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发生蛋白信号转导的影响

陈筱青１，２　吴升华２　周晓玉１

（１．南京医科大学附属南京儿童医院新生儿医学中心，江苏 南京　２１０００８；
２．江苏省妇幼卫生保健中心儿科，江苏 南京　２１００３６）

　　［摘　要］　目的　比较产前地塞米松、倍他米松给药对大鼠胎肺骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）信号转导通路的影
响。方法　１５只孕鼠随机分成５组：对照组、地塞米松治疗１ｄ组、３ｄ组和倍他米松治疗１ｄ组及３ｄ组。孕鼠妊
娠第１９天剖腹取胎鼠肺组织，通过 ＲＴＰＣＲ、免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测各组胎肺 ＢＭＰ４、ＢＭＰ受体 ２
（ＢＭＰＲＩＩ）、Ｓｍａｄ１、转录活化因子２（ＡＴＦ２）基因转录及蛋白表达水平。结果　（１）ＢＭＰ４ｍＲＮＡ、ＢＭＰＲＩＩｍＲＮＡ、
Ｓｍａｄ１ｍＲＮＡ的表达在倍他米松３ｄ组、１ｄ组及地塞米松３ｄ组均高于对照组（Ｐ＜０．０５）。（２）免疫组化结果显
示：与对照组相比，ＢＭＰ４、ＢＭＰＲＩＩ、ｐＳｍａｄ１、ＡＴＦ２在地塞米松３ｄ组、倍他米松１ｄ组及３ｄ组表达量显著增加
（Ｐ＜０．０１）。（３）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示与对照组相比，ＢＭＰ４、ＢＭＰＲＩＩ蛋白在地塞米松３ｄ组及倍他米松１ｄ组、
３ｄ组中表达丰富（Ｐ＜０．０１）。结论　 倍他米松、地塞米松可能参与调控大鼠胎肺ＢＭＰ信号转导过程。对ＢＭＰ信
号转导分子ＢＭＰ４、ＢＭＰＲＩＩ、Ｓｍａｄ１表达的上调可能是其促胎肺成熟的重要机制之一。

［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（１１）：８９１－８９６］
［关　键　词］　地塞米松；倍他米松；肺；骨形态发生蛋白；大鼠
［中图分类号］　Ｒ－３３　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１００８－８８３０（２０１０）１１－０８９１－０６

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｎｔｅｎａｔａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅａｎｄｂｅｔａｍｅｔｈａｓｏｎｅｏｎｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｆｅｔａｌｌｕｎｇｓｏｆｒａｔｓ
ＣＨＥＮＸｉａｏＱｉｎｇ，ＷＵＳｈｅｎｇＨｕａ，ＺＨＯＵＸｉａｏＹｕ．ＮｅｏｎａｔａｌＭｅｄｉｃａｌＣｅｎｔｒｅ，ＮａｎｊｉｎｇＣｈｉｌｄｒｅｎ′ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，ＮａｎｊｉｎｇＭｅｄｉ
ｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００８，Ｃｈｉｎａ（ＺｈｏｕＸＹ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｘｉａｏｙｕ８１１＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｎｔｅｎａｔａｌｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅａｎｄｂｅｔａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）ｏｎｂｏｎｅ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ（ＢＭＰ）ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒａｔｆｅｔａｌｌｕｎｇｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｆｉｆｔｅｅｎｐｒｅｇｎａｎｔｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｆｉｖｅｇｒｏｕｐｓ：ｔｈｅｒａｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｆｏｒ１ｄａｙ（１ＤＤＥＸ）ｏｒ３ｄａｙｓ（３ＤＤＥＸ），ｗｉｔｈ
ｂｅｔａｍｅｔｈａｓｏｎｅｆｏｒ１ｄａｙ（１ＤＢＥＸ）ｏｒ３ｄａｙｓ（３ＤＢＥＸ）ｏｒｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ），ｆｏｌｌｏｗｅｄｃｅｓａｒｅａｎｓｅｃｔｉｏｎ
ｏｎｔｈｅ１９ｔｈｄａｙｏｆｇｅｓｔａｔｉｏｎ．ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＢＭＰ４，ＢＭＰＲＩＩ，Ｓｍａｄ１ａｎｄＡＴＦ２ｏｆｆｅｔａｌｒａｔｌｕｎｇｓｗｅｒｅａｓｃｅｒｔａｉｎｅｄ
ｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ４，ＢＭＰＲＩＩ，Ｓｍａｄ１ａｎｄＡＴＦ２
ａｎｔｉｇｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｆｅｔａｌｌｕｎｇｓｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｉｍｍｕｎｅｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ４ａｎｄＢＭＰＲＩＩ
ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＢＭＰ４，ＢＭＰＲＩＩａｎｄＳｍａｄ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｉｎｔｈｅ１ＤＢＥＸ，３ＤＢＥＸａｎｄ３ＤＤＥＸｇｒｏｕｐｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｅ
ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ４，ＢＭＰＲＩＩ，ＰｈｏｓｐｈｏＳｍａｄ１（ｐＳｍａｄ１）ａｎｄＡＴＦ２ｉｎｔｈｅ１Ｄ
ＢＥＸ，３ＤＢＥＸａｎｄ３ＤＤＥＸｇｒｏｕｐｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ４ａｎｄＢＭＰＲＩＩｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅ１ＤＢＥＸ，３Ｄ
ＢＥＸａｎｄ３ＤＤＥＸｇｒｏｕｐｓｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｂｅｔａｍｅｔｈａｓｏｎｅａｎｄ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｍａｙｐｌａｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｓｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢＭＰｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒａｔｆｅｔａｌｌｕｎｇｓ．Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ＢＭＰ４，ＢＭＰＲＩＩａｎｄＳｍａｄ１ｍｉｇｈｔｂｅｏｎｅｏｆｃｒｕｃｉａｌｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｔｈｅｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄｍａｔｕｒｉｔｙｏｆｆｅｔａｌｌｕｎｇｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１０，１２（１１）：８９１－８９６］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；Ｂｅｔａｍｅｔｈａｓｏｎｅ；Ｌｕｎｇ；Ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ；Ｒａｔｓ

·１９８·



第１２卷第１１期
２０１０年１１月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１２Ｎｏ．１１
Ｎｏｖ．２０１０

　　新生儿呼吸窘迫综合征（ＲＤＳ）是导致早产儿死
亡的重要原因。近几十年来产前应用糖皮质激素

（ＧＣ）促进肺成熟，极大地降低了新生儿 ＲＤＳ发病
率与早产儿死亡率［１］。促肺成熟治疗的 ＧＣ中地塞
米松和倍他米松最为常用，然而药物促进肺发育成

熟的分子生物学机制却知之甚少。现已知骨形态发

生蛋白（ＢＭＰｓ）是一种具有广泛生物学活性的多功
能细胞因子，胚胎肺发育的关键步骤几乎都受到了

ＢＭＰ的调控［２］。因此本研究旨在研究产前给予 ＧＣ
对大鼠胎肺ＢＭＰ信号通路的影响，为 ＧＣ产前预防
性治疗ＲＤＳ提供新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠由
江苏省实验动物供应中心提供。选择雌鼠１５只，体
重２５０～３００ｇ，在发情期与雄性大鼠按１∶１比例合
笼饲养，次日晨发现白色阴栓者确定为妊娠第１天。
１５只孕鼠随机分为地塞米松１ｄ组、３ｄ组，倍他米
松１ｄ组、３ｄ组以及对照组，每组３只孕鼠，各组间
体重差异无统计学意义。地塞米松３ｄ组及倍他米
松３ｄ组分别于妊娠第１６、１７、１８天连续腹腔注射
给药，地塞米松每日 ０．２ｍｇ／ｋｇ、倍他米松每日
０．２ｍｇ／ｋｇ，地塞米松及倍他米松１ｄ组于妊娠１６、
１７天腹腔注射４ｍＬ９ｇ／Ｌ盐水，妊娠第１８天给予
相应药物，剂量如前所述；对照组大鼠于妊娠第１６、
１７、１８天连续注射４ｍＬ９ｇ／Ｌ盐水。妊娠第１９天
采用颈椎脱臼法处死孕鼠，快速剖宫取出仔鼠肺脏

组织用于免疫组化及ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．１．２　主要药物及试剂　　地塞米松磷酸钠注射
液由天津药业焦作有限公司生产，倍他米松磷酸钠

注射液由泗水希尔康制药有限公司生产。Ｔｒｉｚｏｌ为
美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，Ｒｎａｓｅ酶抑制剂、ｄＮＴＰ、
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８、ＭＭＬＶ反转录酶、Ｔａｑ酶等试剂为美
国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自南京生兴生
物有限公司，引物由 ＴａＫａＲａ公司合成。羊抗兔
ＢＭＰ４多克隆抗体、羊抗兔ｐＳｍａｄ１多克隆抗体以及
兔抗人ＡＴＦ２多克隆抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物
技术公司，骨形态发生蛋白受体２（ＢＭＰＲＩＩ）多克隆
抗体购自美国ＢＤ公司。即用型 ＳＡＢＣ免疫组化染
色试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒购自武汉博士德公司。
膜蛋白提取试剂盒购自凯基生物技术有限公司。

ＨＲＰ标记兔抗山羊ＩｇＧ、ＨＲＰ标记羊抗兔ＩｇＧ、兔抗
小鼠 βａｃｔｉｎ购自北京博奥森生物技术有限公司。

ＥＣＬ发光试剂盒由ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司提供。
１．２　方法
１．２．１　ＲＴＰＣＲ方法检测胎肺组织 ＢＭＰ４、ＢＭＰＲ
ＩＩ、Ｓｍａｄ１及 ＡＴＦ２基因 ｍＲＮＡ表达　　各实验组
取６只胎鼠用于 ＲＴＰＣＲ检测。Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取
总ＲＮＡ，经电泳显示２８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ清晰３条带，测定
Ａ２６０／２８０比值大于 １．８。定量后取总 ＲＮＡ１μｇ，
以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引物进行反转录反应，反应体系
２０μＬ，取逆转录产物１μＬ为模板进行 ＰＣＲ扩增，
ＰＣＲ反应体系２０μＬ。引物序列如下：ＢＭＰ４上游引
物 ５ＴＧＡＧＣＧＡＧＴＧＴＣＴＣＣＧＧＣＧＡＡＴＴＧ３，下游引
物 ５ＴＣＣＡＧＡＴＧＧＴＧＡＧＣＧＡＧＧＣＧＧＴＧＡＧ３，产 物
６００ｂｐ；ＢＭＰＲＩＩ上游引物 ５ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣ
ＣＡＴＣＡＣ３，下 游 引 物 ５ＧＧＣＡＡＧＡＧＣＴＴＡＣ
ＣＣＡＡＴＣ３，产物 ４８８ｂｐ；Ｓｍａｄ１上游引物 ５ＧＡＡ
ＣＡＴＧＡＣＧＧＣＡＣＣＧＡＣＡＣＴ３，下 游 引 物 ５ＣＡＴ
ＧＣＧＧＧＴＧＴＡＴＣＴＣＡＡＴＣＣ３，产物５９３ｂｐ；ＡＴＦ２上
游引物 ５ＡＣＧＧＣＡＧＴＧＧＡＴＴＧＧＴＴＡＧ３，下游引物
５ＣＴＴＣＴＴＣＴＧＣＡＴＧＧＣＧＧＴＴＡＣ３，产 物 ３８６ ｂｐ；
ＧＡＰＤＨ上游引物 ５ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ
３，下游引物 ５ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３，产物
４５２ｂｐ。

ＰＣＲ反应条件为９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变形
３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，循环３０～３４次（ＧＡＰＤＨ２７个
循环），７２℃终末延伸 ７ｍｉｎ。退火温度分别为：
ＢＭＰ４６４．１℃；ＢＭＰＲＩＩ５５．８℃；Ｓｍａｄ１６１．８℃；ＡＴＦ
２６０．２℃；ＧＡＰＤＨ６０℃。模板量及循环数经检测均
在线性范围内。产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳后，
以ＵＶＰ凝胶密度扫描仪对各基因特异性扩增产物
的电泳条带进行密度扫描，用 Ｌａｂｗｏｒｋ３．０软件分
析电泳条带密度值，ＢＭＰ４、ＢＭＰＲＩＩ、Ｓｍａｄ１及 ＡＴＦ
２基因 ｍＲＮＡ表达水平以该基因条带密度占
ＧＡＰＤＨ基因（内参）条带密度的百分率（％）表示。
１．２．２　免疫组化方法检测大鼠胎肺 ＢＭＰ４、ＢＭＰＲ
ＩＩ、Ｓｍａｄ１及ＡＴＦ２蛋白表达　　各组取１８只仔鼠
胎肺，胎肺组织标本４％多聚甲醛固定，梯度乙醇脱
水，石蜡包埋，切片厚度４μｍ，常规脱蜡至水。３％
过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）室温孵育 １０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗 ３
次，每次５ｍｉｎ。０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液微波修
复，磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）冲洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ。
５％牛血清蛋白（ＢＳＡ）封闭液室温２０ｍｉｎ，加入一抗
ＢＭＰ４（１∶２５０）、ＢＭＰＲＩＩ（１∶５００）、ｐＳｍａｄ１（１∶５００）、
ＡＴＦ２（１∶２５０）４℃过夜，ＰＢＳ缓冲液冲洗４次，每次
５ｍｉｎ。用生物素标记的二抗３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ
缓冲液冲洗３次，每次 ５ｍｉｎ。ＳＡＢＣ溶液３７℃孵育
·２９８·
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２０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗４次，每次 ５ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，镜
下控制反应时间，观察１０ｍｉｎ，自来水冲洗，苏木精
复染，脱水封片。光镜下Ⅱ型肺泡上皮细胞中出现
棕黄色产物为阳性反应。每张切片随机选取６个视
野，采用捷达８０１病理图像分析仪测定免疫组织化
学染色平均Ａ值。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定大鼠胎肺ＢＭＰ４和ＢＭＰＲＩＩ
蛋白表达　　各组取６只胎肺，取肺组织１００ｍｇ提
取蛋白。比色法（Ｂｒａｄｆｏｒｄ法）测定蛋白含量，８％聚
丙烯酰胺凝胶电泳，上样量为 ８０μｇ，上样体积为
２０μｌ，１００Ｖ恒压转膜，室温 ＴＢＳＴ封闭 １ｈ，加
１∶５００ＢＭＰ４一抗、１∶５００ＢＭＰＲＩＩ一抗、１∶４００βａｃ
ｔｉｎ一抗孵育，４℃过夜，ＴＢＳＴ液洗涤３×１０ｍｉｎ。辣
根过氧化物酶标记的二抗（浓度１∶１０００）室温１ｈ，
充分洗涤后与 ＥＣＬ室温显色。以不加一抗的膜作
为阴性对照。用 ＢａｎｄＳｃａｎｅ软件计算目的条带蛋
白的相对含量。

１．３　统计学分析
测定结果均采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采

用ＳＰＳＳ１３．０软件统计分析，多组计量数据经对数
转换，方差齐性检验、方差分析，再进行 ＬＳＤ两两比
较。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测 ＢＭＰ４、ＢＭＰＲＩＩ、Ｓｍａｄ１及
ＡＴＦ２ｍＲＮＡ表达

本研究发现，地塞米松 １ｄ组与对照组比较，
ＢＭＰ４ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
地塞米松３ｄ组、倍他米松１ｄ组和３ｄ组的 ＢＭＰ４
ｍＲＮＡ表达明显高于对照组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），
而且倍他米松３ｄ组ＢＭＰ４ｍＲＮＡ表达较地塞米松
１ｄ组显著增加（Ｐ＜０．０５），见图１。

与对照组相比，ＢＭＰＲＩＩｍＲＮＡ在倍他米松１ｄ
组、３ｄ组以及地塞米松 １ｄ组、３ｄ组表达增加
（Ｐ＜０．０５），但是各 ＧＣ用药组间差异无统计学
意义，见图２。

与对照组相比，Ｓｍａｄ１ｍＲＮＡ表达在各 ＧＣ用
药组均明显增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），其中倍他米
松３ｄ组表达的相对丰度最高（Ｐ＜０．０１）。但各ＧＣ
用药组间差异无统计学意义，见图３。ＡＴＦ２ｍＲＮＡ
表达丰度在各组间差异无统计学意义。
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　　图１　各组 ＢＭＰ４ｍＲＮＡ表达情况　ａ：与对照组比较，
Ｐ＜０．０５；ｂ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１）；ｃ：与地塞米松 １ｄ组比较，
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　　图２　各组ＢＭＰＲＩＩｍＲＮＡ表达情况　ａ：与对照组比较，
Ｐ＜０．０５
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　　图３　各组 Ｓｍａｄ１ｍＲＮＡ表达情况　ａ：与对照组比较，
Ｐ＜０．０５；ｂ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．２　免疫组化检测 ＢＭＰ４、ＢＭＰＲＩＩ、Ｓｍａｄ１及
ＡＦＴ２在各组大鼠胎肺中的表达
２．２．１　ＢＭＰ４在各组大鼠胎肺中的表达　　光镜
下观察，ＢＭＰ４主要表达在大鼠胎肺支气管及肺泡
上皮细胞的胞浆内，肺间质中亦有表达。其中倍他

米松１ｄ、３ｄ组、地塞米松３ｄ组ＢＭＰ４表达量显著
高于对照组（Ｐ＜０．０１），地塞米松１ｄ组ＢＭＰ４表达
与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；两个

·３９８·
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ＧＣ３ｄ治疗组表达高于ＧＣ１ｄ组（Ｐ＜０．０１）；倍他
米松１ｄ、３ｄ组的表达量分别大于地塞米松１ｄ、３ｄ
组（Ｐ＜０．０１），见图４。
２．２．２　ＢＭＰＲＩＩ在各组大鼠胎肺中的表达　　光
镜下观察，ＢＭＰＲＩＩ蛋白主要表达在大鼠胎肺上皮
细胞以及支气管上皮细胞的胞膜，间质中少有表达。

组间比较可见倍他米松１ｄ组、３ｄ组、地塞米松１ｄ
组和３ｄ组 ＢＭＰＲＩＩ蛋白表达量显著高于对照组
（Ｐ＜０．０１）；两个 ＧＣ用药 ３ｄ组表达均高于１ｄ组
（Ｐ＜０．０１）；倍他米松３ｄ组与地塞米松３ｄ组之间及
倍他米松１ｄ组与地塞米松 １ｄ组间比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５），见图４。
２．２．３　Ｓｍａｄ１蛋白（ｐＳｍａｄ１）在各组大鼠胎肺中的
表达　　光镜下观察，ｐＳｍａｄ１主要表达在大鼠胎肺
支气管、肺泡上皮以及间质细胞胞浆内。本研究发

现倍他米松１ｄ组、３ｄ组及地塞米松 ３ｄ组的

ｐＳｍａｄ１表达显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），且两个ＧＣ
３ｄ组表达均高于１ｄ组（Ｐ＜０．０１）；倍他米松３ｄ
组与地塞米松 ３ｄ组比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），倍他米松１ｄ组表达显著高于地塞米松
１ｄ组（Ｐ＜０．０１）。地塞米松１ｄ组ｐＳｍａｄ１表达与对
照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图４。
２．２．４　ＡＴＦ２蛋白在各组大鼠胎肺中的表达　　
光镜下观察，ＡＴＦ２主要表达在大鼠胎肺支气管及
肺泡上皮细胞的胞浆及胞核内，间质细胞的胞浆和

胞核亦有少量表达。倍他米松１ｄ组、３ｄ组、地塞
米松３ｄ组支气管及肺泡上皮ＡＴＦ２蛋白表达明显
增加，显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），地塞米松１ｄ组与
对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＡＴＦ２蛋
白在两个ＧＣ３ｄ组表达均高于１ｄ组（Ｐ＜０．０１）；倍
他米松１ｄ、３ｄ治疗组ＡＴＦ２蛋白表达分别高于地塞
米松１ｄ、３ｄ组（Ｐ＜０．０１）。见图４。
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　　图４　ＢＭＰ４、ＢＭＰＲⅡ、ｐＳｍａｄ１及ＡＴＦ２在各组胎肺中的表达（免疫组化 ＳＡＢＣ，×４００）　地塞米松３ｄ组及倍他米
松１ｄ、３ｄ组ＢＭＰ４、ＢＭＰＲⅡ、ｐＳｍａｄ１及ＡＴＦ２蛋白表达均显著高于对照组，地塞１ｄ组ＢＭＰＲⅡ表达亦高于对照组；两个ＧＣ３ｄ组
各项表达均高于１ｄ组。黑色箭头示在肺泡上皮细胞中的阳性表达，白色箭头示在支气管上皮细胞中的阳性表达。
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２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＭＰ４、ＢＭＰＲＩＩ在各组大
鼠胎肺中的表达

本研究发现，ＢＭＰ４蛋白在地塞米松１ｄ组与对
照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而地塞米松
３ｄ组以及倍他米松１ｄ组、３ｄ组中ＢＭＰ４蛋白表达
均较对照组和地塞米松１ｄ组增高（Ｐ＜０．０１）。与对
照组比较，ＢＭＰＲＩＩ蛋白在地塞米松１ｄ、３ｄ组以及
倍他米松１ｄ、３ｄ组表达增加（Ｐ＜０．０１），但各ＧＣ用
药组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图５，６。
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　　图５　ＢＭＰ４和 ＢＭＰＲⅡ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１～５
分别为对照组、地塞米松１ｄ组、倍他米松１ｄ组、地塞米松３ｄ组及

倍他米松３ｄ组。
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　　　　图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＭＰ４和ＢＭＰＲＩＩ蛋白在大鼠胎肺的表达　ａ：与对照组相比，Ｐ＜０．０１；ｂ：与地塞米松１ｄ组相
比，Ｐ＜０．０１。

３　讨论

肺脏起源于胚胎中胚层以及前肠内胚层的肺

芽。支气管树形态的正常构建和肺分支发育具有严

格的时空顺序，胚胎肺的发育受多种激素、细胞因子

的调节，涉及多条信号通路［２４］。ＢＭＰｓ是一类具有
广泛生物学活性的多功能细胞因子，具有类似结构

且高度保守的功能蛋白，和转化生长因子β（ＴＧＦ
β）、活化素一起从属于ＴＧＦβ超家族［３］。ＢＭＰ活化
的Ｓｍａｄｓ蛋白是经典的细胞内信号途径，介导 ＢＭＰ
信号从细胞表面到细胞核，从而调节基因表达［４］。

胎儿肺发育过程中，ＢＭＰ信号通路发挥了远端信号
中心的作用［５］。因此 ＢＭＰｓ突变、ＢＭＰ受体以及调
控蛋白表位变化为设计药物干预胎肺发育研究提供

了线索［６］。本课题组前期实验利用产前药物干预早

产大鼠动物模型，从胚胎发育学角度出发，观察大鼠

胎肺形态发育情况，证实ＧＣ类似具有促进胎肺形态
结构发育成熟的作用［７８］。然而药物干预通过何种

信号途径以及如何改变信号分子表达的分子生物学

机制尚未知晓。

Ｅｂｌａｇｈｉｅ等［９］指出多数 ＢＭＰ信号通路成员如

ＢＭＰ３、４、５和７在胚胎肺发育中均有表达；而在调
节早期的胎肺分支形态发生的众多 ＢＭＰｓ中，ＢＭＰ４
最为重要，它严格表达于胚胎肺芽远端上皮细胞和

邻近间质。本研究发现：倍他米松１ｄ组、３ｄ组及
地塞米松３ｄ组中ＢＭＰ４ｍＲＮＡ的表达显著增加，提
示ＧＣ用药后 ＢＭＰ４的基因转录上调。不同 ＧＣ用
量ＢＭＰ４表达呈现不同水平提示 ＧＣ干预与 ＢＭＰ４
表达变化存在一定关联。免疫组织化学检测观察显

示，ＢＭＰ４主要表达在大鼠胎肺支气管及肺泡上皮细
胞的胞浆内。地塞米松３ｄ组及倍他米松１ｄ和３ｄ
组 ＢＭＰ４蛋白表达增加。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测的是
ＢＭＰ４蛋白的成熟体，为 ＢＭＰ４的活性形式。本研究
结果提示：与对照组相比，ＢＭＰ４蛋白在地塞米松３ｄ
组以及倍他米松１ｄ组、３ｄ组中表达丰富，与免疫组
化检测ＢＭＰ４蛋白在各组间表达相一致，从而在蛋白
水平证实ＧＣ干预后ＢＭＰ４表达变化与基因转录水平
相一致。推测产前应用倍他米松及地塞米松后上调

了ＢＭＰ４在胎肺组织中表达，从而促进肺泡分支形态
发育以及ＩＩ型肺泡上皮细胞的成熟。地塞米松１ｄ组
对ＢＭＰ４基因及蛋白水平的影响甚微可能与激素用药
剂量较小、时间较短有关。

ＢＭＰＲＩＩ表达于小鼠的早期胎肺，基因敲除
ＢＭＰＲＩＩ小鼠将导致严重的肺发育缺陷［１０］。本研究

·５９８·
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发现地塞米松１ｄ、３ｄ组以及倍他米松１ｄ和３ｄ组
ＢＭＰＲＩＩｍＲＮＡ水平显著增加，同时倍他米松１ｄ、３ｄ
组和地塞米松１ｄ组、３ｄ组ＢＭＰＲＩＩ蛋白表达显著高
于对照组，且两个 ＧＣ３ｄ组 ＢＭＰＲＩＩ表达分别高于
１ｄ组，提示 ＢＭＰＲＩＩ表达随着 ＧＣ用药量增加而增
加。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果与免疫组化检测相一致。
提示ＧＣ用药后可能通过上调胎肺组织中ＢＭＰ信号
通路ＩＩ型受体的基因转录及蛋白表达，促进信号分子
的细胞内传递，有利于ＢＭＰ信号的活化，进而参与肺
脏发育调控。

Ｓｍａｄｓ蛋白是 ＢＭＰ信号通路的中心信号分子，
ＢＭＰｓ与ＢＭＰＲ结合后，活化细胞内Ｓｍａｄｓ蛋白，使之
磷酸化为ｐＳｍａｄ而发挥生物学活性，Ｓｍａｄｓ蛋白是否
能被磷酸化，直接影响信号转导能否顺利进行［４］。

Ｓｍａｄ１蛋白存在于小鼠胚胎第１２．５天的肺组织气道
上皮细胞周围，于胚胎中后期在间质细胞中表达增

加，当内源性Ｓｍａｄ１去除后，气道上皮细胞的增殖和
分化被抑制［１１］。Ｓｍａｄ１蛋白作为 ＢＭＰ的下游信号，
是刺激细胞增殖和分化所必需，对早期小鼠胚胎肺发

育起到正性调控作用，调控Ｓｍａｄ１信号转导对胎肺发
育意义重大。本研究发现，与对照组相比，ＧＣ组胎肺
组织中Ｓｍａｄ１ｍＲＮＡ表达显著增加，其中以倍他米松
３ｄ组表达丰度最高，提示ＧＣ可能参与Ｓｍａｄ１ｍＲＮＡ
表达上调，而且倍他米松１ｄ、３ｄ组及地塞米松３ｄ组
ｐＳｍａｄ１的表达显著高于对照组，且ＧＣ３ｄ组表达高
于ＧＣ１ｄ组，提示ＧＣ可能上调了Ｓｍａｄ１基因转录和
ｐＳｍａｄ１蛋白表达。Ｓｍａｄｓ蛋白是介导ＢＭＰ信号从细
胞表面到细胞核的中心信号分子，ＧＣ可能参与了
ＢＭＰ信号通路中Ｓｍａｄ１蛋白在细胞内的活化和转导，
进而影响胞核内的基因表达，参与了胚胎期肺脏发育

的调控。

哺乳动物的转录活化因子／ｃＡＭＰ反应原件蛋白
家族代表了一大群亮氨酸拉链结构域蛋白［１２１４］。其

中ＡＴＦ２在胚胎期广泛表达，可与Ｓｍａｄｓ蛋白直接结
合成异聚体，被ＴＡＫ１和ｐ３８所激活，是Ｓｍａｄｓ蛋白的
下游信号分子以及胞核内靶标［１４］。本研究中ＧＣ３ｄ
干预组大鼠胎肺支气管及肺泡胞浆和胞核内 ＡＴＦ２
蛋白表达增加，显著高于 ＧＣ用药１ｄ组和对照组。
这与ＧＣ用药对 ｐＳｍａｄ１蛋白表达改变相一致，提示
ＧＣ可能参与了胎肺组织ＡＴＦ２基因的活化和表达，
进而影响ＢＭＰ信号通路的转导过程。

综上所述，本研究对产前应用ＧＣ的早产胎鼠肺
组织模型实验发现：与对照组相比，无论在基因水平

还是蛋白水平，产前给药地塞米松、倍他米松均能显

著促进胎肺组织ＢＭＰ信号通路成员中ＢＭＰ４、ＢＭＰＲ

ＩＩ、Ｓｍａｄ１的表达，提示ＧＣ可能参与调控了ＢＭＰ信号
转导过程，从而促进大鼠胎仔肺脏组织发育。倍他米

松、地塞米松用药对 ＢＭＰ信号转导分子 ＢＭＰ４、ＢＭ
ＰＲＩＩ、Ｓｍａｄ１表达的上调可能是ＧＣ促胎肺成熟的重
要机制之一。然而ＧＣ如何影响调控ＢＭＰ信号通路
的确切机制有待进一步研究。
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