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论著·实验研究

脂多糖对大鼠脑微血管内皮细胞
通透性的影响及机制研究
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（中南大学湘雅医院儿科，湖南 长沙　４１０００８）

　　［摘　要］　目的　了解脂多糖（ＬＰＳ）对大鼠脑微血管内皮细胞（ＢＭＥＣｓ）通透性的影响及其可能的机制。方
法　分离和培养原代大鼠ＢＭＥＣｓ，随机分为对照组和ＬＰＳ干预组。利用跨内皮细胞电阻抗检测 ＢＭＥＣｓ屏障功能，
Ｐｕｌｌｄｏｗｎ法测定ＲｈｏＡ活性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ和紧密连接蛋白 ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ５的蛋白表达
量。结果　与对照组（１５９．０±８．６Ω·ｃｍ２）比较，ＬＰＳ作用３ｈ后，大鼠 ＢＭＥＣｓ跨内皮细胞电阻抗值明显下降
（１０８．３±４．２Ω·ｃｍ２），作用１２ｈ后达最低（８５．４±２．５Ω·ｃｍ２）。ＬＰＳ作用５ｍｉｎ后ＲｈｏＡ明显活化，１ｈ后出现
ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ蛋白表达上调，３ｈ后紧密连接蛋白ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ｃｌａｕｄｉｎ５的表达水平均不同程度下降，与对照组
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＬＰＳ诱导大鼠 ＢＭＥＣｓ中 ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ／ＲｈｏＡ信号通路活化，导致紧密
连接蛋白表达水平降低，引起 ＢＭＥＣｓ通透性增加。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１１）：９０８－９１１］
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ｃｌａｕｄｉｎ５ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅａｖｅｒａｇｅＴＥＥＲｖａｌｕｅｓｏｆｒａｔＢＭＥＣｓｉｎｔｈｅＬＰＳ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１０８．３±４．２Ω·ｃｍ２ａｎｄ８５．４±２．５Ω·ｃｍ２ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ３ａｎｄ１２ｈｒｓａｆｔｅｒＬＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１５９．０±８．６Ω·ｃｍ２）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ＲｈｏＡｓｔａｒｔｅｄｔｏｉｎｃｒｅａｓｅ５ｍｉｎｕｔｅｓａｆｔｅｒＬＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ１１５ＲｈｏＧＥＦｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｒｔｅｄｔｏｉｎｃｒｅａｓｅ１ｈｒ
ａｆｔｅｒＬＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＺＯ１，ｏｃｃｌｕｄｉｎａｎｄｃｌａｕｄｉｎ５ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ３ｈｒｓａｆｔｅｒＬＰＳ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｔｈｅＬＰＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＬＰＳｍａｙａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ／ＲｈｏＡｐａｔｈｗａｙａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＯ１，ｏｃｃｌｕｄｉｎａｎｄｃｌａｕｄｉｎ５，ｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎａｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｒａｔＢＭＥＣｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（１１）：９０８－９１１］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；Ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ；Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ；Ｒａｔｓ

　　在正常的生理情况下，脑微血管内皮细胞
（ｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＥＣｓ）及其
紧密连接（ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＴＪ）发挥着屏障作用。在病
理条件下，如缺血、感染性脑损伤时，ＢＭＥＣｓ屏障的
完整性被破坏，脑血管通透性增加，脑水肿发生发

展，成为继发性脑损伤的重要原因。革兰阴性杆菌

是小婴儿中枢神经系统感染较常见的病原体，脂多

糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是其细胞壁的主要成
分。本课题组的前期研究发现，应用 Ｒａｓ同源物
（Ｒａｓｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ，Ｒｈｏ）抑制剂 Ｃ３转移酶能够减轻
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ＬＰＳ对小鼠脑微血管内皮细胞株 ｂＥｎｄ．３屏障功能
的破坏；应用 Ｒｈｏ激酶抑制剂（Ｙ２７６３２）可以抑制
肿瘤坏死因子α诱导的体外血脑屏障通透性增加，
表明 Ｒｈｏ／Ｒｈｏ激酶信号通路活化与炎症过程中脑
微血管内皮细胞功能异常关系密切［１２］。鸟苷酸交

换因子（ｇｕａｎｉｎｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｘｃｈａｎｇｅｆａｃｔｏｒｓ，ＧＥＦｓ）
是 Ｒｈｏ最为重要的活性调控分子，其家族成员
ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ被认为参与了脐静脉内皮细胞通透性
增高的病理过程［３］。但是 ＬＰＳ对脑微血管内皮细
胞的ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ／Ｒｈｏ途径和紧密连接蛋白的影响
尚不清楚。本研究拟通过对大鼠原代 ＢＭＥＣｓ给予
ＬＰＳ处理，观察 ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ表达、Ｒｈｏ活性、跨内
皮细胞电阻抗（ｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，
ＴＥＥＲ）和 ＴＪ蛋白表达的变化，以探讨 ＬＰＳ对
ＢＭＥＣｓ紧密连接的影响及机制。

１　材料与方法

１．１　材料
健康 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）７ｄ龄大鼠（中南大

学湘雅医学院动物部）；ＲｈｏＡ活性检测试剂盒
（Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ，美国）；ＤＭＥＭ高糖培养基（Ｔｈｅｒｍｏ，
美国）；胎牛血清（四季青，中国）；ＬＰＳ（Ｓｉｇｍａ，美
国）；兔抗ＲｈｏＡ单克隆抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ，美国）；山羊抗 ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ多克隆抗体、兔抗
ＺＯ１多克隆抗体、兔抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎ多克隆抗体、兔抗
ｃｌａｕｄｉｎ５多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、
ＭｉｌｌｉｃｅｌｌＥＳＲ电阻仪（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，日本）；其余生化试
剂均为进口分装或国产分析纯试剂。

１．２　大鼠脑微血管内皮细胞原代培养
按已建立的方法［４］分离和培养原代大鼠

ＢＭＥＣｓ。
１．３　实验分组

将第３～４代 ＢＭＥＣｓ分为２组：对照组和 ＬＰＳ
干预组，分别给予０．９％生理盐水和５μｇ／ｍＬＬＰＳ刺
激。选取ＬＰＳ处理后５、１５ｍｉｎ检测 ＲｈｏＡ活性，处
理后１、３、６、１２ｈ检测 ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ蛋白表达变化，
处理后３、６、１２ｈ检测ＴＥＥＲ和ＴＪ蛋白，包括闭锁小
带蛋白１（ＺＯ１）、封闭蛋白（ｏｃｃｌｕｄｉｎ）和闭合蛋白
５（ｃｌａｕｄｉｎ５）表达变化。
１．４　细胞ＲｈｏＡ活性测定

ＲｈｏＡ活性测定采用 Ｐｕｌｌｄｏｗｎ方法，操作步骤
依照 Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ公司提供的 ＲｈｏＡ活性测定试剂
盒说明书进行。将各组样品予 ＰＢＳ洗 ３次，加入
０．５ｍＬ预冷的细胞裂解液 （５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ、

１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ及 １％ＴｒｉｔｏｎＸ
１００），４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清，采用
ＢＣＡ法测定蛋白质浓度。在细胞提取物中分别加
入５０μＬＧＳＴＲＢＤ融合蛋白，４℃涡旋孵育 １ｈ，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ，弃上清。沉淀用 ５００μＬ
Ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ洗涤，３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃上清。取
沉淀行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＴＰＲｈｏＡ
的表达，ＧＴＰＲｈｏＡ／总ＲｈｏＡ的比值代表ＲｈｏＡ活性。
１．５　细胞ＴＥＥＲ测定

细胞接种入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞培养插，以未接种细
胞仅在细胞插内加入等量相同培养基的样品为空白

对照，利用 ＥＳＲ电阻仪测量单层细胞 ＴＥＥＲ读数。
整个过程在恒温（２３℃）下进行，每个Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ均取
不同方向的３个点，每点重复测定３次，取均值乘
以 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜面积，即为该样品的 ＴＥＥＲ值，以
Ω·ｃｍ２表示。而标准 ＴＥＥＲ值等于样品的实测
ＴＥＥＲ值减去空白对照的ＴＥＥＲ值。
１．６　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ、ＺＯ１、
ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ｃｌａｕｄｉｎ５蛋白表达

提取各组细胞总蛋白；聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）电泳；转膜；将含有蛋白质的 ＰＶＤＦ膜用
ＰＢＳＴ于室温下封闭１ｈ；按１∶１０００加入一抗，４℃平
缓摇动１８ｈ；ＰＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ×３次；按１∶１００００加
入二抗，室温下孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ×３次。
然后加入等体积发光剂和增强剂反应５ｍｉｎ。柯达
Ｘ光胶片感光后自动洗片。最后采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
图像分析系统进行显影条带灰度值分析。

１．７　统计学分析
采用Ｅｘｃｅｌ７．０和 ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行处

理。数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。多样本均数
比较采用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ蛋白表达水平
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结 果 显 示，对 照 组 可 检 测 到

ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ的少量表达，在ＬＰＳ刺激后１、３、６ｈ，大
鼠 ＢＭＥＣｓ的 ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ表达增加 （Ｆ＝５４．７７８，
Ｐ＜０．０５），１２ｈ恢复到正常表达水平（Ｐ＝０．４３）。见
图１。
２．２　各组ＲｈｏＡ活性水平

Ｐｕｌｌｄｏｗｎ结果显示，对照组可检测到微弱的
ＧＴＰＲｈｏＡ，ＬＰＳ刺激后５ｍｉｎ和１５ｍｉｎ，大鼠ＢＭＥＣｓ
的ＲｈｏＡ活性增高（图２），与对照组比较差异有统
计学意义（Ｆ＝２０．５６１，Ｐ＜０．０５）。
·９０９·
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　　图１　各组ＢＭＥＣｓ的ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ蛋白表达情况（ｎ＝３）
ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＬＰＳ１ｈ、６ｈ及１２ｈ比较，均Ｐ＜０．０５

!"#

!"# $ %&' !"# ($ %&'

)*"+,-./

*.012 ,-./

!"#

!"# $ %&' !"# ($ %&'

)
*
+
,

$
%

!

-

"

(./

/.0

/.1

/.2

/.3

/

4

4

　　图２　各组ＢＭＥＣｓ的ＲｈｏＡ活性 （ｎ＝３）　ａ：与对照组
比较，Ｐ＜０．０５

２．３　各组ＴＥＥＲ实验结果
ＬＰＳ导致大鼠 ＢＭＥＣｓ细胞单层 ＴＥＥＲ以时间

依赖性的方式下降（图 ３）。与对照组（１５９．０±
８．６Ω·ｃｍ２）相比，５μｇ／ｍＬＬＰＳ作用３ｈ后 ＴＥＥＲ
开始下降（１０８．３±４．２Ω·ｃｍ２）（Ｐ＜０．０５）；１２ｈ
后 ＴＥＥＲ降至８５．４±２．５Ω·ｃｍ２，仅为对照组基线
水平的 ５３．７％。
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　　图３　各组ＢＭＥＣｓ单层ＴＥＥＲ检测 （ｎ＝３）　ａ：与对照
组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同组其他时间点比较，Ｐ＜０．０５

２．４　各组 ＴＪ蛋白 ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ｃｌａｕｄｉｎ５表
达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，对照组可检测到 ＺＯ１、
ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ｃｌａｕｄｉｎ５的表达，在 ＬＰＳ刺激３ｈ后，
ＺＯ１的表达开始减弱（Ｆ＝５９．８４４，Ｐ＜０．０１），６ｈ后
ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达明显减弱（Ｆ＝１８．９５５，Ｐ＜０．０１），１２ｈ
后ｃｌａｕｄｉｎ５的表达明显减弱（Ｆ＝４．０９６，Ｐ＜０．０５）。
见图４。

!"#$

%&&'()*+

&',()*+-.

!-,&/*+

!"#

012 3 4 012 5 4 012 $6 4

!"#

!"# $ % !"# & % !"# '( %

)*+

)

)

)

)

)

,-.'

/0012345

01)2345.6

7
8

$
%

&
'

(

!
)

!
*

+
,

"

9:;

;:<

;:&

;:=

;:>

;

+

+

+

　　图４　各组 ＢＭＥＣｓ的 ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ｃｌａｕｄｉｎ５蛋
白表达情况（ｎ＝３）　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＬＰＳ组１２ｈ

比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

ＢＭＥＣｓ是构成血脑屏障最主要的成分，感染性
脑水肿、脑血管疾病和脑肿瘤的病理过程中都存在

ＢＭＥＣｓ屏障功能的破坏。ＢＭＥＣｓ间ＴＪ的正常表达
和分布是维持血脑屏障结构和功能的分子基础，由

跨膜蛋白（ｃｌａｕｄｉｎ，ｏｃｃｌｕｄｉｎ和连接黏附分子）和胞
质附着蛋白（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ，ＺＯ）组成。Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
是１９９３年由 Ｆｕｒｕｓｅ等［５］发现的第一个 ＴＪ跨膜蛋
白，在脑血管内皮细胞的表达显著高于外周内皮细

胞。ＺＯ主要包括 ＺＯ１，ＺＯ２和 ＺＯ３三个亚型，对
各种影响血脑屏障功能的刺激敏感。Ｃｌａｕｄｉｎ５选
择性地表达于ＢＭＥＣｓ，被认为是调节脑微血管屏障
功能的重要因子［６］。研究证实，脑血管内皮细胞的

·０１９·
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ｃｌａｕｄｉｎ５和ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达下调与脑水肿的发生
发展有密切关系［７］。Ｓｈｅｔｈ等［８］发现 ＬＰＳ可以减少
ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１在胆道上皮细胞间的分布，导致通
透性增加。本研究采用ＴＥＥＲ方法证实ＬＰＳ处理大
鼠ＢＭＥＣｓ后 ３ｈ，ＴＥＥＲ明显下降。同时 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示ＬＰＳ刺激３ｈ后 ＴＪ蛋白 ＺＯ１表达水
平即出现下降，６ｈ后 ＺＯ１和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的表达
量均明显下降，刺激１２ｈ后 ｃｌａｕｄｉｎ５的表达量下
降，与对照组比较差异均有统计学意义，提示 ＬＰＳ
可使 ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｃｌａｕｄｉｎ５表达下调，进而影响
ＢＭＥＣｓ间ＴＪ的形成，引起通透性的增加。

多种信号传导通路参与内皮细胞通透性的调

控，其中小Ｇ蛋白Ｒａｓ同源家族 Ｒｈｏ蛋白主要调控
ＴＪ蛋白和细胞骨架结构，而 ＲｈｏＡ是其中最具代表
性的成员之一。ＲｈｏＡ通过激活下游效应器 Ｒｈｏ激
酶，引起细胞骨架的肌球蛋白重组，调节内皮细胞的

通透性［９］。Ｒｈｏ通过两种构像的转换发挥类似“分
子开关”的作用：结合ＧＴＰ时为激活状态，当ＧＴＰ水
解成为ＧＤＰ时回到失活状态。ＧＥＦｓ帮助Ｒｈｏ蛋白
脱离ＧＤＰ并与ＧＴＰ结合，进入活化状态，是 Ｒｈｏ蛋
白的正性调控因子。ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ是特异活化
ＲｈｏＡ的 ＧＥＦ，可以被 Ｇ蛋白 α亚单位 １２／１３
（Ｇα１２／１３）激活，将信号传导至 ＲｈｏＡ，活化下游效
应分子导致微管解聚，破坏内皮细胞屏障功能［１０］。

Ｈｏｌｉｎｓｔａｔ等［３］对外周血管内皮细胞的研究中，发现

蛋白激酶 Ｃα可以直接磷酸化 ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ，导致
ＲｈｏＡ活化，调节细胞骨架的重组。本研究结果在国
内首次证实，大鼠ＢＭＥＣｓ存在 ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ蛋白的
基础表达，ＬＰＳ可迅速诱导 ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ蛋白表达
增加，并在一定程度上呈时间依赖关系；静息状态

下，ＲｈｏＡ处于与 ＧＤＰ结合状态，仅有少量的 ＲｈｏＡ
ＧＴＰ表达，ＬＰＳ刺激５ｍｉｎ后 ＲｈｏＡＧＴＰ明显增加；
表明ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ／ＲｈｏＡ信号通路在 ＬＰＳ引起的大
鼠ＢＭＥＣｓ的信号传递过程中起着十分重要的作用。
Ｒｈｏ／Ｒｈｏ激酶通路被激活后，可以通过信号传导使
肌球蛋白轻链磷酸化、肌动－肌球蛋白交联增加、Ｆ
ａｃｔｉｎ骨架重组和应力纤维生成，导致内皮细胞收
缩，单层内皮细胞通透性增加［１１］；另一方面，激活的

Ｒｈｏ激酶通过磷酸化 ＴＪ蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ，促使紧密连
接解体，损伤屏障功能［１２］。

综上所述，ＬＰＳ刺激后可导致 ＢＭＥＣｓ通透性增
加，本研究在国内首次发现其机制与 ＬＰＳ引起的 ＴＪ
蛋白ＺＯ１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ｃｌａｕｄｉｎ５表达水平降低有关。
ｐ１１５ＲｈｏＧＥＦ／ＲｈｏＡ信号传导通路活化可能参与了

此过程的调控。

志谢：感谢中南大学遗传学国家重点实验室的老师给予

的热情帮助。
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