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降钙素基因相关肽对高氧暴露胎鼠原代肺泡Ⅱ型细胞的保护作用及其Ｗｎｔ信号机制

王少华，许　峰，党红星　　（４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院ＰＩＣＵ）

　　［摘要］　目的　探讨降钙素基因相关肽（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）是否可促进高氧损伤肺泡Ⅱ型上皮细
胞（ｔｙｐｅⅡ ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＡＥＣⅡ）的存活及其可能涉及的Ｗｎｔ信号机制。方法 　ＳＤ胎鼠原代 ＡＥＣⅡ分为空气
组、高氧组、高氧 ＋ＣＧＲＰ组、高氧 ＋ＣＧＲＰ＋ｈＣＧＲＰ８－３７组，采用 ＭＴＴ测定各组细胞增殖，流式细胞仪检测细胞死亡，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｗｎｔ７ｂ、βｃａｔｅｎｉｎ及ｐβｃａｔｅｎｉｎ表达。结果 　与空气组对照比较，高氧暴露２４ｈ后死亡细胞数显著升高
（Ｐ＜０．０１），细胞增殖活性明显受到抑制（Ｐ＜０．０１），ＣＧＲＰ干预可明显下调高氧暴露后死亡细胞数（Ｐ＜０．０１），减弱高氧
对细胞增殖的抑制作用（Ｐ＜０．０１）。高氧暴露后Ｗｎｔ７ｂ及βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜０．０１），ｐβｃａｔｅｎｉｎ表达
水平显著增加（Ｐ＜０．０１），ＣＧＲＰ干预后，与单纯高氧暴露组相比Ｗｎｔ７ｂ、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平增加，而ｐβｃａｔｅｎｉｎ表达
水平降低，具统计学差异（Ｐ＜０．０１）。结论　ＣＧＲＰ可减少高氧诱导的细胞死亡、减弱高氧对细胞增殖的抑制效应，改善
ＡＥＣⅡ存活，Ｗｎｔ７ｂ／βｃａｔｅｎｉｎ通路可能参与了ＣＧＲＰ这一调控过程。
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ（ＣＧＲＰ）ａｎｄＷｎｔｏｎ
ｔｙｐｅⅡａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＡＥＣⅡ）ｕｐｏｎｔｈｅｅｘｐｏｓｕｒｅｏｆｈｙｐｅｒｏｘｉａ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＡＥＣⅡ ｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄ
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ｓｉｓｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｕｐｏｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｈｙｐｅｒｏｘｉａ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｈｙｐｅｒｏｘｉａｅｘｐｏｓｕｒｅａｌｏｎｅ，ａｄｄｉ
ｔｉｏｎａｌＣＧＲＰｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｒｏｍｏｔｅｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡＥＣⅡ（Ｐ＜０．０１）．Ｈｙｐｅｒｏｘｉａ
ｅｘｐｏｓｕｒｅｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｏｆＷｎｔ７ｂａｎｄβｃａｔｅｎｉｎ（Ｐ＜０．０１）ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐβ
ｃａｔｅｎｉｎ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅＣＧＲＰｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｖｅｒｓｅｄａｂｏｖｅｒｅｓｕｌｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＣＧＲＰｄｅｃｒｅａｓｅｓｃｅｌｌｄｅａｔｈａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｅｓｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｙｐｅｒｏｘｉａｅｘｐｏｓｕｒｅ，ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅ
ｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＡＥＣⅡ ｅｘｐｏｓｅｄｔｏｈｙｐｅｒｏｘｉａ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＷｎｔ７ｂ／βｃａｔｅｎｉｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ；ｈｙｐｅｒｏｘｉａ；ｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ；ｔｙｐｅⅡ ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；
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　　新生儿危重症急救医学的发展使得早产儿存活率
大大提高，但支气管肺发育不良（ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｙｓｐｌａｓｉａ，ＢＰＤ）仍然是影响极低体质量早产儿生活质
量、威胁其生命的重要疾病，且目前尚无有效方法防

治。ＢＰＤ的重要病理特点是在肺发育不成熟基础上，

长期供给高浓度氧（高氧）、机械通气等引发的肺部氧

化应激性损伤及损伤后未成熟肺发育停滞、纤维组织

替代异常修复［１－２］。肺泡Ⅱ型上皮细胞（ｔｙｐｅⅡ ａｌｖｅ
ｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＡＥＣⅡ）作为肺泡上皮的干细胞，
高氧暴露后存活与否与高氧肺损伤的发生和受损肺泡

上皮能否恢复正常的形态功能密切相关。寻找能够促

进ＡＥＣⅡ存活再生的调控因子可能为 ＢＰＤ的防治提
供新的方法。降钙素基因相关肽（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔ
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ｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）是神经肽家族中的成员之一，广泛
存在于呼吸道感觉神经 Ｃ纤维末端及神经内分泌细
胞中，发挥细胞调控因子和细胞外信号分子的作用，与

胚胎发育和细胞增殖分化有关，并参与了呼吸道自我

修复的过程［３］。Ｗｎｔ信号通路作为一条高度保守的信
号转导途径在多种发育相关性肺疾病的发生、发展中

发挥重要作用，其作用效应涉及细胞凋亡、增殖、氧化

应激等多个层面。ＣＧＲＰ是否可以改善高氧损伤 ＡＥＣ
Ⅱ的存活、促进其再生修复，ＣＧＲＰ作用的下游信号机
制是否涉及 Ｗｎｔ信号通路尚少见相关研究报道。本
研究以早产大鼠原代 ＡＥＣⅡ为对象，观察了高氧暴露
及外源性ＣＧＲＰ干预后ＡＥＣⅡ死亡增殖的变化及其在
此过程中Ｗｎｔ信号通路的活化情况，旨在了解 ＣＧＲＰ
在高氧损伤 ＡＥＣⅡ再生修复的作用及其信号机制，为
ＢＰＤ的防治提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　清洁级成年ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠，体质量２００～２２０ｇ，由第
三军医大学实验动物中心提供。

１．２　主要试剂
　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司），ＭＴＴ（美国Ｓｉｇｍａ公
司），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒（南京凯基生物科技发
展有限公司），兔抗鼠 Ｗｎｔ７ｂ多克隆抗体、兔抗鼠 βｃａｔｅｎｉｎ多
克隆抗体、兔抗鼠磷酸化 βｃａｔｅｎｉｎ（ｐβｃａｔｅｎｉｎ）多克隆抗体、
辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗，兔抗鼠 βａｃｔｉｎ多克隆抗
体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）ＣＧＲＰ，ＣＧＲＰ抑制剂 ｈＣＧＲＰ８－３７（美
国ＡｎａＳｐｅｃ公司）。
１．３　胎鼠ＡＥＣⅡ分离及原代培养
　　健康成年ＳＤ大鼠，按雌雄１∶１合笼交配，第２天查见阴栓
计为孕第１天，将孕２０ｄ（足月２２ｄ）大鼠行剖宫产取出胎鼠，
分离ＡＥＣⅡ，经改良巴氏染色及台盼蓝拒染法证实纯度及存活
率均为９０％以上，备用。
１．４　实验分组
　　原代 ＡＥＣⅡ分离、接种于细胞培养板，ＤＭＥＭ／Ｆ１２１０％
ＦＢＳ培养生长至细胞８０％左右融合后，分为４组，每组６个样
本：空气对照组、高氧组、高氧 ＋ＣＧＲＰ组、高氧 ＋ＣＧＲＰ＋
ｈＣＧＲＰ８－３７组。空气组直接置于３７℃、５ｍｌ／ＬＣＯ２培养箱中培
养，高氧＋ＣＧＲＰ组和高氧 ＋ＣＧＲＰ＋ｈＣＧＲＰ８－３７组在高氧暴露
前分别加入终浓度为 １０－７ｍｏｌ／Ｌ的 ＣＧＲＰ及 １０－６ｍｏｌ／Ｌ的
ｈＣＧＲＰ８－３７，与高氧组置于氧浓度＞９０％的密闭氧舱中（测氧仪
监测氧浓度），入３７℃、５ｍｌ／ＬＣＯ２培养箱培养，２４ｈ后检测相
关指标。

１．５　ＭＴＴ法检测ＡＥＣⅡ增殖率
　　将原代分离的ＡＥＣⅡ以１×１０４／ｍｌ、１００μｌ／孔接种于９６孔细
胞培养板，ＤＭＥＭ／Ｆ１２１０％ ＦＢＳ培养生长至细胞８０％左右融合
后，随机进行上述实验分组，各组设６个复孔，于处理后２４ｈ行
ＭＴＴ检测。加入２０μｌ／孔５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ，继续培养４ｈ，小心去除
上清，加入ＤＭＳＯ１５０μｌ／孔，振荡１０ｍｉｎ紫色结晶完全溶解后，

酶标仪检测４９０ｎｍ波长处各孔光密度值［Ｄ（４９０）］。
１．６　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双标记法检测ＡＥＣⅡ死亡
　　ＡＥＣⅡ以１×１０５／ｍｌ接种于６孔板，细胞生长至８０％ 融合
时进行高氧干预，２４ｈ后 ０．２５％胰酶消化收集各组细胞，
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双标记法进行流式细胞仪检测，具体操作严
格按试剂盒说明书进行。计算早期凋亡细胞、晚期凋亡及坏死

细胞的总和作为死亡细胞数。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｗｎｔ、βｃａｔｅｎｉｎ、ｐβｃａｔｅｎｉｎ蛋
白表达

　　裂解细胞提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法定量蛋白。上样５０μｇ
总蛋白，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，半干式电转将蛋白质转移至ＰＶＤＦ膜，
含５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ（０．０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ＝７．５；
０９％ ＮａＣｌ；０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０）室温封闭１ｈ，分别加入兔抗鼠
Ｗｎｔ７ｂ多克隆抗体、兔抗鼠 ｐβｃａｔｅｎｉｎ，兔抗鼠 βａｃｔｉｎ多克隆
抗体，４℃过夜。ＴＢＳＴ漂洗３次，ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗室温
孵育２ｈ。ＴＢＳＴ漂洗３次，ＥＣＬ化学发光显色系统显色，Ｃｈｅｍｉ
ＤｏｃＸＲＳ图像采集系统采集图像，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．５．０软件分析。
１．８　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，各组间比较
采用单因素方差分析，组间差别比较采用最小显著差 ｔ检验
（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）。

２　结果

２．１　ＣＧＲＰ干预对高氧暴露ＡＥＣⅡ存活的影响
　　与空气对照组比较，高氧暴露后２４ｈ，死亡细胞数显著升
高（Ｐ＜０．０１，表１），细胞增殖活性明显受到抑制（Ｐ＜０．０１，表
２），１０－７ｍｏｌ／ＬＣＧＲＰ干预可明显下调高氧暴露后死亡细胞数
（Ｐ＜０．０１），减弱高氧对细胞增殖的抑制作用（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　高氧及ＣＧＲＰ对原代ＡＥＣⅡ存活的影响（珋ｘ±ｓ）

组别　　　　 早晚期凋亡及坏死（％） Ｄ（４９０）值
空气对照组 ２．８２±０．２９ ０．９５６±０．０３６
高氧组 １５．７４±０．３８ａ ０．７５９±０．００９ａ

高氧＋ＣＧＲＰ组 １０．９０±１．４３ａｂ ０．８３５±０．０３４ａｂ

高氧＋ＣＧＲＰ＋ｈＣＧＲＰ８－３７组 １５．４０±１．２５ａ ０．７８９±０．００５ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与空气对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与高氧组比较

２．２　高氧及ＣＧＲＰ干预对细胞内Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ活化
的影响

　　与空气对照组比较，高氧暴露组 Ｗｎｔ７ｂ蛋白及 βｃａｔｅｎｉｎ
总蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜０．０１），ｐβｃａｔｅｎｉｎ表达水平显
著增加（Ｐ＜０．０１），ＣＧＲＰ干预后，与单纯高氧暴露组相比
Ｗｎｔ７ｂ、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平增加，而ｐβｃａｔｅｎｉｎ表达水平降
低，差异具有统计学差异（Ｐ＜０．０１，图１）。

３　讨论

　　高氧机械通气是抢救危重早产儿的常用措施，但
长时间高氧暴露可诱导肺泡上皮细胞死亡过多，同时

细胞增殖再生受到抑制，未成熟肺的正常发育受阻，受

损肺泡壁不能完全再生修复而由纤维组织增生替

代［４－６］从而导致肺组织氧化应激性损伤，发生慢性肺
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１：空气对照组；２：高氧组；３：高氧 ＋ＣＧＲＰ组；４：高氧 ＋ＣＧＲＰ＋
ｈＣＧＲＰ８－３７组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，
与空气对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与高氧组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与高
氧＋ＣＧＲＰ组比较
图１　高氧暴露及ＣＧＲＰ干预后Ｗｎｔ７ｂ／βｃａｔｅｎｉｎ通路信号分子的

蛋白表达

疾病。ＡＥＣⅡ作为肺泡上皮的干细胞，通过增殖、迁移
并转化为ＡＥＣⅠ以保证肺泡壁正常上皮化及肺结构
的完整［７］。高氧等氧化性刺激诱导 ＡＥＣⅡ发生氧化
应激性损伤、死亡，抑制 ＡＥＣⅡ增殖，使得细胞存活减
少是高氧肺损伤的关键事件［８］。因此探讨促进ＡＥＣⅡ
存活再生的机制对ＢＰＤ的防治尤为必要。
　　ＣＧＲＰ是一种由３７个氨基酸残基组成的感觉神
经肽，具有抗氧化损伤的作用。肺部的ＣＧＲＰ主要由感
觉神经末梢和神经内分泌细胞释放，含量丰富，ＡＥＣⅡ
细胞膜上有ＣＧＲＰ特异性受体及结合位点，提示ＡＥＣⅡ
是ＣＧＲＰ靶细胞之一［９－１１］。本实验采用外源性 ＣＧＲＰ
干预的方法，发现 ＣＧＲＰ可促进高氧暴露的 ＳＤ胎鼠
原代ＡＥＣⅡ增殖，减少高氧诱导的 ＡＥＣⅡ的死亡，改
善高氧暴露后 ＡＥＣⅡ存活。由此推测，ＣＧＲＰ可通过
影响细胞的增殖及死亡来调控 ＡＥＣⅡ的自我更新，可
能对高氧损伤的ＡＥＣⅡ具有保护作用。
　　为进一步了解ＣＧＲＰ保护作用涉及的具体分子机
制，本研究对高氧及 ＣＧＲＰ干预下 Ｗｎｔ信号通路的活
化情况进行了初步观察。Ｗｎｔ信号通路在胚胎发育中
具有指导细胞的命运的作用，近来研究发现 Ｗｎｔ通路
各成员可通过旁分泌及自分泌方式调节肺上皮和肺间

质的发育，与肺细胞分化及结局、肺形态发育密切相

关［１２］。经典 Ｗｎｔ信号通路中 Ｗｎｔ１、Ｗｎｔ３、Ｗｎｔ７ｂ、
Ｗｎｔ８等信号分子与其跨膜受体 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ蛋白结合，抑
制糖原合成酶３β活性使βｃａｔｅｎｉｎ无法磷酸化从而避
免被降解，βｃａｔｅｎｉｎ在细胞内积累并进入细胞核内与
Ｔ细胞因子／淋巴细胞增强因子结合，启动抗凋亡基因

ｓｕｒｖｉｖｉｎ、增殖基因 ｃｍｙｃ等靶基因的转录。本研究显
示，高氧暴露后 βｃａｔｅｎｉｎ总蛋白表达减弱，而 ｐβ
ｃａｔｅｎｉｎ表达增加，提示高氧可促进 βｃａｔｅｎｉｎ的降解，
使得细胞内βｃａｔｅｎｉｎ水平降低，同时Ｗｎｔ７ｂ表达也下
降，Ｗｎｔ７ｂ／βｃａｔｅｎｉｎ通路活化受到抑制。而高氧暴露
前予ＣＧＲＰ干预后，Ｗｎｔ７ｂ及 βｃａｔｅｎｉｎ表达均有所增
强，ｐβｃａｔｅｎｉｎ表达降低，表明 ＣＧＲＰ可改善高氧对
Ｗｎｔ７ｂ／βｃａｔｅｎｉｎ通路活化的抑制作用，从而促进高氧
损伤ＡＥＣⅡ的存活。
　　综上所述，ＣＧＲＰ可能为高氧肺损伤后肺上皮再
生的调控因子，通过 Ｗｎｔ７ｂ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的介导，减
轻高氧对 ＡＥＣⅡ增殖的抑制作用，减少细胞高氧性损
伤及死亡，改善 ＡＥＣⅡ存活，有利于肺损伤后结构及
功能的再生，为ＢＰＤ的防治提供了新的方向。
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