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ｓｉＲＮＡ沉默αＴＡＴ１对肝肺综合征中内皮细胞迁移行为的影响
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　　［摘要］　目的　探究ｓｉＲＮＡ沉默微管乙酰化转移酶１（ａｌｐｈａｔｕｂｕｌｉｎａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，αＴＡＴ１）对
肝肺综合征（ｈｅｐａｔｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＨＰＳ）中内皮细胞迁移行为的影响。方法　通过在线数据库
ＴａｂｕｌａＭｕｒｉｓ分析肺组织各细胞亚群αＴＡＴ１的表达。２４只雄性 ＳＤ大鼠按照随机数字表法分为对照
组（Ｓｈａｍ组，ｎ＝６）、胆管结扎组（ＨＰＳ组，ｎ＝１８）。造模后在第２、４周分别取材 ＨＰＳ组大鼠，通过免疫
荧光共定位检测２周和４周ＨＰＳ大鼠肺血管内皮细胞中αＴＡＴ１表达水平变化。收集Ｓｈａｍ和ＨＰＳ大
鼠血清处理人脐静脉血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）１２ｈ和２４ｈ，之后
进行小分子ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）干扰实验，分为 Ｓｈａｍ血清＋ｓｉＲＮＡＮＣ组、Ｓｈａｍ血清＋
ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１组、ＨＰＳ血清＋ｓｉＲＮＡＮＣ组、ＨＰＳ血清＋ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组
ＨＵＶＥＣｓ中αＴＡＴ１、Ａｃｅαｔｕｂｕｌｉｎ表达水平变化。免疫荧光观察各组诺考达唑（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理后
ＨＵＶＥＣｓ中 αＴｕｂｕｌｉｎ微管聚合水平，评估微管的结构稳定性；细胞划痕实验联合细胞免疫荧光观察
ＨＵＶＥＣｓ的细胞迁移能力和高尔基体的定位。体外成血管实验检测ＨＵＶＥＣｓ成血管能力。结果　体内
及体外实验表明 ＨＰＳ中肺血管内皮细胞 αＴＡＴ１表达显著增加（Ｐ＜０．０１）。ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１干扰组中
αＴＡＴ１和Ａｃｅαｔｕｂｕｌｉｎ表达量均显著下调，且微管稳定性减弱（Ｐ＜０．０１）。另外，ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１干扰
组中ＧＭ１３０标记的高尔基体在核周细胞突出段方向的分布比例降低，且迁移能力下降（Ｐ＜０．０１）。同
时，成血管长度及网络水平显著减弱（Ｐ＜０．０１）。结论　沉默αＴＡＴ１可减弱ＨＰＳ中内皮细胞迁移和成
血管能力，其机制与减弱微管稳定性有关。

　　［关键词］　 肝肺综合征；内皮细胞；病理性血管新生；αＴＡＴ１；迁移极性
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ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉＲＮＡｍｅｄｉａｔｅｄ αＴＡＴ１ ｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒｏｆ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｈｅｐａｔｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ
ＬＩＵＣｈａｎｇ１，２，ＺＨＵＪｉａｘｉ１，ＬＩＵＹａｎａｎ１，ＸＵＭｕ１，ＣＨＥＮＪｉｎｇｌｉ１　　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，ＷｕｈａｎＣｅｎｔｒａｌ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ，ＴｏｎｇｊｉＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＨｕａｚｈｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｗｕｈａｎ，ＨｕｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，４３１６００；
２ＨｕｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｉａｇｎｏｓｉｓ，Ｗｕｈａｎ，ＨｕｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，４３１６００，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇａｌｐｈａｔｕｂｕｌｉｎａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１
（αＴＡＴ１）ｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎｂｅｈａｖｉｏｒｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｅｐａｔｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＨＰＳ）．
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ｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ．ＴｈｅｓｅｒａｆｒｏｍｔｈｅＳｈａｍａｎｄＨＰＳｒａｔｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｓｔｉｍｕｌａｔｅｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＵＶＥＣｓ）ｆｏｒ１２ａｎｄ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｎｔｈｅｏｂｔａｉｎｅｄＨＵＶＥＣｓｗｅｒｅ

５１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（３）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ：Ｓｈａｍｓｅｒｕｍ＋ｓｉＲＮＡＮＣｇｒｏｕｐ，Ｓｈａｍｓｅｒｕｍ＋ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１ｇｒｏｕｐ，ＨＰＳｓｅｒｕｍ＋
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ｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＧｏｌｇｉａｐｐａｒａｔｕｓａｎｄｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｓ．Ｔｈｅ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｓｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙｉｎｖｉｔｒｏａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｔｅｓｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＴＡＴ１ｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒＨＰＳ
ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆαＴＡＴ１ａｎｄＡｃｅαｔｕｂｕｌｉｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓｗａｓｗｅａｋｅｎｅｄｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡαＴＡＴ１ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅ
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　　肝肺综合征（ｈｅｐａｔｏｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＨＰＳ）是在
慢性肝病基础上出现的晚期肺部并发症，主要表现为肺

微血管扩张、动静脉分流、病理性肺血管新生（ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，ＰＰＡ），进而导致肺部血氧困难，
造成患者出现严重的低氧血症，临床预后极差［１－２］。

其中，慢性肝硬化导致的病理性因子大量释放入血作

用于肺脏组织是 ＰＰＡ的主要因素，机制不清，亟待研
究［３－５］。探讨其血管新生发生机制，探寻有效的干预

靶点，采用有效的药物或者干预措施减少 ＰＰＡ的进
展，可能是减轻ＨＰＳ患者缺氧症状的有效策略。
　　血管新生过程需要依赖内皮细胞的群体迁移，即
内皮细胞群相互协调朝着一致的方向做集体迁

移［６－７］。细胞迁移通常始于对细胞外刺激的响应，而

细胞极性形成是迁移的结构基础，迁移细胞被高度极

化表现为信号分子、细胞骨架、中心体、高尔基体和膜

定向运输的不对称分布，随即产生细胞突触端。细胞

在突出端引导下沿着迁移方向进行动态伸展，其分子

机制尚不清楚。αＴＡＴ１，又称微管乙酰化转移酶 １
（ａｌｐｈａｔｕｂｕｌｉｎａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，αＴＡＴ１），通过对微
管Ｋ４０位点进行乙酰化修饰，增加对生物机械应力的抵
抗力，促进聚合微管的稳定性［８］。有研究报道显示，小

鼠水平敲除 αＴＡＴ１后可减弱神经发育过程中皮质神
经元的迁移能力，表明αＴＡＴ１在迁移过程中发挥重要
作用［９］。前期的研究过程中，我们发现 ＨＰＳ血清能显

著刺激内皮细胞的迁移能力［１０］，然而，αＴＡＴ１在ＰＰＡ
中的具体作用机制仍不清楚。因此本研究拟采用

ｓｉＲＮＡ干扰沉默αＴＡＴ１，观察内皮细胞在ＨＰＳ血清刺
激下迁移极性和成血管能力的变化，明确 αＴＡＴ１是
ＨＰＳ中ＰＰＡ发生发展的关键分子。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　实验动物为雄性健康 ＳＤ大鼠，８周龄，体质量
２００～２２０ｇ，购于宜昌三峡大学动物中心，大鼠饲养为
ＳＰＦ级，室温维持在 ２４～２６℃，可自由摄食和饮水。
本实验获得华中科技大学动物伦理委员会批准（２０２０
年），所有操作都遵循《实验动物保护条例》。

１．２　主要试剂
　　αＴＡＴ１兔来源单克隆抗体购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；Ａｃｅαｔｕｂｕｌｉｎ兔来源单克隆抗体购于美国 Ａｂｃａｍ
公司；ＣＤ３１小鼠来源单克隆抗体购于美国 ＣＳＴ公司；
ＧＭ１３０兔来源单克隆抗体购于美国ＣＳＴ公司；Ｔｕｂｕｌｉｎ
兔来源多克隆抗体、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８驴抗兔 ＩｇＧ和
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５驴抗小鼠ＩｇＧ购于广州碧云天生物科
技有限公司；Ｍａｔｒｉｇｅｎｇｅｌ购于上海 ＡＢＷ公司；ＨＲＰ标
记辣根过氧化物酶二抗、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒购于武汉
赛维尔生物公司；诺考达唑购于美国 ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ
公司；αＴＡＴ１ｓｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡＮＣ购于广州锐博生物技
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术有限公司。

１．３　大鼠胆总管结扎模型（ｃｏｍｍｏｎｂｉｌｅｄｕｃｔｌｉｇａｔｉｏｎ，
ＣＢＤＬ）

　　ＨＰＳ动物模型采用 ＣＢＤＬ法构建，大鼠模型构建
前１ｄ晚上进行禁食，次日实验中２％～３％七氟烷进行
吸入麻醉。麻醉起效后，腹部皮肤消毒铺巾，无菌手术

器械暴露腹腔，寻找十二指肠，游离胆总管，随后用

３０不可吸收线结扎肝门部和十二指肠部胆总管，并
剪断两结扎点之间的胆总管，假手术组（Ｓｈａｍ组）大
鼠只进行胆总管游离。随后肠道还纳，注入青霉素

８０万单位，进行关腹。手术结束后将大鼠放置电温毯
上，等待自然苏醒，按计划继续饲养２周或４周。
１．４　大鼠血清收集
　　Ｓｈａｍ和ＨＰＳ大鼠分别采用七氟烷麻醉后，腹部皮
肤碘伏消毒，无菌手术器械暴露腹腔，寻找游离腹主动

脉，２２Ｇ采血针置入动脉管腔，收集血液，即刻进行动脉
血气分析，其余血液４℃过夜，直至血清充分析出，离心
１０ｍｉｎ（３０００ｒ／ｍｉｎ）后取上清液，－８０℃保存备用。
１．５　ＨＥ染色观察肺组织形态
　　肺组织固定２４ｈ后石蜡包埋，厚度１０μｍ，进行
ＨＥ染色，光镜下观察拍照，并进行分析。
１．６　公开数据库和在线分析网站
　　αＴＡＴ１相关单细胞转录组数据来源于 Ｔａｂｕｌａ
Ｍｕｒｉｓ网站。使用在线分析网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｔａｂｕｌａｍｕｒｉｓ．
ｄｓ．ｃｚｂｉｏｈｕｂ．ｏｒｇ／）下载肺组织数据集进行基因表达分
析。

１．７　细胞培养及转染
　　复苏 ＨＵＶＥＣｓ细胞，用 ＥＣＭ培养液，内含１％内
皮细胞生长因子、１％双抗和１０％的胎牛血清，３７℃、
５％ＣＯ２恒温培养。收集对数生长期的 ＨＵＶＥＣｓ细胞
并接种于６孔板（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验）或者放置有细胞
爬片的１２孔培养板（细胞免疫荧光实验）中，继续培
养待贴壁细胞长满底部面积的 ５０％～６０％时进行转
染。细胞分为 ４组：Ｓｈａｍ血清＋ｓｉＲＮＡＮＣ组、Ｓｈａｍ
血清＋ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１组、ＨＰＳ血清＋ｓｉＲＮＡＮＣ组、ＨＰＳ
血清＋ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１组。ｓｉＲＮＡ转染操作严格按试剂
盒说明书进行，其中转染效率检测分组为ｓｉＲＮＡ对照组
（ＳＮＣ）、１号αＴＡＴ１干扰ＲＮＡ（Ｓ１＃）、２号αＴＡＴ１干
扰ＲＮＡ（Ｓ２＃）、３号αＴＡＴ１干扰ＲＮＡ（Ｓ３＃）。转染结
束后继续恒温培养 ６ｈ，更换培养基并继续培养。细
胞转染后４８ｈ进行后续实验，包括划痕实验、高尔基
体定位分析、体外成血管实验。

１．８　细胞划痕实验
　　待ＨＵＶＥＣｓ融合度达到１００％，取２００μＬＴＩＰ头
垂直于细胞平面，在细胞层面上进行划痕，无菌 ＰＢＳ

洗细胞３次，更换新鲜含１％血清培养基。将细胞放入
３７℃ ５％ＣＯ２培养箱培养。２４ｈ取出细胞，显微镜下
观察并拍照。使用 ＩｍａｇｅＪ软件打开图片后，随机划
取６～８条水平线，计算细胞间距离的均值。迁移率＝
（初始时间点细胞两侧平均距离－终点细胞两侧平均
距离）／初始时间点细胞两侧平均距离。
１．９　免疫荧光染色
　　组织免疫荧光：Ｓｈａｍ组大鼠和 ＨＰＳ组大鼠麻醉
后经左心灌流，４℃预冷的 ＰＢＳ冲净循环血液，之后
４％多聚甲醛进行灌流直至大鼠四肢僵硬，肺脏颜色透
明，取出肺脏，继续浸泡在 ４％多聚甲醛进行外固定
２４ｈ，蔗糖梯度脱水后进行冰冻切片。切片在室温下
使用０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００和１０％山羊血清进行破膜和
封闭处理，兔抗大鼠 αＴＡＴ１（１∶２００）和小鼠抗大鼠
ＣＤ３１（１∶２００）一抗 ４℃孵育过夜。次日切片用 ＰＢＳ
洗涤３次，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８共轭驴抗兔 ＩｇＧ和 Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ５５５共轭驴抗小鼠 ＩｇＧ混匀后在 ３７℃下孵育
１ｈ，再用ＤＡＰＩ染色 ５ｍｉｎ。使用荧光显微镜采集图
像，分析ＣＤ３１阳性细胞中αＴＡＴ１的荧光强度。
　　细胞免疫荧光：取出１２孔板，吸去培养基，ＰＢＳ清
洗３次，进行破膜和封闭处理，兔抗人 αＴｕｂｕｌｉｎ或兔
抗人ＧＭ１３０一抗 ４℃孵育过夜，次日吸去一抗，ＰＢＳ
清洗３次，Ｃｙ３共轭驴抗兔ＩｇＧ或ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５共轭
驴抗兔ＩｇＧ混匀后在３７℃下孵育 １ｈ进行荧光二抗
染色１ｈ，ＰＢＳ清洗３次，ＤＡＰＩ复染，取出细胞爬片进
行封片，荧光显微镜下进行观察拍照。

１．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　细胞实验中去除各组培养基，每孔加入 １５０μＬ
ＲＩＰＡ蛋白裂解液（含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制
剂），置于冰上裂解３０ｍｉｎ，高速离心取上清液，取得
细胞总蛋白，用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，
调整蛋白浓度后，按照每孔２０μｇ蛋白上样，电泳结束
后转到 ＰＶＤＦ膜上，５％ＢＳＡ封闭后用相应的一抗、二
抗孵育，ＰＢＳＴ清洗后ＥＣＬ显影拍照。通过 ＩｍａｇｅＪ软
件分析各组条带灰度值，并进行统计分析。

１．１１　微管稳定性测试
　　１２孔板中细胞转染４８ｈ，之后各组条件下继续培
养２２ｈ，加入诺考达唑１０μｍｏｌ／Ｌ（微管聚合抑制剂）
处理，培养２ｈ，收集细胞爬片进行细胞免疫荧光染色
（αＴｕｂｕｌｉｎ一抗，１∶５００；Ｃｙ３标记荧光二抗，１∶５００），
封片后荧光显微镜下观察聚合微管的强度变化。

１．１２　高尔基体核周定位分析
　　细胞划痕后继续在各组条件下培养２４ｈ，多聚甲
醛固定细胞，之后通过细胞免疫荧光观察高尔基体

（ＧＭ１３０一抗，１∶４００；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５５５标记荧光二抗，
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１∶５００）在细胞核周的分布状态，以细胞核为中心，以
细胞迁移方向为基准，高尔基体主体在细胞突出端

１２０°范围内视为具备迁移极性，之后统计划痕处第１排
细胞中迁移极性阳性细胞的百分比，以此反映细胞迁移

极性的水平。阳性细胞百分比越高，细胞迁移极性越强。

１．１３　体外成血管实验
　　将提前解冻的Ｍａｔｒｉｇｅｎｇｅｌ用预冷枪头混匀，冰上操
作，ＥＰ管提前预冷，１２孔板提前预冷，每孔加入２００μＬ
基质胶，在３７℃孵箱放置 ３０ｍｉｎ进行基质胶固化。
将提前进行细胞转染的 ＨＵＶＥＣｓ消化，制成悬液，每
孔加入５×１０５个细胞，３７℃孵箱孵育，６ｈ后镜下观察
并拍照。采用ＩｍａｇｅＪ中ＡｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓＡｎａｌｙｚｅｒ插件对
成管长度、成环数量结果进行统计分析。

１．１４　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件进行分析，计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析，Ｐ＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　αＴＡＴ１在小鼠肺血管内皮细胞中低表达
　　为了明确在正常肺组织中血管内皮细胞 αＴＡＴ１
的表达情况，通过 Ｔａｂｕｌａ在线数据库分析 αＴＡＴ１基
因在小鼠肺组织各细胞亚群中的表达水平。如图１所
示，αＴＡＴ１表达阳性细胞数在肺组织中各类细胞中整
体占比较低，包括支气管纤毛柱状上皮、基质细胞、肺

泡上皮细胞、肺血管内皮细胞等，其中 αＴＡＴ１表达阳
性细胞占内皮细胞总数约 ５．６３％ （图 １Ａ、Ｂ）。分析
αＴＡＴ１基因在肺组织各细胞亚群中的相对表达值发
现，αＴＡＴ１在支气管纤毛柱状细胞中表达值最高，而
肺血管内皮细胞表达值较低（图１Ｃ、Ｄ）。以上结果在
一定程度上提示，在血管静息状态下肺血管内皮细胞

中αＴＡＴ１呈低表达状态。
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１：ＮＡ细胞；２：支气管纤毛柱状细胞；３：２型肺泡细胞；４：基质细胞；５：内皮细胞；６：骨髓细胞；７：白细胞；８：Ｂ淋巴
细胞；９：肺泡巨噬细胞；１０：Ｔ淋巴细胞；１１：自然杀伤细胞；１２：经典单核细胞；１３：非经典单核细胞；１４：肥大细胞
Ａ：αＴＡＴ１基因在各亚群细胞中的表达；Ｂ：αＴＡＴ１在肺组织各亚群细胞中的分类；Ｃ：αＴＡＴ１基因在各亚群细胞
中的表达小提琴统计；Ｄ：αＴＡＴ１基因在各亚群细胞中的表达箱形统计

图１　单细胞测序结果分析 αＴＡＴ１基因在小鼠肺组织各细胞亚群中的表达水平和相对表达值
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２．２　ＨＰＳ模型的构建
　　本研究采用经典的 ＣＢＤＬ法构建 ＨＰＳ模型。肺
ＨＥ染色结果提示，相比 Ｓｈａｍ组，２周 ＨＰＳ组可见肺
泡间隔增厚，肺泡间隔内可见炎症细胞浸润，部分肺泡

间隔断裂。４周ＨＰＳ组肺泡间隔增宽，挤压部分肺泡
腔，肺泡间隔断裂，肺泡腔和肺泡间隔均可见大量炎症

细胞浸润。动脉血气分析结果提示，２周 ＨＰＳ和４周
ＨＰＳ后血氧分压（ＰａＯ２）显著下降（Ｐ＜０．０１），表明大鼠
出现低氧血症，以上结果提示ＨＰＳ建模成功（图２）。
２．３　ＨＰＳ大鼠肺血管内皮细胞中αＴＡＴ１的表达增高
　　在体的免疫荧光共定位结果表明，相比 Ｓｈａｍ组，
２周和 ４周 ＨＰＳ组中 ＣＤ３１阳性内皮细胞中 αＴＡＴ１
的表达量显著增加，呈时间依赖性增高（Ｐ＜０．０１，图
３Ａ）。采用体外细胞模型，配制含 １０％ Ｓｈａｍ血清和
１０％ＨＰＳ血清的ＥＣＭ培养基分别添加到ＨＵＶＥＣｓ中
培养０、１２、２４ｈ（图３Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，相比
Ｓｈａｍ组，ＨＰＳ组血清可以促进 ＨＵＶＥＣｓ中 αＴＡＴ１表
达，且呈时间依赖性增高（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ）。结果提示
内皮细胞中 αＴＡＴ１在 ＨＰＳ病理刺激下表达水平增
高，可能是ＨＰＳ病理性血管新生中诱导肺内皮细胞迁
移的重要因素。

２．４　沉默 αＴＡＴ１可降低 ＨＰＳ血清刺激下 ＨＵＶＥＣｓ
的微管乙酰化水平和微管的稳定性

　　为了验证 αＴＡＴ１是否能影响 ＨＰＳ血清诱导的
ＨＵＶＥＣｓ迁移增强效应，采用ｓｉＲＮＡ方式敲低αＴＡＴ１
的表达水平来观察迁移能力变化。ｓｉＲＮＡ转染 ４８ｈ
后进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，结果显示：与 ｓｉＲＮＡＮＣ组
相比，ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１１＃、ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１２＃组中蛋白下

调不明显，ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１３＃组下调显著（Ｐ＜０．０１），因
此选用 ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１３＃进行下一步实验（图 ４Ａ）。
之后采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａｃｅαｔｕｂｕｌｉｎ表达变化，
结果提示，ＨＰＳ血清刺激下，相比ｓｉＲＮＡＮＣ组，ｓｉＲＮＡ
αＴＡＴ１组中Ａｃｅαｔｕｂｕｌｉｎ表达水平显著下降（Ｐ＜０．０１），
表明微管乙酰化水平降低（图４Ｂ）。同时采用诺考达唑
预处理，检测各组中微管聚合水平，结果显示，ＨＰＳ血清
刺激下，相比ｓｉＲＮＡＮＣ组，ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１组中聚合微
管水平减弱（Ｐ＜０．０１），提示稳定性显著下降（图 ５）。
以上结果表明 αＴＡＴ１基因的沉默有效性，且能降低
ＨＵＶＥＣｓ的微管乙酰化水平和微管的稳定性。
２．５　沉默 αＴＡＴ１可降低 ＨＰＳ血清刺激下 ＨＵＶＥＣｓ

的迁移极性和迁移能力

　　由于细胞划痕可以诱导划痕处的细胞具有迁移的
空间和能力，因此采用细胞免疫荧光和细胞划痕的方

法分析划痕处细胞的迁移极性等生物学行为。结果提

示，在ＨＰＳ刺激下，相比 ｓｉＲＮＡＮＣ组，ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１
组内皮细胞中高尔基体分布于核周突出端的阳性比例

由７０．６％下降到 ３２．１％，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１，图６）。同时采用划痕实验检测迁移能力，结果
表明，ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１组内皮细胞迁移率下降，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图７）。
２．６　沉默 αＴＡＴ１可抑制 ＨＰＳ血清刺激下 ＨＵＶＥＣｓ

的成血管能力

　　采用体外成管实验检测内皮细胞成血管能力变
化，结果提示，在 ＨＰＳ刺激下，相比 ｓｉＲＮＡＮＣ组，
ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１组中 ＨＵＶＥＣｓ成管长度和数量均显著
下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图８）。
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ｓｉＲＮＡＮＣ组；４：ＨＰＳ血清＋ｓｉＲＮＡαＴＡＴ１组

图４　沉默αＴＡＴ１对ＨＰＳ中内皮细胞微管乙酰化的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图６　沉默αＴＡＴ１对ＨＰＳ血清刺激下ＨＵＶＥＣｓ的迁移极性影响（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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图８　沉默αＴＡＴ１对ＨＰＳ血清刺激下ＨＵＶＥＣｓ成血管能力的影响 （ｎ＝７，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　 本课题前期研究发现肺微血管内皮细胞
（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＰＭＶＥＣｓ）
在ＨＰＳ血清刺激下迁移能力显著加强，与 ＣＯＸ２、
ＰＴＥＮ、ＣＤＣ４２的异常表达及激活有关［１０－１１］。无论是

单一或者集体模式的细胞迁移，细胞都会产生移动极

性，其特征是蛋白质、细胞器和脂质的不对称分布和形

状，以及细胞两端的差异活动，其迁移极性高效而快速

形成是迁移能力提升的主要因素，进而可以促进新生

血管的延伸和分支形成［１２］。在细胞迁移过程中，高尔

基体会在细胞突出端产生极化反应，通过分析高尔基

体的定位可以判断细胞是否产生迁移极性。另外，骨

架动力排列、机械张力、信号分子的胞内扩散参与了迁

移极性的形成和维持［１３］。这些不同的机制有效结合

在一起，促进了细胞在迁移时能够保持稳定的极性。

２２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



然而，在ＨＰＳ病理条件刺激下，调控肺血管内皮细胞
迁移极性的机制尚不明确，需要进一步探索。

　　大量文献报道，微管可以通过翻译后修饰来控制
微管结构的相关特性，从而进行组装和拆卸等过程，比

如乙酰化、甲基化、谷氨酸化、酪氨酸化［１４－１５］。其中，

微管乙酰化修饰在细胞迁移中发挥重要作用，可能与

促进高尔基体再定位到细胞突出端和囊泡快速运输等

过程有关［１６］。αＴＡＴ１是一种使α微管蛋白中的 Ｋ４０
位点产生乙酰化的酶，有助于维持微管的稳定性，可以

促进高尔基体依赖的囊泡运输，加快迁移突出端微丝

网状结构和粘着斑复合物的形成。在转移性乳腺癌研

究中，α微管蛋白乙酰化水平升高与预后不良相
关［１７］。在结肠癌研究中，αＴＡＴ１表达的增加促进了癌
细胞的侵袭［１８］，这些结论表明，αＴＡＴ１介导的微管稳
定性可能促进了细胞迁移。本研究发现 ４周 ＨＰＳ大
鼠肺血管内皮细胞 αＴＡＴ１表达显著升高，同时体外
实验中采用ＨＰＳ血清刺激内皮细胞进行干预，也验证
了这样的结果，以上结果均表明 αＴＡＴ１可能参与了
ＰＰＡ的发生发展。本研究进一步试图探究 ＨＰＳ中
αＴＡＴ１的过表达与病理性血管新生的相关性。在功
能实验中，本研究利用 ｓｉＲＮＡ技术在 ＨＵＶＥＣｓ中下调
αＴＡＴ１的表达，并检测了内皮细胞的迁移极性水平、
迁移能力以及成血管能力的改变。结果显示，

ＨＵＶＥＣｓ中沉默αＴＡＴ１可有效降低微管乙酰化水平，
同时减低了微管的稳定性。近期的一项研究表明，微

管发生乙酰化后，由于静电干扰的产生，αＫ４０环的运
动受到限制，减少了微管分子蛋白间的横向接触，这种

结构上的横向接触减少增加了微管结构的柔韧性［１９］。

这一结论与先前研究保持一致，认为 Ｋ４０位点乙酰化
介导的微管横向相互作用的减弱是对细胞极性形成和

维持的一种保护机制，可以防止先前存在破损的微管

在重复应力作用下发生大面积的损伤，从而避免微管

的完全断裂［８，２０］。同时本研究还表明，通过下调

αＴＡＴ１可以抑制 ＨＵＶＥＣｓ的迁移极性以及成血管水
平。因此在 ＨＰＳ病理条件刺激下，内皮细胞中
αＴＡＴ１的过表达增加了微管结构乙酰化水平，促进了
微管结构的稳定性，提示 αＴＡＴ１在 ＨＰＳ介导的内皮
细胞迁移行为中扮演了关键作用。

　　综上所述，本研究证实了 ＨＰＳ中内皮细胞
αＴＡＴ１处于高表达状态，并与病理性血管新生具有密
切关系，其作用可能与通过维持内皮细胞中微管结构

的稳定性和增强迁移极性快速形成有关。因此在后续

研究中我们将重点关注αＴＡＴ１在ＨＰＳ中发挥的复杂

作用，为寻找治疗ＨＰＳ更为有效的靶点提供新的理论
基础。
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