
碳酸酐酶、带 3蛋白在肺气体交换中作用的实验研究
 

论著

宁晓滨
  
　钱桂生　 杨晓静　　 (第三军医大学附属新桥医院呼吸内科研究所 ) 重庆 , 400037

　　提　要　目的: 探讨细胞膜带 3蛋白介导的 HCO-
3 /Cl-交换和碳酸酐酶 ( C A)催化的 HCO-

3 脱水化反

应在肺气体交换中的作用。 方法: 通过对麻醉犬右心房适时地灌注 4, 4′-二硫氰基 -2, 2′-二磺基芪 ( D IDS)抑

制带 3蛋白、乙酰唑胺 ( ACTZ)抑制红细胞和肺组织 CA活性来完成。结果:① DIDS可导致灌注后 15、 30 min

的 CO2产量 ( V
·

CO2
)较灌注前显著减少 ( P < 0. 05)、心输出量 ( Q)显著地增高 ( P < 0. 05)。 1 h后完全恢复正

常。 ② ACT Z除出现上述变化且程度较重外 ,尚出现了灌注后 15、 30 min的耗氧量 ( V
·

O
2
)较灌注前显著减少

(P < 0. 05)等改变。其变化在 1 h后完全恢复正常。③ DIDS和 ACTZ两者之间在 V
·

CO2
减少、血 PCO2增高、 pH

下降等方面存在协同效应。④正常犬红细胞阴离子交换速率 k值在 10℃、 p H7. 41、红细胞数为 8. 0× 108个 /

ml、介质液为盐酸盐的条件下为 ( 2. 22± 0. 2) h- 1。 结论: CA和 /或带 3蛋白是影响肺气体交换的重要因素 ,

二者在肺气体交换过程中可能存在某种程度的协同作用。

　　关键词　带 3蛋白 ; HCO-
3 /Cl- 1交换 ;碳酸酐酶 ; 4, 4′-二硫氰基-2, 2′-二磺基芪 ;乙酰唑胺 ;肺气体交换

　　中图法分类号　 R563- 02

　　近年来 ,关于碳酸酐酶 ( Carbonic anhydrase,

CA)、带 3蛋白 ( Band 3 pro tein)在肺气体交换中的作

用受到了国内外学者的广泛研究与重视
[ 1, 2]
。但大多数

都是在体外、离肺灌注及肺模型模拟等条件下进行

的 [3 ]。 到目前为止 ,用 CA抑制剂、带 3蛋白抑制剂在

整体水平对 CA及带 3蛋白在肺气体交换中作用的研

究 ,国内尚未见报道 ,国外报道甚少。 本实验在整体动

物水平 ,观察了带 3蛋白和 CA抑制剂对肺气体交换

的影响 ,试图探讨带 3蛋白介导的 HCO
-
3 /Cl

-交换和

CA催化的 HCO
-
3 脱水化反应在肺气体交换中的

作用。

1　材料与方法

1. 1　动物分组
　　健康成年杂种犬 20只 ,体重 10～ 19 kg。随机分为 4组 ,每

组 5只。 Ⅰ 组: 对照组 ,灌注 5%葡萄糖液 ;Ⅱ组: D IDS液 (红细

胞膜带 3蛋白专一抑制剂 ) 0. 1 mmo l /kg体重 ;Ⅲ 组: 灌注

AC TZ液 (非选择性红细胞内、外 CA抑制剂 ) 25 mg /kg体重 ;

Ⅳ组:灌注 DIDS液 0. 1 mmo l /kg体重及 ACTZ液 25 mg /kg

体重。

1. 2　实验方法
　　本实验采用 Cain [4]和 Brahm等 [5]建立的麻醉犬肺气体交

换模型。将犬用 3%戊巴比妥钠 1 ml /kg体重静脉注射全麻后 ,

固定于手术台上。行气管插管 ,连接呼吸机 ( SC-Ⅱ ,上海产 ) ,调

整呼吸机指标 ,使动物血气保持基础状态。 然后经右侧颈外静

脉切开置入 Sw an-Ganz热稀释漂浮导管 ( Gould SF)达肺动脉 ,

连接多导生理记录仪 ( Nihon Kohden Co. Japan)。 再行右侧股

动、静脉切开 ,分别留置导管。 用热稀释法测定心输出量 ,每次

注射冰生理盐水 5 ml。 记录心率、肺动脉压、主动脉压、心电图

等。将 300 ml乙炔气体 ( C2 H2 )与 300 ml 5%葡萄糖液混合装入

500 ml真空瓶中经恒流泵以 6 ml /min速率 ,在药物灌注实验

开始前 30 min从股静脉导管持续灌注 ,以保持稳定状态下的

实验条件。 然后按分组方法经 Sw an-Ganz导管近侧孔以 40

ml /min速率灌注不同的溶液。隔绝空气经股动 、静脉适时抽取

肝素化的动、静脉全血。 呼出气体用水活瓣装置适时收集。

1. 3　检测指标
　　所有指标均在实验灌注开始前 ( 0 min)、开始后 15、 30

min、 1、 2 h采集标本进行测定。

1. 3. 1　红细胞阴离子交换速率 k值测定　　基本参照 Wei-

th [6]的同位素 ( 34Cl- )法进行测定。

1. 3. 2　呼出气体 O2、 CO2浓度测定　　用 IL-1303型血气分

析仪测定。

1. 3. 3　呼出气体 C2 H2浓度测定　　参照魏巨菊等 [7]用气相

色谱法测定。

1. 3. 4　血气分析　　用 IL-1303型血气分析仪测定动、静脉

全血 p H、 PO
2
、 PCO

2
、 HCO-

3 、 SO2。 并通过下列公式计算: ① CO2

产量或排出量 ( V
·

CO2
) = FECO2× V

·

E ;②耗氧量 ( V
·

O2
) = V

·

E·

( F1O2- F1O2· FECO2- FEO2 ) /( 1- F1O2 ) ;③肺内分流量占心

排出量百分比 ( Q
·
s /Q
·

t) = P ( A-a ) O2× 0. 0031 / P ( A-a ) O2×

0. 0031+ ( CaO2- CV- O
2
)。 ( PiO2为吸入气 O2分压= 9. 82 kPa

( 149 mmHg ) , FiO2为吸入气 O2浓度= 20. 95% , R为呼吸商取
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0. 80,重庆地区大气压 PB为 98. 42 kPa ( 740 mmHg ) , 39℃水

蒸气压 PAH2O取 6. 26 kPa( 47. 1 mmHg )。

1. 3. 5　每分钟呼出气量V E　　测定直接通过水活瓣装置测出。

1. 3. 6　心输出量 Q、心率 HR及肺动脉压 Ppa等的测定　　 Q

用热稀释法测定 ( L /min) , HR( min- 1 )、 Ppa(ρ/kPa)等通过多导

生理记录仪读出。

1. 3. 7　红细胞压积 Hct及血红蛋白 Hb的测定　　 Hct(% )用

常规离心法测定 , Hb( g /dl)用氰化正铁血红蛋白法测定。

1. 4　统计学处理
　　各组资料采用双因素方差分析 ,多重比较用 q检验或

FLSD检验 ,个别用药前后的资料比较采用 t检验 ,部分数据采

用简单线型回归分析。 结果以 x-± s表示。

2　结果

2. 1　红细胞阴离子交换速率 k值
　　 10℃、 p H7. 41、红细胞 ( RBC)数为 8. 0× 108个 /ml时 ,正

常犬血 RBC在含有 120 mmo l /L NaCl介质液中的 k值为 2. 22

± 0. 02 h- 1。 Ⅱ组和Ⅳ组灌注后 15、 30 min的 k值非常显著地

低于灌注前及对照组同时相点 ( P < 0. 01) ,见图 1。

图 1　各组 RBC阴离子交换速率 ( k)结果

Fig 1　 The anion exchange rate of RBC

2. 2　血气分析与肺气体交换 ,见表 1、 2

表 1　血液动力学、通气和代谢等指标的结果比较 (x-± s)

Tab 1　 Comparison of parameters of blood k inetics, ventilation and metabolize (x-± s)

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

0 15min 30 min 0 15 min 30 min 0 15min 30 min 0 15 min 30 min

Ppa(ρ/kPa) 2. 6± 0. 3 22. 6± 0. 3 22. 6± 0. 3 22. 6± 0. 2 22. 6± 0. 3 22. 6± 0. 2 22. 6± 0. 3 22. 6± 0. 3 22. 6± 0. 3 22. 5± 0. 3 22. 5± 0. 3 22. 5± 0. 3

HR( min- 1) 148± 4 147± 5 146± 5 150± 5 154± 5 157± 6 151± 5 156± 6 154± 6 148± 4 153± 5 151± 6

Q ( L/min ) 1. 75± 0. 4 1. 74± 0. 3 1. 75± 0. 4 1. 72± 0. 4 2. 22± 0. 3* 2. 28± 0. 3* 1. 74± 0. 4 2. 42± 0. 3* 2. 43± 0. 4* 1. 71± 0. 4 2. 66± 0. 3▲** 2. 68± 0. 4▲**

V
·

E( ml/min ) 4200± 50 4250± 50 4150± 50 4250± 50 4150± 50 4200± 50 4150± 50 4260± 60 4210± 60 4250± 50 4200± 50 4160± 60

V
·

O2
( ml /min) 196± 4. 6 193± 4. 3 194± 4. 5 194± 4. 5 196± 4. 6 191± 4. 1 191± 4. 1 184± 3. 6*▲ 183± 3. 6*▲ 193± 4. 3 185± 3. 7*▲ 18 4± 3. 7*▲

V
·

CO2
( ml /min) 157± 4. 6 160± 5. 1 156± 5. 0 158± 5. 1 141± 4. 6* 142± 4. 5* 162± 4. 8 104± 4. 9** 108± 4. 6** 161± 4. 8 94± 4. 7▲** 93± 4. 9▲**

C2H2(μmol· kg- 1· min- 1) 23. 8± 2. 8 23. 6± 2. 7 23. 4± 2. 8 24. 9± 2. 7 24. 6± 2. 6 24. 8± 2. 6 25. 6± 2. 9 25. 7± 3. 0 25. 6± 2. 9 24. 6± 2. 6 24. 7± 2. 7 24. 7± 2. 8

Hct(% ) 39. 5± 0. 5 39. 5± 0. 5 39. 5± 0. 5 40± 0. 5 40. 5± 0. 5 40± 0. 5 40± 0. 5 40. 5± 0. 5 40. 5± 0. 5 40. 5± 0. 5 40. 5± 0. 5 40± 0. 5

Q
·
s / Q
·
t(% ) 1. 98± 0. 64 1. 84± 0. 75 1. 94± 0. 81 1. 84± 0. 70 1. 89± 0. 74 2. 0± 0. 84 1. 96± 0. 73 2. 21± 0. 97 2. 16± 0. 92 2. 02± 0. 92 2. 23± 0. 91 2. 27± 0. 93

* : P < 0. 05,** : P < 0. 05 vs befo re infusing;▲: P < 0. 05 vs o ther g roups

表 2　肺气体交换结果比较 (x-± s)

Tab 2　 Comparison of parameters of pulmonary gas exchange (x-± s )

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

0 15min 30 min 0 15 min 30 min 0 15min 30min 0 15 min 30 min

PaO2 (ρ/k Pa) 11. 91± 0. 6 12. 01± 0. 6 12. 17± 0. 6 11. 69± 0. 6 11. 54± 0. 6 11. 61± 0. 6 11. 96± 0. 6 11. 01± 0. 5 10. 75± 0. 5 11. 55± 0. 5 10. 48± 0. 5 10. 45± 0. 5

PaCO2±ρ/kPa) 4. 89± 0. 2 4. 86± 0. 2 4. 88± 0. 2 5. 02± 0. 2 5. 44± 0. 2 5. 57± 0. 2 5. 0 2± 0. 2 6. 12± 0. 2 6. 12± 0. 2 4. 97± 0. 2 6. 65± 0. 2 6. 66± 0. 2

pHa 7. 36± 0. 02 7. 36± 0. 02 7. 36± 0. 02 7. 35± 0. 02 7. 30± 0. 03* 7. 31± 0. 03* 7. 37± 0. 02 7. 26± 0. 03** 7. 24± 0. 03** 7. 34± 0. 03 7. 21± 0. 02▲** 7. 20± 0. 02▲**

HCO-3 (C B /mmo l· L- 1) 19. 6± 0. 6 18. 9± 0. 8 19. 1± 0. 6 20. 5± 0. 7 20. 1± 0. 7 20. 2± 0. 7 20. 2± 0. 7 18. 7± 0. 6* 18. 9± 0. 6* 20. 5± 0. 5 18. 9± 0. 7* 18. 4± 0. 7*

Pv-O2(ρ/k Pa) 6. 64± 0. 6 6. 78± 0. 6 6. 89± 0. 6 6. 74± 0. 6 7. 00± 0. 6 7. 04± 0. 6 6. 7 2± 0. 6 7. 70± 0. 5* 7. 72± 0. 5* 6. 77± 0. 6 7. 65± 0. 5* 7. 80± 0. 5*

Pv-CO2(ρ/kPa) 5. 52± 0. 3 5. 42± 0. 3 5. 72± 0. 3 5. 84± 0. 3 6. 30± 0. 3* 6. 52± 0. 3* 5. 7 1± 0. 3 7. 04± 0. 3** 7. 19± 0. 4** 5. 57± 0. 3 7. 49± 0. 3** 7. 65± 0. 3**

pHv- 7. 26± 0. 02 7. 26± 0. 03 7. 25± 0. 02 7. 25± 0. 03 7. 20± 0. 03* 7. 19± 0. 02* 7. 25± 0. 02 7. 16± 0. 03** 7. 15± 0. 03** 7. 26± 0. 02 7. 11± 0. 03▲** 7. 10± 0. 03▲**

* : P < 0. 05,** : P < 0. 05 vs befo re infusing;▲: P < 0. 05 vs o ther g roups
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　　Ⅲ组和Ⅳ组灌注后 15及 30 min的 PaO2、 HCO-
3 、 V
·

O2
均显

著低于灌注前 ( P < 0. 05);Ⅱ组及Ⅰ 组上述指标灌注后各时相

点与灌注前比较差异不显著 ( P > 0. 05)。Ⅱ组灌注后 15及 30

min的 p Ha、 p Hv-及 V
·

CO2
均显著地低于灌注前 ,而 PaCO2、

Pv-CO2则显著地高于灌注前 ( P < 0. 05) ;Ⅲ组和Ⅳ组上述指标

相同时相点之间的相互比较 ,相差非常显著 ( P < 0. 01)。同时 ,

Ⅳ组灌注后 15及 30 min的 p Ha、 p Hv-、 V
·

CO2
显著地低于Ⅱ组和

Ⅲ组相同时相点 ( P < 0. 05);而 PaCO2、 Pv-CO2则显著地高于

Ⅱ和Ⅲ组相同时相点 ( P < 0. 05)。 各组灌注前后 Qs /Qt比较

差异不显著 ( P > 0. 05)。

2. 3　V
·

E及呼出气 C2H2浓度
　　各组灌注前与灌注后各时相点之间比较 V

·

E及呼出气体

C2 H2浓度差异均不显著 ( P > 0. 05) ,见表 1。

2. 4　 HR、 Ppa及 Q

　　各组灌注前与灌注后各时点之间比较 HR、 Ppa差异均不

显著 ( P > 0. 05)。Ⅱ组和Ⅲ组灌注后 15及 30 min的 Q显著地

高于灌注前 ( P < 0. 05)。Ⅳ组灌注后 15及 30 min的 Q非常显

著地高于灌注前 ( P < 0. 01) ,显著地高于Ⅱ 、Ⅲ两组同时相点

( P < 0. 05) ,见表 1。

2. 5　 Hct

　　各组 Hct灌注后各时相点与灌注前比较差异不显著 ( P >

0. 05) ,见表 1。

3　讨论

3. 1　实验程序和动物模型的评价

　　本实验所选择的动物模型是由 Cain
[4 ]
和 Brahm

等
[5 ]
建立起来的麻醉犬肺气体交换模型 ,但他们所用

的通气方式是经气管切开术后的自发呼吸室内空气的

方式。由于此方式存在麻醉深浅程度、时相等对肺气体

交换的影响以及在 CA和 /或带 3蛋白抑制后存在呼

吸系统与心血管系统并存的代偿调节机理等问题 ,难

以定量研究 CA和 /或带 3蛋白在肺气体交换中的作

用。因此 ,本实验参照了 Sw enson等 [1, 8 ]的方法 ,对实

验用麻醉犬进行机械通气。所得结果与 Cain和 Brahm

的报道一致。

3. 2　带 3蛋白介导的 HCO
-
3 /Cl

-
交换在肺气体交换

中的作用

　　本研究结果表明 ,灌注 DIDS后 15～ 30 min V
·

CO
2

比灌注前减少 11%左右 ,低于 Cranda ll等
[9 ]
用 DIDS

进行的离体肺灌注实验结果 ( 16. 2% )及 Sw enson

等 [1 ]晚近用单次延长呼吸技术研究的实验结果

( 15% )。同时还观察到 ,灌注后 15～ 30 min的 Q较灌

注前增加了 29%～ 32. 6% ( P < 0. 05)。因此 ,我们认

为麻醉犬通过 Q增加的代偿调节机理削弱了 DIDS对

肺气体交换的抑制作用 (主要是使 V
·

CO
2减少 )以及机

体重建较高的混合静脉血 -肺泡 PCO
2
差 ,从而使机体

恢复平衡。 DIDS对 V
·

O
2
无明显影响 ( P > 0. 05)。

3. 3　 RBC内外 CA的作用

　　本实验结果显示 ,我们选用的非选择性 CA抑制

剂 - ACT Z完全抑制 RBC内 CA和肺组织 CA后 ,使

灌注后 15、 30 min的 V
·

CO
2
较灌注前分别减少 35. 8%

和 33. 3% ;使灌注后 15、 30 min的 V
·

O
2较灌注前分别

减少 3. 7%和 4. 2% ;同时也使灌注后 15、 30 min的 Q

较灌注前分别增加 38. 4%及 39. 7% 。说明 RBC内外

CA不仅对 V
·

CO
2
改变起着重要作用 ,而且在肺毛细血

管 O2转移过程中通过波尔效应影响小部分 V
·

O
2
的变

化。同时 ,机体还通过 Q明显增加的代偿调节机理使

其适应 CA抑制后的状态 ,并逐渐使机体在灌注

ACT Z 1 h后其 V
·

CO2及 V
·

O 2等变化恢复正常。

3. 4　 CA和带 3蛋白在肺气体交换中的协同作用

　　 Kifo r等
[10 ]
通过实验研究提出 , RBC内 CA的高

活性形式 CA-Ⅱ分子的拷贝数与 RBC膜上带 3蛋白

分子的拷贝数基本相等 ,约为 ( 1. 0～ 1. 2)× 10
6
拷贝

数 /细胞 ,两者之间存在着某种必然的联系。我们在整

体水平的研究结果显示 ,灌注 DIDS和 ACTZ后 ,比单

纯给予 DIDS时 , V
·

CO
2
进一步减少了 31%左右 (灌注后

15及 30 min) ;比单纯给予 ACTZ V
·

CO
2
进一步减少了

6% (灌注后 15 min)及 8. 9% (灌注后 30 min)。同时 ,

Ⅳ组灌注后 15、 30 min Q的增加也显著地高于Ⅱ、Ⅲ

两组同时相点。 因此 ,我们首次提出在麻醉犬机械通

气、呼吸室内空气等条件下 , RBC内外 CA与带 3蛋

白在肺气体交换过程中可能存在某种程度的协同作

用。其作用机理有待进一步研究。

3. 5　 RBC阴离子交换速率及 DIDS的抑制效应

　　本研究结果表明 , 10℃ , p H7. 41, RBC数为 8. 0×

10
6
个 /ml ,介质液中含有 120 mmol /L NaCl时 , RBC

阴离子交换速率为 2. 22± 0. 02 h- 1 ,这意味着此条件

下 HCO
-
3 /Cl

-交换的半反应时间 ( t1 /2 )为 15. 5 min。灌

注 DIDS后 15～ 30 min可非常明显地抑制 RBC

HCO
-
3 /Cl

-
交换 ( P < 0. 01) ,抑制率达 99%以上。 灌

注后 30 min k值开始恢复至 1 h后完全恢复正常。国

内外尚未见类似报道 ,值得今后进一步观察、研究。
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Role of carbonic anhydrase and band 3 protein in pulmonary gas ex-

change in canines
 

Nin Xiaobin, Qian Guish eng , Yang Xiao jing ( Depar tment of Respira to ry Disea ses, Xinqiao Hospi ta l, Third M ilitar y Medical Uni-

ver sity , Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objecti ve: T o explo re the role of band 3 pro tein-media ted HCO3 /CL
- exchange and ca rbonic

anh ydrase ( CA) -cataly zed HCO3 dehydration in the pulmona ry gas exchange. Methods: The experiment was

conducted by appropriately timed a tria l infusion o f 4, 4 '-di-iso thiocyano stilbene-2, 2 '-disulphona te ( D IDS) to

inhibi t band 3 pro tein and tha t o f ace ta zo lamide ( ACTZ) to inhibit the ac tiv ity o f CA in the pulmona ry tissue

and RBCs. Results: 1) In the 15th and 30th min after infusion o f DIDS, CO2 production ( V CO2
) w as signifi-

cantly reduced but cardia c output ( Q ) markedly increased while O2 consumption ( VO2
) did no t show any

change. 2) Inhibition o f the activ ity o f CA in the pulmonar y tissue and RBCs by AC TZ caused simila r

changes and a significant reduction in VO
2
( P < 0. 05) at the same tim e pha ses. These changes resto red to

normal within 1 h. 3) Ther e w ere some combined effects be tween DIDS and AC TZ as fo r the r eduction in

VCO2
, inc rease in PCO2 and decrease in pH and so on. 4) At 10℃ , p H 7. 41 and RBC count 8. 0× 103 /ml, the

anion exchange rate of the RBCs in a medium containing 120 mmo l / L NaCl w as 2. 22± 0. 02 h- 1. Conclusion:

1) Th e pulmona ry gas exchange model in mechanica lly v entila ted anestheti zed canines can be used fo r the

study of the r ole of CA and band 3 pro tein in pulmona ry gas exchange. 2) CA and band 3 protein a re impor-

tant facto rs affecting pulmona ry ga s exchange. In the pr esence of intact v entila tion and ca rdiac r ese rv e , the

complete inhibition of e ry th rocy tic anion exchange o r /and intra-and ex tracellular C A activity in no rma l ani-

mals can be compensated with mino r increments in alv eolar v entilation o r somewhat larg er inc rements in car-

dia c output.

　　 Key words　 band 3 pro tein; bica rbonate-chlo ride exchange; ca rbonic anhydrase; ace ta zo lamide; 4, 4 '-

di-iso thiocyano stilbene-2, 2 '-disulphonate; pulmona ry gas exchange; canine

488　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 19卷

 Suppo r ted by National Na tural Science Founda tion o f China , No. 39470306


