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一氧化氮抑制甘氨鹅脱氧胆酸诱导Ａ５４９细胞凋亡的实验研究


荔　蕊，胡章雪，赵锦宁，汪　丽，刘　蕾，史　源△

（第三军医大学大坪医院野战外科研究所儿科，重庆４０００４２）

　　摘　要：目的　探讨一氧化氮对甘氨鹅脱氧胆酸诱导Ａ５４９细胞凋亡的抑制作用及其机制。方法　成功建立胆甘氨鹅脱氧

酸诱导Ａ５４９细胞凋亡模型后，检测一氧化氮合酶的表达水平及一氧化氮供体对甘氨鹅脱氧胆酸诱导 Ａ５４９细胞凋亡的抑制作

用。结果　甘氨鹅脱氧胆酸可诱导Ａ５４９细胞发生ｃａｓｐａｓｅ３依赖的细胞凋亡，凋亡过程中伴随有一氧化氮合酶表达抑制，一氧

化氮供体能有效地减弱胆酸诱导的Ａ５４９细胞凋亡。结论　通过吸入一氧化氮可有效抑制甘氨鹅脱氧胆酸诱导肺泡Ⅱ型上皮细

胞凋亡。
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ｄｒｏｍｅ，ＮＲＤＳ）是一类重要的新生儿疾病，病死率高。近年来，

国内外多家 ＮＩＣＵ 报道足月儿与近足月儿 ＮＲＤＳ患病率增

加，且具备不同于早产儿 ＮＲＤＳ的临床特征
［１３］。妊娠期肝内

胆汁淤积症（ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓｏｆｐｒｅｇｎａｎｃｙ，ＩＣＰ）母亲所

分娩之足月新生儿患ＮＲＤＳ的发病率显著增加
［４５］，机制不清

楚。肺泡Ⅱ型上皮细胞（ａｌｖｅｏｌａｒｔｙｐｅ２ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｃｅｌｌ，ＡＥＣ

Ⅱ）是合成与分泌肺表面活性物质（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｕｒｆａｃｔａｎｔ，ＰＳ）

的主要场所，ＡＥＣⅡ凋亡增加将导致ＰＳ持续分泌不足，肺泡

塌陷、萎缩，继而发生ＮＲＤＳ。作者的前期研究发现：胆酸的主

要成分之一甘氨鹅脱氧胆酸（ｇｌｙｃｏｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ，ＧＣＤＣ）

对ＡＥＣⅡ具有诱导凋亡和坏死的作用，而且可显著减少 ＡＥＣ

Ⅱ中肺泡表面活性物质的合成。ＮＯ是一种可溶性气体，可由

Ｌ精氨酸在一氧化氮合酶催化下产生。在病理状态下，诱导型

一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）是ＮＯ大

量生成的关键酶，具有重要意义。ｉＮＯＳ／ＮＯ与低浓度外源性

ＮＯ对于细胞凋亡具有抑制作用，临床多中心研究发现，对严

重呼吸衰竭的新生儿使用 ＮＯ吸入治疗，显著降低了外源性

ＰＳ和高频机械通气的使用率
［６］。机械通气初期开始使用 ＮＯ

吸入治疗效果明显好于呼吸衰竭严重时再使用［７］。上述临床

现象强烈提示ＮＯ具备降低肺动脉高压之外的其他治疗作用，

联系到项目组发现ＮＲＤＳ中ＡＥＣⅡ的凋亡对呼吸衰竭的重要

影响，以及ＮＯ可能具备抗 ＧＣＤＣ诱导 ＡＥＣⅡ凋亡的作用，

ＮＯ极有可能通过抑制ＡＥＣⅡ凋亡而产生了对 ＮＲＤＳ的上述

治疗作用。本研究拟通过细胞试验检测甘氨鹅脱氧胆酸诱导

Ａ５４９细胞凋亡模型中一氧化氮合酶的表达变化，以及外源性

ＮＯ对细胞凋亡的抑制作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞株　人肺癌上皮细胞株 Ａ５４９细胞购自上海中科

院细胞所。

１．１．２　仪器与试剂　ＰＲＭＩ１６４０培养基 （美国 ＧＩＢＣＯ 公

司）；小牛血清 （美国 ＧＭ 公司）；甘氨鹅脱氧胆酸盐 （ｓｉｇｍａ公

司）；胰酶细胞消化液 （碧云天生物技术研究所）；ｃａｓｐａｓｅ３试

剂盒（南京凯基生物科技发展有限公司）；一氧化氮合酶抗体及

一氧化氮供体ＳＮＡＰ（美国Ｓｉｇｍａ公司）。

１．２　方法　（１）细胞与细胞培养从液氮罐中取出存有 Ａ５４９

细胞的冻存管，放于３７℃温水中，用镊子住轻轻摇动使其迅速

融化。１０００～２０００ｒ／ｍｉｎ，３～５ｍｉｎ离心。在无菌操作台中采

用７５％的乙醇彻底擦拭冻存管，然后打开冻存管，注意动作要

轻柔。用１ｍＬ枪头将上清液去除，加入１ｍＬ预热的细胞培

养液将细胞吹散开，转移至２５ｃｍ２ 培养瓶中。补充４ｍＬ的
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ＲＰＭＩ１６４０培养基，并且添加１０％的胎牛血清。倒置显微镜

下观察，３７℃、５％ＣＯ２ 培养。２４ｈ后，更换新的培养液。细胞

复苏后常规传代培养。待细胞呈对数期生长后用于实验。（２）

甘氨鹅脱氧胆酸诱导经典的凋亡途径，采用荧光免疫实验。在

２４孔板中放入小玻片，进行细胞爬片，将细胞分为两组，一组

加入２００μｍｏｌ／ＬＧＣＤＣ，一组做空白对照。先使用ｃａｓｐａｓｅ３

染色试剂盒对ｃａｓｐａｓｅ３染色荧光倒置下呈红色，再ＤＡＰＴ染

细胞核荧光倒置显微镜下呈蓝色。分别拍照后，重合在一起，

显紫红色为依赖ｃａｓｐａｓｅ３途径的细胞凋亡。（３）细胞凋亡采

用ｃａｓｐａｓｅ３检测试剂盒进行检测采用蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ）方法检测一氧化氮合酶表达水平，ＮＯ供体ＳＮＡＰ与胆

酸共处理Ａ５４９细胞以判断其对细胞凋亡的作用。收集细胞，

ＰＢＳ洗涤，抽提细胞裂解液，蛋白定量，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，聚偏

二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜转移，５％脱脂奶粉封闭，室温静置１．５～２

ｈ，ｃａｓｐａｓｅ３多抗室温反应１～２ｈ，ＴＢＳ（含０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０的

ＴＢＳ）洗３次，５～１０ｍｉｎ／次，ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ室温反应

１～２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，５～１０ｍｉｎ／次，ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色。

１．３　统计学处理　结果计量数据用狓±狊表示，组之间比较采

用单因素方差分析，并两两组间比较，犘＜０．０５表示差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＧＣＤＣ诱导Ａ５４９细胞凋亡　为了进一步确定甘氨鹅脱

氧胆酸能否诱导经典的凋亡途径，进行了荧光免疫实验。结果

显示，甘氨鹅脱氧胆酸处理后的 Ａ５４９出现了明显的凋亡。使

用ｃａｓｐａｓｅ３染色试剂盒对ｃａｓｐａｓｅ３染色呈红色，ＤＡＰＴ染细

胞核呈蓝色，图１中上图为２００μｍｏｌ／ＬＧＣＤＣ处理组，下图为

空白对照组，结果证明ＧＣＤＣ可诱导Ａ５４９细胞依赖ｃａｓｐａｓｅ３

途径凋亡。见图１。

图１　　ＧＣＤＣ诱导细胞死亡

２．２　ＧＣＤＣ抑制Ａ５４９中ｉＮＯＳ表达　不同浓度ＧＣＤＣ处理

Ａ５４９后，细胞中ｉＮＯＳ的蛋白表达水平明显降低，且具有浓度

依赖性。实验证明，ＧＣＤＣ可抑制ｉＮＯＳ在细胞中的表达水

平，当ＧＣＤＣ浓度达到１０００μｍｏｌ／Ｌ时，ｉＮＯＳ表达明显受到

抑制，ＧＣＤＣ浓度与抑制ｉＮＯＳ程度正相关。见图２。

图２　　ＧＣＤＣ处理ＡＥＣⅡ后ｉＮＯＳ的表达变化情况

２．３　外源性ＮＯ抑制ＧＣＤＣ诱导的Ａ５４９凋亡　以ＮＯ供体

ＳＮＡＰ（０～１ｍｍｏｌ／Ｌ）单独处理 ＡＥＣⅡ时，细胞不发生凋亡；

ＧＣＤＣ可诱导ＡＥＣⅡ凋亡，但用ＳＮＡＰ和ＧＣＤＣ共处理 ＡＥＣ

Ⅱ后则降低了细胞的凋亡程度。见图３。

　　ＮＣ：溶剂组；ＮＯ：０．２ｍｍｏｌ／ＬＮＯ供体ＳＮＡＰ处理组；ＧＣＤＣ：２００

μｍｏｌ／ＬＧＣＤＣ处理组；ＧＣＤＣ＋ＮＯ：２００μｍｏｌ／ＬＧＣＤＣ＋０．２ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮＯ供体ＳＮＡＰ处理组。

图３　　ＮＯ供体ＳＮＡＰ与对ＧＣＤＣ诱导ＡＥＣⅡ凋亡的影响
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３　讨　　论

ＩＣＰ主要临床表现为皮肤瘙痒、黄疸及肝功能异常，可导

致孕妇和胎儿的并发症。ＩＣＰ主要危害胎儿，可致胎儿宫内窘

迫、流产、死胎等，增高围产儿发病率和死亡率。ＩＣＰ最常发生

在孕晚期，但在妊娠期间也可以随时发病。ＩＣＰ对孕妇的影响

不大，但是对胎儿有很大影响，有研究显示与正常妊娠相比，

ＩＣＰ患者脐带血孕激素重硫酸化代谢产物含量高，胎儿类固醇

硫酸盐水平合成量降低，使胎儿类固醇合成功能受损。１８８３

年就报道了ＩＣＰ，描述ＩＣＰ为妊娠期间复发性黄疸，分娩后消

失。很多研究证实激素在ＩＣＰ治病机制中起着重要作用。

ＩＣＰ最常见于经产妇，在经产妇与初产妇的发病率分别为

２０．０％和４．７％。ＩＣＰ通常发生于怀孕的后３个月，为雌激素

水平的高峰时期有ＩＣＰ家族史的妇女，服用避孕药后也会出

现ＩＣＰ的临床症状。黄体酮及代谢产物也可能是发病机制，

Ｂａｃｑ等
［８］做了临床实验，１２例先兆早产患者有１１例有服用过

天然孕激素治疗。

ＮＲＤＳ又称为肺透明膜病（ｈｙａｌｉｎｅｍｅｍｂｒａｎｅｄｉｓｅａｓｅ，

ＨＭＤ），是由ＰＳ缺乏而导致，以出生后不久便出现呼吸窘迫呈

进行性加重的综合征，是新生儿重症监护室常见的危急重症，

发病率及病死率高［９］，临床症状以呼吸急促困难、呻吟为主要

表现。ＰＳ是由 ＡＥＣⅡ合成分泌的磷脂蛋白复合物，胎儿在

１８～２０周ＡＥＣⅡ已经能够分泌少量的ＰＳ转移至肺泡表面，

随胎龄增长，ＰＳ的合成分泌量增高，所以本病易发生于早产

儿，胎龄越小，发病率越高，足月儿与近足月儿（胎龄大于或等

于３５周）的发病率是较低的
［３］。近年来，国内外多家ＮＩＣＵ报

道足月儿与近足月儿 ＮＲＤＳ患病率增加，且具备不同于早产

儿ＮＲＤＳ的临床特征
［１２，１０］，所以早产并不是ＰＳ分泌不足致

ＮＲＤＳ的主要原因。围生期窒息、前置胎盘、胎盘早剥及孕妇

低血压致胎儿血容量下降等均能诱发胎儿的呼吸窘迫症。最

新的研究表明，母亲患有ＩＣＰ时，胎儿 ＮＲＤＳ发病概率显著

增高。

胆汁酸对孕妇和胎儿的毒性作用，妊娠中晚期胎儿和母体

合成的胆汁酸都是通过胎盘转运的，Ｄｉｎｇ等
［１１］发现胆汁酸可

能损害细胞器从而导致多核细胞生理功能失常，影响胎盘合成

和转运功能。孕妇胆汁酸升高，可导致胎盘绒毛间隙狭窄，胎

盘灌注量减少；胆汁酸有浓度依赖性血管收缩作用，高浓度胆

汁酸使绒毛血管痉挛，从而导致胎盘灌注不足，发生胎儿窘迫。

胆汁酸通过胎盘进入胎儿体内后，其细胞毒作用破坏线粒体膜

产生氧自由基，从而导致胎儿的氧利用障碍［１２］。胆酸盐可刺

激肠蠕动，但是胆酸过高，便会造成羊水胎粪污染。各种炎症

细胞在肺内积聚、黏附、激活同时释放大量的活性氧和蛋白酶，

直接或间接引起胎儿的肺损伤，从而增加新生儿窒息，及吸入

性肺炎的概率，患ＮＲＤＳ的风险明显升高
［１３］。

本实验通过研究一氧化氮抑制甘氨鹅脱氧胆酸诱导Ａ５４９

细胞凋亡，为预防和治疗 ＮＲＤＳ寻找新的治疗方法和药物靶

点，从而降低ＮＲＤＳ的发生率。
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