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水通道蛋白8在人羊膜上皮细胞 WISH株的表达和定位 

李 莉 I，漆洪波 

(1．重庆市妇幼保健院，重庆 400013；2．重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究水通道蛋白8(AQP8)在人羊膜上皮细胞WISH株的表达和定位，羊水膜内吸收的分子机制。方法：培养人 

羊膜上皮细胞 WISH株，采用 Western blot技术检测 WISH细胞 AQP8蛋白表达 ，逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)技术检测 

WISH细胞 AQP8 mRNA的表达，免疫荧光组织化学方法检测 WISH细胞上 AQP8的分布。结果：WISH细胞能表达较低水平的 

AQP一8 mRNA，WISH细胞 AQP8蛋白在 34ku处有一明显的糖基化条带。在细胞内微粒体膜和细胞膜上均检测到标记 AQP8 

的荧光。结论：人羊膜上皮细胞 WISH有 AQP8的蛋白和 mRNA表达 ，AQP8可能介导了羊水膜内吸收。 
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Expression and localization of aquaporin 8 in human W ISH cells 

LI Li，et 

(Chongqing Heahh Center for Women and Children) 

【Abstract】Objective：To determine the expression of aquaporin 8 and its localization in human WISH cells and to explore the 

molecular and cellular mechan isms for water absorption across the amniotic membranes．Methods：Human amnion—derive WISH 

cells were cultured．Western analysis was used to quantify AQP8 expression leve1．Reverse transcripton——polymerase chain reaction 

(RT—PCR)was used to quantify AQP8 mRNA expression levels．Immunofluorescence was used to determine localization of 

AQP8 in WISH cells．Results：AQP8 mRNA protein was found in human WISH cells．By western—blot，the AQP8 proteim was 

detected at 34ku in human WISH cells．AQP8 labeling Was observed in intracellular vesicular structures throughout the cytosol 

and plasma membrane．Conclusion：The study demonstrates the expression of aquaporin 8 in human WISH cells．These results 

suggest that aquaporin 8 may be a channel that mediates amniotic fluid resorption by way of intramembranous pathway． 

【Key words】Aquaporin 8；WISH cells；Amniotic fluid volume regulation 

正常的羊水量对维持胎儿的生长和发育有重 

要作用。羊水过多或羊水过少是常见的妊娠并发 

症，其围产儿病率和死亡率显著升高⋯。羊水膜内转 

运吸收是维持羊水稳态平衡的重要方式，但其分子 

机制尚不清楚。水通道蛋白(AQP)介导大量水分子 

顺渗透压梯度跨细胞膜转运，促进细胞膜水通透性 

增加【2】。人羊膜上皮细胞 WISH株来源于正常足月 

妊娠的人羊膜上皮细胞【3】，为研究水通道蛋 白在羊 

水膜内转运中的作用及其调控提供了重要的实验 

模型。本研究检测 WISH细胞 AQP8表达水平以及 

在细胞上的定位，以探讨羊水膜内吸收的分子和细 

胞机制。 
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1 资料与方法 

1．1 人羊膜上皮细胞 WISH株的培养 

人羊膜上皮细胞 WISH株，从中国科学院上海细胞生物 

学研究所购得。在含 15％dx牛血清的 1640培养液中，37℃、 

5％CO：孵箱，常规培养。WISH细胞爬满 100ml培养瓶时取 

样。 

1．2 Western blot技术检测 WISH细胞 AQP8蛋白的表达。 

取生长在 100ml培养瓶的 WISH细胞，用预冷的 PBS漂 

洗 1次，加入 200 l的上样缓冲液裂解细胞 ，用细胞刮刮下 

细胞 ，并用 22号针头吹打 ，断 裂 DNA，4000g 4℃离心 

10min，取上清液，煮沸 20min，4℃16000g离心 30min，取上清 

液备用。用 Bradford法测定蛋白浓度并调整为 1 g／ l，用 

12％的聚丙烯酰胺凝胶 (SDS—PAGE)电泳(20 g／道)，转移 

至 PVDF膜上。用含 5％脱脂奶粉的 0．02mol／L的PBST封闭 

4℃过夜。洗膜后按 1：500滴加山羊抗人亲和纯化的 AQP8抗 
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3 讨 论 

生理情况下，水分子跨膜转运有两种方式：一 

是弥散通过细胞膜磷脂双分子层的简单扩散；二是 

通过跨膜转运蛋白的快速转运。简单扩散不能解释 

渗透作用所驱使的大量水转运。长期以来 ，人们一 

直设想细胞膜上存在水通道。直到 20世纪 90年 

代，A 和 Preston首次从红细胞膜分离出 28ku形 

成通道的整合膜蛋白(CHI~8)，并完成了其 cDNA 

的分子克隆，当时并不知道该蛋白的功能。在进行 

功能鉴定时，将体外转录合成的CHI~8cDNA注入 

非洲爪蟾蜍的卵母细胞(Xenopus oocytes)内，发现 

在低渗溶液中，卵母细胞迅速膨胀，并于 5min内破 

裂。为进一步确定其功能，又将其构建于合成的脂 

质体内，脂质体对水表现出极高的通透性 ，证实为 

aquapofin(水通道蛋白，AQP)，这是水通道研究史的 

重要里程碑 ，1997年经人类基因组委员会命名为 

AQP1m。AQP的发现证实了水转运的另外一种重要 

方式即通道蛋白介导的水转运。 

AQPs广泛分布于机体组织细胞中，尤其是与 

液体分泌和吸收有关的上皮细胞和内皮细胞内。大 

多数 AQP对水的通透性具有高度选择性，水分子可 

以通过AQP向高渗方向转运，对于维持细胞内外的 

水平衡具有重要作用。其中新近发现的 AQP8主要 

存在于肾近曲小管上皮细胞、睾丸曲细精管上皮细 

胞、胆管上皮细胞、胰腺腺泡细胞、肝细胞 、空肠上 

皮细胞、结肠上皮细胞 、唾液腺细胞和胎膜内等，参 

与液体分泌和水的吸收[2】。 

随着研究的深入，近年连续发现了其他水通道 

蛋白，形成水通道蛋白家族(AQPs)。迄今为止，已确 

定了至少 1 1种水通道蛋白，AOPo～AQP1 。 

已知绒毛膜板 (覆盖胎盘胎儿面的绒毛膜羊 

膜 )是羊水膜内吸收的主要部位，羊水跨胎盘胎儿 

面的羊膜绒毛膜经胎盘内血管进入胎儿血循环。体 

外研究证实羊膜是一种对水具有很高通透性的膜， 

很早以前人们就认识到要保持羊水的稳态平衡，羊 

膜对羊水的正常吸收是非常重要的【l】。尽管如此，羊 

水膜内转运吸收与平衡的调节因素和机制尚不清 

楚。以前认为羊水跨膜转运是通过膜上的小孔通道 

进行，AQPs的发现，因而推测羊膜内羊水吸收是否 

通过羊膜 AQPs介导完成? 

近年的研究表明AQP8在人胎膜上有表达嘲，提 

示 AQP8可能介导了羊水跨膜转运。本研究试图通 

过研究 AQP8在人羊膜上皮细胞 WISH株上的表达 

水平和定位，为研究AQP8介导羊水跨膜转运机制 

及探讨调控 AQP8的可能性提供理论依据和建立实 

验模型。 

本研究证实 WISH细胞有 AQP8蛋 白表达。 

AQP8在细胞外的 C环天冬酰胺 141处有一典型的 

N端糖基化位点，其蛋白多以糖基化形式存在。本 

研究检测到 WISH细胞的 AQP8蛋白条带在 34ku 

处 ，就是其糖基化蛋白，这与大鼠肝脏和睾丸相 

似【4．5】。在正常条件下，WISH细胞表达的 AQP8蛋白 

量相对较少。 

本研究证实 WISH细胞有 AQP8mRNA的表 

达 ，与 wang等的研究相吻合同，其表达水平与人羊 

膜上皮细胞相似。表明WISH细胞可以作为研究羊 

膜 AQP8水转运及调控机制的细胞模型，为研究调 

控 AQP8表达，改变细胞膜通透性从而调节羊水量 

提供了重要的实验模型。 

本研究免疫荧光显示正常情况下 WISH细胞 

AQP8主要定位在细胞内，推测可能是细胞内的囊 

状结构 (微粒体膜)，而在细胞膜的表达却相对较 

少。提示基础条件下 AQP8在整个细胞膜对水的通 

透性所起的作用不大。这与大鼠肝细胞 AQP8相 

似【4】。我们推测可能 AQP8在细胞内微粒体膜和细 

胞膜之间循环。在适当刺激下(如酸碱度的改变、渗 

透压的改变、激素 LH、FSH、胰高血糖素，cAMP等) 

重新分布，从而达到 WISH细胞对水平衡调节的目 

的。若在以后的实验中得到证实，AQP8在羊膜上皮 

细胞膜和细胞内的循环和重新分布是羊水膜内吸 

收的重要机制。这一机制类似于囊泡转运水的机 

制。囊泡转运是通过膜的内陷和重新分布，而 AQP8 

是通过蛋白的重新分布，从而调节膜的通透性达到 

转运水的目的，且比囊泡转运更快速更节能。 

在正常情况下，羊水和血液之间的渗透压梯度 

是 20 Osm／kg时，非简单扩散的机制超过 65％m。现 

有资料表明胎膜中不存在淋巴管，以前认为最可能 

的胎膜转运的基础生理机制是羊水通过囊泡转运 
【7】

。本研究结果提示 AQP8可能通过蛋白的重新分布 

介导了羊水膜内转运 ，在羊水平衡调控中起了重要 

作用，可能对母一胎之间快速的液体交换亦有推动 

作用。总之 AQP8有助于维持羊水量的稳态平衡并 

针对 AQP8进行靶向调控。因此，对 AQP8在 WISH 

细胞的生理功能、信号传导及调控机制还有待作更 

(下转第 574页) 
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都无明显的影响。在经过镍离子亲和层析，透析除 

咪唑后 ，得到了纯度达到 90％的重组蛋白。从一级 

结构的序列分析、融合蛋白的分子量以及其带有的 

6个组氨酸接头等几方面，证实了该表达蛋白为 

PspA。PspA的成功表达为研制其单克隆抗体、动物 

免疫奠定了物质基础。 

PspA缺陷菌株在小鼠体内毒力明显下降，作为 

肺炎链球菌重要的毒力因子，其主要作用是与乳铁 

蛋白结合使其丧失功能并抑制补体活化 ，降低 c站 

在肺炎链球菌表面的沉淀从而干扰补体介导的吞 

噬调理作用，而吞噬调理作用被认为是宿主清除肺 

炎链球菌最主要的途径【8，91，但 PspA在肺炎链球菌 

致病中所起的作用还没有完全阐明。目前还没有任 

何有关 PspA结构生物学方面的报道，我们期待在 

实现其高效可溶性表达的基础上，能够研究其结构 

生物学，进一步阐明其功能。 

(通讯作者：尹一兵 ，电话 023—68485658，E—mail：yib— 

ingyin@21cn．con。) 
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深入的研究，以阐明羊水膜内转运和平衡调控的分 

子机制，有望为羊水量异常的治疗提供新的策略。 
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