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【摘要】 目的 探讨静脉注射血管紧张素I fAng I)和血管紧张素I 1型受体(ATIR)阻断药氯沙坦对

大鼠肺组织AT2R表达的影响及AT2R与急性肺损伤(ALI)的相关性。方法 24只SD大鼠被随机分为

4组，每组6只。正常对照组和Aug I组：持续皮下注射生理盐水或Ang I 1弘g·kg-1·min～72 h；Aug I+

氯沙坦组：注射Aug I前24 h及注射过程中给予氯沙坦10 rag·kg。·d-1灌胃，连用4 d；氯沙坦组：仅用氯

沙坦10 mg·kg_1·d-1灌胃，连用4 d。给药后活杀大鼠，分别用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)和蛋白质免

疫印迹法(Western blotting)检测肺组织AT2R的mRNA和蛋白表达，并行组织损伤病理评分。结果Aug I

组肺组织病理评分C(3．33土1．14)分]明显高于正常对照组C(0．73士0．09)分]；Aug I+氯沙坦组评分降至

(1．98士0．30)分，而氯沙坦组为(o．95士0．20)分，各组间比较差异均有统计学意义(P<o．05或P<o．01)。

Aug I组AT2R mRNA表达C(47．90士9．88)％]明显低于正常对照组C(86．33士5．90)％]；Aug I+氯沙坦组

AT2R tuRNA表达上调C(90．63士19．66)％]，而氯沙坦组为(68．65士4．88)％，各组问比较差异均有统计学

意义(P<o．05或P<0．01)。正常对照组肺组织AT2R蛋白表达为(78．80士41．26)％，Aug I组为

(68．98士23．93)％，AugI+氯沙坦组为(68．13士23．23)％，氯沙坦组为(70．15士17．16)％，各组间比较差异

均无统计学意义。结论Aug I可以诱导大鼠ALl并下调AT2R mRNA在肺组织中的表达，此时应用氯沙坦

可上调AT2R mRNA表达，改善肺损伤；AT2R可能在ALI中发挥肺保护作用。
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[Abstract] Objective To study the effect of angiotensin i(Aug I)and losartan，which is an

angiotensin I type 1 receptor(ATlR)antagonist，on expression of AT2R in rat lung and the relationship

between AT2R with acute lung injury(ALI)．Methods Twenty—four Sprague—Dawley(SD)rats were

randomly divided into normal group，Ang I group，Aug 1+losartan group and losartan group，with 6 rats

in each group．Normal group andAug I group were treated with continuous subcutaneous injection of normal

saline(NS。1 pg·kg一1·rain一1)or Ang I(1肛g·kg一1·min一1)for 72 hours respectively．Aug I+losartan

group was gavaged with losartan(10 mg·kg。·d_1)24 hours before and during the 72 hours
7

continuous

subcutaneous injection of Aug I for a duration of 4 days．In losartan group rats were gavaged with losartan

(10 lug·kg。·d一1)for 4 days only．Reverse transcription-polymerase chain reaction(RT—PCR)and

Western blotting were employed to measure AT2R mRNA and protein．The pathology of the rat pulmonary

was scored．Results Smith’s score of pathology in Aug I group C(3．33±1．14)scores]was significantly

higher than that of the normal group C(O．73士0．09)score]，while it was significantly lower in Aug I+

losartan group C(I．98士o．30)scores]than that of Aug I group．Smith’s score of pathology in losartan

group was[(0．95士0．20)scores]．The differences among four groups showed significant statistical

difference(尸<O．05 or P<O．01)．AT2R mRNA in Aug I group((47．90士9．88)％]was significantly lower

than that of normal group((86．33士5．90)％]，while it was significantly higher in Ang I+losartan group

((90．63士19．66)％]than Aug I group．AT2R mRNA of losartan group was(68．65士4．88)％．The

differences among four groups had significant statistical difference(P<o．05 or P<O．01)．While on protein

level showed no statistically significant difference among the four groups．The values of AT2R were

(78．80士41．26)％，(68．98士23．93)oA，(68．13士23．23)％and(70．15士17．16)％，respectively．

Conclusion Aug I could induce ALI and downregulate AT2R mRNA expression in the lung of ALI rats，

whereas losartan acts as a positive regulator．AT2R seems to present lung protection in ALI．
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急性肺损伤(ALI)时炎症反应失控，促炎／抗炎

失衡，许多对其实施干预的措施收效甚微。近年来，

血管紧张素I(Ang I)作为一种促炎反应调质在心

血管及肾脏疾病领域得到了广泛认可，但其分子机

制及受体亚型在其中的作用尚不完全清楚。我们假

设肺组织也存在局部肾素一血管紧张素系统(RAS)，

那么在ALl失控的炎症反应中，Ang I是否扮演着

重要角色?本研究中观察与血管紧张素I 2型受体

(AT2R)密切相关的Ang I及ATlR阻断药氯沙坦

对大鼠肺组织AT2R表达的影响及AT2R与ALI

的相关性，以期为治疗ALI提供新思路。

1材料与方法

1．1 动物分组及给药方法：24只SD大鼠，体重

(200士12)g，由南京军区总院动物研究中心提供。

按随机数字表法分正常对照组、Ang I组、Ang I+

氯沙坦组和氯沙坦组。各组给药方法见表1，给药完

毕即处死大鼠，取肺组织备检。

1．2 AT2R mRNA表达检测：按TRIzol试剂要求

提取肺组织总RNA，测吸光度(A)值，计算RNA纯

度及浓度，稀释RNA工作液至50 mg／L。用逆转录一

聚合酶链反应(RT—PCR)一步法检测，按试剂盒说

明书操作，引物由上海生物工程技术公司合成。逆转

录48℃45 rain，预变性94℃3 rain，变性94℃

1 rain，退火60℃45 S，延伸72℃1 rain，循环40次，

最后延伸72℃7 rain。PCR产物用质量分数为2％

的琼脂糖凝胶电泳分离，凝胶成像系统扫描图像、数

据分析。计算AT2R／p-肌动蛋白(p-actin)的mRNA

(％)作为半定量分析结果。

1．3 AT2R蛋白水平检测：液氮中研磨肺组织，加

入蛋白质裂解缓冲液及蛋白酶抑制剂，离心取上清

液，辛可宁二酸(BCA)法测蛋白质含量。用蛋白质

免疫印迹法(Western blotting)鉴定蛋白：蛋白样品

经电泳、转膜、封闭，加AT2R多克隆抗体孵育、漂

洗，加羊抗兔IgG一辣根过氧化物酶(HRP)孵育2 h，

再漂洗，膜上加底物化学发光(ECL)显色液，在成像

仪中观察结果。AT2R蛋白表达量为条带灰度值与

}actin内参照灰度值的比值。

1．4肺组织损伤病理评分：取右肺下叶，用中性甲

醛水溶液固定，石蜡包埋、切片，苏木素一伊红(HE)

染色，光镜下观察。参照文献[1]方法进行病理评分。

每张切片观察12个高倍视野(×400)，取均值。

1．5统计学处理：检测数据以均数士标准差(z士s)

表示，采用SPSS 13．0进行统计分析，样本均数两两

比较采用t检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 AT2R mRNA及蛋白表达(表1；图1，图2)：

Ang I组AT2R mRNA表达较正常对照组显著降

低，而Ang I+氯沙坦组较Ang I组升高，差异均

有统计学意义(P均<o．01)。各组间AT2R蛋白表

达比较差异均无统计学意义。

M：Markerfl～4依次为正常对照组、

Ang I组、Ang I+氯沙坦组、氯沙坦组

圈1 RT—PCR检测各组大鼠肺组织AT2R mRNA表达

1～4依次为正常对照组、Ang I组、Ang I十氯沙坦组、氯沙坦组

圈2 Western blotting检测各组大鼠肺组织AT2R蛋白表达

2．2组织病理学改变(表1；彩色插页图3)：Ang I

组肺组织病理评分较正常对照组显著升高(P<

0．01)，加用氯沙坦后评分显著下降(P<0．05)，氯

沙坦组与正常对照组比较差异无统计学意义。光镜

下观察：Ang I组有明显的肺泡出血、水肿、炎性细

胞浸润、肺不张等ALI表现，而Ang I+氯沙坦组

表1各组大鼠制模方法、肺组织损伤病理评分及AT2R的mRNA和蛋白表达比较(；±s)

组尉警 撕法 病瑟分AT矧2Rtu％RN，A A糊T2R％?
正常对照组 6皮下注射生理盐水1腭·kg-l·min_1×72 h 0．73-4-0．09 86．33+5．90 78．80-I-41．26

AngI组 6皮下注射AngIl旭·kg一1·rain一1×72 h 3．33土1．14。 47．90士9．886 68．98士23．93

AngI+氯沙坦组6皮下注射Angll旭·kg—l·min一1×72 h+癌胃氯沙坦10mg·kg一1·d一1×4 d 1．98"4-0．30．c 90．63=t=19．664 68．13土23．23

氯沙坦组 6灌胃氯沙坦10mg·kg—l·d一1×4 d 0．95士0．20d 68．65士4．88“70．15士17．16

注l与正常对照组比较。。尸<O．05，oP<0．01I与Ang I组比较JP<O．05，dP<0．01f与Ang I+氯沙坦组比较。中<O．05
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肺损伤较AngⅡ组有所减轻。

2．3 AT2R tuRNA表达与ALI的相关性分析：

Ang I组肺组织病理评分最高，镜下也观察到损伤

最严重，AT2R mRNA表达最低；Ang I+氯沙坦

组病理评分降低，损伤也减轻，AT2R mRNA表达

显著升高；氯沙坦组AT2R mRNA和病理评分与正

常对照组比较差异均无统计学意义。

3讨论

Ang I作为一种促炎反应调质，在调节血管炎

症反应中起关键作用。它可活化炎症反应细胞并使

其向血管聚集，造成血管损伤，同时炎性细胞也可产

生Ang I，由此形成正反馈效应；此外，Ang I还可

调节在炎症反应不同阶段发挥效应的细胞黏附分

子、化学增活素、细胞因子及生长因子的表达，在动

脉粥样硬化性疾病的形成和发展中起重要作用。给

予Ang I受体拮抗剂可显著降低机体肿瘤坏死因

子一a(TNF—a)、C一反应蛋白(CRP)、白细胞介素一6

(IL一6)和单核细胞趋化蛋白一1(MCP一1)的表达附]。

体外实验显示，Ang I可显著增加内毒素所致肺微

血管内皮细胞通透性[5]。

AT2R是Ang I特异性受体之一，主要存在于

胚胎的发育过程中，在成人则有拮抗ATl的病理作

用，能抑制Ang I诱导的促生长和促炎反应，降低

血压。Ang I与AT2R结合后具有抗炎作用，AT2R

基因敲除动物的炎症因子水平明显升高[6]。那么肺

组织是否也存在局部RAS?在ALI／急性呼吸窘迫

综合征(ARDS)炎症反应失控时AT2R是否具有抗

炎、保护肺组织的作用?Imai等[71在2005年的一项

研究中发现：正常肺组织存在AT2R表达，应用特

异性AT2R阻断药PDl23319后ALI加重，肺弹性

显著下降，推断AT2R在ALI时可能通过某些未明

机制发挥肺保护作用。

我们之前的研究显示，静脉注射Ang I可以造

成大鼠ALI，表现为肺组织湿／千重比值增加，病理

损伤加重，肺组织TNF—a mRNA、核转录因子一KB

(NF-tcB)、髓过氧化物酶(MPO)和丙二醛(MDA)表

达增加，血浆血管性假血友病因子(vWF)抗原表达

增加，给予氯沙坦后上述各项指标有所下降，肺损伤

减轻[8]，提示Ang I可能主要通过与ATIR结合发

挥促炎作用。但是，这一实验存在一定的缺陷，受体

间的交叉对话没有被重视，AT2R往往对ATlR起

着抗衡作用，这一作用可能在阻断ATIR后变得更

加显著，从而对实验的最终结果产生了影响。故本实

验中进一步在核酸和蛋白水平检测AT2R，研究其
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在ALI中的可能作用。研究发现，Ang I组大鼠肺

组织AT2R mRNA明显降低、肺损伤最严重，而加

用氯沙坦后，AT2R mRNA表达明显上升，相应的

肺损伤减轻，提示在Ang I诱导的ALI中，Ang I

对AT2R mRNA表达起下调作用，ATIR阻断药氯

沙坦则对其起上调作用，这一结果与先前在心血管、

肾脏中的研究[9-10]一致。但在蛋白水平未看到这一

现象，各组间蛋白表达量差异无统计学意义。我们是

否可以提出这样的假设：AT2R蛋白虽在量上未看

到变化，但其性状或功能可能已发生了改变，最终表

现为各组肺损伤程度不同，但需进一步实验进行深

入研究以证实这一假设。此外，蛋白水平无明显差异

还可能与我们在给药72 h即处死大鼠，时间较短，

外周AT2R蛋白尚未耗竭有关，下一步实验我们将

设置更多时间点以阐明蛋白变化的时间规律。
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