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胰岛素样生长因子结合蛋白一2与足月

及早产新生大鼠高氧肺损伤的关系

刘汉楚 常立文 容志惠 祝华平 张谦慎 陈红兵 李文斌

【摘要】 目的 探讨高浓度氧对足月及早产新生大鼠肺发育的影响及高氧肺损伤与胰岛素样生长因子

结合蛋白一2(IGFBP一2)的关系。方法将孕22 d自然出生(足月)及孕2l d行剖宫术提前娩出(早产)的新生

大鼠在生后2 d随机分为足月空气组(I组)、足月高氧组(Ⅱ组)、早产空气组(砸组)、早产高氧组(Ⅳ组)。Ⅱ、

Ⅳ组持续暴露于氧含量为85％的氧箱中，I、Ⅲ组置于同室空气中。每日记录大鼠存活率，分别于出生后4、7、

10、14和21 d活杀取肺组织标本，作病理学检查、辐射状肺泡计数(RAc)。用蛋白质免疫印迹法(western

blotting)及逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)分别测定IGFBP一2肺表达浓度及mRNA表达。结果 高氧组自

出生7 d后大鼠存活率较空气组显著下降(P均<o．01)，但Ⅱ、Ⅳ组间差异无统计学意义(P>o．05)。空气组

肺组织无炎症病变；高氧组出生7 d和14 d时呈肺泡炎改变，21 d时肺泡炎改变明显加重，且肺泡生成受阻

滞，肺泡结构囊泡化；Ⅱ、Ⅳ组各时间点RAc值较相应I、Ⅲ组显著减少(P均<O．01)。高氧Ⅱ、Ⅳ组出生4 d

和14 d IGFBP一2表达强度均较对应的I、Ⅲ组增强(尸均<o．01)；IGFBP一2 mRNA表达变化与其肽浓度变

化相似。结论长期高氧暴露可引起足月和早产新生大鼠亚急性肺损伤和肺发育阻滞，IGFBP一2异常表达；

这可能是高氧导致亚急性肺损伤及肺发育阻滞的重要机制之一。
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【Abstract】 objective To study the deleterious effect of prolonged hyperoxic exposure on term and

premature neonatal rat lungs and investigate the relationship between insulin一1ike growth factor binding

protein(IGFBP)一2 and hyperoxia—induced 1ung injury in neonatal rats．Methods At the 22nd postnatal day

Sprague—Dawley(SD)term—newborn or preterm—newborn rats were randomly diVided into 4 groups． group

I：term—rats+air group；group Ⅱ：term—rats—卜-hyperoxia group；group Ⅲ：preterm—rats+air group；group

Ⅳ：preterm—rats+hyperoxia group．The rats in group Ⅱ andⅣwere exposed to about 85％(in v01ume)

02．The rats in group I andⅢwere exposed to air in the same ro。ms．At 4，7，10，14 and 21 days after

birth，eight rats in each group were killed．The mortality of newborn rats was also recorded and lung radical

alve01ar counts(RAC)were examined． Lung histopath0109y with hematoxylin and eosin(HE)staining was

examined；The protein and mRNA of IGFBP一2 in the 1ung tissue were determined by Western blotting and by

reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)．Results After 7 days of 85％02 exposure，the

survival rate in group Ⅱ， Ⅳ were significant lower compared with group I， Ⅲ (all尸<0．01)，but no

difference was found between groupⅣand groupⅡ (P>O．05)．No inflammatory change in 1ung tissue was

found in group l and Ⅲ． A“er 7—1 4 days of hyperoxia exposure，blood vessels in group Ⅱ， Ⅳ were

dilated． Red blood cells and inflammatory cells were seen infiltrating into the alveolar space，and interstitiunl

was thickened． After 21 days of hyperoxic exposure， inflammat。ry changes in group Ⅱ became more

marked，and the alveolar walls or alve01ar septa were markedly thickened． The formation of alve01i in group

Ⅱ， Ⅳwas retarded and RACs at a11 time points were significantly 10wer than those in group I， Ⅲ (a11尸<

O．01)． After 4 days and 1 4 days，the expression of IGFBP一2 in the group Ⅱ andⅣwere significantly higher

than those in group I，Ⅲ(all P<O．01)．The expression of mRNA of IGFBP一2 showed the same tendency

of the protein in all 4 groups． Conclusion The pr010nged exposure to hyperoxia may cause subacute 1ung

injury and the retardation of 1ung development in term—neonatal or preterm—neonatal rats． The abnormal

expressi。ns of lGFBP一2 c。rrelate with hyperoxia—induced lung injury in neonatal rats．
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氧疗是抢救高危新生儿最重要的方法之一，其

能有效地提高血氧分压，以满足机体对氧的需求。但

是长时间吸入高浓度氧(高氧)可导致不同程度的

急、慢性肺损伤，是新生儿支气管肺发育不良(BPD)

的致病因素之一⋯。关于高氧的肺损伤机制目前尚

不十分清楚。本研究中采用给予足月和早产大鼠长

期吸入高氧，观察胰岛素样生长因子结合蛋白一2

(IGFBP一2)的表达情况，以期阐明足月儿对高氧的

耐受情况以及IGFBP一2与高氧肺损伤的关系。

1材料与方法

1．1 实验动物及分组：选择健康SD大鼠(由同济

医学院实验动物中心提供)进行交配，取其孕22 d

自然出生足月鼠和孕21 d行剖宫术提前娩出早产

鼠，适应性饲养1 d后按新生鼠和早产鼠平均分配，

每只母鼠带幼鼠8～10只。生后2 d按随机数字表法

将幼鼠分为足月空气组(I组)、足月高氧组(Ⅱ组)、

早产空气组(Ⅲ组)、早产高氧组(Ⅳ组)。Ⅱ、Ⅳ组置

90 cm×60 cm×50 cm氧箱中，维持氧含量在85％

以上眩7。I、Ⅲ组置同一室内常压空气中，饲养条件

同高氧组。每日记录大鼠存活数、计算存活率。

1．2检测指标及方法

1．2．1肺标本留取：各组分别于出生后4、7、10、14

和21 d随机取8只幼鼠，用50 mg／kg苯巴比妥过

量麻醉处死动物并取肺组织标本。一部分肺组织经

体积分数为4％的多聚甲醛水溶液固定，石蜡包埋

后切片，供组织学检查；另一部分肺组织置于液氮

中冷冻中，于一70℃冰箱中保存以供蛋白质免疫印

迹法(western blotting)或逆转录一聚合酶链反应

(RT—PCR)用。

1．2．2 肺组织形态学检查及辐射状肺泡计数

(RAC)：取肺石蜡块5弘m切片，苏木素一伊红(HE)

染色，光镜下观察肺组织发育情况及病理学改变。参

照Jakkula等心’的方法，从呼吸性细支气管中心引

垂直线至最近纤维隔或胸膜，该直线上的肺泡数作

为RAC值，可反映终末呼吸单位含肺泡数的多少，

用以衡量肺泡化程度。光镜下(×100)观察，每张切

片计数5次，取其平均值。

1．2．3 RT—PCR检测肺组织IGFBP一2 mRNA表

达：RNA提取及cDNA链合成分别按TRIz01(上海

华舜生物生物工程公司)及莫洛尼鼠白血病病毒

(MMLV)逆转录酶(PROMEGA，USA)说明书进

行操作。引物序列及扩增产物大小：IGFBP一2上游

57一TGGAGGAGCCCAAGAAGCT一3 7，下游57一GG

TTCACACACCAGCACTC一3‘，产物大小228 bp；

B一肌动蛋白(p—actin)上游5 7一ATCTGGCACCACA

CCTTCTACAATGGCTGCG一37，下游5 7一CGTCA

TACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTGC一3’，产

物大小838 bp。扩增产物经质量分数为1．5％～

2．o％的琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭(EB)染色，利用

GDS8000。凝胶成像分析系统(V4．01)对结果进行吸

光度(A)扫描分析，以特异性IGFBP一2条带与同管

8一actin条带A值比值进行半定量分析。

1．2．4 western blotting检测肺组织IGFBP一2多

肽：取50 mg肺组织提取总蛋白，加入缓冲液，经十

二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)，

转膜、封闭，用抗IGFBP一2多克隆抗体(美国Santa

Cruz公司)及内参照抗p—actin抗体杂交加二抗稀

释等步骤，用化学发光法显色，对结果进行扫描分

析。以特异性IGFBP一2条带与同管p—actin条带的

A值比值进行半定量分析。

1．3 统计学处理：计量资料用均数±标准差(z±s)

表示，采用SAs 8．1系统软件进行单因素方差分析

及f检验，存活率比较采用X2检验，P<o．05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2．1存活率(图1)：随时间延长，各组存活率呈下

降趋势。I、Ⅲ组存活率下降缓慢，Ⅲ组较I组低；

两个高氧组出生7 d后存活率迅速下降，与相应I、

Ⅲ组比较差异均有统计学意义(P均<o．01)。

时间(d)

注：与l组同期比较，8P<o．Ol；与Ⅲ组同期比较，6P<O．01

图1各组新生大鼠存活率的变化

2．2 肺组织形态学检查及RAc结果

2．2．1 肺泡炎改变：空气组肺组织未见炎症病变，

高氧组可见不同程度肺泡炎改变。出生7 d和14 d

高氧组可见小血管充血扩张，肺泡腔内出现红细胞

和炎性细胞，间质内细胞增多；21 d肺泡炎表现加

重，炎性细胞渗出增多，细胞增生明显，肺泡壁增厚，
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问隔增宽。另外，气道上皮细胞、平滑肌细胞增生，气

道壁、小血管壁增厚。

2．2．2 肺组织形态学及RAC值(表1；彩色插页

图2)：空气组4 d肺组织基本结构单位为终末囊泡，

分隔已开始；7 d嵴明显增多，肺泡数目较4 d增加；

14 d肺泡数目增加更显著；21 d肺泡数目与14 d比

较无明显增加，但肺泡壁较薄，问质细胞减少或消

失。高氧组4 d肺组织表现基本同空气组，但RAC

值即明显减少(P均<o．01)；7 d肺泡数目较空气

组减少更明显；14 d和2l d肺组织结构紊乱，肺泡

形成明显滞后，肺泡结构简单化和囊泡化，终末气道

腔多为腔大、壁厚及数目少的囊泡。

表l各组不同时期RAC值比较(z±s，”一8)个

注：与I组同期比较，8P<O．01；与Ⅲ组同期比较，6P<o．01

2．2．3 IGFBP一2多肽定量分析(图3，图4)：I、Ⅲ

组生后各时间点相对A值呈下降趋势，即生后早期

IGFBP一2多肽表达比晚期丰富，Ⅱ、Ⅳ组出生后各

时间点表达强度均较对应的I、Ⅲ组增强，其中Ⅳ组

比Ⅱ组表达更强(P均<o．01)。

4 14

时间(d)

注：与】组同期比较，8P<O．Ol；与Ⅲ组同期比较，“尸<o．o]

与Ⅱ组同期比较，。P<o．ol

图3各组大鼠出生4 d和14 d I(二FBP 2多肽表达比较

l～4分别为1、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组4 d时表达；

5～8分别为I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组14 d时表达

图4 western blotting检测各组大鼠出生4 d和14 d

IGFBP 2多肽表达
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2．2．4 IGFBP一2 mRNA表达结果(图5)：IGFBP一2

mRNA表达的变化与肽浓度相似，即Ⅱ、Ⅳ组各时

问点相对A值明显高于I、Ⅲ组(．P均<o．01)，但

Ⅱ组与Ⅳ组问差异无统计学意义(P>o．05)。

M；Marker；1～4分别为I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组4 d时表达

5～8分别为I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组14 d时表达

图5 RT—PcR检测各组大鼠出生4 d和14 d

IGFBP一2 mRNA表达

3讨 论

3．1 85％高氧诱发足月及早产大鼠肺损伤：据文献

报道，成年鼠暴露到10。％的高氧中将迅速死亡，

早产新生鼠暴露到85％以上的高氧中1周后即明

显减少肺细胞DNA合成，2周后就会出现高死亡

率。3。本实验结果显示，85％高氧暴露下，7 d内足月

新生鼠、早产鼠的存活率均与空气组无明显差异，较

文献[4]报道的成年大鼠存活率高，表明足月鼠、早

产鼠对高氧的耐受性较成年大鼠强。但高氧组出生

7 d后的大鼠死亡率则明显增高，至14 d时陡升，且

早产与足月大鼠间无明显差异，说明早产及足月大

鼠对高氧的耐受力亦有一定限度。

高氧暴露可损伤肺泡上皮细胞、血管内皮细胞，

破坏基底膜，引起肺泡一毛细血管膜屏障受损，导致

肺水肿，从而出现肺泡壁增厚、数目减少、结构紊乱、

RAC值减少等肺组织形态学改变，这些指标的变化

可用来评价肺损伤¨。63。本实验中，高氧组出生4 d

时即显示肺泡上皮细胞、血管内皮细胞和基底膜破

坏，造成血气屏障严重受损，通透性增高，浆液、蛋

白、细胞渗漏至肺泡腔，导致肺水肿。随高氧暴露时

间的延长，上述指标升高更显著。肺组织病理学检查

也表明高氧暴露诱发了肺损伤，表现为不同程度的

亚急性弥漫性肺泡炎和肺发育阻滞明+j。据报道，成年

动物高氧暴露3 d和5 d即可引起严重的肺病理改

变，表现为肺水肿、出血、上皮细胞坏死和大量炎性

细胞浸润等，随暴露时间延长，14 d左右肺组织出

现间质增生及纤维化改变∞3。本实验显示，早产及足

月新生大鼠高氧暴露7 d和10 d病理表现开始出现

炎症反应，14 d和21 d出现明显的肺发育阻滞现

象，肺泡数目减少、结构简单化和囊泡化，气体交换
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面积减少等。这说明新生动物与成年动物的高氧损

伤反应不完全相同，新生动物肺对高氧暴露有其独

特的反应，而肺成熟受抑是新生动物高氧肺损伤的

独特结局。近年许多学者提出，肺纤维化及局限性肺

气肿、肺不张并不是BPD必须的组织病理改变，而

肺发育滞后才是BPD主要的组织病理特征‘射。

3．2 IGFBP一2与高氧肺损伤：关于高氧造成慢性

肺损伤的机制尚不清楚，但多数研究认为氧化剂不

是引起肺损伤的唯一因素，其主要作用可能是调节

炎症介质活性，进而介导肺损伤的发生凹1。机体的抗

损伤和修复机制相当复杂。研究表明，肺组织损伤后

修复过程依赖于肺泡上皮细胞和实质细胞的增殖反

应，而上皮修复受肺泡Ⅱ型细胞(AECⅡ)的增殖和

转化成肺泡I型细胞(AEC I)的能力所控制，此过

程是在控制细胞生长和增殖的许多因子影响下完成

的。其中IGF系统与此具有密切的关系，因为IGFs

在各种哺乳动物的组织增生、分化和转化中起关键

作用n∞。

IGFBP一2是IGFs系统中最重要的一员。其功

能是与循环中IGFs结合，调节IGFs的生物学活性

和半衰期；在循环和脉管中转运IGFs并定位IGFs

到特定的细胞中；使IGFs易于跨过内皮界限心3。在

AECⅡ的研究中IGFBP一2已被证实与肺增殖受阻

有关。本研究中，无论是足月还是早产鼠，一旦肺损

伤形成，则IGFBP一2即明显升高，说明其与肺损伤

密切相关。据报道，纯化的人类IGFBP一2具有抑制

IGF一Ⅱ刺激肺AECⅡDNA合成的能力∞3。初步表

明，IGFBP一2的抗增殖活性主要表现在两方面：一

是通过竞争性从IGF受体上分离IGF，抑制1GFs

的促分裂、促生长活性；二是通过抑制细胞的增殖周

期，阻止细胞由G1期进入S期，强烈抑制细胞

DNA的合成，从而影响细胞增殖、分裂。有证据显

示，将IGFBP一2与暴露于氧化剂中的细胞作用后，

细胞DNA合成明显抑制，且多种基因的转录水平

亦被调节n¨。IGFBP一2可使相关增殖基因mRNA

的翻译出现阻滞，包括组蛋白和胸腺嘧啶核苷激酶

的基因。另外有学者推测IGFBP一2还可能通过IGF

非依赖机制参与AECⅡ增殖负调控‘123，它可通过一

种或多种黏合素分子受体结合到细胞表面，激活胞

内信号传递系统，发挥其生理活性。但详细机制有待

进一步探讨。

综上所述，本研究从肺损伤过程中形态学变化

与IGFBP一2多肽及mRNA表达的关系，进一步探
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