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论著·实验研究

ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ｐ２１ＣＩＰ１在大鼠肺发育
过程中的动态表达

祝华平　常立文　李文斌

（华中科技大学同济医学院附属同济医院儿科，湖北 武汉　４３００３０）

　　［摘　要］　目的　细胞周期素Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、ｐ２１ＣＩＰ１是主要的肺细胞增殖调控蛋白，参与肺发育、肺损伤修复
过程。本研究观察大鼠肺发育过程中小管期、囊泡期、肺泡期等不同阶段 ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ｐ２１ＣＩＰ１的表达特征。方法　
分别于孕２０ｄ、２１ｄ、生后０ｄ、３ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ取胎鼠或新生鼠肺组织标本（ｎ＝６），用免疫组织化学技术检测
ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２１ＣＩＰ１在大鼠肺发育各期定位表达，免疫印迹半定量检测大鼠肺发育过程中 ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ｐ２１ＣＩＰ１蛋白的
表达。结果　在大鼠肺发育各期中，小管期ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达最强，肺泡期 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达最弱。而 ｐ２１ＣＩＰ１蛋
白表达在小管期最弱，肺泡期最强。在小管期 ＣｙｃｌｉｎＤ１阳性表达主要定位于上皮细胞，ｐ２１ＣＩＰ１表达阴性。囊泡期
ＣｙｃｌｉｎＤ１表达强度明显减弱，ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２１ＣＩＰ１阳性表达主要定位于上皮细胞和间质细胞。肺泡期 ｐ２１ＣＩＰ１表达最
强，ＣｙｃｌｉｎＤ１阳性表达主要定位于间质细胞，ｐ２１ＣＩＰ１阳性表达主要定位于上皮细胞。结论　 大鼠肺发育过程中
ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２１ＣＩＰ１在各期表达部位及数量有差异，在小管期，ＣｙｃｌｉｎＤ１表达最强，细胞增殖活动明显较囊泡期和肺
泡期旺盛，肺泡期ｐ２１ＣＩＰ１表达最强与肺泡分隔及成熟有关。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（５）：３９６－４００］
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　　胎儿及新生儿的肺发育与呼吸系统疾病密切相
关。肺发育过程中，细胞的增殖受细胞周期调控蛋

白的调节，Ｇ１／Ｓ期的转换点是决定细胞增殖的前提
条件，周期素Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、ｐ２１ＣＩＰ１是 Ｇ１期的主要

正调控蛋白和负调控蛋白之一，其动态表达规律及

相互影响在肺发育过程中起着重要作用，已有研究

表明胎鼠及早产大鼠肺组织ｐ５３ｍＲＮＡ的表达自出
生后随鼠龄增加逐渐下降，至生后５ｄ最低；ｐ２１ＣＩＰ１
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ｍＲＮＡ的表达水平在胎龄１９ｄ至生后７ｄ随鼠龄增
加而升高［１］。６０％ 的氧暴露可通过调控 ｐ５３及
ｐ２１ＣＩＰ１途径抑制肺组织细胞增殖，进而导致早产新
生鼠支气管肺发育不良的发生；８５％ 的氧长期暴
露，可引起早产新生大鼠亚急性炎症性肺损伤和肺

发育受抑［２］。但足月新生鼠肺发育过程中细胞周

期调控蛋白的表达变化尚未见报道，深入研究肺发

育过程中细胞周期调控蛋白的表达变化将为新生儿

肺部疾病防治提供理论依据。本研究通过对肺发育

不同阶段ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ｐ２１ＣＩＰ１的表达规律进行观察，
探讨二者对肺发育的影响及意义。

１　材料与方法

１．１　实验动物
健康ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠由本校实验动物

中心提供。体重２００～２５０ｇ的 ＳＤ大鼠雌雄３∶１同
笼过夜，母鼠阴道涂片镜检见精子定为妊娠０ｄ，所
有孕鼠及母鼠、新生鼠给予自由饮食和饮水。

１．２　实验方法
１．２．１　肺组织标本留取　　分别于孕２０ｄ、２１ｄ、生
后０ｄ、３ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ将动物麻醉（苯巴比妥钠
５０ｍｇ／ｋｇ）处死，每一时间点分别取胎鼠或新生鼠６
只留取肺标本，部分标本经４％多聚甲醛固定、石蜡
包埋后切片供组织学检查，部分标本置液氮罐中冷冻

后于 －７０℃ 冰箱保存以备提取肺组织总蛋白。
１．２．２　肺组织形态学检查　　取肺石蜡块５μｍ
切片，常规苏木精伊红（ＨＥ）染色，光镜下观察肺组
织发育情况。

１．２．３　免疫组织化学检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ｐ２１ＣＩＰ１在肺
组织中的表达　　切片常规脱蜡至水，３％ Ｈ２Ｏ２甲
醇溶液灭活内源性过氧化物酶活性，微波修复抗原，

正常山羊血清封闭，滴加一抗（小鼠单克隆ＣｙｃｌｉｎＤ１
抗体，小鼠单克隆 ｐ２１ＣＩＰ１抗体，均为 Ｓａｎｔａｃｒｕｚｅ产
品）。加生物素标记羊抗小鼠ＩｇＧ，滴加辣根过氧化
物酶标记的链霉亲合素工作液（ＳＡ／ＨＲＰ），ＤＡＢ室
温显色，苏木素复染，脱水透明，中性树胶封片。在

高倍镜下观察ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２１ＣＩＰ１表达的分布强度。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２１ＣＩＰ１

表达强度　　冰浴条件下，１ｇ肺组织经匀浆器磨
碎，ＰＢＳ洗涤２次后，加１ｍＬ三去污剂裂解液冰浴
３０ｍｉｎ裂解细胞；４℃，１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃除沉
淀，取上清即为肺组织总蛋白，考马斯亮蓝法对所提

肺组织总蛋白进行蛋白定量，取样本蛋白５０μｇ泳

道上样，进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，半干式电转移将
蛋白转移到硝酸纤维素膜，用封闭液（１×ＴＢＳ，５％
牛奶，０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０）室温封闭１ｈ，洗膜后分别
用工作浓度１∶４００的小鼠抗大鼠ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｐ２１ＣＩＰ１、
βａｃｔｉｎ单克隆抗体为一抗，工作浓度１∶２００的羊抗
小鼠ＩｇＧ为二抗与 ＮＣ膜进行免疫反应，最后用化
学发光法显色，按增强化学发光法说明加入 ＥＣＬ试
剂，室温下温育 ２～４ｍｉｎ后对 Ｘ光片曝光。用
ＧＤＳ８０００型医学彩色图象分析系统扫描曝光后显
示Ｘ光片上的显影条带，测定各显色条带的 Ａ值，
并进 行 光 密 度 扫 描 分 析，以 ｐ２１ＣＩＰ１／βａｃｔｉｎ、
ＣｙｃｌｉｎＤ１／βａｃｔｉｎ曝光后显影条带 Ａ值比值分别代
表ｐ２１ＣＩＰ１、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达的相对含量。
１．３　统计学分析

采用ＳＡＳ软件进行统计学分析，计量资料用均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方差
分析及ｑ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　肺组织形态学
大鼠胎龄２０ｄ时，肺发育处于小管期，支气管

及细支气管的管腔变大，细支气管盲端扩张形成终

末囊泡，以后发育成肺泡管，间质中出现毛细血管；

生后３ｄ时，肺组织基本结构为终末囊泡，腔大壁
厚，有嵴突向腔内，囊泡内可见许多间质细胞，肺泡

数目少；７ｄ时，嵴明显增多，肺泡数目显著增多；１４ｄ
时，肺泡数目增多更显著，肺组织基本结构单位为肺

泡，但肺泡壁较厚，仍有较多间质细胞；２１ｄ时肺泡
数目较１４ｄ时无明显增加，但腔小壁薄，间质细胞
少或消失。见图１。
２．２　ＣｙｃｌｉｎＤ１和ｐ２１ＣＩＰ１在肺组织中的表达

免疫组化结果显示 ＣｙｃｌｉｎＤ１阳性表达定位于
胞核。胎龄２０、２１ｄ时，ＣｙｃｌｉｎＤ１在所有的肺间隔
表现一定程度的阳性核染色，气道和远端上皮表现

出强染色，上皮细胞及间质细胞均可见表达，但以上

皮细胞表达为主；以后表达强度逐渐减弱，于生后第

２１天最弱，表达部位逐渐变为以间质细胞为主。见
图２。

免疫组化ｐ２１ＣＩＰ１阳性表达定位于胞核。在胎龄
２０、２１ｄ时，ｐ２１ＣＩＰ１呈阴性表达，其后表达逐渐增加，
于生后第２１天时达高峰，但表达强度仍较弱且以上
皮细胞为主。见图３。

·７９３·
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　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，ＣｙｃｌｉｎＤ１在胎龄２０ｄ时
表达最高（０．４２±０．０３），随后逐渐降低，持续至生
后２１ｄ最低（０．０７±０．０２）。在胎龄２０ｄ时 ｐ２１ＣＩＰ１

表达水平最低（０．０２３±０．００２），其后表达逐渐增
加，持续至生后２１ｄ最高（０．３３±０．０３）。见图４。
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　　图４　不同时间点大鼠肺组织 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｐ２１ＣＩＰ１蛋白表
达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　ａ：与胎龄２０ｄ、２１ｄ比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与０ｄ

比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与３ｄ比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

大鼠肺发育分假腺体期、小管期、囊泡期、肺泡

期和成熟期等 ５期，其中肺小管期（胎龄 １９～
２０ｄ）、囊泡期（出生至生后３ｄ）、肺泡期（生后５ｄ
至生后２１ｄ）是肺发育的关键时期［３］。研究肺发育

过程中增殖相关基因表达的特点，对探讨肺发育过

程中的相关机制有重要意义。

细胞增殖有赖细胞周期活动，而细胞周期的完

成有赖于正、负调控蛋白之间的平衡。Ｇ１后期存在
一限制点，Ｇ１期内调控蛋白合成累积到使细胞越过
此限制点，就出现不依赖于胞外刺激生长因子（ＧＦ）
而完成细胞周期的现象［４］。与 Ｇ１期有关的周期素
有 Ｄ、Ｅ、Ｃ型，ＣｙｃｌｉｎＤ（包括 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｙｃｌｉｎＤ２、
ＣｙｃｌｉｎＤ３）在正常细胞中的功能是促进细胞周期，与
细胞增殖有关。其中 ＣｙｃｌｉｎＤ１在进入细胞周期即
有表达，Ｇ１后期达高峰，是控制 Ｇ１期转换到 Ｓ期
（Ｇ１／Ｓ）的关键因子，ＣｙｃｌｉｎＤ１决定了Ｇ１期时间［５］。

ｐ２１的表达与细胞周期的抑制相关，主要通过以下
两个机制抑制细胞周期：①ｐ２１Ｎ末端与周期素
ＣＤＫ复合物结合，使ＰＲｂ磷酸化不能释出细胞转录
活化因子Ｅ２Ｆ，从而使细胞周期停滞；②与细胞增殖
核抗原（ＰＣＮＡ）结合形成 ｐ２１ＰＣＮＡ周期素ＣＤＫ，
从而ＤＮＡ复制受阻，使细胞周期停滞于 Ｇ１期［６］。

因此ｐ２１作为一个可诱导的生长抑制剂，使细胞脱
离细胞周期，发生分化，在个体发育中有重要意义。

本研究结果表明在肺发育过程中的不同时期，

ＣｙｃｌｉｎＤ１和 ｐ２１ＣＩＰ１均有不同程度的表达，其表达部
位和表达量在不同时期有差异。在小管期阶段，细

胞的增殖活动明显旺盛，ＣｙｃｌｉｎＤ１阳性细胞数量多，
集中分布于支气管黏膜上皮、远端肺泡上皮，而间质

中仅可见少量，呈散在分布状态，ｐ２１ＣＩＰ１呈阴性。以
后，随原始肺泡发育，肺呼吸部逐渐形成，胎肺处于

精细结构的调整阶段，上皮细胞仍呈现活跃增殖状

态，各级支气管壁散在可见 ＣｙｃｌｉｎＤ１阳性细胞的表
达，数量较小管期减少。小管期、囊泡期以ＣｙｃｌｉｎＤ１
的表达为主，可能与主要参与肺泡上皮增殖及支气

管、血管等形成有关，其作用在于增大肺的体积及建

立气体交换的表面积。而后 ＣｙｃｌｉｎＤ１表达虽然逐
渐降低，但直至生后２１ｄ仍有表达，说明在生后肺
持续发育。而 ｐ２１ＣＩＰ１的表达方式则相反，小管期
ｐ２１ＣＩＰ１表达阴性，囊泡期 ｐ２１ＣＩＰ１明显升高，表达部位
主要定位在上皮细胞和间质细胞。囊泡期肺上皮和

间质细胞 ｐ２１ＣＩＰ１表达逐渐增多，其作用可能在于遏
制支气管树的继续分支，减少间质厚度使毛细血管

更贴近气道的上皮，以适应气 －血屏障的建立。肺
泡期，肺的形态发育已趋于完成，进入微细结构的精

细调整阶段，尤其是远端终末囊泡向成熟肺泡的演

化，ｐ２１ＣＩＰ１表达作用可能在于促进细胞分化，抑制细
胞增殖。在肺泡形成及再分的关键时期（肺泡期）

浓度达高峰，且表达越强，肺泡发育越成熟。此期肺

泡分隔频繁，成纤维细胞凋亡，使肺泡壁变薄［７］，故

推测ｐ２１ＣＩＰ１与肺泡分隔及成熟有关。Ｏ′Ｒｅｉｌｌｙ等［８］

研究发现ｐ２１可抑制氧气暴露的肺细胞增殖，当用
氧气和机械通气治疗早产儿慢性肺疾病时，肺上皮

和基质细胞增殖就会发生紊乱，ｐ２１在新生儿慢性
肺疾病紊乱的细胞增殖和肺泡增生中发挥重要作

用。丁璐等［９］发现新生大鼠暴露于９５％的高氧中
３ｄ、７ｄ、１４ｄ，肺细胞凋亡指数均较同龄空气对照组
明显增加，凋亡细胞以肺泡上皮细胞、血管内皮细胞

和小气道上皮细胞为主，表明细胞凋亡是高氧肺损

伤的重要病理改变特点。李玉祥等［１０］研究表明在

高浓度供氧下，肺组织通过暂时上调 ｐ５３基因的表
达，介导细胞周期停滞，阻止 Ｇ０／Ｇ１期细胞进入 Ｓ
期，抑制细胞分裂、增殖，同时ｐ５３促进细胞凋亡，从
而导致肺生长发育受阻和肺损伤。王伟等［１１］观察

宫内脂多糖炎性预敏及生后６０％氧暴露对肺增殖
性细胞核抗原（ＰＣＮＡ）及肺细胞凋亡影响的动态变
化规律及Ｂｃｌ２家族中 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２基因的表达对肺
细胞凋亡的调控作用，发现宫内炎性预敏及生后高

氧暴露可抑制肺细胞增殖，可能通过提高Ｂａｘ／Ｂｃｌ２
的表达途径使肺组织细胞过度凋亡，进而导致 ＢＰＤ
·９９３·
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的发生。

综上所述，肺发育过程中肺细胞增殖和凋亡相

关基因在时间和空间上的有序表达使新生肺得以正

常发育。一旦某些病理或致畸因素如早产、宫内炎

症、高氧暴露等的干扰出现于肺发育的不同时期，则

可能导致肺细胞增殖和凋亡平衡紊乱，进而导致肺

发育的异常。因此，深入研究肺发育过程中细胞周

期调控蛋白的表达变化将为新生儿肺部疾病治疗与

预防提供理论依据。
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·消息·

国家级儿童保健继续医学教育高级学习班通知

２０１１年第１１期卫生部国家级儿童保健继续医学教育高级研修学习班将由重庆医科大学主办。授予学员国家级
继教Ｉ类学１０分。

一、讲授内容

特别邀请上海复旦大学儿科医院徐秀教授、上海儿童医学中心李斐博士副教授、上海复旦大学儿科医院《循证儿

科杂志》编辑部张崇凡主任、重庆医科大学儿童医院杨锡强教授、北京和睦家医院ＣａｒｌｙｎｎＹ．Ｓｚｅ营养师、重庆医科大
学儿童医院熊丰教授授课。教学内容包括国内外儿童生长营养指南介绍、儿童体格生长评价与应用、儿童营养研究进

展（肠道发育、进食技能发育、益生菌、贫血研究进展、…）、发育行为儿科学的发展、行为发育学的神经学基础、临床营

养师在临床疾病中作用、临床科研文章的撰写、以及学科建设与发展等最新知识。

二、报名时间：２０１１年５月１日～７月２日
三、学习时间：２０１１年７月３日～６日
四、报名费：６００元（住宿、资料回地位报销）
五、联系人：重庆医科大学儿童医院儿保科　　胡燕　蒋志阳　刘晓　　邮编：４０００１４
　 电话：０２３－６３６２２７６４　　Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｎｇ＿１１００＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ；ｃａｒｅｔｏｏ＠１６３．ｃｏｍ

重庆医科大学儿童医院 儿保科
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