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乌司他丁对A549细胞在缺氧条件下ENaC一 

表达影响的研究 

邓 嘉，李长毅，王导新 

(重庆医科大学附属第二医院呼吸内科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究乌司他丁对缺氧A549细胞ENaC—or_mRNA和蛋白表达水平的影响。方法：将A549细胞分组为缺氧对照 

组和乌司他丁组 ，分别在 3％0：和 0％0 的缺氧条件下，用 1 250、2 500、5 000 U／ml浓度乌司他丁作用 A549细胞 ，用 RT—PCR 

半定量 ENaC—d mRNA表达量，用 Westem blot半定量 ENaC一0【蛋白浓度?结果：在不同缺氧程度下 ，鸟司他丁组的 ENaC一 

mRNA和蛋白表达均高于对照组，呈浓度依赖方式。结论：乌司他丁能够对抗缺氧对 ENaC—or．表达的抑制作用，提示乌司他丁 

在急性肺损伤(Acute lung injury， )的治疗过程中具有缓解肺水肿、减轻肺损伤的作用。
．
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Ulinastatin inhibits the action of Hypoxia on ENaC-o[mRNA and protein 

expression 

DENG Jia，et 

(Department ofRespiratoryMedicine，the SecondAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstra~ t】Objective：To study the effect of Ulinastatin on ENaC—or．mRNA and protein of human alveolar epithelial A549 cells which are 

treated with hypoxia．Methods：A549 cells were divided into two groups，hypoxia group and ulinastatin group．A549 cells were treated 

with Ulinastatin at the doses of 1 250，2 500 U／ml and 5 000 U／ml for 48 h when entreated with 3％ 02 or O％ O2．The mRNA and protein 

levels of ENaC-or．were determined by semiquantitative RT-PCR and Western blot．Results：lncuhation of A549 with 1 250 U／ml，2 500 

U／ml and 5 000 U／ml of Ulinastatin for 48 h could significantly upregulate the expression of ENaC——oL in a concentration——dependent 

manner．Conclusion：Ulinastatin could reverse the inhibitory
．

effect of hypoxia on the expression of ENaC-o【，which suggests that 

ulinaslatin can promote lung fluid clearance and pulmona~'edema reduction． 

【Key words】Ulinastatin；Epithelial sodium channel；Acute lung injuo'；Hypnxia 

急性呼吸窘迫综合征(Acute respirato~distress syndrome， 

ARDS)以肺部炎症 、肺毛细血管通透性增加为特征，引起肺 
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弥散功能障碍、肺内分流和死腔样通气，从而导致肺泡缺氧。 

缺氧导致作为肺泡内钠离子和液体清除主要驱动力的肺泡 

上皮钠通道(Epithelial sodium channel，ENaC)功能障碍⋯，促 

使肺水肿形成。缺氧和肺水肿互为因果，构成恶性循环。乌司 

他丁足一种从男性尿中分离纯化的尿胰蛋白酶抑制剂，具有 

抑制炎性介质释放和清除氧自由基等作用 它在急性肺损伤 

asscwiates with bone metastasis in breast carcinomas[J]．Annals of Oneo— 
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(Acute lung injury，Au)中能够抑制中性白细胞浸润和减轻 

肺水肿。但是有关乌司他丁促进肺水清除的具体机制尚不清 

楚，是否与 ENaC的表达量变化相关 ，以及在缺氧等病理状 

态下是否也具有对 ENaC表达的影响等问题尚待研究。因 

此，本实验给予人Ⅱ型肺泡上皮 A549细胞缺氧处理后，观察 

乌司他丁对 ENaC一0【mRNA和蛋白表达的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

A549细胞系，由本实验室保存 ；乌司他丁(广东天普生 

化医药股份有限公司)；总 RNA抽提试剂盒购自北京百泰克 

生物技术有限公司；第 链 cDNA合成试剂盒和PCR试剂盒 

购自美国Fermentas(MBI)公司；ENaC一 多克隆抗体购自美 

国 abcam公司；ECL化学发光试剂盒购 自南京凯基生物科技 

发展有限公司。 

1．2 细胞培养 

人 Ⅱ型肺泡上皮 A549细胞培养于含 10％FBS的RPMI 

一 1640培养基中，放置到 37~C、5％C0 、饱和湿度培养箱中， 

每天观察细胞生长情况。每 2～3 d收集对数期生长细胞 ，达 

到2 X 104@／ml细胞浓度时分瓶培养。 

1_3 方法 

1．3．1 细胞活性测定 将细胞接种于96孑L培养板中，调整 

每孔细胞浓度为 1 X 104个／ml，完全培养基培养 24 h后换无 

血清培养液培养 24 h，按顺序分别加入浓度为 1 250、2 500、 

5 000、7 500、10 000 U／ml的乌司他丁，作用 24 h后进行甲基 

偶氮唑盐(MTr)法测定。然后在酶标读数仪上用 492 nm波 

长测定各孔吸光度(A)值 ，以不加乌司他丁而只含等量二甲 

基亚砜的孔为阴性对照，仅含培养液孔为空白对照。各试验 

组安排3个复孔 ，取平均值，计算细胞存活率。细胞存活率= 

(实验组 A值 一空白对照组 A值)／(阴性对照组 A值 一空白 

对照组A值)X 100％。实验重复3次，结果基本一致，依据其 

中一次实验值绘制细胞生存图。 

1．3．2 细胞处理及分组 待细胞生长至约 75％汇合度时， 

弃培养基，用冷的 PBS冲洗 2次，以不含 FBS的 RPMI1640 

培养基为对照，用不含FBS的RPMI1640培养基稀释乌司他 

丁溶液为 1 250、2 500、5 000、7 500、10 000 U／ml。实验分组 ： 

(1)对照组 ：无血清 RPMI1640培养下分别在 3％0 和 0％02 

两个缺氧浓度作用 48h；(2)乌司他丁组：向无血清 RPMI一1640 

培养细胞中分别加入各种浓度乌司他丁，并在 3％0 或0％0 

两个缺氧浓度下作用 48 h。收集各组细胞用以提取总 RNA 

和蛋白。实验重复 3次。 

1．3．3 RT—PCR 按说明书用总 RNA抽提试剂盒提取 A549 

细胞总 RNA。用紫外分光光度计测定 RNA浓度及其纯度。 

以2 g总 RNA为模板 ，用 Oligo(dT)18为引物 ，按照说明 

书介绍的方法，合成 cDNA第一链。ENaC一 引物：正义：5’ 

一 GCTAATGAGATFCCTGTCGCTYCCATCC一3’，反义 ：5’一CTC 

TccccCc rrccrrrGGTc rrcTTCc一3’，片段长度 440 bp； 

13一actin弓I物：正义 ：5’一CAT GAAGATCCTCACCGAGC一3’． 

反义：5’一AcAGGACTCCATGCcCAGGA一3’，片段长度250bp， 

由上海生工合成。PCR反应体系如下：2 IXl逆转录产物模板、 

PCR MasterMix(2×)25 l、正反引物各 2 l，以超纯水补充 

至 50 Ixl。PCR反 应条 件 为 ：94℃ 5 min；94℃30 S，62℃ 

(ENaC— )、和 57℃(B—actin)60 s，72℃60 s，循环 35轮，最 

后 72℃延伸 t0 rain。PCR产物 8 LLl与 5×loading buffer 2 Ixl 

混匀后，1．2％琼脂糖凝胶 20 V／cm电压进行电泳约 30 min。 

应用凝胶成像系统(Bio—rad)摄影，Quantity One软件对目的 

条带进行扫描分析。用 ENaC—o【PCR与 B—actin PCR产物条 

带灰度比值作为 ENaC— mRNA的相对表达量。 

1．3．4 Western blot 按分子克隆指南提取蛋白，进行 SDS— 

PAGE凝胶电泳 ，运用湿转法转移至硝酸纤维素滤膜上，用 

脱脂奶粉摇动封闭，分别加入 ENaC一0I兔抗人多克隆抗体 

(1：300)及 B—actin兔抗人多克隆抗体(1：l 000)，4℃孵育过 

夜，洗膜后加入相应的辣根过氧化物酶标记的二抗(1：1 000)， 

ECL增强化学发光显色系统显色，每组实验至少重复3次。用 

凝胶成像仪分析结果，以 ENaC一 B—actin条带吸光度(A)比值 

作为 ENaC一仅蛋白表达的相对含量。 

1．4 统计 学分析 

SPSS13．0软件进行资料的分析处理，用单因素方差分析 

比较各暴露水平的 A549细胞 ENaC—d mRNA和蛋 白表达 

水平，两样本均数间比较采用 t检验，检验水准为 =0．05，以 

P<0．05认为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 细胞活性测定结果 

乌司他丁浓度在 1 250、2 500、5 000 U／ml时，细胞生存率 

分别为(99-3％±0．5％)、(93．5％±0．9％)、(82．2％±0．3％)，说 

明乌司他丁作用浓度在 5 000 U／ml以下时对细胞的损伤不 

明显。当作用浓度在 7 500 U／ml和 10 000 U／ml后，其生存率 

显著下降，分别为(50．4％±0．6％)和(39．1％±0．8％)，细胞死 

亡显著增加。 

2．2 乌司他丁对缺氧作用的ENaC--a基因在转录水平的影响 

PCR结果显示，在 3％O：下，1 250 U／ml组与对照组有差 

异(P<0．05)，其余各实验组 ENaC一0【基因转录水平与对照 

组相比差异显著(P<0．O1)，1 250U／ml组与 2 500U／ml组及 

2 500 U／ml组与 5 000 U／ml组间差异均有明显差异(JP<O．05)： 

在 0％0：下，1 250 U／ml组与对照组无显著差异(P>0．05)， 

2 500 U／ml组及 5 000 U／ml组 ENaC—d mRNA表达与对照 

组有显著差异(P<0．O1)，各浓度组间 ENaC— 基因转录水 

平差异有统计学意义(P<0．05)(见表 1和图 1 A、B)。 

2．3 乌司他丁对缺氧作用的ENaC 基因在翻译水平的影响 

Western blot结果显示，在 3％O2下，1 250 U／ml组与对 

照组有明显差异(P<0．05)，其余各实验组 ENaC— 蛋白与 
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对照组相比差异显著(P<0．O1)，l 250 U／ml组与 2 500 U／ml组 

之间有差异(P<O．05)，2 500 U／ml组与 5 000 U／ml之间有显 

著差异(P<0．O1)；在 0％O 下，1 250 U／ml组与对照组差异 

不大(P>0．05)，1 250 U／ml组及 2 500 u／ml组 ENaC—d蛋白 

较对照组差异有统计学意义(尸<0．05)，2 500 u，ml组与 5 000 

U／ml之间存在明显差异(P<0．01)(见表 2和图2A、B)。 

表 1 在不同缺氧条件下乌司他丁对 ENaC—a基因转录水平的影响 l ±s，n=3) 

：P>O．05，与0U／ml相比； ：P<O．0l，与2 500U／ml相比 

表 2 在不同缺氧条件下乌司他丁对 ENaC—a基因翻译水平的影响 ( ±s，n=3) 

：P<O．Ol，与2 500U／ml相比：-：P>O．05，与0U／m]相比； ：P<O．Ol，与 2 500U／m]相比 
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A．3％02；B．0％02；M．Marker；1．0 U／m]鸟司他丁组；2．1 250 U／ml乌 

司他丁组；3．2 500 U／m]乌司他丁组；4．5 000 U／ml乌司他丁组 

图 1 在不同缺氧条件下乌司他丁 ENaC—a基因转录水平的影响 

3 讨 论 

大量临床研究发现，ARDS患者如果能够越快促进肺泡 

水肿液的重吸收控制肺水肿，患者就能够越快从呼吸衰竭中 

恢复过来，从而降低死亡率；相反 ，如果早期没有控制肺水 

肿 ，则呼吸衰竭时间延长，死亡率升高。肺泡 ENaC是一种广 

泛存在于各种组织器官中的钠离子转运的重要驱动力，在肺 

泡内 ENaC主要分布于Ⅱ型肺泡上皮细胞，在肺泡液体重吸 

收过程中扮演重要角色。用 beta—Liddle变异小鼠持续高度 

活化 ENaC，使肺泡水肿液清除明显增加，显著改善肺毛细血 

管外渗出，减轻疾病的严重程度 。ENaC结构以及功能的变 

化与肺部的一些疾病有相关性，ENaC基因变异引起 ENaC 

蛋白功能障碍导致肺纤维囊性变 。ENaC是由 、B、．y 3种 

4 

·_ __ ●- _- p—aclin 

2 3 4 A 

tin

乜  

A．3％02；B．0％02；M．Marker，1．0 U／m]乌司他丁组；2．1 250 U／ml乌 

司他丁组；3．2 500 U／ml乌司他丁组；4．5 000 U／ 乌司他丁组 

图2 在不同缺氧条件下乌司他丁浓度对 ENaC-a基因翻译水 

平的影响 

亚基组成，3种亚基可以构成不同的异聚体 ，3种亚基的作 

用也各有不同。目前认为 ENaC一 是 ENaC的功能单位，是 

有效清除肺水肿必不可少的。用 siRNA干扰 亚基表达发 

现 ，肺泡水肿液重吸收明显减弱，两者呈剂量依赖关系，并 

且在缺乏 亚基情况下 B一肾上腺受体激动剂难以达到促 

进水肿液重吸收的作用。因而本实验选择了上皮钠通道 a 

亚基作为研究对象，以观察乌司他丁是否具有在缺氧条件下 

改善肺液清除的保护性作用。 

本实验中发现，随着缺氧程度的增加，ENaC—d转录以 

及蛋白的表达水平进一步下降，说明缺氧显著影响上皮钠通 

道功能，加重肺水肿。缺氧可以从多个方面影响 ENaC肺水 

清除的功能：① ENaC主动转运水钠，这是耗能过程，需要充 
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足的氧供。缺氧会导致供能不足，使 ENaC功能下降。②正常 

氧供在ENaC的转录翻译过程中也有重要作用。中度以上缺 

氧使 ENaC ot、13、 3种亚基的 mRNA和 亚基的蛋白表 

达下降 。最近一项研究显示[61，在小鼠的胎儿期(3％0，)和出 

生后(21％0 )地塞米松均能够显著上调 ENaC—ot的 mRNA 

表达，但仅在出生后(21％O )才能上调 ENaC—ot的蛋白表 

达，认为出生后的正常氧暴露对 ENaC—ot mRNA的有效翻 

译有重要影响。③缺氧状态还能促使细胞内活性氧含量升 

高。缺氧诱导一氧化氮合酶(Nitric oxide synthase，NOS)的表 

达合成，NO释放增加。在支原体感染的小鼠实验中，活性氧 

NO能够明显减弱肺液清除，抑制 ENaC功能 。除此之外，在 

体外实验中缺氧状态能诱导A549细胞执行调亡[81，从而影响 

肺泡上皮对水肿液的清除效能。 

乌司他丁可能从以下几个方面对抗缺氧对 ENaC—ot转 

录和翻译的影响：①对抗缺氧诱导的炎症反应 ：乌司他丁能 

够对抗由细菌内毒素诱导产生的系统性炎症反应和器官损 

伤，抑制 IL-1、巨噬细胞趋化蛋白一l、巨噬细胞炎症蛋白 一2 

等多种炎性介质的表达[91，下调促炎性细胞因子及粘附分子 

的表达，影响中性粒细胞的趋化聚集和激活，控制中性白细 

胞激活后形成的所谓的“瀑布样”效应【·01；②清除氧自由基 ： 

大量氧自由基的产生可使组织细胞发生过度的脂质过氧化 

反应，诱导炎性介质的转录、复制和释放，引起炎症反应和组 

织损伤。乌司他丁能够抑制 NOS的表达，减少 NO生成，通过 

清除氧自由基抑制内毒素诱导的急性肺损伤发生ll】】。其清除 

氧自由基的机制为缓解对多形核白细胞膜的刺激 、抑制过 

量超氧化物生成以及清除产生的超氧化物等i121；③抗氧化作 

用：血红素氧化酶系统是体内一种保护性抗氧化系统，研究 

发现血红素氧化酶 一1(Heme oxygenase一1，HO一1)的表达强度 

与 ALUARDS有相关性ll引，乌司他丁能够增加 HO一1在肺组 

织的表达l】41，发挥抗氧化作用，保护受损肺组织。 

本实验中乌司他丁能够逆转缺氧对 ENaC—ot mRNA和 

蛋白表达的抑制作用 ，呈浓度依赖方式，阐明在 ALI／ARDS 

缺氧状况下乌司他丁缓解肺水肿的分子机制 ，为乌司他丁在 

ALUARDS的治疗应用中提供了新的依据。但是乌司他丁到 

底是通过什么方式、哪条作用途径来实现以上作用的尚待进 

一 步研究。 
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