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摘 要 目的 基于缺氧诱导因子1α（HIF-1α）/HIF-2α/血管内皮生长因子（VEGF）信号通路探讨阿奇霉素对新生大鼠支气管肺发

育不良（BPD）的改善作用及机制。方法 将60只新生 SD 大鼠随机分为阴性对照（NC）组、BPD 组、阿奇霉素组、布地奈德组（阳性

对照），每组15只。NC 组大鼠正常呼吸空气，其余3组大鼠通过在高浓度氧中暴露14 d 构建 BPD 大鼠模型。建模成功后，阿奇霉

素组大鼠腹腔注射阿奇霉素200 mg/kg，布地奈德组大鼠雾化吸入布地奈德1.5 mg/kg，每日1次，连续14 d；BPD组和NC组大鼠不

做任何处理。观察并检测各组大鼠肺组织病理学变化、放射状肺泡计数、肺泡平均截距，支气管肺泡灌洗液（BALF）中白细胞计数

和肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白细胞介素6（IL-6）、IL-1β、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、丙二醛（MDA）水平，肺组织

中 VEGF、HIF-1α、HIF-2α mRNA 相对表达量和蛋白表达量。结果 与NC 组比较，BPD 组大鼠肺组织出现明显损伤；白细胞计数、

肺泡平均截距和TNF-α、IL-6、IL-1β、MDA水平均显著上调；放射状肺泡计数，SOD、CAT水平，VEGF、HIF-1α、HIF-2α mRNA相对

表达量和蛋白表达量均显著下调（P＜0.05）。与BPD组比较，阿奇霉素组和布地奈德组大鼠上述指标均显著逆转（P＜0.05）。结论 

阿奇霉素可明显改善新生大鼠 BPD 的不良症状，抑制炎症及氧化应激反应，其作用机制可能是通过激活 HIF-1α/HIF-2α/VEGF 信

号通路来实现肺保护作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the improvement effects of azithromycin on bronchopulmonary dysplasia （BPD） in 

neonatal rats based on hypoxia-inducible factor-1α（HIF-1α）/HIF-2α/vascular endothelial growth factor （VEGF） pathway. 
METHODS Sixty newborn SD rats were randomly divided into negative control group （NC）， BPD group， azithromycin group and 

budesonide group （positive control）， with 15 rats in each group. Rats in NC group were given normal breathing air， while rats in 

other three groups were exposed to high-concentration oxygen for 14 days to establish BPD rat models. After successful modeling， 

rats in azithromycin group were intraperitoneally injected with azithromycin 200 mg/kg， and rats in budesonide group were 

atomized with budesonide 1.5 mg/kg once a day for 14 consecutive days， while rats in BPD group and NC group were not treated. 

Pathological changes of lung tissue， radial alveolar count and mean alveolar intercept of rats were observed in each group. The 

white blood cell count in bronchoalveolar lavage fluid （BALF） and the levels of tumor necrosis factor-α （TNF-α）， interleukin-6

（IL-6）， IL-1β， superoxide dismutase （SOD）， catalase （CAT） and malondialdehyde （MDA） were detected； mRNA and protein 

expressions of VEGF， HIF-1α， HIF-2α were also detected. RESULTS Compared with NC group， the lung tissue in BPD group 

was obviously damaged； the white blood cell count， average alveolar intercept and the levels of TNF-α， IL-6， IL-1β and MDA 

were significantly increased； the radial alveolar count， SOD and CAT levels， the relative expressions of VEGF， HIF-1α， HIF-2α 

mRNA and protein were significantly decreased （P＜0.05）. Compared with BPD group， the changes of the above indexes in 

azithromycin group and budesonide group were significantly reversed （P＜0.05）. CONCLUSIONS Azithromycin can obviously 

improve the symptoms of BPD in rats， reduce inflammation and oxidative stress， and exert lung protection， the mechanism of 

which may be realized by activating HIF-1α/HIF-2α/VEGF 

pathway.
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支 气 管 肺 发 育 不 良（bronchopulmonary dysplasia，

BPD）是多发于早产儿的慢性肺损伤性疾病，该病具有

较高的病死率，使存活患儿多遗留有明显的肺功能不全

并伴随生长发育迟滞，严重威胁患儿的生活质量[1―2]。

研究证实，在机械通气及氧疗过程中，吸入氧浓度过高

及氧疗时间较长均可导致早产儿体内释放大量的活性

氧和自由基，引发白细胞介素 6（interleukin-6，IL-6）、肿

瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）等炎症因

子释放量明显升高，并进一步诱导炎症反应及氧化应激

反应的发生，从而引起肺损伤，甚至进展为 BPD[2―3]。但

目前关于 BPD 的病因及发生机制尚未完全揭示，且临床

缺乏切实有效的预防及治疗手段。因此探究 BPD 有效

的预防与治疗方法具有重要意义。

阿奇霉素是一种半合成的 15元环结构的大环内酯

类抗生素，其在血液中的半衰期长达 35～48 h，药效持

续时间较长，具有良好的抗菌药物后效应，在免疫调控

及抗炎方面发挥重要的作用[4]。目前已有研究证实了阿

奇霉素在预防及治疗 BPD 方面的作用，然而其具体作用

机制尚未确切[5]。故基于上述背景，本研究考察了阿奇

霉素对新生大鼠 BPD 的改善作用及机制，旨在为 BPD

的预防和治疗提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 BH-5160CRP 型全自动

血液分析仪（南京贝登医疗股份有限公司）、PE-300型显

微镜（广州科适特科学仪器有限公司）、HD-3001型核酸

蛋白浓度检测仪（上海金鹏分析仪器有限公司）、Light 

Cycler480型实时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）仪（瑞

士 Roche 公司）、DW-86L959BPT 型80 ℃超低温冰箱（杭

州诺丁科学器材有限公司）、GenoSens 220型凝胶成像

系统（上海勤翔科学仪器公司）。

1.2　主要药品与试剂

阿 奇 霉 素 注 射 液（规 格 2 mL∶0.1 g，国 药 准 字

H20051466）购自亚宝药业集团股份有限公司；吸入用布

地奈德混悬液（阳性对照药，规格2 mL∶1 mg，国药准字

H20203649）购自深圳太太药业有限公司/健康元海滨药

业有限公司；苏木精-伊红（HE）染液（批号 G1005）购自

武汉赛维尔生物科技有限公司；兔源血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）单克隆抗体

（批号ab32152）、兔源缺氧诱导因子1α（hypoxia-inducible 

factor-1α，HIF-1α）单克隆抗体（批号 ab129733）、兔源

HIF-2α单克隆抗体（批号2608）均购自武汉益普生物科技

有限公司；TNF-α、IL-6、IL-1β酶联免疫吸附测定（ELISA）

试剂盒（批号分别为 KE1002、KE10007、19811-1-AP）均

购自美国 Proteintech 公司；超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）、过氧化氢酶（catalase，CAT）、丙二醛

（malondialdehyde，MDA）ELISA 试 剂 盒（批 号 分 别 为

20211016、20211112、20211218）均购自南京建成生物工

程研究所；β-肌动蛋白（β-actin）抗体（批号 191050722）、

羊抗兔二抗（批号 139931）均购自北京中杉金桥生物技

术有限公司；DAB 显色剂（批号 G32415）购自广州展晨

生物科技有限公司；RIPA 裂解液（批号 20220416）购自

武汉伊莱瑞特生物科技有限公司；Trizol 试剂（批号

NR0002）购自北京康瑞纳生物科技有限公司。

1.3　实验动物

新生 SD 大鼠60只，2日龄，雌雄各半，体重5～10 g，

购自北京希诺谷生物科技有限公司，实验动物生产许可

证号 SCXK（京）2021-0001。所有大鼠饲养于 SPF 级动

物实验房，温度22～25 ℃，相对湿度40%～60%，均自由

摄食、饮水，隔日更换垫料。本实验方案经成都市妇女

儿童中心医院动物实验伦理委员会批准通过[批件号：

科研伦审2023（51）-2号]。

2　方法

2.1　分组、建模与给药

将 60 只新生 SD 大鼠随机分为阴性对照（NC）组、

BPD 组、阿奇霉素组、布地奈德组（阳性对照），每组 15

只，其中 NC 组大鼠正常呼吸空气，其余3组大鼠通过在

高浓度氧（保持氧含量＞90%）中暴露 14 d 构建 BPD 大

鼠模型[6]。待建模成功后，阿奇霉素组大鼠按200 mg/kg

腹腔注射阿奇霉素注射液[6]，布地奈德组大鼠按1.5 mg/kg

雾化吸入布地奈德混悬液20 min[2]，同时2组均予以等量

生理盐水灌胃，每日 1次，连续 14 d；BPD 组和 NC 组大

鼠不做任何处理。

2.2　肺组织病理学观察

每组各取 5 只大鼠，处死，分离肺组织，一部分置

于－80 ℃超低温冰箱中保存，另一部分由4% 多聚甲醛

固定。取出固定的肺组织，通过石蜡包埋切片，然后分

别放入二甲苯及梯度乙醇（70%、80%、90%、100%）中脱

蜡至水，苏木素染色，磷酸盐缓冲液冲洗，经盐酸、乙醇

分化后再次通过梯度乙醇（100%、90%、80%、70%）脱

水，二甲苯透明处理后封片。在 PE-300型显微镜下观察

各组大鼠的肺组织病理学变化，并进一步通过 Image J 

软件检测放射状肺泡计数和肺泡平均截距。

2.3　支气管肺泡灌洗液中白细胞计数检测

麻醉各组剩余 10只大鼠，由大鼠气管插入细静脉

管，注入生理盐水，然后收集支气管肺泡灌洗液（bron‐

choalveolar lavage fluid，BALF），离心后留取沉淀并通过

全自动血液分析仪检测其中白细胞计数。



中国药房  2024年第35卷第2期 China Pharmacy  2024 Vol. 35  No. 2  · 157 ·

2.4　BALF中炎症因子及氧化应激指标检测

收 集 各 组 剩 余 10 只 大 鼠 的 BALF，在 4 ℃ 下 以        

3 000 r/min 离心10 min，取上清液，按照 ELISA 试剂盒说

明 书 操 作，检 测 其 中 TNF- α、IL-6、IL-1β、SOD、CAT、

MDA 水平。

2.5　肺组织中 VEGF、HIF-1α和 HIF-2α mRNA 表达

检测

BALF 收集结束后，将剩余的 10只大鼠处死，采用

Trizol 法提取总 RNA，经 HD-3001型核酸蛋白浓度检测

仪检测后将 RNA 逆转录为 cDNA，并进一步扩增。反应

体系：SYBR Premix 12.5 µL，上下游引物（10 µmol/L）各

1 µL，cDNA 0.5 µL，ddH2O 10 µL。反应条件：95 ℃预变

性3 min；95 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，

共 35 个循环。以 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（glyceralde‐

hyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）为 内 参 ，按

2－ΔΔCt 法检测 VEGF、HIF-1α、HIF-2α mRNA 的相对表达

量。引物序列见表1。

2.6　肺组织中VEGF、HIF-1α和HIF-2α蛋白表达检测

取出低温保存的肺组织适量，加入 RIPA 裂解液提

取总蛋白，经蛋白浓度测定后，变性。取变性蛋白样品

适量，电泳分离后转至聚偏二氟乙烯膜，封闭2 h 后加入

兔源VEGF、HIF-1α、HIF-2α一抗（稀释比例均为1∶1 000），

于 4 ℃下过夜；次日通过 TBST 缓冲液漂洗后加入羊抗

兔二抗（稀释比例为 1∶2 000），于室温下孵育 2 h，加入

ECL 显色，置于 GenoSens 220型凝胶成像系统成像，通

过 Quantity One 软件分析 VEGF、HIF-1α、HIF-2α 蛋白与

内参蛋白β-actin 的灰度值比值，表示目的蛋白表达量。

2.7　统计学方法

采用 SPSS 21.0软件对数据进行统计分析。符合正

态分布及方差齐性的计量资料以 x±s 表示，多组间比较

采用单因素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q 检验。

检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　大鼠肺组织病理学变化

NC 组大鼠肺组织及肺泡结构正常，未发现损伤症

状；BPD 组大鼠肺组织出现明显损伤，肺泡融合变大且

间隔不均匀，肺泡数量显著减少，有明显的炎症细胞浸

润；阿奇霉素组大鼠肺组织上述病理症状有所改善，且

与布地奈德组改善程度相似。结果见图1。

3.2　大鼠 BALF 中白细胞计数和肺组织中放射状肺泡

计数及肺泡平均截距变化

与 NC 组比较，BPD 组大鼠 BALF 中白细胞计数、肺

泡平均截距均显著上调，放射状肺泡计数显著下调（P＜

0.05）。与 BPD 组比较，阿奇霉素组和布地奈德组大鼠

的白细胞计数、肺泡平均截距均显著下调，放射状肺泡

计数显著上调（P＜0.05）。阿奇霉素组与布地奈德组比

较，差异无统计学意义（P＞0.05）。结果见表2。

3.3　大鼠BALF中炎症因子水平变化

与 NC 组比较，BPD 组大鼠 BALF 中 TNF-α、IL-6、

IL-1β 水平均显著上调（P＜0.05）。与 BPD 组比较，阿奇

霉素组和布地奈德组大鼠 BALF 中 TNF-α、IL-6、IL-1β
水平均显著下调（P＜0.05）。阿奇霉素组与布地奈德组

比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。结果见表3。

3.4　大鼠BALF中氧化应激指标变化

与 NC 组比较，BPD 组大鼠 BALF 中 SOD、CAT 水平

均显著下调，MDA 水平显著上调（P＜0.05）。与 BPD 组

比较，阿奇霉素组和布地奈德组大鼠 BALF 中 SOD、

表1　引物序列及产物长度

基因名称
VEGF

HIF-1α

HIF-2α

GAPDH

                          序列（5′→3′）

上游引物 5′-CGGATCAAACCTCACCAA-3′

下游引物 5′-TCTCCGCTCTGAACGAGG-3′

上游引物 5′-AGTTCC-GCAAGCCCTGAAAGC-3′

下游引物 5′-GCAGTGG-TAGTGGTGGCATTAGC-3′

上游引物 5′-TGAAAACGGAGTCCGAAGCC-3′

下游引物 5′-GTGGCTGACTTGAGGTTGA-3′

上游引物 5′-CAAGTTC AACGGCACAGTCAAG-3′

下游引物 5′-ATCCGTTGACTCCGACCTTCAC-3′

产物长度/bp

187

152

148

247

A. NC 组 B. BPD 组

C. 阿奇霉素组 D. 布地奈德组

100μm 100μm

100μm100μm

→：炎症细胞浸润。

图1　各组大鼠肺组织病理学变化（HE染色）

表2　各组大鼠 BALF 中白细胞计数、放射状肺泡计数

及肺泡平均截距比较（x±s）

组别
NC 组
BPD 组
阿奇霉素组
布地奈德组
F

P

白细胞计数（n＝10）/（×107 L－1）

26.27±0.96

146.93±4.67a

71.53±2.90b

68.27±2.91b

3 819.510

＜0.000 1

放射状肺泡计数（n＝5）/个
11.00±1.00

4.80±0.41a

10.27±0.88b

10.53±0.92b

182.804

＜0.000 1

肺泡平均截距（n＝5）/μm

39.93±1.75

54.40±2.29a

39.87±1.13b

40.93±1.83b

233.332

＜0.000 1

a：与NC组比较，P＜0.05；b：与BPD组比较，P＜0.05。
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CAT 水平均显著上调，MDA 水平显著下调（P＜0.05）。

阿奇霉素组与布地奈德组比较，差异无统计学意义（P＞

0.05）。结果见表4。

3.5　大鼠肺组织中VEGF、HIF-1α和HIF-2α mRNA表

达变化

与 NC 组比较，BPD 组大鼠肺组织中 VEGF、HIF-

1α、HIF-2α mRNA 相对表达量均显著下调（P＜0.05）。

与 BPD 组比较，阿奇霉素组和布地奈德组大鼠肺组织中

VEGF、HIF-1α、HIF-2α mRNA 相对表达量均显著上调

（P＜0.05）。阿奇霉素组与布地奈德组比较，差异无统

计学意义（P＞0.05）。结果见图2。

3.6　大鼠肺组织中 VEGF、HIF-1α和 HIF-2α蛋白表达

变化

与 NC 组比较，BPD 组大鼠肺组织中 VEGF、HIF-

1α、HIF-2α 蛋白表达量均显著下调（P＜0.05）。与 BPD

组比较，阿奇霉素组和布地奈德组大鼠肺组织中 VEGF、

HIF-1α、HIF-2α 蛋白表达量均显著上调（P＜0.05）。阿

奇霉素组与布地奈德组比较，差异无统计学意义（P＞

0.05）。结果见图3。

4　讨论
BPD 发生机制较复杂，早产儿出生后就存在肺发育

不全的情况，加之吸入高浓度氧气，这就显著提高了早

产儿 BPD 的发生风险[7]。早产儿发生 BPD 后可对其儿

童及青春期的肺功能产生不同程度的影响，胎龄越小的

早产儿，这两个时期的肺功能损伤率就越高[6]。目前人

们公认吸入高浓度氧气可导致活性氧、自由基及促炎因

子表达显著上调，对发育过程中的肺组织造成破坏并影

响其修复，最终引发BPD[8―9]。中性粒细胞浸润及TNF-α、

IL-6、IL-1β 等促炎因子的大量释放在 BPD 发生发展过

程中发挥着至关重要的作用[10]。本研究通过将大鼠置

于高浓度氧气中暴露14 d 的方式构建 BPD 模型，取其肺

组织，经 HE 染色后发现，BPD 大鼠肺组织发生明显损

伤，肺泡融合变大且间隔不均匀，肺泡数量显著降低，有

明显的炎症细胞浸润；除此之外，BPD 大鼠 BALF 中白

细胞计数、肺泡平均截距和 TNF-α、IL-6、IL-1β、MDA 水

平均显著上调，放射状肺泡计数和 SOD、CAT 水平均显

著下调，这提示 BPD 大鼠建模成功。

阿奇霉素具有较强的抗炎及免疫调节作用，在降低

肺功能损伤及感染方面效果显著；与其他大环内酯类抗

生素不同的是，阿奇霉素可参与抑制内部形式半酮羧酸

醛反应[11]。研究显示，阿奇霉素在促进嗜酸性粒细胞及

白细胞凋亡等过程中作用显著，同时亦可对白细胞趋化

活性产生影响，并阻止外周血中性粒细胞分泌活性氧

簇，降低组胺水平，最终发挥抗炎作用[6，11]。既往报道显

示，预防性使用阿奇霉素可有效降低机械通气早产儿

BPD 的发生及死亡风险[12]。布地奈德作为一种糖皮质

激素药物，已广泛应用于多种肺部疾病的治疗，具有高

效的局部抗炎作用，在改善支气管炎、哮喘及防治 BPD

中发挥重要作用，因此本研究将布地奈德作为阳性对照

药。本研究结果显示，与 BPD 组比较，阿奇霉素组和布

表3　各组大鼠 BALF 中 TNF-α、IL-6 和 IL-1β水平比

较（x±s，n＝10）

组别
NC 组
BPD 组
阿奇霉素组
布地奈德组
F

P

TNF-α/（ng/mg）

0.89±0.07

1.89±0.08a

1.12±0.04b

1.12±0.04b

778.641

＜0.000 1

IL-6/（ng/mg）

0.55±0.05

1.29±0.11a

0.61±0.05b

0.61±0.03b

394.143

＜0.000 1

IL-1β/（pg/mg）

246.10±24.41

832.13±71.53a

269.00±31.13b

259.10±35.56b

622.849

＜0.000 1

a：与NC组比较，P＜0.05；b：与BPD组比较，P＜0.05。

表4　各组大鼠 BALF 中 SOD、MDA 和 CAT 水平比较

（x±s，n＝10）

组别
NC 组
BPD 组
阿奇霉素组
布地奈德组
F

P

SOD/（U/mg）

121.23±11.11

75.11±8.24a

114.37±9.23b

116.89±9.86b

73.397

＜0.000 1

MDA/（nmol/mg）

5.78±0.34

9.85±1.12a

5.90±0.40b

5.75±0.42b

144.138

＜0.000 1

CAT/（U/mg）

80.67±11.34

44.39±7.20a

72.62±9.96b

75.15±10.15b

41.365

＜0.000 1

a：与NC组比较，P＜0.05；b：与BPD组比较，P＜0.05。
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图2　各 组 大 鼠 肺 组 织 中 VEGF、HIF-1α 和 HIF-2α 

mRNA表达比较（n＝10）
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a：与NC组比较，P＜0.05；b：与BPD组比较，P＜0.05。

图3　各组大鼠肺组织中 VEGF、HIF-1α和 HIF-2α蛋

白表达比较
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地奈德组大鼠肺组织中出现的 BPD 病理症状均有所改

善，BALF 中白细胞计数、肺泡平均截距和 TNF-α、IL-6、

IL-1β、MDA 水平均显著下调，放射状肺泡计数和 SOD、

CAT 水平均显著上调，这说明阿奇霉素可改善因高浓度

氧所致的 BPD 大鼠模型肺组织损伤，抑制炎症及氧化应

激反应。

HIF-1α 及 HIF-2α 均属于转录调控因子，可参与缺

氧过程并发挥重要作用。研究发现，大鼠吸入高浓度氧

后可抑制其末梢气道上皮细胞中 HIF-2α/VEGF/VEGF

受体信号通路激活，并下调 VEGF 表达，抑制肺泡化进

程，最终参与 BPD 发生[13]。本研究结果显示，与 NC 组比

较，BPD 组大鼠肺组织中 VEGF、HIF-1α、HIF-2α mRNA

相对表达量及蛋白表达量均显著下调，说明在 BPD 发生

发展过程中 HIF-1α/HIF-2α/VEGF 信号通路的激活被抑

制；而经阿奇霉素干预后，BPD 大鼠肺组织中上述指标

均被逆转，这提示阿奇霉素可能通过激活 HIF-1α/HIF-

2α/VEGF 信号通路来改善 BPD 大鼠模型肺组织损伤，

抑制炎症及氧化应激反应，进而发挥肺保护作用。

综上所述，阿奇霉素可明显改善新生大鼠 BPD 的不

良症状，抑制炎症及氧化应激反应，其作用机制可能是

通过激活 HIF-1α/HIF-2α/VEGF 信号通路来实现肺保护

作用。
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