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·实验研究·

高氧致慢性肺疾病早产鼠肺组织 ＣＤＫ４ｐ２１的表达及意义

高英１，薛辛东１，李津阳２，王妮２

（１．中国医科大学附属第二医院儿科，辽宁 沈阳　１１０００４；２．沈阳市妇婴医院儿科，辽宁 沈阳　１１００１４）

　　［摘　要］　目的　早产儿慢性肺疾病（ＣＬＤ）的发病机制目前研究还不十分清楚，但 ＣＬＤ的最终病理变化与
肺细胞增殖有关。该文采用高氧诱导早产鼠ＣＬＤ模型为对象，探讨ＣＤＫ４和ｐ２１基因动态表达与肺细胞增殖调控
的关系。方法　高浓度氧致早产鼠ＣＬＤ模型（实验组）和正常对照组各４０例为研究对象，每组分别于实验后的１，
３，７，１４和２１ｄ随机选取８只大鼠处死，取出肺组织，常规制成５μｍ切片。检测观察：①肺组织形态学；②肺组织
纤维化评分；③采用免疫组化检测肺组织内ＰＣＮＡ表达；④采用原位杂交检测肺组织ＣＤＫ４ｍＲＮＡ和ｐ２１ｍＲＮＡ的
表达。结果　两组肺组织细胞ＰＣＮＡ指数：与对照组比较，实验组１ｄ，３ｄＰＣＮＡ表达均减弱（Ｐ

%

０．０５），７ｄ开始
表达增强（Ｐ＜０．０１），１４ｄ和２１ｄ明显高于对照组（Ｐ＜０．０１）。两组肺组织细胞ＣＤＫ４ｍＲＮＡ表达强度：从７ｄ开
始实验组高于对照组（Ｐ

%

０．０５），１４ｄ，２１ｄ明显高于对照组（Ｐ
%

０．０１）。两组肺组织细胞 ｐ２１ｍＲＮＡ表达强
度：实验组１ｄ，３ｄ表达明显高于对照组（Ｐ

%

０．０１），７ｄ后持续下降，但也高于对照组（Ｐ
%

０．０５）。７～２１ｄ肺
组织细胞ＣＤＫ４ｍＲＮＡ，ｐ２１ｍＲＮＡ表达分别与ＰＣＮＡ呈显著正、负相关（ｒ分别为０．８３和－０．８１，Ｐ

%

０．０５）。结论
　高氧可诱导早产鼠肺细胞增殖。肺组织细胞ＣＤＫ４基因的过度表达、ｐ２１基因的表达下降，可能是高氧诱导肺细胞
增殖的机制之一。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５９５－６００］
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　　早产儿慢性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＣＬＤ） 的发生近年来有逐渐上升趋势，早产儿患ＣＬＤ后由
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于肺上皮的重构障碍或异常，肺组织发生纤维化，严

重影响了患儿的呼吸功能，因此探寻ＣＬＤ的发病机
制对降低早产儿的死亡率改善早产儿的预后有着积

极的意义。ＣＬＤ的病理过程为在各种致病因素下
（如高氧、机械通气及感染等）肺上皮细胞受损、损

伤后组织重塑和肺间质细胞增殖［１］。Ｏ′Ｒｅｉｌｌｙ等［２］

提出支气管、肺泡上皮细胞在高氧损伤导致ＣＬＤ中
ｐ２１ｍＲＮＡ表达增加，参与细胞增殖的调节、ＤＮＡ修
复和细胞坏死；Ｒａｄｏｍｓｋ等［３］在高氧致肺损伤的动

物模型实验中观察暴露在高氧中的新生鼠，结果发

现７～１４ｄ后肺组织 ＣＤＫ水平增高调节肺细胞增
殖。那么在高氧下肺细胞增殖的发生机制究竟如

何？目前国内研究较少。本研究采用高氧诱导早产

鼠ＣＬＤ模型为对象动态观察肺细胞增殖细胞核抗
原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、周期蛋
白依赖性蛋白激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，ＣＤＫ
ＣＤＫ４）和周期蛋白依赖性蛋白激酶抑制物（ｃｙｃｌｉｎ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＣＤＫＩｐ２１）的动态表达规
律，旨在探讨ＣＤＫ４和ｐ２１基因表达变化与 ＣＬＤ中
肺细胞增殖调控的关系。

１　实验材料与方法

１．１　实验材料
ＳＤ大鼠由中国医科大学实验动物部提供。小

鼠抗ＰＣＮＡ，ＣＤＫ４，ｐ２１原位杂交检测试剂盒、即用
型ＳＡＢＣ免疫组化染色试剂盒及 ＤＡＢ显色剂均购
自武汉博士得生物工程有限公司。

１．２　实验动物及分组
大鼠雌雄交配（４∶１）夜间合笼，次日取阴道内

分泌物涂片，如镜下检测发现精子，则以当日确定为

妊娠第１天。待孕２１ｄ时行剖宫术取出的新生鼠
即为早产鼠［４］。随机分为实验组和对照组，每组均

为４０只。
１．３　动物模型的制备

实验组：将早产的 ＳＤ大鼠连同代母鼠生后即
置于氧箱中，持续输入氧气，维持 ＦｉＯ２＞０．９０（美国
ＯＭ－２５ＭＥ型测氧仪监测），用钠石灰吸收ＣＯ２，使
ＣＯ２的浓度＜０．５％（Ｄａｐｅｘ气体分析仪），温度２２℃
～２５℃，湿度５０％～７０％，每天定时开箱０．５～１ｈ，
添加水、饲料及更换垫料，并与对照组交换母鼠以

避免因氧中毒致其喂养能力的下降［５］；对照组

ＦｉＯ２为 ０．２１（即空气），具体方法及实验控制因素
同实验组。

１．４　实验方法及检测的指标

每组分别于实验后的１，３，７，１４和２１ｄ随机选
取８只处死，分离肺组织。
１．４．１　肺组织形态学改变（光镜下）　　肺组织切
片行苏木精伊红染色后光镜下观察，每组动物各时
间点随机选取切片８张，每张切片随机选取５个视
野，观察肺组织形态学变化。

１．４．２　肺纤维化评分　　采用 Ｔａｓｈｃｒｏｆｔ［６］评分方
法通过双盲方式进行评分，每组动物各时间点随机

选取８张苏木精伊红染色切片，每张切片随机选取
５个视野，在光镜下观察肺组织纤维化情况，并进行
纤维化评分总分共８分。
１．４．３　免疫组化技术（ＳＡＢＣ法）检测肺组织内
ＰＣＮＡ表达

①肺组织切片常规脱蜡至水；②３％Ｈ２Ｏ２溶液
封闭过氧化物酶，反应１０ｍｉｎ，蒸馏水洗２ｍｉｎ×３
次，以消除内源性过氧化物酶的活性；③微波热修复
以暴露抗原：将切片浸于０．０１Ｍ枸橼酸盐缓冲液
（ｐＨ６．０）进行微波修复抗原，沸腾５ｍｉｎ后断电，间
隔５ｍｉｎ，重新加热至沸腾再持续２ｍｉｎ，蒸馏水洗
２ｍｉｎ×３次；④滴加山羊血清封闭液或即用型５％
ＢＳＡ封闭液，３７℃孵育２０ｍｉｎ，甩去多余液体不洗，
以减少非特异性染色；⑤加小鼠抗大鼠ＰＣＮＡ（工作
浓度１∶１６０），３７℃孵育２ｈ，也可４℃过夜。０．０２Ｍ
ＰＢＳ２ｍｉｎ×３次；⑥滴加生物素标记的羊抗小鼠
ＩｇＧ，３７℃孵育２０ｍｉｎ，０．０１ＭＰＢＳ２ｍｉｎ×３次；⑦
滴加ＳＡＢＣ，３７℃孵育２０ｍｉｎ，０．０１１ＭＰＢＳ５ｍｉｎ×
４次；⑧滴加ＤＡＢ，镜下控制反应时间，一般反应时
间在５～３０ｍｉｎ，显色后充分水洗；⑨苏木素复染，脱
水、透明封片镜检，于光镜下观察结果。

阴性对照：除用 ＰＢＳ替代小鼠抗大鼠 ＰＣＮＡ
外，其他步骤同上。

结果判定：以细胞核染成棕黄色为阳性细胞。

结果观察：每例在低倍镜下观察 ＰＣＮＡ染色分布均
匀区域，随机选取５个以上具有代表性的高倍视野
（×４００）计数５００个细胞中阳性细胞数，并以百分
数表示作为ＰＣＮＡ指数。

ＰＣＮＡ指数 ＝阳性细胞数／５００个细胞总数 ×
１００％。
１．４．４　原位杂交方法检测肺组织 ＣＤＫ４ｍＲＮＡ和
ｐ２１ｍＲＮＡ的表达

①肺组织切片常规脱蜡至水；②３％Ｈ２Ｏ２溶液
封闭过氧化物酶，以消除内源性过氧化物酶活性，反

应１０ｍｉｎ，蒸馏水洗２ｍｉｎ×３次；③暴露 ｍＲＮＡ核
酸片段：于切片上滴加３％柠檬酸新鲜稀释的胃蛋
白酶，室温消化肺组织暴露ＣＤＫ４ｍＲＮＡ需２０ｍｉｎ，
·６９５·
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ｐ２１ｍＲＮＡ需３０ｍｉｎ，原位杂交用的ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×
３次，蒸馏水洗１次；④预杂交：湿盒的准备：干的杂
交盒底部加２０％甘油２０ｍＬ以保持湿润，于每张切
片滴加２０μＬ预杂交液，３７℃孵育４ｈ，吸去多余液
体，不洗；⑤杂交：于每张切片滴加５μＬ（约稀释８～
１０倍）ＣＤＫ４或 ｐ２１寡核苷酸探针杂交液，加盖玻
片（原位杂交专用），于湿盒中３７℃恒温箱杂交过
夜；⑥杂交后洗涤：揭掉盖玻片，３７℃ ２×ＳＳＣ洗
５ｍｉｎ×２次，３７℃０．５×ＳＳＣ洗１５ｍｉｎ×１次，３７℃
０．２×ＳＳＣ洗１５ｍｉｎ×１次，必要时重复０．２×ＳＳＣ
１次，以减少非特异性染色；⑦滴加封闭液：３７℃
３０ｍｉｎ，吸去多余液体，不洗；⑧滴加生物素化兔抗
地高辛：３７℃孵育 ６０ｍｉｎ，原位杂交用的 ＰＢＳ洗
５ｍｉｎ×４次；⑨滴加 ＳＡＢＣ：３７℃孵育２０ｍｉｎ，原位
杂交用的 ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次；⑩滴加生物素化的
过氧化物酶：３７℃孵育 ２０ｍｉｎ，原位杂交用的 ＰＢＳ
洗５ｍｉｎ×４次；瑏瑡ＤＡＢ显色：滴加新配制的ＤＡＢ试
剂，显色大约１０～１５ｍｉｎ，显色后充分水洗；瑏瑢苏木
素复染，脱水、透明封片镜检，于光镜下观察结果。

阴性对照：除用 ＰＢＳ替代 ＣＤＫ４或 ｐ２１寡核苷
酸探针杂交液外，其他步骤同上。

结果判定：以细胞浆有棕黄色颗粒沉着为阳性

细胞。

结果表示：ＣＤＫ４ｍＲＮＡ，ｐ２１ｍＲＮＡ表达的半
定量测定：每组每个时间点随机抽取染色清晰的切

片８张，每张切片于光镜下（×４００）随机抽取５个
视野，经日本产的 ＯＬＩＭＰＵＳＢＸ５６数码相机采样后
用美国图像分析系统分析，应用 ＭｅｔａＭｏｒｐｈ４．６版
软件测定平均光密度值以表示阳性产物的强度。平

均光密度值越大，其阳性反应产物表达强度越强，表

明蛋白的含量越高。

１．５　统计学分析
应用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计学处理，数据

ｘ±ｓ表示，比较结果的差异显著性以 Ｐ＜０．０５为标
准。

２　结果

２．１　肺组织的病理变化（光镜）
实验组１ｄ无明显改变；３ｄ肺泡上皮细胞、毛

细血管内皮细胞有破坏，肺泡腔内有少许红细胞渗

出，肺泡及肺间质中有炎性细胞的浸润；７ｄ肺泡腔
增大，炎性细胞浸润明显，间质细胞增加，肺间隔增

宽、增厚；１４ｄ少数肺泡融合，肺间隔更宽，小灶或
多灶实变；２１ｄ正常肺泡结构消失，局部肺间质细
胞明显增加，呈局灶性团块状实变。而对照组１ｄ、
３ｄ均表现为肺泡样结构不规则，７～２１ｄ肺泡化逐
渐明显。见图１。
２．２　肺组织纤维化评分（光镜）

光镜下对两组肺组织进行 Ｔａｓｈｃｒｏｆｔ氏肺纤维
化评分，结果显示：１ｄ，３ｄ两组评分差异无显著性
（Ｐ

&

０．０５），７ｄ实验组高于对照组（Ｐ＜０．０１），
１４ｄ和２１ｄ实验组明显高于对照组（Ｐ

%

０．０１）。
见表１。
２．３　两组肺组织细胞ＰＣＮＡ指数

肺组织细胞增殖细胞核抗原 ＰＣＮＡ指数：与对
照组比较，实验组１ｄ、３ｄＰＣＮＡ表达均减弱（Ｐ

%

０．０５），７ｄ开始表达增强，实验组高于对照组（Ｐ＜
０．０１），１４ｄ和 ２１ｄ实验组明显高于对照组（Ｐ＜
０．０１）。见表１。对照组１～２１ｄ均有阳性细胞表达
但较少，主要分布于肺泡上皮细胞，偶见于肺间质细

胞，实验组１ｄ、３ｄ阳性细胞表达受抑，从７ｄ开始
间质中表达增多，１４ｄ和２１ｄ主要分布在肺间质
细胞中。见图２。
２．４　两组肺组织细胞ＣＤＫ４ｍＲＮＡ和ｐ２１ｍＲＮＡ
表达强度

２．４．１　两组肺组织细胞ＣＤＫ４ｍＲＮＡ表达强度　
　两组 ＣＤＫ４ｍＲＮＡ表达强度 １ｄ、３ｄ无差异
（Ｐ

&

０．０５），７ｄ实验组高于对照组（Ｐ
%

０．０５），
１４ｄ、２１ｄ实验组明显高于对照组（Ｐ

%

０．０１）。
见表１和图３。

表１　两组肺组织纤维化评分及ＰＣＮＡ指数、ＣＤＫ４、ｐ２１ｍＲＮＡ的动态变化 （ｘ±ｓ，ｎ＝８）

日龄（ｄ）
肺纤维化评分

对照组 实验组

ＰＣＮＡ指数

对照组 实验组

ＣＤＫ４ｍＲＮＡ

对照组 实验组

ｐ２１ｍＲＮＡ

对照组 实验组

１ ０．７±０．２７ ０．８±０．２７ ６．８４±０．２４ ５．２８±０．９６ａ ９．４３±０．５２ ９．６６±０．８９ １１．３±０．３２ ４８．５７±２．７０ｂ

３ ０．６±０．２２ ０．９±０．４２ ７．２０±０．２０ ６．２８±０．７１ａ ９．５７±１．１８ ９．３４±０．６９ １０．４０±０．５７ ４６．９７±２．３４ｂ

７ ０．９±０．４２ １．８±０．２７ｂ ７．５６±０．８７ １３．１２±１．３８ｂ １０．７１±０．５１ １７．６８±３．１８ａ １０．３７±１．１６ ３２．６９±２．６２ｂ

１４ ０．８±０．３７ ３．２±０．８４ｂ ７．５８±０．４４ ２０．２８±３．６７ｂ １１．９９±１．６１ ２８．９０±２．３６ｂ ９．５１±０．６１ １７．１５±２．２１ａ

２１ ０．８±０．２７ ３．６±０．８９ｂ ７．３４±０．５３ ２５．１８±１．５０ｂ １１．３９±０．９５ ４７．６８±２．３６ｂ ９．５４±１．０２ １４．８９±１．９９ａ

　　与对照组比较，ａＰ
%

０．０５；ｂＰ
%

０．０１

·７９５·
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　　图１　肺组织形态（苏木精伊红染色×２００）。Ａ：对照组３ｄ肺组织形态；Ｂ：实验组３ｄ肺组织形态，肺泡间隔渐增厚，肺
泡间隔有炎性细胞浸润；Ｃ：对照组２１ｄ肺组织形态，随着日龄增加，逐渐肺泡化；Ｄ：实验组２１ｄ肺组织形态，肺泡结构消失，肺间质细

胞明显增加。

　　图２　肺组织ＰＣＮＡ量的表达（免疫组化×４００）。Ａ：对照组７ｄ肺组织ＰＣＮＡ蛋白表达；Ｂ：实验组７ｄ肺组织ＰＣＮＡ蛋
白表达，细胞核染成棕黄色为阳性细胞，和对照组相比，阳性细胞增多；Ｃ：对照组２１ｄ肺组织ＰＣＮＡ蛋白表达；Ｄ：实验组２１ｄ肺组织

ＰＣＮＡ蛋白表达，细胞核染成棕黄色为阳性细胞，实验组随日龄增加，肺间质阳性细胞明显增多，说明细胞增殖明显。

　　图３　肺组织ＣＤＫ４基因的表达（原位杂交×４００）。Ａ：对照组７ｄ肺组织ＣＤＫ４基因的表达；Ｂ：实验组７ｄ肺组织ＣＤＫ４
基因的表达，细胞浆有棕黄色颗粒沉着为阳性细胞，说明ＣＤＫ４表达开始增强；Ｃ：对照组２１ｄ肺组织ＣＤＫ４基因的表达；Ｄ：实验组２１

ｄ肺组织ＣＤＫ４基因的表达，细胞浆有棕黄色颗粒沉着为阳性细胞，说明随着日龄增加，ＣＤＫ４表达明显增强，促进细胞增殖。

　　图４　肺组织ｐ２１基因的表达（原位杂交×４００）。Ａ：对照组３ｄ肺组织ｐ２１基因表达；Ｂ：实验组３ｄ肺组织ｐ２１基因表
达，细胞浆有棕黄色颗粒沉着为阳性细胞；Ｃ：对照组２１ｄ肺组织ｐ２１基因表达；Ｄ：实验组２１ｄ肺组织ｐ２１基因表达，细胞浆有棕黄色

颗粒沉着为阳性细胞，说明随着日龄增加，ｐ２１基因表达下降，对细胞的增殖有抑制作用。

２．４．２　两组肺组织细胞 ｐ２１ｍＲＮＡ表达强度　　
　　实验组１ｄ，３ｄｐ２１ｍＲＮＡ表达明显高于对照
组（Ｐ

%

０．０１），７ｄ实验组高于对照组（Ｐ
%

０．０１）
后持续下降，１４ｄ，２１ｄ仍高于对照组（Ｐ

%

０．０５）。
见表１和图４。
２．５　肺组织细胞ＣＤＫ４ｍＲＮＡ、ｐ２１ｍＲＮＡ表达

肺组织细胞ＣＤＫ４ｍＲＮＡ，ｐ２１ｍＲＮＡ表达分别
与 ＰＣＮＡ呈显著正、负相关（ｒ分别为 ０．８３和
－０．８１，Ｐ

%

０．０５）。

３　讨论

氧疗是早产儿最常见的临床治疗手段，现研究

认为持续吸入高浓度氧（如浓度为０．４～１．０）、高气
压或容量伤、早产和感染是 ＣＬＤ发生的高危因素，
目前将ＣＬＤ定义为生后２８ｄ或矫正胎龄３６周仍需
吸氧者［７］，近年来，曾有学者研究证实［８］：暴露于高

浓度氧１４ｄ的早产大鼠，其病理生理过程和肺组织
形态学改变为纤维化与早产儿ＣＬＤ相似。
·８９５·
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本实验观察早产大鼠持续吸入高浓度氧肺组织

的病理变化，结果发现随着吸氧时间的增加，肺间质

呈局灶性团块状实变发生增生性改变即肺组织纤维

化，同期肺纤维化评分和肺组织的病理改变相一致，

说明随着高氧暴露时间的延长，肺组织的增生性改

变逐渐加重。这与以往的报道相类似［９］。

细胞增殖在器官的生长发育、损伤后的组织重

建中发挥重要的作用，细胞增殖能力的判定指标是

ＰＣＮＡ，它出现在增殖细胞中为 ＤＮＡ复制和修复所
必需，ＰＣＮＡ是判定细胞增殖状态的最有效的标志
物之一［１０］。目前有关高氧对细胞增殖影响的研究

较多，但研究的结果各异，大多数学者的研究结果证

实高氧抑制肺细胞的增殖［１１，１２］，然而亦有相反观

点［１３］。

本实验建立在高氧致 ＣＬＤ的动物模型基础上
采用免疫组化的方法，动态观察肺细胞增殖指数

ＰＣＮＡ，结果发现１ｄ、３ｄ表达降低，７ｄ后持续上
升。该结果提示肺细胞早期增殖受抑，晚期增殖活

跃且以肺间质细胞为主。说明高氧致 ＣＬＤ中随着
吸氧时间的延长存在肺组织间质细胞的过度增殖。

细胞增殖是由细胞周期调控的。在细胞周期中

Ｇ１期是决定细胞增殖状态的关键时期。在 Ｇ１期
ＣｙｃｌｉｎＤ与ＣＤＫ４结合导致 ＣＤＫ４的活化水平增高，
ＣＤＫ４是决定细胞增殖进程的关键分子［１４］。ｐ２１是
周期蛋白依赖性蛋白激酶的抑制物之一，ｐ２１控制
ＣＤＫ酶活性影响细胞周期［１５］，由此可见在细胞周期

的调控中ＣＤＫ４和ｐ２１对细胞的相互作用决定细胞
的增殖进程。细胞周期调控细胞增殖同样见于新生

大鼠肺细胞增殖情况，这在以往的实验中已得到证

实［１６，１７］。

近年来关于细胞增殖研究多用于肿瘤的发生、

发展中。有关高氧致 ＣＬＤ肺细胞过度增殖与细胞
周期调控蛋白的关系目前研究较少。近年来，Ｇａｂｅｎ
等［１８］发现在体外培养的细胞中 ＣＤＫ４有促进成纤
维细胞的增殖作用。在动物实验中 Ｄａｓ等［１９］给予

早产狒狒暴露高氧环境后，ＣＤＫ４和 ＣＤＫ１的表达
均有异常，暴露于高氧６～１４ｄ后抑制肺上皮细胞
的增殖。而在早产１２５ｄ狒狒给予高氧发展成ＣＬＤ
模型中，早期２～６ｄｐ２１的表达较１４～２１ｄ增加３
倍抑制肺上皮细胞的增殖导致肺泡的发育不全，而

且在１４～２１ｄ在间质细胞中有ｐ２１表达，与间质细
胞的增生有关［２０］。另有研究［２１］指出：在 ＡｘＣＡｐ２１
转染的鼠（给予博莱霉素诱导致肺纤维化）中肺组

织炎性细胞和肺纤维化程度较对照组明显减低，而

且同期肺组织羟脯氨酸的含量也明显降低，Ｚｈｏｕ

等［２２］的研究的结果也类似。然而有学者提出相反

的观点，Ｂｌｕｎｄｅｌｌ等［２３］研究表明在博莱霉素诱导的

肺纤维化的模型中ｐ２１ｍＲＮＡ的表达水平在７ｄ和
对照组相比虽有增高但无统计学差异，在１４ｄｐ２１
ｍＲＮＡ在发生纤维化的肺组织中表达明显增加，有
统计学上的意义。

我们应用原位杂交技术，观察 ＣＤＫ４ｍＲＮＡ和
ｐ２１ｍＲＮＡ在ＣＬＤ肺组织细胞中的表达规律，结果
发现：肺组织细胞ＣＤＫ４ｍＲＮＡ的表达１ｄ、３ｄ两组
无差异，７ｄ后持续上升，而且７～２１ｄＣＤＫ４ｍＲＮＡ
的表达与 ＰＣＮＡ之间呈显著正相关。说明 ＣＤＫ４
ｍＲＮＡ的表达增强促进肺细胞的增殖。而肺组织细
胞ｐ２１ｍＲＮＡ的表达１ｄ、３ｄ明显高于对照组，７ｄ
后持续下降，实验组７～２１ｄＰ２１ｍＲＮＡ的表达与
ＰＣＮＡ之间呈显著负相关。说明 Ｐ２１ｍＲＮＡ对肺细
胞的增殖有抑制作用。

本实验结果提示在高氧致 ＣＬＤ肺细胞的过度
增殖中存在的 ＣＤＫ４、ｐ２１的动态变化。肺组织细
胞中 ＣＤＫ４基因表达增强、ｐ２１基因表达水平下降
可能使Ｒｂ蛋白磷酸化增强，加速细胞周期 Ｇ１／Ｓ进
展，最终导致肺细胞的增殖。有关 ＣＤＫ４、ｐ２１是如
何使Ｒｂ蛋白磷酸化加速细胞周期的运转有待于我
们进一步的研究证实。本实验从细胞周期蛋白水平

上阐明了高氧致ＣＬＤ中肺细胞增殖的发生机制，并
随着吸氧时间的延长，肺细胞增殖活跃以间质为主，

肺纤维化也逐渐明显，由此说明肺组织细胞 ＣＤＫ４、
ｐ２１的动态变化与肺细胞增殖、肺纤维化有关，然而
在高氧中ＣＤＫ４、ｐ２１导致肺细胞增殖同时是如何影
响肺纤维化的发生发展还有待于进一步深入的研

究。
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