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重组人红细胞生成素对新型支气管肺发育不良早产

鼠模型血管内皮生长因子表达的影响"
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"摘要#

!

目的
!

观察重组人红细胞生成素"

NOI5̂

#对新型支气管肺发育不良"

<56

#早产鼠模型肺组织血管内皮生长因子

"

_I=;

#蛋白及
Q:C@

表达的影响$方法
!

)%

只定期受孕
36

大鼠于孕第
$K

天孕囊内注射脂多糖"

B53

#或磷酸盐缓冲液

"

5<3

#!孕第
1$

天剖宫娩出早产鼠!早产鼠于生后
)O

内分为
K

组)

5<3h

空气组%

5<3h

高氧组%

B53h

高氧组%

5<3h

高氧
hNOI.

5̂

组%

B53h

高氧
hNOI5̂

组$

NOI5̂

"

$1%%9a

&

8

7

#干预组于高氧暴露
)O

后开始第
$

次背部皮下注射!隔天
$

次!共
-

次$分

别在高氧暴露第
$

%

-

%

$0

天处死早产鼠!观察各组生存率%体质量%肺质量并计算肺质量&体质量比值!观察肺组织病理变化!采用

蛋白质印迹法"

WD+FDN,?M"F

#和反转录
5J:

"

:2.5J:

#法检测肺组织
_I=;

蛋白及
Q:C@

表达水平$结果
!

与
5<3h

空气组比

较!经高氧干预后早产鼠生存率降低%体质量减轻%肺质量增加!病理损伤加重!肺组织
_I=;

蛋白及
Q:C@

表达水平降低!并且

以
B53h

高氧组更明显"

!

$

%&%K

#!肺质量&体质量比值增加"

!

%

%&%K

#'

NOI5̂

干预后上述指标得到相应改善"

!

$

%&%K

#$

结论
!

NOI5̂

可能通过参与调解
_I=;

相关通路!对
<56

模型早产鼠起到一定的干预和治疗作用!提高了生存率$
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支气管肺发育不良$

?N",AO"

E

SMQ",HN

R

!

R

+

E

MH+#H

#

<56

%是

早产儿的一种严重慢性呼吸系统疾病#其病死率及致残率极

高#是威胁早产儿健康和生命的重要疾病之一#目前其发病机

制尚不清楚)研究表明#血管内皮生长因子$

VH+ASMHND,!"FOD.

M#HM

7

N"TFOPHAF"N

#

_I=;

%相关信号通路的异常在其发病过程

中起着重要的作用&

$

'

)根据文献报道及课题组前期研究#发现

重组人红细胞生成素$

NDA"Q?#,H,FOSQH,DN

R

FON"

E

"#DF#,

#

NOI5̂

%

对新型
<56

大鼠模型具有保护作用&

1.0

'

(而红细胞生成素

$

I5̂

%也可刺激血管内皮细胞增殖和血管形成#二者能以协同

作用发挥血管效应&

K.)

'

)本实验通过观察
NOI5̂

对新型
<56

早

产鼠模型肺组织中
_I=;

表达的影响#初步探讨
<56

的发生*

发展与
_I=;

的关系#并为
NOI5̂

的临床应用提供理论依据)
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材料与方法
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!

材料
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实验动物
!
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雌鼠
)%

只$体质量
11%

#

1K%

7

%#

36

雄

鼠
1%

只$体质量
1K%

#

'%%

7

%#均由桂林医学院实验动物中心

提供$合格证号!

3JZG

桂
1%%-.%%%$

%)雌雄鼠按
'e$

合笼交

配#次日清晨观察雌鼠孕栓或取雌鼠阴道分泌物涂片#镜检见

精子#当日记为妊娠第
$

天)

>&>&?

!

主要药物与试剂
!

脂多糖$

B53

#美国
3#

7
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%0%0
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年
$%

月第
0)

卷第
1(
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"
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作者简介$

赵日红$

$(-/[

%#主治医师#硕士#主要从事儿科及新生儿相关疾病的基础与临床研究)

!

#

!

通信作者#
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NOI5̂

$协和发酵麒麟株式会社%(

_I=;

反转录
5J:

$

:2.

5J:

%试剂盒$北京艾德莱生物科技有限公司%(

!

.HAF#,

*

_I=;

引物$美国
9,V#FN"

7

D,

公司%)

>&?

!

方法

>&?&>

!

模型建立及分组&

'.0

'

!

孕鼠随机分为两组#磷酸盐缓冲

液$

5<3

%组和
B53

组#于孕第
$K

天$

-%Y

胎龄%给予
$%Y

水合

氯醛$

%&'Q

"

8

7

%腹腔麻醉后#打开孕鼠腹腔#

B53

组用微量加

样器将
B53

$

'%,

7

"

QB

%注射于孕囊内#每个孕囊
K

'

B

(

5<3

组

注入等量
5<3

)于孕
1$!

$孕产期为
11!

%将早产鼠剖宫娩出#

对所有早产鼠进行编号)并于生后
)O

内再将所有早产鼠分

为以下
K

组!$

$

%

5<3h

空气组#

0-

只($

1

%

5<3h

高氧组#

0-

只(

$

'

%

5<3h

高氧
hNOI5̂

组#

0/

只($

0

%

B53h

高氧组#

-$

只(

$

K

%

B53h

高氧
hNOI5̂

组#

-%

只)其中每组取
$0

只早产鼠

用于生存分析观察#其余早产鼠用于其他指标检测)

>&?&?

!

高氧干预
!

将早产鼠于出生
)O

内连同母鼠及鼠笼一

同置于氧箱内#氧浓度维持在
)%Y

#氧浓度每天定时监测
0

次#氧箱内放置钠石灰吸收二氧化碳#无水氯化钙吸收水分)

每天定时开箱
1O

#更换垫料*钠石灰和无水氯化钙#同时添加

饲料和水)空气组早产大鼠与母鼠置于空气中饲养)

>&?&@

!

NOI5̂

干预
!

各
NOI5̂

干预组早产大鼠于高氧暴露

)O

后开始第
$

次背部皮下注射
NOI5̂

#剂量
$1%%9a

"

8

7

#隔

天
$

次#共
-

次)

>&?&A

!

肺组织标本的处理
!

将上述
K

组早产鼠均于生后
$

*

-

*

$0!

分 别 抽 取
/

只#以
KY

水 合 氯 醛 进 行 腹 腔 注 射

$

%&)QB

"

$%%Q

7

%麻醉)打开胸腔#暴露心肺#分离双肺#电子

天平上称质量(做肺组织切片苏木精
.

伊红$

>I

%染色#观察肺

组织病理变化(收集其余肺组织#置于
:CH+D

的
I

EE

D,!"NP

管

中#液氮速冻#

[/%\

冰箱保存#用于蛋白质印迹法$

WD+FDN,

?M"F

%和
:2.5J:

检测肺组织
_I=;

表达水平)

>&?&G

!

生存分析
!

每组大鼠生存率估计使用
GH

E

MH,.4D#DN

法#因实验需要处死大鼠#按结尾数据处理)以生存时间为横

坐标#日生存率为纵坐标#作生存曲线)

>&?&H

!

肺组织病理观察
!

肺组织切片经
>I

染色#具体流程!

脱蜡*水化*染色*封片#光学显微镜下观察#每组各时间点分别

选取不同的动物组织切片
1

张#每张切片于光镜下$

f1%%

%观

察
K

个视野#进行肺形态结构观察)

>&?&I

!

WD+FDN,?M"F

检测肺组织
_I=;

蛋白表达水平
!

各组

分别提取肺组织总蛋白#二喹啉甲酸$

<J@

%法进行蛋白质定

量#再采用
WD+FDN,?M"F

检测肺组织
_I=;

蛋白表达水平#在

暗室中进行化学发光#胶片曝光显影后分析结果)以目的蛋白

与
!

.HAF#,

的灰度比值表示蛋白相对表达水平)

>&?&J

!

:2.5J:

检测肺组织
_I=;Q:C@

表达水平
!

严格

按试剂盒步骤操作提取肺组织总
:C@

#反转录成
A6C@

#

5J:

扩增)扩增
_I=;

引物序列!上游
Kd.=J2J2J22= ==2

=J@J2= =@.'d

#下游
Kd.J@J=JJ22= =J2 2=2J@J

@.'d

(内参
!

.HAF#,

引物序列!上游
Kd.==@ 22JJ2@ 2=2

=====@J=.'d

#下游
Kd.==@ @JJ=J2J@22=JJ@@

2=.'d

)

5J:

反应条件!

(K\KQ#,

(

(0\

变性
'%+

#

)%\

退

火
'%+

#

-1\

延伸
'%+

#共
0%

个循环)得到的
5J:

产物用

$&%Y

琼脂糖凝胶电泳#

c3.-/%

全自动凝胶成像分析仪凝胶成

像$上海培清科技公司%#通过
3D,+#@,+

R

+

凝胶图像分析软件

$上海培清科技公司%读取产物电泳条带的吸光度扫描值#将

_I=;

条带与内参照
!

.HAF#,

条带吸光度扫描值的比值作为

_I=;

相对表达水平)

>&@

!

统计学处理
!

采用
3533$(&%

统计软件进行统计分析#

计量资料以
>]:

表示#各组间比较采用单因素方差分析#根据

方差齐性检验结果#进一步组间两两比较采用
B36

或
6S,.

,DFFd+2'

法)采用
GH

E

MH,.4D#DN

法进行生存分析#生存率比

较采用
B"

7

NH,8

$

4H,FDM.J"L

%检验)检验水准
"

`%&%K

#以

!

$

%&%K

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

各组早产鼠生存分析
!

各组生存率分别为!

5<3h

空气

组
(1&(Y

#

5<3h

高氧组
)0&'Y

#

B53h

高氧组
01&(Y

#

5<3h

高氧
hNOI5̂

组
/K&-Y

#

B53h

高氧
hNOI5̂

组
K-&$Y

#各组

间比较差异有统计学意义$

! %̀&%$0

%#见图
$

)

图
$

!!

各组早产鼠生存曲线

?&?

!

各组早产鼠体质量*肺质量及肺质量"体质量比值的变

化
!

与
5<3h

空气组比较!

5<3h

高氧组在生后
$0!

体质量减

轻#肺质量增加$

!

$

%&%K

%(

B53h

高氧组在生后
$

*

-

*

$0!

体

质量减轻#生后
-

*

$0!

肺质量增加$

!

$

%&%K

%(经
NOI5̂

干预

后体质量及肺质量变化有所改善#尤其以生后
$0!

明显改善

$

!

$

%&%K

%)随着日龄的变化肺质量"体质量比值也有明显的

降低趋势#

5<3h

高氧组和
B53h

高氧组在生后
$!

和
-!

降

低#但在生后
$0!

比值增加#经
NOI5̂

干预后肺质量"体质量

比值的变化有所改善#尤其以生后
$0!

明显#但差异无统计学

意义$

!

%

%&%K

%#见表
$

)

?&@

!

肺组织病理形态学改变
!

5<3h

空气组肺泡结构正常#

肺泡间隔无水肿*炎症及纤维组织增生#肺泡腔无明显渗出#随

日龄的增加#肺泡渐规整#大小趋向均一#终末气腔变小#数量

增多#进行性肺泡化)

5<3h

高氧组和
B53h

高氧组早期肺血管

增生明显#肺间质水肿#炎性细胞浸润(随着高氧暴露时间延长#

肺组织正常结构局灶性破坏#局部肺结构紊乱#肺间隔加宽#小

灶或多灶状实变#小肺泡数量更少#肺间质出现少量胶原沉积)

上述变化以
B53h

高氧组出现更早且更严重)

5<3h

高氧
h

NOI5̂

组和
B53h

高氧
hNOI5̂

组上述改变明显减轻#肺组织

炎性渗出减少*结构紊乱及肺泡化程度均有所改善#见图
1

)

?&A

!

WD+FDN,?M"F

检测各组早产鼠肺组织
_I=;

蛋白表达水

平
!

随日龄增加#

5<3h

空气组
_I=;

蛋白表达水平呈增加趋

势#

5<3h

高氧组和
B53h

高氧组出现先升后降的趋势)与

5<3h

空气组比较#在生后
-

*

$0!

#

5<3h

高氧组和
B53h

高氧

组
_I=;

蛋白表达水平均明显降低$

!

$

%&%K

%(

5<3h

高氧
h

NOI5̂

组与
5<3h

高氧组比较及
B53h

高氧
hNOI5̂

组与

B53h

高氧组比较#均在生后
-!

和
$0!_I=;

蛋白表达水平

明显升高$

!

$

%&%K

%#见表
1

*图
'
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% /̀

'

>]:

(

组别

生后
$!

体质量$

7

% 肺质量$

7

%

肺质量"体

质量$

Y

%

生后
-!

体质量$

7

% 肺质量$

7

%

肺质量"体

质量$

Y

%

生后
$0!

体质量$

7

% 肺质量$

7

%

肺质量"体

质量$

Y
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高氧
hNOI5̂
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I

!

B53h

高氧
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组

图
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各组早产鼠生后
$0!

肺组织病理学形态&

>I

染色'

f1%%
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表
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不同时间点各组早产鼠肺组织
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蛋白表达
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水平比较&

% /̀

'

>]:

(

组别 生后
$!

生后
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!
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hNOI5̂

组

图
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WD+FDN,?M"F

检测各组大鼠肺组织
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蛋白表达水平

表
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不同时间点各组早产鼠肺组织
_I=;Q:C@

表达
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水平比较&
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组别 生后
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生后
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$0!
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!
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比较(

#

!

!

$
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#与
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高氧组比较
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表达水平
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增加#

5<3h

空气组
_I=; Q:C@

表达水平呈增加趋势#

5<3h

高氧组和
B53h

高氧组出现先升后降的趋势)

5<3h

高

氧组与
5<3h

空气组
_I=;Q:C@

表达水平在生后
-

*

$0!

比较#差异均有统计学意义$

!

$

%&%K

%(与
5<3h

空气组比较#

B53h

高氧组在
$

*

-

*

$0!_I=;Q:C@

表达水平均明显降低

$

!

$

%&%K

%(

5<3h

高氧
hNOI5̂

组与
5<3h

高氧组比较及

B53h

高氧
hNOI5̂

组与
B53h

高氧组比较#均在生后
-

*

$0!

_I=;Q:C@

表达水平明显升高$

!

$

%&%K

%#见表
'

)

@

!

讨
!!

论

!!

随着新生儿重症监护技术的改进#以及机械通气和肺泡表

面活性物质等的应用#早产儿及极低体质量儿的存活率有了明

显提高#

<56

的发生率亦在逐渐上升#成为婴儿期最常见的慢

性呼吸系统疾病#并可增加成年后患肺部及神经系统疾病的概

率&

-

'

)目前认为宫内感染*早产*长时间吸氧及机械通气等是

<56

的主要危险因素&

/

'

)因此#课题组前期应用孕囊内注射

B53

#于孕
1$!

$孕产期为
11!

%剖宫娩出#并用
)%Y

的高氧干

预#模拟宫内感染及生后高氧暴露建立新型
<56

模型#并在此

基础上做进一步的实验研究#取得良好的效果&

'.0

'

)本实验结

果显示!高氧损伤及
B53h

高氧损伤明显降低了早产鼠的生存

率$分别为
)0&'Y

和
01&(Y

%#病理损伤明显加重#并且以

B53h

高氧损伤更为明显(经
NOI5̂

干预后生存率有所提高

$分别为
/K&-Y

和
K-&$Y

%#病理损伤减轻)与
5<3h

空气组

比较#

5<3h

高氧组和
B53h

高氧组体质量减轻*肺质量增加

$

!

$

%&%K

%(经
NOI5̂

干预后体质量及肺质量变化有所改善#

尤其以生后
$0!

明显$

!

$

%&%K

%)随着日龄的变化肺质量"体

质量比值也有明显的降低趋势#

5<3h

高氧组和
B53h

高氧组

在生后
$

*

-!

降低#但在生后
$0!

比值增加#经
NOI5̂

干预后

肺质量"体质量比值的变化有所改善#尤其以生后
$0!

明显#

但差异无统计学意义$

!

%

%&%K

%)上述结果表明
NOI5̂

能有

效改善
<56

模型大鼠肺组织损伤及整体变化)

肺是表达
_I=;

最为丰富的脏器之一)

_I=;

是诱导肺

血管发生的重要因子#作用于血管内皮细胞的有丝分裂原#通

过受体介导#对内皮细胞起着迁徙*生存*增殖和分化的作用#

在整个胚胎期*胎儿期和出生后肺血管生长与维持中起着至关

重要的作用#在建立正常的肺形态和功能中发挥重要作用#参

与了新生儿高氧肺损伤的发生&

(.$%

'

)

NOI5̂

受体在多个器官都有表达#肺是其靶器官之一#有

抗凋亡*抗炎*抗氧化#以及促进血管生成等多重作用#已成为

<56

防治研究的热点之一&

1

#

$$

'

)

I5̂

可刺激血管内皮细胞增

殖和血管形成&

K

#

$1

'

)

I5̂

刺激血管形成作用与其促进骨髓内

皮前体细胞$

D,!"FODM#HM

E

N"

7

D,#F"NADMM+

#

I5J+

%移动#归巢至缺

血组织有关&

$'

'

)

I5̂

能与
_I=;

协同作用发挥血管效应&

)

'

)

因此#在课题组前期研究的基础上#观察
NOI5̂

对新型
<56

早产鼠模型肺组织中
_I=;

表达的影响)结果显示!随日龄

增加#肺组织
_I=;

蛋白及
Q:C@

的表达水平均呈增加趋

势(经高氧和
B53h

高氧干预后#与
5<3h

空气组比较表达水

平均明显降低$

!

$

%&%K

%(经
NOI5̂

干预后#在生后
-

*

$0!

_I=;

蛋白表达水平明显升高$

!

$

%&%K

%)肺组织
_I=;

Q:C@

表达水平与其蛋白表达水平有相应的趋势)

综上所述#

_I=;

在新生鼠肺发育过程中起着重要的作

用)高氧*宫内感染及早产可导致早产鼠肺组织中
_I=;

蛋

白及
Q:C@

表达下降#其表达的减少参与肺损伤的过程)

NOI5̂

可能通过参与或调节
_I=;

的表达#从而对新型
<56

大鼠模型发挥保护作用#减轻肺损伤*提高生存率)
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