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论著·实验研究

高氧致慢性肺疾病新生大鼠肺组织中
ＥＲＫ１／２变化的研究

胡瑜　刘雪雁　富建华　薛辛东

（中国医科大学附属盛京医院儿科，辽宁 沈阳　１１０００４）

　　［摘　要］　目的　探讨细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）１／２在高氧致慢性肺疾病（ＣＬＤ）新生大鼠肺组织中的表
达及作用。方法　将４８只新生Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为高氧组和对照组，每组 ２４只。高氧组生后即置于氧箱中，维
持氧浓度为 ０．９０，诱导ＣＬＤ；对照组生后置于空气中。于生后３ｄ、７ｄ和１４ｄ采集肺组织标本，应用免疫组化、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测ＥＲＫ１／２蛋白及ｍＲＮＡ表达，同时测定肺组织纤维化评分。结果　免疫组
化及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示７ｄ、１４ｄ时高氧组肺组织ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达均明显高于同时间点对照组（Ｐ

!

０．０１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果同时显示各组间 ＥＲＫ１／２总蛋白的表达差异无统计学意义。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果表明各组间
ＥＲＫ１、ＥＲＫ２ｍＲＮＡ水平差异无统计学意义（Ｐ

"

０．０５）。结论　新生大鼠持续吸入高氧后，ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化
活化，参与了高氧致ＣＬＤ肺纤维化的形成过程。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（７）：５８１－５８５］
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　　随着围产医学的发展，早产儿，尤其是极低出生
体重儿的存活率有了明显提高，但随之而来的因长时

间吸入高浓度氧所导致的早产儿慢性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃ
ｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＣＬＤ）却成为威胁生命和健康的首要疾
病。因其发病机制尚不十分清楚，目前仍无有效的防

治手段，使约１０％～１５％的患儿因严重的肺纤维化于
生后１年内死于呼吸衰竭，存活者也因肺功能障碍需
长期依赖氧气甚至是机械通气［１］。

尽管ＣＬＤ的发病机制目前尚未完全清楚，但其
最终病理结局为肺泡发育障碍及肺间质纤维化［２］。

细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）是丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏ
ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）家族成员之一，
ＥＲＫ的持续活化是 Ｇ１期进入 Ｓ期必需的，与细胞
增殖、转化和分化密切相关。ＥＲＫ主要有 ＥＲＫ１和
ＥＲＫ２两种亚型，具有８３％序列同源性［３］。目前在
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早产儿 ＣＬＤ发生的过程中是否也存在着 ＥＲＫ１／２
蛋白信号传导通路的调节异常尚罕见报道，因此本

研究通过对高氧肺损伤新生大鼠不同发展阶段肺组

织ＥＲＫ蛋白及ｍＲＮＡ的表达水平进行研究，探讨其
在ＣＬＤ发生发展过程中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
足月新生 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ４８只（由中国医科大学

盛京医院实验动物中心提供）。主要试剂：兔抗大

鼠 ＥＲＫ１／２及磷酸化 ＥＲＫ（ｐＥＲＫ）１／２蛋白单克隆
抗体（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司）；ＳＰ免疫组化试剂盒
（北京中杉金桥公司）；ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ大
连宝生物工程有限公司）；引物由 ＴａＫａＲａ大连宝生
物工程有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　动物模型制备　　高氧模型制作参考 Ｊｅｏｎ
等［４］的文献。将新生 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为实验组
和对照组，每组 ２４只，雌雄不限。实验组生后即置
于氧箱中，持续输入氧气，维持氧浓度为 ０．９０（美
国ＯＭ２５ＭＥ型测氧仪检测），ＣＯ２浓度!

０．５％
（Ｄａｐｅｘ气体分析仪），温度 ２２～２５℃，湿度５０％ ～
７０％。每天定时开箱０．５ｈ，添加水、饲料及更换垫
料，并与对照组交换代母鼠，以避免因氧气中毒致喂

养能力下降。对照组置于空气中。

１．２．２　标本的收集　　于实验后３、７、１４ｄ分别从
两组中随机抽取动物 ８只，１０％ 的水合氯醛麻醉后
打开胸腔，分离肺组织。将左肺置于 ４％ 多聚甲醛
中固定。右肺用冷生理盐水洗净残血，吸干水分，置

于无 Ｒｎａｓｅ的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，－８０℃保存。
１．２．３　肺组织纤维化评分　　按 Ａｓｈｃｒｏｆｔ等［５］的

方法于１０倍光镜下进行双盲纤维化评分。评分标
准：正常肺组织为０分；肺泡或细支气管壁少许纤维
化为１分；中度纤维化而肺泡结构无改变为 ２～３
分；有明确的肺泡结构改变（肺泡壁明显增厚）、纤

维束或纤维小结形成为４～５分；有严重肺泡结构改
变和大片纤维化为６～７分；完全纤维化为８分。
１．２．４　免疫组织化学技术检测 ｐＥＲＫ１／２蛋白表
达　　按免疫组化试剂盒步骤操作，逐级乙醇脱水，
二甲苯透明，浸蜡，石蜡包埋，常规制备 ４μｍ厚的
组织切片。一抗为兔抗大鼠 ｐＥＲＫ１／２抗原单克隆
ＩｇＧ抗体（１∶１００），ＤＡＢ显色。以细胞质或细胞核
有棕黄色颗粒沉着为阳性细胞。每组 ８只动物随

机抽取切片各 １张，于光镜下（×４００）随机选取 ５
个视野，固定窗口面积，利用美国 ＵｎｉｖｅｒｓａｌＩｍａｇｉｎｇ
Ｐｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ图像分析系统，应用 ＭｅｔａＭｏｒｐｈ软件，
测定平均光密度值（ＯＤ值）后取均值。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测ＥＲＫ１／２及ｐＥＲＫ１／２
蛋白表达　　取右肺组织标本，ＲＩＰＡ裂解液提取细
胞总蛋白，ＢＣＡ法定量蛋白。取 ５０μＬ蛋白质上
样，１２％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电转移至硝
酸纤维素膜，经５％脱脂奶粉封闭后，与 ＥＲＫ１／２或
ｐＥＲＫ１／２多克隆抗体（１∶１０００）４℃振摇孵育过夜，
再加入ＨＲＰ标记的二抗（１∶２０００），化学发光法检
测，ＭＦＣｈｅｍｉＢＩＳ３．２电泳凝胶成像系统分析各个
蛋白条带的校对积分光密度，实验重复５次。
１．２．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测 ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ表
达　　Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，参照 ＴａＫａＲａ大连
宝生物工程有限公司试剂说明书，采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ｉ荧光染料嵌合法，应用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ２．０Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ仪进行扩增，引物由 ＴａＫａＲａ大连宝生物工程
有限公司设计合成。ＥＲＫ１Ｆ：５′ＧＧＴＡＧＡＣＧＧＴ
ＴＣＴＧＧＡＡＴＧＧＡＡＧＧ３′； ＥＲＫ１Ｒ： ５′ＧＴＣＡＧＧ
ＧＡＡＡＡＴＧＧＧＧＴＧＧＧ３′； ＥＲＫ２Ｆ： ５′ＴＧＴＴＣ
ＣＣＡＡＡＣＧＣＴＧＡＣＴＣＣＡ３′；ＥＲＫ２Ｒ：５′ＡＧＴＣＧＴＣ
ＣＡＧＣＴＣＣＡＴＧＴＣＡＡＡＣＴ３′；ＧＡＰＤＨＦ：５′ＧＣＡＣ
ＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３′；ＧＡＰＤＨＲ：５′ＡＴＧＧＴＧ
ＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴ３′。根据标准曲线，荧光定量
ＰＣＲ仪自动分析并计算结果，实时ＰＣＲ的结果以Ｃｔ
值表示。相对定量采用比较Ｃｔ法。实验重复５次。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，数据结果
用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，均数比较采用ｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组新生大鼠肺组织病理改变
对照组３ｄ的肺组织表现为肺泡样结构不规

则，呈囊泡样，肺泡间隔较厚；７、１４ｄ时肺泡结构逐
渐规整，大小较均匀，肺泡间隔变薄。实验组吸入高

氧３ｄ时肺泡腔内有少许红细胞渗出及肺泡间隔有
炎性细胞浸润，而７ｄ时肺泡减少，间隔增厚；１４ｄ
时肺泡腔大小不等，少数肺泡融合，肺泡表面积减

小，肺分隔明显增厚，肺成纤维细胞增生，肺纤维化

形成。见图１。

·２８５·



第１３卷第７期
２０１１年７月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０１１

! " # " $% "

!"#

$%#

　　图１　肺组织病理学改变（苏木精伊红染色，×４００）　对照组３ｄ肺组织囊泡样，７ｄ肺泡分隔逐渐变薄，１４ｄ肺泡化形成；
高氧组 ３ｄ可见红细胞浸润，７ｄ肺泡减少，间隔增厚，１４ｄ肺大泡及纤维化形成。

２．２　各组新生大鼠肺组织纤维化评分比较
高氧组３ｄ与对照组３ｄ相比，肺组织纤维化评

分差异无统计学意义（ｔ＝０．６１，Ｐ
"

０．０５）；高氧组
７ｄ肺组织纤维化评分较同时间对照组明显增加
（ｔ＝１２．５５，Ｐ

!

０．０１），出现肺泡壁增厚、纤维束或
纤维小结形成；高氧组１４ｄ肺组织纤维化评分较同
时间对照组亦明显增加（ｔ＝２０．３８，Ｐ

!

０．０１），有严
重肺泡结构改变和大片纤维化的形成。见图２。
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　　图２　各组肺组织纤维化评分（ｎ＝８）　ａ：与同时间点对照
组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　各组新生大鼠肺组织ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达
肺泡上皮细胞及间质细胞中均可见 ｐＥＲＫ１／２

蛋白表达。高氧组３ｄ与对照组３ｄ相比，肺组织
ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达差异无统计学意义（ｔ＝１．８６，
Ｐ
"

０．０５），高氧组７ｄ和１４ｄ时 ｐＥＲＫ１／２蛋白的
表达量较同时间对照组明显增加（ｔ分别为 １３．２２
和１４．０１，均Ｐ＜０．０１）。见图３。
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　　图３　各组肺组织 ｐＥＲＫ蛋白表达的光密度值（ｎ＝８）
　ａ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　各组新生大鼠肺组织 ＥＲＫ１／２及 ｐＥＲＫ１／２
蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳图上可见 ４２ｋＤａ的 ＥＲＫ１
（ｐＥＲＫ１）及４４ｋＤａ的ＥＲＫ２（ｐＥＲＫ２）两条泳带。高
氧组３ｄ时肺组织ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达与同时间点
对照组相比，差异无统计学意义（ｔ＝１．７１，Ｐ

"

０．０５），
而高氧组７ｄ和１４ｄ时 ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达量较
同时间点对照组明显增多（ｔ分别为 １０．１５和
２８．３９，均Ｐ＜０．０１）。而各组间 ＥＲＫ１／２蛋白的表
达差异无统计学意义（Ｐ

"

０．０５）。见图４，５。
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　　图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织ＥＲＫ及ｐＥＲＫ蛋白的
表达　１．对照组３ｄ；２．对照组７ｄ；３．对照组１４ｄ；４．高氧组３ｄ；
５．高氧组７ｄ；６．高氧组１４ｄ
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　　图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织 ｐＥＲＫ蛋白的相对表
达量（ｎ＝５）　ａ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．５　各组新生大鼠肺组织ＥＲＫ１／２ｍＲＮＡ表达
荧光实时定量 ＰＣＲ结果表明对照组及高氧组

肺组织在各个时段均有ＥＲＫ１及ＥＲＫ２的ｍＲＮＡ表
达。但不同时间点各组肺组织 ＥＲＫ１及 ＥＲＫ２的
ｍＲＮＡ表达量差异均无统计学意义（Ｐ

"

０．０５）。见
图６，７。
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　　图６　肺组织ＥＲＫ１ｍＲＮＡ相对表达量（ｎ＝５）
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　　图７　肺组织ＥＲＫ２ｍＲＮＡ相对表达量（ｎ＝５）

３　讨论

有资料表明早产儿 ＣＬＤ晚期最主要的病理变
化是肺泡发育障碍及肺间质纤维化［２］。现已明确，

无论肺间质纤维化的病因如何，其结局均为肺成纤

维细胞的大量聚集和胶原等细胞外基质的过多沉

积。本研究发现新生鼠吸入高氧 ３ｄ时发生肺部炎
性反应，并于 ７ｄ后逐渐出现肺泡腔数量及表面积
减小，间质增厚，成纤维细胞增生，最终形成纤维化，

这一病理改变符合早产儿 ＣＬＤ的发生、发展特点。
ＭＡＰＫ是细胞外多种刺激传向胞内的信号转导

通路的交汇点，参与调节细胞增殖、分化、生存和凋

亡等多种生物学行为。哺乳动物 ＭＡＰＫ家族成员
可分为６大类至少１１个成员，ＥＲＫ１／２通路是其中
之一。ＥＲＫ活化后进入细胞核，引起底物基因表达
水平的改变，从而影响细胞生长和增殖，因此与许多

纤维化疾病的发生密切相关。有研究表明，６～８周
龄的雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠气管内注射博来霉素 ５ｄ
后，给予高潮气量机械通气可导致肺纤维化，同时发

现 ｐＥＲＫ１／２蛋白活性增强，总 ＥＲＫ１／２蛋白水平
不变；预防性应用 ＰＤ９８０５９可通过抑制 ＥＲＫ１／２上
游激酶的磷酸化活化，减轻肺纤维化的程度［６］。Ｋｏ
等［７］也发现，将人肺上皮细胞 Ａ５４９细胞系暴露于
９５％ 高氧中 ２４ｈ，ｐＥＲＫ１／２蛋白表达量呈线性升
高，高氧持续４８～７２ｈ时，ｐＥＲＫ１／２蛋白表达却反
而出现下降，整个过程总 ＥＲＫ２蛋白表达量则无变
化。本研究证实：持续暴露于 ９０％ 高氧环境中 ７、
１４ｄ的肺组织 ｐＥＲＫ１／２蛋白表达量较对照组均明
显增高，且与 ＣＬＤ肺纤维化的病理改变相一致；总
ＥＲＫ１／２蛋白，ＥＲＫ１和 ＥＲＫ２的 ｍＲＮＡ表达水平
均与正常对照组无明显差异。这表明 ＥＲＫ的活化
是发生在转录后水平。磷酸化活化的 ＥＲＫ１／２蛋白
与 ＣＬＤ的发生密切相关，在 ＣＬＤ肺纤维化的过程
中发挥了重要的调控作用。

已有研究证实，降解细胞外基质的基质金属蛋

白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）及转化生长
因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）β的过度表达
与纤维化的发生密切相关，在 ＣＬＤ肺纤维化发生中
的作用也越来越受到人们的重视［８９］。有研究表明，

ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的表达依赖 ＥＲＫ１／２通路，抑制
ＥＲＫ的磷酸化后，纤维肉瘤细胞ＨＴ１０８０中ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９的表达亦减少［１０］。而 ＴＧＦβ可诱导 ｐ
ＥＲＫ１／２的活化［１１］。从海藻中提取的硫酸化低聚糖

ＭＳ８０，可以通过抑制 ＥＲＫ信号转导通路的活化，减
轻ＴＧＦβ所诱导的人胚肺成纤维细胞增殖，胶原沉
积及ＭＭＰ９的合成；并有效减少胶原沉积，减轻博
来霉素诱导的肺纤维化［１２］。上述研究表明 ＭＭＰｓ、
ＴＧＦβ的促纤维化作用与 ＥＲＫ１／２的活化密切相
关。在哺乳动物中，ＭＭＰｓ的基因启动子区具有相
对保守性，多种 ＭＭＰｓ的基因启动子上游携带有
ＥＲＫ１／２蛋白下游转录调节因子 ＡＰ１结合位点，故
·４８５·
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多种 ＭＭＰｓ的表达受 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ的调控［１３］。因

此，ＥＲＫ１／２在肺纤维化发生中的作用受到越来越
多的重视。目前，已有人应用体外实验研究发现，硫

化氢及罗格列酮两种药物可通过抑制ＥＲＫ的活性，
从而在肺间质纤维化的治疗中发挥重要作用［１４１５］。

因此，ＥＲＫ１／２蛋白有望成为今后预防和治疗早产
儿ＣＬＤ肺纤维化的重要靶点。
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