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抑制 ｍＴＯＲ信号通路对幼鼠肺损伤时
ｐＡＫＴ１分子的影响及意义

梁木林，　党红星，　鲁　雪，　方　芳，　刘成军△，　许　峰
（重庆医科大学附属儿童医院重症医学科，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，

儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地，儿科学重庆市重点实验室，重庆 ４０００１４）

　　［摘　要］　目的：探讨抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）信号通路在高体
积分数氧（高氧）致ＳＤ幼鼠肺损伤时对磷酸化ＡＫＴ１（ｐＡＫＴ１）分子的影响和意义。方法：７２只 ＳＤ幼鼠（３周龄）
随机分为空气＋生理盐水组、高氧＋生理盐水组、高氧＋ＯＳＩ０２７组及高氧＋雷帕霉素组（ｎ＝１８），分别构建动物模
型。高氧选择９０％氧气持续干预，生理盐水、ＯＳＩ０２７和雷帕霉素干预分别在观察期第１、３、６、８、１０和１３天时经腹
腔注射给药。在造模第３、７和１４天时取各组幼鼠进行体重测量、肺湿干重比（ｗｅｔ／ｄｒｇｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ，Ｗ／Ｄ）计算、肺
组织病理学检查、肺泡间隔宽度测定和肺损伤评分，肺组织免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测磷酸化 Ｓ６Ｋ１（ｐＳ６Ｋ１）和
ｐＡＫＴ１的分布与水平。结果：与空气组比较，高氧组幼鼠体重明显下降（Ｐ＜００５），肺损伤急性期肺 Ｗ／Ｄ增高
（Ｐ＜００５），肺泡间隔宽度及肺损伤评分明显增加（Ｐ＜００５），肺组织ｐＳ６Ｋ１阳性细胞增多（Ｐ＜００５），肺组织 ｐ
ＡＫＴ１阳性细胞减少（Ｐ＜００５），ｐＳ６Ｋ１蛋白显著升高（Ｐ＜００１），ｐＡＫＴ１蛋白明显减低（Ｐ＜００１）；与高氧组比
较，高氧＋ＯＳＩ０２７组的肺组织损伤减轻，肺组织 ｐＳ６Ｋ１阳性细胞减少（Ｐ＜００５），ｐＡＫＴ１阳性细胞增多（Ｐ＜
００５），ｐＳ６Ｋ１蛋白水平显著降低（Ｐ＜００５），ｐＡＫＴ１蛋白水平增加（Ｐ＜００５）；高氧 ＋雷帕霉素组的肺损伤进一
步加重（Ｐ＜００５），ｐＳ６Ｋ１阳性细胞减少（Ｐ＜００５），ｐＡＫＴ１阳性细胞增加（Ｐ＜００５），ｐＳ６Ｋ１蛋白水平显著降低
（Ｐ＜００５），ｐＡＫＴ１蛋白水平显著增加（Ｐ＜００５）。与高氧＋雷帕霉素组比较，高氧 ＋ＯＳＩ０２７组的肺组织损伤减
轻（Ｐ＜００５），肺组织ｐＡＫＴ１阳性细胞减少（Ｐ＜００５），ｐＡＫＴ１蛋白水平降低（Ｐ＜００５）。结论：ｐＡＫＴ１参与了
高氧肺损伤的发生发展，其调控机制可能与抑制ｍＴＯＲ信号通路的活化有关。高氧肺损伤时，ｐＡＫＴ１蛋白水平下
降，ｍＴＯＲ抑制剂能增加ｐＡＫＴ１蛋白水平，但只有ｍＴＯＲＣ１／２双重抑制剂ＯＳＩ０２７能减轻高氧所致ＳＤ幼鼠的肺损
伤及纤维化。
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　　高体积分数氧（高氧，ｈｙｐｅｒｏｘｉａ）长时间持续吸
入可引发儿童肺损伤［１］，高氧诱导的肺损伤在组织

学上可分为急性期和慢性纤维化期２个阶段，２者的
病理改变不同，即早期肺组织表现为炎症渗出和水

肿，晚期则表现为肺泡明显增厚和成纤维细胞增

生［２］。肺损伤纤维化发生的主要机制是炎症损伤和

损伤后异常修复［３］，但纤维化进展的机制尚不完全

清楚，仍然缺乏有效手段干预纤维化［４］。哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，
ｍＴＯＲ）信号通路参与调节细胞的存活与增殖，抑制
ｍＴＯＲ对肺损伤及纤维化有潜在的治疗作用［５］。本

研究以３周龄ＳＤ幼鼠为研究对象，复制高氧肺损伤
动物模型，探讨 ｍＴＯＲ复合物 １（ｍＴＯＲｃｏｍｐｌｅｘ１，
ｍＴＯＲＣ１）抑制剂雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ｒａｐａ）和
ｍＴＯＲＣ１／２双重抑制剂 ＯＳＩ０２７抑制 ｍＴＯＲ信号通
路对高氧肺损伤时磷酸化 ＡＫＴ１（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ＡＫＴ１，ｐＡＫＴ１）分子的影响及其在高氧肺损伤纤维
化中的作用。

材　料　和　方　法

１　实验动物
清洁级ＳＤ幼鼠（体重４４８ｇ±２７５ｇ，雌雄不

限，３周龄），由重庆医科大学实验动物中心提供，许
可证编号为ＳＣＸＫ（渝）２０１８０００３，敷料、饲料和水源
由重庆医科大学附属儿童医院动物房统一供应。本

研究经重庆医科大学实验动物伦理委员会伦理审核

批准。

２　主要试剂
抗兔ｐＡＫＴ１单克隆抗体（批号 ａｂ８１２８３）、抗兔

磷酸化核糖体蛋白 Ｓ６激酶１（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｒｉｂｏｓｏ
ｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ６ｋｉｎａｓｅ１，ｐＳ６Ｋ１）多克隆抗体（批号

ａｂ１３１４３６）、抗鼠βａｃｔｉｎ单克隆抗体（批号ａｂ８２２６）、
生物素化山羊抗鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（批号 ａｂ６７８９）及生
物素化山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（批号 ａｂ６７２１）均购自
Ａｂｃａｍ；山羊抗兔工作液（批号 ＳＰ９００１）、正常山羊
血清（批号 ＺＬＩ９０２１）及浓缩型 ＤＡＢ试剂盒（批号
Ｋ１３５９２５Ｃ）购自北京中山金桥生物有限公司；雷帕霉
素（批号 Ｒ８１４０）购自北京索莱宝科技有限公司；
ＯＳＩ０２７（批号ＨＹ１０４２３／ＣＳ０２５７）购自ＭｅｄＣｈｅｍＥｘ
ｐｒｅｓｓ；全蛋白提取试剂盒（批号ＫＧＰ２１００）和 ＢＣＡ蛋
白浓度测定试剂盒（批号 ＫＧＰ９０３）购自南京凯基生
物公司；预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（批号 ００２１５３４３）购自
ＮＥＢ；ＥＣＬ发光试剂盒（批号 ＢＬ５２０Ａ）购自 Ｔｈｅｒｍｏ；
ＰＶＤＦ膜购自Ｈｙｂｏｎｄ。
３　主要方法
３．１　动物分组　将７２只 ＳＤ幼鼠（雌雄不限，３周
龄）应用随机数字表法进行完全随机化分为：空气 ＋
生理盐水组［空气（ａｉｒ）组］、高氧 ＋生理盐水组［高
氧（ｈｙｐｅｒｏｘｉａ）组］、高氧＋ＯＳＩ０２７（ｈｙｐｅｒｏｘｉａＯＳＩ）组
和高氧 ＋雷帕霉素（ｈｙｐｅｒｏｘｉａＲａｐａ）组，分别建立动
物模型（各组ｎ＝１８）。
３．２　动物模型制备　采用本课题组原创的高氧致
幼年大鼠肺损伤动物模型［６］。高氧暴露各组 ＳＤ幼
鼠，置于自制塑料饲养氧箱（６０ｃｍ×５０ｃｍ×４０ｃｍ）
中，饲养箱进气孔持续输入９９．９％的高纯度医用氧
气，维持氧体积分数为９０％（ＣＹ１２Ｃ型数字测氧仪，
浙江杭州建德市利达仪器厂），用钠石灰吸收二氧化

碳，使其浓度＜０５％。环境温度２５℃～２７℃，湿度
６０％～７０％。每天定时上午１０：００开箱３０ｍｉｎ，更换
敷料并添加水和饲料。空气组置于同一室内空气

（ＦｉＯ２＝０２１）中，饲养条件与高氧暴露各组相同，其
中，空气组和高氧组经腹腔注射０５ｍＬ生理盐水，
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高氧 ＋雷帕霉素组经腹腔注射雷帕霉素（１５ｍｇ·
ｋｇ－１·ｄ－１）［７］，高氧 ＋ＯＳＩ０２７组经腹腔注射 ＯＳＩ
０２７（０５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）［８］，均用生理盐水稀释至
总体积０５ｍＬ。按照每周３次的用法于第１、３、６、８、
１０和１３天时一次性给药，给药１ｈ后予高氧（ＦｉＯ２
＝０９０）或空气（ＦｉＯ２＝０２１）暴露。高氧暴露第 １
天肺组织开始发生急性肺损伤病理改变，因而药物

干预选择高浓度氧暴露第１天作为研究高氧肺损伤
的给药起始时点。

３．３　各组ＳＤ幼鼠的生存率、一般状况及体重　观
察并记录各组 ＳＤ幼鼠的精神、生长、存活、觅食、呼
吸、活动度、刺激后反应；体毛光泽、生长发育及体重

变化等情况。

３．４　标本采集　各组ＳＤ幼鼠分别于建模第３、７和
１４天，取肺组织用于实验研究。各 ＳＤ幼鼠经腹腔
注射１０％水合氯醛（３５ｍＬ／ｋｇ）麻醉，碘伏消毒胸
腹部皮肤，沿中线剪开皮肤，剪开胸腔（注意避开胸

壁内的血管），然后用大头针将两侧胸壁固定在泡沫

板上，充分暴露心肺及纵膈组织，用镊子从上纵膈处

提起心肺及血管组织，剪下肺叶，其中左肺浸入４％
多聚甲醛溶液中固定，常规石蜡包埋切片，行肺组织

病理学检查及免疫组化检查；右中上肺称重后放入

－８０℃冰箱保存，用于目标蛋白的检测；取出右下肺
测肺组织湿／干重比（ｗｅｔ／ｄｒｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ，Ｗ／Ｄ）。
３．５　肺组织Ｗ／Ｄ的测定　取右下肺放置吸水滤纸
上蘸干表面血滞，立即用电子秤（万分之一分析天

平）称重记作肺湿重；各称重后的右下肺，用滤纸包

好标记，置于７０℃烤箱内４８ｈ后分别称重记作肺干
重；计算肺Ｗ／Ｄ。
３．６　肺组织病理学检查　新鲜取材的左肺组织分
别置于盛有４％多聚甲醛溶液固定２４～７２ｈ，而后用
流水冲洗固定肺组织，脱水、透明、石蜡浸泡、包埋、

切片、脱蜡、ＨＥ染色和封片，普通光学显微镜下观察
肺组织病理学改变，采集图像。

３．７　肺损伤的评分　ＨＥ染色后的切片在显微镜下
观察肺组织病理学改变。根据美国胸科学会２０１１年
发布的肺组织损伤评分标准［９］，按照“Ａ：肺泡腔嗜中
性粒细胞浸润；Ｂ：肺间质嗜中性粒细胞浸润；Ｃ：透明
膜；Ｄ：肺泡腔渗出蛋白质碎屑；Ｅ：肺泡间隔增厚”进行
肺损伤评分，每张切片观察２０个视野。肺损伤评分＝
［２０×（Ａ）＋１４×（Ｂ）＋７×（Ｃ）＋７×（Ｄ）＋２×
（Ｅ）］／（观察视野数×１００）。采用双盲法由２人对每
张切片独立评分，计算平均值，然后进行统计分析。肺

损伤评分越高表示病变程度与病变范围越大。

３．８　肺泡间隔厚度测定　用专业图像分析软件
ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０图像分析系统（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅ
ｔｉｃｓ）测定在４００倍下肺泡间隔厚度，每张切片观察

１０个视野，每个视野随机测３个不同肺泡壁，取平均
值作为肺泡间隔厚度。

３．９　免疫组化检测 ｐＡＫＴ１和 ｐＳ６Ｋ１在肺组织中
的分布　固定肺组织经脱水、石蜡包埋、切片、脱蜡，
室温下行３％甲醇Ｈ２Ｏ２阻断内源性过氧化物酶１０
ｍｉｎ；将切片浸入 ００１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐缓冲液（ｐＨ
６０），微波炉加热修复抗原；滴加山羊血清封闭液，
室温２０ｍｉｎ；然后滴加 Ｉ抗（ｐＡＫＴ１抗体：１∶５０；ｐ
Ｓ６Ｋ１抗体：１∶１００），４℃过夜，滴加生物素化 ＩＩ抗
（山羊抗兔工作液），３７℃、３０ｍｉｎ；ＤＡＢ室温显色；
蒸馏水洗涤；苏木素轻度复染、脱水、透明、封片；镜

检并采集图像。然后进行免疫组化结果判定：胞核

和（或）胞质呈现棕黄色或棕褐色为阳性细胞。每张

切片随机取１０个视野，每个视野取３个分割块，每
个分割块用涂色方式每次分割３～４个细胞。４０倍
物镜头取图，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０图像分析系统检
测其阳性信号平均吸光度以反映 ｐＡＫＴ１和 ｐＳ６Ｋ１
蛋白表达相对含量，平均吸光度越大，ｐＡＫＴ１和 ｐ
Ｓ６Ｋ１蛋白含量越高。
３．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定肺组织中 ｐＡＫＴ１和 ｐ
Ｓ６Ｋ１的蛋白水平　将 －８０℃冻存各组称重的肺组
织剪碎后放入预冷的玻璃匀浆器中；用移液管向每

管中加入０５ｍＬ的含有蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑
制剂的裂解缓冲液［按０５ｍＬ裂解液加５μＬＰＭＳＦ
（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）的比例加入摇匀至无结晶的１％蛋白
酶抑制剂和磷酸酶抑制剂５μＬ］作为匀浆介质；将
盛有标本的匀浆器下端插入冰水混合物中，上下转

动捣杆数１０次，充分研磨，尽量避免产生泡沫，将
组织块研磨至肉眼看不见，冰上静置３０ｍｉｎ；用微
量移液器将制备好的匀浆液转移至 １５ｍＬ进口
ＥＰ管中，置于低温高速离心机中，４℃、１２０００×ｇ
离心３０ｍｉｎ；小心吸取上清（原始的总蛋白样本）提
取样品全蛋白分装于标记好的新 ＥＰ管中；置于 －８０
℃保存备用。然后行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定样品蛋白
表达：ＢＣＡ法测定样品蛋白浓度，热循环仪９５℃蛋
白变性，配胶、上样、ＳＤＳＰＡＧＥ后转膜，ＴＢＳＴｂｕｆｆｅｒ
稀释的 ５％ ＢＳＡ液封闭，分别滴加 Ｉ抗［ｐＡＫＴ１
（１∶２０００）、ｐＳ６Ｋ１（１∶２００）和 βａｃｔｉｎ（１∶５０００）］
４℃孵育过夜，ＩＩ抗（１∶５０００）室温孵育２～３ｈ，ＥＣＬ
显影、定影，用ＢｉｏＲａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋Ｓｙｓｔｅｍ凝胶
扫描成像仪和 ＩｍａｇｅＬａｂ凝胶分析系统软件对蛋白
条带进行分析处理。

４　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１９０统计软件进行统计分析。符合

正态分布独立性的计量资料以均数 ±标准差（ｍｅａｎ
±ＳＤ）表示，计量资料的整体分析经正态性检验后采
用无交互作用的双因素方差分析。组内和组间进一
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步比较采用给定时间做各组两两比较，给定组别做

不同时间两两比较，方差齐则采用 ＴｕｋｅｙＨＳＤ法检
验，方差不齐则采用ＤｕｎｎｅｔｔｓＴ３法检验，以Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

结　　果

１　高氧及 ｍＴＯＲ抑制剂对 ＳＤ幼鼠一般状况、生
存、生长和体重增长的影响

各组ＳＤ幼鼠均１００％存活。空气组 ＳＤ幼鼠精
神饱满，自主活动灵敏，饮食好，刺激后反应敏捷，体

毛整洁光滑，呼吸平稳，生长发育及体重增长良好；

与空气组比较，高氧组各时点 ＳＤ幼鼠精神欠佳，活
动减少，饮食差，刺激后反应迟钝，体毛凌乱，呼吸急

促，生长发育及体重增长缓慢（Ｐ＜００５）；与高氧组
比较，高氧＋雷帕霉素组和高氧 ＋ＯＳＩ０２７组第３和
７天 ＳＤ幼鼠一般状况大致相同，体重增长亦缓慢，
差异无统计学显著性；与高氧 ＋雷帕霉素组比较，高
氧＋ＯＳＩ０２７组第３和７天ＳＤ幼鼠体重差异无统计
学显著性，见表１。
２　肺组织的病理学观察

第３、７和１４天时空气组的肺结构正常，无明显

表１　各组ＳＤ幼鼠的体重变化
Ｔａｂｌｅ１．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓ（ｇ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ Ｄａｙ３ Ｄａｙ７ Ｄａｙ１４
Ａｉｒ ５５．３±６．５ ７８．８±７．７ １１８．９±６．３　
Ｈｙｐｅｒｏｘｉａ ４８．０±２．７ ５１．４±４．６ ６７．１±５．４

ＨｙｐｅｒｏｘｉａＲａｐａ ４９．４±３．９ ５４．９±６．５ ７４．５±３．０

ＨｙｐｅｒｏｘｉａＯＳＩ ５０．２±１．５ ４７．４±５．０ ６０．８±１．９

　Ｐ＜００５ｖｓａｉｒｇｒｏｕｐ．

炎症病变；与空气组比较，高氧组的肺组织表现程度

不同的损伤，肺泡隔增宽，肺泡腔内及肺泡间隔可见

炎性细胞渗出，肺组织结构紊乱渐渐加重，第７天时
肺泡隔增宽达到高峰，肺组织炎性渗出、水肿及大量

肺泡萎陷，第１４天时肺泡隔仍增宽，肺泡结构破坏，渗
出水肿慢慢消褪，成纤维细胞增生，纤维组织呈条索样

改变，片状分布，肺损伤纤维化表现明显；与高氧组比

较，高氧＋雷帕霉素组肺泡隔增宽更严重，肺泡腔内及
肺泡间隔炎性渗出更显著，肺损伤纤维化表现更明显；

与高氧组和高氧 ＋雷帕霉素组比较，高氧 ＋ＯＳＩ０２７
组肺泡隔增宽程度降低，肺泡腔内及肺泡间隔炎性渗

出减轻，肺损伤纤维化表现亦减轻，见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎｊｕｖｅｎｉｌｅＳＤｒａｔｓｆｒｏｍｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）．→：ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｎｔｈｅ
ａｌｖｅｏｌａｒｓｐａｃｅ； ：ｐｒｏｔｅｉｎａｃｅｏｕｓｄｅｂｒｉｓｆｉｌｌｉｎｇｔｈｅａｉｒｓｐａｃｅｓ；｛：ａｌｖｅｏｌａｒｓｅｐｔｕｍｔｈｉｃｋｎｅｓｓ；＞：ｐｒｏｔｅｉｎａｃｅｏｕｓｄｅｂｒｉｓｆｉｌｌｉｎｇ
ｔｈｅａｉｒｓｐａｃｅｓ．

图１　各组ＳＤ幼鼠肺组织病理学改变
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３　肺组织Ｗ／Ｄ的变化
第３、７和１４天空气组的肺 Ｗ／Ｄ大致无改变。

除空气组外，其余各组不同时点肺组织 Ｗ／Ｄ变化有
显著差异（Ｆ＝２５８３６，Ｐ＜００１），空气组肺Ｗ／Ｄ显
著低于其它组（Ｆ＝２５３５９，Ｐ＜００１），从各时点看，
除第１４天外（Ｆ＝２６１，Ｐ＞００５），第３和７天各时
点均以空气组为最低（Ｐ＜００１），见表２。

表２　肺组织湿干重比的变化
Ｔａｂｌｅ２．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｗｅｔａｎｄｄｒｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏ（Ｗ／Ｄ）ｏｆ

ｔｈｅｌｕｎｇｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓ（Ｍｅａｎ±
ＳＤ．ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ Ｄａｙ３ Ｄａｙ７ Ｄａｙ１４
Ａｉｒ ４．７３±０．１３ ４．７５±０．１１ ４．７４±０．１７
Ｈｙｐｅｒｏｘｉａ ５．０８±０．１５ ５．４１±０．１８ ４．９３±０．１６
ＨｙｐｅｒｏｘｉａＲａｐａ ５．０９±０．１３ ５．４８±０．１７ ５．００±０．２０
ＨｙｐｅｒｏｘｉａＯＳＩ ５．０８±０．１９ ５．３９±０．１４ ４．９３±０．１５

　Ｐ＜００１ｖｓａｉｒｇｒｏｕｐ．

４　肺泡间隔宽度的变化
第３、７和１４天随着生长发育，空气组肺泡间隔

宽度逐渐呈增高趋势，但差异无统计学显著性；与空

气组比较，高氧组的肺泡间隔宽度显著增加（Ｐ＜
００５），第７天时肺泡间隔宽度达到最高，而后降低，
但第１４天时肺泡间隔宽度仍显著增加（Ｐ＜００５）；
与高氧组比较，高氧 ＋雷帕霉素组肺泡间隔宽度显
著增加（Ｐ＜００５）；与高氧组和高氧＋雷帕霉素组比
较，高氧＋ＯＳＩ０２７组第３天时的肺泡间隔宽度无改
变，第７和１４天各时点高氧 ＋ＯＳＩ０２７组肺泡间隔
宽度显著降低（Ｐ＜００５），见表３。

表３　各组ＳＤ幼鼠的肺泡间隔宽度
Ｔａｂｌｅ３．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅａｌｖｅｏｌａｒｓｅｐｔｕｍｗｉｄｔｈｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓ（μｍ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ Ｄａｙ３ Ｄａｙ７ Ｄａｙ１４
Ａｉｒ ３．９２±０．２６ ４．１４±０．３４ ４．３０±０．３７
Ｈｙｐｅｒｏｘｉａ ５．３７±０．５６ １１．４２±０．８４ ７．７１±０．７０

ＨｙｐｅｒｏｘｉａＲａｐａ ５．５５±０．７０ １４．９８±０．７６＆ ９．８４±０．７０＆

ＨｙｐｅｒｏｘｉａＯＳＩ ５．１０±０．５３ ８．６５±０．９０＆＠ ５．９２±０．７８＆＠

　Ｐ＜００５ｖｓａｉｒｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓｈｙｐｅｒｏｘｉａｇｒｏｕｐ；＠ Ｐ＜
００５ｖｓｈｙｐｅｒｏｘｉａＲａｐａｇｒｏｕｐ．

５　肺损伤评分的变化
第３、７和１４天空气组肺损伤评分的差异无统

计学显著性；与空气组比较，高氧组的肺损伤评分增

高（Ｐ＜００５）；与高氧组比较，高氧 ＋雷帕霉素组的
肺损伤评分增高（Ｐ＜００５）；与高氧组和高氧＋雷帕
霉素组比较，高氧 ＋ＯＳＩ０２７组的肺损伤减轻（Ｐ＜
００５），见表４。

表４　各组ＳＤ幼鼠的肺损伤评分
Ｔａｂｌｅ４．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｓｃｏｒｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ Ｄａｙ３　 Ｄａｙ７　 Ｄａｙ１４　
Ａｉｒ ０．０７４±０．０２１　 ０．０６６±０．０２０　 ０．０７２±０．０１９　
Ｈｙｐｅｒｏｘｉａ ０．３３５±０．０３８ ０．５９３±０．０３８ ０．７９７±０．０３２

ＨｙｐｅｒｏｘｉａＲａｐａ ０．４１３±０．０３２＆ ０．６４５±０．０２３＆ ０．９０８±０．０３４＆

ＨｙｐｅｒｏｘｉａＯＳＩ ０．２８９±０．０１８＆＠ ０．５３５±０．０３０＆＠ ０．７３５±０．０２３＆＠

　Ｐ＜００５ｖｓａｉｒｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５ｖｓｈｙｐｅｒｏｘｉａｇｒｏｕｐ；＠ Ｐ＜
００５ｖｓｈｙｐｅｒｏｘｉａＲａｐａｇｒｏｕｐ．

６　肺组织ｐＡＫＴ１蛋白的分布
免疫组化结果显示，第３天时在高氧组 ＳＤ幼鼠

肺组织中ｐＡＫＴ１基本为阴性，偶见阳性细胞；与空
气组比较，第３、７和１４天各时点在高氧组肺组织的
上皮细胞、内皮细胞和间质细胞中ｐＡＫＴ１阳性细胞
减少（Ｐ＜００５）；与高氧组比较，第３、７和１４天各时
点在高氧 ＋雷帕霉素组和高氧 ＋ＯＳＩ０２７组中 ｐ
ＡＫＴ１阳性细胞增多（Ｐ＜００５）；与高氧 ＋雷帕霉素
组比较，第３、７和１４天各时点在高氧 ＋ＯＳＩ０２７组
的ｐＡＫＴ１阳性细胞减少（Ｐ＜００５），见图２、４。
７　肺组织ｐＳ６Ｋ１蛋白的分布

在各组肺组织内皮细胞、上皮细胞和间质细胞

中ｐＳ６Ｋ１呈阳性表达；与空气组比较，第３、７和１４
天各时点在高氧组肺组织中 ｐＳ６Ｋ１的阳性表达增
加（Ｐ＜００５）；与高氧组比较，第３、７和１４天各时点
在高氧＋雷帕霉素组和高氧 ＋ＯＳＩ０２７组肺组织中
ｐＳ６Ｋ１的阳性表达下降（Ｐ＜００５）；与高氧 ＋雷帕
霉素组比较，第３、７和１４天各时点在高氧＋ＯＳＩ０２７
组肺组织中 ｐＳ６Ｋ１的阳性表达水平差异无统计学
显著性，见图３、４。
８　肺组织 ｐＡＫＴ１和ｐＳ６Ｋ１蛋白含量的变化

空气组随着生长发育时间的延长 ｐＡＫＴ１蛋白
水平明显增加（Ｐ＜００５），高氧组随着高氧暴露时间
的延长 ｐＡＫＴ１的蛋白水平明显升高（Ｐ＜００５）。
与空气组比较，各时点在高氧组ＳＤ幼鼠肺组织中ｐ
ＡＫＴ１的蛋白水平降低（Ｐ＜００１）；与高氧组比较，
各时点在高氧 ＋雷帕霉素组和高氧 ＋ＯＳＩ０２７组 ＳＤ
幼鼠的肺组织中 ｐＡＫＴ１的蛋白水平升高（Ｐ＜
００５）；与高氧 ＋雷帕霉素组比较，各时点在高氧 ＋
ＯＳＩ０２７组ＳＤ幼鼠肺组织中 ｐＡＫＴ１的蛋白水平降
低（Ｐ＜００５），见图５。

空气组随着生长发育时间的延长 ｐＳ６Ｋ１蛋白
表达明显增加（Ｐ＜００５），高氧组随着高氧暴露时间
的延长ｐＳ６Ｋ１蛋白表达明显升高（Ｐ＜００５）。与空
气组比较，各时点ｐＳ６Ｋ１在高氧组ＳＤ幼鼠肺组织

·０１５·
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图２　各组ｐＡＫＴ１蛋白的分布

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐＳ６Ｋ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４００）．
图３　各组ｐＳ６Ｋ１蛋白的分布
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Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐＡＫＴ１ａｎｄｐＳ６Ｋ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｎｄａｙ３，ｄａｙ７ａｎｄｄａｙ１４ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏ
ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜００５ｖｓａｉｒｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｈｙｐｅｒｏｘｉａｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓｈｙｐｅｒｏｘｉａＲａｐａ
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图４　免疫组织化学检测第３、７和１４天各组ｐＡＫＴ１和ｐＳ６Ｋ１蛋白的相对水平

中的表达量升高（Ｐ＜００１）；与高氧组比较，各时点
ｐＳ６Ｋ１在高氧＋雷帕霉素组和高氧＋ＯＳＩ０２７组ＳＤ
幼鼠肺组织中的表达量降低（Ｐ＜００５）；与高氧＋雷
帕霉素组比较，各时点 ｐＳ６Ｋ１在高氧 ＋ＯＳＩ０２７组
ＳＤ幼鼠肺组织中表达量的差异无统计学显著性，见
图５。

讨　　论

高氧肺损伤的复杂病理生理过程主要表现为弥

散性肺泡炎及肺损伤后修复重建，其病理学特征主

要是细胞的坏死和凋亡，伴中性粒细胞渗出的肺泡

炎性水肿及晚期的肺间质增生和肺纤维化的发生发

展。本研究组已在高氧肺损伤方面开展了大量的相

关研究［１０］。本研究采用本实验室已成熟建立的高氧

肺损伤动物模型［１１１２］，病理学检查结果显示，高氧第

１４天时，肺损伤评分显著增加，已出现肺间质及成纤
维细胞的增生。

ｍＴＯＲ属于磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏ
ｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）蛋白家族，是一种非典型的丝氨
酸／苏氨酸蛋白激酶，它被认为是调节细胞增殖、转
分化、存活、生长、翻译、代谢及自噬的中心枢纽［１３］。

ｍＴＯＲ有功能不同的ｍＴＯＲＣ１和ｍＴＯＲＣ２２个亚基。
ＡＫＴ１是 ｍＴＯＲＣ２信号通路重要的下游靶蛋白，

ｍＴＯＲＣ２具有激活 ＡＫＴ１的功能；ＡＫＴ１又是 ｍＴＯＲ
的上游分子，可以激活 ｍＴＯＲ，ｍＴＯＲＣ１下游信号转
导通路：ｐＳ６Ｋ１蛋白激酶能被雷帕霉素强烈抑制，但
是４ＥＢＰ１磷酸化和自噬激活却对雷帕霉素不敏
感［１４］。由于 Ｓ６Ｋ１是 ｍＴＯＲＣ１的直接作用底物，因
此，ｐＳ６Ｋ１被认为是 ｍＴＯＲ通路下游的重要效应蛋
白分子，其水平升高可反映 ｍＴＯＲ信号通路的活化
情况。ｍＴＯＲ激活能促进基因转录和蛋白质合成，它
在纤维化过程中扮演重要角色［１５］。激活的ＡＫＴ１参
与细胞凋亡、葡萄糖代谢和蛋白质合成过程，从而调

节细胞的存活和增殖［１６］。因此，本实验中重点研究

了肺组织ｐＳ６Ｋ１和ｐＡＫＴ１２种蛋白的表达水平。
ＡＫＴ１与ｍＴＯＲ存在以下关系：一方面，ＡＫＴ１可

以直接使ｍＴＯＲ蛋白磷酸化而激活，促进相关蛋白的
表达；另一方面，ＡＫＴ１可以间接使 ｍＴＯＲ激活，激活
的ＡＫＴ１促进结节性硬化复合物２（ｔｕｂｅｒｏｕｓｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
ｃｏｍｐｌｅｘ２，ＴＳＣ２）发生磷酸化，抑制ＴＳＣ１／２复合物的
形成，从而阻碍其对 ｍＴＯＲ的抑制作用，另外，ＡＫＴ１
还可以磷酸化ＰＲＡＳ４０，抑制ＰＲＡＳ４０对ｍＴＯＲ的负性
调节作用［１７］。

有研究发现，雷帕霉素用于抗肿瘤治疗时，可导

致ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ及 Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＥＲＫ信号通路的激活，出
现耐药现象［１８］。正常状况下，ｍＴＯＲＣ１活化导致
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图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测第３、７和１４天各组ｐＡＫＴ１和ｐＳ６Ｋ１蛋白的相对水平

Ｓ６Ｋ１活化，活化的 Ｓ６Ｋ１可磷酸化 ＩＲＳ１，从而反馈
抑制ＰＩ３Ｋ的活化；ｍＴＯＲＣ１被抑制后，Ｓ６Ｋ１活化水
平降低，反馈抑制机制被打破，从而导致 ＰＩ３Ｋ的激
活，ＰＩ３Ｋ激活后作用于下游的 ＡＫＴ１及 Ｒａｓ／Ｒａｆ／
ＥＲＫ，导致其活化［１９］，从而减弱雷帕霉素抑制细胞增

殖的效果。同时，ｍＴＯＲＣ２对雷帕霉素不敏感，
ｍＴＯＲＣ２的活化能够激活 ＡＫＴ１，通过下游一些信号
通路，促进细胞存活与增殖［２０２１］。

本实验免疫组化与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果显示相
一致，空气组和高氧组随着生长发育时间的延长 ｐ
ＡＫＴ１和ｐＳ６Ｋ１蛋白表达明显增加；与空气组比较，
各时点高氧组ＳＤ幼鼠高氧暴露后肺组织ｐＳ６Ｋ１蛋
白表达显著增高，而肺组织ｐＡＫＴ１蛋白水平显著减
少；与高氧组比较，各时点在高氧雷帕霉素组和高氧

ＯＳＩ０２７组肺组织中 ｐＳ６Ｋ１表达明显减少，而肺组
织中 ｐＡＫＴ１表达明显增多，提示高浓度氧可激活
ｍＴＯＲ／Ｓ６Ｋ１信号途径，降低 ＡＫＴ１的磷酸化，抑制
ｍＴＯＲ信号通路能升高ＡＫＴ１的磷酸化。

综上所述，ｍＴＯＲＣ１特异性抑制剂雷帕霉素不

能减弱高氧致 ＳＤ幼鼠肺损伤纤维化的作用，
ｍＴＯＲＣ１和 ｍＴＯＲＣ２双重抑制剂 ＯＳＩ０２７能减轻高
氧致ＳＤ幼鼠肺损伤纤维化的作用。本研究提示 ｐ
ＡＫＴ１可能参与了高氧肺损伤的发生发展，激活
ＡＫＴ１有促进细胞存活与增殖的作用，其调控机制可
能与ｍＴＯＲ信号通路有关。但细胞间复杂的信号网
络通常伴有通讯串扰，单一信号通路的改变并不能

完全阐明高氧肺损伤的发生发展机制。有关 ｐ
ＡＫＴ１在高氧肺损伤纤维化中的具体作用和机制，尚
有待进一步研究。
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