
书书书

第二军医大学学报　２００８年２月第２９卷第２期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｅｂ．２００８，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．２

·１３１　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００８．００１３１ ·论　著·

水通道蛋白１、３、４、５在内毒素性急性肺损伤小鼠肺组织中的表达
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［摘要］　目的：研究脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的急性肺损伤（ＡＬＩ）小鼠肺组织中水通道蛋白（ＡＱＰ）１、３、４、５的表

达变化，探讨水通道蛋白１、３、４、５表达与急性肺损伤的关系。方法：４０只健康雄性的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为ＬＰＳ４ｈ组、

ＬＰＳ６ｈ组、ＬＰＳ８ｈ组、ＬＰＳ１０ｈ组（以ＬＰＳ诱导ＡＬＩ模型）和对照组，每组８只。采用实时定量ＰＣＲ测定小鼠ＡＱＰ１、ＡＱＰ

３、ＡＱＰ４和ＡＱＰ５ｍＲＮＡ表达，免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法观察 ＡＱＰ１、ＡＱＰ３、ＡＱＰ４和 ＡＱＰ５蛋白表达，同时进行肺

湿／干重比值测定以及肺组织病理染色。结果：ＬＰＳ４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ组肺湿／干重比值（４．３９±０．１９、４．５８±０．１７、４．８７±

０．２１、５．２８±０．１６）明显高于对照组（３．９９±０．２５，Ｐ＜０．０５）。ＬＰＳ灌注后４ｈＡＱＰ１蛋白量减少至对照组的（７４．１±５．２）％，

ＡＱＰ５降至对照组的（７０．３±７．１）％；ＬＰＳ灌注后８ｈＡＱＰ１蛋白量减少至对照组的（４５．２±４．４）％，ＡＱＰ５降至对照组的

（３８．６±８．９）％。ＡＱＰ３和ＡＱＰ４的表达没有明显变化。结论：ＡＱＰ１和ＡＱＰ５可能参与ＡＬＩ液体的异常转运，可能与肺

水肿的发病机制有关。ＡＱＰ３和ＡＱＰ４可能不参与ＡＬＩ肺水肿的形成过程。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（２）：１３１１３５］

　　急性肺损伤（ＡＬＩ）是以通透性肺水肿为特征的一
种临床综合征，目前其发病机制尚未完全阐明。以往
人们普遍认为，肺水肿主要是由于肺微血管内皮细胞
（ＬＭＥＣｓ）受损所致，而对肺组织存在的水通道蛋白
（ＡＱＰｓ）在病理生理条件下的作用认识不足。水通道
蛋白（ＡＱＰｓ）作为膜主体内在蛋白（ｍａｊｏｒｉｎｆｒｉｎｓｉｃｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＭＩＰ）家族成员，具有增加细胞膜水通透力的功
能，可以提供快速液体转运的途径。目前为止，ＡＱＰｓ
在ＡＬＩ或肺部炎症中作用的研究主要集中在ＡＱＰ１
和ＡＱＰ５，对于 ＡＱＰ３和 ＡＱＰ４的相关研究较少。
另外，对于ＡＬＩ后ＡＱＰｓ在肺组织中的表达增高还是
降低，目前仍然有争议；大多数的实验研究表明ＡＬＩ
后ＡＱＰｓ表达下降［１］，但近期Ｌａｉ等［２］应用细胞模型

发现炎症因子可以促进ＡＱＰ１的表达，Ｊａｎｇ等［３］在

博来霉素导致的肺损伤中发现ＡＱＰ５表达出现上调。
为此，本研究主要从基因和蛋白质水平观察内毒素
（ＬＰＳ）致小鼠ＡＬＩ时ＡＱＰ１、ＡＱＰ３、ＡＱＰ４和ＡＱＰ
５表达的变化，进而探讨肺生理及病理条件下急性肺
水肿与ＡＱＰｓ之间的关系。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　成年雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，平均
体质量２０ｇ，由复旦大学上海医学院实验动物中心
提供；ＬＰＳ购自 Ｓｉｇｍａ公司；抗 ＡＱＰ１、ＡＱＰ３、

ＡＱＰ４和ＡＱＰ５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；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录
酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自ＡＢＩ公司；

免疫印迹试剂盒购于康成生物公司。

１．２　动物模型及分组　４０只健康雄性的Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠随机分为ＬＰＳ４ｈ组、ＬＰＳ６ｈ组、ＬＰＳ８ｈ组、

ＬＰＳ１０ｈ组和对照组，每组８只。ＬＰＳ各组经气管
内滴注脂多糖（ＬＰＳ）５ｍｇ／ｋｇ（溶于生理盐水，４ｍｌ／

ｋｇ），而后将小鼠直立，垂直旋转小鼠，使药物均匀分
布，从而建立内毒素性ＡＬＩ动物模型，分别于造模后

４ｈ、６ｈ、８ｈ和１０ｈ收集样本。对照组经气管内滴
注生理盐水（４ｍｌ／ｋｇ）。

１．３　肺湿／干质量比值测定　小鼠眼球放血致死
后，暴露气管并开胸，观察肺形态。取右肺下叶称湿
质量后置于６０℃恒温箱，７２ｈ后称干质量，计算肺
湿／干质量比值。

１．４　肺组织病理形态观察　取左肺经４％多聚甲醛
内、外固定后进行脱水、石蜡包埋，５μｍ厚切片，Ｈ
Ｅ染色观察。

１．５　免疫组化法检测肺组织 ＡＱＰ蛋白分布　 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。ＡＱＰ１，３，４，５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。

１．６　实时定量ＰＣＲ 检测肺组织 ＡＱＰｍＲＮＡ 表
达　取右肺中叶组织，采用ＴＲＩｚｏｌ试剂参照说明书
提取总ＲＮＡ，取２μｇＲＮＡ逆转录合成ｃＤＮＡ，其中

２μｌｃＤＮＡ 为模板扩增，ＰＣＲ 仪为 ＡＢＩＰＲＩＳＭ
７９００，肌动蛋白βａｃｔｉｎ为内参照，并设阴性对照。
反应条件相同。引物序列见表１。

表１　实时ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′３′） Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′３′） ＧｅｎｅＮｏ． Ｓｉｔｅ

βａｃｔｉｎ ＡＣＧＧＣＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＴＧ ＴＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴ Ｘ０３６７２ ８１１９０４
ＡＱＰ１ ＣＴＧＧＣＣＴＴＴＧＧＴＴＴＧＡＧＣＡＴ ＣＣＡＣＡＣＡＣＴＧＧＧＣＧＡＴＧＡＴ ＮＭ＿００７４７２ ２１８３６７
ＡＱＰ３ ＴＧＧＣＴＴＣＣＴＣＡＣＣＡＴＣＡＡＣＴＴ ＡＴＡＧＡＴＧＧＧＣＡＧＣＴＴＧＡＴＣＣＡ ＮＭ＿０１６６８９ ２３６３８６
ＡＱＰ４ ＧＧＴＧＴＧＧＧＡＴＣＣＡＣＣＡＴＡＡＡＣＴ ＣＡＧＴＣＡＣＡＧＣＧＧＧＡＴＴＧＡＴＧ ＮＭ＿００９７００ ２０８３５７
ＡＱＰ５ ＧＣＧＣＴＣＡＧＣＡＡＣＡＡＣＡＣＡＡＣ ＧＴＧＴＧＡＣＣＧＡＣＡＡＧＣＣＡＡＴＧ ＮＭ＿００９７０１ ８５４１００３

１．７　免疫印迹分析ＡＱＰ蛋白的表达　取右肺上叶
组织，常规提取肺组织蛋白质，ＢＣＡ法定量，取２０

μｇ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。
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１．８　 统计学处理 　 数据用 珚ｘ±ｓ 表示，应用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件对各组数据进行单因素方差
分析。

２　结　果

２．１　肺湿／干质量比值　ＬＰＳ４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ组肺
湿／干质量比值 （４．３９±０．１９、４．５８±０．１７、４．８７±０．２１、

５．２８±０．１６）明显高于对照组（３．９９±０．２５，Ｐ＜０．０５）。

２．２　肺组织大体观察　 ＬＰＳ损伤各组肺脏均有不
同程度的肿胀，表面可见暗红色点状病灶，切面可有
淡红或白色泡沫样液体溢出。对照组未见上述改变。

２．３　肺组织 ＨＥ染色　对照组肺组织结构清晰，
间质血管无明显充血，肺泡腔内未见中性粒细胞浸
润；ＬＰＳ损伤组肺间质增厚，肺泡结构破坏，肺泡腔
内炎性细胞浸润和大量均质红染样渗出物（图１）。

图１　小鼠肺组织ＨＥ染色

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｕｒｉｎｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＬＰＳ８ｈｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　肺组织免疫组化染色　对照组正常肺组织表

达高水平 ＡＱＰ１蛋白，染色呈棕黄色颗粒，可见在

气道周围毛细血管和肺泡毛细血管内皮细胞上呈明

显棕黄色分布；ＬＰＳ损伤模型组肺组织ＡＱＰ１蛋白

表达显著下降，可见ＡＱＰ１的染色与对照组相比变

浅。对照组正常肺组织表达高水平ＡＱＰ５蛋白，染

色呈棕黄色颗粒，可见在Ⅰ型肺泡上皮细胞的肺泡

腔面上呈环状分布；ＬＰＳ损伤模型组ＡＱＰ５蛋白与

对照组相比表达显著下降，可见分布区域内染色变

浅（图２）。而ＡＱＰ３和 ＡＱＰ４的分布位置及表达

水平在肺损伤过程中无明显变化。

２．５　肺组织实时定量ＰＣＲ分析　实时定量ＰＣＲ
结果表明，ＬＰＳ各组肺组织 ＡＱＰ１和 ＡＱＰ５ｍＲ

ＮＡ水平与对照组相比显著下降，有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。而ＡＱＰ３和ＡＱＰ４的表达没有显著变

化。详见图３。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析ＡＱＰ蛋白的表达　结果如

图４所示。经半定量分析表明，与对照组相比，

ＡＱＰ１和ＡＱＰ５在ＬＰＳ各组小鼠肺组织中的蛋白

表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。ＬＰＳ灌注后４ｈＡＱＰ１
蛋白量减少至对照组的（７４．１±５．２）％（Ｐ＜０．０５，

ｎ＝８），ＡＱＰ５降至对照组的（７０．３±７．１）％（Ｐ＜
０．０５，ｎ＝８）。ＬＰＳ灌注后８ｈＡＱＰ１蛋白量减少

至对照组的（４５．２±４．４）％（Ｐ＜０．０５，ｎ＝８），ＡＱＰ

５降至对照组的（３８．６±８．９）％（Ｐ＜０．０５，ｎ＝８）。

ＡＱＰ３和ＡＱＰ４的蛋白表达没有显著变化。

图２　肺组织免疫组化染色

Ｆｉｇ２　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｕｒｉｎｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：ＡＱＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡＱＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＬＰＳ８ｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡＱＰ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＡＱＰ５ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＬＰＳ８ｈｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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图３　肺组织ＡＱＰｍＲＮＡ的实时

定量ＰＣＲ分析（ＬＰＳ８ｈ组）

Ｆｉｇ３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＱＰｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ（ＬＰＳ８ｈｇｒｏｕｐ）
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

图４　ＡＱＰ蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析

Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＱＰ１，

ＡＱＰ３，ＡＱＰ４ａｎｄＡＱＰ５ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　讨　论

　　ＬＰＳ所致ＡＬＩ是临床上常见的危重病症，在此
过程中，细菌 ＬＰＳ直接或间接地影响肺内一些酶
（如白细胞弹性蛋白酶、中性粒细胞胶原酶、钠泵等）
的活性；改变肺内很多蛋白（如内毒素结合蛋白、表
面活性蛋白、水通道蛋白、ＣＣｌ６等）的表达及含量；

ＬＰＳ还通过复杂的信号转导从基因表达的水平上发
挥其广泛生物毒性作用。ＬＰＳ性 ＡＬＩ的主要病理
特征为肺毛细血管通透性增高性肺水肿（即渗透性
肺水肿）［４］。研究表明，在ＬＰＳ所致 ＡＬＩ中，４～１２
ｈ出现明显的肺水肿，１２ｈ后肺水肿开始逐步减
轻［１］。本研究以４ｈ作为初始时间点，观察ＡＱＰ１、

ＡＱＰ３、ＡＱＰ４和ＡＱＰ５在各个时间点的变化，进
而探讨ＡＱＰ１、ＡＱＰ３、ＡＱＰ４和ＡＱＰ５与肺水肿
发生之间的关系。

　　ＡＱＰ１、ＡＱＰ３、ＡＱＰ４和 ＡＱＰ５作为水通道

蛋白家族（ＡＱＰｓ）的主要成员，在肺内液体的吸收及
转运方面具有重要的作用［５６］。自从１９８８年 Ａｇｒｅ
等［７］发现 ＡＱＰ１，目前在哺乳动物中已发现１３种

ＡＱＰｓ亚型（ＡＱＰ０～１２），分布于肺组织中的ＡＱＰｓ
有６种（ＡＱＰ１、ＡＱＰ３、ＡＱＰ４、ＡＱＰ５、ＡＱＰ８、

ＡＱＰ９）［８］，其中 ＡＱＰ１、ＡＱＰ３、ＡＱＰ４和 ＡＱＰ５
研究较多。ＡＱＰ１主要在气道周围毛细血管、淋巴
管及肺泡毛细血管内皮细胞和脏层胸膜间皮细胞上

表达；ＡＱＰ３除主要位于气道上皮的基底膜上以
外，在小气道的顶膜区上也有表达；ＡＱＰ４主要位
于气道上皮的基底膜上；ＡＱＰ５定位于Ⅰ型肺泡上
皮细胞的肺泡腔面，气道分泌上皮顶质膜上也有分
布［９］。

　　ＡＱＰｓ功能均不受温度和脂质膜成分影响，而
且不存在开放和关闭的功能状态，只要有渗透压梯
度就有水分子顺渗透压梯度通过水孔通道。ＡＱＰ１
主要负责清除支气管和脉管周围组织的内水分［１０］，

ＡＱＰ３和ＡＱＰ４的作用主要是清除大小气道内的
水分，ＡＱＰ５的作用主要是清除肺泡腔内水分［１１］。
实验发现，体外转录合成的ＡＱＰ１ｃＤＮＡ转染到爪
蟾卵母细胞，可使卵母细胞在低渗溶液中迅速膨胀，
并于５ｍｉｎ内破裂。在嵌入ＡＱＰ１后，脂质体的水
转运速度也明显加快。Ｂａｉ等［１２］还发现，小鼠敲除

ＡＱＰ１基因后，肺泡毛细血管膜屏障水通透性下降
了１０倍左右。ＡＱＰ５基因敲除小鼠水通透性亦降
低了１０倍，同时敲除ＡＱＰ１和ＡＱＰ５基因降低约

２５～３０倍［１３］，ＡＱＰ１、ＡＱＰ４同时敲除小鼠水通透
性降低１４～１６倍［１２］。以上实验均说明ＡＱＰｓ选择
性通透水分子，介导自由水分子跨膜转运，与肺水平
衡关系密切，同时对于肺水肿的发生也具有重要意
义。

　　本实验结果显示，ＬＰＳ灌注后，随着 ＡＬＩ模型
的建立以及肺水肿程度的加重，ＡＱＰ１和 ＡＱＰ５
的表达均降低，且以８ｈ结果最为明显，但 ＡＱＰ３
和ＡＱＰ４的表达却没有发生太大的变化。肺泡周
围毛细血管 ＡＱＰ１的表达与肺泡Ⅰ型上皮细胞

ＡＱＰ５表达在４ｈ后出现持续性的降低，表明

ＡＱＰ１和ＡＱＰ５的合成而不是转移受到影响，可
能与肺泡毛细血管膜屏障受损有关。肺泡和血管
内皮在肺损伤过程中大量受到破坏，从而使 ＡＱＰ
１、ＡＱＰ５在总量上表达减少，而对于 ＡＱＰ３和

ＡＱＰ４而言，由于它们的分布位置在肺损伤过程中
没有受到太大的影响，所以其表达相对恒定。另外，

ＡＱＰ１和ＡＱＰ５的表达减少不仅局限于损伤较严
重的部位，全肺均能观测到，且ＡＱＰ１及ＡＱＰ５减
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少的程度相似，提示炎性细胞可能不是直接介导

ＡＱＰ１和 ＡＱＰ５表达减少的原因。由于 ＡＱＰ１
和ＡＱＰ５的表达或功能下降减少了肺水肿时机体
清除过多水肿液的能力，导致过多液体在肺泡腔、肺
间质的积聚，从而加重肺泡和间质水肿［１４］，同时

ＡＱＰ１和ＡＱＰ５也可能参与了肺水肿时液体的异
常转运，这些均对肺水肿的形成和消除具有重要意
义。以上说明ＡＱＰ１和ＡＱＰ５在调节肺内液体平
衡中起到明显作用，可能参与了ＡＬＩ肺水肿的发病
机制，而ＡＱＰ３和ＡＱＰ４与其无明显相关。

　　现已证明，绝大多数ＡＬＩ患者的肺泡水清除率
受到损害，水清除率高的患者预后也好［１５］。人体实
验也证实，肺功能正常的呼吸机通气患者，其肺泡水
清除率完整者呼吸机支持时间缩短，死亡率降低；肺
泡水清除率大者死亡率低且呼吸机辅助呼吸时间也

短［１６］。因此，通过提高 ＡＱＰｓ含量或者活性，增强
肺水肿患者肺泡水清除率，可能是治疗肺水肿的有
效途径。
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