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$摘要%
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目的
!

通过沉默
E#,$

表达观察高氧诱导人肺泡上皮细胞凋亡中组蛋白去乙酰化酶"
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#核
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浆穿梭改变%方法

!

在体外常规培养
7:0(

细胞及
7:0(.E#,$+L567

细胞!随机分为对照组"常规培养#和高氧组&

7:0(.E#,$+L567

细胞组"均给予

高体积分数氧诱导细胞#%密闭培养
10L

后!倒置相差显微镜下观察各组细胞形态改变(免疫组织化学方法检测各组细胞中

>8+

K

8+@'

&

K

:'

蛋白在各组细胞中的表达情况(免疫荧光法定位
<D5?$

核
.

浆穿梭变化%结果
!

对照组细胞生长状态良好!细胞

呈梭形!活细胞数量较多%高氧组细胞生长状态差!细胞由原来的梭形变成椭圆形%

7:0(.E#,$+L567

组细胞生长状态欠佳!贴

壁欠佳!活细胞数量较高氧组有所增加!但是未达到对照组的水平%对照组密闭培养
10L

!高氧组&

7:0(.E#,$+L567

组通氧后密

闭培养
10L

后!对照组中
>8+

K
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表达最少!与高氧组相比!差异有统计学意义"

!

$
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#(而
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组在通氧

后密闭
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表达介于对照组与高氧组之间!与各组比较差异均有统计学意义"
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#%在免疫荧光法定位

<D5?$

核
.

浆穿梭改变中!对照组未见
<D5?$

核
.

浆穿梭改变!而
7:0(.E#,$+L567

组较高氧组减少%结论
!

抑制
E#,$

表达能够

减少人肺泡上皮细胞凋亡中
<D5?$

核
.

浆穿梭%

$关键词%

!

肺泡(上皮细胞(细胞凋亡(

E#,$

(

<D5?$

(核
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浆穿梭
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随着医疗技术的不断发展#越来越多的治疗手段用于新生

儿的救治过程#在救治过程中患儿往往需要长时间吸入高体积

分数氧$高氧%#可能引起肺部出现氧化应激反应*肺血管重构

等#继而发展至肺纤维化及支气管肺发育不良$

TE\

%

&

$

'

)

TE\

仍是目前儿童慢性呼吸系统疾病中最主要的病因#其增加了儿

童再入院率和病死率#严重影响儿童生长发育及生活质量&

1

'

)

组蛋白去乙酰化酶$

<D5?$

%作为哺乳动物生命周期相关蛋白#

其主要功能是调节细胞氧化应激反应和调控生命周期)

<D5?$

主要定位于细胞核#在细胞能量代谢*

\67

损伤修复*

细胞周期控制*抑制细胞凋亡*抗氧化应激和延长细胞寿命方

面发挥极重要的调控作用#是机体内十分重要的抗氧化应激的

关键蛋白&

'.0

'

)由于目前大多数学者认为氧化应激是高氧肺损

伤的主要形式#所以对其研究重点仍然是从信号通路入手)本

课题组前期实验已经得到证实#在高氧环境下会激活
EJ>

*

产

生#从而使细胞质内
K

))<L3

发生磷酸化#随后被
E#,$

识别发

生异构化$

E#,$

主要作用是介导
K
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在线粒体转位%#进而

%)-0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
0:

卷第
'0

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$:-$0/%

%(四川省教育厅科研基金$

%/e7$:%

%(四川省卫生厅科研基金$

(%$($

%(四川省科技厅
.

泸州市科技局
.

泸州医学院
1%$0

年联合科研项目资金$

1%$06e%%$0

%(泸州市科技局$泸州市政府
.

泸州医学院联合专项资金%$

1%$'_e_̀ .g%/

%(中

华儿科杂志第二届双鹤珂立苏科研基金)

!

作者简介!赵帅$

$(/(Z

%#住院医师#硕士#主要新生儿疾病基础与临床的研究)

!

#

!

通讯作者#

I.

;8#H

!

!",

O

S@,9#,1%%%

!

$)'&3";

)



在蛋白磷酸酶
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%去磷酸化的

作用下进入线粒体#活化后的
K

))<L3

转移到线粒体呼吸链酶

复合体
&

氧化细胞色素
3

产生
5W<

"
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1

W

1

&

:.-
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)故在
E#,$

介

导的
K

))+L3

转位的氧化应激通路中#通过抑制
E#,$

基因的表

达#能够减轻高氧诱导活性氧产生对肺组织的损伤&

/

'

)而

<D5?$

一般情况下存在于细胞核内#其活性主要在细胞核内发

挥作用#在机体内参与部分组织的氧化应激过程#当其受到高

氧损伤时#能否发生核
.

浆穿梭反应#导致
<D5?$

活性降低#抗

氧化应激能力下降#而在抑制了
E#,$

表达的
7:0(

细胞中能否

减轻
<D5?$

核
.

浆穿梭反应都尚无相关实验研究)本实验通

过研究
E#,$

介导高氧诱导人肺泡上皮细胞凋亡中
<D5?$

核
.

浆穿梭情况#希望能够为高氧肺损伤治疗提供新的治疗方法)

@

!

材料与方法

@&@

!

细胞培养
!

在体外常规培养的人
7:0(

肺泡上皮细胞#

分为对照组*高氧组#对照组置于
:M>W

1

培养箱中常规培养#

高氧组与前期课题组中抑制
E#,$

表达的
7:0(.E#,$+L567

组

细胞分别给予高体积分数氧$高氧%诱导细胞&

/

'

#即通入
'_

"

;#,

的
(%M

氧气和
:M

二氧化碳高纯混合气
$%;#,

#并在培养

箱中密闭培养
10L

后检测下述指标)

@&A

!

细胞形态学观察
!

各组细胞分别密闭培养
10L

后#在

DX-$

型倒置相差显微镜下观察细胞的形态变化)

@&B

!

免疫组织化学法检测各组细胞中
>8+

K

8+@'

*

K

:'

蛋白的

表达
!

采用
<E

免疫组织化学法检测胱冬肽酶$

>8+

K

8+@

%

'

和

K

:'

蛋白的表达情况)实验中
>8+

K

8+@'

和
K

:'

蛋白抗体的稀

释度分别为
$i$:%

和
$i1%%

)按照说明书进行操作#细胞质

染成棕黄色为阳性表达)实验重复
'

次#每张爬片任选
/

个高

倍镜图片#在倒置相差显微镜下观察细胞#采用
D;8

O

@.

K

4")&%

图像分析软件对图像进行分析#测定其平均吸光度值$

C

%)

@&C
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免疫荧光法定位
<D5?$

核
.

浆穿梭变化
!

细胞核采用

\7ED

染色成蓝色荧光#

<D5?$

通过免疫荧光法染色成红色荧

光)正常情况下#

<D5?$

位于细胞核内#红色荧光与蓝色荧光

重合)当细胞受到氧化应激反应时#

<D5?$

发生核
.

浆穿梭#从

细胞核往细胞质移动#红色荧光向外移动#通过荧光显微镜下

观察红色荧光与蓝色荧光分离的现象)

@&D

!

统计学处理
!

采用
<E<<$(&%

软件进行处理#计量资料

以
:d6

表示#多组间比较采用单因素方差分析#两两比较采用

<6J.

N

检验#以
!

$

%&%:

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

细胞形态学观察
!

建立高氧细胞模型#将实验分为对照

组*高氧组和
7:0(.E#,$+L567

组)通过倒置相差显微镜对

细胞形态进行观察)对照组细胞生长状态良好#细胞呈梭形#

活细胞数量较多#细胞与细胞之间连接紧密#有少量细胞漂浮)

高氧组细胞生长状态差#细胞由原来的梭形变成椭圆形#细胞

之间间 隙 增 宽#培 养 基 中 可 见 大 量 的 悬 浮 细 胞)

7:0(.

E#,$+L567

组细胞生长状态欠佳#贴壁欠佳#活细胞数量较高

氧组有所增加#悬浮细胞数较高氧组减少#细胞之间间隙较对

照组仍有增宽#但是未达到对照组的水平$图
$

%)对照组细胞

生长状态良好#高氧组细胞生长状态差#细胞由原来的梭形变

成椭圆形#

7:0(.E#,$+L567

组细胞生长状态欠佳#活细胞数

量较高氧组有所增加#悬浮细胞数较高氧组减少#细胞之间间

隙较对照组仍有增宽#但未达到对照组的水平)
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免疫组织化学法检测各组细胞中
>8+

K

8+@'

*

K

:'

蛋白的

表达
!

在免疫组织化学法中
>8+

K

8+@'

*

K

:'

蛋白阳性表达为

位于细胞质中的金黄色或者黄褐色)本实验中#对照组密闭培

养
10L

#高氧组*

7:0(.E#,$+L567

组通氧后密闭培养
10L

后#检测各种细胞中
>8+

K

8+@'

*

K

:'

蛋白表达情况#结果通过

C

值进行分析)对照组中
>8+

K

8+@'

*

K

:'

蛋白在
'

组中表达最

少#在通氧后密闭
10L

#高氧组细胞中
>8+

K

8+@'

和
K

:'

蛋白表

达明显增加$

1cZ(&(0$

#

!c%&%%)

(

1cZ-&:')

#

!c%&%$-

%)

7:0(.E#,$+L567

组在通氧后密闭
10L

#

>8+

K

8+@'

和
K

:'

蛋

白表达水平明显高于对照组$

1c:&0'(

#

!c%&%$1

(

1c)&/-

#

!c%&%%%

%#但低于高氧组$

1c:&)-$

#

!c%&%%%

(

1c0&-)'

#

!c%&%'0

%)见图
1

*表
$

)

图
$
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细胞形态变化'倒置相差显微镜)

$̂%%

(

表
$

!!

各组
>8+

K

8+@'

#

K

:'

蛋白表达水平的
C

值

!!!

比较'

:d6

(

组别 样本数
>8+

K

8+@'

K

:'

对照组
/ %&$'d%&%0 %&$/d%&%:

高氧组
/ %&:%d%&%1

8

%&:1d%&%0

8

7:0(.E#,$+L567

组
/ %&':d%&%0

89

%&1-d%&%1

89

& 0)&0-$ 1:&'(:

!

$

%&%:

$

%&%:

!!

8

!

!

$

%&%:

#与对照组比较(

9

!

!

$

%&%:

#与高氧组比较)

!!

>8+

K

8+@'

和
K

:'

蛋白阳性表达为位于细胞质中的金黄色

或者黄褐色)与对照组相比#高氧组和
7:0(.E#,$+L567

组

>8+

K

8+@'

*

K

:'

蛋白阳性表达增加(

7:0(.E#,$+L567

组中

>8+

K

8+@'

*

K

:'

蛋白阳性表达介于对照组与高氧组间)

图
1

!!

<E

细胞免疫化学方法检测各组细胞中

>8+

K

8+@'

和
K

:'

蛋白的表达'

1̂%%

(

A&B

!

免疫荧光法定位
<D5?$

核
.

浆穿梭改变
!

通过荧光显微

镜对各组细胞进行观察)细胞核通过
\7ED

染色成蓝色荧光#

<D5?$

通过免疫荧光法染色成红色荧光#通过细胞质"细胞核

的荧光值$

C

值%进行统计学分析#通过荧光显微镜下观察红色

荧光与蓝色荧光分离的现象#细胞质中红色荧光明显增多)在

$)-0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
0:

卷第
'0

期



对照组中细胞质"细胞核为
%&%%d%&%%

#在通氧后密闭
10L

#

高氧组
<D5?$

核
.

浆穿梭明显增加#为
%&')d%&$1

$

1c:&('1

#

!c%&%%$

%#

7:0(.E#,$+L567

组在通氧后密闭
10L

#

<D5?$

核
.

浆穿梭增加#为
%&1$d%&%(

$

1c0&1$-

#

!c%&%$:

%)而

7:0(.E#,$+L567

组中细胞质"细胞核较高氧组减少#差异具

有统计学意义$

1c1:&'0)

#

!c%&%%%

%#见图
'

*表
1

)

表
1

!!

各组
<D5?$

细胞质"细胞核的
C

值比较'

:d6

(

组别 样本数 细胞质"细胞核的
C

值

对照组
/ %&%%d%&%%

高氧组
/

%&')d%&$1

8

7:0(.E#,$+L567

组
/

%&1$d%&%(

89

& /0&0-$

! %&%$

!!

8

!

!

$

%&%:

#与对照组比较(

9

!

!

$

%&%:

#与高氧组比较)

!!

细胞核通过
\7ED

染色成蓝色荧光#

<D5?$

通过免疫荧光

法染色成红色荧光)高氧组中红色荧光与蓝色荧光分离明显

增高#而
7:0(.E#,$+L567

组红色荧光与蓝色荧光分离低于

高氧组#高于对照组)

图
'

!!

免疫荧光法定位
<D5?$

核
.

浆穿梭情况

'倒置相差显微镜)

1̂%%

(

B

!

讨
!!

论

!!

由于机械通气*肺表面活性物质的普遍应用及早产儿管理

技术的提高#危重新生儿存活率显著提高)与此同时#越来越

多的学者发现存活的患儿中肺部出现氧化应激反应#继而发展

至肺纤维化及支气管肺发育不良#对患儿生活质量造成影响)

所以越来越多的研究者将研究重点放在高氧诱导肺泡上皮细

胞损伤的机制上)

E#,$

也称作肽基脯氨酰异构酶#其主要作用是能特异地

识别和结合蛋白质磷酸化的丝"苏
.

脯氨酸基序#催化磷酸化的

丝"苏
.

脯氨酸肽键发生顺反异构#从而改变磷酸化蛋白质的功

能&

(

'

)现在对于
E#,$

的主要研究热点集中于以下几个方面!

$

$

%参与阿尔兹海默病信号通路的调节&

$%

'

($

1

%与
3

Q

3H#,\$

参

与细胞肿瘤周期的调控&

$$

'

($

'

%激活线粒体
K

:'

通路的死亡程

序&

$1

'

($

0

%与磷脂酰肌醇
:

磷酸通过激活脯氨酸激酶参与氧化

应激通路#使活性氧的产生减少&

$'

'

)而本课题组前期证明#抑

制
E#,$

表达后#与高氧组相比#

>8+

K

8+@(

产生减少#

XD7E

生

成增加#活性氧出现减少#膜电位有所升高#说明
E#,$

参与了

K

))3L3

介导的氧化应激通路#抑制其表达能够有效减轻高氧

所造成的急性肺损伤)

<D5?$

也称作沉默交配型信息调节因子
1

同源蛋白
$

#是

哺乳动物
+#4GP#,

家族$

<D5?$.<D5?-

%成员之一#是一类具有

67\h

依赖性的组蛋白"非组蛋白去乙酰化酶&

$0

'

)

<D5?$

抗

细胞凋亡的机制可能与
K

:'

去乙酰化有关#其能使
K

:'

蛋白的

第
'-'

*

'1%

和
'/1

位赖氨酸残基去乙酰化#从而抑制
K

:'

与靶

\67

顺式原件结合#进而抑制
K

:'

促凋亡活性&

$:

'

)目前国内

外学者对
<D5?$.

K

:'

信号通路研究主要集中在脑*肾脏*心肌

等缺血再灌注损伤*糖尿病*动脉粥样硬化导致的血管病变中

的保护作用)但是该通路与高氧肺损伤关系的研究#国内外少

见文献报道)

本实验主要是在抑制
E#,$

表达的
7:0(

细胞中#给予高氧

诱导后#其与
7:0(

细胞的对照组和高氧组进行相关指标的检

测)倒置相差显微镜观察发现#

7:0(.E#,$+L567

组细胞生

长状态欠佳#但活细胞数量较高氧组有所增加#悬浮细胞数较

高氧组减少#细胞之间间隙较对照组仍有增宽#但是未达到对

照组的水平)在免疫组织化学检测结果中得到#

7:0(.E#,$

+L567

组
>8+

K

8+@'

*

K

:'

蛋白的表达较高氧组有所减少(在免

疫荧光法定位
<D5?$

核
.

浆穿梭改变中#

7:0(.E#,$+L567

组

<D5?$

核
.

浆穿梭较高氧组减少#减轻穿梭后造成的
<D5?$

活

性的下降)

由此#推测
E#,$

介导高氧诱导人肺泡上皮细胞凋亡中

<D5?$

核
.

浆穿梭中#抑制
E#,$

表达能够减少
<D5?$

从细胞核

向细胞质中穿梭#从而减少
<D5?$

活性降低*抗氧化应激能力

下降#此通路研究有望为高氧肺损伤治疗提供新的治疗方法)
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图
$

)

B
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讨
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论
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神经病理性疼痛属慢性疼痛#是由躯体感觉神经损伤或病

变直接造成的疼痛#临床表现为自发性疼痛*痛觉过敏和感觉

异常等#临床治疗困难#严重影响患者的生活质量)右美托咪

定为高选择性
)

1

肾上腺素能受体$

)

175

%激动剂#具有镇静*

镇痛*抗焦虑及交感神经抑制等作用)目前对右美托咪定镇痛

作用的研究主要集中在切口痛等急性疼痛&

-

'

#也可减轻慢性神

经病理性疼痛&

/.(

'

#但其作用机制尚未完全阐明)

研究证实#

?

型钙通道参与了神经病理性疼痛的形成*发

展和维持#

?

型钙通道已经成为神经病理性疼痛的重要靶

点&

$%.$$

'

)

?

型钙通道属于低电压依赖性钙通道#在静息电位下

即可激活#使细胞外钙离子在静息状态下经
?

型钙通道进入

细胞内#使神经元的兴奋性增加#形成神经病理性疼痛)同时#

动物实验发现#

>82J

$

也参与了慢性神经病理性疼痛#如坐

骨神经慢性结扎大鼠脊髓
>82J

$

表达上调&

1

'

)

在神经病理性疼痛模型中#右美托咪定与
>82J

$

之间的

相互调节作用尚不清楚)本实验发现#背根节慢性压迫痛大鼠

脊髓
>82J

$

表达增加#鞘内注射右美托咪定后脊髓
>82J

$

的表达减少)作者推测#在背根节慢性受压痛模型中#右美托

咪定使细胞内钙离子增高#一方面激活细胞内钙依赖性钙释

放#细胞内钙库释放大量钙离子#细胞内钙离子浓度增高#激活

>8

1h

"

>82J

$

信号#形成右美托咪定
.>82J

$

通路#参与了慢

性神经病理性疼痛的形成)

综上所述#鞘内注射右美托咪定可减轻大鼠机械痛敏感和

热痛敏感#同时抑制脊髓
>82J

$

的表达#提示右美托咪定
.

>82J

$

通路可能共同参与了慢性神经病理性疼痛的形成)
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