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目的
!

探讨羊膜腔内注射肺表面活性物质"

L+

$对宫内感染致肺损伤胎兔肺组织肺表面活性相关蛋

白
3

"

+L03

$表达的影响%方法
!

选取健康成年育龄日本大耳白兔
!5

只!成功受孕后随机分为对照组(细菌组(细

菌
YL+

组%建立宫内感染模型%对照组和细菌组按胎龄又分为
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个亚组!细菌
YL+

组分为
"&

H

(

")H"

个亚组%细菌组宫内注射大肠埃希杆菌"

.#A6J7

$菌株!细菌
Y L+

组宫内注射
.#A6J7

菌株!同时胎兔羊膜

腔内注射
L+"%%C

=
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!对照组宫内注射生理盐水%模型建成后分别在各时间点对孕兔行剖宫产!杀取胎兔后取

肺组织!以
*MW0

+

!

兔多克隆抗体为一抗!用免疫组织化学方法检测其肺组织内
+L03

表达#用
Q*0L,Q

检测其
+L0

3CQS3

表达#用
:̂;<:@8IJ6<<78

=

方法检测其
+L03

蛋白表达#应用
+L++!(#%

软件进行统计学处理%结果
!

免疫

组化结果显示不同组间
+L03

表达差异有统计学意义"
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O]%#%%%

$!细菌组
+L03

表达明显低于对照组

及细菌
YL+

组%

+L03CQS3

(蛋白表达则在细菌感染后明显下降!差异具有统计学意义"

@]!!%!#4&!

!
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%#%%%

$%注射
L+

后
+L03

表达增强!高于细菌组"

O]%#%%%

$!与对照组比较差异无统计学意义"

O

%

%#%$

$%结论
!

羊膜腔内感染可导致
+L03

异常低表达!与新生儿呼吸窘迫综合征"

QV+

$发生密切相关#羊膜腔内注射
L+

后
+L03

表达上调!表明羊膜腔内注射
L+

可做为一种安全(有效的预防治疗手段!对降低新生儿发生呼吸窘迫综合征等肺

疾病具有重要意义%
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肺表面活性物质$

L+

&是由肺泡
(

型上皮细胞$

3.,

(

&合

成的一种含丰富磷脂蛋白的复合体#

L+

发生变化是新生儿呼

吸窘迫综合征$

SQV+

&,肺损伤等肺疾病发病的重要机制之

一+肺表面活性相关蛋白
3

$

+L03

&具有参与
L+

的分泌,代

-

$)$!

-

检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
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期
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谢,再利用和使肺表面磷脂层扩散的作用#同时在肺组织中还

起着非常重要的天然免疫防御作用+已有研究表明
+L03

与

上述疾病密切#并且与疾病严重程度呈正相关+本研究利用羊

膜腔内感染动物模型#探讨感染环境暴露下及补充外源性
L+

后对
+L03

表达的影响+

$

!

材料与方法

$#$

!

菌液准备
!

取大肠埃希杆菌$

.#A6J7

&标准菌株$

3*,,

"$5""

菌株#中国药品生物制品检定所&接种于血平板#

(4Z

培

养
!)

!

!'>

#得到纯化的
.#A6J7

#用生理盐水稀释#通过麦氏比

浊法将菌液进一步稀释至
!%

&

"

C2

+

$#/

!

动物及主要试剂
!

健康成年育龄的雌性日本大耳白兔

!5

只)北京百尔康纳特实验兔繁育生物技术开发有限公司#动

物许可证号
+,Rf

$京&

"%%$0%%!!

*#体质量
"$%%

!

&%%%

=

+

一抗!兔多克隆抗体
+L03

,即用型
+31,

试剂盒,

V31

显色试

剂盒$武汉博士德公司&+引物序列!

L@7C:@$#%

软件设计$恒

博和泰#北京&+

1,3

蛋白定量试剂盒$

L7:@A:

#美国&+猪肺磷

脂注射液$固尔苏#

L+

#意大利凯西制药公司&+

$#'

!

方法

$#'#$

!

动物模型建立
!

!5

只雌性大耳白兔于发情期与雄兔

合笼交配
!

次#以交配后
!H

定为妊娠第
!

天+妊娠期间自由

进食和饮水+细菌组$

']!%

&!宫内注射稀释后的
.#A6J7%#!

C2

#分
"!

,

""

,

"(

,

"&

,

")H$

个亚组#每组
"

只孕兔+细菌
YL+

组$

']&

&!宫内注射稀释后的
.#A6J7

#同时胎兔羊膜囊内注射

L+"%%C

=

"

a

=

#分
"&

,

")H"

个亚组+对照组$

']$

&!宫内注射

生理盐水#组别设置同细菌组+

$#'#/

!

标本采集及处理
!

按以上实验分组#分别在各个时间

点严格无菌操作下行剖宫术#胎兔剖宫取出后#断头法放血处

死#无菌操作下开胸#迅速取右上肺放入
QS3

保存液中#

&Z

冰箱过夜后吸出
QS3

保存液#置
j'%Z

冰箱内保存#以备提

取总
QS3

#右肺下叶用
L1+

冲洗干净后放入干燥
.L

管中#置

j'%Z

冰箱内保存#以备提取总蛋白%左下肺放入放入
&O

的

多聚甲醛溶液中#常规脱水,透明,浸蜡,包埋#切片后行免疫组

织化学染色+

$#'#'

!

免疫组织化学染色
!

常规脱蜡#抗原修复#

(O

过氧化

氢溶液室温处理后滴加
$O1+3

封闭液#兔多克隆抗体一抗

&Z

过夜#冲洗后滴加单克隆小鼠抗兔
K

=

M

#

(4Z"%C78

后滴

加
+31,

#

V31

试剂盒显色#苏木素轻度复染#脱水#透明#封

片+利用高分辨率成像系统对免疫组化切片在
&%%

倍视野下

拍照#每张切片随机选择
$

个区域#以胞浆有棕黄色或黄色颗

粒沉着为阳性细胞+应用美国
KC/

=

:L@6LJG;$#%

图像分析

系统#测定去除背景光密度值后所有阳性细胞
KPV

值+

$#'#1

!

肺组织
+L03CQS3

的表达
!

采用
Q*0L,Q

技术#以

*7E6J

试剂盒提取总
QS3

#逆转录合成
AVS3

后进行
L,Q

扩

增#电泳与半定量分析#紫外灯下观察结果并拍照+

$#'#2

!

肺组织
+L03

蛋白的表达
!

待测肺标本加入组织蛋白

裂解液#用组织匀浆器在
&

度冰上操作充分粉碎#

!"%%%

=

离

心
!$C78

后留取上清#

1,3

蛋白质浓度测定试剂盒进行蛋白

质定量+等量的总蛋白$

!%

$

=

"泳道&上样进行电泳$

!"O

+V+0L3M.

&#采用
.,2

试剂盒进行显色反应#紫外灯下观察

结果+采用凝胶图像分析系统对电泳条带扫描后行灰度分析+

$#1

!

统计学方法
!

数据以
4iA

表示#用
+L++!(#%

软件完成#

采用析因设计资料的方差分析和单因素方差分析#组间多重比

较用
+Sf

法#

O

$

%#%$

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/#$

!

免疫组化结果
!

胎肺组织
+L03

表达于呼吸道无纤毛柱

状上皮细胞,终末细支气管的立方状上皮细胞#定位于胞浆%至

囊泡期后可见
+L03

同时在
3.,

(

细胞胞浆中表达#阳性细胞

数量增多#反应程度无明显变化#支气管上皮的无纤毛柱状上

皮表达强于
3.,

(

#可见多个阳性细胞成簇分散于支气管上

皮+经析因方差分析#结果显示不同组间差异有统计学意义

$

W]"(4#')$

#

O]%#%%%

&#细菌组
+L03

表达低于对照组及细

菌
YL+

组+不同胎龄之间差异无统计学意义$

W]%#(!&

#

O]

%#')4

&#胎龄与组别之间不具交互作用$

W]%#4)$

#

O]

%#$'%

&#表
!

+

/#/

!

胎肺组织
+L03CQS3

表达
!

羊膜腔内细菌感染后#

+L0

3

表达明显下降+经析因方差分析#结果显示不同组间差异有

统计学意义$

W]!!%!#4&!

#

O]%#%%%

&#细菌组
+L03 CQS3

表达明显低于对照组及细菌
YL+

组+不同胎龄之间差异具有

统计学意义$

W])"#&!%

#

O]%#%%%

&#胎龄与组别之间有交互

作用$

W]&)#()5

#

O]%#%%%

&+进一步分析单独效应#结果显

示在固定组别因素各水平条件下#不同胎龄之间比较可见细菌

组,对照组差异具有统计学意义$

O

$

%#%$

&#而细菌
YL+

组差

异无统计学意义$

O

%

%#%$

&+在固定胎龄因素各水平条件下#

不同组别间差异均有统计学意义$

O

$

%#%!

&+见表
"

+

表
!

!

各组不同胎龄胎肺组织内
+L03

的
KPV

比较(

4iA

%

']$

)

分组
胎龄

"!H ""H "(H "&H ")H

合计
@ O

细菌组
!")"i"''

!

!"%%i!'&

!

!$(!i"$(

!

!(4!i(!'

!

!("&i"%'

!

!(('i")%

!

!#"!) %#(($

细菌
YL+

组
j j j ((")i"$5

!

("%(i))&

!

(")$i&'%

!

%#!&' %#4!!

对照组
(&"5i!$)

!

(&%$i!5%

!

(('"i"44

!
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!
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!

(&$%i($4

!

%#$"4 %#4!4

合计
"()5i!!'$ "(%"i!!4) "&$4i!%%4 ")45i!%%! "4"$i!!)" "$(5i!%'% %#(!&

/

%#')4

/

@ ")!#)%$ (&)#&4" !"!#&4% )&#&$! "&#'!$ "(4#')$

/

%#4)$

I

%#$'%

I

O %#%%% %#%%% %#%%% %#%%% %#%%% %#%%%

/

j j

!!

注!

/为主效应%

I为交互效应#

j

表示无数据+

/#'

!

胎肺组织
+L03

蛋白表达
!

经析因方差分析#结果显示

不同组间差异有统计学意义$

W])%#"%)

#

O]%#%%%

&#细菌组

+L03

蛋白表达明显低于
L+

组和对照组+不同胎龄之间差异

无统计学意义$

W]%#(5!

#

O]%#'!$

&#胎龄与组别之间有交互

作用$

W]&#&&"

#

O]%#%%!

&+进一步分析单独效应#结果显示

在固定组别条件下#不同胎龄之间比较可见细菌组,对照组差
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异无统计学意义$

O

%

%#%$

&#而细菌
YL+

组差异具有统计学

意义$

O]%#%%%

&+在固定胎龄条件下#不同组别间差异均有

统计学意义$

O

%

%#%!"

&+在细菌组内
+L03

表达除
")H

略高

于
"!H

外#其他各时间点相比差异无统计学意义$

O

%

%#%$

&+

L+

注射后
+L03

表达增强#与对照组之间差异无统计学意义

$

O

%

%#%$

&+见表
(

+

表
"

!

各组不同胎龄肺组织中
+L03CQS3

表达比较(

4iA

%

']!%

)

胎龄
组别

细菌组 细菌
YL+

组 对照组
合计

@ O

"!H !#&!"i%#%($ j "#""!i%#%5( !#'!4i%#&"! ))(#!)" %#%%%

""H !#&%4i%#%&& j "#"("i%#%4) !#'"%i%#&"4 '44#!&( %#%%%

"(H !#&!&i%#%$4 j "#5$!i%#!)( "#!'(i%#454 45!#$%! %#%%%

"&H !#$%$i%#!$4 "#4&!i%#""' "#5(5i%#"&" "#(5$i%#)44 !(&#($' %#%%%

")H !#&""i%#%&% "#4(4i%#%"$ (#(&4i%#"&5 "#$%"i%#'"5 &$)#(&! %#%%%

合计
!#&("i%#%'$ "#4(5i%#!$' "#4('i%#&45 "#!5&i%#4"! !!%!#4&!

/

%#%%%

/

@ "#)%! %#%%( 4$#5)" )"#&!%

/

&)#()5

I

%#%%%

I

O %#%&' %#5$& %#%%% %#%%%

/

j j

!!

注!

/为主效应%

I为交互效应#

j

表示无数据+

表
(

!

各组不同胎龄肺组织中
+L03

蛋白表达比较(

4iA

%

']!%

)

胎龄
组别

细菌组 细菌
YL+

组 对照组
合计

@ O

"!H %#')(i%#!") j !#!)!i%#%'( !#%!"i%#!'$ (5#!)) %#%%%

""H %#45'i%#%$! j !#!)&i%#%)' %#5'!i%#!54 !'$#%!5 %#%%%

"(H %#)5$i%#!&4 j !#!5$i%#%!( %#5&$i%#"4) !!&#5)$ %#%%%

"&H %#44"i%#"!" !#!%(i%#&44 !#"(5i%#%54 !#%%$i%#()) $#"&( %#%!"

")H %#&4'i%#"!' !#"($i%#&%) !#"4$i%#"(( %#55)i%#&4! ""#)$! %#%%%

合计
%#4"!i%#"%) !#!"%i%#&)" !#"%4i%#!") %#55%i%#((( )%#"%)

/

%#%%%

/

@ '#(&" !#"$( !#)%5 %#(5!

/

&#&&"

I

%#%%!

I

O %#%%% %#"4' %#!'5 %#'!$

/

j j

!!

注!

/为主效应%

I为交互效应#

j

表示无数据+
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L+

是由
3.,

(

合成和分泌的磷脂蛋白复合物#成分包括

&%O

的磷脂,

$%O

的胆固醇和
!%O

蛋白质+

L+

中可与磷脂结

合的蛋白质称为
+L

#在
L+

的合成,储存,分泌及功能等方面起

着重要作用+其中
+L03

除参与构成
L+

并增加其表面活性作

用,维持磷脂单分子层的稳定之外#还参与宿主局部防御和免

疫功能#阻止血浆蛋白进人肺泡腔#调节局部免疫和炎症反应#

在肺脏抗感染中起到重要作用+宫内感染环境刺激机体产生

大量炎性因子#炎性因子水平升高并从多个方面调控胎肺发

育#阻碍肺泡化进程和肺微血管发育#影响
+L03

的表达#如上

皮生长因子$

.MW

&,

'

0

干扰素$

KWS0

'

&可增加其表达#而肿瘤坏

死因子
)

$

*SW0

)

&,白细胞介素
0'

$

K20'

&,

K20"

等可抑制其表

达)

!0"

*

+

+L03

随胎龄增加而逐渐增多#故早产儿常因肺发育不

成熟,

L+

产生不足,肺组织免疫功能下降#而易患
SQV+

,慢性

肺疾病$

,2V

&等肺疾病)

(04

*

+

猪肺磷脂注射液是一种改良的天然
L+

制剂#其主要成分

为!每毫升含
'%C

=

磷脂$包括
$&C

=

磷脂酰胆碱#其中含

(%#$C

=

VLL,

&和
!C

=

蛋白$包括
%#(C

=

+L01

&+作为一种外

源性
L+

#临床主要针对病因进行
L+

替代疗法#弥补内源性
L+

不足#改善由于内源性
L+

不足引起的氧合水平下降#减轻肺损

伤动物肺内毛细血管的渗出#减少多核淋巴细胞的浸润及
K20)

及
*SW0

)

等炎性因子的渗出)

'

*

+目前
QV+

的预防及治疗主要

是通过产前给予类固醇激素或者生后气管内给予
L+

治疗+

有学者提出将
L+

注入羊膜腔内#以期达到预防
QV+

的目的+

KJJ7/

等)

5

*报道于豚鼠羊膜腔内注射锝标记外源性
L+

#

!>

后剖

宫取出胎鼠#放射性分析显示胎鼠双侧肺内均可检测到
L+

%而

27;/D/

等)

!%

*则对羊膜内注射
L+

防止
QV+

的有效性和安全性

进行了研究!

!$

名孕
"&

!

("

周的孕妇在超声引导下予羊膜腔

内注射
L+

#注射部位尽量选择在胎儿口鼻周围#结果
!$

例新

生儿放射诊断
QV+

#

4

例需要机械通气#

!(

例成活#无
!

例产后

需要
L+

治疗#证实了羊膜内注射
L+

可安全,有效防止
QV+

+

本次研究中#检测了不同胎龄时期
+L03CQS3

的表达#

发现随着胎龄增加#

+L03

表达逐渐增高#在小管期
"!H+L03

CQS3

表达为$

"#""!i%#%5(

&#当处于囊泡期即胎龄
"4H

时

+L03

表达为$

(#(&4i%#"&5

&#提示随着肺泡结构和功能的逐

渐完善#肺泡细胞开始分化#

3.,

(

分泌的蛋白也随之增多+

细菌感染后
"&>

内胎兔肺组织
+L03

表达下降#考虑为炎症介

质产生增多#炎性细胞因子网络失衡#

K20'

等炎症因子表达增

强#抑制
+L03

的表达+同时由于感染之后
3.,

(

的正常结

构,形态遭到破坏#细胞凋亡,裂解,坏死#而
3.,

(

又不能及

时增生#因此也可导致
+L03

表达下降+

!
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续表
(

!

F,XU0VS3

阳性患者临床诊断分布构成比(

O

)

临床诊断 阳性例数 构成比

营养不良
! "#$)

脾肿大#出血
! "#$)

婴儿肝损综合征
! "#$)

重度营养不良
! "#$)

泌尿系感染
! "#$)

脑发育不良
! "#$)

先天性心脏病
! "#$)

支气管肺炎
! "#$)

喘息性支气管炎
! "#$)

合计
(5 !%%#%%

'

!

讨
!!

论

F,XU

是先天性和围生期感染最为常见和重要的病原

体#几乎可以侵犯机体的所有器官#危害很大+

F,XU

先天性

感染的发生率约为
%#$O

!

"#$O

+绝大多数在新生儿期没有

表现出症状#仅
$O

!

!%O

具有轻重不一的症状#从宫内生长

迟缓,黄疸,肝脾肿大,瘀斑以及中枢神经系统异常的严重疾

病#到较为局限的感染)

$

*

+因此#采用荧光定量
L,Q

技术对

F,XU

感染早期,快速诊断,及时给予抗病毒治疗以减轻症

状,减低病死率具有重要意义+

本研究结果显示#本院儿科住院患者
F,XU

阳性率达

!)#%$O

#男性和女性患儿阳性率分别为
!4#'(O

和
!"#45O

#

男女之间相比差异无统计学意义+患儿不同年龄段
F,XU

感染率不同#以婴儿期最高为
!4#&!O

+同时本研究显示#

F,XU

感染临床诊断主要以巨细胞病毒感染$

"$#)&O

&,肝损

害$

!4#5$O

&,腹泻$

!%#")O

&,黄疸$

!%#")O

&为主#临床症状

轻重不一#给临床诊断和治疗带来一定困难+所以#对
F,XU

感染患者#应早期明确诊断#积极防治#减少危害+
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在本研究中#作者发现给予羊膜腔内注射
L+

后#肺组织

内
+L03CQS3

及蛋白表达均较细菌组有所增高#其机制可能

为注射
L+

后使肺泡表面张力降低#肺泡萎陷减少#肺顺应性

提高#肺水肿减轻#从而使
3.,

(

细胞损害减轻#板层小体破

坏减少#减轻了炎症反应所致的
+L03

下降+通过以上研究#

表明在感染环境中进行羊膜腔内注射
L+

对减轻肺损伤,促进

肺发育具有积极作用#对预防早产儿发生
SQV+

等肺疾病具

有重要意义+
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