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·论著·

机械牵张对人肺动脉内皮细胞中细胞因子

及细胞间黏附分子 -1表达的影响

傅威 毛璞 张容 庞晓清 莫红缨 何为群 刘晓青 黎毅敏

【摘要】 目的 观察机械牵张力对人肺动脉内皮细胞（HPAEC）中细胞因子及黏附分子表达的影响，为探

讨呼吸机相关性肺损伤（VILI）提供理论依据。 方法 采用机械牵张装置 Flexcell�FX-5000T 对 HPAEC 细胞以

0.5�Hz 频率施加 10%或 20%牵张应力牵张 3、6、12 和 24�h。 应用实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）、酶联

免疫吸附试验（ELISA）以及蛋白质免疫印迹试验（Western�blotting）检测机械牵张前后白细胞介素（IL-6、IL-8）、

单核细胞趋化蛋白 -1（MCP-1）等细胞因子及细胞间黏附分子 -1（ICAM-1）的基因和蛋白表达。 结果 随牵

张应力的增加，IL-8、MCP-1、ICAM-1 的 mRNA 和蛋白表达随牵张时间的延长逐渐增加。 与对照组（作为 1）相

比，20%牵张组牵张 24�h�HPAEC 细胞的 IL-8�mRNA 表达上调至 1.58±0.10，MCP-1�mRNA 表达上调至 2.85±

0.52，ICAM-1�mRNA 表达上调至 1.90±0.14（均 P＜0.05）。 与对照组相比，20%牵张组牵张 24�h�HPAEC 细胞的

IL-8、MCP-1 蛋白表达（均 ng/L）显著增加（IL-8：3401.08±439.60 比 1422.60±66.98，MCP-1：1117.64±237.54

比 307.88±80.84，均 P＜0.05）；ICAM-1�蛋白表达上调至 2.15±0.40（P＜0.05）；而 IL-6�mRNA 和蛋白水平较对

照组无明显变化。 结论 机械牵张可上调 HPAEC 细胞 IL-8、MCP-1 和 ICAM-1 的表达，这可能是机械通气致

肺损伤的发病机制之一。
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【

Abstract

】

Objective To� observe� the� effects� of� cyclic� stretch� on� expression� of� cytokines� and� adhesion�

molecules� in� human� pulmonary� artery� endothelial� cells� （HPAECs）， herein� to� provide� a� theoretical� basis� to�

ventilator-induced�lung�injury�（VILI）.�Methods HPAECs�were�subjected�to�cyclic�stretch�by�the�Flexcell�FX-5000T�

system�at�0.5�Hz�of�10%�or�20%�elongation� for�3,�6,�12,�24�hours� respectively.�The�mRNA�and�protein� expression� of�

interleukin�（IL-6,�IL-8）,�monocyte�chemotactic�protein-1�（MCP-1） and�intercelluar�adhesion�molecule-1�（ICAM-1）

was�determined�by�fluorescent�quantitation�reverse�transcription-polymerase�chain�reaction�（qRT-PCR）,�enzyme�linked�

immunosorbent� assay� （ELISA） or�Western� blotting.�Results Increasing� the� stretch� force,� the� mRNA� and� protein�

expression�of�IL-8,�MCP-1,�ICAM-1�were�up�regulated�with�increasing�stretch�time.�Compared�with�the�control�（set�1）,�

after�20%�cyclic�stretch�for�24�hours,�IL-8�mRNA�expression�was�up�regulated�to�1.58±0.10,�MCP-1�mRNA�expression�

was� up� regulated� to� 2.85±0.52,� and� ICAM-1� mRNA� expression� was� up� regulated� to� 1.90±0.14� （all� P＜0.05）.�

Compared�with�control� group,�after�20%�cyclic� stretch� for�24�hours,� the�protein�expression�of� IL-8�and�MCP-1�（both�

ng/L） in�HPAEC�was�significantly�increased�（IL-8： 3401.08±439.60�vs.�1422.60±66.98,�MCP-1： 1117.64±237.54�

vs.�307.88±80.84，both�P＜0.05）,�ICAM-1�protein�expression�was�up�regulated�to�2.15±0.40�（P＜0.05）,�while�the�

expression� of� IL-6�mRNA� and� protein� had� no� statistic� difference� compared� with� control� group.�Conclusion Cyclic�

stretch�enhanced�the�expression�of�IL-8,�MCP-1�and�ICAM-1�in�an�intensity-dependent�fashion,�so�it�may�be�involved�

in�the�pathogenesis�of�lung�injury�induced�by�mechanical�ventilation.
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急性呼吸窘迫综合征（ARDS）在重症监护病房

（ICU）中发病率及病死率均较高，机械通气是此类

患者的重要支持手段之一

［

1-2

］

；但机械通气也可能会

导致或加重肺损伤， 导致以肺血管内皮和肺泡上皮

通透性增高以及肺部炎症为主要特征的呼吸机相关

性肺损伤（VILI）的发生

［

3-6

］

，进一步研究 VILI 的发生
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机制对防治 VILI 有着重要的临床意义。本研究旨在

通过研究机械牵张对人肺动脉内皮细胞（HPAEC）

炎症因子白细胞介素（IL-6、IL-8）、单核细胞趋化蛋

白 -1（MCP-1）及细胞间黏附分子 -1（ICAM-1）表达

的影响，探讨 VILI 的机制，为进一步防治 VILI 提供

理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料：内皮细胞培养基（ECM，Sciencell，美

国），胰酶（GIBCO，美国），胰酶抑制剂（Invitrogen，美

国），TRIzol�RNA 提取液（Invitrogen，美国），逆转录

试剂盒和荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）试剂

盒（Takara，日本），IL-6、IL-8、MCP-1 酶联免疫吸附

试验（ELISA）试剂盒（KOMA，韩国），ICAM-1 抗体

（BD，美国），辣根过氧化物酶标记 IgG（Jackson，美

国），Flexcell

○

R

�Tension�Plus�FX-5000T�系统（Flexcell，

美国）。

1.2 HPAEC 细胞培养：HPAEC（美国 Sciencell 公

司）置于含 1%内皮细胞生长因子（ECGS）和 5%胎

牛血清（FBS）的 ECM 培养基中，37�℃、5%CO

2

下培

养，2�d 换液 1次，第 6～8代细胞用于实验。

1.3 细胞牵张：细胞柔性基底加载装置置于 37�℃、

5%�CO

2

培养箱，加载程序由 FX-5000T 计算机软件

自动控制。 HPAEC 细胞以 5×10

5

密度接种在Ⅰ型

胶原包被的 6 孔 Bioflex 弹性膜细胞牵张板上，36�h

后开始牵张。 机械牵张细胞 12�h前将原培养基更换

为无血清 ECM 培养基。 实验加载频率为 0.5�Hz，加

载应力为 10%或 20%，加载时间为 3、6、12 和 24�h；

非牵张对照组亦接种于牵张 6孔板中并与牵张细胞

置于同一个细胞培养箱中。每个实验至少重复 3次。

1.4 qRT-PCR检测 IL-6、IL-8、MCP-1及 ICAM-1的

mRNA 表达： 采用 TRIzol 一步法提取各组细胞总

RNA， 以 20�滋l 焦碳酸二乙酯（DEPC） 水溶解总

RNA，经紫外分光光度法测定纯度和浓度后，按逆转

录试剂盒说明书的要求和步骤进行逆转录 cDNA。

应用 Primer�Premier�5.0 软件进行 IL-6、IL-8、MCP-1

和 ICAM-1 引物设计（表 1），并由上海英骏生物技

术有限公司合成。 qPCR 反应体系为 20�滋l〔SYBG�引

物探针 10�滋l， 上游引物 0.4�滋l， 下游引物 0.4�滋l，

ROX 校正染料 0.4�滋l，cDNA�2�滋l， 蒸馏水（dH

2

O）

6.8�滋l〕， 每个样本设置 3个复孔。 qPCR 反应条件：

95�℃预变性 30� s；PCR�95�℃反应 5� s，60�℃退火

30�s，40 个循环。 根据 2

-驻驻Ct

方法计算目的基因的相

对表达水平。以非牵张对照组作为相应对照，各组实

验至少重复 3次。

1.5 ELISA 检测 IL-6、IL-8、MCP-1 的蛋白表达：不

同时间点收集各组细胞上清液于 -80�℃冻存，用双

抗体夹心 ELISA 试剂盒检测上清液中 IL-6、IL-8 和

MCP-1 等细胞因子浓度。 按试剂盒说明书步骤将标

本或不同浓度标准品（100�滋l/ 孔）加入相应单克隆

抗体（单抗）包被酶标板，室温孵育 2�h，洗板 4次，加

入生物素化抗体工作液（100�滋l/ 孔），室温孵育 2�h，

洗板 4 次， 加入辣根过氧化物酶标记的亲和素

（100�滋l/ 孔），室温孵育 30�min，洗板 4 次，加入显色

剂（100�滋l/ 孔），室温避光孵育 15�min，加入终止液

（100�滋l/ 孔），混匀后即刻用酶标仪测量波长 450�nm

处吸光度（A）值。

1.6 蛋白质免疫印迹试验（Western�blotting）检测

ICAM-1 的蛋白表达： 使用 RIPA 裂解液裂解细胞，

提取各组细胞总蛋白后，进行十二烷基硫酸钠 - 聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），电转移蛋白到聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜上。 5%脱脂奶粉室温封闭

1�h，加入小鼠抗人 ICAM-1 单抗（1∶1000）4�℃孵育

过夜。 用磷酸盐吐温缓冲液（PBST）洗膜 3 次，每次

10�min。 加入辣根过氧化物酶标记的相应二抗（1∶

5000），室温轻摇 1�h，再用 PBST 洗膜 3 次，每次

10�min，增强化学发光法（ECL）显影并压片。 应用

Image� J 软件分析条带灰度值， 以 β-肌动蛋白

（β-actin）作为内对照校正并作相对量分析，数值以

二者灰度值比值表示。 未进行牵张的对照组细胞作

为相应对照，各组实验至少重复 3次。

1.7 统计学处理： 采用 SPSS�13.0 统计软件进行统

计学处理，计量资料以均数±标准差（x±s）表示，两

组间比较采用 t 检验， 多组间两两比较采用单因素

方差分析，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 不同牵张强度对 HPAEC 中 IL-6、IL-8、MCP-1

表

1 聚合酶链反应引物设计序列

基因名称 引物序列 产物长度（bp）

GAPDH 上游：5'-TCCTCCACCTTTGACGCT-3' 177

下游：5'-TCTTCCTCTTGTGCTCTTGC-3'

MCP-1 上游：5'-CAGCCAGATGCAATCAATGC-3' 178

下游：5'-GTGGTCCATGGAATCCTGAA-3'

IL-6 上游：5'-GCCACTCACCTCTTCAGAACG-3'� 208

下游：5'-TTTCACCAGGCAAGTCTCCTC-3'

IL-8 上游：5'-TACTCCAAACCTTTCCACCC-3' 157

下游：5'-AACTTCTCCACAACCCTCTG-3'

ICAM-1 上游：5'-TTGGAAGCCTCATCCG-3' 198

下游：5'-CAATGTTGCGAGACCC-3'

注：GAPDH：三磷酸甘油醛脱氢酶，MCP-1：单核细胞趋化蛋白-1，

IL-6/-8：白细胞介素 -6/-8，ICAM-1

：

细胞间黏附分子-1
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和 ICAM-1�mRNA 表达的影响（表 2；图 1）：随着机

械牵张应力的增大，HPAEC 细胞 IL-8、MCP-1 和

ICAM-1 的mRNA 表达随牵张时间延长有所增加，

与对照组比较，20%牵张组 24�h 时差异有统计学意

义（均 P＜0.05）；而 IL-6�mRNA 表达无明显变化。

2.2 不同牵张强度对 HPAEC 中 IL-6、IL-8 和

MCP-1 蛋白表达的影响（表 2；图 2）：随着机械牵张

应力的增大，HPAEC 细胞分泌的 IL-8 和 MCP-1�蛋

白表达随牵张时间延长有所增加， 与对照组比较，

20%牵张组 24�h 时差异有统计学意义（均 P＜

0.05）；而 IL-6�蛋白表达无明显变化。

2.3 不同牵张强度对 HPAEC 中 ICAM-1 蛋白表达

的影响（表 2； 图 3）： 随着机械牵张应力的增大，

HPAEC 细胞 ICAM-1 蛋白表达随牵张时间延长有

所增加，20%牵张组各时间点均明显高于对照组

（均 P＜0.05）。

表

2 不同牵张应力对人肺动脉内皮细胞牵张不同时间点细胞因子及 ICAM-1 的 mRNA和蛋白表达影响（x±s，n＝3）

注：ICAM-1：细胞间黏附分子 -1，IL-6/-8：白细胞介素 -6/-8，MCP-1：单核细胞趋化蛋白 -1；与对照组比较，

a

P＜0.05

组别

IL-8 MCP-1 IL-8（ng/L） MCP-1（ng/L） ICAM-1

对照组 1 1 1422.60± 66.98 307.88± 80.84 1

10%牵张组 1.29±0.28 1.20±0.41 1512.11±211.99 381.34± 61.73 0.70±0.42

0.76±0.10 1.21±0.30 2457.35±486.50 497.07±110.03 0.96±0.46

0.83±0.12 1.54±0.28 2096.72±581.43 492.91± 79.27 0.76±0.25

1.36±0.16

2.09±0.28

a

2864.16±347.87

a

370.47±119.65 0.68±0.27

20%牵张组 1.07±0.29 1.81±0.42 2376.31±372.25 263.02± 30.05

1.68±0.13

a

0.89±0.22 1.63±0.20

2654.18±307.60

a

367.43± 45.31

1.61±0.03

a

0.87±0.17

2.48±0.16

a

3902.46±470.56

a

716.08± 69.27

a

1.78±0.21

a

1.58±0.10

a

2.85±0.52

a

3401.08±439.60

a

1117.64±237.54

a�

2.15±0.40

a

时间

1

3�h 0.95±0.08

6�h 0.82±0.10

12�h 0.78±0.23

24�h 0.79±0.17

3�h 1.28±0.31

6�h 1.24±0.22

12�h 1.08±0.28

24�h 0.94±0.07

IL-6 ICAM-1 IL-6（ng/L）

1 590.04±29.28

0.82±0.12 635.55±31.61

1.08±0.32 611.73±49.32

1.30±0.13 581.68±74.22

1.31±0.08 614.12±68.82

1.07±0.36 588.26±47.83

1.16±0.14 579.67±85.86

1.62±0.14

a

715.27±39.74

1.90±0.14

a

642.78±79.34

蛋白表达mRNA表达

注：HPAEC：人肺动脉内皮细胞，IL-6/-8：白细胞介素 -6/-8，MCP-1：单核细胞趋化蛋白 -1，

ICAM-1：细胞间黏附分子 -1；与对照组比较，

a

P＜0.05

图 1 不同机械牵张强度下 HPAEC细胞 IL-6、IL-8、MCP-1及 ICAM-1�mRNA表达的变化

注：HPAEC：人肺动脉内皮细胞，IL-6/-8：白细胞介素 -6/-8，MCP-1：单核细胞趋化蛋白 -1；与对照组比较，

a

P＜0.05

图 2 不同机械牵张强度下 HPAEC细胞 IL-6、IL-8及 MCP-1�蛋白表达的变化
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3 讨 论

ARDS 是由多种病因引起的肺水肿和炎症反应

所致的急性呼吸衰竭， 机械通气是此类呼吸危重症

的重要支持手段之一

［

1-2

］

。 然而，机械通气也可以诱

发或加重肺损伤， 导致 VILI 的发生而严重影响

ARDS 患者的预后。 虽然目前应用的小潮气量通气

肺保护性通气策略可以减轻 VILI 的不良影响

［

7-8

］

，

但仍然不可避免 VILI 的发生。

VILI 的主要特征是炎性细胞及化学趋化因子

浸润、肺泡 - 毛细血管通透性增高等，最终对肺通

气换气造成损伤

［

3-6

］

。 多项研究表明过度牵拉肺组织

会使异常的机械力作用于细胞， 激活细胞内信号转

导通路，进而导致一系列炎症介质如 IL-8、MCP-1、

ICAM-1 等升高，加重炎症反应

［

9-13

］

。 因此，深入研究

机械力学刺激导致或加重肺损伤的炎症反应机制，

阻断机械力作用所导致的细胞内信号转导途径的激

活，减少炎症介质的产生，对于预防 VILI 的发生发

展有着重要的作用。既往的研究表明，除肺泡上皮细

胞外，肺血管内皮细胞也是 VILI 发病机制中重要的

靶细胞之一

［

14-15

］

，目前的研究大部分局限于对肺泡

上皮的探讨

［

10

，

16-17

］

，而对肺血管内皮的研究则相对缺

乏， 故本研究主要针对机械牵张对肺血管内皮的作

用展开研究。

对 VILI 的研究多采用动物或离体肺脏模型，由

于肺结构形态和力学特性的复杂性， 很难在器官水

平解释炎症介质的来源， 所以对其深入研究具有一

定的局限性。 而体外细胞牵张模型则可排除非研究

因素的影响，细胞力学的发展也使得 VILI 机制可以

从细胞水平得到进一步的阐明。 为进一步了解 VILI

的发病机制，本研究应用 Flexcell 加载装置，模拟在

体机械通气所致的肺部血管内皮细胞受到的牵张应

力。 文献显示，8%～12%机械牵张强度牵张肺泡上

皮细胞会使得细胞表面积增加 25%，相当于生理性

机械通气； 而 17%～22%机械牵张强度会使得细胞

表面积增加 37%～50%， 相当于病理性大潮气量机

械通气并可导致细胞的死亡

［

18-20

］

。基于上述研究，本

实验选择 10%牵张强度模拟肺保护性机械通气，而

20％牵张强度则模拟大潮气量机械通气。

本研究结果显示， 机械牵张应力可诱导肺动脉

内皮细胞 IL-8、MCP-1、ICAM-1 的 mRNA及蛋白表

达，且表达随着机械牵张应力的增大而上调，这与以

往的研究结果

［

9

，

12

］

相类似，提示机械牵张可以诱导多

种细胞因子参与炎症反应， 因而我们推测，IL-8、

MCP-1 及 ICAM-1 可能在 VILI 的发病机制中起着

重要作用。但本研究发现机械牵张并未引起 IL-6 表

达的增加， 这可能是由于不同的细胞类型对于机械

牵张的反应有所不同。

综上所述， 本结果显示机械牵张肺动脉内皮细

胞可以促进 IL-8、MCP-1、ICAM-1 的 mRNA 表达，

进而引起蛋白表达增加， 这可能是机械通气致肺损

伤的发病机制之一。 但其中涉及哪些转录因子和信

号通路，有待于进一步的研究证实。深入研究机械牵

张调控细胞因子转录和表达的机制， 将有助于丰富

和完善 VILI 发病机制的理论，为探索新的防治方法

提供思路。
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ICAM-1：细胞间黏附分子 -1，茁-actin：茁-肌动蛋白

图 3 蛋白质免疫印迹试验检测不同牵张应力下人肺动脉

内皮细胞牵张不同时间点 ICAM-1 的蛋白表达
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谷氨酰胺和抗氧化剂并不能使重症患者获益：一项多中心临床试验

重症患者往往有不同程度的氧化应激，理论上补充谷氨酰胺和抗氧化剂可能会使患者获益，但目前的研究结果尚不一致，

为此，加拿大研究人员进行了一项双盲 2×2析因试验。研究人员将来自澳大利亚、美国及欧洲的 40个重症监护病房（ICU）中的

1223 例存在多器官衰竭并需要机械通气的重症患者随机分为谷氨酰胺或抗氧化剂治疗组和安慰剂对照组。 患者在入住 ICU�

24��h内就通过肠外及肠内途径补充谷氨酰胺或抗氧化剂。 主要的评价指标是患者 28�d病死率。 结果发现：与对照组相比，接受

谷氨酰胺或抗氧化剂治疗的患者 28�d病死率有升高趋势〔32.4%比 27.2%，优势比（OR）为 1.28，95%可信区间（95%CI）为 1.00～

0.64，P＝0.05〕；院内病死率及 6 个月内病死率也明显升高；谷氨酰胺对器官衰竭或感染相关性并发症的发生率没有影响，抗氧

化剂对患者 28�d 病死率没有影响（30.8%比 28.8%，OR 为 1.09，95%CI 为 0.86～1.40，P＝0.48）。 各组严重不良事件发生率并无

显著差异（P＝0.83）。 因此，研究人员认为，早期应用谷氨酰胺或抗氧化剂并不能改善重症患者的临床预后；而且谷氨酰胺还可

能会增加多器官衰竭患者的死亡风险。

罗红敏，胡森，编译自《N�Engl�J�Med�》，2013，368（16）：1489-1497

普遍去定植策略能更有效地防止重症监护病房内的感染

在重症监护病房（ICU）采取有针对性的目标细菌去定植策略〔筛选、分离耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）携带者并对其

进行去定植〕和普遍性的细菌去定植策略都是预防医疗相关性感染的候选策略，这对于 MRSA引起的感染尤其重要。为此，美国

研究学者进行了一项群组随机试验， 旨在比较不同的感染控制策略的优劣。 研究人员将入选的医院随机分为 3 个不同的策略

组：MRSA 筛查和分离策略组、有针对性的细菌去定植策略组、普遍的细菌去定植策略组。 结果：共有 43 家医院、74 个 ICU、

74�256例患者入选。 与基线水平比较，干预期间临床分离出 MRSA的风险比在 MRSA筛查和分离策略组为 0.92，有针对性的细

菌去定植策略组为 0.75，普遍的细菌去定植策略组为 0.63，P 值均为 0.01。 此外，与基线水平比较，在干预期间任何病原体引起

的血流感染在 3 组中的危险比分别为 0.99、0.78 和 0.56（均 P＜0.001）；与其他两个策略组相比，普遍的细菌去定植策略组能显

著降低血流感染的发生率。 研究人员据此得出结论， 在 ICU的常规诊疗过程中， 普遍的细菌去定植措施能更有效地减少临床

MRSA的检测率和任何病原体引起的血流感染率。

罗红敏，胡森，编译自《N�Engl�J�Med�》，2013，368（24）:2255-2265

年轻脑卒中存活患者远期死亡风险高

有关年轻卒中（年龄 18～50岁）存活患者远期死亡情况的数据不多，而且往往仅限于缺血性脑卒中；此外，与首次卒中无关

的死亡情况往往未被统计。 为此，荷兰研究人员进行了一项前瞻性队列研究，旨在了解年轻卒中存活患者远期的死亡情况及其

死因。 研究对象为 1980 年 1 月 1 日至 2010 年 11 月 1 日期间收住于荷兰内梅亨大学医学中心的短暂性脑缺血发作（TIA，262

例）、缺血性脑卒中（606 例）或颅内出血（91 例）患者，年龄 18～50 岁；中位随访期为 11.1 年；主要评价指标为发病 30�d 后存活

患者的 20年累计死亡情况。 结果共有 193 例患者（20.1%）在随访期间死亡，其中 TIA 患者 20年累计死亡风险为 24.9%〔95%可

信区间（95%CI）为 16.0%～33.7%〕，缺血性脑卒中患者为 26.8%（95%CI 为 21.9%～31.8%），颅内出血患者为 13.7%（95%CI 为

3.6%～23.9%）。与普通人群相比，脑卒中患者死亡风险有所升高，TIA 患者标准化死亡比为 2.6（95%CI为 1.8～3.7），缺血性脑卒

中患者为 3.9（95%CI为 3.2～4.7），颅内出血患者为 3.9（95%CI为 1.9～7.2）。 在缺血性脑卒中患者中，男性患者 20 年累计病死

率要高于女性患者（男性 33.7%，95%CI为 26.1%～41.3%；女性 19.8%，95%CI为 13.8%~25.9%）。因此，研究人员得出结论，与普

通人群相比，年轻脑卒中患者 20 年死亡风险有所升高，这应该引起临床医生的重视。

罗红敏，胡森，编译自《JAMA�》，2013，309（11）：1136-1144
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