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高氧对幼鼠肺组织细胞凋亡及 !"# $%&’丝裂原活化蛋白激酶的影响
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+ + 摘+ 要：目的+ 探讨高氧对幼鼠肺组织细胞凋亡及 /*’ 0123丝裂原活化蛋白激酶表达的影响。方法+ 幼年 456789
大鼠 )":氧气暴露建立高氧肺损伤模型，行肺组织病理学检查，应用 ;.<=>法检测肺组织的细胞凋亡，4?67?9@ ABC7法检
测 /*’ 0123表达。结果+ 高氧暴露 * D可见肺组织水肿、出血、炎症细胞浸润等急性肺损伤改变。高氧 * D组的肺凋亡
指数较空气对照组明显增加，凋亡发生的主要部位为肺泡、支气管上皮及血管内皮细胞。4?67?9@ ABC7结果显示高氧暴露
! D，肺组织的 /*’0123活性迅速升高，于第 & 天达到高峰，第 * 天活性有所下降，但仍高于空气对照组。结论+ 高氧暴
露可以诱导肺组织发生细胞凋亡；高氧可以激活 /*’0123通路，参与高氧性肺损伤的调控；活化的 /*’0123可能参与了
高氧诱导的肺组织细胞凋亡的调控。

+ + 关键词：高氧；细胞凋亡；/*’ 0123丝裂原活化蛋白激酶
+ + 中图法分类号：E*&&F *$；E*&)F &’；E**)F $+ + + 文献标识码：1

())*+, -) ./!*0-123 -4 !"#$%&’ *1!0*552-4 346 3!-!,-525 24 ,.* 78495 -) :8;*427*
03,5
>, G5@H，I. J?@H，K. >8@，;1< >5#/5@H，J. LM?#N58@H，J1<O J8@H，3.1<O J?@H#PM，>. QRC@H#S5（ ,@7?@65T? -89?
.@57，-R5BD9?@’6 KC6/578B，-RC@HN5@H 0?D5U8B .@5T?9657S，-RC@HN5@H %"""!%，-R5@8）

+ + %<5,03+,：!"#$%&’($+ ;C 5@T?675H87? 7R? ?VV?U7 CV RS/?9CW58 C@ /*’0123 ?W/9?665C@ 8@D 8/C/7C656 5@ 7R?
BM@H6 CV XMT?@5B? 9876F )$&*+,-+ ;R597S#7PC 456789 9876 8H?D * P??Y6 P?9? D5T5D?D 5@7C 859 ?W/C6M9? H9CM/ 8@D
!#D8S，&#D8S 8@D *#D8S RS/?9CW58 ?W/C6M9? H9CM/6，P57R ’ 9876 5@ ?8UR H9CM/F ;R? RS/?9CW58 ?W/C6M9? 9876 P?9?
?W/C6?D 7C )": Z& F ;R? 9?6?U7?D BM@H6 P?9? R567C/87RCBCH5U8BBS ?W8[5@?DF ;R? 8/C/7C656 8@D /*’0123 ?W#
/9?665C@6 5@ 7R? 9?6?U7?D BM@H6 P?9? D?7?U7?D AS ;.<=> 8@D 4?67?9@ ABC7 9?6/?U75T?BSF .$-/0&-+ 1V7?9 *#D8S
RS/?9CW58 ?W/C6M9?，7R? /87RCBCH5U8B UR8@H?6 CV 8UM7? BM@H 5@XM9S CUUM99?D，6MUR 86 ?D?[8，R?[C99R8H? 8@D 5@#
VB8[[87C9S U?BB 5@V5B79875C@F ;R? 8/C/7C656 5@D?W 5@ 7R? BM@H6 CV *#D8S RS/?9CW58 ?W/C6M9? H9CM/ P86 65H@5V5U8@7BS
R5HR?9 7R8@ 7R87 CV 859 ?W/C6M9? H9CM/（! \ "F "$），8@D ;.<=> 6RCP?D 7R? 8/C/7C75U U?BB6 P?9? [85@BS D56795AM#
7?D 5@ 7R? 8BT?CB5，859P8S ?/57R?B58B U?BB6 8@D /MB[C@89S T86UMB89 ?@DC7R?B58B U?BB6F 4?67?9@ ABC7 9?6MB76 6RCP?D
7R87 /#/*’ 0123 5@U9?86?D 87 7R? !67 D8S 8V7?9 RS/?9CW58，/?8Y?D 87 7R? &@D D8S 8@D D?U9?86?D 87 7R? *9D D8SF
1+2%0/-’+2+ ,@ 7R? UCM96? CV RS/?9CW58#5@DMU?D BM@H 5@XM9S，R5HR CWSH?@ UC@U?@79875C@ U8@ 5@DMU? U?BB 8/C/#
7C656 8@D 8U75T587? 7R? /*’ 0123 65H@8B /87RP8SF ;R? 8U75T587?D /*’0123 65H@8B5@H /87RP8S [8S /B8S 8 9CB? 5@
7R? 9?HMB875C@ CV 8/C/7C656 5@DMU?D AS RS/?9CW58F
+ + ’*/ =-065：RS/?9CW58；U?BB 8/C/7C656；/*’ [57CH?@#8U75T87?D /9C7?5@ Y5@86?

+ + 氧疗是临床上抢救儿童呼吸衰竭危重症的方法之
一，然而持续高浓度用氧带来的氧化应激性肺损伤
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（即高氧肺损伤）将引起肺间质增生及肺纤维化，最终

导致慢性肺部疾病（UR9C@5U BM@H D56?86?，->‘）。目前
高氧肺损伤的具体机制尚不明确。有研究认为细胞凋

亡在 ->‘发病过程中具有重要作用［!］，细胞凋亡机制
的研究可能为高氧肺损伤的防治提供新的方向，而

/*’0123是调节细胞凋亡的重要信号蛋白。本研究
动态观察了高氧对幼鼠肺细胞凋亡及 /*’ 0123丝裂
原活化蛋白激酶表达的影响，旨在探寻两者在高氧肺
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第 !" 期# 李# 静，等$高氧对幼鼠肺组织细胞凋亡及 %&’ ()*+丝裂原活化蛋白激酶的影响#

损伤发病机制中的重要作用。

!" 材料与方法

!$ !# 动物模型制备
# # 取 & 周幼年 ,-./01大鼠 &2 只（重庆医科大学实验动物中
心），体质量 34 5 64 7，雌雄不限，数字随机法分为空气对照组
和高氧暴露 !、2、& 8 组（每组各 ’ 只）。高氧组置于有机玻璃
氧仓中，持续输入氧气（2 9 : ;-<），连续行氧和 =>2浓度监测，

保证氧浓度!?4@、=>2浓度"6@。空气对照组置于同一室内
空气中，两组环境温度控制在 2! 5 26 A，湿度 B4@ 5"4@。

!$ 2# 标本收集
# # 各组动物腹腔内注射 &$ &@水合氯醛麻醉后开胸，结扎右
肺中叶，右心室头皮针插管并剪开左心耳，以无菌生理盐水进

行肺循环灌注至双肺呈苍白色。整体取出心肺和气管，剥离

肺，生理盐水漂洗干净，吸水纸拭干。剪出结扎的右肺中叶，

3@甲醛固定，23 C 后石蜡包埋，行肺组织 DE 染色形态学观
察、细胞凋亡检测。剩余肺置于 F "4 A冰箱保存待作 ,G./G1<
HIJ/。

!$ &# 检测方法
!$ &$ !# KLME9检测肺组织的细胞凋亡 # # KLME9 分析试剂
盒购自德国 NJOCG公司。将甲醛固定的肺组织切片脱蜡、水化
后，用蛋白酶 + 工作液（购自美国 P-7;0 公司）室温下消化
24 ;-<，随后滴加 KLME9反应混合液，于 &"A反应 ! C后，滴加
转化物 *>Q，&"A反应 &4 ;-<，用二甲基联苯胺（Q)R）染色。
苏木精复染，封片，拍照。细胞核棕黄色染色为阳性细胞。在

344 倍光镜下随机观察 6 个视野，计数每个视野的凋亡指数（阳
性细胞数 :总细胞数 S !44@）。
!$ &$ 2# ,G./G1< HIJ/检测肺组织 %CJ.%CJT%&’ 蛋白质含量# #
采用改良 NU*)缓冲液常规提取各组织中蛋白质，R=) 比色法
（R=)蛋白定量检测试剂盒）测定所提取蛋白的浓度。各组蛋
白取样 !44 !7进行 PQPT*)VE电泳，电转移至 *WQX膜。以封
闭缓冲液室温封闭 ! C，%CJ.%CJT%&’（!Y ! 444，购自美国 P-7;0
公司）3 A孵育过夜，二抗（! Y 2 644）孵育 ! C，E=9 显色。用
Z[0</-/\ ><G =CG;-QJO]NP 图像采集系统及分析软件（美国

R-JTN08公司）对蛋白条带进行分析处理，蛋白含量用目的条带
校正容积（)8^ _JI[;G）: V)*QD校正容积（)8^ _JI[;G）表示。

!$ 3# 统计学分析
# # 实验数据以 #! ‘ "表示，P*PP !&$ 4 统计软件进行统计学分
析，多样本均数比较用单因素方差分析，组间差别比较采用 #
检验。

#" 结果

2$ !# 肺组织病理学改变
# # 空气对照组和高氧 !、2 8 的大鼠肺组织无明显异常；高氧
& 8组肺组织呈淡红色，体积增大，表面有点状出血，切面有液
体流出。光镜下高氧组在高氧吸入后 !、2 8时与空气对照组无
明显差别；高氧暴露 & 8组可见小血管扩张、充血和肺泡内少量
出血，可见中性粒细胞为主的渗出及肺泡上皮细胞肿胀。

2$ 2# KLME9检测结果
# # 与空气对照组比较，高氧暴露 !、2 8 组肺凋亡指数无明显
差异（$ a 4$ 46）。高氧暴露 & 8后，支气管上皮、肺泡上皮及血
管内皮细胞中 KLME9 阳性细胞明显增加，肺凋亡指数和空气
对照组相比较，差异有显著性（$ b 4$ 46）（表 !，图 !）。

表 !" 各高氧组肺组织细胞凋亡指数及 $%$&’()*+

蛋白表达的变化（% c B，#! ‘ "）

组别 细胞凋亡指数（@） %T%&’()*+

空气对照组 ’$ ?3 ‘ 2$ !4 4$ !4 ‘ 4$ 43

高氧暴露 ! 8组 ’$ 32 ‘ !$ 2& 4$ 2! ‘ 4$ 430

高氧暴露 2 8组 !!$ "? ‘ &$ B4 4$ 6? ‘ 4$ 4B0

高氧暴露 & 8组 64$ 2B ‘ B$ "40 4$ &’ ‘ 4$ 460

2$ &# 肺组织磷酸化 %&’()*+蛋白含量变化
# # 空气对照组可见浅淡的 %T%&’()*+ 蛋白条带表达，高氧
暴露 ! 8，%T%&’ 蛋白表达即明显增强，和空气对照组相比较，
差异有显著性（$ b 4$ 46）。高氧暴露 2 8 蛋白表达达高峰，高
氧暴露 & 8 蛋白表达有所下降，但仍强于空气对照组（表 !，
图 2）。
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)：阴性对照组；R：空气对照组；=：高氧 & 8组# $：肺泡上皮细胞；%：血管内皮细胞；&：支气管上皮细胞

图 !" 各组大鼠肺组织细胞凋亡观察"（KLME9 S 344）

??6!



!!"#$"%

!%&#$"%

$ ’ % !

(!(%)"

*+,-."

!：空气对照组；"：高氧暴露 ! #组；$：高氧暴露 " #组；%：高氧

暴露 $ #组

图 !" 各组大鼠肺组织 #$#%&’()*蛋白的表达

%" 讨论

& & 高氧肺损伤是一个组织弥散性肺泡炎和损伤后修
复重建的复杂过程，其肺损伤特征性改变是早期出现

肺泡炎，后期出现肺间质增生和纤维化，最终导致呼吸

功能的丧失。本实验应用封闭氧仓建立高氧肺损伤模

型，从病理结果可以看出，高氧暴露 $ # 肺组织显示出
水肿、充血、中性粒细胞浸润等炎症表现，符合高氧肺

损伤急性期的病理学改变。

& & 高氧暴露可导致体内活性氧（ ’()*+,-( ./01(2 34(5
*,(3，678）堆积，堆积的 678可对细胞蛋白质和 9:;
造成不可逆的氧毒性损伤。研究表明，高氧暴露后产

生的 678是细胞凋亡的重要媒介之一［"，$］。本研究结
果表明，高氧 $#组的肺凋亡指数较空气对照组明显增
加，凋亡发生的主要部位为肺泡、支气管上皮及血管内

皮细胞。这和 <*=’)+>5<.’’.?［%］及 @A3)’, 等［B］的报
道相一致，表明高氧可以诱导幼鼠肺组织的细胞凋亡。

分析高氧暴露后出现的肺细胞凋亡可能是机体对高氧

刺激的一种应激反应，主要用于清除增生过程中过多的

肺上皮干细胞和过多的肺间质细胞，限制炎症反应［B］，

使肺结构恢复正常。但过度的凋亡将不利于肺组织的

重塑和炎症的清除，另外，还可能引起肺纤维化［C，D］。

& & 4$E <;FG蛋白是丝裂原活化蛋白激酶（<;FG）
家族的一个重要成员。各种细胞外信号（活性氧、细

菌内毒素脂多糖、紫外线、高渗、炎症介质等）均能激

活 4$E<;FG 通路。激活的 4$E<;FG 由细胞质转移
至细胞核内，通过调节效应基因的表达，介导细胞分

化、存活、死亡、炎症反应等多种细胞生物学反应［E］。

近年来的研究显示，4$E <;FG 通路的活化参与了内
毒素性肺损伤［H］、烧伤性肺损伤［!I］、体外循环［!!］等多

种肺损伤的发生、发展调控。本实验结果显示，高氧暴

露 !#，肺组织的 4$E<;FG活性迅速升高，于第 " 天达
到高峰，第 $ 天活性有所下降，但仍高于基础值。表
明高氧可以激活 4$E<;FG 通路，参与高氧性肺损伤
的调控。体外实验结果显示，4$E<;FG 通路参与了
@"7"诱导的 <JK5!" 肺上皮细胞［!"］、肺血管内皮细
胞［!$］及大鼠原代 ;L!细胞［!%］凋亡的调控。本实验
结果显示，高氧暴露 ! #，肺组织的 4$E<;FG 活性得

以表达，同时 LM:KJ 检查结果示高氧暴露 $# 肺凋亡
指数才明显增加，结合体外研究我们推测，高氧暴露可

以激 活 肺 组 织 中 4$E<;FG 信 号 通 路，活 化 的
4$E<;FG可能参与了高氧诱导的肺组织细胞凋亡的
调控。但其作用及机制有待进一步探讨。
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DD Q E%N

［!"］6.V)3>S. P，$’#N，@.’.?,+‘ 8，]’)2(S [ 6，!" #$N <;FG 4)+>?)03
V(#,)+( >04(’./,)5,2#A*(# .2*.+,* *(RR #()+> ,2 RA21 (4,+>(R,)R *(RR3
［P］N ]’(( 6)#,* Z,.R <(#，"II$，$B（E）：HDE Q HH$N

［!$］<)*>,2. L，@)3>,V.+. 8，<)’A.S) 8，!" #$N ;4.4+.3,3 3,12)R5’(1AR)5
+,21 S,2)3( !5V(#,)+(# 3,12)R,21 4)+>?)0 ’(1AR)+(3 >0#’.1(2 4(’./,#(5
,2#A*(# )4.4+.3,3 ,2 >AV)2 4ARV.2)’0 -)3*AR)’ (2#.+>(R,)R *(RR3［P］N
O’,+ O)’( <(#，"II$，$!（!"）："DDC Q "DE!N

［!%］O)’-)R>. @，K-(R3.2 F，8,1)A# 8，!" #$N <,+.1(25)*+,-)+(# 4’.+(,2
S,2)3(3 V.#AR)+( @（"）7（"）5,2#A*(# )4.4+.3,3 ,2 4’,V)’0 ’)+ )R-(.5
R)’ (4,+>(R,)R *(RR3［P］N P O(RR Z,.*>(V，"II%，H"（$）：BI" Q B!$N

（编辑& 王小寒）
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