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【摘要】 目的 探讨多药耐药相关蛋白 4（MRP4）基因过表达对脂多糖（LPS）诱导大鼠肺微血管内皮细

胞（PMVECs）渗透性的影响及其分子机制。方法 体外培养 PMVECs 细胞，待细胞传至 3～6 代后分为 3组：

LPS 组无血清培养基培养 24 h 后，用 10 μg/mL LPS 刺激细胞；Ad-shRNA 组用腺病毒空白载体转染细胞 2 h，
无血清培养基培养 24 h 后，用 10 μg/mL LPS 刺激细胞；Ad-MRP4 组用携带MRP4 的重组腺病毒载体转染细
胞 2 h，无血清培养基培养 24 h 后，用 10 μg/mL LPS 刺激细胞。于 LPS 刺激 2、6、12、24 h 采用 Transwell 小室
法检测单层细胞渗透性；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测细胞内环磷酸腺苷（cAMP）水平；激光共聚焦荧

光显微镜下观察细胞内纤维型肌动蛋白（F-actin）形态及分布情况。于 LPS 刺激 12 h 收集细胞，采用蛋白质免

疫印迹试验（Western Blot）检测 PMVECs 中 MRP4、β-连环蛋白（β-catenin）、血管内皮 -钙黏蛋白（VE-cad）

和紧密连接蛋白（ZO-1）的表达水平。结果 ① LPS 刺激后 PMVECs 细胞渗透性及细胞内 cAMP 水平逐渐增

加，12 h 达到高峰，24 h 开始下降。用携带MRP4 的重组腺病毒载体转染 PMVECs 后，细胞渗透性较 LPS 组及 

Ad-shRNA 组显著增加〔12 h 渗透性（A值）：1.88±0.06 比 1.12±0.17、1.10±0.18〕，细胞内 cAMP 水平显著降低 
〔12 h cAMP（μg/L）：2.39±0.02 比 2.97±0.01、3.00±0.02，均 P＜0.05〕；而 LPS 组与 Ad-shRNA 组各时间点各
指标差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。② 激光共聚焦荧光显微镜下显示，3组细胞均出现 F-actin 重构、应力
纤维形成，但Ad-MRP4组细胞破坏程度较LPS组和Ad-shRNA组更加严重。③ 与LPS组和Ad-shRNA组比较，

Ad-MRP4 组 PMVECs 中 MRP4 蛋白表达显著上调（灰度值：0.76±0.03 比 0.44±0.02、0.43±0.02，均 P＜0.05），
β-catenin、VE-cad 和 ZO-1 蛋白表达显著下调〔β-catenin（灰度值）：0.14±0.03 比 0.23±0.04、0.23±0.03；
VE-cad（灰度值）：0.21±0.01 比 0.34±0.02、0.35±0.04；ZO-1（灰度值）：0.14±0.02 比 0.37±0.06、0.33±0.07，
均 P＜0.05〕；而 LPS 组与 Ad-shRNA 组间各蛋白表达差异无统计学意义（均 P＞0.05）。结论 MRP4 基因过

表达可降低细胞内 cAMP 水平，下调细胞间连接蛋白表达，从而增加 LPS 诱导的血管内皮渗透性。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of multidrug resistance protein 4 (MRP4) overexpression on 
lipopolysaccharide (LPS)-induced vascular endothelial hyperpermeability of rat pulmonary micro-vascular endothelial 
cells (PMVECs) and its molecule mechanism. Methods Three to six passages of PMVECs were cultured in vitro, 
and they were divided into three groups: the cells in LPS group were only challenged by LPS 10 μg/mL after being 
cultured in serum-free medium for 24 hours; the cells in Ad-shRNA and Ad-MRP4 groups were infected with the 
empty virus control or recombinant adenovirus expressing MRP4 for 2 hours, and then were cultured in serum-free 
medium for 24 hours followed by stimulation of LPS 10 μg/mL. Endothelial permeability was assayed by the Transwell 
chamber models at 2, 6, 12, and 24 hours after LPS stimulation. Intracellular cyclic adenosine monophosphate 
(cAMP) levels were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The morphological characteristics and 
distribution of F-actin was determined by laser confocal fluorescence microscope. The protein expressions of MRP4, 
β-catenin, vascular endothelium-cadherin (VE-cad) and ZO-1 were measured by Western Blot. Results ① After 
LPS stimulation, endothelium permeability and intracellular cAMP levels in PMVECs were significantly increased, 
peaked at 12 hours, and then decreased after 24 hours. Compared with LPS group and Ad-shRNA group, PMVECs 
of Ad-MRP4 group were exhibited a significant increase in endothelial permeability [12-hour permeability (A value): 
1.88±0.06 vs. 1.12±0.17, 1.10±0.18] and a significant decrease in intracellular cAMP level [12-hour cAMP (μg/L): 
2.39±0.02 vs. 2.97±0.01, 3.00±0.02, all P < 0.05]. There was no significant difference in endothelium permeability 
and intracellular cAMP levels at all time points between the LPS group and the Ad-shRNA group (all P > 0.05).  
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② Under laser confocal fluorescence microscope, after LPS stimulation, the stress fiber formation was induced in three 
groups. But there were pronounced irregular aggregation of fiber in PMVECs of Ad-MRP4 group. ③ Furthermore, 
compared with LPS group and Ad-shRNA group, protein expression of MRP4 in Ad-MRP4 group was dramatically 
increased (gray value: 0.76±0.03 vs. 0.44±0.02, 0.43±0.02, both P < 0.05), and the protein expressions of β-catenin,  
VE-cad, and ZO-1 were significantly decreased [β-catenin (gray value): 0.14±0.03 vs. 0.23±0.04, 0.23±0.03);  
VE-cad (gray value): 0.21±0.01 vs. 0.34±0.02, 0.35±0.04; ZO-1 (gray value): 0.14±0.02 vs. 0.37±0.06, 0.33±0.07,  
all P < 0.05]. There was no significant difference in all protein expressions between the LPS group and Ad-shRNA group  
(all P > 0.05). Conclusion MRP4 overexpression can decrease intracellular cAMP levels, reduce intercellular 
junction protein expression, and then exaggerate LPS-induced vascular endothelial hyperpermeability.

【Key words】 Lipopolysaccharide; Multidrug resistance protein 4; Endothelial permeability; Cyclic adenosine  
monophosphate
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 脓毒症是由于机体对感染和非感染的反应失

控引起的危及生命的多器官功能衰竭，是重症加强

治疗病房（ICU）的常见病症，病死率高［1］。肺脏是

脓毒症时最容易受累的器官，肺微血管内皮细胞

（PMVECs）是肺损伤过程的靶细胞和效应细胞。脂

多糖（LPS）是革兰阴性菌细胞壁的主要构成成分，在

脓毒症早期发生发展过程中起到重要作用，可破坏

PMVECs，导致肺微血管内皮渗透性增高，诱发急性

肺损伤 / 急性呼吸窘迫综合征（ALI/ARDS）［2-3］。

 多药耐药相关蛋白 4（MRP4）主要参与转运环

磷酸腺苷（cAMP），调控细胞内的环核苷酸水平。既

往对 MRP4 的研究主要集中在肿瘤发生发展和耐

药领域，2008 年有研究表明，MRP4 可以调控下游

分子前列腺素，而细胞内前列腺素可以增加内皮细

胞的渗透性［4］。本课题组前期研究也显示，MRP4

抑制剂 MK571 可减轻脓毒症大鼠的肺损伤［5-6］，

但 MRP4 对 PMVECs 内皮渗透性的影响及其机制

尚未完全阐明。因此，本研究中通过重组腺病毒

载体介导的大鼠MRP4 基因（Ad-MRP4）转染大鼠

PMVECs，观察 MRP4 基因过表达对 LPS 诱导的细

胞渗透性、细胞骨架和细胞连接蛋白表达的影响，

探讨MRP4 在脓毒症致肺损伤中的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料与试剂：大鼠 PMVECs 细胞株购于
北京北纳创联生物技术研究院；实验用重组腺病

毒 Ad-MRP4 的构建、包装、扩增、鉴定和纯化，及

滴度为 1×1010 pfu/mL 的 Ad-MRP4 和腺病毒空白
载体 Ad-shRNA 由上海汉恒生物科技有限公司完

成；RPMI 1640 培养基、胎牛血清（FBS）和胰酶购

于美国 Gibco 公司；LPS、辣根过氧化物酶（HRP）、

一抗〔MRP4、紧密连接蛋白（ZO-1）、β-连环蛋白

（β-catenin）、血管内皮 -钙黏蛋白（VE-cad）〕 购于

美国 Sigma 公司；Transwell 小室购于美国 Corning

公司；β-肌动蛋白（β-actin）抗体、异硫氰酸荧光

素（FITC）- 鬼笔环肽染色剂、抗荧光淬灭封片剂购

自武汉谷歌生物科技有限公司。

1.2 PMVECs 传代培养：用含乙二胺四乙酸（EDTA）
的 0.25% 胰酶消化 PMVECs，种植于含 10% FBS 的

RMPI 1640 培养基 6 孔板中，细胞密度 1×105/ 孔，
置于37 ℃、含5% CO2的细胞培养箱，待细胞生长至 

80%～90%进行消化传代，取3～6代细胞用于实验。

1.3 细胞分组及处理：将 6孔板细胞分为 LPS 组、
Ad-shRNA 组、Ad-MRP4 组 3 组。按感染复数值

（MOI）为 50 计算感染病毒量，Ad-MRP4 组用带有

绿色荧光蛋白及大鼠MRP4 基因的重组腺病毒载体

转染细胞 2 h，用不含 FBS 的培养基饥饿 24 h 后加

入 10 μg/mL LPS 刺激；Ad-shRNA 组用带有绿色荧
光蛋白的空基因腺病毒载体转染细胞 2 h，饥饿 24 h

后加入 10 μg/mL LPS 刺激；LPS 组细胞仅饥饿 24 h
后加入 10 μg/mL LPS 刺激。
1.4 Transwell 小室法检测内皮细胞渗透性：取胰
酶消化培养瓶中的细胞，离心后加 1 mL 含 10% FBS

的 RMPI 1640 培养基，取 10 μL 进行细胞计数，按
5×104/ 孔的细胞密度接种于 Transwell 上室，下室
加入 1 mL 含 10% FBS 的培养基；待细胞长满后，上

室加入 10 μg/mL LPS 和 1 μg/mL HRP 共 200 μL，下
室加入 1 mL 完全培养基。分别于 2、6、12、24 h 从

下室取 100 μL（用完全培养基补充）置于 96 孔板中，
每孔加入 3，3'，5，5'- 四甲基联苯胺（TMB）显色液

100 μL，室温避光 30 min 后通过酶标仪在 450 nm 波
长处检测HRP 吸光度（A）值，反映内皮细胞渗透性。
1.5 细胞内 cAMP 水平的检测：各组分别于加入
LPS 2、6、12、24 h 收集细胞，4 ℃离心 10 min，取上

清，-20 ℃保存。采用酶联免疫吸附试验（ELISA）

检测 cAMP 水平，按照试剂盒说明书操作。

1.6 细胞骨架蛋白的观察：将细胞种植于含载玻片
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的 6 孔板上，待细胞融合至 50% 左右，用磷酸盐缓

冲液（PBS）冲洗，4%多聚甲醛固定 15 min，PBS 冲

洗后，用含 1%曲通 X-100 的 PBS 破膜 5 min，PBS

冲洗后加入FITC-鬼笔环肽染色剂PBS 1：400稀释，

室温避光染色 1 h 后，PBS 冲洗 3次，用抗荧光淬灭

封片剂封片，激光共聚焦荧光显微镜下观察纤维型

肌动蛋白（F-actin）分布。

1.7 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细胞
MRP4、β-catenin、VE-cad 和 ZO-1 蛋白表达：各组

细胞于LPS刺激12 h后加入适量RIPA细胞裂解液，

冰上混匀 30 min 后收集液体，4 ℃离心取上清液，

取 20 μL 进行 BCA 蛋白定量，剩余按 1：4加入蛋白
缓冲液，100 ℃恒温加热 10 min 后，-20 ℃冷藏。取

等量蛋白上样，十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS-DAGE）分离，电转至聚偏氟乙烯（PVDF）

膜上，用含吐温的 Tris-HCl 缓冲盐溶液（TBS-T）洗

涤，加含 50 g/L 脱脂奶粉的三羟甲基氨基甲烷 -吐

温缓冲盐溶液（TBST）室温封闭 1 h，加一抗，4 ℃过

夜，TBS-T 洗涤 3次，加入相应二抗（1：1 000 稀释），

室温孵育 1 h，TBS-T 洗涤 3次。采用 Odyssey 双色

红外激光成像系统扫描 PVDF 膜并成像，以目的蛋

白与内参照β-actin 条带的灰度值比值作为目的蛋

白表达量。

1.8 统计学分析：采用 SPSS 20.0 软件分析数据。
先对计量资料进行正态性检验，正态分布的计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，多组间比较采用单
因素方差分析，两两比较采用 LSD-t检验；非正态分
布的计量资料以中位数（四分位数）〔M（QL，QU）〕表
示，多组间比较采用非参数 Kruskal-Wallis H检验，
两组间比较采用Mann-Whitney U检验。P＜0.05 为 
差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 细胞渗透性改变（表 1）：LPS 刺激后 PMVECs
细胞渗透性逐渐增加，12 h 达高峰，24 h 开始下降。

与 LPS 组和 Ad-shRNA 组比较，Ad-MRP4 组细胞

渗透性显著增加（均 P＜0.05）；LPS 组与 Ad-shRNA 
组差异无统计学意义（均 P＞0.05）。
2.2 细胞内 cAMP 水平的变化（表 2）：LPS 刺激后
PMVECs 细胞内 cAMP 水平逐渐升高，12 h 达峰值

后下降。与 LPS 组和 Ad-shRNA 组比较，Ad-MRP4

组各时间点 PMVECs 细胞内 cAMP 水平均显著降低

（均 P＜0.05）；而 LPS 组与 Ad-shRNA 组差异无统
计学意义（均 P＞0.05）。

表 1 脂多糖（LPS）刺激大鼠肺微血管内皮细胞
（PMVECs）不同时间点细胞渗透性的变化（x±s）

组别
孔数
（孔）

细胞渗透性（A值）

2 h 6 h 12 h 24 h

LPS 组 10 0.41±0.04 0.56±0.04 1.12±0.17 0.79±0.02
Ad-shRNA 组 10 0.41±0.03 0.52±0.03 1.10±0.18 0.80±0.04
Ad-MRP4 组 10 0.63±0.02 a 0.81±0.03 a 1.88±0.06 a 1.26±0.08 a

注：LPS 组用 10 μg/mL LPS 刺激细胞，Ad-shRNA 组用腺病毒
空白载体转染细胞 2 h 后用 10 μg/mL LPS 刺激，Ad-MRP4 组用携
带多药耐药相关蛋白 4（MRP4）的重组腺病毒载体转染细胞 2 h 后
用 10 μg/mL LPS 刺激；与 LPS 组和 Ad-shRNA 组比较，aP＜0.05

表 2 脂多糖（LPS）刺激大鼠肺微血管内皮细胞
（PMVECs）不同时间点细胞内 cAMP 水平变化（x±s）

组别
孔数
（孔）

cAMP（μg/L）

2 h 6 h 12 h 24 h

LPS 组 10 2.53±0.05 2.85±0.02 2.97±0.01 2.70±0.02
Ad-shRNA 组 10 2.60±0.02 2.81±0.03 3.00±0.02 2.69±0.02
Ad-MRP4 组 10 2.21±0.04 a 2.32±0.02 a 2.39±0.02 a 2.32±0.02 a

注：cAMP 为环磷酸腺苷；LPS 组用 10 μg/mL LPS 刺激细胞，
Ad-shRNA 组用腺病毒空白载体转染细胞 2 h 后用 10 μg/mL LPS 刺
激，Ad-MRP4 组用携带多药耐药相关蛋白 4（MRP4）的重组腺病毒
载体转染细胞 2 h 后用 10 μg/mL LPS 刺激；与 LPS 组和 Ad-shRNA
组比较，aP＜0.05

2.3 细胞骨架 F-actin 的变化（图 1）：3 组细胞均
出现 F-actin 重构、应力纤维形成，但 Ad-MRP4 组

细胞破坏程度较 LPS 组和 Ad-shRNA 组更严重。

LPS 刺激 2 h，LPS 组和 Ad-shRNA 组 F-actin 分布

较规则；Ad-MRP4 组有无序粗大的应力纤维形成。

LPS 刺激 6 h，3 组膜周边缘均出现 F-actin 致密带；

Ad-MRP4 组膜周边缘 F-actin 致密带更薄，应力纤

维明显。LPS 刺激 12 h，与 LPS 组和 Ad-shRNA 组

比较，Ad-MRP4 组有明显极性的应力纤维，膜周

核周 F-actin 毛糙、细胞间隙增大。LPS 刺激 24 h，

Ad-MRP4 组 F-actin 分布较 LPS 组和 Ad-shRNA

组明显改变，胞质内有粗大极性的应力纤维，膜周

F-actin 稀疏甚至消失。

2.4 细胞 MRP4、β-catenin、VE-cad 和 ZO-1 蛋白
表达的变化（图 2）：与 LPS 组和 Ad-shRNA 组比较，

Ad-MRP4 组细胞MRP4 蛋白的表达水平显著升高，

β-catenin、VE-cad 和 ZO-1 蛋白的表达水平显著

下降（均 P＜0.05）；LPS 组与 Ad-shRNA 组间各蛋
白表达差异无统计学意义（均 P＞0.05）。
3 讨 论

 正常情况下微血管内皮细胞参与体内多种生理

过程，维持血液正常流动状态，调节血管内外物质交

换，发挥屏障作用［7］。目前认为微血管内皮细胞渗

透性增高可导致肺水肿等肺损伤，微血管内皮细胞
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屏障功能的维持在脓毒症治疗中起重要作用［8］。

 调控血管内皮细胞渗透性变化主要涉及两方面

调节因素，即血管内皮细胞形态破环（细胞骨架重构） 

和血管内皮屏障功能破坏。细胞骨架由微管、微丝

和中间纤维构成，微管主要参与细胞内物质运输与

胞质分裂，而微丝则稳定细胞形态，并参与调控细胞

紧密连接和黏附链接［9］。微丝由肌动蛋白（actin）、 

肌球蛋白和肌动蛋白结合蛋白组成，而 actin 是真核

细胞最丰富的蛋白之一，由单聚体 G-actin 和多聚

体 F-actin 两种动态转换构成。当炎性因子 LPS、肿

瘤坏死因子-α（TNF-α）刺激时，F-actin 发生重

组，两者平衡动态紊乱，导致细胞形态改变且影响细

胞内紧密链接和黏附链接，从而引起内皮细胞渗透

性改变［10］。正常内皮细胞呈典型的“鹅卵石”样形

态，F-actin 均匀分布在胞质内接近细胞膜处，胞质

内有明显的密集 F-actin，细胞内极少的应力纤维。

本实验显示，LPS 刺激细胞 12 h F-actin 形态发生改

变，24 h 胞质内 F-actin 形成明显应力纤维，而细胞

边缘 F-actin 致密带变薄；MRP4 过表达组在 LPS 刺

激 6 h F-actin 形态开始改变，12 h 形成明显应力纤

维，膜周边缘 F-actin 变细甚至消失，细胞形态显著

改变。因此，MRP4 过表达加剧了炎性因子对细胞

脂多糖（LPS）组用 10 μg/mL LPS 刺激细胞，Ad-shRNA 组 
用腺病毒空白载体转染细胞 2 h 后用 10 μg/mL LPS 刺激， 
Ad-MRP4 组用携带多药耐药相关蛋白 4（MRP4）的重组 
腺病毒载体转染细胞 2 h 后用 10 μg/mL LPS 刺激； 

β-catenin 为β-连环蛋白，VE-cad 为血管内皮 -钙黏蛋白， 
ZO-1 为紧密连接蛋白，β-actin 为β-肌动蛋白； 
与 LPS 组和 Ad-shRNA 组比较，aP＜0.01，bP＜0.05

图 2 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组大鼠肺微血管
内皮细胞（PMVECs）MRP4、β-catenin、VE-cad 和 ZO-1 蛋白表达
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图 1 激光共聚焦荧光纤维镜下观察各组大鼠肺微血管内皮细胞（PMVECs）中纤维型肌动蛋白（F-actin）的形态变化 LPS 刺激 2 h，脂
多糖（LPS）组和腺病毒空白载体组（Ad-shRNA 组）出现少量应力纤维，F-actin 分布较为有序，呈“花环状”分布；而携带多药耐药相关
蛋白 4（MRP4）的重组腺病毒载体组（Ad-MRP4 组）有无序粗大的应力纤维形成。LPS 刺激 6 h，各组均出现无序应力纤维；Ad-MRP4 
组膜周应力纤维分布紊乱更加明显。LPS刺激12 h，3组膜周边缘F-actin致密带变薄，“花环状”分布破坏；Ad-MRP4组膜周核周F-actin
毛糙细胞间隙增大。LPS 刺激 24 h，3 组 F-actin 膜周核周分布紊乱；Ad-MRP4 组较其他两组极性粗大的应力纤维更多，膜周 F-actin
稀疏消失 FITC- 鬼笔环肽染色 中倍放大
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骨架的重构。细胞间屏障功能主要由细胞间黏附连

接和紧密连接调控。紧密连接通过密封蛋白和闭合

蛋白在膜周与 F-actin 相连，维持细胞的极性，防止

分子、离子穿过细胞间隙。黏附链接主要由钙依赖

性黏附素构成，相邻细胞间的 VE-cad 通过“Z”字

形连接形成抛锚状态，并在细胞内通过β-catenin、

p120-catenin 等连接 F-actin［11］。本研究结果显示，

Ad-MRP4 组紧密连接蛋白 ZO-1 和黏附链接蛋白

VE-cad、β-catenin 表达较 LPS 组和 Ad-shRNA 组

显著下调，提示MRP4 过表达通过降低细胞间连接

蛋白表达加剧 LPS 诱导的细胞屏障功能破坏。

 LPS 为脓毒症早期炎症反应的主要分子。有研

究结果显示，LPS 可降低细胞内 cAMP 水平，进而调

节下游的效应蛋白分子，影响微血管内皮细胞渗透

性［12］。细胞内 cAMP 水平降低是导致内皮细胞形

态改变和屏障功能紊乱的关键。cAMP 及其主要靶

蛋白 cAMP 依赖的蛋白激酶 A（PKA）参与细胞骨架

F-actin 的重构。Bogatcheva 等［13-14］研究发现，LPS

可降低细胞内 cAMP/PKA 水平，进而通过肌球蛋白

轻链激酶（MLCK）和蛋白激酶 2（ROCK2）上调肌

球蛋白轻链（MLC）磷酸化，调控 F-actin 重构，增加

内皮细胞渗透性。cAMP 还可通过 cAMP 直接激活

的相关蛋白 1（Epac1）和小分子 G蛋白 Ras 超家族

成员 Rap1 途径调控 Rac1 和细胞分裂周期蛋白 42 

（Cdc42）的活化水平。活化的 Rac1 和 Cdc42 可以

直接调控细胞间连接蛋白的表达水平，引起内皮细

胞的渗透性增高［15］。本实验结果显示，MRP4 过表

达组细胞内 cAMP 水平较 LPS 组明显降低，细胞骨

架重构更加显著，细胞间连接蛋白 ZO-1、VE-cad

和 β-catenin 蛋白表达明显下调，说明MRP4 通过

调控细胞内 cAMP 水平影响细胞间屏障功能。

 综上所述，MRP4 过表达可以通过降低细胞内

cAMP 水平，下调细胞间连接蛋白 ZO-1、VE-cad 和

β-catenin 表达，促进细胞骨架重构，破坏细胞间屏

障功能，增加内皮细胞渗透性，进一步明确了MRP4

调控肺血管内皮细胞渗透性的分子机制，为临床治

疗脓毒症致肺损伤提供了新的靶点和理论依据。
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