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动力相关蛋白和视神经萎缩症蛋白在高氧诱导早产鼠肺损伤中的作用
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　　摘　要：目的　研究动力相关蛋白（ＤＲＰ１）和视神经萎缩症蛋白（ＯＰＡ１）在高氧诱导早产大鼠肺损伤时细胞凋亡中的作用。

方法　随机将早产 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４８只分为高氧组（吸入９５％的氧）和对照组（吸入２１％氧）。１、３、７ｄ分批离断早产鼠处死后取肺

组织做石蜡切片。观察早产鼠肺组织的病理学变化及线粒体形态变化相关的蛋白；评价各组早产大鼠肺组织细胞凋亡情况。结

果　ＤＲＰ１和ＯＰＡ１表达于肺组织细胞的胞质，与对照组相比，高氧组ＤＲＰ１／ＯＰＡ１的表达呈时间依赖性，１ｄ时开始增加，７ｄ时

表达最高；高氧组１ｄ时ＯＰＡ１表达有所减少，７ｄ最少；高氧组１ｄ时ＤＲＰ１表达开始增加，７ｄ时表达显著升高。高氧组可见大

量末端转移酶标记技术（ＴＵＮＥＬ）阳性细胞，随着高氧暴露时间延长，凋亡指数呈逐渐增高趋势。７ｄ时凋亡细胞数达高峰。在高

氧组，ＤＲＰ１／ＯＰＡ１比值表达与细胞凋亡指数相比，呈显著正相关（狉＝０．７２５，犘＜０．０１）。结论　高氧暴露可致早产鼠肺组织产生

时间依赖急性肺损伤改变。
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　　高氧肺损伤是抢救危重新生儿的主要并发症之一，存活早

产儿甚至出现肺发育障碍［１］，如病死率很高的支气管肺发育不

良（ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｙｓｐｌａｓｉａＢＰＤ）是造成早产儿致残和死

亡的重要原因之一（３０％～４０％）。高氧是ＢＰＤ形成的主要因

素，高氧肺损伤时调控细胞凋亡的调节因子可能改善早产儿高

氧肺损伤。大量研究证实，动力相关蛋白（ｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＤＲＰ１）和视神经萎缩症蛋白（ｏｐｔｉｃａｔｒｏｐｈｙ１，ＯＰＡ１）

在肺损伤中具有重要的意义，ＤＲＰ１是介导线粒体分裂的因

子，ＤＲＰ１表达增强致线粒体持续分裂引起细胞凋亡
［２］。

ＯＰＡ１是介导线粒体内膜融合及稳定线粒体的分子。本研究

在前期建立早产大鼠高氧肺损伤模型的基础上，研究ＤＲＰ１／

ＯＰＡ１在早产大鼠高氧肺损伤发病中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　早产 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４８只随机分为对照

组（吸入氧体积分数为２１％）和高氧组（吸入氧体积分数为

９５％）。

１．２　模型制备　参照本课题前期建立高氧肺损伤动物模型的

方法［３］。高氧组置于９５％氧箱中，对照组置于同一室内２１％

氧的空气中。两组相同喂养１、３、７ｄ时分批断颈放血处死后取

肺组织，固定包埋，切片作苏木精伊红（ＨＥ）染色观察肺组织

的病理变化，免疫组织化学观察ＤＲＰ１／ＯＰＡ１在肺组织的表达

与分布，末端转移酶标记技术（ＴＵＮＥＬ）法检测细胞凋亡。

３８重庆医学２０１４年１月第４３卷第１期

 基金项目：四川省教育厅科研基金资助项目（０９１０７）；四川省杰出青年学科带头人培养基金资助项目（０４ＺＱ０２６０３３）；四川省科技厅应用

基础项目（２００８ＪＹ００１５）；中华儿科杂志第一届双鹤珂立苏科研基金。　作者简介：余莉（１９７５－），硕士，副主任医师，主要从事早产儿肺损伤的研

究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３５１８３８９７１８；Ｅｍａｉｌ：ｄｏｎｇｗｅｎｂｉｎ２０００＠１６３．ｃｏｍ。



１．３　实验材料与仪器　实验材料：ＤＲＰｌ多克隆抗体（兔抗鼠）

购自ａｂｃａｍ公司；ＯＰＡｌ多克隆抗体（兔抗鼠）购自Ｒ＆Ｄ公司；

原位凋亡检测试剂盒：瑞士罗氏公司；ＳＰ法免疫组化试剂盒：

中国北京中杉金桥生物技术有限公司。主要实验仪器：微量加

样枪、超低温冰箱、倒置相差显微镜、电热恒温鼓风干燥箱、压

力蒸气灭菌器、低温高速离心机、激光共聚焦显微镜、数字智能

测氧仪。

１．４　指标检测

１．４．１　肺组织病理形态学观察　肺组织切片 ＨＥ染色观察比

较肺组织病理变化。

１．４．２　免疫组化ＳＰ法检测ＤｒＰ１／ＯＰＡ１在肺组织的表达　

ＳＰ法严格按照试剂盒说明书操作，阳性反应为胞质染成棕黄

色或黄褐色。结果判定：Ｉｍａｇｅｐｒｏ６．０图像分析软件分析图

像，每张切片在４００倍视野下随机选取６个非重叠视野，测定

其平均光密度值（Ａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＡＯＤ），算出平均值

进行统计分析。

１．４．３　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　严格按照试剂盒说明书操

作，阳性反应为细胞核染成黄色或棕黄色。结果判定：每张切

片在４００倍视野下随机选６个非重叠视野，计数的方式得出每

个视野凋亡细胞数及总细胞数，算出凋亡指数，最后求平均值。

凋亡指数（Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ，ＡＩ）＝凋亡细胞数／总细胞数×

１００％。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６软件，数据以狓±狊表示，组间

比较采用方差分析，两两比较采用ＬＳＤ法检验，指标间的关系

采用直线相关分析进行处理。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　在光镜下观察，对照组大鼠肺组织细胞紧密排列，呈铺鹅

卵石样改变，透明度好，分裂相明显，囊泡壁厚，胞质中颗粒稀

少有粗大的嵴突。高氧组大鼠肺组织细胞数量随时间（１、３、７

ｄ）较对照组显著减少，细胞形态改变不规则，肺泡结构破坏明

显，胞质中出现较多空泡、炎性细胞、颗粒物聚集，细胞间隙变

大，细胞碎片大量填充其间，上皮细胞肿胀间隔增粗肺泡腔变

小，见图１。

２．２　ＤＲＰ１和ＯＰＡ１在肺组织的表达与分布　免疫组化ＳＰ

检测，各实验组肺组织细胞胞质均有表达。与对照组相比，高

氧暴露时间越长，高氧组ＤＲＰｌ的表达（ＯＤ值）明显增加，Ｏ

ＰＡｌ的表达（ＯＤ值）明显降低，ＤＲＰ１／ＯＰＡ１比值明显增加，差

异具有统计学意义（犘＜０．０５），见表１～３。

２．３　ＴＵＮＥＬ检测凋亡结果　对照组在各时间点仍然可见少

量被染成黄色或棕黄色的ＴＵＮＥＬ阳性细胞，高氧组则随着高

氧暴露时间延长，ＡＩ呈逐渐增高趋势，可见大量ＴＵＮＥＬ阳性

细胞出现在支气管上皮细胞和肺泡上皮细胞中，与对照组相

比，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。见表４。

２．４　细胞凋亡与ＤＲＰ１／ＯＰＡ１蛋白表达比值的相关分析　早

产鼠肺组织细胞凋亡分别与ＤＲＰ１／ＯＰＡ１蛋白表达的直线相

关，细胞ＡＩ和ＤＲＰ１／ＯＰＡ１比较，狉＝０．７２５，犘＜０．０１，提示呈

显著正相关。

　　Ａ：对照１ｄ；Ｂ：对照３ｄ；Ｃ：对照７ｄ；Ｄ：高氧１ｄ；Ｅ：高氧３ｄ；Ｆ：高氧７ｄ。

图１　　肺组织病理学形态改变（×１００）

表１　　早产鼠肺组织ＤＲＰ１的表达（狓±狊，狀＝６）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ 犉 犘

对照组 ７８９．８６±５８．９５ ７７２．３１±４２．８２ ７７０．３９±６７．８４ ０．１３９ ０．８７２

高氧组 １６３４．５７±１０８．８５ａ ８００８．１４±５３０．２６ａｂ １３１３２．３２±５９４．５７ａｂｃ ６１５．８２６ ０．０００

狋 ４．３２４ １２．１５２ ２６．４４４

犘 ０．００５ ０．０００ ０．０００

　　ａ：犘＜０．０５，与同时间点对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与同组１ｄ比较；ｃ：犘＜０．０５，与同组３ｄ比较。

表２　　早产鼠肺组织ＯＰＡ１的表达（狓±狊，狀＝６）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ 犉 犘

对照组 ３９３５．４２±２６３．９９ ３７６４．１５±２８１．５３ ３９０７．８０±２３１．３４ ０．５０１ ０．６２２

高氧组 ３１２６．９１±２６４．９１ａ １３９９．８１±２６８．６２ａｂ ５７９．７６±９９．２０ａｂｃ １３３．３１ ０．０００

狋 １３．６４８ ２７．２０３ ４１．３１５

犘 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　ａ：犘＜０．０５，与同时间点对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与同组１ｄ比较；ｃ：犘＜０．０５，与同组３ｄ比较。
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表３　　线粒体分裂蛋白ＤＲＰ１和融合蛋白ＯＰＡ１比值变化（狓±狊，狀＝６）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ 犉 犘

对照组 ０．２００±０．０１ ０．２０５±０．０１ ０．１９７±０．０１ ３．３０３ ０．０８４

高氧组 ０．５２±０．０１ａ ５．７２±０．０５ａｂ ２２．６８±０．０７ａｂｃ １６９４００ ０．０００

狋 ６３．７３７ ２１２．２３５ ５４１．７７２

犘 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　ａ：犘＜０．０５，与同时间点对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与同组１ｄ比较；ｃ：犘＜０．０５，与同组３ｄ比较。

表４　　各组早产鼠肺组织细胞凋亡指数（狓±狊，狀＝６）

组别 １ｄ ３ｄ ７ｄ 犉 犘

对照组 １４．５４±１．８８ １４．６８±２．０１ １４．４５±１．７５ ０．０３６ ０．９４３

高氧组 ２６．３９±１．２５ａ ４３．８７±１．６２ａｂ ５６．３４±１．５６ａｂｃ ５１７．７００ ０．０００

狋 ２６１．２５ ７２４．８７ １９５８．５６

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：犘＜０．０５，与同时间点对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与同组１ｄ比较；ｃ：犘＜０．０５，与同组３ｄ比较。

３　讨　　论

长时间吸入高氧可引起多器官功能衰竭，肺是高氧后最常

受累的器官之一。细胞凋亡是高体积分数氧导致肺损伤的一

个十分明显的组织学特点，细胞凋亡在高氧肺损伤发病机制中

扮演重要角色，细胞凋亡与肺损伤的程度呈正相关。线粒体分

裂是细胞凋亡的早期事件，研究表明ＤＲＰ１和ＯＰＡ１蛋白分别

是调节线粒体分裂融合的关键蛋白，通过持续对立的融合分离

来维持动态平衡［３４］。

３．１　线粒体形态和细胞凋亡　细胞凋亡的主要途径是线粒体

途径。细胞凋亡的早期，线粒体融合和分裂失衡管网状线粒体

崩溃成为点泡状，线粒体片段化改变，线粒体膜间隙释放促凋

亡蛋白造成线粒体数量增加，线粒体碎裂明显。研究证实，在

细胞凋亡的早期，线粒体分离，形态变化；抑制线粒体的分离，

促进线粒体融合可能抑制细胞凋亡［５６］，说明线粒体分离和融

合平衡导致线粒体形态变化，和细胞凋亡有关。线粒体形态改

变：线粒体膜改变，线粒体通透性转变孔（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒ

ｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅｍｔＰＴＰ）开放，死亡促进因子（ｄｅａｔｈｅ

ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆａｃｔｏｒＤＰＦ）和膜间隙蛋白 （ｉｎｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｓｐａｃｅ

ＩＭＳ）经ｍｔＰＴＰ释放，ＩＭＳ活化Ｃａｓｐａｓｅ，促进凋亡；线粒体释

放多种凋亡诱导因子到细胞质中，线粒体释放细胞色素Ｃ，激

活凋亡的半胱氨酰天冬氨酸特异性蛋白酶Ｃａｓｐａｓｅ（ｃｙｓｔｅｉｎｇｌ

ａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ）酶通路，黄素蛋白 ＡＩＦ核片段化又

改变线粒体膜通透性，促凋亡因子同样激活Ｃａｓｐａｓｅ，凋亡诱导

因子能促进细胞色素Ｃ释放；机体处于高氧状态时活性氧在

线粒体中大量产生，活性氧族作为信号转导因子诱发凋亡信号

传导途径，活化核转录因子和细胞凋亡相关基因导致细胞凋

亡。本实验随着高氧暴露时间的延长，高氧组细胞形态改变不

规则，肺泡结构破坏明显；高氧组可见大量黄色或棕黄色的

ＴＵＮＥＬ阳性细胞出现。暴露高氧时间越长，ＴＵＮＥＬ阳性细

胞越多，细胞凋亡指数增高，差异有明显统计学意义，提示吸入

高浓度氧可以诱导早产鼠肺组织发生细胞凋亡。

３．２　ＤＲＰｌ、ＯＰＡｌ与线粒体形态变化

３．２．１　ＤＲＰｌ与线粒体分离　ＤＲＰｌ在线粒体外膜潜在分裂点

聚集使线粒体分散，产生片段化的线粒体，线粒体数量增加，诱

导膜间隙释放促凋亡蛋白。超表达ＤＲＰ１分子加速线粒体分

裂［７］，促进细胞凋亡［８９］，抑制ＤＲＰ１表达可以降低凋亡，降低

线粒体分裂［１０１２］。本研究显示高氧组ＤＲＰ１表达较对照组显

著增加，证实高氧诱导细胞凋亡中，ＤＲＰ１表达上调促进线粒

体分离导致细胞凋亡。

３．２．２　ＯＰＡ１与线粒体融合　ＯＰＡ１以寡聚体稳定线粒体的

嵴结构，减轻细胞凋亡起到重要作用［１３］。抑制ＯＰＡ１表达融

合能力的降低，线粒体片段化改变，线粒体嵴减少，细胞出现凋

亡［１４１５］。相反，高表达 ＯＰＡ１，诱导线粒体形态发生网络

化［１６］，缩小线粒体嵴膜连接，抑制膜间蛋白的释放，抑制细胞

色素Ｃ的释放，抑制细胞凋亡。本研究组 ＯＰＡ１表达较对照

组显著减少，从而证实高氧导致肺损伤细胞凋亡过程中，抑制

线粒体融合蛋白 ＯＰＡ１表达导致线粒体融合减少促进细胞

凋亡。

３．３　ＤＲＰ１／ＯＰＡ１比值变化致线粒体形态改变与细胞凋亡　

线粒体分裂增强，线粒体融合抑制或者两者共同作用线粒体片

段化改变，线粒体碎裂增强，形态改变导致线粒体功能异常促

进细胞凋亡。发现线粒体碎裂增强，ＴＵＮＥＬ阳性细胞数表达

增多，提示线粒体形态变化与细胞凋亡关系密切。凋亡诱导物

在增强线粒体分裂蛋白ＤＲＰ１表达同时抑制线粒体融合蛋白

ＯＰＡ１表达，导致线粒体融合和分裂失衡，促进细胞凋亡。

总之，本研究证实了高氧导致早产大鼠肺组肺损伤，发现

高氧后涉及上调 ＤＲＰ１的表达水平，促进线粒体分离；下调

ＯＰＡ１的表达水平，抑制线粒体融合导致细胞凋亡。提示

ＤＲＰ１／ＯＰＡ１在肺损伤时发挥重要作用，可以抑制ＤＲＰ１，激活

ＯＰＡ１来改善高氧致肺损伤，降低细胞凋亡，其机制有待进一

步研究。
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