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肺损伤时碱性成纤维细胞生长因子的变化及前列环素

的作用

刘国建 王正国 朱佩芳 (第三军医大学 野战外科研究所 )3 6。。4 2

提 耍 本文报道应用核酸分子杂交
、

碱性成纤维细胞生长因子 (bF F G )分离纯化和 活性

检测方法
,

研究肺损伤时前列环素 ( P G I : ) 治疗肺损伤时 b F G F的变化
。

实验发现
,
正常犬肺组

织内没有具有生物活性的 b F G F
,

亦检测不到 b F G F tn R N A
。

肺损伤后肺组织内可检出 b F G F 活

性和b F G F m R N A
。

P G I Z

治疗肺损伤时b F G F活性略有增高
,

b F G F m R N A含量明显增高
。

研

究结果提示肺损伤后肺b FG F nI R N A增加
,

前列环素影响b F G F的表 达
。

b F G F可能在肺损伤后

组织修复过程中起着重要作用
。

关健何 肺 /损伤
.

肺疾病 /治疗 、 基因衣边俩节
,

纤维母细胞生长因子
.

前列腺素 X类
,

D N A . R N A `
核酸杂交

碱性成纤维细胞生 长 因 子 ( Bas ic F i
-

b r ob l a s t G
r o w th F a e t o r ,

b F G F ) 是一 种

对中胚层来源细胞 (如成纤维细胞
、

血管内

皮细胞 )有促增殖活性的生长因子 ( ’ )
。

巳有研

究表明 bF G F 参与 组 织 的 再 生 与修 复过

程 ` 2 )
。

目前有关肺损伤时 b F G F变化的报道

甚少
。

本文应用犬油酸性肺损伤模型研究肺

损伤时 b F G F 的 变 化
,

并 观 察前 列 环素

( P G I : ) 治疗肺损伤时对b F G F变化的影响
,

以探讨 bF G F在肺损伤后组织修复过 程 中的

地位和作用
。

l 材 料 与 方 法

1
.

1 动物致伤

22 只健康成年家犬
,

性 别不 拘
,

休重 22
。

4土

1
.

sk g
,

随机分为3组
。

正常对照组 8 只
,

肺损伤组

8只和肺损伤加 P G I : 治疗组 8 只
。

所有动物经静脉

注射 3 %戊巴比妥钠麻醉
,

行颈动脉
、

肺动脉和股动

脉插管
。

肺损伤组按。 ,

1m l/ k g体重的剂量由肺动脉

缓慢住入油酸致伤
。

肺损伤加 P G I :

怡疗组按 同样

方法致伤后
,

立即由肺动脉滴入 P G卜 《 Z O n盯 m in

/ k g体重 )
,

持续2
.

b5
。

观 察 6 h 后
,

放血活杀
,

取肺组织标本分离 b F G F
。

1
.

2 b F G F 的分离与检浏

按已往报道的方法
` . ,分离肺组织中的b F G F

。

采用 N I H 3T 3细胞 . H
一

T d R掺入法和内皮细胞增殖

法测定 b F G F活性
。

每个活性单位为最 大刺激 3 T 3

细胞 . H
一

T d R掺入的半数剂量
。

1
。

3 b F G F探针的 制备和标记

b FG F e D N A探针 (美国
、

A b r a h a nt 博士惠

赠 ) 大小约 o
.

s k b
,

连接于 p B R 52 2质拉 E e o R I 位

点上 .()
。

将含 b F G F c D N 人的质粒转化大肠杆菌

( H B i o i )
,

经扩增
、

碱法抽提
、

S七 p h a r o s e ZB

层析纯化
、

酶切后
,

低溶点 琼脂糖 电泳 回收b F G F

e D N A
。

采用缺口平移法 ( n i e k t r a n s l a t i o n )

将 b F G F e D N A行 , , P标 记
,

获得 a 一 , P
一

b F G F

仁 D N A探针
。

l
。

4 班 点杂交

采用盐酸法分离肺组织 R N A .()
。

将R N A点到

硝酸纤维素膜上预杂交后
,

42 七 杂文 2 4h (杂交演

为 50 %甲跳胺
、

4 x SSC
、

l x D e o h a r d t ’ s 浓
,

2口 tn o l / L ED T A
、 ’

0
.

1% S D S
、

2 0过m o l / L N a H :

一
P O 一

,
1 0 0 协̀ / tn l鱼精 D N A 和 1 x 10 , e p m / m l 探

针 》
。

杂交后硝酸纤维素膜 用
.

2 x s s C (含。 .

1%

S D s)
,

50 ℃充分漂洗
,

放入 X片匣 内作放射自

显影
,

于
一

切℃
,

放置 7 d后冲洗
。

显形结果用密度

计泥定密度值
。

2 绝 .

2
。

1 b F G F的分离与检浏

各组动物肺组织标本经 H e p a r i n
一

s e p h a r o s e层
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析时见损伤组和损份加 P G I Z治疗组在 1
.

5~ 2
.

Om ol

/ L氯化钠浓度洗脱区有洗脱峰
。

对照组未见有 1
.

5~

2
.

o m o l/ L氯化钠浓度洗脱峰
。

b F G F 活 性单位
,

在损伤组为9 2
. `士 3

.

5 u / g 肺组织
,

损伤加 P G I : 治

疗组为洲
.

3士5
.

l u / g 肺组织
。

对照组未检出 b F G F

活性
。

添加 b F G F 的内皮细胞数目在培养 7 d后比

对照组增加 10 倍以上
。

不同处理方法对 b F G F 活性

秘响见表 z
。

H e p a r i n 一

s e p七a r o s e 层析用 < 1
.

5

口 。1/ L氯化钠浓度洗脱和加热后
,

b F G F 活性明显

降低
。

S e p h a r o s e Z B和 S e p五a r o s e d B层析不影

响b FG F活性
。

各组动物肺组织 中 b F G F分离
、

纯

化结果见表 2
。

纯化倍数为 378 倍
。

表 1 各种处理方法对 b F G F活 性的影响

处 理 方 法 处理后保留活性的
百分数 ( % )

H e p a r i n
一

S e P h a r o s e

S e P h a r o s e ZB

S e P h a r o s e 4B

9 0℃ 1 0m i n

5
。
8

8 7
。
6

8 8
。

4

5
。
3

表 2 肺组织 b F G F 纯化结果

纯数倍提步骤
蛋 白

组别 ( 林 g )

3T 3 细胞

万 士 s

a H
一

T d R e p 口

又士 S

活 性
( c P m /协 g )

回收率
( % )

硫酸胺提取

C M
一 s e p h a d e x

,山,自

ōnUùn一ù勺nJ
月,
),U勺山000911(,孟,几1二

H e p a r i n -

S e P h a r o s e

对照

损伤

治疗

对照

损伤

治疗

对照

损伤

治疗

5 6 0 0士7 8 0

6 8 3 1土6 1 5

7 3 5 4士8 9 3

3一0士2 4

39 0士4 6

4 4 3土 59

0

0
.

3 4土0
。
1 3

0
。
3 4 士0

.

1 8

6
.

2 x 1 0 2士 1 6 2

2
.

5 x 1 0 . 士1 7 5 6

2
。
8 x 1 0 . 士2 0 1 3

5
.

9 x 1 0 2士2 3 4

3
.

1 x 1 0 . 士4 2 4 3

4
.

0 x 1 0 4 士52 3 5

0

4
. ` x 1 0 . 土8 5 1

4
。
8 x 10 3土6 5 8

0
。

1

3
。
7 x 1 0

3
。

8 x 1 0

1
。
9

8
.

0 x 1 0

9
,

0 x 1 0

0

1
.

4 x 1 0 4

1
.

4 x 1 0 4

3 7 8

3 7 8

2
。

2 R N A 斑 点杂 交

本实验中制备的” P
一

b F G F o D N A探针 (放射比

活为 l x i o ’ e p m /卜g D N A
。 1 . P的接入率为 32

。
4 % )

可检测出 I Op g的同源性 c D N A
。

损伤组和 P G几治

疗组动物肺组织可检出b F G F m R N A
,

对照组未

检出 (图 1
、

图 2 )
。

对比损伤组和 P G I : 治 疗组

动物 R N A杂交结果
,

见 P G I : 治疗组 b F G F nI RN A

的量约为损伤组的1
.

5 倍 (图 3 )
。

参必份每今今
一

粉热
.

,二,̀内,ù

咬Z国

彭 料绪

移

势

40 2 0 10 5 拜g

讨介或

, . 今翻 赚 4

二
必 .

一

价叨介拿物叹
一

加
协精戈妙湘

图 1 损伤组动 物肺组 织 b F G Fm R N A

表达

、
2为实验标本

. a为对照
, 4 为 b F G F e D N A

40 30 20 10 gP

图 2 P G I : 治疗组动 物肺组织 b F G F m R N A

表达

1
、

2 为实验标本
,
3 为对照

; 4 为 b FG F e D N A
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图 3 损伤组与治疗组 b F G F m R N A

含量比 较
、

2为 P G I: 治疗组
; 3

、
4 为 未用

P G I “治疗组

3 讨 论

现有研究表 明 b F G F具有促进损伤组织

再生
、

修复的作用 《 ’ )( 2 )
。

然而
,

目前人们对

b F G F生物学特性的认识多来 自体外实 验 结

果
。

机体内 bF G F的生理作用以及 b F G F调节

紊乱与疾病的关系尚未完全 明确
。

b F G F主

要分布于从中胚层 和外胚层分化而来的组织

中
。

内胚层分化的组织中b F G F含 量极 少
,

不易检出
。

本研究结果表明肺损伤后肺组织

中可检出b F G F
,

其依据 为
:

( 1 ) H e p a r i n

一

S e p h a r o s 。层析见有 1
.

5~ 2
.

o m o l / L氯化钠

浓度洗脱峰
; ( 2 ) 促血管内皮细胞增殖 ,

( 3 ) 不耐热 ; ( 4 ) 与肝 素的高度亲合

性
。

正常肺组织未检出 b F G F
。

研 究结果提

示 b F G F可能参与肺损伤后的肺 组织再生复

修过程
,

同时还发现肺损伤后的肺组织可检

出 bF G F m R N A
,

而正常动物肺组织 中未检

出 bF G F m R N A
,

表明肺损伤 后 bE G F 的变

化与转录水平的调控发生变化有一定关系
,

并进一步观察 到 应 用 P G I : 治疗 的动物的

b F G F m RN A 含量明显高于未用 P G I
:

治疗

动物的bF G F m RN A
。

肺损伤后 P G I : 的变化

巳有较多研究
。

一般认为肺损伤后肺组织内

或血液中 P G I
:

的含量增加
,

P G I :
起着抑制

血小板聚集
、

扩张血管
、

维持正常血液动力

学的作用
。

然而
,

亦有报道 肺 损伤 后 P G I
:

增高与动物的存活时间 呈负相 关 l6)
。

P G I
:

及其类似物并不能改善实验动物的血液动力

学紊乱和提高存活率 (,)
。

因 此
,

P G I
:

在肺

损伤病理变化过程中的作用还不十分清 楚
。

本实验从基因转录表达的角 度 观察到 P G I
,

治疗肺损伤时b F G F m RN A 的 变 化
,

提示肺

损伤 P G I :
的变化可能影响 b F G F m RN A 的 转

录表达
。

血管内皮细胞是主要 的 P G I :
合成

细胞之一
。

体外实验发现 bF G F促进 血 管内

皮细胞增殖的同时抑制内皮细胞 的 P G I : 合

成过程 (8)
。

b F G F与 P GI
:

之间可能存在相互

调节的关系
。

当bF G F增多时 P G I
Z

的合成受

到抑制
,

而 P G I
Z

增多则可 能 反馈调节促使

b F G F合成增多
,

促进组织损伤后的修 复过

程
。

然而由于 P G I
:

是一种具有 多种生物活

性的物质
,

它对 b F G F m R N A 含量的影 响是

其直接们用结果还是间接作用结果还难以确

定
,

加之 目前对 b F G F m R N A转录表达 的调

控机理了解极少
,

因 此 肺 损 伤 后 P G I
:
对

b F G F nI R N A影响的详尽过程是有待进一步

研究的课题
。
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