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【摘 要】目的: 观察 Sidt2 基因剔除小鼠的肺组织超微结构，探讨 Sidt2 基因在肺脏形态发育过程中的作用。方法: 将利用基

因打靶及同源重组技术获得的 Sidt2 基因全身剔除小鼠和野生型 B129 品系小鼠合笼交配，鼠尾提取 DNA 进行基因型鉴定，挑

选出子代 Sidt2－ /+小鼠，同笼交配，再挑选出子代 Sidt2－ /－小鼠为实验组，以同窝野生型小鼠为对照，进行 DNA、ＲNA 和 West-
ern 鉴定，并行肺组织光镜和电镜形态学观察。结果: 通过 DNA、ＲNA、蛋白质水平验证模型构造成功。光镜下对照鼠肺泡壁

光滑，仅有少量粒细胞浸润; 模型鼠肺泡间质内毛细血管扩张、充血，多处炎症细胞呈灶状分布。电镜下对照鼠的肺组织形态

较规则; 模型鼠可见肺泡上皮细胞崩解，毛细血管充血及基底膜增厚。结论: Sidt2 基因剔除可影响小鼠肺组织形态，表现为细

胞坏死，毛细血管充血及基底膜增厚，大量炎症细胞浸润，造成肺损伤。
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Lung morphology change in Sidt2 knockout mice

JIANG Xue，ZHANG Yao，WANG Lizhuo，WANG Yun，XIA Libing，CHEN Yueping，WANG Yin，GAO Jialing
Department of Ｒespiratory Medicine，The First Affiliated Hospital of Wannan Medical College，Wuhu 241001，China

【Abstract】Objective: To investigate the role of Sidt2 gene in the lung morphogenesis through examining the lung tissue ultrastructure in Sidt2 knockout

mice．Methods: Sidt2( － /－) mice generated by gene targeting and homologous recombination technology were mated with wild-type B129 mice，the geno-

type was identified by DNA extracted from rat tail．The offspring with the genotype Sidt2( － /+) were crossed each other，the Sidt2( － /－) mice in the F3

generation were selected as experimental group，wild-type littermates as control mice．Lung tissue morphology was observed by light microscopy and electron

microscopy after confirming genotype with DNA，ＲNA and Western blotting．Ｒesults: Animal models were successfully established through verification by

DNA，ＲNA and protein levels．Light microscopy indicated smooth alveolar wall of control mice，with a small amount of granulocyte infiltration．Dilated blood

capillary，hyperemia，and focally distributed inflammatory cells were observed in alveolar interstitial of model mice．Lung morphology in control mice viewed

by electron microscopy，while alveolar epithelial cells disruption，capillary hyperemia and basement membrane thickening were shown in experimental mice．

Conclusion: Sidt2 knockout can affect the lung morphology，characterized by cell apoptosis，capillary hyperemia and basement membrane thickening as well

as a large number of inflammatory cells infiltration，thus leading to lung damage．

【Key words】lysosome membrane proteins; Sidt2; lung morphology; inflammation; lung injury

溶酶体( lysosome) 是负责细胞内蛋白降解的主

要细胞器［1］，参与营养物质和一些无机电解质输入

细胞，代谢产物排出细胞以及细胞膜内外信号的传

递等作用。目前已经发现的溶酶体膜蛋白有 50 余

种。溶酶体膜蛋白广义上可包括溶酶体相关膜蛋白

( lysosome-associated membrane proteins，LAMP ) 和溶

酶 体 全 膜 蛋 白 ( lysosome-integral membrane pro-
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teins) 。最新的蛋白质组学研究发现，Sidt2 是新型

的 溶 酶 体 候 选 蛋 白，832 个 氨 基 酸，分 子 量 为

94．5 kU，是 Sidt1 横 跨 膜 转 运 蛋 白 家 族 的 候 选 成

员［2］。Sidt2 是高度糖基化的溶酶体膜蛋白，生物信

息学研究表明，Sidt2 是多通道跨膜结构，10 个 N 型

糖基化位点和两个依赖络氨酸的溶酶体胞质靶点，

此蛋白具有溶酶体膜蛋白的多种特性: ①单个或多

种跨膜结构;②溶酶体细胞器分选信号;③适度的糖

基化修饰;④一定的疏水特性［3］。符合作为溶酶体

全膜蛋白的分子特征。Sidt2 蛋白具有组织表达特

异性，在细胞亚结构层面，Sidt2 只表达于周围神经

系统和溶酶体，并且在溶酶体中高表达［4］。根据推

断，Sidt2 可能与维持溶酶体膜的完整性和转运降解

产物有关。目前已发现，溶酶体与矽肺［5］、肿瘤有

关［6］，据研究报道 LAMP1 /2 作为溶酶体的全膜蛋

白，不仅参与膜的组成，还参与细胞自噬 /凋亡途径

的调控［7］。溶酶体酸性脂肪酶基因敲除( LAL－ /－)

的老鼠出现巨噬细胞和肺泡Ⅱ型细胞内中性脂质的

累积，影响肺泡内稳态，导致肺泡内大量炎症细胞浸

润和肺组织结构的重塑［8］。本实验中，Sidt2 基因剔

除小鼠的肺脏有多处肺泡上皮细胞的坏死和大量炎

症细胞的浸润。那么，Sidt2 作为溶酶体膜蛋白在肺

脏中起什么作用? 是否参与肺脏的正常形态和生理

功能的维持? 本文就 Sidt2 基因剔除对小鼠肺脏的

形态学影响进行探讨。

1 材料和方法

1．1 实验动物 动物实验室温度 22 ～ 25 ℃，湿度

50%～60%，基础饲养状态下不限食水，鼠龄 6 ～ 8
周。野生型 B129 小鼠购自上海必凯实验动物中

心。本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。
1．2 小鼠繁育 已经通过基因打靶及同源重组技

术获得了 Sidt2 基因全身剔除模型( Sidt2－ /－) 小鼠，

将 Sidt2－ /－雄鼠与 B129 品系的野生型同种雌鼠

1 ∶3合笼交配，子代小鼠基因型鉴定，8 周龄时获得

Sidt2－ /+小鼠，按雌雄比 3∶1 同笼交配，子代小鼠基

因型鉴定，挑选出体质量( 21±1) g，8 周龄 Sidt2－ /－
小鼠为实验组，以同窝野生型小鼠为对照组。
1．3 基因型鉴定 ( 包括 DNA、ＲNA 和蛋白水平鉴

定) ①鼠尾中抽提 DNA 进行基因型鉴定，严格按

照试剂盒要求操作。②取小鼠肺脏进行 ＲNA 水平

验证小鼠基因型。引物序列: 上游引物，5'-ATGTG-
GTGGTGGTAGTGAAG-3'; 下游引物，5'-AGATACAC-

CACCACCATCAC-3'。引物由上海生工生物技术工

程有 限 公 司 合 成。③取 小 鼠 肺 脏 提 取 蛋 白 进 行

Western 试验从蛋白质水平验证小鼠基因型。
1．4 HE 染色和光镜观察 取材和固定: 麻醉动物，

迅速打开胸腔将整个肺脏取出。随机将一侧肺组织

投入 4%甲醛固定液固定，4 ℃ 保存; 将另一侧肺组

织固定于 2．5%戊二醛磷酸缓冲液，4 ℃保存。将固

定后的组织脱水透明、浸蜡包埋、切片粘片、脱蜡染

色、分化漂洗、脱水复染、脱水透明，最后封藏于倒置

相差显微镜( 日本 Olympus 公司) 下进行观察。
1．5 透射电镜分析 取出固定于 2．5%戊二醛磷酸

缓冲液的肺组织，修成体积不超过 1 mm×1 mm×
1 mm后进行前固定、漂洗，后固定、漂洗、脱水、置

换、浸透、包埋、切片后染色，在 PHILIP ( CM-120) 透

射电镜下观察。
1．6 统计分析 用 SPSS 18．0 统计软件中的单因素

方差分析对 WB 灰度值计算结果进行处理和分析，

数据用 珋x±s 表示。P＜ 0． 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 Sidt2 基因剔除小鼠 DNA 水平基因型鉴定 由

图 1 可见，1 号的第一、二条带 DNA 大小分别为 200
bp、280 bp，为杂合子; 2 号的第一条没有条带，第二

条条带 DNA 大小为 280 bp，为野生型; 3 号的第一

条条带 DNA 大小为 200 bp，第二条没有条带，为纯

合子。

1 号为杂合子; 2 号为野生型; 3 号为纯合子。

图 1 Sidt2 基因剔除小鼠 DNA 水平的基因型鉴定

2．2 Sidt2 基因剔除小鼠 ＲNA 水平基因型鉴定 由

图 2 可见，GAPDH 条带大小为 150 bp，1 号为野生

型，目的条带大小为 750 bp; 2 号为纯合子，没有条

带; 3 号为杂合子，目的条带大小为 750 bp，1 号野生

型目的条带浓度为 3 号杂合子的近两倍。
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1 号为野生型; 2 号为纯合子; 3 号为杂合子。

图 2 Sidt2 基因剔除小鼠的 ＲNA 水平基因型鉴定图

2．3 Western 鉴定结果 各组小鼠肺组织 Sidt2 蛋

白含量检出率分别为: 野生型( 1．81±0．57) 、杂合子

( 0．64±0．15) 、纯合子( 0．21±0．02) ，采用单因素方差

分析( F= 41．4，P＜0．01) ，3 组间两两比较差异有统

计学意义( P＜0．05) 。
蛋白质水平鉴定结果: 1 号条带为野生型; 2 号

条带为纯合子; 3 号条带为杂合子。由图 3 可见野

生型 Sidt2 蛋白浓度大于杂合子，纯合子几乎没有蛋

白浓度。Sidt2 蛋白大小为 120～130 kU。Sidt2 蛋白

的预测大小是 94．5 kU，但是通过 Western blot 检测

小鼠的各个组织，Sidt2 的分子量大小在 120 ～ 130
kU，因为许多溶酶体膜蛋白，包括多重跨膜蛋白都

是糖基化蛋白，这些蛋白检测出的分子量都不是统

一的，并且大于它们原本的分子序列量。
野生型小鼠的 Sidt2 蛋白含量最高，纯合子含量

最少，但也有少量的表达，3 组间表达有差异。

* 表示与野生型比较 P＜0．05; #表示与杂合子比较 P＜0．05。

图 3 Sidt2 基因剔除小鼠蛋白质水平基因型鉴定图

2．4 小鼠一般情况 对照组小鼠毛发有光泽，无呼

吸频率加快，进食正常，对刺激反应能力无下降。模

型组小鼠毛发直立无光泽，呼吸频率加快，进食差，

对刺激的反应能力下降，活动少。存活的模型小鼠

在生长发育期病死率较野生型明显增高。在生长

期，模型鼠的生长发育落后于野生小鼠( 图 4) 。

A: 模型鼠，B: 对照鼠。

图 4 野生型小鼠与 Sidt2 基因剔除小鼠的对照图

2．5 Sidt2 剔除小鼠肺组织光镜下表现 正常对照

组小鼠肺组织 HE 染色光镜下可见肺结构完整，各

处肺泡间隔厚度正常均一，肺泡壁光滑，肺泡腔内无

痰栓，肺间质内仅有少量粒细胞浸润。模型组可见

肺内过度、失控的炎症反应，肺泡间隔内毛细血管扩

张、充血，支气管腔内可见痰栓，见图 5。

A( ×40) 、B( ×400) 为正常对照组小鼠肺组织 HE 染色光镜下肺组

织结构，肺泡壁光滑，无炎症浸润。C( ×40) 、D( ×400) 为模型组小鼠

肺组织结构，可见大量炎症细胞浸润，支气管腔内可见痰栓。

图 5 Sidt2 基因剔除小鼠与对照组小鼠肺组织光镜图

2．6 Sidt2 剔除小鼠模型肺脏超微结构改变 利用

透射电镜技术，进一步在超微结构水平对 Sidt2 剔除

小鼠肺脏组织进行观察，电镜下正常对照小鼠的肺

泡上皮细胞可见形态较规则，呈立方形或圆形，表面

有很多长短不一的微绒毛。模型鼠: 可见肺泡上皮

细胞相对不规则，线粒体肿胀，胞质内大量空泡，细

胞表面微绒毛减少，并发现细胞崩解。肺间质可见

毛细血管充血，肺泡间隔增宽，纤维组织增生，基底

膜增厚，见图 6。
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A、B 示正常对照小鼠的肺组织细胞形态较规则。C、D 示模型鼠: C

可见肺泡上皮细胞崩解( 黑、白箭头所指) ; D 可见毛细血管充血( 黑

色箭头所指) ，肺泡间隔增宽，间质胶原沉积，基底膜增厚( 白色箭头

所指) 。

图 6 透视电镜下两组小鼠肺组织模型超微结构

3 讨论

研究发现，溶酶体酸性脂肪酶( LAL) 基因敲除

( LAL－ /－) 的小鼠出现肺泡Ⅱ型细胞和巨噬细胞内

中性脂质的累积，破坏肺泡表面活性物质的构成，导

致肺泡内大量的炎症和肺组织结构的重塑［8］。同

时溶酶体膜蛋白和自噬又有着千丝万缕的联系，例

如: 在小鼠体内溶酶体膜蛋白 LAMP1 和 LAMP2［9］

的缺失，可导致自噬现象的增加。另 LAPTM4B 等

蛋白则可对自噬产生直接的抑制作用。自噬被认为

在炎症反应中起着关键调控作用，自噬缺陷( Atg4b-
null) 型败血症老鼠相较野生型败血症老鼠的肺部

炎症反应增强，表现为炎症因子白介素 6( IL-6) 、白
介素 12p40 ( IL-12p40) 等的上升［10］。本实验发现，

Sidt2 基因的缺失引起肺组织的炎症浸润和肺泡上

皮细胞的坏死而造成肺损伤。
Sidt2 作为一个新的转运蛋白 /通道蛋白，起到

物质转运的作用，其转运对象可能是一些氨基酸或

是一些其他小分子物质。Sidt2 的作用可能包括以

下方面:①保护溶酶体膜不被降解，维持溶酶体膜的

完整性;②作为膜上的蛋白或跨膜受体起到物质转

运作用;③可能介导内吞噬和自噬;④参与细胞内凋

亡信号的调控。那么，Sidt2 作为溶酶体膜蛋白在溶

酶体和肺损伤的关联中起到什么样的作用呢? 是影

响肺泡内稳态还是抑制自噬而导致炎症反应的失控

呢? 为进一步弄清 Sidt2 所起的作用，我们将在后续

的实验中以肿瘤细胞株为研究对象，分别利用过表

达和干扰的生物技术研究方式探讨 Sidt2 在肺上皮

细胞生长过程中的影响，在肺损伤机制中扮演的角

色及其对细胞基本生物机制的作用。
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