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弹性纤维系统在小鼠支气管肺发育不良中的动态表达规律

刘秋彤，韩文莉，郭春宝，余本莉，刘朝云，邓　春　　（４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院新生儿诊治中心１病房，
重庆医科大学儿童发育疾病研究省部共建教育部重点实验室）

　　［摘要］　目的　观察支气管肺发育不良模型小鼠肺发育过程中弹性蛋白及其相关蛋白的表达情况，探讨弹性蛋白平
衡紊乱在支气管肺发育不良（ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｙｓｐｌａｓｉａ，ＢＰＤ）中的作用。方法　新生１ｄ内的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按随机数字
表法分为两组：ＢＰＤ组及对照组，ＢＰＤ组应用高浓度氧暴露建立ＢＰＤ模型，运用ＨＥ染色和免疫组化法观察各组小鼠肺组
织形态学改变，弹性纤维染色观察各组小鼠弹性纤维含量，荧光定量ＰＣＲ技术观察弹性蛋白及其相关蛋白 ｍＲＮＡ在各组
小鼠中随时间变化的表达情况。结果　与对照组相比，ＢＰＤ组小鼠第３天开始肺部次级脊形成受阻，直至２１ｄ可见肺泡
融合导致正常肺泡结构消失，次级脊消失，弹性纤维和弹性蛋白明显增加且紊乱无序的沉积在肺泡间隔上；ＢＰＤ组弹性蛋
白及其相关蛋白基因的表达显示：Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ及其相关合成蛋白Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ１、Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ２、Ｆｉｂｕｌｉｎ４、Ｆｉｂｕｌｉｎ５ｍＲＮＡ的表达在
给氧２１ｄ时有不同程度的增加（Ｐ＜０．０５），弹性蛋白交联酶ＬｏｘｍＲＮＡ在给氧３～２１ｄ较对照组明显增加（Ｐ＜０．０１），弹
性蛋白降解酶ＮｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅｍＲＮＡ在给氧１～１４ｄ表达较对照组增加（Ｐ＜０．０５），２１ｄ时减少至与对照组无明显差异
（Ｐ＞０．０５）。结论　弹性蛋白平衡是肺泡发育的重要机制，弹性蛋白平衡紊乱在ＢＰＤ小鼠病理过程中起着重要作用。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３３２；Ｒ３４１；Ｒ７２５．６０２　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１２７００５８）

［通信作者］　邓　春，Ｅｍａｉｌ：ｄｅｎｇｃｇｃｂ＠１６３．ｃｏｍ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１４１１０６．１６１２．０２２．

ｈｔｍｌ（２０１４１１０６）

Ｄｙｎａｍｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｅｌａｓｔｉｃ ｆｉｂｅｒ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｙｓｐｌａｓｉａｉｎｎｅｗｂｏｒｎｍｉｃｅ
ＬｉｕＱｉｕｔｏｎｇ，ＨａｎＷｅｎｌｉ，ＧｕｏＣｈｕｎｂａｏ，ＹｕＢｅｎｌｉ，ＬｉｕＺｈａｏｙｕｎ，ＤｅｎｇＣｈｕｎ（Ｗａｒｄ１，ＣｅｎｔｒｅｏｆＮｅｏｎａｔａｌＤｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄ
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＤｉｓｅａｓｅｓｉｎＣｈｉｌｄｈｏｏｄＣｏｆｏｕｎｄｅｄｂｙＣｈｏｎｇｑｉｎｇａｎｄＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ｔｈｅＣｈｉｌｄｒｅｎ’ｓ
ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１４，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｌａｓｔｉｎｆｉｂｅｒａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｎｅｗｂｏｒｎ
ｍｉｃｅｗｉｔｈｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｙｓｐｌａｓｉａ（ＢＰＤ）ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｙｐｅｒｏｘｉａａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｄｉｓｏｒｄｅｒｏｆｅｌａｓｔｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＢＰＤ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｃ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅａｔ１ｄａｙｐｏｓｔｎａｔａｌｌｙｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＢＰＤｇｒｏｕｐ（ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｈｙｐｅｒｏｘｉａ）．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏ
ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｏｕｓｅｌｕｎｇ，ｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｓ，ａｎｄＱＰＣＲｔｏ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅ
ｍｉｃｅｏｆＢＰＤｇｒｏｕｐｗｅｒｅｆａｉｌｕｒｅｔｏｆｏｒｍｓｅｃｏｎｄａｒｙｃｒｅｓｔａｔ３ｄ，ｆｅｗｅｒａｎｄｌａｒｇｅｒａｌｖｅｏｌｉａｔ２１ｄ，ｓｅｃｏｎｄａｒｙｃｒｅｓｔ
ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄａｎｄｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｓｗｅｒｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｂａｄｏｒｄｅｒｓａｎｄａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｍａｔｒｉｘ．Ｉｎ
ＢＰＤｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ，ａｎｄｆｉｂｒｉｌｌｉｎ１，２，４ａｎｄ５ｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎ２１ｄ（Ｐ＜
００５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬｏｘａｔｍＲＮＡｌｅｖｅｌｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄａｔ３ｔｏ２１ｄａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｈｙｐｅｒｏｘｉａ（Ｐ＜
００１）．Ｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｔ１ｔｏ１４ｄ（Ｐ＜
００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｂａｌａｎｃｅｏｆｅｌａｓｔｉｎｆｉｂｅｒｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒａｌｖｅｏｌｉｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．Ｔｈｅｄｉｓｔｕｒｂｅｄｅｌａｓｔｉｎ
ｆｉｂｅｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｐｒｏｃｅｓｓｏｆＢＰＤ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｅｌａｓｔｉｎ；ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｙｓｐｌａｓｉａ；ｌｕｎｇｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７００５８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＤｅｎｇＣｈｕｎ，Ｅｍａｉｌ：ｄｅｎｇｃｇｃｂ＠１６３．ｃｏｍ

　　支气管肺发育不良（ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｙｓｐｌａｓｉａ，
ＢＰＤ）是一种发生在早产儿的慢性肺部疾病，是早产儿
机械通气或氧疗后常见的并发症，具有很高的发病率

和病死率［１］。随着围产医学的进步，出生体质量低于
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１５００ｇ的极低出生体质量儿和早产儿，存活率逐年增
加，然而低胎龄和低出生体质量均会导致ＢＰＤ的发病
率增加［２］。目前认为，ＢＰＤ的病理改变主要是总体肺
泡数量下降、肺泡结构简单化和实质纤维化。其中，无

序的弹性纤维形成过剩表达在受损的肺泡是 ＢＰＤ病
理表现中最突出的组织学特征［３］，但其具体发病机制

尚未阐明。

　　弹性蛋白作为弹性纤维中最主要和最具有特征性
的蛋白，其作为肺泡强度和弹性支架在肺组织中起着

重要作用以外，在肺部发育和终端气道的分支中也同

样必不可少。肺部弹性纤维尽管有广泛的研究，Ｂｌａｎｄ
等［４］率先研究了８～２４ｈ机械通气小鼠肺损伤中弹性
蛋白合成、降解的特点，但在 ＢＰＤ发生过程中的合成
方式、组装过程及功能尚无深入的探索与尝试。本研

究拟在观察弹性蛋白及其相关基因在对照组生鼠和

ＢＰＤ小鼠中随时间变化的表达情况，分析高浓度氧是
如何影响弹性蛋白的平衡以及在 ＢＰＤ中肺纤维化的
作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料与实验动物
　　弹性纤维染色试剂盒购自福建迈新生物有限公司，兔抗小
鼠Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ多抗购自 Ａｂｃａｍ公司，兔超敏免疫组化检测试
剂盒和ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中杉金桥，ＲＮＡ抽提试剂盒
购自Ｏｍｅｇａ公司，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ和反转录试剂盒购
自宝生物工程公司，引物由生工生物工程合成，其他试剂为国

产分析纯。清洁级健康１ｄ龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，雌雄不拘，平均
体质量１．１８ｇ，由重庆医科大学实验动物中心提供，许可证号
［ＳＣＸＫ（渝）２００７００２］。

１．２　动物分组及ＢＰＤ小鼠模型的制备
　　将６０只新生１ｄ内的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按随机数字表法分为
ＢＰＤ组和对照组，每组３０只。ＢＰＤ组：新生小鼠与哺乳母鼠共
同置于自制密闭氧箱中，维持 ＦｉＯ２在 ０．６０左右，ＣＯ２浓度 ＜
０５％，温度２４～２６℃，湿度５０％～６０％，每日定时开箱１ｈ，称
量，添加水、饲料及更换垫料，观察各组动物的一般状态，并与

对照组交换哺乳母鼠以避免母鼠因高氧中毒导致哺乳能力下

降。对照组：置于同一室内正常空气中，ＦｉＯ２为０．２１，其他控制
因素及实验方法与ＢＰＤ组相同。

１．３　标本采集
　　分别在小鼠日龄的第１、３、７、１４、２１ｄ，每组按随机数字表
法抽取３只小鼠，称量，麻醉后开胸分离肺组织。取出右肺置
于－８０℃保存备用，左肺于４％多聚甲醛中固定，用于肺组织
ＨＥ病理染色、醛品红染色（Ｇｏｍｏｒｉ）及免疫组化检测。

１．４　肺组织形态学观察及放射状肺泡计数（ＲＡＣ）
　　石蜡切片经常规脱蜡、水化后行ＨＥ染色，于光镜下观察各
组肺组织形态随时间的变化，并将每组动物各时间点抽取５张
肺组织切片，每张切片选取５个视野计数，行放射状肺泡计数：
呼吸性细支气管至最近胸膜的垂线上的肺泡数目，取平均值。

１．５　醛品红染色及次级脊计数
　　石蜡切片经常规水化后按试剂盒说明书进行染色，光镜下
观察各组小鼠弹性纤维分布情况，参照 Ｋａｔｈｌｅｅｎ的计数方
法［５］，进行次级脊计数，次级脊可反映弹性纤维分布情况和肺

泡分隔情况，每组动物抽取２张切片，每张切片选取５个视野，
取平均值。

１．６　肺组织Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ动态监测
　　石蜡切片常规脱蜡至水，具体操作按照试剂说明书进行，
兔抗小鼠Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ多抗１∶４００稀释，４℃孵育过夜，二抗为
山羊抗兔ＨＲＰＩｇＧ，ＤＡＢ显色。实验重复５次，应用光学显微
镜采集各组各时间点图像，以细胞膜上有棕黄色颗粒着色为阳

性细胞。利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件，测定平均积分光
密度值（ＩＯＤ）来表示阳性产物的表达强度。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测各组小鼠肺组织 Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ及其
相关蛋白 ｍＲＮＡ表达

　　按试剂盒说明书提取肺组织总 ＲＮＡ，反转录反应制备
ｃＤＮＡ，反应体系共２０μＬ。引物由生工生物合成，序列如下：
Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ：上游 ５′ＧＧＴＧＧＴＡＴＴＧＧＴＧＧＣＡＴＣＧＧ３′，下游 ５′
ＧＣＣＴＴＧＧＣＴＴＴＧＡＣＴＣＣＴＧＴＧ３′；Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ１：上游 ５′ＣＣＡＡＣＴ
ＣＧＴＧＴＣＧＧＣＴＧＴＧ３′，下 游 ５′ＧＣＴＧＴＡＴＣＴＣＣＡＴＴＧＴＣＴＣＣＣ
３′；Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ２：上游５′ＣＡＡＣＣＴＣＧＴＣＡＣＡＡＡＧＴＣＧＧ３′，下游５′
ＴＴＧＧＣＡＴＣＡＣＣＴＴＡＣＡＴＴＣＡＴＣ３′；Ｆｉｂｕｌｉｎ４：上 游 ５′ＣＴＣＴ
ＧＧＧＣＧＴＴＴＣＴＧＣＴＧＴＴ３′，下游５′ＧＣＣＡＴＣＴＧＴＧＣＡＴＴＣＣＧＴＧＴ
３′；Ｆｉｂｕｌｉｎ５：上游 ５′ＧＧＧＣＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＧＣＴＣＧ３′，下游 ５′
ＧＡＴＧＧＴＧＡＡＴＧＧＣＴＧＧＴＣＴ３′；Ｌｏｘ：上 游 ５′ＣＧＣＡＡＡＧＡＧＴ
ＧＡＡＧＡＡＣＣＡ３′，下游 ５′ＧＴＧＴＣＣＴＣＣＡＧＡＣＡＧＡＡＧＣ３′；Ｎｅｕ
ｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ：上游 ５′ＧＧＡＧＧＣＴＧＴＧＧＡＴＣＴＧＧＡＴＴＧ３′，下游
５′ＴＧＧＧＡＴＧＧＧＴＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴ３′；内参基因 βａｃｔｉｎ：上游：
５′ＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴ３′，下游 ５′ＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴ
ＣＣＧＣＣＴＡ３′。反应条件：９５℃ ２ｍｉｎ→９５℃ １０ｓ→５７℃ １５ｓ
→ ７２℃ ４５ｓ，共４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。采用相对定量
法，测定目的基因及βａｃｔｉｎ的ＰＣＲ产物的Ｃｔ值。

１．８　统计学分析
　　数据采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行分析，结果以珋ｘ±ｓ表
示，两样本间两两比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　小鼠的一般状态及体质量
　　对照组小鼠生长良好，反应灵敏，体质量逐渐增加，３周后
可断奶自主进食。ＢＰＤ组小鼠生长缓慢，７ｄ开始出现活动减
少，精神萎靡，７ｄ时ＢＰＤ组体质量［（３．１８±０．３３）ｇ］较对照组
［（３９６±０．２７）ｇ］显著降低（Ｐ＜０．０５），随着高氧暴露时间的
延长，１４ｄ和２１ｄ时ＢＰＤ组体质量［（４．６５±０．５７）ｇ、（５．２１±
０．８７）ｇ］与空气组［（７．５７±０．６１）ｇ、（１０．３４±０．７２）ｇ］差异更
为显著（Ｐ＜０．０１），并且对外界刺激反应差、毛发灰黄，出现对
氧的依赖，离氧后表现为呼吸急促，呼吸动度增大，恢复供氧后

症状可有所缓解。

２．２　肺组织病理ＨＥ染色观察
　　对照组的肺组织随着日龄的增加，肺泡结构逐渐规整，数
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量增多，肺泡间隔变薄。ＢＰＤ组７ｄ时可见肺间质细胞增加，肺
泡腔增大；１４ｄ时肺组织较同期对照组肺泡数目减少；到２１ｄ时已
失去正常肺泡结构，出现肺泡融合，肺泡数目明显减少，结构简

单化，终末气腔直径明显扩大，肺泡间隔增厚（图１）。

!

"

Ａ：对照组；Ｂ：ＢＰＤ组
图１　两组小鼠２１ｄ肺组织形态学观察　（ＨＥ×２００）

２．３　放射状肺泡计数（ＲＡＣ）
　　对照组随日龄增加而肺泡化程度增加，ＲＡＣ逐渐增加，而
ＢＰＤ组ＲＡＣ从肺泡期开始减少，３ｄ时 ＢＰＤ组 ＲＡＣ（４．６７±
１０７）较对照组（５．６７±１．０７）显著减少（Ｐ＜０．０５），１４ｄ和２１ｄ
时ＢＰＤ组ＲＡＣ（４．５８±０．９０）、（３．８３±１．１１）较对照组（９．０８±
１６２）、（１１．１７±１．４７）显著减少（Ｐ＜０．０１）。

２．４　肺组织弹性纤维染色及次级脊（ＳｅｃｏｎｄａｒｙＣｒｅｓｔ）
观察

　　醛品红染色后光镜下弹性纤维成深紫色，底色为不同程度
的黄色。对照组次级脊随着肺泡化程度逐渐增加，弹性纤维逐

渐沉积在次级脊顶端，偶见散在弹性纤维分布，次级脊数量

１４ｄ达高峰，２１ｄ时肺泡逐渐发育成熟后次级脊计数下降。
ＢＰＤ组在１４ｄ次级脊数量（３．８３±１．４７）与对照组（５４．００±
３１６）相比显著减少（Ｐ＜０．０１），弹性纤维未沉积在次级脊顶
端并开始在肺泡间隔出现异常增生，２１ｄ时次级脊几乎完全消
失，弹性纤维明显增加并且在肺泡间隔增厚，迂曲，不规整分布

（图２）。

! "
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Ａ：对照组１４ｄ；Ｂ：ＢＰＤ组１４ｄ；Ｃ：对照组２１ｄ；Ｄ：ＢＰＤ组２１ｄ

图２　两组小鼠肺组织弹性纤维染色观察　（醛品红 ×２００）

２．５　免疫组化检测原弹性蛋白（Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ）在肺组
织表达

　　Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ在ＢＰＤ组１４ｄ和２１ｄ时表达分别为（１１６１１±

９８２）和（１２９．５３±１０．０５）均较对照组（９４．３６±６．５７）和（８３５５±
１８８６）表达增加（Ｐ＜０．０５），１４ｄ可见Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ主要在肺泡
间隔表达，随着氧气暴露的时间延长，Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ在肺泡间隔
呈现不规则的分布（图３）。
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Ａ：对照组１４ｄ；Ｂ：ＢＰＤ组１４ｄ；Ｃ：对照组２１ｄ；Ｄ：ＢＰＤ组２１ｄ
图３　两组小鼠肺组织Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ免疫组化检测　（二步法 ×４００）

２．６　各组肺组织中Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ、Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ１、Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ２、
Ｆｉｂｕｌｉｎ４、Ｆｉｂｕｌｉｎ５、Ｌｙｓｙｌｏｘｉｄａｓｅ、Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓ
ｔａｓｅｍＲＮＡ的动态变化

　　Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ及其相关合成蛋白 Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ１、Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ２、Ｆｉｂｕ
ｌｉｎ４、Ｆｉｂｕｌｉｎ５ｍＲＮＡ在对照组中均呈现出现增加后减少的趋
势，与对照组相比，ＢＰＤ组Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ在２１ｄ时均有不同程度
的增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）（图４Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ）。弹性蛋白交
联酶ＬｏｘｍＲＮＡ在对照组中１ｄ时已有表达，随着日龄增加逐
渐表达减少；ＢＰＤ组 ＬｏｘｍＲＮＡ的表达从３～２１ｄ均较对照组
明显升高（Ｐ＜０．０１）（图４Ｆ）；弹性蛋白降解酶 Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓ
ｔａｓｅｍＲＮＡ的表达在对照组随日龄增加呈现先增加后减少的趋
势；ＢＰＤ组中ＮｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅｍＲＮＡ的表达从１、３、７、１４ｄ较
对照组有不同程度的增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜００１），２１ｄ时下降至
与对照组无显著差异（Ｐ＞０．０５）（图４Ｇ）。

３　讨论

　　ＢＰＤ的早期病理特点是肺泡和血管的生长紊乱，
而晚期则表现为纤维增生性气道损伤和肺实质的纤维

化［１］。其中无序的弹性蛋白形成过剩表达在受损的

肺泡是ＢＰＤ后期肺部最主要的变化［３］。肺弹性蛋白

的表达依赖于蛋白合成、组装和降解过程的平衡。其

中，合成过程是由血管平滑肌细胞和各种成纤维细胞

分泌其前体原弹性蛋白，由弹性蛋白结合蛋白转移到

细胞表面［６］并自我聚集成几微米直径的球状物，这是

弹性纤维形成的第一步［７］。随后，原弹性蛋白与细胞

间的Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ１，２结合，并且作为支架，引导弹性蛋白
组装和交联［８］。与Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ结合后的原弹性蛋白经过
Ｌｏｘ氧化脱氨基作用交联后成为不溶性的弹性蛋白，
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Ａ：ＴｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎｍＲＮＡ；Ｂ：Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ１ｍＲＮＡ；Ｃ：Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ２ｍＲＮＡ；Ｄ：Ｆｉｂｕｌｉｎ４ｍＲＮＡ；Ｅ：Ｆｉｂｕｌｉｎ５ｍＲＮＡ；Ｆ：ＬｏｘｍＲＮＡ；
Ｇ：ＮｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅｍＲＮＡ

ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
图４　各组小鼠弹性蛋白及其相关蛋白ｍＲＮＡ表达的动态变化

并沉积到 Ｆｉｂｕｌｉｎ４，５上形成成熟的弹性蛋白［９］。最

后通过 Ｆｉｂｕｌｉｎ４，５与细胞上的整合素受体结合而结
合到相应细胞上。如此，弹性蛋白的合成、组装及沉积

就完成了。除此之外，另一个影响弹性蛋白平衡的因

素就是弹性蛋白的降解。弹性蛋白的降解过程是通过

Ｅｌａｓｔａｓｅ介导，其主要是由多核型白细胞和单核细胞分
泌的基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）［１０］。弹性蛋白酶在弹性
蛋白平衡以及肺泡重塑中发挥了重要作用，蛋白酶／抗
蛋白酶比例失衡，将导致弹性蛋白酶和弹性蛋白降解

的增加，造成组织结构破坏。

　　弹性蛋白不仅在正常肺泡中，作为结构支架的提
供者，而且在肺泡发育过程中起着关键作用。新的肺

泡壁形成过程首先是由肺泡隔两边延伸出一个包括双

毛细血管层并逐渐沉积弹性蛋白的小嵴，称为次级

脊［１１］。在随后的发育中，次级脊不断延伸并将肺泡分

隔得更小且更均匀，以增加气血交换的面积。Ｗｅｎｄｅｌ
等［５］研究发现缺乏弹性蛋白基因的小鼠肺组织在囊

泡期之前，呈现出较少的肺泡和终末囊端扩张，且均未

存活超过４ｄ。本研究发现在正常氧浓度环境中的小
鼠次级脊从第３天开始形成，随着日龄增加，弹性蛋白
逐渐在其顶端规则有序的沉积，次级脊不断延伸，数量

不断增加，在第１４天达高峰，２１ｄ开始下降，次级脊的
发育时间与小鼠肺发育过程中的肺泡期时间相吻合。

而ＢＰＤ组中小鼠２１ｄ时肺弹性纤维明显增加并且在
肺泡间隔增厚，迂曲，不规整分布，次级脊的发育明显

受阻，说明弹性蛋白作为次级脊的形成中的重要物质

参与肺泡期肺的发育过程，为新的肺泡隔的形成提供

了物质基础。

　　目前，对于弹性蛋白在ＢＰＤ发生过程中的具体机
制，尚不十分明确。文献报道在死于ＢＰＤ的机械通气
患儿肺内弹性蛋白表达明显增高［１２－１５］，弹性蛋白的沉

积和表达增高同样出现在机械通气的早产羔羊模型

内，这与ＢＰＤ小鼠体内肺肌成纤维细胞呈增加趋势相
吻合。以上研究充分证明了弹性蛋白在 ＢＰＤ的病理
过程中表达增高且相关基因的不平衡。任何一个弹性

蛋白合成的相关蛋白出现异常，均会导致弹性蛋白的

紊乱：Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ１基因敲除鼠由于弹性蛋白紊乱而导致
升主动脉破裂从而表现出新生儿期至死性［１６］；Ｌｏｘ基
因敲除小鼠由于胶原蛋白和弹性蛋白交联失败，纤维

成熟障碍引起主动脉破裂导致围产期死亡［１７］；Ｆｉｂｕｌｉｎ５
基因敲除鼠在成年期其主动脉迂曲且失去顺应性、肺

部重度肺气肿和皮肤松弛，并且可以在病变部位观察

到零散的弹性蛋白［１８］；整合素 αｖβ３作为弹性蛋白和
细胞间链接的重要桥梁，其基因敲除鼠同样表现出血

管弹性蛋白沉积紊乱［１９］等。本研究在高浓度氧暴露

所致ＢＰＤ的新生鼠中发现弹性蛋白合成的主要基因：
Ｔｒｏｐｏｅｌａｓｔｉｎ、Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ１、Ｆｉｂｒｉｌｌｉｎ２、Ｆｉｂｕｌｉｎ４、Ｆｉｂｕｌｉｎ５
ｍＲＮＡ的表达在２１ｄ时均有不同程度的增加，表现为
高峰滞后，与ＢＰＤ后期纤维化这一病理变化相吻合。
　　弹性蛋白的交联酶Ｌｏｘ作为弹性蛋白合成中的重
要酶，参与弹性蛋白交联过程使原弹性蛋白氧化为成

熟的弹性蛋白。有研究证明 ＢＰＤ小鼠 Ｌｏｘ表达增加
是由于在高氧肺损伤新生小鼠体内的 ＴＧＦβ表达上
调从而促进肺成纤维细胞产生 Ｌｏｘ，并提出 Ｌｏｘ的表
达增加促进其与弹性蛋白交联，使弹性蛋白在ＥＣＭ和
肺泡重塑过程中稳定性过度增加，从而影响肺的发
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育［１６，２０］。本研究中 ＬｏｘｍＲＮＡ的表达在 ＢＰＤ组较对
照组从３～２１ｄ均明显增加（Ｐ＜０．０１）。弹性蛋白的
平衡紊乱可能与弹性蛋白过度交联有关。除此之外，

弹性蛋白酶在弹性蛋白的平衡和ＢＰＤ的病理进程中，
同样起着重要作用。Ｈｉｌｇｅｎｄｏｒｆｆ［２１］发现，弹性蛋白酶
分解弹性蛋白后形成的弹性蛋白多肽片段，可以诱导

肺部炎症和细胞凋亡，促进 ＢＰＤ的发生，而气管内滴
注弹性蛋白酶抑制剂可以保护２４ｈ高氧机械通气对
肺的损伤。本研究发现Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ在ＢＰＤ组１ｄ
时表达已有明显增加（Ｐ＜０．０１），并且在囊泡期及肺
泡前期较对照组有不同程度的增加，肺泡后期开始下

降，２１ｄ时下降至与对照组无明显差异，是弹性蛋白
相关蛋白基因中出现变化最早的基因，可能是ＢＰＤ中
弹性蛋白紊乱的始动因素。

　　因此，我们可以推断，ＢＰＤ小鼠在囊泡期和肺泡
前期，Ｌｏｘ和 Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ表达上调引起弹性蛋
白过度交联和降解增加，是这一时期弹性蛋白紊乱的

主要原因，其中，表达量最早出现变化的 Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ
ｅｌａｓｔａｓｅ，可能是 ＢＰＤ中弹性蛋白紊乱的始动因素；在
肺泡后期和肺泡成熟期，Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ表达下降，
弹性蛋白合成的相关基因不协调的增加，导致肺部弹

性纤维沉积增多、紊乱和不规则，肺逐渐纤维化。但是

否因为囊泡期和肺泡前期Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ的表达增
加，使得弹性蛋白分解后形成的弹性蛋白多肽片段增

加，诱导肺部炎症和细胞凋亡或反馈性的促进弹性蛋

白合成增加，最终导致肺实质纤维化这一典型的 ＢＰＤ
病理改变，还需要进一步的研究。
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