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胰岛素对肺泡上皮细胞钠离子通道仅亚基的调控研究

张维王导新

【摘要】 目的研究胰岛素作用下肺泡上皮细胞钠离子通道a亚基(ENaC—a)的变化及其对细胞凋亡的

影响。方法 以人肺腺癌细胞株A549为对象，用含30 U／L的胰岛素培养基培养30 rain和60 min，分别用蛋

白质免疫印迹法(Western blotting)和逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)法测定ENaC—a及血清和糖皮质激素

诱导的蛋白激酶1(SGK一1)的蛋白及mRNA表达，并使用白屈菜红碱阻断蛋白激酶C(PKC)抑制SGK一1后

再次测定ENaC—a蛋白表达。用原位末端缺刻标记法(TUNEL)测定经胰岛素处理后的A549细胞凋亡率。结

果 用胰岛素培养30 min即可明显上调ENaC—a和SGK一1的蛋白及mRNA表达，并随处理时间延长表达量

明显增加。若以未添加胰岛紊培养A549细胞蛋白表达量为100％，胰岛素作用30 min时ENaC—a、SGK一1蛋

白表达量为124％、135％，60 min时ENaC—a、SGK一1蛋白表达量为186％、176％(均P<0．05)。胰岛素还可以

抑制缺氧诱导的A549细胞凋亡(10．3％比21．6％，P<0．05)。结论胰岛素可以通过PKC、SGK一1途径上调

ENaC—a表达，并抑制缺氧诱导的A549细胞凋亡，从而有利于急性肺损伤／急性呼吸窘迫综合征(ALI／

ARDS)的预后。

【关键词】胰岛素；钠离子通道a亚基； 急性肺损伤； 急性呼吸窘迫综合征； 血清和糖皮质激素

诱导的蛋白激酶1
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[Abstract]Objective To observe the effects of insulin on the expression of epithelial sodium channel a

subunit(ENaC—a)in human pulmonary adenocarcinoma eell line(A549 cells)and its impact on apoptosis of

the cells．Methods A549 cells were cultured with insulin in a concentration of 30 U／L for 30 minutes or

60 minutes．Then ENaC—q．serum and glucocorticoid—inducible kinase一1(SGK一1)protein and mRNA were

determined with Western blotting and reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)．Then

chelidonii，a blocking agent of protein kinase C(PKC)，which could inhibit the effect of SGK一1，was added

to the cells culture for 60 minutes．and ENaC—a protein was then determined．Cells were cultured in a

hypoxia circumstance for 30 minutes，to induce apoptosis，the rate of which was detected with terminal—

deoxynucleotidvl transferase mediated dUTP nick end labeling(TUNEL)，in cells cultured with or without

insulin．Results Insulin could up—regulate the protein and mRNA expression of ENaC一Ⅸand SGK一1 in A549

cells，and there was a significant difference at 30 minutes，and it gradually increased with prolongation of

time．When A549 ceils were cultured without insulin，the protein expression of A549 cells was 100％．The

protein expression of ENaC．a and SGK一1 was 1 24％and 1 35％at 30 minutes after being cultured with

insulin，and 186 o／6 and 176％at 60 minutes，respectively(all P<0．05)．1nsulin also could inhibit apoptosis

which was induced by hypoxia(10．3％vs．21．6％，P<0．05)．Conclusion Insulin can up—regulate

expression of the ENaC一口in A549 cells via PKC and SGK一1 pathways。also insulin can inhibit hypoxia

induced apoptosis．So insulin can be beneficial in the prognosis of acute lung injury／acute respiratory distress

syndrome(ALI／ARDS)．

[Key words]Insulin； Epithelial sodium channel a subunit； Acute lung injury} Acute respiratory

distress syndrome： Serum and glucocorticoid—inducible kinase一1

急性肺损伤／急性呼吸窘迫综合征(ALl／

ARDS)是临床常见的危重症，ARDS是ALI的严重

阶段。肺泡内液体聚集是低氧血症的重要原因，是否

能有效清除肺泡内过多液体，维持肺泡腔内相对干

燥的环境，对于有效的气体交换具有十分重要的意
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·论著·

义，并且在一定程度上决定了病情的转归⋯。上皮细

胞钠离子通道(ENaC)是肺泡水肿液清除发挥作用

的重要限速环节[2]。ENaC由口、p、7 3种亚基组成。

在I型和I型肺泡上皮细胞中均有a、口、7 3种亚基

mRNA表达，但以ENaC—a mRNA表达量最高。动

物实验表明，ENaC—a基因敲除小鼠围生期肺泡内

液体不能被清除，出生40 h内死于ARDSc 3|，

ENaC—a可能是影响钠水转运的主要亚基。近年对
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肾小管上皮A6细胞株、内耳上皮细胞、子宫内膜细

胞的研究证实，血清和糖皮质激素诱导的蛋白激酶

1(SGK一1)激活后可以上调ENaC亚基的表达，增强

钠水的转运能力[4]。胰岛素可以激活SGK一1[5]。已有

研究表明，强化胰岛素治疗可以降低重症监护病房

(ICU)患者的住院病死率和严重并发症发生率邸]。

但是否可以通过调控ENaC起作用尚不很清楚，本

实验中以人肺腺癌细胞株A549为研究对象，观察

在胰岛素作用下I型肺泡上皮细胞ENaC—a表达及

胰岛素对细胞凋亡的影响和可能机制。

1材料与方法

1．1 主要试剂：A549细胞及RPMll640培养基等

常规试剂由重庆医科大学病毒性肝炎研究所提供；

10％新生小牛血清购自杭州四季青公司，重组人胰

岛素购自诺和诺德制药有限公司，白屈菜红碱购自

深圳美荷生物科技有限公司；膜蛋白提取试剂盒购

自南京凯基生物制品公司，RNA提取试剂盒购自

大连宝生物工程有限公司；原位末端缺刻标记法

(TUNEL)试剂盒购于美国Promega公司；p肌动

蛋白(p-actin)购自晶美生物公司，ENaC—a抗体、

SGK一1抗体购自英国ABcam公司。

1．2细胞分组及培养：A549细胞用含10％新生小

牛血清的RPMI 1640培养基在37℃、5％C0：培养

箱中培养。胰蛋白酶消化传代，分别采用含有重组人

胰岛素30 U／L、10％新生小牛血清的RPMI 1640

培养基培养30 min、60 min，以不含重组人胰岛素的

培养基培养作为参照，提取蛋白及RNA。再向细胞

培养基中加入重组人胰岛素30 U／L及白屈菜红碱

10／生mol／L，培养60 min后提取蛋白。

1．3 ENaC—a、SGK一1蛋白测定：采用蛋白质免疫

印迹法(Western blotting)。将提取的蛋白进行蛋白

定量(BAC法)，绘制蛋白标准曲线，定量后蛋白按

Western blotting要求稀释于上样缓冲液中，100℃

煮沸5 rain，一80℃保存。以p-actin作为内参照，

3，3'-二氨基联苯胺(DAB)显色，采用Quantity one

软件对图像扫描后进行半定量分析。

1．4 ENaC—a、SGK一1的mRNA表达测定：采用逆

转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测。提取总RNA，

ENaC-a、SGK一1、p-actin引物序列由上海宝生物公

司合成。PCR扩增产物经紫外分光光度计定量，由

标准曲线计算样本初始拷贝数及ENaC—a／[]-actin、

SGK一1／p-actin比值，定量分析结果。采用Quantity

one软件对实验结果进行图像分析。

1．5凋亡率测定：采用TUNEL法，严格按试剂盒

说明书进行操作。结果判断：细胞核中有绿色荧光者

为阳性细胞，即凋亡细胞；有蓝色荧光者为活细胞。

随机选取10个高倍视野，每个视野的细胞应大于

1 000个，分别计数总细胞数和凋亡细胞数，计算细

胞凋亡率。

1．6统计学处理：应用SPSS 12．0统计软件，数据

以均数±标准差(z土s)表示，采用单因素方差分析，

以a=0．05为显著性检验水平。

2结果

2．1胰岛素作用时间对ENaC—d蛋白表达的影响

(图1)：使用含30 U／L的胰岛素细胞培养基培养

A549细胞30 rain、60 min后，ENaC—a蛋白表达

随胰岛素作用时间的延长而增加；若以未添加胰岛

素培养A549细胞的蛋白表达量为100％，胰岛素作

用30 rain时ENaC—a表达量为124％，60 rain时为

186％(均P<0．05)。说明胰岛素作用30 rain后即

出现明显的上调ENaC—a表达效应。

ENaC—a：上皮细胞钠离子通道a亚基，B-actin：p肌动蛋白

圈1蛋白质免疫印迹法检测A549细胞与胰岛素作用

30 rain和60 rain时ENaC—tl蛋白表达

2．2 胰岛素作用时间对SGK一1蛋白表达的影响

(图2)：使用含30 U／L的胰岛素细胞培养基培养

A549细胞30 rain、60 rain后，SGK一1蛋白表达随胰

岛素作用时间的延长而增加；若以未添加胰岛素培

养A549细胞的蛋白表达量为100％，胰岛素作用

30 min时SGK一1蛋白表达量为135％，60 min时为

176％(均P<o．05)。说明胰岛素作用30 rain后即

出现明显的上调SGK一1表达效应。

SGK一1：血清和糖皮质激素诱导的蛋白激酶1，p-aetin：p肌动蛋白

图2蛋白质免疫印迹法检测A549细胞与胰岛素作用

30rain和60min时SGK一1蛋白表达
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2．3 白屈菜红碱与胰岛素同时作用对ENaC—a蛋

白表达的影响(图3)：与单用胰岛素30 U／L比较，

加用白屈菜红碱10 pmol／L及胰岛素30 U／L培养

60 rain后ENaC—a蛋白表达无明显变化(P>O．05)。

ENaC—a；上皮细胞钠离子通道a亚基，p-actin：p肌动蛋白

圈3蛋白质免疫印迹法检测A549细胞加用白屈菜红碱

和胰岛素作用60 min时ENaC—a蛋白表达

2．4胰岛素对ENaC—a、SGK一1的mRNA表达影

响(图4～5)：RT—PCR结果显示，ENaC—a、SGK一1

的mRNA表达变化与ENaC—a、SGK一1蛋白表达变

化趋势一致。

ENaC—a：上皮细胞钠离子通道a亚基，pactin：p肌动蛋白

圈4逆转录一聚合酶链反应法检测A549细胞与胰岛素作用

30m．in和60rain时ENaC—qmRNA表达

SGK一1：血清和糖皮质激素诱导的蛋白激酶1．pactin：p肌动蛋白

圈5逆转录一聚合酶链反应法检测A549细胞与胰岛素作用

30 rain和60 min时SGK—I mRNA表达

2．5胰岛素对缺氧诱导A549细胞凋亡的抑制作

用(彩色插页图6)：未加用胰岛素的A549细胞凋亡

率为21．6％，加用胰岛素后的A549细胞凋亡率为

10．3％，两者相比差异有统计学意义(P<O．05)。

3讨论

ALI／ARDS的发生机制至今仍不清楚，肺泡内

过多的液体聚集是其基础病理生理学变化之一，能

否有效清除肺水、保持肺泡腔内相对干燥，直接关乎

患者呼吸功能的改善和预后。目前已有通过物理方
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法压缩肺排液[7]、药物如B受体激动剂[8]、基因治疗

以及水通道蛋白等方法提高肺水清除能力来改善

ALI／ARDS预后的研究报道，这些研究结果可能用

于改善由ALI／ARDS以及肺部感染所致肺泡内液

体积聚引起的呼吸衰竭患者的预后。

SGK一1正是具有上调ENaC表达并能保护受

损肺泡上皮细胞的理想靶点，是多种细胞信号转导

通路和细胞磷酸化级联反应的一个功能性交汇点，

在离子通道调节、细胞增殖、存活的信号转导中起重

要作用，是介导醛固酮、胰岛素、血管紧张素等对

ENaC正向调节的共用途径。对SGK一1基因敲除小

鼠的研究发现，SGK一1在胰岛素导致的肾脏钠水重

吸收中起关键作用r5]。在心肌细胞的研究中，激活

SGK一1可以上调ENaC亚基表达，并可抑制受损心

肌细胞的凋亡∽]。在肺内也发现有SGK一1表达u 0|，

但尚未有肺内SGK一1功能的相关研究。在信号转导

通路中，SGK一1是蛋白激酶C(PKC)信号转导途径

下游调节子，因此本研究中采用PKC抑制剂白屈菜

红碱阻断细胞内PKC信号途径来验证能否阻断胰

岛素对ENaC—a的上调作用。

本研究结果表明，胰岛素可同步上调ENaC—a、

SGK一1的蛋白表达及基因转录水平，说明引起蛋白

表达的变化是通过影响其基因转录起作用的；并且

在使用白屈菜红碱阻断PKC抑制了SGK一1表达

后，这种变化不再出现。因此可以认为，胰岛素可以

上调ENaC一仅的表达，这种作用是通过对PKC下游

调节子SGK一1的调控起作用的。并且在缺氧诱导的

A549细胞凋亡中发现，使用胰岛素处理过的细胞凋

亡率较未用胰岛素处理的细胞有下降趋势，说明胰

岛素可以保护受损的肺泡上皮细胞并抑制其凋亡。

正如前述研究显示，ENaC—a已被证明可能是肺水

清除中的限速亚基。因此可以认为，胰岛素有利于

ALI／ARDS的治疗和预后，在病程中可以促进肺水

的清除，并起到保护受损I型肺泡上皮细胞的作用。

国内已有的相关研究也证明胰岛素可能具有一定的

抗炎作用¨¨，但该实验的结果有待于在体内实验中

进一步验证。
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喜炎平注射液治疗急性上呼吸道感染疗效观察

穆志远

【关键词】上呼吸道感染，急性}喜炎平注射液； 疗效观察

急性上呼吸道感染是儿童常见病、

多发病，其中90％是病毒感染u]。使用

利巴韦林治疗此病则是经典方案[2]。但

是，利巴韦林的骨髓抑制作用明显，有药

源性自细胞减少、贫血等副作用。本院儿

科采用喜炎平注射液治疗急性上呼吸道

感染取得了较好的疗效，报告如下。

1临床资料

1．1病例选择：选择本院儿科门诊就诊

的急性上呼吸道感染患儿100例。具有

发热<24 h，体温>38℃，血白细胞计

数(WBC)<10×109／L的特征。按随机

数字表法分为两组，治疗组56例，男26

例、女30例，平均年龄5．8岁，平均体温

38．8℃}对照组44例，男24例、女20

例，平均年龄5．1岁，平均体温38．7℃。

两组性别、年龄、体温等比较差异无统计

学意义(均P>O．05)，有可比性。

1．2治疗方案：在常规对症、支持治疗

基础上，治疗组加用喜炎平注射液(江

西青峰药业有限公司，批号：20090428)

5 mg·kg_1·d～，对照组加用病毒唑
10 mg·kg-1·d～。记录患儿发热、咳

嗽、咽痛等情况。

1．3疗效判定标准：①显效：48 h内体

温恢复正常，咽痛、咳嗽等症状明显减轻

DOI：10．3760／cma．j．issn．1003—0603．
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裹1 两组急性上呼吸道感染患儿主要症状改善时间及疗效比较

注；与对照组比较，8P<O．01，6P<O．05

或消失；②有效：72 h内体温恢复正常，

咽痛、咳嗽等症状明显减轻或消失；③无

效：72 h内体温未降，症状无改善。

1．4统计学处理：结果以均数土标准差

(z±s)表示，采用t检验，P<0．05为差

异有统计学意义。

1．5结果(表1)：治疗组患儿临床主要

症状改善时间快于对照组，总有效率优

于对照组(P<O．05或P<O．01)。表明

喜炎平注射液治疗小儿急性上呼吸道感

染改善症状明显，疗效确切。

2讨论

喜炎平注射液是一种新型中药制

剂，其主要成分为水溶性穿心莲内酯总

酯磺化物。药理研究表明，穿心莲可通过

直接破坏内毒素结构或抑制其所介导的

大量炎症细胞因子活性有效拮抗内毒

素，可广泛用于感染性和非感染性疾

病[3]。药效学研究显示，喜炎平具有清热

解毒、抗菌消炎、止咳的药理作用[4 J，对

腺病毒、流感病毒、呼吸道合胞病毒等有

明显的灭活作用，可提高机体细胞免疫

功能，提高中性粒细胞、巨噬细胞的吞噬

能力，提高血清中溶菌酶的含量，对金黄

色葡萄球菌、链球菌、大肠杆菌等多种细

菌有抑制作用，对呼吸系统感染疗效显

著。通过对100例急性上呼吸道感染患

儿的临床观察，表明喜炎平注射液可显

著加快患儿的退热进程，迅速缓解病情，

减轻症状，毒副作用少，临床应用安全，

值得重视。
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胰岛素对肺泡上皮细胞钠离子通道o【亚基的调控研究
(正文见385页)

圈6光镜Ii观察胰岛素对缺氧诱导的人肺腺癌细胞株A 549细胞凋亡的抑制作用绿色荧光代表凋
亡细胞，蓝色荧光代表i舌细胞；含胰岛素30 u／L的培养基在缺氧条件下培养A549细胞(a)60 min
时，凋亡细胞较不含胰岛素培养基培养的A549细胞(b)明显减少TUNEL×100

高浓度氧对未成年大鼠肺部炎症反应的影响
(正文见389页)

图1光镜下观察各组大鼠肺组织病理改变空气对照组(a)肺组织结构正常；高氧l 2 h组(b)肺毛细血管扩张，肺泡腔内
可见少最渗Hj液和漏卅的红细胞．肺间质炎性细胞渗H{、聚集，以中性粒细胞(PMN)为丰；高氧24 h组(C)肺毛细血管扩
张，肺泡腔i大】可址明显的渗⋯液和漏出的红细胞，肺间质PMN浸润显著；高氧48 h组(d)肺组织毛细m管明显扩张、充
血，PMN附壁，肺泡间隔明显增厚，大量PMN渗出，聚集；高氧72h组(e)肺组织呈现弥漫性损伤，人量PMN浸润，肺
泡壁变薄、肺泡问隔断裂HE×20
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