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·论著·
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【摘要】 目的  探讨内皮低亲和力 A2b 腺苷受体（Adora2b）对脂多糖（LPS）诱导肺微血管内皮炎症的调

控作用及机制。方法  原代培养大鼠肺微血管内皮细胞（PMVEC），血清饥饿 24 h 后，采用 Adora2b 特异性激

动剂 BAY60-6583（0.1、1、10 μmol/L）或抑制剂 PSB1115（1 μmol/L）预处理 1 h，然后再加入 LPS（100 μg/L）；同

时设立空白对照组、LPS 组、BAY60-6583 单独处理组和 PSB1115 单独处理组。各组细胞培养 24 h 后，采用膜

联蛋白 V/ 碘化丙啶（Annexin V/PI）双染色法检测早期细胞凋亡率，用酶联免疫吸附试验（ELISA）测定细胞上

清液中炎性因子含量，用实时荧光定量聚合酶链反应（RT-qPCR）测定趋化因子和黏附分子的 mRNA 表达；分

离提取大鼠静脉血中性粒细胞（PMN），观察体外PMN黏附迁移情况，用异硫氰酸荧光素-白蛋白（FITC-albumin）

法检测 PMN 黏附迁移后 PMVEC 单层通透性，用荧光探针 DCFH-DA 检测细胞内氧化应激水平。结果  与空

白对照组相比，LPS 组早期细胞凋亡率明显升高，上清液中早期炎性因子白细胞介素 -1β（IL-1β）、肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）含量明显增加，趋化因子如 CXC 基序趋化因子配体 1（CXCL-1）、CXC 基序趋化因子配体 3

（CXCL-3）、单核细胞趋化蛋白 1（MCP-1）以及黏附分子如 E -选择素、细胞间黏附分子-1（ICAM-1）、血管细胞

黏附分子-1（VCAM-1）的 mRNA 表达均明显升高，黏附迁移的 PMN 增多，PMVEC 单层通透性升高，细胞内活

性氧水平升高。与 LPS 组比较，BAY60-6583 预处理能剂量依赖性地降低早期细胞凋亡率， 减少 PMN 迁移，

降低 PMVEC 单层通透性，0.1 μmol/L 时差异即有统计学意义〔凋亡率：（21.12±2.12）% 比（27.66±3.57）%，

PMN 迁 移 细 胞 数（个 /HP）：260.60±18.24 比 290.20±16.48，通 透 系 数（Pd，×10-6 cm/s）：28.28±2.04 比

32.55±2.13，均 P＜0.05〕，并能剂量依赖性减少早期促炎因子分泌，降低趋化因子和黏附分子的 mRNA 表达， 

1 μmol/L 时差异均有统计学意义〔IL-1β（ng/L）：475.75±63.15 比 755.25±67.42，TNF-α（ng/L）：560.25±69.96

比 818.75±60.92，CXCL-1 mRNA（2-ΔΔCt）： 3.57±0.28 比 5.27±0.69，CXCL-3 mRNA（2-ΔΔCt）：4.56±0.48 比

7.32±0.54，MCP-1 mRNA（2-ΔΔCt）：2.21±0.31比3.35±0.21，E -选择素mRNA（2-ΔΔCt）：4.64±0.09比7.28±0.73，

ICAM-1 mRNA（2-ΔΔCt）：4.14±0.30 比 5.89±0.25，VCAM-1 mRNA（2-ΔΔCt）：2.23±0.19 比 2.92±0.33，均 P＜
0.05〕，10 μmol/L BAY60-6583 预处理还能降低细胞内氧化应激水平〔活性氧（荧光强度）：629.05±33.10 比

781.45±64.59，P＜0.05〕；而 PSB1115 预处理能进一步增加 LPS 诱导的细胞凋亡〔凋亡率：（34.36±4.57）% 比

（27.66±3.57）%〕，上调炎性因子和趋化因子、黏附分子的表达〔IL-1β（ng/L）：889.00±63.11 比 755.25±67.42，

TNF-α（ng/L）：939.00±43.44 比 818.75±60.92，CXCL-1 mRNA（2-ΔΔCt）：6.66±0.65 比 5.27±0.69，CXCL-3 

mRNA（2-ΔΔCt）：10.42±0.51 比 7.32±0.54，MCP-1 mRNA（2-ΔΔCt）：4.85±0.34 比 3.35±0.21，E - 选择素 mRNA

（2-ΔΔCt）：8.42±0.47 比 7.28±0.73，ICAM-1 mRNA（2-ΔΔCt）：7.46±0.72 比 5.89±0.25，VCAM-1 mRNA（2-ΔΔCt）： 

4.35±0.26 比 2.92±0.33〕，并能增加 PMN 黏附迁移（个 /HP：348.40±22.68 比 290.20±16.48）及 PMVEC 单层

通透性〔Pd（×10-6 cm/s）：39.65±2.69 比 32.55±2.13〕，加重氧化应激损伤〔活性氧（荧光强度）：847.04±29.26 

比781.45±64.59〕， 差异均有统计学意义（均P＜0.05）。 结论  内皮Adora2b活化可通过减少早期炎性因子释放、 

下调细胞趋化和黏附分子表达、减少 PMN 黏附迁移、降低氧化应激等机制减轻 LPS 诱导的肺微血管内皮炎症。
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【Abstract】 Objective  To explore the role of the low-affinity A2b adenosine receptors (Adora2b) in pulmonary 
microvascular endothelial inflammation induced by lipopolysaccharide and its mechanism.  Methods  Rat pulmonary 
microvascular  endothelial  cells  (PMVECs)  were  isolated  and  cultured in vitro.  After  serum  deprivation  for  24  hours, 
cells  were  pretreated  with Adora2b  specific  agonist  BAY60-6583  (0.1,  1,  10 μmol/L)  or Adora2b  specific  antagonist 
PSB1115  (1 μmol/L)  for  1 hour,  respectively,  and  then  challenged with LPS  (100 μg/L). Cells without  treatment were 
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served as the control group, and those treated with LPS, BAY60-6583 or PSB1115 alone were served as single challenge 
groups.  After  incubation  with  specific  drugs  for  24  hours,  the  apoptosis  of  PMVECs was  analyzed  by  flow  cytometry 
using Annexin V/propidium  iodide  (PI)  technique.  The  levels  of  early  inflammatory  factors  in  cultured medium were 
measured  using  enzyme  linked  immunosorbent  assay  (ELISA).  The  mRNA  expressions  of  chemotactic  factors  and 
adhesion  molecules  were  determined  by  real-time  quantitative-polymerase  chain  reaction  (RT-qPCR).  Polymorph 
nuclear  neutrophils  (PMNs)  from  venous  blood  of  healthy  rats  were  isolated,  and  PMN  migration  through  PMVECs 
monolayer under stimulation of drugs was observed  in  transwell  inserts. The monolayer permeability of PMVECs after 
adhesion  of PMNs was determined by  fluorescein  isothiocyanate  (FITC)-albumin  assay. Oxidative  stress was detected 
by  DCFH-DA  assay.  Results  Compared  with  the  control  group,  more  cells  entered  into  the  apoptosis  stage  after 
LPS  challenge. Meanwhile,  the  levels  of  interleukin-1β  (IL-1β)  and  tumor  necrosis  factor-α  (TNF-α)  in  cultured 
medium were significantly increased, as well as the mRNA expressions of chemotactic factors [C-X-C motif chemokine 
ligand  1  (CXCL-1),  CXCL-3  and monocyte  chemoattractant  protein-1  (MCP-1)]  and  adhesion molecules  [E-selectin, 
intercellular adhesion molecule-1  (ICAM-1) and vascular cell  adhesion molecule-1  (VCAM-1)]. More PMNs migrated 
through PMVECs following adhesion and the monolayer permeability of PMVECs was rapidly enhanced. The oxidative 
stress  was  upregulated.  Compared  with  LPS  group,  BAY60-6583  pretreatment  could  dose-dependently  decrease  the 
rate  of  apoptosis,  attenuate  trans-endothelial  migration  of  PMNs  and  decrease  the  endothelial  cell  barrier  leakage. 
There  were  significant  differences  even  after  incubation  of  0.1 μmol/L BAY60-6583  [apoptosis  rate:  (21.12±2.12)% 
vs.  (27.66±3.57)%,  number  of  migrated  PMNs/HP:  260.60±18.24  vs.  290.20±16.48,  permeability  coefficient  
(Pd, ×10-6 cm/s): 28.28±2.04 vs. 32.55±2.13, all P < 0.05]. Meanwhile, BAY60-6583 pretreatment also downregulated 
the levels of early proinflammatory factors in a dose-dependent manner as well as the mRNA expressions of chemotactic 
factors and adhesion molecules. The statistic difference was significant while treated with 1 μmol/L BAY60-6583 [IL-1β 
(ng/L): 475.75±63.15 vs. 755.25±67.42, TNF-α (ng/L): 560.25±69.96 vs. 818.75±60.92, CXCL-1 mRNA (2-ΔΔCt): 
3.57±0.28 vs. 5.27±0.69, CXCL-3 mRNA (2-ΔΔCt): 4.56±0.48 vs. 7.32±0.54, MCP-1 mRNA (2-ΔΔCt): 2.21±0.31 
vs.  3.35±0.21,  E-selectin  mRNA  (2-ΔΔCt):  4.64±0.09  vs.  7.28±0.73,  ICAM-1  mRNA  (2-ΔΔCt):  4.14±0.30  vs. 
5.89±0.25, VCAM-1 mRNA (2-ΔΔCt): 2.23±0.19 vs. 2.92±0.33, all P < 0.05]. Furthermore, pretreatment of 10 μmol/L  
BAY60-6583  could  decrease  the  oxidative  stress  [reactive  oxygen  species  (RFU):  629.05±33.10  vs.  781.45±64.59,  
P < 0.05]. Contrast, PSB1115 pretreatment aggravated apoptosis of PMVECs after LPS incubation [(34.36±4.57)% vs. 
(27.66±3.57)%],  upregulated  expressions  of  proinflammatory  and  chemotactic  factors  as  well  as  adhesion molecules 
[IL-1β (ng/L): 889.00±63.11 vs. 755.25±67.42, TNF-α (ng/L): 939.00±43.44 vs. 818.75±60.92, CXCL-1 mRNA 
(2-ΔΔCt):  6.66±0.65  vs.  5.27±0.69,  CXCL-3  mRNA  (2-ΔΔCt):  10.42±0.51  vs.  7.32±0.54,  MCP-1  mRNA  (2-ΔΔCt): 
4.85±0.34 vs. 3.35±0.21, E-selectin mRNA (2-ΔΔCt): 8.42±0.47 vs. 7.28±0.73, ICAM-1 mRNA (2-ΔΔCt): 7.46±0.72 
vs.  5.89±0.25,  VCAM-1  mRNA  (2-ΔΔCt):  4.35±0.26  vs.  2.92±0.33],  aggravated  trans-endothelial  migration  of 
PMNs  (cells/HP: 348.40±22.68 vs. 290.20±16.48),  enhanced  the  leakage of PMVECs monolayer  [Pd  (×10-6  cm/s): 
39.65±2.69 vs. 32.55±2.13] and increased oxidative stress in PMVECs [reactive oxygen species (RFU): 847.04±29.26 
vs.  781.45±64.59],  with  statistically  significant  difference  (all  P  <  0.05).  Conclusion  Activation  of  endothelial 
Adora2b attenuates LPS-induced pulmonary microvascular inflammation by decreasing the release of early inflammatory 
factors,  downregulating  expressions  of  chemotactic  factors  and  adhesion  molecules,  attenuating  trans-endothelial 
migration of PMNs and oxidative stress in PMVECs, which suggest endothelial Adora2b is apotential anti-inflammatory 
target in the treatment of LPS-induced acute lung injury.

【Key words】  Acute  respiratory  distress  syndrome;  A2b  adenosine  receptor;  Pulmonary  microvascular 
endothelium;  Inflammation
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  急性呼吸窘迫综合征（ARDS）以进行性呼吸窘

迫、顽固性低氧血症和非心源性肺水肿为特征，是

危重症患者最常见的急性呼吸衰竭，发病率高，病情

进展迅速［1］。ARDS 的特征性病理生理改变是肺内

外因素导致的肺部严重炎症反应。在 ARDS 早期，

炎性细胞被活化，向肺间质和肺泡内移行，并释放炎

性因子，导致肺气血屏障损伤。本课题组前期研究

发现，腺苷的低亲和力 A2b 腺苷受体（Adora2b）能

够通过调节肺微血管内皮细胞（PMVEC）间连接、

减少细胞旁扩散、促进新生血管形成等机制降低肺

微血管内皮屏障通透性［2］。然而，Adora2b 活化对

于肺微血管内皮凋亡和炎症反应的影响仍有待进一

步研究。本实验中通过观察脂多糖（LPS）刺激下，

Adora2b 活化或抑制对大鼠 PMVEC 凋亡的影响，并

从炎性因子释放、趋化和黏附分子合成、中性粒细

胞（PMN）黏附迁移及活性氧家族活化等方面，探讨

内皮 Adora2b 对内皮炎症反应的调控作用。本研究

将完善 ARDS 时 Adora2b 对肺微血管内皮屏障保护

的机制，为进一步探索细胞内作用机制奠定基础。

1 材料和方法 

1.1  大鼠 PMVEC 原代培养：取 5～6 日龄健康 SD

大鼠（购自北京维通利华实验动物技术有限公司），

腹腔注射麻醉后消毒、固定于超净台上。暴露心、

肺，用磷酸盐缓冲液（PBS）灌洗肺叶至发白。剪下
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发白的肺叶置于冷 PBS 内，漂洗后小心去除脏层胸

膜。剪取外周肺组织（距边缘厚度不超过 1.5 cm），

用组织植块法均匀接种到细胞培养瓶中获得原代

PMVEC；然后置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中传代培

养，取第 3～5 代用于实验。药物干预前，弃培养液，

加入含 0.1% 胎牛血清的内皮细胞培养基血清饥饿

24 h，使绝大部分细胞阻滞于 G0～G1 期。

1.2  细胞分组及药物处理：将血清饥饿后的细胞分

为空白对照组（不加药物）、LPS 组（100 μg/L）、BAY+ 

LPS 组（0.1、1、10 μmol/L 的 Adora2b 激动剂 BAY60-

6583 预处理 1 h 后加 100 μg/L 的 LPS）、PSB+LPS 组 

（1 μmol/L 的 Adora2b 抑制剂 PSB1115 预处理 1 h 后 

加100 μg/L的LPS）、BAY组（BAY60-6583 10 μmol/L）、 

PSB 组（PSB1115 1 μmol/L）8 组。

  本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准，

并经北京人民医院医学伦理委员会审批（审批号：

2019PHC014）。

1.3  检测指标及方法：各组细胞培养 24 h 后备检。

1.3.1  细胞凋亡率检测：收集细胞，调整细胞密度

为 1×109/L，结合缓冲液洗涤、离心。用 100 μL 的

异硫氰酸荧光素-膜联蛋白 V（FITC-Annexin V）标

记溶液重悬细胞，室温下避光孵育 15 min 后，离心

沉淀细胞，孵育缓冲液洗 1 次。上机前 5 min 加入

碘化丙啶（PI）进行染色。用流式细胞仪检测细胞

凋亡率，右下象限 FITC+/PI- 为早期凋亡细胞。

1.3.2  酶联免疫吸附试验（ELISA）测定细胞上清

液中炎性因子水平：取 50 μL 细胞上清液，稀释至 

500 μL 后，按 ELISA 试剂盒（美国 R&D 公司）说明

书步骤测定白细胞介素-1β（IL-1β）和肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）含量，用酶标仪测定 450 nm 处吸光

度值（A450），根据标准曲线计算炎性因子含量。

1.3.3  实时荧光定量聚合酶链反应（RT-qPCR）测

定细胞趋化和黏附分子表达：TRIzol 法提取细胞

总 RNA 后，计算 RNA 总浓度。反转录合成 cDNA，

在 ABI 7700 型定量 PCR 仪上进行 PCR 反应。引物

序列由北京奥科公司合成。测定样品趋化因子如

CXC 基序趋化因子配体 1（CXCL-1）、CXC 基序趋化

因子配体 3（CXCL-3）、单核细胞趋化蛋白 1（MCP-1） 

以及黏附分子如 E - 选择素、细胞间黏附分子- 1

（ICAM-1）、血管细胞黏附分子- 1（VCAM-1）的Ct值，

用 2-ΔΔCt 法计算各样品的基因表达。

1.3.4  PMN 分离提取与体外 PMN 黏附迁移试验：

将健康成年 SD 大鼠麻醉后采集静脉血肝素抗凝，

用 Ficoll 密度梯度离心、葡聚糖沉降、红细胞裂解法

分离 PMN。用无血清的 DMEM 培养基重悬细胞，

调整细胞密度至 2×109/L 备用。

  PMVEC以2×108/L密度接种于Transwell （孔径 

3.0 μm，直径 24 mm，美国 Corning 公司）上室，相差

显微镜下观察细胞形态及融合程度。待细胞完全

融合 48 h 后进行黏附迁移试验。各组在上室加入

相应药物作用 24 h 后，在上室加入 2×109/L 正常

PMN 1.8 mL，90 min 后收集下室的 PMN，倒置显微

镜下进行 PMN 计数。

1.3.5  FITC-白蛋白（albumin）法检测 PMN 黏附迁

移后 PMVEC 通透性：收集 Transwell 下室 PMN 后，

更换为含血清内皮细胞培养液。在上室加入 FITC-

albumin，下室加入等摩尔、无 FITC 标记的 albumin。

37 ℃、5% CO2 孵箱避光孵育 1 h 后，分别从上、下室 

提取0.3 mL和1.2 mL样品。荧光分光光度计检测样 

品荧光能量值（吸收波长493 nm，发射波长528 nm）。 

制作 FITC-albumin 标准曲线，得到上、下室 FITC-

albumin 浓度，并计算 PMVEC 通透系数（Pd）。

1.3.6  荧光探针 DCFH-DA 检测氧化应激水平：各

组药物刺激8 h后装载探针。去除细胞培养液，加入

DCFH-DA 10 μmol/L，37 ℃孵育 20 min。充分洗涤以

去除未进入细胞内的 DCFH-DA。收集细胞后，荧光

分光光度计检测各组荧光强度（激发波长 502 nm， 

发射波长 530 nm）以代表氧化应激水平。

1.4  统计学处理：使用 SPSS 25.0 软件进行统计分

析。所有细胞实验至少取 4 次独立实验的结果，先

对数据进行正态及方差齐性检验，因所有检测指标

均符合正态分布及方差齐，以均数 ± 标准差（x±s）
表示，组间比较采用 Student  t 检验或 ANOVA 检验。

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  PMVEC 早期凋亡率（表 1；图 1）：与空白对照

组相比，LPS 组 PMVEC 早期凋亡率明显升高（P＜
0.01）。与 LPS 组比较，Adora2b 活化能明显减少

PMVEC 早期凋亡，并呈剂量依赖效应（均 P＜0.05）；

而 PSB1115 预处理能明显加重 LPS 诱导的细胞

凋 亡（P＜0.05）。BAY60-6583 和 PSB1115 本 身 对

PMVEC 早期凋亡无显著影响（均 P＞0.05）。

2.2  PMVEC 早期促炎因子分泌（表 1）：与空白对照

组相比，LPS 组细胞上清液中 IL-1β、TNF-α 含量

增加（均 P＜0.01）。BAY60-6583 预处理可显著逆转

上述效应，最大效应浓度是 10 μmol/L；PSB1115 预 
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表 2 各组大鼠肺微血管内皮细胞（PMVEC）早期趋化因子和黏附分子表达水平比较（x±s）

组别
样本数

（个）

mRNA（2-ΔΔCt）

CXCL-1 CXCL-3 MCP-1 E -选择素 ICAM-1 VCAM-1

空白对照组 4 1 1 1 1 1 1
LPS 组 4 5.27±0.69 a 7.32±0.54 a 3.35±0.21 a 7.28±0.73 a 5.89±0.25 a 2.92±0.33 a

0.1 μmol/L BAY+LPS 组 4 4.31±0.22 5.25±0.57 c 2.73±0.20 c 6.00±0.37 5.25±0.75 2.80±0.14
1 μmol/L BAY+LPS 组 4 3.57±0.28 b 4.56±0.48 c 2.21±0.31 b 4.64±0.09 b 4.14±0.30 b 2.23±0.19 b

10 μmol/L BAY+LPS 组 4 1.33±0.19 b 2.51±0.28 c 1.25±0.13 c 3.56±0.29 b 3.18±0.64 b 1.27±0.17 b

PSB+LPS 组 4 6.66±0.65 c 10.42±0.51 b 4.85±0.34 b 8.42±0.47 b 7.46±0.72 b 4.35±0.26 b

BAY 组 4 1.02±0.11 1.03±0.18 1.06±0.12 0.99±0.11 1.03±0.18 0.95±0.08
PSB 组 4 0.95±0.23 1.01±0.31 1.14±0.21 1.03±0.08 1.11±0.15 1.05±0.19

注：LPS 为脂多糖，BAY 为 A2b 腺苷受体（Adora2b）特异性激动剂 BAY60-6583，PSB 为 Adora2b 特异性抑制剂 PSB1115，CXCL-1 为
CXC 基序趋化因子配体1，CXCL-3 为 CXC 基序趋化因子配体3，MCP-1 为单核细胞趋化蛋白1，ICAM-1 为细胞间黏附分子- 1，VCAM-1 为血
管细胞黏附分子- 1；与空白对照组比较，aP＜0.01；与 LPS 组比较，bP＜0.05，cP＜0.01

表 1 各组大鼠肺微血管内皮细胞（PMVEC）早期凋亡率 
及上清液中炎性因子水平比较（x±s）

组别
样本数

（个）

凋亡率

（%）

IL-1β

（ng/L）

TNF-α

（ng/L）

空白对照组 4 4.90±0.52 36.50±13.23 93.25±  7.63
LPS 组 4 27.66±3.57 a 755.25±67.42 a 818.75±60.92 a

0.1 μmol/L BAY+LPS 组 4 21.12±2.12 b 594.25±55.17 735.25±47.47
1 μmol/L BAY+LPS 组 4 16.04±2.61 b 475.75±63.15 c 560.25±69.96 c

10 μmol/L BAY+LPS 组 4 11.65±2.51 c 371.25±59.31 c 425.50±40.88 c

PSB+LPS 组 4 34.36±4.57 b 889.00±63.11 b 939.00±43.44 b

BAY 组 4 5.11±1.36 47.00±10.42 81.50±14.25
PSB 组 4 5.98±1.27 46.00±14.12 90.00±  9.90

注：LPS 为脂多糖，BAY 为 A2b 腺苷受体（Adora2b）特异性激
动剂 BAY60-6583，PSB 为 Adora2b 特异性抑制剂 PSB1115，IL-1β
为白细胞介素-1β，TNF-α 为肿瘤坏死因子-α；与空白对照组比
较，aP＜0.01；与 LPS 组比较，bP＜0.05，cP＜0.01

2.3  PMVEC 趋化因子及黏附分子表达（表 2）：与

空白对照组比较，LPS 组 CXCL-1、CXCL-3、MCP-1、

E -选择素、ICAM-1 和 VCAM-1 的 mRNA 表达明显

升高（均 P＜0.01）。Adora2b 活化能呈剂量依赖性

地降低上述趋化因子和黏附分子的 mRNA 表达，以

10 μmol/L 作用最明显；相反，Adora2b 受抑后上述

趋化因子和黏附分子表达明显增加。BAY60-6583

和 PSB1115 本身对 PMVEC 趋化因子和黏附分子表

达无显著影响（均 P＞0.05）。

2.4  PMN 体外迁移情况（表 3）：LPS 组 PMN 迁移细

胞较空白对照组明显增多（P＜0.01）。BAY60-6583 

预处理可呈剂量依赖性地显著逆转LPS诱导的上述

效应（均 P＞0.05）；相反，PSB1115 预处理后 PMN

迁移增多（P＜0.05）。BAY60-6583 和 PSB1115 本身 

对 PMN 迁移无显著影响（均 P＞0.05）。

处理可加重 LPS 诱导的早期促炎因子分泌（均 P＜
0.05）。BAY60-6583 和 PSB1115 本身对 PMVEC 早

期炎性因子水平无显著影响（均 P＞0.05）。

注：LPS 为脂多糖，BAY 为 A2b 腺苷受体（Adora2b）特异性激动剂 BAY60-6583，PSB 为 Adora2b 特异性抑制剂 PSB1115， 
Annexin V-FITC 为膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素，PI 为碘化丙啶；右下象限 FITC+/PI- 为早期凋亡细胞

图 1  流式细胞仪检测各组大鼠肺微血管内皮细胞（PMVEC）早期凋亡率
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表 3 各组大鼠肺微血管内皮细胞（PMVEC）表面 PMN
迁移情况及 PMVEC 通透性比较（x±s）

组别
样本数

（个）

PMN 迁移细胞

数（个 /HP）

Pd

（×10-6 cm/s）

空白对照组 4 78.50±  8.56 16.04±0.94
LPS 组 4 290.20±16.48 a 32.55±2.13 a

BAY 0.1 μmol/L+LPS 组 4 260.60±18.24 b 28.28±2.04 b

BAY 1 μmol/L+LPS 组 4 200.20±17.31 c 23.68±1.58 c

BAY 10 μmol/L+LPS 组 4 176.10±12.03 c 19.53±1.06 c

PSB+LPS 组 4 348.40±22.68 b 39.65±2.69 c

BAY 组 4 65.70±  7.25 15.77±1.24
PSB 组 4 82.40±10.91 17.10±1.33

注：LPS 为脂多糖，BAY 为 A2b 腺苷受体（Adora2b）特异性激
动剂 BAY60-6583，PSB 为 Adora2b 特异性抑制剂 PSB1115，PMN 为
中性粒细胞，Pd 为通透系数；与空白对照组比较，aP＜0.01；与 LPS
组比较，bP＜0.05，cP＜0.01

养大鼠 PMVEC，观察了 LPS 刺激下 Adora2b 活化或

抑制对 PMVEC 凋亡和炎症反应的调控作用，结果

显示，Adora2b 活化可呈剂量依赖性降低 PMVEC 早

期凋亡率，减轻肺微血管内皮炎症反应，从而发挥肺

微血管内皮屏障保护作用。

  腺苷受体属于 G 蛋白耦联受体超家族。根据其

药理学特性，腺苷受体分为腺苷酸环化酶（AC）抑制

型和刺激型受体，其中AC刺激型受体又分为高亲和

力的Adora2a和低亲和力的Adora2b［3］。正常情况下，

腺苷活化 Adora2a 的半数有效浓度（EC50）是 0.2～ 

0.7 μmol/L，而 Adora2b 仅在腺苷 EC50 达 24 μmol/L 

以上时才能被激活［4］。尽管 Adora2b 在脉管系统、

肺脏、胃肠道等多种组织中广泛表达，但其诱导表

达和所介导的功能，随着疾病反应模型及组织来源

的不同，存在很大差异。

  Adora2b 在肺内表达最高［5］，包括肺泡上皮、血

管内皮和炎性细胞。现阶段关于 Adora2b 的研究

主要集中在慢性阻塞性肺疾病、缺血 / 再灌注损伤

等慢性炎症和免疫反应领域。国内外越来越重视

Adora2b 与急性炎症损伤如 ARDS 之间的相关性。

本课题组前期研究显示，在LPS诱导的PMVEC损伤

模型，Adora2b活化能够降低肺微血管内皮屏障通透

性，分子机制包括调节细胞间连接、减少细胞旁扩

散、促进新生血管形成等［2］。本研究显示，Adora2b 

活化还能够抑制 LPS 诱导的 PMVEC 早期凋亡，并

呈剂量依赖效应，从而减小内皮细胞间间隙。该结

果完善了 Adora2b 肺微血管内皮屏障保护机制。

  肺内外因素作用于肺微血管内皮、导致过度的

炎症反应，是 ARDS 发病的始动环节。本研究显示，

Adora2b 活化能减少 LPS 诱导的 PMVEC 早期炎性

因子 IL-1β和TNF-α的分泌，减少PMN黏附，下调

细胞趋化因子和黏附因子的 mRNA 表达。IL-1β 和

TNF-α 是 ARDS 早期发展中重要的促炎细胞因子。

LPS 损伤刺激下，内皮细胞可分泌 IL-1β 和 TNF-α

等早期炎性因子及趋化因子，直接或通过激活其

他通路诱导大量 PMN 和巨噬细胞聚集，促进 PMN 

脱颗粒和释放溶酶体，导致肺组织的氧化损伤与微

血栓形成，加速 ARDS 病情进展［6］。临床研究也显

示，ARDS 患者肺内 TNF-α 和 IL-1β 含量均较高，

并与肺组织局部损伤程度明显相关，可用于评估

ARDS 患者的预后［7-8］。事实上，Adora2b 活化抑制

炎症和趋化因子释放的作用，与另一 AC 刺激型受

体 Adora2a 类似［9］，其细胞内信号机制仍有待进一

注：LPS 为脂多糖，BAY 为 A2b 腺苷受体（Adora2b）特异性激动剂 
BAY60-6583，PSB 为 Adora2b 特异性抑制剂 PSB1115；与空白 
对照组比较，aP＜0.01；与 LPS 组比较，bP＜0.01，cP＜0.05

图 2  各组大鼠肺微血管内皮细胞（PMVEC）氧化应激水平比较

2.5  PMN 黏附迁移后 PMVEC 通透性（表 3）：与空

白对照组比较，LPS 组 PMVEC 单层通透性显著增

加（P＜0.01）。与 LPS 组相比，BAY60-6583 预处理

能显著降低内皮单层通透性，并呈剂量依赖性，最大

效应浓度为 10 μmol/L；相反，PSB1115 预处理后可

显著增加内皮单层通透性（P＜0.01）。BAY60-6583

和 PSB1115 本身对 PMVEC 通透性无显著影响。

2.6  细胞内氧化应激水平（图 2）：与空白对照组相

比，LPS 组细胞内活性氧水平明显升高（P＜0.01）。

与 LPS 组比较，BAY60-6583 预处理可明显降低细

胞内氧化应激水平（P＜0.01）；相反，PSB1115 预处

理后 LPS 诱导的氧化应激损伤加重（P＜0.05）。

3 讨 论 

  本课题组前期研究显示，腺苷的低亲和力受体

Adora2b 能够通过增强 PMVEC 间连接、减少细胞旁

扩散、促进新生血管形成等机制降低肺微血管内皮

屏障通透性［2］。但 Adora2b 活化对肺微血管内皮凋

亡和炎症的影响仍有待明确。本研究中通过原代培



·  1490  · 中华危重病急救医学  2019 年 12 月第 31 卷第 12 期  Chin Crit Care Med，December   2019，Vol.31，No.12

步研究。Adora2b 可能通过激活 AC，提高细胞环磷

酸腺苷（cAMP）水平，进而通过蛋白激酶 A（PKA）

途径，使 cAMP 反应元件结合蛋白（CREB）发生磷酸

化，抑制核转录因子- κB（NF-κB）转录，从而调控炎

性因子表达。有趣的是，早期释放的 TNF-α 能上调

Adora2b 转录，并调节 Adora2b 转录后的稳定性［10］， 

从而形成负反馈机制，抑制炎症反应进一步扩大。

  PMN 与血管内皮细胞的相互作用是 ARDS 炎

症级联反应的关键步骤［11］。研究显示，调控 PMN

转运可改善 ARDS 动物预后，血和肺泡灌洗液中持

续的 PMN 增多与不良预后相关［12］。肺内外因素急

性刺激下，内皮细胞自分泌黏附分子 E -选择素，介

导 PMN 在内皮细胞上的滚动；而 ICAM-1 与 PMN

表面的整合素相互作用，介导 PMN 黏附于血管内

皮细胞［13］。本研究显示，LPS 刺激下，PMVEC 表达

E - 选择素、ICAM-1 和 VCAM-1 等黏附分子增加，

而 Adora2b 激动剂能下调上述黏附分子表达。体

外黏附迁移实验也显示，Adora2b 活化后 PMN 迁

移细胞明显减少，提示内皮 Adora2b 还可通过抑制

炎性细胞黏附发挥抗炎特性。本研究中进一步测

定了 PMN 黏附迁移后 PMVEC 的通透性，结果与预

想一致，Adora2b 活化能够降低 PMN 黏附迁移后

PMVEC 单层通透性，保护肺微血管内皮屏障。

  血管内皮细胞炎症损伤与氧化应激密切相关。

炎症反应时，黄嘌呤氧化酶等多种氧化酶可产生活

性氧簇（ROS），直接或通过激活多种氧敏感性激酶 

导致细胞损伤［14］。本研究显示，Adora2b活化能明显 

降低细胞氧化应激水平，从而减轻PMVEC炎症损伤。

  在急性炎症状态下，血浆腺苷浓度迅速升高

4～10倍［15］。另外，缺氧可诱导上皮细胞产生更多的 

腺苷，并抑制细胞外腺苷被摄取和转化，进一步提高

细胞外腺苷水平［16-18］。因此，作为腺苷的低亲和力 

受体，Adora2b在ARDS时极易被活化。此外，Adora2b 

启动子上含有缺氧诱导因子- 1（HIF-1）的结合位

点，缺氧状态下可诱导 Adora2b 转录、表达上调［19］。

  综上，本研究显示，LPS 刺激下内皮 Adora2b 活

化具有抗凋亡效应，有利于维持正常的肺微血管内

皮屏障；Adora2b 活化还可通过减少急性炎性因子

分泌、下调炎性细胞趋化因子和黏附分子的表达、

抑制PMN黏附迁移、减少氧化应激等方面减轻肺微

血管内皮炎症，有望成为 ARDS 急性渗出期治疗的

新靶点。Adora2b 抗凋亡的细胞内机制以及 ARDS 

时 Adora2b 对于免疫炎性细胞的影响，尤其是对

PMN 趋化、激活调控的分子机制，仍有待深入研究。
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