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降钙素基因相关肽对高氧暴露下肺泡Ⅱ型上皮细胞

增殖及蛋白激酶Ca信号途径的调控作用

付红敏 李利 王亚军 汤春辉 米弘瑛许峰 匡凤梧

【摘要】 目的 探讨降钙素基因相关肽(CGRP)对高氧暴露下肺泡I型上皮细胞(AEC I)的促增殖作

用及其蛋白激酶Ca／核转录因子一KB(PKCa／NF—xB)信号途径的调控机制。方法将原代分离培养的孕21 d胎

鼠AEC 1分为空气组、高氧组、高氧CGRP组、高氧CGRP拮抗剂组。空气组和高氧组分别在21％o：或85％

0：中暴露24 h；高氧CGRP组在高氧处理前加入CGRP，高氧CGRP拮抗剂组同时加入CGRP和CGRP受

体拮抗剂CGRP8—37。采用四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法和流式细胞术测定细胞增殖能力和不同细胞周期

细胞比例；蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测胞膜和胞质PKCa的表达；激光共聚焦检测NF—KB p65

的细胞核表达。结果 高氧组Go／G1期细胞比例明显高于空气组[(80．652士6．253)％比(45．825±

2．899)％]，而细胞增殖率[(68．752士5．766)％比(100．000土6．682)％]及S期、G2／M期细胞比例[分别为

(14．198±4．785)％比(27．470士2．775)％，(5．148士1．688)％比(26．708±1．863)％]均低于空气组(均P<

0．01)。CGRP干预可提高高氧暴露AEC I的增殖能力[(94．813±6．102)％]，使S期和G2／M期细胞增多

((30．547士9．861)％，(17．668士9．509)％，均P<O．013。高氧组胞膜与胞质PKCa比值显著低于空气组

(0．63±0．10比1．00士0．09)，而NF—KB p65的荧光强度高于空气组(22．98±2．20比14．54土2．35)；高氧

CGRP组胞膜与胞质PKCa比值(1．41士0．23)及核内NF—KB p65荧光强度(35．38士3．37)均高于高氧组

(0．63土0．10，22．98±2．20)及高氧CGRP拮抗剂组(O．74士0．10，24．88±1．81，均尸<0．01)。结论CGRP

可促进高氧暴露下AEC I的生长增殖；PKCa参与了CGRP对细胞作用的信号传递，而NF—KB是PKCa的下

游分子之一，仅部分执行PKCa的效应。
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[Abstract]Objective To explore the effects of calcitonin gene—related peptide(CGRP)on type 1

alveolar epithelial cell(AECⅡ)exposed to hyperoxia，and to determine whether the mechanism is mediated

by protein kinase Ca／nuclear factor-KB(PKCa／NF—gB)signal pathway．Methods AEC 1 were isolated from

the lung of 21 days fetal rat and cultured for 15 hours to coalesce．Then AEC 1 were randomly assigned

into four groups：air，hyperoxia，02／CGRP，and Oz／CGRP8-37(a receptor antagonist against CGRP)．

AEC 1 were exposed to Fi02 21％(air)or 85％(hyperoxia)for 24 hours respectively．In 02／CGRP and

02／CGRP8—37 groups CGRP or both CGRP and CGRP8-37 were added into cultural fluid before placing

the plate into 85％oxygen．Cell proliferation ability was determined by methl thiazolyl tetrazolium(MTT)

assay and eell cycles by flow cytometry．Western blotting was employed to detect the fraction of PKCa in

membrane and cytosol。and translocation of NF—xB was observed under laser confocal microscopy．Results

AEC I in hyperoxia group showed a decreased viability of AEC l((68．752士5．766)％vs．(100．000士

6．682)％]and had an enhanced percentage of G0／G1 phase C(80．652士6．253)％vs．(45．825士2．899)％]

with a corresponding decline in percentage of S phase[(14．198±4．785)％ys．(27．470士2．775)％]and

G2／M phases[(5．148士1．688)％vs．(26．708士1．863)％)compared with AEC I in air(a11 P<0．01)．

Addition with CGRP before hyperoxia exposure promoted AEC I proliferation[(94．813士6．102)％]and

enhanced the cell proportions in S and G2／M phases((30．547士9．861)％and(17．668土9．509)％，all P<

0．013．The ratio of membrane to cytoplasm fraction of PKC口declined(O．63士0．10 vs．1．00士0．09)and the

fluorescence of NF—KB in nucleus enhanced(22．98士2．20 vs．14．54士2．35)in hyperoxia compared with that

in air，while both the ratio of PKCn and intensity o{NF—KB were increased in 02／CGRP group(1．41士0．23，

35．38士3．37)compared with those in hyperoxia(0．63士0．10，22．98士2．20)and 02／CGRP8—37 groups

(O．74士0．10，24．88士1．81，all P<0．01)．Conclusion CGRP could promote proliferation of AEC 1 when

exposed to high oxygen tension．PKCa participates in the signal transduction process and NF-KB is a

downstream molecular of PKCa，executing in part the function of PKCa signal．

[Key words]Type I alveolar epithelial cell；Protein kinase C； Nuelear factor—KB； Calcitonin

gene—related peptide；Hyperoxia
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降钙素基因相关肽(CGRP)是广泛分布于肺、

心、脑等组织的神经肽类递质，能诱导多种细胞的增

殖与分化，并参与了胚胎肺发育的进程[1]。蛋白激酶

Ca／核转录因子一JcB(PKCa／NF—KB)信号通路参与机

体多种重要的生理活动和病理过程，并与细胞的增

殖分化有关瞳]。本研究中通过测定孕21 d胎鼠肺泡

I型上皮细胞(AEC I)的细胞周期以及PKCa、

NF—IcB的表达，观察CGRP对高氧暴露下AEC I生

长增殖的影响，并探讨其作用途径是否涉及到

PKCa信号途径，报告如下。

1材料与方法

1．1动物及试剂：孕21 d SD大鼠(第三军医大学大

坪医院动物中心提供)；胰蛋白酶(美国BBI公司)；

胶原酶I(美国Sigma公司)；DMEM／F12培养基

(美国Gibco公司)；大鼠CGRP、CGRP8—37(美国

Anaspec公司)；兔肺表面活性蛋白C(SPC)、PKCa、

NF—KB p65多克隆抗体(美国Santa Cruz公司)。

1．2胎鼠AEC I的分离、培养与鉴定：参照本室的

方法分离和培养胎鼠AEC I[3]。在透射电镜下鉴

定，并用免疫荧光鉴定AEC l胞质中的SPC表达

情况来判断细胞纯度。

1．3 高氧损伤模型的建立及实验分组：将AEC 1

分为4组，各组处理方法如下。①空气组：置于含

5％CO：、21％O：的孵箱内培养；②高氧组：置于密闭

氧仓，通入85％0。、5％C0：、10％N：的混合气体；

③高氧CGRP组：预先加入0．01 tLmol／L CGRP，再

行高氧处理；④高氧CGRP拮抗剂组：细胞培养液

中加入0．01 pmol／L CGRP和0．1 tLmol／L CGRP

拮抗剂CGRP8—37，其余处理同高氧组。各组细胞均

置于5％C0：培养箱中培养24 h。

1．4检测指标及方法

1．4．1 细胞增殖率测定：采用四甲基偶氮唑盐

(MTT)比色法，用酶标仪检测细胞培养板各孔的吸

光度(A)值。细胞增殖率(％)=处理孔A值／对照孔

A值×100％。

1．4．2细胞周期检测：各组细胞处理完毕后弃去培

养液，胰蛋白酶消化并离心，乙醇固定，流式细胞仪

计算Go／G1、S、G2／M各期细胞比例。
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1．4．3蛋白质免疫印迹法(Western blotting)测定

PKCa蛋白表达：按试剂盒说明书抽提胞膜蛋白和

胞质蛋白后，取蛋白质上样，十二烷基硫酸钠一聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)，电转移至聚偏氟乙

烯(PVDF)膜，脱脂奶粉封闭，分别与PKCa和二抗

共同孵育，免疫荧光法(ECL)检测，Quantity One

4．5．0软件分析各条带的A值。将空气组胞膜与胞

质PKCa的A值比值(PKCam／PKCac)设定为1，各

组PKCam／PKCac的A值比值以此为参照得到相

对值，进行统计学分析。

1．4．4 激光共聚焦法检测核内NF—KB p65的表

达：将细胞爬片，分4组处理后用甲醇固定，经PBS

水化、牛血清白蛋白(BSA)封闭、加入NF—xBp65

抗体、异硫氰酸荧光素(FITC)标记的二抗孵育、

4，6一二脒基一2一苯基吲哚(DAPI)染核、PBS漂洗等

过程后封片，显微镜下观察并采集图像，以荧光强度

值进行统计学分析。

1．5 统计学方法：数据以均数±标准差(z士s)表

示，用SPSS 13．0统计软件进行分析，多样本均数比

较用单因素方差分析，组问两两比较用t检验，P<

0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1细胞产量和纯度：每3～5只胎鼠肺组织可分

离获得AEC I细胞数平均为(30±5)×106。AEC 1

胞质中的SPC在荧光显微镜下呈绿色荧光，表达绿

色荧光的细胞占全部细胞的比例为95％以上。

2．2 CGRP对高氧暴露下AEC I增殖率的影响

(表1)：高氧组细胞的A值显著低于空气组(P<

0．01)；当预先加入CGRP后，A值增高，与高氧组

及高氧CGRP拮抗剂组相比差异有统计学意义(均

P<0．01)。说明存活细胞增多、生长增殖更活跃。

2．3 CGRP对高氧暴露下AEC I细胞周期分布的

影响(表1)：暴露于高氧后，AEC l细胞Go／G1期

细胞比例显著高于空气组，而S期、G2／M期细胞比

例显著低于空气组(均P<0．01)。与高氧组和高氧

CGRP拮抗剂组相比，高氧CGRP组GO／G1期细

胞比例降低，而S期、G2／M期细胞比例增高，差异

均有统计学意义(均P<0．01)。

2．4 AEC I中PKCa的膜转位情况(表2；图1)：高

氧组AEC I细胞PKCam／PKCac显著低于空气组

(尸<0．01)；而高氧CGRP组PKCam／PKCac比值

高于高氧组及高氧CGRP拮抗剂组(均P<0．01)。

PKC如1／PKCac比值增高，提示PKCa发生了膜转

位现象，使PKCa得以活化。
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表1 CGRP对高氧暴露胎鼠AEC I增殖率及细胞周期分布的影响(；士j)
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注：CGRP：降钙索基因相关肽，AECI：肺泡I型上皮细胞；与空气组比较，。P<O．01；与高氧组比较，。P<O．Ol；与高氧CGRP组比较，

。P<0．01

表2各组胎鼠AEC I中PKCam／PKCac比值

及NF一·cBp65荧光强度比较(=士s)

注：AEC I：肺泡I型上皮细胞，PKCam／PKCac：胞膜与胞质蛋

白激酶Ca，NF—KB：核转录因子一蝎，CA二RP：降钙素基因相关

肽；与空气组比较，。P<O．01；与高氧组比较，6P<O．01，与

高氧CGRP组比较，cP<O．01

AEC I：肺泡I型上皮细胞，PKC：蛋白激酶C，PKCam：

胞膜PKCa，PKCac：胞质PKCa，GAPDH：三磷酸甘油醛脱氢酶，

1～4依次为：空气组、高氧组、高氧CGRP组，高氧CGRP

拮抗剂组，CGRP：降钙紊基因相关肽

圈1蛋白质免疫印迹法检测各组胎鼠AEC I中

PKCam／PKCac的表达

2．5 AEC I核内NF—KB的活化(表2；彩色插页图2)：

激光共聚焦显微镜下观察，空气组核内NF—KB的绿

色荧光较弱；高氧组细胞核内的绿色荧光强于空气

组；当在高氧组细胞中加入CGRP干预后，核内的

绿色荧光进一步增强。提示高氧或CGRP预处理均

引起了核内NF—KB的表达增强。

3讨论

既往研究已经证实，早产儿吸入高浓度氧可导

致支气管肺发育不良(BPD)“]。其主要原因是高氧

可抑制AEC I增殖，导致肺囊泡分裂和肺泡化进程

受阻Is-6]。CGRP是一种细胞调控因子和细胞外信号

分子，与胚胎发育和细胞增殖分化有关。研究显示，

在肺部发育早期，若肺神经内分泌细胞中CGRP表

达延迟可导致肺发育受阻；对培养的神经细胞、心肌

细胞及内皮细胞，CGRP均有强大的刺激增殖作

用[7-8]。本课题组在前期研究中以孕19 d早产鼠

AEC I为研究对象，发现CGRP可解除60％O。对

AEC I的生长抑制作用[9。州。本研究中以足月胎鼠

AEC I为研究对象，通过测定细胞增殖率、细胞周

期以了解高氧对AEC I增殖的影响。结果显示高氧

组细胞增殖能力及S期和G2／M期细胞比例显著

低于空气组，而G0／G1期的细胞比例明显增高；预

先加入CGRP后，细胞活性显著增高，S期和G2／M

期的细胞比例增多；当用拮抗剂阻断CGRP的作用

后，上述指标均下降，接近高氧组水平。进一步表明

了CGRP对AEC I的促增殖作用。

PKCa是PKC家族中的经典成分，具有调控细

胞增殖与分化、参与细胞信号传递等作用。静息时，

PKCa以非活性形式存在胞质中，当细胞受到刺激

时，其从胞质移位到胞膜，使胞膜比例增高而被活

化，并继续激活下游分子，如NF一．cB等进行信息的

传递[1卜12]。PKCa／NF—KB信号途径参与了多种细胞

的增殖分化，如人平滑肌细胞、血管内皮细胞以及神

经干细胞增殖等n3。14|。为了解CGRP的下游信号是

否涉及PKCa／NF一加；信号途径，本结果显示，细胞

暴露于高氧后，PKCam／PKCac比值显著降低，与空

气组比较差异显著；而高氧CGRP组二者比值高于

高氧组及高氧CGRP拮抗剂组。提示高氧抑制了

PKCQ的激活，而CGRP可引起PKCn膜转位及活

化，而这可能与CGRP对高氧的促增殖作用有关。

本研究中用激光共聚焦测定AEC I细胞核内

NF—KB表达，结果显示，暴露于高氧的3组细胞核

内NF—KB荧光强度均强于空气组，而高氧CGRP组

核内NF—KB荧光强度又显著强于高氧组和高氧

CGRP拮抗剂组，这与PKCq的变化不完全一致，说

明NF-KB活化还有其他因素参与。由于细胞信号网
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络是一个复杂的系统，多条途径常常交互在一起作

用，最终的效应可能需综合多种因素考虑。
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择期手术后发生严重脓毒症的流行趋势

哥伦比亚大学的学者最近对术后脓毒症的流行趋势进行了深入分析。工作人员从1997至2006年美国全国住院患者数据

库中选择因择期手术住院超过3 d的成人患者，按世界疾病分类临床修订标准第9版诊断为术后脓毒症，伴器官功能障碍时

为严重脓毒症。对相关人口学特征、手术程序和并发症进行校正后用Logistic回归分析。共分析2 039 776例患者，严重脓毒

症发生率从1997年0．3％升至2006年0．9％，校正相关协变量后趋势不变，即校正后严重脓毒症每年升高的优势比是1．12

(95％可信区间为1．11～1．13，P<0．001)。术后严重脓毒症患者的院内病死率从1997年44．4％降至2006年34．0N，校正后

趋势不变，即每年优势比为0．94(95％可信区间为0．93～o．95，P<0．001)。学者们认为，10年期间术后脓毒症的发生率明显

上升，但住院患者病死率呈下降趋势。

扬明星，编译自gAnesthesiology》，2010，112：917—925；胡森，审校

脓毒症时皮下脂肪组织产生的白细胞介素一6影响患者血压

细胞因子是脓毒症时机体的主要炎症介质。有资料显示，生理和病理状态时皮下脂肪组织(SAT)会产生不同的细胞因

子。奥地利学者应用开放流量微循环(OFM)技术对严重脓毒症时SAT产生的细胞因子与患者血压之间的关系进行了研究。

通过装在腹部SAT中的OFM导管定时收集9例严重脓毒症患者的组织液，并抽取患者血液，检测SAT液和血浆中的白细

胞介素一Ip(IL一1B)、IL一6和IL一8含量。结果显示，SAT中IL-Ip、IL一6、IL一8水平高于血浆中，提示这些细胞因子在插管位置局

部生成。心室舒张压(DBP)随SAT中IL一1p、IL一6、IL一8水平反向变化，提示脂肪组织在炎症时产生的细胞因子可能影响到血

管舒缩性。多重回归分析显示，平均DBP与SAT中IL-6含量关系密切(R：一0．82，P一0．002)。研究人员认为，脓毒症时SAT

产生的IL一6参与调控血管舒缩，进而影响血压。

杨明星，编译自《Cytokine》，2010-03—18(电子版)；胡森，审校

丙酮酸盐复苏能够减轻失血性休克时的全身炎症和心肌氮化应激

最近，美国科学家对丙酮酸林格液(PR)能否比普通林格液(LR)更有效稳定失血性休克(HS)后的平均动脉压(MAP)并

减轻心肌炎症反应进行了研究。将山羊放血(255士22)ml使MAP降至(48±1)ITlm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)后，夹闭右侧

股动脉30 min，以10 ml／min持续滴人LR或PR 90 min，然后恢复股动脉血流。结果显示，夹闭4 h后，PR和LR复苏山羊的

MAP分别升高至(594-4)mm Hg和(47士3)mm Hg(P<0．05)；PR使血液中的HCO；-和剩余碱值均升高，同时抑制中性粒

细胞的升高和心肌中的氮化应激。研究人员因此认为，与LR相比，PR能更有效地稳定HS后的MAP，抑制心肌中的氮化应

激，减轻全身炎症反应。

杨明星，编译自《Mil Med》，2010，175：166—172；胡森，审校
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1.学位论文 付红敏 CGRP在高氧诱导肺泡Ⅱ型上皮细胞损伤中的作用及其信号转导途径探讨 2009
    第一部分早产胎鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞分离、纯化、培养及鉴定。

    目的：

    探讨胎鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞（AECⅡ）的分离、纯化及原代培养方法，建立胎鼠AECⅡ细胞模型，为有关胎儿肺发育及新生儿肺部疾病的研究奠定基

础。

    方法：

    采用胰酶结合胶原酶的消化方法，分离肺组织细胞成份，然后经差速离心和差速贴壁的方法纯化AECⅡ，进行原代培养；通过台盼蓝染色检测细胞活
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力，倒置相差显微镜观察细胞生长特点及形态特征，透射电镜鉴定，改良巴氏染色检测细胞纯度以及免疫荧光技术检测表面蛋白C（SP-C）的表达。

    结果：

    每3～5只胎鼠可获得AECⅡ（36±5）×106，活力（98±2）％。镜下观察原代AECⅡ呈岛状生长，外观呈多边形或立方形。透射电镜可见特征性的板

层小体，改良巴氏染色见胞质内有较多颗粒，纯度为96±3％，呈现SP-C绿色免疫荧光的细胞占96％以上。

    结论：

    利用胰酶和胶原酶消化，以及差速离心和差速贴壁的方法可成功分离出高产量、高纯度的胎鼠AECⅡ，能满足体外进一步实验的需要。

   第二部分高氧暴露对早产鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞的氧化损伤及CGRP的保护作用。

    目的

    观察高氧对早产鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞（AECⅡ）的影响以及降钙素基因相关肽（CGRP）对AECⅡ的保护作用。

    方法：

    将原代分离培养的孕19d早产鼠AECⅡ接种至6孔培养板，实验随机分为空气组、高氧组、高氧CGRP组、高氧CGRP受体拮抗剂组。空气组和高氧组分别

置于体积分数为21％的空气和60％的氧气中暴露24h；高氧CGRP组在暴露前加入CGRP；高氧CGRP拮抗剂组在高氧CGRP组基础上加入CGRP受体拮抗剂

（CGRP8-37）。培养24h后，用分光光度计测定各组丙二醛（MDA）、总抗氧化能力（TAOC）、超氧化物歧化酶（SOD）水平；用流式细胞仪检测活性氧

（ROS）和细胞凋亡率；用逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）测定表面活性蛋白C（SP-C）的mRNA表达。

    结果：

    与空气组比较，高氧组MDA、ROS及细胞调亡率均显著增高，TAOC、SOD水平及SP-C mRNA表达均显著降低（P均<0.01）。与高氧组比较，高氧CGRP组

细胞MDA、ROS水平及细胞调亡率均显著下降；而TAOC、SOD水平及SP-C mRNA表达均明显增高（P<0.01）。高氧CGRP拮抗剂组与高氧组各指标比较差异均

无统计学意义。

    结论：

    60％氧暴露24h可导致早产鼠AECⅡ发生氧化损伤，诱导细胞凋亡及SP-C mRNA表达下降；而CGRP可部分减轻AECⅡ的氧化损伤，减少凋亡，促进SP-

CmRNA表达，对高氧损伤的AECⅡ起保护作用。

    第三部分 CGRP对60％氧暴露早产鼠AECⅡ生长增殖的影响。

    目的：

    探讨降钙素基因相关肽（CGRP）对60％氧暴露早产鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞（AECⅡ）生长增殖的影响。

    方法：

    原代分离培养孕19d早产鼠AECⅡ，随机分为6组：空气组、空气CGRP组、空气CGRP拮抗剂组、高氧组、高氧CGRP组、高氧CGRP拮抗剂组。空气组和高

氧组分别在氧体积分数为21％的空气和60％的氧气中暴露24h；空气或高氧CGRP组在置于空气或高氧环境前加入CGRP；空气或高氧CGRP拮抗剂组同时加入

CGRP和CGRP受体拮抗剂后，再置于空气或60％的氧气中培养24h。先用MTT比色法测定不同浓度CGRP（10-10～10-7M）对正常AECⅡ生长的影响，以确定

CGRP的实验最佳浓度；分别采用MTT法和流式细胞术测定各组细胞增殖能力和细胞周期，逆转录聚合酶链反应和免疫荧光技术测定表面活性蛋白C（SP-

C）的mRNA及蛋白表达。

    结果：

     MTT法结果显示，CGRP从10-10～10-8M，呈剂量依赖方式促进正常培养的早产鼠AECⅡ生长，因此选择10-8M CGRP来干预细胞。加入10-8M CGRP还可

使正常培养的AECⅡ进入G2/M及S期的比例增多，SP-C mRNA及SP-C蛋白表达增高（与空气组相比，P均<0.01）。暴露于60％氧24h后，细胞存活率下降

，G0/G1期细胞比例增高，G2/M及S期细胞相应降低，SP-C mRNA及SP-C蛋白表达低下（与空气组比较，P均<0.01）。而预先加入10-8M CGRP后，促进了高

氧暴露AECⅡ的增殖能力，使S及G2/M期细胞增多，并可提高AECⅡ的SP-CmRNA及SP-C蛋白表达水平（与高氧组及高氧CGRP拮抗剂组比较，P<0.01）。

    结论：

    60％氧暴露24h可抑制早产鼠AECⅡ增殖分化，而CGRP可促进AECⅡ生长，部分解除高氧对AECⅡ的抑制作用。

    第四部分 PKCα信号转导途径介导了CGRP对高氧肺泡Ⅱ型上皮细胞损伤的保护作用。

    目的：

    通过测定PKCα和NF-κB的活化情况，从细胞内信号转导通路这一角度探讨CGRP对高氧肺泡上皮细胞损伤的保护作用机制。

    方法：

    原代分离培养孕19d早产鼠AECⅡ，随机分为6组：空气组、空气CGRP组、空气CGRP拮抗剂组、高氧组、高氧CGRP组、高氧CGRP拮抗剂组。空气组和高

氧组分别在氧体积分数为21％的空气和60％的氧气中暴露24h；空气或高氧CGRP组在置于空气或高氧环境前加入CGRP，空气或高氧CGRP拮抗剂组同时加入

CGRP和CGRP受体拮抗剂，再置于空气或60％的氧气中培养24h。用Western blot检测胞膜和胞浆PKCα的表达变化，激光共聚焦检测NF-κB的核表达情况

。

    结果：

    在正常培养的AECⅡ细胞中加入CGRP后，胞膜与胞浆PKCα的比值显著增高，NFκ B的荧光较强，与空气组及空气CGRP拮抗剂组相比有显著性差异

（P<0.01）。细胞暴露于高氧后，胞膜与胞浆PKC比值显著低于空气组，而NFκ B的荧光强度高于空气组（p<0.01）。高氧CGRP组二者比值及核内NFκ

B荧光强度高于高氧组及高氧CGRP拮抗剂组，差异有显著性意义（p<0.01）。

    结论：

     PKCα介导了CGRP对细胞的信号传递过程，参与了CGRP对高氧AECⅡ损伤的保护作用，而NF-κ B是PKCα的下游信号，部分执行了PKCα传递的保护

功能

2.期刊论文 李炼.罗自强.伍赶球.孙秀泓 血管活性肠肽对肺表面活性物质结合蛋白A表达的影响 -中国应用生理学

杂志2004,20(2)
    目的:研究血管活性肠肽(VIP)对肺表面活性物质结合蛋白A(SP-A)表达的影响以及VIP调控SP-A表达的细胞内信号转导途径.方法:运用免疫组织化学

和RT-PCR技术研究VIP对SP-A表达的影响;并进一步运用受体拮抗、蛋白激酶抑制、反义寡核苷酸阻断等手段探讨VIP促进SP-A表达的信号转导途径.结果

:①VIP(10-8mol/L)促进肺泡Ⅱ型细胞(ATⅡ)细胞中的SP-A蛋白表达和提高肺组织SP-AmRNA含量:②VIP受体拮抗剂(10-6mol/L)可取消VIP(10-8mol/L)促

进SP-A表达的效应;③蛋白激酶C抑制剂H7(10-5mol/L)和c-fos基因的反义寡核苷酸(9×10 6mol/L)均可阻断VIP促进SP-A表达的作用.结论:VIP通过其受

体促进SP-A的表达,PKC及c-fos蛋白在介导VIP促进SP-A表达的细胞内信号转导过程中起重要作用.

3.期刊论文 罗自强.孙秀泓.秦晓群.LUO ZI-QIANG.SUN XIU-HONG.QIN XIAO-QUN c-fos基因在内皮素-1促肺泡Ⅱ型

细胞表面活性物质合成中的作用 -生理学报1999,51(3)
    应用反义技术探讨c-fos基因在ET-1调控肺泡Ⅱ型细胞(ATⅡ)表面活性物质(PS)合成的胞内信号转导中的作用.结果显示:(1)内皮素-1 (ET-1)可提高

ATⅡ细胞的3H-胆碱掺入量.(2)蛋白激酶C (PKC)激活剂PMA可使ATⅡ细胞的3H-胆碱掺入量增加,PKC抑制剂H7可抑制ET-1的促PS合成效应.(3)ET-1和PMA可

显著提高Fos蛋白表达量.H7和c-fos反义寡核苷酸(ODN)预处理可抑制ET-1促Fos蛋白表达和促3H-胆碱掺入效应.(4)ET-1、正义及反义ODN对ATⅡ细胞乳酸

脱氢酶(LDH)释放量均无显著影响.结果证实:ET-1可促进ATⅡ的PS合成,激活PKC上调c-fos基因表达是ET-1促ATⅡ细胞合成PS的胞内信号转导途径.

4.学位论文 傅娟 肺气肿发病机制中肺组织的损伤与修复及其影响因素的研究 2001
    该研究采用了免疫细胞和组织化学、原位杂交、RT-PCR、Western Blot等分子生物学技术,对肺气肿大鼠模型肺组织及体外培养的肺泡巨噬细胞、肺

泡Ⅱ型上皮细胞、小气道平滑肌细胞增殖与凋亡及其相关基因表达和调控进行了研究.并观察了川芎嗪、丹参、地塞米松、脂多糖等对肺气肿肺组织bFGF

mRNA表达及小气道平滑肌细胞凋亡的影响.为肺气肿治疗提供了理论基础.
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