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［摘要］　目的：探讨支气管哮喘（哮喘）小鼠肺组织中水通道蛋白５（ａｑｕａｐｏｒｉｎ５，ＡＱＰ５）和黏蛋白５ＡＣ（ＭＵＣ５ＡＣ）的变化及

地塞米松对其的调节作用。方法：雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠４８只，随机分为对照组、哮喘组和地塞米松干预组，每组１６只。测定各

组小鼠肺组织病理变化及湿／干质量比值，应用实时定量ＰＣＲ法测定其肺组织中 ＡＱＰ５和 ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ的表达，应用免

疫组化法测定各组ＡＱＰ５蛋白在肺组织中的分布，免疫印迹法测定 ＡＱＰ５蛋白在肺组织中的表达。ＥＬＩＳＡ法测定各组支气

管肺泡灌洗液中 ＭＵＣ５ＡＣ的含量。结果：哮喘组小鼠肺组织中ＡＱＰ５表达较对照组明显降低［ｍＲＮＡ减少（４２．５±３．６）％，

蛋白质减少（６４．３±８．２）％］。而 ＭＵＣ５ＡＣ表达显著升高［ｍＲＮＡ升高（９３．３±８．１）％；蛋白质水平升高（９８．３±７．２）％］。地

塞米松分别负调节其表达 （与模型组比较Ｐ＜０．０５）。结论：哮喘小鼠肺组织中ＡＱＰ５表达明显降低可能与气道 ＭＵＣ５ＡＣ
表达的升高有关，地塞米松对其显著负调节从而改善气道黏液高分泌、炎性浸润和肺水渗出的病理生理过程。
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特征，而气道腔被黏液栓阻塞是一个重要的致死因
素［１］。现在对哮喘黏液高分泌的治疗聚焦在雾化盐
水稀释ＤＮＡ分裂酶来减少痰的黏稠度，激动剂刺
激纤毛活化等［２］。近年来研究表明该类疾病的急性
发作期或晚期阶段的黏液潴留，除黏蛋白（黏液中决
定黏弹性的蛋白）的绝对量增多外，还与黏蛋白／水
盐比例失衡有关［１２］。而参与肺水转运过程中一个
重要的蛋白为水通道蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎ，ＡＱＰ）。

　　自从２０世纪末Ａｇｒｅ克隆并鉴定了水通道蛋白

１以来［３］，人们已经发现１３种 ＡＱＰ表达于哺乳细
胞中，有６种表达于肺［４］，在肺水转运过程中起到不
可低估的作用，其中以 ＡＱＰ５表达为最多。ＡＱＰ５
广泛分布于肺泡Ⅰ型上皮细胞的腔顶面，还位于鼻
咽和呼吸道黏膜下腺上皮细胞腔顶面及气道上皮细

胞腔膜面。有关ＡＱＰ在肺各种病理生理状态下作
用的研究有诸多进展，但是 ＡＱＰ５在哮喘发生发展
中作用的相关研究还未见报道。

　　既往研究表明 ＭＵＣ５ＡＣ（黏蛋白５ＡＣ）的高表
达在哮喘小鼠杯状细胞组织变形发展过程中是重要

标志［２］。本研究就哮喘小鼠模型肺组织中ＡＱＰ５和

ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ 和蛋白水平的变化研究其相关
性，并加用糖皮质激素干预，进一步阐明ＡＱＰ５对黏
液高分泌的可能作用及糖皮质激素治疗支气管哮喘

的相关机制。

１　材料和方法

１．１　小鼠哮喘模型制作与分组　６～８周龄清洁级
雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠４８只（购自复旦大学上海医学
院动物部），体质量１８～２０ｇ，随机分为对照组（ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组）、哮喘组（ＯＶＡ组）和地塞米松干预组（Ｄｅｘ
组），每组１６只。哮喘模型的制作参照文献方法［５］

进行，即小鼠在第０天和第１４天分别腹腔注射０．２
ｍｌ含２０μｇ卵蛋白（ＯＶＡ，Ｖ 级，Ｓｉｇｍａ公司）及

２．２５ｍｇ氢氧化铝凝胶的ＰＢＳ溶液进行致敏，然后
在第２５～２９天以１％ＯＶＡ的ＰＢＳ溶液（１ｇＯＶＡ／

１００ｍｌ１×ＰＢＳ）分别雾化吸入进行激发，每天１次，
每次３０ｍｉｎ；地塞米松干预组于激发前３０ｍｉｎ予地
塞米松１．０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，余同哮喘组；对照组以

ＰＢＳ溶液代替ＯＶＡ致敏和雾化吸入激发。

１．２　肺组织处理　小鼠于末次激发２４ｈ后腹腔注
射１％戊巴比妥钠０．１ｍｌ麻醉、固定，每组取８只，暴
露胸腔，结扎右肺，切除后上中叶迅速放入－８０℃冰
箱用作ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和蛋白质测定；下叶称湿质量后
放入５６℃恒温箱烤干，７２ｈ后（至衡质量）称干质量，
计算湿／干质量比值；然后将一导管插入气管，手术线

结扎，以距水平１５ｃｍ高度重力作用沿导管注入４％
多聚甲醛使左肺充盈，拔除导管，同时结扎气管离体
后再浸入４％多聚甲醛中固定２４ｈ。备用于病理切片
及免疫组化。每组的另８只行支气管肺泡灌洗，无需
开胸，直接气管插管，用１ｍｌ注射器取生理盐水１ｍｌ
经气管套管冲洗双侧支气管肺泡，反复注入回吸３次
后回抽液体，如此重复３次，回收得支气管肺泡灌洗
液（ＢＡＬＦ）约２．７ｍｌ。混匀ＢＡＬＦ，离心，留上清于－
８０℃，用作 ＭＵＣ５ＡＣ测定。

１．３　实验方法

１．３．１　病理切片及染色　固定于４％多聚甲醛的
肺组织，常规脱水，石蜡包埋，切片（厚度为５μｍ）。

ＨＥ染色，以观察炎症细胞浸润。常规 ＡＢＰＡＳ染
色，观察气道黏膜杯状细胞数量以及管腔内黏液分
泌。ＡＢＰＡＳ染色步骤为：切片用蒸馏水脱蜡，１％
过碘酸水溶液氧化１０ｍｉｎ，蒸馏水洗３次，ＡＢＰＡＳ
液染色１０ｍｉｎ。流水冲洗５ｍｉｎ，苏木精染色１～２
ｍｉｎ，无水乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封固。各
组切片取同一级支气管水平进行病理评分，具体方
法参照文献［６］。

１．３．２　ＥＬＩＳＡ测定ＢＡＬＦ上清中 ＭＵＣ５ＡＣ的含
量　按照试剂盒（购于武汉中美科技有限公司）说明
书步骤进行测定。

１．３．３　免疫组化法检测肺组织 ＡＱＰ５分布及变
化　采用ＳＰ法，切片经常规脱蜡、水化后，用３％过氧
化氢去除内源性氧化酶，微波抗原修复，余步骤按试剂
盒说明书进行。用已知阳性片作为阳性对照，以ＰＢＳ
代替一抗作为阴性对照，抗ＡＱＰ５抗体购自Ｃｈｅｍｉｃｏｎ
公司，ＳＰ试剂盒和ＤＡＢ显色试剂盒均购自武汉博士德
生物技术有限公司。ＡＱＰ５抗体稀释浓度为１４００。
细胞胞质呈棕黄色着染者为阳性表达细胞。

１．３．４　 实 时 定 量 ＰＣＲ 检 测 肺 组 织 ＡＱＰ５ 和

ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ表达　采用ＴＲＩｚｏｌ试剂（购自Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）参照说明书提取各组小鼠的肺组织总

ＲＮＡ，取２μｇＲＮＡ逆转录（逆转录酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ
公司）合成ｃＤＮＡ，其中２μｌｃＤＮＡ为模板扩增，ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ购 自 ＡＢＩ公 司，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 仪 为 ＡＢＩ
ＰＲＩＳＭ７９００，肌动蛋白βａｃｔｉｎ为内参照，并设阴性对
照。反应条件相同。引物序列：βａｃｔｉｎ，上游５′ＡＣＧ
ＧＣＣＡＧＧ ＴＣＡ ＴＣＡＣＴＡ ＴＴＧ３′，下游５′ＧＧＡ
ＴＧＣＣＡＣＡＧＧ ＡＴＴ ＣＣＡ Ｔ３′（产物９３ｂｐ）；

ＭＵＣ５ＡＣ，上游５′ＴＧＴＴＣＴＡＴＧ ＡＧＧＧＣＴＧＣＧ
ＴＣＴ３′，下游５′ＡＴＧＴＣＧＴＧＧＧＡＣＧＣＡＣＡＧＡ
３′（产物１０２ｂｐ）；ＡＱＰ５，上游５′ＧＣＧＣＴＣＡＧＣ
ＡＡＣＡＡＣＡＣＡ ＡＣ３′，下游５′ＧＴＧ ＴＧＡ ＣＣＧ
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ＡＣＡＡＧＣＣＡＡＴＧ３′（产物１４９ｂｐ）。

１．３．５　免疫印迹分析ＡＱＰ５蛋白的表达　常规提取
肺组织蛋白质，ＢＣＡ法定量，取５０μｇ样品加入等体
积的２×ＳＤＳＰＡＧＥ样品缓冲液，沸水煮５ｍｉｎ，进行

ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳。其后转移至ＰＶＤＦ膜，按免疫
印迹试剂盒（购于康成生物公司）说明步骤操作。暗
室曝光、显影后用凝胶成像机测灰度，取均值。

１．４　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ
１１．０软件，对两组间均数进行ｔ检验。

２　结　果

２．１　哮喘模型的建立

２．１．１　病理切片嗜酸粒细胞（ＥＯＳ）浸润　哮喘组小
鼠气道和血管周围有大量的嗜酸粒细胞浸润，较对照
组明显增多（图１Ａ、１Ｂ）；地塞米松干预组较哮喘组则
明显减轻，但仍比对照组增多（图１Ｃ）。每张切片选５
视野计数评分ＥＯＳ浸润程度，计算每组平均数和标
准差，比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ｄ）。

２．１．２　气道上皮杯状细胞增生　哮喘组小鼠气道
上皮有大量杯状细胞增生，ＡＢＰＡＳ染色胞质呈紫
红色（图１Ｅ、１Ｆ）；地塞米松干预组较哮喘组则明显
减轻，但仍比对照组增多（图１Ｇ）。每张切片观察５
个气道，杯状细胞与气道上皮细胞数量比例进行评
分，各组比较有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ｈ）。

图１　小鼠肺病理切片ＨＥ染色（ＡＤ）和ＡＢＰＡＳ（ＥＨ）染色结果

Ｆｉｇ１　ＨＥ（ＡＤ）ａｎｄＡＢＰＡＳ（ＥＨ）ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｌｕｎｇｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｍｉｃｅ
Ａ，Ｅ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）；Ｂ，Ｆ：ＯＶＡｇｒｏｕｐ（ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）；Ｃ，Ｇ：Ｄｅｘｇｒｏｕｐ（ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：

×４００）；Ｄ：ＨｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｏｆＥＯＳ（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）；Ｈ：ＡＢＰＡＳｓｃｏｒｅ（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）；Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＡｇｒｏｕｐ

２．２　ＡＱＰ５在肺组织中的表达变化　实时定量

ＰＣＲ结果表明，与对照组相比，ＡＱＰ５在哮喘组小鼠
肺组织中的表达 ｍＲＮＡ水平减少（４２．５±３．６）％
（Ｐ＜０．０５），免疫组化（图２Ａ２Ｃ）结果表明，表达在
气道上皮细胞和Ⅰ型肺泡上皮细胞的ＡＱＰ５的减少

为均一分布的，并不是单纯发生在炎症反应重、上皮
细胞脱落多的地方；免疫印迹分析（图２Ｄ）结果表
明，ＡＱＰ５蛋白质水平比对照组降低了（６４．３±
８．２）％（Ｐ＜０．０５）。

图２　免疫组化（ＡＣ，×４００）和免疫印迹（Ｄ）检测小鼠肺组织ＡＱＰ５的表达

Ｆｉｇ２　ＰｕｌｍｏｎａｒｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＱＰ５ｉｎｍｉｃｅａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ｍｅｔｈｏｄ（ＡＣ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｄ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＶＡｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｄｅｘｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｏｆＡＱＰ５
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２．３　肺组织及ＢＡＬＦ中 ＭＵＣ５ＡＣ含量　哮喘组
肺组织 ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ和ＢＡＬＦ中 ＭＵＣ５ＡＣ蛋
白均明显升高，与对照组相比有显著统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；地塞米松干预组两者与哮喘组比显著
减少（Ｐ＜０．０５），但仍比对照组增多（Ｐ＜０．０５），见
图３。

图３　小鼠肺组织 ＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ（Ａ）和

ＢＡＬＦ中 ＭＵＣ５ＡＣ蛋白（Ｂ）的表达

Ｆｉｇ３　ＰｕｌｍｏｎａｒｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＵＣ５ＡＣｍＲＮＡ（Ａ）ａｎｄ

ＭＵＣ５ＡＣｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎＢＡＬＦ（Ｂ）ｏｆｍｉｃｅ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＡｇｒｏｕｐ；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

２．４　肺组织湿／干质量比值　肺湿／干质量比值用
来评估肺水肿或肺水失衡。哮喘组肺组织的湿／干
质量比值比对照组明显增高，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；地塞米松干预组肺组织的湿／干质量比
值较哮喘组显著降低（Ｐ＜０．０５），且与对照组无明
显差异，见图４。

图４　小鼠肺组织湿／干质量比值的变化

Ｆｉｇ４　Ｗｅｔ／ｄｒｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｏｆｌｕｎｇｏｆ

ｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＡｇｒｏｕｐ；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本研究为了阐明ＡＱＰ５对黏液高分泌的可能作
用及糖皮质激素治疗支气管哮喘的相关机制，首先
建立了小鼠哮喘模型，依病理、ＡＢＰＡＳ染色及肺组
织湿／干质量比值证实了卵蛋白的反复刺激成功诱
发特征性哮喘，其主要的变化包括黏液高分泌和过
敏性炎症以及肺水增多的发生，应用地塞米松后以
上的病理改变都有明显的改善。在此模型的基础
上，本研究发现哮喘组小鼠肺组织中 ＡＱＰ５ｍＲ
ＮＡ、蛋白水平表达均降低，与国外研究的腺病毒感
染模型［７］或博来霉素肺损伤模型［８］引起的ＡＱＰ５降
低结果相似。分析其原因可能为哮喘时气道分泌炎
症介质、细胞因子及过敏炎症导致气道损伤，引起上
皮细胞的脱落和破坏，导致 ＡＱＰ５的降低而进一步
加重哮喘的病程。而从免疫组化结果看，表达在气
道上皮细胞和Ⅰ型肺泡上皮细胞的ＡＱＰ５的减少为
均一分布的，并不是单纯发生在炎症反应重、上皮细
胞脱落多的地方，因此单纯用上皮细胞的损伤还不
能完全解释ＡＱＰ５的减少，提示可能为更复杂的信
号通路通过影响肺上皮细胞中ＡＱＰ５基因表达和亚
细胞移位来干预其介导的膜水通透［９］。已有研究结
果表明全反式维甲酸可增加小鼠肺上皮细胞ＡＱＰ５
ｍＲＮＡ和蛋白的表达［１０］，导致膜水通透性的增加。
相反，前炎症ＴＮＦα因子［８］可降低ＡＱＰ５基因的表
达。另外，ｃＡＭＰ和肾上腺激动剂可调节 ＡＱＰ５亚
细胞定位发挥作用。Ｓｉｄｈａｙｅ等［１１］观察到细胞表面

ＡＱＰ５经过短期ｃＡＭＰ暴露发生细胞内摄作用，经
过长期ｃＡＭＰ暴露可增加其在胞质膜定位。本实
验进一步证明地塞米松对支气管哮喘时肺组织内

ＡＱＰ５表达有升高调节作用，且升高的 ＡＱＰ５表达
是均一的，没有明显区域性，提示地塞米松可能通过
作用于以上细胞因子或ｃＡＭＰ等发挥作用。

　　迄今为止黏液高分泌的发病机制尚未完全明
确，激素吸入仍是以炎症和黏蛋白高分泌为特征性
表现的气道炎症患者的首选治疗方法［１２］，所以了解
激素在暴露于炎症或免疫反应介质时怎样调节黏蛋

白基因表达是非常重要的。本研究发现肺组织中

ＡＱＰ５表达降低的同时，气道黏液高分泌特征性表
现———ＭＵＣ５ＡＣ生成明显增多，此结果与我们研究
小组［１３１４］既往用 ＲＮＡｉ技术下调人气道上皮细胞

ＡＱＰ５的表达后发现其 ＭＵＣ５ＡＣ表达水平显著升
高的研究结果一致。随着地塞米松的干预上调

ＡＱＰ５的表达后，ＭＵＣ５ＡＣ水平也相应降低，进一
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步在体内证明ＡＱＰ５表达的变化参与了哮喘过程中

ＭＵＣ５ＡＣ 的 生 成 过 程，也 为 地 塞 米 松 抑 制

ＭＵＣ５ＡＣ的作用机制提供了新的依据及其可能的
作用途径。

　　此外，早期发现敲除小鼠 ＡＱＰ５会导致远端肺
肺泡毛细血管屏障渗透性水弥散能力降低 １０
倍［１５］，提示ＡＱＰ５在保持正常肺水平衡中发挥重要
作用，并且细胞表面ＡＱＰ数量和（或）功能的变化可
能有助于不同肺疾病中异常水代谢。本研究发现，
哮喘小鼠肺湿／干质量比值明显增加，并且与ＡＱＰ５
的表达密切相关，地塞米松可有效改善哮喘小鼠肺
水的增多，进而证实了 ＡＱＰ５降低导致了哮喘时肺
水在毛细血管与肺泡间转运失衡，地塞米松有可能
通过提高ＡＱＰ５以加快肺泡内液体的清除来减轻肺
组织的水肿程度，从而发挥其减轻哮喘炎症的作用。
当然我们也不能完全除外ＡＱＰ５的降低继发于哮喘
炎症的可能。而两者孰是始动因素，目前尚不得
而知。　　　　
　　总之，ＡＱＰ５可能在哮喘状态发挥了重要作用。
至于是否肺水的增多促进黏蛋白的生成释放或是黏

蛋白的增多有益于肺水的形成，其因果关系尚不明
了。进一步研究地塞米松对ＡＱＰ５的具体作用机制
及ＡＱＰ５与 ＭＵＣ５ＡＣ的相关性极为重要，期望其
可为治疗哮喘肺水增多和气道黏液高分泌提供新的

靶点。
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