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·论著·

血红素加氧酶 -1对大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞凋亡

及水通道蛋白 -1表达的影响

王宇辉 陈淼 吴艳 钱明江 刘海霞 刘国跃

【摘要】 目的 探讨血红素加氧酶 -1（HO-1）对过氧化氢（H

2

O

2

）诱导的氧化损伤大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞

（AECⅡ）凋亡及水通道蛋白 -1（AQP-1）表达的影响。 方法 取雄性 SD 大鼠肺组织，将分离、纯化的 AECⅡ细

胞原代培养 24�h 后分为 4 组。 正常组加入生理盐水；H

2

O

2

损伤组加入 0.5�mmol/L�H

2

O

2

处理；HO-1 对照组

加入 1�滋mol/L�HO-1 处理；HO-1 保护组同时加入 1�滋mol/L�HO-1 及 0.5�mmol/L�H

2

O

2

处理， 将处理后的细胞继

续培养 2�h。 分别于处理前及处理后 1、3、6、12�h 取细胞悬液，采用蛋白质免疫印迹试验（Western�blotting）检测

AQP-1 表达，用流式细胞仪检测细胞凋亡率。 结果 H

2

O

2

损伤组 AQP-1 表达水平随时间延长逐渐下降，各时

间点明显低于正常组；HO-1 对照组和 HO-1 保护组 AQP-1 表达水平随时间延长呈上升趋势，各时间点高于其

他各组，尤以 HO-1 保护组明显高于 H

2

O

2

损伤组（1�h：60.81±5.78 比 46.21±4.81，3�h：63.05±9.61 比 39.32±

4.96，6�h：92.59±8.21 比 36.82±4.32，12�h：86.16±14.84 比 34.88±2.66，均 P＜0.05）。 正常组和 HO-1 对照组

细胞凋亡率无明显变化；H

2

O

2

损伤组细胞凋亡率随时间延长逐渐升高， 各时间点均显著高于正常组；HO-1 保

护组细胞凋亡率于 3�h 内逐渐升高，6�h 后下降并保持稳定，各时间点均显著低于 H

2

O

2

损伤组〔1�h：（9.04±

2.17）%比（15.14±2.47）%，3�h：（12.90±2.04）%比（22.37±4.84）%，6�h：（10.42±1.68）%比（27.83±3.93）%，

12�h：（11.97±1.91）%比（33.63±6.61）%，均 P＜0.05〕。 H

2

O

2

损伤组 AQP-1 与细胞凋亡率呈显著负相关（r＝

-0.723，P＜0.001），并存在回归关系〔y＝672.548（0.914）

x

，R

2

＝0.597〕；HO-1 保护组 AQP-1 与细胞凋亡率无显

著相关性（r＝0.210，P＝0.193），但存在回归关系〔y＝e

��（3.130�-�59.654/x）

，R

2

＝0.225〕。 结论 HO-1 可上调 H

2

O

2

�氧化损

伤 AECⅡ细胞的 AQP-1 表达水平并降低细胞凋亡率；上调 AQP-1 表达可能是 HO-1 抗氧化损伤机制之一。
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【

Abstract

】

Objective To�explore� the�effect� of�heme�oxygenase-1�（HO-1） on� apoptosis� and� expression� of�

aquaporin-1�（AQP-1） in�primary�type�Ⅱ alveolar�epithelial�cells（AECⅡ） in� rats�with�hydrogen�peroxide�（H

2

O

2

）

induced�oxidative�damage.�Methods Lung�tissue�of�male�Sprague-Dawley�（SD） rats�was�collected.�Primary�AECⅡ

were�isolated， purified， and�cultured�for�24�hours， then� they�were�divided� into� four�groups:�① normal�group�（treated�

with�normal�saline）;�② H

2

O

2

�injury�group�（treated�with�H

2

O

2

�0.5�mmol/L）;�③ HO-1�control�group��（treated�with�HO-1�

1�滋mol/L）;�④ HO-1�protection�group�（treated�with�HO-1�1�滋mol/L�and�H

2

O

2

�0.5�mmol/L）.�Cells�of�each�group�were�

cultured� for� 12� hours� after� various� treatment.� The� cell� suspension� was� collected� before� and� 1， 3， 6， 12� hours� after�

treatment， the�expression�of�AQP-1�was�determined�by�Western�blotting�and�the�apoptosis�rate�was�assessed�with�flow�

cytometer.�Results The�expression�of�AQP-1�in�H

2

O

2

�injury�group�was�significantly�declined�with�time， and�was�lower�

than�that�in�normal�group�at�each�time�point�after�treatment.�The�expression�of�AQP-1�in�HO-1�control�group�and�HO-1�

protection�group�was�significantly�increased�with�time， and�was�higher�than�that�of�other�groups�at�each�time�point�after�

treatment.�The�expression�of�AQP-1�in�HO-1�protection�group�was�significantly�up-regulated�compared�with�that�in�H

2

O

2

�

injury�group�（1�hour:�60.81±5.78�vs.�46.21±4.81， 3�hours:�63.05±9.61�vs.�39.32±4.96， 6�hours:�92.59±8.21�vs.�

36.82±4.32， 12�hours:�86.16±14.84�vs.�34.88±2.66， all�P＜0.05）.�No�significant�difference�in�apoptosis�rate�was�

found�between�normal�group�and�HO-1�control�group.�The�apoptosis�rate�in�H

2

O

2

�injury�group�was�increased�with�time，

and�was�significantly�higher�than�that�of�normal�group�at�each�time�point.�The�apoptosis�rate� in�HO-1�protection�group�

was�gradually�increased�within�3�hours�after�treatment， then�decreased�and�remained�stable�after�6�hours， while�it�was�

significantly�lower�than�that�of�H

2

O

2

�injury�group�at�each�time�point�〔1�hour：（9.04±2.17）%�vs.�（15.14±2.47）%，

DOI：10.3760/cma.j.issn.2095-4352.2013.06.009

��������基金项目：贵州省科委科技计划项目（SY2008-3052）；贵州省教育厅自然科学研究项目（黔教科 2007042）

作者单位：563000��贵州，遵义医学院（王宇辉现在贵州省人民医院重症医学科工作）；563003��贵州，遵义医学院

附属医院重症医学科（陈淼、吴艳、钱明江、刘海霞、刘国跃） 通信作者：陈淼，Email：chenmiao64@163.com�

351· ·



中华危重病急救医学 2013年 6月第 25卷第 6期 Chin�Crit�Care�Med，June��2013，Vol.25，No.6

急性呼吸窘迫综合征（ARDS）以广泛肺间质及

肺泡腔内大量渗出及透明膜形成， 甚至出现进行性

呼吸功能损害和呼吸衰竭（呼衰）为特征，氧化应激、

细胞凋亡、 炎症反应等因素在 ARDS�发病中起着重

要作用

［

1-2

］

。 ARDS时机体产生并释放大量活性氧簇

（ROS）引起靶器官的氧化损伤

［

3-5

］

，因此，抗氧化损

伤是肺保护的中心环节之一。研究发现，细胞内外水

分子的穿透是经膜上的水通道蛋白（AQPs）转运，且

以 AQP-1为主

［

6

］

；AQP-1表达及功能改变对细胞内

外液体环境及细胞凋亡均有调节作用

［

7

］

。 人体内存

在以血红素加氧酶 -1（HO-1）为代表的许多抗氧化

酶，可通过对过氧化物产生催化、还原等作用减轻过

氧化损伤

［

8

］

。 本课题组前期的实验发现，在对离体条

件下培养的Ⅱ型肺泡上皮细胞（AECⅡ）进行 H

2

O

2

氧化损伤处理时， 加入 HO-1 或上调 HO-1 表达可

显著减少细胞凋亡的发生

［

9-10

］

，但这种保护作用机制

尚需进一步研究。 本实验设计对大鼠 AECⅡ细胞以

H

2

O

2

进行氧化损伤，以 HO-1 建立保护模型，通过

检测实验过程中 AECⅡ细胞凋亡率及 AQP-1 表

达，进一步探究 HO-1 对 AECⅡ细胞氧化损伤过程

中起保护作用的机制。

1 实验方法

1.1 分离、纯化 AECⅡ及分组处理：雄性 SD 大鼠

由第三军医大学实验动物中心提供， 体质量 250�g，

动物合格证号：SCXK（渝）2007-005。 按照文献

［

11

］

方法分离、纯化 AECⅡ，将最终提纯的细胞浓度调

至约 1×10

9

/L，原代培养 24�h 后分为 4 组，正常组

加入生理盐水，HO-1 对照组加入 1�滋mol/L�HO-1，

H

2

O

2

损伤组加入 0.5�mmol/L�H

2

O

2

、HO-1 保护组同

时加入 1�滋mol/L�HO-1和 0.5�mmol/L�H

2

O

2

，各组细胞

继续培养 12�h。 各组分别于处理前及处理后 1、3、

6 及 12�h 取细胞进行指标检测。

1.2 蛋白质免疫印迹试验（Western�blotting）测定

AQP-1 含量：取细胞悬液，超声裂解，BCA 法测定蛋

白总量。 取 40�滋g 蛋白质进行凝胶电泳分离、转膜、

脱脂奶粉封闭蛋白质，加 AQP-1 抗体后置于 4�℃孵

育 6�h，洗膜后加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗大

鼠 IgG 并常温下 1�h， 曝光后摄片， 用 Quantity�One�

4.6.7 软件对所得凝胶图像进行分析，检测各组凝胶

图像的校对积分吸光度（A）值，实验重复 8 次。

1.3 细胞凋亡率检测：取细胞悬液进行膜联蛋白 V/

碘化丙啶（AnnexinV/PI）双染色，流式细胞仪检测，

Cell�quest 软件进行分析，实验重复 8 次。

1.4 统计学方法：应用 SPSS�13.0 软件。计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，成组资料采用单因素方

差分析，组间两两比较采用 Post�Hoc 多重比较（方差

齐时用 LSD 法，方差不齐用 Dunnett�T3 法），同时进

行相关性分析，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组细胞 AQP-1 表达比较（图 1；表 1）：正常

组 AQP-1 表达水平不随时间而改变。 H

2

O

2

损伤组

AQP-1 表达水平随时间延长呈下降趋势， 且 H

2

O

2

损伤组处理后各时间点均较其余各组显著降低

（均 P＜0.05）。 HO-1 对照组及 HO-1 保护组 AQP-1

表达水平随时间延长呈增加趋势（均 P＜0.01），并

分别在 12�h、6�h 达高峰；HO-1 保护组各时间点

AQP-1 表达水平均明显高于正常组及 H

2

O

2

损伤组

（均 P＜0.05）。

AECⅡ：Ⅱ型肺泡上皮细胞，AQP-1：水通道蛋白 -1，

HO-1：血红素加氧酶 -1，茁-actin：茁- 肌动蛋白

图 1 蛋白质免疫印迹试验检测 H

2

O

2

处理后不同时间点

各组大鼠 AECⅡ中 AQP-1的表达

3�hours:�（12.90±2.04）%�vs.�（22.37±4.84）%， 6�hours:�（10.42±1.68）%�vs.�（27.83±3.93）%， 12�hours:�（11.97±

1.91）%�vs.�（33.63±6.61）%， all�P＜0.05〕.�A�negative�correlation�was�found�between�AQP-1�and�apoptosis�rate�in�

H

2

O

2

�injury�group�（r＝-0.723， P＜0.001）， and�a�regression�correlation�was�found�〔y＝672.548（0.914）

x

，R

2

＝0.597〕.�

AQP-1� was� not� correlated� with� apoptosis� rate� in�HO-1� protection� group� （r＝0.210， P＝0.193）， but� a� regression�

correlation�was�found�〔y＝e

（3.130�-�59.654/x）

，R

2

＝0.225〕.�Conclusions HO-1�could�increase�the�expression�of�AQP-1�in�

H

2

O

2

� injured�AECⅡ of� rat， and� lower� its� apoptosis� rate.� Increase� in� the�expression�of�AQP-1�may�be� the�underlying�

mechanism�of�anti-oxygenation�property�of�HO-1.

【

Key words

】
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2.2 各组细胞凋亡率比较

（表 1； 图 2）： 正常组及

HO-1 对照组细胞凋亡率

不随时间而改变，且两组间

各时间点比较差异也均无

统计学意义（均 P＞0.05）。

H

2

O

2

损伤组细胞凋亡率随

时间延长而逐渐增加，且

各时间点均显著高于其余

各组（P＜0.05或 P＜0.01）。

HO-1 保护组细胞凋亡率

在处理后 3�h 内呈增加趋

势，6�h 时出现显著下降，

并保持稳定（P＜0.01）；处

注：AECⅡ：Ⅱ型肺泡上皮细胞，AnnexinV/FITC：膜联蛋白 V/异硫氰酸荧光素，PI：碘化丙啶

图 2 流式细胞仪检测 H

2

O

2

处理后不同时间点各组大鼠 AECⅡ的凋亡情况

表

1 HO-1 和 H

2

O

2

处理后不同时间点各组大鼠 AECⅡ中 AQP-1 表达

及细胞凋亡率的变化比较（x±s）

AQP-1（积分 A值）

处理前 处理后 1�h 处理后 3�h 处理后 6�h 处理后 12�h

50.10±5.18 52.60±3.65 50.69±4.19 51.13± 3.37 51.48± 3.07

51.49±3.11

46.21±4.81

a

39.32±4.96

a

36.82± 4.32

a

34.88± 2.66

a

49.67±4.05

63.96±2.47

ab

72.00±5.42

ab

141.78±19.01

ab

146.03±20.17

ab

50.79±3.77

60.81±5.78

ab

63.05±9.61

ab

92.59± 8.21

ab

86.16±14.84

ab

组别

样本

数

正常组 8

H

2

O

2

损伤组 8

HO-1对照组 8

HO-1保护组 8

注：HO-1：血红素加氧酶 -1，AECⅡ：Ⅱ型肺泡上皮细胞，AQP-1：水通道蛋白 -1；与正常组比较，

a

P＜0.05；与 H

2

O

2

损伤组比较，

b

P＜0.05；与 HO-1对照组比较，

c

P＜0.05

细胞凋亡率（%）

处理前 处理后 1�h 处理后 3�h 处理后 6�h 处理后 12�h

4.11±1.29 5.00±1.73 5.13±1.58 5.32±1.52 5.73±1.13

3.64±1.34

15.14±2.47

a

22.37±4.84

a

27.83±3.93

a

33.63±6.61

a

3.88±1.42

4.99±1.36

b

5.46±1.40

b

4.49±1.01

b

5.10±1.21

b

4.05±0.71

9.04±2.17

abc

12.90±2.04

abc

10.42±1.68

abc

11.97±1.91

abc

组别

样本

数

正常组 8

H

2

O

2

损伤组 8

HO-1对照组 8

HO-1保护组 8
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理后各时间点细胞凋亡率均明显低于 H

2

O

2

损伤组，

但高于正常组及 HO-1对照组（均 P＜0.05）。

2.3 AQP-1 与细胞凋亡率的相关分析（图 3～4）：

正常组、HO-1 对照组 AQP-1 与细胞凋亡率无明

显相关性（r

1

＝-0.098、P

1

＝0.545，r

2

＝0.187、P

2

＝

0.248），也无明显回归关系。 H

2

O

2

损伤组AQP-1 与

细胞凋亡率呈显著负相关（r＝-0.723，P＜0.001），并

存在回归关系。 HO-1保护组 AQP-1与细胞凋亡率

无相关性（r＝0.210，P＝0.193），但存在回归关系。

注：AECⅡ：Ⅱ型肺泡上皮细胞，AQP-1：水通道蛋白 -1

图 3 H

2

O

2

损伤组大鼠 AECⅡ中 AQP-1与细胞凋亡率的相关性

注：HO-1：血红素加氧酶 -1，AECⅡ：Ⅱ型肺泡上皮细胞，

AQP-1：水通道蛋白 -1

图 4 HO-1保护组大鼠 AECⅡ中 AQP-1与细胞凋亡率的相关性

3 讨 论

AECⅡ是肺泡上皮的功能性干细胞， 可合成和

分泌肺泡表面活性物质，调节肺泡表面张力，维持肺

的正常功能。 研究证实，在 ARDS 过程中 AECⅡ的

过度凋亡可引起肺泡间隔增厚， 肺泡内中性粒细胞

聚集，蛋白含量增加及炎症介质释放

［

12-13

］

。 抑制肺泡

上皮细胞凋亡可减轻炎症反应， 改善肺毛细血管高

通透性，实现对 ARDS时肺脏的保护作用

［

14

］

。

AQP-1 由肺泡上皮细胞表达，AQPs 的表达与

多种肺部疾病的发生发展密切相关

［

15

］

。研究表明，不

同细胞中 AQPs 活性或表达水平的改变可通过对凋

亡细胞体积缩小（AVD）的过程产生影响，并调节细

胞内液水分含量及钠、钾等离子浓度，使细胞形成高

渗透压和低 K

+

的细胞内液环境， 使天冬氨酸特异

性半胱氨酸蛋白酶（caspases）系统与细胞色素 C 激

活，从而影响凋亡过程

［

16-17

］

。 本研究结果显示，H

2

O

2

损伤组 AQP-1较其他各组均显著下降，并且与细胞

凋亡率呈负相关， 提示在氧化损伤的 AECⅡ细胞

中，当 AQP-1表达下降时，细胞凋亡率明显增加，与

Bortner 等

［

18

］

及关桂梅和董震

［

19

］

针对肾小管上皮细

胞与人喉癌上皮细胞 AQP-1 表达及细胞凋亡趋势

之间关系的研究结果相似。 但 Jablonski 等

［

20-21

］

将

AQP-1 基因转入不表达 AQP-1 的中国仓鼠卵巢细

胞后，该细胞出现 AQP-1 表达，同时增加了细胞内

caspase-3 的表达，诱导细胞凋亡发生。 实验结果的

差异提示，AQPs对不同组织来源及不同病理状态下

的细胞凋亡影响可能有完全不同的作用机制， 造成

这种区别的原因目前尚无明确定论， 推测其原因可

能是由于来源于不同组织或处在不同病理生理状态

下的细胞中，构成细胞内液的成分、细胞功能性结构

等均有一定差异，细胞内渗透压、离子浓度、电荷水

平等也可能存在不同， 故对于凋亡诱导过程中所需

液体流动时限、速率等要求也可能完全存在差异，因

而对 AQPs 表达水平、蛋白活性也有不同的需求，尚

需更多针对不同细胞的研究进一步明确。

目前已经发现 HO-1 存在多种细胞保护作用机

制，如催化血红素产生亚铁离子、胆红素等抗氧化因

子；稳定线粒体膜电位从而保护线粒体完整性；还有

研究发现 BCL-2 等凋亡相关基因也可能受 HO-1

调控

［

22-25

］

。 本研究显示，同时加入 HO-1和 H

2

O

2

后，

随着作用时间延长，AECⅡ细胞中 AQP-1 表达水平

显著升高，而细胞凋亡率显著下降。 这一结果提示，

HO-1 在 AECⅡ氧化损伤过程中起到的抗凋亡作用

可能与诱导 AQP-1 表达上调有关；HO-1 保护组

AQP-1 在 6�h 内呈逐渐上升趋势，6�h 达高峰，12�h

呈下降趋势，细胞凋亡率在 6�h 则较其他时间点低，

提示 HO-1 诱导 AQP-1 表达及抗细胞凋亡作用出

现迅速，6�h细胞膜表面负载的 AQP-1 趋于饱和，因

而 AQP-1产生的抗凋亡作用也达到高峰。

本实验显示， 虽然 HO-1 保护组细胞凋亡率较

HO-1 损伤组低，但仍高于 HO-1 对照组及正常组，

提示 HO-1虽然显示出明显的抗氧化、抗凋亡作用，

但不能完全阻止 H

2

O

2

导致的氧化损伤。本实验还显

示，虽然 HO-1 对照组 AQP-1 表达水平较正常组显
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著升高，但细胞凋亡率在两组之间无统计学差异，提

示对于没有氧化损伤因素存在的体外培养 AECⅡ，

HO-1 仍然可以上调 AQP-1 表达水平，但不影响细

胞凋亡的基础水平。 目前研究已经证实细胞凋亡的

诱发可通过内源性、外源性及凋亡诱导因子（AIF）

3 种不同的路径

［

26

］

。 由于内源性及外源性途径在凋

亡诱导过程中需要经过 caspase系统的激活，故认为

AQP-1 可能通过对 AVD 过程的影响调节 caspase

系统的激活， 进而对这两种途径诱导的细胞凋亡发

生影响。 但在 AIF 途径诱导发生的细胞凋亡过程

中，caspase系统的激活并非必须过程， 因此 AQP-1

表达水平可能对该途径诱导的细胞凋亡没有作用。

此外， 目前也发现某些细胞在没有明确诱因下也可

能出现部分自发性凋亡， 而对该过程的分子机制尚

存在疑问

［

27

］

，AQP-1 表达水平对于这一机制可能不

会产生相关影响。 本研究还显示，HO-1 对照组

AQP-1 表达水平增加， 但对细胞凋亡率无明显影

响，提示非氧化损伤下高表达的 AQP-1 没有显示出

明显的细胞毒作用。 这对于进一步进行相关在体研

究的安全性可能具有一定指导意义。

根据相关分析显示，HO-1 保护组细胞凋亡率

与 AQP-1表达水平之间没有相关性，但存在回归关

系。分析其原因可能是由于除通过调节 AQP-1进而

调控凋亡过程外，HO-1 可能还通过其他途径对凋

亡过程产生影响

［

25

］

，这些作用之间可能相互影响，但

还需进一步研究以明确。

综上所述，本实验发现，在 H

2

O

2

诱导的氧化损

伤 AECⅡ时，细胞凋亡随 AQP-1 表达下降而增加，

提示 HO-1 对 AQP-1 的调节是其抗氧化损伤的作

用之一， 为进一步研究 ARDS治疗靶点奠定了理论

基础。
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更 正

本刊 2013年 2 期赵俊文章“某大学学生心肺复苏认知现况及对策探讨”通信作者谭莉明的工作单位应为“湖南湘西自治州

吉首大学医学院护理学系”，原文“湖北民族学院附属民大医院放射科”有误，特此更正。 （本刊编辑部）
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