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ｍｉｔｏＫＡＴＰ通道开放剂对高氧诱导
人 Ａ５４９细胞凋亡的保护作用

邹新艳１　董文斌１　邹丹１　李清平１　雷小平１　翟雪松１　陈枫２

（泸州医学院附属医院１．新生儿科；２．医学实验研究中心，四川 泸州　６４６０００）

　　［摘　要］　目的　探讨ｍｉｔｏＫＡＴＰ通道开放剂二氮嗪对高氧诱导人Ａ５４９细胞凋亡的保护作用和机制。方法
体外培养人肺泡Ⅱ型上皮细胞（Ａ５４９），随机分为对照组、高氧组（换液后通入９００ｍＬ／Ｌ氧气和５０ｍＬ／Ｌ二氧化碳
高纯混合气，１０ｍｉｎ后密闭培养）和二氮嗪组（用终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的二氮嗪培养液预处理２４ｈ再进行高氧诱
导）。３组分别于处理后１２、２４、４８ｈ收集细胞进行检测。倒置相差显微镜下观察Ａ５４９细胞形态，流式细胞仪检测
４８ｈ的细胞凋亡，免疫组化法检测细胞内Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达。结果　与对照组相比，高氧组细胞受损明显，形态改
变，细胞凋亡率增加（Ｐ＜０．０５），胞浆Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达增多（Ｐ＜０．０５）。与高氧组相比，二氮嗪组细胞损伤状况明
显得到改善，细胞生长状况明显好转，形态明显变好；胞浆 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达减少（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率减少（Ｐ＜
０．０５）。结论　 ｍｉｔｏＫＡＴＰ通道开放剂二氮嗪具有降低Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达和 Ａ５４９细胞凋亡，从而减轻高氧诱导的肺
损伤的作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（６）：５１４－５１７］
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　　长时间高浓度氧气吸入致急性肺损伤，是重症
监护新生儿最常见的并发症，１岁以内死亡率可达

３０％～４０％，存活者常常伴有明显的肺发育障碍和
肺功能衰竭［１］。研究显示，细胞凋亡是高氧性肺损
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伤的一种重要形式［２］。线粒体 ＡＴＰ敏感钾通道
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＡＴＰｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌ，ｍｉ
ｔｏＫＡＴＰ）可通过减少线粒体内钙超载，阻止线粒体
通透性转换孔（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
ｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）开放，稳定线粒体膜等机制减轻缺血再
灌注损伤引起的细胞凋亡［３］。而 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２是位
于线粒体膜间隙的丝氨酸蛋白酶，在损伤因素的作

用下，细胞线粒体膜通透性增加，ＭＰＴＰ孔开放，
Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２释放到线粒体外，通过细胞凋亡的线粒
体途径参与细胞凋亡［４］。二氮嗪（ｄｉａｚｏｘｉｄｅ）作为
ｍｉｔｏＫＡＴＰ通道的特异性开放剂，可以明显减轻缺血
缺氧导致的损伤和细胞凋亡［５７］，但其是否对高氧性

肺损伤具有保护作用，国内外文献未见报道。因此

本研究在建立高氧诱导人肺泡Ⅱ型上皮（Ａ５４９）细
胞损伤（凋亡）细胞模型［８］的基础上，观察二氮嗪对

Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的影响及对高氧性肺损伤的保护作用和
机制，为临床治疗高氧肺损伤提供实验性理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料及试剂
Ａ５４９细胞（泸州医学院附属医院中心实验室保

存），二氮嗪（美国Ａｌｅｘｉｓ公司）（５５０２６０Ｍ５００），溶
于ＤＭＳＯ备用，ＤＭＥＭ／Ｈ培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ），胎牛血
清（天津市灏洋生物制品科技有限责任公司），胰蛋

白酶（碧云天生物技术有限公司），二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）（碧云天生物技术有限公司），Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２
兔抗人单克隆抗体（ＡＢｃａｍ），ＳＡＢＣ免疫组化试剂
盒（武汉博士德生物工程有限公司），Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒（南京凯基生物科技发
展有限公司）。其他细胞培养试剂均为市售分析

纯。

１．２　方法
１．２．１　人肺泡上皮细胞系 Ａ５４９传代培养与分组
　　体外传代培养 Ａ５４９细胞系［９］，待其在 ３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中生长至７０％ ～８０％融合后，随机
分为３组：对照组、高氧组和二氮嗪组，对照组加入
１００ｍＬ／Ｌ胎牛血清培养液，高氧组通入３Ｌ／ｍｉｎ的
９００ｍＬ／Ｌ氧气和 ５０ｍＬ／Ｌ二氧化碳高纯混合气，
１０ｍｉｎ后密闭培养；二氮嗪组加入等量含二氮嗪
（终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ）的１００ｍＬ／Ｌ胎牛血清培养
液预处理２４ｈ［１０］，再用高氧诱导。３组分别于处理
后１２、２４、４８ｈ收集细胞进行检测。在培养结束时
用ＭＬＩＩＣＢ数字智能测氧仪检测培养瓶中氧浓度，
低于９０％的标本弃去。

１．２．２　实验指标的检测　　细胞损伤指标观察：
倒置相差显微镜下观察细胞形态并照相。

４８ｈ收集的细胞，采用流式细胞仪检测细胞凋
亡率，按ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ双染试剂盒说明书操
作，每组设３复瓶。结果以凋亡细胞的百分率表示，
实验结果重复３次。

采用ＳＡＢＣ（过氧化物酶免疫组化法）检测各时
间点Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的表达。当培养瓶中的 Ａ５４９细胞
达到７０％ ～８０％融合时，接种于６孔板中，进行细
胞爬片，分组处理，然后在处理后相同时点，收集细

胞爬片，对细胞爬片固定、破膜，封闭内源性过氧化

物酶，特异性单克隆一抗孵育过夜，用针对一抗的生

物素化的二抗孵育，滴加 ＳＡＢＣ试剂，ＤＡＢ显色，自
来水冲洗返蓝，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树

胶封片。以 ＰＢＳ替代一抗作阴性对照。每组设 ８
个样本，每张爬片任选５个高倍镜图片，采用Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏ６．０图象分析软件对图象进行分析。测定其光
密度值（ＩＯＤ），取平均值作为该爬片的光密度值。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行处理，数据以均数 ±
标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析，
两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　二氮嗪对高氧诱导Ａ５４９细胞形态的影响
倒置相差显微镜下观察，对照组 Ａ５４９细胞形

态良好，高氧组细胞受损明显，二氮嗪组细胞损伤状

况明显得到改善。见图１。
２．２　二氮嗪对高氧诱导Ａ５４９细胞凋亡的影响

采用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ双染，流式细胞术检
测高氧对Ａ５４９细胞凋亡的影响。细胞膜有损伤的
细胞的ＤＮＡ可被 ＰＩ着染产生红色荧光，而细胞膜
保持完好的细胞则不会有红色荧光产生。因此，在

细胞凋亡的早期ＰＩ不会着染而没有红色荧光信号。
正常活细胞与此相似。在双变量流式细胞仪的散点

图上，左下象限显示活细胞，为（ＦＩＴＣ／ＰＩ）；右上象
限是非活细胞，即坏死细胞，为（ＦＩＴＣ＋／ＰＩ＋）；而右
下象限为凋亡细胞，显现（ＦＩＴＣ＋／ＰＩ）。高氧暴露
后４８ｈ，高氧组凋亡细胞百分比明显增加［（６．５４±
０．４８）％］；二氮嗪组凋亡细胞百分比有所减少
［（２．３６±０．５１）％］，但是没有恢复到对照组的水平
［（０．４０±０．１０）％］，３组间比较差异有统计学意义
（Ｆ＝１７６．６４３，Ｐ＜０．０１）。见图２。
·５１５·
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２．３　二氮嗪对高氧诱导 Ａ５４９细胞 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表
达的影响

Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达染色为棕黄色，位于胞浆。本

研究发现，高氧组 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达明显高于对照组
（Ｐ＜０．０１），二氮嗪组较高氧组明显减轻，但并未恢
复到对照组水平（Ｐ＜０．０１），见图３，表１。

　　图１　二氮嗪对高氧诱导４８ｈＡ５４９细胞形态学改变的影响（倒置相差显微镜，×１００）　对照组 Ａ５４９细胞贴
壁良好，为扁圆的多角形，细胞排列紧密，连接成片，数量多，悬浮细胞较少。高氧组细胞由典型的扁圆多角形细胞变为圆形

或椭圆形，细胞间空隙加大，连接松散，活细胞数量明显降低，悬浮细胞明显增多。二氮嗪组细胞生长状况明显好转，细胞间

隙稍大，形态明显变好，活细胞数量较高氧组增多，悬浮细胞数减少，但是未恢复到对照组水平。

　　图２　二氮嗪对高氧诱导４８ｈＡ５４９细胞凋亡的影响（流式细胞仪，双参数图）　高氧组右下象限凋亡细胞数明
显增加，二氮嗪组凋亡细胞百分数有所减少，但是没有恢复到对照组的水平。

　　图３　二氮嗪对高氧诱导 ４８ｈＡ５４９细胞 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达的影响（倒置相差显微镜，×４００）　对照组
Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达微弱，高氧组Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达明显，二氮嗪组较高氧组明显减轻，但未恢复到对照组水平。箭头所指为Ｏｍｉ／
ＨｔｒＡ２表达阳性细胞，呈棕黄色。

·６１５·



第１３卷第６期
２０１１年６月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．６
Ｊｕｎ．２０１１

表１　各组Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２表达光密度值检测结果　（ｘ±ｓ）

组别 例数 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ Ｆ值 Ｐ值
对照组 ８ １５．２５±１．８８ １５．７５±１．６８ １５．２６±２．８０ ０．１４ ０．８７
高氧组 ８ ２３．３２±１．５０ａ ３５．５１±１．８２ａ，ｃ ４４．９４±４．４７ａ，ｃ，ｄ １１０．２１ ＜０．０１
二氮嗪组 ８ ２０．０４±２．５４ａ，ｂ ２５．５６±１．４２ａ，ｂ，ｃ ２８．２２±１．０７ａ，ｂ，ｃ，ｄ ４３．４０ ＜０．０１
Ｆ值 ３２．３４ ２８７．１８ １８３．１４
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与同时间点高氧组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与同组１２ｈ比较，Ｐ＜０．０１；ｄ：与同组２４ｈ比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

本研究用二氮嗪干预高氧诱导的Ａ５４９细胞，发
现二氮嗪可通过减少 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２在胞内的表达，减
少高氧诱导的Ａ５４９细胞的凋亡，从而减轻高氧引起
的Ａ５４９细胞损伤。

凋亡是高氧暴露后肺损伤的一种形式，高氧暴

露会导致肺组织细胞凋亡率增加［１１］。线粒体途径

是细胞凋亡的一条途径，指线粒体受到损伤刺激后，

ＭＰＴＰ孔开放，释放凋亡蛋白，Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２、细胞色素
Ｃ、凋亡诱导因子等，引起 ｃａｓｐａｓｅ９活化，最终引起
ｃａｓｐａｓｅ３活化，导致ＤＮＡ断裂发生凋亡。

ｍｉｔｏＫＡＴＰ通道广泛存在于心、脑、肺、肾等脏器
细胞内，是一种存在于线粒体内膜的内向整流钾离

子通道，其主要内源性门控分子是 ＡＴＰ，通过结合
ｍｉｔｏＫＡＴＰ通道，对通道的开放和关闭起调节作
用［１２］，生理情况下处于关闭状态，只有在缺血缺氧

等病理状态下才被激活开放。ｍｉｔｏＫＡＴＰ通道能被
二氮嗪激活开放［１３］。二氮嗪通过激活开放 ｍｉｔｏＡＴＰ
通道，使线粒体去极化，阻止 ＭＰＴＰ孔开放，从而减
少Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２、细胞色素 Ｃ的释放，抑制凋亡蛋白
酶，对抗缺氧诱导的细胞死亡，通过增加 Ｂｃｌ２的水
平和抑制Ｂａｘ与线粒体的结合来对抗细胞凋亡［１４］。

因此，ｍｉｔｏＫＡＴＰ开放剂预处理后 Ａ５４９细胞损伤减
少，可能通过抑制Ａ５４９细胞的凋亡而发挥作用。

Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２是一种线粒体丝氨酸蛋白酶，是促
凋亡蛋白的一种。正常情况下成熟 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２与蛋
白质Ｓｍａｃ／ＤＩＡＢＬＯ共存于线粒体内、外膜之间的膜
间隙中。细胞凋亡的线粒体途径活化时，线粒体受

到刺激，ＭＰＴＰ孔开放释放凋亡蛋白 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２、
Ｓｍａｃ／ＤＩＡＢＬＯ、凋亡诱导因子和核酸内切酶 Ｇ，引起
ｃａｓｐａｓｅ９活化，最终导致ＤＮＡ断裂发生凋亡。

本研究观察到二氮嗪预处理可使高氧诱导

Ａ５４９细胞损伤后表达Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２明显减少，细胞损
伤减少。可能是二氮嗪激活ＭｉｔｏＫＡＴＰ通道，阻断了
线粒体ＭＰＴＰ孔的开放，减少了 Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２的释放，
即阻断了细胞凋亡的线粒体途径，从而减少凋亡，起

到减轻高氧诱导的 Ａ５４９细胞损伤的作用。进一步

研究ＭｉｔｏＫＡＴＰ敏感钾通道可以为寻找有效的治疗
高氧诱导的肺损伤的方法提供理论依据。
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