
论著·基础研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．２１．０２１

神经肽Ｐ物质对高氧肺损伤的保护作用调控机制研究
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　　摘　要：目的　观察ＪＮＫ２信号途径在高氧肺损伤中的表达，探讨神经肽Ｐ物质（ＳＰ）在高氧肺损伤中的保护作用及机制。方

法　将１６只早产ＳＤ大鼠分配给代母鼠并分为４组（每组ｎ＝４）：空气加９ｇ／Ｌ盐水组（Ａ组），空气加ＳＰ组（Ｂ组）、高氧加９ｇ／Ｌ

盐水组（Ｃ组）、高氧加ＳＰ组（Ｄ组），Ｂ、Ｄ组予腹腔注射ＳＰ１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１·ｋｇ
－１·ｄ－１，Ａ、Ｃ组腹腔注射同等体积的９ｇ／Ｌ盐

水。实验１４ｄ后，观察肺组织病理改变；并测定肺湿质量／干质量（Ｗ／Ｄ）值，肺组织中ＳＰ的水平；免疫组织化学观察增殖细胞核

抗原（ＰＣＮＡ）表达和原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）法观察肺组织细胞凋亡的情况；检测超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）和谷

胱甘肽（ＧＳＨ）水平；用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＪＮＫ２蛋白水平。结果　与Ａ组相比，高氧各组均有不同程度的肺损伤，但Ｄ组肺损伤

较Ｃ组有所减轻。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，Ｃ组ＪＮＫ２水平明显高于Ａ组；干预后，Ｄ组ＪＮＫ２水平低于Ｃ组。各组肺 Ｗ／Ｄ值、ＰＣＮＡ

和ＴＵＮＥＬ组织分布表达以及ＳＯＤ、ＭＤＡ和ＧＳＨ的表达与ＪＮＫ２蛋白水平变化趋势一致。结论　高氧应激可激活损伤肺组织

ＪＮＫ２活性；ＳＰ对高氧肺损伤保护作用机制可能是通过下调高氧诱导的ＪＮＫ２的激活以抑制氧化损伤实现的。
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　　早产儿肺发育不成熟导致急性缺氧性呼吸衰竭常需高浓

度氧疗，氧疗能改善血氧供给，提高血氧饱和度，防止由于缺

氧、酸中毒而导致的重要器官功能受损。高氧肺损伤是指高浓

度氧疗在改善机体供氧的同时引起的肺结构和功能的异

常［１２］。高氧暴露刺激肺组织中活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ

ｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的生成并导致细胞活性的改变，造成肺泡上皮细胞、

毛细血管内皮细胞结构的改变和功能的损害，从而导致严重的

肺氧化应激损伤［３４］。高氧引起的肺损伤机制尚未完全阐明，

其中ＲＯＳ导致大量细胞因子的产生和各种信号通路的激活，

在高氧引起的早期急性肺损伤中起着重要作用。近年来丝裂

原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号转导通路是细胞内一类丝氨酸／

苏氨酸蛋白激酶，在炎症、凋亡、组织损伤方面的调控作用成为

了研究热点。Ｐ物质（ｓｕｂｓｔａｎｃｅＰ，ＳＰ）是最早发现的速激肽家

族神经肽，广泛分布于气道上皮细胞层中，包括肺血管、气管和

支气管平滑肌内及腺体和支气管神经节周围，ＳＰ具有多种生

物学活性。研究表明，ＳＰ能对修复细胞的增殖、迁移和分化起
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调控作用。ＳＰ能否修复高氧肺损伤，且是否与 ＭＡＰＫ通路中

的ＪＮＫ 信号蛋白有关，目前尚不清楚，此问题将在本课题

探讨。

１　材料与方法

１．１　动物　体质量２００～２５０ｇ的１２只健康成年雌性ＳＤ大

鼠，分为６组，每组２只。每组放入１只雄鼠过夜，第２日晨查

见阴栓记为妊娠第１天，将孕鼠分笼饲养并于第２１天（足月为

２２天）时行剖宫产取出早产鼠。

１．２　方法

１．２．１　分组与建模　４窝早产ＳＤ大鼠出生１２～２４ｈ内聚

拢，分别分配给代母鼠并分为４组（每组狀＝４）：空气加９ｇ／Ｌ

盐水组（Ａ组），空气加ＳＰ组（Ｂ组）、高氧加９ｇ／Ｌ盐水组（Ｃ

组）、高氧加ＳＰ组（Ｄ组），Ｃ、Ｄ组持续暴露于高氧中，Ｂ、Ｄ组

予腹腔注射ＳＰ１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１·ｋｇ
－１·ｄ－１，Ａ组和Ｃ组腹

腔注射同等体积的９ｇ／Ｌ盐水。用如下方法构建早产鼠（孕第

２１天ＳＤ胎鼠仔）高氧肺损伤模型，代母鼠每２４小时在４组之

间轮换１次，以避免氧中毒并排除不同组间代母鼠影响。高氧

暴露在自制氧箱（９０ｃｍ×６０ｃｍ×５０ｃｍ）内完成，氧流量５Ｌ／

ｍｉｎ，连续检测氧浓度（ＣＹＳ１数字测氧仪，上海嘉定电子仪器

厂），使之维持在８５％左右。早产大鼠高氧或空气暴露４ｄ，昼

夜各１２ｈ，室温维持在２４～２５℃ ，自由进食和水，每天开箱１５

ｍｉｎ进行清扫，无水氯化钙和生石灰吸收水蒸气和ＣＯ２ 并每

天更换。

１．２．２　标本制备和指标检测　全部动物于生后１４ｄ取材，

３．５％水合氯醛（１０ｍＬ／ｋｇ）腹腔麻醉大鼠，开胸并结扎右肺，

剪开左心耳，右心室注入含肝素的生理盐水，直到左心耳流出

的液体清亮为止，分离心、肺。右中肺行形态学检查，其余右肺

行肺湿质量／干质量（Ｗ／Ｄ）值测定。左肺称质量，置于－７０℃

冰箱备用。留取右中肺组织，经４％多聚甲醛固定，常规进行

切片、苏木素伊红（ＨＥ）染色，光镜下观察肺组织形态学改变。

右肺其余部分称湿质量后置８０℃温箱，４８ｈ后称量肺干质量，

计算肺 Ｗ／Ｄ值，评定急性炎性反应和肺水肿程度。用放射免

疫法检测ＳＰ水平的变化。

１．２．３　超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）和谷胱甘肽

（ＧＳＨ）水平的检测　用预冷的９ｇ／Ｌ盐水洗净余下右肺组织，

吸干水分，称１克湿质量肺组织剪碎，于冰盒内超声粉碎匀浆，

制成１０％ 的组织匀浆，４℃低温离心机３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ后取上清液，按照南京建成生物工程研究所提供试剂盒要

求，分别采用硫代巴比妥酸法、亚硝酸盐法检测，二硝基苯甲酸

法用分光光度剂依次在５３２、５５０、４２２ｎｍ处测定其吸光度（犃）

值，用所给公式分别计算其质量浓度。

１．２．４　增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）表达　采用免疫组织化学

ＳＰ法，ＤＡＢ显色，细胞核呈棕黄色为阳性。

１．２．５　采用原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测细胞凋亡　实验

步骤按试剂盒说明书进行。取组织切片按常规方法脱蜡至水，

加入蛋白酶Ｋ作液，２１℃至３７℃反应１５～３０ｍｉｎ，３０ｍＬ／Ｌ

Ｈ２Ｏ２ 室温下（１５～２５℃）封闭１０ｍｉｎ，滴加５０μＬＴＵＮＥＬ反

应混合液（酶反应液与标记液的比例为１∶９），湿盒中３７℃避

光湿润反应１ｈ。再滴加５０μＬＣｏｎｖｅｒｔｅｒ２ＰＯＤ，湿盒中３７℃

避光湿润反应３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木素复染、脱水、透明、封

片。结果判断：胞核呈现棕黄色为阳性细胞。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＪＮＫ２蛋白水平　称取肺组织，按

每１００ｍｇ组织加入０．５ｍＬ改良ＲＩＰＡ缓冲液［ＴｒｉｓＨＣｌ５０

ｍｍｏｌ，ＮａＣｌ１５０ｍｍｏｌ，乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）１ｍｍｏｌ，ＮａＦ５０

ｍｍｏｌ，Ｎａ４Ｐ２Ｏ７２．５ｍｍｏｌ，Ｎａ３ＶＯ４１ｍｍｏｌ，ＴｒｉｔｏｎＸ１００１％，

甘油１０％，十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）０．１％，脱氧胆酸钠０．５％，

ｌｅｕｐｅｔｉｎ１００μｍｏｌ，ＰＭＳＦ１ｍｍｏｌ］，充分匀浆。冰 浴３０ｍｉｎ，４

℃１２０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，取上清液－２０℃保存。ＢＣＡ比色

法测定蛋白质浓度。制胶，以等体积２×上样缓冲液混匀待测

蛋白，加样（５０μｇ上样量），行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＰＡＧＥ）电泳，电转移至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，以５％脱脂

牛奶封闭１ｈ，ＪＫＮ２抗体４℃孵育过夜（１∶１０００），二抗（１∶２

５００）孵育１ｈ，ＥＣＬ工作液孵育５ｍｉｎ，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像采

集系统及分析软件（美国ＢｉｏＲａｄ公司）对蛋白条带进行分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件处理实验相关数据，

数据均以狓±狊表示，组间差别采用狋检验，组内差别采用单因

素方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肺组织病理学比较　观察肺组织以及病理学检查后发现

高氧１４ｄ之后，Ａ、Ｂ组肺组织结构完整，肺泡腔清晰，肺泡间

隔无水肿。Ｃ组肺表面见点片状或斑片状出血，切面见红色泡

沫样液体渗出，肺泡内有出血和大量渗出的炎症细胞，肺泡壁

及肺泡严重水肿状。Ｄ组肺表面出血点明显减少，肺泡结构紊

乱有一定程度的改善，见图１。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图１　　各组大鼠 ＨＥ染色１４ｄ肺组织病理结果（ＨＥ×２００）

２．２　肺 Ｗ／Ｄ值测定　测定早产大鼠暴露于高氧后不同时间

的 Ｗ／Ｄ值，其中Ａ组为５．０３２±０．１０２，Ｂ组为５．０８４±０．０８９，

Ｃ组为５．６２３±０．１６２，Ｄ组为５．３１６±０．１０６。Ｃ组肺 Ｗ／Ｄ在

第１４天明显高于Ａ组（犘＜０．０５）；Ｄ组与Ｃ组肺 Ｗ／Ｄ在第

１４天差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　ＳＰ水平的测定　测定早产大鼠第１４天肺组织中ＳＰ的

水平，其中Ａ组为（１０３４±１２５）ｐｇ／ｍＬ，Ｂ组为（６６９５±４４０）

ｐｇ／ｍＬ，Ｃ组为（１２４４±１８８）ｐｇ／ｍＬ，Ｄ 组为（６６９０±５６３）
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ｐｇ／ｍＬ。Ｂ、Ｄ两组腹腔注射ＳＰ之后，肺组织中第１４天的ＳＰ

水平与Ａ组相比均显著升高（犘＜０．０１）。

表１　　早产大鼠肺组织第１４天ＳＯＤ、ＭＤＡ和

　　　　ＧＳＨ水平测定

组别 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＧＳＨ（Ｕ／ｍｇ）

Ａ组 ３５５±１５ ３．２１±０．３２ ５７．３±１．９１

Ｂ组 ３５８±３５ ３．２４±０．４３ ５３．２±３．１

Ｃ组 １４２±２５ａ ６．７７±０．１５ａ ２７．９±１．６ａ

Ｄ组 ２５０±４１ｂ ４．９５±０．４２ｂ ４０．４±３．１ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｃ组比较。

２．４　ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨ测定　Ｃ组早产ＳＤ大鼠肺组织第１４

天ＳＯＤ和ＧＳＨ的活力显著降低（犘＜０．０５），而 ＭＡＤ的活力

则显著增强（犘＜０．０５）。ＳＰ干预之后，Ｄ组与Ｃ组比较有显

著的改善，见表１。

２．５　高氧肺损伤或补充ＳＰ后肺细胞凋亡蛋白ＰＣＮＡ的变化

　ＰＣＮＡ检测结果显示，Ｃ组和 Ａ、Ｂ组相比，高氧暴露１４天

后，支气管上皮、肺泡上皮等细胞中ＰＣＮＡ阳性细胞明显增

加，而腹腔注射ＳＰ后，阳性细胞有所减少，见图２。

２．６　高氧肺损伤或补充ＳＰ后肺细胞凋亡指数变化　Ａ、Ｂ组

肺组织中少见ＴＵＮＥＬ阳性细胞。而Ｃ组暴露１４ｄ肺组织中

可见大量ＴＵＮＥＬ阳性细胞，与Ａ组比较，肺组织细胞凋亡指

数显著增加。而 Ｄ 组腹腔注射 ＳＰ之后，第１４天肺组织

ＴＵＮＥＬ阳性细胞则明显减少，见图３。

２．７　肺组织ＪＮＫ２蛋白水平变化及ＳＰ的调控作用　ＪＮＫ２

在第１４天的表达在Ａ、Ｂ组中差异无统计学意义（犘＞０．０５），

Ｃ组明显上升，而Ｄ组在腹腔注射ＳＰ后，ＪＮＫ２的表达有所恢

复，见图４。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图２　　ＰＣＮＡ在高氧肺损伤表达及ＳＰ干预１４ｄ后的表达（免疫组织化学×２００）

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组。

图３　　高氧肺损伤及ＳＰ干预１４ｄ后ＴＵＮＥＬ染色结果（ＴＵＮＥＬ×２００）

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组

图４　　各组肺组织在第１４天ＪＮＫ２蛋白表达情况

３　讨　　论

急性缺氧性呼吸衰竭的救治通常需要进行高浓度的氧疗，

但高浓度氧是一把双刃剑，保证重要脏器的氧气供应的同时也

会引起机体肺结构和功能的损害，即高氧肺损伤，轻度影响患

者的生活质量，重度可危及患者生命安全。对早产或新生儿等

正在发育中的肺组织进行高浓度氧疗后，高氧甚至会造成不可

逆的畸形发育，导致如支气管肺发育不良、肺气肿等慢性肺疾

病［５］。高氧诱导的急性肺损伤主要的特征包括聚集炎症细胞，

增加肺组织通透性以及血管内皮和肺泡上皮细胞的损伤和

（或）凋亡［６７］。进一步探索高氧肺损伤的发病机制及研发相关

的防治药物具有重要的理论及现实意义。

ＰＣＮＡ是ＤＮＡ聚合酶的一种辅助蛋白，在ＤＮＡ复制和

修复过程中发挥重要作用，ＰＣＮＡ表达程度可反映细胞ＤＮＡ

修复的情况，并与高氧肺损伤时细胞增殖状况相关。本研究发

现ＳＰ可以改变支气管上皮、肺泡上皮等细胞中ＰＣＮＡ阳性细

胞的增加。另外，ＭＤＡ是氧自由基攻击生物膜中的多不饱和

脂肪酸，引发脂质过氧化而形成的脂质过氧化产物。肺是富含

脂质的器官，高浓度氧气容易导致其受到氧自由基的攻击，形

成脂质过氧化物，其进一步分解又能引起细胞损伤［８］。本研究

显示，高氧暴露１４ｄ后，肺组织中 ＭＤＡ水平显著增加，说明在

高氧肺损伤时有大量的脂质过氧化物产生，这种氧化性损害持

续存在，氧自由基与肺部脂质发生过氧化反应，引发脂质过氧

化连锁反应。而ＳＯＤ和ＧＳＨ是抗氧化酶类，ＳＯＤ和ＧＳＨ的

高低可以间接反映机体清除氧自由基的能力［９１０］。本研究显

示高氧暴露１４ｄ后ＳＯＤ和ＧＳＨ的活性显著降低。氧化／抗

氧化失衡可以进一步引起蛋白质损伤、ＤＮＡ损伤、改变信号传

导通路、刺激转录因子活化、诱导细胞凋亡，引起肺组织的过度

损伤。

ＭＡＰＫ信号通路中包括ＥＲＫ、ＪＮＫ和ｐ３８激酶３个亚族
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成员。其中编码ＪＮＫ的基因有ＪＮＫ１、ＪＮＫ２、ＪＮＫ３，相应地编

码产物ＪＮＫ１／ＪＮＫ２在各种组织中广泛表达，ＪＮＫ可被多种因

素如细胞因子、生长因子、应激（如热休克、氧化损伤、电离辐射

等）等激活，激活的ＪＮＫ信号通路在细胞分化、细胞凋亡、炎性

反应等发生发展过程中起到至关重要的调节作用。ＪＮＫ参与

了如胚胎发育、免疫反应和细胞分化等重要的生理过程，在糖

尿病、心脏肥大中也有涉及［１１］，其过度活化被证实与多种肿瘤

的发生发展密切相关［１２１３］。本实验中发现高氧肺损伤激活了

ＪＮＫ２信号蛋白。

研究表明ＳＰ在修复细胞的增殖、迁移、分化方面有重要

作用［１４］，在气道损伤、烧伤修复的患者血浆ＳＰ均明显升高。

在无血清培养基中加入ＳＰ，培养的肌细胞进入Ｓ期的数量明

显增加。ＳＰ对角质细胞、平滑肌细胞、成骨细胞、血管内皮细

胞均有明显的促增殖分化作用［１５１６］。本研究发现，外源性ＳＰ

干预后通过抑制ＪＮＫ２的表达，肺组织病理学形态有一定程度

的改善，炎症细胞浸润减少，水肿减轻，且肺 Ｗ／Ｄ值均较高氧

暴露ＳＤ大鼠显著下降。本研究为探讨高氧肺损伤的药物防

治提供了新的依据。
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