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阻塞性睡眠呼吸暂停综合征（I)9)）是以睡眠

过程中频繁的呼吸暂停、血氧饱和度下降和睡眠紊

乱为主要特征的临床综合征\,]。I)9) 对机体的危害

是多系统的，除了呼吸系统外，还包括心脑血管、神

经系统、泌尿系统以及内分泌系统等，严重者易出

现夜间猝死的情况，这些并发症与 I)9) 的间歇性

低氧密切相关。I)9) 与呼吸系统疾病密不可分，临

床上将两者共患称为重叠综合征。肺心病是其中最

为突出的一个疾病，患者往往有严重的肺动脉高压

和右心衰竭\/]。由于呼吸功能障碍，夜间长时间的呼

吸暂停，使得急性呼吸衰竭的发生率升高，出现严

重呼吸困难、发绀、抽搐等表现\-]。另外肺纤维化的

发生发展也与 I)9) 相关，可能原因是间歇性低氧

对肺成纤维细胞的活化作用。对于阻塞性睡眠呼吸

暂停的治疗以呼吸机治疗为主，用于扩张气道，减

少夜间呼吸事件的发生，防止过低的通气导致的夜

间猝死和并发症\Y]。氧化应激在 I)9) 进程中具有十

分重要的作用，它能与 *M($@、̂ ($[@、97_` 等多

种信号通路相互联系，共同促进疾病的发生发展。

(<=6, 最初是从 *M($@, 诱导的小鼠成骨细胞系

7:-*- 中克隆得到，其编码一个胞外分泌的小分子

糖蛋白。最近的研究发现 ()*+, 在特发性肺纤维化

以及矽肺等纤维化疾病中是一个新的促纤维化因

子。(<=6, 能够通过增强 *M($@ 信号而促进肺成纤

维细胞的活化，以及胶原和纤连蛋白等细胞外基质

（a:7）的沉积，最终加剧肺纤维化的发展。利用

(<=6, 基因敲除小鼠或者 ()*+, 蛋白的中和性抗体

阻断体内 ()*+, 的生物学功能则能够减缓肺纤维

化的严重程度\.]，说明 (<=6, 可能是纤维化肺疾病的

*+,- /.. /+- .
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一个重要靶点。目前，!"#$% 与 &'(' 以及其并发症

是否相关并没有相关研究。睡眠呼吸暂停的突出特

征是夜间锯齿样的血氧波动，而间歇性低氧成为

&')' 体外细胞模型的主要控制因素*+,，&')' 所造

成的间歇低氧可导致氧化应激反应，而肺纤维化的

发生发展和肺成纤维细胞的的活化也离不开氧化

应激的作用*-,，所以 &')' 的间歇低氧可能会引起肺

成纤维细胞的活化，包括细胞外基质的沉积和氧化

应激产物的表达*.,，而这种活化又与 !'/01 相关。本

研究主要探讨 &')' 模式下的间歇低氧（23）引起的

氧化应激反应与 !'/01 蛋白之间的关系。

! !"#$%

14% !" 小鼠原代肺成纤维细胞，胎牛血清

（!56），7898 培养基，胰蛋白酶（美国 :;<=> 公

司），抗氧化剂 ?@ABC@（';DAE 公司），F)/ 试剂盒（南

京建成公司），G7) 试剂盒H南京建成公司I。

14J #$

14J41 细胞培养 用含 1KL M56 的 7898 培养基

对小鼠原代肺成纤维细胞进行培养，并放在湿度合

适、温度 N-!、OLFP

Q

的培养箱内。直至细胞在培养皿

内生长到 .KLRSKL且细胞状态良好，移除皿内培养

基，用 T56小心清洗 Q遍，再加入 1 AU的 K4QVL的胰

蛋白酶消化，加入适量培养基，混匀吹打后，按 JAUW孔

的细胞量接种于 T

XK

细胞培养皿内，至成纤维细胞长

到 .KLRSKL，T5'冲洗，转移至撤去血清的培养基。

14Q4Q 间歇低氧处理细胞 把分好盘的小鼠肺成

纤维细胞放置于间歇低氧实验设备内，通过电路板

和计算机程序（天津医科大学总医院呼吸科呼吸仿

真系统）控制低氧W再氧合的循环（包括循环次数和

循环时间）。间歇低氧的频率为：低氧 SK "，复氧 1QK "，

用测氧仪调整低氧时实验设备内的氧浓度最低限度

为 VL，复氧时的氧浓度为 Q1L，间歇低氧组细胞分

别给予 1、Y、X、. Z 的低氧再氧合的循环操作，对照

组细胞放置在适宜的培养箱中培养 . Z。

14J4Y 收集细胞分泌液，将上清液装入 9T 管中，再

加入适当裂解液，用刮板轻刮培养皿，将细胞装入

9T 管中，均置于冰上待用。

14J4[ 提取胞内蛋白，用全光谱酶标仪分别在 [VK \A、

VYJ \A 处测过氧化氢酶（F)/），丙二醛（87)）的吸

光值，通过曲线换算，计算细胞内含量。

14J4V 分别提取上清内蛋白和胞内蛋白，用

]@"#@^\ <C># 方法，检测 M'/U1 和 !_'8) 表达的差

异性以及趋势变化。

14J4X 用 ";`a) 转染的方法沉默成纤维细胞中

M'/U1 蛋白翻译，并同样间歇低氧处理 . Z 后，提取

上清内蛋白做 ]@"#@^\ <C>#，验证是否沉默了 M'/U1，

提取胞内蛋白，再次用全光谱酶标仪测 F)/、87)

的吸光值，通过曲线换算，计算细胞内含量。用提取

的胞内蛋白和上清蛋白，通过 ]@"#@^\ <C># 方法检测

F>CCED@\ 1蛋白和 !_'8)蛋白的表达。沉默 M"#C1的

';`a) 序列为 '@\"@：FF)bF))F)bF)FF)Fbb"

)//，)\#; _"@\"@：b)):b::b:)b:bb:)b:://；

对 照 组 的 ';`a) 序 列 为 '@\"@：bbFbFF

:))F:b:bF)F:b//，)\#;_"@\"@：)F:b:)F)F:

bbF::):))//。所有的序列都是 V#端到 N#端。

" &'

J41 %&'()*+,(-./0. 见图 1。间

歇低氧模式是一种利用正常氧浓度和低氧浓度交

替循环来模拟睡眠呼吸暂停综合征夜间低氧的方

法，之前的研究表明，间歇低氧模式能够诱导氧化

应激反应，检测的指标主要有丙二醛（87)）含量，

过氧化氢酶（F)/）活力等。为了检验间歇低氧模式

下诱导的氧化应激反应，我们将小鼠肺成纤维细胞

置于呼吸仿真系统仓内，模拟间歇性低氧，检测不

同时间点细胞中过氧化氢酶活力以及丙二醛的含

量。我们发现对照组的过氧化氢酶活力和丙二醛含

量最低，而随着低氧处理时间的增加，过氧化氢酶

活力和丙二醛含量都呈现明显上升趋势。当在细胞

培养基中加入抗氧化剂 /@ABC@ 处理 . Z 后，过氧化

氢酶活力和丙二醛含量都显著下降了。以上实验说

明间歇低氧模式确实能诱导氧化应激反应，并且与

间歇低氧的时间成正相关性。

J4J %&'()*+,1234567 M"#C1 89

: 见图 J。利用 ]@"#@^\ 5C># 方法检测不同时间点

经过间歇低氧处理的肺成纤维细胞中 !_'8) 和

M'/U1 的蛋白水平。结果显示，!_'8) 蛋白水平随
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!!正常组与转染后小鼠肺成纤维细胞的 "#$%& 表达（'!"()*&）；+)正

常组与转染后小鼠肺成纤维细胞 ,!$ 表达量（-!"*)*&）；,)正常组与

转染后小鼠肺成纤维细胞 ./! 的表达量（-!"*)*&）

! ! "# "#$%&$%&'()*+,-./012 '($ 3 )*(

4$%

"+, ! -./0122+34 35 '($ 647 )*( +4 894, 5+:03:862;+< 2;0122 /037!

9<;2 35 =+<1 65;10 >43<>73?4 35 "#$%& 1./0122+34

!! 小鼠肺成纤维细胞在正常及不同间歇低氧时间下 !0#.! 的表达

量（'!"*)*&）；+) 小鼠肺成纤维细胞在正常及不同间歇低氧时间下

"#$%& 的表达量（'!"*)*&）

! @ '()5+,678#-9:; !A#)(3 "#$%B4$%

"+, C -./0122+34 35 !A#)( 647 "#$%& +4 =3921 894, 5+:03:862;2

+4 DE/3.+< =371

着低氧处理时间增加而明显增加，同时 "#$%& 蛋白

的表达量在对照组中最低，随着间歇低氧处理时间

越长，其表达量越高，而经过抗氧化剂 123452 处理

后，!6#.! 和 "#$%& 蛋白的表达量都有明显下降。

以上数据说明间歇低氧能够诱导肺成纤维细胞活

化以及 "#$%& 蛋白的表达，并且与氧化应激反应具

有一定相关性。

7)8 !" "915& #$%&'()*+,-(./0

1/ 见图 8。我们利用 "915& 的 9:;<! 敲低肺成纤

维细胞中 "#$%& 的蛋白，=2912>? @5A1 显示，9:;<!

确实降低了 "#$%& 蛋白的水平。而间歇性低氧处理

后，细胞内丙二醛含量和过氧化氢酶活力都明显下

降了。说明 "915& 参与调节间歇低氧模式的氧化应

激过程。

7BC !" "915& 2$%&'()*+,-3456

789: 见图 C。笔者进一步检测了在 "915& 表达

下降的情况下，间歇低氧处理后肺成纤维细胞中 !6
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!"# 蛋白以及培养基中细胞外基质 $%&&'(') 的表

达量。结果显示，!*!"# 蛋白以及 $%&&'('+) 的含量

都显著下降，表明敲低 ,-.&) 减弱间歇低氧模式诱

导的肺成纤维细胞活化以及细胞外基质的合成。

! !"

阻塞性睡眠呼吸暂停综合征是一种由多种原

因引起的睡眠呼吸疾病，造成夜间的低通气和白天

嗜睡现象，临床上常见的原因是上呼吸道的狭窄。

长期的夜间呼吸暂停和低通气，使得机体缺氧，血

液系统、神经系统、内分泌系统等全身各个系统都

受到间歇性低氧的影响，这种危害是广泛而且不可

逆的，甚至常发生夜间猝死现象。该疾病的治疗方

法主要有手术和非手术两种/01，非手术治疗中以经

鼻持续正压通气（234#4）最为有效，手术治疗的目

的是消除或减轻呼吸道的阻塞，但这种方法个体性

较强，有时不能完全治愈，会出现病情复发。,!56)

（,%&&7-.87+*&79' )）基因编码一种胞外分泌的糖蛋

白，其几乎在所有的组织器官中均有表达/):1。研究

表明，,!56) 通过增强 5;,*< 信号而促进肺纤维化

的发展，是一个新的促纤维化因子。然而 ,!56) 是

否参与氧化应激反应诱导的肺成纤维细胞活化并

没有相关研究。有研究报道，,-.&) 在特发性肺纤维

化以及矽肺的活化肺成纤维细胞中均有明显上调。

在之前的研究中发现，间歇性低氧能够诱导小鼠肺

成纤维细胞的活化。本实验发现，经过间歇低氧处

理后的 ,!56) 和 !*!"# 表达都高于正常组，且与

低氧处理时间呈正相关 /=，))*)=1。用 -7>2# 转染沉

默,!56) 蛋白的表达，间歇低氧处理 ? @ 后，!*!"#

和$%&&8('+ ) 的表达量相较正常组都降低，氧化应激

指标过氧化氢酶活力和丙二醛含量都下降，这在一

定程度上表明 ,!56) 蛋白参与了此氧化应激的过

程，与成纤维细胞的活化相关，有可能起到了促炎

的作用。总的来说，睡眠呼吸暂停是一种全身性的

疾病，对多个系统都有广泛影响，而这种影响体现

在间歇低氧的这一机制对系统的损害，应该引起更

多临床医生和科研工作者的重视。特别是 A!#! 患

者是否有更高的发生肺纤维化的风险或者更严重

的肺纤维化。接下来，应该完善从具体的氧化应激

相关通路上做进一步的分析，尝试从信号分子上探

索 ,!56) 蛋白和间歇低氧模式的关系，并搜集大量

临床数据分析 A!#! 是否为肺纤维化的独立危险

因素。
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