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脂多糖对新生小鼠肺血管内皮细胞的

影响及机制探讨
邓思俊  张晗  郭春宝  刘旭薇  游瑶瑶  邓春*

(重庆医科大学附属儿童医院新生儿科, 儿童发育疾病研究教育部重点实验室, 
儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地, 儿科学重庆市重点实验室, 重庆 400014)

摘要      该文旨在探讨脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)对新生小鼠肺血管内皮细胞的影响及

机制。将分离培养的肺血管内皮细胞随机分为空白对照组和LPS组; 用10 μg/mL的LPS处理细胞

后分别于0 h、6 h、12 h、24 h、48 h时间点收集细胞标本进行检测; 采用划痕实验观察LPS对肺

血管内皮细胞迁移的影响; 用荧光定量PCR(Real-time PCR, RT-PCR)检测白介素-1β(IL-1β)、巨噬

细胞炎性蛋白-1α(MIP-1α)、单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α) mRNA水平

变化; Western blot检测血管内皮生长因子(VEGF)、血管内皮生长因子受体2(VEGFR2)及核因子

κB(nuclear factor kappa-B, NF-κB)相关蛋白P65水平的变化。结果显示, 体外分离培养的肺血管内

皮细胞成鹅卵石样排列, VIII因子相关抗原和CD31表面抗原荧光染色阳性。划痕实验中, LPS组细

胞在12 h的迁移高于对照组(P<0.001); 荧光定量PCR检测到LPS组分泌的炎症因子IL-1β、TNF-α
和趋化因子MIP-1α、MCP-1的mRNA表达明显高于对照组(P<0.001); Western blot显示, LPS组与

对照组相比, VEGF蛋白表达在24 h、48 h处降低(P<0.05), VEGFR2蛋白表达在各时间段都明显降

低(P<0.001), 同时, NF-κB相关蛋白P65活性显著升高(P<0.05)。研究表明, 脂多糖诱发的炎症反应

影响肺血管内皮细胞的发育, 其机制可能与NF-κB通路激活, 诱导炎症因子、趋化因子表达升高和

VEGF/VEGFR2表达下降有关。
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Effect of Lipopolysaccharide on Pulmonary Vascular Endothelial 
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Abstract       This study aimed to investigate the effects and mechanisms of lipopolysaccharide (LPS) on 
pulmonary vascular endothelial cells in neonatal mice.  The cells were randomly divided into blank control group 
and LPS group. The cells were treated with 10 μg/mL LPS, and the cell samples were collected at 0 h, 6 h, 12 h, 24 h, 
48 h. The migration of pulmonary vascular endothelial cells was observed by the scratch test; the mRNA expression 
of Chemokine and inflammatory cytokines in the lung vascular endothelial cells were determined by Real-time 
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PCR (RT-PCR); the protein level of P65, VEGF and VEGFR2 were determined by Western blot. The results 
showed that the pulmonary vascular endothelial cells were exhibited as polygon and presented typical cobblestone-
like morphology after fusion to monolayer with contact inhibition. Immunofluorescence staining revealed that 
the expressions of CD31 and factor VIII-related antigen were positive. The migration of LPS group cells in the 
scratch test was higher than that of the control group at 12 h (P<0.001). The mRNA expression of inflammatory 
factors IL-1β, TNF-α and chemokines MIP-1α and MCP-1 secreted by LPS group was significantly higher than that 
control group by Real-time PCR (P<0.001); the protein expression of NF-κB-related protein P65 activity increased 
(P<0.05), the expression of VEGFR2 protein on the surface of pulmonary vascular endothelium was significantly 
decreased (P<0.001); the vascular endothelial growth factor (VEGF) in LPS group was decreased. This study 
demonstrated that the inflammatory response induced by lipopolysaccharide affects the development of pulmonary 
vascular endothelial cells, and its mechanism might be related to the activation of NF-κB pathway, the induction of 
inflammatory factors, the increase of chemokine expression and the decrease of VEGF/VEGFR2 expression.

Keywords       lipopolysaccharide; neonatal mouse; pulmonary vascular endothelial cells; vascular endothelial 
growth factor 2; NF-κB

支气管肺发育不良(bronchopulmonary dysplasia, 
BPD)是早产儿高氧机械通气引起的最常见并发症, 
具有很高的发病率和死亡率, 并且其严重性一直延

续到成年期[1]。近年来, 随着围生医学的发展, 既往

以肺间质纤维化为特征的经典型BPD逐渐减少, 但
在超早产儿中, 以肺泡发育阻滞和肺微循环障碍

为病理特征的新型BPD发生率并未降低。现有的

肺表面活性物质、产前激素和先进的通气技术并

不能解决这种新型BPD的问题, 有效的预防和治疗

措施依然缺乏[2]。临床研究表明, 炎症是BPD的主

要危险因素[3-5]。Lu等[6]发现, 胎儿肺部炎症介质介

导的血管新生扰乱生理性血管发育, 破坏气道和毛

细血管之间的关系, 是BPD发病重要机制。革兰氏

阴性细菌外表面的主要成分[细菌内毒素或脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)]诱导多种内皮功能障碍, 
包括促凝血活性紊乱、增强内皮通透性和过度表达

促炎介质, 是用于实验有效的炎症启动因子[7]。但

是, 目前LPS对肺血管内皮细胞的影响机制尚不明

确, 因此, 探讨LPS对肺血管内皮细胞的影响对进一

步了解BPD具有重要意义。

血管内皮细胞(vascular endothelial cell, VEC) 
由一层扁平细胞所组成, 呈单层连续性衬在血管内

面, 形成血管的内壁。在炎症反应、损伤及免疫应

答等多种病理生理过程中发挥作用。血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)可通

过结合血管内皮生长因子受体2(vascular endothelial 
growth factor 2, VEGFR2)驱动生后生理性血管的形

成[8]。有研究表明, 在BPD患者的VEGF检测中发现

了不一样的结果[9-10]。NF-κB在炎症反应中被认为

有着重要的调节作用。我们推测, LPS对肺血管内

皮细胞的影响可能是由NF-κB激活、炎症因子、趋

化因子和VEGF/VEGFR2表达变化所引起的。本研

究通过给予LPS刺激肺血管内皮细胞, 观察炎症对

肺微血管内皮细胞表达的VEGF/VEGFR2、NF-κB
活性及炎症因子和趋化因子的改变, 初步说明炎症

在BPD中的作用及可能的机制。

1   材料与方法
1.1   实验材料和实验动物

DMEM培养基及胎牛血清购自Gibco公司; LPS 
(货号: L2880)购自Sigma公司; 兔抗小鼠CD31购自

Abcam公司; 兔抗小鼠八因子抗体购自Novus公司; 
免疫荧光二抗购自Protein公司; VEGFR2、VEGF、
P65多抗购自武汉三鹰生物科技有限公司; 全蛋白提

取试剂盒和BCA蛋白测量试剂盒购自江苏凯基生物

技术股份有限公司; TRIzol购自Invitrogen公司; 反转

录试剂盒购自TaKaRa公司; 引物由北京华大基因研

究中心有限公司合成。健康新生24 h内的C57BL/6
小鼠, 雌雄不拘, 由重庆医科大学实验动物中心提

供, 许可证号[SCXK(渝) 2007-002]。本研究符合重

庆医科大学实验动物伦理委员会所制定的伦理学标

准。

1.2   分离培养原代新生小鼠肺血管内皮细胞

将30只新生24 h内的C57BL/6小鼠颈髓离断后
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放入装有75%酒精的烧杯中, 浸泡5 min左右。用组

织剪逐层剪开胸腔, 眼科镊取下肺组织, 移除气管及

支气管后, 将其浸泡于含有青霉素、链霉素的PBS
溶液中备用。用PBS反复冲洗多次, 以去除肺组织

的血迹。PBS冲洗后, 将其剪碎至1 mm左右, 吸去多

余PBS后移至离心管中。加入浓度为0.1%的胶原酶

消化20 min后, 用含FBS的DMEM中和, 过200目筛

网过滤, 4 °C、300 ×g离心10 min, 弃上清, 用含FBS
的DMEM的培养基重悬, 多次差速贴壁法去除杂细

胞。以2×104个细胞/mL接种于24孔板中, 24 h后首

次全量换液, 此后2~3天换1次液, 并在光学显微镜下

观察细胞形态。

1.3   血管内皮细胞的鉴定

采用两种方法进行鉴定。(1)VIII因子相关抗原

鉴定: 将细胞接种在24孔板中, 待细胞生长接近融

合时, 去培养基, 用PBS清洗3次, 多聚甲醛室温固定

10 min, PBS清洗。用PBS稀释的0.3% Trion-X 100打
孔10 min, PBS清洗3次后用5% BSA室温封闭30 min; 
细胞和抗VIII因子抗体于37 °C孵育过夜, 免疫荧光

Cy3标记的二抗孵育30 min, PBS洗3次, 用DAPI染核

30 min, 细胞荧光淬灭剂封片后, 荧光显微镜观察拍

照。(2)CD31表面抗原鉴定: 将细胞接种在24孔板中, 
待细胞生长接近融合时, 去培养基, 用PBS清洗3次, 
多聚甲醛室温固定10 min, PBS清洗。5% BSA室温

封闭30 min; 细胞和VIII因子抗体于37 °C孵育过夜, 
免疫荧光Cy3标记的二抗于37 °C孵育30 min, PBS洗
3次, 用DAPI染核30 min, 细胞荧光淬灭剂封片后, 荧
光显微镜观察拍照。

1.4   肺血管内皮细胞的划痕实验

肺血管内皮细胞以2×104的密度接种于6孔板

中, 待细胞生长铺满板时用100 μL枪头垂直从底部

划过, PBS清洗3次。对照组用无血清培养基培养, 
实验组用LPS浓度为10 μg/mL的培养基培养。细胞

在37 °C孵箱中培养24 h, 于特定时间在倒置显微镜

下观察细胞划痕距离变化并拍照分析。此实验在相

同条件下至少重复3次。

1.5   IL-1β、TNF-α、MIP-1α、MCP-1的RT-PCR
检测

使用TRIzol提取细胞总RNA, 反转录反应制备

cDNA, 反应体系共10 μL。引物由华大基因合成, 序
列如下。IL-1β: 上游5ʹ-GGC TGG ACT GTT TCT AAT 
GC-3ʹ, 下游5ʹ-AGC TTC TCC ACA GCC ACA AT-3ʹ; 

TNF-α: 上游5ʹ-ACG GCA TGG ATC TCA AAG AC-3ʹ, 
下游5ʹ-GTG GGT GAG GAG CAC GTA GT-3ʹ; MIP-
1α: 上游5ʹ-AGA TTC CAC GCC AAT TCA TC-3ʹ, 下
游5ʹ-CCC AGG TCT CTT TGG AGT CA-3ʹ; MCP-
1: 上游5ʹ-CCC AAT GAG TAG GCT GGA GA-3ʹ, 下
游5ʹ-TCT GGA CCC ATT CCT TCT TG-3ʹ; 内参基

因GAPDH: 上游5ʹ-CAG CGA CAC CCA CTC CTC 
CAC CTT-3ʹ, 下游5ʹ-CAT GAG GTC CAC CAC CCT 
GTT GCT-3ʹ。反应条件为: 95 °C 30 s; 95 °C 10 s, 
64.5 °C 30 s, 共40个循环。采用相对定量法测定IL-
1β、MIP-1α、MCP-1及GAPDH的PCR产物的Ct值。

实验重复3次。   
1.6   Western blot检测

蛋白提取试剂盒提取细胞总蛋白, BCA测定蛋

白浓度, 加上样缓冲液后于沸水中煮沸10 min, 按序

上样, 电泳后4 °C度转膜, BSA封闭l h, 加入稀释的

一抗(VEGFR2稀释浓度为1500׃, P65的稀释浓度为

β-肌动蛋白的稀释浓 ,500׃VEGF稀释浓度为1 ,500׃1

度为14 ,(000 1׃ °C孵育过夜。第二天进行洗膜, 然
后加入l000 5׃稀释的二抗, 室温孵育l h, 洗膜, 显色, 
采集图像, 最后用Quantity One分析软件对结果进行

灰度值分析, 蛋白含量用目的蛋白—β-肌动蛋白

(β-actin)来表示。实验重复3次。

1.7   统计学分析

本实验采用Graphpad Prism 6.01统计软件进行

统计学分析, 两组间检验采用两独立样本t检验, 以
P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   新生小鼠肺血管内皮细胞形态学观察

体外培养的新生小鼠肺血管内皮细胞呈类圆

形或梭形, 形成单层后成鹅卵石样排列(图1)。
2.2   VIII因子相关抗原鉴定

VIII因子相关抗原, 是一种大分子蛋白质, 主要

表达于血管内皮细胞、巨核细胞及血小板, 是目前

判定血管内皮细胞的公认标准[11-12]。培养的新生小

鼠肺血管内皮细胞VIII相关抗原鉴定结果, 在荧光

显微镜下, 细胞内可见明亮的红色荧光(图2)。
2.3   CD31抗原鉴定结果

血小板内皮细胞黏附分子-1(platelet-endothelial 
cell adhesion molecule-1, PECAM-1)又名CD31, 主要

表达于内皮细胞、血小板、巨噬细胞, 被认为是一
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种成熟的和不成熟的血管内皮细胞标记物[13]。荧光

显微镜下观察发现, 培养的新生小鼠肺血管内皮细

胞可见红色荧光(图2)。
2.4   LPS能促进小鼠肺血管内皮细胞的迁移

在划痕实验中, LPS能促进肺血管内皮细胞的

迁移(图3)。与空白对照组相比, LPS组在6 h的迁移

面积比与对照组相比没有统计学差异(P>0.05); 在
12 h时, LPS与对照组相比迁移面积比具有统计学差

异(P<0.05, 图3)。这说明, LPS(10 μg/mL)作用于细

胞后, 在12 h时能促进肺血管内皮细胞迁移。                               

2.5   肺血管内皮细胞炎性细胞因子mRNA表达的

变化

IL-1β和TNF-α是由多种类型细胞产生的重

要细胞因子, 其中活化的单核细胞、肺上皮细胞

和血管内皮细胞是其主要来源, 在BPD的发展中

起着重要的作用。我们的研究结果发现, LPS组
的IL-β、TNF-α mRNA水平在6 h、12 h、24 h、
48 h均较对照组明显升高(P<0.001)(图4A)。其

中IL-1β在12 h达到高峰后有所下降但仍高于对

照组(图4B)。而TNF-α在6 h后持续高表达, 并且

图1   原代培养的小鼠肺血管内皮细胞在倒置显微镜下观察的细胞鹅卵石样生长

Fig.1    Cobblestone-like growth of cells observed in primary cultured mouse pulmonary 
vascular endothelial cells under an inverted microscope 

A: VIII因子相关抗原鉴定结果; B: CD31抗原免疫荧光鉴定结果。

A: cells identification for VIII factor-related antigen; B: cell identification for CD31 antigen.
图2   细胞荧光鉴定结果

Fig.2   Cytofluorescence identification result
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50 µm50 µm50 µm
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图5   肺血管内皮细胞分泌的趋化因子的变化

Fig.5   Changes in chemokines secreted by pulmonary vascular endothelial cells

在48 h有所下降但高于对照组。这说明, LPS能刺

激肺血管内皮细胞加强分泌炎性细胞因子IL-1β和
TNF-α。
2.6   肺血管内皮细胞趋化因子mRNA表达的变化

RT-PCR结果显示 , LPS组MIP-1α、MCP-1在
0 h较对照组均无明显变化(P>0.05), 而在6 h、12 h、

24 h、48 h均显著升高(P<0.001), 其中MCP-1在12 h
达到高峰后有所下降但仍高于对照组(图5)。提示在

LPS可刺激肺内皮细胞表达MIP-1α、MCP-1。
2.7   肺血管内皮细胞中NF-κB活性相关蛋白P65
表达变化 

NF-κB最普遍的活化形式就是由P50或P52
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图3   LPS对肺血管内皮细胞迁移的影响

Fig.3   Effect of LPS on migration of pulmonary vascular endothelial cells
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图4   肺血管内皮细胞分泌的炎性细胞因子的变化

Fig.4   Changes of inflammatory cytokines secreted by pulmonary vascular endothelial cells
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*P<0.05, **P<0.01.
图6   肺血管内皮细胞 NF-κB相关蛋白P65的表达

Fig.6   Expression of NF-κB-related protein P65 in 
pulmonary vascular endothelial cells

*P<0.05, ***P<0.001.
图7   肺血管内皮细胞VEGF蛋白表达

Fig.7   Expression of VEGF protein in pulmonary 
vascular endothelial cells

**P<0.01, ***P<0.001.
图8   肺血管内皮细胞VEGFR2蛋白表达

Fig.8   Expression of VEGFR2 protein in pulmonary 
vascular endothelial cells
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和P65组成的异二聚体[15]。Western blot结果显示, 
LPS组NF-κB活性在0 h和6 h较对照组无明显改变

(P>0.05), 而在12 h、24 h、48 h较对照组升高, 其
中24 h和48 h的差异具有统计学意义(P<0.05)(图6)。
这提示, LPS可使NF-κB的活性升高。

2.8   肺血管内皮细胞中VEGF和VEGFR2蛋白分

子的变化

VEGF/VEGFR2信号驱动出生后肺血管的生

成。Western blot检测结果显示: LPS组VEGF蛋白表

达量在0 h、6 h、12 h较对照组无明显改变(P>0.05), 
而在24 h、48 h明显降低(P<0.05); VEGFR2蛋白表

达量在6 h、12 h、24 h、48 h显著降低(P<0.001)(图
7和图8)。这说明, LPS刺激肺内皮细胞可抑制VEGF
和VEGFR2的表达, 且VEGFR2早于VEGF被抑制。

3   讨论
肺脏是肺血管内皮细胞含量最为丰富的器官[17], 

肺血管内皮细胞在病理条件下, 不仅是炎症反应的

主要靶细胞[18], 更是活跃的炎症细胞和效应细胞。

其功能和结构的完整性对于维持正常肺功能至关重

要, 这种特殊的细胞类型是研究肺功能不全、细胞

分子机制及许多肺部疾患的理想细胞来源[19]。因此, 
分离培养纯度高的肺血管内皮细胞是研究的关键。

国内分离肺血管内皮细胞多采用贴壁分离法, 但此

方法获得的细胞数量少, 且细胞分布不均匀, 很难形

成单层细胞, 培养周期过长。本研究借鉴Lou等[17]和

Kim等[18]分离方法并加以改进, 用酶消化法结合差

速贴壁法分离培养肺血管内皮细胞。由于成年的小

鼠的肺血管内皮细胞处于静止状态[20], 并且几乎不

增殖, 因此我们选择新生的小鼠来分离肺血管内皮

细胞。本研究采用了一种新的方法成功分离培养了

小鼠肺血管内皮细胞, 并且发现该方法简单经济, 避
免了血管内皮细胞生长因子的使用, 应用抗菌素减

少了细胞的污染, 提高了成功率, 经过分离培养得到

的肺血管内皮细胞具有纯度较高、稳定性较好、增

殖能力较强的特点。

肺泡简单化和肺血管发育平衡紊乱是BPD突出

的病理特征[21]。有研究提出了BPD发病的“血管假
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说”[22], 认为血管发育紊乱与肺泡发育紊乱是导致

BPD发生的原因。生物学研究表明, 肺血管内皮细

胞在血管生成及炎症反应中具有重要的生物学功

能[22]。早期的血管生成和血管结构的形成需要内皮

细胞的激活、增值、迁移和分化[23]。如果血管内皮

细胞受到影响, 那么血管发育过程会发生异常导致

功能发生改变。炎症是BPD的重要影响因素, 脂多

糖能诱发强烈的炎症反应, 进一步研究发现, LPS影
响肺血管内皮细胞对BPD的发病具有重要的意义。

产前感染可使胎肺暴露于多种炎症因子和异常

生长因子中, 从而扰乱肺泡分隔和血管发育过程, 是
导致早产儿BPD的最主要原因, 而细胞因子在炎症反

应的启动和持续过程中发挥着至关重要的作用[24]。

NF-κB在血管调节中具有重要的作用, 其调控的许

多炎症因子能强有力地刺激血管生成。我们的结果

发现, LPS刺激肺血管内皮细胞后能诱导NF-κB活
性升高, 并且导致IL-1β、TNF-α、MCP-1、MIP-1α
表达均明显升高。有研究发现, 趋化因子MCP-1和
MIP-1α与血管生成有关[14], 并且MIP-1α和MCP-1产
生的血管有别于正常的肺血管, 表现为肺微血管显

著扩展, 与肺泡上皮失去紧密连接, 可见于患有BPD
的人类婴儿肺组织中。同时研究表明, IL-1β影响

新生儿肺泡隔及毛细血管的发育[25], 还能和TNF-α
发生协同作用, 增加血管内皮通透性导致炎性因子

向肺间质的扩散, 引起并加重肺损伤[26]。炎症介质

LPS和IL-1β、TNF-α可激活NF-κB, 启动细胞的免疫

应答, 同时NF-κB的活化可增强IL-1β和TNF-α的基

因转录使IL-1β和TNF-α的产生与释放增多, 导致炎

症信号放大, 产生炎症瀑布反应, 加重细胞的损伤。

因此, 我们推测, 炎症介导的异常血管的形成扰乱了

正常气道和血管之间的关系, 并且炎症因子对肺血

管内皮细胞的进一步损伤导致内皮细胞屏障功能受

损, 这可能是BPD的发病机制。

同时我们的研究发现, 炎症刺激肺血管内皮细

胞时并没有VEGF及VEGFR2的表达升高, 反而抑

制了VEGF及VEGFR2的表达。VEGF在肺泡微血

管的形成中具有重要的调节作用, VEGF通过结合

VEGFR2驱动生后生理性血管的形成在生后肺血管

发育过程中具有重要的作用[8]。在以往的研究中发

现, BPD患者中的VEGF减少[27], 增强VEGF信号可挽

救高氧导致的肺泡损害。在新生大鼠高氧BPD模型

中, VEGF及其受体VEGFR2表达降低[28], 说明BPD

病理情况下生理性血管形成受损。这种血管生成与

上皮细胞分泌的VEGF无关, 表现为肺毛细血管与气

道上皮失去紧密连接, 这将增加氧气空间和毛细血

管间的距离, 产生气体交换障碍, 其中异常的血管可

在BPD患者中被观察到。以上研究说明, 炎症可通

过抑制VEGF/VEGFR2的表达, 使生理性血管生成

受阻。

综上所述, 我们推论, 肺部BPD的发生机制可能

是通过激活NF-κB通路来增强炎症介质表达, 下调

VEGF/VEGFR2抑制生理性血管的发育, 刺激病理

血管形成的。炎症刺激的血管生长独立于VEGF诱
导的血管形成, VEGF介导的肺血管形成与上皮细胞

紧密连接, 是肺发育的正确选择, 但在BPD病理条件

下, VEGF的表达反而降低, 肺血管形成将与气道上

皮失去紧密的连接, 肺血管重塑脱离常规, 产生气体

交换的潜在障碍, 引起BPD的病理改变。因此, 进一

步了解病理情况下肺毛细血管形成分子机制可以阐

明BPD血管和肺泡发育改变的过程。炎症对细胞因

子等的调控机制还不确定, 可在未来的实验中进一

步进行验证。
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