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降低脂多糖诱导的血管内皮细胞通透性
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!摘要"

!

目的
!

探讨脂多糖诱导下血管内皮细胞热休克蛋白
'#!a

$

Y5D'#!a

%表达的改变及其对血管内皮通透性的影

响(

方法
!

体外传代培养人脐静脉内皮细胞#并将其分为空白组$未进行任何处理%'脂多糖$

#

#

S

"

,N

%诱导组'脂多糖
i

Y5D'#!a

高表达组$转染
Y5D'#!a

过表达质粒%和脂多糖
i

阴性质粒对照组$转染阴性对照质粒%(采用电阻抗检测仪检测

脐静脉内皮细胞的跨内皮电阻抗#流式细胞仪检测血管内皮钙黏素$

<RF()*P+1-2

%的表达#蛋白质印迹'

DOX

检测
Y5D'#!a

的

表达改变(

结果
!

脐静脉内皮细胞经脂多糖诱导后#细胞中
Y5D'#!a

表达在
"

&

#!P

内上调#

#!P

时达高峰(

Y5D'#!a

能使脐静脉内皮细胞的跨内皮电阻抗值明显升高$

-

$

"=""#

%#并能完全对抗脂多糖诱导造成的跨内皮电阻抗值的下降

$

-

$

"=""#

%(

Y5D'#!a

能使脐静脉内皮细胞细胞膜上
<RF()*P+1-2

的表达上调(

结论
!

Y5D'#!a

可能通过上调

<RF()*P+1-2

表达降低血管内皮细胞的通透性#从而保护血管内皮的屏障功能(
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热休克蛋白
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&脂多糖类&人脐静脉内皮细胞&跨内皮电阻抗
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脓毒症是严重感染导致的全身炎症反应综合

征(急性肺损伤是脓毒症最常见的并发症之一)

#

*

(

肺微血管内皮细胞$

D6<RO

%损伤引起的肺通透性

增高在脓毒症急性肺损伤的发生发展中起着关键作

用)

!F%

*

(热休克蛋白
'#!a

$

Y5D'#!a

%是热休克蛋

白
Y5DB"

超家族中的一员#主要表达于血管内皮细

胞#与血管的生成和稳定有关)

C

*

(研究表明#

Y5D'#!a

对脂多糖$

ND5

%诱导的小鼠
D6<RO

具

有一定保护作用$可抑制内皮细胞的炎症反应%

)

$

*

(

探讨
Y5D'#!a

对血管内皮通透性的直接影响#对

临床脓毒症急性肺损伤的研究更具价值(本研究拟

通过体外实验#构建高表达
Y5D'#!a

的人脐静脉

内皮细胞$

Y9<RO

%#检测该细胞经
ND5

诱导后的

跨内皮电阻抗 $

URRX

%和血管内皮钙黏素

$

<RF()*P+1-2

%的表达#探讨
Y5D'#!a

对血管内皮

通透性的影响(

A

!

材料和方法

#=#

!

细胞培养与主要试剂
!

Y9<RO

由第二军医

大学长海医院中心实验室保存(

Y9<RO

用

?6R6

高糖培养基$含
#"̀ Qa5

'

#o

青"链霉素双

抗%培养于
%Be

'

$̀ O@

!

培养箱中#根据细胞生长

状态进行传代(

?6R6

培养基和
#"̀

胎牛血清购

自
[-K(/

公司&

ND5

'

D1-,+5U'X

酶购自
5-

S

,)

公

司&脂质体
N-

J

/4+(7),-2+!"""

购自
A2:-71/

S

+2

公

司&

UXAb/3

'

X+:+1U1)'(+

T

DOX XU L-7

$

Q5jF

#"#

%均购自
U/\/a/

公司&

Y5D'#!a

抗体购自

5)27)O10b

公司&

'(7-2

抗体'

XAD'a044+1

购自
O+33

5-

S

2)3-2

S

U+(P2/3/

S8

公司&

<RF()*P+1-2

流式抗体

购自
a?

公司&其他相关试剂购自生工生物工程$上

海%股份有限公司(

#=!

!

Y5D'#!a

高表达质粒的构建
!

从
[+2a)2W

中查询目的基因
Y5D'#!a

及其上'下游的序列#用

<+(7/1>UA

软件进行引物设计(扩增目的基因所用

的上'下游引物序列分别为
$_F[''OO[UO'['UF

OO[OU'[O[OO'OO'U[UU[[OU[UOOO[['[F%_

和
$_F'UUO[''[OUU['[OUO['[[UU[['F

''['''[UO['U[['F%_

(使用高保真的
D1-,F

+5U'X

酶扩增目的基因#目的基因
DOX

扩增成功

后#进行琼脂糖凝胶电泳检测#把目的基因条带从琼

脂糖凝胶电泳后的胶中割下来#并做胶回收$按胶回

收试剂盒说明进行%(用限制性内切酶
5!6

)

FYQ

和
7!1

)

对表达载体及目的基因片段进行双酶切#

酶切产物进行琼脂糖凝胶电泳#回收目的基因(将

酶切后的目的基因与表达载体进行同源重组#然后

转化
8%+190?Y$

%

感受态细胞(用
DOX

筛选阳性

克隆(经测序鉴定无误后进行质粒抽提#用于后续

实验(

#=%

!

Y5D'#!a

高表达
Y9<RO

细胞的获得及

ND5

处理方法
!

将
Y5D'#!a

高表达质粒转染至

Y9<RO

(具体步骤如下!转染前
#*

将
Y9<RO

接种到
&

孔板#待细胞达到
B"̀

&

E"̀

融合度时#

采用
N-

J

/4+(7),-2+!"""

将每孔
!

#

S

的
Y5D'#!a

高表达质粒及阴性质粒瞬时转染入
Y9<RO

细胞(

转染后
&

&

EP

更换完全培养基#于
%Be

'

$̀ O@

!

培养箱中培养#

%&P

后加入终浓度为
#

#

S

"

,N

的

ND5

(

#=C

!

:;-<#!=,X>'

表达的检测
!

细胞进行处

理后#用
UXAb/3

试剂充分裂解细胞#进一步提取细

胞总
X>'

#采用
X+:+1U1)'(+

T

DOXXUL-7

将

#

#

S

总
X>'

在
%Be%",-2

'

IEe$,-2

的条件下

反转录成
(?>'

#再以
(?>'

为模板#用半定量
DOX

法检测
:;-<#!=

的
,X>'

表达水平(反应体系!

#"cDOX a044+1!

#

N

#

!=$ ,,/3

"

N *>UD

'

!$,,/3

"

N6

S

O3

!

各
#=!

#

N

#

#"

#

,/3

"

N

上'下游

引物各
#

#

N

#

(?>'#

#

N

#

>&

?

酶
"=!$

#

N

#补充

**Y

!

@

至总反应体系
!"

#

N

(反应条件!

ICe

%,-2

&

ICe%";

#

$EeC$;

#

B!e!";

#共
!E

个循

环&

B!eB,-2

(扩增
Y5D'#!a

所用的上'下游引

物序列分别为
$_FOOUUO'UU['OUUOU'OO[OF

%_

和
$_F[[OUUO'O''['O'UUO[[F%_

#扩增内

参
['D?Y

所用上'下游引物序列分别为
$_F

['''UOOO'UO'OO'UOUUOF%_

和
$_FOUUF

['[[OU[UU[UO'U'OUUOF%_

(扩增产物进行

#=$̀

琼脂糖凝胶电泳(

#=$

!

Y5D'#!a

蛋白表达的检测
!

细胞处理后#用

含蛋白酶抑制剂的
XAD'

蛋白裂解液裂解细胞#提

取总蛋白(采用
D-+1(+

蛋白定量试剂盒
aO'

法测

定每个蛋白样本的总蛋白浓度(每个样本上等量总

蛋白进行
5?5FD'[R

分离目的蛋白#再用湿转法将

蛋白转移至
D<?Q

膜#以
$̀

脱脂牛奶封闭#用鼠抗

Y5D'#!a

抗 体 $

#d#""

%和 兔 抗 鼠 的 二 抗

+

CEC

+
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热休克蛋白
'#!a

降低脂多糖诱导的血管内皮细胞通透性

$

#d!"""

%孵育#

RON

显色曝光(

#=&

!

URRX

的检测
!

实验分为
C

组!空白组$未进

行任 何 处 理%#

ND5

$

#

#

S

"

,N

%诱 导 组#

ND5

$

#

#

S

"

,N

%

iY5D'#!a

高表达组$转染
J

AXR5!F

R[QDFY5D'#!aF%Q3)

S

质粒%和
ND5

$

#

#

S

"

,N

%

i

空质粒对照组$转染
J

AXR5!FR[QDF%Q3)

S

%(细胞

以
#c#"

$接种于
U1)2;V+33

的
"=C

#

,

孔径的培养

皿#用只加入相同培养基而不接种细胞的样品作为

空白对照(待相应处理后#使用
6RX55Uc"#

R3+(71/*+

$美国
6-33-

J

/1+

%检测
Y9<RO

细胞的

URRX

值)

&

*

(

#=B

!

<RF()*P+1-2

表达的检测
!

实验分为
%

组!空

白组#

ND5

$

#

#

S

"

,N

%

iY5D'#!a

高表达组和
ND5

$

#

#

S

"

,N

%

i

空质粒对照组(细胞进行相应处理

后#用胰酶将细胞消化#离心收集细胞#用
#cDa5

洗涤
#

次#再用
#cDa5

重悬细胞#按说明书加入流

式抗体避光反应
%",-2

#离心弃上清#加入
#cDa5

#

上机前震荡均匀#使用流式细胞仪$

a?O)3-K01

%检

测细胞
<RF()*P+1-2

表达#通过计量抗体
F

荧光染料

的平均荧光强度来反映其表达量(

#=E

!

统计学处理
!

相同实验进行
%

次生物学重复(

采用
[1)

J

PD)*D1-;,$

软件进行数据统计学处理与

分析(计量数据以
%

4h(

表示#多组间比较用

'>@<'

方差分析(检验水准$

!

%为
"="$

(

&

!

结
!

果

!=#

!

ND5

诱导后
Y9<RO

中
Y5D'#!a

的表达
!

用
#

#

S

"

,NND5

分别处理
Y9<RO

细胞
"

'

%

'

&

'

I

'

#!

和
!CP

后#用
XUFDOX

和蛋白质印迹法检测

Y5D'#!a

在
,X>'

和蛋白质水平的表达(结果

显示!

Y5D'#!a

在
"

&

#!P

内表达上调#

#!P

达到

高峰$图
#

%(

图
A

!

VPH

%

A

"

*

$

2V

&诱导后
LRWB>/

中
LHP;A&T

在不同时间点的表达

C"

*

A

!

BQ

5

()//"30:9-0

*

)/31LHP;A&T"0LRWB>/)Q

5

3/)8.3A

"

*

$

2VVPH-.6-("3+/."2)

5

3"0./

'

!

XUFDOX

&

a

!

]+;7+12K3/77-2

S

)2)3

8

;-;=ND5

!

N-

J

/

J

/3

8

;)((P)1-*+

&

Y9<RO

!

Y0,)20,K-3-()3:+-2+2*/7P+3-)3(+33

!=!

!

Y5D'#!a

对
ND5

诱导的
Y9<ROURRX

的

影响
!

蛋白质印迹结果显示#

Y5D'#!a

高表达质

粒
J

AXR5!FR[QDFY5D'#!aF%Q3)

S

构建成功#能够

使
Y9<RO

高表达
Y5D'#!a

$图
!

%(

URRX

值检

测结果显示!空白组'

ND5

组'

ND5iY5D'#!a

高表

达组'

ND5i

空质粒对照组的
URRX

值分别为$

%&h

!

%'$

!$h#

%'$

C$h!

%'$

!Eh#

%

*

#说明
Y5D'#!a

能

使
Y9<RO

的
URRX

值升高$

-

$

"=""#

%#并能完全

对 抗
ND5

诱 导 造 成 的
URRX

值 的 下 降

$

-

$

"=""#

%(

!=%

!

Y5D'#!a

对
ND5

诱导的
Y9<RO

细胞表面

<RF()*P+1-2

表达的影响
!

分别处理
#!P

后#空白

组'

ND5iY5D'#!a

高表达组和
ND5i

空质粒对照

组中
Y9<RO

细胞表面
<RF()*P+1-2

的阳性百分比

分别为$

!=CEh"=%E

%

`

'$

C=$%h"=EI

%

`

'$

#=CBh

"=!E

%

`

$图
%

%(

ND5iY5D'#!a

高表达组的
<RF

()*P+1-2

表达水平较
ND5i

空质粒对照组高#差异

有统计学意义$

-

$

"=""#

%(

图
&

!

LHP;A&T

高表达质粒在
LRWB>/

中的

表达%蛋白质印迹分析&

C"

*

&

!

W)("1":-."3031

5

D#BH&$BSCP$LHP;A&T$IC,-

*

)Q

5

()//"30"0LRWB>/

%

X)/.)(07,3.."0

*

-0-,

4

/"/

&

Y9<RO

!

Y0,)20,K-3-()3:+-2+2*/7P+3-)3(+33

+

$EC

+
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年
$

月#第
%&

卷

图
I

!

LHP;A&T

对
VPH

诱导的
LRWB>

细胞表面
WB$:-89)("0

表达的影响

C"

*

I

!

B11):./31LHP;A&T30WB$:-89)("0)Q

5

()//"30"0LRWB>/)Q

5

3/)8.3VPH

'

!

A;/7

8J

+

&

a

!

O/271/3

&

O

!

ND5i

J

AXR5!FR[QDF%Q3)

S

&

?

!

ND5i

J

AXR5!FR[QDFY5D'#!aF%Q3)

S

=ND5

!

N-

J

/

J

/3

8

;)((P)F

1-*+

&

Y9<RO

!

Y0,)20,K-3-()3:+-2+2*/7P+3-)3(+33

I

!

讨
!

论

重症感染'烧伤'创伤等导致的脓毒症#仍然是

AO9

患者的主要死亡原因)

B

*

(尽管目前现代医学已

取得长足的进步#但脓毒症发病率仍不断攀升#其死

亡率居高不下(急性肺损伤是脓毒症最常见的并发

症之一#迄今为止还没有一种基于其病理生理机制

的治疗能够降低肺损伤程度或者改善患者的临床症

状(其主要病理特征为肺微血管通透性增高#肺泡

渗出富含蛋白质的液体#进而导致肺水肿及透明膜

形成#可伴有肺间质纤维化)

E

*

(血管内皮细胞屏障

功能的完整性在脓毒症急性肺损伤的发生'发展中

起着重要作用#因此寻找在脓毒症时能保护内皮细

胞的屏障功能的分子显得至关重要(

近年来#在脓毒症内皮细胞损伤研究中#热休克

蛋白
Y5D'#!a

逐渐受到关注)

I

*

(

Y5D'#!a

主要

表达在内皮细胞中#与血管的生成和稳定有关#帮助

血管内皮细胞抵御多种有害因素的侵犯)

C

*

(因此#

Y5D'#!a

可能参与了内皮细胞屏障功能的维持(

本研究结果显示#

ND5

处理
Y9<RO

后
Y5D'#!a

的表达在
#!P

时达到高峰#提示
Y5D'#!a

可能与

脓毒症内皮细胞功能的改变相关(

URRX

值的检测目前被广泛应用于内皮细胞通

透性的评价当中)

#"

*

(

URRX

值升高说明内皮细胞

跨膜电阻增加#通透性降低&反之#则说明内皮细胞

跨膜电阻降低#通透性升高(本研究结果显示#

Y5D'#!a

过表达质粒转染入
Y9<RO

后#能明显

升高
ND5

处理后
Y9<RO

的
URRX

值#降低其通透

性#提示
Y5D'#!a

在脓毒症时起到了保护内皮细

胞屏障功能的作用(

+

&EC

+
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第
$

期
=

康秋香#等
=

热休克蛋白
'#!a

降低脂多糖诱导的血管内皮细胞通透性

内皮细胞间的连接主要包括黏附连接和紧密连

接#其中
<RF()*P+1-2

是细胞间黏附连接的最主要

成分#在维持血管内皮完整性方面起着关键作

用)

##

*

(在胚胎期#

<RF()*P+1-2

参与了血管系统的

生成与稳定&成年期#则调控着血管的通透性)

#!

*

(

研究表明#如果黏附连接蛋白
<RF()*P+1-2

表达水

平降低或发生降解#抑或调控其黏附连接结构形成

及稳定性的因素减弱或消失#都将导致内皮屏障功

能障碍)

#%

*

(因此#

<RF()*P+1-2

被认为在血管内皮

细胞的通透性中起着决定性的作用)

##

*

(本研究结

果显示#

Y5D'#!a

能使
ND5

处理的
Y9<RO

细胞

表面的
<RF()*P+1-2

明显升高#提示
Y5D'#!a

可

能通过上调
<RF()*P+1-2

的表达#从而起到保护内

皮细胞屏障功能的作用(

血管内皮通透性屏障功能障碍是脓毒症发病机

制的关键环节#尤其是脓毒症急性肺损伤发生发展

的中心环节(而目前对于脓毒症及其并发症急性肺

损伤的治疗仍局限于抗感染'液体保守治疗及保护

性肺通气等措施#还没有针对内皮屏障功能障碍这

一病理生理机制以便有效减轻患者的肺损伤程度'

改善其病情的治疗措施)

E

#

#C

*

(因此#保护肺内皮屏

障的完整性可能成为治疗急性肺损伤新的研究方

向(结合我们的实验#

Y5'D#!a

可能从病理生理

机制方面为临床治疗脓毒症及急性肺损伤提供新的

潜在靶点(
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