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    [摘　要]　目的: 探讨β3肾上腺素能受体激动剂BRL-37344对离体人肺脏肺泡液体清除率(AFC)的作用及其机制。方法: 首先将10-4mol/L 到10-8mol/L的 BRL-37344分别灌注到离体人肺脏肺泡腔内，测定AFC的变化。然后将10-5mol/L BRL-37344分别与α受体阻滞剂酚妥拉明、β1受体阻滞剂阿替洛尔、β2受体阻滞剂ICI-118551、β3受体阻滞剂SR59230A、钠通道阻断剂氨氯吡咪、Na+-K+-ATP酶阻断剂哇巴因混合后灌注到离体人肺脏肺泡腔内，测定AFC的变化。结果: 10-8mol/L的BRL-37344对离体人肺脏肺泡液体清除率没有影响，10-7mol/L至10-4mol/L的BRL-37344能够显著提高离体人肺脏肺泡液体清除率。BRL-37344增加离体人肺脏AFC的作用能够被SR59230A、氨氯吡咪和哇巴因抑制。结论: BRL-37344主要通过调节Na+-K+-ATP酶的活性增加离体人肺脏肺泡液体清除能力，促进肺水肿液的吸收。
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[ABSTRACT]　Objective: To study the effect of BRL-37344 on alveolar fluid clearance (AFC) in isolated human lung and the mechanisms involved. Methods: Isomolar albumin solution in the presence of 10-4mol/L to 10-8mol/L BRL-37344 (selective β3-adrenergic agonists) was injected into the alveolar spaces in isolated human lung, and AFC was measured. 10-5mol/L BRL-37344 combined with phentolamine (α receptor antagonist), atenolol (β1 receptor antagonist), ICI-118551 (β2 receptor antagonist), SR59230A(β3 receptor antagonist), sodium channel blockers or Na+/K+_ ATPase blockers were perfused into the alveolar space of isolated human lung. Results: 10-4mol/L to 10-7mol/L BRL-37344 increased AFC significantly in isolated human lung，but 10-8mol/L BRL-37344  can not increase AFC. The AFC-stiulating effect of BRL-37344 was lower with SR59230A, amiloride and ouabain. Conclusion: BRL-37344, aβ3-adrenergic agonist,  can increase AFC in isolated human lung through promoting the transport of Na+-K+-ATPase and accelerate the amelioration of pulmory edema.
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肺泡上皮细胞钠水主动转运系统由钠通道、Na+-K+-ATP酶和水通道组成。肺泡上皮细胞主动转运功能对于清除肺泡腔内的液体，保持肺泡干燥及进行有效的气体交换起着至关重要的作用。很多因素都可以影响肺泡液体清除率(alveolar fluid clearance, AFC)，其中以β2肾上腺素能受体激动剂对肺泡液体清除率的影响报道最多 [1,2]。肺泡上皮还同时存在β3肾上腺素能受体激动剂，有关β3肾上腺素能受体激动剂对肺泡腔内液体的清除作用鲜见报道。
材　料　和　方　法

1　材料

实验肺组织来源于中国医科大学附属盛京医院胸外科2011年1月~2012年7月因肺部肿瘤而行肺叶切除术的患者, 所选患者均无慢性支气管炎病史，并且经过胸部放射线和CT检查无纤维化和肺气肿改变,所取的肺组织均距离肿瘤病变5 cm以上。96例患者中,男55例、女41例,年龄(68±3. 6)岁。所有病例均经患者知情同意,经伦理委员会批准,且病例肺功能之间无显著差异。药物: β3肾上腺素能受体激动剂BRL37344、 α受体阻滞剂酚妥拉明、β1受体阻滞剂阿替洛尔、β2受体阻滞剂ICI-118551、β3受体阻滞剂SR-59230A、钠通道阻断剂氨氯吡咪、Na+-K+-ATP酶阻断剂哇巴因购于Sigma公司。
2　方法

2.1　制备离体人肺脏模型[3]　①结扎切除的肺叶,选择尽量远离肿瘤的部位(至少5 cm以上)，通过10 French的导管，插入切除的肺叶内，通过该导管将温热的(37℃)5%等渗人白蛋白溶液灌注到肺叶内(45 ml/kg肺脏)，并注入40 ml的气体以保证灌注的白蛋白溶液进入到肺泡腔内。同时给予8 cm H2O的气道压力以及100%浓度的氧气。人肺脏经保鲜膜包被后放到37℃水浴箱内孵育，孵育1 h后经0. 75 mm(直径)的细管吸取肺泡液1~2 ml，测定白蛋白的浓度，以灌注前和孵育1 h后白蛋白浓度的变化来计算AFC。AFC计算公式如下[4]: AFC (%)=(Vi-Vf)/ Vi×100, Vf= Vi×Pi/ Pf,式中Vi和Vf分别代表起始和最终肺泡液体总量，i表示灌注前，f表示孵育1h后吸出的肺泡灌洗液体积。P是Evens蓝标记的白蛋白浓度。
2.2　分组　将离体人肺脏随机分组，每组8例，共12组。

①基础AFC的测定：将5%白蛋白等渗生理盐水溶液，灌注到离体人肺脏，1h后吸取肺泡灌洗液。

②BRL-37344对离体人肺脏AFC的作用　将10-8mol/L 、10-7mol/L、 10-6mol/L及 10-5mol/L 及10-4mol/L BRL-37344的5%白蛋白等渗生理盐水溶液，灌注到离体人肺脏，1h后吸取肺泡灌洗液。            
③肾上腺素能受体阻滞剂对BRL-37344作用的影响  将10-5mol/L BRL-37344的5%白蛋白等渗生理盐水溶液分别与α受体阻滞剂10-4mol/L酚妥拉明，β1受体阻滞剂10-5mol/L阿替洛尔，β2受体阻滞剂10-5mol/L ICI118551和β3受体阻滞剂10-5mol/L SR-59230A混合，再灌注到离体人肺脏，1h后吸取肺泡灌洗液。                                                        
④钠通道阻断剂及Na+-K+-ATP酶阻断剂对BRL-37344作用的影响 将10-5mol/L BRL-37344的5%白蛋白等渗生理盐水溶液分别与钠通道阻断剂5×10-4mol/L氨氯吡咪和Na+-K+-ATP酶阻断剂5×10-4mol/L哇巴因混合,再灌注到离体人肺脏，1h后吸取肺泡灌洗液。                                     
3 统计学处理

数据以均数±标准差(
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)表示，采用Graphpad Prism 4.0统计软件，多组数据比较采用 ANOVA 和Student-Newman-Keuls检验方法统计分析，两组数据比较采用非配对t检验统计分析。
                        结      果

1  BRL-37344对离体人肺脏AFC的作用
经10-8mol/L、10-7mol/L、10-6mol/L、10-5mol/L及 10-4mol/L BRL-37344作用后离体人肺脏AFC结果见表1。10-8mol/L BRL-37344作用前、后AFC未见明显改变； 10-7mol/L、10-6mol/L、 10-5mol/L及10-4mol/L BRL-37344作用后AFC明显升高 (P<0.05)。
表1：BRL-37344对离体人肺脏AFC的作用

Tab 1　Effects of BRL-37344 on AFC in isolated human lung (
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	组别
Group
	肺泡液体清除率(%/h)
AFC(%/h)

	basal AFC
10-8mol/L BRL-37344
10-7mol/L BRL-37344
10-6mol/L BRL-37344
10-5mol/L BRL-37344
10-4mol/L BRL-37344
	7.49±1.86
8.14±2.85
12.95±1.60△
12.07±1.09△
13.06±2.45△
11.97±1.29△*


ΔP<0.05 与离体人肺脏基础AFC比较

ΔP<0.05 vs basal AFC in isolated human lung 
2　药物对BRL-37344作用的影响

如表2所示: BRL-37344分别与β3受体阻滞剂SR-59230A、钠通道阻断剂氨氯吡咪和Na+-K+-ATP酶阻断剂哇巴因混合作用于离体人肺脏，其AFC显著低于相同浓度BRL-37344单独作用(P<0.05); BRL-37344与α受体阻滞剂酚妥拉明、β1受体阻滞剂阿替洛尔、β2受体阻滞剂ICI-118551混合作用于离体人肺脏，其AFC与相同浓度BRL-37344单独作用比较无显著性差异(P>0.05)。
表2：药物对BRL-37344作用于离体人肺脏AFC的影响
Tab 2　Effects of drug on AFC modulation by BRL-37344 in isolated human lung (
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	组别
Group
	肺泡液体清除率(%/h)
AFC(%/h))

	10-5mol/L BRL-37344
BRL-37344 +Phenylephrine
BRL-37344 +Atenolol
BRL-37344 +ICI118551 
BRL-37344 +SR-59230A
BRL-37344 +Amiloride  
BRL-37344 +Ouabain 
	13.06±2.45
13.78±1.41
14.16±2.79
13.10±1.07
9.98±2.06△
10.16±1.25△
8.09±3.39△



ΔP<0.05与 BRL-37344对离体人肺脏作用比较
ΔP<0.05 vs BRL-37344 on AFC in isolated human lung

讨     论
近年来，伴随着肺泡上皮离子转运功能和水通道的发现，我们加深了对肺水肿和肺损伤的发生机制的理解。即液体通过肺泡上皮屏障的运动并不完全依赖静力的被动变化和肺毛细血管的渗透性，肺泡上皮所具有的主动转运功能对于保持肺泡干燥和进行有效的气体交换起着至关重要的作用[3,4]。肺泡内液体的清除的主动转运过程由钠通道、Na,K-ATP酶和水通道共同完成[5]。肺泡Ⅱ型细胞可将钠从肺泡腔侧转移到基底膜侧,通过肺泡表面的氨氯吡咪(Amiloride)敏感性阳离子通道，再由位于该处的可被哇巴因抑制的Na,K-ATP酶泵入肺间质，同时带动液体转运,将肺泡内液体清除到肺泡外。
本试验结果表明β3肾上腺素能受体激动剂BRL-37344对离体人肺脏肺泡液体清除率的调节呈现剂量依赖性。10-8mol/L的BRL-37344对离体人肺脏肺泡液体清除率没有影响，10-7mol/L至10-4mol/L的BRL-37344能够显著提高离体人肺脏肺泡液体清除率。为了进一步研究BRL-37344对肺泡液体清除率的调节机制，我们选择了α、β1、β2和β3肾上腺素能受体的阻滞剂分别与10-5mol/L BRL-37344混合灌注到离体人肺脏。实验结果表明β3受体阻滞剂ICI-118551能显著地抑制BRL-37344对肺泡液体清除率的改善作用，但α受体阻滞剂酚妥拉明、β1受体阻滞剂阿替洛尔、β2受体阻滞剂ICI-118551对BRL-37344改善肺泡液体清除率的作用没有影响。说明BRL-37344对肺泡液体清除率的改善作用是β3肾上腺素能受体介导的。
肺泡上皮细胞钠的主动转运由钠通道和Na+-K+-ATP酶共同完成[6-8]。本实验表明BRL-37344提高肺泡液体清除率的作用能够被氨氯吡咪和哇巴因所抑制，说明BRL-37344通过调节肺泡上皮钠主动转运机能，加速肺水肿液的吸收。氨氯吡咪降低了22% BRL-37344对离体人肺脏肺泡液体清除率的作用，哇巴因降低了38% BRL-37344对离体人肺脏的作用。氨氯吡咪敏感性钠通道在人和大鼠占40% -50%,而在兔和小鼠大于80%[9]，因而在人类非氨氯吡咪敏感性钠通道所起的作用是不容忽略的。

β3肾上腺素能受体激动剂BRL-37344能够提高肺泡液体清除率，减轻肺水肿的作用是肯定的。研制减轻该类药物副作用的新型复合产品或探讨有效作用于肺部、避免全身副作用的最佳药物浓度将为临床治疗肺水肿提供更多的选择方法。
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