
·32·

·论着·

生垦重重瘟叁墼堡堂垫!!笙!旦筮!!鲞箜!塑堡堕翌鱼坐鱼堡丛笪!!!璺竺璺翌!!!!!y!!：垫!堕!：!

丹参酮ⅡA磺酸钠对海水浸泡人肺上皮

A549细胞水通道蛋白5的影响

李佳欢许敏 范启新谢晓燕 张勇 赵澎涛 张博 李志超金发光

【摘要】 目的探讨水通道蛋白5(AQP5)在海水浸泡致细胞损伤中的变化，同时了解丹参酮I A可能

的作用机制。方法体外传代培养肺腺癌细胞株A549细胞，接种于培养皿中，按不同海水含量分为空白对照

组及15％、25％、50％、75％、i00％海水组；以25％海水浸泡不同时间分为空白对照组及海水1、4、8 h组，按

给予不同剂量丹参酮I A干预分为空白对照组、25％海水组及25、50、75、100 pg／ml丹参酮I A干预4 h组。

用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测AQP5蛋白表达；用免疫组化法检测AQP5阳性表达。结果

Western blotting结果显示，25％与50％海水组8 h时A549细胞AQP5蛋白表达均较空白对照组明显增高

(1．053士0．231、1．116士0．316比0．101士0．081，均P<o．05)；海水1 h组AQP5表达较空白对照组稍有增加

(0．306土0．125比0．288士0．098，P>0．05)，4 h组(1．423士0．377)明显增加(P<0．01)，8 h组AQP5表达

(1．507士0．461)较4 h组略有增加，但差异无统计学意义；25肛g／ml与50肛g／ml丹参酮I A组4 h时AQP5

蛋白表达较25％海水组明显减少(O．580±0．186、0．499士0．172比1．013土0．287，均P<O．05)．免疫组化显

示，25％海水4 h组AQP5阳性表达较空白对照组明显增多(7．21士0．78比0．41士0．07。P<0．01)，染色变

深}25 pg／ml丹参酮I A干预4 h组AQP5阳性表达(3．OZ士0．23)较25％海水4 h组明显减少(P<o．05)。

结论丹参酮I A在25腿／ml浓度时毒副作用最小，对海水浸泡A549细胞的保护作用最佳，其机制可能与
抑制AQP5的过度表达有关。

【关键词】海水淹溺，肺损伤I丹参酮I A，人肺上皮细胞，水通道蛋白5
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[Abstract]Objective To explore the effects of tsnshinone I A on the activity of aquaporin一5(AQP5)

in human alveolar epithelial cells(A549)after seawater exposure and its possible mechanism．Methods

Routinely cultured A549 cells were divided into different groups according to different content of seawater l

blank control group，15％，25％，50％，75％，100％seawater groupsI they were divided into different

groups according to the duration of exposure to 25％seawater l blank control group，1，4，8 hours groups I

they were also divided into different groups according to concentration of tanshinone I A and exposed to

seawater for 4 hours：blank control group，25％seawater group，25，50，75，100 pg／ml tsnshinone I A

intervention groups．The expressions of AQP5 were respectively assayed by Western blotting and immuno-

histochemistry．Resul缸 The results of Western blotting showed that the expressions of AQP5 were

remarkably higher at 8 hours of exposure to seawater in 25％and 50％seawater groups than those in blank

control group(1．053士0．231，1．116士0．316 vs．0．101士0．081，both P<O．05)I the expression of AQP5 in

1-hour group showed a slight increase compared with blank control group(0．306土0．125 vs．0．288+0．098，

P>O．05)。that in 4-hour group was increased significantly(1．423士0．377，P<0．01)，and in 8-hour group

(1．507士0．461)it was slightly higher than that in 4-hour group without statistical significance．The AQP5

expression was significantly lower in mnshinone I A 25 pg／ml and 50闩g／ml intervention groups than that in

25％seawater group(0．580土0．186，0．499士O．172 vs．1．013士0．287，both P<0．05)．Immuno-

histochemistry showed that the expression of AQP5 was markedly up—regulated after A549 cells were

stimulated with 25％seawater for 4 hours as compared with blank control group(7．21士0．78 vs．0．41士

0．07，P<0．01)。but intervention of tanshinone I A significantly inhibited the up-regulation of AQP5

expression(3．02士0．23)induced by 25％seawater(P<0．05)．Conclusion The experimental results

showed that tanshinone l A is innocuous to A549 at a dosage of 25弘g／ml·and it啪decrease the

overexpression of AQP5 induced by seawater．

[Key words]Seawater drowning；Lung injury,Tanshinone I A，Human alveolar epithelial

cell； Aquaporin一5
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海水淹溺后引起死亡的主要原因是海水淹溺肺

水肿(PESWD)，并经过急性肺损伤(ALI)阶段进一

步发展为海水型呼吸窘迫综合征(SWRDS)，即由海

水淹溺引起的急性呼吸窘迫综合征(ARDS)。急性

肺水肿是ALI的重要病理生理特征，肺泡水肿液的

主动及时清除对ALI的预后有重要影响。水通道蛋

白(AQPs)是广泛存在于原核和真核细胞膜上转运

水的特异蛋白孔道，在肺损伤及肺水肿的发病机制

中起重要作用。本实验中通过建立人肺腺癌细胞株

A549细胞海水浸泡损伤模型，观察丹参酮I A对

海水浸泡A549细胞中AQP5的变化，了解丹参酮

I A可能的作用机制及潜在的临床应用价值。

1材料与方法

1．1实验试剂；丹参酮I A磺酸钠购自中国药品生

物制品检定所(纯度>98％)，AQP5抗体购自美国

Chemicon公司，DMEM培养基、胰蛋白酶、胎牛血

清购自美国Sigma公司，其他试剂均为国产或进口

分析纯。配方海水的制备：按照中国国家海洋局第三

海洋研究所海洋生化研究室提供的我国东南沿海海

水主要成分配制，渗透压1 300 mmol／L，pH值

8．2，相对密度1．05。

1．2细胞培养：肺腺癌细胞株A549购于武汉大学

中国典型培养物保藏中心，用含10％胎牛血清的

DMEM培养基在5％CO。、37℃饱和湿度培养箱中

培养，2---3 d用0．25％胰蛋白酶消化传代一次。

1．3实验方法：将A549细胞经胰蛋白酶消化后计

数，调整细胞密度为1×105／ml，接种于培养皿中，

各培养皿加入等量无血清培养基8 ml，24 h后待所

有细胞贴壁后更换培养液，加入对应量的海水及丹

参酮i A，用无血清培养基补足培养皿内液体总量

为8 ml。按不同海水含量分为空白对照组及15％、

25％、50％、75％、100％海水组，每小时观察1次，

共8 h。按25％海水浸泡不同时间点分为空白对照

组及海水1、4、8 h组。按给予不同剂量丹参酮I A

干预分为空白对照组、25％海水组及25、50、75、

100 pg／ml丹参酮I A组，各丹参酮干预组均以海水

浸泡4 h，同时加入相应量的丹参酮I A磺酸钠。
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1．4检测指标及方法

1．4．1蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测

AQP5；收集细胞，加入细胞裂解液，离心取上清液，

以Bradford法进行蛋白质定量后置一80℃贮存备

用。灌制10％十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电

泳(SDS—PAGE)，转膜、封闭，一抗(1·200)4℃孵

育过夜，二抗(1 l 2 000)室温孵育2 h，化学荧光发

光法(ECL)显色。测定各条带吸光度(A)值，以其与

内参照p肌动蛋白(paetin)A值比值代表蛋白表达

量，并进行细胞问的比较。

1．4．2免疫组化检测AQP5：采用链霉素一亲和素一

生物素一过氧化物酶法(SABC)对细胞爬片进行免疫

组化染色，按试剂盒说明书操作，3，31_二氨基联苯

胺(DAB)显色，光镜下细胞质及细胞膜呈棕黄色颗

粒为阳性细胞。每张切片随机取10个视野(x400)

测定其吸光度(A)值，取均值反映表达强弱。

1．5统计学方法：采用SPSS 13．0软件，计量资料

以均数士标准差。士s)表示，均进行正态性检验，多

组样本均数比较进行方差齐性检验，组间比较采用

单因素方差分析(one—way ANOVA)，两比较采用

LSD法，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1不同海水含量组细胞形态、活性变化及AQP5

的改变(图1)：倒置显微镜下观察，加入海水前绝大

多数A549细胞胞体明亮，呈长梭形，紧贴皿底，无

悬浮细胞，呈现良好的生长状态，加人海水2 h后可

见100％及75％海水组细胞逐渐死亡，细胞大量悬

浮，50 o,4及25％海水组少量细胞形态变圆，胞体变

暗，4 h后50％海水组细胞有少量脱壁，8 h后脱壁

细胞明显增加。Western blotting．结果显示，8 h时

25％、50％海水组A549细胞AQP5蛋白含量较空

白对照组明显增高(1．053士0．231、1．116士0．316

比0．101士0．081，均P<0．05)I而25％与50％海水

组间无明显差异。说明25％的海水即可导致A549

细胞出现明显损伤。

AQP5t水通道蛋白5。争actint争肌动蛋白，l·空白对照组．

2～4t15％、25％、50％海水组

田1蛋白质免疫印述法检测不同海水含量授泡

A549细臆8 hAOY5的表达
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2．2 25％海水浸泡不同时间组细胞形态、活性变

化及AQP5的改变(图2)：海水1 h组细胞形态及活

性变化不明显，海水4 h组有少量细胞形态变圆，胞

体变暗；海水8 h组细胞出现少量悬浮。Western

blotting结果显示，海水l h组AQP5表达较空白对

照组略有增加(0．306土0．125比0．288士0．098)；海

水4 h组AQP5表达(1．423士0．377)明显增加

(P<0．01)；海水8 h组AQP表达(1．507士0．461)

较海水4 h组略有增加，但差异无统计学意义。

AQP5：水通道蛋白5，}actint争肌动蛋白，1。空白对照组，

2～4：海水1、4、8 h组

圈2蛋白质免疫印迹法检测25％海水授泡A549细胞

不同时问AQP5的表达

2．3不同剂量丹参酮I A组细胞形态、活性变化、

AQP5的改变(图3)：75 flg／ml和100 pglml丹参

酮I A组4 h时即出现较多细胞形态变圆，12 h时

细胞开始出现死亡，18 h后大部分死亡并脱壁悬

浮，丧失正常的细胞形态及活性150 pg／ml丹参酮

I A组少量细胞变圆，但尚未脱壁悬浮I 25 fIg／ml

丹参酮I A组较25％海水组细胞胞体明亮，形态良

好，无明显变圆或悬浮现象，呈现良好的生长状态。

Western blotting结果显示，25 pg／ml与50 pg／ml

丹参酮I A组4 h时AQP5表达较25％海水组明

显减少(0．580士0．186、0．499士0．172比1．013土

0．287，均P<O．05)，但略高于空白对照组(0．213士

0．107)，而两丹参酮浓度组间差异无统计学意义。

AO．P5t水通道蛋白5，lLactin：p肌动蛋白，l：空白对照组．

212s％海水组．3．4t25飕／mI、50 Hg／ml丹参舅I A干预组

■3蛋白质免疫印违法检测丹参舅I A于璜

蠢水浸泡A549细囊4 hAO．P5的表达

2．4 AQP5免疫组化的改变(图4)：空白对照组

A549细胞胞体呈长梭形，细胞分布均匀，大小一致，

细胞质内有极少AQP5阳性表达．25％海水4 h组

细胞分布稀琉，丧失原有正常形态，细胞膜与胞质

AQP5蛋白表达较空白对照组增多(7．21士0．78比

0．41．{-0．08，P<O．01)，染色变深。25趣／ml丹参酮

I A干预4 h组细胞分布较均匀，形态基本完好，

AQP5蛋白表达(3．02-4-0．54)较25％海水4 h组明

显减少，差异有统计学意义(P<0．05)。

圈4光镜下观察25 pg／ml丹参酮IA干预海水浸泡A549细

胞4 h时水通道蛋白5(AQP5)蛋白表达空白对照组(a)A549

细胞体星长梭形，细胞分布均匀、大小一致，胞质有极少AQP5

阳性着色125％海水4 h组(b)细胞分布稀疏．丧失原有正常形

态，细胞膜与胞质AQP5蛋白表达增多，染色变深125 fIg／Inl丹

参酮I A干预组(c)细胞分布较均匀，形态基本完好，AOY5蛋

白表达较25％海水4 h组(b)明显减少免疫组化×400

3讨论

海水淹溺性肺损伤由于海水直接迅速进入肺

内，故肺水肿的发生更为快速和严重。近期研究结果

表明，海水气管内灌注后兔肺部大体标本的充血、水

肿改变较淡水组更为显著，肺湿／干重(W／D)比值、

肺通透指数(LPI)、炎症介质升高的程度均显著高

于淡水灌注[1]。因而，如何保护细胞的正常功能，保

持肺水吸收处于一个平衡的状态，对预防和治疗海

水淹溺性肺损伤显得尤为重要。

AQPs是广泛存在于原核和真核细胞膜上转运

水的特异蛋白孔道，其中AQP5主要位于I型肺泡

上皮细胞[2。3]，是引起肺损伤及肺水肿的重要原因。

既往研究显示脂多糖(LPS)灌注后，随着ALI模型

的建立以及肺水肿程度的加重，AQP5表达降低，以

8 h结果最为明显，但AQP3和AQP4表达未见明

显变化“]。但也有研究显示，LPS处理后的肺泡上皮

细胞(MLE一12)在0．5～2．0 h时AQP5表达是增加

的，在12 h以后AQP5蛋白逐渐减少[s]。而s0Ilg

等“3利用转基因技术研究显示，敲除AQPl、AQP4、

AQP5基因对小鼠ALI引起的肺水肿和胸腔积液

的形成以及新生小鼠的肺水清除并无明显的影响。

所以，AQP在各种原因导致肺水肿中的作用仍存有

争议，AQP是导致水肿形成的原因还是水肿形成后

机体的适应性反应仍不明确。
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丹参酮在临床上广泛用于心肺系统疾病，可改

善冠状动脉侧支循环，减小梗死心肌面积I降低左室

舒张期末压和心肌耗氧量，增加左室作功量，减轻钙

超载，改善心肌细胞间通讯，降低心肌激动传导速度

不均一性l抑制急性心肌梗死患者左室重构等[7墙]。

近年来研究表明，丹参酮I A具有抑制炎症介质与

氧自由基释放的作用，能显著降低LPS引起的小鼠

肺W／D比值，减少支气管肺泡灌洗液中的蛋白漏

出，以及肺组织中性粒细胞的浸润，对LPS导致的

ALI有明显保护作用[9‘1引。同时丹参酮可解除微血

管痉挛，增加微循环流速和流量，消除局部静脉血液

淤滞，改善组织细胞缺血、缺氧所致的代谢障碍I在

肺部疾病中可抑制肺组织纤维化，减少肺组织炎性

细胞浸润，还可保护肺毛细血管内皮细胞和I型肺

泡上皮细胞，增加肺毛细血管血流量[1¨引。

A549细胞是来源于I型肺泡上皮的肺腺癌细

胞株，具有肺泡上皮细胞的某些特征。已有研究指

出，海水可导致A549细胞发生明显的炎症反应，诱

导其表达蛋白酶激活受体2，同时刺激细胞释放肿

瘤坏死因子吨和白细胞介素一8C1‘]。在本实验中，海

水浸泡后A549细胞AQP5表达明显增高，且细胞

形态变圆，胞体变暗，说明高渗性海水浸泡后细胞活

性受损，且随着海水浸泡时间延长或海水含量的增

加，细胞受损更加严重。可以认为，在海水浸泡A549

细胞模型中，高渗性海水刺激细胞后AQP5大量表

达可能是细胞的一种适应性反应，细胞受到海水浸

泡后，因为膜内外渗透压差的缘故，表达更多的通道

使细胞内的液体转向细胞外，但这种适应性反应使

得细胞内液体减少，随之激发一系列的连锁反应，导

致内环境紊乱、功能活性受损。本研究结果显示，

25 pg／ml的丹参酮I A可以调整AQP5的过度表

达，从而保护了海水浸泡后的细胞形态和功能。

综上所述，海水浸泡后的A549细胞活性降低，

AQP5表达增加，而丹参酮I A在25 pg／ml时毒副

作用最小，对海水浸泡的A549细胞形态及活性的

保护作用最佳，其机制可能与抑制AQP5的过度表

达有关I但随着海水浸泡时间的延长，细胞AQP5

经过早期的适应性增加后是否会出现通道功能受损

和表达下降，以及丹参酮通过何种途径调控AQP5

的表达尚需进一步的研究。
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