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中文摘要 

 

目的：  

1．建立新生大鼠高氧肺损伤的动物模型；  

2．观察与比较高氧性损伤时新生大鼠肺组织的病理组织学改变，以及肺表面活

性物质相关蛋白-A（pulmonary surfactant protein-A，SP-A）的 mRNA 及其蛋白的表

达变化，从而探讨 SP-A 在新生大鼠高氧肺损伤发生、发展中可能的作用； 

3．探讨吸入性糖皮质激素布地奈德（budesonide，BUD）是否通过调控 SP-A 的

表达从而发挥对高氧肺损伤的保护作用，为临床防治高氧肺损伤提供理论依据。 

方法：  

取 108 只出生 1 天内的新生 Sprague Dawley（SD）大鼠（雌雄不限）随机分成

三组：即Ⅰ组：空气组（对照组），Ⅱ组：高氧＋生理盐水组（高氧组），Ⅲ组：高

氧＋布地奈德组（干预组），每组 36 只。 

Ⅰ组置于空气中；将Ⅱ、Ⅲ组实验动物持续暴露于 90％～95％氧箱中，直至实

验结束。Ⅱ组于每日雾化吸入 NS 10ml，Ⅲ组每日同一时间点吸入溶解 BUD 的等量

的 NS(含 BUD 2mg)。 

设立实验后 3、7 和 14 天 3 个时间观测点，处死动物，行支气管肺泡灌洗，测定

灌洗液中蛋白含量；取肺组织，计算肺湿 /干重比；HE 染色观察组织病理学变化；

Westen Blot 方法检测 SP-A 蛋白含量、RT-PCR 方法检测 SP-A mRNA 表达水平。 

结果：  

1．各组实验动物一般情况：Ⅰ组（空气组）中的实验动物在实验期间精神状态

佳、活动灵活，进食正常。Ⅱ组（高氧组）中的实验动物逐渐出现症状，表现皮毛无

光泽、精神萎靡、活动少, 脱氧后烦躁不安, 呼吸困难明显, 鼻尖发绀, 恢复供氧可逐
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渐缓解；Ⅲ组（干预组）中的实验动物情况介于前两者之间。  

2．肺组织病理切片：Ⅰ组（空气组）实验动物肺组织病理切片见肺组织结构规

整，无炎症反应，肺泡大小、形态均一；Ⅱ组（高氧组） 高氧暴露 3d 后可见肺血管

扩张充血，肺泡腔内出现红细胞及炎性细胞，肺间隔断裂，肺泡腔扩大；高氧 7 天时，

炎性渗出、肺水肿、肺出血较前更加明显，部分肺间隔增宽变形，肺组织结构紊乱；

14 天时更为明显，肺组织结构紊乱，肺间隔重度增厚，出现明显纤维化改变，肺泡

发育受阻，肺泡数量明显减少、大小不一，肺泡腔明显增大, 部分肺泡融合，可见肺

大泡或肺不张。Ⅲ组（干预组）肺组织形态与结构改变较 II 组有明显减轻。 

3. 肺组织湿/干重比值（W/D）：实验 3 天、7 天时，Ⅱ组（高氧组）实验动物

肺组织湿/干重比值（W/D）较Ⅰ组（空气组）增高（P<0.01），实验 14 天时，Ⅱ组

较Ⅰ组升高更明显（P<0.01），而Ⅲ组（干预组）与Ⅱ组相比，3 天、7 天、14 天的

比值均有明显下降（P<0.01）。  

4. 支气管肺泡灌洗液（BLAF）中蛋白含量（TP）测定：实验 3 天、7 天和 14

天时Ⅱ组（高氧组）BLAF 中 TP 均高于Ⅰ组（空气组），差异有显著性意义（P<0.01）；

Ⅲ组 3 天时 BLAF 中 TP 较 II 组降低（P<0.05），7 天、14 天时明显降低（P<0.01）。  

5. 肺组织中 SP-A 蛋白表达水平的变化：Westen Blot 检查测定结果表明：与 I

组动物比较，II 组（高氧组）实验 3 天时 SP-A 蛋白表达明显增高（P<0.01）；7 天、

14 天 SP-A 蛋白表达下降，14 天时下降更明显（P<0.01）。Ⅲ组（干预组）实验 3

天时 SP-A 蛋白表达介于 I 组与 II 组之间（P<0.05）， 7 天、14 天 SP-A 蛋白的表达

均较高氧组组显著升高(P<0.05)。 

6. 肺组织中 SP-A mRNA 表达水平的变化：RT-PCR 检查测定结果表明：与 I 组

动物比较，II 组实验 3 天时 SP-A mRNA 表达水平明显增高，差异有显著性意义

(P<0.05)；7 天时可见表达下降，14 天时下降更明显(P<0.01)。III 组的 SP-A mRNA

表达水平接近于 I 组 SP-A mRNA 的表达趋势；实验 3 天时 SP-A mRNA 表达水平介

于 I 组与 II 组之间，与 II 组比较有显著性意义(P<0.05)；7 天、14 天时表达水平较 II

组显著升高(P<0.05)。 

结论：  

1. 高氧对新生大鼠肺组织有损伤作用，并随吸氧时间的延长而加重。主要病理

变化为肺组织局部水肿和出血、炎症渗出、结构组织紊乱、肺泡发育障碍、肺泡数目
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减少和肺间质纤维化。 

2. 高氧性肺损伤时，SP-A 的 mRNA 和蛋白在肺组织中的表达规律呈现先增高后

降低的趋势，随着高氧暴露时间的延长与肺损伤程度相平行，提示高氧肺损伤发生过

程中机体具有一定的自我保护机制，而肺表面活性物质相关蛋白分泌减少或功能缺陷，

是高氧肺损伤的重要因素。 

3. 吸入糖皮质激素布地奈德可能通过抗氧化、减轻炎症反应，进而上调 SP-A 的

mRNA 和蛋白的表达与活化，从而减轻肺损伤，对高氧肺损伤的发生具有一定保护

作用。 
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Budesonide Impact on the Expression of Pulmonary 

Surfactant Protein-A (SP-A) in Hyperoxia -  

induced Lung Injury in Neonatal Rats   

Abstract 

 
Objectives: 

1. To establish a model of hyperoxia-induced lung injury in neonatal rats; 

2. To observe the histopathological changes in neonatal rat lung of hyperoxia-induced 

injury as well as its affecting the expression of SP-A mRNA and protein by comparing 

with control group, and to study the role of SP-A in the development of hyperoxia-induced 

lung injury; 

3. To observe whether the inhaled corticosterroids, budesonide, has a protective effect 

to hyperoxia-induced injury and affects the expression of SP-A, and in order to provide a 

theoretical evident for clinical treatments of hyperoxia-induced lung injury. 

Method: 

The 108 neonatal SD rats (less than 1 day after birth, no male or female) were 

randomly divided into 3 groups: Group Ⅰ, Air Group (Control Group); Group Ⅱ, 

Hyperoxygen and Saline Group (Hyperoxia Group); Group Ⅲ, Hyperoxygen and 

Budesonide Group (Interfering Group). Each group had 36 rats. 

Group Ⅰ was incubated in normal air. Group Ⅱ and Ⅲ were both exposed in special 

oxygen boxes, and the oxygen concentration was continuously to 90%-95%.In daily Group 

Ⅱ was inhaled 10ml of saline. And at the same time, Group Ⅲ was inhaled 10ml of 

dissolved BUD saline (with BUD 2mg). 

The rats were executed on the 3
th
, 7

th
 and 14

th
 day. Using bronchoalveolar lavaging to 

measure the protein level in lavaging fluid; Taking the lung tissue to weight, afterwise dry, 

and calculate the wet/dry proportion;Using HE to observe the histopathological 

changes;Using Westen Blot to measure the level of SP-A protein in lungs;Using RT-PCR 

to detect the expression level of SP-A mRNA. 
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Result: 

1. The general condition: Group Ⅰ (Air Group) was viable and fed well. Group Ⅱ 

(Hyperoxia Group) was dull, apathetic, less active, even dyspnea after hyperoygen abortion. 

The situation of Group Ⅲ (Interfering Group) was between the former two. 

2. Lung histopathology: In Group Ⅰ(Air Group), the size, shape and distrubution of 

alveoli were normal. No inflamation can be found. In Group Ⅱ (Hyperoxia Group), after 3 

days of hyperoxygen, the small blood vessels expanded congestion, alveolar cavity 

enlarged and appeared red blood and inflammatory cells, pulmonary septal area fractured. 

After 7 days of hyperoxygen, inflammation, pulmonary edema, pulmonary hemorrhage 

were more obvious, the pulmonary septal area got wider and the structure of lung tissue 

was arranged disorder. After 14 days of hyperoxygen, the changes were more obvious, the 

structure of lung tissue was more disorder, the pulmonary septal area got severe wider, 

significant fibrosis could be seen, the numbers of alveoli reduced evidently, alveolar cavity 

enlarged obviously. In Group Ⅲ (Interfering Group), comparing with Group Ⅱ, the 

structure and morphology in the lung tissue were milder. 

3. The wet/dry porpotion (W/D) of lung tissue: on the 3
th
 and 7

th
 day of this study, the 

W/D in Group Ⅱis higher than Group Ⅰ (P<0.01). And on the 14
th
 day, it is more 

significantly higher than Group Ⅰ (P<0.01). However, comparing with Group Ⅱ, the W/D 

on the 3
th
, 7

th
 and 14

th
 day is obviously reduced in Group Ⅲ (P<0.01). 

4. The level of the protein in bronchoalveolar lavage fluid (BLAF): on the 3
th

, 7
th
 and 

14
th
 day, the BLAF protein level in Group Ⅱ is higher than Group Ⅰ, the differences are 

statistically significant (P<0.01). However, on the 3
th

 day the protein in Group Ⅲ is 

decreased comparing with Group Ⅱ (P<0.05),and on the 7
th

 and 14
th

 day the protein level 

is significantly lower (P<0.01). 

5. The variation of the expression level of SP-A protein in lung tissue: the Westen 

Blot shows that on the 3
th
 day, the expression level of SP-A protein in Group Ⅱ is higher 

than GroupⅠ(P<0.01), and on the 7
th
 and 14

th
 day the expression level is significantly 

lower (P<0.01). On the 3
th
 day, the expression level of SP-A protein in Group Ⅲ is 

between Group Ⅰand Group Ⅱ（P<0.05）, and on the 7
th
 and 14

th
 day the expression level 

is significantly increased comparing with Group Ⅱ(P<0.05). 

6. The variation of the expression level of SP-A mRNA in lung tissue: the RT-PCR 

shows that on the 3
th
 day, the expression level of SP-A mRNA in Group Ⅱis higher than 
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GroupⅠ (P<0.05), on the 7
th
 day the expression level is lower and on the 14

th
 day the 

expression level is significantly lower (P<0.01). On the 3
th
 day, the expression level of 

SP-A mRNA in Group Ⅲ is between Group Ⅰand Group Ⅱ（P<0.05）, and on the 7
th
 and 

14
th
 day the expression level is significantly increased comparing with Group Ⅱ(P<0.05). 

Conclusion: 

1. The hyperoxygen treatment will cause lung injury in rats, and the injury will 

increase with the extension of oxygen time.The main histopathological changes of lung 

tissue are local hyperemia, hemorrhage, inflammatory exudate, structure disorder, 

development disturbance, decrease in the number of alveolar and interstitial pulmonary 

fibrosis. 

2. In the hyperoxia-induced lung injury, the expression level of SP-A mRNA and 

protein is increased firstly and then decreased. The level is parallel with the degree of lung 

injury. These findings suggest that there is a certain protective mechanism of the body in 

the process of hyperoxia-induced lung injury, and the decrease or dysfunction of 

pulmonary surfactant protein is an important factor. 

3. The inhaled corticosterroids, budesonide may promote the expression of SP-A 

mRNA and protein by enhancing antioxidation and antiinflammation, alleviate the lung 

injury, and play a protective effect to hyperoxia-induced lung injury. 

 

Key words: Pulmonary surfactant protein-A, hyperoxia-induced lung injury, neonatal 

rat, budesonide 
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前   言 

随着新生儿重症监护技术迅速发展, 通过氧疗、辅助机械通气等干预措施，越来

越多的早产儿和极低出生体重儿(very low birth weight infants ,VLBWI)得以存活， 支

气管肺发育不良 (bronchopulmonarydysplasia, BPD)又称慢性肺疾病 (chronic lung 

disease，CLD)，成为引起早产儿疾病和死亡的重要原因。据统计，北美地区每年有

超出 1 万名新生儿患 BPD
[1]，我国 BPD 发病率也有逐年上升的趋势。由于该病需辅

助用氧时间长, 病死率高, 存活者常遗留高反应性气道疾病、反复下呼吸道感染、喂

养困难、生长发育迟缓, 因此一直是新生儿重症监护室( neonatal intensive care unit， 

NICU)最为棘手的问题之一, 并为婴幼儿时期最常见的慢性肺疾病的病因。 

BPD 的临床定义为在生后至少用氧 28d，胎龄小于 32 周的早产儿在纠正胎龄 36

周或已出院时评估(胎龄>32 周新生儿，评估时间生后 56d 或已出院时)，轻度 BPD 为

不需要氧气，中度为仍需氧气且浓度<30％，重度为需要氧且浓度≥30％或机械通气[2]。

其病因和发病机制仍不清楚，随着认识提高，目前多数学者认为其本质是在基因易感

性的基础上，宫内和出生后的多重打击( 呼吸机容量伤、氧毒性、肺水肿、脓毒血症

等) 引起促炎抗炎因子的级联反应，对发育不成熟的肺引起损伤，以及损伤后血管化

失调和肺组织异常修复[3]。其中 PS 缺乏的肺发育不成熟、肺损伤、损伤后异常修复

是导致 BPD 的关键环节。因此, 提示我们高氧损伤机制不应局限于氧化应激作用，

应进一步大力开展有关肺损伤和发育的关键基因及生物通道的更基础研究。 

肺表面活性物质(pulmonary surfactant，PS) 是一种十分重要的生物活性物质，在

肺泡的发育和功能完善、改善 BPD 患儿的病理生理及防治 BPD 方面具有无可替代的

生理作用[4]，且各种病理因素所导致的肺组织损伤往往都伴有 PS 的不足。化学结构

上，PS 属于磷脂蛋白复合物，其主要化学成分包括卵磷脂、磷脂酰甘油、鞘磷脂等，

以及少量的蛋白质成分，即 4 种肺表面活性物质相关蛋白（pulmonary surfactant 

protein，SP）。根据其物理特性可将 SP 分为两组：亲水性 SP-A 和 SP-D；疏水性 SP-B

和 SP-C。其中 SP-A 是最早被发现且在肺泡 Il 型上皮细胞(type Ⅱ alveolar epithelial 

cell，AECII)中强烈表达、信号最为丰富的蛋白，它是 PS 的重要组分之一，约占蛋白
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总量的 50％以上，意义也尤其重要，其主要作用包括维持表面张力，保持肺泡结构

的稳定，在肺损伤时参与部免疫调节作用及防御功能，并且参与抗氧化反应[5]，在协

助和维持 PS 的生理功能方面起到至关重要的调节作用。研究发现在高氧肺损伤下增

加了感染的易感性，而 SP-A 有预防感染的作用，同时在氧化损伤时保护 PS 中的磷

脂，还可能通过多种途径，影响抗氧化剂的表达[6]。以上研究均证明 SP-A 在 BPD 的

发生发展过程中具有重要作用，故如何提高早产儿不成熟肺内 SP-A 的表达是改善

BPD 预后的重要环节。SP-A 的合成及分泌调控复杂，受各种调节因子、生长因子及

激素的调控。在肺的发生发展期，SP-A 基因的调控是一个由环腺苷酸（cAMP）和糖

皮质激素触发的过程[7]。 

糖皮质激素是最早用于预防和治疗 BPD 的药物，目前临床上常用于防治 BPD 的

糖皮质激素有地塞米松和倍他米松[8]。糖皮质激素在动物实验和临床研究中都已证

实：其具有强大的抗炎作用，可抑制炎症反应，减轻支气管及肺水肿，促进肺抗氧化

酶及表面活性物质生成，迅速改善肺功能，有助于撤离呼吸机, 因此已广泛用于 BPD

的预防和治疗[9]。近年来，对 BPD 患儿激素应用进行回顾性研究发现，激素会影响

体格发育神经运动发育和加重视网膜病变，并且易造成高血糖高血压肠穿孔以及增加

感染机会[10]。2002 年美国和加拿大儿科学会发表联合声明，呼吁限制在临床上生后

全身应用糖皮质激素 
[11]。布地奈德（budesonide，BUD）是一种临床常用的具有高

效局部抗炎作用吸入糖皮质激素，常用于哮喘的治疗和预防。理论上吸入糖皮质激素

可抑制肺部炎性反应而不引起全身不良反应，BUD 的全身作用如体重下降、淋巴组

织及肾上腺皮质萎缩，比其他糖皮质激素弱或相当[12]。至此，我们有理由推测早期预

防性应用布地奈德可能通过抑制炎症反应增加 PS 的合成与分泌促进 SP-A 的表达，

从而促进肺成熟。 

本研究通过建立新生大鼠高氧性肺损伤的模型，同时观察高氧条件下肺组织的病

理变化，并探讨肺损伤时组织中 SP-A mRNA 及其蛋白表达的变化规律，以及吸入性

糖皮质激素布地奈德的干预作用，为临床防治新生儿慢性肺疾病，提高危重新生儿救

治水平及远期预后开辟新途径。 
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材料与方法 

实验材料 

一、实验动物 

出生 1 天内的无病原体的新生 Sprague-Dawley（SD）大鼠 108 只，体重 9～10g，

雌雄不限，由苏州大学医学院实验动物中心提供。 

二、主要试剂  

1．吸入用布地奈德混悬液(BUD，lmg／2m1)：AstraZeneca 公司产品 

2．医用氧气：苏州金宏气体有限公司提供 

3．兔抗大鼠 SP-A 抗体(一抗)：Santa Cruz Biotechnology 公司产品 

4．过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 抗体(二抗)：美国 Serotec 公司产品 

5．SP-A 及内参引物：上海 Invitrogen 生物有限公司合成 

6．总蛋白试剂盒：南京建成生物工程研究所产品 

7．蛋白试剂提取盒：BIPEC BIOPHARNA 公司产品 

三、主要实验仪器 

1．实验用氧箱：自制，大小为 35cm×35cm×25cm 

2．雾化吸入玻璃箱：自制，大小为 10cm×l0cm×20cm 

3．便携式 PARIBOY 雾化吸入空气压缩泵：德国 PARI 公司 

4．CY-100 数字测氧仪：浙江省建德市利达仪器厂 

5．超净工作台： Air Tech 苏净集团 

6．Satrorius BS224S 电子天平：北京赛多利斯仪器系统有限公司 

7．台式低温高速离心机：瑞典 HERAEUS 公司 

8．低温冰箱：韩国三星公司 

9．-80℃超低温冰箱：日本 SANYO 公司 

10．电烤箱：上海跃进医疗器械一厂 

11．电热恒温水温箱：上海医疗器械七厂 

12．Ploytron 匀浆机：瑞士 KINEMATTICA 公司 
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13．电泳仪，电泳槽，转印槽：美国 Bio-Rad 产品 

14．ZD-9550 摇床：太仓市华利达实验设备有限公司 

15．BioMate 3S 分光光度计：美国赛默飞世尔科技有限公司 

16．BMJ-Ⅲ型包埋机：常州中威电子仪器厂 

17．BMJ-Ⅲ型病理组织包埋冷冻台：常州中威电子仪器厂 

18．PHY-Ⅲ型病理组织漂烘仪：常州中威电子仪器厂 

19．YL3-A 型迴转式切片机：上海仪表厂 

20．莱卡显微镜：德国 LEICA 公司 

21．ROACH-480PCR 仪：瑞士罗氏公司 

22．Q550CW 计算机图像分析系统：德国 LEICA 公司 

23．日立 760 全自动生化分析仪：日本日立公司 

其他常规试剂及仪器均由苏州大学附属儿童医院儿童研究所提供。 

实验步骤及方法： 

一、实验分组 

自然分娩后 24 小时内的新生 SD 大鼠 108 只（雌雄不限）随机编号、称重、标

记，编号原则是先左后右，从前到后，用黄色表示个位数，红色表示十位数，黑色代

表百位数。然后通过 SAS17．0 统计软件的 PLAN 过程步进行完全随机化分组，将体

表编号标记的新生 SD 大鼠随机分为 3 组，即Ⅰ组：空气组（对照组），Ⅱ组：高

氧＋生理盐水组（高氧组），Ⅲ组：高氧＋布地奈德组（干预组），每组 36 只，所

有子鼠均由最近顺娩的母鼠代喂养。设定三个时间点（实验 3 天、7 天、14 天）观测

相应的实验指标。 

二、建立高氧肺损伤模型的建立 

参照文献[13]的方法，自制 35cm×35cm×25cm 大小的有机玻璃容器，有等大的进

气孔和排气孔，自顶部进气孔持续输入 100％医用氧气，以达到每小时通气量为容器

容积的 5～7 倍流量（实验中取 2.5ml/min），以测氧仪监测箱内氧浓度，保持氧浓

度为 95％左右。容器内放置垫料、饲料、水和钠石灰以吸收水和 CO2（CO2 浓度＜

0.5%）。实验环境温度为 25～27℃，湿度为 50％～70％。每天开箱一次，添加饲料

及水，并更换钠石灰及垫料，时间控制在 1 小时内。同时将干预组、高氧组及空气组

母鼠交换，以避免干预组、高氧组母鼠因氧气中毒而影响其对新生鼠的护理能力。每
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日记录新生大鼠的存活情况，实验过程中如有新生鼠死亡，即从相应对照组减去相同

数目的幼鼠，以保证各组实验动物数相等。 

三、实验处理  

1．Ⅰ组置于空气中；将Ⅱ组、Ⅲ组实验动物置于自制氧箱中，保持箱内氧浓度

为 90％～95％。 

3．高氧＋生理盐水组（Ⅱ组）：实验当日起每日同一时间吸入 NS 10ml，每日

一次，每次 30 分钟，吸入 14 天。 

4．高氧＋布地奈德组（Ⅲ组）：参照文献[14]的方法，实验当日起每日同一时间

置于自制大小为 10cm×l0cm×20cm 雾化吸入玻璃箱中，吸入 NS 溶解的 BUD 雾化液

10ml(含 BUD 2mg)，每日一次，每次 30 分钟，吸入 14 天。 

四、标本的留取 

将实验开始时记为 0 天，实验满 24 小时为 1 天。在实验 3 天、7 天和 14 天每

组各处死 12 只大鼠，采集标本，完成各种指标的检测。  

1．留取支气管肺泡灌洗 

在设定时间点，随机取每组的 6 只大鼠用 10%水合氯醛（4ml/Kg）腹腔注射麻

醉，置于解剖台固定，行气管灌洗，灌入生理盐水 0.05ml/g，重复操作 3 次，精确回

收支气管肺泡灌洗液（BALF），回收量不少于 80%。将 BALF 于 4℃、3000r/min 离

心 10 分钟去除细胞碎片，吸取上清液，立即予日立 760 全自动生化分析仪测定 BLAF

中蛋白含量。 

2．留取肺组织  

于设定的时间点，随机取每组的 6 只大鼠称量体重后，10%水合氯醛深度麻醉，

打开胸腔迅速取出双肺，剔除多余结缔组织，置于 4℃生理盐水中漂洗后轻擦干表面。

取左肺组织行湿/干重比（W/D），右上肺组织放于 4％多聚甲醛中固定，余下右肺

组织置于洁净的无 Rnase 的 Eppendorf 管中，经液态氮转至- 80 ℃冻存。  

五、实验指标的检测和操作步骤：  

1. 肺 W/D 的测定 

取左肺组织，轻擦干表面，电子天平称重，计为肺湿重，再置于 60℃烤箱内，

每日称重至重量恒定 2 天，计为肺干重，计算湿/干重比值（W/D）。 
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2. 肺组织 HE 染色 

(1)将 4％甲醛固定 48 小时后的肺部组织块，依次经过 70％、80％、90％、95％

酒精和无水酒精脱水。 

(2)经脱水后的组织块浸入二甲苯后，由二甲苯置换出酒精，组织块逐渐变得透明。 

(3)将透明的组织块置入已融化的石蜡内，放置适当时间，使石蜡浸入阻止并替

换出二甲苯。 

(4)在包埋器的内壁涂一层甘油，倾入融化的石蜡，将浸透蜡的组织块放入 

包埋器，摆好间距和方位，待蜡液表面凝固后，将包埋器投入 4℃冰箱中过夜，

使石蜡冷却凝固。 

(5) 轮转式切片杌切片，切出蜡片约 5um 厚，展平后固定在多聚赖氨酸防脱片处

理的载玻片上。 

(6)置入 60℃烤箱内 30min，至石蜡溶化。 

(7)入二甲苯（Ⅰ）中脱蜡 5 分钟，用吸水纸吸干液体；入二甲苯（Ⅱ）中脱蜡

10 分钟（切片透明），用吸水纸吸干液体。 

(8)入 100%乙醇（Ⅰ）中 5 分钟，用吸水纸吸干液体；入 100%乙醇（Ⅱ）中 5

分钟，用吸水纸吸干液体；入 95%乙醇中 3 分钟；入流水 2 分钟，用吸水纸吸干水分。 

(10) Harris 苏木素染色 4-8 分钟，水洗。 

(11) 1%盐酸水溶液分化 5-10 秒（切片由蓝变红）；自来水洗返蓝 15-30 分钟。 

(12) 0.5%水溶性伊红染色 30 秒-1 分钟，水洗。 

(13) 95%乙醇（Ⅰ）脱水 5 分钟，用吸水纸吸干液体；95%乙醇（Ⅱ）脱水 5 分

钟，用吸水纸吸干液体；入 100%乙醇（Ⅰ）中 5 分钟，用吸水纸吸干液体；入 100%

乙醇（Ⅱ）中 5 分钟，用吸水纸吸干液体。 

(14)入二甲苯（Ⅰ）中透明 2-3 分钟，用吸水纸吸干液体；入二甲苯（Ⅱ）中透

明 5 分钟。 

(15)中性树胶封片。 

(16)光镜下观察肺组织病理变化。 

3. 肺组织中 SP-A 蛋白检测（Western Blot） 

3.1 试剂准备 

（1）6×样品缓冲液：2.5g/L 溴酚蓝，2.5g/L 二甲苯青 FF，30%甘油，用于 DNA

上样。 
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（2）50×TAE 贮存液：242gTris base，57.1ml 冰乙酸，100ml0.5mol/L EDTA。 

（3）pH8.3 Tris-Gly 电泳缓冲液：母液：取 30.3gTris，144gGly，10.0gSDS 用双

蒸水溶解，调 pH 至 8.3，最后定容至 1000ml。工作液：取母液 100ml 加双蒸水定容

至 1000ml。 

（4）pH8.8 2mol/LTris-HCL Buffer：称取 Tris24.22g 加水至 85mL 溶解，同时加

入 100mgSDS100，全部溶解后用 HCL 调 pH 至 8.8，最后用双蒸水定容至 100ml，4℃

避光保存。 

（5）pH6.8 0.5mol/LTris-HCL Buffer：称取 Tris6.04g 加水至 85mL 溶解，用浓

HCL 调 pH 至 6.8，再加入 100mg SDS100，最后用双蒸水定容至 100ml，4℃避光保存。 

（6）30%Acr-0.8%Bis：取 29gAcr 与 1g Bis，加双蒸水至 100ml，搅拌，使其全

部溶解，4℃避光保存。 

（7）AP(10%):取 0.1g 过硫酸胺加双蒸水 1ml 置于 Eppendorf 管中，4℃保存 

（8）裂解液：50mmol/LTris-HCL，pH7.4（缓冲体系） 

150mmol/LNacl（等渗体系） 

1mmol/LPMSF（蛋白酶抑制剂） 

1mmol/LEDTA（变性剂和稳定剂） 

5ug/mLAprotinin（蛋白酶抑制剂） 

1%TritonX-100（裂解细胞） 

1%去氧胆酸钠（中性变性剂和蛋白溶解剂） 

0.1%SDS（强变性剂和蛋白溶解剂） 

其中 PMSF、Aprotinin 蛋白酶抑制剂最好另外配制，-20℃保存，用前混合。 

（9）转移缓冲液：甘氨酸（pH8.3）2.9g（终浓度 39mmol/L），Tris5.8g（终浓

度 48mmol/L），SDS0.37g（终浓度 0.037%），甲醇 200ml（终浓度 20%），加入双

蒸水定容至 1000ml。 

（10）TBS 缓冲液：50mmol/L Tris，0.5mmol/L Nacl，pH7.4。 

（11）Tween20/TBS（TTBS 缓冲液）：50mmol/L Tris，0.5mmol/L Nacl，0.05% 

Tween20， pH7.4，4℃保存。 

（12）封闭液：5%脱脂牛奶，TTBS。 
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3.2操作步骤 

（一）蛋白样品制备 

（1）把冷冻的肺组织取出置于碾钵中，按照组织的量加入适量裂解液后碾碎，

移至 1.5ml 离心管中。 

（2）离心管摇匀置于冰上，裂解 30min。 

（3）提前开离心机预冷，4℃下 12000rpm 离心 5min。 

（4）将离心后的上清分装转移倒 0.5ml 的离心管中放于－80℃保存。 

（二）蛋白含量的测定（Bio-Rad 试剂盒） 

（1）从－80℃冰箱中取出 1.5mg/ml 的标准品，室温融化后，备用。  

（2）取 1.5mg/ml 的标准品进行倍比稀释，稀释后的浓度分别为 1.5mg/ml，

0.75mg/ml，0.375mg/ml，0.1875mg/ml 四个浓度的样品，加上空白 0mg/ml 后进行标

准曲线的绘制。 

（3）取试剂盒中的 S 液和 A 液按 1:50 进行混合，得到 A
，液。 

（4）把 5ul 的标准液和待测样品加入酶标板中。 

（5）加入 25ulA
，液于上述孔中混匀，再加入 200ulB 液混匀。 

（6）混匀后，室温放置 15min。在多标记分析仪器上测吸光度，波长为 650-750nm。

根据标准曲线得样品浓度。 

（三）SDS-PAGE 电泳 

（1）SDS-PAGE 凝胶的配制：根据实验检测抗原的分子量大小配置一定体积浓

度为 10%的丙烯酰胺溶液作为分离胶。迅速在两玻璃板的间隙中灌注丙烯酰胺溶液，

不能有气泡，留出灌注积层胶所需空间。然后小心的在分离胶溶液上覆盖一层 1-5mm

的无水乙醇，这使凝胶表面变的平整。等待 30-60min，使凝胶聚合。当凝胶聚合后，

在分离胶和水层之间会出现一个清晰的界面，可以微微倾斜模具，检测凝胶是否聚合。

用去离子水洗涤凝胶顶部数次以除去未聚合的凝胶，尽可能除去凝胶上的液体，再用

滤纸吸净残留液体，注意不要接触胶面。制备一定体积浓度为 5%的丙烯酰胺溶液作

为浓缩胶。在已聚合的分离胶上直接灌注浓缩胶。立即在浓缩胶溶液中插入干净的实

验预设计的梳子，小心避免混入气泡，将凝胶垂直放置于室温下。 浓缩胶聚合完全

后，小心移出梳子，预电泳（10-20V，30mins）除去未聚合的丙烯酰胺。把凝胶固定

于电泳装置上，上下槽各加入 Tris 甘氨酸电泳缓冲液。 
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（2）SDS-PAGE 电泳：将样品与 SDS-PAGE 加样缓冲液混合，在 100℃加热 3

－5min 使蛋白质变性。设计加样顺序，作好实验记录，按预定顺序加样。把电泳装

置与电源连接好，恒压 100V，电流应流向阳极，待溴酚蓝迁移到分离胶底部 0.5cm

处，关闭电源。从电泳装置上卸下凝胶玻璃板，用去离子水冲洗干净。准备进行免疫

印操作。 

（四）转膜 

准备 6 张滤纸和 1 张 PVDF 膜，将切好的 PVDF 膜置于甲醇中浸 10 秒后和滤纸

一起在转移缓冲液中浸泡。在一块夹板上放一层海棉，上铺 3 张浸泡过的滤纸，逐张

叠放，精确对齐，然后用玻璃试管作滚筒挤出气泡，放置漂洗过的凝胶。把 PVDF

膜放在凝胶上，精确对齐，再放置 3 张滤纸，放上层海棉，赶尽气泡，夹紧夹板。将

凝胶一侧靠近阴极，滤膜一侧靠近阳极，100V 电转移 60 min。转移结束后用丽春红

染色，以检查蛋白转移是否完全。 

（五）杂交 

PVDF 用 TBST 漂洗 4 次，15 min/次，洗去红色条带。置于封闭液中，室温摇床

上缓慢摇动 1 h。取出 PVDF，置于含有 10 ml 用封闭液稀释的 SP-A 一抗（1:1000）

杂交袋中，封口，4 ℃摇床上缓慢摇动过夜。弃去带有一抗的封闭液，用 TBST 漂洗

PVDF4 次，15 min/次。将膜放入含有 10 ml 用封闭液稀释的过氧化物酶标记的相应

二抗（1:2000）的杂交袋内，封口，室温摇床上缓慢摇动 1h。弃去带有二抗的封闭液，

用 TBST 漂洗 PVDF 膜 4 次，15 min/次。 

（六）化学发光、显影、定影 

在暗室中，取等体积的 ECL 试剂 A 液、B 液混合（按每平方厘米膜 0.125 mlECL

混合液计算）。用滤纸将膜轻轻吸干，有蛋白质的一面向上放在保鲜膜上。将 ECL

混合液均匀加到膜上，反应 1 min，提起膜，用滤纸轻轻吸干液体。用保鲜膜覆盖 PVDF

膜，注意表面要平整，不存有气泡。覆盖 X 光胶片，曝光。根据信号的强弱适当调

整曝光时间，一般为 1min 或 5min，也可选择不同时间多次压片，以达最佳效果；曝

光完成后，打开 X-光片夹，取出 X-光片，迅速浸入显影液中显影，待出现明显条带

后，即刻终止显影。显影时间一般为 1～2min（20～25℃），温度过低时（低于 16℃）

需适当延长显影时间；显影结束后，马上把 X-光片浸入定影液中，定影时间一般为 5～

10min，以胶片透明为止；用自来水冲去残留的定影液后，室温下晾干。观察结果。 
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（七）图像扫描分析 

图象分析将胶片进行扫描、拍照，用凝胶图像处理系统分析目标带的分子量和净

光密度值。 

4. RT-PCR 技术测定肺组织中 SP-A mRNA 的表达 

4.1 待测肺组织总 RNA 的提取 

（1）取出冻存肺组织约 100mg 置于冰上碾钵中碾碎，移至 1.5ml EP 管中。 

（2）加入 1mlTrizol 充分匀浆，室温放置 5 分钟。 

（3）加入氯仿 200ul，震荡 15 秒，室温静置 5 分钟。 

（4）4℃12000rpm 离心 10 分钟。 

（5）从离心机中小心取出 EP 管，此时匀浆液分为三层，即：无色的上清液，

中间的白色蛋白层及带有颜色的下层有机相，小心转移上清液(约 500ul)至一新的 EP

管(1.5ml)。 

（6）加入等体积异丙醇约 500ul 上下颠倒离心管充分混匀后，在冰上静置 10 分钟。 

（7）4℃12000rpm 离心 10 分钟，弃上清，RNA 沉于管底。 

（8）加入 75％的乙醇(DEPC 水配制)1ml，温和震荡离心管，悬浮沉淀。 

（9）4℃ 12000rpm 离心 5 分钟，弃上清。 

（10）无水乙醇 1ml 清洗沉淀，温和震荡离心管，悬浮沉淀。 

（11）4℃ 12000rpm 离心 5 分钟，弃上清，室温晾干。 

4.2 RNA 定量 

DEPC 处理液 30ul 溶解沉淀，55-60℃10min，取 2ul 稀释 50 倍，用 BioMate 3S

分光光度计测量 260nm 和 280nm 波长处的 OD 值及 OD260nm／OD280nm 值，比值

在 1.8-2.0 时为 RNA 样品的纯度满意 OD260 与 OD280，OD260/OD280 的比值确定

RNA 的完整性与纯度，以 OD260 的值确定 RNA 的量并稀释到浓度为 lug/1ul。 

4.3 cDNA 反转录 

（1）PCR 引物设计与合成 

从 GenBank 中检索大鼠 SP-A 基因序列，应用 Primer5.0 引物设计软件，按照引

物设计的基本原则，优选跨不同外显子的一对引物。设计好的引物由上海 Invitrogen

生物有限公司合成。 
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SP-A 引物序列为： 

上游：5’-TAAGTGCTGCCCTCTGACCT-3’ 

下游：5’-AGGAGCCATACATGCCAAAC-3’ 

β-actin 引物序列为 

上游：5’- CCCATCTATGAGGGTTACGC -3’ 

下游：5’- TTTAATGTCACGCACGATTTC -3’。 

（2）总 RNA          2 ul 

           dNTPs         1 ul 

           DEPC 水         12 ul 

上下颠倒混匀(可稍许离心)，70℃温育 5min 后，迅速置于冰上。 

（3）依照以下顺序加入下列试剂建立反应体系： 

反转录缓冲液          5 ul 

10Mm dNTP 混合物      1.25 ul 

DEPC 水               1.75 ul 

RNAsin 核糖核酸酶抑制剂  1 ul 

反转录酶            1 ul 

以上反应体系置于 37℃温育 60min，95℃5min。 

4.4 实时 PCR 反应 

（1）PCR 反应体系 

2×PCR buffer         5 ul 

Forward primer         1 ul 

Reverse primer          1 ul 

Deionized water          6 ul 

cDNA              2 ul 

（2）PCR 反应条件 

SP-A 的 PCR 条件为：95℃预变性，10min； 95℃变性，15s；退火 55℃30s；延

伸 72℃30s，共 40 个循环。  

β-actin 的 PCR 条件为：95℃预变性，10min； 95℃变性，15s；退火 55℃30s；

延伸 72℃30s，共 40 个循环。 
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4.5 RT-PCR 产物定量分析 

标准曲线法定量：取标准品按 4 倍稀释，连续置备 5 个浓度梯度，标准品浓度关

系已知，通过 RT- PCR 可测得样品对应的 Ct 值，由此样品的浓度与 Ct 值产生线性

关系，结合 PCR 仪内置的 Roter gene6.0 软件，可得出每个样品的浓度。随后用同一

样本内参基因 β-actin 通过 RT- PCR 标准曲线法定量测得的浓度，进行规一化，得到

样本目的基因的相对表达量。 

统计学处理 

所有实验数据均用 SPSS17．0 统计分析软件进行统计学分析处理，数据用均值±

标准差（ x ±s）表示，组间比较采用单因素或多因素方差分析，两组均数比较行独立

样本 t 检验(independent-samples t Test)，P<0.05 为有显著性差异，P<0.01 为有高度显

著性差异。 
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结   果 

一、实验动物一般情况观察结果 

Ⅰ组（空气组）中的实验动物实验期间精神状态佳、活动灵活，进食正常，体重

增长稳定。Ⅱ组（高氧组）中的实验动物随着实验时间的延长，逐渐出现症状，表现

皮毛无光泽、精神萎靡、活动少，脱氧后烦躁不安，呼吸困难明显，鼻尖发绀，恢复

供氧可逐渐缓解。Ⅲ组（BUD 干预组）中实验动物随着实验时间的延长，状态可、

体重持续增长、活动灵活。 

二、HE 染色光镜下观察肺组织病理表现 

Ⅰ组（空气组）3天时光镜下可见肺组织尚处于囊泡期，终末气腔缩小，数量渐

增多，肺泡间隔较厚；7 天时出现肺泡化，肺泡数量逐渐增多，形态较规则，大小较

均匀，肺泡间隔渐薄；14天时肺泡化成熟，肺泡大小均匀，肺泡间隔明显变薄。Ⅱ组

（高氧组）高氧暴露 3天时光镜下可见肺组织水肿，毛细血管扩张、充血，炎症细胞

浸润，部分肺泡腔可见红细胞，肺间隔断裂，肺泡腔扩大；高氧7天时，肺水肿、炎

性渗出、肺出血较前更加明显，部分肺间隔增宽变形，肺组织结构紊乱；14天时更为

明显，肺组织结构紊乱，肺间隔重度增厚，肺泡大小不一，肺泡腔明显增大，部分肺

泡融合、肺泡数量减少，可见肺大泡或肺不张。Ⅲ组（干预组）BUD干预后 3天时，

局部仍可见部分水肿，炎性渗出较高氧组有所减轻；干预7天，炎性渗出、肺出血、

肺间隔增厚及肺结构破坏程度均较高氧组减轻，但损伤仍存在；干预14天，肺组织结

构大致正常，肺泡较均匀，肺间隔仍有少量的炎症细胞浸润，肺纤维化程度较高氧组

明显减轻，但是肺损伤仍存在。 

三、肺组织湿/干重比（W/D） 

实验 3 天、7 天，Ⅱ组（高氧组）实验动物肺组织湿/干重比值（W/D）较Ⅰ组

（空气组）增高（P<0.01），实验 14 天时，Ⅱ组较Ⅰ组升高更明显（P<0.01）。而

Ⅲ组（干预组）与Ⅱ组相比，3 天、7 天、14 天的比值均有明显下降（P<0.01）。（见

表 1） 
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表 1  不同组别肺组织湿干重比值的比较（n=6， x ±s） 

组别 3d 7d 14d 

Ⅰ组（空气组） 5.4985±0.2247 5.6588±0.3557 5.8010±0.5512 

Ⅱ组（高氧组） 6.5018±0.3119
a
 7.0069±0.3492

a
 8.1244±0.6729

a
 

Ⅲ组（干预组） 5.6325±0.3751
b
 6.0781±0.3372

b
 6.1759±0.5549

b
 

注：a 表示Ⅱ组与同列Ⅰ组比较，p<0.01； b 表示Ⅲ组与同列Ⅱ组比较， p<0.01。 

 

图1 肺组织湿干重比值
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四、支气管肺泡灌洗液（BLAF）中总蛋白含量（g/L） 

II组BLAF中总蛋白含量（TP）在三个时间点均较I组明显升高（P<0.01）。III组3

天时BLAF中TP较II组降低（P<0.05），7天、14天时明显降低（P<0.01），但与I组比

较，各时间点BLAF中总蛋白含量（TP）均无明显差异。(见表2) 

表2  不同组别BALF 中TP含量的比较（n=6， x ±s） 

组别 3d 7d 14d 

Ⅰ组（空气组） 0.68875±0.1587 0.7455±0.3008 0.8228±0.2868 

Ⅱ组（高氧组） 1.2116±0.2170
a
 1.5595±0.3050

a
 1.6346±0.2943

a
 

Ⅲ组（干预组） 0.9097±0.2482
b
 1.0072±0.2706

c
 1.1269±0.2245

c
 

注：a表示Ⅱ组与同列Ⅰ组比较，p<0.01； b表示Ⅲ组与同列Ⅱ组比较， p<0.05,  

c表示Ⅲ组与同列Ⅱ组比较， p<0.01。 
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图2 支气管肺泡灌洗液中总蛋白含量(g/L)
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五、肺组织中 SP-A 蛋白表达水平变化：  

与 I 组比较，II 组实验 3 天时 SP-A 表达蛋白明显增高，差异有高度显著性意义

(P<0.01)；7 天、14 天时表达较 I 组下降，有高度显著性意义(P<0.01)。III 组的 SP-A

蛋白表达接近于 I 组 SP-A 的表达趋势；实验 3 天时表达介于 I 组与 II 组之间，与 II

组比较有显著性意义(P<0.05)；7 天时表达均较 II 组显著升高(P<0.05)，14 天时升高

更明显(P<0.01)。(见表 3) 

表 3  不同组别肺组织中 SP-A 蛋白表达水平的比较（n=6， x ±s） 

组别 3d 7d 14d 

Ⅰ组（空气组） 0.6210±0.0882 1.4952±0.1963 1.6047±0.1878 

Ⅱ组（高氧组） 0.9114±0.1787
a
 1.1831±0.1765

b
 1.2229±0.1682

a
 

Ⅲ组（干预组） 0.6976±0.1486
c
 1.4078±0.1699

c
 1.5402±0.1743

d
 

注：a 表示Ⅱ组与同列Ⅰ组比较，p<0.01； b 表示Ⅱ组与同列Ⅰ组比较， p<0.05,  

c 表示Ⅲ组与同列Ⅱ组比较， p<0.05；d 表示Ⅲ组与同列Ⅱ组比较， p<0.01。 
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图3-1 肺组织SP-A蛋白表达水平的变化
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1、2、3：空气组 3 天、高氧组 3 天、干预组 3 天 

4、5、6：空气组 7 天、高氧组 7 天、干预组 7 天 

7、8、9：空气组 14 天、高氧组 14 天、干预组 14 天 

图 3-2  SP-A 蛋白表达的胶片图 

 

六、肺组织中 SP-A mRNA 表达水平的变化： 

II 组实验 3 天时 SP-A mRNA 表达增高与 I 组比较有显著性意义(P<0.05)；7 天时

可见表达下降，14 天时下降更明显，与 I 组比较有显著性意义(P<0.01)。III 组的 SP-A 

mRNA 表达接近于 I 组 SP-A mRNA 的表达趋势；实验 3 天时 SP-A mRNA 表达介于

I 组与 II 组之间，与 II 组比较有显著性意义(P<0.05)；7 天、14 天时表达较 II 组显著

升高(P<0.05)。（见表 4） 

表 4  不同组别肺组织中 SP-A mRNA 表达水平的比较（n=6， x ±s） 

组别 3d 7d 14d 

Ⅰ组（空气组） 0.4442±0.1084 0.7646±0.0966 0.8682±0.0890 

Ⅱ组（高氧组） 0.5688±0.0636
a
 0.6105±0.1231

a
 0.6705±0.1173

b
 

Ⅲ组（干预组） 0.4512±0.1064
c
 0.7560±0.0920

c
 0.8455±0.0889

c
 

注：a 表示Ⅱ组与同列Ⅰ组比较，p<0.05；b 表示Ⅱ组与同列Ⅰ组比较，p<0.01； 

c 表示Ⅲ组与同列Ⅱ组比较， p<0.05。 
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图4 肺组织SP-A mRNA水平的变化
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讨   论 

一、高氧性肺损伤模型的建立和评价 

BPD 是一个多因素相关性疾病，比如早产、机械通气、气道感染、氧中毒和营

养不良等国内外都有报道。其发病机制尚未完全阐明，目前多数学者公认 PS 缺乏的

不成熟肺与氧中毒和气压伤起的肺损伤的相互作用是关键环节[3]。研究表明新生尤其

是早产儿长期吸入高浓度氧肺部出现的急慢性损伤是致新生儿 CLD 的主要因素之一[15]。 

人呼吸系统的形态在孕 8～16 周进入假腺体期、孕 17～24 周进入小管期、孕 25～

35 周进入囊泡期、孕 36 周到生后 18 月进入肺泡期[16]。与人类相似，大鼠肺发育也

经历了腺体发育和生后发育两过程，通常可据此分为 5 期：假腺体期(胎龄 11d～l8d)、

小管期(胎龄 19d～20d)、囊泡期(胎龄 21d～生后 3d)、肺泡期(4d～21d)和成熟期(2ld

以后)，其中，出生后 4d～14d 是肺泡化形成关键时期，这种发育顺序和比较准时的

肺泡化过程与人类肺发育相似[17]。在新生大鼠，单独的高氧足以引起肺的发育阻滞，

这与 BPD 的特征相似，而有报道在早产儿给予氧气治疗，而不是机械通气，也会引

起类似的影响。因此认为，新生大鼠的发育特点与早产儿所处的肺形态发生阶段相似，

受到高浓度氧刺激后的临床表现、发病过程、肺形态学改变与早产儿 CLD 非常相似

[18]。另外，新生大鼠的体形较小，饲养繁殖以及药物使用成本低，这些特性使得新生

大鼠非常适合成为 BPD 研究的动物模型[19]。 

对于高氧肺损伤动物模型的制备一般有以下两种方法：一是将动物气管插管，然

后呼吸机辅助呼吸，使动物被动吸高氧[20]。二是动物不做气管插管，而是置于一个密

闭空间，通入高氧使动物主动吸入[21]。两种方法各有优缺点。第一种方法适合大型灵

长类动物如狒狒或羊，其发育与人类相似，有较高的研究价值，但是价格昂贵，需较

高的监护技术及设备。第二种方法优点在于动物有一定的自主活动空间，喂养方便，

不需要气管插管，便于研究较小的新生动物高氧肺损伤，其缺点为吸入氧浓度易受影

响，难以精确控制动物吸入氧浓度。 

我科在新生大鼠高氧肺损伤动物模型制作方面有比较成熟的经验。本实验中，将

新生鼠置于自制封闭氧箱中, 经进气口持续输入医用纯氧，出气口排出二氧化碳, 测
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氧仪监测维持 FiO2 维持在 95％左右。每日添加水、饲料、更换垫料，对实验鼠进行

操作，并将高氧组、干预组母鼠与空气组母鼠对调，以避免因氧中毒导致喂养能力下

降。但此操作易降低箱内氧浓度，故在操作同时需调高输入氧流量，因此，在实验中

需要尽可能缩短操作时间，维持箱内氧浓度的稳定。 

本实验表明：高氧组大鼠出现精神萎靡、活动减少、离氧后发绀、呼吸急促费力，

病理检查显示肺组织结构紊乱，肺泡数量减少，肺泡腔可见红细胞，肺间隔增宽，有

炎症细胞浸润。这些变化表明高氧抑制肺泡的发育，符合高氧所致的 BPD 的病理改

变[22，23]
,证实高氧肺损伤模型建立成功。同时我们还发现高氧组 W/D 比值和 BLAF

中总蛋白含量均较空气组显著升高(P<0.01)，提示高氧肺损伤可致肺部的炎症反应和

肺水肿。 

三、SP-A 在肺发育时期的表达 

肺表面活性物质相关蛋白(surfactant protein, SP)，是一类特异性的综合蛋白。SP

包括SP-A、SP-B、SP-C和SP-D，其中SP-A约占总量的50%，为最先发现且强烈表达

信号最丰富的蛋白，在调节肺的免疫防御和炎症反应过程中发挥关键作用[24]。SP-A

主要由AECⅡ表达，也可以通过呼吸道细胞合成包括克拉拉细胞（Clara  cells）和粘

膜下层细胞表达，是可溶性的C-型凝集素的蛋白质，为胶原凝集家族的一员[25]。 

SP-A的生理作用主要是参与PS的形成和代谢，可稳定细胞内外PS水平，同时发

挥调理素作用，参与局部防御、调节免疫和炎性反应，具有维护肺泡结构和功能的作

用。即主要有以下三方面：①参与PS的形成、代谢。SP-A促进PS板层状小体转化为

管髓体[26]
 ，并增加PS单分子层中的DPPC含量，促进PS的表面活性动态变化，由单

层向多层转变[27]。SP-A能够通过肺泡Ⅱ型上皮细胞表面SP-A受体的介导作用节肺泡

内PS水平的平衡[28]。②SP-A参与机体的免疫防御功能。在先天免疫反应中，SP-A作

为广谱调理素，通过结合细菌和病毒等病原体表面特异的碳水化合物上，实现增强肺

泡巨噬细胞和中性粒细胞的趋化性及吞噬能力，抑制多种细胞因子和炎症介质的合成

与释放，并以此调控肺泡水平的免疫反应[29]。SP-A 可以调理巨噬细胞的功能，促进

其趋化活性，增强其吞噬作用[30]。SP-A通过影响淋巴细胞的功能进而调节和加强适

应性免疫功能。研究表明，根据不同强度的激活信号，SP-A可调节不同的T细胞活性。

在高信号强度时抑制T细胞激活，而在弱信号强度时增强他们的活化和增殖[31]。③参

与机体的防御和肺的炎症反应过程。SP-A能对抗和清除某些炎症因子、蛋白水解酶
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和过氧化物，对肺组织具有保护作用[32]。此外，在体外和体内感染模型中都证实了

SP-A在预防和治疗肺部细菌、病毒、真菌感染中均发挥了重要作用。 

对人的胎肺组织研究表明，胎龄25周以后，SP-A开始在AECⅡ及其前体细胞胞

浆内表达，32周以后开始逐渐增强，生后表达明显增强，SP-A生前多以储存状态为

主，因此，胎龄在32周以前，肺表面活性蛋白水平低下[33]。当胎儿出生后AECⅡ受到

肺泡充气、牵拉等动力学因素的刺激，促使其快速分泌SP-A。出生后，随着新生儿

肺组织继续发育至完全成熟，AECⅡ合成分泌SP-A蛋白进入一个稳定上升阶段。以

上研究均表明SP-A与肺发育成熟正相关，因此SP-A的含量可作为新生儿肺发育的指

标。在本实验中测定空气组中新生大鼠肺组织的SP-A mRNA和蛋白的表达，观察结

果发现3、7和14天时新生大鼠肺组织中均可见SP-A mRNA和蛋白的表达，且有逐渐

上升的趋势，证实了SP-A参与新生大鼠早期肺发育过程。 

四、SP-A与BPD的关系 

BPD的病因和发病机制一直是新生儿领域关注的热点。虽然对于BPD病因及发病

机制仍不是很清楚，但是随着围产医学的兴起, 新生儿重症监护技术和治疗手段的改

进以及基础生物学的进展,对BPD的认识也在不断深入,并取得了很大的进展。目前多

数学者认为其机制极其复杂，涉及以下多个方面：早产、高氧、感染、机械通气、基

因易感性等。尤其是胎龄越小肺发育越不成熟，ACEⅡ合成分泌PS能力不足，肺组织

中SP低水平表达，不成熟的肺长期暴露于高氧、机械通气、炎性损伤等刺激之中，肺

损伤重，修复困难，发育停滞，导致BPD的发生[34]。其中肺发育不成熟、急性肺损伤

和损伤后异常修复是引起BPD的三个关键环节。肺是氧化应激反应的重要靶器官，高

氧肺损伤是造成BPD或CLD的重要因素之一，至今仍是研究热点[35]。动物实验证明，

高氧导致动物肺部病理改变同BPD，提示高氧是BPD发病的独立因素，临床研究也发

现将胎龄32周持续需氧患儿置于高氧环境中可提高BPD的发病率，短期将极不成熟早

产儿置于高氧环境中也可诱发BPD
[36]。 

SP-A是70年代末才被认识的一种特异性蛋白，国内外对此做了一系列研究，以

往认为其主要作用为预防和治疗肺部细菌、病毒、真菌感染[37]。近年来发现不同病因

所致急慢性肺损伤中均伴有SP-A表达的改变。Greene等发研究发现：在可能发生急性

肺损伤的高危患者BALF中SP-A明显下降，而SP-A异常低下的均发展成为急性肺损

伤，相反，其浓度高于1.2mg/dl的均未发展成急性肺损伤[38]。另外Bae研究发现，未
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患RDS早产儿气道抽吸物中SP-A水平比患有RDS的早产儿高八至九倍[39]。刘冬云的

研究表明，与对照组相比BPD患儿的支气管肺泡灌洗液中SP-A的水平显著降低[40]。

动物实验也证明，早产CLD狒狒肺组织及BALF中SP-A水平均明显下降[41]。另外一项

研究进一步表明若新生儿缺乏SP-A，则对感染因素敏感，CLD发病率升高，动物实

验表明若用SP-A替代疗法则改善早产动物的免疫状况，提高存活率 [42]。 

本研究采用高氧诱导的方式，成功建立了高氧肺损伤的动物模型，并证实和复制

了长期高浓度氧气吸入可以诱发新生大鼠慢性肺组织损伤。结果显示，在新生大鼠高

氧暴露至14d，无论是在mRNA还是在蛋白表达水平，SP-A的表达均呈明显下降趋势，

与之前的文献报道一致。我们认为其下降的趋势与高氧肺损伤机制有关，这涉及氧化

/抗氧化失衡、炎性水肿、肺泡微血管破坏及新生血管生成、细胞外基质重建、组织

异常修复、细胞凋亡和信号传导系统异常等诸多因素。这些机制相互作用，相互促进，

构成错综复杂的网络体系，其中SP扮演了重要角色。正常情况下机体氧自由基的产生

和抗氧化酶的清除能力处于平衡状态,当暴露于高氧环境下,机体产生大量自由基,超

过机体正常抗氧化能力,系统清除能力,从而导致肺损伤[43]。高氧还可引起肺水肿炎性

反应纤维蛋白沉积以及PS活性降低，同时在体内形成高活性的氧自由基，诱导产生过

量炎症介质，加重炎性反应，损伤上皮细胞，导致的AECⅡ凋亡 [44，45]，使得PS尤其

是SP-A分泌进一步减少，使肺功能恶化，导致肺泡化降低，最终产生BPD。 

本研究结果还显示，在新生大鼠高氧暴露3d时，SP-A表达较空气组增强，可能

是机体在受到有害刺激时的一种自我保护机制，防止机体产生进一步的损害。这一自

我保护机制的作用是：高氧暴露早期AECⅡ损伤较轻及炎症介质等作用，刺激AECⅡ

保护性分泌，导致SP-A mRNA表达水平升高，SP-A合成增多，故肺组织中SP-A含量

增加；同时AECⅡ对SP-A的再摄取和利用增加，使得肺组织中SP-A的含量维持在较

高水平，这种高水平的SP-A可以增加机体的抗炎和抗氧化功能，以减轻高氧对肺组

织的损伤，有利于机体的防御及修复[46]。但随着高氧暴露时间延长，这种保护机制的

作用将逐渐丧失，组织损害明显加重。本实验中，高氧暴露至7到14天，无论是在mRNA

还是在蛋白表达水平，SP-A的表达均呈明显下降趋势，提示机体自我保护机制的失

代偿状态。显然，它们转录和转录后水平的这种动态变化规律与其在高氧肺损伤进程

中的作用密不可分。基于本实验的研究结果，我们认为：高氧暴露3d时，SP-A表达

较空气组增强，随着高氧暴露时间延长至7到14d时SP-A表达较前明显减弱，均低于
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空气组，考虑到新生大鼠在长时间高氧暴露下，AECⅡ结构破坏逐渐加重、凋亡变性

坏死，使其产生和分泌SP-A的功能衰竭，肺组织中SP-A含量逐渐下降；SP-A在发挥

其抗氧化、免疫防御和减少慢性炎症作用后大量消耗。同时高氧肺损伤时的炎症反应

破坏肺泡毛细血管单位及肺组织完整性[47]，大量的炎症细胞代谢产物及漏出的血浆蛋

白均可降解SP-A，并使其功能缺陷。功能缺失的SP-A无法发挥其介导的免疫防御功

能，此时呼吸系统更易发生严重的炎症和感染，进一步促发炎性因子的级联反应。这

时机体的低水平及功能缺陷状态的SP-A无法更好的发挥其抗氧化、抗炎作用，脆弱

的不成熟的肺组织在暴露于高氧、炎性损伤等刺激之中，进一步加重肺损伤，肺修复

困难，发育停滞，导致BPD的发生。故我们推测高氧导致SP-A表达下调或功能缺失是

高氧肺损伤发生发展的重要因素。 

五、布地奈德对 BPD 模型中的保护作用 

以上研究显示，SP-A具有维持肺泡表面张力和免疫调节作用，保证对侵入肺部

病原体的快速有效清除，避免过度炎症反应造成组织损伤，故SP-A含量下降及功能

缺陷可加剧肺组织炎症反应，从而形成恶性循环。由于BPD的患儿存在较低的SP-A

水平，使其无法很好的清除外源性致病物，因此其不光表现在肺功能的缺失，还表现

在易于发生多种炎症及感染。 

因此，上调 SP-A 的表达，促进 PS 的合成，对 BPD 的防治具有重要意义。目前

对于高氧损伤时肺表面活性物质相关蛋白的研究越来越多，但是如何更好的提高

SP-A 表达水平的研究仍极少。我们可以给予 BPD 患儿外源性 PS，以直接刺激 AECⅡ

分泌进而提高肺组织中 SP-A 的水平[48]
 ，但是目前应用于替代治疗的外源性 PS 制剂

缺乏 SP-A，且外源性 PS 价格昂贵限制了临床应用。故我们可以通过深入研究 SP-A

的调控机制来搜寻上调 SP-A 基因表达的分子。 

SP-A 的合成及分泌调控复杂，受各种调节因子、生长因子及激素的调控。特别

是由 AECⅡ相邻的细胞、细胞外基质及局部体液因素所构成的复杂微环境在 SP-A 合

成分泌及稳态的调控中起重要作用。在肺的发生发展期，SP-A 基因的调控是一个由

环腺苷酸（cAMP）和糖皮质激素触发的过程[7]，提示糖皮质激素可以促发 SP-A 基因

的表达。其次糖皮质激素可促进肺抗氧化酶及表面活性物质生成, 改善了肺的换气功

能，进一步刺激 AECⅡ分泌富含 SP-A 的内源性 PS ,提高肺内的 SP-A 水平。再次糖

皮质激素具有强大的抗炎作用, 可抑制炎症反应, 减轻支气管及肺水肿, 使 SP-A 的
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消耗减少，维持 SP-A 在一定的功能水平[9]。但是糖皮质激素会影响体格发育神经运

动发育和加重视网膜病变，现临床上使用地塞米松预防 BPD 时采取谨慎态度, 仅应

作为严重病情的营救措施。而理论上吸入糖皮质激素可抑制肺部炎性反应而不引起全

身不良反应，布地奈德（budesonide，BUD）是一种临床常用的具有高效局部抗炎作

用吸入糖皮质激素，常用于哮喘的治疗和预防。其全身作用，如体重下降、淋巴组织

及肾上腺皮质萎缩，比其他糖皮质激素弱或相当[12]。动物及临床研究均证实：在吸入

BUD 后，BALF 中炎症细胞、蛋白、细胞因子均显著下降[49，50]。 

综上所述，理论上提示早期预防性应用 BUD 可通过抗氧化、抑制炎症反应增加

PS 的合成与分泌，促进 SP-A 的表达，从而促进肺成熟。目前 Cole 等报道的随机对

照多中心临床试验表明吸入糖皮质激素疗程 4 周，虽未减少 BPD 的发生率，但减少

了 50%婴儿以后需全身糖皮质激素的治疗、40%婴儿需支气管扩张剂的治疗和 26%婴

儿在 1 个月时仍需机械通气的治疗[51]。Yeh 等的研究表明生后使用 BUD 联合 PS（作

为载体）雾化吸入，能显著改善肺功能，降低 VLBWI 纠正胎龄 36 周需用氧的发生

率及死亡率，且无明显短期副作用[52]。而 Mass 等对德国的 223 家新生儿科调查显示：

46%的医院在其他方法不奏效时一般采用吸入糖皮质激素预防和治疗 BPD，但普遍关

心的问题是效益和风险的比例[53]。故需进一步研究证明：吸入吸入糖皮质激素是否有

预防 BPD 的作用及其作用机制，以此我们设计了本次实验。 

我们的实验结果显示：在高氧暴露条件下，BUD 干预组与同时间点高氧模型组

相比，肺损伤所致的病理改变、肺组织湿干重比、支气管肺泡内总蛋白含量均有明显

改善。上述结果表明，BUD 在一定程度上能抑制新生大鼠高氧肺损伤过程的发生发

展。高氧暴露 3d 时，治疗组肺组织 SP-A 表达介于高氧组与空气组，其可能原因是

糖皮质激素的抗炎抗氧化作用强于其直接促发 SP-A 表达的作用，使得炎症介质的分

泌少于高氧组，对 AECⅡ的刺激减少，导致 SP-A 表达低于高氧组，这样有利于 SP-A

的储备。随着高氧暴露时间延续至 7d、14d，高氧肺组织内 SP-A 表达强度较空气组

均明显下降，而治疗组在这两个时间点都可有效提高 SP-A 的表达，提示 BUD 可以

加强 SP-A 表达，从而减轻炎症反应和肺损伤，对新生大鼠的高氧性肺损伤有一定保

护作用，但临床应用还需进一步积累资料和研究。 
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结   论 

通过上述研究结果，我们可得出以下结论：  

1. 高浓度氧对新生大鼠肺组织有损伤作用，并随吸氧时间的延长而加重。主要

病理变化为肺组织局部充血和出血、炎症渗出、结构组织紊乱、肺泡发育障碍、肺泡

数目减少和肺间质纤维化。 

2. 在新生大鼠高氧性肺损伤模型中，SP-A 的 m-RNA 和蛋白在肺组织中的表达

规律呈现先增高后降低的趋势，随着高氧暴露时间的延长与肺损伤程度相平行，提示

高氧肺损伤发生过程中机体具有一定的自我保护机制，而肺表面活性物质相关蛋白分

泌减少或功能缺陷，是高氧肺损伤的重要因素。 

3. 吸入糖皮质激素布地奈德可能通过抗氧化、减轻炎症反应的作用，进而上调

SP-A 的 m-RNA 和蛋白的表达与活化，从而减轻肺损伤，对高氧肺损伤的发生具有

一定保护作用。 
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附   录 

一、肺组织 HE 图片： 

  

（1）HEx200 （2）HEx400 

（1）（2）空气组第 3 天肺组织形态：肺组织尚处于囊泡期，终末气腔缩小，数量渐增多，肺泡

间隔较厚，肺泡内无炎性细胞渗出，肺泡大小均一。 

 

  

（3）HEx200 （4）HEx400 

（3）（4）高氧组第 3 天肺组织形态：肺组织水肿，毛细血管扩张、充血，炎症细胞浸润，部分

肺泡腔可见红细胞，肺间隔断裂，肺泡腔扩大。 
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（5）HEx200 （6）HEx400 

（5）（6）治疗组第 3 天肺组织形态：肺泡间隔完整，肺间隔无局部仍可见部分水肿、充血，炎

性渗出较高氧组有所减轻。 

 

  

（7）HEx200 （8）HEx400 

（7）（8）空气组第 7 天肺组织形态：出现肺泡化，肺泡数量逐渐增多，形态较规则，大小较均

匀，肺泡间隔渐薄。 
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（9）HEx200 （10）HEx400 

（9）（10）高氧组第 7 天肺组织形态：肺水肿、炎性渗出、肺出血较前更加明显，部分肺间隔

增宽变形，肺组织结构紊乱。 

 

  

（11）HEx200 （12）HEx400 

（11）（12）治疗组第 7 天肺组织形态：肺组织结构较正常，但是仍可见肺泡间隔水肿增宽，可

见炎症细胞、和少量红细胞，但改变较高氧组有所改善。 
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（13）HEx200 （14）HEx400 

（13）（14）空气组第 14 天肺组织形态：肺泡化成熟，肺泡大小均匀，肺泡间隔明显变薄。肺

泡充气良好，无渗出。 

 

  

（15）HEx200 （16）HEx400 

（15）（16）高氧组第 14 天肺组织形态：肺组织结构紊乱，肺泡大小不一，可见肺大泡，肺泡

间隔重度增厚、纤维化，肺泡腔内有出血，部分还可见炎症细胞浸润。 
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（17）HEx200 （18）HEx400 

（17）（18）治疗组第 14 天肺组织形态：肺泡形态较规则，肺泡间隔稍厚，仍可见肺出血及炎

性细胞浸润，但改变较高氧组有所改善。 
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综  述：肺表面活性物质相关蛋白 A 与早产儿 

肺疾病的相关性研究 

苏州大学附属儿童医院  何蓉综述  肖志辉指导 

 

【摘要】 肺表面活性物质相关蛋白 A（pulmonary surfactant protein-A ，SP-A）

是肺表面活性物质（pulmonary surfactant ,PS）的重要组成成分之一，它在调节 PS 的

新陈代谢、维持呼吸系统的内环境稳定和增强机体的先天性及适应性免疫防御中发挥

关键性作用。低水平的 SP-A 表达与许多早产儿肺疾病如新生儿呼吸窘迫综合症

(respiratory distress syndrome, RDS) 、 肺 部 感 染 和 支 气 管 肺 发 育 不 良

（bronchopulmonarydysplasia, BPD）密切相关，研究如何提高早产儿的肺组织中的

SP-A 水平将是一个很有希望的新靶点，在临床研究早产儿肺疾病诊断和治疗中的应

用中提供更为广泛的前景。 

【关键词】 早产儿、肺表面活性物质相关蛋白、免疫应答、新生儿呼吸窘迫综

合症、支气管肺发育不良 

 

呼吸系统是炎症发生发展的高危区。呼吸系统通过不断吸入病原体、颗粒物、污

染物和过敏原，其承受着持续不断的免疫应激反应压力。由具有清除功能的粘液纤毛、

屏障功能的肺上皮细胞、抗氧化能力的肺泡表面黏液层、树突状细胞（dendritic cells ，

DC）和巨噬细胞组成的防御机制属于先天免疫系统，和由淋巴细胞为主的适应性免

疫系统共同增强呼吸系统的防御能力。先天和适应性免疫系统可保护呼吸系统避免感

染和炎症介导的损伤。然而，新生儿特别是早产儿免疫系统发育不完善，这导致机体

对感染性刺激发生不完整或异常的免疫反应，可影响以后整个生命过程的免疫反应能

力[1]。 

肺表面活性物质（PS）是覆盖于肺泡上皮内侧的脂质-蛋白-糖类混合物，由肺泡

Ⅱ型上皮细胞（type Ⅱ alveolar epithelial cell，AECⅡ）合成和分泌。它能降低肺泡的

液-气界面表面张力，防止肺泡在呼气阶段时塌陷，对维持肺的正常功能至关重要[2]。
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外源性表面活性剂替代治疗可改善新生儿呼吸窘迫综合征（RDS）、显著降低急性肺

损伤的发病率和新生儿尤其是早产儿的死亡率，是全世界医疗史的一个重要里程碑

[3]。最近研究表明，RDS 的发生和严重程度除了主要与肺发育不成熟有关外，还与产

前胎儿肺或全身性炎症反应有关。事实上，宫内炎症可以影响胎儿肺部，导致对 PS

治疗效果欠佳[4]。此外，一系列的产前和产后的早期危险因素：如肺发育不成熟、氧

中毒、机械通气和感染，可提高呼吸衰竭发生率、延长甚至放大炎症反应[5]。PS 在

肺的先天和适应性免疫系统中发挥着至关重要的作用。PS 中 90%为磷脂，8%是与脂

质特异性结合的蛋白质即肺表面活性物质相关蛋白(surfactant protein ，SP)，约 2%是

糖类。SP 包括 SP-A、SP-B、SP-C 和 SP-D，其中 SP-A 约占总量的 50%，为最先发

现且强烈表达信号最丰富的蛋白，在调节肺的免疫防御和炎症反应过程中发挥关键作

用[6]。因此有关 SP-A 在不同新生儿疾病如感染、RDS 和 BPD 中作用的研究已越来越

受到重视。 

一、SP-A 的结构和遗传背景 

PS 是 ACEⅡ合成和分泌的一个复杂的脂蛋白复合物，约 90%为脂质，其中磷脂

（90%）–主要活性成分为二棕榈酰磷脂酰胆碱(dipalmitoylphosphatidylcholine ，

DPPC )–和胆固醇（10%）。SP 约占总量的 8% ，其中 SP-A、SP-D 是亲水性蛋白，

SP-B、SP-C 是疏水性蛋白[6]。SP-A 主要由 AECⅡ表达，也可以通过呼吸道细胞合成

包括克拉拉细胞（Clara  cells）和粘膜下层细胞表达。SP-A 单位由 248 个氨基酸组

成，分子量范围 28～36kDa，是可溶性的 C-型凝集素的蛋白质，为胶原凝集家族的

一员[7]。SP-A 的化学结构主要由富含半胱氨酸的 N 端、重复表达的 Gly-X-Y 的胶原

样区、螺旋状的颈区及 Ca
2+依赖的 C 型糖基识别区(carbohydrate recognition domain，

CRD)4 个部分组成。其四级结构变化较大，一般多以三聚体形式存在，各亚基在茎

部相互平行排列，花冠部相互对称，形成“郁金香束”排列。 

在人类，编码 SP-A 的基因位于 10 号染色体长臂，由两个功能基因 SP-A1、SP-A2

与 1 个假基因组成。SP-A1 和 SP-A2 在核苷酸的序列上有 94%的同源性，而在氨基

酸的序列上的同源性高达 96%，这种高度的同源性避免了在原位中出现差异性分析

[8]。但是 SP-A1 和 SP-A2 基因序列的 5′端有大量的非翻译外显子，这些外显子可连接

成不同的构型，生成大量可供选择的功能变异体。 
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二、SP-A 的生理作用 

SP-A 参与 PS 的形成和代谢，可稳定细胞内外 PS 水平，同时发挥调理素作用，

参与局部防御、调节免疫和炎性反应，具有维护肺泡结构和功能的作用。 

1.调节 PS 的代谢和稳定   

SP-A 既是 ACEⅡ的分泌物又是 AECⅡ细胞功能的调节物，是一个自分泌细胞因

子，其可通过负反馈作用调节 SP-A，SP-B 和 SP-C 基因的转录，其可通过与 Ca
2+结

合而发生变构，协同 SP-B 和 SP-C 促进 PS 板层状小体转化为管髓体[9]。SP-A 在管髓

体中有优先定位作用，因此，对管鞘(PS 的一种细胞外形态) 的形成至关重要。研究

表明，SP-A 发挥 PS 降低表面张力的作用, 在 PS 的其他成分不在最适浓度时尤为重

要。当与 PS 相结合时，SP-A 能显著加强吸附，并增加 PS 单分子层中的 DPPC 含量，

促进 PS 的表面活性动态变化，由单层向多层转变[10]。在体外实验中，将 SP-A 加入

含 SP-B 的二棕榈酰卵磷脂和磷脂酰甘油混合物中，可见类似管髓体结构形成。去除

SP-A 或 SP–B，均不能形成此结构，表明 SP-A 和 SP-B 是管髓体形成的必须成分。

SP-A 可限制血浆蛋白进入肺泡腔，避免血浆抑制因子对 PS 的降解，保证其生理功能

的发挥。因此，SP-A 在一定程度上维持了 AECⅡ内的 PS 水平，从而起到了重要的

自身调节作用。 

2.SP-A 在先天性免疫应答中的作用 

呼吸系统时刻处于炎症、感染、氧化应激等危险内环境因素之下，但由于呼吸道

缺乏甘露聚糖结合蛋白和补体系统，最初的宿主防御功能主要通过 SP-A 及 SP-D 共

同介导。SP-A 是凝集素家族中 C 型凝集素中的一员，参与机体的免疫防御功能。在

先天免疫反应中，SP-A 作为广谱调理素，通过结合细菌和病毒等病原体表面特异的

碳水化合物上，如革兰阴性菌的内毒素（脂多糖，LPS）或革兰阳性菌脂磷壁酸和肽

多糖，实现增强肺泡巨噬细胞和中性粒细胞的趋化性及吞噬能力，抑制多种细胞因子

和炎症介质的合成与释放，并以此调控肺泡水平的免疫反应[11]。SP-A 能够协同 IgG

直接激活细胞的配体，并增强 IgG 介导的中性粒细胞和巨噬细胞的细胞吞噬功能[12]。

SP-A 也上调肺泡巨噬细胞表面的细胞受体如清道夫受体和甘露糖受体，增强这些细

胞的吞噬性能。SP-A 可增强早产胎儿狒狒肺 DC 细胞的吞噬活性，诱导或抑制炎性

分子的产生，如肿瘤坏死因子-α（TNF-α）。这些明显对比的效果取决于 SP-A 与受

体的相互作用，即存在或不存在的外源性病原体[13]。SP-A 可阻止脆弱的肺泡上皮细
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胞C1q介导的补体活化和炎症反应，并直接绑定到代表先天免疫的关键组成部分Toll-

样受体(TLRs)，特别是 TLR 2 和 TLR4 。此外，SP-A 抑制正常肺中分离出的肺泡巨

噬细胞中脂多糖刺激后 NO 的产量，但能增加免疫反应性纤维结合素激活的巨噬细胞

中 NO 的产量。因此，SP-A 可以调理巨噬细胞的功能，促进其趋化活性，增强其吞

噬作用，并刺激其产生氧自由基[14]。SP-A 通过调理素作用清除凋亡细胞及 DNA 也

有助于调节炎症反应。有实验发现 SP-A 缺失的鼠肺的呼吸功能没有明显异常，但其

易于感染 B 族链球菌、铜绿假单胞菌、呼吸道合胞病毒和肺支原体，对尿素支原体

的炎症反应延长[15]。 

3.SP-A 在适应性免疫应答中的作用 

SP-A 通过影响淋巴细胞的功能进而调节和加强适应性免疫功能。SP-A 从旁路途

径通路抑制 T 淋巴细胞的增殖，降低 IL-2 的产生和淋巴细胞活性。研究表明，根据

不同强度的激活信号，SP-A 可调节不同的 T 细胞活性。在高信号强度时抑制 T 细胞

激活，而在弱信号强度时增强他们的活化和增殖[16]。近期研究提示，SP-A 介导的抑

制 T 细胞增殖可能与转化生长因子在 SP-A 合成时出现有关[17]。此外，在肺部变应性

炎症时，SP-A 影响 T 淋巴细胞的传播、类型和功能，当 T 淋巴细胞缺乏时变态反应

性炎症将加重甚至发展至过敏性疾病如哮喘。这些数据表明，通过与 SP-A 的结合，

低反应状态的肺泡淋巴细胞保护肺实质避免炎症引起的损伤[18]。事实上，SP-A 通过

调节肺泡中 T 淋巴细胞的激活阈值从而影响适应性免疫应答反应和 DC 功能，能够建

立直接或间接的与病原体、过敏原、细胞因子如转化生长因子-β（TGF-β）和参与调

节促炎症反应阶段的分子如脂多糖相互作用。SP-A 是通过结合 TGF-β 进而调节炎症

反应和气道重塑的过程。事实上，SP-A 直接绑定无活性的 TGF-β，它们水平之间的

相关性和 TGF-β 抑制 CD4+T 淋巴细胞增殖的能力有关。研究提示，在非感染状态下，

无活性的 TGF-β 与 SP-A 绑定，而当发生肺损伤时，TGF-β 脱离 SP-A 发挥作用。 激

活的 TGF-β 抑制炎症级联反应，开始重塑结缔组织[17]。由于 SP-A 有影响先天和适应

性免疫应答的成员的能力，从而证实了，SP-A 是肺的器官特异性免疫调节的至关重

要的调节器。 

三、SP-A 在早产儿肺疾病中的作用 

1. SP-A 与肺部感染 

在体外和体内研究均表明 SP-A 在 PS 的新陈代谢和防御病原体的第一条防线中
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发挥了关键作用。因此，免疫系统和 PS 体系尚未发育成熟的早产儿可能出现相应的

临床并发症，例如，比其他足月新生儿更高的肺部及全身感染率[19]。在新生儿期早发

性败血症的一个主要病因就是大量广谱的细菌、病毒和真菌感染。早发性败血症在足

月新生儿期最常见的病原体是 B 组链球菌（43%），其次是大肠杆菌（29%），而在

极低出生体重儿大肠杆菌败血症的发病率则高于 B 组链球菌败血症的[20]。最近的研

究证实 SP-A 缺陷的小鼠对 B 组链球菌感染高度敏感，提示 SP-A 通过增强细胞吞噬

功能从而在加强 B 组链球菌的肺部清除和抑制全身播散中发挥重要作用[21]。LPS 是

大多数革兰氏阴性细菌（如大肠杆菌）外面的一个重要的组成部分，它是由磷脂 A、

一个核心寡糖和高度可变的 O-抗原多聚糖组成。除了其结构功能，LPS 是针对病原

体的炎症反应的一个关键调节器[21]。SP-A 可绑定 LPS 的磷脂 A 进而纯化 LPS，进而

加强肺泡巨噬细胞对大肠杆菌的 LPS 的结合和脱酰基作用，以及通过与 CD14 的直接

相互作影响用特定类型的 LPS 细胞反应[23]。SP-A 可直接绑定 TLR 2 和 TLR4，它们

是调节 LPS 诱导炎症过程的先天免疫的关键组成部分。如果气管内滴入 LPS，SP-A

基因缺失的小鼠的肺泡灌洗液比野生型小鼠表现出更高的 TNF-α 和 NO 代谢产物水

平，而气管内滴入外源性 SP-A 可以恢复 TNF-α 和 NO 的水平[24]。 

此外，在体外和体内感染模型中都证实了 SP-A 在预防和治疗肺部病毒感染中发

挥了重要作用。不同与细菌，病毒必须感染宿主的细胞才能复制繁殖。作为胶原凝集

素的 SP-A 存在于肺泡上皮细胞上的黏液层，可结合病毒进而保护肺泡免于病毒感染，

这类病毒包括包膜病毒，如艾滋病毒、疱疹病毒、巨细胞病毒、呼吸道合胞病毒，流

感病毒或无包膜病毒，如腺病毒[25]。所以非常不成熟的早产儿在生后几个月中往往因

为呼吸道合胞病毒性肺炎需再次入院治疗[26]。SP-A 基因缺失的小鼠比野生型小鼠更

易感染呼吸道合胞病毒，且感染后炎症反应也较重。若 SP-A 基因缺失的小鼠在呼吸

道合胞病毒感染的同时给予外源性 SP-A 可降低其肺内病毒抗体的滴度和炎症细胞。 

真菌通过呼吸道可以进入到宿主体内，在正常情况下，肺部真菌感染非常罕见，

这表明机体一定存在非常有效的针对真菌的防御机制，其中 SP-A 发挥着重要作用。

SP-A 可干扰真菌和酵母，阻碍真菌感染，如白色念珠菌，曲霉菌，新型隐球菌，卡

氏肺囊虫和酿酒酵母菌。这一机制包括：加强抑制真菌生长作用、减少菌丝生长、降

低血清受体病原菌的吞噬能力、下调肺泡巨噬细胞的促炎性细胞因子产生和增强病原

体的聚集作用[27]。而在早产儿中，真菌感染也是新生儿败血症的一种常见的病原菌
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[28]。研究表明这些患病早产儿的肺泡灌洗液中 SP-A 的水平是明显低于正常足月新生

儿的。 

2.SP-A 与 RDS 

RDS 是新生儿期危重症之一,有较高的发病率，虽然早产是 RDS 最重要的原因,

但许多早产儿并不发生 RDS，故 RDS 患儿的基因表达特点已成为 RDS 发病机制的研

究热点。研究发现,控制表面活性蛋白合成的基因因素在 RDS 发病中起重要作用[29]。

目前导致 RDS 易感的特殊基因还不完全清楚,最可能的侯选基因是编码肺脏所特有的

表面活性蛋白基因,特别是编码 SP-A、SP-B 基因,不同的 SP-A 等位基因对 RDS 具有

保护性或易感性作用[30]。对人的胎肺组织研究表明,胎龄 25 周以后,SP-A 开始在 II 型

上皮细胞及其前体细胞胞浆内表达, 32 周以后开始逐渐增强,生后表达明显增强,SP-A

生前多以储存状态为主,因此,胎龄在 32 周以前,肺表面活性蛋白水平低下,这是<32 周

的早产儿易感 RDS 的生理基础[31]。目前只有少数的研究侧重于早产儿生后最初几天

的气道分泌物中 SP-A 浓度的改变，需机械通气的 RDS 患儿相较于因为其他原因需机

械通气的新生儿，其气道抽吸物中 SP-A 的浓度明显下降[32]。相似的情况，未患 RDS

早产儿出生后不久的气道抽吸物中 SP-A 水平比患有 RDS 早产儿高八至九倍[33]。在

早产生后第一周内给予不含 SP-A 的外源性 PS 后，其支气管肺泡灌洗液中 SP-A 的浓

度明显增加[34]。这一发现也被其他研究进一步证实，给予患有 RDS 早产儿外源性 PS

治疗后，其支气管肺泡灌洗液中 SP-A 的浓度立即显著增加。一个可能的重要原因在

于给予外源性 PS 后改善了肺的换气功能，刺激 ACEⅡ分泌富含 SP-A 的内源性 PS。

总之，患有 RDS 早产儿肺部 SP-A 浓度较低，在给予外源性 PS 后可刺激内源性 PS

的合成，分泌和回收，进而可提高 SP-A 的水平[35]。因此，SP-A 可以作为内源性 PS

分泌功能的指标。 

3.SP-A 与 BPD 

BPD 是早产儿的严重呼吸系统疾病，已经成为新生儿重症监护病房最棘手的问

题之一。其发病机制主要是在基因易感性的基础上，宫内和出生后的多重打击如：感

染、炎症、氧毒性等，引起促炎抗炎因子的级联反应，对发育不成熟的肺引起损伤，

以及损伤后血管化失调和肺组织异常修复[36]。SP-A 对于炎症反应中的因子有保护作

用，事实上，SP-A 通过其抗氧化性质减少慢性炎症、促进清除呼吸道的凋亡细胞并

通过存储 TGF-β, 提高正常肺泡在急性肺损伤后修复能力。此外，BPD 的发病可能存
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在个体差异，与基因易感性有关，目前研究的重点是这类基因，其生成的蛋白有调节

免疫和肺重建等作用。迄今为止，讨论具有以上功能的多态性基因 SP-A 在 BPD 中作

用的研究越来越多，但是取得的进展较少。早期的研究表明，BPD 的一个重要的高

危因素是极其不成熟的早产儿暴露于院内感染和各种产后因素加剧炎症反应，细菌、

真菌和病毒感染均能够恶化 BPD 
[37]。根据国外最新资料, 中度和重度 BPD 病死率为

25%,引起死亡的主要原因为反复下呼吸道感染(尤其是呼吸道合胞病毒)，幸存者第一

年再住院率高达 50%, 反复下呼吸道感染是再入院的主要原因。最近的一项对那些出

生体重小于 1000 克的早产儿的生后一周内气管抽吸物的研究表明：最终死亡或发展

为 BPD 的早产儿其气管抽吸物中 SP-A /磷脂酰胆碱值显著低于那些幸存的无 BPD 的

早产儿，提示生后早期低水平的 SP-A 可作为一个 BPD 发展的可能危险因素[38]。另

外一项研究也表明，与对照组相比 BPD 患儿的支气管肺泡灌洗液中 SP-A 的水平显著

降低[39]。同时不同的 BPD 动物模型也证实了这种低 SP-A 水平的改变。在动物模型

中，其组织病理、微生物培养和败血症的临床症状均提示存在高感染率的狒狒模型中

肺泡灌洗液的 SP-A 水平较低 
[40]。基于以上研究，可推测由于缺乏 SP-A 的抗菌作用，

低表达的 SP-A 蛋白可能会影响患儿的临床过程，即生后前几天的肺泡灌洗液中 SP-A

水平较低的早产儿可能更易发生感染或 BPD。总之，SP-A 影响肺的免疫功能，在 BPD

的发展中也可发挥重要作用[41]。 

四、前景与展望 

目前，国内外研究均表明 SP-A 是一个有着复杂调控的分子，对于肺部疾病的发

生发展结构及功能是非常重要的，既能保证对侵入肺部病原体的快速有效清除，又可

避免过度炎症反应造成组织损伤，即平衡局部的免疫稳态，尤其是在早产儿肺疾病的

发生发展中起着要作用。因此，研究如何提高早产儿的肺内的 SP-A 水平将是一个很

有希望的新靶点，在临床研究早产儿肺疾病诊断和治疗中的应用提供更为广泛的前景。 
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英文缩略词表 

英文缩略 英文名称 中文名称 

PS pulmonary surfactant 肺表面活性物质 

SP-A pulmonary surfactant protein-A 肺表面活性物质相关蛋白-A 

W/D wet/dry  湿干重比 

BALF bronchoalveolar lavage fluid 支气管肺泡灌洗液 

BUD budesonide 布地奈德 

CLD chronic lung disease 慢性肺疾病 

BPD bronchopulmonary dysplasia 支气管肺发育不良 

AECⅡ type Ⅱ alveolar epithelial cell Ⅱ型肺泡上皮细胞 

VLBWI very low birth weight infants 极低出生体重儿 

NICU neonatal intensive care unit 新生儿重症监护室 

RDS respiratory distress syndrome 新生儿呼吸窘迫综合症 

DC dendritic cells 树突状细胞 

DPPC dipalmitoylphosphatidylcholine 二棕榈酰磷脂酰胆碱 

CRD carbohydrate recognition domain C 型糖基识别区 

LPS lipopolysaccharide 脂多糖 

TGF transforming growth factor 转化生长因子 

TNF tumor necrosis factor 肿瘤坏死因子 

TLRs toll-like receptors Toll-样受体 
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攻读硕士学位期间发表的论文 

1．何蓉，肖志辉 . 早期微量喂养对极低出生体重早产儿营养和并发症的影响。

中华临床医师杂志（电子版）已录用.  
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