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人涎腺水通道蛋白的定位

杨　军 ,肖　林 ,孙　远 ,李慧增 ,杨彦春 ,张从纪　　(第三军医大学附属西南医院口腔科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　检测水通道蛋白亚型在人涎腺不同腺体的分布和各亚型所在的部位。方法　使用外伤患者清创缝合术时经
患者同意所取得的涎腺组织标本 ,按冷冻切片技术处理和切片。用免疫组化方法标记确定人涎腺组织中水通道蛋白亚型 AQP-1、2、
3 、4、5 的分布情况。结果　AQP2 、AQP5 为1∶200 和AQP1为 1∶100的一抗浓度时可以看到它们在腮腺 、颌下腺 、舌下腺 、唇腺有稳定 、
清晰的染色反应 ,但 AQP3 、AQP4 为 1∶100 乃至1∶50 的一抗浓度也未观察到染色。AQP1 在各涎腺腺泡的基膜 ,毛细血管床及导管基
膜等处被标记。AQP2主要分布在涎腺的基膜和导管。AQP5 主要存在于粘液性腺泡的顶膜 、基侧膜和浆液性腺泡的基侧膜 , 以及
涎腺的闰管 、纹状管 , 分泌管等处均有较强染色。结论　水通道蛋白亚型 AQP1 、AQP2、AQP5 广泛分布于涎腺中不同组织和腺体不

同部位 ,其布部位和反应强弱有差异 , 主要存在于涎腺中与唾液分泌密切相关的部位和组织中。
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Localization of water channel proteins in human salivary glands
YANG Jun , XIAO Lin , SUN Yuan , LI Hui-zeng , YANG Yan-chun , ZHANG Cong-ji(Department of Stomatology , Southwest Hospital , ThirdMi lit ary Medi-
cal University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To determine the distribution of various subtypes of water channel protein(aquaporin , AQP)in various structures of dif-
ferent human salivary glands.Methods　Samples of salivary glands , including parotid gland , submandibular gland , sublingual gland , labial gland ,
were obtained from injured patients undergoing surgical operations.Samples were cy rosectioned and stained by immunohistochemical method with an-
tibodies against AQP 1 to 5 respectively.Results　The constant and clear reaction was observed in the salivary gland tissues with the first antibody

concentration of 1∶200 for AQP2 and 5 , and 1∶100 for AQP1.But the reaction of AQP 3 and 4 were not found at the concentration of 1∶100 , even
1∶50.AQP1 was labeled in blood capillary endothelium and basement membrane , and AQP2 in the alveolar basement membrane and secretary duct.
AQP5 was mainly distributed in the apical and basolateral membranes of mucous alveoli , in the basement membrane of serous alveoli , and in interca-
lated , striated and secretary ducts.Conclusion　AQP 1 , 2 , and 5 are extensively distributed in various glandular structures and varied salivary

glands.Their distribution and reaction degree are different , and mainly located in the structures of salivary glands related to salivary secretion.
　　Key words:aquaporin;human salivary glands;immunohistochemistry

　　涎腺水通道蛋白(Water channel protein aquaporin ,
AQP)研究是近几年研究的热点之一 ,对于人们认识涎腺
水代谢机制及唾液的分泌和水分的吸收具有特别重要的

意义 ,也有助于理解和认识某些疾病(如干燥综合征)唾
液的水代谢障碍的发生机制 ,并为对这类疾病进行基因
治疗提供依据。本研究通过免疫组化标记方法研究人类
涎腺不同腺体中水通道蛋白不同亚型的分布情况。

1　材料与方法

1.1　组织制备
　　本研究在征得 8 位口腔颌面部外伤患者同意后 ,在清创缝

合术的过程中 , 分别取得腮腺 、颌下腺 、舌下腺 、唇腺组织。 取
出约米粒大小的涎腺组织 , 快速以生理盐水洗净血污 , 立即用

4%多聚甲醛固定 , 12 h 后取出标本放入 30%的蔗糖溶液 ,转入
4 ℃冰箱过夜待用。

1.2　切片
　　取出已固定并经 30%蔗糖溶液脱水的涎腺组织 , 进行冷冻

切片并记录腺体的部位及来源 ,切片厚度为 6 μm , 置于 37 ℃烤
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箱内过夜。

1.3　免疫组化染色
1.3.1　主要试剂　　羊抗人 AQP1、2、3、4、5 抗体 ,生物素化兔
抗羊抗体 , 过氧化酶链霉菌抗生物素蛋白由美国 Santa Cruz 公

司提供。
1.3.2　免疫组织化学标记　　将切片用 3%甲醇过氧化氢溶
液作用 10 min , 消除内源性过氧化物酶的活性。双蒸水冲洗 ,
0.01 mol/L PBS 洗 5min , 反复 3次 , 加兔抗羊血清封闭 15 min 后

倾去不洗 ,再分别加 AQP2、AQP5的羊抗人一抗(1∶200), AQP1、
AQP3、AQP4为 1∶100。放入密闭的湿盒内 , 置于 37 ℃烤箱 1 h

后取出 ,转入 4 ℃冰箱过夜 , 再加二抗(1∶400 生物素标记兔抗
羊抗体), 37 ℃水浴箱 1 h ,两者均用 0.01 mol/ L PBS 冲洗 3×5

min。最后加三抗(1∶400 过氧化物酶链霉菌抗生物素蛋白),
37 ℃水浴箱 30 min , 再用 0.01 mol/ L PBS 冲洗 3×5 min。 加
DAB 液显色 2～ 10 min。水冲洗 , 1%盐酸酒精脱色 , 脱水透明 ,
中性树胶封固。对照设置:不加一抗为阴性对照 , 不加任何处
理因素为空白对照。结果判定:棕黄色颗粒为阳性。所有操作
步骤都经去脱氧核糖核酸处理 ,并防止被核糖核酸污染。

2　结果

　　本研究所选择免疫组化检测的水通道蛋白不同亚型根据市
场上所能得到的相关抗体确定的。因此本研究所选择的水通道
蛋白亚型包括AQP1、2、3、4、5。AQP2、AQP5为 1∶200和 AQP1为 1

∶100的一抗浓度时可以看到它们在腮腺 、颌下腺、舌下腺 、唇腺
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有稳定 、清晰的染色反应 ,但 AQP3 、AQP4用 1∶100乃至 1∶50也未
观察到染色 , 染色反映情况见表 1。AQP1 在各涎腺腺泡的基膜、
毛细血管内皮、导管基膜等处被标记 ,见图 1。 AQP2 主要分布在

涎腺腺泡的基膜和分泌管 , 见图 2。 AQP5 主要存在于粘液性腺

泡的顶膜 、基侧膜和浆液性腺泡的基侧膜 , 以及涎腺的闰管 、纹
状管 , 分泌管等处均有较强染色 ,见图 3。

图 1　AQP1在涎腺腺体毛细血管内皮 、腺泡基侧膜 、导管基膜

有表达　(ABC×400)

Fig 1　Expression of AQP1 in the salivary microvascular endothel i-

um , basolateral membrance of acinar cells and basement

membrane of sal ivary duct in salivary gland　(ABC×400)

图 2　AQP2在涎腺腺泡基侧膜及导管有表达　(ABC×400)

Fig 2　Expression of AQP2 in the basolateral membrances of acinar

cells and salivary ducts in salivary gland　(ABC×400)

图 3　AQP5在涎腺腺泡顶膜 、基侧膜 、涎腺闰管 、分泌管 、导管

有表达　(S-P×400)
Fig 3　AQP5 expression in the apical membrances, basolateral mem-

brances of acinar cells , intercalary duct , secretory duct and

salivary duct in salivary gland　(S-P×400)

表 1　不同水通道蛋白亚型在涎腺不同腺体的免疫组化标记反应

Tab 1　Immunohistochemical reaction of various subtypes of AQP

in various salivary glands

Salivary gland AQP1 AQP2 AQP3 AQP4 AQP5

Parotid gland + + - - +

Submandibular g land + + - - ++

Sublingual gland + + - - ++

Labial gland + + - - +

3　讨论

　　早在十几年前人们对水通道蛋白就有所认识 ,但
在水转运中的作用尤其是涎腺水通道蛋白在唾液的分

泌过程中的认识 ,只是在近年的研究中才得以发现。
迄今已发现10种水通道蛋白亚型 ,其分别在不同组织
结构中起重要作用[ 1] 。这些水通道蛋白具有快速和选
择性促进水的穿膜运动(Transmembrane movement),达
到渗透梯度(Osmotic gradient)

[ 2]
。涎腺的腺泡是唾液

分泌的主要场所 ,水通道蛋白在分泌过程中的具体作
用还不太清楚 ,Gresz等[ 3]研究了AQP1在人类唇腺中

的表达 ,并用从胰腺癌组织中分离出来的分泌细胞作
为对照 。反转录聚合酶联反应(RT-PCR)结果表明在
腮腺 、舌下腺和唇腺中能清楚地探查到人 AQP1的表

达 ,DNA序列测定证实 PCR产物与人胰腺肿瘤组织中

的AQP1有同源性 , RNA 印迹杂交(Northern blot)显示
在上述腺体中 AQP1有较高水平的表达 ,人胰腺肿瘤
组织中AQP1mRNA的存在提示AQP1是表达在胰腺的

非分泌性部位(毛细血管内皮)。上述腺体高表达
AQP1mRNA表明 AQP1可能除毛细血管内皮外也表达
于腺实质细胞 ,我们在本实验中免疫组化染色也证实
AQP1不只限于毛细血管 ,腺泡部位也有清晰的抗体标
记。相信随着免疫组化的精确定位 ,有可能证明 AQP1

在唾液分泌中所发挥的重要作用。
　　本实验显示 AQP2在涎腺中也有分布 ,这结果尚
未见有文献报道 。水通道蛋白 AQP2 是一选择性内在

膜蛋白 ,属主体内在蛋白家族成员。AQP2在大鼠肾脏

有表达 ,仅存在于肾脏集合管;AQP2位于集合管主细

胞管腔侧和细胞囊胞内 ,在尿浓缩机制中可能起重要
作用 。现已证实 AQP2是血管加压素AVP 依赖性水通

道 ,它与主细胞基底侧 V2 受体结合后通过 G蛋白激
活腺苷酸环化酶 ,使细胞内 cAMP 水平升高 ,促使囊胞
膜以出胞方式和管腔膜融合 ,AQP2分子插入管腔膜 ,
水通道开放;AVP撤出后管腔膜以胞饮方式回至膜下

胞质区域 ,水通道关闭 。AVP 通过“穿梭机制”使细胞
内AQP2发生重新分布致使管腔膜上活性AQP2增多 ,
此为AQP2短时调节 ,即 AQP2对AVP的急性反应;长
期脱水 , AQP2 mRNA 合成增多 , 蛋白表达增强 , 为
AQP2长时调节[ 4] 。
　　Ishikwa等

[ 5]
的实验研究表明 AQP5广泛分布在涎

腺组织中 ,在粘液性腺泡的分布较浆液性腺泡丰富。
本实验结果也证实 ,AQP5在颌下腺及舌下腺的表达较
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腮腺丰富。腮腺是浆液性腺泡细胞构成 ,舌下腺是粘
液性腺泡细胞构成 ,而颌下腺是混合性腺体。Ma 等[ 6]

在实验中发现 ,剔除涎腺 AQP5 基因的大鼠经毛果云

香碱刺激后其唾液分泌量减少 60%以上 ,说明 AQP5

在涎腺液体分泌中起着重要作用。
　　水的跨膜转运对维持细胞正常代谢具有重要作
用。细胞对水的通透性依不同的组织而有很大的不
同[ 7] 。AQP1 、2 、3 、4 、5 在涎腺不同腺体组织中是否反
应或反应强弱存在差异 ,而且在各腺体分布部位也有
差异 。但无论是颌下腺 ,还是唇腺 ,它们的反应主要集
中在与唾液分泌密切相关的部位。这是否意味着在涎
腺的分泌和吸收中有更多的水通道蛋白亚型的参与 ,
其表达的强弱差异的原因是因为对渗透调节可能需要

特定的水通道蛋白的亚型[ 2] ,但每一种水通道蛋白的
调节可能是单一的[ 8] 。涎腺AQP 的研究起步较晚 ,其
转运确切机制 ,尤其是 AQP 的调节机制尚不完全明

了。加之 ,涎腺组织的生理状态 、局部血管活性物质以
及研究手段 ,都可能影响结果。尽管在涎腺中已检测
到具有重要水代谢调节功能的水通道蛋白 ,但这些水
通道蛋白的亚型在涎腺不同腺体组织唾液分泌中起何

种作用及如何起作用尚需深入研究 。
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100例宫外孕 B超图像资料分析

Analysis on the ultrasonogram of 100 cases of extrauterine pregnancy

周木兰 ,高新茹 ,郭凤贤 ,穆世刚　　(陕西省妇幼保健院 B超室 , 西安 710003)

　　通过分析宫外孕患者各孕龄段附件包块的大小及性质特

点 ,可以提高超声对宫外孕诊断的准确性 , 减少漏诊率。

1　资料与方法

　　1999-2001 年经我院超声诊断 , 并经手术 、病理确诊为宫
外孕的病例 100例。患者平素月经规律 ,平均年龄 34 岁。停经

30 ～ 40 d者 9 例 ,停经 41 ～ 77 d 者 91例。本研究对各孕龄段附

件包块的大小及性质特点进行分析。
　　使用仪器为 Acuson 128XP彩色超声诊断仪 , 凸阵探头 , 频

率 3.5MHz。被检者取仰卧位 ,充盈膀胱 , 作盆腔扫查。

2　结果

　　停经 30～ 40 d 组 ,共 9 例 ,超声检查宫内均未见孕囊 ,附件

区包块最大径在 2.5～ 3.5 cm之间者 6例 , >3.5 cm 者 3 例 , 附

件包块边界较清晰 ,形态较规则。为低或混合回声。
　　停经 41 ～ 77 d 组 , 共 91 例 , 超声检查宫内均未见孕囊 , 有
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症状侧附件区均有包块。孕 41～ 50 d 者 33例 ,包块最大径在 4

～ 5 cm 之间者占 66.7%;孕51～ 60 d 者 29例 , 93%的包块最大
径>4 cm ;孕 60 d 以上者 29 例 , 96.5%包块最大径≥5 cm。 包

块多为混合性 , 无包膜 , 边界不清晰 , 形态不规则 , 多位于附件
区偏上方或包绕子宫后方。有 3例包块大小在 3.0 ～ 3.7 cm 之

间 ,分别为 1 例宫角妊娠未破裂 , 2 例输卵管壶腹部妊娠未破
裂 ,包块内可见妊娠囊 , 囊内可见胎芽或胎体 , 并见胎心搏动。

84 例伴有盆腔或/和腹腔积液 ,占 92.3%。
　　本研究 100例患者均有不同程度的子宫增大 ,其中 58 例宫

内膜厚度>1.0 cm , 13 例宫内少量积血似假孕囊样改变 , 29 例

宫内膜厚度≤1.0 cm。

3　讨论

　　宫外孕是受精卵在子宫腔以外的地方着床发育。 90%发
生于输卵管[ 1] 。由于输卵管粘膜不能形成完整的蜕膜层 ,且输

卵管管腔狭小 ,管壁薄 , 缺乏粘膜下组织 , 不能适应胚胎的生长
发育 ,当膨大到一定限度时会发生破裂或流产[ 2] 。

　　停经 30～ 40 d 时 , 孕囊尚小 ,输卵管肌层尚能抵挡住胚胎

绒毛的侵蚀 ,未发生破裂或流产。超声看到的包块是妊娠段输

(下转 971页)

969
第 24 卷第 8期

2002 年8 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.24 , No.8

Aug.2002


