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氧化应激诱导肺泡Ⅱ型上皮细胞凋亡及

Bax和p5 3的表达变化

符跃强 卢仲毅 方芳 谭利平 匡凤梧 王兴勇 许峰

【摘要】 目的 探讨氧化应激状态下肺泡I型上皮细胞(AT I)凋亡的变化规律及Bax和p53表达的变

化。方法 用过氧化氢(H202，500弘mol／L)处理不同时间模拟机体活性氧攻击损伤ATⅡ细胞的体内情况，建

立氧化损伤性细胞模型l用四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法检测细胞存活率，流式细胞仪检测细胞凋亡率，荧

光显微镜及流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位，蛋白质免疫印迹法(western blotting)检测Bax和p53的蛋

白表达变化。结果 与对照组比较，随H：0。刺激时间延长，AT I细胞存活率明显下降(F一85．211，P<

O．05)，线粒体膜电位也明显下降(F一72．453，P<o．05)，凋亡率却明显增加(F一54．002，P<o．05)；同时发

现Bax蛋白和p53蛋白表达均明显增加(F。=38．j34，Fz=j：．1 4 5，P均<o．05)。结论 氧化应激能损伤AT

I细胞，使细胞线粒体膜电位下降，细胞凋亡率增加、存活率下降，Bax和p53可能参与了ATⅡ细胞的凋亡。

【关键词】肺泡Ⅱ型上皮细胞； 凋亡I 氧化应激； 线粒体膜电位
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【Abstract】 objective To investigate the effects of oxidative stress on the survival and apoptosis of

alveolar epithelial type I (AT I)cells，as welt as the mechanisms of apoptosis． Methods 500弘mol／L

H202 was added into primary AT I cells at different times and cell viability， apoptotic ratio and the

expression of Bax and p53 were measured by 3一(4，5一dimethylthiazol一2一y1)一2，5一diphenyltetrazolium bromide

(MTT) assay， now cytometry (FCM) and Western blotting analysis， respectively． The change in

mitochondrial membrane potential(MMP)was detected by fluorescence microscopy and FCM．Results The

cell viability and MMP were decreased by H202 compared with the controls(F1—85．211，F2—72．453，

respectively，both P<：0．05)． The cell apoptotic ratios were increased with the time of the stimulation

prolonged compared with the controls(F一54．002，尸<O．05)．Hz02 increased Bax and p53 protein levels

(F1—28．118，F2—43．456，both P<0．05)．ConcIuslon High level of oxidative stress can inhibit AT I

cells proliferation，and induce cells apoptosis and decrease the MMP．Up·regulation of the expression of Bax

and p53 may contribute to its apoptosis effects．
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氧疗是临床上治疗急性呼吸衰竭常用且有效的

措施，但长期高浓度给氧亦可引起氧化应激性肺损

伤等不良反应，目前广泛认为在此过程中产生的活

性氧(ROS)是其主要致病因素n。33。ROS除引起膜

脂质过氧化、促进炎症因子的释放外，是否还可启动

凋亡相关基因、促进细胞的凋亡少有研究。Bax和

p53是调节细胞凋亡的关键因子，其是否参与了氧

化应激状态下肺泡Ⅱ型上皮细胞(ATⅡ)的凋亡机

制目前尚不清楚。本研究以体外培养的原代大鼠
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ATⅡ细胞为研究对象，用过氧化氢(H。O。)处理不

同时间模拟机体ROS攻击损伤ATⅡ细胞的体内

情况，建立氧化损伤性细胞模型，并探讨Ba曼和p53

在ATⅡ细胞氧化损伤时的表达变化及其与ATⅡ

细胞存活凋亡的关系。

1材料与方法

1．1 主要材料：清洁级雄性SD大鼠，体重180～

200 g，由第三军医大学大坪三院实验动物中心提

供。Dulbecco改良Eagle培养基／F12(DMEM／F12)

培养基(美国Gibco公司)，胰蛋白酶(美国BBI公

司)，脱氧核糖核酶I(DNase I，北京鼎国生物技术

有限责任公司)，大鼠IgG(北京中杉金桥生物技术

有限公司)，特级胎牛血清(天津TBD公司)，钙结合

蛋白V一异硫氰酸荧光素(Annexin V—FITC)凋亡
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检测试剂盒(美国BDBiosciences Pha mingen公

司)，四甲基偶氮唑盐(MTT，美国Amresco公司)，

Bax抗体(美国eBioscience公司)，p53抗体(美国

santa公司)，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG(北京

中杉金桥生物技术有限公司)，二辛可宁酸(BCA)蛋白

定量检测试剂盒(上海生工生物工程技术服务有限公

司)，化学发光试剂盒(美国Pierce化学品公司)，JC一1

线粒体膜电位检测试剂盒(南京凯基生物公司)；荧光

倒置显微镜(日本Nikon公司，TE2000U)，流式细胞

仪(FACS Calibur，美国BD公司)。

1．2实验方法

1．2．1 ATⅡ细胞的原代培养：用水合氯醛麻醉大

鼠，打开胸腔行肺动脉插管，以生理盐水冲净肺血。

整体取出心、肺和气管，气管插管，以缓冲液[NaCl

140 mm01／L，KCl 5 mmol／L，Na2HP04·7H20

8 mmol／L，乙二醇四乙酸酯(EGTA)0．2 mm01／L，

羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES)10 mmol／L，葡萄糖

6 mmol／L，pH 7．4]灌洗肺泡腔10次。将质量分数

为o．08％的胰蛋白酶消化液从气管注入肺泡，置于

37℃、体积分数为5％的二氧化碳(CO。)培养箱，隔

5 min添加适量消化液，20 min后去除气管及肺门

周围结缔组织置于250 mg／L的DNase I和终止血

清混合液中，快速将肺组织剪至1 mm3小块，筛网

过滤，离心收集细胞，用DMEM／F12培养基重悬细

胞并转移至大鼠IgG包被的培养皿中，吸附纯化

2 h，用含体积分数为20％胎牛血清的DMEM／F12

培养基重悬细胞，以2×105／cm2密度接种至6孔板

或以1×109／L浓度接种于96孔培养板，细胞接种

后24 h换液，继续培养12 h备用。用改良巴式染色

法和电镜鉴定ATⅡ细胞(纯度>90％)，苔盼蓝拒

染法测定细胞存活率>90％。

1．2．2氧化损伤性细胞模型制备及实验分组：实验

组每孔加入含终浓度为500弘mol／L H。0。的无血清

培养基，分别作用ATⅡ细胞1 h和3 h。对照组仅加

无血清培养基。

1．2．3细胞存活率：采用MTT比色法检测。细胞

以1×109／L浓度接种于96孔细胞培养板中，每孔

100肛1，对照组和实验组各3个复孔，培养36 h。

HjO。处理后吸去孔内液体，每孔中加入5 g／L的

MTT溶液20弘l和培养基180 pl，反应4 h后快速

去除培养液，再加入二甲亚砜(DMSO)150弘1，振荡

器作用10 min混匀。由多功能酶标仪检测波长为

492 nm处吸光度(A。。。)值，空白孔调零，A。。。值越高

表示存活细胞越多，细胞存活率按公式计算。
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细胞存活率(％)一处理孔Am／对照孔A492×100％

1．2．4 Annexin V／碘化丙啶(PI)双标记法检测细

胞凋亡：消化并收集各组贴壁细胞，磷酸盐缓冲液

(PBS)洗2次，重悬于结合液(10 mmol／L HEPES／

Na0H，pH 7．4，140 mmol／L NaCl，2．5 mmol／L

CaCl。)中，吹打成单细胞悬液。取Annexin V—FITC

及PI与细胞悬液于室温下暗处孵育15 min，FACS

检测，CellQuest分析软件进行分析。

1．2．5线粒体膜电位检测：荧光染料JC一1有两种

不同的物理存在形式——单体和多聚体，单体发射

光527 nm，呈绿色荧光；多聚体发射光590 nm，呈

红色荧光。消化和收集各组细胞悬液，分别与JC一1

在37℃孵育20 min后，以无血清培养基洗涤3次

后，FACS测定(绿色荧光通过FLl通道来检测，红

色荧光通过FL2通道来检测)，CellQuest分析软件

进行定量分析。另外，采用荧光显微镜观察各组细胞

单体和多聚体荧光情况，进行定性分析，以红色／绿

色荧光强度比值表示。

1．2．6 Bax和p53的蛋白表达：用蛋白质免疫印迹

法(Western blotting)。放射性免疫沉淀(RIPA)裂

解液提取细胞总蛋白，BCA法定量蛋白。取45旭

蛋白质上样，用质量分数为12％的十二烷基硫酸

钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)，电转移至聚

偏二氟乙烯(PVDF)膜，质量分数为5％的脱脂奶粉

封闭后，分别与Bax(1：1 000)、p53抗体(1：500)

4℃孵育过夜，二抗(1：2 000)37℃孵育1 h，增强

化学发光法(ECL)检测，Quantity one 4．5．0软件

分析各蛋白条带的校对积分吸光度(A)值。将对照

组蛋白／内参照比值设定为1，各蛋白／内参照比值

以此为对照得到相对值，进行统计学分析。

1．3统计学方法：实验数据以均数±标准差(z士s)

表示，SPSS 13．O统计软件进行统计学分析，多样本

均数比较用单因素方差分析，组间两两比较用q检

验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 H。o。对ATⅡ细胞存活和凋亡的影响：光镜

下体外培养的ATⅡ细胞生长良好，体积较大，细胞

间连接紧密，胞质中有板层小体颗粒围绕细胞核。

H。O：作用1 h后，多数细胞与对照组比较无明显变

化，少数细胞核固缩深染；H。O。作用3 h后，细胞间

隙增宽，细胞体积缩小，核固缩深染。表1结果显示，

与对照组比较，H。0。刺激1 h和3 h后可见ATⅡ

细胞存活率明显下降(P均<o．05)，细胞凋亡率显

著增加(P均<o．05)。
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裹1 H20z处理不同时间AT I细胞存活率、凋亡率

和线粒体膜电位的变化(；士s，咒一6)‘

组别 细胞存活率(％)细胞凋亡率(％)线粒体膜电位

注t与对照组比较，‘P<0．05

2．2 H：O。对ATⅡ细胞线粒体膜电位的影响(表1，

彩色插页图1)：在荧光显微镜下观察JC一1多聚体

时发现，对照组细胞发出明亮的鲜红色荧光，H。O。

刺激后，随作用时间的延长，鲜红色荧光逐渐变暗

淡；各组相同视野下观察单体时发现对照组细胞发

出橙色荧光，而受H：O：刺激后随作用时间的延长，

细胞逐渐发出绿色荧光；H。O。作用3 h后视野下绝

大多数细胞发出绿色荧光。另外，FACS检测发现，

ATⅡ细胞的红色荧光平均强度值随H。O。作用时

间的延长而降低，绿色荧光平均强度值随H。O：作

用时间的延长而增加，ATⅡ细胞红色／绿色荧光平

均强度比值随H。O。作用时间的延长而明显下降

(P均<o．05)，提示H：O。刺激后细胞线粒体膜电

位明显下降。

2．3 H。O：刺激后Bax和p53的蛋白表达(图2，

表2)：与对照组比较，受H：0。刺激1 h和3 h后，

Bax表达明显升高，3 h时表达升高水平较1 h时增

加更为明显(P均<0．05)。另外，H。O。刺激3 h后

p53蛋白的表达较对照组明显升高(P<o．05)。

圈2 western blotting检测Bax和p53的蛋白表达

裹2 H。0：处理后不同时间点Bax和

p53的蛋白表达(；士s，挖一6)

注：与对照组比较，。P<o．05}与H20z 1 h组比较，。P<o．05

GAPDH为三磷酸甘油脱氢酶(内参照)

3讨 论

肺泡上皮是氧化应激性肺损伤时ROS攻击的

重要目标，我们早期的研究已表明，H：0。可以浓度

和时间依赖的方式诱导ATⅡ细胞凋亡H3。ATⅡ细

胞除了能分泌肺泡表面活性物质稳定肺泡张力外，

还能在肺泡受到损伤时转化为肺泡I型上皮细胞，

主动修复受损的肺泡上皮凸。61，其过度凋亡可以导致

肺组织异常重塑——纤维化。至今有关氧化应激下

ATⅡ细胞的凋亡机制尚不很明确。本研究发现，

500弘m01／L H。02刺激可诱导ATⅡ细胞凋亡，随

H。O。作用时间延长，细胞存活率下降、凋亡率上升。

线粒体是调节细胞内氧化还原能力的中枢，也

是调控细胞凋亡的重要细胞器。损伤性刺激积累可

导致线粒体内外膜交界处的线粒体通透性转换孔

(permeability transition pore，PTP)持续开放，线粒

体膜通透性增加，促使线粒体内促凋亡因子释放，引

起细胞凋亡。线粒体膜电位下降是PTP持续开放和

线粒体通透性增加的结果，预示着细胞进入了不可

逆的凋亡进程。

JC一1是一种碳氰化合物类荧光染料，在细胞内

可以多聚体和单体两种不同的物理形式存在，分别

处于不同的最大荧光吸收峰。JC一1进入正常细胞后

在线粒体中以多聚体形式存在，发出红色荧光；而细

胞损伤后线粒体膜电位降低或崩溃，只能以单体形

式存在于细胞质内，发绿色荧光。红色／绿色荧光强

度比值的下降可以代表线粒体膜电位的降低。本研

究发现H。0：刺激ATⅡ细胞后，随H。O：刺激时间

的延长ATⅡ细胞线粒体膜电位明显降低，说明氧

化应激能损伤ATⅡ细胞的线粒体，触发凋亡反应。

Husari等。3发现，新生鼠高氧暴露3 d后肺组

织细胞凋亡增加，同时伴有Bax表达增多。Das等@3

报导在高氧诱导早产狒狒支气管肺发育不良模型中

发现肺组织细胞凋亡增加及p53蛋白表达增多。另

外在体外其他细胞研究中，周静等。3发现H。O。诱导

肠上皮细胞凋亡时可上调Bax的表达。因此氧化应

激下ATⅡ细胞的凋亡可能与促凋亡蛋白Bax和

p53的表达增加有关。Bax是Bcl—2家族中促凋亡成

员之一，在凋亡早期阶段Bax表达增加，并在Bid的

作用下改变构象插入线粒体外膜，使线粒体膜通透

性增加，导致线粒体内促凋亡因子的释放n0。123。p53

作为一种肿瘤抑制蛋白，在细胞损伤时可以诱导细

胞周期停滞在G1期而修复受损DNA，但如果

DNA损伤过多无法修复时，则诱导细胞发生凋亡。

本实验发现H。O。刺激后，ATⅡ细胞Bax和p53的
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蛋白表达明显高于对照组，并随刺激时间的延长而

增加，说明氧化应激能诱导Bax和p53的蛋白表

达，Bax和p53参与了ATⅡ细胞的凋亡。

Bcl一2家族、p53以及线粒体膜电位存在着相互

作用的关系。国外研究发现，肺上皮细胞株A549细

胞凋亡时有p53和Bax的参与，抑制p53的转录后

能阻遏线粒体膜电位的下降及凋亡的发生n31¨。另

有报道，p53可激活Bax而增加线粒体外膜通透性，

触发凋亡n钉。本研究提示氧化应激性损伤可破坏

ATⅡ细胞的线粒体膜电位，并诱导Bax及p53的

表达增加，从而导致细胞凋亡，但线粒体膜电位、

Bax和p53之间的关系如何，p53是否在凋亡中起

主要调控作用，尚有待于进一步研究。
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