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"摘要#

!

目的
!

探讨血红素加氧酶
.$

"

P4.$

$在高氧造成的肺损伤转基因小鼠和正常小鼠中的肺部表达水平及其作用%方

法
!

把
'1

只新生小鼠分成
0

组'野生型组"

a6

组$!特异性转基因小鼠全身高水平表达
P4.$

组)

P4.$.9:

"

P

$组!细胞质*&特异

性转基因小鼠全身低水平表达
P4.$

组)

P4.$.9:

"

:

$组!细胞质*和切去
3

末端
P4.$

"

ONF.P4.$.68

组!细胞核$%把
0

组小鼠

暴露在高氧环境中
'!

!然后放到正常空气环境中!通过免疫组织化学&免疫荧光等实验技术来观察小鼠
'!

&

-!

和
$0!

肺泡发育

情况及
P4.$

在小鼠肺部表达情况%结果
!

P4.$

在
P4.$.9:

"

P

$组小鼠肺部高表达!高氧暴露
'!

后
0

组小鼠肺部肺泡发育都

受到了损害!在正常空气环境中
-

&

$0!

时
P4.$.9:

"

P

$组小鼠的肺泡发育恢复得最好%结论
!

小鼠肺部适度高水平的
P4.$

表

达有助于高氧环境造成的小鼠肺损伤的恢复%
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血红素加氧酶
.$

$

P4.$

&是内质网的锚定蛋白'

$

(

#在新生

儿肺中含量丰富#但不响应于高氧的诱导'

1.'

(

+

P4.$

高水平

的超表达与体外氧的细胞毒性相关联'

0.2

(

+同成人比较#暴露

高氧中的新生小鼠
P4.$

局限于细胞核中'

).-

(

+本研究对
P4.

$

表达水平与亚细胞定位进行研究#现报道如下+

?

!

材料与方法

?&?

!

材料

?&?&?

!

主要实验仪器设备及耗材
!

全自动生化分析仪$日立

-)%%.$$%

&#液氮冰箱$海尔&#生物组织自动包埋机$

bP.]:

&#

切片机$

bP.g'/%

&#气相色谱仪$北京恒通瑞利
<3)/($O

&#荧

光显微镜$奥林巴斯&+

?&?&@

!

主要试剂及药品
!

盐酸氯胺酮$西安汉丰药业&#甲苯

噻嗪盐酸盐,磷酸盐缓冲液$

7][

#武汉普诺赛&#抗血凝素

$

P;

&,抗小鼠肺表面活性物质蛋白$

[7.3

&抗体,抗波形蛋白

抗体,抗
(

.

平滑肌肌动蛋白抗体,抗
3V02

#核质提取试剂盒

$

OX.7X8

#

[#

M

JG

&+

?&?&A

!

实验对象
!

实验动物为锦州医科大学实验动物中心提

供的
[79

级新生小鼠+小鼠分成
0

组#每组
/

只#即野生型组

$

a6

组&#特异性转基因小鼠全身高水平表达
P4.$

组'

P4.$.

9:

$

P

&组#细胞质(#特异性转基因小鼠全身低水平表达
P4.$

组'

P4.$.9:

$

:

&组#细胞质(和转基因小鼠切去
3

末端
P4.$

组$

ONF.P4.$.68

组#细胞核&+

?&@

!

方法
!

$

$

&本研究把
0

组新生的小鼠幼崽分到含正常空

气容器和含
(2=

氧气的容器内#其中
(2=

氧气的容器能够连

续监测,调节氧和二氧化碳的含量#在此容器内小鼠被暴露于

高氧环境中
'!

#然后放到正常环境中恢复#一直持续到第
1

周

结束+$

1

&肺组织收集!小鼠被腹腔注射盐酸氯胺酮$

$%%

J

M

"

T

M

&和甲苯噻嗪盐酸盐$

$%J

M

"

T

M

&进行麻醉#肺动脉用

7][

进行灌注后#切下右肺放入液氮中冷冻保存并进行蛋白质

分析#左肺膨胀并用
$%=

中性甲醛固定
10E

'

/

(

+肺组织被石

0$)'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
1)

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$20$%((

&+

!

作者简介!罗喜钢$

$(/%U

&#硕士#主管检验师#主要从事体液酶学方面研究+

!

#

!

通信作者#

XJG#B

!

cEG,

M

L?,

M

@#G,

M

)0

"

$)'&F"J

+



蜡包埋制成
2JJ

厚切片#固定在载玻片上+$

'

&免疫组织化

学!本研究使用生物素化抗增殖细胞核抗原$

73O;

&免疫组织

化学染色作为细胞增殖的一般标记#蛋白印记分析作为细胞凋

亡的标记+石蜡包埋的组织切片用免疫荧光或修饰后的生物

素进行间接染色#切片在
0Z

的温度下和抗血凝素$

P;

&,

73.

O;

,抗
[7.3

,抗波形蛋白,抗
(

.

平滑肌肌动蛋白及抗
3V02

抗

体一起过夜孵育#然后在荧光显微镜下进行观察+$

0

&免疫沉

淀#使用
OX.7X8

核质提取试剂盒#抗
P;

结合到琼脂糖珠上

进行免疫沉淀反应'

/

(

!组织裂解液转移至旋转柱#接着加入抗

P;

琼脂糖珠上
0Z

孵育过夜+旋转柱子移除组织裂解物#洗

涤珠子+还有一部分和钙连蛋白$

FGB,?@#,

&抗体进行免疫沉

淀#免疫沉淀得到的蛋白质进行洗涤和免疫印记+$

2

&

P4.$

活性测定!以
34

产生量用气相色谱仪进去测定#间接测定出

P4.$

活性'

(

(

+

?&A

!

统计学处理
!

采用
[7[[$(&%

软件对数据进行统计学分

析#计量资料用
Ii>

表示#多组间的比较采用单因素方差分析

$

;O4̀ ;

&#两组间比较采用
P

检验#检验水准
"

>%&%2

#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义+

@

!

结
!!

果

@&?

!

P;

标记肺组织的
P4.$

的表达
!

用
P;

标记的
P4.$

在
P4.$.9:

$

P

&组小鼠肺部特异性的高表达#而在其他类型小

鼠少量表达或无表达#见图
$

,

1

+通过免疫荧光方法观察
P;

染色的肺泡上皮细胞的表达与分布#在
P4.$.9:

$

P

&组中能看

到大量的绿色荧光#而在
P4.$.9:

$

:

&组和
ONF.P4.$.68

组

上有少量的绿色荧光#

a6

组上没有绿色荧光#

P4.$

在
P4.$.

9:

$

P

&组肺泡上皮细胞上大量分布#见图
1

+

!!

$

!

a6

组%

1

!

ONF.P4.$68.

组%

'

!

P4.$.9:

$

:

&组%

0

!

P4.$.9:

$

P

&组

图
$

!!

P4.$

在小鼠肺部的表达

图
1

!!

小鼠
P;

染色%绿色&图和细胞核
V;7Y

染色

%蓝色&图%

0̂%%

&

@&@

!

肺部
P4.$

酶活性的测定
!

总
P4.$

酶活性
P4.$.9:

$

P

&组高于
a6

组$

!

$

%&%2

&#

P4.$

酶活性在
P4.$.9:

$

:

&

和
ONF.P4.$.68

组与
a6

组比较差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见图
'

+

@&A

!

在高氧和恢复之后肺泡发育受到损害程度的比较
!

在正

常空气环境中#

a6

组小鼠发展成有序的通气道#与之相反#

a6

组新生小鼠暴露高氧环境中
'!

#肺泡的发育受到损害#导

致肺泡简化和肺组织辐射状肺泡计数$

8;3

&均显著降低+

P4.$.9:

$

:

&组在高氧环境中的
8;3

也较差#但同暴露在高

氧中
a6

组相比#在正常空气中恢复后#

8;3

得到了显著的提

高+与此相反#

ONF.P4.$.68

组和
P4.$.9:

$

P

&组在
$0!

时

后#

8;3

均得到了显著提高#见图
0

+

图
'

!!

$0!

小鼠肺部
P4.$

酶活性计数

图
0

!!

肺泡发育受损程度的比较

@&H

!

高氧暴露后肺细胞增殖和细胞凋亡情况
!

在正常空气环

境中#

0

组小鼠肺部
73O;

阳性细胞数量相差不多+而在高氧

环境中#除
P4.$.9:

$

P

&组外#其余
'

组细胞数大量减少#

见图
2

+

图
2

!!

高氧暴露
'!

后
73O;

免疫组织化学染色%绿色&

A

!

讨
!!

论

!!

虽然#高氧环境在自然界中尚未证实存在#但是在临床环

境和适应性反应中存在这种挑战'

$%.$$

(

+暴露在高氧环境中成

年啮类目动物被观察到的
P4.$

的诱发是一种保护作用#但是

2$)'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
1)

期



新生小鼠在同样的条件下#肺部的
P4.$

没有被诱导'

$1.$'

(

+本

研究先前已经表明#低水平的
P4.$

表达是有益的'

$0.$2

(

#但是

在体外研究表明
P4.$

表达的增加也是有益的'

/

#

$1

(

#这就暗示

P4.$

的有益表达是有阈值的+本课题组的研究表明#

P4.$

的表达的程度和它细胞内表达定位改变着它在小鼠体内的保

护能力+

本研究模拟临床环境#新生转基因小鼠暴露高氧中
'!

后#然后放在正常空气中恢复#这个模型用来评估新生小鼠急

性肺损伤和修复+同经过
'!

高氧环境的
a6

组相比#

P4.$.

9:

$

P

&组在第
$0!

从肺损伤中完全恢复+这表明
P4.$

在肺

上皮细胞中的适度表达在高氧引起的肺损伤的恢复起着至关

重要的作用+

综上所述#本研究构建出一种新生小鼠对高氧环境应激反

应模型#通过
P4.$

在转基因小鼠和野生型小鼠肺部表达的对

比#研究得出适度的
P4.$

在肺部表达有益小鼠急性肺损伤的

恢复#为进一步的研究工作奠定了坚实的基础+
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