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摘要 目的 探讨酸敏感离子通道-1a对脂多糖(LPS)诱导
的急性肺损伤大鼠肺组织内质网应激相关蛋白表达的影响。
方法 将 40 只体质量 180 ～ 220 g 的 SPF 级雄性 Sprague
Dawley大鼠随机均分为 4 组:对照组、模型组、阿米洛利组和
地塞米松组。观察大鼠的肺组织病理学变化，ELISA 法检测
血清中白细胞介素-6( IL-6)的表达;实时荧光定量 PCＲ检测
葡萄糖调节蛋白 78(GＲP78)、CCAAT /增强子结合蛋白同源
蛋白(CHOP)和丝氨酸 /苏氨酸 －蛋白激酶 /内切核糖核酸
酶肌醇需要酶 1( IＲE-1)、人 X盒结合蛋白 1(XBP-1)的表达
水平;Western blot检测肺组织中 GＲP78、剪切的半胱胺酸蛋
白酶蛋白-12( c-caspase-12)、IＲE-1 和 XBP-1 表达水平。结
果 与对照组相比，模型组肺组织肺泡塌陷，间质性水肿;

IL-6 的表达上调(P ＜ 0. 01)。阿米洛利组以及地塞米松组
肺组织相关指标改善。Western blot 结果提示，模型组的内
质网应激相关基因的蛋白表达相比于对照组增加，阿米洛利

组内质网应激相关基因的蛋白表达相比于模型组降低(P ＜
0. 01)。实时荧光定量 PCＲ 结果显示模型组的内质网应激
相关基因的 mＲNA 表达相比于对照组增加，阿米洛利组内
质网应激相关基因的 mＲNA 表达相比于模型组降低(P ＜
0. 01)。结论 LPS 诱导的大鼠急性肺损伤中 ASIC1a 的上
调可能介导内质网应激反应。
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急性肺损伤( acute lung injury，ALI)是由败血
症、创伤、休克等各种肺内、外因素所致的急性缺氧
性呼吸衰竭，其发展到一定阶段(氧合指数 ＞ 200)

称为急性呼吸窘迫综合征( acute respiratory distress
syndrome，AＲDS)［1］。AＲDS 起病快，病情发展猛
烈，死亡率高达 30% 以上［2］。Ashbaugh et al［3］在
1967 年提出肺损伤，有关 ALI 的研究很多，但患病
率和死亡率依然很高。因此，ALI 的发病机制和临
床治疗是临床重症监护领域的重点和重要研究方

向。
酸敏感离子通道( acid-sensitive ion channels，

ASICs)是上皮钠通道(ENaC /DEG)超家族中的一类
阳离子通道蛋白复合物，参与了炎症、局部缺血和肿
瘤等伴有组织酸化的疾病

［4］。ASIC1a 是 ASICs 亚
基中能通透 Ca2 +

的主要亚基，当胞外 pH 下降时可
被激活

［5］。内质网应激 ( endoplasmic reticulum
stress，EＲS)可通过缺血缺氧、氧化应激、缺乏营养
物质(如氨基酸，葡萄糖等)和 Ca2 + -ATP 酶抑制剂
介导
［6 － 9］，这些因素也是 ALI 发病过程中的常见因
素。ASIC1a和 EＲS均参与 ALI疾病的发生发展，且
其变化均与 Ca2 +

水平有密切联系，而两者在 ALI 发
病中是否有关联，且机制如何，国内外尚无报道。因
此拟在课题组前期研究 ASIC1a 通道及 ALI 的基础
上，在 LPS诱导的 ALI 大鼠模型中，检测 ASIC1a 对
内质网应激相关指标的影响，为临床预防和治疗

ALI以及新药开发提供新的方向和思路。

1 材料与方法

1． 1 实验材料
1． 1． 1 实验动物 40 只 SPF 级雄性 Sprague-Daw-
ley大鼠，体质量(180 ～ 220)g，由安徽医科大学实验
动物中心提供，生产许可证编号:SYXK(皖)2017-
006，饲养于温度为(25 ± 2) ℃和湿度为 60%的室
内，通风良好，人工控制 12 h昼夜节律，可自由摄食
饮水。
1． 1． 2 药品与试剂 脂多糖( lipopolysaccharide，
LPS)、阿米洛利(美国 Sigma 公司);地塞米松(美国
Solarbio公司);细胞组织裂解液 ＲIPA、蛋白酶抑制
剂 PMSF、一抗稀释液(上海碧云天生物技术有限公
司);ASIC1a一抗(美国 Affinity 公司);β-actin 一抗
(北京博奥森生物技术有限公司);TＲIzol 裂解液
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(美国 ThermoFisher 公司);山羊抗兔、山羊抗小鼠
二抗(北京中杉金桥生物技术有限公司);PVDF 膜
(北京索莱宝科技有限公司);显影液(美国 Advan-
sta公司); ELISA 试剂盒(武汉基因美生物技术有
限公司);BD 动脉血液采集装置(新乡市康尔健医
疗用品有限公司)。
1． 1． 3 主要仪器 Centrifuge 5424 Ｒ 冷冻离心机
(德国 eppendorf 公司);小型垂直电泳槽、小型
Trans-blot 转印槽(湿转)、基础型电泳电源(美国
Biorad 公司);荧光倒置显微镜(日本 Olympus 公
司);4 ℃、－ 20 ℃ 低温冰箱(日本三洋公司);
ChemiDoc MP System 全能型成像系统、CFX Connect
实时定量 PCＲ 仪(美国 Biorad公司)。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 实验处理与分组 40 只雄性 SD大鼠，随机
均分为 4 组:对照组、模型组、阿米洛利组、地塞米松
组。对照组和模型组各自腹腔注射生理盐水 2 ml，
阿米洛利组和地塞米松组分别腹腔注射 2 ml 阿米
洛利(10 mg /kg)和 2 ml 地塞米松(5 mg /kg)，30
min后，对照组腹腔注射 1 ml生理盐水，其余 3 组注
射 1 ml LPS(5 mg /kg)。处理完成 16 h 后，通过腹
腔内注射戊巴比妥钠(3%，40 mg /kg)麻醉，取腹主
动脉血以及肺组织留存。
1． 2． 2 HE 染色 取大鼠右肺下叶，4%多聚甲醛
固定后包埋在石蜡中，切片，HE 染色，封固，光镜下
观察。
1． 2． 3 ELISA法检测大鼠血清中白细胞介素-6( in-
terleukin-6，IL-6) 表达 将取出的血液 4 ℃、3 000
r /min离心 10 min，分离出血清。根据 ELISA 试剂
盒说明书测定每个标本血清中 IL-6 的表达水平。
为每个样本和标准品设置双重复孔，以获取酶标仪

在 450 nm 处吸光度( optical density，OD)值。根据
OD值绘制标准曲线，计算各个样本 IL-6 含量。
1． 2． 4 免疫组化检测肺组织中 ASIC1a蛋白表达
对肺组织右肺叶标本进行染色，高温高压抗原修复。
封闭后滴加一抗过夜。洗脱后孵育二抗 1 h，DAB
显色后水洗，苏木精复染，烘烤组织切片，封片。
1． 2． 5 实时荧光定量 PCＲ检测大鼠肺组织相关基
因 用 TＲIzol提取肺组织总 ＲNA，反转录为 cDNA
后，按以下程序扩增:94 ℃预变性 5 min，再以 94 ℃
20 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，87 ℃ 10 s;循环 55 次。
选择 β-actin作为内参基因，2 － ΔΔCt法计算各样本葡

萄糖调节蛋白 78 ( glucose-regulated protein 78，
GＲP78)、CCAAT /增强子结合蛋白同源蛋白( C /

EBP-homologous protein，CHOP) 和丝氨酸 /苏氨酸
－ 蛋白激酶 /内切核糖核酸酶肌醇需要酶 1( inosi-
tol-requiring kinase 1，IＲE-1)、人 X 盒结合蛋白 1(X
box binding protein 1，XBP-1)的相对表达量，引物由
生工生物工程(上海)有限公司设计合成。引物序
列如表 1 所示。

表 1 ＲNA引物序列

基因名 引物序列(5'-3')
GＲP78 F:CTGTCAGCAGGACATCAAGTTC

Ｒ:TGTTTGCCCACCTCCATTATCA
IＲE-1 F:TGGACTGGCGGGAGAACATC

Ｒ:GAGCTCCCGGTAGTGGTGTC
XBP-1 F:TCGCAGCACTCAGACTACG

Ｒ:GGCAACAGCGTCAGAATCCA
CHOP F:ATGAGGACCTGCAAGAGGTCC

Ｒ:TCCTCCTCAGTCAGCCAAGC
β-actin F:ACCACAGCTGAGAGGGAAATCG

Ｒ:AGAGGTCTTTACGGATGTCAACG

1． 2． 6 Western blot检测肺组织中相关蛋白的表达
ＲIPA裂解液提取肺组织总蛋白后，根据 BCA 试
剂盒测定各组的蛋白含量，调整蛋白浓度并加入上

样缓冲液。SDS-PAGE 电泳分离 90 min，200 mA 恒
流 2 h 转至 PVDF 膜上，5% 脱脂奶粉封闭 1 h。
TBST洗去封闭液，加入 GＲP78、CHOP、ASIC1a 等一
抗(1 ∶ 1 000)，4 ℃孵育过夜。用 TBST在摇床上洗
涤后将膜放入通用二抗中，并在室温下慢摇温育 1
h，洗涤后经化学发光成像系统成像，并使用 Image J
软件进行分析，将各目的蛋白条带荧光强度与内参

蛋白 β-actin比较，判断各组目的蛋白的表达水平。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行统计
分析，数据以 珋x ± s 表示，两组间差异比较采用 t 检
验，多组间差异比较采用单因素方差分析(One-way
ANOVA)，P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 大鼠肺组织病理学变化 大鼠肺组织染色结
果显示，对照组肺泡腔结构清晰，间质血管无充血。
模型组中肺泡的正常结构消失，肺泡隔增厚且间隙

变窄，一些肺泡腔塌陷，炎性细胞浸润肺泡腔，微血

栓形成。与模型组相比，阿米洛利组和地塞米松组
中大鼠肺间质及肺泡出血渗出较模型组减轻。见
图 1。
2． 2 血清炎症因子 IL-6 的表达变化 模型组血清
IL-6(71. 54 ± 0. 9316) pg /ml高于对照组(49. 03 ±
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图 1 各组肺组织 HE染色结果 × 200

A:对照组;B:模型组;C:阿米洛利组;D:地塞米松组

0. 7035) pg /ml( t = 19. 28，P ＜ 0. 01)。阿米洛利组
(53. 87 ± 0. 4263) pg /ml 和地塞米松组(41. 44 ±
1. 1380) pg /ml血清中 IL-6 的水平均低于模型组(F
= 230. 3，P ＜ 0. 01)。
2． 3 ASIC1a 在各组大鼠肺组织中的表达 免疫
组化法测定肺组织中 ASIC1a 的表达，结果如图 2，
模型组中 ASIC1a的表达量较对照组增加，阿米洛利
组和地塞米松组相比于模型组减少。

图 2 各组肺组织 ASIC1a的免疫组织化学 × 400

A:对照组;B:模型组;C:阿米洛利组;D:地塞米松组

2． 4 各组大鼠肺组织中 GＲP78 和 CHOP 及下游
基因 mＲNA 的表达变化 模型组大鼠肺组织中
GＲP78、CHOP mＲNA的表达量高于对照组，差异有
统计学意义(P ＜ 0. 01)。而阿米洛利组和地塞米松
组中 GＲP78、CHOP mＲNA 表达量与模型组相比下
降，差异有统计学意义(P ＜ 0. 01)，见图 3。模型组

中 IＲE-1 和 XBP-1 的表达量高于对照组，差异有统
计学意义(P ＜ 0. 01)。而阿米洛利组和地塞米松组
中 IＲE-1、XBP-1 mＲNA 的表达量与模型组相比下
降，差异有统计学意义(P ＜ 0. 01)，见图 4。

图 3 各组大鼠肺组织中 GＲP78 和 CHOP的 mＲNA表达(n = 3)

与对照组比较:＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较:##P ＜ 0. 01

图 4 各组大鼠肺组织中 IＲE-1 和 XBP-1 的 mＲNA表达(n = 3)

与对照组比较:＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较:##P ＜ 0. 01

2． 5 Western blot法检测大鼠肺组织中 GＲP78、c-
caspase12 及下游基因 IＲE-1 和 XBP-1 蛋白表达的
变化 模型组大鼠肺组织中 GＲP78 和 c-caspase-12
的蛋白表达量高于对照组，差异有统计学意义(P ＜
0. 01)。阿米洛利组和地塞米松组中 GＲP78 和 c-
caspase-12 的蛋白表达量与模型组相比均下降，差
异有统计学意义(P ＜ 0. 01)，见图 5。而模型组中
IＲE-1 和 XBP-1 的蛋白表达量高于对照组，差异有
统计学意义(P ＜ 0. 01)。与模型组相比，阿米洛利
组和地塞米松组中 IＲE-1 和 XBP-1 的蛋白表达量下
降，差异有统计学意义(P ＜ 0. 01)，见图 6。
2． 6 Western blot检测大鼠肺组织中 AKT的表达
及其磷酸化水平 模型组大鼠肺组织中 AKT 的磷
酸化水平(p-AKT)高于对照组(P ＜ 0. 01)，差异有
统计学意义。阿米洛利组和地塞米松组中 p-AKT
与模型组相比明显下降(P ＜ 0. 01)，差异有统计学
意义，见图 7。
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图 5 各组大鼠肺组织中 GＲP78

和 c-caspase-12 的蛋白表达(n = 3)

A:对照组;B:模型组;C:阿米洛利组;D:地塞米松组;与对照组

比较:＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较:##P ＜ 0. 01

图 6 各组大鼠肺组织中 IＲE-1 和 XBP-1 的蛋白表达(n = 3)

A:对照组;B:模型组;C:阿米洛利组;D:地塞米松组;与对照组

比较:＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较:##P ＜ 0. 01

3 讨论

本实验首先对各组大鼠的肺组织切片进行 HE
染色观察病理学变化以及 ELISA 实验检测血清中
IL-6 的表达差异，证明 ALI 大鼠模型造模成功。本
实验在前期课题组研究ASIC1a在大鼠ALI肺组织

图 7 各组大鼠肺组织中 AKT和 p-AKT的蛋白表达(n = 3)

A:对照组;B:模型组;C:阿米洛利组;D:地塞米松组;与对照组

比较:＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较:##P ＜ 0. 01

的表达的基础上，探究大鼠 ALI肺组织中 ASIC1a的
上调对 EＲS 反应的影响。免疫组化实验结果显示
在 LPS 诱导的 ALI 大鼠模型中 ASIC1a 的表达增
加，实时荧光定量 PCＲ 和 Western blot 结果显示模
型组的内质网相关标志性基因的 mＲNA 和蛋白表
达增加，提示 ALI的发病过程有 EＲS反应的发生。
目前的研究

［10］
显示 ALI 的疾病发生机制可能

与肺泡液体清除异常等因素相关，而上皮钠通道在

清除肺水肿液中起重要作用。课题组前期研究［11］

表明 LPS 导致 ALI 大鼠的肺组织中 ASIC1a 的表达
量显著增加，结果表明 ALI 的发病机制可能与
ASIC1a的开放有关。并且有研究［12］显示 ASIC1a
通路的表达也与 Ca2 +

水平的调控密切相关。而阿
米洛利作为 ASIC1a的阻断剂，和阳性对照药地塞米
松对 ALI都有一定的治疗作用，可以抑制模型组中
ASIC1a的表达，减轻 ALI 的病情，EＲS 反应也相应
减轻。提示 ALI肺组织中 ASIC1a 与 EＲS 存在关联
性，ASIC1a可以介导 EＲS 反应，影响疾病进展和转
归。
作为真核细胞中的重要细胞器，内质网具备多

种生理功能，例如折叠翻译蛋白和均衡细胞内钙稳

定性。EＲS是指内质网通过激活胞内信号转导来对
腔内未折叠蛋白的压力作出反应，导致内质网中未

折叠或错误折叠蛋白的积累
［13］。另有研究［14］证

明，EＲS参与了 ALI 和糖尿病等病症。内质网调节
胞质内 Ca2 +

信号，储存 Ca2 +，且已有报道 ALI 的发
生和发展过程有 EＲS 参与［15］。并发现 ALI 疾病的
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发生机制也与 Ca2 +
水平的调控密切相关

［16］。课题
组前期证明了 ASIC1a 可能参与 ALI 发病，抑制
ASIC1a 的表达能够在一定程度上有效地减轻
ALI［11］。另外，肝纤维化以及活化的肝星状细胞中
ASIC1a活化并发生膜转运，同时存在 EＲS 的发生，
而 ASIC1a活化可诱导 Ca2 +

内流，诱发 EＲS，此过程
受 PI3K /AKT通路的调控［17］。本实验在此基础上
旨在探究大鼠 ALI 进程中 EＲS 是否发生及其与
ASIC1a的表达变化之间的关联，为进一步研究 ALI
的 EＲS特异性机制提供新的思路和方法。
抑制 ASIC1a的表达可以减轻 ALI的程度，大鼠

肺组织的 EＲS 相关蛋白减少。提示 LPS 诱导 ALI
大鼠肺组织中 ASIC1a的上调可能参与诱导 EＲS 过
程。
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Effects of ASIC1a on the endoplasmic reticulum
stress in acute lung injury rats

Zhu Yueqin1，2，3，Pan Xuesheng1，2，3，Du Na1，2，3，et al
( 1School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032;2Anhui Province Key Laboratory of
Major Autoimmune Diseases，Hefei 230032; 3Anhui Institute of Innovative Drugs，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of acid-sensitive ion channel-1a on the expression of endoplasmic
reticulum stress-related protein in rats with acute lung injury induced by lipopolysaccharide(LPS) ． Methods 40
SPF male Sprague Dawley rats weighing 180 ～ 220 g were randomly divided into 4 groups(10 in each group): Con-
trol group，Model group，Amiloride group and Dexamethasone(Dex) group． The pathological changes of lung tis-
sue were observed in rats，and the expression of interleukin-6( IL-6) in serum was detected by ELISA． The expres-
sion levels of glucose-regulated protein 78(GＲP78)，C /EBP-homologous protein(CHOP)， Inositol-requiring
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kinase 1( IＲE-1) and X box binding protein 1(XBP-1) were detected by Ｒeal-time quantitative PCＲ． GＲP78，c-
caspase-12，IＲE-1α and XBP-1 in lung tissue were detected by Western blot． Ｒesults Compared with the Control
group，lung tissues in the Model group showed alveolar collapse and interstitial edema; the expression of IL-6 was
up-regulated(P ＜ 0. 01) ． The expression of indicators related to lung tissue decreased in the amiloride group and
the Dex group． Western blot results showed that the protein expression of endoplasmic reticulum stress-related genes
in the Model group was increased compared with the Control group，and the protein expression of endoplasmic retic-
ulum stress-related genes in the Amiloride group was lower than that in the Model group(P ＜ 0. 01) ． Ｒeal-time
quantitative PCＲ results showed that the mＲNA expression of endoplasmic reticulum stress-related genes in the
Model group was increased compared with the Control group，and the mＲNA expression of endoplasmic reticulum
stress-related genes in the Amiloride group was lower than that in the Model group(P ＜ 0. 01) ． Conclusion Up-
regulation of ASIC1a in LPS-induced acute lung injury rats may mediate endoplasmic reticulum stress response．
Key words acute lung injury; acid-sensitive ion channels; lipopolysaccharide; amiloride; endoplasmic reticulum
stress
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调 Q纳秒脉冲 Cr，Er: YSGG激光
作用于牙釉质能量密度的研究

屠姗姗
1，王 礼

2

摘要 目的 通过摸索激光消融牙釉质的阈值和处理牙釉

质最佳的能量密度，以及记录分析纳秒脉冲激光作用过程中

牙釉质温度变化，研究波长 2. 79 μm 的调 Q 纳秒脉冲 Cr，
Er:YSGG激光在纳秒时间尺度上对牙釉质辐照的最佳能量
密度。方法 采用调 Q 纳秒脉冲 Cr，Er:YSGG 激光，使用 5

组不同激光能量密度分别处理牙釉质样本，利用场发射扫描

电镜观察表面形貌，找到消融阈值和最佳能量密度;能量弥

散 X 射线谱检测化学成分;利用高性能红外热像仪对 Cr，
Er:YSGG激光作用过程中的温度变化进行实时监测并记
录。结果 分析出牙釉质激光消融阈值以及激光处理牙釉
质最佳的能量密度区间，同时观察到低能量下不同能量密度

对应的牙釉质表面温度变化。结论 采用调 Q 纳秒脉冲
Cr，Er:YSGG激光处理牙釉质，快速有效，干净无污染，且避
免了对牙釉质及周围组织包括牙髓产生热损伤，提高了治疗

安全性，为纳秒激光在口腔领域的临床应用提供研究基础。

关键词 Cr，Er:YSGG激光;纳秒脉冲;牙釉质;消融阈值;能
量密度
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牙齿表面牙釉质脱矿是很多口腔牙体疾病的始

动因素，形成的白垩斑影响口腔健康和美观，进一步

发展可导致龋坏等牙齿疾病
［1］，已成为口腔临床急

需解决的难题。激光因其无噪音、治疗时间短和无
交叉感染风险等优点在口腔临床中具有很好的应用

前景，而调 Q纳秒脉冲 Cr，Er:YSGG 激光器可以降
低牙釉质及其周围组织包括牙髓的热沉积，进一步

提高了激光在口腔临床应用中的安全性，调 Q 纳秒
脉冲 Cr，Er:YSGG激光在牙齿表面处理方面的优势
有待开发。对于激光防脱矿，首先应摸索激光作用
于牙釉质的始动能量，其次是能量密度。

1 材料与方法

1． 1 实验方法 选取正畸治疗中拔除的前磨牙 36
个，牙体要求完整、无色斑、无龋坏、无充填，未经修
复和正畸治疗。新鲜离体牙用牙周刮治器刮除表面
结石、软垢、组织残留物，再用生理盐水冲洗，依次用
砂纸抛光至 2 000 目，置于生理盐水中超声震荡清
洗 30 min，最后将牙组织样品保存于 0. 9%的生理
盐水中，并在 1 个月之内用于实验，激光消融实验前
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