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Rac1/MAPK/ERK通路介导脂多糖 LPS诱导的人内皮细胞
单层通透性增高机制研究 *
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摘要 目的：探讨 LPS诱导的人内皮细胞单层通透性改变的分子机制。方法：应用逆转录病毒为载体，感染并筛选稳定表达持续活
化型 Rac1和主导抑制型 Rac1的人 HUVEC细胞，应用 LPS刺激并观察细胞骨架蛋白 F-actin和 HUVEC单层通透性的改变。同
时应用 Western blot方法检测 LPS刺激前后细胞中 MAPK/ERK信号通路的改变及加入 PD98059 阻断 ERK 表达后，细胞内
F-actin的改变情况。结果：与正常 HUVEC相比较，LPS刺激后，感染活化型 Rac1和主导抑制型 Rac1的 HUVEC中 F-actin重构
并形成大量应力纤维，细胞单层通透性显著增加。而抑制型 Rac1感染后的 HUVEC中 F-actin无重构现象，同时细胞单层通透性
无明显增加。LPS刺激前后，各组细胞中 ERK1/2总蛋白均无明显改变。LPS刺激后，感染活化型 Rac1的 HUVEC中，p-ERK增
加。经 PD98059阻断后，细胞内 p-ERK表达下降同时伴随 F-actin解聚发生。结论：LPS诱导的内皮细胞通透性增加是经过
Rac1-MAPK/ERK通路介导的。
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ABSTRACT Objective: To investigate the mechanism of LPS regulating the enhancement of endothelium permeability in vitro.
Methods: The HUVECs in vitro were infected by the retrovirals mediated domain-negative N17Rac1 and activate Q61Rac1. The increase
of endothelial permeability was induced by addition of LPS and the change of F-actin cytoskeleton was investigated by
phallodin-Rhodamin staining. The expressions of pERK and total ERK were detected by western blot with and without addition of LPS.
Subsequently, F-actin cytoskeleton of HUVEC was investigated by phallodin-Rhodamin staining when cells was incubated by PD98059
to block the activation of pERK. Results: Compared with that in the normal HUVECs, the formation of actin stress fibers was
investigated associated with the enhancement of endothelial permeability in cells infected with Q61Rac1 with and without treatment of
LPS. In contrast, there were no changes in cells infected with N17Rac1. Although there was change in the total ERK1/2 with or without
LPS treatment in HUVECs, the expression of pERK significantly increased in cells treated by LPS by Western blotting. Meanwhile, the
expression of pERK enhance in Q61Rac1-infected HUVECs with or without LPS stimulation. Reversely, the cells infected by N17Rac1
inhbited the activation of pERK induced by LPS. Moreover, when cells were treated with PD98059, a pERK inhibitor, LPS induced
F-actin stress fibre disformated and the endothelial permeability was inhbited in Q61Rac1-infected cells. Conclusion: Rac1-MAPK/ERK
is involved in the regulation of LPS-indcued endothelial permeability and F-actin stress fiber formation.
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前言

血管内皮是调控血液与周围组织进行物质交换的主要屏

障。血管内皮通透性的增加往往是血管内炎症反应所致病变的
病理基础。细胞 F-actin骨架蛋白是维持细胞形态与极性的基
本骨架蛋白。细胞骨架蛋白 F-actin的重构是炎症反应和血管
损伤引起的血管内皮通透性增高的分子基础[1-4]。脂多糖是革兰
氏阴性细菌细胞壁中的一种成分，其对宿主是有毒性的。当细
菌死亡溶解或用人工方法破坏菌细胞后释放出来，所以叫做内

毒素，在炎症反应引起的内皮细胞通透性增加中起着主要作

用[5,6]。尽管目前对于 LPS介导的人血管内皮通透性增加的发生
机制还不十分明确，但已有研究表明，LPS对内皮功能的损坏
与骨架蛋白的重构密切相关 [7]。Rac1是小 G蛋白家族重要成
员，其主要通过介导骨架蛋白重构来调控内皮通透性改变[8,9]。
本研究应用逆转录病毒为载体，以 HUVEC为模型，体外培养
并筛选得到分别表达持续活化型和主导抑制型 Rac1 的 HU-
VEC细胞。探讨 LPS作用下，内皮细胞通透性和肌动蛋白骨架
F-actin的变化与 Rac1活性改变的关系，初步阐明MAPK/ERK
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图 1 pLNCX-GFP逆转录病毒载体感染效率检测
Fig.1 Infection efficiency of pLNCX-GFP was evaluated with fluorescent

microscopy

信号传导通路在 LPS介导的人内皮细胞通透性改变中的作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料
表达持续活化型 （pLNCX-Q61LRac1）、主导抑制型

（pLNCX-T17NRac1）Rac1蛋白和绿色荧光蛋白（pLNCX-GFP）
的逆转录病毒真核表达载体及 293包装细胞系均由 Robert Pe-
ter教授惠赠。人脐静脉内皮细胞（HUVEC）购自中科院上海细
胞所。抗 Rac1、抗 ERK1、ERK2 和磷酸化 p-ERK 抗体购自
Santa Cruz。Phalloidinin，LPS购自 sigma公司。RhoGTPase pull
down kit购自 cell cytoskeleton公司。细胞培养用小牛血清购于
长春四季青公司。DMEM培养基购自 GIBCO BRL。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养 人脐静脉内皮细胞（HUVEC）生长于含 10%
FCS的 DMEM培养基中。37℃，5% CO2，恒温培养箱培养。
1.2.2 细 胞 感 染 磷 酸 钙 沉 淀 法 转 染 pLNCX-GFP,
pLNCX-T17NRac1，pLNCX-Q61LRac1 质粒入 293 包装细胞，
转染后 48h收获上清，并用快速 CPE法检测病毒滴度，调整病
毒浓度 5.0×108 pfu/mL，分装，-70℃冻存。HUVEC细胞接种
于六孔板上，使细胞在感染当天达到 50％融合率。以 20MOI浓
度进行感染，感染后 72 h加入 G418进行抗性筛选，挑单克隆
并传代得到稳定表达的感染细胞。
1.2.3 LPS刺激实验组细胞 将感染前后的 HUVEC细胞培养
在含 10% FCS的 DMEM培养基中，生长近融合时，去血清培
养 24h。在培养基中加入 LPS 120 ng/ml，于不同时间收获培养
细胞进行实验。
1.2.4 PD98059阻断实验 将感染前后的 HUVEC细胞培养在
含 10% FCS的 DMEM培养基中，生长近融合时，去血清饥饿
培养 24h。在培养基中加入 PD98059 100 ng/ml，于不同时间收
获培养细胞进行实验。
1.2.5 Pull down分析 感染前后 HUVEC细胞生长至融合时，
PBS 洗 3 次，加入 0.5mL冰冷的细胞裂解液 500 μL，4 ℃，
10 000 rpm，10 min离心，收获细胞，BCA法测定细胞浓度。在
上述细胞提取物中分别加入 20 μL 结合在 Glutathione
Sepharose 4B凝胶柱上的 GST-hRBD融合蛋白，4℃涡旋孵育
1 h，2 500 rpm，3min离心，去上清。沉淀用 500 μLWash Buffer
洗涤，5 000 rpm，3 min离心，去上清。沉淀进行 12%SDS-PAGE
电泳后，western blot检测活性 Rho A的表达。
1.2.6 Western blot 按文献 [10]进行 SDS-PAGE、转膜、抗体结
合及显色。分离胶浓度为 12%；一抗分别为抗 Rac1单抗和抗
ERK抗体。经 HRP标记的二抗孵育后，按 ECL试剂盒说明书
进行曝光。
1.2.7 细胞通透性检测 参照 Essler等建立的方法，用 HRP作
为示踪剂检测 EC单层通透性改变[11]。将 EC接种在 Transwell
chamber模型中，细胞接种密度为 5×104/well，约 4~7 d融合成
单层，Hank's 液洗两遍，上、下室分别加入 500 μL、1.5 mL
DMEM培养基。在上室加入 HRP至终浓度 0.6 μg/mL。加入终
浓度为 120 ng/mL的 LPS，分别于 0 min、1 min、5 min、10 min、
30 min、1 h、2 h、4 h、6 h、12 h、24 h 从下室取 60 μL培养基于
96孔板，样品收集后，OPD法显色，酶标仪检测 HRP吸光度的

变化。
1.2.8 细胞蛋白骨架染色分析 细胞接种至盖玻片上生长至融
合单层，PBS 洗 3 次，4%多聚甲醛固定 20 min, 0.2%Triton
X-100通透 30min 后，100ng/mL的 Rhodamine-Phalloidin 染色
60min，DAPI核复染，30%甘油 -PBS封片，Co-focu观察肌动蛋
白细胞骨架分布。

2 结果

2.1 稳定转染内皮细胞的筛选及 Rac1蛋白的活性分析
pLNCX-T17NRac1和 pLNCX-Q61LRac1感染 HUVEC细
胞后，经 G418筛选，得到稳定表达的阳性克隆。荧光显微镜下
观察，细胞感染效率为 90%以上，见图 1。

正常 HUVEC呈单层扁平上皮细胞状，细胞外膜周边清
楚，呈典型的 "铺路石 "状相嵌排列，无重叠、伪足和突起，细
胞间连接紧密。经 Q61LRac1基因转染后，细胞形态发生明显
改变，细胞排列更加紧密，呈克隆样聚集生长。T17NRac1基因
感染后，大多数 HUVEC收缩变圆，部分细胞呈多边形改变。同
时 pull-down实验检测发现，转染前后细胞中总 Rac1蛋白表达
变化不明显，但活化的 Rac1蛋白在 Q61LRac1基因转染组明
显增加，同时 T17NRac1基因转染后，细胞内活化的 Rac1蛋白
表达明显下降，见图 2。

2.2 LPS刺激转染前后内皮细胞通透性改变
120 ng/ml LPS与感染前后内皮细胞共培养，分别于不同
时间检测细胞内皮通透性改变，结果发现，LPS刺激后，正常
HUVEC和 Q61LRac1感染细胞的单层通透性改变呈明显的时
间依赖性增加，于刺激后 2h左右达到峰值。而 T19NRac1感染
组细胞的单层通透性改变缓慢，无显著性差异，见图 3。

图 2 pull-down分析检测感染前后细胞内 Rac1活性变化
Fig.2 The expression of activated-Rac1 in normal and infected HUVEC

were detected by pull-down assay
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2.3 LPS刺激转染前后内皮细胞 F-actin改变
荧光倒置显微镜下观察 F-actin 染色结果发现，LPS刺激
后，Q63LRac1感染细胞和正常 HUVEC细胞均呈明显的向心
性回缩，F-肌动蛋白解聚，微丝网状有序排列消失，F-actin重构

并在 EC周边形成大量应力纤维。而 T17NRac1感染细胞中，
F-肌动蛋白分布均匀，着色微丝在 EC内呈网状有序排列，细
胞周边偶有应力纤维形成，见图 4。

图 3 LPS刺激前后，HUVEC单层通透性改变
Fig.3 The curve of monolayer permeability with LPS treatment in HUVEC expressed with different activated Rac1

图 4 Rodamine-Phalloidin染色检测细胞中 F-actin分布
Fig.4 Rodamine-Phalloidin staining shows F-actin distribution in normal or infected HUVEC treatment with LPS

2.4 LPS刺激感染前后内皮细胞 ERK基因表达改变
Western blot 分析发现，LPS 刺激后，各感染组细胞中

ERK1，ERK2表达均无明显增加。但与 T17NRac1感染细胞相
比，正常 HUVEC和 Q63LRac1感染细胞中 p-ERK蛋白表达明
显增加，见图 5。

2.5 PD98059抑制 Rac1介导的细胞通透性增高及 F-actin改变
Rodamine-Phalloidin染色发现，加入 PD98059后正常 HU-

VEC和活化型 Rac1感染细胞中，LPS诱导的 F-actin应力纤维
解聚重排，Rac1介导的细胞内皮通透性增高得到显著抑制，见
图 6。

3 讨论

LPS通过特异性激活细胞内下游分子引起内皮细胞收缩，

导致细胞裂隙形成，引起内皮通透性增高，是血管炎性病理损

伤的机制之一[12-14]。阐明 LPS诱导内皮细胞收缩的分子通路，将
为临床感染性疾病的治疗工作提供有力的实验依据。本研究应
用逆转录病毒为载体，将持续活化型和主导抑制型 Rac1分别
导入 HUVEC中，筛选并得到了稳定表达上述两种蛋白的感染

图 5 Western blot分析 LPS刺激后细胞内 ERK1/2和 p-ERK蛋白表达
Fig.5 Expressions of ERK1/2 and p-ERK in normal and infected HUVEC

treatment with LPS 图 6 Rodamine-Phalloidin染色分析 PD98059抑制后，LPS刺激细胞中
F-actin重构

Fig.6 F-actin/stress fiber depolymerized were investigated by Rodamine-

Phalloidin staining after treatment with PD98059
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细胞。同时应用 LPS分别刺激上述细胞，检测内皮通透性和
F-actin的改变。结果发现，LPS刺激后，持续活化型 HUVEC

中，内皮通透性显著增加，F-actin重构，形成大量应力纤维。而
主导抑制型 HUVEC 中，内皮通透性和 F-actin 均无明显改
变。结果提示，LPS引起的内皮细胞通透性增加与 Rac1活性
密切相关。Rac1是 LPS诱导的 HUVEC通透性增高的主要下
游信号调控分子。

MAPK 信号通路是细胞内重要的信号通路之一，由
ERKs、p38和 JNKs三大亚类分子组成，对细胞生长、增殖和分
化具有重要作用 [15]。胞外信号调节激酶（extracellular sig-
nal-regulated kinase，ERK）是将信号从表面受体传导至细胞核
的关键。磷酸化激活的 ERKl/2由胞质转位到核内,进而介导
Elk-1, ATF, NF-κB, Ap-1, c-fos 和 c-Jun 的转录活化, 参与细
胞增殖与分化、细胞形态维持、细胞骨架的构建、细胞凋亡和细
胞的恶变等多种生物学反应[16,17]。研究发现，炎症状态下MAPK

信号通路的激活对多种促炎与抑炎基因的转录具有重要调节

作用，其中 ERK通路可能是 Rac1介导的细胞内信号传递主要
通路之一 [18,19]。Rac1 与 raf 协同作用，通过磷酸化激活
MEK/ERK，促进心肌细胞肥大 [20]。Lin LY 等的研究表明
Rac1/ERK活化在 LPS诱导的人主动脉平滑肌细胞的 TLR4表
达增加中有重要的作用[21]。为进一步探讨 LPS引起内皮细胞通
透性改变的分子机制，本研究检测了细胞中 ERK通路的改变
情况，发现，LPS刺激后，各组细胞中 ERK1，ERK2总蛋白表达
均无明显增加。同时，正常 HUVEC和持续活化型 Rac1感染细
胞中，p-ERK明显增加且入核，而主导抑制型 Rac1感染细胞
中，p-ERK 表达变化不明显，且主要在胞浆中表达。应用
PD98059阻断 ERK蛋白的活化后发现，活化型 Rac1感染细胞
中 LPS诱导的 F-actin的重构现象消失，同时 p-ERK表达下降,

而 ERK1，ERK2总蛋白表达均无明显变化。该现象进一步证实
LPS诱导的内皮细胞通透性增加是经过 Rac1-MAPK/ERK 通
路介导的，而 LPS诱导的 MAPK/ERK通路激活主要是通过
ERK蛋白的磷酸化完成的。
上述研究提示 Rho GTP酶 /MAPK通路在炎症介质介导
的 EC单层通透性增高的过程中起主要的信号转导作用，阐明
Rho GTP酶 /MAPK在这一病理过程中的信号转导作用，将为
全身性炎症反应综合症防治提供新的策略。
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