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新生儿ARDS诊断与治疗专题
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[摘要] 目的　探讨动力相关蛋白 1(Drp-1)、过氧化物酶体增殖物激活受体γ共激活因子 1-α(PGC-1α)在胎粪吸入综

合征(MAS)新生大鼠肺组织中的作用及其机制。方法　50只2~3周龄SD新生大鼠随机分为5组(n=10)：对照组、模型组与

SN50低、中、高浓度组。对照组气管暴露后，气管内注入2 ml/kg生理盐水，其余各组气管内注入2 ml/kg的胎粪悬浮液；

24 h后对照组、模型组不予处理，SN50低、中、高浓度组腹腔注射10、30、60 μg/ml浓度SN50各100 μl。6 h后处死各组

大鼠，检测X线胸片、肺大体观、肺湿/干重比(W/D)，HE染色观察肺组织病理变化，Western blotting检测新生大鼠肺组

织中NF-κB(p65)、p-NF-κB p65(p-p65)、Drp-1、PGC-1α蛋白的表达变化，免疫组织化学方法观察新生大鼠肺组织中p65、
Drp-1、PGC-1α等相关蛋白表达。结果　与对照组比较，模型组胸片及大体观可见炎性浸润，W/D、肺损伤病理评分明

显升高(P<0.05)；与模型组比较，SN50 低、中、高浓度组胸片及大体观炎症稍减轻，W/D、肺损伤病理评分明显降低

(P<0.05)。Western blotting 检测结果显示，与对照组比较，模型组新生大鼠肺组织中p-p65、Drp-1蛋白表达水平明显升高

(P<0.05)，PGC-1α蛋白表达水平明显降低(P<0.05)；与模型组比较，SN50低、中、高浓度组p-p65、Drp-1蛋白表达水平明

显降低(P<0.05)，SN50低浓度组PGC-1α蛋白表达水平差异无统计学意义(P>0.05)，而 SN50中、高浓度组PGC-1α蛋白表

达水平明显升高(P<0.05)；各组总p65蛋白表达水平差异无统计学意义(P>0.05)。免疫组化检测结果显示，与对照组比较，

模型组 p65、Drp-1蛋白表达水平明显升高(P<0.05)，PGC-1α蛋白表达水平明显降低(P<0.05)；与模型组比较，SN50低浓

度组p65蛋白表达水平明显降低(P<0.05)，Drp-1、PGC-1α蛋白表达水平差异无统计学意义(P>0.05)，而 SN50中、高浓度

组Drp-1蛋白表达水平明显降低(P<0.05)，PGC-1α蛋白表达水平明显升高(P<0.05)。结论　胎粪吸入可诱导新生大鼠肺组

织炎症，其机制可能与增强氧化应激、促进线粒体功能障碍、激活Drp-1/NF-κB信号通路，以及抑制PGC-1α蛋白表达

有关。
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[Abstract] Objective　To investigate the role of dynamin-related protein 1 (Drp-1) and peroxisome proliferator-activated 

receptor γ coactivator 1- α (PGC-1α) in the lung tissues of neonatal rats with meconium aspiration syndrome (MAS) and its 

mechanism. Methods　Fifty 2-3-week-old SD neonatal rats were randomly divided into five groups (n=10): control group, model 

group and SN50 low, medium and high concentration groups. In control group, 2 ml/kg of saline was injected into the trachea after 

tracheal exposure, and 2 ml/kg of meconium suspension was injected into the trachea of the rest of groups; after 24 h, control and 

model groups were left untreated, and 100 μl of each of SN50 concentrations of 10, 30, and 60 μg/ml was injected into SN50 low, 

medium, and high concentration groups intraperitoneally; the rats of each group were killed after 6 h, and the chest X-rays, the gross 

views of the lungs, the lung wet/dry weight ratios (W/D), and the lungs of the rats in control group and model group were examined. 

After 6 h, the rats in each group were executed, and the pathological changes of lung tissue were observed by chest radiographs, lung 

gross view, lung wet/dry weight ratio (W/D) and HE staining; Western blotting was used to detect the changes of nuclear factor κB 

(NF‐κB) (p65), p-NF‐κB p65 (p-p65), Drp-1, and PGC-1α proteins expression in neonatal rat lung tissues, and immuno-

histochemistry was used to observe the expression of p65, Drp-1, and PGC-1α related proteins expression in neonatal rat lung tissues. 

Results　Compared with control group, model group showed inflammatory infiltration in the chest radiograph and gross view, and 

the W/D and lung injury pathology scores were significantly higher (P<0.05); compared with model group, the chest radiograph and 

gross view of inflammation were slightly reduced in SN50 low, medium and high concentration groups, and the W/D and lung injury 

pathology scores were significantly lower (P<0.05). Western blotting showed that, compared with control group, the protein 

expression levels of p-p65 and Drp-1 in the lung tissues of neonatal rats were significantly higher in model group (P<0.05), and the 

protein expression level of PGC-1α was significantly lower (P<0.05); compared with model group, the protein expression levels of 

p-p65 and Drp-1 were significantly lower in SN50 low, medium, and high concentration groups (P<0.05), and the difference in the 

protein expression level of PGC-1α in SN50 low concentration group was not statistically significant (P>0.05), whereas the PGC-1α 

expression levels in SN50 medium and high concentration groups were significantly higher (P<0.05); the difference in the total p65 

protein expression levels in each group was not statistically significant (P>0.05). Immunohistochemical assay results showed that, 

compared with control group, p65 and Drp-1 protein expression levels were significantly higher in model group (P<0.05), and PGC-1α 

protein expression level was significantly lower (P<0.05); compared with model group, p65 protein expression level was significantly 

lower in SN50 low concentration group (P<0.05), and the difference in Drp-1 and PGC-1α protein expression levels were not 

statistically significant (P>0.05), Drp-1 protein expression level was significantly lower (P<0.05), and PGC-1α protein expression 

level was significantly higher (P<0.05) in SN50 middle and high concentration groups. Conclusion　Fecal inhalation can induce 

lung tissue inflammation in neonatal rats, and the mechanism may be related to enhanced oxidative stress, promotion of mitochondrial 

dysfunction, activation of the Drp-1/NF-κB signaling pathway, and inhibition of PGC-1α protein expression. 

[Key words] meconium aspiration syndrome; nuclear factor κB; oxidative stress; mitochondria

胎粪吸入综合征(meconium aspiration syndrome，
MAS)是指胎儿在宫内或分娩时吸入被胎粪污染的羊

水，以致机械性气道阻塞、化学性肺炎及继发性肺

泡表面活性物质失活，继而出现肺动脉高压、肺气

漏，重症 MAS 可致急性肺损伤 (acute lung injury，
ALI)、新生儿急性呼吸窘迫综合征(acute respiratory 
distress syndrome，ARDS)，严重的可致呼吸衰竭甚至

死亡[1]。全球 10%~15% 的新生儿可出现羊水胎粪污

染 (meconium-stained amniotic fluid，MASF)，死亡率

高达 11.3%[2]。核因子-κB(NF-κB)炎症通路与MAS的

发生发展存在密不可分的联系。研究发现，NF-κB
信号通路作为肺部炎症经典通路，参与胎粪吸入所

致肺组织炎症[3]。在Wistar大鼠胎粪急性肺损伤模型

中，胎粪组NF-κB活性和NF-κB p65阳性细胞百分比

明显高于对照组，而地塞米松处理可抑制 NF-κB 易

位到细胞核，从而降低 NF-κB 的活性，减轻肺损伤

程度[4]。氧化应激在 MAS 的发生发展中同样具有重

要意义，线粒体是一个动态细胞器，可通过连续的

裂变和融合保持适当的线粒体功能[5]。动力相关蛋

白1(dynamin related protein 1，Drp-1)是GTP酶动力蛋

白家族的成员，主要调节线粒体裂变，扰乱能量代

谢，促进活性氧(reactive oxygen species，ROS)生成，

并进一步刺激NF-κB炎症通路[6-7]。过氧化物酶体增

殖物激活受体γ共激活因子-1α(peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha， PGC-1α)
是参与能量代谢和线粒体生物发生的许多基因的转

录共激活剂，在血管炎症、内皮功能等方面与

NF-κB 通路具有一定的联系[8]。本研究建立 MAS 动

物模型，探讨 NF-κB 调控下 Drp-1、PGC-1α在 MAS
新生大鼠肺组织中的作用及其机制，旨在改善胎粪

吸入所致的肺炎症状及其预后。
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1　材料与方法

1.1　主要仪器与试剂　NF-κB p65 抗体、PGC-1α抗

体、Drp-1抗体(北京博奥森生物技术有限公司)；磷

酸化NF-κB p65(p-NF-κB p65)抗体、甘油醛-3-磷酸脱

氢酶(GAPDH)抗体(上海碧云天生物科技有限公司)；
辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG、蛋白酶抑制

剂、RIPA 蛋白裂解液(武汉赛维尔生物科技有限公

司)；BCA蛋白浓度检测试剂盒、超敏ECL化学发光

检测试剂盒(武汉三鹰生物科技有限公司)；SN50(苏
州莫纳生物技术有限公司)；光学显微镜 (日本

Olympus公司)；酶标仪、电泳仪和转膜仪(美国Bio-
Rad公司)。
1.2　动物　50只2~3周龄SPF级SD新生大鼠，雌雄

不限，25~40 g，购自昆明双欣生物科技有限公司[实
验动物许可证编号：SYXK(滇)2018-0002]。本研究已

获大理大学动物伦理审查委员会审批(DFY20211227)。
1.3　胎粪悬浮液的制备　征得家属同意后，在无菌

条件下获取多个足月健康新生儿头次胎粪，真空冷

冻干燥后，研磨成粉状，用无菌生理盐水(normal 
saline，NS)配置成 20% 的胎粪悬浮液[9]，-20 ℃冰箱

分装保存，备用。

1.4　实验分组及MAS模型制备　50只SD新生大鼠，

适应性喂养2~3 d，随机分为对照组、模型组与SN50
低、中、高浓度组，每组 10只。参考文献及预实验

结果，本实验采用气管暴露，并气管注入胎粪悬浮

液制备 MAS 模型，将 SD 新生大鼠称重标记后腹腔

注射 2%戊巴比妥钠 40 mg/kg[10]，麻醉成功后仰卧位

固定于预热好的动物操作台，剪开颈部皮肤，暴露

气管，对照组气管内注入 2 ml/kg无菌生理盐水，余

下各组气管内注入 2 ml/kg的胎粪混悬液，继续导管

内注入 2~3 ml 的空气确保胎粪均匀进入支气管及肺

泡，保证每组造模成功各 10只，随后缝合消毒颈部

切口，放回鼠笼，母鼠哺乳喂养，观察 24 h，期间

正常补充饲料，更换垫料。观察 24 h 后行胸部 X 线

检查各组SD新生大鼠是否造模成功。确认除对照组

外均出现肺炎表现后，对照组、模型组常规喂养不

做任何治疗处理，SN50低、中、高浓度组分别腹腔

注入浓度为10、30、60 μg/ml的SN50溶液各100 μl[11]。

1.5　实验标本的采集与处理　SN50注入后观察6 h，
各组新生大鼠均腹腔注射苯巴比妥钠麻醉，开胸暴

露心脏，左心室抽血处死，提起主支气管，分离肺

组织。生理盐水冲洗表面残余组织及血液，用滤纸

吸去各组右肺组织表面水分，做好标记后称重湿重

(Wet)，然后用锡纸包裹右肺组织一同放入 80 ℃烤

箱烘烤48 h，称重干重(Dry)，计算湿干比(W/D)。
1.6　肺组织病理变化及肺损伤病理评分　用 4% 多

聚甲醛溶液固定左肺尖组织 24 h，常规石蜡包埋备

用，制作4 μm切片，HE染色观察肺组织病理变化，

并进行肺损伤病理评分。依照Mikawa等[12]的方法进

行评分：(1)白细胞在组织中的浸润范围(0%为 0分，

0%~25% 为 1 分，25%~50% 为 2 分，50%~75% 为 3 分，

75%~100%为 4分)；(2)肺泡腔白细胞量(无白细胞为

0分，偶有为 1分，大量白细胞为 2分，肺泡腔几乎

充满白细胞为 3 分，肺泡腔被白细胞充满并扩张为

4分)；(3)肺泡腔渗出物的量(包括纤维素、透明膜、

水肿液和胎粪，无渗出物为 0 分，偶见渗出物为

1 分，清晰可见渗出物为 2 分，几乎充满渗出物为

3 分，肺泡腔被渗出物充满并扩张为 4 分)。每张切

片取5个视野，计算平均值为病理评分。

1.7　Western blotting检测肺组织中p65、p-p65、Drp-1、
PGC-1α蛋白的表达情况　将左肺组织用预冷的PBS
漂洗 2~3 次，加入 RIPA 裂解液、Cocktail、PMSF、
磷酸酶抑制剂混匀超声细胞破碎仪破碎，于冰上裂

解30 min，4 ℃条件下，12 000 r/min离心15 min后收

集上清液。BCA试剂盒定量后，取30 mg蛋白样品与

上样缓冲液充分混匀，SDS-PAGE 凝胶电泳、转膜，

5% 脱脂奶粉室温摇床封闭 1 h 后，加入一抗

p65(1: 100)、 p-p65(1: 1000)、 Drp-1(1: 1000)、 PGC-1α
(1:1000)、GAPDH(1:1000)，4 ℃孵育过夜，充分洗

涤后，加入过氧化物酶标记的二抗(1:3000)室温孵育

1 h，再次洗涤后，滴加 ECL 发光液进行曝光拍照。

采用 ImageJ软件进行分析，以GAPDH作为内参照分

析相应蛋白量。上述实验重复3次。

1.8　免疫组化检测肺组织中p65、Drp-1、PGC-1α的
表达情况　将预先包埋好的石蜡组织置于切片机上

连续切成4 μm厚的薄片，标记后放于60 ℃恒温箱中

烤片 30 min，随后进行脱蜡、抗原修复、内源性过

氧化物酶阻断、血清封闭，加用一抗 p65(1:100)、
Drp-1(1:100)、PGC-1α(1:100)，4 ℃孵育过夜，二抗

室温孵育 40 min，DAB 染色后脱水、透明、封片。

上述实验重复3次。

1.9　统计学处理　采用 SPSS 26.0 软件进行统计分

析。计量资料符合正态分布，均以x±s表示，多组间

比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　各组新生大鼠肺组织 X 线胸片、大体观和肺

W/D 比较　X 线胸片显示，对照组肺纹理稍增多，

支气管稍扩张，心影正常；模型组及 SN50 低、中、

高浓度组肺纹理明显增多，部分可见肺叶存在高密

度的弥漫云絮状阴影，心影缩小(图 1A)。肺组织大

体肉眼可见，对照组肺脏体积增大，局部水肿、出
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血；模型组及SN50低、中、高浓度组可见局灶性出

血(图 1B)。与对照组比较，模型组肺组织W/D明显

增高(P<0.05)；与模型组比较，SN50 低、中、高浓

度组 W/D 降低(P<0.05)，且 SN50 高浓度组 W/D 较

SN50低、中浓度组明显降低，差异均有统计学意义

(P<0.05)(图1C)。

2.2　各组新生大鼠肺组织病理变化及肺损伤病理评

分比较　HE染色可见，对照组肺泡腔增厚，肺泡壁

及肺泡腔少许出血，炎性细胞散在浸润；模型组肺

泡结构破坏，肺泡壁及肺泡腔内可见出血，并伴有

大量炎性细胞浸润；而SN50低、中、高浓度组肺泡

腔及肺泡壁炎性细胞浸润减少，出血、水肿减轻，

肺泡结构增厚，且 SN50 高浓度组较 SN50 低浓度组

病理损伤改善明显(图 2A)。与对照组比较，模型组

肺损伤病理评分升高 (P<0.05)。与模型组比较，

SN50低浓度组肺损伤病理评分下降，但差异无统计

学意义(P>0.05)；SN50 中、高浓度组肺损伤病理评

分下降(P<0.05)，且 SN50 高浓度组肺损伤病理评分

明显低于SN50低、中浓度组，差异均有统计学意义

(P<0.05，图2B)。
2.3　各组新生大鼠肺组织中 p-p65、p65、Drp-1、
PGC-1α蛋白相对表达量比较　Western blotting 检测

结果显示，与对照组比较，模型组新生大鼠肺组织

中p-p65、Drp-1蛋白表达水平升高(P<0.05)，PGC-1α
蛋白表达水平下降(P<0.05)；与模型组比较，SN50

低浓度组 p-p65、Drp-1 蛋白表达水平下降(P<0.05)，
PGC-1α蛋白表达水平差异无统计学意义(P>0.05)，
而 SN50中、高浓度组 p-p65、Drp-1蛋白表达水平下

降，PGC-1α蛋白表达水平明显升高，差异均有统计

学意义(P<0.05)；各组总 p65蛋白未见明显变化，差

异无统计学意义(P>0.05，图3)。
2.4　各组新生大鼠肺组织中p65、Drp-1、PGC-1α蛋
白相对表达量比较　免疫组化结果显示，与对照组

比较，模型组 p65、Drp-1 蛋白表达水平明显升高

(P<0.05)，PGC-1α蛋白表达水平下降(P<0.05)；与模

型组比较，SN50 低浓度组 p65 蛋白表达水平下降

(P<0.05)，Drp-1、PGC-1α蛋白差异无统计学意义

(P>0.05)；与模型组比较，SN50中、高浓度组Drp-1
蛋白表达水平下降，PGC-1α蛋白表达水平升高，差

异均有统计学意义(P<0.05，图4)。

3　讨　　论

MAS是新生儿期面对的呼吸系统主要临床问题

之一，其发病机制尚不十分清楚。胎粪成分复杂，

A. X线胸片；B. 肺组织大体肉眼观；C. 肺组织W/D；与对照组比较，(1)P<0.05；与模型组比较，(2)P<0.05；与SN50低浓度组比较，

(3)P<0.05；与SN50中浓度组比较，(4)P<0.05

图1　各组新生大鼠X线胸片、肺大体观和肺W/D比较(n=10)
Fig.1　Comparison of chest X-ray, gross views of lung tissue and lung W/D of neonatal rats in each group (n=10)
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可导致患儿出现多种肺损伤病理生理变化[13]。

NF-κB 通路是胎粪吸入性肺炎氧化应激和炎症发展

的主要信号通路之一，作为基因调控蛋白，NF-κB
在肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)、
白细胞介素-6(interleukin-6，IL-6)、IL-8、黏附分子

中具有结合位点，胎粪吸入可诱导大鼠肺部巨噬细

胞等释放细胞因子，激活 NF-κB，从而促进炎症的

发生[14]。本研究发现，与对照组比较，模型组 X 线

胸片、大体观可见局部炎症的发生，肺W/D及肺组

织损伤病理评分升高均提示胎粪吸入可刺激新生大

鼠发生肺炎，并使 p65 蛋白表达水平升高，提示胎

粪吸入可刺激活化NF-κB通路。

线粒体对环境的生理适应和细胞应激反应至关

重要，其功能障碍会改变细胞的生物能量学，阻碍

A. 肺组织病理变化(HE ×200)；B. 肺损伤病理评分；与对照组比较，(1)P<0.05；与模型组比较，(2)P<0.05；与 SN50低浓度组比较，

(3)P<0.05；与SN50中浓度组比较，(4)P<0.05

图2　各组新生大鼠肺组织病理变化及肺损伤病理评分(n=10)
Fig.2　Histopathological changes in the lungs of neonatal rats in each group and scoring of lung injury pathology (n=10)

Drp-1. 动力相关蛋白 1；PGC-1α. 过氧化物酶体增殖物激活受体γ共激活因子 1-α；A. Western blotting 检测；B. 蛋白相对表达量统计

图；与对照组比较，(1)P<0.05；与模型组比较，(2)P<0.05；与SN50低浓度组比较，(3)P<0.05；与SN50中浓度组比较，(4)P<0.05

图3　各组新生大鼠肺组织中p-p65、p65、Drp-1、PGC-1α蛋白相对表达量比较(n=3)
Fig. 3　Comparison of the relative expression of p-p65, p65, Drp-1, and PGC-1α proteins in lung tissues of neonatal rats in each group 
(n=3)
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肺部在受到损伤后的恢复[15-16]。线粒体自噬抑制剂

Mdivi-1 可抑制 Drp-1 寡聚化来阻断线粒体裂变，并

减轻体外的氧化应激[17]。研究提示PGC-1α与NF-κB
通路在血管炎症、内皮功能等方面具有一定的关系，

PGC-1α敲除后可损害线粒体的生物发生，减少脂肪

酸氧化，导致代谢紊乱，进而引发炎症和代谢性疾

病[18]。本研究结果发现，胎粪吸入可激活 NF-κB 通

路，并促进Drp-1蛋白的表达，抑制PGC-1α的表达，

而在不同浓度 SN50 干预后 p65、Drp-1 表达下降，

PGC-1α表达增加，肺损伤病理评分下降，提示

SN50抑制NF-κB通路的抗炎作用可能在一定范围内

呈剂量依赖性。

线粒体作为ROS和抗氧化剂的主要生产者，在

炎症信号传导过程中发挥关键作用，如细胞凋亡、

解毒、Ca2+缓冲等，已成为治疗多种疾病潜在的目

标[19]。Drp-1 与 NF-κB 通路联系紧密，沉默 Drp-1 可

使 p65 的磷酸化减少，抑制 NF-κB 通路的活化，而

通过敲低 Drp-1 或 Mdivi-1 处理抑制线粒体裂变后，

可明显降低p65及其靶基因 c-myc和细胞周期蛋白D1
的核表达，进一步证实 NF-κB 与线粒体裂变之间存

在紧密联系[20-21]。在炎症发生过程中，NF-κB可作为

PGC-1α活性的潜在抑制因子，有研究发现，PGC-1α
可通过位于共激活因子 N 末端的富含亮氨酸的

LXXLL 基序(L2 和 L3)与核受体结合，而 NF-κB 可竞

争性与 LXXLL 基序结合调节 p65 活性，进一步刺激

IL-6等相关炎性基因的表达[22]；此外，NF-κB激活后

可间接刺激蛋白激酶 B(protein kinase B，PKB)，而

PGC-1α含有PKB磷酸化的共有结合位点，NF-κB表

达上调后，PGC-1α与PKB磷酸化结合稳定性受到影

响，从而使 PGC-1α 转录活性降低，氧化应激

增加[23]。

目前MAS缺乏特异性治疗，因此，探讨胎粪与

Drp-1. 动力相关蛋白1；PGC-1α.过氧化物酶体增殖物激活受体γ共激活因子1-α；A. 免疫组化检测；B.蛋白相对表达量统计图；与对

照组比较，(1)P<0.05；与模型组比较，(2)P<0.05；与SN50低浓度组比较，(3)P<0.05；与SN50中浓度组比较，(4)P<0.05

图4　各组新生大鼠肺组织中p65、Drp-1、PGC-1α蛋白相对表达量的比较(免疫组化 ×400，n=3)
Fig. 4　Comparison of the relative expression of p65, Drp-1, and PGC-1α proteins in the lung tissues of neonatal rats of each group 
(Immunohistochemistry ×400, n=3)
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NF-κB 通路、氧化应激之间的联系对靶向治疗胎粪

吸入性肺炎、改善呼吸系统功能，以及进一步缓解

ALI及ARDS具有重要意义。本研究发现，胎粪吸入

可诱导新生大鼠肺组织炎症，其机制可能与增强氧

化应激、促进线粒体功能障碍、激活 Drp-1/NF-κB
信号通路、抑制PGC-1α蛋白表达有关，提示Drp-1、
PGC-1α可能成为临床防治 MAS 的重要靶点。但由

于MAS的发生发展机制与氧化应激的关系复杂，可

涉及多个信号通路的调控，本研究仅对 NF-κB 通路

及线粒体相关的 Drp-1、PGC-1α进行探索，涉及的

氧化应激炎症相关指标不足，且 NF-κB 作为基因调

控蛋白，其下游的靶基因与 Drp-1、PGC-1α之间的

联系尚未明确，因而未能进一步阐述NF-κB与MAS
炎症损伤的作用机制，未来仍需进一步深入研究。
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