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#摘要$

!

目的
!

探讨中药粉防己碱"

;8;

#产前干预对先天性膈疝"

'FG

#大鼠模型胎仔肺内
9B/7

蛋白和
9B/

激酶表达的

影响和意义$方法
!

将孕
"1+.

的
&F

雌鼠随机分为对照组&膈疝组和
;8;

组!给予膈疝组和
;8;

组除草醚灌胃建立
'FG

动物

模型$孕
!#1+.

给予
;8;

进行干预$孕
*!1+.

剖宫产取出胎肺!测肺质量%体质量比"

Ka

%

:a

#!苏木素
5

伊红"

G8

#染色光镜下

观察肺发育及肺血管情况!免疫组化和
T@3C@?4 P̂/C

法检测
9B/

蛋白
7

及
9B/

激酶
9R'X!

的表达情况$结果
!

膈疝组胎肺明

显发育不良!

;8;

组胎肺发育接近对照组$膈疝组肺发育指标
Ka

%

:a

&肺泡面积比"

E77M

#及肺血管重构指标管腔面积与血管

总面积比值"

K7M

#明显低于对照组"

*1!!h%1-#G=L)1*)h%1-!

'

--1#%h-1!*G=L+616!h*1"*

'

-61+6h*1!+G=L#!1*%h-1*-

!

均
!

$

%1%+

#$

;8;

干预后
Ka

%

:a

&

E77M

&

K7M

指标较膈疝组明显改善"

-1#!h%1*)G=L*1!!h%1-#

'

)*1)#h-1#6G=L

--1#%h-1!*

'

+#1%,h-1-*G=L-61+6h*1!+

!均
!

$

%1%+

#'膈疝组肺小动脉管壁厚度占血管外径百分比"

T;M

#和肺小动脉中膜

厚度百分比"

S;M

#均明显高于对照组"

*#1#)h*1)!G=L!-1+%h!1)+

'

*+1"6h*1,"G=L!#1),h*1%,

!均
!

$

%1%+

#!

;8;

组

T;M

&

S;M

显著低于膈疝组"

!#1%*h*1-+G=L*#1#)h*1)!

和
!,1"#h!1"+G=L*+1"6h*1,"

!均
!

$

%1%+

#$免疫组化及
T@3C5

@?4 P̂/C

检测提示!

9B/7

&

9R'X!

表达由低到高为对照组&

;8;

组&膈疝组"

!d%1%%%

#$结论
!

先天性膈疝胎仔肺内存在肺发育

不良和肺血管重构!

9B/

%

9B/

激酶信号通路参与此过程!产前给予
;8;

可能通过调节
9B/

%

9B/

激酶信号通路发挥肺保护作用$
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先天性膈疝!

=/4
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@40C>P.0>

D
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Q

O>C0=B@?40>

#

'FG

"发病

率为
!

*

*%%%

#

!

*

-%%%

#病死率为
*%M

#

#%M

+

!

,

%其死亡的主

要原因是肺发育不良!

D

ZPO/4>?

A

B

AD

/

D

P>30>

#

EG

"和持续性肺

动脉高压!

D

@?303C@4C

D

ZPO/4>?

A

B

AD

@?C@430/4

#

EEG

"

+

*

,

%目前

对这些主要致死病因的处理仍是临床治疗
'FG

的瓶颈%探

索致畸因素及诱发机制#寻找积极有效的方法产前改善肺发育

不良和肺动脉高压将是
'FG

基础与临床研究的重点及防治

的重要突破口之一%既往研究表明#

9B/

*

9B/

激酶信号传导

通路主要参与了肺动脉高压的发病和肺纤维化形成#而粉防己

碱!

C@C?>4.?04@

#

;8;

"也具有肺保护作用%本研究拟测定除草

醚诱导的
'FG

大鼠模型肺组织中
9B/

蛋白
7

和
9B/

激酶

9R'X!

的水平及产前给予
;8;

干预后的变化#探讨
;8;

肺

保护作用的可能机制%

!

!

材料与方法

!1!

!

材料

!1!1!

!

动物模型建立和实验动物分组
!

&F

大鼠由陆军军医

大学大坪医院实验动物中心提供#雌雄鼠按
*l!

分笼定时配

种#以配种
!*B

后见到雌鼠阴道孕栓为孕
%1+.

%孕
"1+.

将

受孕成功的
!+

只孕鼠随机分为
-

组)对照组$膈疝组和
;8;

组#每组
+

只%采用除草醚灌胃法+

-

,

!除草醚购自浙江化工二

厂#每只
!*+O

Q

<*OK

橄榄油灌胃"建立膈疝组与
;8;

组

'FG

模型#对照组予每只
*OK

橄榄油灌胃%孕
!#1+.

#

;8;

组给予
;8;

灌胃!

;8;

购自上海克拉玛尔试剂公司#批号

WJ!#%-%!

#

-%O

Q

.

[

Q

$!

.

.

$!

#每日
!

次#

-.

"#对照组和膈疝

组给予
*OK

*

[

Q

孕鼠体质量生理盐水灌胃%本研究符合重庆

医科大学实验动物伦理学标准%

!1!1"

!

胎肺标本收集
!

妊娠
*!1+.

#所有孕鼠在戊巴比妥钠

!

%1%)

Q

*

[

Q

"腹腔注射麻醉下剖宫产#取出胎鼠称质量后断头

处死%再经胸骨正中切口剖胸#完整取出左右两侧肺组织分别

称质量#计算胎鼠肺质量*体质量比!

Ka

*

:a

"#在放大镜下观

察膈疝形成情况%

!1"

!

方法

!1"1!

!

胎肺组织形态学检查和免疫组化染色
!

每组随机取出

**

份胎肺标本!每份含双侧肺组织"常规固定$石蜡包埋#切片

!同一张切片要包括每份标本的左右肺组织"后行苏木素
5

伊红

!

G8

"染色%使用
(O>

Q

@E?/EPZ3+1%

图像分析软件对光镜下

图像计算反映肺泡与肺泡腔面积的百分比#即肺泡面积比

!

E77M

"作为肺发育的形态学指标&同时测定肺小动脉管壁

厚度占血管外径百分比!

T;M

"$中膜厚度百分比!

S;M

"及

管腔面积与血管总面积比值!

K7M

"作为胎鼠肺血管形态学指

标#并进行统计学分析%免疫组化染色采用
&E

法#以磷酸盐

缓冲液!

E:&

"代替一抗作为空白对照#抗体采用
>4C059B/7

兔

抗鼠多克隆抗体及
9R'X!

兔抗鼠单克隆抗体!均购自英国

7̂=>O

公司"%细胞质或细胞膜出现棕黄色染色为阳性#观察

9B/7

$

9R'X!

在各组胎鼠肺组织中的表达情况%用
I0[/4

图

像采集仪在
)%%

倍视野下计算阳性染色颗粒积分光密度

!

(RF

"值#

(RF

值与目的抗体表达强弱呈正相关%

!1"1"

!

T@3C@?4 P̂/C

法检测胎肺组织
9B/7

蛋白及
9B/

激酶

表达情况
!

实验
-

组分别取
!%

份肺组织标本提取蛋白质#

:?>.Y/?.

法定量#电泳$转膜$封闭加入抗体
9B/7

或
9R'X!

一抗!均购自英国
7̂=>O

公司"$孵育后加二抗$

F7:

显色%

将目的条带蛋白表达量转换为内参照
"

5>=C04

校正的灰度值进

行定量分析%

!1#

!

统计学处理
!

用
&E&&!"1%

统计软件进行统计学分析#

膈疝组和
;8;

组致畸率比较采用
!

* 检验#符合正态分布的计

量资料以
Hh=

表示#多组比较采用方差分析%以
!

$

%1%+

为

差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"1!

!

胎鼠膈疝形成情况
!

对照组获得胎仔
)"

只#无膈疝形

成&膈疝组获胎仔
++

只#形成膈疝
-#

只#致畸率
#+1)+M

&

;8;

组获胎仔
+!

只#形成膈疝
-*

只#致畸率
#*1,+M

&除草醚

总致畸率为
#)1!+M

&膈疝组和
;8;

组的致畸率差异无统计

学意义!

!

%

%1%+

"%膈疝形成大多位于左侧!共
+#

只#占膈疝

总数的
6-16*M

"#疝内容物主要为胃$小肠#其次为肝脏#左侧

膈疝中巨大膈疝共
*!

只#占左侧膈疝
-,1+M

&右侧膈疝胎仔

共
!!

只#均无巨大膈疝形成&双侧膈疝
!

只%

"1"

!

胎肺形态学观察及肺发育的形态学指标检测结果
!

G8

染色观察#对照组肺组织发育良好#肺泡结构明显#腺泡大#肺

泡间质薄而均匀#呼吸性支气管末端呈囊泡状#肺小动脉血管

壁薄腔大#内皮细胞分布均匀#中膜无增厚&膈疝组胎肺发育

差#肺泡少且小#间质厚#肺泡$肺泡管及肺泡囊呈假腺体样改

变#有明显肺发育不良表现#肺小动脉血管肌层肥厚#管壁明显

厚且管腔窄&

;8;

组肺发育接近对照组#好于膈疝组#光镜下

示肺泡变大#肺泡间质变薄#肺小动脉管壁变薄#管腔狭窄程度

较膈疝组减轻!图
!

"%实验各组肺发育的形态学指标
Ka

*

:a

$

E77M

$肺小动脉
T;M

$

S;M

和
K7M

计算结果表明#膈

疝胎鼠存在肺发育不良和肺血管重构#

;8;

能有效地改善肺

组织发育#与膈疝组相比差异有统计学意义!

!

$

%1%+

"#见

表
!

%

图
!

!!

各组胎肺
G8

染色&

j*%%

(
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表
!

!!

各组胎肺
Ka

)

:a

%

E77

%

T;

%

S;

%

K7

测定结果比较&

Hh=

(

组别
' Ka

*

:a E77M T;M S;M K7M

对照组
** )1*)h%1-! +616!h*1"* !-1+%h!1)+ !#1),h*1%, #!1*%h-1*-

膈疝组
**

*1!!h%1-#

>

--1#%h-1!*

>

*#1#)h*1)!

>

*+1"6h*1,"

>

-61+6h*1!+

>

;8;

组
**

-1#!h%1*)

>̂

)*1)#h-1#6

>̂

!#1%*h*1-+

>̂

!,1"#h!1"+

>̂

+#1%,h-1-*

>̂

? *+-1!, --"1#", *-61-"" !%61)*6 -++1+,!

! %1%%% %1%%% %1%%% %1%%% %1%%%

!!

>

)

!

$

%1%+

#与对照组相比&

^

)

!

$

%1%+

#与膈疝组相比

图
*

!!

各组胎肺
9B/7

及
9R'X!

表达情况&免疫组化
j)%%

(

表
*

!!

各组
9B/7

%

9R'X!(RF

值和
9B/7

蛋白%

9R'X!

蛋白表达比较&

Hh=

(

组别
'

(RF

值

9B/7

!

(RFj!%

-

"

9R'X!

!

(RFj!%

-

"

'

蛋白表达

9B/7

蛋白
9R'X!

蛋白

对照组
** !#1+)h*1%- !%1-6h*1*6 !% %1)6h%1%6 %1*,h%1%#

膈疝组
**

+%1+!h*1*+

>

-"1*)h*1,!

>

!%

!1--h%1!6

>

%16-h%1%,

>

;8;

组
**

*61))h!1"*

>̂

!,1%-h!1!+

>̂

!%

%16*h%1%6

>̂

%1)-h%1%#

>̂

? !+-#1"6 !%6)1#%) !*-1!-6 *!#1#6%

! %1%%% %1%%% %1%%% %1%%%

!!

>

)

!

$

%1%+

#与对照组相比&

^

)

!

$

%1%+

#与膈疝组相比

!!

7

)

T@3C@?4 P̂/C

&

:

)

9B/7

$

9R'X!

蛋白表达情况

图
-

!!

T@3C@?4 P̂/C

检测
9B/7

%

9R'X!

蛋白水平的表达

"1#

!

胎肺组织免疫组化检测结果
!

膈疝组中#胎肺支气管上

皮细胞$肺血管内皮细胞及肺间质内见大量棕黄色颗粒#

9B/7

及
9R'X!

的表达明显强于对照组&

;8;

组
9B/7

$

9R'X!

的

表达较膈疝组降低#阳性范围面积缩小#接近于对照组!图
*

"%

实验各组
9B/7

和
9R'X!

表达情况由低到高依次是对照组$

;8;

组$膈疝组!

!d%1%%%

"#

-

组间两两比较差异均有统计学

意义!

!d%1%%%

"#见表
*

%

"1$

!

胎肺组织
9B/7

及
9B/

激酶
9R'X!

蛋白表达情况
!

膈

疝组胎肺组织
9B/7

$

9R'X!

蛋白表达量较对照组显著增加

!

!d%1%%%

"#与膈疝组相比#

;8;

组
9B/7

$

9R'X!

蛋白表达

量明显降低!

!d%1%%%

"#见表
*

$图
-

%

#

!

讨
!!

论

!!

自
!""%

年
XKV;G

等+

)

,报道以来#用除草醚灌胃诱导怀

孕大鼠产生膈疝胎鼠已经成为一种相对成熟的经典的
'FG

建模方法#广泛用于国内外关于膈疝的研究%本研究成功复制

'FG

模型#致畸率
#)1!+M

%

'FG

患儿的根本死亡原因是肺

发育不良和持续性肺动脉高压#这些病理过程在患儿出生前即

已完成%本研究中#膈疝组光镜下可观察到#与正常胎肺相比#

膈疝组胎肺相对质量轻#胎肺肺泡小而少#间质增厚#呼吸性支

气管末端囊泡状结构少见&肺小动脉管壁明显增厚#管腔狭窄#

这些形态学改变支持膈疝胎鼠存在肺发育不良和肺血管重构%

目前治疗膈疝的方法多样#但无论是产前使用糖皮质激素$胎

儿外科还是产后手术$使用肺表面活性物质$降肺动脉高压等

治疗手段均不能实现病因治疗#也不能改善存活率%

9B/

*

9B/

激酶信号传导通路的关键信号分子包括
9B/

蛋
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白$

9B/

激酶和肌球蛋白磷酸酶#

9B/

蛋白属于
9>3

蛋白超家

族#

9B/7

是最常见的
9B/

蛋白异构体之一%

9B/

激酶属于丝

氨酸*苏氨酸蛋白激酶家族成员#是
9B/7

的下游靶效应分子%

近年来#

9B/

*

9B/

激酶信号传导通路被证实在肺动脉高压发

病机制中发挥重要作用#该信号通路的选择性抑制剂能够显著

抑制肺动脉高压动物肺血管收缩和肺血管重建的进展+

+

,

%

;7X7J7&V

等+

#

,对除草醚诱导的
'FG

模型研究发现
'FG

胎仔肺血管中
9B/7

表达增高且具有促进血管平滑肌细胞增

殖作用#认为
9B/7

介导的血管收缩参与了
'FG

中
EG

的发

病机制%本实验发现#与对照组相比#膈疝组
9B/7

及
9B/

激

酶
9R'X!

在肺泡上皮细胞和肺间质内呈阳性表达#在肺小动

脉平滑肌细胞也能见到明显的棕黄色颗粒&同时
T@3C@?4 P̂/C

检测结果也发现#

9B/7

及
9R'X!

蛋白表达在膈疝组明显升

高%已有研究发现#肺动脉平滑肌细胞!

D

ZPO/4>?

A

>?C@?0>P

3O//CBOZ3=P@=@PP3

#

E7&S'3

"内肌球蛋白轻链!

O

A

/304P0

Q

BC

=B>04

#

SK'

"磷酸化是肺动脉高压的分子基础#

E7&S'3

的收

缩取决于细胞质内
SK'

磷酸化程度#而
SK'

磷酸化受肌球

蛋白轻链激酶!

O

A

/304P0

Q

BC=B>04[045>3@

#

SK'X

"和肌球蛋白

磷酸酶!

O

A

/304

D

B/3

D

B>C>3@

#

SE

"之间动态平衡的调节#这一

过程受到
9B/

*

9B/

激酶信号通路的活化调控#促进
E7&S'3

钙调敏感性收缩及细胞增殖$迁移#使血管中膜明显增厚#非肌

性小动脉肌化#管腔狭窄#从而在肺血管重构中发挥重要作

用+

,56

,

%另还有研究发现#成肌纤维细胞增殖和细胞外基质沉

积作用有赖于
9B/7

信号转导#

9B/

激酶特异性抑制剂可抑制

肺纤维化的发生#对肺有保护作用+

"

,

%结合前述免疫组化及

T@3C@?4 P̂/C

的研究结果#联系本实验光镜下膈疝组与对照组

相比胎仔肺发育及肺血管形态学的指标变化#提示在除草醚诱

导的膈疝中存在
9B/

*

9B/

激酶信号通路的作用%据此推测该

信号通路在除草醚诱导膈疝模型胎仔肺血管重构过程中起重

要作用#并能影响膈疝胎鼠的肺发育#它可能通过直接影响平

滑肌细胞收缩$调节细胞功能参与肺动脉高压和肺发育不良的

形成%

本研究也对除草醚诱导的膈疝孕鼠产前给予
;8;

灌胃干

预%

;8;

是一种双苄基异喹啉类生物碱#为传统中药粉防己

的主要成分+

!%

,

&作为一种新型的钙通道阻滞剂#

;8;

具有调

节血管舒缩$抗纤维化$抗氧自由基$抗炎等生物学效应#其药

理作用广泛+

!!5!*

,

%有动物实验发现#

;8;

可显著降低慢性低

氧性肺动脉高压大鼠平均肺动脉压和肺血管阻力#并能抑制肺

组织和肺动脉壁胶原水平的增加+

!*5!-

,

%细胞水平的研究发

现#

;8;

具有抑制体外培养的
E7&S'3

增殖的作用#这种作

用可能有助于抑制伴有肺血管重构的肺动脉高压+

!*

,

%产前干

预研究还发现
;8;

可改善
'FG

胎鼠肺组织发育+

-

,

%如前所

述#

9B/

*

9B/

激酶信号通路有参与肺动脉高压发病机制及参

与肺纤维化的作用#而作为钙通道阻滞剂的
;8;

恰好具有调

节血管舒缩$抗纤维化的作用#且已被应用于矽肺$高血压$肺

动脉高压$肿瘤放疗增敏等的临床治疗+

!!5!*

,

%本实验检测了

;8;

产前干预的
'FG

胎鼠肺组织
9B/7

及
9R'X!

表达情

况#与膈疝组相比#

9B/7

及
9B/

激酶
9R'X!

的表达水平均

有明显下降#提示
;8;

的干预抑制了
9B/7

及
9B/

激酶的作

用%同时在光镜下观察
;8;

干预的
'FG

胎鼠肺组织#与膈

疝组相比#胎鼠肺
Ka

*

:a

$

E77M

等肺发育指标及
T;M

$

S;M

和
K7M

等肺血管重构指标明显更优#差异有统计学意

义!

!

$

%1%+

"#提示与膈疝组相比#

;8;

组改善了
'FG

胎鼠

肺发育不良&同时#改善了肺小动脉管壁变厚管腔变窄的情况#

表明
;8;

在促进
'FG

胎鼠肺发育#改善肺血管重构方面有

效%由此推测
;8;

可通过调节
9B/

*

9B/

激酶信号通路对胎

肺发挥保护作用%
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汉防己甲素药理作用的研究进展
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