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摘要　 目的　 探究 ＣＤ１５１ 通过调控囊泡内化再循环对血管通透性的影响及机制。 方法　 野生型小鼠和 ＣＤ１５１ 敲除小鼠分别

分为 ＷＴ⁃ｃｏｎ 组、ＷＴ⁃模型组、ＫＯ⁃ｃｏｎ 组和 ＫＯ⁃模型组，每组 ６ 只。 ＷＴ⁃模型组和 ＫＯ⁃模型组采用腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ）制备脓

毒症急性肺损伤（ＡＬＩ）模型，ＷＴ⁃ｃｏｎ 组和 ＫＯ⁃ｃｏｎ 组腹腔注射磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）作为对照。 造模后 ２４ ｈ，通过 Ｍｉｌｅｓ 实验测

定肺血管通透性；将沉默 ＣＤ１５１ 表达的 ｓｉＲＮＡ（ｓｉ⁃ＣＤ１５１）和阴性对照 ｓｉ⁃ＮＣ 转入 ＥＡ． ｈｙ ９２６ 细胞，分别观察基础条件及血管内

皮生长因子（ＶＥＧＦ⁃Ａ）刺激条件下，内皮细胞层在不同时间点对 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 的通透性；ＣＤ１５１ 敲低组和对照组内皮细胞行转

录组测序；免疫荧光检测各组细胞 ＣＤ１５１ 分布及内化；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＣＤ１５１ 敲低组及对照组 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达

情况，免疫荧光检测各组细胞 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 分布及内化。 结果　 Ｍｉｌｅｓ 实验结果提示，ＷＴ⁃模型组小鼠肺组织中染料渗出相较

ＷＴ⁃ｃｏｎ 组增加（Ｐ ＜ ０. ０１），ＫＯ⁃模型组小鼠肺组织中染料渗出相较 ＷＴ⁃模型组增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 内皮细胞层通透性检测结果

提示，在 ＶＥＧＦ⁃Ａ 刺激 ３０、６０ 和 １２０ ｍｉｎ 后，ＣＤ１５１ 敲低组对 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 的通透性显著高于对照组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 转录组测序

结果提示，内皮细胞中 ＣＤ１５１ 与囊泡介导的转运存在密切关联。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果提示，ＣＤ１５１ 敲低的内皮细胞

中 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 在蛋白和 ｍＲＮＡ 水平表达较对照组显著下降（均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 免疫荧光染色结果提示，在 ＶＥＧＦ⁃Ａ 刺激后，与对

照组比较，ＣＤ１５１ 表达下降显著破坏细胞 －细胞连接处 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达，降低了 ＣＤ１５１ 和 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 在核周区域的共定

位。 结论　 ＣＤ１５１ 的缺失影响内皮细胞囊泡内化再循环，影响 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达与内化活动，进而影响血管通透性。
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　 　 急性肺损伤（ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是以进行性

低氧血症、呼吸困难和非心源性肺水肿为主要表现

的临床综合征。 肺血管完整性的缺失以及血管内皮

功能障碍是 ＡＬＩ 的重要发病机制之一［１］。 ＡＬＩ 期

间，内皮细胞屏障功能受损，内皮细胞对液体和蛋白

质的通透性增加，其胞吞转运作用显著增强，引起

ＡＬＩ 后水肿形成，肺组织正常功能严重受损，导致

ＡＬＩ 相关病死率升高［２］。 因此，维持内皮细胞屏障

功能、降低血管通透性是 ＡＬＩ 的一个重要治疗方向。
　 　 ＣＤ１５１ 是四跨膜蛋白超家族中重要的成员之

一，在维持血管内皮完整性方面发挥重要作用［３］，
可能是 ＡＬＩ 治疗的一个新靶点。 研究［４］ 显示，

ＣＤ１５１ 可通过囊泡运输调控膜蛋白分子内化。 已知

囊泡运输与多种疾病发生发展密切相关，如 ＧＯＬ⁃
ＰＨ３ 复合物参与的囊泡运输可连接高尔基体与肌动

蛋白细胞骨架，促进细胞迁移，可能与癌症的侵袭和

转移有关［５］。 因此，由 ＣＤ１５１ 通过囊泡运输调控的

内化再循环活动，可能是 ＡＬＩ 发病期间血管通透性

改变的机制之一。 该研究通过观察 ＣＤ１５１ 敲除对

小鼠肺血管内皮通透性的影响，探讨 ＣＤ１５１ 通过囊

泡内化再循环调控血管通透性的作用机制，为临床

上 ＡＬＩ 的治疗提供理论参考依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 Ｃ５７ ／ ＢＬ６ 背景的 ＣＤ１５１ 敲除小

鼠制备于中国医学科学院实验动物研究所。 为了进

行基因分型，使用小鼠组织直接 ＰＣＲ 试剂盒［ＣＡＴ：
１０１８５ＥＳ７０，翌圣生物科技（上海）股份有限公司］按
照制造商的方案从尾尖提取基因组 ＤＮＡ。 本研究

使用的是 ７ ～ １２ 周龄的 ＣＤ１５１ 敲除小鼠，并将其与
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相同年龄和性别的野生型小鼠进行比较。 动物饲养

于同济医学院实验动物中心，饲养室光照 － 黑暗循

环 １２ ｈ，温度（２２ ± ２）℃，湿度 ４０％ ～５０％ 。 所有动

物实验均经同济医学院机构动物研究委员会批准，
实验过程遵循 ３Ｒ 原则。
１． １． ２　 主要试剂　 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清（美国

Ｇｉｂｃｏ 公司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００（美国赛默飞世尔科

技公司）；ＣＤ１５１ 小干扰 ＲＮＡ （ｓｉ⁃ＣＤ１５１）、阴性对照

ｓｉ⁃ＮＣ 的寡核苷酸序列（山东维真生物科技有限公

司）；Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物（武汉奥科生物技术有限公

司）；ＣＤ１５１ 抗体、ＧＡＰＤＨ 抗体（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公

司）；抗 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｙ 公司）；用于 ＩＦ 染色的抗 ＣＤ１５１ 抗体（美国

Ａｂｃａｍ 公司）；ＶＥＧＦ⁃Ａ１６５（人）、ＶＥＧＦ⁃Ａ１６４（小鼠）
抗体（美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司）；Ｓｕｌｆｏ⁃ＮＨＳ⁃ＳＳ⁃Ｂｉｏｔｉｎ
（美国 ＡｐｅｘＢｉｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；链霉亲和素磁珠

（美国 ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ 生物科技公司）；异硫氰酸荧

光素标记的葡聚糖（ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ）工作液、伊兰染

料、脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ） （美国 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 分组与建模　 野生型小鼠和 ＣＤ１５１ 敲除小

鼠分别分为 ＷＴ⁃ｃｏｎ 组、ＷＴ⁃模型组、ＫＯ⁃ｃｏｎ 组和

ＫＯ⁃模型组，每组 ６ 只。 ＷＴ⁃模型组和 ＫＯ⁃模型组采

用腹腔注射 ＬＰＳ 制备脓毒症 ＡＬＩ 模型，方法如下：
小鼠经腹腔注射 ＬＰＳ，剂量为 １２ ｍｇ ／ ｋｇ，以诱导其出

现 ＡＬＩ 相关的肺血管渗漏。 ＷＴ⁃ｃｏｎ 组和 ＫＯ⁃ｃｏｎ
组小鼠经腹腔注射等量 ＰＢＳ 作为对照。
１． ２． ２　 Ｍｉｌｅｓ 实验　 采用改良的 Ｍｉｌｅｓ 实验［６］ 检测

野生型和 ＣＤ１５１ 敲除的 Ｃ５７ ／ ＢＬ６ 小鼠肺血管通透

性。 在制备脓毒症 ＡＬＩ 模型 ２４ ｈ 后，经尾静脉将

１００ μｌ 浓度为 １％的伊兰染料注射到小鼠体内。 ３０
ｍｉｎ 后，经右心室灌注磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｂｕｆｆ⁃
ｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）以灌洗去除血管中的染料。 将肺

脏剪下拍照后，提取肺组织中染料并测量染料浓度，
在 ６２０ ｎｍ 处测定吸光度，定量染料浓度，根据标准

曲线计算血浆中的染料浓度，以评价肺血管通透性。
１． ２． ３ 　 细胞培养与转染 　 人内皮细胞系 ＥＡ． ｈｙ
９２６ 在 ＤＭＥＭ 完全培养基（含 １０％ ＦＢＳ，１００ Ｕ ／ ｍｌ
青 －链霉素双抗）中，于 ３７ ℃ 恒温，９５％ 空气、５％
ＣＯ２ 的环境下培养。 每周传代 ２ 次，每间隔 ２ ｄ 换

液。 靶向 ＣＤ１５１ 的小干扰 ｓｉ⁃ＲＮＡ 片段和阴性对照

ｓｉ⁃ＲＮＡ 片段由山东维真生物科技有限公司合成。
人 ＣＤ１５１ｓｉＲＮＡ 序列为 ５′⁃ＡＧＴＡＣＣＴＧＣＴＧＴＴＴＡＣ⁃

ＣＴＡＣＡ⁃３′，人 ｓｉ⁃ＮＣ 序列为 ５′⁃ＧＣＧＡＧＡＣＣＡＴＧＣ⁃
ＣＴＣＣＡＡＣＡＴ⁃３′。 使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 试剂转

染。
１． ２． ４ 　 内皮单层通透性测定 　 使用 Ｌｉｐｏ２０００ 及

Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 体系转染 ＥＡ． ｈｙ ９２６ 细胞，将转染后的

细胞分为：ｃｏｎ 组、ｌｉｐｏ 组、ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ｓｉ⁃ＣＤ１５１ 组。
各组细胞干预 ４８ ｈ 后，用胰酶消化。 轻柔吹散细

胞、计数，调整细胞数目，按照每上室 ２００ μｌ 细胞悬

液（含 １ × １０４ 个细胞）接种，下室每孔加入 ５００ μｌ
培养基（确保能浸没上室底部的细胞，且避免形成

气泡）。 继续培养至形成内皮细胞单层。 内皮单层

形成后，将 １ ｇ ／ Ｌ 的 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 置于上室中，并用

５０ μｇ ／ Ｌ 的血管内皮生长因子（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃Ａ，ＶＥＧＦ⁃Ａ）刺激细胞 １５、３０、６０ 和 １２０
ｍｉｎ。 将下室的培养基充分混合，置于黑色 ９６ 孔不

透明板上进行测量，在 Ｓｙｎｅｒｇｙ ２ 多模式酶标仪

（Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ）上读取相应的荧光值。
１． ２． ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ　 提取 ＥＡ． ｈｙ ９２６ 细胞总 ＲＮＡ，逆
转录获得 ｃＤＮＡ。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法，使
用 ７９００ＨＴ ＦＡＳＴ 实时 ＰＣＲ 系统进行检测。 以 ＧＡＰ⁃
ＤＨ 作为校正内参，采用 ２ － ΔΔＣＴ方法计算 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒ⁃
ｉｎ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量，引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′ － ３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＡＴＧＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ

Ｒ： ＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡ
ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ： ＧＡＡＧＣＣＴＣＴＧＡＴＴＧＧＣＡＣＡＧＴＧ

Ｒ： ＴＴＴＴＧＴＧＡＣＴＣＧＧＡＡＧＡＡＣＴＧＧＣ

１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 用 ＩＰ 裂解缓冲液裂解细胞，
ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 蛋白样品用 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰

胺凝胶分离，转移到聚偏氟乙烯膜上，用 ５％ ＢＳＡ 在

含 Ｔｗｅｅｎ ２０ 的 Ｔｒｉｓ 缓冲盐溶液中室温封闭 １ ｈ。 然

后将膜与一抗在 ４ ℃下孵育过夜。 与过氧化物酶结

合的二抗孵育 ２ ｈ 后，使用 ＥＣＬ 化学发光法显影成

像。 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带进行半定

量分析。
１． ２． ７　 免疫荧光染色 　 取内皮细胞在 ０. １％ 明胶

涂层玻璃底 ２４ 孔板上生长，按需分组干预细胞后，
吸弃培养基，用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次、４％多聚甲醛固

定 １５ ｍｉｎ，沿孔壁加入 ５００ μｌ ０. １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，５
ｍｉｎ 后清洗，用 ５％正常驴血清封闭 ３０ ｍｉｎ。 加入一

抗工作液在 ４ ℃下孵育过夜，用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，并与
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稀释的 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ®偶联二抗在室温下孵育 １ ｈ。 采

用 ４′⁃６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚染色。 使用 Ｚｅｉｓｓ Ａｘｉｏ
Ｉｍａｇｅｒ 荧光显微镜采集图像，Ｚｅｎ 软件（Ｚｅｎ ３. ０ ｂｌｕｅ
ｅｄｉｔｉｏｎ）对采集到的图像进行处理。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ Ｖ８. ０ 软件

进行统计分析，所有的数据以 �ｘ ± ｓ 表示，两组间比

较采用独立样本 ｔ 检验，多组间比较采用单因素方

差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 小鼠基因型鉴定结果　 使用基因编辑技术构

建 ＣＤ１５１ 敲除小鼠，琼脂糖凝胶电泳结果显示，野
生型小鼠 ＤＮＡ 扩增后产物大小为 ９５８ ｂｐ，ＣＤ１５１ 敲

除小鼠 ＤＮＡ 扩增产物大小为 ２１５ ｂｐ，且 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示 ＣＤ１５１ 的表达下调，差异有统计学意

义（ ｔ ＝ １２. ３９０，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 见图 １。 表明 ＣＤ１５１
敲除小鼠构建成功。

２． ２　 ＣＤ１５１ 缺失对肺血管渗透性的影响　 通过改

良血管 Ｍｉｌｅｓ 实验与肺组织 ＨＥ 染色检测肺血管通

透性，结果如图 ２ 显示，ＷＴ⁃模型组小鼠肺组织中染

料渗 出 相 较 ＷＴ⁃ｃｏｎ 组 增 加 （ ｑ ＝ ５. ２９４， Ｐ ＝
０. ００２ １）。 同时，与 ＷＴ⁃模型组比较，ＫＯ⁃模型组小

鼠肺组织中染料渗出增加（ｑ ＝２７. ５２８，Ｐ ＝０. ００６ ８）。
ＨＥ 染色结果显示，与 ＷＴ⁃ｃｏｎ 组比较，ＷＴ⁃模型组肺

泡腔变小，肺间质炎细胞浸润；与 ＷＴ⁃模型组比较，
ＫＯ⁃模型组小鼠肺泡水肿、出血，大量炎细胞聚集浸

润。 以上结果均提示 ＣＤ１５１ 缺失导致肺血管渗透

性升高。
２． ３ 　 ＣＤ１５１ 敲除内皮细胞构建情况 　 将小干扰

ＲＮＡ 转染入 ＥＡ． ｈｙ ９２６ 细胞实现 ＣＤ１５１ 蛋白水平

降低， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 结 果 显 示， ｓｉ⁃ＣＤ１５１ 组

ＣＤ１５１ 蛋白表达水平较 ｓｉ⁃ＮＣ 组下降（ ｑ ＝ １２. ８８０，
Ｐ ＝ ０. ０００ ３）。 见图 ３。 提示 ＣＤ１５１ 敲除内皮细胞

构建成功。

图 １　 小鼠基因型鉴定结果

Ｆｉｇ． １　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１５１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ａ： ＷＴ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＣＤ１５１ ＫＯ ｇｒｏｕｐ； ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＷＴ ｇｒｏｕｐ； Ｂ：
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１５１ ｉｎ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｏｕｓｅ ｔａｉｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ２： ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ３，４： ＷＴ
ｇｒｏｕｐ； ５，６： ＣＤ１５１ ＫＯ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 ＣＤ１５１ 缺失对肺血管渗透性影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＤ１５１ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
　 　 Ａ： Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ ｅｘｕｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ４ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ； Ｂ： Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ４ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ　 ＨＥ × ４００； Ｃ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ； ａ： ＷＴ⁃ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＫＯ⁃ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＷＴ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ＫＯ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ；Ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ

ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄｙｅ ｅｘｕｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＷＴ⁃ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＷＴ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ３　 小干扰 ＲＮＡ 敲低 ＣＤ１５１ 蛋白水平验证

Ｆｉｇ． ３　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１５１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｂｙ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ

　 　 ａ： ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ｌｉｐｏ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ｓｉ⁃ＣＤ１５１ ｇｒｏｕｐ；
∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

２． ４　 ＣＤ１５１ 缺失对内皮细胞通透性的影响　 取 ｓｉ⁃
ＣＤ１５１ 组及 ｃｏｎ 组、ｌｉｐｏ 组、ｓｉ⁃ＮＣ 组内皮细胞形成

内皮细胞单层，分别观察基础条件下和 ＶＥＧＦ⁃Ａ 刺

激条件下 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 的通透性。 结果显示，在基

础条件下，各组 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 的渗透性随着时间的

延长均明显增加（图 ４Ａ），但各组间 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 的

渗透性差异无统计学意义（ｑ ＝ １. ９１２，Ｐ ＞ ０. ０５）；给

予 ＶＥＧＦ⁃Ａ 诱导刺激后，ｓｉ⁃ＣＤ１５１ 组对 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ
的通透性较 ｓｉ⁃ＮＣ 组增高，在 ＶＥＧＦ⁃Ａ 刺激 ３０、６０
和 １２０ ｍｉｎ 后，ｓｉ⁃ＣＤ１５１ 组对 ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ 的通透性

高于 ｓｉ⁃ＮＣ 组 （图 ４Ｂ），差异有统计学意义 （ ｑ ＝
６. ９３６，Ｐ ＜ ０. ０５）。 以上结果提示 ＣＤ１５１ 表达降低

可导致内皮细胞通透性升高。
２． ５　 ＣＤ１５１ 敲低对囊泡运输的影响　 将 ｓｉ⁃ＣＤ１５１
组与 ｓｉ⁃ＮＣ 组内皮细胞进行转录组测序，共鉴定出

１ ３２８ 个差异基因，其中包括 ８０４ 个上调基因和 ５２４
个下调基因，见图 ５Ａ、５Ｂ。 ＧＯ 富集分析结果表明，
ＣＤ１５１ 与囊泡转运强相关，如细胞质囊泡、细胞内囊

泡、细胞外泌体、细胞外囊泡，见图 ５Ｃ、５Ｄ。 这些结

果强调内皮细胞中 ＣＤ１５１ 与囊泡介导的转运存在

密切关联。
２． ６　 ＣＤ１５１ 缺失对 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的影响　 为

了探究 ＣＤ１５１ 的缺失对囊泡运输的影响是否与 ＶＥ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 有关， 取 ｓｉ⁃ＣＤ１５１ 组及 ｃｏｎ 组、 ｌｉｐｏ 组、
ｓｉ⁃ＮＣ 组内皮细胞形成细胞单层。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 及

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验结果显示， ｓｉ⁃ＣＤ１５１ 组内皮细胞中

ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的蛋白表达较 ｓｉ⁃ＮＣ 组下降（ｑ ＝ ４. ５０８，
Ｐ ＝ ０. ００５ ２），见图 ６Ａ；在 ｍＲＮＡ 水平，ｓｉ⁃ＣＤ１５１ 组

内皮细胞中 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达较 ｓｉ⁃ＮＣ 组下降

（ｑ ＝ ６. １０９，Ｐ ＝ ０. ００４ ８），见图 ６Ｂ。 免疫荧光染色

实验检测结果显示，无诱导剂组中，所有组别的 ＶＥ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 主要表达于细胞 － 细胞连接处。 在 ＶＥＧＦ⁃
Ａ 刺激后，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＣＤ１５１ 组内皮细胞

中 ＣＤ１５１ 表达下降显著破坏了细胞 － 细胞连接处

图 ４　 ＣＤ１５１ 敲低对内皮细胞层通透性的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＤ１５１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
　 　 Ａ： Ｕｎｄｅｒ ｂａｓｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ； Ｂ： Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ

ＶＥＧＦ⁃Ａ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ．
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图 ５　 对照组与 ＣＤ１５１ 敲低组转录组测序

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＣＤ１５１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ
　 　 Ａ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｈｅａｔｍａｐ； Ｂ： Ｖｏｌｃａｎｏ Ｐｌｏｔ； Ｃ： ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ｔｈｅ ｒｅｄ ｆｒａｍｅ ｃｉｒｃｌｅｄ ｐａｒｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ； Ｄ： ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ｔｈｅ ｒｅｄ ｆｒａｍｅ ｃｉｒｃｌｅｄ ｐａｒｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ．

ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达， 如图 ６Ｃ。 上述 结 果 提 示，
ＣＤ１５１ 缺失不但影响 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达，也破坏

ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 在细胞上的分布。
２． ７　 ＣＤ１５１ 敲低对 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 内化的影响　 进

一步探究 ＣＤ１５１ 敲低对 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 内化活动的影

响，免疫荧光检测 ｓｉ⁃ＣＤ１５１ 组及 ｓｉ⁃ＮＣ 组内皮细胞

中 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 分布情况，观察其与 ＣＤ１５１ 的共定

位情况，结果如图 ７ 所示，发现 ｃｏｎ 组、ｌｉｐｏ 组、ｓｉ⁃ＮＣ

组中 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＣＤ１５１ 在胞质和胞膜均出现共

定位，且核周的共定位更加明显；ＣＤ１５１ 敲低后，与
ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＣＤ１５１ 组 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达及其

与 ＣＤ１５１ 共定位均明显下降，尤其是核周区域，表
明 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的内化运输被破坏。

３　 讨论

　 　 脓毒症诱导的ＡＬＩ是以难治性低氧血症、呼吸
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图 ６　 ＣＤ１５１ 敲低对 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＣＤ１５１ ａｆｆｅｃｔｅｄ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 Ａ： Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： ＶＥ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅ × ４００， ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｗａｓ ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ； ａ：
ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ｌｉｐｏ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ｓｉ⁃ＣＤ１５１ ｇｒｏｕｐ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

窘迫和非心源性肺水肿为特征的临床危重症［７］。
在 ＡＬＩ 发病期间，内皮细胞表面可感知机械、化学和

细胞刺激的糖萼结构降解脱落，内皮表面的信号受

体暴露［８］。 上皮层和内皮层的损伤导致肺泡 － 毛

细血管屏障破裂，肺泡腔内积聚大量水肿液和碎片，
严重损伤肺内血管和组织。 已知 ＣＤ１５１ 在维持血

管稳定性中发挥重要作用［９］，本研究通过构建

ＣＤ１５１ 敲除小鼠，使用该小鼠构建 ＡＬＩ 模型，观察

ＣＤ１５１ 缺失对肺血管通透性影响。 Ｍｉｌｅｓ 实验结果

表明，ＣＤ１５１ 敲除组 ＡＬＩ 小鼠肺组织中染料渗出较

对照组明显增加。 通过构建 ＣＤ１５１ 敲低内皮细胞，
检测 ＣＤ１５１ 对单层内皮细胞通透性的影响，实验结

果表明，ＣＤ１５１ 敲低可显著增加 ＶＥＧＦ⁃Ａ 诱导的内

皮细胞单层的通透性。 以上实验结果说明 ＣＤ１５１
表达降低导致内皮细胞通透性上升，其缺失导致

ＡＬＩ 发生发展期间肺血管渗透性明显升高。

·３２２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



图 ７　 ＣＤ１５１ 敲低影响 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的内化

Ｆｉｇ． ７　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＣＤ１５１ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
　 　 Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ； ｕｐｐｅｒ ｉｍａｇｅｓ × ６００； ｌｏｗｅｒ ｉｍａｇｅｓ × １ ２００； ａ： ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ｌｉｐｏ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ｄ：
ｓｉ⁃ＣＤ１５１ ｇｒｏｕｐ； Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ； Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ＣＤ１５１； Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
ａｎｄ ＣＤ１５１．

　 　 细胞膜表面存在与相应蛋白结合的膜受体，经
细胞内吞、囊泡运输、胞吐回细胞表面以完成自身调

节，这个过程通常称为内化再循环［１０］。 如驱动蛋

白⁃３ 家族蛋白 ＫＩＦ１３Ｂ 可介导 ＶＥＧＦ⁃Ａ 细胞表面受

体 ＶＥＧＦＲ２ 经囊泡运输返回细胞表面，调节血管生

成时血管壁对 ＶＥＧＦ⁃Ａ 的反应［１１］。 内化再循环过

程与人类某些疾病的发生发展密切相关，如肿瘤、
ＡＬＩ、心血管疾病等［１２ － １３］。 其中，四跨膜蛋白超家族

与众多分子结合，在调节囊泡内化和细胞内运输过

程中发挥重要作用［１４］。 本研究中，为了探究 ＣＤ１５１
在 ＡＬＩ 发生发展期间影响血管通透性的机制，取
ＣＤ１５１ 敲低组和对照组内皮细胞进行转录组测序。
ＧＯ 富集分析表明，ＣＤ１５１ 与囊泡转运强相关，这与

既往研究中的四跨膜蛋白超家族成员参与内化和细

胞内运输的结果一致［１４］。 另外，免疫荧光染色结果

显示，内皮细胞上 ＣＤ１５１ 的敲低明显降低其在核周

区域的共定位。 由于 ＣＤ１５１ 介导内皮细胞的细胞

间黏附与细胞 － 胞外基质黏附，在维持内皮细胞血

管样结构、维持血管稳定性中发挥重要作用［９］。 已

知 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 是最重要的的黏附连接蛋白，既往

研究［１５］表明，该基因敲除可导致血管通透性增加、
内皮细胞屏障的完整性被破坏，主要体现在其参与

的内皮细胞的囊泡运输功能受损。 故进一步探究

ＣＤ１５１ 是否影响参与内皮细胞囊泡运输的最重要的

黏附连接蛋白 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达及相关功能，结果

表明，ＣＤ１５１ 的缺失可抑制 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达，破
坏其在相邻细胞间的分布，影响其本身与 ＶＥ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 的共定位，同时影响 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的内化。 这

表明 ＣＤ１５１ 通过调控 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达与内化，
进而在囊泡转运中发挥作用。
　 　 本研究揭示了 ＣＤ１５１ 调控血管通透性的潜在

途径和可能机制，但存在一定局限性。 首先，未充分

证明 ＣＤ１５１ 是影响 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达与内化再循

环的上游因子。 其次，ＣＤ１５１ 中具体是什么结构调

控囊泡内化再循环，其是否还影响除 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 之

外的其它膜蛋白的囊泡内化再循环以调控血管通透

性，均有待进一步探索。
　 　 综上所述，本研究从脓毒症诱导的 ＡＬＩ 小鼠血

管渗透性的变化切入，证实了 ＣＤ１５１ 通过调控 ＶＥ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 的囊泡内化再循环，进而调控血管通透性。
为 ＡＬＩ 的治疗和预后提供了新的靶点。
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ｊｃｓ． １６１６５３．

［１１］ Ｃｈｏ Ｈ Ｄ， Ｎｈàｎ Ｎ Ｔ Ｔ， Ｚｈｏｕ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＫＩＦ１３Ｂ ｍｅｄｉａｔｅｓ ＶＥＧ⁃
ＦＲ２ ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ ｔｏ ｍｏｄｕｌａｔｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉ ， ２０２３， ８０（４）： ９１． ｄｏｉ：１０． １００７ ／ ｓ０００１８ － ０２３ － ０４７５２ －
５．

［１２］ Ｑｉａｏ Ｘ， Ｙｉｎ Ｊ， Ｚｈｅｎｇ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｉｎ ｓｅｐ⁃
ｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎ⁃
ｄｒｏｍｅ： ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｃｏｍ⁃
ｍｕｎ Ｓｉｇｎａｌ ， ２０２４， ２２（１）： ２４１． ｄｏｉ：１０． １１８６ ／ ｓ１２９６４ － ０２４ －
０１６２０ － ｙ．

［１３］ Ｍéｎｄｅｚ⁃Ｂａｒｂｅｒｏ Ｎ， Ｓａｎ Ｓｅｂａｓｔｉａｎ⁃Ｊａｒａｂａ Ｉ， Ｂｌáｚｑｕｅｚ⁃Ｓｅｒｒａ Ｒ， ｅｔ
ａｌ． Ａｎｎｅｘｉｎｓ ａｎｄ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ： ｂｅｙｏｎｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｆ⁃
ｆｉｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ ， ２０２２， １０： １０００７６０．
ｄｏｉ：１０． ３３８９ ／ ｆｃｅｌｌ． ２０２２． １０００７６０．

［１４］ Ｒａｎａ Ｓ， Ｃｌａａｓ Ｃ， Ｋｒｅｔｚ Ｃ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｅｒｎａｌｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｅｔｒａｓｐａｎｉｎｓ ＣＤ９ ａｎｄ ＴＳＰＡＮ８： ｉｍｐａｃｔ ｏｎ
ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ ， ２０１１， ４３（１）：
１０６ － １９． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏｃｅｌ． ２０１０． １０． ００２．

［１５］ Ｗｕ Ｆ Ｔ， Ｐａｅｚ⁃Ｒｉｂｅｓ Ｍ， Ｘｕ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｆｌｉｂｅｒｃｅｐｔ ａｎｄ Ａｎｇ１ ｓｕｐ⁃
ｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｎｅｏａｄｊｕｖａｎｔ ｏｒ ａｄｊｕｖａｎｔ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ａ
ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｅｓｅｃｔａｂｌｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１６，
６： ３６６９４． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓｒｅｐ３６６９４．

Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＣＤ１５１ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｖｅｓｉｃｌｅ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ

Ｆａｎ Ｓｈｉｌａｎｇ１，Ｊｉａｎｇ Ｌｕｙｉｎｇ２，３，４，Ｚｈａｎｇ Ｚｉｘｕａｎ３，４，Ｊｉ Ｍｅｎｇｍｅｎｇ３，４，Ｚｕｏ Ｈｏｕｊｕａｎ１，３，４，Ｌｉｕ Ｊｉｎｇｂｏ２

［１Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ， Ｔｉａｎｙｏｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｗｕｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｗｕｈａｎ
４３００６４；２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｃｈｉｌｄ Ｈｅａｌｔｈ， Ｗｕｈａｎ Ｃｈｉｌｄｒｅｎ′ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ （Ｗｕｈａｎ Ｍａｔｅｒｎａｌ ａｎｄ Ｃｈｉｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｈｏｓｐｉｔａｌ），

Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｗｕｈａｎ　 ４３００１６；３Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ
ｏｆ ＨＵＳＴ，Ｗｕｈａｎ　 ４３００１４；４Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ，Ｔｏｎｇｊｉ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ ＨＵＳＴ，Ｗｕｈａｎ　 ４３００１４］

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＣＤ１５１ ｏｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｖｅｓｉ⁃
ｃｌｅ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＣＤ１５１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ＷＴ⁃ｃｏｎ
ｇｒｏｕｐ， ＷＴ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＫＯ⁃ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＫＯ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ６ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ＷＴ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ＫＯ⁃ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｓｅｐｓｉｓ ＡＬＩ ｍｏｄｅｌ， ａｎｄ ＷＴ⁃ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＫＯ⁃
ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ （ＰＢＳ） ａｓ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ． ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ，
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｖａｓｃｕｌａｒ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｍｉｌｅｓ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＣＤ１５１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ｓｉ⁃ＣＤ１５１）
ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉ⁃ＮＣ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＥＡ． ｈｙ ９２６ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌａｙｅｒ ｔｏ
ＦＩＴＣ⁃ｄｅｘｔｒａｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｂａｓｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃Ａ
（ＶＥＧＦ⁃Ａ） ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｉ⁃ＣＤ１５１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉ⁃ＮＣ
ｇｒｏｕｐ； ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１５１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｎ ｓｉ⁃ＣＤ１５１ ｇｒｏｕｐ
　 　 　 　 　 　 　 （下转第 ２３３ 页）
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ｔｙ， ｓｃｒａｔｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ， Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ
ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ： ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｏｘｙｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ （ＯＩＲ） ｇｒｏｕｐ， ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＯＩＲ ＋ ｓｉ⁃ＢＮＩＰ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＬＣ３ ＋ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＋ ｓｐｏｔｓ， ｇｌｕｃｏｓｅ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ００１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
ｒａｔｅ ｏｆ ＬＣ３ ＋ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＋ ｓｐｏｔｓ， ｇｌｕｃｏｓｅ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α
ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍｏｘｉｃ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ
ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｒｅａ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｂｅｓ
ｆｏｒｍｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔ ｔｈｅ ２４ｔｈ， ４８ｔｈ ａｎｄ ７２ｔｈ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ （Ｐ ＜
０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｒｅａ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｂｅｓ ｆｏｒｍｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０. ００１）． Ｏｖｅｒｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＮＩＰ３ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｋｎｏｃｋ⁃ｄｏｗｎ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ， ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
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