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摘要　目的：观察增液汤干预下干燥综合征（Ｓｊｏｇｒｅｎ＇ｓＳｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＳ）模型小鼠肺及结肠组织中水通道蛋白 ＡＱＰ１（ａｑｕａｐｏｒｉｎ１）、
ＡＱＰ８（ａｑｕａｐｏｒｉｎ８）的表达规律。方法：选用ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，各组１０只，免疫诱导法建立干燥综合征小鼠模型，产生 ＳＳ特异性临
床表现和病理改变，采用免疫组化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白质印迹法观察增液汤对ＳＳ模型小鼠肺及结肠组织中ＡＱＰ１／ＡＱＰ８表达的
影响。结果：增液汤可以增强肺及结肠组织中ＡＱＰ１的蛋白表达（Ｐ＜００１），对ＡＱＰ８无影响。结论：ＡＱＰ１在干燥综合征模型
鼠多组织中的表达下调，可能是干燥综合征水液代谢障碍，多脏器损伤的机制之一；增液汤恢复机体阴液，起到“增水”功效可

能与上调ＡＱＰ１蛋白表达有关。
关键词　ＡＱＰ１；ＡＱＰ８；干燥综合征；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；增液汤
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　　干燥综合征（ｓｊｏｇｒｅｎ＇ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＳ）是一种慢性自
身免疫性疾病，以进行性腺体分泌减少为主要临床表

现，同时会累及身体多脏器出现炎性改变及功能受损。

水通道蛋白的表达减少是干燥综合征重要的发病机制

之一［１］，为验证增液汤对干燥综合征患者的整体治疗

作用，有必要观察其是否能通过调节水通道蛋白表达

而减轻干燥综合征模型的多脏器水液代谢障碍。因此

本研究采用免疫组化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白质印迹法，探
索性地观察增液汤对ＳＳ小鼠模型肺及结肠组织ＡＱＰ１
和ＡＱＰ８表达的影响。

１　材料与方法
１１　实验动物　选用 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠５０只，雌性，ＳＰＦ
级，８～１０周龄，体质量２０ｇ左右，购自北京维通利华
实验动物技术有限公司，合格证：ＳＣＸＫ（京）２０１２－
０００１。分笼饲养，自由饮水，室温（２０±２）℃，湿度
５５％～６０％。
１２　实验试剂及药物　ＡＱＰ１抗体（ａｂｃａｍ公司，批
号：ａｂ１１０２５）；ＡＱＰ８ 抗 体 （ｓｉｇｍａ公 司，批 号：
ＷＨ００００３４３Ｍ１）；弗氏完全佐剂；Ｔｒｉｐｕｒｅ蛋白提取试剂
盒购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；考马斯亮蓝Ｇ－２５０（南京
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建成生物工程研究所，２０１１０５１０）；二甲苯（北京益利精
细化学品有限公司，２０１２０８２２）；苏木素染色液、伊红染
色液（天合力恩化学试剂，２０１２０９０７，２０１２０６０３）；石蜡；
中性树脂；二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司；

百白破联合疫苗（武汉生物制品研究所有限责任公司，

２０１１１２５８－２）。增液汤药物（生地黄、玄参、麦冬）购
自北京同仁堂药店，依据新版药典规定 ＨＰＬＣ测定药
物成分；水煎液组上药加８～１０倍水浸泡３０ｍｉｎ，煎煮
２次，每次４０ｍｉｎ，合并滤液，浓缩成１∶１药液，４℃冰
箱保存备用，临用时用蒸馏水配成４０％溶液。重组人
干扰素 α２ｂ注射液（北京凯因科技股份有限公司，
２０１１０５７１）。
１３　实验仪器设备　ＡＳＰ３００自动脱水机（德国 ＬＥＩ
ＣＡ公司）；ＲＭ２１３５切片机 （德国 ＬＥＩＣＡ公司）；
ＥＧ１１４０Ｈ石蜡烤片机（德国 ＬＥＩＣＡ公司）；ＢＸ６０显微
镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；ＳＰＯＴ－Ⅱ图像分析系统
（美国 ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓＩｎｃ）；低温高速离心机
（美国，Ｂｅｃｋｍａｎ）；Ｄｏｌｐｈｉｎ－Ｖｉｅｗ凝胶成像系统（美
国，Ｗｅａｌｔｅｃ）；分光光度仪；－７０℃低温冰箱；垂直板电
泳转移装置。

１４　动物模型的建立　选用 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠５０只，随
机分为５组，每组１０只，模型组及给药各组分别注射
百日咳疫苗 ＋完全弗氏佐剂 ＋同种鼠下颌下腺抗原
（２００μｇ／ｍＬ），多点注射于小鼠足垫、背部皮下，总量
为０５ｍＬ，腹部注射百日咳疫苗００５ｍＬ；佐剂组注射
ＣＦＡ，０１ｍＬ／只脚掌；空白对照组不作任何处理。观
察３５ｄ后造模各组出现饮水量增加，唾液流率减少等
ＳＳ特异性病变后，中药组开始每日灌服增液汤（０２
ｍＬ／１０ｇ）；空白组灌服与中药等体积蒸馏水；干扰素组
腹腔注射重组人干扰素 α２ｂ注射液。各组给药１５ｄ
后，小鼠脱颈椎处死，立即取肺及结肠组织，经４％多
聚甲醛溶液固定，常规石蜡包埋，切片，ＨＥ染色，光镜
下观察；免疫组化检测 ＡＱＰ１、ＡＱＰ８的定位表达；其余
标本置于 －７０℃冰箱中备用，作 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白质
印迹分析。

１５　免疫组化研究　取出组织冷冻切片，０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×２次；置于０３％甲醇过氧化氢溶液，
室温孵育２０ｍｉｎ；ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ，加封闭血清１ｈ；加
一抗（ＡＱＰ１、ＡＱＰ８抗体稀释度分别为 １∶５００和
１∶４００），３７℃孵育１ｈ；ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，加生物素
化兔抗山羊ＩｇＧ，３７℃孵育１ｈ；ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，加
辣根酶标记链霉卵白素，３７℃孵育１ｈ；ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×
３次，ＤＡＢ显色、冲洗、封片。对照设置：不加一抗为阴
性对照。结果判定：棕黄或棕褐色颗粒判定为阳性。

染色强度评分标准：阳性细胞百分数 ＜５％、未被染色
为阴性，计０分；５％～１５％、浅棕色为弱阳性，计１分；
１５％～２５％、浅棕色为中阳性，计２分；＞２５％棕色为
阳性，计３分。
１６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白质印迹分析
１６１　组织总蛋白提取　称取 －７０℃冰箱保存的各
组标本１００ｍｇ，分别置于５ｍＬ离心管中，各加入１ｍＬ
Ｔｒｉｐｕｒｅ裂解液，以Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白浓度，转移上清置
于－２０℃冰箱备用。
１６２　蛋白定量　１）制定标准曲线：将中分子量标准
蛋白稀释如下：０、５０、１００、１５０、２００和２５０μｇ／ｍＬ，各取
２００μＬ，紫外可见分光光度计测吸光度。以蛋白标准
浓度、吸光度值为横、纵坐标，绘制标准曲线。２）测样
本浓度：将提取的蛋白溶液２５μＬ稀释８倍至２００μＬ，
得到相应的吸光度值。将待测标本吸光度值在标准曲

线上查出其对应的浓度，乘以适当稀释倍数即为样本

浓度。

１６３　蛋白质印迹测定方法和步骤　分别取样本提
取液并加上样缓冲液各１５μＬ混合，取标准蛋白加２００
μＬ上样缓冲液，煮沸５ｍｉｎ；加样（提取液加入总蛋白
３０μｇ，标准蛋白加入５μｇ），缓冲液封闭，６０Ｖ电压进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳５ｈ；转膜；１５Ｖ电压转膜４０ｍｉｎ；将
ＰＶＤＦ膜置于１％ＢＳＡ中封闭，４℃冰箱中过夜；倒出１％
ＢＳＡ后，加一抗（ＡＱＰ１、ＡＱＰ８稀释度均为１∶１０００）置于
３７℃中１ｈ；ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次，加生物素化兔抗羊
ＩｇＧ３μｇ／ｍＬ，３７℃摇床１ｈ；ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次，加辣
根素标记链亲合素３μｇ／ｍＬ，３７℃摇床１ｈ；ＤＡＢ显色，
凝胶成像系统拍照，以β－ａｃｔｉｎ作为内参照。
１７　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ１７０软件对数据进行
统计分析，各组数据用（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较使用
Ｓｔｕｄｅｎｔｔｔｅｓｔ，以Ｐ＜００５和Ｐ＜００１均表示差异有统
计学意义。

２　结果
２１　增液汤对ＳＳ模型病理组织学影响

图１　肠组织病理学改变
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　　图１中空白组结肠组织无淋巴细胞浸润，形态正
常；ＳＳ模型鼠结肠固有层淋巴细胞浸润明显，灶片状
淋巴组织增生；增液汤组结肠固有层仅有散在淋巴细

胞浸润。

图２　肺组织病理学改变

　　图２中空白组肺组织形态基本正常；ＳＳ模型肺组
织出现轻度胸膜炎，周围肺组织出现重度间质炎，部分

出现肺气肿表现；增液汤组上述病理改变明显减轻。

２２　增液汤对ＳＳ模型免疫组化的影响
２２１　ＳＳ模型肺组织ＡＱＰ１免疫组化结果

图３－８　肺组织ＡＱＰ１免疫组织化学结果

图９－１１　结肠组织ＡＱＰ１免疫组织化学结果

　　图５显示 ＳＳ模型肺泡及毛细血管 ＡＱＰ１表达减
少，与空白组（图 ３）比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；佐剂组与干扰素组（图４、图６）ＡＱＰ１表达略有

增强，与空白组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；增
液汤组（图７、图８）ＡＱＰ１分布均匀，与空白组比较表
达明显增强（Ｐ＜００１）。
２２２　ＳＳ模型结肠组织ＡＱＰ１免疫组化结果
　　增液汤组（图１１）ＡＱＰ１分布均匀，表达较空白组
（图９）增强（Ｐ＜００５）；模型组（图１０）表达未见增强，
与空白组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２２３　ＳＳ模型肺及结肠组织ＡＱＰ８免疫组化结果

图１２－１７　肺及结肠组织ＡＱＰ８免疫组织化学结果

　　如图１２－１７所示，ＡＱＰ８在肺及结肠组织的表达
明显，分布均匀，但各组之间差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。

图１８（１空白组；２模型组；３佐剂组；４干扰素组；５增液汤组）

图１９（１空白组；２模型组；３佐剂组；４干扰素组；５增液汤组）

２３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹分析　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹分
析，结果显示与免疫组化基本一致（图１８、图１９）。在
肺组织中，与模型组（灰度值０７８５±０１８２）比较，增
液汤组ＡＱＰ１（灰度值３７９５±０６３４）表达明显增强（Ｐ
＜００１）；ＡＱＰ８各组表达差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。结肠组织中，与模型组（灰度值 ０９２５±
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０３２６）比较，增液汤组 ＡＱＰ１（灰度值４２２７±１０３２）
表达明显增强（Ｐ＜００１）；ＡＱＰ８增液汤组与模型组比
较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
３　讨论

增液汤在《温病条辨》中治疗温病后期，津亏肠燥

证。基于中医理论思考分析，温病首先犯肺，肺为水之

上源，通调水道，输布水液，且肺与大肠相表里，所以温

病发热会导致肺运转水液功能下降，进而导致肠道津

液亏竭。本项目主要探索增液汤对干燥综合征模型水

通道蛋白的调节规律，进而证明增液汤对干燥综合征

患者的整体治疗作用。结合本方主治证及脏腑表里关

联性，对肺及结肠组织中水通道蛋白ＡＱＰ１及ＡＱＰ８进
行研究。研究结果显示，增液汤干预下 ＡＱＰ１在肺泡
毛细血管间及肠上皮细胞表达，与模型组比较表达明

显增强（Ｐ＜００１）。ＡＱＰ８在肺及结肠组织的表达明
显，分布均匀，但各组差异无统计学意义（Ｐ＞００５），
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果与免疫组化趋同。Ｔｏｗｎｅ等［２］发现，

小鼠急性肺部腺病毒感染后７～１４ｄ，肺组织中 ＡＱＰ１
的表达均显著减少，说明 ＡＱＰ１与肺组织水液运转具
有相关性。在近２０年的研究中陆续发现了水通道家
族（ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ，ＡＱＰｓ）中的 １３种亚型 （ＡＱＰ０－
ＡＱＰ１２）［３］。ＡＱＰ１是在人体分布最广泛的水通道蛋

白，在机体的各个组织广泛表达，提示其在维持体内水

平衡过程中起重要作用［４］。如果ＡＱＰ１是增液汤的用
靶点，说明增液汤“增水行舟”非独润肠，可同时参与

全身多组织的津液调节［５］。同时，肺与结肠组织中

ＡＱＰ１的相关性，是否为“肺与大肠相表里”的联接靶
点之一，尚需进一步通过研究验证。我们的研究明确

了养阴中药作用于机体的靶点，并深入阐释了“增水行

舟”的内涵。
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或刺入坐骨神经）等方面入手。２）模型的稳定性，ＩＲＰ
兔外因去除后是否存在自愈的可能需进一步研究。

综上，本研究运用联合方法造模，可重复性强，为

ＩＲＰ的进一步探讨和研究提供了良好的模型和实验依
据。
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