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MAPKs通路在高氧肺损伤发病机制中的作用 

谭利平，许 峰，匡凤梧 

(重庆医科大学附属儿童医院 PICU，重庆 400014) 

【摘 要】目的：观察丝裂原活化蛋白激酶(Mitogen activated protein kinas~ MAPKs)信号通路细胞外信号调节激酶(Extraeellular 

signal—regulated kinase，ERK)、c—iun氨其未端激酶 (C—Jun N—terminal kinase，JNK)、p38MAPKs在高氧肺损伤肺组织的分布以及 

表达，应用信号途径抑制剂，研究 MAPKs信号在高氧诱导肺损伤发生发展中的作用。方法：幼年Wistar大鼠随机分为如下各组 

(n=6)：空气对照组(A)、高氧暴露 3、7、14 d组(O 、O 、O 组)、高氧 7 d+ERK抑制剂 PD98059(O，+PD)组、高氧 7 d+p38抑制剂 

SB203580(O +SB)组、高氧 7 d+JNK抑制剂SP600125(0 +SP)组及相应空气 +抑制剂组。其中，PD98059 03mg~kg及 SB203580 

0．2 mg，kg由大鼠尾静脉注入，SP600125 15 mg／kg经腹腔注射。光镜下观察肺组织形态学改变并进行肺损伤病理评分；测定肺湿／ 

干重比(Wet／drg ratio，W／D)、肺泡灌洗液(Bronchoalvedarlavagefluid，BALF)蛋白含量及肺通透系数 ；免疫组化检测磷酸化MAPKs 

在肺组织的分布，Western blot检测 MAPKs蛋白含量变化。结果：与空气暴露组比较，高氧暴露各组肺组织可见不同程度损伤， 

O，及 O 组肺 w，D、BALF蛋白含量、肺通透系数明显增加(P<O．05)；而抑制剂组中O +SB、O，+SP组肺泡结构较 O 组有明显改 

善，肺损伤病理学评分降低，同时 w，D、总蛋白、肺通透系数较也明显下降(P<0．05)；MAPKs阳性细胞在高氧组表达明显增多， 

分布广泛；各相应抑制剂组中其阳性细胞显著减少；Western blot结果显示 ，高氧组 ERK、p38、JNK蛋白含量明显高于空气组，在 

高氧各组中以O 组ERK及O， 组p38、JNK表达最强，各信号通路抑制剂均能有效抑制相应MAPKs蛋白的表达。结论：高浓度 

氧可激活肺组织 ERK、p38、JNK信号途径；p38及JNK可能促进了高氧肺损伤的发生发展。 
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Role of MAP kinases signal pathway in hyperoxia——induced lung injury 
N Li-ping。et al 

(Pediatric latensive Care Unit，￡ e Children’s Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To explore distributions and expressions of ERK，JNK，p38 MAP kinase in lung tissues and roles of MAP kinases 

on hyperoxia-induced lung injury with signal pathway inhibitors．Methods：Sixty Wistar rats aged 3 weeks old were randomized to 10 

groupswith6 ratsin each：room—air group(A)，hyperoxia exposure 3，7，14days groups (O3，O7，O】4)，hyperoxia 7 d+PD98059 group 

(OT+PD)、hypemxia 7 d+SB203580 group (07+SB)，hyperoxia 7 d+SP600125 group (OT+SP)and room—air+inhibitors groups．Rats 

had received i．v injection ofPD98059(03 mg／kg)and SB203580(0．2 mg／kg)and injected with SP600125(15 mg／kg)intraperitoneally． 

Lung pathology examined by light microscopy，lung wet／dry ratio (W，D)and protein level in BALF and permeability coefficient were 

evaluated．The location and quantity of MAP kinases protein were detected by immunohistochemistry and Western blot analysis 

respectively．Resu／ts：Lung injury in hyperoxia exposure groups were developed as compared with room—air group．W／D and protein level 

in BALF and permeability coefficient in O7 and Ol4 groups were increased than those in control group(P<O．05)，lung tissue pathology in 

O7+SB and OT+SP groups were improved than that in O7 group，as evidenced by decreased pathology score and decreased W，D，total 

protein in BALF and permeability coefficient(P<0．05)．The positive cells remarkably increased in hyperoxia groups andthe positive cells 

labeled in many types cells．MAP kinases positive cells in inhibitors groups decreased significantly．Protein quantity of ERK，p38，JNK in 

hyperoxia exposure groups were remarkablely higher than those in room—air group，protein expression of ERK in 07 group and p38 in 014 

group and JNK in O14 group were strongest in all hyperoxia groups．Signal inhibitors could inhibit corresponding MAP kinases protein 

expression．Conclusion：High concentration of oxygen activated ERK，p38，JNK signaling pathway in lung tissue，p38 and JNK may 

exert promotion role on hyperoxia induced lung injury development． 

【Key words】Hyperoxia；Lung injury；MAP kinases signal pathway；Signal inhibitors 

高氧机械通气是常用于新生儿 ，尤其是早产儿呼吸窘迫 

综合征的治疗手段，然而长期暴露在高氧环境可导致多种模 

型动物发生急性炎性肺损伤 1。丝裂原活化蛋白激酶(Mito— 

gen activated protein kinases，MAPKs)是一类重要的蛋白激酶 

家族，参与基因表达、细胞增殖、凋亡等重要生命过程。已有 

大量的研究证实 MAPKs与氧化应激f生疾病密切相关。本课题 

以幼年 Wistar大鼠为研究对象 ，复制高氧肺损伤动物模型， 

观察 MAPKs信号通路中3个主要成员细胞外信号调节激酶 

(Extracellular signal—regulated kinase，ERK)、C-jUll氨基未端 

激酶 (C—Jun N—terminal kinase，JNK)、p38MAPKs在不同高氧 

暴露时间的分布以及蛋白表达，分析 MAPKs信号转导途径与 

高氧肺损伤的关系；并选用信号途径高效抑制剂【“】阻断 

MAPKs蛋白表达，研究高氧肺损伤的组织病理学改变，进而 

揭示 MAPKs通路在高氧肺损伤发生发展中的作用。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

幼年 3周龄 Wistar雄性大鼠(40．5±3．9)g，由重庆医科 

大学实验动物中心提供。phospho—p44／p42(pERK)、phospho— 

p38(pp38)、磷酸化应激活蛋白激酶[Phospho-stress activated 

protein kinase，PSAPK／phospho-JNK(pJNK)]兔多克隆抗体及 

PD98059购自美国CellSignalingTechnology公司。SB203580、 

SP600125购自美国Sigma—Alchrich公司。GAPDH mAb为上 

海康成生物工程有限公司产品。powervisionTM two—step免疫 

组化检测试剂盒以及HRP标记山羊抗兔IgG为北京中杉金 

桥生物技术有限公司产品，DAB显色试剂盒为武汉博士德 

生物工程有限公司产品。 

1．2 动物分组及高氧模型制备 

采用本课题组首创的高氧致未成年大鼠肺损伤动物 

模型[71。课题组前期研究发现_8．91，高氧 7 d组肺组织发生急 

性肺损伤病理改变最重，因而在信号通路抑制剂的研究中 

选择高浓度氧暴露 7 d作为研究高氧肺损伤的干预时间点。 

将 3周龄幼年 Wistar大鼠随机分为：空气对照组(A)、高氧暴 

露 3 d组(O，)、7 d组 (O )、14 d组(O。 )、高氧 7 d+ERK抑制 

剂 PD98059组(O +PD)、高氧 7 d+p38抑制剂 SB203580组 

(O，+SB)、高氧7 d+JNK抑制剂 SP600125组(O，+sP)。同时设 

立相应抑制剂对照组：空气 +PD98059(A+PD)，空气 + 

sB2O3580(A+sB)，空气 +SP600125(A+SP)。其中，PD98059 

及SB203580分别由大鼠尾静脉注入 O．3、0．2 mCkg，SP600125 

经腹腔注射 15 mg／kg，药物一次性给予，给药 2 h后予高氧 

(氧浓度I>95％)或空气(氧浓度 =2l％)暴露。 

13 标本采集 

以3．5％的水合氯醛(10 ml／kg)腹腔麻醉，心脏穿刺采血 

约 1 ml行血浆蛋白含量测定。开胸 ，结扎右主支气管，取右 

上肺，用 4％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋切片，行肺组织 

病理学检查和免疫组化检查 ；取右中肺置 一70℃冰箱保存 ， 

用于 目标基因的蛋 白检测；取右下肺组织测肺湿，干比值 



重庆医科大学学报 2010年第35卷第 l1期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 No．11) 一 1615 一  

(Wet／drg ratio，W／D)；左侧肺行支气管肺泡灌洗，每次注入冷 

生理盐水 1 ml，共灌洗 3次，回抽灌洗液，离心后取上清液行 

总蛋白检测。 

1．4 肺 W／D的测定 

取右下肺，吸水纸吸干表面，立即称重记作肺湿重。后置 

于 80~C烤箱内，48 h后称重记为肺干重，计算 w，D。 

1．5 总蛋白及肺通透 系数测定 

应用 Lowry氏蛋白测定法。肺通透系数=肺泡灌洗液 

(Bronchoalvedar lavage fluid，BALF)蛋白含量／血浆蛋白含量。 

1．6 肺损伤病理评分I I 

HE染色，光镜下观察肺组织变化，依照水肿 、炎症细胞 

浸润、出血、小气道损伤等项病理改变，各按程度分为 5级 ：0 

级为无该项病理改变；1级为病理变化轻度并且局限；2级为 

病理变化中等且局限；3级为病变中等但广泛或局部很显 

著；4级为非常显著的广泛性病理改变。求出肺各项病理改 

变的平均程度．作为肺损伤系数，后统计分析损伤平均水平。 

1．7 免疫组化检测 MAPKs在肺组织中的分布 

切片脱蜡至水，3％H O 阻断内源性过氧化物酶 5～10 

min，热修复抗原 ，血清封闭 20 min，分别滴加 pERK抗体 

(1：250)，pp38抗体(I：1 000)，pJNK抗体(1：100)，4℃过夜。 

滴加二抗(1：1 000)，37℃ 20 min孵育。DAB显色，苏木素轻 

度复染，脱水，透明，封片。结果判断：胞核和(或)胞质呈现棕 

黄色为阳性细胞。 

1．8 Western blot法测定肺组织中 MAPKs的蛋 白含量 

提取肺组织蛋白，BCA比色法测定蛋白质浓度。制备 

12％分离胶及 5％积层胶，加样 ，SDS—PAGE电泳后转膜，脱 

脂牛奶封闭，分别滴加一抗 pERK、pp38、pJNK(各 1：1 000) 

4cc孵育过夜 ，辣根过氧化酶标记的二抗(1：2 500)常温孵育 

1 h．ECL曝光 5 min，用 Quantity ode ChemiDocXRS图像采集 

系统及分析软件对蛋白条带进行分析处理，蛋白含量用 目的 

条带校正容积(Adj volume)／GAPDH校正容积(Adj volume)表 

示。 

1．9 统计学分析 

实验数据以均数 ±标准差 ( ±s)表示，采用 SPSS13．0 

统计软件，相同时点多组间差别比较用方差分析(ANOVA)， 

组间差别比较用 SNK—q检验。P<0．05视为差异有统计学意 

义 

2 结 果 

2．1 肺组 织病理学观察 

A组肺泡结构正常，O 、O 组肺泡上皮细胞肿胀 ，肺泡腔 

内大量渗出液，血管扩张充血、出血 ，间质水肿，炎性细胞浸 

润，肺泡结构紊乱；O． 组炎性渗出减少、水肿减轻 、间质增 

厚、胶原样物质增多、肺泡融合 、肺泡数 目减少；干预组中见 

p38抑制剂 SB203580组、JNK抑制剂 SP600125组中肺泡结 

构较同时间点的 O 组有所改善，炎性细胞数目减少，肺泡壁 

增厚有一定程度减轻 ，肺泡结构紊乱稍有好转，肺损伤病理 

学评分也较之降低，而 ERK抑制剂PD98059组与 O 组比较 

上述改变不明显(图 1，表 1)。 

2．2 肺 W，D、BALF蛋白含量和肺通透 系数的变化 

高氧 O 、O 组肺 w，D较 A增高(P<0．05)；高氧暴露各 

组 BALF蛋白含量、肺通透系数较空气对照组明显增加，差 

异均有显著性(P<0．05)，且表现出随高氧暴露时间的延长 

呈上升趋势；而抑制剂干预组中 O +PD组上 3指标与 O 组 

比较均无明显改变(P>0．05)，仍显著高于A组(P均<0．05)； 

表 1 高氧肺损伤病理评分(n=6i±s) 

注：aP<0．05，与空气组比较；hp<0．05，与O3组比较； <O．05，与O 组比较，dP<O．05，与o， 组比较 

表2 肺组织W／D、BALF蛋白含量、肺通透系数的变化(n=6。x±S) 

注： <O．05，与空气组比较；hp<o．05，与o 组比较； <O．05，与o 组比较 
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O7+SB、OT+SP两组 W／D、总蛋白、肺通透系数较 O，组明显降 

低(P均<O．05)，但仍高于A组(P<O．05)，其中 OT+SP组 

w，D、肺通透系数两项降低程度较 O，+SB组轻(P<O．05)(表 

2)。 

2．3 肺组织 MAPKs蛋白的分布 

免疫组化结果显示 ：A组偶有少量 pERK、pp38、pJNK 

阳性表达，主要见于肺泡上皮细胞及气道上皮细胞；高氧组 

则阳性细胞明显增多，除上两类细胞外，广泛分布于胸膜问 

皮细胞以及浸润炎症细胞、支气管黏膜下水肿间质的纤维细 

胞，p38尤高表达于大量浸润炎性细胞 ；在相应抑制剂干预 

组，与同时间点的 O 组比较，细胞阳性表达明显降低(图 2)。 

2．4 肺组织 ERK、p38、JNK蛋白含量变化及抑制剂的阻断 

作用 

O 组 ERK表达与 A组比较无显著性差异；O，组、O。 组 

ERK蛋白含量明显高于 A组(P<0．05)，但 O 组较 O 组降 

低(P<0．05)；而随高氧暴露时间的延长，p38蛋白表达呈逐 

渐增加的趋势，以 O 组表达最强 ，其中 O 、O。 与 A组比较 

有显著差异(尸<0．05)；与A组比较，O 组JNK蛋白表达显著 

升高(P<0．05)，尤 O，组 JNK表达最强(P<0．05)，O． 组时表 

达稍有回落，但与 A组比较仍有显著性差异(P<0．05)(表3)。 

PD98059 0-3 mg／kg、SB203580 0．2 mg／kg、SP600125 15 mg／kg 

分别显著抑制肺组织 ERK、p38、JNK的蛋白表达(图 3)。 

3 讨 论 

尽管氧气对于生命而言是必须的。但超过生理限线的氧 

气浓度对于器官、细胞而言却具有危害性。长时间暴露在高 

氧环境下，肺脏成为其最易受损的器官{tt．12I。在哺乳动物细胞 

内，高度保守的 MAPKs是信号从细胞表面传导到细胞核内 

部的重要传递者。主要参与了胚胎发育、细胞分化 、细胞增殖 

和细胞死亡的过程。对其中的 ERK、p38、SAPK／JNK研究较 

深入。ERK被认为是与细胞增殖、转化 、分化相关的 MAPK； 

表3 肺组织 MAPKs蛋白相对含量的动态变化(Adj volume／GAPDH)(n=6，x 4-s) 

注： <O．05，与空气组比较；hP<O．05，与 o 组比较； <O．05．与 o 组比较 

A 

o，+SB 

O，+PD 

O~-SP 

图 1 高氧暴露及抑制剂对肺组织病理结构的影响(HE染色．×200) 
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pERK：O-I+PD 

pJNK：O-7 

‘ 

． 

0 ． 

_ 

pp38：O-rsSB 

pJNK：O，+SP 

pERK：O7 

pp38：0 

图 2 磷酸化MAPKs在高氧肺损伤的表达及对应抑制剂的抑制作用(IHC，X 400) 
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p38除参与细胞凋亡 、分化及细胞周期的运行外，在炎症相 

关性疾病中的作用近年在许多动物模型中均得到了证实 3̈’； 

JNK参与如胚胎发育、免疫反应、细胞分化等正常生理过程 

外，在心脏肥大反应【l4l、2型糖尿病的发病中也有涉及i ，而 

其信号途径的异常活化已被证实与多种人类肿瘤的发生发 

展密切相关l1 。 

国内外学者采用多种方法及不同的实验动物复制高氧 

性肺损伤模型⋯ 。本实验以Xum的方法并稍加改良，采用幼 

年 Wmtar大鼠持续暴露于高浓度氧气(O：t>95％)中建立高 

氧肺损伤动物模型。在高氧暴露 3、7 d发现肺泡上皮细胞及 

间质水肿 、肺泡腔内渗出、充血、出血 、炎性细胞浸润等典型 

急性肺损伤病理改变，尤以高氧7 d表现更突出，而高氧 14 

d时已出现间质及成纤维细胞的增生。结合肺损伤病理评分 

结果，上述结论为选择高浓度氧暴露 7 d作为研究急性肺损 

伤的合理时问点提供了可靠的实验依据。已有大量研究显 

示 22l，高氧可激活MAPK信号途径亚族ERK、p38、JNK的磷 

酸化，从而参与此信号途径的活化过程。本实验免疫组化显 

示 ERK、JNK、p38在空气组仅少量表达于肺泡上皮细胞及气 

道粘膜上皮，高氧刺激后上述 MAPKs家族成员被激活，此活 

化过程涉及肺内多种类型细胞。Western Mot结果显示，磷酸 

化 ERK、p38、JNK在高氧损伤肺组织蛋白表达明显增加，因 

而高浓度氧可激活ERK、JNK、p38信号途径，但其出现活性 

增强的时间以及其最高表达的时间均存在明显差异 。 

随着近年来蛋白激酶成为新药研发的靶点，目前人们已 

经相继发现了 MAPKs信号通路中 ERK1、ERK2、ERK5、p38 

和JNK的抑制剂。本实验分别选择对应于 MAPKs家族ERK／ 

p38／JNK的高效抑制剂 PD98059／SB203580／SP600125，通过 

对 MAPKs蛋白表达的分析，发现 PD98059、SB203580、SP600 

125均能有效抑制磷酸化 ERK、p38、JNK蛋白表达，可用于 

研究 MAPKs信号途径对下游转录因子及不同基因表达的调 

控。有在体研究显示，MAPKs抑制剂对肺损伤有保护作用， 

Lee等【 报道，SP600125、PD98059能抑制脂多糖诱导的JNK 

磷酸化 ，降低 BALF总蛋白含量 、乳酸脱氢酶(Lactate dehy．一 

drogenase，LDH)活性 、中性粒细胞浸润，且能减少脂多糖介 

导的炎症介质如细胞因子诱导粒细胞趋化因子(Cytokine-．-in— 

duced neutrophil chemoattractant，CINC)、基质金属蛋 白酶 9 

(Matrix metallprotein&ses，MMP-．-9)、一氧化氮(Nitric oxide，NO) 

j【， > ． 
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的含量；在高浓度氧、高潮气量机械通气所致急性肺损伤中 

也发现类似结果~J；p38抑制剂 SB239063因为能降低中性粒 

细胞向肺泡腔的聚集从而减轻脂多糖诱导肺炎性反应[24一。 

本实验也观察到，使用 p38、JNK抑制剂后 ，肺组织病理学形 

态有一定程度的改善，见炎症细胞浸润减少，渗出水肿减轻， 

肺泡萎陷好转 ，肺损伤病理评分降低，且肺 W／D、总蛋白、肺 

通透系数均较同时间点高氧暴露组显著下降，而并未见 ERK 

抑制剂对肺组织病理改变的显著影响，因而推测 MAPKs信 

号家族中p38及 JNK可能促进了高氧肺损伤的发生发展。如 

能深入检测其他损伤与抗损伤指标，如组织细胞的凋亡、乳 

酸过氧化物酶 (Lactoperoxidase，LPO)含量及超氧化物歧化 

酶含量测定 ，对于p38及 JNK抑制剂在高氧性肺损伤的保护 

作用，则有望提供更全面的实验证据。 
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