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%%!摘%要"%目的%探讨人重组促红细胞生成素$3'D0d&对新生大鼠高氧肺损伤细胞凋亡的影响' 方法%<=

只新生 _/32N8-BH2W5-K大鼠随机分为 R 组%空气 g生理盐水$7_&组(空气 g3'D0d组(高氧 g7_ 组(高氧 g3'D0d

组' 后两组暴露于 <?^氧气中(高氧g3'D0d组于高氧暴露后 " 1*R 1*= 1给予3'D0d:$$ nOYN皮下注射( 空气

g3'D0d组于同样时间点给予等量3'D0d' 各组氧暴露后第 >*#*!R 天随机抽取 : 只大鼠处死并取肺组织(苏木

精B伊红染色观察病理变化(蛋白印迹法测定 /B*7X水平(Jn7DP法测定细胞凋亡' 结果%与空气g7_组比较(高

氧g7_组 > 1 出现肺泡炎性反应渗出(# 1 更为明显(!R 1 出现肺泡数量减少(大小不均(肺大泡形成(高氧

g3'D0d组的病理改变减轻(炎性反应细胞浸润减少' 高氧 g3'D0d组肺组织 /B*7X水平较高氧 g7_ 组有所减

少(细胞凋亡减轻' 结论%促红细胞生成素能通过减少细胞凋亡对新生大鼠高氧肺损伤起保护作用(其作用可能

是通过*7X途径所介导' !中国当代儿科杂志#"#$##$"$%%&&%V (&%Z"

!关%键%词"%支气管肺发育不良#促红细胞生成素#凋亡#新生大鼠

!中图分类号"%C9>>%%!文献标识码"%S%%!文章编号"%!$$: 9::>$$"$!$&$# 9$?#= 9$R

M99*+369*,>37,6860*30464-86836.0.96226:045 7>8*,6\0+2145 04D1,> 044*64-3-2,-3.

L8-).*( 0#9B&(Q%&'( 2#1-)K%&(K%B( .8#37%(!%&'( 62,-.%;LBG/<CHB&C+M-B+&/C+A+'I( DB@+&= 1MM%A%/CB= 2+?G%C/A

+MK%&/& #&%>B<?%CIUD7B&E7B& !B+GABF?2+?G%C/A( D7B&E7B&( )*/&'=+&' ?!:$"$( 67%&/ $0* 9(Q( ,H/%A% S*NB&V%&'#:>T

!"=;@+H&

%%AB.3,-+3% CBD*+30=*%J+A,81K,'--UU-V,+U3-V+.G()2),'8.2) -3K,'3+/+(-,() $3'D0d& +) 2/+/,+A(AU+55+W()N

'K/-3+[(V58)N()m83K() )-+)2,2532,A6E*376/.%7()-,KBA([)-+)2,25_/32N8-BH2W5-K32,AW-3-32)1+.5K1(Q(1-1 (),+U+83

N3+8/A% 2(3B-[/+A-1 V+),3+5( 2(3B-[/+A-1 3'D0dB,3-2,-1( 'K/-3+[(2B-[/+A-1 /52V-G+$<?^ +[KN-)&( 2)1 'K/-3+[(2B

-[/+A-1 3'D0dB,3-2,-163'D0d$:$$ nOYN& W2A21.()(A,-3-1 "( R( 2)1 = 12KA2U,-32(3+3'K/-3+[(2-[/+A83-6J'-32,A

W-3-A2V3(U(V-1 >( # 2)1 !R 12KA2U,-32(3+3'K/-3+[(2-[/+A83-U+3,'-2AA-AA.-),+U58)N'(A,+5+N(V25V'2)N-AGK

'-.2,+[K5() 2)1 -+A() A,2()()N$& e: -2V' ,(.-/+(),&6/B*7X5-Q-5AW-3-.-2A83-1 GKh-A,-3) G5+,6P8)NV-552/+/,+A(A

W2A-Q2582,-1 GKJn7DP2AA2K6F*.123.%&+./23-1 W(,' ,'-2(3B-[/+A-1 V+),3+5N3+8/( ()U52..2,+3KV-55()U(5,32,(+) W2A

U+8)1 2,> 12KA2)1 ()V3-2A-1 +GQ(+8A5K2,# 12KA( 2)1 W(1-)()N+U,'-25Q-+523A-/,2W2A+GA-3Q-1( ,'-)8.G-3+U25Q-+5(

1-V3-2A-1 2)1 )+3.2525Q-+523(i2,(+) 1(A2//-23-1 2,!R 12KA2U,-3'K/-3+[(2-[/+A83-() ,'-'K/-3+[(2B-[/+A-1 /52V-G+

N3+8/63'D0d,3-2,.-),255-Q(2,-1 A(N)(U(V2),5K,'-'K-3+[(2B()18V-1 25,-32,(+)A() 58)N/2,'+5+NK6/B*7X/3+,-() 5-Q-5A2)1

,'-)8.G-3+U2/+/,+A(AV-55A1-V3-2A-1 A(N)(U(V2),5K() ,'-'K/-3+[(2B-[/+A-1 3'D0dB,3-2,-1 V+./23-1 W(,' ,'+A-() ,'-

'K/-3+[(2B-[/+A-1 /52V-G+N3+8/6!64+21.064.%3'D0d.2K3-18V-2/+/,+A(A2)1 ,'8A/3+Q(1-2/3+,-V,(Q--UU-V,2N2()A,

'K/-3+[(V58)N()m83K() )-+)2,2532,A6*7XA(N)25/2,'W2K.2KG-()Q+5Q-1 () ,'-/3+,-V,(Q-.-V'2)(A.6

!!704G !643*;8H*/0-3,( "#$#( $" $%&%&%V (&%Z"

%%?*> :6,/.%%;3+)V'+/85.+)23K1KA/52A(2# C-V+.G()2),'8.2) -3K,'3+/+(-,()# S/+/,+A(A# 7-+)2,2532,A

%%早产儿支气管肺发育不良$ G3+)V'+/85.+)23K

1KA/52A(2( ;0H&是早产儿较为常见的肺部疾病(有

较高的死亡率和再入院率' 病因尚不明确(目前认

为是由多因素所引起(在遗传易感性的基础上(由肺

发育不成熟*肺损伤和损伤后的异常修复所致' 其

中(吸入高体积分数氧$高浓度氧&被大量实验证明

与;0H发生相关' 现阶段的治疗以综合管理为主(

尚缺乏有效的治疗手段' 促红细胞生成素的抗氧

)=#?)
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化*抗凋亡*抗炎性反应作用近年来被关注(本研究

旨在探讨促红细胞生成素对高氧肺损伤时细胞凋亡

的影响及作用机制(为临床治疗 ;0H提供实验

依据'

$I材料与方法

$6$I材料

足月新生 _/32N8-BH2W5-K大鼠$出生 !" ' 内&(

雌雄不限(平均出生体质量 =6: N(由广东省中医药

大学提供(重组人促红素注射液$3'D0d&(由沈阳三

生制药有限责任公司生产(剂型为 !$ $$$ nO支

$! .P&(批准文号%_"$$!$$$!'

$6"I动物模型制备

新生大鼠被分为 R 组(每组共 "R 只(即空气 g

生理盐水$7_&组(空气 g3'D0d组(高氧 g7_ 组(

高氧g3'D0d组' 前两组置于空气中(后两组于生

后 !" '内$连母鼠&置于玻璃氧箱内(持续输入氧

气(维持吸入氧体积分数在 <?$ .POP左右$0(N-+) a

测氧仪&' 用钠石灰吸收二氧化碳(使其体积分数

L? .POP(温度 "$ ]"?`(湿度 ?$ ]#$^(高氧 g

3'D0d组于高氧暴露后 " 1* R 1* = 1 给 3'D0d

:$$ nOYN腹部皮下注射( 空气g3'D0d组于同样时

间点给予等量3'D0d腹部皮下注射(空气g7_组及

高氧g7_ 组于同样时间点给予等量 < NOP7_ 注

射' 每天定时开箱 >$ .()(添水*饲料及更换垫料(

并与空气对照组交换母鼠以免因氧中毒而致喂养能

力下降'

$6'I标本的采集及处理

于高氧暴露后第 >*#*!R 天各组随机抽取 : 只

$空气 g3'D0d组及高氧 g3'D0d组由于第 = 天才

给药结束(未取第 > 天标本&(称重后(以 "$ NOP戊

巴比妥那 ? .POYN腹腔注射麻醉(打开胸腔(暴露心

肺(分离双肺(左肺放入 R$ NOP甲醛中固定(石蜡包

埋(制作成 ?

!

I组织切片(行形态学检查和凋亡测

定' 右肺放入液氮(转入 9:$`冰箱(用于 h-A,-3)

G5+,测定'

$6KI检测指标和方法

!6R6!%肺病理形态学观察%%组织切片经苏木素B

伊红$@D&染色后(于光学显微镜下$ c"$$&观察肺

组织的病理形态学变化'

!6R6"%肺组织 /B*7Xh-A,-3) G5+,测定%%肺组织

于冰上匀浆(!" $$$ 3O.() 离心 !$ .()(取上清(测

定蛋白浓度(各孔加入 !$$

!

N蛋白电泳(半干法转

膜(?$ NOP脱脂奶粉封闭 " '(一抗为兔抗 /B*7X多

克隆抗体(购自&_J公司(!\! $$$ 稀释(R`孵育过

夜(J;_J洗膜> 次(二抗室温孵育 ! '(J;_J洗膜

> 次(D&P显影(胶片暴光(利用k82),(,Kd)-软件测

光密度做统计学分析(以
"

B2V,() 为内参照(/B*7X

蛋白水平用 /B*7X光密度值O

"

B2V,() 光密度值

表示'

!6R6>%Jn7DP凋亡测定%% Jn7DP检测试剂盒

购自北京中杉金桥公司' 切片常规脱腊(>$ NOP过

氧化氢$@

"

d

"

&阻断内源性过氧化物酶(蛋白酶X消

化(磷酸盐缓冲液 $ 0;_&洗 " .() c> 次(加入

Jn7DP反应物( >#`孵育 =$ .()( 0;_ 洗 " .() c>

次(滴加转化物过氧化物酶 $ 0dH&( >#`孵育

>$ .()后(进行 >( >" 二氨基联苯胺$HS;&显色(经

苏木素复染(透明封片' 结果判定以细胞核染成棕

黄色为凋亡细胞' 每张切片选择 ? 个以上具有代表

性高倍视野$ cR$$&(计算凋亡指数' 凋亡指数 e

凋亡细胞数O细胞总数c!$$^'

$6&I统计学处理

采用 _0__!>6$ 软件进行处理(数据以均值M标

准差$JM?&(多组比较采用单因素方差分析(均数间

两两比较采用V检验(!L$6$? 为有统计学意义'

"I结果

"6$I各组新生大鼠肺组织形态学改变

光镜下 @D染色观察%空气 g7_ 组及空气 g

3'D0d组肺泡大小均匀一致(肺泡间隔较薄(肺泡毛

细血管丰富(高氧 g7_ 组 > 1 肺泡可见明显渗出*

出血(间质水肿(# 1 仍可见渗出(!R 1 肺泡数量减

少(部分肺泡壁扩张*溶合(形成肺大泡(肺泡毛细血

管数量减少(部分肺泡间隔增厚(高氧g3'D0d组病

理改变较高氧g7_组有所减轻(肺泡毛细血管有所

增多(肺泡间隔增厚不明显'

"6"I各组肺组织凋亡的变化

空气g7_组及空气 g3'D0d组肺组织中可见

少量 Jn7DP阳性细胞(而高氧 g7_ 组 > 1*# 1*

!R 1肺组织中可见大量的 Jn7DP阳性细胞(其凋亡

指数均显著高于空气对照组(!L$6$?' 凋亡细胞

以肺泡上皮细胞*小气道上皮细胞及血管内皮细胞

为主' 高氧g3'D0d组凋亡细胞较高氧 g7_ 组有

所减少(!L$6$?' 见图 !'

"J'I肺组织 8<GU?蛋白表达含量的变化

h-A,-3) G5+,结果显示空气g7_ 组仅有少量 /B

*7X蛋白表达(高氧 g7_ 组 > 1*# 1*!R 1 时 /B*7X

蛋白表达含量均较空气对照组有所增加$!

%

$6$?&(

)##?)
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# 1 时最高' 高氧 g3'D0d组 # 1 时表达较高氧 g

7_有所下降(!R 1 时两组表达差异无统计学意义

$!e$6$<&$图 "*图 >&'
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%%图 $I高氧',7MHC对肺组织凋亡指数的影响
$& e:&%

2% 与空气g7_组比较(!L$6$?# G%与高氧g7_组比较(!L$6$?
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图 "I肺组织8<GU?蛋白表达含量
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%%图 'I高氧',7MHC对新生大鼠肺组织 8<GU?含量的

影响
$& e:&%2% 与空气g7_ 组比较(!L$6$?# G%与高氧 g7_ 组

比较(!L$6$?

'I讨论

近年来由于围产医学的不断发展(特别是产前

糖皮质激素应用*肺表面活性物质治疗及改良的机

械通气等(早产儿的成活率明显提高(但 ;0H发病

率也不断上升' ;0H的病理改变以肺泡减少*末端

肺泡结构简单化*毛细血管减少*间质重构为主要特

征(最终表现为肺纤维化!!"

' 成年大鼠吸入 !$$^

高氧是致死性的(而新生大鼠可以存活(但出现肺泡

结构的明显改变(> 1 发生肺部炎性反应(# 1 出现

明显的渗出*水肿(!R 1 肺泡腔数量减少(间质增

厚*成纤维细胞增生!""

'

高氧可以通过产生过量的氧自由基*肺部炎性

反应*细胞凋亡及后期的组织异常修复等途径导致

肺部组织结构和功能的异常' 本研究中(随高氧暴

露时间延长(大鼠肺组织早期出现间质水肿(充血(

渗出增多(伴炎性细胞浸润(# 1 达高峰(后出现肺

泡大小不均(肺泡数量减少(部分肺泡间隔增厚(说

明已成功建立高氧肺损伤模型'

高氧肺损伤以过度的炎症反应及血管内皮细

胞*肺泡上皮细胞死亡为主要特征' 在高氧暴露期

间产生的活性氧簇$3-2V,(Q-+[KN-) A/-V(-A(Cd_&被

广泛认为是导致高氧肺损伤和细胞死亡的主要原

因' 高氧下过量产生的 Cd_ 可作为第二信使触发

凋亡信号转导途径(从而通过调节细胞凋亡相关基

因的表达和核转录因子的活化(使细胞发生凋亡'

在;0H的研究中(凋亡细胞增加已被证实' 成年小

鼠暴露于 !$$^氧气中 > 1 或 R 1 死于广泛的肺泡

损害和肺水肿(电镜发现细胞凋亡增多!>"

' 新生小

鼠暴露于 <"^氧气中 > ]? 1(肺组织细胞凋亡率较

正常空气组增加(暴露于高氧中的时间越长(凋亡细

胞增加越多!R"

'

本研究通过末端标记法(原位测定肺组织切片

中的 H7S片断对肺组织中细胞凋亡的程度进行评

价(发现新生大鼠暴露于 <?^的高氧中(> 1*# 1*

!R 1凋亡指数均较同龄空气对照组明显增加(凋亡

细胞以肺泡上皮细胞*血管内皮细胞和小气道上皮

细胞为主(表明细胞凋亡是高氧肺损伤的重要病理

改变特点' 使用3'D0d干预后(细胞凋亡指数较高

氧组有所下降(表明 3'D0d可以通过减少细胞凋亡

而减轻肺损伤'

高氧诱导的细胞凋亡可能包含内源性和外源性

两种通路(多种分子参与细胞凋亡及其调控过程(其

中IS0XA家族可能发挥作用' *7X又称为应激活

化蛋白激酶$A,3-AAB2V,(Q2,-1 /3+,-() Y()2A-( _S0X&(

在氧化应激*炎症因子*紫外线等刺激下可被激活'

*7X通过其氨基酸残基双磷酸化而激活(一旦被激

活(就从细胞质移位至细胞核内(通过调节转录因子

S0B!*VBm8)*SJFB"*DPXB! 等的活性(对细胞的形态

发生*细胞分化和凋亡的调节等方面均发挥着重要

):#?)
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作用' 人类*7X蛋白激酶由*7X!**7X"**7X> > 组

基因编码组成' *7X! 和 *7X" 蛋白分子量分别为

R= XH和 ?R XH(广泛表达于各种组织' *7X> 仅在

大脑*心脏和睾丸中表达' 用脱氧胆酸刺激肝细胞(

显示出*7X被激活(促进细胞凋亡!?"

' 将 IPDB!"

细胞暴露于 <?^的氧气中(! ' 后 *7X的活性开始

升高(!= '明显增高(至 #" '仍较空气对照组高(而

使用*7X抑制剂(则可以降低 *7X的表达(减少细

胞的死亡' 此外(用 @

"

d

"

作用于 IPDB!" 细胞时(

也观察到细胞的死亡是通过 *7X途径介导的!="

'

这显示出(在氧应激所致细胞死亡促进阶段有着

*7X的激活' 与体外实验相反(I+3A-等!#"用 *7X

基因缺失的小鼠暴露于高氧(发现基因缺失的小鼠

生存率较普通型下降(肺损伤程度更重(肺组织细胞

的凋亡增加(提示 *7X对高氧所致凋亡起抑制作

用(*7X通路参与了肺损伤保护的机制' 但也有实

验表明(暴露于高氧中(小鼠肺组织的 *7X含量明

显升高(细胞凋亡也随之增高!:"

' 给小鼠进行高潮

气量机械通气 R '(*7X含量明显升高(在肺泡上皮

细胞用Jn7DP法测定凋亡细胞也明显增多(显示在

肺泡上皮细胞中*7X的表达促进细胞凋亡!<"

'

在本研究中(新生大鼠高氧暴露 > 1(可见 /B

*7X较空气组有所升高(# 1 时升高更明显(至 !R 1

仍无明显下降(表明 *7X在高氧下被激活(可能参

与了细胞凋亡的过程' 由于 3'D0d干预的给药时

间是实验第 "*R*= 天(故干预组只检测了 # 1 和 !R

1 的凋亡指数和 /B*7X(显示 # 1和 !R 1的细胞凋亡

指数均较高氧组有所下降(而 # 1 时 /B*7X的表达

也较高氧组有所降低(提示 3'D0d早期可能通过作

用*7X而影响细胞凋亡' 在脑外伤的动物模型中(

使用 3'D0d可以通过增加 ;V5B" 的表达而抑制凋

亡!!$"

' 在体外建立肝脏缺血再灌注模型(使用3'DB

0d干预(可减少V2A/2A-B> 活性和*7X的表达(降低

肝细胞凋亡(提示 3'D0d抑制凋亡可能与 *7X有

关!!!"

' 本研究在 # 1组时也观察到相似的改变' 但

!R 1时3'D0d干预组的细胞凋亡也较高氧组减少(

但*7X下降不明显$$6>? M$6$! QA$6>= M$6$!(

!o$6$?&(提示在高氧后期3'D0d抗凋亡作用可能

并不通过*7X途径(而是通过其他途径来实现的'

关于3'D0d抗凋亡机制的研究有待进一步完善'
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