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CFTR氯离子通道在Ⅱ型肺泡上皮细胞高氧损伤机制的研究*
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厦门大学附属第一医院儿科，厦门市儿科重点实验室，厦门大学医学院儿童医学研究所(福建 厦门 361003)

【摘要】目的 研究囊性纤维化跨膜转导调节因子(CFTR)氯离子通道在Ⅱ型肺泡上皮细胞(AECⅡ)高氧损伤中的作用。方法 AECⅡ于密封舱中通入95%O2+5%CO2，
持续24h或48h，构建高氧损伤AECⅡ模型。将实验组AECⅡ随机分为高氧24h组、高氧24h+激动剂(Gen)组、高氧24h+抑制剂(AA)、高氧48h组、高氧
48h+Gen组和高氧48h+AA组；对照组通入空气，未干预。以膜片钳系统记录CFTR氯离子电流强度。细胞外液中分别加入GEN50μM或AA10μM，记录
GEN激活或AA抑制后氯离子电流强度。采用Clampfit 10.6行数据分析，应用R4.4.1统计软件对不同组别行Spearman相关性分析。结果 1. 高氧24h、48h
明显抑制AECⅡ氯离子电流(P<0.01)，以24h较明显；2. Gen明显增加高氧24h、48hAECⅡ 氯离子电流；AA明显抑制氯离子电流(P<0.01)，均以48h较明
显。结论 高氧可能通过影响AECⅡCFTR氯离子外流而发挥作用。
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Abstract: Objective To investigate the role of cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) chloride channel in high oxygen-induced injury of 
alveolar epithelial cells type II (AECⅡ). Methods AECsⅡ were Placed in a sealed chamber containing 95% O2 and 5% CO2, and incubated in a culture 
incubator for 24 hours or 48 hours to establish a model of high oxygen damage in AECsⅡ. In the experimental group, AECsⅡ were randomly 
divided into the following groups: the hyperoxia group for 24 hours, the hyperoxia group for 24 hours plus the stimulant (Gen), the hyperoxia 
group for 24 hours plus the inhibitor (AA), the hyperoxia group for 48 hours, the hyperoxia group for 48 hours plus Gen, and the hyperoxia 
groupfor 48 hours plus AA. The control group AECsⅡ were cultured in a medium with air and without intervention. The whole-cell Patch-clamp 
system was used to record the chloride current strength of CFTR which was recorded after Gen at 50μM or AA at 10μM was added in the 
extracellular fluid. Data was analyzed using Clampfit 10.6, where the current changes under different stimulation voltages were calculated, and 
the results were presented in the form of a voltage-current trend line. Spearman correlation analysis was conducted on the different groups using 
R 4.4.1 statistical software. Results 1.ComPared with the control group, high oxygen exposure for 24 hours and 48 hours significantly inhibited 
the chloride current of AECⅡ, showing a decrease in the negative value (P<0.01), with the 24-hour group showing a more significant inhibition. 2. 
Compared with the simple hyPeroxia group, Gen significantly increased the chloride current of AECⅡ in high oxygen for 24 hours and 48 hours, 
showing an increase in the negative value (P<0.01), with the 48-hour group being more obvious (P<0.01); while AA significantly inhibited the 
chloride current, showing a decrease in the negative value (P<0.01), with the 48-hour group being more obvious (P<0.01). Conclusion Hyperoxia 
may exert its effects by affecting the chloride current outflow of CFTR in AECⅡ.
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　　全世界每年出生的早产儿达1500万，占活产婴儿的10%[1]。
支气管肺发育不良(bronchopulmonary dysPlasia, BPD)是早
产儿唯一发病率仍在增加的并发症[2]，是早产儿死亡的主要原
因[3]。BPD发病机制尚未完全阐明，主要与早产、氧中毒、气
压伤、容量伤、感染和基因易感性等有关[4-6]。囊性纤维化跨膜
转导调节因子(cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator,CFTR)是囊性纤维化的致病基因[7]，其缺失、突变等导
致CF的发生[8-9]。本课题组既往研究发现，CFTR对BPD大鼠有保
护作用[10]，但其确切机制尚不明确。本课题拟通过CFTR激动剂染
料木黄酮[10]或抑制剂花生四烯酸[10]对高氧小鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞
(alveolar ePithelial cell Ⅱ, AECⅡ)CFTR氯离子通道的影响，探
讨CFTR氯离子通道在AECⅡ高氧损伤中的作用。

1  材料与方法
1.1 实验材料与仪器
1.1.1 细胞和试剂  小鼠AECⅡ及完全培养基，购自武汉尚恩生

物技术有限公司。染料木黄酮(genistein,Gen)和花生四烯酸
(arachidonic acid, AA)，购自Sigma- Aldrich公司。
1.1.2 实验仪器  密封舱，BilluPs-rothenberg公司产品；膜片钳
仪，Bio-rad公司产品。
1.2 高氧损伤模型及分组
1.2.1 AECⅡ细胞培养  小鼠AECⅡ置于显微镜下，观察无异常
后，于超净台上严格无菌操作，将细胞用0.25%含EDTA的胰酶
消化3min，收集细胞于离心管内离心，900r/min离心5min，
1mL培养基重悬，细胞浓度约5x109/L，取1x106个细胞种于培养
瓶中，剩余细胞冻存。1d换液1次，3d传代1次。从第3代开始
用于实验研究，用小鼠AECⅡ完全培养基，将ACEⅡ置于37℃、
5%CO2培养箱内培养。
1.2.2 构建AECⅡ高氧细胞损伤模型及分组  实验组AECⅡ于密封
舱中通入95%O2+5%CO2，然后置于培养箱中，持续24h或48h。
对照组AECⅡ完全培养基中通入空气(21%O2)。将实验组高氧损
伤AECⅡ随机分为高氧组24h组、高氧24h+激动剂(Gen)组、高氧
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24h+抑制剂(AA)、高氧48h组、高氧48h+Gen组和高氧48h+AA
组；对照组AECⅡ未干预。共7组。
1.3 以全细胞记录的膜片钳系统记录CFTR氯离子电流强度
1.3.1 所需溶液  细胞外液：Na·gluconate 150mM，MgCl 2 
2mM，TES 10mM；电极内液：K·gluconate 140mM， MgCl2：
6H2O 2mM，CaCl2 0.1mM，HEPES 10mM，EGTA 1.1mM，Mg-
ATP 2.5mM，Na2-GTP 0.3mM；均用1mM NaOH调整至PH 7.4。
1.3.2 玻璃微电极  选用细玻璃，经玻璃微电极拉制mM仪，采用两
步法拉制。拉制后尖端直 <1MΩ，充灌电极内液后阻抗为4-7MΩ。
1.3.3 基础膜电位  AECⅡ细胞静息电位为-40mV[11]。
1.3.4 数据采集  采用Clampex 10.6进行记录，记录模式为不
同刺激电压下的电流变化。细胞外液中分别加入GEN50μM或
AA10μM，记录GEN激活或AA抑制后氯离子电流强度。
1.3.5 数据分析  采用Clampfit 10.6进行数据分析，计算不同刺激
电压下电流变化，以电压-电流的趋势线展示结果。横坐标代表刺
激电压，单位为mV；纵坐标代表电流，单位为1/PA。
1.4 统计分析  应用Graphpad Prism8软件，对不同组别不同刺
激电压下的电流变化的均值，以电压-电流趋势线展示结果。应
用R4.4.1统计软件对不同组别进行Spearman相关性分析。R值越
大，相关性越强；P<0.05表示差异有统计学意义。

2  结　果
2.1 高氧对AECⅡCFTR氯离子电流的影响  与对照组比较，
高氧24h明显抑制CFTR氯离子电流，表现为负值减少(r=0.99, 
P<0.01)；高氧48h对氯离子电流抑制程度降低，表现为负值增加
(与高氧24h组比较，r=0.99, P<0.01)，但仍明显低于对照组(r=1, 
P<0.01)。见图1。
2.2 Gen或AA对高氧24h AECⅡCFTR氯离子电流的影响  与单
纯高氧组比较，CFTR激动剂Gen明显增加氯离子电流，表现为负
值增加(r=1, P<0.01)；而抑制剂AA明显抑制氯离子电流，表现为
负值减少(r=0.99, P<0.01)。见图1。
2.3 Gen或AA对高氧48h AECⅡCFTR氯离子电流的影响  单
纯 高 氧 组 比 较 ， G e n 明 显 增 加 氯 离 子 电 流 ， 表 现 为 负 值 增 加
(r=1, P<0.01)；而AA明显抑制氯离子电流，表现为负值减少(r=1, 
P<0.01)。见图1。
2.4 高氧对CFTR氯离子电流影响的综合分析 高氧抑制CFTR氯
离子电流外流，高氧24h抑制效应较明显，48h减低；Gen可拮抗
高氧对氯离子电流的抑制作用，以48h较明显；而AA可加重高氧
对氯离子电流的抑制作用，亦以48h较明显。见图1。

图1 高氧对CFTR氯离子电流影响的综合分析(各组间，两两比较，均P<0.01)
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3  讨　论
　　极低出生体重/胎龄新生儿BPD生后28天的累积发病率为
35%，纠正胎龄36周的累积发病率为21%[12]。在美国，50%以上极
早产儿纠正胎龄36周前死亡或发生BPD，BPD越严重，新生儿主要
疾病发生率、院内死亡率及出院时呼吸支持率越高[13]。
　　BPD发病机制复杂，基因易感性是其发病重要内在因素。目前
已知多种基因参与BPD的发生和发展。Wagenaar等[14]应用高氧肺损
伤模型，通过基因芯片等技术证实氧化应激影响大量基因的表达，
涉及炎症、凝血、纤溶、细胞外基质转换、细胞周期、信号转导和
肺泡增大。全基因组多态性研究显示，约100种基因涉及BPD患儿
肺发育、炎症和抗氧化反应，全外显子测序显示SFTPB、SFTPC、
ABCA3和等涉及肺泡表面活性物质产生和代谢的基因缺陷，引起新
生儿期起病的严重间质性肺病，可能会影响BPD的进程[15]。
　　众所周知，CFTR是囊性纤维化的致病基因，其缺失、突变导
致囊性纤维化的发生[8-9]。Holmgren等曾报道3例 BPD 伴囊性纤维
化的病例[16]；Shi等研究显示成人慢性阻塞性肺病时CFTR功能异
常[17]。前期研究发现，高氧时CFTR表达明显降低[10]，但其在BPD
发病中的具体机制并不清楚。由于CFTR是氯离子通道，推测高氧
可能是通过影响CFTR氯离子外流，从而降低氯离子电流而发挥作

用。Gen为CFTR激动剂，通过抑制酪氨酸激酶活化CFTR 氯离子通
道[18]。AA为CFTR 抑制剂，通过静电与 CFTR 氯离子通道胞内部分
带正电的氨基酸侧链相互作用，以阻断CFTR氯离子通道[19]。本研
究显示：高氧对CFTR氯离子电流有明显的抑制作用，CFTR激动剂
Gen可拮抗该抑制作用，而抑制剂AA则加重该抑制作用。高氧持
续时间不同，对CFTR氯离子电流抑制程度不同，激动剂或拮抗剂
拮抗或加重该抑制程度的作用也不同，以48h效应较明显。
　　综上所述，高氧可能是通过影响AECⅡCFTR氯离子外流而发
挥作用。
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异，但良性结节也存在较高的阳性表达情况。在甲状腺结节的良
恶性质诊断鉴别中，单独应用的价值不高。本研究经ROC曲线分
析还发现，TG、TPOAb、TGAb、CEA单项检测具有一定诊断价
值，但敏感度、特异度并不理想，而联合检测的灵敏度、特异度
分别为91.89％、94.92％，联合检测的诊断鉴别效能明显高于单
项检测(P<0.05)，提示临床可通过TG、TPOAb、TGAb、CEA联
合检测方式对甲状腺结节良恶性进行诊断鉴别，能减少误诊、漏
诊情况，提高诊断鉴别的准确性。不过本次研究的样本量较少，
血清学指标在灵敏度、特异度、标准化等方面也有一定局限性，
后续还需完善研究，以科学、客观地评价TG、TPOAb、TGAb、
CEA联合检测在甲状腺良恶性诊断鉴别中的价值。
　　综上所述，TG、TPOAb、TGAb、CEA均在甲状腺结节的发
生发展过程中发挥了重要作用，TG、TPOAb、TGAb、CEA联合
检测对甲状腺结节良恶性的诊断鉴别价值较高，临床可采取该联
合检测方式对甲状腺结节良恶性进行诊断鉴别，为临床治疗提供
可靠依据。
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