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论著·实验研究

利多卡因对高氧暴露早产大鼠肺泡Ⅱ型
上皮细胞损伤的保护作用

丁小芳　钟礼立　张兵　李嘉

（湖南省人民医院儿科，湖南 长沙　４１０００５）

　　［摘　要］　目的　观察利多卡因（Ｌｉｄｏ）对高氧暴露的早产大鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞（ＡＥＣⅡ）增殖和凋亡的影
响，为防治早产儿高氧肺损伤提供依据。方法　原代培养的早产大鼠 ＡＥＣⅡ随机分为４组：空气组、高氧组、空气
＋Ｌｉｄｏ组、高氧＋Ｌｉｄｏ组。高氧、高氧＋Ｌｉｄｏ组按５Ｌ／ｍｉｎ通入９５％Ｏ２／５％ＣＯ２高纯混合气，１０ｍｉｎ后密封。空气
＋Ｌｉｄｏ、高氧＋Ｌｉｄｏ组加入２０μｇ／ｍＬＬｉｄｏ。各组均置于培养箱（３７℃，５％ＣＯ２）中培养２４ｈ，收集各组细胞，采用流
式细胞仪检测ＡＥＣⅡ凋亡率和细胞周期；运用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）蛋白表达。结果　与空气
组比较，高氧组 ＡＥＣⅡ凋亡率增高，Ｇ２／Ｍ、Ｓ期细胞比例明显降低（Ｐ＜０．０１）；ＰＣＮＡ蛋白表达明显下调
（Ｐ＜０．０１）。而Ｌｉｄｏ干预后可使ＡＥＣⅡ凋亡率降低，Ｇ２／Ｍ、Ｓ期细胞比例增高，ＰＣＮＡ蛋白表达上调。结论　 高氧
可使早产大鼠ＡＥＣⅡ凋亡增加，增殖抑制；Ｌｉｄｏ对高氧所致的ＡＥＣⅡ损伤有直接的抑制作用。
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　　早产儿对缺氧耐受性差，因此使用氧疗的机会
更多，然而，氧毒性对早产儿可产生严重后遗症，如

慢性肺疾病和视网膜病。而肺泡Ⅱ型上皮细胞
（ＡＥＣⅡ）在高氧肺损伤修复中占重要地位［１２］。

ＡＥＣⅡ具有许多重要的功能，包括合成、释放肺表面
活性物质、参与离子转运以及损伤后肺组织修复

等［３４］。因此，减轻 ＡＥＣⅡ的损伤可望成为防治高
氧肺损伤的有效方法。研究发现利多卡因（Ｌｉｄｏ）能
稳定细胞膜，抑制中性粒细胞向受伤组织迁移、与内

皮细胞黏附代谢和炎性因子的释放，从而减轻多种

原因引起的急性肺损伤［５］。但对早产儿高氧所致

的肺损伤是否亦具有保护作用，目前报道甚少。本
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研究通过观察Ｌｉｄｏ对高氧所致的早产大鼠ＡＥＣⅡ增
殖和凋亡及增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒ
ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）的影响，为防治早产儿高氧肺损伤提
供更科学的依据。

１　材料与方法

１．１　材料
胰蛋白酶、Ⅰ型胶原酶、噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）（北京鼎国生物制品）；Ｄｎａｓｅ１、ＲＮＡ
酶（Ｒｎａｓｅ）、碘代吡啶（ＰＩ）（Ｐｒｅｍａｇｅ公司）；胎牛血
清（ｆｅｔａｌｃａｌｆｓｅｒｕｍ，ＦＣＳ，杭州四季青生物工程材料
有限公司）；ＤＭＥＭ，Ｄｈａｎｋｓ（湖南省人民医院临床
研究所）；角化蛋白（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ）及荧光显色剂购自
武汉博士德生物公司；９５％Ｏ２／５％ＣＯ２高纯混合气
（湖南莲湖氧气厂）；Ｌｉｄｏ（常州康普药业有限公司，
０７１００６５）用含 １５％ ＦＣＳ的 ＤＭＥＭ 配成 ２、２０、
２００μｇ／ｍＬ浓度；小鼠抗大鼠 ＰＣＮＡ单克隆抗体、
βａｃｔｉｎ、山羊抗鼠 ＩｇＧ／ＨＲＰ（深圳晶美生物公司）。
Ｅｌｘ８００酶联免疫检测仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司产品）；
流式细胞仪（德国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；紫外分光光度计
（美国 ＰｅｒｋｉｍＥｌｍｅｒ公司，Ｌａｍｂｄａ２５型）；图像分
析系统为美国 ＧＤＳ８０００型医学彩色图象分析
系统。

１．２　方法
１．２．１　早产大鼠ＡＥＣⅡ的原代培养鉴定　　ＳＤ大
鼠，体重２００～２５０ｇ，购自湖南农业大学实验动物
部。雌雄按３∶１同笼过夜，次日晨检查雌鼠阴道阴
栓计为孕０ｄ，孕期满２０ｄ（足月为２２ｄ）时行剖宫
产术，取出胎鼠作为早产鼠。剪开胎鼠胸腔，取出肺

组织，参照并改进祝华平等［６］的方法分离纯化 ＡＥＣ
Ⅱ，以５×１０５／Ｌ的细胞密度接种于 ５０ｍＬ培养瓶
中，培养４８ｈ后用免疫组化及电镜鉴定，结果细胞
数量多、纯度高可符合本实验要求。

１．２．２　ＭＴＴ比色法检测Ｌｉｄｏ对早产大鼠ＡＥＣⅡ增
殖影响的最佳浓度　　纯化的早产大鼠 ＡＥＣⅡ，以
１×１０６细胞／ｍＬ接种于９６孔板，每孔１８０μＬ，空白
调零孔加无细胞的１５％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ，置于５％ＣＯ２
培养箱中培养至融合成单层（约２４ｈ）弃去原培养
液，Ｄｈａｎｋｓ液洗去未贴壁的细胞分组处理，每组１２
孔。对照组：用１５％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ培养，不加Ｌｉｄｏ。
Ｌｉｄｏ组：参照徐道妙等［７］的文献，用含 ２、２０、
２００μｇ／ｍＬＬｉｄｏ的１５％ＦＣＳ的 ＤＭＥＭ培养。继续
培养２４ｈ后，每孔加２０μＬＭＴＴ，培养箱中３７℃孵
育４ｈ，弃去培养液，每孔加１５０μＬＤＭＳＯ，室温震荡

１０ｍｉｎ。酶联免疫检测仪上于４９０ｎｍ处读吸光度Ａ
值，计算各组均数及相对生长指数（ｇｒｏｗｔｈｉｎｄｅｘ，
ＧＩ），ＧＩ＝（处理组Ａ４９０／对照组 Ａ４９０值）×１００％，
ＧＩ＞１００％为刺激生长，ＧＩ＜１００％为抑制生长。重
复该实验３次。
１．２．３　实验分组　　２０ｄ早产大鼠 ＡＥＣⅡ，经贴
壁纯化后随机分为 ４组（每组５瓶）：空气组（Ａｉｒ）、
高氧组（ＨＯ）、空气＋Ｌｉｄｏ组（Ａｉｒ＋Ｌｉｄｏ）、高氧＋Ｌｉ
ｄｏ组（ＨＯ＋Ｌｉｄｏ）。ＨＯ及ＨＯ＋Ｌｉｄｏ组在更换培养
液后按５Ｌ／ｍｉｎ通入９５％Ｏ２／５％ＣＯ２高纯混合气，
１０ｍｉｎ后密封。Ａｉｒ＋Ｌｉｄｏ及ＨＯ＋Ｌｉｄｏ组在更换培
养液时加入２０μｇ／ｍＬＬｉｄｏ（根据 ＭＴＴ实验结果选
取最佳浓度），各组均置于培养箱（３７℃，５％ＣＯ２）中
培养２４ｈ，收取各组细胞作流式细胞及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测。其中 ＨＯ及 ＨＯ＋Ｌｉｄｏ组在培养结束时用
ＣＹＳ１数字式测氧仪测培养瓶中氧浓度，弃去低于
９０％的标本。
１．２．４　流式细胞仪检测细胞凋亡率及细胞周期　
　细胞周期分为有丝分裂期（Ｍ期）和分裂间期，分
裂间期又包括 ＤＮＡ合成期（Ｓ期），在 Ｍ与 Ｓ期之
间是Ｇ０／Ｇ１期，Ｓ与Ｍ期之间是Ｇ２期。用ＰＩ染色
分析，可在二倍体Ｇ０／Ｇ１期的峰前出现“亚二倍体”
峰，即细胞凋亡峰（ｓｕｂＧ１峰），ｓｕｂＧ１期细胞是凋亡
细胞。收获细胞用冷的ＰＢＳ洗３次，加入７５％冷乙
醇固定后（－２０℃冰箱保存待测），８００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ洗２次，加ＲＮａｓｅ１００ｍｇ／Ｌ孵育
２０ｍｉｎ，加ＰＩ染液避光孵育３０ｍｉｎ，上流式细胞仪
于４８８ｎｍ处检测 ＰＩ荧光强度，计算出 ＳｕｂＧ１、
Ｇ０／Ｇ１、Ｇ２／Ｍ、Ｓ期细胞比例。实验重复３次。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣＮＡ蛋白　　蛋白裂解
法提取细胞总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度，每泳
道加入蛋白样品１０μＬ进行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶
电泳，湿式电转移至 ＰＶＤＦ膜上，将膜放入含５％脱
脂奶粉的 ＴＴＢＳ中并在室温下封闭 １ｈ，封闭结束
后，将 ＰＶＤＦ膜剪开，分别孵育一抗（ＰＣＮＡ１∶２００、
βａｃｔｉｎ１∶５００，均用 ＴＴＢＳ稀释），４℃摇动过夜，
ＴＴＢＳ洗膜（１０ｍｉｎ×４次），加入辣根过氧化物酶
（ＨＲＰＯ）偶联的羊抗小鼠 ＩｇＧ抗体（１∶２００，用 ＴＴＢＳ
稀释），在室温下轻轻摇动１ｈ，ＴＴＢＳ洗膜（１０ｍｉｎ×
４次），ＥＣＬ增强化学发光剂（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司）显色
５ｓ～５ｍｉｎ。用 ＧＤＳ８０００型医学彩色图象分析系
统扫描曝光后Ｘ线片上的显影条带，测定各显色的
积分吸光度值，并进行吸光度扫描分析，以 ＰＣＮＡ／
βａｃｔｉｎ曝光后显影条带吸光度Ａ值比值代表ＰＣＮＡ
蛋白表达的相对含量。
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１．３　统计学分析
所有数据用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理，数据以

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用方差分析
后ｑ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　原代培养观察
每５～７只２０日胎龄早产大鼠经分离纯化贴壁

后获ＡＥＣⅡ数平均为６８×１０６±７×１０６个，倒置显
微镜观察，ＡＥＣⅡ呈圆形或立方形，典型岛状生长，
纯度高达（８７±３）％，苔盼蓝拒染实验检测细胞活
力为（９５±１）％，经免疫组化及电镜证实确为 ＡＥＣ
Ⅱ，见图１。充氧前，倒置显微镜下可见细胞贴壁
紧，细胞亮，呈生长状态。ＨＯ及 ＨＯ＋Ｌｉｄｏ组培养
２４ｈ后，镜下观察见细胞贴壁欠佳，少数细胞内可
见颗粒，表现为生长不良状态。Ａｉｒ及Ａｉｒ＋Ｌｉｄｏ组
细胞培养２４ｈ后，细胞无明显改变。
２．２　Ｌｉｄｏ对早产大鼠ＡＥＣⅡ增殖的影响

ＭＴＴ比色法显示，Ｌｉｄｏ在２～２００μｇ／ｍＬ浓度
范围内，均可促进细胞生长，在２０μｇ／ｍＬ浓度时其
细胞ＧＩ最高（Ｐ＜０．０１），见图２。
２．３　Ｌｉｄｏ及高氧对早产大鼠ＡＥＣⅡ生长周期及凋
亡的影响

与Ａｉｒ组比较，ＨＯ组 ＳｕｂＧ１、Ｇ０／Ｇ１期细胞比
例明显增高（Ｐ＜０．０１），Ｇ２／Ｍ、Ｓ期细胞比例明显降
低（Ｐ＜０．０１）；与 Ａｉｒ组比较，Ａｉｒ＋Ｌｉｄｏ组 ＳｕｂＧ１、
Ｇ２／Ｍ期细胞比例差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
Ｇ０／Ｇ１期细胞比例明显降低（Ｐ＜０．０１），Ｓ期细胞
比例明显增高（Ｐ＜０．０１）；ＨＯ＋Ｌｉｄｏ组与 ＨＯ组比
较，ＳｕｂＧ１、Ｇ０／Ｇ１期细胞比例明显降低（Ｐ＜０．０１），
Ｇ２／Ｍ、Ｓ期细胞比例明显增高（Ｐ＜０．０１），且与 Ａｉｒ
组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表１。

　　图 １　ＡＥＣⅡ细胞培养观察　Ａ：免疫荧光化学显色
（×２００），阳性细胞呈圆形或立方形，胞浆着红色；Ｂ：透射电镜

（×１００００），可见板层小体（箭头所示）。
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图２　不同浓度Ｌｉｄｏ对ＡＥＣⅡ增殖的影响

表１　各组细胞周期频数分布比较　（ｘ±ｓ，％）

组别 ｎ ＳｕｂＧ１期 Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

Ａｉｒ ５ ３．３±１．２ ３７．８±４．６ ３２．７±４．４ ２９．４±３．３
Ａｉｒ＋Ｌｉｄｏ５ ２．８±１．５ ２９．２±５．４ｂ ４２．２±４．３ａ ２８．６±５．４
ＨＯ ５ １０．７±１．５ａ ６４．５±２．６ａ １９．７±２．５ａ １５．８±２．０ａ

ＨＯ＋Ｌｉｄｏ５ ５．６±１．１ｃ ４１．０±３．８ｃ ３０．８±４．６ｄ ２８．２±３．３ｃ

　　与Ａｉｒ组比较，ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５；与 ＨＯ组比较，ｃ：Ｐ＜０．０１，

ｄ：Ｐ＜０．０５

２．４．Ｌｉｄｏ及高氧对早产鼠 ＡＥＣⅡＰＣＮＡ表达的
影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果示 ＨＯ组 ＡＥＣⅡ细胞
ＰＣＮＡ表达低于 Ａｉｒ组、Ａｉｒ＋Ｌｉｄｏ及 ＨＯ＋Ｌｉｄｏ组
（Ｐ＜０．０５），Ａｉｒ＋Ｌｉｄｏ组 ＰＣＮＡ蛋白表达明显高于
Ａｉｒ组（Ｐ＜０．０５），ＨＯ＋Ｌｉｄｏ组ＰＣＮＡ蛋白表达明显
低于Ａｉｒ＋Ｌｉｄｏ组（Ｐ＜０．０１），与Ａｉｒ组比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。图３～４。
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图３　各组细胞ＰＣＮＡ蛋白表达比较

!"#

!"$

!"%

!"&

!"'

!"(

!")

!"*

!

+,- +,-./,01 23 23./,01

4
5
6
+

!
"

!
#

$
%

+

&
'

&
"

!"#

!"$

!"%

!"&

!"'

!"(

!")

!"*

!

+,- +,-./,01 23 23./,01

4
5
6
+

!
"

!
#

$
%

+

&
(

&
"

7

8

9:0

　　图４　各组细胞 ＰＣＮＡ蛋白表达比较　与 Ａｉｒ组比较，
ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５；ｃ：与 ＨＯ组比较，Ｐ＜０．０１；ｄ：与 Ａｉｒ＋
Ｌｉｄｏ组比较，Ｐ＜０．０１
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３　讨论

在正常肺组织的发生、急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）病理过程中，ＡＥＣⅡ都与增殖和凋亡过
程有关，但 ＡＥＣⅡ过度凋亡可能参与 ＡＬＩ的发病机
制［１，８］。实验研究证实高氧引起的肺损伤中存在

ＡＥＣⅡ凋亡［９１０］。成年鼠和新生鼠高氧诱导的 ＡＥＣ
Ⅱ凋亡的程度与高氧持续时间和肺损伤的程度呈正
相关［１１］。高氧可通过激活细胞周期限制点而抑制

细胞增殖［１２］。本研究结果显示，原代培养的ＡＥＣⅡ
暴露在高氧中，ＳｕｂＧ１期、Ｇ０／Ｇ１期细胞比例显著增
多，Ｓ、Ｇ２／Ｍ期细胞比例明显减少。由此可见，高
氧抑制早产鼠ＡＥＣⅡ增殖可能与高氧引起的 Ｇ１期
阻滞，进而使细胞延迟进入 Ｓ期，ＤＮＡ合成受到抑
制，并最终导致细胞增殖受抑有关。

ＰＣＮＡ是 ＤＮＡ多聚酶 δ的辅助蛋白，为 ＤＮＡ
复制和修复所必须存在于细胞核内的一种 ３６ＫＤ
多肽，其表达和合成对于细胞周期的完成非常重要，

ＰＣＮＡ的阳性表达虽然不直接说明细胞正在进行分
裂，但可以反映细胞处于细胞周期中，具有活跃的增

殖潜能。因此，ＰＣＮＡ成为评价细胞增殖水平的常
用指标之一［１３］。本研究结果表明，ＨＯ组 ＰＣＮＡ表
达较Ａｉｒ组明显降低，提示高氧时 ＡＥＣⅡ增殖下降
与ＰＣＮＡ的低表达有关，这可能是高氧引起肺发育
阻滞的重要原因。

动物实验证明，Ｌｉｄｏ能减弱高氧、盐酸吸入、内
毒素诱导以及急性胰腺炎所致的ＡＬＩ，Ｌｉｄｏ减轻ＡＬＩ
的机制与其减少细胞因子释放及补体系统激活有

关［１４］。本研究发现，不同剂量 Ｌｉｄｏ均能促进早产
大鼠ＡＥＣⅡ细胞生长，２０μｇ／ｍＬ浓度时其细胞 ＧＩ
最高，与文献报道一致［７］。２０μｇ／ｍＬＬｉｄｏ对Ａｉｒ组
早产鼠 ＡＥＣⅡ凋亡无影响，但对其增殖却有促进作
用。２０μｇ／ｍＬＬｉｄｏ对高氧组细胞损伤有直接的保
护作用，表现为ＡＥＣⅡ凋亡率降低，Ｇ２／Ｍ、Ｓ期细胞
比例增高；ＰＣＮＡ蛋白表达上调。其机制可能是通
过增加ＰＣＮＡ蛋白表达水平，促进早产鼠 ＡＥＣⅡ进
入Ｓ期，减少早产鼠ＡＥＣⅡ调亡来实现。

Ｌｉｄｏ可部分逆转高氧对早产鼠 ＡＥＣⅡ损伤，从

而减轻高氧所致的肺发育受阻，促进损伤后修复，为

临床防治慢性肺损伤提供了新的理论和方法，但其

具体机制尚需进一步探讨。
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