
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 　２０１６年１２月第３７卷第１２期　 犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｄｅｃ．２０１６，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１２

ＤＯＩ：１０．１６７８１／ｊ．０２５８８７９ｘ．２０１６．１２．１４８１ ·论　著·

［收稿日期］　２０１６１００９　　　　［接受日期］　２０１６１１２５

［基金项目］　国家自然科学基金 （８１３０２５２３），重庆市科委基础与前沿研究计划项目（ｃｓｔｃ２０１６ｊｃｙｊＡ０３８７，ｃｓｔｃ２０１６ｊｃｙｊＡ０００７）．Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙ

ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１３０２５２３）ａｎｄＢａｓｉｃＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＡｄｖａｎｃｅｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ

ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｍｍｉｔｔｅｅ（ｃｓｔｃ２０１６ｊｃｙｊＡ０３８７，ｃｓｔｃ２０１６ｊｃｙｊＡ０００７）．

［作者简介］　杨　守，硕士生．Ｅｍａｉｌ：５３２０５１１６５＠ｑｑ．ｃｏｍ

通信作者 （Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２３６３６３１０４１，Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｄａｏｃｈａｏ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

棉鼠肺表面活性相关蛋白犃基因生物信息学分析及其与肺损伤相关性

杨　守，冯　怡，赵　丽，黄　轶，黄道超

重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，儿童发育重大疾病诊治与预防国际科技合作

基地，儿科学重庆市重点实验室，重庆４０００１４

　　［摘要］　目的　分析棉鼠肺表面活性相关蛋白Ａ（ＳＰＡ）的基因序列结构和生物信息学特点，观察棉鼠肺损伤模型中

ＳＰＡｍＲＮＡ和蛋白的表达水平，初探ＳＰＡ表达规律与肺损伤的相关性。方法　将３２只棉鼠随机均分为４组：３个实验组

棉鼠分别腹腔注射２ｍｇ／ｋｇ脂多糖 （ＬＰＳ）处理２４、４８和９６ｈ，对照组腹腔注射等量生理盐水。建模后提取棉鼠肺组织总

ＲＮＡ，经ＲＴＰＣＲ扩增犛犘犃 基因，并对其进行生物信息学分析；组织切片观察ＬＰＳ作用不同时期肺组织病理学变化；

ｑＲＴＰＣＲ分析犛犘犃ｍＲＮＡ的表达水平；蛋白质印迹法检测ＳＰＡ蛋白表达。结果　棉鼠犛犘犃基因编码区长７４４ｂｐ，编码

２４８个氨基酸，具有多个半胱氨酸保守位点、α螺旋结构和糖基化位点，与其他物种相比其核苷酸（７５．４％～９０．１％）和氨基酸

（７０．６％～８７．１％）序列均具有较高的同源性。在ＬＰＳ诱导肺损伤模型中发现，与对照组相比，实验组棉鼠肺组织病理学改变

随ＬＰＳ刺激时间延长而加重，具有时间依赖性；ＳＰＡｍＲＮＡ和蛋白的表达水平在ＬＰＳ处理２４ｈ后开始迅速增加，差异有统

计学意义（犘＜０．００１和犘＜０．０１），４８ｈ时仍持续上升（犘＜０．００１和犘＜０．０１），９６ｈ时略有下降，但仍保持在较高水平，与对照

组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５和犘＜０．０１）。结论　棉鼠犛犘犃 基因具有高度保守性；棉鼠ＳＰＡｍＲＮＡ和蛋白的表达

水平与肺损伤严重程度密切相关，可反应肺损伤的不同时程。
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｒｅｅＬＰＳｇｒｏｕｐｓ，ｗｉｔｈｒａｐｉｄｉｎｃｒｅａｓｅｓｔａｒｔｉｎｇｆｒｏｍ２４ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ（犘＜０．００１，犘＜０．０１），ｗｉｔｈｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ

ｉｎｃｒｅａｓｅａｔ４８ｈ（犘＜０．００１ａｎｄ犘＜０．０１），ａｎｄｓｌｉｇｈｔｄｅｃｒｅａｓｅａｎｄｓｔｉｌｌｋｅｅｐｉｎｇａｔａｈｉｇｈｌｅｖｅｌａｔ９６ｈ（犘＜０．０５，犘＜０．０１）．

犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＳＰＡｇｅｎｅｏｆｃｏｔｔｏｎｒａｔｉｓｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ；ｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＰＡａｒｅｃｌｏｓｅｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｓｉｇｍｏｄｏｎｔｉｎｅａ；ｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＡ；ｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ；ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｂｉｏｌｏｇｙ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（１２）：１４８１１４８７］

　　肺表面活性相关蛋白Ａ（ｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＳＰＡ）是肺表面活性物质的重要组成成

分，来源于Ⅱ型肺泡上皮细胞和Ｃｌａｒａ细胞，分泌至

肺泡气液界面和细支气管表面，不仅维持着肺泡表

面活性物质结构的稳定，还参与了肺组织中重要的

免疫调节［１２］。目前研究表明，ＳＰＡ可通过吞噬作

用、中和反应等方式与机体多种免疫因子共同作用

调节肺部炎症反应［３５］。

棉鼠是一种主要分布于美洲的小型啮齿类实验

动物，２０世纪８０年代首次引入我国。从最早用于

脑脊髓灰白质炎的实验研究到目前广泛用于生命科

学和医学领域的科学研究，棉鼠作为实验动物已有

４０余年的应用历史
［６７］。目前棉鼠已作为研究人类

呼吸道疾病的理想动物模型，它对人类呼吸道病毒

的易感性和特异性远超其他模式动物［８１０］。但目前

国内外尚无棉鼠ＳＰＡ的基因序列及其生物信息学

的相关报道，且有关棉鼠犛犘犃 在机体肺损伤过程

中的免疫功能和免疫调控也亟待进一步探究。为

此，本研究探讨了棉鼠犛犘犃 基因序列结构和生物

信息学特点，观察棉鼠肺损伤模型中ＳＰＡｍＲＮＡ

和蛋白的表达水平，初探ＳＰＡ表达规律与肺损伤

的相关性，为探究肺损伤发病进程建立理想的动物

模型、提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物及处理　４周龄ＳＰＦ级棉鼠３２只，

体质量３０～４０ｇ（棉鼠种源由北京维通利华实验动

物技术有限公司代购），随机均分为３个脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）实验组和１个生理盐水

对照组，每组８只。实验组棉鼠均腹腔注射给予

２ｍｇ／ｋｇ剂量的ＬＰＳ溶液，再按ＬＰＳ处理２４、４８和

９６ｈ的３个不同时间点分为３个实验组；对照组给

予注射相同剂量的生理盐水。所有动物实验均在重

庆医科大学附属儿童医院动物实验中心完成［动物

使用许可证号：ＳＹＸＫ（渝）２０１２００１５］。

１．２　主要试剂　ＬＰＳ和βａｃｔｉｎ小鼠单抗ＡＣ１５购

自Ｓｉｇｍａ公司；ＲＴＰＣＲ反转录试剂盒和ＢＣＡ蛋白

浓度测定试剂盒购自Ｔｈｅｒｍｏ公司；总ＲＮＡ提取试

剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司；ＳＹＢＲ○
Ｒ

ＧｒｅｅｎｑＲＴＰＣＲ试剂盒购自ＫＡＰＡｂｉｏｓｙｓｔｅｒｍ公

司；蛋白酶抑制剂购自罗氏公司；ＳＰＡ兔多克隆抗

体ＰＡ１４５８（该抗体为Ｂｏｓｔｅｒ公司生产，主要用于检

测大、小鼠ＳＰＡ蛋白，是参照小鼠ＳＰＡ蛋白Ｃ端第

２３３～２４８位氨基酸制备的兔源抗体，抗原氨基酸序

列为：ＷＮＤＫＧＣＬＱＹＲＬＡＩＣＥＦ，小鼠与大鼠的该抗

原序列在第２３７位存在１个氨基酸差异，与棉鼠在

第２３６位和第２３７位存在２个氨基酸差异）购自博

士德生物公司；山羊抗兔荧光二抗Ｃ６８０和山羊抗鼠

荧光二抗Ｃ８００购自Ｌｉｎｃｏｌｎ公司。

１．３　犛犘犃 基因的扩增 　 通过查询和比对

ＧｅｎＢａｎｋ中多个物种间犛犘犃 基因的序列，结合

Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件进行引物设计（Ｆ５′ＡＴＧ ＴＣＡ

ＣＴＧＴＧＴ ＴＣＴ ＴＴＧ ＧＣＣ３′；Ｒ５′ＴＣＡ ＡＡＡ

ＴＴＣＡＣＡＡＡＴＧＧＣＣＡＧ３′）。利用总ＲＮＡ提

取试剂盒提取棉鼠肺组织总ＲＮＡ；再以总ＲＮＡ为

模板，利用反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ；然后以ｃＤＮＡ

为模板进行犛犘犃基因的ＰＣＲ扩增。扩增条件为：

预变性（９４℃，３ｍｉｎ）；循环扩增４０次（９４℃变性４０

ｓ，５８℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ）；延伸（７２℃，５

ｍｉｎ）。扩增结束后琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。

１．４　犛犘犃 基因的生物信息学分析　将所得的

ＰＣＲ扩增产物及与预期片段大小一致的样品送上

海嘉根生物科技有限公司进行测序，所得测序结果

采用ＳｔａｎｄａｒｄＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＢＬＡＳＴ在线比对，检索

ＧｅｎＢａｎｋ中与测序所得核苷酸和预测氨基酸序列结

果相近的物种，以确定所得序列为棉鼠犛犘犃 基因

序列。同时采用不同的生物信息学软件对该序列进

行分析：采用ＣｏｍｐｕｔｅｐＩ／Ｍｗ分析ＳＰＡ蛋白相对

分子质量；采用ＳｉｇｎａｌＰｖｅｒｓｉｏｎ４．１分析ＳＰＡ蛋白

信号肽；采用ＧＯＲⅣ分析ＳＰＡ氨基酸序列α螺旋

·２８４１·
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第１２期．杨　守，等．棉鼠肺表面活性相关蛋白Ａ基因生物信息学分析及其与肺损伤相关性

结构；采用ＮｅｔＮＧｌｙｃｖｅｒｓｉｏｎ１．０分析ＳＰＡ氨基酸

序列糖基化位点。

１．５　肺组织病理学分析　实验组棉鼠在经２ｍｇ／ｋｇ

ＬＰＳ分别处理２４、４８和９６ｈ后置２０％ＣＯ２盒内安

乐死处死，解剖取肺组织保存于４％多聚甲醛溶液

中，再取少许肺组织经脱水和包埋后，石蜡切片，然

后ＨＥ染色观察比较各组病理学特征。

１．６　犛犘犃ｍＲＮＡ表达水平检测　在核酸浓度测

定仪ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００上测定肺组织总ＲＮＡ浓度

后，各组样本均取相同浓度的ＲＮＡ，经反转录后生

成ｃＤＮＡ，然后以该ｃＤＮＡ 作为反应模板，应用

ＳＹＢＲ○
Ｒ

ＧｒｅｅｎｑＲＴＰＣＲ 试剂盒定量分析犛犘犃

ｍＲＮＡ的表达水平。犛犘犃 和内参β犪犮狋犻狀的ｑＲＴ

ＰＣＲ扩增引物分别为：Ｆ５′ＣＴＧＧＣＡＧＡＧＡＴＧ

ＧＧＣＧＡＧＡＴ３′，Ｒ５′ＣＡＧＧＣＴＣＴＣＣＣＴＴＧＴ

ＣＴＣＣＡＣ３′；Ｆ５′ＣＣＧＴＣＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ

Ｔ３′，Ｒ５′ＧＣＣＴＣＧＴＣＧＣＣＣＡＣＡＴＡＧ３′。每

个样本均做３个复孔，所得检测结果采用２－ΔＣｔ法

（ΔＣｔ＝Ｃｔ犛犘犃－ΔＣｔβ犪犮狋犻狀）进行定量分析。

１．７　ＳＰＡ蛋白表达检测　将肺组织经加有蛋白酶

抑制剂的ＲＩＰＡ缓冲液裂解后，用ＢＣＡ试剂盒测定

其蛋白总浓度。各组取蛋白量相同的样品，加入４×

上样缓冲液混匀，沸水中煮５ｍｉｎ后行１６％ＳＤＳ

ＰＡＧＥ。电泳后将蛋白转移到硝酸纤维素膜上，并

于含５％脱脂奶粉的缓冲液中封闭１ｈ；然后在稀释

的多克隆抗体ＰＡ１４５８和ＡＣ１５抗体中４℃孵育过

夜；次日孵育荧光二抗，最后应用双色荧光成像系统

进行图像采集和蛋白表达的半定量分析。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据

分析，运用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件作图；计量资

料用珔狓±狊表示，组间ＳＰＡ的ｍＲＮＡ和蛋白水平比

较均采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。检

验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　棉鼠犛犘犃 基因的序列分析和鉴定　将ＰＣＲ

产物送生物公司测序，测序结果显示该片段长为

７４４ｂｐ，编码２４８个氨基酸，该片段长度与我们预期

的棉鼠犛犘犃基因相符。为进一步确认该片段是否

为棉鼠犛犘犃 基因，再利用ＳｔａｎｄａｒｄＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ＢＬＡＳＴ软件对该片段进行在线比对，结果所得序列

与ＧｅｎＢａｎｋ中其他１１个物种的犛犘犃 基因在核苷

酸水平的同源性在７５．４％～９０．１％之间，在氨基酸

水平的同源性在７０．２％～８７．１％之间（表１），其中

尤其与金仓鼠（９０．１％和８７．１％）和小鼠（８９．７％和

８６．３％）的犛犘犃基因同源性最高，由此推定扩增获

得的序列为棉鼠犛犘犃基因。我们首次扩增所得的

棉鼠犛犘犃 基因序列已录入 ＧｅｎＢａｎｋ（序列号：

ＫＪ５８６７９６）。

表１　棉鼠与其他１１个物种犛犘犃基因序列同源性比较

犜犪犫１　犎狅犿狅犾狅犵狔犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犮狅狋狋狅狀狉犪狋犛犘犃犵犲狀犲狊犲狉狌犲狀犮犲狑犻狋犺狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊

ＧｅｎＢａｎｋＮｏ． Ｓｐｅｃｉｅｓ
Ｃｏｔｔｏｎ

ｒａｔ
Ｃａｔｔｌｅ

Ｇｏｌｄｅｎ

ｈａｍｓｔｅｒ

Ｇｕｉｎｅａ

ｐｉｇ
Ｈｏｒｓｅ Ｈｕｍａｎ Ｍｏｕｓｅ

Ｎｏｒｗａｙ

ｒａｔ
Ｐｉｇ Ｒａｂｂｉｔ Ｍａｃａｑｕｅ Ｓｈｅｅｐ

ＫＪ５８６７９６ Ｃｏｔｔｏｎｒａｔ － ７７．４ ８７．１ ７１．４ ７１．８ ７０．６ ８６．３ ８５．５ ７１．９ ７２．６ ７０．２ ７６．６

ＮＭ＿００１０７７８３８ Ｃａｔｔｌｅ ７９．４ － ８０．２ ７２．２ ７９．０ ７５．８ ７９．４ ７７．０ ８１．９ ８２．７ ７６．２ ９６．０

ＸＭ＿００５０８０９７１ Ｇｏｌｄｅｎｈａｍｓｔｅｒ ９０．１ ８０．３ － ７３．０ ７５．８ ７２．２ ８６．７ ８６．７ ７３．９ ７６．６ ７２．２ ８０．７

ＣＰＵ４０８６９ Ｇｕｉｎｅａｐｉｇ ７６．６ ７８．２ ７７．９ － ６９．４ ７０．２ ７３．４ ７３．０ ６８．９ ７１．０ ７０．２ ７１．８

ＡＢ０１５９６３ Ｈｏｒｓｅ ７８．３ ８５．３ ７９．９ ７９．０ － ７３．０ ７３．４ ７３．４ ７６．３ ７８．２ ７３．０ ７７．８

ＮＭ＿００５４１１ Ｈｕｍａｎ ７５．４ ８１．７ ７８．１ ７８．６ ８２．１ － ７１．４ ７１．１ ７３．５ ７５．０ ９１．９ ７５．４

ＮＭ＿０２３１３４ Ｍｏｕｓｅ ８９．７ ８０．７ ８８．９ ７８．１ ７９．９ ７７．２ － ９１．９ ７３．５ ７５．８ ７１．４ ７９．０

ＮＭ＿００１２７０６４５ Ｎｏｒｗａｙｒａｔ ８８．４ ７９．４ ８８．２ ７７．８ ７９．０ ９３．３ ７７．５ － ７１．１ ７５．０ ７１．４ ７６．２

ＮＭ＿２１４２６５ Ｐｉｇ ７７．５ ８６．８ ７８．８ ７８．４ ８４．８ ７９．３ ８１．７ ７８．７ － ７６．３ ７３．１ ８０．７

ＮＭ＿００１０８２２２９ Ｒａｂｂｉｔ ７６．１ ８３．５ ７８．９ ７８．５ ８３．８ ７９．０ ８１．１ ７７．８ ８０．３ － ７５．０ ８３．１

ＮＭ＿００１１９５３７６ Ｍａｃａｑｕｅ ７５．８ ８２．２ ７８．７ ７８．２ ８１．７ ７６．８ ９３．６ ７７．０ ８１．１ ８０．９ － ７５．０

ＮＭ＿００１１９５３７６ Ｓｈｅｅｐ ７９．０ ９５．６ ８０．１ ７８．９ ８４．７ ８０．２ ８１．８ ７８．３ ８６．７ ８３．８ ８１．８ －

　　Ｕｐｐｅｒｄｉａｇｏｎａｌ：Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄ；Ｌｏｗｅｒｄｉａｇｏｎａｌ：Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ．ＳＰＡ：ＳｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＡ
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２．２　棉鼠犛犘犃 基因的生物信息学分析　利用

ＣｏｍｐｕｔｅｐＩ／Ｍｗ、ＳｉｇｎａｌＰｖｅｒｓｉｏｎ４．１、ＮｅｔＮＧｌｙｃ

ｖｅｒｓｉｏｎ１．０和ＧＯＲⅣ等生物信息学软件对所得棉

鼠犛犘犃基因序列进行分析，结果棉鼠ＳＰＡ基因开

放阅读框含７４４个核苷酸，编码２４８个氨基酸，其中

前１７个氨基酸组成信号肽，预测蛋白相对分子质量

为２６３００。同时发现ＳＰＡ蛋白在４、２６、１５５、２２４、

２３８和２４６位氨基酸含６个保守的半胱氨酸位点；

在２１～２４和２０７～２１０位氨基酸含２个犖糖基化

位点。此外，ＳＰＡ蛋白在７～１５、１０１～１２７、１２９～

１３４和１７２～１７７氨基酸位点形成了４个α螺旋的二

级结构（图１），稳定的α螺旋约占总预测二级结构

的１９％。结果表明，犛犘犃基因是一个保守的基因，

其蛋白结构相对稳定。

图１　棉鼠犛犘犃基因的生物信息学分析

犉犻犵１　犅犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犛犘犃犵犲狀犲犫犲狋狑犲犲狀犮狅狋狋狅狀狉犪狋犪狀犱狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊

ＣｏｎｓｅｒｖｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｉｔｈｒｅｓｐｅｃｔｔｏｃｏｔｔｏｎｒａｔＳＰＡａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｄｏｔｓ．Ｄａｓｈｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｍｉｓｓｉｎｇｒｅｓｉｄｕｅｓ．Ｔｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｓｉｇｎａｌ

ｐｅｐｔｉｄｅｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ．Ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓａｒｅｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆαｈｅｌｉｃｅｓａｒｅｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｓｉｎｇｌｅｌｉｎｅ．Ｔｈｅｂｏｘｅｄａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｓｉｎｄｉｃａｔｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ犖ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ．ＳＰＡ：ＳｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＡ

２．３　肺组织病理学变化　将实验组与对照组棉鼠

的肺组织通过固定、脱水和包埋后，经石蜡切片和

ＨＥ染色，最后在显微镜下观察，比较各组棉鼠肺组

织的病理学特征。结果显示对照组棉鼠肺组织纹理

清晰，肺泡均匀，肺泡腔干净、无异常细胞浸润，组织

无明显病理性改变（图２Ａ）；而２ｍｇ／ｋｇＬＰＳ处理

２４、４８和９６ｈ的３个实验组棉鼠肺组织均呈现出不

同程度的病理学改变，主要表现为肺泡壁增厚、肺泡

腔变窄，甚至部分肺泡壁结构不清晰，同时伴有大量

炎性细胞浸润，且随ＬＰＳ刺激时间的延长，肺部组

织的病理学改变逐渐加重（图２Ｂ～２Ｄ）。
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图２　各组棉鼠肺组织病理学比较（犎犈染色）

犉犻犵２　犘犪狋犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狀犵犲狊狅犳犮狅狋狋狅狀

狉犪狋犾狌狀犵狋犻狊狊狌犲狊（犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＢＤ：２ｍｇ／ｋｇＬＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ２４，４８ａｎｄ９６

ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．４　ＬＰＳ对犛犘犃ｍＲＮＡ表达水平的影响　应用

ｑＲＴＰＣＲ方法检测实验组和对照组棉鼠肺组织中

犛犘犃ｍＲＮＡ的表达水平。如图３所示，与对照组

相比，实验组棉鼠在用ＬＰＳ处理２４ｈ后肺组织中的

犛犘犃ｍＲＮＡ的表达水平增加（犘＜０．０１）；持续处

理４８ｈ后，肺组织中的犛犘犃ｍＲＮＡ水平仍继续上

升；持续处理９６ｈ后，肺组织中的犛犘犃 ｍＲＮＡ水

平比４８ｈ和２４ｈ时下降（犘＜０．０１），但仍高于对照

组（犘＜０．０５）。

图３　犔犘犛处理不同时间对肺组织犛犘犃犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵３　犜犺犲犮犺犪狀犵犲狊狅犳狉犲犾犪狋犻狏犲犾犲狏犲犾狅犳犛犘犃犿犚犖犃

犻狀犮狅狋狋狅狀狉犪狋犾狌狀犵狋犻狊狊狌犲狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊

ＣＯＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＬＰＳ１３：Ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆ２４，４８ａｎｄ９６ｈａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ２ｍｇ／ｋｇＬＰＳ．ＳＰＡ：Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ；ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓＣＯＮ

ｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓＬＰＳ１ｇｒｏｕｐｏｒＬＰＳ２ｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊

２．５　ＬＰＳ对ＳＰＡ蛋白表达的影响　蛋白质印迹

法检测结果如图４所示，与对照组相比，２４ｈ实验组

棉鼠肺组织中ＳＰＡ蛋白的表达水平迅速增加（犘＜

０．０１），ＬＰＳ连续处理４８ｈ后ＳＰＡ蛋白的表达水平

仍略有上升。当ＬＰＳ处理９６ｈ后，棉鼠肺组织中

ＳＰＡ蛋白的表达水平相比２４ｈ组和４８ｈ组均略有

下降（差异无统计学意义），但仍高于对照组（犘＜

０．０１）。结果表明利用ＳＰＡ抗小鼠多克隆抗体来

检测棉鼠ＳＰＡ蛋白是有效可行的，也证明ＳＰＡ蛋

白具有高度的保守性。

图４　犔犘犛处理不同时间对肺组织中犛犘犃蛋白表达的影响

犉犻犵４　犜犺犲犮犺犪狀犵犲狊狅犳犛犘犃狆狉狅狋犲犻狀犻狀犮狅狋狋狅狀

狉犪狋犾狌狀犵狋犻狊狊狌犲狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊

Ａ：ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳＰＡｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳＰＡｐｒｏｔｅｉｎ．ＣＯＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＬＰＳ１３：

Ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆ２４，４８ａｎｄ９６ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ２ｍｇ／ｋｇＬＰＳ．

ＳＰＡ：ＳｕｒｆａｃｔａｎｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＡ；ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．

犘＜０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ．狀＝８，珔狓±狊

３　讨　论

ＳＰＡ不仅是肺表面活性物质中重要的一种，也

是众多天然免疫分子中的一员，它除了具有维持机

体正常呼吸的功能外，还在肺组织中发挥着特殊的

局部免疫作用［２，１１］。ＳＰＡ可与多种病原微生物发

生直接中和反应，并通过糖识别结构域与病原微生

物的糖基特异性牢固结合，促发快速凝集反应［１２］。

同时，ＳＰＡ作为一种趋化因子，能迅速发挥趋化作

用诱发多种免疫细胞发生趋化转移，并以Ｃａ２＋依赖

方式促进免疫细胞对病原微生物的吞噬［１３］。ＳＰＡ

还可选择性地与吞噬细胞膜上的特定受体结合，这

种结合不仅可介导吞噬细胞识别病原微生物，还可

激发细胞内超氧自由基和一氧化氮的合成与释放，
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促进细胞发挥吞噬作用［１４１５］。此外，ＳＰＡ还具有局

部免疫调节作用，它能以剂量依赖方式来调控炎症

介质和促炎性细胞因子的合成和释放，诱发机体的

防御反应，从而避免因炎症反应的过度恶化造成的

肺组织严重损伤，维持局部的免疫稳态［１６１７］。因此，

ＳＰＡ的异常表达水平从某种程度上体现了炎症反

应强度、肺组织的损伤程度及疾病发生和发展的过

程。因此，阐明ＳＰＡ在机体肺损伤过程中的免疫

功能和免疫调控机制对呼吸道疾病的治疗具有重要

的参考价值。

棉鼠是众多啮齿类实验动物模型中的一种，相

比大鼠、小鼠而言目前对棉鼠生命科学领域的研究

相对滞后，其可应用的科研领域和方向相对局限，但

由于其对呼吸道病原体的易感性和敏感性远超于其

他模式动物，使其成为呼吸道病毒相关研究公认的

理想动物模型［９］。因而利用棉鼠建立肺损伤模型来

研究ＳＰＡ与疾病的关系可能更具典型性和科学

性，然而国内外尚无关于棉鼠ＳＰＡ的研究报道，且

无检测棉鼠ＳＰＡ蛋白的特异性试剂盒。本研究从

获得犛犘犃 基因序列着手，分析犛犘犃 基因序列的

基本生物信息学构成，结果发现棉鼠与其他１１个物

种的犛犘犃基因具有高度同源性，尤其和小鼠犛犘犃

的核苷酸序列同源性高达８９．７％，这一结果为后期

利用小鼠ＳＰＡ的部分氨基酸制备的抗体来检测棉

鼠ＳＰＡ蛋白奠定了理论基础，也为后期实验的可

行性提供了保障。本研究也表明，在生物物种进化

过程中犛犘犃基因是一个相对保守的基因，犛犘犃基

因这种保守性从某种程度上也表明其在机体内具有

重要功能和作用。

肺损伤是多数呼吸系统疾病发生和发展的一个

重要病理过程，常表现为大量炎症因子的释放以及

强烈的炎症反应［１８］。在病理学特点和发病机制上，

ＬＰＳ诱导的肺损伤与其他多种致病因素诱导的肺损

伤均具有相似性。Ｓｕｇａｈａｒａ等
［１９］在ＬＰＳ诱导的大

鼠肺损伤模型中发现，犛犘犃 ｍＲＮＡ的表达水平在

用ＬＰＳ处理后明显增加。在人肺泡上皮细胞Ａ５４９

中也证实ＬＰＳ处理可增加犛犘犃 ｍＲＮＡ的表达水

平，同时发现ＳＰＡ蛋白浓度与ＬＰＳ处理存在时间

依赖性［２０］。因此本研究基于ＬＰＳ诱导的肺损伤模

型来探讨棉鼠ＳＰＡ的表达规律与疾病发生、发展

的关系。本研究在棉鼠上成功构建肺损伤模型，且

发现该动物模型肺组织的病理性病变程度与ＬＰＳ

处理时间有关，其病变主要表现为肺泡腔变窄和大

量炎性细胞浸润；同时发现ＳＰＡｍＲＮＡ和蛋白的

表达水平在ＬＰＳ处理２４ｈ后开始增加，４８ｈ时持续

上升并到达峰值，９６ｈ时略有下降，但仍保持在较高

水平。在该模型中肺组织的病理变化与 ＳＰＡ

ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平均存在一定时间依赖性，

且ＳＰＡ的水平与肺组织病理学改变的严重程度存

在量效关系，ＳＰＡ在肺组织中的的表达水平在一定

时间内反映了肺损伤病情的严重程度。可见棉鼠

ＳＰＡｍＲＮＡ和蛋白表达水平反映了肺损伤的不同

时程，可作为肺损伤病理进程的标志物之一，同时也

为判断肺损伤病情严重程度提供了参考。

本研究首次扩增获得了棉鼠犛犘犃 基因，并分

析了其生物信息学结构，结果表明棉鼠犛犘犃 基因

具有高度保守性。研究同时发现棉鼠ＳＰＡｍＲＮＡ

和蛋白的表达水平具有ＬＰＳ刺激时间依赖性，且与

肺损伤严重程度密切相关，反映了肺损伤的不同时

程，证实了ＳＰＡ可作为肺损伤病理进程的标志物，

但有关的表达调控机制还需继续深入研究。
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