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乌司他丁对热打击诱导人肠上皮细胞释放

白细胞介素一8与p38信号通路的研究

·83·
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【摘要】 目的研究乌司他丁对热打击诱导人肠上皮细胞释放细胞因子的影响以及可能参与调控的信号

通路。方法用不同温度的热打击(39、41、43℃)1 h刺激培养的人肠上皮细胞株(SW480)后，继续于37℃下

培养24 h，收集细胞和细胞上清液。另将细胞进行热打击(43℃，1 h)，同时加用100 kU／L和1 000 kU／L的乌

司他丁继续于37℃下培养24 h后收集细胞和细胞上清液；用酶联免疫吸附法(ELISA)检测上清液中自细胞

介素一8(IL一8)的含量，用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测细胞裂解液中p38蛋白表达。结果低温度

的热打击(39℃)对SW480细胞分泌IL一8没有诱导作用，但高温(41℃、43℃)可明显诱导IL一8水平的升高

(均P<o．01)；而乌司他丁可明显抑制热打击对SW480细胞IL一8的诱导表达作用(均P<0．01)，尽管大剂量

鸟司他丁对IL一8的抑制作用较小剂量组更加明显，但两个剂量乌司他丁组间无明显差异。不同温度的热打击

可诱导SW480细胞p38表达上调，并具有一定剂量依赖效应(均P<O．01)。而乌司他丁不仅可以抑制SW480

细胞p38的基础表达水平，并且小剂量的鸟司他丁即可明显抑制热打击对p38的诱导表达作用(尸<O．01)，但

两个剂量乌司他丁组问无明显差异。结论乌司他丁可能通过降低p38表达来抑制热打击对肠上皮细胞释放

IL一8的诱导作用，但同时也存在其他信号通路参与的可能，这为理解肠屏障细胞的炎症反应在重症中暑中肠

道细菌和内毒素移位中的作用机制提供了一定的实验基础，也为乌司他丁作为免疫调节剂未来用于治疗重症

中暑提供了实验依据。
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[Abstract]Objective To study the effects of ulinastatin on release of interleukin一8(IL一8)from human

intestinal epithelial cells induced by heat stress and the possibly involved signal pathway in regulation．

Methods Human intestinal epithelial cells of a strain(SW480)were stimulated with different degrees of heat

stress(in an incubator with 39，41，43℃for 1 hour，respectively)，and then were re—cultured in 37℃for

another 24 hours．The cells and supernatant were collected．In another group，different doses of ulinastatin

(100 kU／a or 1 000 kU／L)were added to cultured SW480 ceils with heat stress(43℃for 1 hour)and the

cells were further cultured in 37℃for 24 hours。and then the cells and supernatant were collected．The levels

of IL一8 in supernatanf were detected with enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA)．The expression of

p38 in SW480 eell cleavage fluid was detected by Western blotting assay．Results The low degree of heat

stress(39℃)did not have any inducing effect on SW480 cells to release IL-8，while the high degrees(41℃

and 43℃)could induce the elevation of IL。8 level significantly(both P<0．01)．Ulinastatin could obviously

inhibit the up—regulation of IL一8 induced by heat stress(both P<0．01)and the effect was dose—dependent．

Despite the inhibiting effect of higher dose was more obvious than that of lower dose。there was no significant

difference statistically．Moreover，various degrees of heat stress capable of up-regulating the expression of p38

were also in a degree dependent manner in SW480 cells to a certain extent(all P<0．01)．Ulinastatin not only

could inhibit the basic p38 expression in SW480 cells，but also its low dose might markedly suppress the p38

expression induced by heat stress(P<O．01)．However，in comparison，the effects of the two doses of

ulinastatin on IL一8 secretion had no statistical significant difference．Conclusion Ulinastatin possibly can

inhibit the IL一8 secretion from human intestinal epithelial cell line(SW480)induced by heat stress via

decreasing the expression of p38，but simultaneously other signal pathway may also be involved．The results

of this study may provide an experimental base to understand the mechanism of inflammatory reaction of

intestinal barrier cells in cases with severe heat stroke and translocation of intestinal bacteria and endotoxin．

Based on this study，ulinastatin may be applied for treatment of severe heat stroke as an immune regulating

agent in future．
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当前的研究普遍认为，重症中暑的病理生理反

应并不仅仅是由热暴露的直接损伤引起，而更多的

表现是继发于热损伤之后的全身炎症反应综合征

(SIRS)，进而引发多器官功能障碍综合征(MODS)

的过程Ⅱ]。由热应激发展至中暑的过程中，肠道作为

体内最大的“储菌库”和“内毒素库”，以其在体内独

特的生理环境参与中暑的发生，并进一步发展引发

SIRS、脓毒症甚至MODS，但在此过程中，在胃肠道

细胞，尤其是作为肠黏膜屏障的重要细胞——肠上

皮细胞经历了怎样的分子变化，一直没有切实可靠

的实验依据。基于此，本课题组前期模拟中暑时肠上

皮细胞所处的微环境，即受热打击和肠道内毒素双

重作用情况下，热打击可明显诱导人肠上皮细胞株

(SW480)分泌白细胞介素一8(IL一8)升高，说明肠屏

障细胞的炎症反应在中暑肠道病变中可能发挥了重

要作用瞳]。为进一步明确热打击对肠道炎症反应时

可能参与调控的信号机制，以及免疫调节剂对炎症

反应的作用，本研究中观察乌司他丁对热打击诱导

人肠上皮细胞释放细胞因子的影响及可能参与调控

的信号通路，以期为明确肠屏障细胞的炎症反应在

肠道细菌和内毒素移位中的作用机制提供更深入的

实验依据和理论基础。

1材料与方法

1．1主要试剂：RPMI 1640培养基购自美国Gibeo

BRL公司；胎牛血清(FBS)购自美国HyClone公

司；细胞培养皿购自美国Corning公司；IL一8检测试

剂盒购自广州威佳生物公司；兔抗人p38抗体和兔

抗p肌动蛋白(p-aetin)抗体购自美国Cell Signaling

公司；辣根过氧化物酶(HRP)标记的抗兔IgG购自

美国Santa Cruz公司；SW480细胞株由南方医院消

化科馈赠。

1．2细胞培养和实验分组：将sW480细胞株复苏

后，离心去上清液，用含20％FBS的RPMI 1640培

养液混匀细胞后接种入培养皿中，37℃、5％CO：

孵箱中培养，次日换液，以后根据细胞生长情况2～

3 d传代1次。实验前1 d以1．0×105个／孔密度将

SW480接种于培养皿中培养24 h，更换无血清培养

液培养6 h后进行分组，每组设3个平行孔，每个独

立实验重复3次。实验分组：将培养的SW480细胞

分别置于39、41、43℃培养箱中1 h后将细胞重新

基金项目：中国博士后基金资助(20080431419，200902659)
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置于CO。培养箱中继续培养24 h后收集细胞和细

胞上清液，对照组细胞始终置于37℃培养箱中培

养。乌司他丁处理组开始孵育细胞时分别加用

100 kU／L和1 000 kU／L的乌司他丁，43℃热打击

1 h后置于培养箱中继续培养24 h，收集细胞和细胞

上清液，同时设单用乌司他丁1 000 kU／L对照组。

1．3细胞培养上清液中IL一8含量以及细胞p38的

测定：采用酶联免疫吸附法(ELISA)检测IL一8，操

作按试剂盒说明书进行。细胞孵育结束后，用冷磷酸

盐缓冲液(PBS)冲洗细胞，每孔加人150弘1冰预冷

的细胞裂解缓冲液，冰上裂解细胞，离心取上清液，

分别以兔抗p38抗体(1 t 1 000稀释)和兔抗p肌动

蛋白(pactin)抗体(1 l 1 000稀释)为一抗，HRP标

记的抗兔IgG(1；1 000稀释)为二抗行蛋白质免疫

印迹法(Western blotting)检测；经Image Station

2000R图像工作站取像并进行吸光度(4)分析，以

p38／p-actin的A值比值表示相对表达量。

1．4统计学处理：使用SPSS 13．0统计软件，数据

以均数士标准差(z士s)表示，采用单因素方差分析，

P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1不同温度热打击对肠上皮细胞IL一8分泌量的

影响及乌司他丁的干预作用(表1)：39℃的热打击

对肠上皮细胞IL一8分泌量没有作用，但高温热打击

(41℃或43℃)则可以明显诱导IL一8的分泌，分别

约为对照组的3．2倍和4．5倍，与对照组比较差异

有统计学意义(均P<0．01)。小剂量(100 kU／L)乌

司他丁即可明显抑制高温热打击对SW480细胞分

泌IL一8的作用(均P<o．01)，尽管对照组大剂量乌

司他丁对IL一8的抑制作用更加明显，但不同剂量乌

司他丁预处理组间相比差异无统计学意义。此外，乌

司他丁1 000 kU／L还可以明显抑制SW480细胞的

基础IL一8分泌水平(P<o．01)。

袭1乌司他丁对热打击诱导肠上皮细胞IL一8

分泌■和p38蛋白表达的影响(；士s)

组别 样本数 IL一8(pg／L)p38蛋白

37℃对照组 3

39℃热打击组 3

41℃热打击组 3

43℃热打击组 3

37℃乌司他丁对照组 3

43℃乌司他丁100 kU／L组 3

43℃乌司他丁1 000 kU／L组3

23．57士7．16 45．6士1Z．7

22．69士8．57 79．4士18．26

75．21士15。416 130．7士27．3“

106．69士21．75“160．5士31．76

7．35士3．526 12．34-5．16

51．76士17．73”33．5士9．2c

31．60±12．30。 27．4士7．3。

注：与37℃对照组比较，‘P<0．05,bP<O．01，与43℃热打击

组比较，。P<O．01

2．2不同温度热打击诱导肠上皮细胞p38蛋白表
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达的影响及乌司他丁的干预作用(表1；图1)：不同

温度的热打击对SW480细胞p38蛋白的表达均有

上调作用，且呈一定的剂量依赖效应(均P<O．01)。

小剂量乌司他丁就可以明显抑制高温热打击对p38

蛋白的诱导表达作用(均P<O．01)，并基本接近对

照组水平，但乌司他丁两个剂量组间无明显差异；此

外，乌司他丁1 000 kU／L也可以明显抑制SW480细

胞的基础p38蛋白表达水平。

1：37℃乌司他丁(1 000 kU／L)对照组}2：37℃对照组，

3～5：39、41、43℃热打击组；6～7；43℃热打击联合100 ku／L，

1 000 kU／L乌司他丁刺激组

圈1 Western blotting检测乌司他丁对热打击诱导

肠上皮细胞p38裹达的影响

3讨论

过去20年的研究认为，中暑是由热调节功能失

调引起的，伴随着剧烈的急性期发应和热休克蛋白

表达的改变，接踵而来的多器官损伤是由热的细胞

毒性作用和炎症反应以及宿主的凝血反应之间复杂

的相互作用引起[3]。新的研究认为，中暑的病理生理

学反应并不是由热暴露的直接损伤引起，而是一种

继发于热损伤之后的SIRS，进而引发MODS的过

程n]。现已注意到，在重症患者各种病理生理状态

下，肠道功能障碍可能是引起SIRS的启动因子和

刺激因子，是脓毒症、MODS的“发动机，，[“。1986年

Meckins和Marshall首先提出肠道是发生MODS

的原动力[53。近年来的研究进一步表明，肠道作为体

内最大的“储菌库”和“内毒素库”，以其在体内独特

的生理环境参与SIRS和MODS的病理生理过程。

现在认为肠道是MODS的枢纽器官，是炎症介质的

扩增器，肠源性感染和肠道内细菌与毒素移位已受

到临床高度重视叩。7]。在对重症中暑的研究中也已经

发现存在有明确的胃肠病变，主要表现为肠道黏膜

受损，肠上皮细胞凋亡、肠通透性增加，肠道细菌向

周围淋巴结、肝、脾移位，对内毒素的渗漏率增加，同

时发现胃肠道的病理学改变同发热程度、降温和死

亡的时间有关，并且胃肠道病变同中暑患者复苏后

期病情的加重甚至死亡有着重要联系，这点同内毒

素休克、多器官功能衰竭和肠道再灌注损伤之间也

是惊人的相似[s-lo]。但在此过程中，在分子水平胃肠

道细胞，尤其是作为肠黏膜屏障的重要细胞肠上皮

细胞经历了怎样的分子变化，一直没有切实可靠的

实验依据。这也使我们在临床上期望从消化系统途

径进行干预，从而阻止中暑发生发展以降低中枢病

损率和病死率上，缺乏理论认识和有力的治疗措施。

基于此，本课题组前期模拟中暑时肠上皮细胞

所处的微环境，即受热打击和肠道内内毒素双重作

用情况下，脂多糖(LPS)与热打击单独和联合作用

对人肠上皮细胞释放细胞因子的诱导作用，结果发

现，热打击可明显诱导SW480细胞分泌IL一8升高，

说明肠屏障细胞的炎症反应在中暑肠道病变中可能

发挥了重要作用[2]。本研究结果发现，低温度的热打

击对SW480细胞分泌IL一8没有诱导作用，但高温

可以明显诱导IL一8水平的升高，说明细胞具有一定

程度的热耐受性，当热打击超过热耐受程度时，就会

通过分泌炎症介质参与到肠道的炎症反应中。另外，

p38信号转导通路是一个公认的炎症相关信号通

路，参与多种炎症介质的表达调控[1川。本研究发现，

不同温度的热打击与p38表达间存在明显的剂量依

赖效应，并且p38蛋白表达水平与IL一8表达存在一

定的平行关系，说明细胞遭受热打击时p38信号转

导通路可能是参与细胞热打击炎症反应的一个极为

关键的信号分子。

乌司他丁是由肝脏分泌的具有广谱蛋白酶抑制

作用的酶蛋白，具有抑制过度炎症反应、减少组织损

伤、改善微循环和组织灌注等药理作用n 21。乌司他

丁作为一种炎症反应的调节剂，可下调多种促炎介

质水平，从而起到减轻炎症损害的目的。本研究中同

样观察到乌司他丁可明显抑制热打击对SW480细

胞IL一8的诱导表达作用，此外，还发现小剂量乌司

他丁就可明显抑制热打击对p38的诱导表达，这从

反面也说明了p38表达水平同IL一8的表达可能存

在一定的相关性。当然，二者间的直接关系需要进一

步采用p38信号通路的特异性抑制剂来验证。

深入分析本研究结果还发现，尽管大剂量乌司

他丁对热打击诱导IL一8的抑制作用更加明显，但不

同剂量组问无明显差异。由此推测，乌司他丁可以抑

制热打击对肠上皮细胞分泌IL一8的诱导作用，但这

种抑制作用仅是一部分或是大部分的抑制，可能还

存在其他与乌司他丁作用无关的机制参与了IL-8

的表达上调。而在检测乌司他丁对热打击诱导p38

表达的影响时则发现，小剂量乌司他丁就可以基本

完全抑制热打击对p38的诱导作用，由此推断，可能

存在与p38通路无关的其他信号通路参与了IL-8
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的表达上调。研究还发现，单用乌司他丁就可以抑制

SW480细胞p38和IL一8的基础表达水平，分析原

因可能为所用的肠上皮细胞株SW480是源于结肠

癌细胞，作为一种肿瘤细胞，可能本身就存在着持续

高于正常细胞的p38和IL一8的表达。另外，作为体

外培养的细胞，也可能存在某种程度的预刺激导致

了基础p38和IL一8的表达水平升高，而乌司他丁对

这两种情况都有一定的抑制作用。
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