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维甲酸对高氧暴露下原代培养的胎鼠肺泡 11 型

上皮细胞和成纤维细胞增殖与凋亡的影响

李文斌*常立文容志惠王华卢红艳汪鸿刘伟

(华 rt'科技大学问济医学院附属同济医院儿科，武汉 430030)

摘要 探讨高氧暴露对原代培养的胎鼠肺泡 II 型上皮细胞(AECII)、成纤维细胞(LFs)增殖

和凋亡的影响以及维甲酸(RA)的保护作用机制。通过建立高氧暴露原代培养的胎鼠 AECII 和 LFs

模型，以 RA作为干预方式，采用流式细胞术(膜联蛋白 V-PI 双标记)检测 AECII 和 LFs 凋亡， West­

em 印边检测 AECII 增殖细胞核抗原(PCNA) 、 p53 及 caspase-3 表达和 LFsPCNA表达。结果发现:

(1)与空气对照比较，高氧暴露 12 h，膜联蛋白 V (+) PI (一)和膜联蛋白 V (+) PI (+)标记 AECII 数均

显著升高(14.4 1 :t1.1 5 vs 2.80:t0.19 , P<O.OI; 6 1.07土3.06 vs 1 .49土0.11 ， P<O.OI); RA对空气暴露下

AECII 坏死、凋亡元明显影响，但明显下调高氧暴露下膜联蛋白 V (+) PI (一)和膜联蛋白 V (+) PI 

(+)标记 AECII 数(8.04土0.79 vs 14.4 1 士 1. 15 ， P<O.OI; 27.57:t2.32 vs 6 1.07:t3.06, P<O.OI)o (2) 高氧、

RA 对 LFs 坏死、凋亡元明显影响。 (3)高氧暴露 12 h，明显降低 AECIIPCNA表达(P<O.OI) ， 显著提

高其 p53 (P<O.OI)和 caspase-35舌性片段(P<O.OI)表达;RA 显著上调高氧暴露下 AECII PCNA表达

(P<O.O l)， 下调其 p53 和 caspase-3 ~.舌化片段表达(P<O.OI)o (4) 高氧、 RA 对 LFs PCNA 表达无明显

影响。由此提示，高氧暴露，导致 AEClI大量凋亡、坏死，增殖受到抑制，同时， LFs 所受影响较小，

两种细胞对高氧暴露的差异性行为可能是导致未成熟肺组织异常重构的重要原因; RA 通过降低

AECII 凋亡、坏死从而对高氧肺损伤具有保护作用。
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高浓度氧是治疗新生儿疾病的常用措施， {IJ长时

间高氧暴露可导致新生儿尤其是早产儿支气管肺发

育不良(bronchopulmonary dysplasia, BPD)的发生[IJ 。

动物研究表明， r肯氧暴露可使肺i包间隔形成受阻、

肺泡数目减少、肺表面积降低、终末气腔增大，与

BPD 忠儿肺古~病理特征极其相似[21。同时，捋续 IE吉

氧暴露可促发)jr1i部广泛炎症反应，导致肺泡毛细血管

内皮细胞和上皮细胞坏死、调亡，时jj包-毛细血管

屏障功能受损IMl; 问质成纤维细胞 If'J ijr们包腔迁移、

用生，并产生胶原蛋白沉积于肺泡腔，促使肺纤维化

的发生[5 J 。

肺泡 L皮细胞主要由 I 型上皮细胞(alveolar epi­

thelial type 1 cell, AECI)和 II型上皮细胞(alveolar epi­

thelial type 11 cell, AECII)组成。 AECII 是肺内主要

干细胞，肺泡上皮细胞损伤修复的唯 A途径是AECII

增殖、迁移井 If，J AECI 转化，从而使肺泡壁重新上皮

化以恢复气血屏障。在肺发育和损伤修复过程中，

肺细胞的增殖及调亡行为受多种因素的精细调控。

研究表明，高氧暴露可导致肺细胞 DNA 损伤，诱导

肿瘤抑制蛋白 p53 及其 F游靶基因表达，使细胞周期

阻滞于 G/S 期，以利于 DNA 修复，若 DNA修复不成

功，贝IJ 语导细胞发生凋亡[4.6.71 0

维甲酸(retinoic acid, RA)是 VitA 在生物体内的

重要活性形式。研究证实， RA 不仅能促进发育期大

鼠肺泡形成，还能促进成熟肺组织损伤后的修复过

程[8.9J。给予外源性 RA 可改善肺泡结构、降低肺纤

维化程度，对新生大鼠高氧肺损伤具有保护作用 [IOJ 0 

AECII 和肺成纤维细胞(lung fibroblasts , LFs)是参与

肺损伤应答的两种主要效应细胞，那么， RA 对高氧

肺损伤的保护作用是否 13调控两种细胞的调亡、增

殖行为有关?目前尚不清楚。

本研究通过建立高氧暴露原代培养的胎鼠
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AECII 和 LFs 模型，采用流式细胞术(膜联蛋白 V-PI

双标记)检测 AECII 和 LFs 凋亡情况， Western 印迹

检测 AECII 增殖细胞核抗原(PCNA) 、 p53 、 caspase-

3 表达以及 LFs PCNA 表达，探讨 RA 对高氧肺损伤

保护作用的可能机制，为其|临床应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

最低必需培养基(eagle' s minimal essential medium, 

MEM)、膜蛋白酶、 DNA 酶 I 为 Gibco 公司产品;胎

牛血清(fetal calf serum, FCS)为浙江三利生物制品有

限公司产品; IV 胶原酶、 RA 为 Sigma 公司产品;哇

哇蓝为华美公司产品;小鼠抗大鼠表面活性物质蛋白­

C(surfactant protein唰C， SP-C)、波形蛋白(vimentin)单

克隆抗体、 PCNA 单克隆抗体、 caspase-3 单克隆

抗体和辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠二抗为 Santa

Cruz 公司产品;小鼠抗大鼠 p53 和 p肌动蛋白单克隆

抗体为 NeoMARKERS 公司产品;SP 和 DAB 试剂盒

为北京中山生物技术有限公司产品;膜联蛋白V-FITC

Kit 和 PI 为 BD 公司产品:ECL 增强化学发光显色系

统为 Pierce 公司产品。

1.2 胎鼠 AECII 和 LFs 原代培养及鉴定

孕 19 天 -20 天(足月为 22 天)胎鼠 AECII 和 LFs

的原代培养按本研究室建立的方法进行[IIJ。板层小

体是 AECII 胞浆中标志性结构， SP-C 和波形蛋臼分

别是 AECII 和 LFs 胞浆中标志性蛋白。采用免疫细

胞化学 SP 法检测 SP-C 和波形蛋白(工作液浓度均为

1 : 100)表达。透射电镜检测板层小体存在[12J 。

1.3 日塞瞠蓝(MTT)实验检测 RA 对正常 AECII 和

LFs 毒性作用及最佳干预浓度选择

经鉴定后，分别将原代胎鼠 AECII和 LFs调整细

胞浓度为 1 X 106 个 Iml 接种于 96 孔板，待细胞生长

至 70% 汇合状态时，分设空白对照组、阴性对照阻

和不同 RA浓度组(10 4、 10-5 、 10-6、 10-7 和 10-8 mo町，

每组设 4 复孔;于培养 12 、 24 、 48 和 72h 时，弃

去培养液，每孔加入 10μ15 g/L MTT，继续温育 4h;

每孔加入 100μl 工甲亚枫终止，振荡 15 min; 450 型

ELISA-Reader 酶1/J;仪 570nm 波长检测吸光度;以对

照组细胞活力为 100%，按公式:细胞抑制率 =1一(药

物组吸光度 空白对照组吸光度)/(阴性对照组吸光

度 空白对照组吸光度)X 100%，计算不同浓度下细

胞生长受抑情况，并选择后续研究最佳 RA 干预浓度。

1.4 实验分组

·研究论文·

原代胎鼠 AECII 和 LFs 生长至亚~l 合(约长满瓶

底 80%)时，将培养瓶中培养液换成含 2% FCS 的

MEM，并随机分为 4 组:空气组、空气 +RA 组、自

氧组和高氧 +RA 组。其中，空气 +RA 组和高氧 +RA

组培养液中加入含有终浓度为 1 X 10 6 mol/L RA，空

气组和自j氧组培养液中加入含有相同终浓度的无水

乙醇。置 37 oC 5% CO2 培养箱内静置 30 min 后，吧

气组和空气 +RA 组置于空气中;高氧组和自氧 +RA

组通以 95 % O2-5% CO2 (5 Llmin) 10 min，然后密封，

置培养箱中培养 12 h。其中给氧组在培养结束时均

用 CYS-l 数字式测氧仪(上海嘉定学联仪表厂)检测

培养瓶中氧浓度，氧浓度低于 90 %的样本弃去[12J 。

1.5 流式细胞仪检测 AECII 和 LFs 凋亡

分别取空气组、高氧组、空气 +RA 组和高氧

+RA 组原代培养 AECII 和 LFs 各 3 瓶， 0.259毛膜蛋白

酶消化 10 min, 10% FCS MEM 终 d~消化， 1500 r/min 

离心 5 min; 同时收集培养 u青液， 1 500 r/min 离心 5

min; 将两部分细胞沉淀混合; PBS 充分洗细胞，调整

细胞浓度，取(1 2.5-30)x 104 个细胞， 1 500 r/min 离心

5 min; 250μl 结合缓冲液重悬细胞，调整细胞浓度为

(2-5)x 104 个 Iml， 取 195μl 细胞悬液，加入 5μl 膜联

蛋白 V，室温 F避光作用 10 min; 190μl 结合缓冲液

洗细胞」遍， 1500 r/min 离心 5 min; 190μl 结合缓冲

液重悬细胞，加入 10μ1 PI; t流式细胞仪。结果判

断:左 F象限代表正常细胞[膜联蛋白 V(-)PI( 汀，右

下象限代表早期凋亡细胞[膜联蛋白 V(+)PI( 汀，右上

象限代表晚期调亡细胞和坏死细胞[膜联蛋白 V(+)PI

(+汀，左 t象限代表细胞收集过程中出现的损伤细胞

[膜联蛋白 V(-)PI(+)] 。

1.6 Western 印迹检测 AECII PCNA 、 p53 、

caspase-3 表达以及 LFsPCNA 表达

裂解 AECII 和 LFs 提取蛋白质，按每泳道力日 50

μg总蛋白进行SDS-PAGE，半 F式电转移至硝酸纤维

素滤膜上，室温封闭 2 h，加入相应的小鼠抗大鼠

PCNA、 p53 、 caspase-3 或 P 肌动蛋白一抗(工作液

浓度均为 1 : 400) , 4 oC温育过夜， TBST 1先膜 4 次，

加入相应的辣根过氧化物酶标记的:抗(1 : 2 000) , 

ECL 增强化学发光显色系统显色 5 s-5 min。每组实

验至少重复 3 次，利用 GDS8000 成像分析系统

(Pharmarcia)对胶片条带进行光密度扫描，以空气组

PCNA 、 p53 、 caspase-3 与自肌动蛋内光密度比值

分别作为基数 "1 气对各指标数据进行转换后作统

计分析。
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1.7 统计学处理

数据以是s~毛不，采用 SPSSI2.0 软件进行方差分

析(ANOVA) 、 t 检验， P<0.05 认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 胎鼠 AECII 和 LFs 原代培养、鉴定及一般

观察

f?!!在íÌ.二， AECII 不o LFs ~J~度分别为(94士2)% 、

(95 :t 1 )%，农 IYJm获细胞适合研究使用(罔 1)。充氧

lìíj倒置牛l曰.~ !~1ý&t克 F观察的-种细胞，绝大多数细胞胞

体明亮，紧Wi )fbL底， λ;总浮细胞，呈良好生长状态。

随时间延民， I'I- :j乍tHl 手II ，tj氧+RA组镜下观察可见细胞

胞体ffr )'t率降低，细胞生长状态不良，悬浮细胞增多，

以 l百年 t~II.AECII尤为呐!世，但大多数细胞仍具有活)J;

二在气m和吧气 +RA 细细胞则;后明显改变。

2.2 不同浓度 RA 对原代胎鼠 AECII 和 LFs 生长

影响

MTT 纣*~业机， 10 4 mo1/L RA 对两种细胞均具

fJ'归 M?dt作川J， 24 h0两种细胞全部死亡; 10-5 mol/ 

LRAÚ:12 、 24 、 48 和172h 各时间点对 LFs 和 AECII

什::l<:抑制二氧分别 11 %、 34% 、 15% 、 8% 和 25% 、

(A) 

唱萨
静

J

鳝
雯

也
鹏

30% 、 19% 、 139毛， 10- 6 、 10 7 和 10 8 mol/L RA 对

两种细胞各时间点没有明眼抑制作用， I而且 10 6 mol/ 

LRA 在 12 和 24 h 时间}\~对 AECII 似有轻度促进增

用作用，其生长抑制率分别 -7% 和1-10%。据此，我

们选用 10 6 mol / L RA 作为|二顶浓度进ü后续研究

(图 2，图 3) 。

2.3 高氧、 RA 对胎鼠 AECII 和 LFs 凋亡的影

响

采用膜联蛋白 V 与 PI 双标记后，流工飞细胞检测

表明，与空气组比较，高氧暴露 12 h，膜联蛋白 V(+)

PI (一)和膜联蛋白 V(+ )PI( + )flF k~的 AECII 数均显著

升高(l4.4 1 :t1.l 5 vs 2.80:t0.19, P<O.OI; 6 1.07:t3.06 vs 

1.49:t0.ll , P<O.O l); RA 对气~j- c暴露下 AECII 坏死、

调亡无明显影响，但明显下调高与民暴露下膜联蛋白 V

(+)PI(-)和膜联蛋白 V(+ )PI(+)标记的 AECII 数(8.04土

0.79 vs 14.41:t1.15 , P<O.OI; 27.57:t2.32 vs 6 1.07:t3.06, 

P<O.Ol) (图的。

高氧、 RA 刘 LFs 坏死、凋亡无明显影响(图

5 ) 0 

2.4 高氧、 RA 对胎鼠 AECII PCNA 、 p53 、

caspase-3 表达的影响和对 LFsPCNA 表达的影晌

B 
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Fig.l The identification of primary fetal rats AECII and LFs 

(A) Th巳 primary fetal rats AECII (gestation 19-20 d) w巳re cultured in vitro for 48 h and confluence (Contrast phase microscope, 100x); (B) 
The primary fetal rats AECII were cultured in vitro for 15 h and grew in island-like. The expression of SP-C was positive (DAB staining, 400x); 
(C) The primary fetal rats LFs were cultured in vitro for 15 h. The expression of vimentin was positive (DAB staining , 60x) 
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Fig.2 岛'ITT detected the efTect of RA on the growth of AECII 
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Fig.3 岛1:TT detected the efTect of RA on the growth of LFs 

细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志



118 

(A) 
八nncxin-PI-04! 0 14.00飞

1 ()" 

103 

õ:: 1 ()' 

I()' 

lf、。

10' 10' 10 、 1 ()' 
Annexin-FITC 

(C) 
Anncxin-PI-041014.006 

::1k 
õ:: 10-

10' j 

10" 
10" 10' I()' 103 10' 

Annexin-FITC 

RO 
_ 70 
3 

三L 白o
刊

ζ50 
口

二 40

É 30 
0. g_ 20 
司 10

o 

(B) 

1 ()' 
Annexin-PI-0410 14.004 

10飞

õ:: 1 ()2 

10' 

!耕|
10'\oQo~ Ï(p...'.ï04 

Annexin-FITC 

(D) 
Anncxin-PI-041 U 14.005 

10' 

10飞

õ:: 10' 

1011俨
100100 10' 10'一 10' 10' 

Annexin-FITC 

口 Air

• Hypcroxia 

四 Air+RA

IJ Hypcroxia+RA 

八nnexin-V( +) PI( 十) Anncxin-V们) I' I(一)

Fig.4 The effect of hyperoxia aod RA 00 AECII apoptosis 

(flow cytometry) 

(A) air 12 h; (B) ai r+ RA 12 h; (C) hyperoxia 12 h; (D) hyperoxia+ 

RA 12 h. Compared with air 12 h , .. P<O.O 1; Compar巳d with 

hyp巳roxia 12 h ，食 P<O.OI; Compared with air + RA 12 h, • P<O.OI , 
P<0.05. 

与空气组比较，白j乱暴露 12 h，明显降低 AECII

PCNA 表达(0.27 :t 0.07 vs 1.00 , P<O.Ol) ， 罩著提高

p53(3.79:t0.36 vs 1.00, P<O.O 1)和 caspase-3 ~舌性片

段(2 1.34:t1. 80 vs 1.00, P<O.Ol)表达;RA 对~~气暴露

F胎鼠 AECII PCNA 、 p53 和 caspase-3 活化片段表

达兀明显影响(P>0.05 )， 111 明，1P. 1'. 调高氧暴露 F

AEClI PCNA 表达的.67:t0.07 vs 0.27士0.07 ， P<O.Ol) , 

F调其 p53 (l.47 :t0 .45 vs 3.79 :t0.36 , P<O.Ol)和

caspase-3 活化片段(8.83 :t0.63 vs 2 1.34:t 1.80, P<O.O 1) 

表达(罔剧。|句氧、 RA )(、JLFs PCNA 表达无明显影

响(图 7) 。

3 讨论

+研究宫前期研究结果表明，早产新生大鼠高氧
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Fig.5 The effect of hyperoxia aod RA 00 LFs apoptosis (flow 

cytometry) 

(A) air 12 h; (B) air + RA 12 h; (C) hyperoxia 12 h; (D) hyperoxia+ 

RA 12 h. Compared with air 12 h. _.. P<0.05 

暴露后，肺实质 TUNEL~H性细胞也片:附加， PCNAlíH 

性细胞明显减少;同时伴有肺泡第 J市减少平fl气舵增

大，初步证明，细胞问 t:增加和用手r\抑制{I:lli'S句所致

肺问阳形成受阻和肺泡化程度降低过程 '1'扮演币:25

角色[' 31 。

为了进一步阐明细胞问亡和月11俐在 f~ ij 讯时it&H1j

11' 的作用，我们对体外培养的 AECII 不IILFs 进行了检

测。膜联蛋 (1 V 是检测细胞例 l气的 x敏拍标之

采用膜联蛋白 V-PI 双重标记口J将早1时间 l' :细胞 lj晚

期凋亡及坏死细胞区分开来。结果点|山，而氧暴国

12 h 可导致 AECII 发生调I二和坏处， ij 宅气红!比较，

自氧暴露启早期间亡细胞[fl~联蛋r'rV(+)PI(-)]和晚

期饲亡、坏死细胞[膜联蛋白 V(+)PI(+)] J>)ttJ.:it年升

高;但高氧对 LFs 凋亡、坏死去IJ k 11)J 1tJ.影响。|姐盯，
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Fig.7 The effects of hyperoxia and RA on the expr创sion

ofLFsPCNA 

1: air 12 h; 2: hyperoxia 12 h; 3: air+RA 12 h; 4: hyperoxia+RA 12 h. 
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我们对细胞凋亡的最终执行者 caspase-3 进行了检

测。正常情况下， caspase-3 以酶原(32 kDa)形式存

在于胞浆中，在调亡早期阶段，它被激活，活化的

caspase-3 由两个大亚基(17 kDa)和两个小亚基(1 2

kDa)组成，裂解相应的胞浆胞核底物，最终导致细胞

凋亡。本研究结果显示，高氧暴露 12 h , AECII 

caspase-3 活化片段(17 kDa 大亚基)表达水平显著增

高，进一步证实高氧暴露可诱导 AECII 凋亡。 PCNA

是 DNA 聚合酶- ö 的一种辅助蛋白，在 DNA 复制和

修复过程中发挥重要作用，其表达程度可反映细胞

DNA修复情况，并与高氧肺损伤时细胞增殖状况有很

好相关性[141 0 Western 印迹结果显示，高氧暴露 12

h , AECII PCNA表达明显下降，表明其增殖受到抑制，

而 LFs 则不受影响。在正常肺发育过程中，细胞凋

亡是必不可少的生物学行为。大鼠胚肺 14-16 天，远

端肺芽周围间质细胞凋亡是末梢支气管分枝形成所

必须InI; 生后 17 天，成纤维细胞凋亡显著增加与肺泡

化过程完成和肺间隔变薄有关[161 。兔胚肺 28 天(足

月为 31 天)， AECII 高表达 Fas配体且凋亡显著增加与

肺发育由小管期|句终末囊泡期转变密切关联[17]。正

常肺发育过程中的这种细胞凋亡行为受精细调控，过

多或过少均可破坏其平衡而导致肺发育异常~[1~1 。同

时， AECII 是肺内主要「细胞，肺泡上皮细胞损伤修

复的唯一途径是 AECII 增殖、迁移并 ri~J AECI 转化，

从而使肺泡壁重新上皮化以恢复气血屏障。高氧暴
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Fig.6 The effects of hyperoxia and RA on the expression of 

AECII PCNA, p53 and caspase-3 

1: air 12 h; 2: hyperoxia 12 h; 3: air+RA 12 h; 4: hyperoxia+RA 12 

h. Compared with air 12 h, ... P<O.OI; Compared with hyperoxia 12 

h，食 P<O.OI; Compared with air+RA 12 h, • P<O.O l. 
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露，导致大量 AECII 调亡和坏死，增殖受到抑制;与

此同时， LFs 所受影响较小，结合前期研究结果Il151 ，

我们认为，高氧暴露 F，两种细胞的差异性表现是导

致未成熟肺组织间|幅形成受阻和肺泡化程度降低的

关键因素。

I句氧暴露可产生大量 ROS，这些 ROS 可广泛攻

击靶细胞结构成分，使蛋白质变性、 DNA 受损和脂

质过氧化。 DNA 损伤可诱导 p53 表达，后者可调控

与生长调节、 DNA修复和调亡等相关的多种基因表

达[3]。本研究结果显后，高氧暴露后， AECII p53 表
达显著升高，表明 DNA 损伤的存在。 p53 调控的一

个主要靶基因是细胞周期依赖性激酶抑制蛋白 p21 ，

后者是 G/S 期检测点蛋白。 p21 氨基端可与 G/S 期

细胞周期蛋白及其依赖性蛋白激酶复合物(cyclins­

CDKs)结合使细胞周期阻滞于 G/S 期，竣基端可与

PCNA 结合抑制 DNA 复制[叫。 p21 通过抑制细胞增

殖和 DNA 复制、促进受损 DNA 修复，从而对高氧

肺损伤起保护作用[31。此外，高氧暴露后， p53 还可

促进致凋亡Bcl-2家族成员 Bax、 Bak表达，一旦DNA

修复不成功，则诱导细胞发生凋亡[201 0 有关 p21 和

cyclins-CDKs 在高氧肺损伤中的作用，本实验室前期

研究己进行了报道[12 1 0

据报道， RA 口j 作为一种有丝分裂原，剌激无血

清培养的AECII增殖IZl]; 促进胎肺毛细血管内皮始祖

细胞增殖[221。本研究 MTT 实验也表明， 10-6 mol/L 

RA 对正常培养的 AEC II 有轻度促增殖作用。此外，

Liu 等[23]研究发现，在 p21 启动子区存在 RA 受体

(RAR/RXR)反应元件，因此其表达可受 RA 调节。

Nabeyrat等[μl报道， RA可降低高氧暴露诱导的p21表

达，拮抗高氧对肺细胞增殖的抑制作用。本研究结

果显示，高氧暴露下， RA 明显 F调 AECIIp53 表达和

促进其 PCNA 表达，同时 AECII 凋亡、坏死明显减

少，提辰， RA 对高氧暴露下 AECII 具有保护作用。

而 p21 是 p53 调控的→个主要靶基因，那么， p53 的表

·研究论文·

达下调是否为 RA 降低 p21 表达后的一种反馈作用，

或是 RA 降低 DNA损伤从而减少 p53 表达，或是 RA

直接下调 p53 表达的结果?目前尚不清楚，有待进一

步研究。

综上所述，高氧暴露，导致 AECII 大量凋亡、坏

死，增殖受到抑制，同时， LFs 所受影响较小，两种细

胞对高氧暴露的差异性行为是导致未成熟肺组织异

常重构的重要原因;RA通过降低 AECII 凋亡、坏死

从而对高氧肺损伤具有保护作用。
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Effect of Retinoic Acid on the Primary Rat Embryonic Type 11 Alveolar 

Epithelial Cell and Lung Fibroblasts Proliferation and 

Apoptosis Exposed to Hyperoxia 

Wen-Bin Li功" Li-Wen Chang, Zhi-Hui Rong, Hua Wang, Hong-Yan Lu, Hong Wang, Wei Liu 
( Department of Pediatrics, Togji Hospital, Tongji Medical College, Huazhong University 旷

Science and Technology, Wuhan 430030, China ) 

Abstract To explore the effect of hyperoxia exposure on proliferation and apoptosis of the primary rat 

embryonic type 11 alveolar epithelial cells (AECII) and lung fibroblasts (LF时， and the protective effect of retinoic 

acid (RA) on hyperoxia lung injury. The primary rat embryonic AECII and LFs (gestation 19-20 d) were cultured in 

vitro. For the study of RA effects, AECII and LFs were exposed to hyperoxia in the presence or absence of RA for 

12 h. Their apoptosis were analyzed by annexin V/propidium iodide (PI) double Staining and flow cytometry. The 

expression of PCNA, p53 and caspase-3 in AECII and that of PCNA in LFs were determined by Western blot. 

Results showed that: (1) Quantitative data from flow cytometry analyses (PI/annexin V double staining) demon­

strated that there was a significant increase in positive cells of both annexin V (+) PI (一) and annexin V (+) PI (+) 

after 12 h of hyperoxia in AECII (14.41::1:1. 15 vs 2.80土0.19 ， P<O.OI; 61.07 ::1: 3.06 vs 1.49土0.11 ， P<O.OI). RAhad no 

effect on apoptosis and necrosis of AECII exposed in room air, but markedly decreased hyperoxia-induced AECII 

apoptosis and necrosis(8.04土0.79 vs 14.41::1:1. 15 , P<O.OI; 27.57土2.32 vs 61.07:t3.06, P<O.O 1). (2) The apoptosis 

and necrosis of LFs were not changed by hyperoxia exposure and/or RA treatment. (3) Western blot analyses 

showed that, after 12 h of hyperoxia, PCNA was reduced markedly (P<O.OI) , p53 and active fragment of caspase-

3 (1 7 kDa) were increased in AECII (P<O.OI). In hyperoxia exposure, RA decreased the expression of p53 and 

active fragment of caspase-3 markedly (P<O.OI) , improved the expression of PCNA (P<O.OI). (4) Hyperoxia expo­

sure and/or RA treatment had no effect on the expression of PCNA in LFs. It was concIuded that , hyperoxia 

exposure lead to numerous AECII apoptosis and necrosis and inhibited AECII proliferation, but did not change LFs 

survival, both of which were involved in abnormallung remodeling; RA had a protective effect on hyperoxia lung 

i时ury by which decIined AECII apoptosis and necrosis. 

Key words hyperoxia; retinoic acid; type 11 alveolar epithelial cells; lung fibroblasts; apoptosis; proliferation 
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