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小鼠骨髓间充质干细胞通过miR-130b调控

上皮钠通道的机制研究
张红蕾  周祉妤  候亚鹏  刘宏飞  王琳  丁炎  聂宏光*

(中国医科大学基础医学院干细胞与再生医学研究室, 沈阳 110122)

摘要      该研究旨在探讨小鼠骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)
通过miR-130b对上皮钠通道(epithelial sodium channel, ENaC)的影响。将分离与培养的小鼠BMSCs
接种到Transwell小室中, 然后与H441细胞进行共培养。利用CCK-8试剂盒检测BMSCs对H441细胞

生存能力的影响 ; 采用Western blot技术检测BMSCs对共培养的H441细胞中γ-ENaC蛋白水平的影

响; qRT-PCR技术检测与BMSCs共培养的H441细胞中miR-130b表达情况, 然后将此microRNA转染

到普通培养的H441细胞中 , 在蛋白水平进一步验证其对H441细胞中 γ-ENaC的影响。实验结果表

明, BMSCs能够增强H441细胞的生存能力; 同时BMSCs能分别增加共培养的H441细胞中γ-ENaC的
蛋白水平以及miR-130b的转录水平 ; Western blot实验进一步证实 , miR-130b转染至H441细胞后能

够增加其γ-ENaC的蛋白表达。由此我们推测, BMSCs能够增强H441细胞的生存能力并且可能通过

miR-130b发挥其对γ-ENaC的蛋白水平调控作用。
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Mechanism of Mouse Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells Regulating 
Epithelial Sodium Channel via miR-130b
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(Department of Stem Cells and Regenerative Medicine, China Medical University, Shenyang 110122, China)

Abstract       The aim of this study was to investigate the effects of mouse BMSCs (bone marrow mesen-
chymal stem cells) on ENaC (epithelial sodium channel) via miR-130b. The isolated and cultured mouse BMSCs 
were seeded onto the transwell inserts and then co-cultured with H441 cells. The effect of BMSCs on the viability 
of H441 cells was detected by CCK-8 reagent. The effect of BMSCs on the level of γ-ENaC protein in co-cultured 
H441 cells was detected by Western blot. The expression of miR-130b in H441 cells co-cultured with BMSCs was 
detected by qRT-PCR. The microRNA was then transfected into normal cultured H441 cells, and its effect on γ-ENaC 
in H441 cells was further verified at the protein level. The results showed that BMSCs could enhance the viability 
of H441 cells. BMSCs could increase the protein level of γ-ENaC and the transcription level of miR-130b in co-
cultured H441 cells respectively. Western blot analysis further confirmed that miR-130b could increase the protein 
expression of γ-ENaC after transfection into H441 cells. Thus, we speculate that BMSCs can enhance the viability 中
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of H441 cells and may exert its regulation of γ-ENaC protein level through miR-130b.
Keywords        bone marrow mesenchymal stem cells; epithelial sodium channel; microRNA

急性肺损伤(acute lung injury, ALI)是一种临床综

合征 , 主要特征之一为严重的肺水肿 [1]。肺上皮细胞

中的上皮钠通道(epithelial sodium channel, ENaC)在肺

泡液体清除过程中具有重要的作用 , 而肺泡液体清除

有助于减轻肺水肿病情 [2]。间充质干细胞 (mesenchy-
mal stem cells, MSCs)是目前研究最为广泛的成体干细

胞 , MSCs来源广泛 , 其趋化性和增殖潜力大 , 并且能

够分化成多种类型的细胞 [3], 其在再生医学的研究领

域中具有较高的研究价值 [4]。MSCs的治疗作用已在

许多肺部疾病中被证实 , 其中包括ALI[5]。MSCs可释

放由多种miRNA(microRNA)组成的外泌体 /微泡 , 这
些miRNA可能参与多种肺部疾病[5-7]。miRNA参与生

命过程中一系列的重要进程 , 在细胞增殖、免疫反

应、炎症和细胞凋亡中起重要作用[8]。已有研究发现, 
miRNA可以调节ENaC[9], 我们推测 , MSCs可能通过

其分泌的一种或多种miRNA对ENaC产生调控作用。

本研究中 , 我们首先应用Miranda和TargetScan等多

个预测软件进行预测, 筛选出可能对ENaC有调控作

用的miR-130b。我们进一步应用脂多糖 (lipopoly-
saccharide, LPS)建立体外ALI模型 , 旨在探讨小鼠

骨髓间充质干细胞 (bone marrow mesenchymal stem 
cells, BMSCs)对H441细胞生存能力和ENaC表达的

影响 , 由此推测MSCs可能通过miR-130b对ENaC发
挥调控作用, 进而影响肺泡液体清除, 在临床上缓解

水肿型ALI[10]。

1   材料与方法
1.1   实验材料

SPF级雄性C57小鼠 , 3周龄 , 体质量为9~10 g, 
由中国医科大学动物部提供 , 动物合格证书编号为

SYXK(辽 )2018-0008; H441细胞株购自美国模式培

养物集存库 ; DMEM/F12培养基、RPMI-1640培养基

和胎牛血清购自HyClone公司; 重组小鼠碱性成纤维

细胞生长因子购自PeproTech公司 ; CCK-8购自上海

碧云天生物技术有限公司 ; 小鼠抗γ-ENaC单克隆抗

体购自Abcam公司; 小鼠抗β-actin单克隆抗体、辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔IgG和羊抗鼠IgG购自Santa 
Cruz公司 ; ECL试剂盒购自Thermo Fisher公司 ; 逆转

录试剂盒和实时定量PCR试剂盒购自TaKaRa公司 ; 

转染试剂 siRNA-mate和miRNAs NC/mimics/抑制剂

NC/抑制剂购自Genepharma公司。

1.2   分离与培养小鼠BMSCs
本实验遵循中国医科大学伦理委员会制定的相

关规定 (理审批号 : 14026M)。C57雄性小鼠处死后 , 
于75%乙醇中浸泡10 min, 将其转移至超净台10 cm
直径培养皿中对小鼠进行解剖 , 分离出小鼠的两根

股骨, 放置在提前预冷的PBS中, 剔除肌肉和筋膜, 转
移至干净的预冷的PBS中。用装有2 mL含有重组小

鼠碱性成纤维细胞生长因子(10 ng/mL)、10%胎牛血

清、1%青霉素 /链霉素的DMEM/F12培养基的5 mL
注射器 , 从小鼠股骨一端注入培养基冲洗股骨至6孔
板中 , 将所有骨髓完全冲洗干净 , 然后于37 °C、5% 
CO2培养箱中培养24 h后换液, 此后隔天换液, 当细胞

融合达80%左右进行传代。当给细胞进行第2次传代

时 , 将细胞传至6孔Transwell小室中或24孔Transwell
小室中, 培养24 h后进行与H441细胞的共培养。

1.3   检测BMSCs对H441细胞生存能力的影响

将H441细胞接种于24孔板中 , 用含10%胎牛血

清、1%青霉素 /链霉素的RPMI-1640培养基于37 °C、
5% CO2培养箱中培养24 h。吸去培养基 , 用PBS清洗

细胞3次 , 加入无血清的DMEM/F12培养基培养24 h, 
将细胞随机分为4组: 第1组为无血清DMEM/F12培养

基对照组(Control组, CON); 第2组用无血清DMEM/
F12培养基预处理 12 h后加入LPS(5~10 µg/mL)继
续培养12 h(LPS组 ); 第3组加入已接种了BMSCs的
Transwell小室(Co-culture组, CO); 第4组加入已接种

了BMSCs的Transwell小室12 h后再加入LPS继续培

养12 h(Co-culture+LPS组 , CO+LPS)。培养结束后 , 
吸去各组培养基 , 加入含10% CCK-8的DMEM/F12
培养基 , 避光孵育1 h, 获取反应后的溶液用酶标仪

于450 nm测定D值, 计算细胞存活率。

1.4   Western blot分析

按1.3中分组培养细胞 , 24 h后用细胞裂解液提

取细胞中的蛋白 , 于恒温金属浴95 °C加热10 min使
蛋白变性 , 然后在–20 °C冰箱中保存。加入等量蛋

白样品, 用10%聚丙烯酰胺凝胶进行SDS-PAGE分析, 
然后将样品转到PVDF膜上。用5%小牛血清白蛋白

于室温孵育1 h后, 加入一抗(1000 2׃稀释), 于4 °C下
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孵育过夜。第2天, 加入相应的二抗(1000 2׃稀释), 室
温孵育1 h, 应用ECL试剂盒分析图像。

1.5   qRT-PCR分析

按1.3中分组培养细胞, 24 h后用TRIzol试剂提取

总RNA。用紫外分光光度计检测并分析RNA浓度和

纯度, 选取D260/280、D260/230均在1.8~2.0的RNA样

品0.5 µg, 按miRNA逆转录试剂盒的说明书进行逆转

录体系配制和逆转反应, 反应完成后, 加90 µL ddH2O
进行稀释 , 将样品保存在–80°C。应用SYBR Premix 
Ex Taq II kit试剂盒进行qRT-PCR反应。反应条件为

预变性95 °C 30 s, 单循环; 95 °C 5 s, 60 °C 34 s, 40个
循环。以U6表达作为内参标定miR-130b的表达量 , 
并对结果进行比较分析 , 得出各组的miR-130b的表

达情况。

1.6   miR-130b的转染

将H441细胞接种于 6孔板中 , 待细胞密度达

到 50%~60%时 , 弃掉培养液 , 用 PBS清洗细胞 3
次 , 换成无血清培养液。将实验分成4组 : 第1组为

NC(negative control)组、第2组为Mimic(miR-130b 
mimic)组、第3组为 IN+NC(miR-130b inhibitor nega-
tive control)组、第4组为Inhibitor(miR-130b inhibitor)
组。首先进行转染复合物的配制 , 向无菌的EP管中

加入200 µL的无血清的RPMI-1640培养基, 分别向其

中加入转染试剂siRNA-mate 4 µL以及上述分组物质

3 µL, 快速混匀 , 放置20 min, 待形成转染复合物后 , 
将各组混合物点加到6孔板中 , 于37 °C、5% CO2培

养箱中培养6 h后 , 弃掉液体 , 换成含有血清的培养

液培养72 h, 收集细胞, 用Western blot技术检测miR-
130b对γ-ENaC蛋白表达的影响。

1.7   统计学处理

用x
_
±s表示实验结果, 组间比较采用t检验。应

用ImageJ软件对Western blot结果进行数据分析, 应
用Origin 8.0软件对数据进行统计分析, P<0.05认为

差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   BMSCs对H441细胞生存能力的影响

通过CCK-8实验我们检测了BMSCs对H441细
胞生存能力的影响。如图1所示, 细胞生存能力以

相对存活率(与对照组100%相比)表示。通过LPS刺
激的H441细胞生存能力为(98.53±0.20)%, 与对照组

(CON)相比, LPS刺激使H441细胞生存能力明显降

低(P<0.01); 将BMSCs与H441细胞共培养24 h后, 测
得共培养(CO)组细胞的生存能力为(121.67±3.13)%, 
与对照组相比, 共培养组H441细胞有更好的生存能

力, 差异有明显统计学意义(P<0.01); 将给予LPS的
H441细胞与BMSCs共培养(CO+LPS)后, H441细胞

的生存能力为(119.37±2.36)%, 与单独应用LPS组相

比, H441细胞的生存能力显著增强(P<0.001)。以上

结果表明, BMSCs能够增加H441细胞生理及在ALI
病理条件下的生存能力。

2.2   BMSCs对H441细胞中γ-ENaC蛋白表达水平

的影响

如图 2所示 , LPS组与对照 (CON)组相比较 , 
H441细胞中 γ-ENaC蛋白表达降低 (P<0.05); 将
BMSCs与H441细胞共培养 (CO)能提高 γ-ENaC蛋

白表达水平 , 差异具有统计学意义 (P<0.05); 并且

我们还发现, 将LPS预处理的H441细胞与BMSCs共

**P<0.01, 与CON组比较; &&&P<0.001, 与LPS组比较; n=3。
**P<0.01 compared with CON group; &&&P<0.001 compared with LPS group; n=3.

图1   BMSCs对H441细胞生存能力的影响

Fig.1   Effect of BMSCs on the viability of H441 cells
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培养(CO+LPS), 与单独应用LPS组相比, BMSCs能
使γ-ENaC蛋白表达升高(P<0.05)。上述结果表明, 
BMSCs能增加H441中γ-ENaC的蛋白表达水平。

2.3   BMSCs对H441中miR-130b表达情况的影响

图 3为 qRT-PCR技术检测BMSCs与H441细胞

共培养后 , H441细胞中miR-130b的表达情况。与对

照组 (CON) 100%相比 , LPS组miR-130b的表达量降

低 (P<0.05), 而共培养 (CO)后可以增加miR-130b的
表达(P<0.05), 其表达量升高至(145.18±21.16)%; 将
LPS预处理的细胞与BMSCs共培养 (CO+LPS), 与
单独应用LPS处理组相比 , miR-130b的表达升高至

(132.47±5.19)%, 差异有统计学意义 (P<0.05)。结果

表明 , BMSCs增加了H441中miR-130b的表达 , 由此

我们推测, miR-130b可能参与上述BMSCs对ENaC的
调控作用。

2.4   miR-130b对H441细胞中γ-ENaC蛋白表达水

平的影响 
图4为将miR-130b模拟物与其抑制剂分别转染

到H441细胞中 , 通过Western blot技术检测的miR-
130b对H441细胞 γ-ENaC蛋白表达的影响。与阴

性对照 (NC)组相比 , miR-130b模拟物 (Mimic)组中

的H441细胞中 γ-ENaC蛋白表达明显升高 (P<0.01); 
miR-130b抑制剂组(inhibitor)与其对照(IN+NC)相比, 
H441细胞中γ-ENaC蛋白表达降低, 差异具有统计学

A: Western blot技术检测BMSCs对H441细胞中γ-ENaC蛋白表达水平影响的条带图; B: 相应的统计图; *P<0.05, 与CON组比较; &P<0.05, 与LPS
组比较; n=3。
A: the band diagram of Western blot to analyze the effect of BMSCs on the expression of γ-ENaC protein in H441 cells; B: statistical analysis; *P<0.05 
compared with CON group; &P<0.05 compared with LPS group; n=3.

图2   BMSCs对H441细胞中γ-ENaC蛋白表达水平的影响

Fig.2   Effect of BMSCs on the expression of γ-ENaC protein in H441 cells
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图3   BMSCs对H441细胞中miR-130b表达情况的影响

Fig.3   Effect of BMSCs on the expression of miR-130b in H441 cells
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意义 (P<0.05)。以上结果显示 , miR-130b能够上调

γ-ENaC蛋白表达水平。

3   讨论
ALI是一种临床综合征 , 表现为炎症反应、肺

水肿、肺内皮和上皮损伤导致的急性呼吸衰竭 , 其
中严重的肺水肿是ALI的主要特征[11]。ENaC主要生

理功能为跨紧密连接上皮进行单向转运钠离子 , 从
而调节水和离子转运 , 在肺泡液体清除过程中具有

的重要作用。人体中的ENaC由四种亚基组成 : α、
β、γ和 δ[12], 其中 γ-ENaC对维持正常的肺泡液清除

至关重要[13-16]。尽管支持治疗(肺保护性通气和保守

的液体治疗 )得到改善 , 但ALI的总体死亡率仍然很

高 [17], 因此对新型治疗策略有很高的需求。近年来 , 
MSCs在许多领域已被证实有很好的治疗效果, 已经

成为包括ALI在内的多种肺部疾病潜在的治疗方式 , 
有研究已经证明 , 气管内或静脉内给予MSCs对ALI
是有益的 [18]。本实验应用LPS构建了ALI模型 , 将
BMSCs与H441细胞进行了共培养 , 通过CCK-8实验

证实了BMSCs能够增加H441的生存能力, 进一步通

过Western blot技术验证了BMSCs能够增强H441细
胞中γ-ENaC的蛋白表达水平。

MSCs可通过旁分泌作用释放许多物质 , 包括

多种可溶性因子、外泌体以及miRNA等参与ALI。
miRNA是一类由内源基因编码的长度约为 20~24
个核苷酸的非编码单链RNA分子 , 它通过与其目

标mRNA分子的 3′端非编码区域互补匹配导致该

mRNA分子的翻译受到抑制 [19], 有研究发现 , miRNA
可以调控ENaC[9]。我们推测, MSCs与H441细胞进行

共培养, MSCs可能通过分泌某些miRNA对H441细胞

中的ENaC产生影响, 进而对水肿性ALI起保护作用。

在本实验中 ,  我们首先应用 Miranda和 Tar-
getScan等多个预测软件对miRNA进行了预测 , 筛选

出可能与ENaC相关的miRNA[10], 并且结合有关报道

我们选取了一种既存在于MSCs中又可能对ENaC有
调节作用的miRNA即miR-130b进行了相关研究 [20]。

首先我们检测了共培养后H441细胞中miR-130b的表

达情况, 结果表明, BMSCs可增加H441细胞miR-130b
的表达 , 我们推测 , BMSCs可能通过miR-130b调节

ENaC。接下来我们进行了miR-130b及其抑制剂的

转染实验 , 用Western blot实验证实miR-130b能够上

调γ-ENaC的蛋白表达水平。由此我们推测 , BMSCs
能够增强生理及ALI条件下H441细胞的生存能力并

且可增加上述条件下γ-ENaC的蛋白表达水平 , 其可

能通过miR-130b发挥对ENaC的调控作用。研究表

明 , MSCs可以发挥植入、分化和免疫调节等多种

功能 [21], 在多种肺部疾病的治疗中发挥着很大的潜

能。同时miRNA参与生命过程中一系列的重要进程, 
在体内代谢过程中起到多种调控作用 [8]。既往研究

表明 , miR-130b能够靶向作用于十号染色体上缺失

的磷酸酶与张力蛋白同源物 (phosphatase and tensin 
homolog deleted on chromosome ten, PTEN)[22-23], 也有

文献报道发现, PI3K/Akt通路可以上调ENaC[24-26], 而
PTEN在PI3K/Akt通路中起着负调节因子的作用 , 因
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A: Western blot技术检测miR-130b对H441细胞中γ-ENaC蛋白表达水平影响的条带图; B: 相应的统计图; **P<0.01, 与NC组比较; &P<0.05, 与
IN+NC组比较; n=4。
A: the band diagram of Western blot to analyze the effect of miR-130b on the expression of γ-ENaC protein in H441 cells; B: statistical analysis; 
**P<0.01 compared with the NC group; &P<0.05 compared with the IN+NC group; n=4.

图4   miR-130b对H441细胞中γ-ENaC蛋白表达水平的影响

Fig.4   Effect of miR-130b on the expression of γ-ENaC protein in H441 cells
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此我们推测miR-130b可能通过靶向作用于PTEN进

而间接调节ENaC, 我们将在未来的实验中对此机制

进行证实 , 同时我们还将应用相关在体实验进一步

验证上述推测。本研究结果对在临床上应用MSCs
及miRNA治疗水肿性ALI提供了一定的理论基础及

借鉴意义。
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