
第１３卷第５期
２０１１年５月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．５
Ｍａｙ２０１１

［收稿日期］２０１０－０９－０８；［修回日期］２０１０－１２－１３
［作者简介］吉毅，男，博士研究生。
［通信作者］刘文英，教授。

论著·实验研究

汉防己甲素对先天性膈疝大鼠的
保护作用

吉毅１　刘文英１　陈思源１，２　王学军１　杨纲１　徐冰１　曹李明１

（１．四川省医学科学院／四川省人民医院儿童医学中心小儿外科，四川 成都　６１００７２；
２．复旦大学附属儿科医院儿科研究所，上海　２０１１０２）

　　［摘　要］　目的　探讨汉防己甲素（ＴＥＴ）产前干预对先天性膈疝（ＣＤＨ）大鼠的保护作用及机制。方法　将
妊娠ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为对照组、除草醚组与 ＴＥＴ治疗组。后两组孕 ９．５ｄ时采用除草醚灌胃法建立
ＣＤＨ大鼠模型；治疗组自孕１８．５ｄ起给予 ＴＥＴ灌胃（每日３０ｍｇ／ｋｇ，连续３ｄ）；２１ｄ对部分孕鼠行剖腹并抽取羊
水，观察胎鼠膈疝形成情况。采用 ＥＬＩＳＡ法、免疫组化染色法检测羊水和胎肺中 ＴＮＦα的表达情况。余孕鼠自然
分娩，观察各组仔鼠出生后情况。结果　除草醚组胎鼠无论有无膈疝形成均存在肺发育不良，肺及羊水中 ＴＮＦα
的表达均明显升高；ＴＥＴ治疗组胎鼠巨大膈疝的发生率低于除草醚组，肺与羊水中 ＴＮＦα的含量明显较除草醚组
少（Ｐ＜０．０１）。在自然分娩的仔鼠中，ＴＥＴ治疗组仔鼠的 ２４ｈ存活率明显高于除草醚组（Ｐ＜０．０１）。结论　产前
应用 ＴＥＴ能降低ＣＤＨ大鼠模型胎肺与羊水中 ＴＮＦα的含量，改善因除草醚诱导的胎鼠肺发育不良，减少巨大膈
疝的发生，提高仔鼠的存活率。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（５）：４０１－４０５］
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　　先天性膈疝（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｄｉａｐｈｒａｇｍａｔｉｃｈｅｒｎｉａ，
ＣＤＨ）是由于单侧或双侧膈肌发育缺损，导致腹腔
内脏器疝入胸腔的一种先天性疾病，其发病率约为

１／２０００～２５００［１］。ＣＤＨ的病因及分子生物学机制
尚未明了，目前仍无有效的治疗手段从根本上改变

其合并的肺发育不良。临床上，尽管对 ＣＤＨ患儿
进行了积极的对症支持及相应的外科手术治疗，但

重症病例的死亡率仍达 ５０％ ～６０％，而双侧 ＣＤＨ
患儿的死亡率高达１００％［２］。新近研究证实，产前

给与汉防己甲素（ｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ，ＴＥＴ）灌胃，能显著地
改善因除草醚导致的胎鼠肺发育不良与肺动脉高

压，促进 ＣＤＨ胎肺的分化与成熟，其途径可能为调
节胎肺中一些生长因子的水平［３４］。但大量的临床

研究却发现，生长因子水平的异常并不是 ＣＤＨ胎
肺发育异常唯一的病因学因素，也不是关系患儿预

后的决定性因素［５７］。肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦα）是由激活的单核／巨噬细胞等产生的
一种可溶性多功能细胞因子，异常表达的 ＴＮＦα可
介导胎肺肺泡上皮细胞凋亡和坏死，使肺泡上皮细

胞不断坏死、脱落、再生［８］。同时，ＴＮＦα能刺激胎
肺肺内成纤维细胞增殖，促进胶原生成，并隔离人Ⅱ
型肺泡细胞，抑制肺表面活性物质生成［９］。存在呼

吸功能异常的早产儿与支气管肺发育不良的患儿，

羊水与气道分泌物中 ＴＮＦα水平的异常增高常常
提示预后不良［１０１１］。本研究拟通过除草醚诱导的

ＣＤＨ大鼠模型，以 ＴＥＴ为干预措施，观察胎肺及羊
水中 ＴＮＦα的变化，进一步探讨产前给予 ＴＥＴ对
ＣＤＨ胎鼠的影响及其作用机制。

１　材料与方法

１．１　试剂及设备
除草醚由浙江化工二厂生产提供；ＴＥＴ购自陕

西惠科植物开发有限公司。免疫组化一抗为兔抗鼠

ＴＮＦα抗体（美国 ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ公司）；二抗为山
羊抗兔 ＩｇＧ抗体，酶底物显色剂购自武汉博士德生
物工程公司。大鼠 ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国
ＡＤＬ公司。电子天平由四川省医学科学院／四川省
人民医院动物实验中心提供；Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜
（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１）、图像采集系统 （ＤＰＭａｎａｇｅｒ）和
ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓＶ５．１专业图像分析软件由四川省医
学科学院／四川省人民医院细胞移植中心提供。
１．２　动物模型的建立和分组

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠由四川省医学科学
院／四川省人民医院实验动物研究所提供，雌鼠３４

只，雄鼠１７只，雌雄鼠按照 ２∶１分笼，进行定时配
种，１２ｈ后取雌鼠阴道分泌物于显微镜下观察，以
镜下看到精子为怀孕 ０．５ｄ。孕 ９．５ｄ时将孕鼠随
机分为对照组（１０只）、除草醚组（１２只）及 ＴＥＴ治
疗组（治疗组，１２只），采用除草醚灌胃法［３］建立

ＣＤＨ大鼠模型，即：除草醚组与治疗组灌胃给予除
草醚（１００ｍｇ／只，溶于 ２．５ｍＬ橄榄油中），对照组
灌胃给予等量橄榄油。孕 １８．５ｄ，治疗组给予 ＴＥＴ
灌胃（每日３０ｍｇ／ｋｇ，１次／日，连续 ３ｄ），对照组和
除草醚组给予等量生理盐水。再根据胎鼠有无膈疝

形成，将除草醚组中形成膈疝的胎鼠划分为膈疝组，

无膈疝的胎鼠为无膈疝组；将治疗组中形成膈疝的

胎鼠划分为膈疝治疗组，无膈疝的为无膈疝治疗组。

１．３　羊水与肺组织标本的采集及膈疝的确定
雌鼠妊娠达到第 ２１天，随机选取对照组 ４只、

除草醚组及治疗组各 ６只，用戊巴比妥钠０．０３ｍｇ／ｇ
对其行腹腔注射麻醉剖宫取胎鼠。剖宫取出胎鼠

前，按胎鼠于宫内排列顺序，用 １．０ｍＬ注射器收集
每个羊膜囊内羊水各０．５ｍＬ置于－２０℃ 冷藏。取
出胎鼠称重后立即断头处死，经胸骨正中切口剖开

胸腔，剪除两侧肋软骨至脊柱，完整取出两侧肺组

织，注意尽量避免损伤其他组织器官。将取出的肺

从支气管分叉处分开左右两肺，称重后即刻置于体

积分数为 １０％ 的中性福尔马林中固定。将去除肺
组织的胚胎放在放大镜（４倍）下，观察记录胎鼠有
无膈疝、膈疝的位置、疝孔的大小（膈肌缺损大于

５０％为巨大膈疝）及疝内容物。
１．４　羊水中 ＴＮＦα含量的测定

采用双抗体夹心 ＡＢＣＥＬＩＳＡ法测定各组大鼠
羊水中 ＴＮＦα的含量，其操作方法按照试剂盒说明
进行。

１．５　肺组织病理形态学和免疫组织化学检查
将固定在 １０％中性福尔马林中的肺组织于

２４ｈ内作石蜡包埋。苏木精伊红染色观察肺组织
发育情况；应用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．１图像分析软件测
定每个视野肺组织灰度值百分比，反映肺泡与肺泡

腔面积的百分比———肺泡面积比（ＰＡＡ％）。免疫
组织化学染色采用 ＬｓＡＢ法（ＳＰ法），以０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ（ｐＨ７．４）代替一抗作为空白对照。１∶１００ａｎｔｉ
ＴＮＦα为兔抗鼠单克隆抗体，细胞膜和胞浆中出现
棕黄色染色为阳性。观察 ＴＮＦα在各组胎肺中的分
布及测定其表达强度：采用 Ｏｌｙｍｐｕｓ图像采集仪，在
４００倍视野下，采取２个不重叠的视野采集肺组织图
像，计算阳性染色颗粒在同一视野中的总积分光密度

值（ＩＯＤ）。
·２０４·
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１．６　新生仔鼠一般情况的观察
每组各 ６只孕鼠任其自然分娩，比较各组孕鼠

的妊娠时限、产仔数及死胎的数目；将仔鼠进行称

重，比较各组仔鼠出生体重的差异。观察仔鼠生后

２４ｈ内情况，比较各组仔鼠 ２４ｈ存活率。
１．７　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析。计量资
料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用方
差分析；计数资料用百分数表示，组间比较采用卡方

检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　胎鼠膈疝发生情况
２１ｄ时，对照组 ４只孕鼠剖宫产出胎仔 ４７只，

均无膈疝形成。其他 ２组 １２只孕鼠，共生产胎仔
１４３只，其中，除草醚组６９只，治疗组７４只，有膈疝
形成者 ９７只，致畸率 ６７．８％。膈疝发生于左侧者
８６只，占膈疝总数的 ８９％；形成巨大膈疝者 ３３只，
占左侧膈疝总数的 ３８％，疝内容物主要为胃、小肠，

其次是肝。膈疝发生于右侧者１１只，无巨大膈疝形
成。除草醚组与治疗组中胎鼠形成膈疝分别为 ４７
只（６８．１％）和５０只（６７．６％），差异无统计学意义
（χ２＝０．００５，Ｐ＝０．９４４）；其中，形成巨大膈疝的胎仔
数分别为２１只（４４．７％）与１２只（２４．０％），差异有统
计学意义（χ２＝４．６１６，Ｐ＝０．０３２）。
２．２　形态学检测与免疫组织化学结果

光镜下观察，对照组肺组织发育良好，肺泡结构

明显，肺泡大而多，肺泡间隔薄而均匀，呼吸性支气

管末端呈囊泡状；除草醚组中，无论有无膈疝形成，

肺组织发育均差，细胞密度大，肺泡少而小，肺泡间

隔厚，肺泡、肺泡管及肺泡囊呈假腺体样改变，有明

显肺发育不良的表现；治疗组肺组织发育好于除草

醚组，肺泡面积大，肺泡隔变薄，肺内见较多囊泡状

呼吸性细支气管，形态特点接近正常肺组织。

对照组胎肺中，肺巨噬细胞及支气管上皮细胞

内有少量的 ＴＮＦα表达；除草醚组中无论有无膈疝
形成，均可见肺巨噬细胞、支气管上皮细胞、肺泡上

皮细胞及肺间质内大量棕黄色 ＴＮＦα表达，治疗组
中ＴＮＦα表达降低，接近于对照组。见表１，图１。

表１　各组胎鼠生物学情况及胎肺中 ＴＮＦα含量的比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 体重（ｇ） 肺重（ｍｇ） 肺重／体重比（ｍｇ／ｇ） 肺泡面积比（％） 胎肺ＴＮＦα（ＩＯＤ值×１０３）

对照组 ４７ ５．１８±０．２９ １７９±１３ ３５±５ 　６０±８ １０．４±０．４
膈疝组 ４７ ４．４１±０．３３ａ １１４±８ａ ２６±５ａ 　３８±６ａ ５４．５±５．７ａ

无膈疝组 ２２ ４．３６±０．４１ａ １０８±９ａ ２５±５ａ 　４２±５ａ ４９．８±６．３ａ

膈疝治疗组 ５０ ４．３３±０．３５ １３０±１０ｂ ３０±４ｂ 　５２±８ｂ ３０．７±４．９ｂ

无膈疝治疗组 ２４ ４．４９±０．４８ １３８±１０ｃ ３０±５ｃ 　５４±７ｃ ３２．８±５．３ｃ

Ｆ值 １６．５４４ ９８．６１７ １９．９７５ ５９．１４８ １４７．２８３
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与膈疝组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与无膈疝组比较，Ｐ＜０．０５
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２．３　ＥＬＩＳＡ检测结果
图２显示各组羊水中ＴＮＦα的含量。５组间羊

水ＴＮＦα的含量差异有统计学意义（Ｆ＝５７．３４９，
Ｐ＜０．０１）。给予除草醚灌胃的孕鼠，其胎鼠无论有无
膈疝形成，羊水中ＴＮＦα的含量显著升高（Ｐ＜０．０１）；
治疗组孕鼠羊水中 ＴＮＦα的含量较除草醚组明显
降低（Ｐ＜０．０１），但仍高于对照组（Ｐ＜０．０１）。
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　　图２　各组胎鼠羊水中 ＴＮＦα含量比较　ａ：与对照组比
较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与膈疝组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与无膈疝组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　ＴＥＴ对仔鼠生存情况的影响
３组１８只孕鼠均于妊娠 ２２ｄ自然分娩，未见有

早产现象。除草醚组与治疗组新生仔鼠体重分别为

５．０±０．５及５．２±０．６ｇ，低于对照组的 ６．０±０．６ｇ，
差异具有统计学意义（Ｆ＝１３．９２，Ｐ＜０．０１）。除草醚
组总体死胎率达到 ５４％，仔鼠 ２４ｈ存活率为
（２４±７）％，显著低于对照组的（９６±４）％；治疗组
仔鼠２４ｈ存活率为（３９±６）％，较除草醚组提高，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图３。
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　　图３　各组鼠仔２４ｈ存活情况比较　ａ：与对照组比较，
Ｐ＜０．０１；ｂ：与除草醚组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

部分学者认为，除草醚有强氧化作用，能引起细

胞内氧化应激，从而干扰胎儿体内物质代谢过程而

导致ＣＤＨ和肺发育不良，因而用维生素 Ａ、Ｃ、Ｅ等
抗氧化剂也能治疗 ＣＤＨ［１２１３］。但有研究显示，在给
予除草醚灌胃的同时予以孕鼠维生素类药物，虽能

降低膈疝的发生率，却并不能改善胎肺的发育与功

能［１４］；且大量的临床实践与实验研究已证实，糖皮

质激素等药物能显著促进 ＣＤＨ胎肺的分化与成
熟，其机制却并不是基于抗氧化作用［１５］。

ＴＥＴ是一种从防己科植物粉防己根中提取的双
苄基异喹啉类生物碱，是粉防己的主要有效成分。

具有调节血管舒缩、抗纤维化、清除自由基、减轻自

由基所致的损伤等功能［１６］。此外，ＴＥＴ还能抑制多
种炎性细胞的活化，减少包括 ＴＮＦα在内的多种细
胞因子的产生，改善因 ＴＮＦα增多引起呼吸功能损
伤的大鼠的预后［１７］。因 ＴＥＴ毒副作用较小，临床
上已用于治疗肝纤维化、缺氧性肺动脉高压及矽肺

等［１８］。Ｌｉｎ等［３］发现 ＴＥＴ能显著地改善因除草醚
导致的胎鼠肺发育不良与肺动脉高压。本课题组前

期研究也发现，ＴＥＴ能促进胎肺内 ＳＰＢ的合成，促
进 ＣＤＨ胎肺的分化与成熟，其机制可能是通过维
持细胞内环境稳定来实现［３，１９］。

在胎鼠膈肌闭合（妊娠 １６．５ｄ）后给予孕鼠药
物干预已不能逆转胎鼠存在的膈肌缺损［１２］。本研

究结果显示，除草醚导致的胎鼠肺发育不良并不依

赖于膈肌缺损的发生，肺发育不良可单独存在，这与

文献报道一致［６］。而无论胎鼠有无膈疝，ＴＥＴ均能
显著提高肺重／体重比，降低胎鼠的肺泡间隔厚度，
增加肺泡面积比，促进肺泡发育。但与妊娠较早时

期（９．５～１１ｄ）给予维生素 Ａ或 Ｅ干预不同，妊娠
中晚期给予 ＴＥＴ灌胃虽然不能降低膈疝的发生率，
却能在促进肺发育的同时显著降低巨大膈疝的发生

率，说明肺的发育与膈肌的缺损存在着重要的联系，

膈肌缺损可能是并发甚至继发于肺发育不良［２０］。

正常情况下，ＴＮＦα在羊水与胎肺中含量较
低，当 ＴＮＦα过度表达时对肺组织的发育具有抑制
作用。其不仅能促进肺内胶原生成，导致肺泡间隔

及血管壁增厚，还能抑制 ＳＰＡ及 ＳＰＢ等肺内活性
物质的生成［９］。已经证实，ＴＮＦα参与新生儿呼吸
窘迫综合症、支气管肺发育不良及肺纤维化等多种

肺部疾病的病理过程［１１］。而在 ＣＤＨ胎鼠肺组织
中，ＴＮＦα表达也增多，提示其可能与 ＣＤＨ的形成
有关。此外，研究发现即使极低量的除草醚摄入也

可引起 ＴＮＦα等因子参与的变应性反应，从而导致
生长发育异常［２１］。本研究发现在妊娠 ９．５ｄ时予
以除草醚灌胃，膈疝组与无膈疝组胎鼠羊水与胎肺

·４０４·
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中的 ＴＮＦα含量均显著增高，这说明 ＴＮＦα在肺
内表达的增多主要是由于外源性除草醚刺激直接导

致的，并非由膈肌的缺损引起的。而在膈肌闭合以

后给予 ＴＥＴ干预，无论胎鼠是否有膈疝形成，其羊
水及胎肺中 ＴＮＦα蛋白表达均下降，表明 ＴＥＴ对
ＴＮＦα表达的影响不是基于对膈肌发育的影响。
ＴＥＴ之所以能起到改善肺发育的作用，主要原因在
于 ＴＥＴ能调节 ＣＤＨ肺发育过程中 ＴＮＦα等因子
的表达水平，这说明 ＴＮＦα可能是导致 ＣＤＨ肺发
育不良的重要因子之一。

本研究同时还发现在妊娠中晚期给予 ＴＥＴ干
预，能提高仔鼠的 ２４ｈ存活率，与文献中报道的维
生素类药物有相似的作用，但 ＴＥＴ作用的机制可能
为改善胎肺的发育与功能，而不是降低膈疝的发生

率。此外，由于异常增多的 ＴＮＦα能导致肺内的促
炎症反应并引起毛细血管漏等损伤，减低肺的正常

功能［２２］；合并肺功能异常的早产儿与支气管肺发育

不良的患儿，降低其羊水及气道分泌物中异常增高

的 ＴＮＦα等炎性因子的含量，患儿的远期存活率可
得到显著提高。

本研究证实产前给予 ＴＥＴ干预除草醚诱导的
ＣＤＨ大鼠模型，能降低巨大膈疝的发生率，在促进
肺发育与成熟的同时提高仔鼠的存活率。抑制胎肺

与羊水中 ＴＮＦα异常的表达，可能是 ＴＥＴ作用的
机制之一。
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