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【摘要】目的　观察Ｂｒｕｔｏｎ酪氨酸激酶 （Ｂｒｕｔｏｎ’ｓｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，Ｂｔｋ）和核因子кＢ（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦкＢ）在高氧诱导的急性肺损伤 （ｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＨＡＬＩ）小鼠
肺组织中的表达水平，探讨两者在 ＨＡＬＩ发生中的作用机制。方法　雄性昆明小鼠７２只，按随机
数字表法随机分为四组：对照组、高氧暴露３ｄ组 （Ｈ３ｄ组）、高氧暴露３ｄ＋抑制剂组 （Ｈ３ｄ＋Ｉ
组）和抑制剂组。光镜下观察各组小鼠肺组织病理学改变，测定支气管肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ）总蛋
白含量 （ＴＰ）和肺湿／干质量比值 （Ｗ／Ｄ）；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定肺组织 Ｂｔｋ、ｐＢｔｋ和 ｐＮＦкＢ
ｐ６５蛋白表达；采用ＲＴｑＰＣＲ法测定肺组织白细胞介素６（ＩＬ６）ｍＲＮＡ表达，采用 ＥＬＩＳＡ法检测
血清中单核细胞趋化因子１（ＭＣＰ１）含量。各组间比较采用单因素方差分析。结果　对照组与抑
制剂组比较，各测定数据差异均无统计学意义 （Ｐ＞００５）。与Ｈ３ｄ＋Ｉ组比较，Ｈ３ｄ组肺组织病理
损伤明显增加且ＢＡＬＦ总蛋白含量和Ｗ／Ｄ比值均明显增高，（分别为 Ｐ＝０００２，Ｐ＝００００）差异
均具有统计学意义；Ｈ３ｄ组肺组织Ｂｔｋ、ｐＢｔｋ和ｐＮＦкＢｐ６５表达量明显高于Ｈ３ｄ＋Ｉ组 （分别为Ｐ
＝０００２，Ｐ＝００１３，Ｐ＝００００）。Ｈ３ｄ组肺组织 ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平明显高于对照组 （Ｐ＝
０００４）、抑制剂组 （Ｐ＝００００）和Ｈ３ｄ＋Ｉ组 （Ｐ＝００２１）；Ｈ３ｄ组血清 ＭＣＰ１含量均高于对照组
（Ｐ＝０００２）、抑制剂组 （Ｐ＝００００）和Ｈ３ｄ＋Ｉ组 （Ｐ＝０００９）。相关性分析结果显示，各组小鼠
肺组织Ｂｔｋ或 ｐＢｔｋ表达水平与 ｐＮＦкＢｐ６５表达量之间呈正相关 （ｒ＝０９０２；ｒ＝０９５４，Ｐ＜
００１）。结论　Ｂｔｋ可能通过调控 ＮＦкＢ信号通路而介导 ＩＬ６和 ＭＣＰ１等炎症细胞因子释放，在
ＨＡＬＩ发生中起重要作用，抑制Ｂｔｋ的活性可有效减轻肺损伤的严重程度。

【关键词】高氧；急性肺损伤；Ｂｒｕｔｏｎ酪氨酸激酶；核因子кＢ；小鼠；湿／干质量比值；单核
细胞趋化因子１；信号通路
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ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＲＴＰＣＲ）；ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ１（ＭＣＰ１）ｉｎｓｅｒｕｍｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）Ｓｔａｔｉｓｔｃａｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ１ｗａｙＡＮＯＶＡＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｄａｔａ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＞００５）Ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，
ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｉｎＢＡＬＦ，Ｗ／ＤｒａｔｉｏｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｉｎＨ３ｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ
Ｈ３ｄ＋Ｉｇｒｏｕｐ（ＲｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＰ＝０００２，Ｐ＝００００）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｂｔｋ，ｐＢｔｋ，ｐＮＦкＢｐ６５ｉｎＨ３ｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎＨ３ｄ＋Ｉｇｒｏｕｐ（Ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
Ｐ＝０００２，Ｐ＝００１３，Ｐ＝００００）ＲＴｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６ｍＲＮＡｉｎＨ３ｄ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０００４），ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＝００００）ａｎｄＨ３ｄ＋Ｉ
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ｇｒｏｕｐ（Ｐ＝００２１）Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ＴｈｅｓｅｒｕｍＭＣＰ１ｌｅｖｅｌｓｉｎＨ３ｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｍａｒｋｅｌｙｔｈａｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０００２），ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＝００００）ａｎｄＨ３ｄ＋Ｉｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０００９）Ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｐＮＦкＢｐ６５ｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｈｔＢｔｋａｎｄｐＢｔｋ（ｒ＝０９０２ａｎｄ０９５４，Ｐ＜
００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＢｔｋｍａｙｔｒｉｇｇｅｒｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆＩＬ６ａｎｄＭＣＰ１ｂｙｍｅｄｉａｔｉｎｇｔｈｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｆ
ＮＦкＢｉｎｖｉｖｏｓｔｕｄｙ，ｗｈｉｃｈｗａｓｍｏｓｔｉｍｐｏｒｔａｎｔｉｎｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆＨＡＬＩＴｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＢｔｋ
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Ｍｉｃｅ；Ｗｅｔ／ｄｒｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ；Ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１；Ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　机械通气和氧疗是治疗呼吸衰竭的主要手段，
但长时间吸入高浓度氧气会产生大量氧自由基

（ＲＯＳ），诱发炎症效应，促进细胞凋亡，从而进一
步加重肺损伤，称为高氧诱导的急性肺损伤

（ＨＡＬＩ）［１］。核因子кＢ（ＮＦкＢ）是一种核转录因
子，参与多种炎症细胞因子的调控，在急性肺损伤

的发病中扮演着重要角色［２］。Ｂｒｕｔｏｎ酪氨酸激酶
（Ｂｔｋ）是Ｔｅｃ家族的一种非受体型酪氨酸激酶，在
炎症过程中不但可触发下游炎症因子的产生和释

放，还可调控凋亡蛋白的活性及 ＲＯＳ的产生［３４］。

然而，Ｂｔｋ在ＨＡＬＩ中有何作用，与 ＮＦкＢ有何关
系目前尚不清楚。本研究通过建立小鼠高氧肺损伤

模型，测定其肺组织 Ｂｔｋ、ｐＢｔｋ、ｐＮＦкＢｐ６５和
白细胞介素６（ＩＬ６）表达水平以及血清单核细胞
趋化因子１（ＭＣＰ１）含量，以期探讨 Ｂｔｋ与 ＮＦ
кＢ在ＨＡＬＩ发生过程中的相互关系及作用机制。

１　材料与方法

１１　实验动物分组及模型建立
健康雄性昆明小鼠７２只，８～１２周龄，体质量

１５～２０ｇ（山西医科大学实验动物中心提供），随机
数字法分为４组：对照组、高氧暴露３天组 （Ｈ３ｄ
组）、抑制剂组和高氧暴露３ｄ＋抑制剂组 （Ｈ３ｄ＋Ｉ
组），每组１８只。对照组呼吸室内空气；Ｈ３ｄ组置
于氧气舱内吸入高浓度氧，内置测氧仪 （沃赛特科

技ＤＲ７０ｃＯ２）持续检测舱内氧体积分数 （９５％左
右）；抑制剂组给予腹腔注射Ｂｔｋ特异性抑制剂ＬＦＭ
Ａ１３（５０ｍｇ／ｋｇ），每１２ｈ重复给药一次；Ｈ３ｄ＋Ｉ组
同时给予上述两种干预措施，即腹腔注射ＬＦＭＡ１３后
置于氧气舱内吸入高浓度氧。各组小鼠实施干预后，

均以１％戊巴比妥钠 （４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，
按实验设计留取血液、支气管肺泡灌洗液

（ＢＡＬＦ）和肺组织样本，处置方法符合动物伦理
学标准。

１２　主要试剂和仪器
ＬＦＭＡ１３（美国ｓｅｌｌｅｃｋ公司）；蛋白定量试剂

盒 （Ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ，武汉博士德）；兔抗
鼠Ｂｔｋ一抗和鼠抗鼠 ｐＮＦкＢｐ６５一抗 （美国 ＣＳＴ
公司）；兔抗鼠 ｐＢｔｋ一抗 （美国 Ａｂｃａｍ公司）；
ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取液 （美国 Ｌｉｆｅ公司）；逆转录试剂
盒和ＳｙｂｅｒＧｒｅｅｎ（日本Ｔａｋａｒａ公司）；ＭＣＰ１酶联
免疫吸附试剂盒 （中国 Ｅｌｉａｂｓｃｉｅｎｃｅ公司）；ｑＰＣＲ
仪 （美国ＡＢＩ公司）。
１３　肺损伤程度评估

肺组织损伤程度按以下方法进行评估。①肺湿
／干质量比值 （Ｗ／Ｄ）：小鼠处死后立即取右肺，
吸干表面血迹后称湿质量，然后置入６０℃烤箱中
过夜再称干质量，计算肺组织湿／干质量比值。②
支气管肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ）蛋白浓度测定：采用
ＢＣＡ法测定ＢＡＬＦ中总蛋白含量，操作按试剂盒中
说明进行。③病理学评分：采用 Ａｎｄｒｅａｓ盲法评
分［５］，即根据间质水肿、肺泡水肿，中性粒细胞

渗出，实质出血及血管旁支气管周出血等５个独
立指标进行评分，分为４个等级：０肺无异常；１
轻度；２中度；３重度。
１４　肺组织 Ｂｔｋ、ｐＢｔｋ及 ｐＮＦкＢｐ６５蛋白表达

测定

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定肺组织 Ｂｔｋ、ｐＢｔｋ及
ｐＮＦкＢｐ６５蛋白表达水平，测定方法按试剂盒说
明进行。同时检测 βａｃｔｉｎ的表达作为内参照。应
用ＡｌｐｈａｖｉｅｗＳＡ软件进行结果分析，以目的蛋白
条带／内参蛋白条带的灰度值作为该蛋白的相对表
达水平。

１５　肺组织ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平测定
取等量肺组织加入 ＴＲＩｚｏｌ以提取 ＲＮＡ，经逆

转录成ｃＤＮＡ后的用于 ｑＰＣＲ，操作步骤严格按试
剂盒说明书进行。引物设计参照 Ｇｅｎｅｂａｎｋ，目的
基因序列编码区采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件完成，
由Ｔａｋａｒａ公司合成。目的基因 ＩＬ６的引物序列为
Ｆ：５’ＧＴＧＧＣＡＧＧＴＡＧＡＧＣＡＧＧＡＡＧ３’；Ｒ：５’
ＣＣＡＡＡＴＧＡＡＡＧＧＣＡＣＴＣＴＧＴ３’。内参基因 βａｃｔｉｎ
的 引 物 序 列 为 Ｆ： ５ ’
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ＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣ３’； Ｒ： ５’
ＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ３’。反应体系２０μＬ：２×
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ（ＨｉｇｈＲｏｘ）１０μＬ，目
的ｃＤＮＡ模板：１μＬ，５μｎｏｌ／Ｌ的上下游引物各１６
μＬ，ｄＨ２Ｏ：６４μＬ；扩增条件：５０℃ ２ｍｉｎ，９５℃
１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，反应４０个循环，反
应程序由ＡＢＩ７３００系统执行。
１６　血清ＭＣＰ１含量测定

采用酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ法）测定血
清ＭＣＰ１含量。操作步骤严格按试剂盒说明书进
行。酶标仪设定的吸光度值为４５０ｎｍ，绘制标准
曲线，根据测得的样本吸光度值在标准曲线上查找

相应的样本浓度值。

１７　统计学方法
采用 ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ６０１软件对实验数据进

行分析。所有数据均数±标准差 （ｘ±ｓ）表示，多
组间比较采用方差分析，两组间差异比较采用成组

ｔ检验，均数间两两比较采用 ＳＮＫｑ法，相关性分
析采用Ｐａｒｔｉａｌ相关分析法，以 Ｐ＜００５表示差异
具有统计学意义。

２　结果

２１　肺组织病理学改变
ＨＥ染色光镜下观察，对照组与抑制剂组小鼠

肺泡结构完整，肺泡间隔无明显增厚、水肿和炎症

细胞浸润，Ａｎｄｒｅａｓ评分＜１；Ｈ３ｄ组肺泡结构破坏
明显，肺泡及间质水肿伴大量炎症细胞浸润，

Ａｎｄｒｅａｓ评分 ＝８；Ｈ３ｄ＋Ｉ组较 Ｈ３ｄ肺组织病理损
伤明显减轻，炎症细胞浸润减少，Ａｎｄｒｅａｓ评分 ＝
３。见图１。

　　Ａ：对照组肺组织结构完整，无炎症细胞浸润；Ｂ：Ｈ３ｄ组肺
泡结构明显塌陷，大量炎症细胞浸润；Ｃ：Ｈ３ｄ＋Ｉ组肺间质轻度水
肿，炎症细胞浸润减少 ；Ｄ：抑制剂组肺泡形态正常，无明显炎症
细胞浸润

图１　光镜下ＨＥ染色的各组肺组织切片 （×４００）
Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｌｉｇｈｔ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×４００）

２２　肺组织Ｗ／Ｄ比值和ＢＡＬＦ中蛋白含量
各组小鼠肺组织 Ｗ／Ｄ比值和 ＢＡＬＦ总蛋白

（ＴＰ）含量测定结果见表１。结果显示，Ｈ３ｄ组小
鼠肺组织Ｗ／Ｄ比值和ＢＡＬＦ中ＴＰ含量均明显高于

对照组、抑制剂组和 Ｈ３ｄ＋Ｉ组，差异具有统计学
意义 （分别为 Ｆ＝１２２８３８，Ｆ＝１０４４３６，Ｆ＝
５１３２４，均Ｐ＜００１和 Ｆ＝１４９１６５，Ｆ＝１５２７０，
Ｆ＝２６０２２，均Ｐ＜００１）。

表１　肺组织湿／干质量 （Ｗ／Ｄ）和ＢＡＬＦ中ＴＰ含量 （ｎ＝
６，ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ１　ＬｕｎｇｔｉｓｓｕｅＷｅｔ／ｄｒｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏａｎｄＴＰｃｏｎｔｅｎｔ（ｎ
＝６，ｘ±ｓ）

组别 Ｗ／Ｄ比值 ＴＰ（ｇ／Ｌ）

对照组 ３３８０±０１９ ００３３±０００７
Ｈ３ｄ组 ５８０８±０４５２ａ ０３４９±００５７ａ

Ｈ３ｄ＋Ｉ组 ４０３０±０３２３ｂ ０１９４±００３７ｂｃ

抑制剂组 ３３７８±００２８ ００２８±０００９

　　注：与对照组比较，ａＰ＜００１，ｃＰ＜００５；与 Ｈ３ｄ组比较，ｂＰ

＜００１

２３　肺组织 Ｂｔｋ、ｐＢｔｋ和 ｐＮＦкＢｐ６５蛋白表达
水平

各组小鼠肺组织 Ｂｔｋ、ｐＢｔｋ和 ｐＮＦкＢｐ６５蛋
白半定量测定结果见图２。结果显示，对照组和抑
制剂组肺组织几乎无 ｐＮＦкＢｐ６５蛋白表达，仅有
少量Ｂｔｋ蛋白表达。Ｈ３ｄ组肺组织 Ｂｔｋ、ｐＢｔｋ和
ｐＮＦкＢｐ６５蛋白表达水平均明显高于对照组 （Ｆ＝
１８６３８６；Ｆ＝１４８７４１０；Ｆ＝１８３７１９，均 Ｐ＜
００１）和抑制剂组 （Ｆ＝２１３３０１；Ｆ＝１６８６４２２；
Ｆ＝１７３５４７，均Ｐ＜００１）；Ｈ３ｄ＋Ｉ组肺组织Ｂｔｋ、
ｐＢｔｋ和ｐＮＦкＢｐ６５蛋白表达水平虽高于对照组和
抑制剂组，但明显低于 Ｈ３ｄ组 （Ｆ＝９５２８２，Ｆ＝
８９３９８６，Ｆ＝１２６２９８；均 Ｐ＜００１）。Ｐａｒｔｉａｌ相关
分析表明，各组小鼠肺组织中Ｂｔｋ和ｐＢｔｋ与ｐＮＦ
кＢｐ６５蛋白表达量之间呈正相关 （ｒ＝０９０２，ｒ＝
０９５４，均Ｐ＜００１）。
２４　肺组织ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平

各组小鼠肺组织 ＩＬ６ｍＲＮＡ表达水平见图３。
结果显示，Ｈ３ｄ组肺组织 ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达量均
明显高于对照组和抑制剂组 （Ｆ＝１３１８５３；Ｆ＝
１３９８２２，均 Ｐ＜００１）；Ｈ３ｄ＋Ｉ组肺组织 ＩＬ６
ｍＲＮＡ的表达量虽高于对照组和抑制剂组，但明显
低于 Ｈ３ｄ组 （Ｆ＝５８５５６，Ｐ＜００１）；对照组和
抑制剂组比较差异无统计学意义 （Ｆ＝１０６３，Ｐ＞
００５）。
２５　血清ＭＣＰ１含量测定结果

各组小鼠血清ＭＣＰ１含量测定结果显示，Ｈ３ｄ
组血清ＭＣＰ１含量均明显高于对照组和抑制剂组
［（４７６７０±８４２５）ｐｇ／ｍＬｖｓ（７１３３±１５６１）
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ｐｇ／ｍＬ，Ｆ＝１１１８８；（４７６７０±８４２５）ｐｇ／ｍＬｖｓ
（６２５０±１３０８）ｐｇ／ｍＬ，Ｆ＝１１４４２４，均 Ｐ＜
００１］；Ｈ３ｄ＋Ｉ组血清 ＭＣＰ１含量虽高于对照组
和抑制剂组，但明显低于 Ｈ３ｄ组 ［（１８３５０±
２４３８）ｐｇ／ｍＬｖｓ（４７６７０±８４２５）ｐｇ／ｍＬ，Ｆ＝
５８３７４，Ｐ＜００１］。对照组和抑制剂组比较差异
无统计学意义 ［（７１３３±１５６１）ｐｇ／ｍＬｖｓ（６２５±
１３０８）ｐｇ／ｍＬ，Ｆ＝０２９１，Ｐ＝０６］。

　　与对照组比较，ａＰ＜００１，与Ｈ３ｄ组比较，ｂＰ＜００１

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组小鼠肺组织中 Ｂｔｋ、ｐＢｔｋ、ｐＮＦ

кＢｐ６５的蛋白表达况

Ｆｉｇ２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢｔｋ、ｐｈｏｓｐｈｏＢｔｋａｎｄｐＮＦкＢｉｎｔｈｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

　　与对照组比较，ａＰ＜００１，ｂＰ＜００５；与Ｈ３ｄ组比较，ｃＰ＜００１

图３　ＲＴｑＰＣＲ法检测肺组织中ＩＬ６ｍＲＮＡ在各组间的表达水平

Ｆｉｇ３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＬ６ｍＲＮＡｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｌｕｎｇ

ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ

３　讨论

ＡＬＩ／ＡＲＤＳ是目前临床上常见的急危重症，氧

疗是其在临床救治过程中不可替代的最基础治疗手

段［６］。但高浓度氧疗引发肺组织氧化应激损伤也

是不可忽视的并发症。本实验结果显示，９５％体积
分数高氧暴露３天即可引起小鼠肺泡结构重塑，肺
间质水肿，炎症细胞浸润等一系列病理改变，称高

氧诱导的急性肺损伤 （ＨＡＬＩ）。有证据表明，除氧
化应激外，炎症细胞和细胞因子也参与了 ＨＡＬＩ的
发病过程［７８］，但具体作用机制有待进一步阐明。

ＮＦкＢ是一种核转录因子，包含５个亚基，即
Ｐ５０、Ｐ５２、Ｐ６５、ｃＲｅｌ和 ＲｅｌＢ。在稳定状态下，
ＮＦкＢ位于胞浆中与ＩкＢ相结合处于失活状态。在
ＬＰＳ、高浓度氧及大潮气量机械通气等因素刺激
下，ＩкＢ发生泛素化而与ＮＦкＢ解离，后者活化后
移位至胞核内特定位点，从而调控靶基因的转录。

研究表明，ＮＦкＢ活化在 ＨＡＬＩ发生中扮演着重要
角色，可调控多种细胞因子和炎症介质的释放，形

成瀑布效应而引起肺组织损伤［９］，其中包括 ＩＬ６、
ＭＣＰ１等［１０］。在前期研究中发现，高氧环境下肺

组织ＮＦкＢ表达量与高氧暴露时间长短有密切关
系［１１］。本实验结果显示，Ｈ３ｄ组肺组织损伤程度、
ｐＮＦкＢｐ６５表达量、ＩＬ６ｍＲＮＡ表达量及血清
ＭＣＰ１含量均明显高于对照组，提示高氧暴露可促
使ＮＦкＢ发生活化，上调 ＩＬ６和 ＭＣＰ１等炎症因
子表达，是导致肺组织炎症性损伤的重要原因。然

而，高氧暴露究竟通过哪条细胞内信号转导通路激

活ＮＦкＢ目前尚不清楚。
Ｂｔｋ是一种非受体型酪氨酸激酶，几乎表达于

除Ｔ细胞之外的所有髓系细胞中，属于 Ｔｅｃ家族，
包含５个成员，即Ｂｔｋ、Ｉｔｋ、Ｔｅｃ、Ｂｍｘ和Ｔｘｋ。从
结构上看，Ｂｔｋ由ＰＨ、ＴＨ、ＳＨ３、ＳＨ２及 Ｓｒｃ等结
构域组成，这些结构域关联着许多细胞内的信号蛋

白，在炎症反应、免疫反应和氧化应激中扮演着重

要角色 ［３］。Ｚｈｏｕ等［１２］采用盲肠结扎穿刺术诱发脓

毒症造成小鼠 ＡＬＩ模型，通过 ＳｉＲＮＡ干扰技术下
调Ｂｔｋ表达后发现，肺组织损伤程度较对照组明显
减轻。Ｋｒｕｐａ等［１３］用脂多糖和免疫复合物 （ＬＰＳ／
ＩＣ）联合诱导小鼠发生ＡＬＩ，同样采用ＳｉＲＮＡ干扰
技术抑制肺组织中性粒细胞 Ｂｔｋ的表达。结果发
现，肺组织中性粒细胞募集数量明显减少。本研究

结果显示，在高氧诱导的小鼠 ＡＬＩ模型中采用 Ｂｔｋ
特异性抑制剂 ＬＦＭＡ１３进行干预后，肺组织病理
损伤程度、ＢＡＬＦ总蛋白含量和 Ｗ／Ｄ比值均明显
降低。提示，肺组织Ｂｔｋ高表达是 ＨＡＬＩ发生的重
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要原因，抑制Ｂｔｋ表达可有效改善高氧肺损伤的程
度，发挥保护性效应。

研究表明，Ｂｔｋ可调控细胞内多种关键信号转
导蛋白的活性，包括 ＮＦкＢ、ＮＦＡＴ、ＰＫＣ、Ｐｉｎ１、
ＴＬＲｓ和ｃａｖｅｏｌｉｎ１等，其中以ＮＦкＢ信号导通路最
为重要［１４１５］。Ｐｅｔｒｏ等［１６］通过体外基因干扰实验证

明，在ＢＣＲ受体信号通路中 Ｂｔｋ对于 ＮＦкＢ的活
化具有关键作用，敲除Ｂｔｋ基因表达可使ＮＦкＢ活
性降低。Ｌｉａｎｇ等［１７］进一步通过水动力转染技术进

行在体动物实验，并提出一种细胞内信号转导通路

假想模式：ＢＣＲ受刺激后，Ｂｔｋ位移至细胞膜脂筏
与小窝蛋白 （Ｃａｖｅｏｌｉｎ）等构成多蛋白复合物。在
这个复合物结构中，Ｂｔｋ发生磷酸化而导致 ＮＦкＢ
活化，后者的亚单位 Ｐ６５／ＲｅｌＡ进入细胞核并结合
在Ｂｔｋ启动子上，从而调控其基因转录，新合成的
Ｂｔｋ可进一步活化 ＮＦкＢ，从而形成一个正反馈环
路。本研究结果显示，Ｈ３ｄ＋Ｉ组肺组织 Ｂｔｋ、ｐ
Ｂｔｋ和ｐＮＦкＢｐ６５表达量较 Ｈ３ｄ组明显降低，且
肺组织Ｂｔｋ和ｐＢｔｋ表达水平与ｐＮＦкＢｐ６５表达量
之间均呈正相关。说明在高氧肺损伤发生过程中，

Ｂｔｋ可能是通过激活ＮＦкＢ发挥作用的。因此笔者
推测，氧化应激促使ＲＯＳ（如Ｏ２

、Ｈ２０２、ＨＯ
等）

大量释放，激活膜受体信号蛋白，通过接头蛋白

（如 ＭｙＤ８８、Ｍａｌ、ＴＲＩＦ等）使 Ｂｔｋ转移至胞膜，
后者与Ｃａｖｅｏｌｉｎ１结合后发生活化，进而激活 ＮＦ
кＢ，诱导ＩＬ６和 ＭＣＰ１等炎症因子释放，最终导
致肺组织炎症性损伤。
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