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氧化应激对肺泡!型上皮细胞!"#$%的激活及 &’乙酰半胱氨酸的干预作用

符跃强，卢仲毅，方* 芳，匡凤梧，王兴勇，许* 峰* * （重庆医科大学附属儿童医院 +,-.，重庆 %"""!%）

* * 摘* 要：目的* 探讨氧化应激对肺泡!型上皮细胞（ /01230/4 5672 ! 27859208/0 :200;，<=!）丝裂原活化蛋白激酶
（>853?2@ /:581/52A 743528@ B8@/;2;，C<+D;）活化的影响及 E#乙酰半胱氨酸（E#<:2560:6;528@2，E<-）对C<+D;活化及细胞存
活凋亡的干预。方法* 原代培养大鼠 <=!，分为 % 组：正常对照组、E<-组、F&G&组和 F&G& H E<-组。电镜观察F&G& 刺

激后细胞形态改变；四甲基偶氮唑盐反应比色法（ C==法）检测各组细胞存活率；流式细胞术检测凋亡率和细胞内活性氧
（ 42/:5812 3I6?2@ ;72:82;，JGK）水平；蛋白质免疫印迹法（L2;524@ M035）检测 7#NJD、7#7)’ 和 7#OED 的表达。结果 与正常
对照组比较，F&G&刺激后 <=!呈典型凋亡改变，细胞存活率下降（! P "Q "$），凋亡率和细胞内 JGK 水平上升（! P "R "$），
7#NJD、7#7)’ 和 7#OED 的表达也明显增加（! P "Q "$），而 E<- 干预后可提高细胞存活率，降低凋亡率和细胞内 JGK 水
平，并抑制 7#NJD、7#7)’ 和 7#OED 的表达。结论* 氧化应激能激活 C<+D; 并诱导 <=!凋亡，E<- 通过清除细胞内 JGK
和抑制 C<+D; 的磷酸化而对 <=!起保护作用。
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* * 氧气疗法是临床上治疗呼吸衰竭最常用的手段之
一，但长时间持续高浓度用氧可引起氧化应激性肺损

伤等不良反应［!，&］。E#乙酰半胱氨酸（E#<:2560:6;#
528@2，E<-）是一种有效的抗氧化剂，在多种肺损伤动
物模型和临床研究中已证实其对肺损伤及肺纤维化具

有明确的防治作用［)，%］。新近研究报道，E<- 吸入能
减轻高氧暴露下肺组织的损伤［$］，但其作用机制尚不

清楚。本研究以体外分离培养的大鼠原代肺泡!型上
皮细胞（ /01230/4 5672 ! 27859208/0 :200;，<=!）为对
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象，采用 +,-,刺激，复制细胞氧化应激损伤模型，观察

氧化应激下 %.!存活凋亡和丝裂原活化蛋白激酶
（/012345 671086149 :;21405 <056(4(，$%&’(）活化的情
况，并探讨 )%= 对细胞凋亡和 $%&’( 活化的影响。

!" 材料与方法

># >" 主要试剂
" " 胰蛋白酶（美国 ??@ 公司），A)6(4"（北京鼎国生物技术
有限责任公司），A$B$ C D>, 培养基（美国 E0F72 公司），特级胎
牛血清（天津 .?A 公司），)%=（美国 G03/6 公司），%554H05 I*
D@.=凋亡检测试剂盒（美国 ?A ?02(704574( &J6;/05345 公司），
A=D+* A%（碧云天生物技术研究所），$..（美国 %/;4(72 公
司），BK’、:LM 和 N)’ 磷酸化抗体（美国 =G. 公司）。
># ," 实验方法
># ,# >" 肺泡!型上皮细胞的原代培养 " " 成年清洁级雄性
GA大鼠，体质量 >MO P ,OO 3，由第三军医大学大坪医院野战外
科研究所实验动物中心提供。参照文献［Q］的方法，麻醉大鼠，
打开胸腔行肺动脉插管，以生理盐水冲净肺血。整体取出肺和

气管，气管插管，灌洗肺泡腔 >O 次。将 O# OMR胰蛋白酶溶液从
气管注入肺泡，作用 ,O /05 后，去除肺外组织。将肺置于
,SO #3 C /T A)6(4"和终止血清混合液中，剪至 > //L小块，筛

网过滤，离心，收集细胞。A$B$ C D>, 培养基重悬，吸附纯化
, J，离心，用含 ,OR血清的培养基重悬，接种至培养板，培养
LQ J 备用。
># ,# ," 氧化损伤性细胞模型及分组" " 吸去培养板中的培养
基，正常对照组加入培养基 L /T，)%= 组加入含终浓度
S //2T C U )%= 的培养基 L /T，+,-,组加入含终浓度 SOO #/2T C U
+,-,的培养基 L /T，+,-, V )%= 组在 +,-,组刺激前 O# S J加
入含终浓度 S //2T C U )%= 的培养基 L /T 预先处理细胞。各
组处理 L J 后进行检测。
># ,# L" 电镜鉴定和观察凋亡变化" " 经胰酶消化、离心，收集
+,-,组细胞和正常对照组细胞，WR戊二醛固定 , J 后换成
OX O> /2T C U &?G，送重庆医科大学电镜室处理，以检测细胞内板
层小体鉴定 %.!，并观察细胞受 +,-,刺激后的形态变化。

># ,# W" A=D+* A% 法检测细胞内活性氧水平" " 各组细胞处
理完毕后以培养基冲洗细胞 L 次，Q 孔培养板每孔加入 > /T
培养基稀释的 A=D+*A%（终浓度为 >O #/2T C U），在培养箱中孵
育 ,S /05，消化、离心，培养基洗涤细胞 L 次，流式细胞仪以激
发波长 WMM 5/，发射波长 S,S 5/检测细胞平均荧光强度，以反
映 K-G 水平。
># ,# S" $.. 法检测细胞存活" " 细胞以 > Y >OQ /T Z>的细胞
数接种于 !Q 孔培养板中，每孔 >OO #T。+,-,处理后，吸去孔内

液体，每孔加入 S /3 C /T的$..液 ,O #T和培养基 >MO #T，反应
W J后，去除培养液，每孔加入二甲亚砜 >SO #T，多功能酶标仪
检测 W!, 5/吸光度值［!（W!,）］，空白孔调零。
" " 细胞存活率（R）[处理孔 !（W!,）C对照孔 !（W!,）Y>OOR
># ,# Q " %554H05$ C &@ 双标记法检测细胞凋亡 " " 胰酶消化，
离心，收集各组细胞，&?G 洗 , 次，重悬于 WOO #T 结合缓冲液
（)6=T >WO //2T C U，=6=T, ,# S //2T C U，+4:4( C )6-+ >O //2T C U，
:+ \# W ）中，细胞悬液与 %554H05$*D@.= 及 &@ 于黑暗处孵育
>S /05，流式细胞仪检测以激发波长 WMM 5/，%554H05$*D@.=

通过 DU> 通道，&@通过 DU, 通道检测，采用 =4TT]^4(1软件进行
分析。

># ,# \" _4(14;5 FT21 检测 :*BK’、:*:LM 和 :*N)’" " 提取细胞
总蛋白，?=% 法定量蛋白，各取 LO #3蛋白上样，>,R GAG*聚丙
烯酰胺凝胶电泳分离，电转移至 &IAD 膜，脱脂奶粉封闭，
:*BK’、:*:LM 和 :*N)’抗体（>‘ > OOO）W a孵育过夜，再加入辣
根过氧化物酶标记的二抗（> ‘ , OOO），化学发光法检测，采用
]^65101b -54 W# S# O 软件分析各蛋白条带的校对积分光密度。
将对照组蛋白 C内参的值设定为 >，各蛋白 C内参的值以此为参
照得到相对值，进行统计学分析。

># L" 统计学分析
" " 实验数据以 !" c #表示，采用 G&GG >L# O 统计软件，多样本
均数比较用单因素方差分析，两组间比较用 $检验。

#" 结果

,# >" +,-,刺激后 %.!的形态变化
" " %.!在电镜下形态规则，体积较大，细胞质丰富，细胞核
周围的细胞质内含“洋葱样”结构的嗜锇小体即板层小体，细

胞表面可见微绒毛突起。经 +,-,刺激 L J 后，%.!表面微绒
毛突起消失，细胞崩解变成数个大小不等的凋亡小体，细胞核

碎裂（图 >）。

!! !"
%：正常生长的 %.!（ YM OOO）；?：%.!受+,-,刺激后发生凋亡（ YQ OOO）

图 !" 电镜观察 $#%#刺激前后 &’!的形态变化

,# ," +,-,和 )%=对 %.!内 K-G水平的影响
" " +,-,组 %.!内 K-G 的水平与正常对照组相比明显上升
（% d O# OS），+,-, V )%= 组细胞内的 K-G 水平与 +,-,组细胞

相比明显降低（% d O# OS，表 >），提示 )%= 干预能明显减轻氧
化应激下 %.!内 K-G 的水平。

表 !" (&)干预对 &’!凋亡率和细胞内 *%+水平
的影响（& [ Q，!" c #）

组别 存活率（R） 凋亡率（R） K-G平均荧光强度
正常对照组 >OO# OS c ,# W, L# >! c ># O! ,L# \! c ,# QM
)%=组 >O># OQ c ,# OM ,# M! c ># OS ,L# OW c ,# ,S
+,-,组 QM# LL c W# W\6 >S# OS c ,# \L6 W,# W, c L# M>6

+,-, V )%=组 MW# WO c M# SQ6F \# M, c ># !\6F ,M# M! c ,# ,MF

6：% d O# OS，与正常对照组比较；F：% d O# OS，与 +,-,组比较

,# L" +,-,和 )%=对 %.!存活率和凋亡率的影响
" " 与正常对照组比较，+, -,组 %.!存活率明显下降（% d
OX OS），而凋亡率明显升高（% d O# OS）。+,-, V )%= 组与 +,-,

组比较细胞存活率明显上升（% d O# OS），细胞凋亡率明显下降
（% d O# OS，表 >），提示 )%= 干预对氧化应激下 %.!有良好的
保护作用。
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表 !" #$%干预对氧化应激下 $&! ’$()* 表达的影响（"! + "，# ,-）

!"#$% !"&’% !"!()
组别

* + *, - + ( + * + *, - + ( + * + *, - + ( +
./0/组 *, 1) 2 *, 34 5, (1 2 *, -/6 3, )/ 2 *, 34 3, *( 2 *, 37 3, -1 2 *, 356 *, (( 2 *, *7 3, */ 2 *, 3* 3, 4/ 2 *, /16 *, 17 2 *, *7

./0/ 8 $9:组 *, -/ 2 *, *4; /, /* 2 *, (/; *, 4( 2 *, 3/; *, -) 2 *, *4; *, 5- 2 *, *1; *, 35 2 *, *5; *, 5- 2 *, *-; 3, 37 2 *, 37; *, -- 2 *, *4;

6 ：! < *, *-，与 * +比较；;：! < *, *-，与同时间点 ./0/组比较

/, 5= ./0/和 $9:对 &’%、!() 和 #$%磷酸化的影响
= = 与 * +相比，&’%、!()和 #$%三者磷酸化水平在 ./0/刺激

*, - + 后显著升高（! <*, *-），说明氧化应激能激活 >9?%@。而
$9:预处理 *, - + 后再经 ./0/刺激，!"&’%、!"!() 和 !"#$% 在
*、*, -、( +的表达水平较单用 ./0/刺激时降低（! < *, *-，图 /，
表 /），提示 $9:干预能抑制 >9?%@的磷酸化表达。

! " ! " ! "
# $ #%& $ ’ $

(!)*+!
(!,-+!
(!(’.!

/0123!
3：./0/ 组；/：./0/ 8 $9:组

图 !" .!/!和 #$%对 0#)、12)和 345 磷酸化的
67*879: ;<=8 检测结果

4" 讨论

= = 目前认为高氧暴露下产生的活性氧（ AB6CDEFB GHI"
JBK @!BCEB@，’0L）是导致肺组织损伤和细胞死亡的主要
原因［4］。9M!能主动修复受损的肺泡上皮［)］，维持肺泡
的正常结构，但在氧化应激下 9M!本身也受到 ’0L 的
攻击发生凋亡，从而导致肺损伤并阻碍损伤后的正常

修复。本研究表明，./0/刺激 ( + 后部分 9M!出现凋
亡改变，>MM 法和流式细胞仪检测结果显示./0/组细

胞存活率较正常对照组明显下降，而凋亡率则显著上

升，证实氧化应激能损伤 9M!并诱导其凋亡。
= = 氧化应激可导致 ’0L 在细胞内的累积，当 ’0L
水平超过细胞的抗氧化能力时，’0L 可通过激活相关
信号而诱导细胞发生凋亡。>9?%@ 主要由细胞外信
号调节激酶（&’%）、!() 和 C"NOK 氨基末端激酶（#$%）
组成。总体上认为 &’% 可调节细胞的增殖、分化和存
活，而 #$%和 !() 作为应激激活的蛋白激酶，参与多
种应激介导的细胞凋亡［1］。但因细胞种类和刺激模

型的不同，>9?%@各亚型的作用也不尽相同。
= = 本研究表明，在 ./0/刺激 9M!过程中，&’%、!()
和 #$% 的磷酸化明显增加，同时细胞内 ’0L 的水平
明显升高，9M!存活率下降、凋亡率增加，提示 >9?%@
可能参与了 ’0L 诱导的细胞凋亡。
= = $9:是一种小分子物质，易通过细胞膜，脱乙酰
基后作为谷胱甘肽合成的前体，促进细胞内 PL. 的合
成而维持细胞内氧化还原电势稳定。研究提示 $9:
可通过调节 >9?%@而影响氧化应激状态下细胞的功
能和命运：Q@6DIOR等［3*］发现 $9: 通过抑制 !() 信号

而减轻 ./0/对肺微血管内皮细胞通透性的破坏。SBB
等［33］报道 ./0/可诱导人神经胶质瘤细胞 934/ 凋亡，
$9: 通过抑制 &’% 信号而阻滞 934/ 凋亡。本研究
表明，$9: 预处理显著降低 ./0/刺激后细胞内 ’0L
的水平，减轻 &’%、!() 和 #$% 的磷酸化，并且明显提
高 ./0/刺激后 9M!的存活率，抑制细胞的凋亡，提示
$9:可能通过清除 9M!内 ’0L，抑制 >9?%@ 的活
化，提高 9M!对氧化应激的耐受力。
= = 9M!的功能状态是决定肺损伤病理转归的决定
因素。$9: 对氧化应激下 9M!具有较好的保护作
用，在防治高氧肺损伤方面具有一定的应用前景。
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