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·论著·

百草枯所致血管内皮损伤与 p120 连环蛋白的
关系及芒果苷的保护作用

何庆 艾娇 黄煜

【摘要】 目的 探讨百草枯中毒导致的内皮屏障功能障碍与 p120 连环蛋白（p120-ctn）的关系，以及芒果

苷对 p120-ctn 的调节作用。方法 采用二室弥散模型培养人脐静脉内皮细胞（HUVEC），并分为对照组（给予含

10%胎牛血清的 DMEM 培养液）、百草枯组（给予终浓度为 0.05 滋mol/L 的百草枯培养液）和芒果苷干预组（百草

枯培养基孵育 30 min 后加入终浓度为 20 滋mol/L 的芒果苷继续孵育）。各组分别培养 6、12、24、48、72 h 后测

定细胞通透性；采用逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）及蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）测定 p120-ctn 异

构体 p120-ctn 1A、p120-ctn 3A 的 mRNA 表达及 p120-ctn 蛋白表达；采用免疫荧光分析并镜下观察 p120-ctn

的分布。结果 与对照组比较，百草枯组和芒果苷组细胞通透性均随时间延长呈增加趋势，于 72 h 达峰值

〔（29.86±3.98）%、（24.39±2.79）%比（11.71±1.67）%，均 P＜0.05〕；而芒果苷组各时间点细胞通透性均显著低

于百草枯组（均 P＜0.05）。百草枯处理 6 h p120-ctn 1A、p120-ctn 3A 的 mRNA 表达（灰度值）及 p120-ctn 蛋白

表达（灰度值）即较对照组明显降低（p120-ctn 1A mRNA：0.150±0.024 比 0.433±0.024，p120-ctn 3A mRNA：

0.316±0.043 比 0.701±0.020，p120-ctn 蛋白：0.485±0.031 比 0.763±0.038，均 P＜0.01）；而芒果苷组

p120-ctn 1A、p120-ctn 3A 的 mRNA 表达及 p120-ctn 蛋白表达于干预 6 h 即较百草枯组明显增加（p120-ctn 1A

mRNA：0.281±0.021 比 0.150±0.024，p120-ctn 3A mRNA：0.602±0.042 比 0.316±0.043，p120-ctn 蛋白：

0.675±0.031 比 0.485±0.031，均 P＜0.01），并均随时间延长呈增加趋势，于 72 h 达峰值（p120-ctn 1A mRNA：

1.376±0.128 比 0.150±0.024，p120-ctn 3A mRNA：1.251±0.059 比 0.316±0.043，p120-ctn 蛋白：0.844±0.050

比 0.485±0.031，均 P＜0.01）。荧光显微镜下观察，对照组 p120-ctn 主要分布在胞膜上，胞质内略有表达，胞核

无表达；百草枯组随时间延长，细胞膜上 p120-ctn 表达逐渐减少，胞质和核内表达增多，细胞膜边缘模糊，细胞

间隙增宽；芒果苷组相应时间点细胞膜上 p120-ctn 表达有所改善，胞质和核内表达减少。结论 p120-ctn 下调

与百草枯中毒后内皮通透性增加的机制相关，芒果苷可通过保护 p120-ctn 而减轻内皮损伤。
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【

Abstract

】

Objective To investigate the relationship between endothelial damage and p120-catenin
（p120-ctn）in a model of paraquat intoxication，and the modulatory effect of mangiferin on p120-ctn. Methods

Human umbilical vein endothelial cells （HUVECs）were cultured in two compartment spreading apparatus in vitro. The
endothelial cells were divided into three groups：control group （cultured in DMEM with 10% fetal bovine serum），
paraquat group （paraquat was added to the medium with final concentration of 0.05 滋mol/L）and mangiferin group
（cultured in medium with addition of paraquat for 30 minutes，then mangiferin was added in a final concentration of
20 滋mol/L）. The cellular permeability at 6，12，24，48，72 hours after culture in the three groups was measured. The
expressions of p120-ctn 1A， p120-ctn 3A mRNA and p120-ctn protein were measured by reverse
transcription-polymerase chain reaction（RT-PCR）and Western Blot analysis. The distribution of p120-ctn protein was
observed by immunofluorescence. Results Compared with control group，cellular permeability in paraquat and
mangiferin groups were increased with prolongation of time，and peaked at 72 hours 〔（29.86±3.98）%，（24.39±
2.79）% vs.（11.71±1.67）%，both P＜0.05〕. The cellular permeability was significantly lower in mangiferin group than
that in paraquat group at different time points （all P＜0.05）. At 6 hours after intoxication，the expressions of p120-ctn
1A，p120-ctn 3A mRNA （gray value）and p120-ctn protein（gray value）were significantly lower in paraquat group
than those in control group （p120-ctn 1A mRNA：0.150±0.024 vs. 0.433±0.024，p120-ctn 3A mRNA：0.316±

DOI：10.3760/cma.j.issn.2095-4352.2014.06.001

基金项目：国家自然科学基金（NSFC81071539）；四川省中医药局科研基金项目（0080329）

作者单位：610031 四川，成都市第三人民医院 / 重庆医科大学附属成都第二临床学院重症医学科（何庆、黄煜）；611300

四川，成都市第五人民医院急诊科（艾娇） 通信作者：何庆，Email：123hq@163.com

369· ·



中华危重病急救医学 2014 年 6 月第 26 卷第 6 期 Chin Crit Care Med，June 2014，Vol.26，No.6

百草枯是一种广泛使用的双吡啶季铵盐类农用

除草剂，是发展中国家重要的致死性中毒农药之一，

人口服后可引起中毒，病死率高达 50%～80%［1］。由

于百草枯在肺部的选择性浓聚，使肺成为百草枯中

毒的主要靶器官。百草枯中毒后可造成严重的急性

肺损伤（ALI），并导致继发性的广泛肺纤维化，从而

进一步导致患者出现呼吸衰竭乃至死亡［2-4］。

目前关于百草枯致肺损伤的分子机制仍不清

楚，也无相应的干预措施。在 ALI 中，肺微血管内皮

细胞屏障功能障碍是导致早期水肿性肺泡炎和继发

性肺纤维化的重要环节［5］，其中，由于细胞连接蛋白

受损而导致的细胞旁通透性增加，是引起内皮通透

性增加和纤维蛋白大量渗出的重要机制［6-8］。p120 连

环蛋白（p120-ctn）是近年来新发现的细胞间黏附连

接复合体上的一个重要蛋白，属连环素家族，许多研

究表明，其表达决定了黏附连接的核心蛋白 VE- 钙

黏蛋白的表达情况（VE- 钙黏蛋白在黏附连接中起

核心作用），也对细胞间黏附连接的状态有着重要的

影响［9-12］。然而，关于内皮通透性与 p120-ctn 蛋白在

百草枯中毒中的作用却缺乏相关研究。在一些研究

中发现，芒果苷作为一种具有免疫调节、抗氧化、减

少炎症反应、抗病毒及抗菌等多种作用的化合物，能

够通过减少 p120-ctn 蛋白的磷酸化、增加其表达以

及调控其在细胞内的分布等，调控内皮通透性，增强

细胞的黏附能力［13-16］。因此我们设想，p120-ctn 蛋白

与百草枯中毒导致的内皮屏障功能障碍密切相关，

同时，芒果苷能够通过对 p120-ctn 的调节作用，改

善百草枯导致的内皮通透性增加，并加以验证。

1 材料与方法

1.1 主要试剂：百草枯标准品（批号：SZE8163X，

Sigma，美国）；芒果苷标准品（Sigma，美国）；DMEM

低糖培养液（HyClone，美国）；p120-ctn 兔抗人单克

隆抗体（060716，Epitomics，美国）；异硫氰酸荧光素

标记山羊抗兔 IgG（批号：ZF-0311，北京中杉金桥生

物技术有限公司）。

1.2 人脐静脉内皮细胞（HUVEC）培养：HUVEC 细

胞株 ECV304 来源于四川大学华西科技园干细胞生

物学实验室。从液氮中取出 HUVEC，37 ℃水浴箱中

快速融化，离心弃上清；加入含 10%胎牛血清（FBS）

的 DMEM 低糖培养液 3～5 mL 混匀，离心弃上清

液；再次加入低糖培养液，吹打混匀细胞；锥虫蓝染

色、镜下观察，确保细胞成活率在 90%以上。将细胞

悬液接种于直径 10 cm 的培养皿中，37 ℃、5%CO2

孵箱中培养，培养液隔天换 1 次。

1.3 实验分组：将细胞分为对照组、百草枯组、芒果

苷干预组。对照组给予含 10%FBS 的 DMEM 培养

液；百草枯组给予 0.05 滋mol/L 百草枯培养液；芒果

苷组给予 0.05 滋mol/L百草枯培养液孵育 30 min 后，

加入 20 滋mol/L 芒果苷继续孵育。各组分别培养 6、

12、24、48、72 h 后进行指标测定。

1.4 检测指标及方法

1.4.1 内皮通透性测定：参照文献［17］方法将细胞

接种于与 24 孔板相配套的嵌套中，建成测量内皮细

胞通透性的二室弥散模型。分别于孵育 6、12、24、

48、72 h 后每孔加入 100 滋L（1 mg/mL）罗丹明标记

的牛血清白蛋白（BSA）到双层小室的内室，调整内、

外室液面使其高度一致。37 ℃、5%CO2 孵箱孵育

30 min 后，在每个双层小室的内室和外室分别取样

品 100 滋L，用全波长酶标仪检测样品中的荧光强

度，计算通透系数，结果以百分比表示。

1.4.2 逆转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）测定细胞

p120-ctn 转录：使用日本宝生物工程公司的总 RNA

抽提试剂盒 RNAiso Plus 提取总 RNA。应用 Oligo 5

软件进行引物设计，由美国英维杰基生物科技有限

公司合成。使用日本宝生物工程公司 RNA LA PCRTM

试剂盒进行逆转录。PCR 反应条件：94 ℃ 30 s，55 ℃

0.043 vs. 0.7 01 ±0.020，p120-ctn protein：0.485 ±0.031 vs. 0.763 ±0.038，all P＜0.01）. The expressions of
p120-ctn 1A，p120-ctn 3A mRNA and p120-ctn protein were significantly higher in mangiferin group than those in
paraquat group from 6 hours on（p120-ctn 1A mRNA：0.281±0.021 vs. 0.150±0.024，p120-ctn 3A mRNA：0.602±
0.042 vs. 0.316±0.043，p120-ctn protein：0.675±0.031 vs. 0.485±0.031，all P＜0.01），and they were gradually
increased with prolongation of time，and peaked at 72 hours （p120-ctn 1A mRNA：1.376±0.128 vs. 0.150±0.024，
p120-ctn 3A mRNA：1.251±0.059 vs. 0.316±0.043，p120-ctn protein：0.844±0.050 vs. 0.485±0.031，all P＜
0.01）. Under upright fluorescence microscope，p120-ctn was mainly distributed in the cell membrane in control group，
with a slight expression in cytoplasm，and no expression in the nuclei. With prolongation of time，p120-ctn expression in
the cell membrane was gradually decreased in paraquat group，while it was increased in the cytoplasm and nuclei，with
blurring of cell membrane and widening of cellular gap. p120-ctn expression was improved on the cell membrane in
mangiferin group at corresponding time points，with decreased in expression in nuclei and cytoplasm. Conclusion The
p120-ctn protein plays an important role in the enhancement of endothelial permeability in paraquat intoxication，and
mangiferin may attenuate endothelial injury in paraquat intoxication possibly through modulation of p120-ctn protein.

【
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45 s，72 ℃ 4 min，36 个循环后，72 ℃延伸 10 min；

4℃10 min 降温。取扩增产物进行 2%琼脂糖凝胶电

泳，紫外分析仪下观察。用凝胶分析软件 Version 4.5

进行灰度分析，结果以目的 RNA 与内参的灰度值比

值表示。

1.4.3 免疫荧光分析 p120-ctn 的分布情况：制作细

胞悬液；待细胞爬片后用 4%多聚甲醛固定，1% BSA

封闭后加入 1% BSA 稀释的一抗（稀释比 1∶50）；

加入 1%BSA 稀释的二抗（稀释比 1∶100），避光，室温

下杂交 1 h；5 滋g/mL 4，6- 二脒基 -2- 苯吲哚盐酸

（DAPI）避光染色 2 min；磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗；

100%甘油封片后置于荧光显微镜下观察。

1.4.4 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细胞

p120-ctn 蛋白表达：采用 BCA 蛋白浓度检测试剂盒

测定总蛋白浓度。经十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS-PAGE），电转膜后杂交：兔抗人

p120-ctn 单克隆抗体（1∶1 000 稀释），将一抗与聚偏

二氟乙烯（PVDF）膜一起密封置于摇床上 4 ℃孵育

过夜。第 2 日加入山羊抗兔辣根过氧化物酶（HRP）

标记的 IgG 二抗（1∶5 000 稀释）。

加免疫印迹化学发光试剂显影，用

凝胶分析软件 Version 4.5 进行分

析，结果以目的蛋白与内参照三磷

酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）的灰度

值比值表示。

1.5 统计学分析：采用 SPSS 13.0

统计软件进行数据处理和分析，各

连续性变量结果以均数±标准差（x±s）表示，多组

间比较采用重复测量设计的方差分析，组间两两比

较采用 LSD 法，P＜0.05 表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组 HUVEC 通透性变化比较（表 1）：百草枯

组和芒果苷组干预后各时间点细胞通透性均较对照

组显著增加（均 P＜0.05），且随时间延长均呈增加

趋势；芒果苷组干预后各时间点细胞通透性均显著

低于百草枯组（均 P＜0.05）。

2.2 各组细胞 p120-ctn 的分布情况（图 1）：对照组

p120-ctn 主要分布于胞膜，胞质略有表达，胞核无表

达。百草枯处理后，细胞膜上 p120-ctn 表达随时间

延长而减少，胞质和核内表达则逐渐增多，膜边缘模

糊，细胞间隙增宽。芒果苷干预组相应时间点胞膜上

p120-ctn 表达有所增加，胞质和核内表达减少，胞膜

上表达随时间延长逐渐接近对照组。

2.3 各组 p120-ctn mRNA 表达变化比较（表 2；

图 2）：百草枯处理后 6 h 细胞中 p120-ctn 异构体

p120-ctn 1A、p120-ctn 3A 的 mRNA 表达均较对照

2b 2c 2d 2e 2f

2g

2l

2h 2i 2j 2k

图 1 荧光显微镜下观察各组人脐静脉内皮细胞（HUVEC）p120 连环蛋白（p120-ctn）的分布及表达 对照

组（a）p120-ctn 主要分布在胞膜上，胞质内略有表达，胞核无表达；百草枯组处理 6、12、24、48、72 h（b～f），

随时间延长，细胞膜上 p120-ctn 表达逐渐减少，胞质和核内表达增多，细胞膜边缘模糊，细胞间隙增宽；芒果

苷组干预 6、12、24、48、72 h（g～k）时，细胞膜上 p120-ctn 表达较百草枯处理组有所改善，胞质和核内表达

减少，逐渐接近对照组 荧光染色 高倍放大

表

1 芒果苷干预对百草枯所致 HUVEC 通透性改变的影响（x±s）

注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞

组别
样本数

（个）

HUVEC 通透性（%）

6 h 12 h 24 h 48 h 72 h

对照组（1） 5 11.35±1.52 12.36±1.04 11.03±2.03 11.61±1.89 11.71±1.67
百草枯组（2） 5 27.38±2.63 21.16±3.08 25.55±4.02 27.75±3.47 29.86±3.98
芒果苷组（3） 5 19.24±1.78 20.07±2.35 21.43±2.79 23.60±3.08 24.39±2.79
组间比较 1∶2 的 t /P 值 9.027 / 0.014 6.867 / 0.024 6.156 / 0.031 6.987 / 0.019 5.807 / 0.036

1∶3 的 t /P 值 6.859 / 0.021 8.876 / 0.015 6.007 / 0.033 6.342 / 0.029 9.129 / 0.012
2∶3 的 t /P 值 5.067 / 0.041 6.218 / 0.034 9.001 / 0.015 9.129 / 0.012 5.001 / 0.043
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组明显降低（均 P＜0.01）；芒果苷干预后各时间点

p120-ctn 1A、p120-ctn 3A 的 mRNA 表达均显著高于

百草枯组（均 P＜0.01），且随干预时间呈增加趋势。

2.4 各组 p120-ctn 蛋白表达变化比较（表 2；图 3）：

与对照组比较，百草枯处理后 6 h 细胞内 p120-ctn

蛋白表达显著减少（P＜0.01）；而芒果苷干预组各时

间点 p120-ctn 蛋白表达显著高于百草枯组（均 P＜

0.01），且随干预时间延长，其蛋白表达呈增加趋势。

3 讨 论

内皮屏障功能损伤是 ALI 机制中的重要环节，

肺作为百草枯中毒的主要靶器官，肺内皮损伤在其

中的作用近年来受到越来越多的重视［5］。内皮细胞

间连接的损伤是内皮屏障功能损伤的重要机制，而

p120-ctn 作为维持内皮中 VE - 钙黏蛋白和黏附连

接功能的重要蛋白，与百草枯中毒的关系尚不清楚。

本研究采用百草枯致 HUVEC 中毒模型，观察

内皮通透性及细胞内 p120-ctn 表达变化以及芒果

苷对表达的干预作用。结果显示，百草枯组和芒果苷

组干预 72 h 内，HUVEC 通透性较对照组显著增加，

从干预后 6 h 起即显示出显著差异，且总体上随时

间延长通透性逐渐增加，可以看出百草枯可导致明

显的内皮屏障损伤。另一方面，芒果苷组 HUVEC 通

透性增加程度小于百草枯组，提示芒果苷能够减轻

百草枯导致的内皮屏障功能损伤。

同时发现，百草枯处理后 p120-ctn 的 mRNA 和

蛋白表达均较对照组显著降低，而芒果苷干预组表

达水平则均高于百草枯处理组。表明在百草枯处理

后，p120-ctn 的转录和表达与内皮通透性呈负相关，

说明百草枯所致内皮通透性增加可能与 p120-ctn

水平降低相关；而芒果苷可减轻百草枯所致通透性

增加，其机制可能同样与 p120-ctn调控有关。在免疫

荧光分析中也观察到，正常内皮中 p120-ctn主要分

布于细胞间连接；百草枯可导致 p120-ctn分布异常；

而芒果苷可减轻百草枯对 p120-ctn分布的影响。

很多研究表明，黏附连接维持是内皮屏障功能

的重要环节，而 p120-ctn 与 VE - 钙黏蛋白的结合在

黏附连接中发挥了重要的作用，同时 p120-ctn 与

微管运动蛋白家族的驱动蛋白重链（KHC）相连，

p120-ctn 的磷酸化水平还可能通过对 Rho GTP 激

酶等信号通路的调控作用，从而起到稳定细胞骨架、

抑制细胞收缩的作用。p120-ctn 与 KHC 的相互作

用还可能参与小泡转运功能的调节［9-12，16-20］。此外，

表

2 芒果苷干预不同时间点对百草枯致 HUVEC 损伤后

p120-ctn 异构体 p120-ctn 1A、p120-ctn 3A mRNA

和 p120-ctn 蛋白表达的影响（x±s）

注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞；与对照组比较，aP＜0.01；与

百草枯 6 h 组比较，bP＜0.01

组别
样本数

（个）

p120-ctn 1A

mRNA（灰度值）

p120-ctn 3A

mRNA（灰度值）

p120-ctn 蛋白

（灰度值）

对照组 5 0.433±0.024 0.701±0.020 0.763±0.038
百草枯 6 h 组 5 0.150±0.024a 0.316±0.043a 0.485±0.031a

芒果苷 6 h 组 5 0.281±0.021b 0.602±0.042b 0.675±0.031b

芒果苷 12 h 组 5 0.383±0.086b 0.700±0.054b 0.693±0.049b

芒果苷 24 h 组 5 0.433±0.079b 0.696±0.035b 0.692±0.029b

芒果苷 48 h 组 5 0.741±0.094b 0.977±0.084b 0.692±0.049b

芒果苷 72 h 组 5 1.376±0.128b 1.251±0.059b 0.844±0.050b
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注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，p120-ctn为 p120 连环蛋白，

GAPDH 为三磷酸甘油醛脱氢酶

图 2 逆转录 - 聚合酶链反应检测各组 HUVEC 中

p120-ctn mRNA 表达

注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，p120-ctn为 p120 连环蛋白，

GAPDH 为三磷酸甘油醛脱氢酶

图 3 蛋白质免疫印迹试验检测各组 HUVEC 中 p120-ctn 蛋白表达
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p120-ctn 还可能参与与内皮通透性调控相关的 Src

和 Frk 家族蛋白激酶的活性调节，上述蛋白激酶在

内皮通透性调节中发挥着重要作用［21-23］。p120-ctn

可能通过调控细胞骨架、维持内皮细胞形态以及调

节小泡转运的作用，调控细胞旁通透性甚至跨细胞

通透性，从而维持内皮细胞屏障功能。

百草枯所致内皮损伤的具体机制可能与多种因

素有关［24］。本研究结果提示，百草枯可导致明显的内

皮屏障功能受损，而其导致的内皮通透性增加与内

皮中 p120-ctn 蛋白水平的降低和分布异常密切相

关，可以推测，其机制可能在于 p120-ctn 的表达和

分布异常导致了细胞骨架变化、黏附连接功能障碍、

跨细胞转运异常等多种变化，从而进一步导致细胞

旁通透性的增加。因此，p120-ctn 是与百草枯中毒导

致内皮损伤相关的重要蛋白。

芒果苷作为一种具有免疫调节、抗脂质过氧化

等多种作用的药物［9-12，25-27］，其主要作用机制可能在

于调控 p120-ctn 表达，从而增加 p120-ctn 与 VE- 钙

黏蛋白的结合和黏附连接的稳定性。在本研究中，芒

果苷干预后可显著减轻百草枯对 p120-ctn 的影响

和对内皮屏障的损伤。可以推测，p120-ctn 可能是减

轻百草枯导致内皮损伤的重要靶点，芒果苷通过对

靶蛋白 p120-ctn 的保护作用从而减轻百草枯对内

皮的损伤，可能对百草枯中毒具有治疗作用。本研究

在百草枯致内皮损伤中，芒果苷组干预 72 h 内

p120-ctn 损伤呈现出恢复趋势，也提示其有助于

p120-ctn 损伤的恢复。不过，由于芒果苷干预后内皮

通透性呈增加趋势，因此，p120-ctn 在内皮通透性恢

复过程中的作用尚有待进一步探索。

综上所述，本研究发现，百草枯导致的内皮功能

损伤与 p120-ctn 的损伤密切相关，而芒果苷对上述

损伤具有保护作用，p120-ctn 可能是其重要靶点。

p120-ctn 及相关信号通路的调控，可能在减轻百草

枯所致肺损伤中具有一定的研究价值。
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