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循环骤停大鼠肾集合管水通道蛋白2的表达

王勇 高林林 陈卫民 刘金钢

【摘要】 目的探讨循环骤停对肾集合管水通道蛋白2(AQP2)蛋白及基因表达的抑制作用。方法将

40只大鼠随机分为两组，20只大鼠通过窒息法建立循环骤停一复苏模型(复苏组)，按自主循环恢复后又分为

1 h和3 h亚组；另20只只行机械通气但不建立窒息模型大鼠作为对照组，每组10只。分别于不同时间点取

材，检测血肌酐(sCr)、尿素氮(BUN)。同时取部分肾脏，应用蛋白质免疫印迹法(western blotting)及逆转录一

聚合酶链反应(RT—PCR)分别检测AQP2蛋白及基因表达。结果 各组动物复苏时问、Scr、BUN比较差异无

统计学意义。复苏后1 h和3 h AQP2蛋白及mRNA表达较对照组相应时间点明显下降(蛋白表达：1 h为

38．35±2．08比41．06±1．04，3 h为31．89±1．57比41．45±0．58；mRNA表达：1 h为O．61士O．13比O．87±

o．14，3 h为0．54土o．1l比O．85±o．12，P均<O．01)，且复苏后3 h AQP2蛋白及mRNA表达较1 h进一步

下降(P均<o．01)。结论循环骤停会导致肾AQP2蛋白、基因表达下调，这一改变早于SCr、BUN改变。

【关键词】循环骤停； 水通道蛋白2； 心肺复苏
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【Abstract】 objective To investigate the inhibition of renal aquaporin 2(AQP2)and AQP2 mRNA

expression due to circulatorv arrest．】Ⅵethods Forty rats were randomized into two groups．The circulatorv

arrest—resuscitation model was reproduced in resuscitation group·(20 rats)． Rats in control group were

sub沁cted to the same proceduce but only received mechanical ventilation without asphyxia and resuscitation

(20 rats)． Rats in each group were divided into 1一hour group and 3一hour group randomly(10 rats in each

group)．Serum creatinine(SCr)and blood urine nitrogen(BUN)concentrations were determined in every

rat．Medulla of kidney in every rat was isolated for the determination of AQP2 and AQP2 mRNA expression

with Western blotting and reverse transc“ption—polymerase chain reaction(RT—PCR)．ResuIts There were

no differences in resuscitation time，SCr and BUN concentrations between resuscitation and control groups．

The AQP2 protein and mRNA expression in resuscitation 1一hour and 3一hour groups were significantly

decreased compared with those in control group at the same time points[protein：38．35±2．08 vs．41．06±

1．04(1一hour)，31．89±1．57 vs．41．45±O．58(3一hour)；mRNA：O．61±O．13 vs．O．87±O．14(1-hour)，

O．54±O．11 vs．O．85±O．12(3一hour)，all P<O．01]，and they were further 10wered in resuscitation 3-hour

group(both P<O．01)． Conclusion Cireulatory arrest would lead to down regulation of renal AQP2 and

AQP2 mRNA expression．These changes appear earlier than those of SCr and BUN．

【Key words】 cardiac arrest； aquaporin 2； cardiopulmonary resuscitation

循环骤停是临床上最为严重的一种病理状态，

也是临床上各种疾病终末期患者死亡的主要原

因n’。目前心肺复苏(CPR)是解决这类问题唯一的

办法，复苏成功率为5％～60％姑3。然而复苏后治疗

中几乎都会出现不同程度的多器官功能障碍，且有

效循环停止时间越长，这种损伤越严重∞3。包括肾脏

在内的内脏器官，在CPR过程中受到损伤比较严

重，其恢复程度对于评价CPR的预后具有重要帮

助。临床上CPR后肾功能异常早期多表现为尿量异
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常，目前就这一现象出现的机制尚缺乏足够的理论

依据。近期研究发现：水通道蛋白(AQP)是调节肾

脏尿量变化的主要蛋白“3。本研究中通过探讨CPR

后肾集合管AQP2表达的异常，对这一现象进行分

析，报告如下。

1材料与方法

1．1 主要实验试剂：AQP2一抗为兔抗AQP2

(catalog No．BA0649，武汉博士德公司产品)；二抗

为羊抗兔IgG(product No．A3687，美国Sigma公

司)；①X1 74一HincⅡdigest DNA Marker[TaKaRa

宝生物工程(大连)有限公司，code No．D3406A]；盐

酸肾上腺素注射液(上海和丰制药有限公司)。

1．2动物分组及模型制备：雄性成年wistar大鼠，

体重220～280 g，由中国医科大学实验动物中心提
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供。40只大鼠按随机数字表法分两组，每组再分1 h

和3 h亚组。参照I。iachenko法制备大鼠窒息心搏骤

停CPR模型，术中监测心电图(ECG)、体温、心率

(HR)，灯照调节体温达(37．o±o．5)1C。气管切开接

呼吸机，频率42次／min；使动脉血二氧化碳分压

(PaC()2)35～45 mm Hg(1 mm Hg—O．133 kPa)；

右股静脉置管。窒息前5 min予维库溴铵o．1 g／kg

防止窒息过程中自主呼吸恢复。窒息时断开呼吸机，

夹闭气管导管。自主循环停止8 min后开始复苏，

心脏按压频率160次／min，同时匀速给予复苏合剂

(碳酸氢钠1 mmol／kg+肾上腺素50 pg／kg+生理

盐水5 ml／kg)。

1．3标准：自主循环停止指标为心脏停搏或平均动

脉压(MAP)<10 mm Hg；自主循环恢复(RoSC)指

标为ECG出现规律性自主HR，MAP>60 mm Hg。

记录复苏组大鼠复苏成功时间。

1．4检测指标及方法

1．4．1 取材：RoSC 1 h和3 h分别取下腔静脉血

静置，离心后检测血肌酐(SCr)、尿素氮(BUN)。取

右侧肾脏快速置于液氮内，并转移至一80 C冰箱待

测AQP2蛋白及AQP2 mRNA表达变化。

1．4．2 AQP2蛋白表达检测：采用蛋白质免疫印迹

法(Western blotting)，在肾组织标本加入6倍体积

的细胞裂解液A中匀浆，4 C下17 500 r／min(离心

半径9 cm)离心1．5～2．O h，上清液为胞质蛋白样

品。沉淀(为膜成分)中加入1 m1细胞裂解液B，

在冰水中匀浆，超声粉碎2～3次，每次20 s，间隔

20 s，静置过夜(4℃)后，再次离心1～2 h，取上清

液为胞膜蛋白样品。用Lowry法进行蛋白定量：各

取样品50 pl进行蛋白定量，以浓度最低管为基准，

调节蛋白浓度，加5×样品缓冲液，煮沸3～5 min。

按顺序过胶、转膜、扫描。

1．4．3 AQP2 mRNA表达检测：采用异硫氰酸胍一

酚一氯仿一异戊醇法提取肾组织总RNA，按总RNA提

取试剂盒(美国Promega公司生产)说明书要求进

行。常规提取RNA，进行逆转录，逆转录反应体积

20弘l，总RNA o．5弘g，22 U鸟成髓细胞性白血病病

毒(AMV)，50弘mol寡脱氧胸苷酸(Oligo—dT)15，

1 mmol脱氧核苷三磷酸(dNTPs)，20 U RNA酶抑

制剂。聚合酶链反应(PCR)扩增：反应总体积25弘l，

cDNA 3弘l，各引物均o．1弘1，dNTP o．02 mmoI／I。，

10xbuffer 2．5弘1，Taq聚合酶1 U。PCR产物分析：

取PCR反应产物10肛l，在质量分数为2％琼脂糖凝

胶中电泳，用中x174一HincⅡ作为相对分子质量标
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准，溴化乙锭染色后紫外灯下观察逆转录一聚合酶链

反应(RT—PCR)扩增产物并拍照。计算机凝胶成像

分析系统分析曲线下峰面积，计算出PcR产物密度

含量，用目的基因扩增量与内参照基因扩增量的比

值表示所检测基因的相对表达量。AQP2反义链

5LGCA TCG GCA TCC TGG TTC一37，正义链

57一GCT GTG GCG TTG TTG TGG 3 7；B一肌动蛋

白(pactin)反义链5
7

CAC CCT GTG CTG CTC

ACC GAG GCC一3 7，正义链5 7一CCA CAC AGA

TGA CTT GCG CTC AGG一3 7。

1．5统计学处理：应用SPSS 11．5统计软件包进行

数据处理，数据以均数±标准差(z±s)表示；AQP2

蛋白及mRNA表达采用多因素方差分析(one—way

ANOVA)；其他计量资料采用成组￡检验；P<o．05

为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 各组复苏时间、SCr、BUN(表1)：对照组大鼠

未进行窒息。复苏组大鼠均成功复苏，并顺利完成实

验。复苏组中1 h与3 h间复苏时间比较差异无统

计学意义(P>o．05)。对照组与复苏组各时问点间

SCr、BUN水平比较差异亦均无统计学意义(P均>

O．05)．

表1 两组大鼠复苏时间及scr和BUN比较(；±5)

注：空白为无此项

2．2各组肾组织AQP2蛋白及mRNA表达(图1，

图2；表2)：对照组中1 h及3 h间AQP2的蛋白及

mRNA表达比较差异均无统计学意义。复苏组3 h

AQP2的蛋白及mRNA表达均较1 h明显下降

(P均<o．01)。复苏组1 h和3 h较对照组相应时

间点的AQP2蛋白及mRNA表达均明显下降，差

异具有统计学意义(P均<0．01)。

表2 复苏后不同时间点肾组织AQP2蛋白

及mRNA表达变化(；±s) A值

注：与本组1 h比较，8P<o．01；与对照组同期比较，bP<o．01

万方数据



·212· 中国危重病急救医学2008年4月第20卷第4期 chin crit care Med，April 2008，V01．20，No．4

1～4依次为对照组1 h、3 h，复苏组1 h、3 h

图1 wtN‘、rn blotting法检测各组大鼠肾组织AQP2蛋门表达

M：Marker；1～5依次为对照组1 h、3 h，复苏组l h、3 h，阴性对照

图2 RT PcR法检测各组大鼠肾组织AQP2 mRNA表达

3讨论

窒息导致的心搏骤停与循环原因导致的心搏骤

停具有不同的病理生理基础。窒息导致的心搏骤停

中细胞缺氧、高碳酸血症发生较早，细胞能量储备基

本耗尽，因此复苏后并发症更加严重拍3。在心搏骤停

的病理生理过程中，缺血／再灌注损伤是细胞损伤的

主要机制∞。73。肾脏损伤可以通过尿液成分的变化被

发现，可以相对灵敏地反映内脏器官损伤，其损伤程

度的早期判断对于指导复苏后治疗具有重要意义。

肾功能损伤的临床表现常需要经过少尿期、多尿期

和恢复期等几个不同的阶段，以往对其发生机制的

解释主要是与肾小管的损伤和修复有关。通过对

AQP功能的研究发现，这一现象应该主要与肾小管

上皮细胞AQP表达变化有关。

通过研究发现，肾脏对于自由水的主要调节部

位在集合管∞3。集合管的AQP表达变化对于肾脏水

代谢功能作用至关重要凹’。AQP2是AQPs家族成

员之一，主要分布于集合管主细胞管腔膜及细胞内

囊泡中，是一种抗利尿激素(ADH)敏感性AQP，

AQP2表达及穿梭调节与集合管处水重吸收量的调

节密切相关n沪123。成年人的肾脏每日重吸收150～

200 L液体，即原尿中99％的水分被重吸收，其中

AQP2起重要作用。一旦AQP2的作用受到抑制，人

体短期内就会出现明显的代谢异常n31引。

本实验复苏组中不同通气时间动物的复苏时间

并无明显差异，说明造成的肾脏缺血、乏氧程度并无

明显差异。通过检测肾功能指标也发现，复苏后短期

内SCr、BUN并无明显差异。出现这一现象可能与

SCr、BUN的形成有关，因为循环骤停后细胞有氧

代谢都停止，有效循环恢复早期肾脏缺血及再灌注

损伤不可能马上表现出来。但肾功能无异常并不能

否定肾脏的损伤，肾脏细胞同样需要有氧代谢。进一

步通过检测AQP2蛋白及基因表达发现，复苏后1 h

AQP2蛋白及基因表达均出现明显下降，且随时间

延长这一变化更加明显；对照组AQP2蛋白、基因

表达并无明显变化。由此可见，肾脏有效循环停止对

于肾脏AQP2表达具有明显影响，且蛋白及基因表

达出现同步变化。肾小管对于乏氧、pH值改变、重

金属等比较敏感，因此早期即出现异常，而这一改变

应该完全由乏氧引起，与内环境的损伤无关。

而肾功能衰竭通常需要经历3个不同的病理生

理阶段，即少尿、无尿期；多尿期；恢复期。因此尿量、

尿液成分的变化对于反映肾功能恢复的预后具有重

要意义。针对AQP2表达的变化，目前认为有几种

可能机制：①肾缺血对肾集合管上皮细胞的直接损

伤。AQP2是膜蛋白，主要存在于肾集合管上皮细

胞，细胞坏死会造成大量膜蛋白从细胞膜崩解、释

放，因而肾内AQP2表达下降。②再灌注后自由基

等细胞因子的作用∞3。③集合管上皮细胞自身作用。

肾脏AQP2表达变化是CPR过程中内脏器官

受损程度的反映。单纯通过药物改变肾脏AQP2表

达虽能短期改善肾脏水代谢功能，但对改善CPR预

后似乎无明显临床意义，只有通过改善各内脏器官

微循环的方法才能真正改善患者预后。
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心肺复苏术中薄弱环节及实施对策的体会

梁凤 阿里木江 郭慧

【关键词】心肺复苏； 治疗对策； 薄弱环节

现代心肺复苏(cPR)的目标是：不

但能使猝死者心脏复跳，同时能够存活

出院，并尽量减少中枢神经系统后遗症。

早期高质量的CPR是实现这一目标的

关键，我们在实践中有如下体会。

1 cPR中的薄弱环节及对策

1．1开放气道：过去要求一旦发现患者

无反应，在检查生命体征、判断病情后再

开放气道。新指南则明确：在发现患者无

反应后先开放气道，再检查生命体征；在

CPR全程均应保续气道开放。

1．2人工呼吸：过去要求术者深吸一口

气向患者口中用力吹气，持续2 s以上。

而新指南则要求术者正常吸气，向患者

口内匀速吹气，持续1 s，见胸廓起伏即

可“1。而目前的现状仍以徒手复苏为主，

基本不能实现口对口人工呼吸。用无氧

源的球囊一面罩通气2s以上与气管插管

通气效果相似(Ⅱa)。3，建议普及应用。

1．3建立人工气道：在医师插管的同时

请麻醉科医师会诊协助是切实的做法，

同时应进行气管插管技术的培训。

1．4胸外心脏按压：按压应连续、快速

用力，保证频率和深度符合指南要求。按

压解除阶段有一短暂停顿，使胸廓充分

复位，增加回心血量及心室肌灌流。’。单

作者单位：83151l新疆阜康准东石油职

工医院急诊科

作者简介：梁凤(1967～)，女(汉族)，四川

省人，主治医师，Email：1a“gf885@sina．com。

人cPR按压／通气比改为30：2“3。

1．5除颤：有除颤心律者应首选除颤。

指南要求对心室纤颤或多行性室性心动

过速除颤只1次，双向波，200 J，非同步

直流电复律。除颤后立即行cPR，先胸

外按压。CPR和除颤何者为先曾是争议

的焦点，沈洪等“3曾认为，早期电除颤是

抢救患者生命的关键一环。目前认为，胸

外按压和人工通气在复苏中凸现出和除

颤相当的重要性“3。

1．6窒息：首先应尽快解除窒息，若呼

吸停止，立即行环甲膜穿刺。对窒息者盲

目进行人工呼吸是无效的。窒息时若普

通吸痰管难以到达，可用纤维支气管镜

完成。

2与院前cPR相关的薄弱环节及对策

2．1院前急救出诊资料：我国院外急救

资料报告缺乏规范化，应建立院前急诊

患者登记表，主要包括：收到呼叫、出车、

到达现场，第一次进行CPR和除颤的时

间和地点，自主循环恢复(ROSC)或停

止院外复苏的时间点以及简要病情；其

次，应保持时间的一致性。

2．2院前急救配备：急诊专业人员至少

医生、护士各1名。基本设备应有氧气、

人工呼吸球囊一面罩、喉镜、气管插管、心

电除颤监护仪及急救药品等。在院前实

施BLS的基础上，创造条件强化院前高

级生命支持(AI。S)技术。尽早展开AI。s

可提高CPR成功率。

·基层园地·

3院前与院内复苏的衔接

医护人员到达现场后，应对猝死者

就地行cPR。充分体现“黄金1 h”及“三

环理论”(院前一急诊一重症加强治疗病

房)“3。待R0sC即可转往医院。转运中

严密监测生命体征，必要时持续CPR，

保证院前与院内复苏的有效衔接，以提

高CPR成功率及最终存活率。
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