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小鼠急性肺损伤后肺内犆犉犜犚和犈犖犪犆的表达变化
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气管注入肺内后诱发急性肺损伤，２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后取肺组织，检测其ＣＦＴＲ和ＥＮａＣ的ｍＲＮＡ浓度变化、肺泡液体清除率、

湿干重比。结果：小鼠急性肺损伤后２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ，ＣＦＴＲ在肺内的表达均降低（犘＜０．０５）。小鼠急性肺损伤后２４ｈ、４８ｈ、

７２ｈ，αＥＮａＣ在肺内表达均降低（犘＜０．０５）；βＥＮａＣ、γＥＮａＣ在急性肺损伤后２４ｈ、４８ｈ表达降低（犘＜０．０５），而在急性肺损

伤后７２ｈ恢复正常。小鼠急性肺损伤后２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ，肺泡液体清除率和肺湿干重比出现类似的改变。结论：内毒素诱发的

小鼠急性肺损伤组织中，ＣＦＴＲ和ＥＮａＣ的表达均下降，肺泡液体清除率与其一致，肺湿干重的变化与其相反。
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　　生理状态下肺泡上皮细胞具有主动吸收肺泡

内液体的功能，从而保持肺泡腔内干燥。急性肺损

伤时，肺泡上皮细胞主动吸收液体能力下降，导致

肺水肿持续存在。我们以往的研究提示，小鼠肺泡

内液体吸收主要是通过肺泡Ⅰ型上皮细胞钠通道

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌ，ＥＮａＣ）主动吸收肺泡腔

内的钠离子实现的［１］。囊性纤维化跨膜调节因子

（ｃｙｓｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒ，ＣＦＴＲ）是一种氯离子通道，其通过调节

上述钠离子通道的离子转运来影响跨肺泡上皮的

液体吸收和清除过程［２］。急性肺损伤时，肺泡液体

清除功能受到抑制，主要原因可能是肺泡上皮细胞

膜上这两种离子通道功能受到抑制。因此，在急性

肺损伤肺泡上皮清除水肿时，ＥＮａＣ和ＣＦＴＲ是重

要的离子通道。本研究通过内毒素诱发的小鼠急

性肺损伤模型，研究其肺损伤组织中 ＥＮａＣ和
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ＣＦＴＲｍＲＮＡ的表达变化。

１　材料和方法

１．１　实验动物　清洁级昆明小鼠，６～８周龄，

（２３±２）ｇ，由复旦大学上海医学院动物实验中心提

供并协助饲养。

１．２　动物模型的建立　实验小鼠于固定容器内给

予吸入异氟烷麻醉，然后将其仰卧位固定于小鼠操

作平台，常规消毒切开皮肤，逐层钝性分离直至暴

露气管，在吸气相用 １ ｍＬ 注射器将脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ，Ｓｉｇｍａ公司）经小鼠气管

快速注入肺内（２ｍｇ／ｍＬ，５０μＬ），注射完后立即将

小鼠翻转直立１ｍｉｎ，缝合切口。气管内注射ＬＰＳ

后２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ，将小鼠麻醉处死，取肺组织。另

选择正常小鼠作为对照组。每组纳入５只小鼠。通

过苏木精伊红（ＨＥ）染色切片确认急性肺损伤小

鼠模型建立。

１．３　ＥＮａＣ和ＣＦＴＲｍＲＮＡ表达的分析　小鼠肺

组织匀浆后，抽提总 ＲＮＡ，采用分光光度仪

（７２１型，上海精科仪器有限公司）分别在２６０和

２８０ｎｍ波长处测定其光密度（犇），根据公式计算总

ＲＮＡ浓度及总量。

取总ＲＮＡ进行ＲＴＰＣＲ，ＣＦＴＲ和ＥＮａＣ的

ＰＣＲ引物由上海生工生物工程有限公司合成，引物

设计见表１。取１μＬ反转录产物（ｃＤＮＡ）进行ＰＣＲ

（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲｓｙｓｔｅｍ２４００），建立

ＰＣＲ反应体系（表２）。每个样本取１０μＬＰＣＲ产

物进行电泳分析，获取电泳图，测得条带的量化值，

计算与相应看家基因条带的相对比值，以此进行分

析。每个数据取标本扩增３次的平均值。

表１　犈犖犪犆、犆犉犜犚和犌犃犘犇犎引物设计

　　　Ｓｅｎｃｅ 　　　Ａｎｔｉｓｅｎｃｅ

αＥＮａＣ ＴＣＡＣＴＴＣＡＧＣＡＣＡＴＣＴＴＣＣＡＣＡＧＣＴＧＣ ＧＴＡＴＣＴＧＣＣＴＡＧＣＴＧＧＴＣＣＡＡＧＴＧＧＧＡ

βＥＮａＣ ＣＣＣＣＡＣＣＣＡＧＣＡＡＣＴＡＧＴＧＡＡＣＴＣＡＡＡ ＡＡＡＧＣＡＣＧＴＧＴＴＣＣＣＣＴＴＴＣＡＡＧＡＣＴＴ

γＥＮａＣ ＧＡＴＴＣＴＣＴＴＣＣＴＧＡＣＡＣＡＡＡＴＧＧＴＣＣＴ ＡＣＡＣＡＣＡＴＴＣＴＣＡＣＡＣＡＴＡＣＡＣＡＴＡＣＴ

ＣＦＴＲ ＣＡＴＣＴＴＴＧＧＴＧＴＴＴＣＣＡＴＴＧＡＴＧ ＧＡＴＡＧＧＴＣＴＣＡＧＴＴＡＧＡＡＴＴＧＡＡ

ＧＡＰＤＨ ＧＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＡＣＡＴＣＡＣＴＧＣ ＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧＧＡＧＡＣＡＡＣ

表２　犚犜犘犆犚反应体系

成分 体积（μＬ）

ＳｔｅｒｉｌｅＨ２Ｏ １６．５

１０×ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（ｗｉｔｈｏｕｔＭｇ２＋） ２．５

Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ １．０

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ １．０

ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．５

ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０．５

ＭｇＣｌ２ ２．０

ｃＤＮＡ １０．０

Ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ ２５．０

１．４　肺泡液体清除率（ａｌｖｅｏｌａｒｆｌｕｉｄｃｌｅａｒａｎｃｅ，

ＡＦＣ）的测定　ＡＦＣ的测定方法参照既往文

献［１］。麻醉处死小鼠后，置于恒温３７℃的操作

台，迅速气管切开插管，在３０ｓ内将１０ｍＬ／ｋｇ肺

灌注溶液缓慢注入肺内，导管末端连接纯氧装

置，并通过ＰＥＥＰ阀全程予以５ｃｍＨ２Ｏ的气道

内正压。将灌注液注入小鼠气管内３０ｍｉｎ后，通

过气管导管抽取液体５０μＬ，测量同位素浓度，根

据下列公式计算ＡＦＣ：

　　　　　ＡＦＣ＝（犞ｉ－犞ｆ）／犞ｉ×１００

　　　　　　犞ｆ＝（犞ｉ×犜犘ｉ）／犜犘ｆ

　　其中，ＴＰｉ为注入气管内液体的初始蛋白浓度，

ＴＰｆ为实验结束时气管内收集液体的蛋白浓度。

１．５　肺湿干重比　急性肺损伤后２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ，

取小鼠肺，获取的质量为湿重；随后放入６０℃烘箱

内３～５ｄ，质量不变后获取的质量即为干重。湿重

除以干重的值即为肺湿干重比。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行分

析，所有数据均以珔狓±狊表示，每组实验数据采用方

差分析。

２　结　果

２．１　小鼠急性肺损伤后 ＥＮａＣ的α、β、γ亚型

ｍＲＮＡ水平变化

２．１．１　α亚型（αＥＮａＣ）　急性肺损伤后２４ｈ、

４８ｈ、７２ｈ，小鼠肺内αＥＮａＣｍＲＮＡ浓度均降低

（犘＜０．０５），其中损伤后７２ｈ降低最明显（图１）。
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图１　急性肺损伤后肺内犈犖犪犆的α亚型（α犈犖犪犆）浓度的变化

１：正常水平；２：急性肺损伤后２４ｈ；３：急性肺损伤后４８ｈ；４：急性肺损伤后７２ｈ．犘＜０．０５；狀＝５，珔狓±狊

２．１．２　β亚型（βＥＮａＣ）　急性肺损伤后２４ｈ、

４８ｈ，βＥＮａＣｍＲＮＡ浓度明显降低（犘＜０．０５）；急

性肺损伤后７２ｈ恢复正常水平，但差异无统计学意

义（图２）。

２．１．３　γ亚型（γＥＮａＣ）　急性肺损伤后２４ｈ、

４８ｈ，γＥＮａＣｍＲＮＡ浓度明显降低（犘＜０．０５）；急

性肺损伤后７２ｈ恢复正常，但差异无统计学意义

（图３）。

图２　急性肺损伤后肺内犈犖犪犆的β亚型（β犈犖犪犆）浓度的变化

１：正常水平；２：急性肺损伤后２４ｈ；３：急性肺损伤后４８ｈ；４：急性肺损伤后７２ｈ．犘＜０．０５；狀＝５，珔狓±狊

图３　急性肺损伤后肺内犈犖犪犆的γ亚型（γ犈犖犪犆）浓度的变化

１：正常水平；２：急性肺损伤后２４ｈ；３：急性肺损伤后４８ｈ；４：急性肺损伤后７２ｈ．犘＜０．０５；狀＝５，珔狓±狊

２．２　小鼠急性肺损伤后ＣＦＴＲｍＲＮＡ表达　急性

肺损伤后，ＣＦＴＲ的表达较正常水平明显降低，２４ｈ

最低，４８ｈ、７２ｈ略有回升，但仍比正常水平低（犘＜

０．０５，图４）。这提示，急性肺损伤小鼠模型中，肺内

ＣＦＴＲ表达被抑制。

２．３　急性肺损伤后ＡＦＣ和肺湿干重比的变化　急

性肺损伤后２４ｈ，肺湿干重比由正常时的４增加到

５．１（犘＜０．０５），同时ＡＦＣ由１２．５％降至９．８５％

（犘＜０．０５）；急性肺损伤后４８ｈ，肺湿干重比升至

６．６（犘＜０．０５），同时ＡＦＣ降至最低点７．５％（犘＜
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０．０５）；急性肺损伤后７２ｈ，肺湿干重比下降到５．５，

但是仍较正常值高（犘＜０．０５），同时ＡＦＣ上升至

１０．９％（犘＜０．０５）。这说明小鼠ＬＰＳ诱发急性肺损

伤后４８ｈ，肺损伤最为严重。

图４　急性肺损伤后肺内犆犉犜犚犿犚犖犃浓度的变化

１：正常水平；２：急性肺损伤后２４ｈ；３：急性肺损伤后４８ｈ；４：急性肺损伤后７２ｈ．犘＜０．０５；狀＝５，珔狓±狊

图５　急性肺损伤后犃犉犆和肺湿干重比的变化

　　犘＜０．０５，＃犘＜０．０５；狀＝５，珔狓±狊

３　讨　论

新生儿出生前，肺泡内充满羊水，而出生后数

分钟内肺泡上皮能迅速清除肺泡内的所有液体，使

肺泡内充满气体，新生儿即可呼吸。肺泡上皮细胞

通过主动吸收肺泡腔内的钠离子和氯离子而实现

肺泡液体清除的功能。

研究［３］表明，哺乳动物的各级支气管和肺泡上

皮细胞膜上ＥＮａＣ的３个亚型均表达；气管支气管

黏膜下腺体上也有少量ＥＮａＣ表达。如果将ＥＮａＣ

的１个亚型基因敲除，小鼠出生后会很快死于急性

呼吸衰竭，原因是：肺泡上皮ＥＮａＣ功能不全，小鼠

在出生时肺泡上皮细胞不能将肺泡腔内的液体完

全清除，从而形成肺水肿，导致氧弥散障碍［４］。因

此，ＥＮａＣ在肺泡液体清除中起非常重要的作用。

ＥＮａＣ调节剂可以促进或抑制ＡＦＣ，在正常小鼠模

型中，ＥＮａＣ抑制剂氨氯吡脒能明显降低ＡＦＣ，激

动剂特布他林则能增加ＡＦＣ；而在急性肺损伤模型

中，特布他林促进肺泡液体吸收［５］。

由于ＥＮａＣ和ＣＦＴＲ的特异性抗体纯度均不

佳，因此很难直接检测上皮钠通道ＥＮａＣ和氯离子

通道蛋白ＣＦＴＲ在气道和肺组织内的表达。因此，

本研究通过检测其ｍＲＮＡ浓度来间接反映蛋白的

表达情况。本研究显示，小鼠急性肺损伤后２４ｈ、

４８ｈ，肺内ＥＮａＣ的α、β、γ亚型的ｍＲＮＡ表达显著

下降，同时ＡＦＣ降低；急性肺损伤后７２ｈ，β、γ亚型

的表达基本恢复正常，ＡＦＣ也基本接近正常。这说

明肺内ＥＮａＣ的表达变化与ＡＦＣ的变化趋势基本

一致。研究［１２，６］提示，急性肺损伤时小鼠ＡＦＣ的

下降原因之一是肺泡上皮正常结构破坏，导致正常

肺泡上皮细胞数量明显减少；或者肺泡上皮细胞

ＥＮａＣ的ｍＲＮＡ产生下降，导致ＥＮａＣ蛋白表达降

低，使肺泡上皮钠通道缺乏，从而引起液体清除功

能下降。

在整个气道上皮和肺泡上皮细胞膜上均有

ＣＦＴＲ表达
［７］。而我们之前的研究［１］也显示，

ｃＡＭＰ依赖性肺泡上皮液体转运必须依靠ＣＦＴＲ

通道，ＣＦＴＲ在肺泡液体吸收中有一定作用。本实

验结果表明，ＬＰＳ诱发小鼠急性肺损伤后，ＣＦＴＲ

的ｍＲＮＡ表达显著降低，提示ＣＦＴＲ蛋白在肺上

皮细胞膜的表达可能随之减少，从而对急性肺损伤

应激导致的ｃＡＭＰ刺激性的液体吸收的增加起抑

制作用；而且ＣＦＴＲ的表达变化与ＡＦＣ的变化趋

势较一致，说明急性肺损伤时肺上皮细胞ＣＦＴＲ表

达减少可能是ＡＦＣ降低的原因之一。

目前，还少有研究报道小鼠急性肺损伤时，

ＥＮａＣ和ＣＦＴＲｍＲＮＡ在肺内的表达变化。急性

肺损伤（依据柏林定义，将其称为急性呼吸窘迫综

合征［８］）时，患者ＡＦＣ越低，则相应的生存率也就越

低［３，９１０］。如果通过相应的药物来增加急性肺损伤

时肺内ＥＮａＣ和ＣＦＴＲ的表达，就可以增加这些离
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子通道的数量，最终提高ＡＦＣ，改善急性肺损伤患

者的预后。既往研究［１１１２］表明，糖皮质激素、角化

细胞生长因子等可以增加ＥＮａＣ和ＣＦＴＲ在大鼠

肺内的表达，从而增加急性肺损伤时的ＡＦＣ。

综上所述，本研究发现，在内毒素诱发的小鼠

急性肺损伤模型中，ＥＮａＣ３种亚型和 ＣＦＴＲ

ｍＲＮＡ损伤后短期内（２４～４８ｈ）在肺内的表达水

平都明显降低，与ＡＦＣ和肺湿干重的变化基本同

步。因此认为，急性肺损伤时肺内离子通道蛋白的

表达下降可能导致ＡＦＣ的下降，这是治疗急性肺损

伤的一个潜在靶点。
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