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嗜铬粒蛋白 A 衍生多肽 CGA

47-66

抑制脓毒症血清所致

血管内皮细胞高通透性的研究

古妮娜 张丹 罗丽 陈晓迎 谢明 刘景仑 姜丽萍

【摘要】 目的 观察嗜铬粒蛋白 A 衍生多肽 CGA

47-66

（Chromfungin，CHR）对脓毒症患者血清引起的血管

内皮细胞高通透性的影响。方法 分别用 CHR、脓毒性休克患者血清、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）作用于人脐静

脉内皮细胞株 EA.hy926，采用四甲基偶氮唑盐（MTT）比色法、Transwell 小室法测定 EA.hy926 的活性〔吸光度

（A）值〕和通透性（A值），免疫荧光法镜下观察细胞纤维肌动蛋白（F-actin）的形态和分布。结果 与空白对照组

比较，1、10、100�nmol/L�CHR 对 EA.hy926 细胞活性无明显影响（A 值：1.219±0.253、1.179±0.065、1.179±0.062

比 1.306±0.162，均 P＞0.05），而 1�000�nmol/L�CHR 对 EA.hy926 细胞活性有显著抑制作用（A 值：1.049±0.256�

比 1.306±0.162，t＝-2.390，P＝0.031）。与空白对照组比较，1、10、100�nmol/L�CHR 作用下 EA.hy926细胞通透性

明显降低（A值：1.619±0.324、1.496±0.356、1.132±0.280 比 2.315±0.440，P＜0.05 或 P＜0.01）；脓毒性休克患

者血清或 TNF-琢 单独作用下 EA.hy926 细胞通透性明显升高（血清组 A值：1.204±0.248 比 0.277±0.017，P＜

0.01；TNF-琢 组 A值：2.485±0.113 比 1.602±0.679，P＜0.05）；1、10、100�nmol/L 的 CHR既可明显降低脓毒性休

克患者血清引起的高通透性（A 值：0.299±0.065、0.224±0.028、0.131±0.015 比 1.204±0.248，均 P＜0.01），也

可明显降低 TNF-琢 引起的高通透性（A值：1.995±0.394、1.920±0.096、1.744±0.475 比 2.485±0.113，P＜0.05

或 P＜0.01），且在 1～100�nmol/L范围内，CHR的上述作用呈现一定的剂量依赖性。 与空白对照组比较，脓毒性

休克患者血清或 TNF-琢 单独作用下，F-actin 细胞骨架发生明显重组和再分布，应力纤维形成增多，而 CHR 可

以抑制上述变化的发生。 结论 CHR 可以抑制脓毒性休克患者血清引起的血管内皮细胞的高通透性，且呈现

一定的剂量依赖性，其机制与抑制 TNF-琢 的作用有关。

【关键词】 嗜铬粒蛋白 A； 嗜铬粒蛋白 A 衍生多肽； 血管内皮细胞； 人脐静脉内皮细胞株 EA.

hy926； 内皮细胞通透性； 脓毒症
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【

Abstract

】

Objective To�explore�the�role�of�chromogranin�A�（CGA） derived�peptide�CGA

47-66

�（Chromfungin，

CHR） on� septic� serum� induced� high� permeability� of� vascular� endothelial� cells.�Methods Human� umbilical� venous�

endothelial�cell�line�（EA.hy926�cells）was�exposed�to�CHR， serum�of�septic�shock�patient， and�tumor�necrosis�factor-琢

（TNF-琢） respectively.�Methyl� thiazolyl� tetrazolium� （MTT） method， Transwell� assay� and� immunofluorescence� were�

performed�to�determine�cell�viability�〔absorbance�（A） value〕， permeability�of�monolayer�endothelial�cells�（A�value），

and�the�morphological�characteristic�and�distribution�of�F-actin�respectively.�Results Compared�with�the�blank�control�

group， when�EA.hy926�were�exposed�to�CHR�with�1， 10， 100�nmol/L�the�cell�activity�was�not�significantly�affected�

（A�value： 1.219±0.253， 1.179±0.065， 1.179±0.062�vs.�1.306±0.162， all�P＞0.05）， while�when� the�cells�was�

exposed�to�CHR�in�1�000�nmol/L�the�cell�activity�was�significantly�inhibited�（A�value： 1.049±0.256�vs.�1.306±0.162，

t＝-2.390， P＝0.031）.�Compared�with�blank�control�group， when�the�cells�were�exposed�to�CHR�of�1， 10， 100�nmol/L�

a� significant� decrease� in� permeability� in� EA.hy926� cells� was� observed� （A� value： 1.619±0.324， 1.496±0.356，

1.132±0.280�vs.�2.315±0.440， P＜0.05�or�P＜0.01）.�Treatment�of� septic� shock�patient's� serum�or�TNF-琢 to�EA.

hy926�produced�an�obvious�increase�in�its�permeability�（septic�serum�group��A�value： 1.204±0.248�vs.�0.277±0.017，

P＜0.01； TNF-琢 group�A�value： 2.485±0.113�vs.�1.602±0.679， P＜0.05）.�High-permeability�induced�by�TNF-琢 or�

septic� shock�patient's� serum�was� alleviated�by�CHR� in� the� concentration� of� 1， 10， 100�nmol/L� in� a� dose-dependent�

manner�（septic�serum�+�CHR�group�A�value： 0.299±0.065， 0.224±0.028， 0.131±0.015�vs.�1.204±0.248； TNF-琢 +�

CHR�group�A�value： 1.995±0.394， 1.920±0.096， 1.744±0.475�vs.�2.485±0.113， P＜0.05�or�P＜0.01）.�Under�a�
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laser�scanning�confocal�microscope， it�was�found�that�the�F-actin�cytoskeleton�of�EA.hy926�cells�was�redistributed， and�

more� stress� fibers� were� found� in� the� septic� shock� patient's� serum� group� and� TNF-琢 group， while� CHR� obviously�

alleviated� the� above� effects� induced� by� septic� shock� patient's� serum� or� TNF-琢.�Conclusion In� a� dose-dependent�

manner， CHR�may�inhibit�increased�permeability�of�vascular�endothelial�cells�induced�by�septic�shock�patient's�serum，

its�underlying�mechanism�may�be�related�to�inhibition�of�the�effect�of�TNF-琢.

【
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】
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在脓毒症的病理生理过程中， 血管内皮细胞损

伤起到了重要作用。 脓毒症的发生是由感染引起的

全身炎症反应综合征（SIRS）所致，大量炎症介质引

起血管内皮细胞损伤，血管通透性增加，进而导致组

织水肿、缺氧及有效循环不足等，严重时导致多器官

功能衰竭

［

1-2

］

。 迄今为止，对于脓毒症对血管内皮细

胞通透性增高的病理机制尚未阐明， 是脓毒症诊治

过程中的“瓶颈”

［

3-4

］

。

在脓毒症患者的应激反应中， 肾上腺起着关键

作用。 嗜铬粒蛋白 A（CGA）是肾上腺髓质中含量最

多的激素前蛋白，在应激反应时大量分泌入血，具有

多个裂解位点，可生成一系列具有生物活性的多肽，

发挥重要的生理作用

［

5

］

。 本课题组前期研究和欧洲

近期的一项大样本多中心研究显示， 包括严重脓毒

症在内的重症患者，其血浆 CGA 浓度升高，且与患

者的预后密切相关， 可作为预测重症患者预后的独

立指标

［

6-9

］

。 已知 CGA 的 NH

2

- 端衍生多肽 CGA

1-76

（Vasostatin-1）对心血管系统有显著的调节作用，如

负性肌力作用、抑制结肠平滑肌收缩等。 CGA

1-76

能

抑制炎症介质肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）引起的人

脐静脉内皮细胞高通透性和肝脏血管外渗

［

10-12

］

。

本课题组的前期研究表明，CGA 的衍生多肽

CGA

47-66

被命名为 Chromofungin（CHR），为细胞穿透

性多肽（CPP）家族成员，具有抗真菌活性作用，能诱

发中性粒细胞（PMN）的 Ca

2+

内流

［

13-14

］

。 CHR�可构成

两性的 琢 螺旋结构， 这种结构在体内有重要作用，

CHR 的一级结构在多种种属完全保守， 是 CGA

1-76

的重要基团。本研究将探讨 CHR 是否具有改善脓毒

症患者血清引起的内皮细胞高通透性的作用。 本实

验以人血管内皮细胞株 EA.hy926 为研究对象，分别

用脓毒性休克患者血清、TNF-α 和 CHR 作用于血

管内皮细胞， 观察细胞通透性以及相关标志物的表

达， 以期明确 CHR 对血管内皮细胞通透性的影响，

报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料： 人工合成多肽 CHR 由上海科肽生物科

技有限公司合成；人脐静脉内皮细胞株 EA.hy926 购

于上海中国科学院细胞库；RPMI1640 培养液购于

美国 Hyclone 公司；胎牛血清（FBS）、重组人 TNF-琢、

罗丹明 - 鬼笔环肽（Rhodamine-Phalloidin）、辣根过

氧化物酶（HRP）、辣根过氧化物酶底物显色液

（TMB）等均购于美国 Sigma 公司；Transwell 小室购

于美国 Millproe 公司。

1.2 细胞培养：将 EA.hy926 细胞置于含 10%FBS

的RPMI1640 培养基中， 于 37�℃、5%CO

2

培养箱中

培养，应用 0.25%胰酶 - 乙二胺四乙酸（EDTA）液消

化细胞进行细胞传代。

1.3 四甲基偶氮唑盐（MTT）比色法检测细胞活

性

［

15-16

］

： 选取生长状态良好的 EA.hy926 细胞，以

1×10

4

个 / 孔接种于 96 孔板中，置恒温培养箱中培

养 24�h，细胞贴壁呈单层生长。 采用不同浓度 CHR

（1、10、100、1�000�nmol/L）分别作用 24�h 后，每孔加

入 MTT（5�g/L）20�滋L 培养 4�h， 再加入二甲基亚砜

（DMSO）150�滋L 作用 15�min， 用酶标仪测定吸光度

（A）值。 实验重复 5 次，取均值。

1.4 Transwell 小室法检测细胞通透性

［

17-18

］

：将

400�滋L�EA.hy926 细胞以 5×10

4

个 / 孔的密度接种

在 Transwell 小室（直径 6.5�mm，孔径 0.4�滋m）的上

室；待其铺满单层，上室加入不同浓度 CHR（1、10、

100、1�000�nmol/L） 分别单独作用或与 400�滋L 脓毒

性休克患者血清共同作用 1�h， 或先用不同浓度

CHR 作用 30�min 后再加入 TNF-琢 作用 24�h。 待药

物作用后， 上室加入 50�mg/L 的 HRP、 下室加入

500�滋L的无血清培养液，2�min 后收集下室液体以

10�滋L/ 孔置于 96 孔板中， 加入 200�滋L�TMB 显色

液，15�min 后用酶标仪测定 A 值， 用 A 值反映血管

内皮细胞的相对通透性。 实验重复 5 次，取均值。

1.5 细胞免疫荧光及激光共聚焦显微镜下观察

EA.hy926 细胞纤维肌动蛋白（F-actin）的形态和分

布

［

16

，

19-21

］

：将 EA.hy926 细胞种植于铺有 8�mm

2

�玻片

的 24 孔板中，待其铺满 70%～80%时，用脓毒性休

克患者血清和 / 或 100�nmol/L�CHR 作用 1�h，或先用

100�nmol/L�CHR 作用 30�min 后再加 TNF-琢 作用

24�h，用 3.7%多聚甲醛室温下固定细胞 15�min。 取

出已固定好的细胞爬片， 加入 1%牛血清白蛋白

（BSA，封闭血清），在 37�℃恒温箱中封闭 30�min；接
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着在避光情况下加入 5�滋g/mL 罗丹明 - 鬼笔环肽，

37�℃恒温下染色 1�h； 最后加入 1�滋g/mL�4，6- 二脒

基 -2- 苯吲哚盐酸核苷酸染料（DAPI）作用 10�min，

以 50%甘油封片，激光共聚焦显微镜下观察。

1.6 统计学处理：计量资料以均数±标准差（x±s）

表示， 两样本均数比较用 t 检验，P＜0.05 为差异有

统计学意义。 采用 SPSS�17.0 软件和 SigmaPlot�10.0

分别进行统计分析和做图。

2 结 果

2.1 细胞形态（图 1）：EA.hy926 细胞呈梭形或椭圆

形，细胞界限清晰，并以典型的“铺路石”状排列，细

胞间紧密连接，间隙致密。

图 1 倒置显微镜下观察人脐静脉内皮细胞株 EA.hy926的形

态 EA.hy926细胞呈梭形或椭圆形，以“铺路石”状排列，细胞

紧密连接 低倍放大

2.2 不同浓度 CHR 对 EA.hy926 细胞活性的影响

（图 2）： 与空白对照组相比，1、10、100�nmol/L�CHR

对 EA.hy926 细胞活性无明显影响（均 P＞0.05），而

1�000�nmol/L 的 CHR 对 EA.hy926 细胞活性有显著

抑制作用（t＝-2.390，P＝0.031）。

2.3 不同浓度 CHR 对 EA.hy926 细胞通透性的影

响：与空白对照组相比，在 1、10、100�nmol/L�CHR 作

用下，EA.hy926 细胞的通透性明显降低（P＜0.05 或

P＜0.01；图 3A）；在脓毒性休克患者血清或 TNF-琢

单独作用下，EA.hy926 细胞通透性均明显增加

（P＜0.01和 P＜0.05；图 3B～3C）。 但是在脓毒性休

克患者血清中加入 1、10、100�nmol/L�CHR 作用下的

EA.hy926 细胞通透性较脓毒性休克患者血清单独

作用时明显降低（均 P＜0.01；图 3B）；在 TNF-琢 中

加入 1、10、100�nmol/L�CHR 作用下的 EA.hy926 细

胞通透性较 TNF-琢 单独作用时明显降低（P＜0.05

或 P＜0.01；图 3C）。

2.4 CHR 对 EA.hy926 细胞 F-actin 形态和分布的

影响（图 4）：免疫荧光显微镜下观察，空白对照组

F-actin 主要分布于细胞周边和胞膜内侧，其分布致

密带线条完整连续，细胞边界清晰；脓毒性休克患者

血清组、TNF-α 组细胞外周 F-actin 分布致密带边

缘毛糙不规整，细胞边界不可辨认，应力纤维形成

增多；而 CHR 组、脓毒性休克患者血清 +�CHR 组、

注：CHR为嗜铬粒蛋白 A衍生多肽，TNF-α为肿瘤坏死因子 -α；与空白对照组相比，

a

P＜0.05，

b

P＜0.01；

与相应脓毒性休克患者血清组或 TNF-α组相比，

c

P＜0.01，

d

P＜0.05

图 3 不同浓度 CHR单独或与脓毒性休克患者血清 /重组人 TNF-α共同作用对人脐静脉内皮细胞株 EA.hy926通透性的影响

注：CHR为嗜铬粒蛋白 A衍生多肽

图 2 不同浓度 CHR对人脐静脉内皮细胞株

EA.hy926活性的影响
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TNF-琢+CHR 组的 F-actin 分布致密带边缘较规整，

细胞边界较清晰，应力纤维形成较少。

3 讨 论

内皮细胞是脓毒症患者炎症反应的重要靶向细

胞， 血管内皮细胞通透性异常是严重脓毒症患者发

生呼吸、 循环及肝肾等重要器官功能衰竭的关键环

节

［

22-23

］

。 因此，如何有效地调节血管内皮细胞通透

性，是脓毒症患者治疗的一个突破点

［

24-25

］

。

脓毒症患者发生 SIRS， 引起一系列应激反应，

通过激活下丘脑 -垂体 -肾上腺皮质（HPA）轴和交

感肾上腺髓质系统，引起肾上腺髓质激素 CGA 表达

上调。 已知 CGA

1-76

具有抑制 TNF-α 引起的血管内

皮细胞高渗透性以及肝脏血管外渗等作用

［

11-12

］

。

CHR 作为CGA

1-76

的核心功能基团， 比 CGA

1-76

更

短，容易合成及应用于临床，因此，本研究关注 CHR

对脓毒性休克患者血清所导致血管内皮细胞高通透

性的影响。

本研究结果表明， 脓毒性休克患者的血清和

TNF-α 均能引起血管内皮细胞通透性明显增加。 免

疫荧光检测结果进一步显示， 脓毒性休克患者血清

和 TNF-α 的作用相似，可引起 F-actin 重新分布、细

胞骨架形态改变、 细胞应力纤维增加等。 现已明确

TNF-α 等炎症介质可通过不同的 Rho 关联含卷曲

螺旋蛋白激酶（Rho/ROCK）

［

26

］

和 p38 丝裂素活化蛋

白激酶（p38MAPK）

［

27

］

等信号途径，引起 F-actin 的

重排和细胞应力纤维增加，进而引起细胞收缩，细胞

通透性增加

［

28-29

］

。 这提示脓毒性休克患者血清引起

的血管内皮细胞通透性改变可能与 TNF-α 等炎症

介质对血管内皮细胞的作用有关。

本研究结果还表明，在体外实验中，人工合成多

肽 CHR 能够改善血管内皮细胞的通透性，且能有效

抑制脓毒性休克患者血清引起的高通透性； 同时免

疫荧光结果也显示 CHR 可以抑制患者血清引起血

管内皮细胞内应力纤维的形成。并且 CHR 也能抑制

TNF-α 引起的血管内皮细胞通透性和血管内皮细

胞应力纤维的形成。

另外，本研究结果显示，人工合成多肽 CHR 的

上述作用在 1～100�nmol/L 范围内呈现一定的剂量

依赖性。 本课题组的前期研究显示，血浆 CGA 的正

常范围为 0.5～2.0�nmol/L，在严重脓毒症患者中，血

浆 CGA的浓度可以较健康者大幅度增加，最高达到

20～35�nmol/L，同时血浆中 CGA

1-76

的浓度可以达到

2.6�nmol/L

［

7

，

30-31

］

。 在体外实验中，CHR 对内皮细胞通

透性影响的有效浓度范围，从血浆 CGA 的正常生理

浓度到严重脓毒症患者中代偿性增高可以达到甚至

更高的浓度，且呈现剂量依赖性的特征。 有趣的是，

在 CHR 浓度高达 1�000�nmol/L时对血管内皮细胞通

透性的改善作用不明显，具体原因不清楚，可能与高

浓度 CHR 对内皮细胞的细胞毒性作用有关。

值得一提的是，CHR 对脓毒性休克患者血清和

TNF-α 引起的高血管内皮细胞通透性抑制作用表

现出相似的剂量依赖性规律，提示 CHR 缓解脓毒症

引起的血管内皮细胞通透性增高的作用可能部分通

过抑制 TNF-α 引起的血管内皮细胞高通透性改变

来实现，但其具体机制还需要进一步研究阐明。

肾上腺应激反应分泌大量的 CGA，对改善脓毒

症引起的血管内皮细胞通透性增加起着重要的作

用

［

32-33

］

。 本研究结果表明，CGA 衍生多肽 CHR 对脓

图 4 免疫荧光显微镜下观察嗜铬粒蛋白 A 衍生多肽（CHR）

对人脐静脉内皮细胞株 EA.hy926 纤维肌动蛋白（F-actin）形

态和分布的影响 红色部分表示 F-actin， 蓝色部分标记细胞

核；水平箭头示应力纤维，垂直箭头示细胞边界、细胞间隙；空

白对照组（a）F-actin分布致密带线条完整连续， 细胞边界清

晰；脓毒性休克患者血清组（b）和肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）组

（c）细胞外周 F-actin 分布致密带边缘毛糙不规整，细胞边界

不可辨认，应力纤维形成增多；CHR组（d）、脓毒性休克患者血

清 +100�nmol/L�CHR 组（e）、TNF-α+100�nmol/L�CHR 组（f）

F-actin分布致密带边缘较规整，细胞边界较清晰，应力纤维形

成较少 高倍放大

5b 5c

5d 5e

5f 5g

61!n� 61!n�

61!n� 61!n�

61!n� 61!n�
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毒性休克患者血清和 TNF-α 引起的血管内皮细胞

高通透性的抑制作用， 再次证实肾上腺髓质应激激

素对重症患者 SIRS的调节作用。

脓毒性休克患者血清中含有大量炎症介质，如

TNF-α、白细胞介素 -1（IL-1）、凝血酶等

［

34-35

］

，这些

炎症介质共同作用于血管内皮细胞， 引起渗透性改

变

［

36-38

］

，因此需要在更多的内皮细胞株中，针对更多

的其他炎症因子进一步探讨 CHR 对炎症引起血管

内皮细胞高通透性的作用和机制。同时，本研究为体

外实验，有必要在体内试验中进行验证。

总之，肾上腺重要应激激素 CGA 及其衍生多肽

在脓毒症炎症反应中作用的深入探讨， 有利于从神

经 - 内分泌免疫网络的角度，为脓毒症病理过程中

血管内皮细胞的稳态调节、 正常功能维持等提供了

新的思路。
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