
重庆医科大学学报2010年第 35卷第 5期 (Journal of Chongqing Medical University 2010．Vo1．35 No．5) 一 685 一  

蝴 究 文章编号：0253—3626(2010)05—0685—04 

高氧诱导肺损伤新生鼠肺表面活性蛋白基因表达的研究 

宋纪国，刘友红，陈贻骥 

(重庆医科大学附属儿童医院新生儿科 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：探讨高氧对肺组织结构和表面活性蛋白(Surfactantprotein，SP)A、B、C、D(SP—A、SP—B、SP—C、SP-D)基因表达的 

影响和机制。方法：应用高氧诱导新生大鼠肺损伤观察肺组织结构和 sP～A、SP-B、SP—C、SP—D基因表达的变化。将生后 6 h内 

的sD新生大鼠随机分为空气组和高氧组，于 1、4、7 d和 14 d 4个时间点，分别取肺组织，计算肺系数(肺重，体重×100％)，通 

过 HE染色观察组织病理学变化，采用逆转录一聚合酶链反应 Reverse transcription—P0lymerase chain reaction，RT—PCR)检测sP 

mRNAs的表达。结果：高氧组 14 d新生大鼠体重低于空气组，差异有显著统计学意义(P<0．01)，而7d和14d新生大鼠的肺系 

数明显高于空气组相应时间点，差异有显著统计学意义(P<0．05)；高氧组 l、4 d和 7 d新生大鼠sP—A、sP—D mRNAs的表达均 

高于空气组相应时间点，且差异有显著统计学意义(尸<O．05)，14 d新生大鼠的表达水平较空气组减低，差异有显著统计学意义 

(P<0．05)；高氧组 1、4 d新生大鼠SP-B、SP-C mRNAs的表达均高于空气组 ，且差异有显著统计学意义(P<O．05)，7 d差异无 

显著统计学意义(P>0．05)，而14d新生大鼠的表达水平较空气组减弱，差异有显著统计学意义(P<0．05)。结论：长期高氧抑制 

肺泡发育，并抑制肺 sP基因的表达，这可能是肺损伤的重要因素。 
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【Abstract]Objective：To observe the effects of hyperoxia on the changes of pulmonary histology and surfactant protein gene expression． 

Method,s：SD newborns which less than 6 h old were randomly divided into 2 groups：normal air control group and hyperoxia group．The 

lungs of rats were removed at the time points 1，4，7，14 d，histopathological changes of the lung tissues were examined by HE staining and 

the lung factor were calculated (1ung weight／body weight×100％ )；the expression of all surfactant protein genes were detected by 

semi—quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)．Results：To compare with corresponding air control 

group，in hyperoxia group，the body weight is significantly deceased after 14 days of hyperoxia exposure (P<0．01)，and the lung factor 

increased significantly from day 7 (P<0．05)，and kept increasing at 14 d (P<0．05)；the levels ofSP—A and SP-D mRNAs increased 

significantlyfromday l(P<0．05)，remainedhigherat4dand7d(P<0．05)，andbeganto significantlydecreasedat 14d(P<O．05)；the levels 

ofSP-B and SP-CmRNAsincreasedfrom day 1(P<O．05)，remained higher at4 d(P<O．05)，buttherewere no significant differences at 

7 d(P>0．05)，and began to significantly decreased at 14 d(P<0．05)．Conclusion：Prolonged hyperoxia can inhibit the development of 

alveolar and the expression of surfaetant protein genes indicating that alterations in gene expression，contribute to tissue injury． 
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在新生儿期，持续吸入高浓度氧气是一项重要的干预治 

疗，但也会引起肺的急慢性损伤，甚至导致支气管肺发育不 

[~(Bronchopulmonrydysplasia，BPD)的发生。BPD是新生儿氧 
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疗最常见的并发症之一，但其发病机制尚未完全清楚。而肺 

表面活性物质(Pulmonary suneactant，Ps)在肺的发育，改善 

BPD患儿的病理生理及减轻高氧肺损伤中的作用越来越受 

到重视l1j。因此本实验通过新生大鼠吸入高浓度氧气致 BPD 

模型，动态观察新生大鼠肺系数，肺组织形态及表面活性蛋 

白(Surfactant protein，SP)mRNAs表达水平的变化 ，探讨高氧 

对肺组织结构和 SP基因表达的影响及其机制。 
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1 材料与方法 

1．I 实验动物 

自然分娩的新生 SD大鼠，性别不限。 

1．2 建立高氧环境 

自制25 cm X 20 cm x 15 cm的容器，设有进气孔和出气 

孔 ，进气孔持续通人纯氧，测氧仪(浙江承德仪器厂生产)连 

续监测箱内氧浓度，使氧浓度维持在95％左右。箱内置有饲 

料 、水、钠石灰以及垫料。环境温度 22~C～26~C，相对湿度 

60％ 一70％。 

1．3 实验动物分组及处理 

取孕期满 21 d，出生体重相近的健康新生 SD大鼠，生后 

6 h内随机分为空气组和高氧组，每组 32只。高氧组置于上 

述高氧环境中，空气组饲养于相同体积的容器内，除吸入空 

气外，其余条件与高氧组相同。每天开箱 1次，更换垫料、水 

及饲料，并与空气组更换母鼠，以避免母鼠因氧中毒致护理 

能力下降，开箱时间不超过1 h。 

1．4 标本采集 

将 2组大鼠分别于实验后 1、4、7、14 d随机取 8只，称 

量体重，10％水合氯醛麻醉，打开胸腔迅速取出肺组织称重， 

并计算肺系数(肺重，体重X 100％)，分出左肺和右肺，左肺 

4％多聚甲醛固定，右肺投入液氮速冻，后移至一80℃冰箱保 

存，用于基因检测。 

1．5 肺组织病理 变化 

取出固定好的左肺组织，常规制备石蜡切片，HE染色。 

光镜下观察肺的病理变化。 

1．6 lit—PCR检 测 肺 组 织 SP—A、SP—B、SP—C、SP—D mR— 

NAs袁达 

用RNA提取试剂提取 RNA，并合成 cDNA，随后进行 

PCR检测。引物和内参照均由百瑞公司合成，引物序列见表 

1。结果用Quantity One(user Guide for Version4．4)凝胶定量分 

析软件分析。RT—PCR反应体系均为 25 l，PCR反应条件 

为：预变性 94℃3 rain，94℃变性 30 s，59~C退火 30 S，72~C延 

伸 l min，共30个循环，72~C延伸5 min。 

1．7 统计学处理 

采用SPSS11．0统计软件进行分析，计量资料用均数 -I- 

标准差表示，组间用独立样本 t检验 ，P<O．05为差异有统计 

学意义。 

表 1 RT—PCR方法扩增各基因以及内参照的引物序列 

2 结 果 

2．1 体重及肺 系数 

高氧实验组与空气组相 比，1 d新生大鼠体重没有明显 

差异(JP>0．05)，但在长期高氧暴露下发育迟缓 ，14 d新生大 

鼠体重明显低于空气组(P<O．01)，而7 d和 14 d新生大鼠 

的肺系数则高于空气组(P<0．05)，表明肺部有炎症和水肿， 

见表 2、表 3。 

2．2 肺组织的病 理观察 

大体观察：空气组两肺色泽红润，富有弹性，质软；而高 

氧 14 d新生大鼠的两肺苍白，部分有肺叶出血，肺组织较坚 

实。光镜下观察：高氧 1、4 d的新生大鼠，肺组织病理学的改 

变与空气组相应时间点相似，7 d时 ，开始出现肺间隔的变 

薄，肺泡腔的增大，数 目的减少，14 d时更为明显，肺组织结 

构紊乱，肺泡大小不一，肺泡腔内有出血，部分还可见中性粒 

细胞和淋巴细胞浸润。图 1、图2。 

2．3 肺组织SP mRNAs表达水平 

高氧组 1、4、7 d新生大鼠 sP—A、SP—D mRNAs表达较空 

气组相应时间点上调，P<0．05，14 d新生大鼠表达较空气组 

下调 ，P<0．05；高氧组 1 d和4 d新生大鼠SP—B、SP—C mR— 

NAs表达较空气组上调，P<0．05，7 d时差异无显著统计学 

意义 (P>0．05)，14 d时的表达水平较空气组下调，P<0．05。 

见表 4、图 3~6。 

3 讨 论 

尽管呼吸支持手段有了很大提高，但BPD仍然有很高 

的发病率和病死率 ，是新生儿重症监护室十分棘手的问题。 

其发病机制尚未完全阐明。研究发现与肺发育不成熟、肺的 

容积损伤和炎症等关系密切，在新生大小鼠，单独的高氧就 

可以引起肺发育阻滞，与BPD的病理变化相似，因而高氧导 
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致肺发育阻滞的观点越来越受到重视 。 

本实验病理结果发现：在持续高氧下 ，出现肺泡数量减 

少，大小不一，肺组织结构紊乱，肺泡腔有出血，部分还可见 

中性粒细胞和淋巴细胞的浸润，这些变化表明高氧抑制肺泡 

的发育，符合BPD的病理学特点。同时我们还发现长期高氧 

致新生大鼠体重增长迟缓，而 7 d和 14 d新生大鼠的肺系数 

增加，可能与高氧肺损伤致肺部的炎症反应和肺水肿有关。 

Ps是一种磷脂蛋白复合物，包括卵磷脂、磷脂酰甘油、 

鞘磷脂及4种 SP。4种 sP分为两组：亲水性 SP—A和 SP—D， 

疏水性 sP—B和SP—C。SP由肺泡 Ⅱ型细胞合成和分泌，其主 

要作用包括维持表面张力，保持肺泡结构的稳定，在肺损伤 

时参与局部免疫调节作用及防御功能 ，并且参与抗氧化反 

应。由于PS仅含有磷脂不能明显降低表面张力，只有与sP 

同时存在时，Ps才能产生有效降低表面张力的效果。肺是高 

氧损伤的主要靶器官，国外研究发现在高氧诱导肺纤维化 

的新生兔的模型中，95％的高氧暴露 4 d时 sP-A mRNA的 

表达增加，但 sP—B和 SP—C mRNAs的表达没有改变 。而 

White CW将新生大鼠暴露于 100％的氧气中8 d，SP—A，SP—B， 

SP—C，SP—D mRNAs水平上调阎。我们将新生 SD大鼠暴露于 

95％的氧气中，并将高氧作用的时间延长为 14 d，观察结果 

发现高氧 1、4 d和 7 d新生大鼠sP—A、SP-D mRNAs的表达 

水平较空气组上调 ，l d和 4 d新生大鼠 sP—B、SP—C mRNAs 

表达水平较空气组上凋，7 d时 SP—B、SP—C mRNAs的表达无 

明显差异 ，而高氧持续作用 14 d时，SP mRNAs表达水平均 

下调。 

高氧暴露下 1、4 d和 7 d的新生大鼠sP—A，SP-D mR— 

NAs表达水平明显上调 ，这种基因上调的机制尚不清楚，但 

这种上调可能是重要的，其一，SP-A和 sP—D在炎症启动和 

播散中起重要作用，并且和单核巨噬细胞、中性粒细胞相互 

作用 ，最新研究表明 SP～D还可以通过调节促炎症反应因 

子以保护高氧肺损伤罔，因此其基因上调可能有利于减轻高 

氧肺损伤；其二，在高氧肺损伤下增加了感染的易感性，而 

sP—A和 SP—D有预防感染的作用 ；其三，目前有研究表明， 

sP—A和sP—D在氧化损伤时保护 PS中的磷脂，还可能通过 

多种途径，影响抗氧化剂的表达【l01。由于 sP—A和 SP—D在高 

氧肺损伤过程中的重要作用，因此其基因表达水平的上调可 

能是对高氧的一种适应性反应，增加机体的抗炎和抗氧化功 

能，有利于机体的防御及修复。 

在高氧肺损伤下 SF-B、SP—C参与维持肺功能，并且在 

调节炎症反应方面也有重要的作用[11]。在高氧暴露下 1 d和 

4 d，新生大鼠SP—B和 SP-C的基因表达水平上调，这种上调 

在高氧肺损伤时可能会增加肺泡结构的稳定性，维持肺的容 

积，调节炎症反应，从而减轻高氧诱导的肺损伤。总之在高浓 

度氧作用下引起 Ps活性降低口21，为了维持正常的PS功能， 

反馈性地引起 sP—A、SP—B、sP—C、SP—D mRNAs表达的增加。 

但在持续高氧作用下，7 d新生大鼠SP-B和SP—C mRNAs的 

表达与空气组相 比已无明显差异 ，14 d新生大 鼠 sP—A、 

SP—B、SP—C、SP—D mRNAs的表达均下调，表明随着高氧暴露 

时间的延长，高氧对 SPmRNAs表达水平上调的作用逐渐下 

降，原因可能是长期高氧暴露下，Ⅱ型肺泡细胞变性，使其产 

生或分泌sP的功能降低。而 sP基因表达水平的下调又可能 

会降低肺的功能和气体交换，促进 BPD的发生。 

在新生儿，尤其是早产儿，因为肺不成熟和 Ps缺乏，更 

容易引起高氧肺损伤，而高氧肺损伤的生物化学和分子基础 

尚未完全清楚，因此研究高氧下sP基因表达水平的动态变 

化，可以从一个侧面反应高氧肺损伤 、BPD的发生机制，通过 

本实验的研究发现短期的高氧可以引起 SP基因表达的上 

调，但随着高氧暴露时间的延长 ，sP的基因表达随之下调， 

但对于高氧调节 sP基因表达的确切的分子机制尚未清楚， 

是直接作用于sP基因还是通过调节其他因子继而作用于 

sP基因还需进一步研究。而对其进行干预试验是我们下一 

步研究的重点。 
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