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水通道蛋白 5在高氧肺损伤中的表达及调节机制 

谭利平 许峰 匡凤梧 

【摘要】 目的 探讨水通道蛋白5(AQP5)在高氧肺损伤中的表达及其地塞米松对 AQP5的调节作用。 

方法 2周左右 Wistar大 鼠 64只 ，按随机数字表 法分为空气对 照组 、高氧暴露 3、7、14 d组和相应 的地塞米 

松干预组 。高氧暴露组 置于常压氧仓中(0 体积 分数 ≥95 )；空气对照组置 于同室常压空气 中(0 体积 分数 

为 21 )；各地塞米松 干预组 在暴露于空气 或高氧 的同时 ，经腹 腔注射地塞 米松 5 mg·kg ·d一，连续 3 d。 

采用 逆转录一聚合 酶链 反应 (RT—PCR)和 免疫 组化方法 观察 AQP5的 mRNA 表达 和分布变 化 ，并 与地塞 米 

松干预后进行 比较 分析 。结果 AQP5主要表达在肺泡 I型上皮 细胞 及气道分泌上皮顶 质膜 ；与空气对照组 

相 比 ，高氧暴露 不同时 间后 ，AQP5特 异性表达 部位保持 不变 ，但随暴 露时 间延 长 ，AQP5表 达呈逐 渐减弱趋 

势 ，高氧暴露 3、7和 14 d，AQP5 tuRNA 较空气对照组均降低 (P均d0．05)。与 同期 高氧暴露组 比较 ，地塞米 

松干预后不同时间点 AQP5 mRNA表达均无明显变化(P均>O．05)。结论 高氧肺损伤时 AQP5表达降低， 

可能是高 氧肺损伤肺水 肿形 成的原因之一 ；而未见地塞米松对高氧肺损伤 AQP5的表达有调节作用 。 
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[Abstract】 Objective To explore the expression and the modulation of aquaporin 5(AQP5)in 

hyperoxia—induced lung injury．Methods Sixty—four Wistar rats of 2 weeks old，were randomly assigned to 

following groups (n一 8)：air group，hyperoxia 3，7， 14 days groups，air + dexamethasone (Dex)， 

hyperoxia 3，7， 1 4 days + Dex groups． The rats were kept in oxygen chamber at normal pressure 

(()2≥95 )in hyperoxia groups，and in normal pressure air(02—21 )in room—air group，and the rats in 

Dex groups were injected with Dex(5 mg·kg ·d )intra eritoneally for 3 consecutive days in room—air or 

hyperoxia exposure．The expression of AQP5 mRNA level and the location were detected by reverse 

transcription—polymerase chain reaction and immunohistochemistry respectively． Results AQP5 was 

strongly labeled in alveolar epithelial type I cells．and was also expressed in the secretory epithelium plasma 

membrane in the airway．The location of AQP5 in hyperoxia groups was not changed，but the expression of 

AQP5 mRNA had a notable gradual decline when the time of hyperoxia exposure was prolonged，compared to 

control group(all P( O．05)．There was no difference in AQP5 mRNA level between hyperoxia groups and 

hyperoxia+ Dex groups at different time points (all P< 0．05)．Conclusion The significant decrease in 

AQP5 may be an important factor of pulmonary edema formation in hyperoxia—induced lung injury．Dex does 

not have effect on modulating the AQP5 expression in acute lung injury． 

[Key words] hyperoxia； aquaporin 5； acute l ung injury 

支气管肺发育不 良(BPD)是发生于新生儿、特 

别是早产儿持续使用高浓度氧机械通气后的一种 

肺损伤性疾病 ，其 中肺氧中毒被认为是导致患儿肺 

损伤的重要 因素之一“≈ 。生理状态下肺组织的液体 

转运 除 了通 过 脂 质 双 分 子 层 弥 散 (Na 通 道 和 

Na K 一ATP酶共同构成细胞 内外 离子浓度差) 

外 ，还有逆浓度梯度的主动运输过程 ，即细胞膜上选 

择性水通道蛋 白(AQPs)交换 。关于 AQPs在 高氧 
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肺损伤 中的表达变化及其在肺水肿中的作用机制仍 

不甚清楚。本研究中观察 AQP5在高氧肺损伤模型 

大 鼠肺组 织 中的表达及地塞 米松 (Dex)的干预作 

用，探讨 AQP5在高氧肺损伤中的调节作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 高 氧肺损伤动物模 型制备 ：幼年 Wistar大 

鼠(出生 2周)64只 ，体重 40～50 g，由重庆医科大 

学动物中心提供 。采用随机数字表法分成 8组 ：空气 

对照组 ，高氧暴露 3、7、14 d组 ，空气 +Dex组 ，高氧 

3、7、14 d+Dex组 ，每组8只。高氧组置于 o 体积分 

数≥95 、CO：体积分数≤ 5 的有机玻璃氧仓 中； 

空气组置 同一 室内空气 中(o 体积分数 为 21 )； 

高氧+Dex组将大鼠放人氧仓 ，同时，腹腔注射 Dex 
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5 mg·kg ·d_。，空气+Dex组 置同室常压空 气 

中，同时腹腔注射 Dex 5 mg·kg ·d_。，连续 3 d。 

各组 环境 温 度控 制在 21～25 C，湿度 为 5O ～ 

6O ，并 于每 日 09：00开箱 10 min，清洁有机玻璃 

氧仓 、添加饲料及饮水。 

1．2 样本采集 ：大鼠以体积分数为 3．5 的水合 氯 

醛 (10 ml／kg)腹腔麻醉 ，心脏穿刺采血约 1 ml用 于 

血浆蛋白含量测定。开胸 、结扎右主支气管 ，左侧肺 

行支气管肺泡灌洗，4 000 r／min(离心半 径 10 cm) 

离心支气管肺泡灌洗液 (BALF)10 min，取上清测 

蛋 白含量。取右上肺 ，用体积分数为 4 的多聚甲醛 

固定 ，石蜡包埋 ，5 ttm 切片 ，苏木 素一伊 红 (HE)染 

色 ，光镜下观察 ；同时行免疫组化检测肺组织 AQP5 

．表达 。取右 中肺置一7O C冰箱 中保存 ，分析 AQP5 

mRNA。取右下肺称肺湿重后置8O℃温箱 ，48 h后 

称干重 ，计算肺湿／干重 (W／D)比值。 

1．3 蛋 白含量及肺通透指数测定 ：用 Lowry法检 

测血浆及 BALF中蛋 白含量 ，并计算肺通透指数 。 

肺通 透指数=BALF蛋 白含量／血浆蛋 白含量 

1．4 免疫组化染色：采用链霉素一亲合素一生物素一 

过氧化物酶法(sABc)。兔抗鼠 AQP5羧基端多克 

隆抗体 (多抗)购 自美 国 Alpha Diagnostic Interna— 

tional公 司，SABC试剂盒购 自武汉博 士德生物工 

程有限公司。5 m切片脱蜡至水 ，体积分数为 3 的 

过氧化氢 (H O )封闭内源性酶 5～10 min，热修 复 

抗原后血清封闭20 min；滴]JIAQP5一抗 (抗体稀释 

度 为1：100)，4℃过夜，0．1 mol／L磷 酸缓 冲液 

(PBS)洗2 min×3；加生物素化 山羊抗兔IgG，37 C 

20 min，PBS 洗 2 min× 3；滴 加 SABC，37℃ 

20 min，PBS洗 5 min x 4；3，3L二 氨 基 联 苯 胺 

(DAB)显色 ，苏木素轻度复染 ，脱水 、透明、封片。阴 

性对照组未滴]JIAQP5一抗，其余处理同前。染色结 

果判定：肺组织出现明确的棕黄或棕褐色颗粒判定 

为阳性 。 

1．5 肺组织 AQP5 mRNA逆转 录一聚合酶链 反应 

(RT～PCR)测定 ：取肺组织 50 mg，用异硫氰 酸胍 
一 步法加人 1 ml Trizol抽提总 RNA，紫外 分光光 

度仪测定波长 260 nm／280 nm处积分吸光度(OA) 

值 (1．9O～2．00)，将 RNA 反转 录成 cDNA。按 照 

GenBank大鼠 AQP5 cDNA 序列 ，用 Primer Premier 

5．0引物设计软件 ，参照文献 (53方法 由上海生物工 

程有限公 司合成引物 ，AQP5引物正义链 ：5L TCC 

AGG ACC ACA CCA GAA AG 一3 ，反 义 链 ： 

5 一ATA AAA TAG CAC TCC GTG AGC C 一3 ． 
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预 期扩 增 片 段长 度 151 bp。GenBank核 酸 序 列 

(accession number)U16245。p一肌动蛋白(p—actin) 

引 物 正 义 链 ：5L GAC TAC CTC ATG AAG 

ATC一3 ，反义链 ：5 一GAT CCA CAT CTG CTG 

GAA一3 ，预期扩增 片段 长度 513 bp。扩增条件 ： 

93 lC变性40 S，60 C退火 45 S，72℃延伸 75 S，循环 

35次 ，72 C扩增 5 rain。长波紫外灯下观察并照相 ， 

Bio—Rad成像 系统分析电泳 条带 ，Quantity One图 

像分析软件计算 AQP5／t~一actin比值 。 

1．6 统计学方法 ：采用 SPSS l1．5统计分析软件。 

数 据以均数 ±标准差(z±s)表示 ，多组间 比较采用 

完 全随机方差分析 (ANOVA)，组间差异 比较采用 

Student—Newman—Keuls q检验 ，P<0．05为差异有 

统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 高氧肺损伤的病理学改变(表 1)：高氧暴露 

3 d组肺 泡上皮细胞肿胀 ，间质水肿 ，肺泡腔内大量 

渗出，炎性细胞浸润；高氧暴露 7 d组肺泡上皮细胞 

肿胀更甚，肺泡腔内渗出液增多，肺内出现大量中性 

粒细胞(PMN)浸润 ，肺泡壁增厚 ；高氧暴露 14 d组 

肺泡上皮水肿减轻，出现细胞融合，炎性渗出减少， 

肺 间质增生。高氧暴露各组肺 W／D比值较空气对 

照组均增高 ，除3 d组 外，其余 两个组 与空气对照组 

比较差异均有显著性(P均<O．05)。高氧暴露各组 

BALF蛋白含量、肺通透指数与空气对照组相比均 

明显增高 ，差异均有显著性(P均<O．05)。 

表 1 肺组 织 W／D、BALF蛋白含量、肺通 

透指数的变化 ( ± ，n：8) 

Table 1 Changes of lung W／D weight ratio，total protein 

concentration in BALF and lung leak index(x+s，，l一8) 

注：与空气对照组比较 ： P<0．05；与高氧暴露 3 d组比较： P<0．05 

2．2 免疫组化染 色(彩色插页 图 1)：AQP5主要表 

达在肺泡 I型上皮细胞及气道分泌上皮顶质膜 ，高 

氧暴露各组 AQP5特异型表达部位较空气对照组 

保持不变 ，但可见随高氧暴露时间延长、AQP5表达 

呈逐渐减弱 的趋势，以高氧暴露 14 d组尤为明显 ， 

地塞米松干预前后 AQP5阳性表达差异不显著。 

2．3 高氧暴 露和 Dex干预后 AQP5 mRNA 表达 

变化 (图 2，表 2)：与空气对照组相 比，高氧暴露各组 

表达均明显降低，且随高氧暴露时间的延长，表达继 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


·‘61 · IIthl危 重病 急救医学 2(106年 8月第 1 8特第 8期 Chin Cril Cnre Med-Augu l ．V0l 1 8．No．8 

续下降 I] ·X干预组 AQP5 mRNA 表达 与干预前 比 

较 无明显改变(I 均>0．05】． 

^ B C 【) E r G ￡I 1 J K I Ⅵ 

、： ’ 刊 妄 ：!{ 尚轻驿耀 { I 【}t’：高瓶暴露 ?d±ll；【】：帛氧檗辑 

1 d组；E：牵 L+I x小 1：岛 氧 鞋露 d—L)(x组 1 ：高 氧暴 露 
。

IIll-I x组 ；H：商轧 肆群 1I d+Dex蛆：I：Markerl卜～M：p⋯ 1it, 

囤 2 地 赛米粒 干预前 后各组肺 组缎 Q̂l】5 n1RNA动 态变化 

Figure 2 D)'／lam ic chan~es l AQlJ5 tuRNA l· 0r and af|er 

heinl!treated milh dexamethasone am,rag Ihe groups 

表 2 高氧暴露和 I)ex千预后 AQP5 IlrlRNA 

的动恋变化 ± ． 一8) 

l'ahle 2 Dynamic changes t AQP5 nlRNA afler being 

trealed wiIIi hyperoxia and d xam elhn Ilne r = - 一 8) 

小别 AQPS mRNA 组蚋 AQPS mRN．k 

。tj{睡鲴 I：； 1 空。 +I 蛆 l】 1± ! 

自譬垦辱3 蛔 I： “ H5。 高氧馨辱 d 【 亚  ̈ “ 

轻晕 c驾 |：：： ” 52⋯ 尚氧晕霹 [kx末 I 1 2± ：l 

《疑晕掉 l{d组 II．̂ ±n 2d。。 奇铒暴辑 }4 d 鲺  ̈ ±c ‘ 

注 ：与审 L  ̈ 北鹱 ： ， ll。 } 岛丑 錾薅 3 d*li比 

。 ， 1．⋯1 ⋯ ⋯  啊 疑挥 ?d绷 比较 ： r< --1． 

， ～ll_I=；0 岛链荤露 l d绀 比较 ：， l_L 

3 讨 论 

高氧怖损 伤足 一个组织弥 散陛肺泡炎和损 伤后 

修 复 萤建的病理 ，1．理过程 ． 期特 征性 改变是肺 泡 

炎性 水肿．继 而出现肺问质增生和肺纤维化 ．最 终导 

致 呼吸 功能完 全 丧失 长时 问峨人 高浓度 氧产生 

H：̈ 、() 等活 氧 自Hj娃 【ROS砖目质堆积 ．诱导肺 

泡上皮细胞捌亡．是肺{=}；i伤形成的重要因索之一 

Q̂I 是剥 水有 特 性转运功能 的细胞膜通 道 

蛋门 ，I 前 已知在肺组织 和 C道 至少有 4种 AQPs 

【AQPl、AQP3、AQPd、AQI 5)表 达 ，{ 参与肺 液 体 

转压 ．其 巾．AQl】5作为帅泡 戊细胞 中鉴别 1型 上 

皮细 胞的标志之一 ～． j淡 水溺 水、急 呼吸窘迫 综 

合 、高原 肺水肿的发痫机制有关 ．并可影 响支气 

管收辅，参与哮喘的燮生和腺体分泌 率研究结果显 

求．AQI 5主要 表达 庄肺池 【型 皮 细胞 ．气道分 泌 

皮 坝质膜 tg有丹 n 高浓 度氧刺激后 ．肺组 织 

AQP5 nlRNA 表达『!J1 降低 ．其水平 随高氧暴露 时 

间延长而逐渐下降 ．但 表达 的特异性部 位并未 见明 

改 变 我们推测 高敏肺损 伤肺泡炎性 水肿可能存 

在 R()s攻 击导致 AQI 基网衷达调控失衡 ．儿 而导 

致肺泡炎性水肿液清际牢下降 如果早期机体干预 

性治疗 能使 肺水肿 液迅 速重 吸收．有 可能很快逆转 

肺损 伤刊低氧血症 ，减少 用氧时问并 阻断肺间质增 

生和肺纤维化 ，这 可能是防治 BPD 的措施之 一， 

糖皮质激 素是 目前治疗新生 儿呼吸窘迫综 台征 

的常 用药 ，可明显降 低新生 儿 RDS发病 率 干u病死 

率 ．其机 制尚有争 议 研 究表明．地寒米松 可调 节致 

炎 因子肿瘤 坏死 因子一n(T F 。 、白细胞介素一6 

(11 6)及抗 炎因子 II 一10的平衡 ．以 及基 质金属 

蛋白酶 金属蛋白酶组织 抑制利(MMPs．．．"TIMPs 失 

衡．M而减轻高氧肺损伤 而糖皮质激素本身是否 

参与调节 AQPs表达尚不清楚 King等 报道 +糖 

皮质激 素可增加 d胎 鼠和成年大 鼠的肺 脏特异 

性 AQP1表选 ；Moon等 。。 在 Q̂Pl启 动子 中发现 

了糖 皮质激 素受体 反应 元件 ；Yasui等 发现 精皮 

质激素能介导胎肺 驶新生 鼠支气管 E皮细胞基 底膜 

AQP4 mRNA表达；体外实验证明地塞米钕可使人 

呼吸道 j二皮细胞株A54 9 卜AQP3增量表达 ” 但本 

研究 中发现 ，地塞 米松 干预后 ．AQP5 mRNA 表达 

的差 异不具有 统 计学 意殳 ．提 示地塞水松 对高氧肺 

损伤 AQP5表达无明显影 响．与山 毒索性 急性肺损 

伤 中糖 皮质激 素不改 变 AQPj表达 的结果 相一 

致 ．因而地 寒米松 并不能诱 导呼吸道分布 的所有类 

AQPs，推测可能是由于各亚类 AQPs结构及分 

布 的不同 ．导致功能上 差异 ．其在肺液体转运过程中 

的谰 机制也不完全一致 ， 
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双水平气道正压通气对烧伤致急性呼吸窘迫综合征的治疗作用 

常耕卫 高志刚 刘群 

【关键词】 烧伤； 双水平气道正压通气； 压力一容积曲线 

2003年 1月一2OO6年 1月对 35例 

严重烧伤并发急性肺损伤(ALI)、急性 

呼吸窘迫综合征(ARDS)患者使用机械 

通气治疗，报告如下。 

l 病 例与方法 

1．1 病例 ：男 19例 ，女 1 6例 ；年 龄 21～ 

59岁，平均(34．4±10．9)岁；烧伤面积 

4O ～9O 总体表面积 (TBSA)，平均 

(62．5±16．4) TBSA；平均 Ⅲ度烧伤面 

积为 (30．2±20．7) TBSA。随机 分为 

A组 ( 一19)和 B组 ( 一1 6)，两组 差异 

均无显著性 ，具有可 比性 。 

1．2 通气方式和观察指标：伤后 24 h 

内气管 切 开 ，Dr~ger Evita 2 Dura呼吸 

机通气 。A组采用 同步 间歇 指令通气 + 

压力支持 +呼气末正压 (SIMV+ASB+ 

PEEP)。潮气量 8～10 ml／kg；吸气压力 

20 erD H2O (1 erD H2O 一 0．098 kPa)； 

PEEP 3～1 5 ClTI H2O。B组用双 水平气 

道正压通气 (BIPAP)+ASB，低流速法 

观察准静态压力一容积(P—V)曲线转折 

点位置，以高于低位转折点压力 (LIP) 

2～3 ClTI H2O为 PEEP，吸气 压力和 ASB 

设定以不超过高位转折点压力(UIP)为 

准，动态检测 P—V 曲线形态和转折点 

位置变化，小幅度调整指标 。观察两组通 

气前及通气后 24 h和 48 h动脉血气 、生 

命体征、PEEP、肺顺应性(Cdyn)变化及 

患者耐受情况 。 

1．3 统计学处理 ：数据以均数 ±标 准差 

(z土 )表示 ，组 间 比较 用 t检验 ，组 内 比 

较用 单 因素方差 分析 。P<O．05为差 异 

有统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 两组患 者氧合改善及 PEEP、Cdyn 

变化 比较 (表 1)：B组 氧合 及 PEEP、 

Cdyn改善情况优于 A组 (P均<O 05)。 

2．2 两组患者生命体征比较 ：两组患者 

机械通气治疗后呼吸、心率、血压均有所 

改善，通气 24 h和48 h心率和呼吸的改 

善 程度 B组 优于 A组 。 

3 讨 论 

目前 ，治疗 ALI／ARDS以既保证 足 

够氧合，又充分保护肺功能免受机械通 

气损伤的肺保护性通气为原则。常规通 

气 模 式 采 用 间歇 性 正 压通 气 (IPPV)／ 

表 1 机械通气对氧合的影响 ( ±s) 

SIMV+PEEP，能够最 大限 度地保 证 氧 

合，纠正低氧血症。但容量控制通气和 

PEEP在改善氧合的同时也增加了气道 

压力，容易导致气压性肺损伤。BIPAP是 

一 种指令性通气模式，允许存在 自主呼 

吸，减少 了机械 通气 时镇静 药与肌 松药 

的使用，使患者更加平稳舒适地渡过呼 

吸支持期 ；且气道压力较控制通气 低 ，能 

很好地实施肺保护策略“ ，从而降低了 

气压伤的发生率。研究证实 ，BIPAP在治 

疗 ALI时可提供更好的通气效率，改善 

通 气／血 流 比值，使得 动 脉血 氧 分压 

(PaO2)增高。 。因此 BIPAP是较 IPPV／ 

SIMV+PEEP更加 安全 有 效 的一 种治 

疗 Au 的通 气方 式。 
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注：与本组通气前比较： P<O 05}与 A组相同时间点比较： P<O 05 SpO2为经皮动脉血氧饱和度 PaO2／Fi02为氧合指数； 
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不同剂量猪肺表面活性物质对大鼠油酸型急·眭肺损伤疗效的影晌 
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