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·实验研究·

不同发育阶段大鼠肺水通道蛋白表达的变化

陈国兵１，许峰２，卢仲毅２，匡凤梧２

（１．福建医科大学附属厦门第一医院儿科，福建 厦门　３６１００３；　２．重庆医科大学附属儿童医院ＰＩＣＵ，重庆　４０００１４）

　　［摘　要］　目的　近年来研究发现组织发育与液体转运密切相关，水通道蛋白（ＡＱＰｓ）是一组与水主动转运
有关的细胞膜转运蛋白，该文通过对ＡＱＰｓ在不同发育阶段大鼠肺脏表达变化的研究，探讨了ＡＱＰｓ在肺发育中的
意义。方法　将Ｗｉｓｔａｒ大鼠分为４组：胎鼠组、新生鼠组、幼鼠组和成年鼠组，采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴ
ＰＣＲ）和免疫组化（ＳＡＢＣ）方法分别检测ＡＱＰ１，ＡＱＰ３，ＡＱＰ４和ＡＱＰ５ｍＲＮＡ及其蛋白在肺细胞膜上的表达变化和
分布；同时对肺发育相关指标进行对比分析。结果　大鼠肺发育连续不断，从胎鼠至新生鼠期增长最快，以后增速
减慢，为一个动态的连续过程。肺ＡＱＰｓｍＲＮＡ在胎鼠时即有微量表达，出生后ＡＱＰｓｍＲＮＡ及蛋白含量迅速增加，
呈增量表达至成年期；ＡＱＰｓ在肺组织的分布互不重迭，各有其独特的分布区域。ＡＱＰｓ变化与肺发育指标相关性
分析显示它们间存在正相关（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＡＱＰｓ不仅涉及肺上皮的水转运，而且可能与肺组织发育有关。
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　 　 支 气 管 肺 发 育 不 良 （ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｙｓｐｌａｓｉａ，ＢＰＤ）是发生于新生儿（特别是早产儿）持
续用高浓度氧机械通气后的一种肺损伤性疾病，死

亡率极高，存活者常伴有明显肺发育障碍和肺功能

低下，其早期特征性改变是肺泡炎性水肿［１］，预示

肺液体的转运调节机制可能参与了ＢＰＤ的发生、发
展进程。水通道蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ，ＡＱＰｓ）是近年来

发现的一组与水通透有关的细胞膜转运蛋白，主要

介导自由水被动跨生物膜转运，对保持细胞内外水

平衡起重要作用［２］。ＡＱＰｓ与组织发育间的关系研
究不多，Ｌｉｕ等［３］报道了ＡＱＰｓ对脑脊液的形成进而
对脑正常发育是至关重要的，但 ＡＱＰｓ和肺发育之
间的关系，尚未见文献报道。本研究以不同发育阶

段大鼠为研究对象，选取肺组织苏木精伊红染色形

·３２５·
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态学观察结合肺组织蛋白质、ＤＮＡ和肺含水量的变
化作为肺发育相关指标；同时采用逆转录聚合酶链
反应（ＲＴＰＣＲ）和免疫组化（ＳＡＢＣ）方法分别检测
肺组织中 ４种主要 ＡＱＰｓ［４］（ＡＱＰ１，ＡＱＰ３，ＡＱＰ４，
ＡＱＰ５）的ｍＲＮＡ表达和蛋白质分布的动态变化，分
析它们间的相关性，以探讨 ＡＱＰｓ在大鼠肺发育不
同阶段的变化和意义。

１　材料与方法

１．１　动物的分组与检测指标
随机取４组清洁型Ｗｉｓｔａｒ大鼠：孕２０ｄ胎鼠组

（Ｅ２０，一般足月妊娠２１天）、７日龄新生鼠组、１月
龄幼鼠组和成年鼠组，每组８只。采用免疫组织化
学（ＳＡＢＣ）方法观察ＡＱＰ１，ＡＱＰ３，ＡＱＰ４，ＡＱＰ５在各
组肺细胞膜上的分布和含量变化；用逆转录聚合酶
链反应（ＲＴＰＣＲ）测定各组 ＡＱＰ１，ＡＱＰ３，ＡＱＰ４，
ＡＱＰ５ｍＲＮＡ在肺组织的含量。此外对肺发育指标
［蛋白质、ＤＮＡ含量、肺含水量（湿／干重比，Ｗ／Ｄ）、
组织形态学变化］也进行相关测定。

１．２　标本取材
各组大鼠先后用３．５％的水合氯醛（１０ｍＬ／ｋｇ）

腹腔注射麻醉，约１ｍｉｎ后自大鼠剑突下由皮肤至
皮下向上剪开胸腔，迅速取下肺组织，生理盐水漂洗

干净，吸水纸拭干，留测。左下肺置 －７０℃冰箱保
存，待测ＡＱＰｓｍＲＮＡ含量。
１．３　肺发育指标的测定
１．３．１　形态学变化　　取右上肺，４％多聚甲醛固
定２４ｈ，石蜡包埋，５μｍ切片，苏木精伊红染色，光
镜下观察；部分切片行免疫组化检测肺 ＡＱＰｓ蛋白
表达。

１．３．２　肺总蛋白含量测定　　取右中肺，彻底匀
浆，一定比例稀释，采用 Ｌｏｗｒｙ法，７２２分光光度计
测定Ａ７５０吸光度值，绘出蛋白质标准曲线，计算肺总
蛋白含量。

１．３．３　肺总 ＤＮＡ含量测定　　取右下肺，彻底匀
浆，酚／氯仿抽提、纯化，紫外分光光度计测定Ａ２６０吸光
度值，依公式ＤＮＡ浓度（μｇ／ｍＬ）＝Ａ２６０／０．０２计算。
１．３．４　肺含水量测定　　取左上肺，吸水纸吸干表
面，立即称重记作肺湿重。然后置于８０℃烤箱内，
４８ｈ后（重量不再减轻）称重记为肺干重，计算湿／
干重比值（Ｗ／Ｄ），以此了解不同发育时期肺组织含
水量。

１．４　肺ＡＱＰｓｍＲＮＡ及其蛋白质表达
１．４．１　免疫组织化学方法观察 ＡＱＰｓ在肺细胞膜

的分布　　采用链霉亲和素过氧化物酶复合物
（ＳＡＢＣ）法。ＡＱＰ１，ＡＱＰ３，ＡＱＰ４，ＡＱＰ５一抗（兔抗
大鼠 ＩｇＧ５μｇ／ｍＬ）购自美国 ＡＬＰＨＡＤＩＡＧＮＯＳＴＩＣ
公司，ＳＡＢＣ试剂盒购自武汉博士德生物工程有限
公司。５μｍ切片脱蜡至水，３％的过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）
灭活内源性过氧化物酶５～１０ｍｉｎ，热修复抗原，血
清封闭２０ｍｉｎ，滴加ＡＱＰｓ一抗，４℃过夜，加生物素
化山羊抗兔 ＩｇＧ（二抗），３７℃ ２０ｍｉｎ，滴加 ＳＡＢＣ，
３７℃ ２０ｍｉｎ，各步后均在磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中漂
洗数次。二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色，蒸馏水洗涤，
苏木素轻度复染，脱水，透明，封片，电子显微镜观

察，照相。阴性对照组滴加ＰＢＳ代替ＡＱＰｓ一抗，处
理同前。染色结果判定：肺组织出现明确的棕黄或

棕褐色颗粒为阳性。

１．４．２　ＲＴＰＣＲ检测肺ＡＱＰｓｍＲＮＡ表达水平　　
取肺组织 １００ｍｇ，采用异硫氢酸胍一步法抽提总
ＲＮＡ，并在ＲＮＡ／ＤＮＡ机上检测其浓度和纯度。引
物来源于参考文献［５］，并由上海生物工程有限公司

合成。ＡＱＰ１引物上链：５′ＧＧＡＧＡＴＧＡＡＧＣＣＣＡＡ
ＡＴＡＧＡＧ３′，下链：５′ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＡＡＡＧＡ
ＡＡＧＡＣＡＧ３′，长度 ２０２ｂｐ；ＡＱＰ３引物上链：５′
ＡＡＡＣＴＡＧＣＡＧＣＴＣＡＡＧＧＧＡＡＣ３′，下链：５′
ＴＣＣＣＡＣＣＣＣＴＡＴＴＣＣＴＡＡＡＡＣ３′，长度３６７ｂｐ；
ＡＱＰ４引物上链：５′ＡＧＣＡＴＧＡＡＴＣＣＡＧＣＴＣＧＡ
ＴＣＣ３′，下链：５′ＴＣＣＴＴＣＣＣＣＴＴＣＴＴＣＴＣＧＴＣＴ
Ｃ３′，长度 ３１１ｂｐ；ＡＱＰ５引物上链：５′ＴＣＣＡＧＧ
ＡＣＣＡＣＡＣＣＡＧＡＡＡＧ３′，下链：５′ＡＴＡＡＡＡＴＡＧ
ＣＡＣＴＣＣＧＴＧＡＧＣＣ３′，长度１５１ｂｐ；β肌动蛋白
（βａｃｔｉｎ）为内对照，上链：５′ＧＡＣＴＡＣＣＴＣＡＴＧ
ＡＡＧＡＴＣ３′，下链：５′ＧＡＴＣＣＡ ＣＡＴＣＴＧ ＣＴＧ
ＧＡＡ３′，长度５１３ｂｐ。在反转录酶（ＭＭＬＶ）作用下，
总ＲＮＡ１μｇ３７℃水浴１ｈ反转录成互补脱氧核糖
核酸（ｃＤＮＡ）。ＰＣＲ反应条件：２５μＬｃＤＮＡ反应体
系，９４℃预变性４ｍｉｎ，随即 ９４℃变性 ４０ｓ，５８℃退
火４０ｓ，７２℃延伸７５ｓ，循环３０次，循环最后７２℃
终末延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ完成后，扩增产物１０μＬ在
１．５％的琼脂糖凝胶电泳，溴化乙淀染色，紫外灯下
观察，可见与设计片段大小相同的单一条带。ＡＱＰｓ
扩增产物与βａｃｔｉｎ扩增产物的吸光度比值表示每
个样本的ｍＲＮＡ相对含量。
１．５　统计学处理

检测结果均以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行数据处理分析。４组比较
采用完全随机方差分析，组间两两比较采用ｑ检验。
Ｐ＜０．０５认为有统计学意义。
·４２５·
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２　结果

２．１　肺发育指标的变化

肺组织苏木精伊红染色形态学变化：从Ｅ２０胎
鼠、７ｄ新生鼠、１月幼鼠至成年鼠，组织结构逐渐发
育完善（图１）。

! " # $

　　图１　各年龄组大鼠肺组织形态学观察（苏木精伊红染色 ２００×）　　Ａ：Ｅ２０胎鼠肺实质成分少，以间质成分为主，组织结构疏
松。　Ｂ：７ｄ新生鼠血管已张开，肺泡开始发育，可见较完善的支气管和肺血管。　Ｃ：１月幼鼠肺泡大量分裂增生，可见较多的肺泡管和部分
肺泡，支气管发育完好。　Ｄ：成年鼠可见广泛的肺泡结构和肺泡间的毛细血管网。

　　随着大鼠日龄增长，肺总蛋白质和ＤＮＡ含量逐
渐增加，从胎鼠至新生鼠期增长最快，以后增速减慢，

表现为动态的连续发育过程，各组间两两比较差异均

有显著性（Ｐ＜０．０１）。肺含水量在胎鼠时期很高，出
生不久迅速降至成年水平。胎鼠组分别与７ｄ、１月
和成年鼠组比较差异均有显著性（Ｐ＜０．０１），而７ｄ、１
月和成年鼠组间两两比较差异均无显著性（图２，３）。
２．２　肺ＡＱＰｓｍＲＮＡ及其蛋白表达的变化

ＲＴＰＣＲ显示：ＡＱＰｓｍＲＮＡ在胎鼠时均有微量
转录，出生后快速增加，呈增量表达进入成年（图４）。
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图２　大鼠肺总蛋白、肺含水量随年龄的变化

!"# $%"#

&

!"#

'"# ()"#

$%&

$%'

$%(

$%)

$%*

$%+

$%,

$%-

$

!
"
#

*

图３　大鼠肺ＤＮＡ含量随年龄的变化
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图４　大鼠肺ＡＱＰ１，３，４，５ｍＲＮＡ含量随年龄的变化

免疫组化显示：胎鼠时仅有ＡＱＰ１蛋白质表达，
出生后４种ＡＱＰ蛋白均出现表达，呈增量表达至成
年期。ＡＱＰ１表达在肺间质，主要分布在肺血管内
皮细胞和肺间质细胞膜；ＡＱＰ３、ＡＱＰ４表达在气管、
支气管上皮细胞基质膜；ＡＱＰ５表达在Ⅰ型肺泡上
皮细胞顶膜面和黏膜下腺体的腺泡细胞膜。

２．３　ＡＱＰｓ表达与肺发育指标变化的相关性分析
ＡＱＰ１ｍＲＮＡ与肺蛋白质、ＤＮＡ含量随年龄变

化的直线相关系数 ｒ值分别为 ０．９７６和 ０．９７９；
ＡＱＰ３为０．９８８和 ０．９９；ＡＱＰ４为 ０．９９５和 ０．９９７；
ＡＱＰ５ｍＲＮＡ与它们含量变化的ｒ值分别为０．９８和
０．９９（均Ｐ＜０．０５）。结果表明，ＡＱＰｓｍＲＮＡ表达变
化与肺蛋白质和 ＤＮＡ含量变化趋势有很好的一致
性，呈显著正相关。

３　讨论

动物个体的生长发育一直是基础和临床工作者

研究的热点。出生前胎肺是一个分泌旺盛的器官，

胎儿期间，肺气腔充满了由肺上皮分泌的液体，此时

气道液体维持着肺的扩张状态，这对肺发育起到了

重要作用；出生后肺转变为一个吸收组织，生后１ｄ
内远端肺液体被迅速清除，这为出生后肺与外界进

行气体交换创造了条件，其中，任何一个过程出现水

转运障碍都会影响到肺的正常发育［２］。可见肺内

液体的正常转运在肺发育中扮演着重要的角色。

水通道蛋白（ＡＱＰｓ）是一种细胞膜通道蛋白，对
水具有选择性主动转运功能，ＡＱＰｓ都有增加浆膜面
水通透性的特性，具有低抗肺水肿形成的因素。至

今在哺乳动物已发现１３种［２］ＡＱＰｓ（ＡＱＰ０、ＡＱＰ１～
１２），它们广泛分布于全身各组织，目前确认在肺组
·５２５·
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织至少有４种 ＡＱＰｓ［４］（ＡＱＰ１，ＡＱＰ３，ＡＱＰ４，ＡＱＰ５）
表达并参与肺液体转运。ＲｕｉｚＥｄｅｒｒａ［６］在对 ＡＱＰｓ
基因敲除小鼠的研究中发现敲除 ＡＱＰ１致小鼠生长
发育落后；近来一个功能的糖皮质激素反应元件在

ＡＱＰ１启动子中被发现，糖皮质激素受体缺乏的鼠，
肺发育被严重延缓，出生前糖皮质激素的使用可减

少早产儿的呼吸功能不全［７］。种种迹象表明肺

ＡＱＰｓ的变化可影响肺组织发育。
我们研究发现，肺 ＡＱＰ１，３，４，５ｍＲＮＡ在 Ｅ２０

时均出现微量转录，而只有ＡＱＰ１蛋白出现表达，出
生后几种 ＡＱＰｍＲＮＡ含量及其蛋白表达均快速增
加，连续不断，从胎鼠至新生鼠期增长最快，之后增

速减慢。这个增长趋势与肺蛋白质和 ＤＮＡ含量变
化的生理学过程惊人的相似，ＡＱＰｓ变化与肺组织发
育有很好的一致性，存在正相关。本研究结果说明

ＡＱＰｓ与肺发育过程相关联。
研究显示，胎鼠时期肺 ＡＱＰｓ的表达相当微弱，

肺含水量（Ｗ／Ｄ）很高，出生后 ＡＱＰｓ表达均快速增
加，迅速达很高水平，而肺含水量与之相反很快下降

至成年水平，推测肺内液体的快速转运和吸收与

ＡＱＰｓ的表达增加有关，ＡＱＰｓ可能参与了新生鼠出
生后肺内液体的快速清除过程，这为其在围生期维

持肺部相对干燥的功能环境，迅速建立肺泡与外界

的气体交换创造了条件。Ｒａｍｉｒｅｚ等［８］在实验中发

现甲状旁腺素（ＰＴＨ）／ＰＴＨ相关肽（ＰＴＨｒｐ）受体缺
乏的小鼠出生时死于呼吸衰竭，其肺内ＡＱＰ５ｍＲＮＡ
显著减少，而肺泡表面活性物质浓度正常。该研究

为我们提供了较好的反面佐证。

众所周知，肺泡和间质的水肿液是跨Ⅰ型肺泡
上皮细胞和组织间隙而重吸收入血循环。本研究发

现，ＡＱＰ１主要分布在肺间质细胞的顶膜和基底膜、
ＡＱＰ５分布在Ⅰ型肺泡细胞上皮顶膜面，ＡＱＰ１、
ＡＱＰ５随年龄的增长变化暗示它可能参与了出生后
远端肺的液体转运（如肺水肿清除）乃至肺发育过

程。岳冬梅等［９］曾报道ＡＱＰ１、ＡＱＰ５在高氧肺损伤
时表达降低，并与肺水肿的严重程度相关；卢红艳

等［１０］研究认为ＡＱＰ５通过调节肺水平衡，在早产大
鼠肺泡化形成的关键时期发挥重要作用，与我们的

推测相吻合。

气道的主要功能是维持呼吸道通畅，同时分泌

少量液体，温暖、湿润进入气腔的气体。本研究显示

ＡＱＰ３和ＡＱＰ４主要表达在气管、支气管部位，根据
ＡＱＰｓ功能性转运水的特点，推测 ＡＱＰ３和 ＡＱＰ４可
能参与了气道表面的液体调节和气体湿化过程。

随着对 ＡＱＰｓ研究的深入，我们了解到，ＡＱＰｓ
在“干燥综合征、囊性纤维化、哮喘”等涉及水转运

的疾病中都扮演了重要的角色［１１］。支气管肺发育

不良的发生、发展机制尚未完全阐明，其早期特征性

改变表现为肺泡炎性水肿，试想，如果对肺水肿进行

早期干预，就有可能阻断 ＢＰＤ的发生、发展进程。
目前ＢＰＤ的治疗和预防仍是临床工作者较棘手的
课题之一，ＡＱＰｓ在肺水转运乃至肺发育方面的研究
为我们开辟了一条可能的治疗新途径。
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