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［摘　要］目的：探讨肺泡形成基因Ｐ３１１在高氧肺损伤中的作用。方法：成年的昆明小鼠６４只，随机分为空
气组和高氧组，空气组置于室内空气中饲养，高氧组置于同一室内氧舱中持续吸入氧浓度 ＞９０％的医用氧气复
制高氧肺损伤动物模型；分别于１ｄ、３ｄ、７ｄ和１４ｄ后取２组小鼠肺组织，苏木精－伊红染色观察肺组织病理变
化并鉴定造模是否成功；免疫组织化学染色和实时定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测 Ｐ３１１蛋白的分布和
基因表达；酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测 Ｐ３１１蛋白含量。结果：高氧组小鼠随着吸入高浓度氧气时间的延
长，肺组织病理改变逐渐加重，成功复制高氧肺损伤的动物模型；免疫组织化学染色显示 Ｐ３１１在肺组织主要定
位于肺泡壁及肺泡隔膜生长点处，在空气组小鼠肺组织中呈弱阳性反应，而在高氧组小鼠肺组织中呈强阳性反

应；高氧组小鼠Ｐ３１１基因表达及蛋白含量较空气组小鼠增高，随吸氧时间的延长，Ｐ３１１基因表达及蛋白含量逐
渐增高，在第７天时达高峰（Ｐ＜００５）。结论：高氧肺损伤后Ｐ３１１基因表达增加。
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　　氧疗是肺源性及非肺源性疾病所致呼吸衰竭
时不可缺少的治疗手段，然而长时间吸入高浓度氧

气，机体氧自由基产生增多，可对肺组织造成损伤，

甚至导致慢性 肺 疾 病 （ｃｈｒｏｎｉｃｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，
ＣＬＤ）［１－２］。高氧肺损伤是一个复杂的过程，有诸
多因素、系统共同参与和介导高氧肺损伤的病理过

程，高氧导致的肺损伤越来越受到临床医生的重

视［３］。相关高氧诱导肺损伤发生机制及其干预策

略的研究报道日渐增多，但收益甚少。通过查阅文

献发现，Ｐ３１１作为肺泡形成过程中的重要基因可
调节成纤维细胞的增生及转分化，减轻疤痕组织的

增生，但其在高氧肺损伤修复中的作用知之甚少。

本研究通过构建小鼠高氧肺损伤动物模型，在组织

水平探索Ｐ３１１在高氧肺损伤中的变化。

１　材料及方法
１．１　实验动物与分组

普通级昆明小鼠购自贵阳医学院动物中心，将

６０日龄的小鼠随机分为空气组和高氧组，两组又
分为１ｄ、３ｄ、７ｄ和１４ｄ组，每组８只小鼠。
１．２　方法
１．２．１　高氧肺损伤动物模型　高氧组小鼠置于氧
舱中喂养，用测氧仪监测氧舱内的氧浓度使其维持

在９０％以上，氧舱内温度与室内温度相当，湿度
６０％左右，ＣＯ２浓度低于０５％。每天定时开舱添
加饲料和水，并更换小鼠垫料。空气组均置于同一

室内空气中饲养。

１．２．２　肺组织病理学检查　各组小鼠分别于空气
和高氧环境中饲养１ｄ、３ｄ、７ｄ和１４ｄ后取左肺
组织固定在４％多聚甲醛中，苏木精 －伊红染色
后，光镜下观察各组小鼠肺组织的病理变化。并参

照文献按照充血、水肿、出血、炎性浸润、肺泡结构

破坏和组织增生等指标的轻重程度以及病变范围

进行评分及分析。

１．２．３　肺组织Ｐ３１１蛋白分布　免疫组织化学方
法检测肺组织Ｐ３１１蛋白的分布，Ｐ３１１多克隆抗体
购自武汉ＢＯＳＴＥＲ公司，工作浓度１∶２００；二抗及
ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中杉金桥公司，实验中
以ＰＢＳ液代替一抗做为阴性对照，免疫组织化学
染色方法检测肺组织中Ｐ３１１蛋白分布。
１．２．４　肺组织 Ｐ３１１ｍＲＮＡ表达　采用 ＲｅａｌＴｉｍｅ

ＰＣＲ方法。从肺组织中提取总 ＲＮＡ（按照动物组
织ＲＮＡ提取试剂盒的步骤操作），然后检测 ＲＮＡ
的完整性、纯度及浓度。将符合要求的 ＲＮＡ逆转
录成ｃＤＮＡ（按照逆转录试剂盒的步骤），然后进行
扩增。

１．２．５　肺组织 Ｐ３１１蛋白表达　ＥＬＩＳＡ方法检测
Ｐ３１１蛋白，肺组织匀浆后采用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ
法检测，操作步骤严格按照试剂盒说明书进行。

１．３　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计学分析，

计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采
用重复测量设计资料的方差分析检验和多个样本

均数的两两比较，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组小鼠的一般状况
空气组小鼠反应比较灵敏，活动良好，毛发光

泽，鼻尖红润；高氧组小鼠随着吸氧时间的延长，逐

渐表现为反应迟钝，精神萎靡，活动度下降，食量明

显减少，体重增长缓慢，毛发发涩、无光泽，鼻尖发

绀，呼吸急促；停止吸氧后，小鼠表现为呼吸稍困

难，鼻尖明显发绀，头颤，站立不稳，反应差。

２．２　肺组织病理变化
肉眼观察：空气组小鼠肺组织呈均匀淡红色，

包膜光滑；高氧组小鼠的肺组织表面苍白，有散在

甚至弥漫的出血点。光镜下观察：空气组小鼠肺组

织肺泡发育成熟，无充血、水肿、出血、炎性浸润、肺

泡结构破坏和组织增生等。高氧１ｄ组小鼠与空
气组小鼠比较无明显异常；高氧３ｄ组小鼠与高氧
１ｄ组小鼠比较，在肺血管、气管周围有炎性细胞
浸润；高氧７ｄ组小鼠与高氧３ｄ组小鼠比较除了
有炎性细胞浸润外，可见肺泡充血、水肿；高氧１４ｄ
组小鼠与高氧７ｄ组小鼠比较可见肺泡腔明显增
大，部分肺泡融合、肺泡数量减少，肺间质细胞增

生。高氧组小鼠随着吸氧时间延长，肺组织病变逐

渐严重，表现为肺泡腔内炎症细胞渗出增多、间质

水肿，典型小直径的肺泡数目显著减少，肺泡结构

简单化和囊泡化。肺组织病理变化评分结果提示，

高氧７ｄ、１４ｄ组小鼠与同时段空气组小鼠比较，
肺损伤明显，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；高氧
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组３ｄ、７ｄ、１４ｄ组内两两比较差异有统计学意义
（Ｐ＜００５），见图１及表１。
２．３　肺组织Ｐ３１１蛋白的分布

Ｐ３１１肺组织中主要定位于肺泡壁及肺泡隔膜
生长点处，在空气组小鼠肺组织中呈弱阳性反应，

部分细胞质呈浅染色。与空气组小鼠比较，高氧组

小鼠随着吸氧时间的延长肺组织中Ｐ３１１逐渐呈强
阳性反应，表现为细胞质中的棕色颗粒；从吸入高

浓度氧后第３天，至第１４天 Ｐ３１１均呈强阳性反
应，见图２。

注：Ａ为空气组，Ｂ为高氧１ｄ组，Ｃ为高氧３ｄ组，Ｄ为高氧７ｄ组，Ｅ为高氧１４ｄ组

图１　空气组与高氧组小鼠肺组织苏木精－伊红染色（×４００）
Ｆｉｇ．１　Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎａｉｒｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｅｒｏｘｉａｇｒｏｕｐ

注：Ａ为空气组，Ｂ为高氧１ｄ组，Ｃ为高氧３ｄ组，Ｄ为高氧７ｄ组，Ｅ为高氧１４ｄ组

图２　空气组与高氧组小鼠肺组织免疫组织化学染色（×４００）
Ｆｉｇ．２　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒａｉｒｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｅｒｏｘｉａｇｒｏｕｐ

９２
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２．４　肺组织Ｐ３１１ｍＲＮＡ的表达
空气组各时段小鼠肺组织中Ｐ３１１ｍＲＮＡ表达

无显著变化。高氧组小鼠随着吸氧时间的延长，

Ｐ３１１ｍＲＮＡ在肺组织里的表达逐渐增高，至吸氧
第７天时，Ｐ３１１表达达高峰，各时段高氧组小鼠肺
组织 Ｐ３１１ｍＲＮＡ表达均高于同时段空气组小鼠
（Ｐ＜００５），见表２。
２．５　肺组织Ｐ３１１蛋白的含量

酶联免疫吸附测定法检测显示，空气组小鼠肺

组织Ｐ３１１蛋白含量无明显变化；高氧组小鼠肺组
织随着吸氧时间的延长，肺组织中 Ｐ３１１蛋白含量
逐渐增高，至吸氧第 ７天时，Ｐ３１１蛋白含量达高
峰。各时段高氧组小鼠肺组织中Ｐ３１１蛋白含量均
高于同时段空气组小鼠（Ｐ＜００５），见表２。

表１　两组小鼠肺组织病理变化评分（分）
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｌｕｎｇｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｓｃｏｒｅｓ

ｉｎｔｈｅａｄｕｌｔｍｉｃｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ

组别 ｎ
实验时间

１ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ
空气组 ８ ０．０２±０．０３ ０．０３±０．０２ ０．０３±０．０２ ０．０３±０．０１
高氧组 ８ ０．０３±０．０２ ０．０３±０．０６（２）１．０１±０．４１（１）（２）３．５０±０．５６（１）（２）

（１）与空气组比较，Ｐ＜０．０５；（２）高氧组各时段内比较，Ｐ＜
００５

表２　两组小鼠肺组织Ｐ３１１ｍＲＮＡ表达及
蛋白定量结果 （ｎ＝８）

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆＰ３１１ｂｅｔｗｅｅｎａｉｒ
ｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｅｒｏｘｉａｇｒｏｕｐ

实验

时间

Ｐ３１１ｍＲＮＡ表达
空气组 高氧组

Ｐ３１１蛋白定量（ｎｇ／Ｌ）
空气组 高氧组

１ｄ组 ５．５０±０．６２５．６２±１．８８（２）　６９３．２９±１８．５５　７４２．３０±２４．９０（１）（２）

３ｄ组 ５．６９±１．２９５．９８±１．５０（１）（２）６９７．０６±２７．５０７６７．２６±２６．６３（１）（２）

７ｄ组 ５．７５±１．１０７．６１±１．６６（１）（２）６９０．７１±４７．６７８３７．１５±２３．７０（１）（２）

１４ｄ组 ５．８８±１．３６６．２３±１．２７（１）（２）７０９．６１±１４．８３８０９．４０±１５．２３（１）（２）

（１）与空气组比较，Ｐ＜０．０５；（２）高氧组各时段内比较，Ｐ＜
０．０５

３　讨论

尽管氧气对于挽救生命是必须的，但长时间吸

入高浓度的氧气对于细胞、器官而言都具有危害

性［４］。肺脏直接与外界相通，因此长时间暴露在

高浓度氧气环境下最易受损［５－６］。高氧肺损伤早

期病理改变为弥漫性肺泡炎症，晚期肺泡间质增

生，肺纤维化。肺纤维化影响患者今后肺功能，如

何减轻高氧肺损伤患者肺纤维化，改善肺功能，促

进肺损伤的无纤维化修复一直是医学研究者关注

的焦点。研究证实通过抑制性差减杂交技术（ｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｓｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＳＳＨ）克隆，在肺
泡发生相关阶段特异表达的 Ｐ３１１基因［７］，全长２
０２５ｂｐ，编码分子质量８ｋＤａ、由６８个氨基酸组成
的多肽，在人和小鼠等物种间高度保守［８］。Ｐ３１１
广泛表达于多种组织细胞中，是一种胞内蛋白，主

要存在于胞浆，在核内亦有少量定位。Ｐ３１１主要
参与受损神经系统的再生［９－１０］、促进成纤维细胞

表型转化［８，１１］，并且与肿瘤细胞的迁移、浸润等密

切相关［１２－１３］。Ｐ３１１在肺组织中主要定位于肺泡
壁及肺泡隔膜生长点处，相对于成熟肺组织，Ｐ３１１
基因及编码蛋白在原始肺泡期到肺泡形成初期的

表达明显升高，而后在肺泡期达到最高峰，并在整

个肺泡形成阶段保持高水平表达，这些结果均提示

Ｐ３１１可能与肺泡形成有关。研究还显示，高表达
Ｐ３１１的肺成纤维细胞可转分化为肌成纤维细胞，
肌成纤维细胞在肺泡发育及再生过程中及肺泡隔

膜的形成中起着重要的作用，如次级隔膜发生及肺

泡重建所必需的弹性蛋白均由肌成纤维细胞产生，

提示Ｐ３１１在防止肺损伤或对受损肺组织的修复中
发挥重要的作用。本研究将小鼠置于高浓度氧气

环境中，小鼠第３天开始肺组织形态学发生改变，
至第１４天时可见不同程度的肺损伤，随着吸入高
浓度氧气时间的延长，早期为炎性反应，后期肺泡

结构逐渐简单化、纤维化［１４－１５］。本实验成功建立

高氧肺损伤小鼠模型，并通过免疫组化、ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ方法，检测到 Ｐ３１１主要表达于肺泡
壁及肺泡隔膜生长点处，与空气组比较，随着吸入

高浓度氧气时间的延长肺损伤加重，Ｐ３１１ｍＲＮＡ
和蛋白表达均高于同时段空气对照组，并于高氧肺

损伤发生的第７～１４天时达高峰。实验提示 Ｐ３１１
基因可能是肺损伤修复的新的调控因子，可能通过

调节肺泡Ⅱ型上皮细胞和肺成纤维间质细胞再生
和转分化，促进肺泡分隔膜的形成，抑制肺间质纤

维化形成来影响肺的修复。
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