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  【摘要】 目的 观察小鼠分泌型钙激活Cl- 通道 (mCLCA3)在急性呼吸窘迫综合征

(ARDS)模型肺组织中的表达量及随时间的变化规律,探究其在急性肺损伤过程中的作用。方

法 18只雄性C57BL/6小鼠随机分为对照组和脂多糖 (LPS)组 ARDS小鼠 (分为气道滴入

LPS诱导6h组、24h组),每组6只。HE染色观察小鼠肺组织形态结构改变,并进行肺损伤

评分;阿尔辛蓝-过碘酸雪夫 (AB-PAS)染色观察小鼠气道上皮中杯状细胞的数量;反转录-聚
合酶链反应 (RT-PCR)法检测小鼠肺组织中 mCLCA3的 mRNA 表达水平;蛋白质印迹法

(Westernblot)法检测 mCLCA3蛋白在 ARDS小鼠肺组织及支气管肺泡灌洗液 (BALF)中的

表达。结果 HE染色结果,与对照组相比,LPS组 ARDS小鼠肺部正常结构明显被破坏,肺

泡上皮呈弥漫性损伤,肺泡内出血并伴有大量炎性细胞浸润,肺间质蛋白质沉积,有透明膜形

成;与对照组小鼠相比较,LPS组 ARDS小鼠的肺损伤评分 (对照组:1 40±0 54;LPS组:

7 40±0 54,P <0 05)显著升高;AB-PAS染色观察小鼠气道上皮中杯状细胞的数量;real-

timeRT-PCR (RT-qPCR)和 Westernblot结果显示:相比于对照组小鼠,LPS组ARDS小鼠的

肺组织中 mCLCA3的基因表达量明显下降 (P <0 05);mCLCA3蛋白在ARDS小鼠的肺组织

和BALF中均显著降低,且差异有统计学意义 (P <0 05),且下降水平呈时间依赖性。结论 

LPS诱导的ARDS小鼠模型中气道杯状细胞数量明显增加,而其肺组织及BALF中 mCLCA3的

mRNA及蛋白表达水平 (评分)均明显下降,并表现为时间依赖性。气道杯状细胞产生的分泌

型CLCA表达水平与ARDS损伤程度呈负相关,提示前者可能在肺部炎症机制中扮演着负性调

节作用。
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【Abstract】 Objective Toobservetheexpressionlevelsofmurinecalcium-activatedchloride
channel mCLCA3 inlungtissueofacuterespiratorydistresssyndrome ARDS mousemodeland
itschangingrulewithtime toexploreitsroleintheprocessoflungtissueinjuryinthemice 

Methods Eighteen male C57BL 6 mice were randomly divided into control group 
lipopolysaccharide LPS groupARDSmouse LPStrachealinstillationfor6hoursgroupand24
hoursgroup  with6 miceineachgroup HEstainingwasusedtoobservethemorphological
changesoflungtissue andthelunginjuryscorewascalculated Alcianblue-Periodicacid-Schiff

 AB-PAS stainingwasusedtoobservechangesinthenumberofgobletcellsinpulmonaryof
mice Real-timeRT-PCR RT-qPCR and WesternblotwereusedtotestthemRNAandthe

proteinexpressionlevelsofmCLCA3inlungtissueofmice Results HEstainingshowedthat
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comparedwiththecontrolgroup thenormaltissuestructureofalveolarandinterstitialinARDS
miceweredestroyedandfilledwithlotsofinflammatorycellsandredcells Thelunginjuryscoreof
ARDSmouseinLPSgroup 7 40±0 54 washigherthanthatofthenormalcontrolgroup 1 40±
0 54  P <0 05  AB-PASstainingresultsshowedthatthenumbersofbronchialepithelialgoblet
cellsinLPSgroupwerehigherthanthoseinnormalcontrolgroup P <0 05  Real-timeRT-PCR
andWesternblotresultsrevealedthatthemRNAexpressionlevelsofmCLCA3weredecreased
significantlyinlungtissueinARDSmice P <0 05  AndtheproteinlevelsofmCLCA3were
decreasedmarkedlyinlungtissueandBALFinARDSmice P <0 05  itsdeclinedecreasedmore
withtime Conclusions ThenumberoftheGobletcellintheLPS-inducedARDSmicemodelis
increasemildly butmRNAexpressionandtheproteinlevelsofmCLCA3aredecreasedsignificantly
initslungtissueandBALFlungtissueinARDSmice anditsdeclinedecreasedmorewithtime 
TheexpressionofCLCAproducedbyairwaygobletcellsisnegativelycorrelatedwiththeextentof
ARDSdamage suggestingthattheformermayplayaninhibitoryroleinthemechanismoflung
inflammation 

【Keywords】 Gobletcells Acuterespiratorydistresssyndrome Calcium-activatedchloride
channel
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ARDS以急性呼吸衰竭为特征,病死率居高不

下,是危重症医学临床救治的难点,主要原因是其

发病机制仍不明确[1]。“炎症是ARDS的本质”这

一观点已被大多数学者所认可[2]。因此,彻底阐明

ARDS发生与发展过程中级联放大的炎症反应机

制,是实现 ARDS防治突破性进展的关键。气道

上皮细胞作为肺脏的第一道防御屏障,在受到烟

雾、病原体或过敏原等刺激时,能够分泌多种炎症

介质,从而已经被证实能够参与或调节某些肺部炎

症性疾病的发生发展。其中气道上皮杯状细胞的角

色更是日益受到关注。在外界因子的刺激下,杯状

细胞能迅速分泌黏蛋白,并参与黏液-纤毛清除系

统的防御功能;此外,应激状态时还能分泌一种特

异性 钙 激 活 氯 离 子 通 道 蛋 白 (calcium-activated
chloridechannel,CLCA),后者在人类和小鼠的

基因型分别是hCLCA1和 mCLCA3 (两者异种同

源)。既 往 研 究 证 实,CLCA 在 支 气 管 哮 喘、

COPD等慢性炎性疾病中表达水平增高,并促进气

道黏液高分泌症状的形成,其在这些疾病慢性炎症

发生机制中的角色尚在探索之中。目前未能检索到

CLCA与ARDS相关性的研究报道。基于此,本

课题组拟探讨气道上皮分泌的CLCA在 ARDS发

生机制中的变化及作用,旨在为临床防治提供新的

靶点。

1 材料与方法

1 1 材料

1 1 1 动物与分组 SPF级6~8周雄性C57BL/6

小鼠18只,随机分为3组,每组6只,分别是对

照 组 和 脂 多 糖 (lipopolysaccharide,LPS)
(10mg/kg)刺激6h组 (LPS-6h组)、24h组

(LPS-24h组)。动物购自四川大学及空军军医大

学实验动物中心。

1 1 2 材料与仪器 LPS (Escherichiacoli055:

B5)购 自 美 国 Sigma 公 司;Trizol购 自 美 国

GIBCO公司;逆转录试剂盒购于中国天根生化科

技有限公司;兔抗鼠 mCLCA3一抗、鼠抗鼠β-
actin一抗、山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二抗均购自

美国Abcam公司;蛋白质印迹法 (Westernblot)
相关试剂、RIPA裂解液均购自中国碧云天公司;
蛋白 酶 抑 制 剂 Cocktail购 自 美 国 Sigma公 司;

BCA蛋白试剂盒购自美国Bio-Rad公司;mCLCA3
(Gene_ID23844)引物,其上游引物序列为:5'-
TTCTGGAAGGAGTTCTGAGTG-3',其 下 游 引

物 的 序 列 是:5'-CGGGAATCAAAATGGCAA-
CA-3',产 物 长 度 为 204bp。内 参 基 因 β-actin
(Gene _ ID11461),其 上 游 引 物 序 列 是:5'-
TGTATGAAGGCTTTGGTCTC-3',下游引物序

列 是:5'-GGT-GTGCACTTTTATTGGTC-3', 产

物长度为96bp。引物均由中国上海生工生物工程

有限公司合成。

1 2 方法

1 2 1 造模过程 小鼠腹腔注射1%戊巴比妥钠

(80mg/kg)麻醉,对照组小鼠气道内滴注50μl
生 理 盐 水;LPS 组 ARDS 小 鼠 气 道 内 滴 注
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10mg/kgLPS,注射体积为50μl,分别于6h、

24h后收取样本[3-4]。

1 2 2 肺组织病理检查 取左侧肺组织,置于

4%多聚甲醛溶液中固定,石蜡包埋切片,经 HE
切片染色 后 在 显 微 镜 下 观 察 肺 部 形 态[3]。参 照

Mikawa等[5]的方法以4项指标进行肺损伤半定量

评分:肺泡充血;出血;间隙或血管壁中性粒细胞

浸润或聚集;肺泡间隔增厚或透明膜形成。0分:
极轻度损伤;1分:轻度损伤;2分:中度损伤;

3:重度损伤;4分:严重损伤。4项指标得分相加

作为总分。

1 2 3 阿 尔 辛 蓝-过 碘 酸 雪 夫 (alcianblue-
periodicacidschiff,AB-PAS)染 色 计 数 杯 状 细

胞 石蜡切片脱蜡后行 AB-PAS化学染色,中性

糖蛋白呈现紫红色,酸性糖蛋白为蓝色。气道上皮

中 的 杯 状 细 胞 是 分 泌 黏 液 糖 蛋 白 的 主 要 细 胞,

AB-PAS能特异性结合糖蛋白,并呈现亮紫红色、
颗粒状的阳性反应。在高倍显微镜下 (×400)随

机选 取 6 个 管 壁 完 整 的 小 支 气 管 截 面,采 用

ImageTool3 0图像分析软件测量周径 (circular
ratioPi,Pi),计 数 杯 状 细 胞 数 量 (number,

No),计算单位长度周径小支气管内的杯状细胞数

量 (No/Pi)。

1 2 4 小鼠肺组织 mCLCA3的 mRNA表达水平

的检测 取右肺上叶,置于 Trizol中,将组织充

分剪碎,反复冻融后提取小鼠肺组织中总 RNA,
经逆转录后通过逆转录-聚合酶链反应 (reverse
transcriptasepolymerasechainreaction,RT-PCR)
定量检测小鼠肺组织mCLCA3mRNA水平的表达

变化。

1 2 5 Westernblot法 检 测 mCLCA3蛋 白 在

ARDS小鼠肺组织中的表达 RIPA法提取小鼠肺

组织中总蛋白,采用BCA法测定总蛋白浓度,依

照测得的蛋白浓度,按照上样量为25μg计算上样

体积 (μl),分装于10个小 EP管中。每管加入

5×samplebeffer (提前解冻),其体积为蛋白体

积/4。混匀,离心,上机,程序为:Run-Main-DB
(95℃,5min)。Westernblot法检测小鼠肺组织

中mCLCA3蛋白的表达量。

1 2 6 Westernblot法 检 测 mCLCA3蛋 白 在

ARDS小鼠支气管肺泡灌洗液 (bronchoalveolar
laragefluid,BALF)中的表达 方法同上步煮蛋

白后,采用 Westernblot法检测 mCLCA3蛋白在

ARDS小鼠BALF中的表达量。

1 3 统计学分析 采用SPSS19 0统计软件进行

统计学处理。计量资料以x-±s表示,2组间比较

采用t检验,不同组间比较采用单因素方差分析。

P <0 05为差异有统计学意义。

2 结果

2 1 HE染色观察小鼠肺部形态及计算肺损伤评

分 对照组小鼠精神活动度良好,呼吸平稳;LPS
组ARDS小鼠精神萎靡,活动度差,呼吸急促,
且刺激时间越长,小鼠状态越差。

肉眼观察肺组织大体形态:对照组小鼠双肺光

滑红润;LPS组ARDS小鼠双肺肿胀,呈暗红色,
有散在出血点和出血斑。HE染色显示:对照组小

鼠肺组织结构清晰,基本正常;LPS组 ARDS小

鼠的肺组织正常结构被破坏,肺泡上皮弥漫性损

伤,肺泡及肺间质出血并伴有大量炎性细胞浸润,
肺间质明显增宽伴部分肺泡塌陷,肺间质蛋白质沉

积,有透明膜形成。LPS组 ARDS小鼠的肺损伤

评分明显高于对照组小鼠 (分别为7 40±0 54和

1 40±0 54,P <0 05)。此外,LPS刺激24h后

比6h后的肺损伤评分要高 (P <0 05)。

2 2 AB-PAS染色观察小鼠肺部支气管上皮杯状

细胞数量变化情况 小鼠肺部 AB-PAS染色结果

显示,对照组小鼠小支气管上皮有少量杯状细胞

(No/Pi值16 27±1 53),呈散在分布,管腔干净。

LPS组ARDS小鼠小支气管出现大量簇状聚集分

布的杯状细胞 (No/Pi值48 66±3 40),高于对照

组 (P <0 05),并在管腔中能见到少许着色黏液

的分泌。提示 ARDS小鼠肺支气管上皮中的杯状

细胞轻度增生。也就是说如果 mCLCA3表达水平

下降,能够排除由于造模过程中杯状细胞脱落至数

量减少带来的参杂因素。

2 3 反转录实时定量聚合酶链式反应 (quantitative
reversetranscriptionPCR,RT-qPCR)检测小鼠肺组

织内mCLCA3基因表达情况 RT-qPCR对小鼠肺

组织 mCLCA3的 mRNA表达水平检测,扩增结

果 (图1)显示:LPS刺激24h的 ARDS小鼠

mCLCA3的基因表达水平在肺组织中明显低于对

照组小鼠 (P <0 05),且呈时间依赖性。

2 4 Westernblot检测小鼠肺组织中 mCLCA3蛋

白的表达情况 Westernblot法对小鼠肺组织进行

mCLCA3蛋白表达水平检测 (图2),显影结果显

示:在约100000处,ARDS小鼠肺组织出现条带

的亮度均低于对照组小鼠。证明 mCLCA3蛋白在

LPS刺激24h后的ARDS小鼠肺组织中的表达水

平低于对照组小鼠 (P <0 05),并且呈时间依

赖性。
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2 5 Westernblot检测小鼠肺BALF中 mCLCA3
蛋白的表达情况 Westernblot法对小鼠BALF进

行mCLCA3蛋白表达情况的检测 (图3),显影结

果显 示:在 约100000处,LPS 组 ARDS 小 鼠

(LPS刺激6h)BALF出现条带的亮度均低于对照

组小鼠。证明mCLCA3蛋白在LPS刺激6h后的

ARDS小鼠肺BALF中的表达水平低于对照组小

鼠 (P <0 05)。

注:mCLCA3为分泌型钙激活Cl- 通道;LPS为脂多糖;

与对照组比较,aP <0 05
图1 反转录实时定量聚合酶链式反应检测小鼠肺组织内

mCLCA3基因表达情况 A:LPS刺激6h;B:LPS刺激

24h

3 讨论

ARDS是一种急性、弥漫性、炎症性肺损伤,
其发病率逐年升高,住院病死率高,而其发病机制

仍未完全阐明。目前认为炎症反应和免疫反应在

ARDS的病理生理发展过程中发挥着关键作用[6]。
炎症反应影响了肺泡上皮细胞及血管内皮细胞等组

织细胞的结构与功能,后者也参与了 ARDS的炎

症反应[7]。然而,支气管上皮细胞在 ARDS发生

中的角色还关注得远远不够。CLCA系气道上皮杯

状细 胞 旁 分 泌 型 蛋 白。CLCA 在 支 气 管 哮 喘、

COPD等慢性炎性疾病中高度活跃,能促进气道黏

液高分泌症状的形成,其在这些疾病慢性炎症发生

中的角色逐渐被人们关注。研究表明,在COPD
及哮喘中hCLCA1 (小鼠基因型为 mCLCA3)显

著增加了黏蛋白基因 MUC5AC的表达,并促进其

分泌。CLCA成为潜在的治疗支气管哮喘和COPD
黏液高分泌症状的靶向药物目标[8]。有研究称,

LPS能够诱导人支气管上皮细胞表达hCLCA1和

MUC5AC,增加 黏 液 的 分 泌[9]。2006年,Long
等[10]报 道 CLCA 敲 除 小 鼠 给 予 OVA 刺 激 后,

BALF中炎症水平相比于野生型小鼠显著升高;同

时,与野生型小鼠相比,CLCA敲除小鼠气道接受

LPS刺激后,BALF中以中性粒细胞为主的炎症反

应明显加重。这些结果揭示CLCA除了能够调节杯

状细胞增生与气道黏液的分泌,还能够在机体的固

有免疫应答中抑制组织炎症反应[11]。杯状细胞分泌

的CLCA近年也受到很多关注。越来越多的研究报

道,CLCA不仅与气道高反应性和气道黏液分泌有

关,与慢性炎症反应过程也有联系。但是CLCA在

急性炎症中是否也发挥着相应的作用尚不明确。

注:mCLCA3为分泌型钙激活Cl-通道;GAPDH为甘油

醛-3-磷酸脱氢酶;LPS为脂多糖;与对照组比较,aP <

0 05
图2 蛋白质印迹法检测小鼠肺组织中 mCLCA3蛋白的表

达情况

CLCA家族基因群在人和小鼠分别位于1号和

3号染色体,在这里我们主要研究人体内hCLCA1
的表 达 与 功 能,该 基 因 在 小 鼠 的 同 源 基 因 是

mCLCA3。两者分别编码914、913个氨基酸残基,
相对分子质量约110000。CLCA蛋白主要由肺支

气管上皮杯状细胞分泌,为可溶性蛋白[12]。根据
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以往研究,CLCA蛋白调控上皮Cl-通道及气道黏

液蛋白的合成[8]。然而CLCA在炎症反应中发挥

的作用尚不明确。因此我们在成功建立 ARDS小

鼠模型的基础上观察肺部支气管上皮杯状细胞数量

及肺组织和BALF中CLCA的表达变化情况,进

一步了解CLCA在炎症反应中发挥的作用。

注:mCLCA3为分泌型钙激活Cl-通道;GAPDH为甘油

醛-3-磷酸脱氢酶;LPS为脂多糖;与对照组比较,aP <

0 05
图3 蛋白质印迹法检测小鼠肺BALF中 mCLCA3蛋白的

表达情况

本实验研究通过LPS诱导建立 ARDS小鼠模

型,观察杯状细胞在 ARDS小鼠模型中的表达变

化,研究中我们观察到 ARDS小鼠肺泡及间质组

织正常结构破坏,炎症浸润明显;与对照组相比,

ARDS小鼠肺组织内杯状细胞数量明显增加;在体

内研究中,我们观察到ARDS小鼠 mCLCA3的基

因和蛋白表达水平均明显低于对照组小鼠。为了解

它的动态变化过程,我们检测了LPS刺激6h的

基因和蛋白的表达,发现24h的基因和蛋白表达

量比6h的表达量更低,说明CLCA的降低呈时间

依赖性。而对 BALF中蛋白量的检测只显示出

LPS刺激6h时的条带,LPS刺激6h后的蛋白表

达量明显低于对照组BALF,可能的原因是LPS
刺激24h后CLCA在BALF中的表达量过于低,
以至于 Westernblot法没能检测出条带。

本实验研究结果显示,ARDS小鼠气道杯状细

胞不但没有明显的减少,反而有轻度增高的趋势,
这就排除了体内研究中肺部CLCA的降低是由于

ARDS造模过程中杯状细胞数量因损伤而减少的参

杂因素。因此我们推测,CLCA在机体炎症反应中

可能扮演保护性角色,由于CLCA表达水平的下

降使得机体防御力量下降,肺部炎症的级联反应加

重。但是对于气道上皮杯状细胞是如何通过CLCA
表达量的变化,从而实现对 ARDS炎症程度的反

向调控,目前尚不清楚。我们将继续开展下一步的

研究工作解决这些问题,为 ARDS的发病机制提

供一定依据。
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