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Abstract. T��� ����� ��� �������� �� ����������� ��� �������-T��� ����� ��� �������� �� ����������� ��� �������-
���� b������ �xp������� ������ �f �������� ��p����� p�������-3 
(���p���-3) ��� B-���� ��mp��m� ����-2 (B��-2) p������� �� 
alveolar lavage fluid and the prognosis of infants with neonatal 
���p������� �������� ������m� (RDS). A ����� �f 150 ��f���� 
���� �������� RDS ���������� �������� ������� ���� ������� 
���� f��� ����p�: RDS1 (����p A, �=42), RDS2 (����p B, �=38), 
RDS3 (����p C, �=38) ��� RDS4 (����p D, �=32) ��������� 
to their thoracic X-ray film grading. The oxygen uptake score, 
�x��������� ����������, m��� ������ p������� ��� �xp������� 
levels of caspase-3 and Bcl-2 in alveolar lavage fluid of the 
��f���� �� ��� f��� ����p� ���� m������� ��� ��mp����. O�� 
������� ������ ������ ������� b� �������� X-���� �� p������� 
with increased oxygen uptake score, oxygenation index, 
m��� ������ p�������, ���p���-3 �xp������� �����, ���p���� 
����, ��mp��������� ��� ����� ����� �� ��� ����p�; �������, 
��� �xp������� ������ �f B��-2 ���� ��������� �� ����� �����, 
and the differences had statistical significance among the four 
����p� (P<0.05). A������� f�� ����������� ������ � ���p���-3 
positive area that was positively correlated with oxygen uptake 
�����, �x��������� ����x ��� m��� ������ p������� (P<0.05); 
��� � B��-2 �xp������� ����� ���� ��� ���������� ���������� 
with oxygen uptake score, oxygenation index and mean airway 
p������� (P<0.05). B���� �� ��� f�������, ��� �������� �f 
�������� RDS �� p��������� ���������� ���� ��� ������������� 
of caspase-3 in alveolar lavage fluid, and negatively correlated 
���� ��� �xp������� ����� �f B��-2.

Introduction

T�� m�������m �f �������� ���p������� �������� ������m� 
(RDS) �� ����� ����� �����, b�� ��m� ������� ���� ��������� 

���� �x�������/����-�x������� ��������� ��� ��f��mm����� 
���p����� m�� p��� ��������� ����� �� ��� p����������� (1). 
H������, ��� ������pm���� ���� ��������� �p�p����� �� 
b���� ������� p�����. C��� �p�p����� �� � �������� p������ �f 
programmed cell death under the influence of several gene 
p�������, ��� �� �� � ��������� p������ ��������� �� m������� 
� ������� �������� �������m���. E����� ������� �� �p�p����� 
������b���� m�� ����� �b���m�� b��� ������pm���, ��f��-
m����� ��� ���� �����, ��� �p�p����� ��� b��� ���������� 
���� � ������� �f ��������, ���� �� ��������� ��������� ��� 
tumors (2,3). It has been confirmed that B-cell lymphoma 
����-2 (B��-2) ��� ��������  ��p����� p�������-3 (���p���-3) 
�������� �p�p����� �������� ��� ��� ���������� ���� ��� 
������pm��� �f �������� RDS (4). I� ���� �����, ��� �xp���-
���� ������ �f ���p���-3 ��� B��-2 �� �������� ������ f���� 
�f p������� ���� �������� RDS ��� ��ff����� �������� X-��� 
������ ���� ��mp����, �� �� �� ����������� ��� ����������� 
b������ ��� �xp������� ������ �f ���p���-3 ��� B��-2 ��� ��� 
p�������� �f �������� RDS.

Materials and methods

General material. I� �����, 150 ��f���� ���� �������� RDS 
��� ��������� �������� ������ �����p� �� P��p��'� H��p���� 
�f Y������ C��� f��m D���mb��, 2015 �� O���b��, 2016 ���� 
�������� �� ��� �����. T�� ���������� �������� �f RDS �� ��� 
f����� ������� �f ‘P�������� N����������’ ���� ���p���; 
p���������� ���p��� �������� ������ 4 � �f��� b���� ��� ��� 
����mp����� b� �xp������� ������, ������� �f �������� X-��� 
�x�m������� �������� RDS3 �� RDS4, ��� b���� ��� �������� 
������ P�O2 <50 mmHg (6.6 kPa) or PaCO2 >60 mmH� 
(7.8 kPa).

I�������� ��������: �) T�� RDS �������� ������ 4 � �f b����; 
ii) the gestational age was not more than 37 weeks; iii) the birth 
weight was less than 2.5 kg; iv) guardians of infants agreed to 
���p����� ���� ��� ����� ��� ������ ��� ��f��m�� �������.

Ex������� ��������: �) P������� ��������� ���� ��f������ �� 
prenatal diagnosis; ii) infants with shock or severe asphyxia; 
���) p������� ���� ���� �� ������� ���p�����; ��) p������� ���� 
������ ������� ��������; �) ��f���� ���� ���p����� ����m���m�� 
�������. T�� ����� ��� �pp���� b� ��� E����� C�mm����� �f 
P��p��'� H��p���� �f Y������ C���.
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Grouping of subjects. Hundred and fifty patients with neonatal 
RDS ��������� �������� ������ �����p� ���� ������� ���� 
f��� ����p�: RDS1 (����p A, �=42), RDS2 (����p B, �=38), 
RDS3 (����p C, �=38) ��� RDS4 (����p D, �=32) ��������� 
�� �������� X-��� f��m �������. T�� RDS X-��� ������� 
��mp����� f��� ������f��������: I� RDS1, ��� �����p������ 
�f ��� ����� ���� ��� ������� �� � ��ff��� ��� ��� p������� 
������ �pp����� �� b��� �����, b�� ��� �������� �f ��� ����� 
������ ����� b� ������� �b������. I� RDS2, ��� �����p������ 
�f ��� ����� ���� ��� �������, � ��ff��� p������� ������ 
�pp�����, p����� ���� ������� ������ �p��� ����� b� �b������ 
in partial pulmonary fields, the lung markings could not be 
������f���, ��� �����f����� ��� b���������m ��� p������. 
I� RDS3, ��� �����p������ �f ��� ����� ���� ��� ������� 
significantly, a large-particle shadow covered the lungs, air 
bronchogram was present, all lung markings disappeared, and 
��� ����� ��� ���p����m���� ���f���� ���� �������. I� RDS4, 
a compact shadow was uniform across the pulmonary field, 
��� b���������m ��� p�������� ����� �� �������, ����� ��� 
diaphragmatic surfaces could not be identified, and white lung 
������m� ��������.

Research methods
Bronchoalveolar lavage therapy. I� ���� �����, 150 ����� 

�f �������� RDS ��������� b�������������� ������ ���� � 
bronchofiberscope. Briefly, all subjects received conventional 
sedation. A tracheal catheter was used to drop 37˚C sterile 
saline (0.5 ml/kg each time) into the bronchial tubes. Oxygen 
��� m�������� ��� ��pp���� ����� ��m�� ����� � ������������. A 
������� ��b� ��� �������� ���� ��� �������� �������� �� ��f��� �p 
�������� ���� f���� ���� ����������. A�p������� ��� ���� ����� 
negative pressure of less than 6 kPa, the catheter was gradually 
��������� ������ 0.5 m��. T�� p��������� ���� p��f��m�� 
����� ��m�� �� b��� ����� �f ��� b������. T�� �������� ������ 
fluid retrieved was centrifuged at 3,200 x g for 10 min and the 
��p�������� ��� ���������.

Monitoring and recording of clinical variables. C����������� 
b���� p�������, ����� ���� ��� ���p������� m��������� ���� 
p��f��m�� f�� ��� ��f����. Af��� ��� p���������, ��� �x���� 
uptake score, oxygenation index and mean airway pressure were 
�����z��.

T�� Ap��� ����� 1 m�� �f��� b���� ��� ���� �� �������� 
��� �������'� ���������. T�� ���p���� �����, ��mp�������� ��� 
����� ����� �f ��� p������� ���� ��������, ��� ��� �xp������� 
levels of caspase-3 and Bcl-2 in the alveolar lavage fluid were 
�����m����.

Detection of the protein expression level of caspase-3 in 
bronchoalveolar lavage fluid via enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA). S������� ELISA �xp���m���� ���� 
��������� �� �����m��� ��� b�������������� ������ f���� 
������ �f ���p���-3. A ������� ������� �f ����b��� ��� ����� 
�� ���� ��mp�� �� �pp��p����� �������������� ��� ����b���� �� 
37˚C for 4 h. Sealing of enzyme-labeled reaction wells was 
achieved using 5% calf serum at 37˚C for 40 min. Next, the 
��mp��� �� b� ������ ���� ����� ��� ������� �� 1:100; ��z�m�-
��b���� ����b����� ���� ����� ��� ������� �� 1:40. F������, ��� 
��b������ �������� TMB-�������� p���x��� ���� �������� ��� 
added in the dark at 37˚C for 5 min, followed by termination 
�f ��� �������� ��� ����� ������pm���; ��� ��� ���������� �� 
450 �m ��� ��������.

Detection of Bcl-2 gene expression levels in bronchoal-
veolar lavage fluid via polymerase chain reaction (PCR). A� 
RNA extraction kit was used to extract the total RNA in the 
��mp��� �� ������ ���������� ���� ��� m���f�������'� �������-
�����. Af��� ��� �������p�������, ��� ������������� �f RNA 
��� �����m���� ����� � p����m���� (B��-R�� L�b���������, 
H�������, CA, USA). F�� ��������� �f p��m���, 2 µ� RNA 
��mp��� ��� 4 µ� �f O����P��m�� ���� ����� ���� 18 µ� ���-
enzyme water at 70˚C for 10 min. Then 8 µl 5X buffer, 2 µl 
�NTP m�x����, 1 µ� RN��� ����b���� ��� RN���M-MLV12U� 
���� ����� ��� ��pp��m����� ���� ���-��z�m� ����� �� 40 µ�. 
The reactions were incubated at 42˚C for 60 min and then at 
70˚C for 15 min. After the reaction, the samples were stored 
�� � ��f���������. A� � ����� ��m�, PCR q����������� ���������� 
���� ������� ��� ����� �������� ���������� ����� 40 ������ 
of 95˚C for 30 sec, and 60˚C for 30 sec, in a thermocycler. 
S�� T�b�� I f�� p��m�� ��q������.

Statistical analysis. SPSS 20.0 ��f����� (SPSS I��., C������, 
IL, USA) ��� ���� f�� ���� �������� �� ���� �����. A������� 
�f �������� ��� ���� f�� m������m��� ����. T�� ������� 
��� p�������� �� m��� ± �������� ���������. T�� ����������� 
m������ ���� �� ��� ����� �������� �-����, C��-�q���� ���� ��� 
P������'� ����������� ��������. A P<0.05 ��������� ���� � ����� 
difference was statistically significant.

Results

Neonatal Apgar scores of child patients in the four groups. 
General survey results showed that there were no significant 
��ff������� �� ���m� �f ����������� ���, b��� ������ ��� ��m� 
f��m b���� �� ����� �f ��mp��m� �m��� ��� ��f���� �� ��� f��� 
����p� (P>0.05). T�� Ap��� ������ �� 1 m�� �f��� b���� �� 
groups A-D were low, and differed in a statistically significant 
m����� �m��� ��� f��� ����p�, ���� ������ ���������� ���� 
each increase in severity evidenced by the X-ray classification 
����p (P<0.05) (T�b�� II).

Comparisons of oxygen uptake score, oxygenation index and 
mean airway pressure among the four groups. T�� p������� ���� 
higher thoracic X-ray grading classification (from groups A to D) 
with RDS had the oxygen uptake scores, oxygenation indexes 
��� m��� ������ p�������� ������ ���� ���� ���p �� ��� �������� 
classification ladder, and there were statistically significant differ-
����� �m��� ��� f��� ����p� (P<0.05) (T�b�� III ��� F���. 1-3).

T�b�� I. PCR p��m���.

  P��m��
  ������
G��� P��m�� ��q������ (bp)

β-����� F: 5'-GCCAACACAGTGCTGTCTG-3'
 R: 5'-CACATCTGCTGGAAGGTGG-3' 185
B��-2 F: 5'-TTCTTTGAGTTCGGTGGGGTC-3'
 R: 5'-TGCATATTTGTTTGGGGCAGG-3'   96

PCR, p���m����� ����� ��������; F, f������; R, �������.
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Comparisons of caspase-3 and Bcl-2 expression levels in 
alveolar lavage fluid among the four groups. T�� ������� 
caspase-3 expression levels in alveolar lavage fluid increased 
f��m ����p A �� D. O� ��� ��������, ��� ������� B��-2 �xp���-
���� ������ ��������� f��m ����p A �� D; ��� ����� ���� 
������������� �����f����� ��ff������� �m��� ��� f��� ����p� 
(P<0.05) (T�b�� IV).

Comparisons of hospital stay lengths, complication and 
death rates among the four groups. T�� ���p���� ���� �������, 
and complication and death rates got significantly worse in a 
��q������� m����� f��m ����p� A �� D (P<0.05) (T�b�� V).

Analysis of correlations of caspase-3 and Bcl-2 expres-
sion levels in alveolar lavage fluid with oxygen uptake score, 
oxygenation index and mean airway pressure. T�� �������-
tions of alveolar lavage fluid expression levels of caspase-3 and 
Bcl-2 with oxygen uptake score, oxygenation index and mean 
������ p�������, �� ��f���� ���� RDS, ���� �����z�� ����� 
P������'� ����������� ��������. T�� ������� ������ � ���p���-3 

F����� 3. B�� ����� �f m��� ������ p������� �� ��� f��� ����p�.

Figure 1. Bar chart of oxygen uptake score in the four groups.

F����� 2. B�� ����� �f �x��������� ����x �� ��� f��� ����p�.

T�b�� II. N������� Ap��� ������ �f ����� p������� �� ��� f��� ����p�.

 G���������� ��� B��� ������ Ap��� ����� T�m� f��m b����
Group (weeks) (kg) (1 min after birth) to onset (hours)

G���p A (�=42) 33.75±1.53 2.12±0.43 6.91±0.86 3.57±0.11
G���p B (�=38) 32.78±2.31 2.05±0.39 6.50±0.92 3.09±0.51
G���p C (�=38) 33.09±1.67 2.10±0.46 6.23±0.41 3.24±0.33
G���p D (�=32) 33.41±1.61 2.01±0.47 5.78±0.30 3.15±0.40
χ2 0.05 0.29 15.741 2.374
P-����� 0.12 0.35 0.01 0.66

Table III. Comparisons of oxygen uptake scores, oxygenation 
����x�� ��� m��� ������ p�������� �m��� ��� f��� ����p�.

 Ox���� Ox��������� M��� ������
Group uptake score index pressure

G���p A (�=42) 0.39±0.07 11.52±2.90 8.90±1.77
G���p B (�=38) 0.47±0.12 15.26±3.12 10.37±2.12
G���p C (�=38) 0.54±0.11 22.50±4.08 13.04±2.01
G���p D (�=32) 0.67±0.10 32.83±5.05 14.67±1.17
χ2 7.845 11.303 7.920
P-����� <0.001 0.002 0.002
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positive area positively correlated with oxygen uptake score, 
�x��������� ����x ��� m��� ������ p������� (P<0.05); ��� 
� B��-2 �xp������� ����� ���� ��� ���������� ���������� ���� 
oxygen uptake score, oxygenation index and mean airway 
p������� (P<0.05). S�� T�b�� VI f�� ������.

Discussion

N������� RDS ��f��� �� � ��������� ���� ���p������� f������ 
��� p���������� ���p������� �������� ������� �f��� ��� b���� �f 
an infant due to the lack of pulmonary surfactant and end-
�xp������� �������� �����p��, ��� �� ����� �� ������� ��mp��m 
�� ���p������� ��������. I� ���� �f �������������, ��� ��������� 
������p� ���� m���b���� ��������, ������� �ff������ ��� ��f� 
q������ ��� �������� ���� �f ��� ���b��� (5,6). T�� m��� 
�������� m���f��������� ������� ��������, p���p���, ���p������� 
m������ ���p������� ����� ��p�������� ����, ��� ��� b������-
���m ��� ������-����� ������� �� ����� X-����. I� �� ����p��� 
���� �������� ������ ��� �� �������� RDS ������� f�� ~30% �f 
the total neonatal deaths, and neonatal RDS is one of the major 
�������� ������� �� ������� ��q����� ��� ����� �f ��� ���b���. 
T�� �����m��� �f �������� RDS ��m� �� �������� m�������� 
�����, �mp���� ��� p�������� ��� �������� ��� ��������� �f 
��mp���������.

T�� ������pm��� �f m����p�� ��mp��������� �� ������� 
������� �� ������ �� ����� �p�p����� �� ���m������. T�� p������ 
of apoptosis is very complex and usually influenced by the 

���p��� ��� ��� B��-2 f�m��� �f f������ (7,8). C��p���-3 p���� 
�� �mp������ ���� �� ��� p������� ������� ��������, ����� ��� 
�������z� �p�p����� p������� �� �����, p��m����� �p�p����� �f 
such cells. Other pathways like the mitochondrial pathway 
��� ���� �mp������; ���� �� �p�p����� f����� ���m������ 
�����, m����������� ��� p������ �p�p����� f������, �������� 
���� ����� (9-11). I� ��� �����������p b������ ���p���-3 ��� 
�������� RDS, ���p���-3 �� �������� �� ��� p����������� �f 
�������� RDS �� ����� ����. F����, �� �ff���� ��� �������� ��� 
functions of major regulatory proteins effectively producing 
p�����������. S�����, �� �������� ��m���� ���� ������ �����. 
C��p���-3 ��� ������ L�m�� A, ���� ������� ����m���� �����-
������, ������� ��m��� �����p�� ��� ������� �� ��� �������. 
Third and finally, caspase-3 can reduce the activity of DNase 
inhibitors and alter the homeostatic level. It is known that the 
�xp������� �f ���p���-3 p������� ����� �� ��� ������� ������ �f 
acute necrotizing pancreatitis-associated lung injury in rats, 
and reaches a peak after 48 h (12). In this study, the expres-
sion levels of caspase-3 in alveolar lavage fluid increased with 
��� �������� �f ��� ��������� �� ��� p������� (f��m p������� �� 
groups A to D), and there were statistically significant differ-
����� �m��� ��� f��� ����p� (P<0.05). F������m���, P������'� 
�������� ������ � ���p���-3 p������� ���� ���� ��� p��������� 
correlated with oxygen uptake score, oxygenation index and 
mean airway pressure (P<0.05). These findings are consistent 
���� ��� ������ �f p����������� ��m��� �f ��� ���� ������� �� 
�������� RDS p�������, ���������� ���� ��� ��������� p������ 
expression of caspase-3 has a certain impact on lung injury.

T�� B��-2 f�m��� �f p������� �� p�������� �� ��m��� 
��� ���m���, ����� ��� m��� ���� �� �� ����b�� �p�p����� ��� 
p��m��� p����f�������. T�� B��-2 ���� ����b��� �p�p����� �� 
����� ���� (13-15): F����, ������� ��� ������ �� �� �����x�����; 
������, ������� ��� ����b����� �f ��� p��������� �f ����p���m�� 
reticulum calcium ions; and finally, through its interaction with 
other apoptosis factors like Bax. Activated Bcl-2 can promote 
��� m�������� ��� p����f������� �f ����������� ����� ��� ����b�� 
�p�p����� (16-18). I� �� ��������� b������� ���� ��� p����������� 
�f �������� RDS �� ��� �� ��� �����-���� �f ��m��� �� ��� ����-
����-��p������ m�mb����, ����� �� ���� ������ ����������� ��� 
p��m����� ���m�. D����� ��� p����������� p������, p��m����� 
�������� ��� �������� �p�������� ����������� ����� ��� p������-
������ ������� ���� �p�p�����, ��� ���� �p�p����� m��� m�� b� 
related to the mediation by inflammatory factors. The Bcl-2 
gene inhibits apoptosis of cells, antagonizes caspase-3, makes 
��� ����� ��������� �� �p�p�����-���m������� f������, ����b��� ��� 
����mp������� �f p������� �� ����� ��� p������� ��� ���� �������� 

T�b�� IV. C�mp������� �f ���p���-3 ��� B��-2 �xp������� 
levels in alveolar lavage fluid among the four groups.

 C��p���-3 �xp������� B��-2 �xp�������
G���p ����� (ELISA, ��/�) ����� (PCR)

G���p A (�=42) 38.20±5.06 4.85±0.45
G���p B (�=38) 41.78±6.53 4.05±0.22
G���p C (�=38) 46.39±6.21 3.27±0.08
G���p D (�=32) 51.07±9.46 3.01±0.09
χ2 8.873 9.762
P-����� 0.001 <0.001

ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; PCR, polymerase 
����� ��������.

T�b�� V. C�mp������� �f ���p���� ���� �������, ��� ��mp����-
����� ��� ����� ����� �m��� ��� f��� ����p�.

 H��p���� C�mp��������� D���� ����
G���p ����� (���) (�) (�, %)

G���p A (�=42) 13.37±3.35 3.14±0.94 2/42 (4.76)
G���p B (�=38) 18.32±4.31 4.17±0.61 4/38 (10.53)
G���p C (�=38) 20.14±3.09 6.34±1.21 5/38 (13.16)
G���p D (�=32) 24.65±6.37 9.55±1.64 8/32 (25.00)
χ2 8.546 7.322 7.397
P-����� 0.002 0.012 0.003

T�b�� VI. A������� �f ������������ �f ���p���-3 ��� B��-2 
expression levels with oxygen uptake score, oxygenation 
����x ��� m��� ������ p�������.

 Ox���� Ox��������� M��� ������
Index uptake score index pressure

C��p���-3 0.039 0.022 0.015
p������� ����
B��-2 �xp������� -0.003 -0.021 -0.012
�����
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cycle. Even though the link between apoptosis and inflamma-
���� �� ����� b���� �������� �������, b��� p�������� ��� ������� 
������� �� ��� �xp������� �f ��� B��-2 p������. I� ���� �����, 
the average expression levels of Bcl-2 in alveolar lavage fluid 
��������� ��q��������� f��m ����p� ���� ���� ������ ������� 
�� ����� ���� m��� ������ ���������� (f��m ����p A �� D), ��� 
there were statistically significant differences among the four 
����p� (P<0.05). M�������, ��� �xp������� ����� �f B��-2 ��� 
negatively correlated with oxygen uptake score, oxygenation 
����x ��� m��� ������ p������� (P<0.05). T�� �b��� ������� 
������� ���� �p�p����� �� ���� ��mm�� �� �������� RDS ��� 
��� ����b����� ��� ��� �xp������� ������ �f B��-2 m�� b� ��� 
key in cases of worsening disease (19,20).

I� ����������, ��� �������� �f �������� RDS �� p��������� 
���������� ���� ��� ���p���-3 �xp������� �����, b�� ���������� 
correlated with the Bcl-2 expression in alveolar lavage fluid of 
����� p�������.
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