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【摘要】 目的  探讨细胞自噬对脂多糖（LPS）介导血管通透性增加的影响。方法  ① 体外实验：将人脐

静脉内皮细胞（HUVEC）分为空白组、LPS 组（LPS 5 mg/L 刺激）、自噬抑制剂 6-氨基-3-甲基嘌呤（3-MA）+ 

LPS 组（5 mmol/L 3-MA 预处理 30 min+LPS 5 mg/L 刺激）及自噬诱导剂雷帕霉素（RAP）+LPS 组（10 nmol/L 

RAP 预处理 30 min+LPS 5 mg/L 刺激）。4 组于 LPS 刺激 60 min 后检测跨内皮细胞电阻（TER）以反映内皮通

透性；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测自噬标志性蛋白微管相关蛋白轻链 3（LC3Ⅱ/Ⅰ）和自噬

相关基因 Beclin-1 的蛋白表达；采用流式细胞仪检测内皮细胞凋亡情况；采用荧光法检测天冬氨酸特异性半

胱氨酸蛋白酶 3（caspase-3）活性。② 体内实验：将 24 只 SD 大鼠按随机数字表法分为 4 组，每组 6 只。对照

组不予任何处理；模型组经尾静脉注射 LPS 10 mg/kg；3-MA 预处理组及 RAP 预处理组经尾静脉注射 3-MA  

10 mg/kg 或 RAP 2 mg/kg 预处理 30 min 后再注射 LPS 10 mg/kg。荧光显微镜下观察肠系膜微静脉内荧光白

蛋白的渗出情况，并计算血管内外荧光强度变化值（ΔI）以反映血管通透性。结果  ① 在细胞水平，LPS 组

LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、caspase-3 活性及细胞凋亡率均较空白组明显增加，TER 值明显降低。与 LPS 组比较，

3-MA+LPS 组 LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、caspase-3 活性及细胞凋亡率均明显降低，TER 值明显升高〔LC3Ⅱ/Ⅰ 

蛋白：（288.2±33.3）% 比（420.5±39.4）%，Beclin-1 蛋白：（185.3±26.4）% 比（293.3±36.1）%，caspase-3 活性： 

（196.6±28.5）% 比（339.5±25.4）%，细胞凋亡率：（9.50±0.99）% 比（15.40±1.55）%，TER 值：0.88±0.09

比 0.63±0.05，均 P＜0.05〕；RAP+LPS 组 LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、caspase-3 活性及细胞凋亡率进一步增加，

TER 值 进 一 步 降 低〔LC3Ⅱ/Ⅰ 蛋 白：（519.6±45.2）% 比（420.5±39.4）%，Beclin-1 蛋 白：（359.0±38.3）%

比（293.3±36.1）%，caspase-3 活 性：（449.1±31.0）% 比（339.5±25.4）%，细 胞 凋 亡 率：（19.30±1.72）% 比

（15.40±1.55）%，TER 值：0.54±0.05 比 0.63±0.05，均 P＜0.05〕。② 在动物水平，模型组肠系膜微静脉内白蛋

白渗出明显增多，肠系膜血管通透性较对照组明显增加（ΔI：0.54±0.07 比 0.13±0.03，P＜0.05）。与模型组比

较，3-MA 预处理组白蛋白渗出明显减少，血管通透性明显降低（ΔI：0.25±0.05 比 0.54±0.07，P＜0.05）；RAP

预处理组白蛋白渗出进一步增多，血管通透性进一步增加（ΔI：0.67±0.07 比 0.54±0.07，P＜0.05）。结论  抑

制细胞自噬可以减轻 LPS 介导的血管通透性增加，而增强细胞自噬则可进一步增加血管通透性，其机制可能与

细胞自噬导致内皮细胞凋亡有关。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  effects  of  autophagy  on  lipopolysaccharide  (LPS)-induced  vascular 

hyper-permeability.  Methods  ① In vitro: Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were randomly divided 

into blank group, LPS group  (5 mg/L LPS stimulation), autophagy  inhibitor 6-amino-3-methyl purine  (3-MA) + LPS 

group  (5 mmol/L  3-MA pretreatment  for  30 minutes +  5 mg/L LPS  stimulation)  and  autophagy  revulsive Rapamycin 

(RAP) +  LPS  group  (10  nmol/L RAP  pretreatment  for  30 minutes +  5 mg/L  LPS  stimulation).  After  LPS  simulation 
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  血管通透性增加导致全身性水肿是脓毒症的

重要特征，而血管通透性增加的机制尚不清楚［1-2］。

本课题组前期研究证实，抑制细胞凋亡信号可以减

轻失血性休克以及氧化应激血管通透性增加［3-4］。

有研究证实细胞自噬可以通过清除细胞内损伤细胞

器帮助细胞存活［5］；但也有许多研究证实细胞自噬

可以导致细胞凋亡，从而促进疾病发展［6-8］。本课

题组前期在缺血 / 再灌注（I/R）损伤动物模型中证

实，抑制细胞自噬可以减轻细胞凋亡［9］，那么细胞自

噬是否可以通过调节细胞凋亡进而影响血管通透性

呢？本研究旨在探讨细胞自噬在脂多糖（LPS）介导

血管通透性增加中的作用及可能机制。

1 材料及方法

1.1  主要试剂：人脐静脉内皮细胞株（HUVEC，美国 

Scien Cell 公司）；天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3 

（caspase-3）试剂盒（美国 Biovision 公司）；异硫氰

酸荧光素标记膜联蛋白Ⅴ（FITC-Annexin Ⅴ）试剂

盒、FITC-白蛋白（美国 Sigma 公司），自噬标志性

蛋白微管相关蛋白轻链 3（LC3Ⅱ/Ⅰ）、自噬相关基

因 Beclin-1 单克隆抗体（英国 Abcam 公司）；3-磷

酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）、辣根过氧化物酶（HRP）

标记二抗（天津三箭生物科技有限公司）。

1.2  体外实验

1.2.1  细胞分组及处理：将 HUVEC 细胞分为 4 组。

空白组不予任何处理；LPS 组加 LPS 5 mg/L 刺激； 

6-氨基-3-甲基嘌呤（3-MA）+LPS 组以 5 mmol/L

自噬抑制剂 3-MA［5］预处理 30 min 后再给予 LPS  

5 mg/L 刺激；雷帕霉素（RAP）+LPS 组以 10 nmol/L

自噬诱导剂 RAP［5］预处理 30 min 后给予 LPS 5 mg/L 

刺激。各组于 LPS 刺激 60 min 后检测相关指标。

1.2.2  内皮通透性检测：HUVEC 接种于 Transwell

插入皿，待细胞 90% 以上融合后用无血清 DMEM

培养基培养 12 h，使细胞同步生长并处于静止期。

分组处理后，用 EVOM2 跨细胞电阻测量仪测定单

层 HUVEC 的跨内皮细胞电阻（TER）以反映内皮通

透性［3］。标准化TER＝实验组数值 /空白组平均值。

1.2.3  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测

LC3Ⅱ/Ⅰ及 Beclin-1 的蛋白表达：裂解细胞，BCA

for  60 minutes  in  four  groups,  endothelial  permeability was  detected  by  trans-endothelial  electrical  resistance  (TER) 
determination.  The  protein  expressions  of  autophagy  marker  protein  microtubule-associated  protein  1  light  chain  3  
(LC3 Ⅱ/Ⅰ) and autophagy related gene Beclin-1 were detected by Western Blot. Cell apoptosis was evaluated by using 
flow cytometry. Caspase-3 activity was detected by fluorometric assay kit. ② In vivo: 24 Sprague-Dawley (SD) rats were 
randomly assigned to four groups according to random number table, with 6 rats in each group. The rats in control group 
received no treatment; rats in model group were tail intravenous injected 10 mg/kg of LPS. The rats in 3-MA pretreatment 
and RAP pretreatment  groups were  tail  intravenous  injected  10 mg/kg  of  3-MA  or  2 mg/kg  of RAP pretreatment  for 
30 minutes  before  10 mg/kg  LPS  injection.  The  extravasation  of  FITC-albumin  in mesenteric  post-capillary  venules 
was  observed  by  fluorescence  microscope.  Then  the  change  in  fluorescence  intensity  of  FITC-albumin  between  the 
intravascular  and  extravascular  space  (ΔI)  were  measured  to  reflect  vascular  permeability.  Results  ①  In vitro,  
compared with blank group,  the LC3 Ⅱ/Ⅰ protein, Beclin-1 protein, caspase-3 activity and  rate of cell  apoptosis  in 
LPS group were increased, and the TER was decreased. Compared with LPS group, the LC3 Ⅱ/Ⅰ, Beclin-1, caspase-3 
activity and rate of cell apoptosis in 3-MA+LPS group were decreased, and the TER was increased [LC3 Ⅱ/Ⅰ protein: 
(288.2±33.3)%  vs.  (420.5±39.4)%,  Beclin-1  protein:  (185.3±26.4)%  vs.  (293.3±36.1)%,  caspase-3  activity: 
(196.6±28.5)%  vs.  (339.5±25.4)%,  rate  of  cell  apoptosis:  (9.50±0.99)%  vs.  (15.40±1.55)%,  TER:  0.88±0.09 
vs.  0.63±0.05,  all  P  <  0.05].  Compared  with  LPS  group,  the  LC3 Ⅱ/Ⅰ,  Beclin-1,  caspase-3  activity  and  rate  of 
cell  apoptosis  in  RAP+LPS  group  were  further  increased,  and  the  TER  was  further  decreased  [LC3 Ⅱ/Ⅰ  protein: 
(519.6±45.2)%  vs.  (420.5±39.4)%,  Beclin-1  protein:  (359.0±38.3)%  vs.  (293.3±36.1)%,  caspase-3  activity: 
(449.1±31.0)%  vs.  (339.5±25.4)%,  rate  of  cell  apoptosis:  (19.30±1.72)%  vs.  (15.40±1.55)%,  TER:  0.54±0.05 
vs. 0.63±0.05, all P < 0.05]. ② In vivo, the albumin extravasation and vascular permeability were increased in model 
group as compared with  those of control group (ΔI: 0.54±0.07 vs. 0.13±0.03, P < 0.05). The albumin extravasation 
and  vascular  permeability  were  obviously  decreased  in  3-MA  pretreatment  group  as  compared  with  those  of  model 
group (ΔI: 0.25±0.05 vs. 0.54±0.07, P < 0.05). The albumin extravasation and vascular permeability were obviously 
increased  in  RAP  pretreatment  group  as  compared  with  those  of  model  group  (ΔI:  0.67±0.07  vs.  0.54±0.07,  
P  <  0.05).  Conclusions  Inhibition  of  autophagy  can  reduce  the  LPS-induced  vascular  hyper-permeability,  and 
enhanced  autophagy  can  further  increase  vascular  permeability.  The  mechanism  of  autophagy  mediate  vascular 
permeability may be related to the endothelial cells apoptosis.

【Key words】  Autophagy;  Apoptosis;  Vascular permeability;  Endothelial cell;  Lipopolysaccharide
Fund program: National Natural Science Foundation of China (81500066)
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法蛋白定量，凝胶电泳后转膜，免疫化学发光溶液

（ECL）曝光，用 Image J 软件分析灰度值。以目的蛋

白与内参照GAPDH的灰度值比值表示蛋白表达量，

并以空白组表达量作为对照。

1.2.4  细胞凋亡检测［3］：HUVEC 分组处理后加入

FITC-Annexin Ⅴ 5 μL 和碘化丙啶（PI）10 μL 混匀，

室温避光孵育 5 min，流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.2.5  caspase-3 活性检测：充分裂解细胞，BCA 法

检测蛋白浓度，采用荧光法检测 caspase-3 活性，步

骤参照试剂盒说明书进行。

1.3  体内实验

1.3.1  动物分组及处理：SD 大鼠 24 只，购自南方医

科大学实验动物中心，合格证号：44002100000579，

按随机数字表法分 4 组，每组 6 只。对照组不予任

何处理；模型组经尾静脉注射 LPS 10 mg/kg；3-MA

预处理组经尾静脉注射 3-MA 10 mg/kg［10］预处理

30 min 后再注射 LPS；RAP 预处理组经尾静脉注射

RAP 2 mg/kg［11］预处理 30 min 后再注射 LPS。

1.3.2  血管通透性检测［4］：取大鼠空肠组织，显微

镜下寻找 20～50 μm 周围无脂肪细胞包裹的微静

脉，持续滴注 FITC- 白蛋白 0.15 mg·kg-1·min-1，连

续 60 min 用 NIS.Element BR 软件观察血管内荧光

物质渗出情况，测定血管内荧光强度值（Ii）和血管

外渗出的荧光强度值（Io），以血管内外荧光强度变

化值（ΔI）表示血管通透性，ΔI＝1－（Ii－Io）/Io，

ΔI 值越大表示通透性越高。

1.4  统计学处理：应用 SPSS 20.0 软件进行统计分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比

较采用单因素方差分析（one-way ANOVA）和 LSD

多重比较法，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  体外实验结果

2.1.1  3-MA 或 RAP 对 LPS 介导 HUVEC 细胞自噬

的影响（表 1；图 1）：LPS 组 LC3Ⅱ/Ⅰ及 Beclin-1

的蛋白表达较空白组明显增加（均 P＜0.05）。与

LPS 组比较，3-MA+LPS 组 LC3Ⅱ/Ⅰ及 Beclin-1 表

达明显下调，RAP+LPS 组 LC3Ⅱ/Ⅰ及 Beclin-1 表

达进一步上调（均 P＜0.05）。

2.1.2  3-MA 或 RAP 对 LPS 介导 HUVEC 细胞凋亡

的影响（表 2；图 2）：LPS 组细胞 caspase-3 活性及凋

亡率较空白组明显增加（均 P＜0.05）。与 LPS 组比 

较，3-MA+LPS 组细胞 caspase-3 活性及凋亡率明

显下降，RAP+LPS 组则进一步升高（均 P＜0.05）。

表 1 3-MA 或 RAP 预处理对 LPS 介导 
HUVEC 细胞自噬的影响（x±s）

组别 样本数（孔）LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白（%） Beclin-1 蛋白（%）

空白组 6 100.0±  8.1 100.0±11.5

LPS 组 6 420.5±39.4 a 293.3±36.1 a

3-MA+LPS 组 6 288.2±33.3 ab 185.3±26.4 ab

RAP+LPS 组 6 519.6±45.2 ab 359.0±38.3 ab

F 值 213.341 129.401

P 值     0.000     0.000

注：3-MA 为 6- 氨基 -3- 甲基嘌呤，RAP 为雷帕霉素，LPS 为

脂多糖，HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，LC3Ⅱ/Ⅰ为微管相关蛋白轻

链 3，Beclin-1 为自噬相关基因；与空白组比较，aP＜0.05；与 LPS

组比较，bP＜0.05

LC3Ⅱ/Ⅰ为微管相关蛋白轻链 3，Beclin-1 为自噬相关基因， 

LPS 为脂多糖，3-MA 为 6- 氨基 -3- 甲基嘌呤， 

RAP 为雷帕霉素，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 1  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组 

人脐静脉内皮细胞 LC3Ⅱ/Ⅰ及 Beclin-1 的蛋白表达

表 2 3-MA 或 RAP 预处理对 LPS 介导
HUVEC 细胞凋亡的影响（x±s）

组别 样本数（孔）caspase-3 活性（%） 凋亡率（%）

空白组 6 100.0±14.5 2.60±0.44

LPS 组 6 339.5±25.4 a 15.40±1.55 a

3-MA+LPS 组 6 196.6±28.5 ab 9.50±0.99 ab

RAP+LPS 组 6 449.1±31.0 ab 19.30±1.72 ab

F 值 154.038 35.800

P 值     0.018   0.000

注：3-MA 为 6- 氨基 -3- 甲基嘌呤，RAP 为雷帕霉素，LPS 为

脂多糖，HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，caspase-3 为天冬氨酸特异

性半胱氨酸蛋白酶 3；与空白组比较，aP＜0.05；与 LPS 组比较，
bP＜0.05

2.1.3  3-MA 或 RAP 对 LPS 介导 HUVEC 细胞通透

性的影响（表 3）：LPS 组 TER 值较空白组明显降低

（P＜0.05）。与 LPS 组比较，3-MA+LPS 组 TER 值

明显升高，RAP+LPS 组进一步降低（均 P＜0.05）。
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2.2  体内实验 3-MA 或 RAP 对 LPS 介导大鼠肠系

膜血管通透性的影响（表 3；图 3）：模型组白蛋白渗

出较对照组明显增多（P＜0.05），血管通透性增加。

与模型组比较，3-MA 预处理组白蛋白渗出明显减

少（P＜0.05），血管通透性下降；RAP 组白蛋白渗出

进一步增多（P＜0.05），血管通透性进一步增加。

3 讨 论

  自噬通过程序性清除受损的细胞器以利于细胞

存活，但过度的自噬可以促进细胞凋亡从而导致机

体损伤［7-8，12］。本课题组前期研究证实，内皮细胞

凋亡是血管通透性增加的重要原因［3-4］。在本研究

中，我们通过自噬抑制剂 3-MA 及自噬诱导剂 RAP

干预，检测自噬对内皮细胞凋亡及 LPS 介导血管通

透性增加的影响，以研究细胞自噬在 LPS 介导血管

通透性增加中的作用。

  LC3 与自噬相关，是自噬的标志性蛋白，最常用

于检测自噬水平［13-15］。本研究结果显示，LPS 刺激

后 LC3Ⅱ/Ⅰ表达显著增加，提示 LPS 可以导致细胞

自噬增强；自噬抑制剂 3-MA 可抑制其表达，而自

噬诱导剂 RAP 则可进一步增加其表达。Beclin-1

蛋白是自噬体形成过程中的一个必需分子，通过介

导其他自噬蛋白定位从而调控自噬体的形成与成

熟［9，16］。本研究中 Beclin-1 蛋白变化与 LC3Ⅱ/Ⅰ

蛋白相符，在自噬过程中 Beclin-1 表达水平上调，

3-MA可抑制其表达，而RAP则进一步增强其表达。

  为了观察自噬对 LPS 介导血管通透性的影响，

我们在细胞水平给予 3-MA 或 RAP 预处理，结果显

示，LPS 可导致内皮细胞 TER 值降低，而 3-MA 可

提高TER值，RAP则进一步降低TER值。提示3-MA

可以降低 LPS 介导的内皮通透性增加，而 RAP 则导

致 LPS 介导的内皮通透性进一步增加。我们通过

给大鼠体内注射荧光白蛋白，检测其在肠系膜静脉

的渗漏情况以反映血管通透性。结果显示，3-MA

可以减少 LPS 介导的荧光白蛋白渗出，而 RAP 则导

致 LPS 介导的白蛋白渗出更加严重。以上结果提

示细胞自噬可以增强 LPS 介导的血管通透性增加，

而抑制细胞自噬则可以显著减轻 LPS 介导的血管

通透性增加。

表 3 3-MA 或 RAP 预处理对 LPS 介导 HUVEC 内皮 
通透性及 LPS 介导大鼠肠系膜血管通透性的影响（x±s）

组别
样本数

（孔 / 只）

体外实验

TER 值

体内实验血管内外

荧光强度变化值

对照组 6 1.00±0.07 0.13±0.03

模型组 6 0.63±0.05 a 0.54±0.07 a

3-MA 组 6 0.88±0.09 ab 0.25±0.05 ab

RAP 组 6 0.54±0.05 ab 0.67±0.07 ab

F 值 92.400 34.291

P 值   0.013   0.008

注：3-MA 为 6- 氨基 -3- 甲基嘌呤，RAP 为雷帕霉素，LPS 为

脂多糖，HUVEC 为人脐静脉内皮细胞；与对照组比较，aP＜0.05；

与模型组比较，bP＜0.05

图 3  荧光显微镜下观察各组大鼠肠系膜血管通透性改变 

10 min 时各组荧光白蛋白均无外渗。60 min 时对照组无白

蛋白外渗；模型组有大量白蛋白外渗；6- 氨基 -3- 甲基嘌

呤（3-MA）预处理组外渗白蛋白较模型组明显减少；雷帕

霉素（RAP）预处理组外渗白蛋白较模型组进一步增加　高

倍放大

注：LPS 为脂多糖，3-MA 为 6- 氨基 -3- 甲基嘌呤，RAP 为雷帕霉素，Annexin Ⅴ为膜联蛋白Ⅴ，PI 为碘化丙啶

图 2  流式细胞仪检测各组人脐静脉内皮细胞凋亡情况
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  自噬可以引起细胞凋亡［17］。研究证实，线粒体

凋亡信号可以通过激活 caspase，导致血管通透性增

加［4］。因此本研究检测了细胞自噬对 LPS 介导细

胞凋亡的影响。结果显示，3-MA 可以降低 LPS 介

导的内皮细胞凋亡，而 RAP 则可增强 LPS 介导的细

胞凋亡。最近发现 Beclin-l 可以被 caspase-3 切割，

其 C- 末端片段可放大线粒体介导的凋亡作用，使

凋亡过程中产生更多的 caspase-3，从而形成正反馈

以促进凋亡，而 caspase-3 激活是细胞凋亡的主要

特征［9，18］。我们检测 caspase-3 活性发现，3-MA 可

以抑制 caspase-3 活性，而 RAP 则增强 caspase-3 活

性。进一步提示自噬可以增强LPS介导的细胞凋亡，

而抑制自噬则可减轻细胞凋亡。

  综上所述，本研究发现抑制细胞自噬可以减轻

LPS 介导的血管通透性增加，而增强自噬则可进一

步导致血管通透性增加，其机制可能与自噬介导的

内皮细胞凋亡有关。
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