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论著·实验研究

维甲酸下调结缔组织生长因子表达
减轻新生大鼠高氧肺损伤的研究

徐雅丽　陈贻骥　张亚维

（重庆医科大学附属儿童医院新生儿诊治中心，重庆　４０００１４）

　　［摘　要］　目的　探讨维甲酸（ＲＡ）对高氧肺损伤保护作用的机制。方法　９０只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ新生鼠随机
平分为空气组、高氧组和高氧＋ＲＡ组。高氧组、高氧＋ＲＡ组置于 ８５％ 氧浓度的氧箱中，高氧 ＋ＲＡ组每日腹腔
注射ＲＡ５００μｇ／ｋｇ。分别于实验第 ４天、７天、１４天行开胸术取新生鼠肺组织，苏木精伊红染色光镜下行辐射状
肺泡计数，逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）、免疫组化检测肺组织结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）表达。结果　与空气
组相比，高氧组和高氧＋ＲＡ组肺组织随氧暴露时间延长，出现炎性细胞浸润，肺泡结构紊乱，肺泡数量减少，肺间
隔增厚，其中高氧＋ＲＡ组病理改变明显轻于高氧组；在第７天和第１４天，高氧组和高氧 ＋ＲＡ组肺组织 ＣＴＧＦ的
ｍＲＮＡ和蛋白表达比空气组增加（Ｐ＜０．０５）；且高氧＋ＲＡ组中 ＣＴＧＦ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达在第 １４ｄ比高氧组减
少（Ｐ＜０．０５）。结论　 高氧暴露下新生鼠肺组织 ＣＴＧＦ表达增加，ＲＡ保护高氧肺损伤可能是通过下调 ＣＴＧＦ表
达。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（３）：２４８－２５１］
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　　氧疗是新生儿疾病治疗的一个重要手段，长期
反复吸入高浓度氧所致的急慢性肺损伤是导致支气

管肺发育不良（ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｙｓｐｌａｓｉａ，ＢＰＤ）的

重要原因。维甲酸（ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＲＡ）是维生素 Ａ
在生物体内的重要活性物质，在动物肺的成熟以及

肺损伤后的修复中起着关键作用。研究表明，补充

·８４２·
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维生素Ａ可以对高氧肺损伤起保护作用，降低 ＢＰＤ
的发生率，然而其作用机制不明［１］。结缔组织生长

因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）是 １９９１
年发现的即刻早期基因家族成员之一，它能促进细

胞增殖、迁移、粘附并且促进血管生成［２］。那么，ＲＡ
保护高氧肺损伤的机制是否与调控 ＣＴＧＦ有关，目
前尚不清楚。本研究通过研究高氧暴露下新生鼠肺

组织 ＣＴＧＦ表达的变化及 ＲＡ对其表达的影响，探
讨 ＲＡ保护高氧肺损伤的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要药物及试剂　　ＲＡ购于山东良福制
药有限公司。ＣＹＳ．１数字测氧仪产自上海嘉定电
子仪器厂。高纯度 ＲＮＡ快速提取试剂盒及 ＲＴ
ＰＣＲ反应试剂盒分别购于百泰克、南京凯基生物技
术有限公司。兔抗大鼠 ＣＴＧＦ抗体、ＳＰ二抗试剂盒
均购于北京博奥森生物制品有限公司。

１．１．２　实验动物及分组　　由重庆医科大学动物
实验中心提供的新生足月 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大
鼠 ９０只，体重 ６．６ｇ左右，随机分为 ３组：空气组、
高氧组、高氧＋ＲＡ组，每组３０只。高氧组、高氧 ＋
ＲＡ组置于 ８５％ 氧浓度的氧箱中，高氧 ＋ＲＡ组每
日腹腔注射 ＲＡ５００μｇ／ｋｇ，空气组、高氧组每日注
入等量生理盐水。自制塑料容器为氧箱，用测氧仪

连续检测氧浓度，使氧箱中氧浓度维持在 ８５％左
右。箱内放入无水氯化钙和生石灰以吸收水分和二

氧化碳。每１２ｈ在３组间更换代母鼠１次，以避免
母鼠氧中毒。分别于新生鼠实验第 ４、７、１４天腹腔
注射水合氯醛麻醉后行开胸术取肺组织。迅速取下

右肺速冻于液氮中以供 ＲＴＰＣＲ检测；完整取下左
肺存于 ４％ 多聚甲醛中，２４ｈ后行二甲苯和乙醇逐
级脱水，石蜡包埋，制成 ５μｍ厚组织切片，行苏木
精伊红染色和免疫组化检测。
１．２　方法
１．２．１　辐射状肺泡计数（ＲＡＣ）　　光镜检查苏木
精伊红染色切片。ＲＡＣ指从呼吸性细支气管中心
引垂直线至最近纤维隔，该直线上的肺泡数即为

ＲＡＣ值，反映了终末呼吸单位所含肺泡数目，是肺
发育程度的检测指标。在１００倍光镜视野下，每张
切片１０次计数，取平均值［３］。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ方法检测肺组织 ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达
　　Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取肺组织总 ＲＮＡ，反转录后取
逆转录产物３μＬ为模板进 ＰＣＲ扩增。大鼠 ＣＴＧＦ

上游引物序列５ＣＣＧＡＣＴＧＧＡＡＧＡＣＡＣＡＴＴＴＧ３，下
游引 物 序 列 ５ＣＣＡＧＣＣＴＧＣＡＧＡＴＡＴＴＧ３，产 物
１４６ｂｐ。内参照 βａｃｔｉｎ上游引物序列 ５ＣＡＣ
ＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ３，下 游 引 物 序 列 ５
ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣ３，产物 ２０６ｂｐ。ＰＣＲ
反应条件 ９５℃ 预变性５ｍｉｎ，９４℃ 变性３０ｓ，５７℃
退火３０ｓ，７２℃ 延伸 ４０ｓ，循环３０次。ＰＣＲ扩增产
物在１．８％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯观察结果并照
相。使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件计算 ＣＴＧＦ电泳条带密
度值占 βａｃｔｉｎ密度百分比。
１．２．３　免疫组化方法检测肺 ＣＴＧＦ蛋白表达　　
肺组织切片常规脱蜡至水。３％ 过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）
孵育１５ｍｉｎ，磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）冲洗５ｍｉｎ×３
次，枸橼酸盐缓冲液微波修复 ２次，冷却到室温。
加封闭血清（ＢＳＡ）封闭 １５ｍｉｎ，加入一抗 ＣＴＧＦ
（１∶１００），４℃ 过夜，ＰＢＳ缓冲液冲洗。用生物素标
记的二抗 ３７℃ 孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，
加入辣根酶标记链霉卵白素工作液（ＳＡ／ＨＲＰ）孵
育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗。ＤＡＢ显色，苏木精复染，中性
树胶封片。用 Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ专业图像分析软件系
统对 ＣＴＧＦ蛋白的表达进行半定量分析，在 ４００倍
视野下，每张切片随机选取 ５个视野，测定阳性细
胞的积分光密度（ＩＯＤ）来代表 ＣＴＧＦ的表达量。
１．３　统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１１．５软件进行处理，数据以均数 ±
标准差（ｘ±ｓ）表示，各组间采用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ
分析，两两比较采用 ＳＮＫ（ｑ）检验，Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　一般情况
空气组和高氧 ＋ＲＡ组中无新生鼠死亡，高氧

组中有２只新生鼠分别于通氧后 １１ｄ和１４ｄ时死
亡；高氧组新生鼠随日龄增长体重增长缓慢，形体瘦

小，活动减少，于实验第 １４天时测得体重明显低于
空气组和高氧＋ＲＡ组，差异有统计学意义，见表１。

表１　各组不同时间体重比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
体重（ｇ）

４ｄ ７ｄ １４ｄ
空气组 ８ ９．１±０．６ １２．６±０．６ ２２．４±１．２
高氧组 ８ ８．７±０．７ １１．９±１．０ １４．２±１．３ａ

高氧＋ＲＡ组 ８ ９．０±０．７ １１．９±０．７ １８．６±１．８ａ，ｂ

　　ａ：与空气组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与高氧组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　肺组织病理改变及ＲＡＣ
实验第４天，空气组肺泡腔无炎性细胞和液体

·９４２·
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渗出，高氧组、高氧 ＋ＲＡ组肺内出现血管扩张充
血，肺泡腔内可见少量红细胞及大量炎性细胞；实验

第７天，空气组肺泡发育正常、分化良好，高氧组、高
氧＋ＲＡ组肺泡内仍可见炎性细胞，终末气腔扩张，
肺间隔增厚，肺泡体积增大、数目减少；实验第 １４
天，空气组肺泡数量增加，分化良好，高氧组肺泡体

积增大、数量减少，肺间隔增厚明显，其内可见成纤

维细胞及胶原样物质，而高氧 ＋ＲＡ组的肺泡数量
较高氧组多，肺间隔增厚不如高氧组明显。如表 ２
所示，在实验第 ４天、７天 和１４天，高氧组、高氧＋
ＲＡ组ＲＡＣ值较空气组减少（Ｐ＜０．０５）；实验第 ７
天 和 １４天，高氧 ＋ＲＡ组 ＲＡＣ值较高氧组明显增
加（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　各组不同时间 ＲＡＣ值比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＲＡＣ值（个）

４ｄ ７ｄ １４ｄ
空气组 ８ ５．２５±０．１２ ７．０２±０．１１ ９．８１±０．３４
高氧组 ８ ４．９１±０．３１ａ ６．０１±０．３３ａ ７．５５±０．２１ａ

高氧＋ＲＡ组 ８ ４．９９±０．１３ａ ６．４７±０．２７ａ，ｂ ８．７９±０．３６ａ，ｂ

　　ａ：与空气组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与高氧组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＲＴＰＣＲ检测 ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达
在实验第 ４天时，ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平在 ３

组间差异无统计学意义；在第 ７天和第１４天时，高

氧组和高氧＋ＲＡ组 ＣＴＧＦｍＲＮＡ的表达明显高于
空气组（Ｐ＜０．０５），且第１４天时高氧＋ＲＡ组 ＣＴＧＦ
ｍＲＮＡ的表达低于高氧组（Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　各组ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达相对丰度（％）
４ｄ ７ｄ １４ｄ

空气组 ８ ５７±１３ ５９±１２ ７０±１２
高氧组 ８ ６３±１５ ７０±１６ａ ８８±１０ａ

高氧＋ＲＡ组 ８ ５９±１３ ７０±１６ａ ７２±１１ａ，ｂ

　　ａ：与空气组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与高氧组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　肺组织ＣＴＧＦ蛋白表达
胞浆有棕黄色颗粒沉着即为阳性细胞（如图 ２

中箭头所指）。在实验第４天，ＣＴＧＦ在支气管、细
支气管上皮细胞表达较多，血管内皮细胞及间隔中

偶有表达；实验第 ７天，ＣＴＧＦ在支气管上皮细胞、
细支气管上皮细胞及血管内皮表达明显，另外在增

厚的间隔中可见成梭状的成纤维细胞亦有表达；实

验第 １４天，肺间隔 ＣＴＧＦ蛋白表达显著。
实验第 ４天，ＣＴＧＦ蛋白的表达在 ３组间差异

无统计学意义；实验第 ７天和第１４天，高氧组和高
氧＋ＲＡ组 ＣＴＧＦ蛋白表达较空气组增加（Ｐ＜０．０５）；
实验第 １４天高氧 ＋ＲＡ组 ＣＴＧＦ表达较高氧组减
少（Ｐ＜０．０５），见图１，表４。

!"# $%# $%

!"#

#

$ %

& %

'$ %

　　图１　肺组织 ＣＴＧＦ蛋白的表达（ＳＰ法，×４００）　空气组中 ＣＴＧＦ表达微弱，实验后７ｄ和１４ｄ高氧组和高氧＋ＲＡ组
ＣＴＧＦ表达较空气组明显增加；实验后１４ｄ高氧＋ＲＡ组ＣＴＧＦ表达较高氧组明显减少。箭头所指为阳性表达细胞。

·０５２·
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表４　各组ＣＴＧＦ蛋白表达水平比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数
ＣＴＧＦ（ＩＯＤ）

４ｄ ７ｄ １４ｄ
空气组 ８ ５７８６±７７３ ７２３７±１０２１ １１１３６±２０４５
高氧组 ８ ６１５６±８２５ ３１９４１±５７１２ａ ５１８３５±８２２５ａ

高氧＋ＲＡ组 ８ ５８９４±７５７ ２２１４６±４７２１ａ ３３５６３±７４４３ａ，ｂ

　　ａ：与空气组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与高氧组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

近年来，ＢＰＤ的发病率呈逐年上升的趋势。各
国学者针对 ＢＰＤ的防治措施进行了诸多研究，目
前，糖皮质激素、表面活性物质和维生素 Ａ等的治
疗作用已得到证实［４］。ＲＡ是维生素 Ａ在生物体内
的活性形式，本研究采用高氧肺损伤模型，并用 ＲＡ
进行干预，实验结果发现高氧组、高氧 ＋ＲＡ组中的
大鼠随通氧时间延长表现为体重增长缓慢，活动减

少，苏木精伊红染色见肺泡腔红细胞和液体渗出，
炎性细胞浸润，继而出现肺泡体积增大，数量减少，

肺间隔增厚。这些符合 ＢＰＤ的病理改变［５］。ＲＡＣ
是衡量肺发育的指标，随着体积大、数量少的囊泡向

体积小、数量多的肺泡转化时，ＲＡＣ值随之增大。
本研究发现，高氧组、高氧 ＋ＲＡ组 ＲＡＣ比空气组
明显减少，提示高氧抑制肺泡形成；而高氧 ＋ＲＡ组
在实验第７天、第１４天时 ＲＡＣ值比高氧组大，证实
ＲＡ可部分逆转高氧导致的肺发育受阻。

尽管维生素 Ａ对高氧肺损伤有保护作用这点得
到各国学者的共识，然而其作用机制并未明确。早期

研究发现 ＲＡ可以通过诱导细胞分化以此拮抗地塞
米松导致的肺泡化障碍［６］；另外，ＲＡ调节丝裂原活
化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）活性状态，降低肺泡Ⅱ型细胞凋
亡也是其重要机制之一［７］；而最新研究发现 ＲＡ可影
响血管生成因子 Ａ（ＶＥＧＦＡ）基因的表达及升高肺中
维生素 Ａ酯的浓度来减轻高氧肺损伤［８９］。除以上

外，ＲＡ保护高氧肺损伤还体现在另一重要方面，即其
对细胞外基质（ＥＣＭ）含量的影响。高氧暴露后，肺组
织的损伤、修复过程分为３个阶段：炎性反应阶段、肉
芽组织形成、细胞外基质的重建。众多细胞因子参与

了ＥＣＭ重建的过程，如胰岛素生长因子１，２（ＩＧＦ１，
ＩＧＦ２）；基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）及金属蛋白酶组织
抑制剂（ＴＩＭＰｓ）；转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）等，ＲＡ
通过影响这些因子表达调控 ＥＣＭ含量，从而减轻高
氧肺损伤后肺纤维化的程度。

ＣＴＧＦ是一种富含半胱氨酸的多肽，由成纤维
细胞、平滑肌细胞和内皮细胞合成与分泌，可诱导成

纤维细胞增殖和分泌 ＥＣＭ［２］。尽管 ＣＴＧＦ作用的

信号通路并未完全明确，然而近年来许多研究发现

ＣＴＧＦ作为 ＴＧＦβ１的下游因子，ＴＧＦβ１的致纤维
化作用可能与ＣＴＧＦ密切相关。而 ＲＡ降低高氧肺
损伤时 ＴＧＦβ１的表达也可能与其下调 ＣＴＧＦ有
关。本研究发现空气组 ＣＴＧＦ表达微弱，而高氧组
较空气组表达明显增加，且随着通氧时间延长，高氧

组 ＣＴＧＦ表达明显增多，这与文献报道一致［１０］。另

外，ＣＴＧＦ的表达部位从最初集中在支气管、细支气
管上皮细胞逐渐转为集中在间质的成纤维细胞中表

达，这也提示ＣＴＧＦ在高氧肺损伤中起促进细胞外
基质合成和诱导纤维化发生的作用。随着 ＲＡ使用
时间延长，高氧 ＋ＲＡ组 ＣＴＧＦ表达在 １４ｄ时明显
低于高氧组，且 ＲＡＣ值也大于高氧组，表明 ＲＡ可
能通过降低高氧肺损伤 ＣＴＧＦ的表达，从而部分逆
转肺纤维化，有利于肺发育。

综上所述，在高氧状态下，新生鼠肺 ＣＴＧＦ表达
呈时间依赖性增加，ＲＡ能明显下调高氧所诱导的
ＣＴＧＦ表达，从而部分逆转高氧肺损伤的进程，为临
床上应用 ＲＡ治疗高氧肺损伤提供了理论依据。
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