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摘要 目的 探讨磷脂酰肌醇 3-激酶 /蛋白激酶 B ( PI3K /
AKT) 通路在重组人促红细胞生成素( rhEPO) 保护新型支气

管肺发育不良( BPD) 中的作用。方法 40 只定期受孕的 SD
大鼠，于孕第 15 天孕囊内注射脂多糖 ( LPS) 或磷酸盐缓冲

液( PBS) ，新生大鼠分为 4 组: 对照组、高氧组、rhEPO 组、
rhEPO + LY294002 组。采用 Western blot 法和 ＲT-PCＲ 法检

测肺组织中 BCL-2 和 Caspase-9 蛋白及 mＲNA 表达。结果

高氧组、rhEPO + LY294002 组新生大鼠肺组织 BCL-2 蛋白及

mＲNA 表达减少，Caspase-9 蛋白及 mＲNA 表达明显增加;

rhEPO 组 BCL-2 蛋白及 mＲNA 表达增加，Caspase-9 蛋白及

mＲNA 表达减少; 于高氧暴露第 1、7、14 天各组间的差异均

有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。结论 宫内炎性暴露联合生后

高氧可导致肺细胞凋亡增加，rhEPO 可能通过减少肺细胞凋

亡，对新型 BPD 起一定的保护作用，其机制可能与 PI3K /
AKT 信号转导通路有关。
关键词 支气管肺发育不良; 重组人促红细胞生成素; 细胞

凋亡; 磷脂酰肌醇 3-激酶 /蛋白激酶 B
中图分类号 Ｒ 332
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2015) 07 － 0933 － 04

支气管肺发育不良( bronchopulmonary dysplasi-
a，BPD) 是早产儿重要的并发症，致死率和致残率极

高。近年来，随着肺泡表面活性物质和机械通气的

应用，极低出生体重儿和极早早产儿( 胎龄 ＜ 28 周)

成活率不断上升，BPD 的发病率也呈逐年上升趋

势，目前仍无确切有效的防治方法。研究［1］显示，

重组人促红细胞生成素( recombinant human erythro-
poietin，rhEPO) 能治疗并降低早产儿 BPD 的发病风

险，于生后 4 周内使用疗效明显，但其机制尚未明

确。磷脂酰肌醇 3 － 激酶( phosphatidylinositol 3 － ki-
nase，PI3K) /蛋白激酶 B ( protein kinase B，AKT) 信

号转导通路，参与调节细胞迁移、增殖、凋亡、膜泡转

运的过程。研究［2 － 3］证实，PI3K /AKT 通路可通过 B

淋巴细胞瘤-2 基因 ( B-cell lymphoma-2，BCL-2 ) 、半

胱天冬酶( Caspase-9) 和核转录因子( nuclear factor，
NF-κB) 等途径发挥抑制细胞凋亡的作用。该研究

应用 rhEPO 及 LY294002 干预新型 BPD 大鼠模型，

观察肺组织 Caspase-9 和 BCL-2 的表达，探讨外源性

rhEPO 对新型 BPD 大鼠模型的保护机制，为 rhEPO
的临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1． 1 主要材料 清洁级 SD 大鼠，雌鼠 40 只，体重

230 ～ 250 g; 雄鼠 20 只，体重 280 ～ 300 g，均由广西

医科大学 － 广西实验动物中心提供。脂多糖 ( li-
popolysaccharide，LPS ) 购 自 美 国 Sigma 公 司;

LY294002 购自美国 Selleck 公司; rhEPO 购自协和

发酵麒麟( 中国) 制药有限公司; WIP 裂解液购自北

京博奥森生物技术有限公司; ECL 化学发光试剂盒、
BCA 蛋白浓度测定试剂盒均购自上海碧云天生物

技术有限公司; BCL-2、Caspase-9 及 β-actin 一抗购

自武汉博士德生物工程有限公司; ＲNA 提取试剂

盒、ＲT-PCＲ 试剂盒均购自北京康为世纪公司; β-ac-
tin、BCL-2 引 物 由 Invitrogen ( 上 海 ) 公 司 合 成;

Caspase-9 引物由北京奥科鼎盛生物公司合成。引

物序列: BCL-2 ( 188 bp) 上游引物: 5'-GCCTTCTTT-
GAGTTCGGT-3'，下游引物: 5'-TCAAACAGAGGTCG-
CAT-3'; Caspase-9( 204 bp) 上游引物: 5'-TGGCATA-
CACCCTGGACTC-3'， 下 游 引 物: 5'-TCTCCAT-
CAAAGCCGTGAC-3'; β-actin( 299 bp) 上游引物: 5'-
CCTTCTTGCAGCTCCTCCGTC-3'，下 游 引 物: 5'-
TCTCCATATCGTCCCAGTTGGTG-3'。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 动物模型的制备及分组 40 只怀孕第 15
天( 70%胎龄) 的 SD 大鼠随机分成两组: LPS 组( 30
只) 和 PBS 组 ( 10 只) 。参阅前期本课题组的实验

方法［4］。孕鼠腹腔注射 10% 水合氯醛( 5 ml /kg) 麻

醉，切开腹腔，将 LPS( 30 ng /ml) 按 5 μl 每孕囊注射

到孕囊内，PBS 组注入等量的 PBS。所产新生大鼠

生后 12 h 内分为 4 组: 对照组、高氧组、rhEPO 组、
rhEPO + LY294002 组，每组 24 只。高氧组新生大鼠
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连同母鼠一起饲养于氧箱内，持续给氧，维持氧浓度

60%，氧箱内放置无水氯化钙吸收水分，钠石灰吸收

过多的 CO2 ; rhEPO 治疗组在高氧干预第 1、3、5、7、
9、11、13 天 背 部 皮 下 注 射 rhEPO ( 1 200 IU /kg) ，

LY294002 处理组于每次注射 rhEPO 前 30 min 背部

皮下注射 LY294002 ( 0. 3 mg /kg) ，共 7 次。对照组

新生大鼠连同母鼠置常压空气中饲养。
1． 2． 2 肺组织标本采集 于实验第 1、7、14 天每组

随机选取 8 只，10% 水合氯醛 ( 3 ml /kg) 腹腔麻醉

后，断头放血处死动物，迅速打开胸腔，取双肺，液氮

速冻后存于 － 80 ℃冰箱保存备用。
1． 2． 3 Western blot 法检测肺组织 BCL-2、Caspase-9
蛋白表达 在液氮冷冻下研磨肺组织，将组织粉末

转移到 EP 管中，加入 1 ml WIP 裂解液，冰上放置

15 min，4 ℃、12 000 r /min 离心 15 min，取上清液并

适量分装，测定总蛋白浓度，调整蛋白浓度，按各孔

加入 30 μg 蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，半干法转膜，

含 5% 脱脂奶粉的 TBST 室温封闭 1 h，然后加入

BCL-2、Caspase-9 或 β-actin 一抗 ( 1 ∶ 300 稀释) ，4
℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次后加入辣根酶标记的二

抗( 1 ∶ 6 000 稀释) ，室温孵育 50 min，洗膜后进行

ECL 显影，X 光片曝光，拍照测定条带灰度值，计算

BCL-2 和 Caspase-9 与 β-actin 灰度值的比值，重复 3
次，取平均值。
1． 2． 4 肺组织 BCL-2、Caspase-9 mＲNA 表达水平检

测 采用 ＲT-PCＲ 法，将肺组织研磨成粉末，根据超

纯总 ＲNA 提取试剂盒说明书提取总 ＲNA，取 2 μl
ＲNA 溶液置于 1. 5% 琼脂糖凝胶上电泳，检测其完

整性，紫外分光光度计测 ＲNA 浓度和纯度，计算上

样体积，取总 ＲNA 3 μg 逆转录合成 cDNA，以 cDNA
为模板进行 PCＲ 扩增，以 β-actin 为内参。取 5 μl
扩增产物于含有 EB 的 1. 8%琼脂糖凝胶上电泳，结

果通过自动凝胶图像分析仪显示并拍照，分别测定

条带光密度值，计算 BCL-2、Caspase-9 与 β-actin 光

密度值的比值，重复 3 次，取平均值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 18． 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示。各组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用 LSD 法。

2 结果

2． 1 肺组织 BCL-2 和 Caspase-9 蛋白的表达 实

验第 1、7、14 天: 与对照组比较，高氧组 BCL-2 蛋白

表达显著减弱，Caspase-9 蛋白表达显著增强，差异

均有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 与高氧组比较，rhEPO
组 BCL-2 蛋白表达增加，Caspase-9 蛋白表达下降，

差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与 rhEPO 组比较，

rhEPO + LY294002 组 BCL-2 蛋白表达 明 显 下 降，

Caspase-9 蛋白表达明显升高，差异有统计学意义( P
＜ 0. 05 ) ; 高氧组和 rhEPO + LY294002 组 BCL-2 蛋

白表达均明显降低，Caspase-9 蛋白表达均明显增

加，差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。见表 1、图 1。

图 1 不同实验组新生大鼠肺组织 BCL-2 和 Caspase-9 蛋白的表达

1: 对照组; 2: 高氧组; 3: rhEPO 组; 4: rhEPO + LY294002 组

2． 2 肺组织 BCL-2 和 Caspase-9 mＲNA 的表达

实验第 1、7、14 天: 与对照 组 比 较，高 氧 组 BCL-2
mＲNA 表达明显减少，Caspase-9 mＲNA 表达明显增

强，差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与高氧组比

较，rhEPO 组 BCL-2 mＲNA 表达增加，Caspase-9 mＲ-
NA 表达下降，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与

rhEPO 组比较，rhEPO + LY294002 组 BCL-2 mＲNA
表达明显降低，Caspase-9 mＲNA表达显著增加，差

表 1 不同实验组各时间点大鼠肺组织 BCL-2 和 Caspase-9 蛋白的表达 ( n = 8，珋x ± s)

项目 对照组 高氧组 rhEPO 组 rhEPO + LY294002 组 F 值 P 值

BCL-2
第 1 天 0． 56 ± 0． 14 0． 35 ± 0． 10* 0． 46 ± 0． 09# 0． 35 ± 0． 07△ 7． 452 0． 002
第 7 天 0． 59 ± 0． 15 0． 37 ± 0． 11* 0． 56 ± 0． 13# 0． 37 ± 0． 10△ 7． 145 0． 001
第 14 天 0． 75 ± 0． 22 0． 41 ± 0． 16* 0． 64 ± 0． 20# 0． 41 ± 0． 15△ 6． 610 0． 002

Caspase-9
第 1 天 0． 33 ± 0． 07 0． 52 ± 0． 11* 0． 40 ± 0． 11# 0． 50 ± 0． 09△ 6． 591 0． 002
第 7 天 0． 37 ± 0． 08 0． 63 ± 0． 11* 0． 39 ± 0． 09# 0． 62 ± 0． 12△ 15． 699 0． 000
第 14 天 0． 44 ± 0． 08 0． 81 ± 0． 11* 0． 49 ± 0． 09# 0． 79 ± 0． 14△ 26． 433 0． 000

与对照组比较: * P ＜ 0． 05; 与高氧组比较: #P ＜ 0． 05; 与 rhEPO 组比较: △P ＜ 0． 05
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异有统计 学 意 义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 高 氧 组 和 rhEPO +
LY294002 组，BCL-2 mＲNA 表 达 均 明 显 降 低，

Caspase-9 mＲNA 表达均显著增加，差异无统计学意

义( P ＞ 0. 05) 。见表 2，图 2、3。

图 2 BCL-2 在不同实验组肺组织中 mＲNA 表达水平

M: Marker; 1: 对照组; 2: 高氧组; 3: rhEPO 组; 4: rhEPO + LY294002 组

图 3 Caspase-9 在不同实验组肺组织中 mＲNA 表达水平

M: Marker; 1: 对照组; 2: 高氧组; 3: rhEPO 组; 4: rhEPO + LY294002 组

3 讨论

目前认为早产、宫内感染性肺炎、长时间吸氧及

机械通气等是 BPD 的主要危险因素［5］。研究［6］显

示，80%早于 30 周分娩的产妇存在不同程度的宫内

感染，胎肺长期暴露于炎性环境中。早产儿，尤其是

小早产儿肺功能不完善，需要长时间吸氧和机械通

气，常并发气压伤及反复肺部感染，加重肺血管及肺

间质损伤。新生 SD 大鼠与新生儿肺发育过程具有

很强的相似性，新生大鼠的肺发育处于囊泡期，肺

泡期发生于生后 4 ～ 13 d，新生大鼠相当于胎龄

＜ 30周早产儿的肺发育阶段［7］。本实验模拟宫内

感染及生后高氧暴露建立新型 BPD 模型，并在此基

础上做进一步实验研究，具有科学性和可行性。
宫内炎 性 暴 露 及 生 后 高 氧 损 伤 是 导 致 新 型

BPD 发生的重要因素。研究［8］表明，孕期注射 LPS
可导致胚胎期及出生早期肺组织细胞过度凋亡，肺

组织上皮细胞和微血管内皮细胞受损，肺微血管发

育受阻，其机制可能与 Bax /Bcl-2 途径有关。动物

实验［9］显示，高氧干预可导致新生小鼠肺组织细胞

凋亡数目增加，随着高氧时间延长肺凋亡数增加越

明显，凋亡数与肺损伤程度相关［9］。本实验结果显

示，LPS( 30 ng /ml) 孕囊注射联合生后高氧可增加肺

Caspase-9 表达、减少 BCL-2 表达，推测宫内感染联

合生后高氧暴露可导致新生大鼠肺细胞凋亡增加。
rhEPO 是一种多功能的糖蛋白类激素，具有抗

氧化、抗炎、抑制凋亡及促进血管生成等非造血作

用［10］，对高氧和感染所致的肺损伤具有保护作用。
研究［11］显示，rhEPO 可减少高氧肺损伤模型的细胞

凋亡指数，从而减轻高氧性肺损伤。本实验结果显

示，rhEPO 干预能有效减少 SD 新生大鼠新型 BPD
模型 肺 Caspase-9 蛋 白 及 mＲNA 表 达，同 时 增 加

BCL-2 蛋白及 mＲNA 表达，从而推测 rhEPO 可能通

过抑制细胞凋亡，对新型 BPD 发挥保护作用。
PI3K 是联系胞外信号与细胞内应答效应的桥

梁，可通过多种途径作用于其下游信号因子，对细胞

凋亡 起 调 节 作 用［12 － 13］，其 中 Caspase-9 是 PI3K /
AKT 传导通路下游细胞凋亡的启动者和效应者，

BCL-2 则具有抗凋亡的作用。LY294002 是 PI3K 特

异性抑制剂，通过抑制 PI3K 活性，使 AKT 活化受

阻，抑 制 PI3K /AKT 通 路 的 功 能。本 课 题 前 期 研

究［3］显示: 在新型 BPD 模型中，rhEPO 明显增加肺

组织 PI3K 蛋白和 mＲNA 的表达，有效减少肺细胞

的凋 亡，推 测 rhEPO 的 抗 凋 亡 作 用 可 能 与 上 调

PI3K / AKT通路有关。本实验通过在新型BPD模型

表 2 不同实验组各时间点大鼠肺组织 BCL-2 和 Caspase-9 mＲNA 的表达 ( n = 8，珋x ± s)

项目 对照组 高氧组 rhEPO 组 rhEPO + LY294002 组 F 值 P 值

BCL-2
第 1 天 0． 32 ± 0． 04 0． 09 ± 0． 04* 0． 18 ± 0． 03# 0． 12 ± 0． 02△ 63． 961 0． 000
第 7 天 0． 45 ± 0． 09 0． 17 ± 0． 12* 0． 36 ± 0． 10# 0． 20 ± 0． 08△ 14． 876 0． 000
第 14 天 0． 51 ± 0． 09 0． 10 ± 0． 08* 0． 44 ± 0． 12# 0． 14 ± 0． 03△ 49． 181 0． 000

Caspase-9
第 1 天 0． 21 ± 0． 14 0． 59 ± 0． 09* 0． 41 ± 0． 14# 0． 62 ± 0． 07△ 21． 582 0． 000
第 7 天 0． 27 ± 0． 12 0． 74 ± 0． 09* 0． 37 ± 0． 13# 0． 76 ± 0． 05△ 50． 422 0． 000
第 14 天 0． 25 ± 0． 15 0． 91 ± 0． 07* 0． 30 ± 0． 10# 0． 86 ± 0． 11△ 81． 322 0． 000

与对照组比较: * P ＜ 0． 05; 与高氧组比较: #P ＜ 0． 05; 与 rhEPO 组比较: △P ＜ 0． 05
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新生大鼠背部皮下注射 LY294002 ( 0. 3 mg /kg) ，然

后观 察 Caspase-9 和 BCL-2 表 达 变 化，结 果 显 示

Caspase-9 蛋白及 mＲNA 表达显著增强，而 BCL-2 蛋

白及 mＲNA 表达减弱，推测 rhEPO 对新型 BPD 的保

护机制可能与 PI3K /AKT 信号转导通路有关。
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The effect and significance of rhEPO to the expression of BCL - 2 and
Caspase-9 in the new type BPD model’s lung tissue

Yue Sifeng，Zhang Hua
( Dept of Newborn，The Affiliated Hospital of Guilin Medical College，Guilin 541001)

Abstract Objective To explore the role of phosphatidylinositol 3-kinase /protein kinase B( PI3K /AKT) pathway
in recombinant human erythropoietin( rhEPO) protecting new type BPD． Methods Injected LPS or PBS to 40 spra-
gue-dawley ( SD) rats，gestational sacs on 15th day of gestation，the newborn rats were divided into four groups:
control group，hyperoxia group，rhEPO group，rhEPO + LY294002 group． To detect the expression of lung tissue
BCL-2 and Caspase -9 protein and mＲNA by Western blot and ＲT-PCＲ． Ｒesults In the hyperoxia group and
rhEPO + LY294002 group，BCL-2 expression was decreased，while Caspase-9 expression was increased apparently;

in the rhEPO group，BCL-2 expression was increased，while Caspase-9 expression was decreased． The differences
between each group were statistically significant on 1st，7th and 14th day of hyperoxia exposure ( P ＜ 0. 05) ． Con-
clusion Intrauterine inflammatory exposure combined with hyperoxia after birth can cause lung cell apoptosis in-
creases． While rhEPO has certain control effects on BPD，possibly by reducing the pulmonary apoptosis． The
mechanism may be associated with PI3K /AKT signaling pathway．
Key words bronchopulmonary dysplasia; recombinant human erythropoietin; apoptosis; phosphatidylinositol 3-ki-
nase /protein kinase B
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