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西地那非对先天性膈疝大鼠胎肺中HIF-2α和VEGF-A
表达的影响及意义*
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  [摘要] 目的 研究西地那非对先天性膈疝(CDH)大鼠动物模型胎肺中缺氧诱导因子-2α(HIF-2α)以及

血管内皮细胞生长因子-A(VEGF-A)表达的影响和意义。方法 将配种SD大鼠分为:正常空白组(NC组,2
只)、正常西地那非组(NS组,2只),模型空白组(MC组,3只),模型西地那非组(MS组,3只),MC组、MS组

以除草醚诱导产生CDH模型,NS、MS组孕鼠给予8
 

mg西地那非进行干预。孕21
 

d剖宫产取出所有胎鼠,观

察各组肺组织发育情况,免疫组织化学染色、Western
 

blot法检测胎肺中 HIF-2α、VEGF-A蛋白的表达情况。
结果 MC、MS两组膈疝发生率差异无统计学意义(P>0.05)。MC组胎肺质量与体质量之比(Lw/Bw)最低。

MC组肺泡、肺血管各项指标均不如NC、MS组发育成熟。免疫组织化学结果显示 HIF-2α、VEGF-A蛋白在

NC、NS、MS组中表达较强,在 MC组表达较弱,Western
 

blot定量检测也显示出同样的表达趋势,且二者呈正

相关,以上差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 产前应用西地那非能够促进CDH 胎鼠肺发育和血管新

生,改善血管结构并提高HIF-2α及VEGF-A蛋白在肺内的表达水平,推测西地那非上调 HIF-2α、VEGF-A蛋

白的表达可能是其改善肺发育不良的机制之一。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

sildenafil
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

hypoxia-inducible
 

fac-
tor-2α

 

(HIF-2α)
 

and
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor-A
 

(VEGF-A)
 

in
 

fetal
 

lung
 

of
 

congenital
 

diaphragmat-
ic

 

hernia
 

rat
 

model.Methods The
 

hybridization
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

blank
 

group
 

(NC,n=
2),normal

 

sildenafil
 

group
 

(NS,n=2),model
 

blankl
 

group
 

(MC,n=3)
 

and
 

model
 

sildenafil
 

group
 

(MS,n=
3).The

 

CDH
 

model
 

was
 

induced
 

by
 

nitrofen.The
 

pregnant
 

rats
 

in
 

the
 

group
 

NS
 

and
 

MS
 

were
 

administered
 

with
 

sildenafil
 

for
 

conducting
 

the
 

intervention.All
 

fetal
 

rats
 

were
 

delivered
 

by
 

caesarian
 

section
 

on
 

21
 

d.The
 

development
 

situation
 

of
 

fatal
 

lung
 

tissue
 

was
 

observed
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

HIF-2α
 

and
 

VEGF-A
 

in
 

fetal
 

lung
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

immunohistochemiscal
 

staining
 

and
 

Western
 

blot.Results The
 

CDH
 

in-
cidence

 

rate
 

had
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

MC
 

and
 

MS
 

groups.The
 

ratio
 

of
 

fetal
 

lung
 

weight-to-body
 

mass
 

in
 

the
 

MC
 

group
 

was
 

the
 

lowest.The
 

various
 

indexes
 

of
 

alveoli
 

and
 

vessels
 

in
 

the
 

group
 

MC
 

were
 

immature
 

compared
 

with
 

the
 

group
 

NC
 

and
 

MS.The
 

immunohistochemical
 

staining
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

HIF-2α
 

and
 

VEGF-A
 

was
 

stronger
 

in
 

the
 

group
 

NC,NS
 

and
 

MS,but
 

poor
 

in
 

the
 

group
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MC.The
 

Western
 

blot
 

quantitative
 

detection
 

showed
 

the
 

similar
 

expression
 

trend
 

of
 

HIF-2α
 

and
 

VEGF-A
 

pro-
tein,moreover

 

the
 

both
 

demonstrated
 

the
 

positive
 

correlation
 

with
 

each
 

other,and
 

the
 

above
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(r=0.463,P<0.01).Conclusion 
 

Prenatal
 

application
 

of
 

sidenafil
 

can
 

promote
 

the
 

development
 

and
 

angiogenesis
 

of
 

CDH
 

fetal
 

lung,improve
 

the
 

blood
 

vessel
 

structure,increase
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

HIF-2α
 

and
 

VEGF-A
 

protein
 

in
 

lung
 

,it
 

is
 

speculated
 

that
 

sidenafil
 

up-regulating
 

HIF-2α
 

and
 

VEGF-A
 

expression
 

may
 

be
 

one
 

of
 

mechanisms
 

for
 

improving
 

the
 

lung
 

development.
[Key

 

words] hernia;diaphragmatic;sildenafil;pulmonary
 

hypoplasia

  先天性膈疝(congenital
 

diaphragmatic
 

hernia,

CDH)是由于膈肌缺损,导致腹腔脏器、器官疝入胸

腔,从而引起一系列病理生理变化的一种先天性疾

病,在新生儿中的发病率为1∶2
 

500~1∶3
 

000[1]。
尽管产前诊断及临床手术治疗的水平不断提高,但根

据全球多个医疗中心数据显示,CDH 病死率仍高达

20%~60%[2]。迄今仍无有效治疗手段从根本上改

变CDH合并的肺发育不良和肺动脉高压,这是其存

活率不能改善的重要原因[3]。
国外学者研究发现西地那非可以改善CDH患儿

肺发育不良[4],有利于CDH 动物模型胎肺毛细血管

新生及肺泡的发育[5]。实验表明缺氧诱导因子-2α
(HIF-2α)和血管内皮生长因子-A(VEGF-A)在胎肺

发育过程中起着重要作用。因此本实验拟通过对除

草醚诱导的大鼠膈疝模型进行产前西地那非干预,研
究胎肺中HIF-2α、VEGF-A蛋白表达的变化情况,探
讨其改善肺发育不良可能的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物 成年Sprague-Dawley大鼠(电子科

技大学医学院/四川省人民医院实验动物研究所提

供):雌鼠20只,雄鼠10只,体质量
 

220~300
 

g,平均

(269.7±24.8)g,实验前均未曾交配。

1.2 仪器与试剂 除草醚(浙江化工二厂)、枸橼酸

西地那非片(美国辉瑞制药有限公司);VEGF-A蛋白

兔多克隆抗体(英国Abcam公司)、HIF-2α蛋白兔多

克隆抗体(英国 Abcam 公司)、GAPDH 蛋白鼠单克

隆抗体(美国Gene
 

Tex公司)、ECL发光试剂盒(美国

Thermo公司)、二抗生物素化山羊抗兔、抗鼠IgG(英
国Abcam公司)、Image

 

Lab凝胶分析系统(美国Bio-
Rad公司)、ChemiDoc

 

XRS+
 

Systems凝胶扫描成像

仪(美国Bio-Rad公司)。

1.3 方法

1.3.1 动物模型建立及分组 雌雄鼠按2∶1分笼,
晚间定时配种,次日上午取雌鼠阴道分泌物涂片于显

微镜下观察,以发现精子为配种成功依据,确定为怀

孕0.5
 

d。10只孕鼠按随机数字表法分为正常空白组

(NC组)2只;正常西地那非组(NS组)2只;模型空白

组(MC组)3只;模型西地那非组(MS组)3只。孕

9.5
 

d时,模型组6只孕鼠灌胃给予除草醚125
 

mg/只

(溶于1
 

mL橄榄油),正常组4只给予等量橄榄油。
孕11.5~20.5

 

d,西地那非干预组5只孕鼠每天灌胃

西地那非8
 

mg/只(溶于2
 

mL生理盐水中),空白组5
只大鼠每天给予等量生理盐水。

1.3.2 肺组织标本采集 孕21
 

d,所有孕鼠行戊巴

比妥钠腹腔注射麻醉后剖宫取出胎鼠,称量胎鼠体质

量(Bw)后断头处死,经胸骨正中切口剖开胸腔,完整

取出两侧肺组织并称质量(Lw),将胎肺组织从支气

管分叉处分成左右两肺,各取部分肺组织即刻放入

10%中性甲醛和-70
 

℃低温环境保存备用。将去除

肺组织的胎鼠置于(4倍)放大镜下,经头侧仔细观察

有无膈肌缺损,逐一记录有无膈疝、膈疝的位置、膈肌

缺损的大小及疝内容物,分析比较各组胎鼠肺发育

情况。

1.3.3 肺组织形态学观察 将固定于10%甲醛中的

肺组织于24
 

h内石蜡包埋,行常规切片及苏木素-伊
红(HE)染色,在Olympus

 

BX51光学显微镜下观察,

BA200Digital数码三目摄像显微摄像系统图像采集,

Image-Pro
 

Plus6.0图像分析软件测量以下肺实质、
血管的发育情况。(1)平均终末支气管密度(MT-
BD):100倍视野下计数10个互不重叠视野内终末支

气管个数。终末支气管的数目与环绕每个终末支气

管的腺泡数成反比,因此肺组织结构越成熟,MTBD
越小[6]。(2)肺泡间隔:200倍视野下测量互不重叠的

3个视野下10~15个肺泡间隔的厚度。(3)平均肺泡

面积:200倍视野下测量互不重叠的5个视野内10~
15个肺泡的平均面积。(4)肺泡面积百分比(PAA%):

200倍视野下测量互不重叠的5个视野内的肺泡面积

比。(5)小血管个数:200倍视野下计数5个互不重叠

视野内直径30~70
 

μm的血管个数。(6)血管中膜厚

度(medial
 

wall
 

thickness,MWT):200倍视野下每张

切片测量至少3根含有平滑肌层、形态规则的直径小

于70
 

μm 肺小动脉的如下指标,血管外径(external
 

diameter,ED)、血 管 内 径(internal
 

diameter,ID),

MWT=(ED-ID)/2,MWT是评估肺血管重构情况

的指标[7]。

1.3.4 免疫组织化学染色 每组随机选择8个样本
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采用SP法分别检测HIF-2α、VEGF-A蛋白在胎肺组

织中的表达,以PBS(pH
 

7.2~7.4)替代一抗作为空

白对照,以染色呈浅黄色或棕黄色为阳性,蓝色为阴

性。BA200Digital数码三目显微摄像系统采集肺组

织图像,在400倍视野下选取2个互不重叠的视野,
并使用Image-Pro

 

Plus6.0软件分析测定阳性染色颗

粒的平均光密度(AOD)。
 

1.3.5 Western
 

blot 各组取等重量的冰冻组织解

冻后用匀浆器研磨均匀,加入细胞裂解液,按照BCA
 

Protein
 

Assay
 

Kit
 

说明书提取各组肺组织蛋白并测

定蛋白浓度,按每孔蛋白量100
 

μg上样后行十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)将蛋白转

移至聚二偏氟乙烯(PVDF)膜上,将PVDF膜放入稀

释的TBST封闭液中2
 

h,洗膜后加入一抗(HIF-2α
蛋白抗体1∶500稀释;VEGF-A蛋白抗体1∶500稀

释,内参GAPDH蛋白抗体1∶5
 

000稀释)4
 

℃孵育

过夜,再次洗膜后加入二抗(山羊抗兔、抗鼠IgG
 

1∶
5

 

000稀释)孵育2
 

h,洗膜后显影、定影、拍照,Image
 

Lab系统分析各组蛋白条带表达量并计算相对灰度

值(目的蛋白灰度值/内参蛋白灰度值)。

1.4 统计学处理 所有数据均采用SPSS21.0软件

进行统计学分析,计数资料比较采用χ2 检验,计量资

料以x±s表示,组间比较采用单因素方差分析并进

行方差齐性检验,当离散程度较大时采用非参数秩和

检验,两 组 间 比 较 采 用 独 立 样 本t 检 验,HIF-2α、

VEGF-A蛋白阳性表达平均光密度之间做相关性分

析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 实验动物一般情况及胎肺的观察 10只孕鼠共

收获胎鼠113只,其中NC组27只,NS组19只,均无

膈疝形 成;MC 组 收 获 胎 鼠38只,膈 疝 致 畸 率 为

60.53%(23/38),MS组收获胎鼠29只,膈疝致畸率

为72.41%(21/29),疝内容物主要为肝、胃及小肠等,
两组致畸率差异无统计学意义(P>0.05)。MC组

Lw/Bw较NC组显著降低(P<0.01),MS组与 MC
组比较差异无统计学意义(P=0.76),NS组与NC组

比较差异无统计学意义(P=0.19),见表1。
表1  模型诱导情况及肺组织观察

组别
孕鼠

(只)

胎仔

(只)

膈疝胎仔(只)

左侧 右侧 双侧

致畸率

(%)
Lw/Bw
(mg/g)

NC组 2 27 0 0 0 0 29.85±6.16
NS组 2 19 0 0 0 0 27.49±5.26
MC组 3 38 18 4 1 60.53 19.96±4.52*

MS组 3 29 14 3 4 72.41 20.28±3.89

  *:P<0.01,与NC组比较

2.2 组织形态学检查 各组肺组织发育情况见图1,
对各项测得的观察指标进行统计分析发现,与NC组

相比较,MC组胎肺中 MTBD、肺泡间隔及 MWT均

显著升高(P<0.01),平均肺泡面积、PAA%、小血管

个数、血管内径均减小(P<0.01);与NC组比较,MS
组 MTBD、肺泡间隔及 MWT均降低(P<0.01),平
均肺泡面积增大(P<0.05),小血管个数显著增多、血
管管腔增大(P<0.01);NS组相比于NC组除小血管

个数有所减少(P<0.05),其余指标间差异均无统计

学意义(P>0.05)。具体统计数据见表2、表3。

2.3 免疫组织化学染色图像分析 HIF-2α阳性染

色主要位于肺泡上皮细胞的细胞核及支气管上皮细

胞胞质和细胞膜,而在血管组织细胞中表达较少(图

2);VEGF-A则广泛表达于血管内皮细胞、支气管上

皮细胞及肺间质细胞的细胞质中,少量表达于血管平

滑肌细胞,见图3。HIF-2α蛋白与 VEGF-A蛋白阳

性表达平均光密度呈正相关(r=0.463,P<0.01)。

表2  各组肺泡及支气管发育指标检测(x±s)

组别 n MTBD(个/HP) 肺泡间隔(μm) 肺泡面积(μm
2) PAA%(%)

NC组 22 2.78±0.54 13.04±1.01 809.93±79.67 52.52±2.85

NS组 14 2.60±0.62 12.48±0.98 838.33±91.63 52.17±2.54

MC组 24 5.92±0.93** 20.54±1.24** 403.99±66.08** 35.40±3.59**

MS组 24 3.88±0.84## 17.11±1.34## 458.03±87.86# 41.25±4.52##

  *:P<0.05、**:P<0.01,与NC组比较;#:P<0.05、##:P<0.01,与 MC组比较

表3  各组肺小血管发育指标检测(x±s)

组别 n 小血管个数(个/HP) ED(μm) ID(μm) MWT(μm)

NC组 22 4.37±0.49 50.46±4.85 35.87±3.96 7.30±1.09
NS组 14 4.04±0.41* 52.67±3.00 38.74±3.14* 6.97±0.98
MC组 24 2.41±0.49** 49.68±4.82 27.44±3.90** 11.12±1.53**

MS组 24 3.38±0.56## 49.12±4.88 30.88±3.29## 9.12±1.14##

  *:P<0.05、**:P<0.01,与NC组比较;#:P<0.05、##:P<0.01,与 MC组比较
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  A:NC组;B:NS组;C:MC组;D:MS组

图1  肺组织切片形态学观察(HE×100)

  A:NC组;B:NS组;C:MC组;D:MS组

图2  胎肺组织 HIF-2α免疫组织化学染色光镜观察(×200)

  A:NC组;B:NS组;C:MC组;D:MS组

图3  胎肺组织VEGF-A免疫组织化学染色光镜观察(×200)

图4  HIF-2α、VEGF-A蛋白在各组胎

肺组织中的表达情况

  **:P<0.01

图5  HIF-2α蛋白在各组胎肺中表达情况比较

2.4 Western
 

blot
 

定量检测 HIF-2α、VEGF-A蛋白

的表达情况 HIF-2α、VEGF-A蛋白在各组胎鼠肺组

织中表达情况见图4。MC组 HIF-2α相对表达水平

(0.557±0.383)与 NC组(1.474±0.305)和 MS组

(1.195±0.035)相比均降低,差异有统计学意义(P<
0.01),NC组与 NS组(0.970±0.288)比较,差异无

统计学意义(P=0.076);VEGF-A在NC组和 MS组

中相对表达水平分别为(1.026±0.156)和(1.019±
0.157),与 MC组(0.646±0.026)相比均显著升高,差
异有统计学意义(P<0.05),NC组和NS组(0.885±
0.294)差异无统计学意义(P=0.374),见图5、6。

  *:P<0.05

图6  VEGF-A蛋白在各组胎肺中表达情况比较
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3 讨  论

  肺动脉高压合并肺发育不良是CHD最主要的病

理特征,本研究通过在显微镜下对比CDH 模型胎鼠

与正常胎鼠肺组织发育情况证实了以上观点,即模型

组胎肺肺泡塌陷不均匀,有效通气面积大幅减小,肺
泡间隔增厚,终末支气管增多,肺细小血管数量显著

减少,血管病理性重构明显,管径减小,管壁增粗,存
在明显肺发育不良及肺动脉高压的表现。

   

西地那非是磷酸二酯酶-5(PDE5)的选择性抑制

剂,最早研究用于心绞痛的治疗,其后由于意外发现

的血管舒张作用有治疗阴茎勃起不良(erection
 

dys-
function,ED)的特效而被人们所熟知,其可在神经末

梢和内皮细胞释放出的NO与平滑肌受体结合,激活

细胞内鸟苷酸环化酶(GC),并在锰离子(Mn2+)参与

下促进环磷酸鸟苷(cGMP)生成,cGMP通过活化钙

离子(Ca2+)泵使细胞内Ca2+ 浓度降低,从而使血管

舒张,血流增多。已经证实西地那非的作用机制正是

通过选择性抑制PDE5对
 

cGMP的降解作用,使细胞

内cGMP水平升高,增强NO的舒张血管作用[8]。后

来研究者发现西地那非同样能作用于肺血管舒张而

有效地缓解肺动脉高压,并且合适的治疗剂量不会对

其他系统造成明显的不良反应[9],现已成为临床上治

疗肺动脉高压的可选择药物[10]。近年来,国外研究者

们将西地那非用于治疗CHD的研究中,发现产前西

地那非干预能缓解肺动脉高压[3],对CDH 肺血管的

发育有一定的促进作用[11],但具体的作用机制尚不清

楚。本研究发现西地那非产前干预并没有降低CDH
的发生率,但通过产前西地那非干预的胎鼠肺泡平均

面积增大,间隔变薄,终末支气管明显减少,肺泡间微

小血管数 量 增 多,血 管 腔 增 大,管 壁 明 显 变 薄,较

CDH模型小鼠胎肺发育明显改善,提示西地那非对

胎肺成熟和缓解肺动脉高压有明显的促进作用,而对

正常孕鼠进行西地那非干预后观察到,除对肺血管有

一定的舒张作用外,对胎鼠胎肺的发育没有产生明显

的影响。
目前研究发现多种细胞因子参与了胎肺的发育

过程,其中HIF-2α和VEGF-A的表达可能在肺血管

重构、新生血管形成及肺泡、细小支气管的发育过程

中起着重要的作用[12-13]。HIF是细胞对低氧环境反

应的重要的异源二聚体转录因子,研究发现在 HIF-
2α基因缺失的小鼠中VEGF-A表达明显降低并且引

发了严重的肺发育不良[14],GIATROMANOLAKI
等[15]在对皮肤血管瘤的研究中发现 HIF-2α异常升

高可以上调VEGF-A的表达从而引起血管内皮细胞

迅速增殖,促进了血管的快速生成。HUANG等[16]

研究发现HIF-2α在胎鼠胚胎发育末期表达显著增高

有利于肺泡Ⅱ型细胞分泌表面活性物质,降低肺泡表

面张力,促进肺泡成熟。众所周知,VEGF在血管发

育过程中起着重要的调节作用,许多研究发现,VEGF
作为多条细胞信号传导通路的下游调节靶向基因,直
接参与了肺血管的增殖和分化。然而 VEGF家族成

员众多,且在不同疾病的组织中表达的特点各不相

同,有研究发现在除草醚诱导的CDH 动物模型胎肺

中VEGF-A
 

mRNA呈低表达[17],陈中献等[18]也在研

究汉防己甲素干预对 CDH 胎肺发育影响中发现

TET通过上调VEGF蛋白表达促进肺泡周围毛细血

管发育;然而SHEHATA等[19]在对死于严重的CHD
肺动脉高压的新生儿肺的研究中发现VEGF表达却

异常增高,OUE等[20]也在除草醚诱导的CHD胎鼠

模型 中 发 现 VEGF 表 达 有 升 高。因 此 VEGF 在

CHD肺发育过程中表达尚待进一步研究。
本实验免疫组织化学结果显示,HIF-2α、VEGF-

A蛋白在肺泡、细支气管、微血管上均有不同程度的

表达,且在膈疝 MC组中表达明显弱于 NC组,结合

肺组织形态学观察可以说明,HIF-2α、VEGF-A蛋白

的表达异常降低与肺发育不良和肺动脉高压的形成

有密切的关系,而通过西地那非干预后,其阳性表达

均明显增强,并且两因子表达变化趋势呈正相关。随

后应用 Western
 

blot技术对 HIF-2α、VEGF-A蛋白

在各组胎肺中的表达进行定量检测,其结果与免疫组

织化学观察到的表达变化趋势基本一致,即与NC组

相比,HIF-2α、VEGF-A蛋白在 MC组中表达明显降

低;而在 MS组中表达则高于 MC组。因此本组实验

研究提示,对除草醚诱导的大鼠CDH 模型产前使用

西地那非进行干预,可以促进肺泡发育和血管新生,
改善肺组织结构,缓解肺动脉高压,推测可能是通过

上调HIF-2α、VEGF-A蛋白的表达实现的。当然,由
于在低氧条件下 HIF-2α蛋白是 VEGF-A的上游诱

生因子,因此西地那非也可能在缺氧环境下发育不良

的肺内通过增强 HIF-2α蛋白表达来上调 VEGF-A
蛋白表达,VEGF-A蛋白作用于肺血管促进了血管内

皮细胞分裂增殖,诱发更多的血管新生,减小血管中

膜厚度,维持血管正常的完整形态,增强了血管通透

性,而肺内血流循环的改善促进了肺泡的发育[21];另
一方面

 

HIF-2α蛋白也可直接作用于肺泡上皮细胞,
促进肺泡Ⅱ型上皮细胞分泌肺表面活性物质,减少肺

表面张力,有利于肺泡发育成熟[16]。
  

综上所述,本实验证实了西地那非对改善CHD
组织发育的具有促进作用,并推测西地那非可能通过

直接或间接地上调 HIF-2α、VEGF-A蛋白的表达来

协同促进肺小血管及肺泡的成熟。然而西地那非具

体是如何作用于其靶向调节基因还不明确,国外文献
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报道可能有更多的细胞因子参与了西地那非的调节

机制[22-23],因此还需要更加深入的研究明确。
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