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E2F1 蛋白在高氧致慢性肺疾病早产鼠肺组织的动态表达及意义

赵诗萌，张良，吴红敏

( 中国医科大学附属第一医院新生儿科，沈阳 110001)

[ 摘要 ] 目的：通过检测 E2F1 蛋白在高氧致慢性肺疾病早产鼠肺组织中的动态表达，初步探讨 E2F1 蛋白与慢性

肺疾病肺间质纤维化发生发展的关系。方法：剖宫术取出孕 21 d Wistar 大鼠作为早产鼠，生后 12 h 随机分为高氧组

和对照组，高氧组持续暴露于 90% 氧气中，空气组置于同一室内常压空气中。分别于暴露 3，7，14 d 时，每组取动

物 10 只，留取其肺组织标本。应用 HE 染色观察不同时间点其肺组织病理改变，在光镜下进行肺组织纤维化评分，

并采用免疫组织化学法及 Western 印迹检测不同时间点肺组织 E2F1 蛋白的表达。结果：早产鼠高氧暴露 3 d 后未出

现纤维化改变，7 d 后出现少许纤维化改变，14 d 后纤维化改变明显；E2F1 在高氧暴露 3 d 在肺组织中 E1F1 蛋白表

达虽较同时间点空气组有所升高，但差异无统计学意义 (P>0.05)，高氧暴露 7 d 及 14 d E2F1 蛋白表达明显高于同时

间点空气组 (P<0.05，P<0.01)。结论：高氧导致早产鼠肺组织 E2F1 表达持续性增高，其异常表达可能是导致肺成纤

维细胞过度增殖，最终发生肺间质纤维化的重要原因。

[ 关键词 ]   高氧；早产儿；慢性肺疾病；肺间质纤维化；E2F1 蛋白
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Dynamic expression of E2F1 in lung of premature rats with 
hyperoxia-induced chronic lung disease and its significance
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ABSTRACT Objective: To determine the dynamic expression of E2F1 in lung of premature rats with hyperoxia-
induced chronic lung disease and the relation between E2F1 and pulmonary fibrosis.

 Methods: Premature Wistar rats at 21 days gestation were randomly and equally divided into a 
hyperoxia group and a room air group. The hyperoxia group was continuously exposed to hyperoxia 
(90%) while the air group in room air. Lung tissues in the 2 groups were obtained at 3, 7 and 14 days 
after exposing to either room air or hyperoxia. The changes of pulmonary histopathology at different 
time points were observed by hematoxylin and eosin staining; the severity of pulmonary fibrosis 
was evaluated; and the expression of E2F1 in lung tissue was detected by immunohistochemistry 
and Western blot.

 Results: After 3 days of hyperoxia, no significant interstitial fibrosis was observed; while after 7 
days in the hyperoxia group, interstitial fibrosis was observed. These changes became more obvious 
after 14 days of prolonged hyperoxia exposure. No significant difference in the expressions of 
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氧疗是早产儿低氧性呼吸衰竭最主要的治疗手

段和抢救措施，但用氧不当或长期用氧可导致氧中

毒，引起相关并发症，早产儿慢性肺疾病 (chronic 
lung disease， CLD) 是氧疗最常见的肺部并发症。现

已证实，CLD 晚期病理结局是不可逆转的肺间质纤

维化 [1]，表现为肺成纤维细胞的过度增殖 [2–3]，其细

胞水平的发病机制目前尚不清楚。E2F1 蛋白是细胞

周期 G1 期向 S 期过渡的重要调控因子，可通过调节

一系列细胞增殖相关基因 ( 如 PCNA，cdk2，cmy-c，

Tx) 在调节细胞周期进程和调节细胞增殖过程中起

着关键作用，E2F1 过表达可刺激细胞的增殖。本研

究通过制备高氧肺损伤新生大鼠动物模型，检测其

肺间质纤维化不同发展阶段肺组织 E2F1 蛋白的表

达，探讨 E2F1 蛋白在高氧致肺间质纤维化发生发展

中的作用。

1  材料与方法

1.1  材料

健康成年 Wistar 大鼠 2~3 月龄，雌性 40 只，雄

性 10 只，由中国医科大学动物部提供。鼠抗人 E2F1
蛋白单克隆抗体、兔抗人 β-actin 单克隆抗体购自美

国 Santa Crus 公司。通用型 SP 系列工作液试剂盒 (SP-
9000)、DAB 显色剂及碱性磷酸酶标记的二抗购自北

京中杉生物公司。

1.2  方法

1.2.1��动物模型制备及分组

    成年 Wistar 雌性大鼠，体质量 201~243 g( 平

均体质量 232 g)，与健康 Wistar 雄性大鼠 ( 按雌 :

雄 =4:1) 夜间合笼。次日阴道分泌物涂片，如镜下

检测发现精子，则以当天确定为妊娠第 1 天，待孕

21 d 行剖宫产，取出的新生鼠即为早产鼠，将复苏

成功的早产鼠用代母鼠喂养。新生鼠随机分为空气

组和高氧组，高氧组于生后 12 h 内 ( 连同母鼠 ) 置

于玻璃氧箱 (60 cm×50 cm×40 cm) 中，持续输入氧

气，维持吸入氧浓度 (fraction of inspired oxygen，

FiO2)90%，用钠石灰吸收 CO2，使其浓度 <0.5%。

温度 22~25 ℃，湿度 50%~70%，每天定时开箱 30 
min，添加水、饲料及更换垫料，并与空气组交换母

鼠以免因氧中毒而导致喂养能力下降。空气组 FiO2

为 21%，饲养条件与高氧组相同。

1.2.2��HE 染色判定肺组织纤维化程度

石蜡切片经 HE 染色后，每组动物各时间点随

机抽取切片 10 张，于 10 倍光镜下依肺纤维化程度

进行双盲评定，设为 0~8 分。1 分：肺泡或细支气

管壁少许纤维化；2~3 分：中度纤维化，但无肺泡

结构改变；4~5 分：有明确的肺泡结构变化 ( 肺泡

壁明显增厚 ) 和纤维小结形成；6~7 分：严重的肺

泡结构改变和大片纤维化；8 分：完全纤维化。

1.2.3��免疫组织化学检测肺组织中 E2F1 蛋白表达  
标本经无菌取材后，置于 10% 中性福尔马林固

定脱水，石蜡包埋，4 μm 连续切片。实验步骤严格

按照试剂盒说明步骤进行，抗原修复用热修复的方

法，E2F1 用 pH=6.0 的柠檬酸缓冲液，滴加鼠抗人

E2F1 单克隆抗体 (1:100)， DAB 显色，PBS 代替一抗

作为空白对照。细胞核有黄色或棕黄色颗粒为 E2F1
蛋白阳性表达，每组动物各时间点随机抽取切片 10
张，每张切片随机选取 5 个视野，固定窗口面积，

蛋白半定量应用美国 Universal ImagingPorporation
图像分析系统，应用 Meta Morph 软件分析阳性细

胞的着色强度，以平均灰度值代表强度。

1.2.4��Western 印迹检测肺组织中 E2F1 蛋白表达

从液氮中取出冻存的标本，将组织块剪碎，

加入细胞裂解液提取总蛋白，酚试剂法进行蛋白定

量。SDS-PAGE 凝胶电泳并转至 PVDF 膜。一抗为

鼠抗人 E2F1 单克隆 IgG 抗体，4 ℃过夜，二抗 ( 抗

鼠，IgG-)37 ℃孵育 2 h，显色，观察结果。以 β-actin
蛋白表达为内参，采用 GIS-2020 凝胶成像分析系统

扫描分析结果，对蛋白质含量进行密度分析，以相

对灰度值代表蛋白质表达量。 

E2F1 protein was found between the hyperoxia group and the room air group 3 days postnatally 
(P>0.05). The expression of E2F1 in the hyperoxia group significantly increased 7 days and 14 days 
postnatally (P<0.05, P<0.01).

 Conclusion: Abnormality of E2F1 expression is involved in the pathological process of the 
proliferation of lung fibroblasts in hyperoxia-induced chronic lung disease neonatal rats, and it plays 
an important role in lung fibrosis.

KEY WORDS hyperoxia; premature infant; chronic lung disease; interstitial fibrosis; E2F1
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1.3  统计学处理
所有数据均采用 SPSS13.0 统计软件包进行统

计学分析，数据用均数 ± 标准差 (x±s) 表示，两样

本比较用 t 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结   果

2.1  早产鼠肺组织的病理变化及肺组织纤维化评分
空气组暴露 3，7，14 d，肺组织发育逐渐成

熟，肺泡结构逐渐规整，大小均匀，肺泡间隔薄，

各时间点肺组织形态无明显改变。高氧暴露 3 d，与

空气组比较无较大差异；高氧暴露 7 d， 肺泡壁略

增厚，肺泡或细支气管壁少许纤维化；高氧暴露 14 
d 时纤维化改变明显，可见纤维束或纤维小结，肺

间质内可见大量肺成纤维细胞 (lung fibrolasts，LFs)
增生。高氧暴露 7，14 d 组早产鼠肺纤维化评分明

显高于同时间点空气组 (P<0.05，P<0.01；表 1)。

2.2  早产鼠肺组织中 E2F1 蛋白表达
免疫组织化学的结果显示：生后 3 d 时，空气

组和高氧组 E2F1 蛋白的表达无明显差异 (P>0.05)；
生后 7，14 d 时，高氧组 E2F1 蛋白的表达明显高于

同时间点空气组 (P<0.01；图 1，表 2)。

Western 印迹结果显示：生后 3 d 时，空气组和

高氧组 E2F1 蛋白的表达无明显差异 (P>0.05)；生

后 7，14 d 时，高氧组 E2F1 蛋白的表达明显高于同

时间点空气组 (P<0.05，P<0.01；图 2，表 3)。

表 1    早产鼠肺组织纤维化评分比较 (n=10，x±s )

Table 1    Score of lung �brosis of premature  rats (n=10, x±s)
  组别 3 d 7 d 14 d

空气组 0.35±0.15 0.58±0.14 0.65±0.27

高氧组 0.39±0.09  1.25±0.22*   4.23±0.52**

与同时间点空气组比较，*P<0.05，**P<0.01。

表 2   各组肺组织 E2F1 蛋白表达免疫组织化学半定量分析 

(n=10，x±s)

Table 2   Expressions of E2F1 in lung tissues detected by 

immunohistochemistry (n=10, x±s)
  组别 3 d 7 d 14 d

空气组 90.25±8.54 95.48±9.04 102.43±10.77

高氧组 96.49±7.41   115.27±10.13**   142.80±12.85**

与同时间点空气组比较，**P<0.01。

图 1   各组肺组织 E2F1 蛋白表达 (SP，×200)。A：空气组 3 d；B：高氧组 3 d；C：空气组 7 d；D：高氧组 7 d；E：空气组

14 d；F：高氧组 14 d。

Figure 1   Immunohistochemistry showing the E2F1 protein expression in each group(SP, ×200). A: Air group 3 d; B: Hyperoxia group 

3 d; C: Air group 7 d; D: Hyperoxia group 7 d; E: Air group 14 d; F: Hyperoxia group 14 d.

A                                                                                                  B                                                                                                   C

D                                                                                                  E                                                                                                   F
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3  讨   论

细 胞 周 期 的 调 控 是 一 个 由 多 基 因 参 与 的 多

步 骤 过 程， 涉 及 到 多 种 细 胞 因 子。 其 中，P16-  
c ycl inD1- CDK4/6-R B -E2F 蛋 白 调 控 环 路 是 细 胞

周期调控过程中一条重要的细胞调节通路。正常

情况下，CDK4 与 Cycl in  D 结合，促使 R b 蛋白磷

酸化而失活，E2F 转录因子的释放，正调节细胞增

殖周期。P16 蛋白能与 CyclD1 竞争性结合 CDK4
并 使 之 灭 活， 阻 止 R b 蛋 白 磷 酸 化， 从 而 负 调 节

细胞增殖周期。E2F1 是 E2F 转录因子家族成员之

一，具有促进 G 0/G 1 与 S 期转换的作用，是调节

DNA 合成与修复、细胞分裂和凋亡的关键转录因

子。游离 E2F1 具有结合活性 , 它与一些细胞周期

调控基因启动子上的 E2F 结合位点结合，从而促

进这些基因的表达，推动细胞周期进展，引起细

胞增殖 [4]。

研究 [5–6] 表明： E2F1 在非小细胞肺癌和乳腺

癌中表达明显增高，认为 E2F1 是又一新的肿瘤增

殖标记物，而且是影响患者预后的重要因子。此

外，E2F1 过表达的食管癌患者预后差 [7]。因此，

E2F1 在肿瘤发生发展中的作用不容置疑。在非肿

瘤 细 胞 的 异 常 增 殖 过 程 中，E2F1 基 因 也 起 着 重

要的作用。谢庆祥等 [8] 证实，E2F1 基因参与了肾

间质细胞增殖过程，尤其与肾纤维化进程密切相

关。 张 怀 军 等 [ 9 ] 通 过 对 正 常 皮 肤、 正 常 瘢 痕 组

织和病理性瘢痕组织的 E 2 F 1 的基因水平进行检

测 发 现， E 2 F 1 基 因 在 病 理 性 瘢 痕 组 织 中 表 达 增

高，对瘢痕组织中细胞的增殖起着重要的作用。

肺间质纤维化是早产儿慢性肺疾病的晚期最

重要的病理结局，主要表现为过度增殖的肺成纤维

细胞沉积于肺间质或替代正常的肺上皮。研究证

实，高氧可导致早产鼠肺组织 p16 基因启动子的甲

基化异常，使 p16 基因表达失活 [10]，而 P16 蛋白低

表达使得磷酸化的 RB 蛋白表达增加，导致 RB 蛋

白功能障碍，解除了 RB 蛋白对细胞周期的抑制，

细胞过度增殖 [11]，从而促进肺纤维化的发生发展。

那么作为 P16 与 RB 的下游基因，E2F1 在肺间质纤

维化的发生发展过程中起着怎样的作用，就是本研

究试图弄清的问题。本研究采用高氧致早产鼠 CLD
模型，发现吸入 90% 的氧 3 d 肺组织尚未出现纤

维化改变，7 d 时肺组织出现肺泡壁略增厚，肺泡

或细支气管壁少许纤维化，14 d 时纤维化改变明

显，可见纤维束或纤维小结，肺间质内可见大量

LFs 增 生。 免 疫 组 织 化 学 及 Wester n 印 迹 结 果 均

显示：持续暴露于 90% 高氧环境中 3 d，肺组织

E2F1 蛋白表达量与空气对照组无明显差异，而 7
和 14 d 的肺组织 E2F1 蛋白表达量较空气对照组

均明显增高，表现出明显的时间依赖关系，且与

CLD 肺间质纤维化的病理改变相一致，说明 E2F1
的过表达可能促进了肺间质纤维化的发生发展。

本研究首次提出细胞周重要的调控因子 E2F1 蛋

白在肺纤维化中的作用，为肺间质纤维化的防治

提出新的思路。
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