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氧疗是新生儿缺氧性疾病重要的治疗方式之

一，过去的研究十分注重高氧对视网膜的影响，忽视

了对视网膜以外重要器官的作用。干扰素 -γ（In-

terferon-γ，IFN-γ）的抗纤维化与白介素 -4（Inter-
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摘要：目的 探讨依达拉奉对新生小鼠高氧肺损伤的治疗作用，为临床防治新生儿高氧肺损伤提供理论依

据。方法 将新生小鼠随机分为空气 +生理盐水组、空气＋依达拉奉组、高氧 +生理盐水组、高氧 +依达拉奉

组，于实验第 3、7、10、14和 21天取材，测定肺组织中白介素 -4（IL-4）、干扰素 -γ（IFN-γ）、肺组织中转化

生长因子 -β1（TGF-β1）表达的变化。结果 随着吸氧时间的延长，高氧组 IL-4、IFN-γ含量均高于空气组

且比例失衡，TGF-β1表达越多并肺组织结构紊乱；依达拉奉治疗组 IFN-γ含量显著增高，IL-4含量明显降

低，IFN-γ/IL-4比值更接近正常组，TGF-β1表达降低，肺组织结构较高氧组好转。结论 高氧可导致新生

小鼠急性肺损伤；依达拉奉可调节 IFN-γ、IL-4的含量及比例，降低 TGF-β1的表达，发挥对高氧肺损伤的

防治作用。
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Impact of Edaravone on hyperoxic lung injury in neonatal mice
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Abstract: Objective To explore the effects of Edaravone in hyperoxic lung injury in neonatal mice so as
to provide experimental and theoretical evidences for controlling hyperoxic lung injury in neonate. Methods
Neonatal mice were randomly divided into air + normal saline, air + Edaravone, hyperoxia + normal saline,
hyperoxia + Edaravone groups. At the end of exposure (on the 3rd, 7th, 10th, 14th and 21st day), IL-4 and
IFN-酌 in lung homogenate were evaluated by ELISA, and TGF-茁1 and optical density (OD) in lung slices
were determined using immunohistochemical stain and computerized graphic analysis techniques. Results With
the increasing time of exposure, IL-4, IFN-酌 and TGF-茁1 of the hyperoxic group were increasing and higher
than those in the air group, lung injury also aggravated. Compared to the hyperoxic group, the treatment
group showed increased IFN-酌 and decreased IL-4 and TGF-茁1; histopathological changes were alleviated as
well. Conclusions Hyperoxia can result in acute lung injury in neonatal mice. Edaravone can regulate the
content and ratio of IFN-酌 and IL-4, decrease the expression of TGF-茁1, thus play a role in prevention and
treatment of hyperoxic lung injury.
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leukin-4，IL-4）的促纤维化在高氧肺损伤中起重要

作用。本实验利用高氧致新生小鼠肺损伤动物模型，

应用酶联免疫吸附法（enzyme-linked immunosorbent

assay，ELISA）、免疫组织化学法测定 IL-4、IFN-γ

及转化生长因子 -β1（transforming growth factor-

β1，TGF-β1）在小鼠肺组织中的表达变化，探讨自

由基清除剂依达拉奉对高氧肺损伤的治疗作用，为

新生儿高氧肺损伤的临床防治提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 动物材料

昆明小鼠由济南朋悦实验动物繁育有限公司提

供[许可证号：SCXK（鲁）20140007]，实验过程中对动

物的处置符合动物伦理学标准。

1.2 试剂与设备

依达拉奉购自国瑞药业，小鼠 IFN-γ ELISA试

剂盒、TGF-β1抗体购自博士德生物工程有限公司

（编号：EK0375、BA0290），IL-4 ELISA 试剂盒购自

欣博盛生物科技有限公司（产品目录号：EMC003.

96），放射免疫分析（radio immunoprecipitation assay，

RIPA）裂解液、蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟（phenyl-

methanesulfonyl fluoride，PMSF）购自碧云天生物技

术研究所（编号 P0013B、ST506），其余生化试剂均为

国药分析纯。DYC-Ⅰ型动物常压高氧实验舱、

ML-Y数字智能测氧仪、Dapex气体分析仪、Eppen-

dorf排枪、酶标仪、精密天平、高速离心机等。

1.3 实验方法

1.3.1 建立高氧肺损伤模型 200只自然分娩的昆

明小鼠随机分为空气 +生理盐水组（Ⅰ组）、空气 +

依达拉奉组（Ⅱ组）、高氧 + 生理盐水组（Ⅲ组）、高

氧 +依达拉奉组（Ⅳ组）4组，每组 50只。每组又随机

分为 3、7、10、14和 21 d 5个亚组，每个亚组 10只。

Ⅰ组、Ⅱ组在空气中饲养；Ⅲ组、Ⅳ组于生后 12 h内

置于氧舱中，维持氧浓度 90%～95%；钠石灰吸收二

氧化碳 CO2，使其浓度 <0.5%，以变色硅胶保持湿度

60%～70%。隔日更换垫料、干燥剂，并将各组母鼠

互换，防止母鼠氧中毒并保持哺乳条件一致，给予

依达拉奉（5 mg/kg）或等量生理盐水腹腔注射，1次 /

12 h，保持室温 25～26℃。

1.3.2 组织取材与检测 分别于实验第 3、7、10、14

和 21天取材。ELISA如下：将小鼠断头放血，迅速剪

开胸腔，取出双肺，吸水纸拭去表面血迹，称重，放

入置于冰上的研钵中，倒入适量液氮，快速将其研

成均匀粉末状，加入其 9 倍重量的含蛋白抑制剂

PMSF的 RIPA裂解液（RIPA∶PMSF=100∶1），5 min

研磨 1次，裂解 30 min后将匀浆移入离心管中，4℃、

12 000 r/min离心 15 min，将上清液移入 Eppendorf

管中，置入 -20℃冰箱保存，统一检测。IFN-γ浓度

检测步骤如下：将标准品、样品分别加入酶标板孔

中，37℃（下同）孵育 90 min，甩去液体后加入生物素

标记的抗小鼠 IFN-γ抗体工作液，反应 60 min，洗

板后加入亲和素 -生物素 - 过氧化物酶复合物工

作液，反应 30 min，洗板后加入 3，3'，5，5'-四甲基联

苯胺显色液，避光反应 20 min后加入终止液显色，于

450 nm处测定光密度值，用标准品计算出曲线后，进

一步得出样品浓度；IL-4浓度检测方法大致相同。

免疫组织化学法如下：小鼠麻醉后，采取肺 /体循环

双重灌注后将肺组织迅速浸泡于 10%中性甲醛液

中，石蜡包埋、切片、脱蜡至水、抗原修复、封闭后采

用链霉亲和素 - 生物素 - 过氧化物酶复合物技术

显色，复染，封片，于 400倍下每张切片随机选 10个

视野，用 Image-pro plus 6.0进行图像分析，细胞核

和 /或胞浆呈棕黄色为阳性细胞，阳性细胞越多，颜

色越深，平均光密度越大。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 20.0统计软件进行数据分析，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，用 检验， <0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组肺组织中 IL-4的含量变化

高氧 +生理盐水组（Ⅲ组）肺组织中 IL-4含量

较空气 +生理盐水组（Ⅰ组）增加；给予依达拉奉治

疗后，高氧 +依达拉奉组（Ⅳ组）IL-4含量较高氧 +

生理盐水组下降，差异有统计学意义，见表 1。

2.2 各组肺组织中 IFN-γ的含量变化

高氧 +生理盐水组（Ⅲ组）肺组织中 IFN-γ含

量与空气 +生理盐水组（Ⅰ组）比较，经 检验，差异

有统计学意义，Ⅲ组 IFN-γ含量较Ⅰ组增加；给予

依达拉奉治疗后，IFN-γ含量与Ⅲ组比较，经 检

验，差异有统计学意义，其含量继续增加，7 d起增加

更明显。见表 2。

2.3 各组肺组织中 IFN-γ/IL-4比值的变化

高氧 +生理盐水组（Ⅲ组）IFN-γ/IL-4明显低

于空气 +生理盐水组（Ⅰ组），给予依达拉奉治疗后，

IFN-γ/IL-4比值更接近于Ⅰ组。见图 1。
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图 1 肺组织中 IFN-γ/IL-4比值的变化
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2.4 肺组织形态及 TGF-β1的表达

随着吸氧时间延长，高氧 +生理盐水组（Ⅲ组）

肺组织水肿、充血及血管扩张，炎症细胞浸润逐渐加

重，肺组织结构紊乱；而高氧 + 依达拉奉组（Ⅳ组）

肺组织结构较Ⅲ组明显好转。正常新生小鼠肺组织

内 TGF-β1含量微弱；高氧 +生理盐水组（Ⅲ组）

TGF-β1含量逐渐增加，高氧 +依达拉奉组（Ⅳ组）

较空气 +生理盐水组（Ⅰ组）TGF-β1含量增加，但较

Ⅲ组表达减少，差异有统计学意义。见表 3和图 2。

表 1 肺组织中 IL-4的含量变化 （ =10，pg/ml，x±s）

组别 3 d 7 d 10 d 14 d 21 d

空气 +生理盐水（Ⅰ组） 117.69±4.91 126.85±7.69 123.82±9.25 142.27±7.47 130.01±12.62

空气＋依达拉组（Ⅱ组） 115.93±6.38 130.58±4.52 125.87±5.84 140.31±5.86 135.05±9.36

高氧 +生理盐水组（Ⅲ组） 211.53±8.21 283.53±9.18 294.49±13.73 330.47±8.63 324.37±13.74

高氧 +依达拉奉组（Ⅳ组） 130.63±8.64 154.85±9.56 161.21±7.31 183.23±9.37 175.65±12.83

值（Ⅰ组 vsⅢ组） 22.933 40.142 30.530 58.342 44.374

值（Ⅰ组 vsⅢ组） 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

值（Ⅲ组 vsⅣ组） 16.142 29.371 25.683 45.632 27.853

值（Ⅲ组 vsⅣ组） 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

表 2 肺组织中 IFN-γ的含量变化 （ =10，pg/ml，x±s）

组别 3 d 7 d 10 d 14 d 21 d

空气 +生理盐水（Ⅰ组） 74.78±4.71 80.76±4.72 98.12±9.70 106.26±8.63 99.89±11.63

空气＋依达拉组（Ⅱ组） 69.47±5.25 82.32±4.28 96.38±7.48 110.36±10.32 102.25±9.46

高氧 +生理盐水组（Ⅲ组） 92.32±4.74 101.73±8.78 113.44±10.67 138.42±11.31 132.96±12.92

高氧 +依达拉奉组（Ⅳ组） 97.82±7.35 111.94±7.25 133.80±9.48 149.42±7.50 143.71±10.56

值（Ⅰ组 vsⅢ组） 6.492 6.383 9.462 18.322 16.454

值（Ⅰ组 vsⅢ组） 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

值（Ⅲ组 vsⅣ组） 1.431 2.240 7.632 12.364 5.472

值（Ⅲ组 vsⅣ组） 0.176 0.042 0.000 0.000 0.000

表 3 肺组织中 TGF-β1的平均光密度 （x±s）

组别 3 d 7 d 10 d 14 d 21 d

空气 +生理盐水（Ⅰ组） 0.15±0.02 0.13±0.05 0.21±0.03 0.22±0.06 0.29±0.05

空气＋依达拉组（Ⅱ组） 0.16±0.05 0.14±0.03 0.20±0.02 0.24±0.04 0.27±0.06

高氧 +生理盐水组（Ⅲ组） 0.42±0.06 0.54±0.05 0.71±0.07 0.72±0.02 0.89±0.02

高氧 +依达拉奉组（Ⅳ组） 0.28±0.03 0.47±0.02 0.49±0.08 0.53±0.07 0.65±0.06

值（Ⅰ组 vsⅢ组） 21.021 32.252 47.544 40.593 65.514

值（Ⅰ组 vsⅢ组） 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

值（Ⅲ组 vsⅣ组） 9.483 6.952 15.762 17.431 18.762

值（Ⅲ组 vsⅣ组） 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
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图 2 各组肺组织中 TGF-β1含量比较 （免疫组织化学法染色×400）
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3 讨论

文献报道，给予 90%氧 3 d即可诱发小鼠急性肺

损伤，损伤程度与暴露时间成正比[1]。高氧所造成的

肺损伤机制尚不完全明确，但活性氧具有的细胞毒

性作用、炎症因子诱导等作用，会促进肺内相关炎症

细胞因子的分泌，损伤肺泡上皮、血管内皮等生物膜

系统，导致肺水肿及肺内结构性改变 [2]。因此，增加

抗氧化物质，以拮抗活性氧的负面作用，调节氧化 /

抗氧化平衡，理论上可以防治高氧性损伤[3]。

依达拉奉是强效自由基清除剂，临床主要用于

治疗急性缺血性脑梗死 [4-5]。文献报道，依达拉奉可

以减轻大鼠的急性肺损伤 [6-7]，减轻高氧状态下细胞

的损伤[8]，保护肝缺血再灌注后引起的肺损伤[9]，与其

他药物联合应用可治疗急性肺损伤 /急性呼吸窘迫

综合征[10]。

小鼠肺组织发育经历假腺期、小管期、原始肺泡

期、肺泡期 4个阶段，在时序上与人类相似。不同之

处在于：新生小鼠肺只发育至大体形态，近似于人类

28周胎龄肺结构，生后 3 d肺泡开始形成[11]。3 d龄

以前给予高氧吸入会导致肺泡的发育及成熟受到

阻碍[12]，这与早产儿高氧肺损伤相似。本研究用生后

12 h新生小鼠模仿新生儿出生后因各种原因，特别

是危重患儿在呼吸机辅助通气下吸入高浓度氧后

造成的肺损伤。

IL-4是 Th2类细胞因子，可以刺激肺内成纤维

细胞增生，同时促进其他 Th2型细胞因子，抑制 Th1

型细胞因子的生成，使 Th1/Th2平衡向 Th2优势方

向发展，引起肺纤维化[13]。IFN-γ是 Th1类细胞因

子，可以抗感染，抗增殖，调节免疫，拮抗 IL-4[14]，已

有吸入 IFN-γ治疗肺纤维化的报道[15]。

TGF-β1可以促进多种炎症细胞的表达，而聚集
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的炎症细胞又能释放 TGF-β1，形成交互放大效应；

在肺纤维化过程中 TGF-β1与结缔组织生长因子、

血管内皮生长因子等密切相关 [16]。本实验将 TGF-

β1作为观察肺组织损伤的形态学指标。

本实验中高氧组肺组织中 IL-4、IFN-γ含量均

高于空气组且比例失衡，肺组织中 TGF-β1明显增

多，肺组织损伤渐加重；给予依达拉奉治疗后 IFN-

γ上升明显（7 d起两组比较差异有统计学意义），

IL-4 含量明显降低，IFN-γ/IL-4 比例更接近于高

氧 +生理盐水组，TGF-β1表达减少，肺损伤减轻。

提示依达拉奉对高氧诱导的新生小鼠急性肺损伤

具有保护作用。作为自由基清除剂，依达拉奉可以

直接转移电子给氧自由基进而将其直接清除。另有

研究证实，依达拉奉可以增强抗氧化酶的活性[17]，抑

制活性氧的产生 [18]，减轻甚至消除氧化基团对细胞

的破坏，刺激前列环素生成，减少炎症介质的表达[19-20]；

参与血红素加氧酶 -1和 PI3K/Akt途径，上调血红素

加氧酶 -1的表达，减轻细胞脂质过氧化反应和 DNA

氧化损伤[21]。

综上所述，依达拉奉对新生小鼠高氧肺损伤具

有保护作用，为临床防治新生儿高氧肺损伤提供新

思路。
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