胞核内的非组蛋白!#"

$不仅有调节>7D和

染色质构象改变的重要作用$还可以作为一种晚期

炎症因子被破坏的细胞释放$影响多种炎症细胞因

子的表达!<"

% 有研究表明_8]X! 与组织纤维化有

密切关系!B"

$故推测 _8]X! 可能参与了 X0>中肺

纤维化的病理过程$目前国内外未见相关研究报道%

本实验通过对高氧暴露致 X0>模型小鼠肺组织中

&9!"&
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_8]X! 的表达进行检测$分析纤维化程度$探讨

_8]X! 在X0>发病机制中的作用$从而在其复杂

的发病环节中找寻一个新靶点$为今后临床治疗提

供依据%

#H材料与方法

#6#H实验动物分组

体重 "# W"B M清洁级&B@XL[= 成年小鼠(由重

庆医科大学实验动物中心提供)$雌雄鼠按照 "r# 和

笼交配$发现阴栓之日记为妊娠第 ! 天% 孕鼠分笼单

独饲养至分娩$新生鼠随机分为对照组和X0>组$各

组再分为 # 1'@ 1'!< 1等亚组$每组 !$只%

#6!H动物模型的制备

参照文献!="自制氧箱(BB Q.p#B Q.p#$ Q.)$

X0>组置于氧箱内$使氧浓度维持在 =$$ .L[L$以测

氧仪控制氧体积分数$用钙石灰以吸附 &U

"

$温度

"B W"=b$湿度 =$c W@$c$每天开箱 ! '$清洁氧

箱$更换敷料$添加饲料及饮水$称重$与对照组互换

母鼠以避免母鼠因氧中毒而护理能力降低#对照组

置于同一室内空气中(氧浓度 "!c)$饲养条件与

X0>组相同%

#6$H标本收集

第 # 天'第 @ 天及第 !< 天分别从各组中随机抽

取 ; 只$腹腔注射 !$$ M[L水合氯醛($6# .L[M)麻

醉% 于心脏搏动最强处穿刺$用生理盐水充分灌注

直至肺成白色% 迅速切取左肺$用生理盐水洗净残

血$吸干水分$放于冻存管中液氮速冻后存于:;$b

冰箱$用于实时荧光定量0&C% 取右肺$用 <c多聚

甲醛固定 "< '$石蜡包埋$B

!

.切片$苏木精V伊红

染色$82II+)三色法胶原染色$光镜下检查肺组织

病理变化$在 <$$ 倍光镜下行放射性肺泡计数

(CD&)#同时行免疫组化检测肺组织_8]X! 表达%

#6'H检测方法

!6<6!%病理检测%%肺组织经梯度酒精常规脱水'

石蜡包埋'切片后$行常规苏木精V伊红染色及 82IV

I+)胶原染色$胶原染色操作严格按照 82II+) 染色

试剂盒(福建迈新生物技术公司)产品说明书进行%

每例标本选 " 个切片$每个切片取 B 个视野$以 !$

个视野的单位面积肺泡数(25O-+523)H.J-3/-3

!

.

"

)

平均肺泡面积(.-2) 25O-+52323-2)的均值作为该标本

的相应指标% 单位面积肺泡数Z肺泡数[视场面积#

平均肺泡面积Z目标总面积[肺泡数(单位*

!

.

"

)%

!6<6"%放射性肺泡计数!CD&$%%苏木精V伊红染

色后做CD&值计数% CD&值是指从终末细支气管

中心至最近纤维隔引垂直线$该直线上的肺泡计数$

反映终末呼吸单位所含肺泡数目$为肺泡化程度的

检测指标% 每叶肺组织取 < 张切片$每张切片观察

不重叠的 !$ 个视野$< 张切片的平均值即代表CD&

值% 在高倍镜下( p<$$)$每张切片 !$ 次计数$取

平均值%

!6<6#%免疫荧光染色%%切片脱蜡至水(二甲苯

!$ .() p" 次$无水乙醇 B .() p" 次$9$c';$c'

@$c乙醇各 " .())$蒸馏水 B .()$$6$! .+5[L0X?

液 B .()$热抗原修复$$6#c _

"

U

"

封闭 "$ .()$

$6$! .+5[L0X? 液 B .() p# 次$滴加兔抗小鼠

_8]X! 单克隆抗体(!r"B$$\/(,+.(QI公司)$<b孵

育过夜$$6$! .+5[L0X? 液 B .() p# 次$滴加 RYF&

标记山羊抗兔 YM](!r!$$)$#@b避光孵育 #$ .()$

>D0Y染核$B$c甘油封片后$荧光显微镜(XAB! 型$

U5N./HI$*2/2))下观察荧光激发后的结果$以有绿

色荧光颗粒激发为阳性表达% 阴性对照为 $6$!

.+5[L0X?液代替一抗% 每个样本随机抽取完整清

晰的切片 ; 张$每张切片在荧光显微镜下( p"$$)

随机抽取 B 个视野$固定窗口面积$利用 Y.2M-/3+

/5HIB6$ 专业图像分析软件系统采集肺组织免疫荧

光图像$测量并记录每个视野阳性表达的荧光强度%

!6<6<%实时荧光定量0&C%%根据]-)X2)T(]-)-

Y>*!B";9)中的小鼠 _8]X! 核酸序列设计引物$

_8]X! 上游引物 B V̂]&D&FF&D]&D]]F&DD]&DV

&DV# $̂下游引物 B V̂D]]DDDD]DDF&D&&&F&]FV

&D]DV# #̂

%

V2Q,() 上游引物 B V̂&D&D&&&]&&D&V

&D]FF&]V# $̂下游引物 B V̂]F&&FF&F]D&&&DFF&V

&&D&&V# %̂ 引物序列采用序列局部相似性查询系

统(XLD?F)软件分析$由上海鼎安生物科技有限公

司合成%

肺组织标本采用F3(d+5法( 2̀F2C2大连宝生物

有限公司)提取总 C7D$紫外分光光度计 (XYUV

CD>$a?D)测定D

"=$

[D

";$

值$计算 C7D的纯度% 使

用C-3O-3D(1F8R(3I,?,32)1 Q>7D?N),'-I(Ì (,(R-3V

.-),2I公司)反转录合成 Q>7D的第一条链% 所有

操作均严格按照说明书进行$将所得 "$

!

L产物冻

存于:"$b冰箱以备进行0&C%

分别取 " p?jXC

.

03-.(S\SF2G

F8

!"6B

!

L$

上'下游引物各 $6B

!

L$B$ pCUA染料 $6B

!

L$

Q>7D"6$

!

L加入0&C反应管中$灭菌水补充至总

体积 "B

!

L%

%

V2Q,()反应条件*9Bb !$ I$9Bb B I$

=!b #! I$<$ 个循环% 熔解曲线分析*9Bb !B I$

=$b #$ I$9Bb !B I% _8]X! 反应条件退火温度为

=Bb$其他条件同上% 反应在 &RA9=

F8荧光定量

&$""&
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0&C仪(XYUVCD>$a?D)中进行$每个样本设 # 个复

管$每个反应板均设空白对照%

采用相对定量法!@" 分别分析空白对照组和

X0>组不同时间点 _8]X! 基因表达水平的差异$

以
%

V2Q,()为内参$调整基线$以空白管不出现阳性

为准$将0&C报告中的循环阈值(&

,

)输入 \A&\L

表格中$计算 # 个复管的平均&

,

值% 根据目的基因

的量Z"

:

%

&,分别计算_8]X! .C7D的相对表达量%

#6MH统计学方法

采用 ?0?? !#6$ 对所得数据进行分析$结果以

均数f标准差(Ff?)表示% 不同时间点均数之间的

比较采用单因素方差分析 (D7U7D)和 ?7̀ VS检

验$对照组和 X0>组之间的比较采用配对 A检验$

Ee$6$B为差异有统计学意义%

!H结果

!6#H肺组织病理改变

对照组在第 # 天'第 @ 天及第 !< 天肺部组织未

见明显病理变化% 苏木精V伊红染色镜下$X0># 1

组可见肺泡上皮细胞肿胀$肺泡壁增厚$肺间质少量

充血'水肿$肺泡结构紊乱$@ 1 组上述病理损害加

重$少量炎症细胞浸润$!< 1 组肺内炎症渗出减少$

水肿减轻$肺间质增生明显$胶原样物质增多$肺泡

间隔增宽$肺泡数量明显减少$肺泡结构紊乱$部分

萎陷$与对照组比较肺组织明显发育迟滞% 见图 !%

!"# !"# !"# $"# !"# %&"#

%%图 #H肺组织的病理变化(苏木精P伊红染色$ p"$$)%上排为对照组$实验后 #'@'!< 1 未见明显病理变化% 下排为

X0>组$实验后 #'@'!< 1与同时间点对照组比较$可见肺泡结紊乱$肺泡数量减少$肺泡间隔增宽'断裂$肺泡部分萎陷'发育迟滞%

%%对照组实验后 # 1'@ 1 及 !< 1 比较$平均肺泡

面积依次下降#单位面积肺泡数依次增多$肺组织发

育逐渐成熟$肺泡结构逐渐规整$大小较均匀$肺泡

间隔变薄% X0># 1 组与对照组比较$均为大而不

规则的肺泡腔$肺泡间隔少而厚#@ 1 组平均肺泡面

积'单位面积肺泡数与对照组比较差异无统计学意

义#!< 1 组平均肺泡面积较对照组明显增大#单位

面积肺泡数较对照组显著减少$肺泡间隔较薄$肺泡

结构简单化$部分肺间质纤维化%

CD&检测发现 X0># 1 组和对照 # 1 组相比$

差异无统计学意义% X0>@ 1 组低于对照 @ 1 组

(Ee$6$B)$!< 1 组继续下降$显著低于对照组

(Ee$6$!)% 见表 !%

%%表 #H各组肺泡面积'单位面积肺泡数C?D比较

(* Z;$Ff?)

组别
平均肺泡面积

(

!

.

"

)

单位面积肺泡数

([

!

.

"

)

CD&

对照组

%# 1 B #"! f"!= #!6!$ f!6BB 96$" f$6B"

%@ 1 < !=; f"!$ #<6!! f!6=! @6B= f$6#;

%!< 1 ! $"" f"!# ;96$" f!6@B 96$# f$6B!

X0>组

%# 1

; @99 f#9B

2$Q

"!6## f!6<B

2$Q

=6!@ f$6#<

Q

%@ 1

< B== f"$!

2$Q

#!6;= f!6<<

2

=6@9 f$6B9

2$Q

%!< 1

@ !=" f";9

2

#!6@B f!6""

2

<6;9 f$6<#

J

%%2*与对照组比较$Ee$6$B# J*与对照组比较$Ee$6$!# Q*与同

组 !< 1 比较$Ee$6$B

&!""&
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82II+)胶原染色示对照组肺组织含有少量胶

原纤维$为细胞外基质 (\&8)的主要组成部分%

X0># 1 组和对照组无明显差异#随时间推移 X0>

组胶原纤维逐渐增多$有蓝色胶原沉积$X0>@ 1 组

可见纤维增生明显$!< 1 组纤维化程度较 @ 1 组和

对照组显著%

!X!H肺内aBRU# 蛋白表达的变化

_8]X! 主要在细胞浆表达$X0># 1 组肺组织

_8]X! 免疫荧光强度与对照组差异无统计学意义$

@ 1组荧光强度较对照组明显增强$!< 1 组可见显

著表达% 见表 "$图 "%

!X$H肺内aBRU# 4CY?表达的变化

在X0>@ 1组'!< 1 组$_8]X! .C8D的表达

明显高于对照组$差异有统计学意义(Ee$6$B)$

# 1 组和对照组之间差异无统计学意义(Eo$6$B)%

见表 "%

!"# !"# !"# $"# !"# %&"#

%%图 !H肺组织aBRU# 免疫荧光强度变化$TLVD# _!""%H上排为对照组$下排为 X0>组% 与同时间点对照组比较$

X0>组可见阳性表达的绿色荧光亮点数量和强度增强%

%%表 !H各组肺组织aBRU# 蛋白荧光强度和4CY?相

对表达量
(* Z;$Ff?)

组别 _8]X! 蛋白 _8]X! .C7D

对照组

%# 1 $6$;@ f$6$"B !6B= f$6=;

%@ 1 $6$9$ f$6$B! !6!; f$6$B@

%!< 1 $699$ f$6$<# !69< f$6@=

X0>组

%# 1

$6$9B f$6$$#

J

!6;# f$6<9

J

%@ 1

$6!B9 f$6$<<

2$J

#6<@ f!6@@

2$J

%!< 1

$6"!# f$6$$=

2

B6$" f$69=

2

%%2*与对照组比较$Ee$6$B#J*与X0>!< 1组比较$Ee$6$B

$H讨论

氧疗是临床上常用的改善机体缺氧状态的治疗

措施之一$但长时间持续高浓度输氧会导致急性肺

损伤$尤其对于早产儿$可导致 X0>$成为早产儿重

要的致死原因$严重影响患儿的预后和生活质量%

而高氧浓度的划分标准国内外尚无统一定论$通常

氧浓度大于 B$c即作为高氧% 近年来有研究表明$

不同高氧浓度输注导致的 X0>的病理变化并不相

同% 大于 ;$c高氧输注$肺组织以渗出$大量炎症

细胞浸润$胶原生成$严重纤维化为主% 当氧浓度在

=$c左右时$肺组织的病理变化却是以肺泡简单化$

间隔变厚$发育迟滞为主要变现$炎症渗出和纤维化

较为轻微!;"

% 这与近年来 X0>新病理模式认为的

肺泡发育迟滞是其主要表现$而肺纤维化和炎症反

应则较为轻微的观点相吻合!9V!$"

%

_8]X! 作为一个普遍存在'高度保守的蛋白$

在 #$ 年前作为核蛋白被首次发现!!!"

% 它除了由坏

死细胞被动释放$还可以由巨噬细胞'单核细胞和

7̀ 细胞主动释放$刺激其他前炎症细胞因子产生

并放大其作用% 动物模型和一些临床研究已经表

明$_8]X! 在肺急性炎症损伤'肠道炎症'肝脏炎

症'关节炎'皮肤红斑狼疮'烧伤及神经系统疾病

(如阿尔兹海默病模型中增加
%

V淀粉样蛋白的毒

性)等的发生和发展过程中都起了重要作用!!""

%

&"""&
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既往研究已证实$小鼠肺泡发育经历假腺期'小

管期'原始肺泡期及肺泡期等 < 个阶段$提示其肺泡

化集成具有与人类相似的时序性!!#"

% 但与人类胚

胎发育所不同的是新生鼠肺组织只完成了大体形态

的发生$生后 # 日龄方才开始肺泡化!!<V!B"

% 本研究

以新生 ! 1 小鼠为研究对象$选用 =$$ .L[L氧$分

别处理 # 1'@ 1'!< 1$建立新生鼠X0>模型$观察该

浓度的氧对于肺组织发育的影响以及相应肺发生纤

维化的程度$探讨 _8]X! 在此种浓度氧暴露下所

致X0>中的表达和作用% 肺发育成熟的重要标志

是体积大'数量少的囊泡向体积小'数量多的肺泡转

化$因此通常把CD&作为评价肺泡发育程度的重要

指标!!="

% 结果显示$对照组小鼠 CD&随生后日龄

逐渐增加$而在 X0>组小鼠 CD&值较同期对照组

显著降低$提示肺泡化程度降低$肺泡发育受阻#同

时随着氧暴露时间延长$X0>组 CD&不增反减$间

接证明氧损伤后肺泡数减少!!@"

% X0>组各时间点

_8]X! 蛋白表达明显强于对应对照组$且随时间推

移$蛋白表达相应增强% 同时$实时荧光定量 0&C

结果显示$_8]X! .C7D表达与相应蛋白表达成平

行关系% 以上结果表明_8]X! 参与了X0>的病理

过程% 因此$应用 _8]X! 抗体或其拮抗剂阻止其

活化作用减轻其对组织的损伤作用和其他病理作

用$将有可能为临床治疗提供新的方向%
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