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高氧肺损伤形成过程中小窝蛋白１、ＴＧＦβ１表达关系的体内外研究
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　　摘　要：目的　通过建立高氧肺损伤动物模型和体外细胞培养的方法，从体内和体外两方面来研究小窝蛋白１（ｃａｖｅｏｌｉｎ１）和

ＴＧＦβ１的表达关系，以探讨其发病机制。方法　（１）体内实验：建立早产鼠高氧肺损伤模型。于给氧后１、３、７ｄ留取肺组织标

本，在光学显微镜下观察肺组织形态学变化，免疫组织化学法检测相应时间点小窝蛋白１、ＴＧＦβ１的表达水平。（２）体外实验：建

立高氧Ａ５４９细胞损伤模型。于给氧后１２、２４、４８ｈ收集细胞，免疫荧光双染检测相应时间点小窝蛋白１、ＴＧＦβ１表达水平的相

关性。结果　（１）体内结果：小窝蛋白１在对照组肺组织中均有较高水平表达。与对照组比较，高氧组肺组织ｃａｖｅｏｌｉｎ１的表达

水平出现降低，在３、７ｄ明显降低（犘＜０．０５）；ＴＧＦβ１在对照组肺组织中均有较低水平表达。与对照组比较，高氧组肺组织

ＴＧＦβ１的表达水平升高，在３、７ｄ明显升高（犘＜０．０５）。（２）体外结果：对照组，小窝蛋白１的高表达伴随着ＴＧＦβ１的低表达；

高氧组，随着通氧时间的延长，小窝蛋白１表达逐渐减弱，ＴＧＦβ１表达逐渐增强。结论　在高氧肺损伤的发生、发展过程中，

Ｃａｖｅｏｌｉｎ１表达显著性减少，ＴＧＦβ１表达持续性增多，二者呈拮抗关系，提示Ｃａｖｅｏｌｉｎ１可能通过下调ＴＧＦβ１的产生而具有抗

纤维化能力。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ；Ｃａｖｅｏｌｉｎ１；ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１；ｐｒｅｍａｔｕｒｅｒａｔｓ；ｆｉｂｒｏｓｉｓ

　　高氧性肺损伤是一种以弥漫性肺细胞损伤为基础，早期表

现为细胞坏死和肺泡炎，晚期则为肺纤维化（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏ

ｓｉｓ，ＰＦ）和发育障碍。虽然发病机制尚不完全清楚，但研究发

现，高氧可促进肺组织中多种炎性细胞因子的表达［１］。形成炎

症的级联反应。小窝蛋白１（ｃａｖｅｏｌｉｎ１，ＣＡＶ１）富集于肺组

织肺泡上皮细胞和微血管内皮细胞，可与信号分子直接接触，

调控许多信号转导通路和生物过程，生物体内小窝蛋白表达异

常可引起多种疾病。转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ１）主要由肺泡巨噬细胞分泌，对多种炎症细胞

或成纤维细胞有趋化作用，促进成纤维细胞分化，能刺激多种

炎性因子释放，调节炎症反应［２］。由此可以推断，在高氧肺损

伤的发病过程中，ＣＡＶ１呈高表达或低表达，而ＴＧＦβ１应该

是呈高表达，那么二者之间是否存在着相关性呢？为此，本实

验通过对高氧肺损伤中的ＣＡＶ１和 ＴＧＦβ１进行检测，旨在

探讨ＣＡＶ１和 ＴＧＦβ１表达的相关性及其可能的生物学

意义。

１　材料与方法

１．１　动物模型制备与分组　参照Ｓｕｇｉｍｏｔｏ等
［３］，将孕２１ｄ
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剖宫产娩出早产鼠随机分为：对照组（ＦｉＯ２ 为２１０ｍＬ／Ｌ）、高

氧组（ＦｉＯ２ 为９５０ｍＬ／Ｌ）各１５只。两组分别于处理后１、３、７

ｄ收集肺组织标本进行指标检测。

１．２　细胞模型制备与分组　参照本实验室建立的方法
［４］，将

心肺腺癌细胞系 Ａ５４９随机分为两组：对照组（ＦｉＯ２ 为２１０

ｍＬ／Ｌ）、高氧组（ＦｉＯ２ 为９５０ｍＬ／Ｌ）。两组分别于处理后１２、

２４、４８ｈ收集细胞进行指标检测。

１．３　指标检测及方法

１．３．１　苏木精伊红染色（ＨＥ染色）　每张 ＨＥ染色切片随机

选取多个高倍镜视野，观察并比较肺组织细胞的病理学改变。

１．３．２　免疫组织化学染色　每个蜡块取５μｍ厚连续切片做

免疫组织化学染色。分别以兔抗鼠 ＣＡＶ１ 单克隆抗体

（１∶８００），ＴＧＦβ１小鼠抗大鼠（人）单克隆抗体（１∶２００）作为

一抗，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色，采用ＳＰ法，具体染色方法按

试剂盒说明书进行。

１．３．３　免疫荧光双染色　当培养瓶中的 Ａ５４９细胞达到

７０％～８０％融合时，接种于６孔板中，进行细胞爬片，分组处

理，在处理后相同时点，同时滴加兔抗鼠ＣＡＶ１（１∶４００）和小

鼠抗大鼠 ＴＧＦβ１（１∶２００）为一抗，荧光Ｃｙ３标记山羊抗兔

ＩｇＧ和ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ为二抗。孵育后激光共聚

焦显微镜下观察。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学数据处

理，计量资料以狓±狊表示，均数和率的比较分别采用χ
２ 检验

和狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肺组织的病理变化　对照组各时间点肺组织未见炎性改

变。肺泡结构规整，大小均匀一致。与对照组比较，高氧组第

１天，肺组织无明显病理改变；高氧组第３天，肺泡腔内有少许

红细胞渗出，肺泡间隔有以中性粒细胞为主的浸润；高氧组第

７天，肺损伤较重，可见较多的炎性细胞和红细胞，肺发育受

阻，肺组织结构紊乱，出现肺纤维化倾向。

２．２　肺组织ＣＡＶ１及 ＴＧＦβ１的表达　ＣＡＶ１、ＴＧＦβ１均

为膜／质表达蛋白，染色阳性表现为细胞膜和细胞质出现棕黄

色颗粒。免疫组织化学法检测结果显示，在早产鼠肺组织中，

二者主要在肺泡上皮细胞中表达，且不同时间表达水平不同。

ＣＡＶ１在对照组中均有较高水平表达，高氧组中，随着通氧时

间的增加，ＣＡＶ１在肺组织中的表达阳性率明显降低，以３、

７ｄ最明显，其差异有统计学意义（图１、表１）；ＴＧＦβ１在对照

组中均有较低水平表达，高氧组中，随着通氧时间的增加，

ＴＧＦβ１在肺组织中的表达阳性率呈上升趋势，以３、７ｄ最明

显，其差异有统计学意义（图２、表２）。

表１　　早产鼠肺组织ＣＡＶ１平均灰度值的

　　　动态比较（狓±狊，狀＝８）

日龄（ｄ） 高氧组 对照组 狋 犘

１ ４２．１２±３．７８ ４５．３４±２．６２ ０．５３００．５６０

３ ３１．５４±４．１６ ４６．５３±３．５７ ２．７２００．０２２

７ １８．７２±５．５３ ４３．６５±３．１５ ３．３８５０．０１０

２．３　各时间点肺组织ＣＡＶ１、ＴＧＦβ１表达的相关性　相同

时间点ＣＡＶ１的阳性表达与 ＴＧＦβ１的阳性表达呈负相关，

以对照组，高氧组１、７ｄ最显著（狉＝－０．９１，－０．８６，－０．６３，

－０．８２，犘＜０．０５）。

表２　　早产鼠肺组织ＴＧＦβ１平均灰度值的

　　　动态比较（狓±狊，狀＝８）

日龄（ｄ） 高氧组 对照组 狋 犘

１ １７．３８±０．９８ １８．７６±１．３４ １．２３ ０．４７

３ ２０．４５±２．７５ １６．５３±１．６９ ２．９４ ０．０３２

７ ３５．７８±２．２８ １７．０５±３．４２ ４．４３ ０．０１８

表３　　各组Ａ５４９细胞ＣＡＶ１、ＴＧＦβ１平均灰度值

　　　的动态比较（狓±狊，狀＝８）

项目 对照组 高氧组１２ｈ 高氧组２４ｈ 高氧组４８ｈ

ＣＡＶ１ ４４．２５±３．２３ ３５．２５±１．８８ ２０．７５±１．６８ ９．８６±２．８０

ＴＧＦβ１ １０．１８±２．７４ １７．３２±１．５０ ２６．５１±１．８２ ４１．９４±４．４７

图１　　两组动物不同时间肺组织ＣＡＶ１的表达水平影像学表现（免疫组化，×４００）
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图２　　两组动物不同时间肺组织ＴＧＦβ１的表达水平影像学表现（免疫组化，×４００）

图３　　高氧组和对照组不同时间Ａ５４９细胞中ＣＡＶ１、ＴＧＦβ１的表达水平影像学表现（免疫荧光，×４００）

２．４　Ａ５４９细胞ＣＡＶ１、ＴＧＦβ１的表达　免疫荧光染色结果

显示，ＣＡＶ１免疫荧光阳性细胞呈红色荧光，表达部位集中在

细胞质。ＴＧＦβ１免疫荧光阳性细胞呈绿色荧光，也定位于细

胞质，二者合成显示黄色荧光。对照组中，ＣＡＶ１的高表达伴

随着ＴＧＦβ１的低表达，反之，高氧组，随着通氧时间的延长，

ＣＡＶ１表达逐渐减弱，ＴＧＦβ１表达逐渐增强（图３、表３）。

２．５　各时间点Ａ５４９细胞中ＣＡＶ１与ＴＧＦβ１的表达的相关

性　相同时间点ＣＡＶ１的阳性表达与ＴＧＦβ１的阳性表达呈

负相关，以对照组、高氧组４８ｈ最显著（狉值分别为－０．９１，

－０．６２，－０．５３，－０．８８；犘＜０．０５）。

３　讨　　论

近年来，人们在探究炎症理论发病机制基础上，对高氧肺

损伤的认识转向对炎症发生、调控及信号传导的认识，从炎症

失调及信号传导方面阐明其机制。本研究中观察到早产大鼠

持续吸入高浓度氧后肺组织发育受阻，结构紊乱，肺纤维化倾

向，说明随着高氧暴露时间的延长，肺组织的纤维增生性改变

逐渐加重。与以往的报道［５］相类似，说明已成功建立高氧肺损

伤动物模型。从细胞水平上，传代培养人肺腺癌 Ａ５４９细胞并

建立高氧Ａ５４９细胞损伤模型，模拟体内高氧肺损伤，以进一

步探讨高氧肺损伤纤维化的发病机制。

作者研究发现，在正常早产大鼠肺组织ＣＡＶ１呈强表达，

吸入高浓度氧后ＣＡＶ１在肺组织中表达逐渐减弱。国外文献

也有类似报道：Ｏｄａｊｉｍａ等
［６］将携ＣＡＶ１的腺病毒经气管滴

注转染小鼠，可抑制博莱霉素诱导的鼠肺纤维化。在ＬｅＳａｕｘ

等［７］研究发现小窝蛋白缺陷时，小鼠肺组织的顺应性明显下

降，弹性回缩力和支气管阻力明显增加。以上研究结果表明，

肺组织ＣＡＶ１与肺纤维化的发生、发展密切相关。形态研究

显示，小窝蛋白的Ｎ端区域除了参与寡聚体形成外，尚含一个

由２０ＡＡ组成的小窝蛋白支架结构域，被称为“脚手架结构

域”（ｃａｖｅｏｌｉｎｓｃａｆｆｏｌｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＣＳＤ），ＣＡＶ１通过脚手架域

与多种信号分子连接，将这些信号分子与信号转导有关的受

体、激酶和连接蛋白质在小窝区域高度富集，从而参与多种信

号通路的调节。

值得注意的是，目前，已有参考 ＣＳＤ氨基酸序列（８２～

１０１）合成的穿透细胞膜的Ｃａｖｅｏｌｉｎ１肽（ＣＡＶ１ｐ）。在体外，

ＣＡＶ１ｐ通过调节多种分子信号转导过程，可抑制成纤维细

胞的α平滑肌肌动蛋白表达和细胞外基质合成。在活体内，

ＣＡＶ１ｐ可进人体内的细胞，抑制血管内皮细胞一氧化氮合

酶的活性、减轻全身血管的炎症反应［８］等。ＣＡＶ１ｐ具有与

ＣＡＶ１类似的生物学功能。
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本次实验中发现对照组支气管黏膜上皮细胞仅有极少量

ＴＧＦβ１表达，随着吸氧时间的延长ＴＧＦβ１表达水平逐渐升

高。ＴＧＦβ１致肺纤维化机制主要包括：（１）ＴＧＦβ１对细胞外

基质（ｃｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）是迄今发现的最强的ＥＣＭ沉

积促进剂，他可促进ＥＣＭ 聚集，减少ＥＣＭ 降解引起纤维化。

（２）ＴＧＦβ１与其他因子协同发挥作用，如 ＴＧＦβ１可刺激

ＭＭＰ１２分泌增加，而 ＭＭＰ１２在ＴＧＦβ１诱导的炎症、纤维

化、凋亡中起重要作用［９］。（３）现代研究认为，ＴＧＦβ１还是一

种促血管生成因子，ＴＧＦβ１可能通过调节内皮细胞的成活及

血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的表达而促进新生血管的发生，最

终导致纤维化。（４）ＴＧＦβ１可诱导氧自由基及活性氧（ｒｅａｃ

ｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的生成并导致细胞活性的改变，造成

肺上皮细胞、毛细血管内皮细胞结构和功能的损害，从而导致

严重的肺损伤。（５）ＴＧＦβ１还可在体外诱导肺泡上皮细胞向

间质细胞转化，肺泡上皮细胞间质转化是肺纤维化的重要发病

机制之一［１０］。

大量研究证实，ＴＧＦβ１致肺组织纤维化作用可通过经典

的ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ信号转导途径介导，此通路是ＴＧＦβ发挥生

物学作用的主要通路［１１］。ＴＧＦβ１与ＴＧＦβ１Ⅰ型受体及Ⅱ受

体形成复合物，通过激活苏／丝氨酸激酶活性，促进Ｓｍａｄ２／３

磷酸化，增强与Ｓｍａｄ４的联合，Ｓｍａｄ２／３／４复合物至核内提

高细胞外基质基因的转录，增强细胞外基质Ⅰ型胶原和纤维连

接蛋白的合成，促进肺纤维化的发生、发展［１２］。而ＣＡＶ１与

ＴＧＦβ１Ⅰ型受体、ＴＧＦβ１Ⅱ型受体、Ｓｍａｄ２等共定位在细胞

质膜丰富的区域，ＣＡＶ１通过ＣＳＤ与ＴＧＦβ１Ⅰ型及Ⅱ型受

体作用，负性调节ＴＧＦβ与受体结合，进而阻断该信号转导通

路的激活。Ｒａｚａｎｉ等
［１３］研究发现，ＣＡＶ１与Ⅰ型ＴＧＦβ受体

（ＴＧＦβＲⅠ）及其下游Ｓｍａｄ２蛋白共域化且能与 ＴＧＦβＲⅠ

相互作用。在 ＮＩＨ３Ｔ３ 中，ＣＡＶ１通过支架结构域（ＣＳＤ）与

Ｓｍａｄ２结合，抑制其磷酸化，从而破坏Ｓｍａｄ２与Ｓｍａｄ４的相

互作用，阻断Ｓｍａｄ２复合物核转位，发挥其调节ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ

信号转导通路的作用。

ＣＡＶ１还可通过调节丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉ

ｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＭＡＰＫ）家族ＥＲＫ１／２信号通路的激活促

进ＥＣＭ的合成及沉积。其中ＥＲＫ通路作为 ＭＡＰＫ系统主

要的和经典的通路，是细胞因子、生长因子介导细胞增殖效应

中最重要的细胞内信号转导途径。作者认为ＥＲＫ通路激活

来源２个方面：（１）ＴＧＦβ１诱导ＥＲＫ通路活化。（２）ＴＧＦβ１

经ＥＲＫ通路诱导Ｓｍａｄ２／３磷酸化活化Ｓｍａｄ７，反过来其进一

步促进ＴＧＦβ１对ＥＲＫ通路的活化，并拮抗ＴＧＦβ１抑制血管

平滑肌细胞增殖的效应。ＣＡＶ１通过调节ＥＲＫ途径来促进

成纤维细胞合成胶原，调节ＴＧＦβ１诱导的ＥＣＭ 的产生。研

究表明，来源于ＣＡＶ１脚手架区的多肽能抑制ＥＧＦＲ、ＭＥＫ１

的活性［１４］，从而阻断纤维化进程。
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（１）：３５３７．

［１２］ＬａｓｋｙＪＡ，ＢｒｏｄｙＡＲ．Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓａｎｄｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒｓ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎＨｅａｌｔｈＰｅｒｓｐｅｃｔ，２０００，１０８（４）：７５１７６２．

［１３］ＲａｚａｎｉＢ，ＺｈａｎｇＸＬ，ＢｉｔｚｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＴＧＦ）ｂｅｔ／Ｓｍａｄｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｔｈｒｏｕｇｈａｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅＴＧＦｂｅｔａｔｙｐｅⅠｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００１，２７６（９）：６７２７６７３８．

［１４］ＺｕｌｕａｇａＳ，ＡｌｖａｒｅｚＢａｒｒｉｅｎｔｏｓＡ，ＧｕｔｉｅｒｒｅｚＵｚｑｕｉｚａＡ，ｅｔ

ａｌ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｋｔａｃｔｉｖｉｔｙｂｙｐ３８ａｌｐｈａＭＡＰ

ｋｉｎａｓｅｉｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｖｏｌｖｅｓｍｅｍｂｒａｎｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆＰＰ２Ａｔｈｒｏｕｇｈｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｃａｖｅｏｌｉｎ１［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｉｇ

ｎａｌ，２００７，１９（１）：６２７４．

（收稿日期：２０１２１２０８　修回日期：２０１３０２１２）

０７０２ 重庆医学２０１３年６月第４２卷第１８期




