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前Ｂ细胞克隆增强因子在体外循环术后肺血管

内皮通透性增加中的机制研究

曾　源，杨　威，张小强，李　斌，董　啸△

（南昌大学医学院第二附属医院心胸外科，江西南昌３３０００６）

　　摘　要：目的　探讨前Ｂ细胞克隆增强因子（ＰＢＥＦ）在体外循环（ＣＰＢ）术后肺血管内皮通透性增加中的机制，为提出更好的

ＣＰＢ期间肺保护措施提供依据。方法　建立动物模型并进行分组，Ａ组：大鼠行慢病毒ＡＤＰＢＥＦｓｈＲＮＡ转染；Ｂ组：大鼠进行３０

ｍｉｎ深低温停循环；Ｃ组：大鼠行慢病毒ＡＤＰＢＥＦｓｈＲＮＡ转染后，再进行３０ｍｉｎ深低温停循环；对照组：大鼠只进行麻醉、ＣＰＢ插

管，不行ＣＰＢ转流；应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ和酶联免疫吸附法检测各组大鼠肺组织ＰＢＥＦ的表达情况。结果　Ｃ组的ＰＢＥＦ、磷酸

化Ｐ３８ＭＡＰＫ、磷酸化ＥＲＫ、磷酸化 ＭＬＣ、磷酸化ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、磷酸化ＦＡＫ表达与Ａ、Ｂ组、对照组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；Ｃ组ＶＥＧＦ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、Ｗ／Ｄ与Ａ、Ｂ组、对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。病理结果显示，对照组大鼠肺组

织正常，Ｃ组肺组织病理损害严重，Ａ、Ｂ组较Ｃ组有不同程度的减轻。结论　ＰＢＥＦ通过 ＭＡＰＫ／ＰＩ３ＫＡｋｔ／ＶＥＧＦ信号转导通路

来增加ＣＰＢ术后肺血管内皮通透性。
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　　前Ｂ细胞克隆增强因子（ＰＢＥＦ）是一种具有调控炎症、糖

脂代谢、氧化应激和细胞凋亡等多种作用的分子，并参与内皮

血管形成、心脏保护效应、炎症和免疫应答等［１２］。ＰＢＥＦ通过

抑制中性粒细胞凋亡、介导炎症因子产生、调控肺血管上皮细

胞和内皮细胞的通透性等途径在急性肺损伤中起到非常重要

的作用［３４］。本研究建立大鼠模型以分析ＰＢＥＦ在体外循环

（ＣＰＢ）术后肺血管内皮通透性增加中的机制，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　动物模型和分组　动物模型由南昌大学心血管病研究所

提供，成熟雄性昆明种小鼠，体质量２５０～３００ｇ。进行动物分

组，每组１０组，对照组：大鼠只进行麻醉、ＣＰＢ插管，不行ＣＰＢ

转流；Ａ组：大鼠行慢病毒 ＡＤＰＢＥＦｓｈＲＮＡ转染；Ｂ组：大鼠

进行３０ｍｉｎ深低温停循环；Ｃ组：大鼠行慢病毒 ＡＤＰＢＥＦ

ｓｈＲＮＡ转染后，再进行３０ｍｉｎ深低温停循环。

１．２　方法

１．２．１　组织标本采集　大鼠处死后取右肺前叶用于肺组织湿

干重比的测定，右肺中后叶固定于４％甲醛溶液中，乙醇脱水，

石蜡包埋，切片成４μｍ厚。组织脱蜡后，用苏木精和伊红染

色供病理观察。取左肺等分置于两个冻存管中，放入－８０℃液

氮中急冻保存，留待 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ和酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）检测。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ和ＥＬＩＳＡ检测　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检

测：取出－８０℃保存左肺组织，提取细胞总蛋白，电泳转膜，进

行一抗和二抗结合反应，避光室温振摇孵育１ｈ，洗膜，荧光系

统扫描，以βａｃｔｉｎ作为内参照，计算机记录每个条带的灰度积

分值，以样品积分值／内参照积分值比值进行统计学分析。检

８８３３ 重庆医学２０１３年１０月第４２卷第２８期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１２６００５４）。　作者简介：曾源（１９８８～），硕士，主要从事心胸外科方面的临床研究。　△　通讯
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表１　　ＰＢＥＦ、Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＥＲＫ、ＭＬＣ、ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ和ＦＡＫ表达结果（狓±狊，狀＝１０）

组别 ＰＢＥＦ Ｐ３８ＭＡＰＫ ＥＲＫ ＭＬＣ ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ ＦＡＫ

对照组 １．１１±０．０８ １．１３±０．０５ １．０８±０．０３ １．１２±０．０６ １．０９±０．０３ １．１２±０．０５

Ａ组 ２．３２±０．６８ａｂ ２．８３±０．７２ａｂ ３．０５±０．６６ａｂ ２．６１±０．６３ａｂ ２．３２±０．７１ａｂ ２．９１±０．６９ａｂ

Ｂ组 ２．１３±０．８３ａｂ ２．５１±０．８１ａｂ ２．８６±０．７３ａｂ ２．３３±０．９１ａｂ ２．１１±０．６９ａｂ ２．６５±０．７５ａｂ

Ｃ组 ４．１５±０．９２ａ ４．３５±０．９５ａ ４．５１±０．８８ａ ３．９２±０．８３ａ ４．０３±０．８６ａ ４．６２±０．８４ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｃ组比较。

测包括 ＰＢＥＦ表达，磷酸化 Ｐ３８ＭＡＰＫ、磷酸化 ＥＲＫ、磷酸化

ＭＬＣ、磷酸化ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、磷酸化ＦＡＫ表达。ＥＬＩＳＡ检测：取大

鼠外周血标本５ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液储于－８０

℃冰箱保存。取出血清并稀释，再用浓缩洗涤液稀释，加入底物

显示液，在酶标板上与单抗结合，在相应的波长处测各孔吸光度

（Ａ）值，求平均值。检测包括 ＭＭＰ２／９和ＶＥＧＦ表达水平。

１．２．３　肺组织湿干重比（Ｗ／Ｄ）　右肺前叶肺组织称湿重后，

置入７０℃烤箱内，烘烤２４ｈ至恒重，称干重，计算 Ｗ／Ｄ比值。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行处理，计量资

料以狓±狊表示，采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＢＥＦ、Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＥＲＫ、ＭＬＣ、ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ和ＦＡＫ表达

结果 　Ａ、Ｂ组的ＰＢＥＦ、磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ、磷酸化ＥＲＫ、磷酸

化 ＭＬＣ、磷酸化ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、磷酸化ＦＡＫ表达与对照组和Ｃ

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｃ组的ＰＢＥＦ、磷酸化

Ｐ３８ＭＡＰＫ、磷酸化ＥＲＫ、磷酸化 ＭＬＣ、磷酸化 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、磷

酸化ＦＡＫ表达与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

见表１。

２．２　ＶＥＧＦ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和 Ｗ／Ｄ 表达结果　Ａ、Ｂ组的

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９与对照组和Ｃ组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；Ａ组的ＶＥＧＦ、Ｗ／Ｄ与对照组和Ｃ组比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）；Ｂ组的ＶＥＧＦ、Ｗ／Ｄ与Ｃ组比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。见表２。

表２　　ＶＥＧＦ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和 Ｗ／Ｄ表达结果（狓±狊，狀＝１０）

组别 ＶＥＧＦ（ｐｇ／ｍＬ）ＭＭＰ２（ｎｇ／ｍＬ）ＭＭＰ９（ｎｇ／ｍＬ） Ｗ／Ｄ

对照组 ７１．０３±３．５１ ５．１２±０．１３ ２．８８±０．０８ ３．２１±０．４２

Ａ组 ９２．５１±５．８３ａｂ ６．４９±０．１１ａｂ ３．８７±０．１１ａｂ ４．６２±０．４１ａｂ

Ｂ组 ８８．７９±５．６１ｂ ６．２８±０．２３ａｂ ４．０１±０．０９ａｂ ４．１３±０．３６ｂ

Ｃ组 １１０．３７±１０．５２ａ ７．３６±０．２８ａ ４．９６±０．１６ａ ５．９５±０．５２ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｃ组比较。

２．３　病理结构改变　病理结果显示，光镜下对照组大鼠肺组织

结构清晰，无中性粒细胞浸润，肺泡壁薄。Ｃ组可见严重肺组织

病理损害，肺损伤程度重，肺间质高度充血，大量中性粒细胞浸

润，小支气管和小静脉上皮细胞脱落，大部分肺泡间显著增宽，

肺泡腔部分萎缩，部分融合成肺大泡，腔内有红细胞，形成微血

栓，而且会随着时间的延长逐渐加重。Ａ、Ｂ组较Ｃ组有不同程

度的减轻，Ａ组的程度是最低的。

３　讨　　论

ＣＰＢ技术是开展心脏外科心内直视手术的必备条件，但是

ＣＰＢ带来的ＣＰＢ术后肺功能障碍是人们不得不面对的一个难

题［５７］。肺缺血再灌注损伤的发生以及全身炎症反应是目前公

认的主要的ＣＰＢ术后肺损伤发生机制。研究ＣＰＢ术后肺损伤

的分子机制有利于开发新的治疗策略和新的防治药物，减少

ＣＰＢ术后肺功能障碍的发生。

ＰＢＥＦ是Ｂ细胞早期分化的一种生长因子，具有促进前Ｂ

细胞向Ｂ细胞转化的能力。研究表明炎症细胞因子会促进细

胞内ＰＢＥＦ的表达，应用ＲＮＡｉ技术抑制ＰＢＥＦ表达能够完全

消除炎症细胞因子对中性粒细胞的抗凋亡作用［８９］。报道指出

在急性肺损伤动物模型的血清、肺组织及支气管肺泡灌洗液中

ＰＢＥＦ的基因表达明显增加
［１０］。通过降低ＰＢＥＦ蛋白表达可以

减少内皮细胞的跨膜电阻，减少肌球蛋白轻链磷酸化和形成肌

动蛋白，减少钙离子的流动，从而改善凝血酶刺激造成的内皮细

胞屏障功能障碍，减少急性肺功能损伤的发病率。ＰＢＥＦ过表

达会延长炎症反应时间，增加肺泡上皮细胞核肺血管内皮细胞

的通透性，释放炎症因子引发肺损伤。李洁［１１］研究发现重症急

性胰腺炎发生相关肺损伤时，ＰＢＥＦ过表达而启动白细胞介素

（ＩＬ）８、ＩＬ１β和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）等炎性细胞因子大量

表达，在急性肺损伤中发挥重要作用。本研究制备模型大鼠并

分组检测，发现Ｃ组的ＰＢＥＦ、磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ、磷酸化ＥＲＫ、

磷酸化 ＭＬＣ、磷酸化ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、磷酸化ＦＡＫ表达与Ａ、Ｂ组

和对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），可见ＰＢＥＦ高表

达影响了磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ、磷酸化ＥＲＫ、磷酸化 ＭＬＣ、磷酸化

ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、磷酸化ＦＡＫ表达。Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＥＲＫ是增殖信号

通路中的关键分子，ＰＢＥＦ可能通过这些分子诱导 ＶＥＧＦ和

ＭＭＰ２／９的表达。本研究中Ｃ组 ＶＥＧＦ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９与 Ａ、

Ｂ组和对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。有研究
［１２１５］

报道ＶＥＧＦ在肾综合征出血热发病中的作用发现患者血管通

透性增高可能与休克期 ＶＥＧＦ高表达有关。本研究病理结果

显示，Ｃ组肺组织病理损害严重，Ａ、Ｂ组较Ｃ组有不同程度的

减轻。

综上所述，ＰＢＥＦ通过Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＥＲＫ等途径调控磷酸化

ＭＬＣ、磷 酸 化 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ、磷 酸 化 ＦＡＫ 表 达，而 且 依 赖

ＭＡＰＫ／ＰＩ３ＫＡｋｔ／ＶＥＧＦ信 号 转 导 通 路 来 诱 导 ＶＥＧＦ 和

ＭＭＰ２／９的表达，增加ＣＰＢ术后肺血管内皮通透性。

参考文献：
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别为０．９６２１、０．９５８８和０．９５８９，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见图５。

３　讨　　论

传统获得人ＣＲＰ的方法主要是从患者血清或腹水中直接

分离纯化得到。由于人血清或腹水成分复杂，故纯化时难度

大、操作复杂，而且材料来源困难，产量低［４５］。随着生命科学

的不断发展，通过基因重组技术生产医用蛋白是当今生物及医

学研究的热点。目前，国内外利用基因工程的方法获得重组人

ＣＲＰ的研究已有报道
［６９］，但都存在一定的弊端，本实验在前

人研究的基础之上，进一步探究更经济、更高效的制备ｒｈＣＲＰ

的途径。

本研究选用了近年来发展非常迅速的一个真核表达系统

甲醇酵母表达系统，其表达外源蛋白具有众多优势［１０］。酵母

为简单的单细胞真核生物，既具有原核细胞的生长快，可进行

细胞高密度培养的特点，又具有类似真核细胞的翻译后加工修

饰功能［１１］；既避免了大肠杆菌细胞［８］表达ｒｈＣＲＰ时易形成包

涵体、纯化复杂等问题，又比哺乳动物细胞［７］和昆虫细胞［６］生

产ｒｈＣＲＰ的成本低；而且该系统可分泌表达目的蛋白，易于目

的蛋白的分离纯化［１０１１］。

本研究利用真核甲醇酵母表达系统，成功构建了ｒｈＣＲＰ

的毕赤甲醇酵母表达菌株，在强启动子 ＡＯＸ１的调控下，成功

分泌表达了ｒｈＣＲＰ；经一步分离纯化即分离出纯度较高的ｒｈ

ＣＲＰ，并经间接ＥＬＩＳＡ检测证实其具有良好的免疫反应性和

稳定性，为下一步ｒｈＣＲＰ的优化表达研究、抗人ＣＲＰ抗体制

备以及人ＣＲＰ检测试剂的自主研发，提供了重要的实验基础。
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伤大鼠的肺血管通透性的影响［Ｊ］．中华临床医师杂志：

电子版，２０１１，５（２１）：６４５１６４５３．

［１０］ＥｙｉｌｅｔｅｎＴ，ＳｏｎｍｅｚＡ，Ｓａｇｌａｍ Ｍ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｎｉｎ

ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅｓｙｓｔｅｍ（ＲＡＡＳ）ｂｌｏｃｋａｄｅｏｎｖｉｓ

ｆａｔｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．Ｎｅｐｈｒｏｌｏｇｙ（Ｃａｒｌ

ｔｏｎ），２０１０，１５（２）：２２５２２９．

［１１］李洁．前Ｂ细胞克隆增强因子（ＰＢＥＦ）在急性胰腺炎肺损

伤大鼠肺组织中的表达与功能及清胰汤干预的实验研究

［Ｄ］．大连：大连医科大学，２０１０．

［１２］李．ＶＥＧＦ介导的血管内皮通透性增高的分子机制及

其在肾综合征出血热发病中的作用［Ｄ］．西安：第四军医

大学，２０１１．

［１３］ＫｉｎｃｅｒＪＦ，ＵｉｔｔｅｎｂｏｇａａｒｄＡ，ＤｒｅｓｓｍａｎＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅｔｒａｃ

ｔｉｏｎ：ｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｍｉａｐｒｏｍｏｔｅｓａＣＤ３６ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ａｎｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｖａｓｃｕｌａｒ

ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１３，２８８（９）：６５８４．

［１４］ＷａｎｇＡ，ＬｉＣ，ＬｉａｏＪ，ｅｔａｌ．Ｃｅｒａｍｉｄｅｍｅｄｉａｔｅｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅＡｋｔ／ｅＮＯＳｐａｔｈｗａｙｂｙｈｉｇｈｌｅｖｅｌｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅｉｎ

ｈｕｍａｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＰｅｄｉａｔｒＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ

Ｍｅｔａｂ，２０１３，２６（１／２）：３１３８．

［１５］ＨａｇｂｅｒｇＣ，ＭｅｈｌｅｍＡ，ＦａｌｋｅｖａｌｌＡ，ｅｔａｌ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｆａｔ

ｔｙａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔ：ｒｏｌｅｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒＢ［Ｊ］．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ（Ｂｅｔｈｅｓｄａ），２０１３，２８（２）：１２５１３４．

（收稿日期：２０１３０５１７　修回日期：２０１３０６２９）

２９３３ 重庆医学２０１３年１０月第４２卷第２８期




