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［摘 要］ 目的：探讨长链非编码RNA（lncRNA）NANCI⁃NKX2.1信号通路在新生小鼠支气管肺发育不良（bronchopulmonary
dysplasia，BPD）形成过程中的作用。方法：将32只C57BL/6J新生小鼠随机分为实验组、阴性对照组、生理盐水对照组和空白对

照组，每组8只。实验组于生后第2天经鼻腔吸入含 lncRNA NANCI干扰序列的腺病毒 Ad⁃lnc NANCI shRNA的生理盐水1 μL，阴
性对照组将含无关序列发卡结构病毒质粒Ad⁃GFP NC的生理盐水1 μL导入肺内，生理盐水对照组将生理盐水1 μL导入肺内，

空白对照组除未予鼻腔吸入以外其他控制因素与上3组相同；于出生后7 d处死各组小鼠并采集肺组织。采用HE染色法察看

小鼠肺组织病理变化，采用RT⁃qPCR检测NANCI表达量，RT⁃qPCR及Western blot技术分别检测NKX2.1、SPC、AQP5 mRNA和

蛋白表达水平。结果：实验组肺组织病理示新隔形成减少，肺泡腔扩大、部分融合，肺泡数目较少，RAC值下降（P ＜0.05）；肺

组织NANCI表达量下降（P ＜0.05）；NKX2.1、SPC及AQP5 mRNA和蛋白的表达量亦下降（P ＜0.05）。结论：NANCI⁃NKX2.1信
号通路在BPD新生小鼠中可能起重要作用。
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［Abstract］ Objective：To investigate the role of NANCI⁃NKX2.1 signaling pathway in the process of bronchopulmonary dysplasia
（BPD） formation in neonatal mice. Methods：A total of 32 neonatal mice（C57BL/6J）were randomly divided into 4 groups：
interference group，negative control group，normal saline control group and blank control group，with 8 pups in each group. One
microlitre of normal saline with lncRNA NANCI adenovirus and control adenovirus were administered intranasally to lungs of newborn
mice in interference group and negative control group at postnatal days 2 respectively. One microlitre of normal saline was
administered intranasally to lungs of newborn mice in normal saline control group .No interference treatment was processed in blank
control group．The mice were sacrificed 7 days after birth and lung tissue samples were collected. Hematoxylin⁃eosin（HE）staining
was used to observe pathological changes in lung tissues. RT⁃qPCR was used to measure the expression of NANCI. RT⁃qPCR and
Western blot were used to measure the mRNA and protein expression of NKX2.1，SPC and AQP5. Results：HE staining in interference
group showed thinner alveolar septum，increased alveolar cavity and decreased number of alveoli and septum. Lung tissue biopsy also
showed decreased RAC values（P < 0.05）.The relative expression of NANCI decreased（P < 0.05）；the expression of NKX2.1，SPC and
AQP5 mRNA and protein were decreased（P < 0.05）. Conclusion：NANCI⁃NKX2.1 signaling pathway may play an important role in
BPD neonatal mice.
［Key words］ long noncoding RNA；NANCI；NKX2.1；SPC；AQP5

［Acta Univ Med Nanjing，2018，38（08）：1070⁃1076］

［基金项目］ 江苏省临床医学专项(BL2014063) ；淮安市创新平台（HAP2016007）
∗通信作者（Corresponding author），E⁃mail：lyh0729@163.com

南京医科大学学报（自然科学版）
ACTA UNIVERSITATIS MEDICINALIS NANJING（Natural Science）

第38卷第8期
2018年8月··1070



支气管肺发育不良（bronchopulmonary dyspla⁃
sia，BPD）是早产儿、尤其是极低和超低出生体重儿

呼吸系统常见的慢性肺疾病。经典型BPD主要是

基于机械通气和氧气支持造成的肺损伤；而新型

BPD定义为纠正胎龄 36周仍需氧气支持或者氧气

治疗超过 28 d，主要病理改变为未成熟肺的肺泡和

毛细血管发育异常［1］。新的研究表明，BPD的发病

机制涉及肺多能间充质基质细胞功能紊乱［2］、肺巨

噬细胞异常［3］、细胞外超氧化物歧化酶的缺陷［4］、早

产儿出生时肺微生物群多样性降低［5⁃6］等；在BPD中

普遍存在白细胞介素 1β与白细胞介素 1受体拮抗

剂比值上升的情况［7］；分子生物学研究发现多个与

BPD密切相关的基因，如血管内皮生长因子α（vas⁃
cular endothelial growth factor⁃α，VEGF⁃α）、转化生长

因子β（transforming growth factor⁃β，TGF⁃β）、类胰岛

素样生长因子 1（insulin⁃like growth factors⁃1，IGF⁃
1）、纤维连接蛋白 1（fibronectin 1）、p21等［8］。长链

非编码 RNA（long noncoding RNA，lncRNA）是当今

学界的研究热点之一，同时也成为探索 BPD机制

的新方向。本课题组前期研究结果显示在BPD模

型小鼠肺组织中 NANCI表达下调［9］；NANCI可能

主要参与未成熟肺组织的发育，NANCI、NKX2.1
mRNA和蛋白表达水平与肺损伤程度相关［10］；故

本实验进一步研究活体内沉默NANCI对小鼠肺泡

发育的影响，探索NANCI⁃NKX2.1信号通路在新生

小鼠BPD形成过程中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

新生C57BL/6J（B6）小鼠 32只购自南京医科大

学江宁校区动物房。实验中，用于Western blot实验

的主要试剂：ECL试剂盒、SDS⁃PAGE凝胶试剂盒、

电泳和转膜缓冲液、PVDF膜、兔抗鼠NKX2.1多克

隆抗体一抗、兔抗鼠AQP5多克隆抗体一抗、兔抗鼠

SPC多克隆抗体一抗、兔抗鼠β⁃actin单克隆抗体一

抗（Abcam公司，美国），山羊抗兔多克隆抗体二抗

（徐州维科曼得生物工程公司）。RT⁃qPCR实验的

主要试剂：TRIzol、逆转录试剂盒、SYBR Green试剂

盒（徐州维科曼得生物工程公司）。

含 lncRNA NANCI小干扰序列的腺病毒Ad⁃lnc
NANCI shRNA和阴性对照 Ad⁃GFP NC（上海汉恒生

物科技有限公司），lnc NANCI shRNA干扰的目的序

列为：5′⁃AATTCGCATCAGCTGCAGGACAAATATT⁃
TCAAGAGACATCAGCTGCAGGACAAATATTTTCT ⁃

TG⁃3′。重组腺病毒TCID50法测定感染性滴度：Ad⁃
lnc NANCI shRNA 为 1.58×1011 PFU/mL、Ad ⁃GFP
NC 对照为 1.26×1011 PFU/mL。进行动物实验前，

从-80 ℃超低温冰箱内取出所需病毒 1管，置冰上

溶解。

1.2 方法

1.2.1 动物分组

将32只新生B6小鼠（出生时间30 min以内）随

机分为实验组、阴性对照组、生理盐水对照组和空

白对照组，每组8只（性别、体重均无差异）。

1.2.2 腺病毒处理动物方法

实验组新生小鼠于生后第 2天经鼻腔吸入含

Ad⁃lnc NANCI shRNA的生理盐水1 μL，感染性滴度

稀释为 1.58×109 PFU/mL，共予吸入 2次，间隔 24 h。
手持小鼠使其直立，以微量移液器用 10 μL枪头将

病毒液滴入小鼠鼻腔，同时以拇指托住下颌封闭口

腔使其被迫用鼻腔呼吸20~30 s，以保证病毒液能进

入肺内；阴性对照组按上述时间点和方法将含无关

序列发卡结构病毒Ad⁃GFP NC（1.26×109 PFU/mL）的
等量生理盐水导入肺内。生理盐水对照组按上述时

间点和方法将生理盐水1 μL导入肺内，而空白对照

组除未予鼻腔吸入以外其他控制因素与上3组相同。

1.2.3 标本采集

于出生后 7 d 处死各组小鼠并采集肺组织。

3.5%水合氯醛以 0.01 mL/g（10% 4 mg/kg）腹腔注射

麻醉，解剖所用器械均无菌处理，右上肺立即送至

南京医科大学附属淮安第一医院病理科处理，部分

做成冰冻空白切片检测荧光表达；余下部分浸入

4％多聚甲醛，做成HE染色病理切片。4 ℃ PBS清

洗剩余肺组织，储存于无酶EP管并立即置入移动液

氮灌，转存至-80 ℃冰箱。

1.2.4 肺组织形态分析

参照本实验室先前的方法进行辐射状肺泡计数

（RAC）：即呼吸性细支气管中心至最近纤维隔或胸膜

垂直线上的肺泡数目）评估肺泡化程度，反映终末呼

吸单位所含肺泡数目［9］。每标本3张切片，光学显微

镜下每片取5个视野计数，计算RAC，取平均值。

1.2.5 RT⁃qPCR检测NANCI和NKX2.1、SPC、AQP5
mRNA表达

取（50~100 mg mRNA于-80 ℃冰箱冻存的小鼠

肺组织，加1 mL TRIzol以备总RNA提取。然后将提

取的总RNA使用Vic qRT Super Kit试剂盒逆转录成

cDNA后用 SYBR Green试剂盒应用 qPCR技术检测

NANCI和NKX2.1、SPC及AQP5 mRNA的相对表达
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量。所用qPCR引物为上海生工生物工程公司设计

并合成，各引物序列如下：NANCI F：5′⁃CAGTCAAT⁃
GGTGGCTCACAG⁃3′，NANCI R：5′⁃CA⁃ACGTAAC⁃
GACAAGCATGG⁃3′；NKX2.1 F：5’⁃ACCAAACTGCT⁃
GGACGACTT ⁃ 3′ ，NKX2.1 R：5′ ⁃ GGAGGAGGAG⁃
GAGGAGAAGA⁃3′；SPC F：5’⁃ATGGACATGAGTAG⁃
CAAAGAGGT⁃3′，SPC R：5’⁃CACGATGA⁃GAAGGC⁃
GTTTGAG ⁃ 3′ ；AQP5 F：5′ ⁃ AGAAGGAGGTGT⁃
GTTCAGTTGC ⁃ 3′，AQP5 R：5′ ⁃ TAATGGCCGGAT ⁃
TGATGTGGC⁃3′；GAPDH F：5′⁃ACCAGCCTCAAGA⁃
TCATCAGC⁃3′，GAPDH R：5′ ⁃TGCTAAGCAGTTG⁃
GTGGTGC⁃3′。qPCR过程于 20 μL的反应体系中

进行，各试剂上样量参考 SYBR Green试剂盒，具体

如下：2×SuperReal PreMix Plus 10 μL，上下游引物

（10 μmol/L）各0.6 μL，逆转录后的cDNA模板1 μL，
RNase ⁃ free ddH2O 补 足 至 20 μL。 反 应 在 罗 氏

480PCR 仪上进行，具体的反应条件为：95 ℃
15 min；95 ℃ 10 s；64 ℃（NANCI）、60 ℃（NKX2.1、
SPC、AQP5）20 s，40个循环。各样本平行设 3个复

孔，最终结果以 2-ΔCT表示各目的基因mRNA的相对

表达量，阴性对照组标化为1。
1.2.6 Western blot法检测NKX2.1、SPC、AQP5蛋白

表达

取新鲜肺组织（50~100 mg）加入RIPA裂解液和

PMSF混合液（100∶1）后手动匀浆裂解肺组织，4 ℃
12 000 r/min离心 15 min后取上清，留用测蛋白浓

度；BCA法测上清液蛋白浓度，后加入等体积2×SDS
上样缓冲液并于 100 ℃煮沸 10 min变性，蛋白留做

后续实验或-80 ℃冻存。每孔取 10 μg总蛋白量上

样，于8%SDS⁃PAGE胶以浓缩胶电压100 V，分离胶

电压 150 V进行电泳分离，250 mA 1 h转 PVDF膜，

5%脱脂奶粉封闭2 h，洗膜后与目标蛋白的特异性抗

体（稀释度为1∶2 000）孵育杂交，4 ℃过夜，洗膜3次
后，加辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育1.5 h，
洗膜后以ECL化学发光液曝光，于Bio⁃Rad凝胶成

像软件系统法检测蛋白表达。

1.3 统计学方法

最终数据使用SPSS 20.0软件进行统计学分析，

计量资料（正态分布）用均数± 标准差（x ± s）表示，

两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方

差检验，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 小鼠一般情况

各组小鼠均反应良好，自主活动多，食欲正常；

处死前称重，体重增长无差异。

2.2 肺组织免疫荧光

新生小鼠以鼻内吸入法吸入腺病毒载体，1周

后实验组及阴性对照组肺组织冰冻切片可见绿色

荧光［11-12］；生理盐水及空白对照组未见荧光（图1）。
2.3 肺组织NANCI表达水平

各组间差异有显著性，F=37.96，实验组NANCI
相对表达量均低于各对照组，为阴性对照组的 0.26
（P ＜0.05）；与阴性对照组相比，生理盐水及空白对照

组NANCI相对表达量均无显著差别（P＞0.05，表1）。
2.4 NKX2.1 mRNA和蛋白表达水平

各组间NKX2.1 mRNA相对表达量差异有显著

性，F=20.38，实验组低于各对照组，为阴性对照组的

0.50（P ＜0.05）；与阴性对照组相比，生理盐水及空

白对照组NKX2.1 mRNA相对表达量均无显著差别

（P＞0.05，表 1）。实验组肺组织的NKX2.1蛋白表

达低于各对照组（图2）。
2.5 SPC mRNA和蛋白表达水平

各组间 SPC mRNA相对表达量差异有显著性，

DCA B
A：实验组；B：阴性对照组；C：生理盐水对照组；D：空白对照组。

图1 各组肺组织荧光表达（冰冻切片，×100）
Figure 1 Fluorescence expression of lung tissues in each group（frozen section，×100）
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F=18.28，实验组低于各对照组，为阴性对照组的

0.46（P ＜0.05）；与阴性对照组相比，生理盐水及空

白对照组 SPC mRNA 相对表达量均无显著差别

（P ＞0.05，表1）。实验组肺组织的SPC蛋白表达低

于各对照组（图3）。
2.6 AQP5 mRNA和蛋白表达水平

各组间 AQP5 mRNA 相对表达量差异有显著

性，F=21.84，实验组低于各对照组，为阴性对照组的

0.48（P ＜0.05）；与阴性对照组相比，生理盐水及空

白对照组 AQP5 mRNA相对表达量均无显著差别

（P ＞0.05，表 1）。实验组肺组织的AQP5蛋白表达

低于各对照组（图4）。
2.7 肺组织形态病理学分析

实验组肺组织新隔形成减少，肺泡腔扩大、部

分融合，肺泡数目较少。阴性对照组、生理盐水对

照组和空白对照组肺泡大小基本均一，形态尚规

整，间隔变薄，肺泡腔内可见较多冠状突起，为新生

肺泡隔延伸（图 5）。实验组RAC（6.38 ± 0.43）个与

其他3组［（6.87 ± 0.36）、（7.02 ± 0.36）、（7.22 ± 0.36）
个］相比均有统计学意义（P＜0.05）；与阴性对照组

相比，生理盐水及空白对照组RAC值均无显著差异
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与各对照组比较，*P < 0.05（n=3）。
图2 各组NKX2.1蛋白表达量

Figure 2 NKX2.1 protein expression in each group
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图4 各组AQP5蛋白表达量

Figure 4 AQP5 protein expression in each group
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图3 各组SPC蛋白表达量

Figure 3 SPC protein expression in each group

*

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

SPC
蛋

白
相

对
表

达
量

空白
对照组

生理盐水
对照组

阴性
对照组 实验组

空白
对照组

生理盐水
对照组

阴性
对照组

实验组

表1 肺组织NANCI及NKX2.1，SPC，AQP5 mRNA相对表达量

Table 1 The relative expression of NANCI and NKX2.1，SPC，AQP5 mRNA in lung tissues

与阴性对照组比较，*P < 0.05。

分组

实验组

阴性对照组

生理盐水对照组

空白对照组

F值

P值

NANCI
0.26 ± 0.11*

01.00
1.05 ± 0.20a

1.10 ± 0.29a

37.96
＜0.05

NKX2.1
0.50 ± 0.20*

01.00
1.09 ± 0.23a

1.19 ± 0.23a

20.38
＜0.05

（x ± s）

SPC
0.46 ± 0.22*

01.00
1.13 ± 0.30a

1.22 ± 0.26a

18.28
＜0.05

AQP5
0.48 ± 0.21*

01.00
1.11 ± 0.25a

1.21 ± 0.22a

21.84
＜0.05
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DCBA
A：实验组；B：阴性对照组；C：生理盐水对照组；D：空白对照组。

图5 各组肺组织病理（HE，×100）
Figure 5 Pathological changes of lung tissues in each group（HE，×100）

DC

（P＞0.05）。
3 讨 论

lncRNA是一类转录本长度大于200个核苷酸、

小于105个核苷酸的RNA分子，多集中于细胞核，本

身缺乏开放阅读框，因此无编码蛋白质的功能；研

究已证实 lncRNA参与了谱系维持、关联推断、基因

沉默、分子骨架等的调控作用过程［13-15］。有关 ln⁃
cRNA在肺疾病中的作用与机制研究已成为学者们

关 注 的 热 点 ：Huang 等［16］发 现 新 型 lncRNA ⁃
RP11248E9.5、RP11⁃456D7.1等及其靶基因可能与

肺炎患者的病情进展密切相关；在哮喘患者的气道

平滑肌细胞中观察到异常表型与 lncRNA相关，靶

向 lncRNA PVT1（浆细胞瘤变异易位 1）可能有效减

少哮喘患者的气道重塑［17］；lncRNA还可能承担血管

发育“诱发者和终结者”（inducers and terminators）的

角色，影响内皮细胞的生物学功能［18］。

NANCI 是Herriges等［19］首次发现的与肺发育相

关的基因间 lncRNA，常通过调节转录因子的表达调

控基因转录的多个方面，进而调节肺内胚层基因的

表达和形态形成。我们前期实验中，采用 lncRNA
芯片技术检测高氧诱导BPD模型小鼠及正常小鼠

肺组织中 lncRNA 表达谱的变化，发现 NANCI 在
BPD小鼠肺组织中表达下调［9］；进一步的实验显示：

随高氧暴露时间延长肺组织损伤程度加重，NANCI
与肺组织损伤程度呈正相关，提示NANCI在高氧诱

导BPD形成过程中可能起作用［10］。本研究通过鼻

内吸入的方法，于生理情况下对新生小鼠导入外源

性基因，沉默 NANCI，结果显示肺组织病理切片

RAC值下降，类似于新生小鼠BPD表现，同时NAN⁃
CI表达下降。

目前认为存在Wnt/β⁃catenin⁃ NANCI⁃NKX2.1

信号通路［19］；NANCI处于Wnt/β⁃catenin信号通路下

游、NKX2.1的上游。NKX2.1位于染色体 14q13区

带，是最早发现的肺内胚层祖细胞的标志物［20］；

NKX2.1表达于肺形态发育初始阶段的表皮细胞和

胚肺发育全过程，是肺部许多特异性基因表达的重

要转录因子，包括与肺部防御修复能力密切相关的

SP⁃A、SP⁃B和Clare细胞标志物Clare细胞分泌蛋白，

它通过调节分枝化形态形成而参与肺正常发育［21］，

通过调控其靶基因如肺表面活性蛋白（surfactant as⁃
sociated protein，SP，包括 SP⁃A、B、C、D）的表达以维

持肺泡稳定性及增强宿主防御、修复力，调控水通

道蛋白（aquaporin，AQP）稳定肺泡间隔液体平衡［22］

等。本课题组前期研究发现随高氧暴露时间延长

肺组织损伤程度加重，NANCI、NKX2.1 蛋白和

mRNA表达量与肺组织损伤程度呈正相关等结果也

支持这一通路可能在高氧诱导的新生小鼠BPD发

病机制中具有作用［10］；也有研究认为NANCI的单独

缺失可能并不足以影响肺发育，而是通过与NKX2.1
形成基因复合体，产生类似于阻变器的功能而影响

NKX2.1的表达，进而影响内胚层向肺上皮细胞的转

化；这种NANCI⁃NKX2.1基因复合物的断裂可导致

围产儿先天性免疫缺陷、组织损伤，以及成人肺的

退行性变等［23］。具体作用机制还有待进一步研究。

本实验显示，沉默NANCI可导致NKX2.1、SPC
及AQP5 mRNA和蛋白的表达量下降，支持Wnt/β⁃
catenin⁃ NANCI⁃NKX2.1信号通路在新生小鼠 BPD
中具有价值。SPC对新生儿生后呼吸的适应和调节

至关重要，参与了多种肺部疾病的发生、发展。SPC
缺失可增加小鼠对细菌、病毒的易感性，还可加重

感染后炎症反应［24］。Hou 等［25］研究显示，在高氧诱

导BPD小鼠模型肺组织中SPC及AQP5的表达均下

降。AQP5主要表达在Ⅰ型和Ⅱ型肺泡上皮细胞顶
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膜，和肺泡液的形成有关［26］。最近的研究表明，AQP5
可能在急性肺损伤的发病过程中起重要作用［27］；

Zhang 等［28］研究发现，在新生鼠BPD模型中，AQP5
表达下降。

本实验证实通过鼻吸入法活体沉默新生小鼠

肺组织NANCI，肺组织AQP5及 SPC的表达量均下

降；肺组织病理切片也显示RAC值下降；类似BPD
效果；因此推测NANCI⁃NKX2.1信号通路在BPD新

生小鼠中发病机制中起重要作用，NANCI有望成为

临床BPD患儿早期诊断、治疗及预后的分子标志物

或治疗靶点。本实验的不足之处在于还缺乏过表

达 NANCI 之后其 NKX2.1 及其下游蛋白及相应

mRNA的变化，以及是否存在反馈调节等相关研究，

这将是本课题组下一步研究的方向。
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