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　 　 摘要： 为探讨盐酸戊乙奎醚 （ ＰＨＣ） 对脂多糖 （ ＬＰＳ）
诱导的肺微血管内皮细胞通透性的影响， 将 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠肺微

血管内皮细胞随机分为对照组、 ＬＰＳ 组和 ＬＰＳ＋ＰＨＣ 预处理

组， 测定内皮单层滤过系数 （Ｋｆ） 和蛋白质渗透压反射系数

（σ）， ＭＴＴ 法测定细胞存活率，免疫印迹法测定水通道蛋白⁃１
（ＡＱＰ⁃１） 表达。 与对照组比较， ＬＰＳ 组 Ｋｆ 增加、 σ 减少， 存

活率降低； ＰＨＣ 预处理可减少 ＬＰＳ 组的变化， 提高存活率，
上调 ＡＱＰ⁃１ 表达。
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　 　 水通道蛋白 （ａｑｕａｐｏｒｉｎ， ＡＱＰ） 是一组水选择通道的分子

家族， 可以提供液体快速转运的通路， 肺组织水转运功能对于

维持正常肺组织的通气和换气功能起重要作用［１］。 肺微血管内

皮细胞 （ｌｕｎｇ ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ， ＬＭＥＣ） 是构成血气

屏障的重要结构， 为急性肺损伤 （ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ， ＡＬＩ） ／急
性呼吸窘迫综合征 （ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＡＲＤＳ）
发病的中心环节。 ＡＱＰ⁃１ 主要位于 ＬＭＥＣ， ＡＱＰ⁃１ 在急性肺损

伤发病机制中起重要作用［２，３］。 莨菪类药物可通过多种途径改

善脓毒症患者的循环及脏器功能， 提高生存率； 盐酸戊乙奎醚

（ｐｅｎｅｈｙｃｌｉｄｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＰＨＣ） 作为一种新型抗胆碱能药

对肺损伤有一定疗效［４，５］。 本研究拟以离体培养的大鼠肺微血

管内皮细胞为模型， 探讨 ＰＨＣ 对脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，
ＬＰＳ） 诱导内皮细胞通透性和 ＡＱＰ⁃１ 表达的影响， 为 ＰＨＣ 治疗

脓毒症肺损伤奠定实验基础。
１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 动物　 健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠， 体重 ２５０～ ２９０ ｇ， 购自

同济医学院实验动物中心， 动物许可证号： ＳＣＸＫ （鄂）
２００８—０００５。
１ １ ２　 试剂与仪器 　 盐酸戊乙奎醚 （成都力思特制药股份

有限公司， 浓度 １ ｍｇ ／ ｍｌ， ０ １％）， Ｍ１９９ 培养基、 胰酶、 胎

牛血清 （Ｇｉｂｃｏ 公司）， ＮＣ 膜 （Ａｍｅｒｓｈａｍ 公司），ＬＰＳ、ＡＱＰ⁃１
单克隆抗体及增强荧光显示剂 （Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）。 微孔滤器

和滤膜购自上海医学工业研究所。 其余试剂为国产分析纯。

１ ２　 方法

１ ２ １　 大鼠肺微血管内皮细胞的培养与实验分组　 参照文献

［６］方法进行大鼠肺微血管内皮细胞的培养、 分离和鉴定。 大

鼠放血处死， 打开胸腔， 从右心灌注无血清 Ｍ１９９ 培养液， 至

双肺发白， 取出肺脏置于 Ｍ１９９ 培养液中， 充分冲洗肺脏， 取

表面 ５ ｍｍ 的外周肺组织， 切割至 １ ｍｍ３ 组织块， 置于培养瓶

内， 使用含 ２０％胎牛血清、 １０５ Ｕ ／ Ｌ 青霉素的 Ｍ１９９ 培养基，
培养箱中孵育 ７２ ｈ 后去除组织块， 每 ３～４ ｄ 更换 １ 次培养液。
用 ０ ４％台盼蓝染色少量细胞悬液记数活细胞在 ９５％以上。 相

差显微镜下细胞呈单层铺路石样排列。 孵育 ７２ ｈ 后， 根据所

加试剂随机分为 ４ 组： （１） 对照组， 常规细胞培养， 不予任

何药物处理； （２） ＬＰＳ 组， 单纯给予终浓度 １ μｇ ／ ｍｌ ＬＰＳ 培养

２ ｈ； （３） ＬＰＳ＋低剂量 ＰＨＣ （终浓度为 ０ １ μｍｏｌ ／ Ｌ， 于 ＬＰＳ
处理前 １ ｈ 给药） 预处理组； （４） ＬＰＳ＋高剂量 ＰＨＣ （终浓度

为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ， 于 ＬＰＳ 处理前 １ ｈ 给药） 预处理组。 重复 ５ 次

给药， 在相应组中分别加入不同浓度 ＰＨＣ 或培养液， 于

３７℃、 ５％ＣＯ２ 培养箱中孵育 １ ｈ， 再在相应组中加入 ＬＰＳ， 置

于培养箱继续孵育 ６ ｈ。
１ ２ ２　 细胞存活率　 采用台盼蓝拒染实验测定。 用 ０ １２５％
胰酶消化分离贴壁内皮细胞， 制成单细胞悬液， 取 ４５０ μｌ 各
组细胞悬液移入试管中， 加 ５０ μｌ ０ ０４％台盼蓝溶液混匀，
用细胞计数板在光镜下分别计数活细胞和死细胞 （蓝染细

胞）。

细胞存活率＝ 未蓝染细胞

蓝染细胞＋未蓝染细胞
×１００％

１ ２ ３　 内皮细胞单层通透性测定 　 参照文献 ［７］， 滤膜内

皮细胞形成单层后， 用 Ｈａｎｋｓ′液漂洗， 装入针式滤器， 上端

玻璃管内加 Ｈａｎｋｓ 液 （含或不含 ０ ５％牛血清白蛋白）， 液体

压力 ２ ４５ ｋＰａ （２５ ｃｍ Ｈ２Ｏ）， 液柱高 ２５ ｃｍ。 平衡 ５ ～ １０ ｍｉｎ
后， 收集下管流出液体， 称量并测定其 ２ ｍｉｎ 流出液体体积，
或测上下管白蛋白浓度， 分别计算内皮单层滤过系数 （Ｋｆ）
和蛋白质渗透压反射系数 （σ）。

Ｋｆ ＝ Ｊｖ ／ ΔＰ， σ＝ １－ＣＦ ／ ＣＰ
Ｊｖ—流出液生成速度， ΔＰ—灌注压， ＣＦ—下管液白蛋白

浓度， ＣＰ—上管液白蛋白浓度。
１ ２ ４　 免疫印迹法检测水通道蛋白表达 　 参照文献 ［８］，
常规裂解细胞提取蛋白， 取 ５０ μｇ 总蛋白加入上样缓冲液煮

沸 ３ ｍｉｎ 变性， 经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 再电转移至 ＰＶＤＦ
膜， 封闭后与 １ ∶ １ ０００稀释的一抗 ４℃ 孵育过夜， 与 １ ∶
２０ ０００稀释的二抗室温孵育 １ ｈ， 再与 ＥＣＬ 温浴 １ ｍｉｎ 后曝光、
显影和定影， 进行吸光度扫描分析。
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１ ３　 统计学方法

所有数据均采用 ｘ±ｓ 表示， 用 ＳＰＳＳ１２ ０ 统计软件包进行

单因素方差分析。 以 Ｐ＜０ ０５ 为差异具有统计学意义。
２　 结果

２ １　 ＰＨＣ 对内皮通透性的影响

与对照组相比， ＬＰＳ 使 Ｋｆ 升高、 σ 降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与

ＬＰＳ 组比较， 低剂量 ＰＨＣ 组与高剂量 ＰＨＣ 组 Ｋｆ 明显降低， σ
显著升高 （Ｐ＜０ ０１）。 见表 １。

表 １　 ＰＨＣ 对 ＬＰＳ 诱导的内皮细胞通透性的影响 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｈａｎｋｓ⁃Ｋｆ　 　 牛血清蛋白 σ　 　

对照组 ５ ０ １３８±０ ０３ ０ ３８６±０ ０５

ＬＰＳ 组 ５ ０ ３８６±０ ０３＃ ０ ２１８±０ ０３＃

低剂量 ＰＨＣ 组 ５ ０ ２１１±０ ０３∗ ０ ２６８±０ ０３∗

高剂量 ＰＨＣ 组 ５ ０ １９６±０ ０３∗∗ ０ ３３６±０ ０５∗∗

注： 与对照组相比， ＃Ｐ＜ ０ ０１； 与 ＬＰＳ 组相比， ∗Ｐ ＜ ０ ０５， ∗∗Ｐ
＜０ ０１。

２ ２　 ＰＨＣ 对内皮细胞存活率的影响

与对照组相比， ＬＰＳ 能降低细胞存活率， 低剂量 ＰＨＣ 组、
高剂量 ＰＨＣ 组细胞存活率明显提高。 见表 ２。

表 ２　 ＰＨＣ 对 ＬＰＳ 诱导的内皮细胞存活率的影响 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ 内皮细胞存活率 （％）

对照组 ５ 　 　 １００

ＬＰＳ 组 ５ ８１ ０９±９ １３＃

低剂量 ＰＨＣ 组 ５ ８９ ２２±９ ６３∗

高剂量 ＰＨＣ 组 ５ ９５ ３６±１０ １３∗∗

注： 与对照组相比， ＃Ｐ＜０ ０１； 与 ＬＰＳ 组相比， ∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

２ ３　 ＰＨＣ 对 ＡＱＰ⁃１ 表达的影响

与对照组相比， ＬＰＳ 组 ＡＱＰ⁃１ 表达明显减少； 而与 ＬＰＳ
组相比， 低剂量 ＰＨＣ 组和高剂量 ＰＨＣ 组内皮细胞 ＡＱＰ⁃１ 表

达明显上调； 差异均具有统计学意义。 见图 １。

注： 与对照组相比， ＃Ｐ＜ ０ ０１； 与 ＬＰＳ 组相比，
∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １　 ＰＨＣ 对 ＡＱＰ⁃１ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ６）

３　 讨论

ＡＬＩ 是以通透性肺水肿为特征的一种临床综合征， 其严

重阶段即是 ＡＲＤＳ［９］ 。 目前， ＡＲＤＳ 仍是临床的危重症， 死亡

率高， 临床缺乏特异治疗。 肺微血管内皮细胞是构成血气屏

障的重要结构， 在各种炎症、 损伤等引起的病理过程中如

ＡＬＩ、 ＡＲＤＳ 等， 其通透性增加， 是发病的中心环节。
有文献报道， 急性肺损伤时肺微血管内皮细胞 ＡＱＰ⁃１ 表达

下调， 水转运功能下降导致肺水稳态失衡， 参与 ＡＬＩ 时肺水肿的

发生［１０］。 本研究也发现， 在 ＬＰＳ 刺激作用下， ＡＱＰ⁃１ 蛋白合成

受到影响， 其表达明显减少； 而与 ＬＰＳ 组比较， 低剂量 ＰＨＣ 组

和高剂量 ＰＨＣ 组内皮细胞 ＡＱＰ⁃１ 表达明显上调。 因此， 我们认

为， ＰＨＣ 药物本身可能通过调节 ＡＱＰ⁃１ 的表达调控了局部细胞

膜的水通透性， 导致水从间质回流入血管系统， 促进了其吸收，
从而有利于减轻 ＡＬＩ ／ ＡＲＤＳ 肺水肿的形成。

Ｋｆ 是反映内皮细胞单层通透性的最敏感指标之一。 本实

验证实， ＬＰＳ 作用后内皮细胞 Ｋｆ 减小， 低剂量和高剂量 ＰＨＣ
组分别为 ０ ２１１±０ ０３ 和 ０ １９６±０ ０３， 提示 ＬＰＳ 刺激可引起内

皮细胞通透性显著增加。 在 ＰＨＣ 预处理组， 内皮细胞蛋白质

σ 均明显增加， 低剂量和高剂量 ＰＨＣ 组分别为 ０ ２６８±０ ０３ 和

０ ３３６±０ ０５， 提示 ＰＨＣ 可拮抗 ＬＰＳ 所致内皮细胞单层通透性

的增加， 进而减轻 ＡＬＩ 时水从肺微血管流入肺间质， 也将有

助于减轻 ＡＬＩ 时肺水肿的发生。
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分离和培养的影响 ［ Ｊ］ ． 中国病理生理杂志， １９９９， １５ （１１）：
１０５３⁃１０５４．

［７］ 彭为平， 高巨． 丙泊酚对脂多糖诱导的内皮细胞通透性的影响

［Ｊ］ ． 广东医学， ２００９， ３０ （８）： １０６４⁃１０６６．
［８］ 高巨， 招伟贤， 项冬梅， 等． 丙泊酚对脂多糖诱导的大鼠肺微血

管内皮细胞 ＡＱＰ⁃１ 表达的影响 ［ Ｊ］ ． 中国急救医学， ２００６， ２６
（９）： ６７０⁃６７２．

［９］ Ｓｃｈｍｉｃｋｌ Ｃ Ｎ， Ｍａｓｔｒｏｂｕｏｎｉ Ｓ， Ｆｉｌｉｐｐｉｄｉｓ Ｆ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｌｅ⁃ｐｒｅｄｏｍｉ⁃
ｎａｎｔ ｐｌａｓｍａ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｃｕｔｅ
ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ： ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ． Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ Ｍｅｄ， ２０１５， ４３
（１）： ２０５⁃２２５．

［１０］ Ｃｈｕ Ｙ Ｈ， Ｈｓｕ Ｙ Ｊ， Ｌｅｅ Ｈ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｏｓｍｏｐｒｅｓｓｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｓ
ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｑｕａｐｏｒｉｎ⁃１ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｒｅｄ
ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ， ２０１３， ６２ （ １ ）：
１９７⁃２０２．

·８０２· 中国工业医学杂志　 ２０１６ 年 ６ 月第 ２９ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｉｎｄ Ｍｅｄ　 Ｊｕｎｅ ２０１６， Ｖｏｌ． ２９ Ｎｏ． ３　 　


