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ECHS1改善脓毒症肺血管内皮屏障功能障碍的机制研究

杨瑞博 1,2，谭 磊 2，刘程曦 1，王 燕 1　（1. 南华大学附属第二医院麻醉科，湖南 衡阳 421000；2. 陆军特色医学中心麻醉科，

重庆 400042）

［摘 要］　目的　探究短链烯酰辅酶A水合酶 1（ECHS1）在脓毒症肺血管内皮屏障功能障碍中的作用及潜在机制。方法　在

动物水平将成年 SD 大鼠随机分为假手术（Sham）组、脓毒症（Sepsis）组和 ECHS1 敲低（AAV-shECHS1）组。Sham 组大鼠仅开关腹，

Sepsis 组大鼠行盲肠结扎穿孔术构建脓毒症模型，AAV-shECHS1 组大鼠于建模前 4 周经尾静脉注射 ECHS1 敲低腺相关病毒。

Western blot检测ECHS1蛋白表达。在建模 12 h后观察各组大鼠存活情况；取各组大鼠肺组织行HE染色，评估大鼠肺组织损伤；进

行血管通透性测定。细胞水平培养原代肺静脉内皮细胞（VECs），通过脂多糖（LPS）刺激模拟脓毒症模型，利用腺病毒敲低ECHS1，
测定VECs的电阻率、ECHS1表达及赖氨酸巴豆酰化（Kcr）修饰水平，经转录组学分析获得关键差异基因。结果　脓毒症大鼠出现肺

损伤及肺血管内皮屏障功能障碍，表现为肺组织结构破坏和肺 VECs通透性增加；大鼠存活率显著下降，生存时间缩短，同时伴肺

VECs的Kcr修饰水平显著降低，ECHS1表达显著升高。敲低ECHS1可有效上调脓毒症VECs的Kcr修饰水平，改善肺血管内皮屏障

功能和肺损伤，显著提高大鼠存活率，延长生存时间。结论　敲低ECHS1可上调VECs的Kcr水平，从而改善脓毒症大鼠血管内皮屏

障功能。
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Mechanism of ECHS1 in ameliorating sepsis-induced pulmonary vascular endothelial barrier dysfunction
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Abstract: Objective　 To investigate the role and underlying mechanism of short-chain enoyl-CoA hydratase 1 （ECHS1） in sepsis-

induced pulmonary vascular endothelial barrier dysfunction. Methods　Adult SD rats were randomly divided into the Sham group，Sepsis 
group，and ECHS1 knockdown （AAV-shECHS1） group.  Rats in the Sham group underwent only laparotomy，while rats in the Sepsis group 
underwent cecal ligation and puncture  to construct a sepsis model， and rats in the AAV-shECHS1 group were injected with ECHS1-knock⁃
down adeno-associated virus via the tail vein 4 weeks before modeling.  The expression of ECHS1 protein was detected by Western blot.  The 
survival of rats in each group was observed 12 hours after modeling； the lung tissues of rats in each group were collected for HE staining to 
evaluate lung tissue injury， and vascular permeability was determined.  Primary pulmonary vascular endothelial cells （VECs） were cultured 
and stimulated with lipopolysaccharide （LPS） to simulate the sepsis model， and ECHS1 was knocked down in cells using adenovirus.  The 
electrical resistance of VECs， the expression of ECHS1， and the levels of lysine crotonylation （Kcr） were detected， and transcriptomic 
analysis was then performed to identify key differentially expressed genes. Results　 Septic rats developed lung injury and pulmonary 
vascular endothelial barrier dysfunction， characterized by destruction of lung tissue structure and increased permeability of pulmonary 
VECs； in addition， the survival rate of the rats was significantly decreased， along with shortened survival time.  Meanwhile， the Kcr 
modification level in pulmonary VECs was significantly reduced， while the expression of ECHS1 was significantly increased.  Knockdown of 
ECHS1 effectively upregulated the Kcr modification level in septic VECs， improved pulmonary vascular endothelial barrier function and lung 
injury， significantly increased the survival rate， and prolonged the survival time of septic rats. Conclusion　 Knockdown of ECHS1 
upregulates Kcr levels in VECs， thereby improving vascular endothelial barrier function in septic rats.
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脓毒症是宿主对感染失调引发的全身性炎症综

合征，常导致多器官功能障碍，甚至死亡[1]。在脓毒症

病理过程中，肺是最易受累的器官之一，急性肺损伤

或急性呼吸窘迫综合征是其致命性并发症[2]。血管内

皮屏障功能障碍在该病理过程中起核心作用[3]。肺血

管内皮细胞（vascular endothelial cells,VECs）通过紧密

连接和黏附连接构成动态屏障，调控液体、蛋白及炎

症细胞的跨内皮转运。脓毒症时，在炎症刺激下，血

管内皮屏障被破坏，血浆蛋白及炎症细胞外渗，从而

引发肺水肿、低氧血症及多器官衰竭[4]。尽管目前已

有针对病原体清除和炎症调控的治疗策略，但直接调

控血管内皮屏障稳定性的干预措施仍缺乏，且现有治

疗方法在逆转血管渗漏方面效果有限，因此阐明脓毒

症内皮损伤的机制并寻找全新靶点具有重要意义。

蛋白翻译后修饰在细胞信号转导和疾病发生中

发挥关键作用[5]。赖氨酸巴豆酰化（lysine crotonylation, 
Kcr）是一种新型酰化修饰，由巴豆酰 CoA通过组蛋白

或非组蛋白赖氨酸残基的 ε-氨基形成[6]。研究表明，

Kcr 通过调控基因转录和代谢酶活性参与炎症、组织

损伤及细胞凋亡过程[7]。在急性肾损伤中，小鼠肾组

织中的组蛋白 Kcr 修饰水平明显升高[8]。在脂多糖

（lipopolysaccharides, LPS）刺激诱导炎症反应前补充巴

豆酸，能够使用于炎症及脓毒症研究的小鼠巨噬细胞

系RAW264. 7细胞中组蛋白Kcr水平升高[9]。此外，短

链烯酰辅酶 A 水合酶 1（short-chain enoyl-CoA hydra⁃
tase 1, ECHS1）和组蛋白Kcr在维持心肌细胞成熟和稳

态中具有重要作用[10]，Kcr还可参与心脏、肾等重要器

官功能调节[11]，但其在血管内皮屏障功能中的作用尚

不明确。因此，本研究通过建立大鼠脓毒症模型，探

究 Kcr 在脓毒症血管内皮屏障功能中的作用及机制，

旨在为脓毒症的治疗提供新的方向。

1　材料与方法

1. 1　动物来源及主要试剂

106 只 SPF 级 SD 大鼠，体质量（200±20）g，雌雄各

半，由陆军特色医学中心实验动物中心提供[使用许可

证号：SYXK(渝)2022-0003]。大鼠自由饮食进水，实验

前 12 h 禁食，4 h 禁饮。所有动物实验操作均经陆军

特色医学中心动物实验伦理委员会批准（批准号：

AMUWEC20224867）。

LPS、异硫氰酸荧光素标记的牛血清白蛋白（fluo⁃
rescein isothiocyanate-conjugated bovine serum albumin,
FITC-BSA）购自美国 Sigma公司，Anti-β-actin抗体购自

美国CST公司，Anti-ECHS1抗体及山羊抗兔二抗购自

美国 Abcam 公司，Anti-Kcr 抗体购自杭州景杰生物科

技股份有限公司。ECHS1 敲低腺病毒与腺相关病毒

购自上海和元生物技术股份有限公司。

1. 2　动物实验

1. 2. 1　脓毒症大鼠模型建立　　脓毒症模型大鼠采

用盲肠结扎穿孔术制备。大鼠经腹腔注射 0. 3%戊巴

比妥钠（40 mg/kg）麻醉，待丧失针刺反应后，仰卧位固

定四肢。腹部皮肤常规消毒后，沿腹白线切开腹腔。

轻柔剪取部分大网膜，于盲肠末端约 0. 5 cm 处结扎。

使用无菌穿刺针贯穿盲肠壁，将盲肠轻轻送回腹腔，

分层缝合关闭腹腔。术后大鼠单笼饲养，禁食，可自

由饮水，12 h后观察大鼠平均动脉压，当平均动脉压下

降 30% 以上，表明建模成功。78 只 SPF 级 SD 大鼠用

于建模，68只建模成功，模型成功率在85%以上。

1. 2. 2　动物分组及处理　　将 106 只 SD 大鼠按照

随机数字表法分为假手术（Sham）组（28 只）、脓毒症

（Sepsis）组（46 只）和 ECHS1 敲低（AAV-shECHS1）组

（32只）。Sepsis组大鼠构建脓毒症模型，40只建模成

功；而AAV-shECHS1组大鼠于建模前 4周经尾静脉注

射 ECHS1 敲低腺相关病毒，每只 1. 0×1012 vg，28 只建

模成功；Sham 组大鼠仅开关腹。建模后 12 h，所有大

鼠经肌肉注射抗生素（青霉素+链霉素），随后放回经

消毒的独立饲养笼中，恢复自由摄食饮水。

1. 2. 3　大鼠生存情况观察　　建模后第 12 小时起，

每 30 min观察大鼠状态，持续观察至建模后 36 h，期间

记录大鼠的生存情况及死亡时间，计算存活率，并绘

制Kaplan-Meier生存曲线。

1. 2. 4　大鼠肺血管通透性测定　　大鼠麻醉后固

定，经颈静脉导管注射FITC-BSA（9 mg/kg）。2 h后，经

颈静脉注射肝素生理盐水 40 mL，依次结扎腹主动脉、

下腔静脉，剪断腹主动脉，持续灌洗至肺颜色变白。

取左肺上叶称重。将肺组织剪碎后完全匀浆处理，使

用 F-4500 荧光分光光度计测定 FITC-BSA 的荧光强

度，计算肺组织 FITC-BSA 渗漏率，评估肺血管通透

性[12]。FITC-BSA渗漏率=荧光强度/肺组织质量。

1. 2. 5　大鼠肺组织损伤评估　　取大鼠左肺组织于

4%多聚甲醛中固定 48 h后，脱水、石蜡包埋、切片、HE
染色，显微镜下观察肺组织病理改变。采用 Smith 评

分法[13]对肺水肿、肺泡及间质炎症、肺泡及间质出血、

肺不张、透明膜形成进行半定量分析。无损伤为 0分，

病变范围<25% 为 1 分，病变范围 25%~<50% 为 2 分，

病变范围50%~<75%为3分，病变满视野为4分。
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1. 3　细胞实验

1. 3. 1　肺静脉原代 VECs 培养与处理　　从正常 SD
大鼠的肺静脉中提取 VECs。先对大鼠进行麻醉后碘

伏消毒，打开胸腔，分离肺静脉。将肺静脉切成约

1 mm×1 mm 的小块，均匀贴附到培养瓶底部，置于

37 ℃培养箱中孵育。待组织块完全贴壁后，加入ECM
细胞培养基培养 72 h，小心移除组织块，瓶底迁移贴壁

的细胞即为VECs。取第3~5代的VECs进行后续研究。

1. 3. 2　细胞分组及处理　　将 VECs 分为正常对照

（Nor）组、LPS 组、ECHS1 敲低（shECHS1）组。LPS 组

VECs 使用 1 μg/mL LPS 处理 12 h。shECHS1 组 VECs
转染ECHS1敲低腺病毒，具体步骤如下：将VECs消化

后稀释至 3×105/mL，加入 24孔板中，每孔 500 μL，然后

放入37 ℃、5% CO2培养箱中培养过夜。当细胞汇合率

在 30%~50% 时，吸去培养基，加入 1/2 体积新鲜培养

基，根据预实验摸索的感染复数值（100），加入相应体

积腺病毒轻轻混匀，感染 16 h 后，换新鲜完全培养液

继续 37 ℃培养。感染 48 h 后，收集细胞检测干扰效

率。 shECHS1 序列为 5′-GACGTTAACAGAAGGAAA 
TAA-3′。
1. 3. 3　VECs电阻率测定　　将VECs种植在Transwell
上层（6孔，0. 4 μm），当细胞生长到完全融合时，给予

LPS 处理。使用电阻仪每 2 h 记录 1 次细胞跨内皮电

阻（transendothelial electrical resistance, TEER）值，持续

24 h。未种植细胞的室孔作为空白对照。电阻率=（实际

TEER值-空白对照TEER值）/实际TEER值。

1. 3. 4　VECs转录组学分析　　收集正常和LPS刺激

后的 VECs，每组设 3 个生物学重复，预冷 PBS 冲洗细

胞后，加入Trizol试剂充分裂解细胞，提取总RNA。由

上海吉凯基因公司完成样本质控、链特异性文库构建

及 Illumina平台高通量测序，按照|log2FC|>0且P<0. 05
的标准筛选转录组差异表达基因，结合文献检索获取

Kcr修饰相关基因集[14-15]，并经韦恩分析将转录组测序

差异基因与 Kcr 修饰相关基因取交集，得到关键差异

基因。

1. 3. 5　Kcr 水平检测　　收集各组细胞，使用 RIPA
裂解液冰上裂解 30 min，离心取上清，BCA法测定总蛋

白浓度。等量蛋白样品分 2份进行 SDS-PAGE凝胶独

立电泳，其中 1份凝胶经考马斯亮蓝染色脱色后，作为

蛋白上样内参；另 1份凝胶采用湿转法将蛋白转印至

PVDF膜，5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，TBST洗膜 3次备

用。加入 Kcr泛抗体 4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜后加入

HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗，室温孵育 1 h。ECL化

学发光法显影曝光，用 Image J软件分析条带灰度值，

以考马斯亮蓝染色条带校正上样量，分析各组细胞整

体Kcr修饰水平。

1. 4　ECHS1蛋白测定

提取肺组织及 VECs 中总蛋白，采用 BCA 法测定

蛋白浓度。取等量蛋白样品进行 SDS-PAGE 凝胶电

泳。电泳结束后，将蛋白转移至PVDF膜，室温下使用

5%（w/v）脱脂牛奶封闭 1 h。用TBST洗膜 3次后，将膜

与 ECHS1蛋白一抗（稀释比 1∶1 000）在 4 ℃下孵育过

夜；次日，用 TBST 洗膜 3 次后，将膜与对应二抗（稀

释比 1∶20 000）在室温下孵育 1 h；再次用 TBST 清洗

3 次，使用ECL底物进行显影并捕获图像。

1. 5　统计学分析

使用 SPSS 26. 0软件进行统计学分析。计量资料

经正态性检验均符合正态分布，以均数±标准差（x̄±s）
表示，多组间比较方差齐采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）；若方差不齐，采用 Tamhane´s T2 法进行

组间两两比较。以P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　脓毒症引起肺血管内皮屏障功能障碍

Sham组大鼠肺组织结构完整，未见明显出血及炎

症细胞浸润；Sepsis组大鼠肺组织明显损伤，出现炎症

细胞浸润、肺泡结构破坏和间质水肿（图 1a）。与 Sham
组比较，Sepsis 组大鼠肺组织损伤评分显著升高

（P<0. 05），肺血管通透性显著增加（P<0. 05），见图

1b、c。体外细胞实验进一步显示，与 Nor组相比，LPS
组 VECs 电阻率显著降低（P<0. 05），见图 1d。上述结

果表明，脓毒症可导致肺血管内皮屏障功能损伤。

2. 2　上调 ECHS1 抑制 Kcr 与脓毒症肺血管内皮屏障

功能障碍有关

经转录组学测序，获得关键差异基因 ECHS1，其
在 LPS 刺激后显著上调（图 2a、b）。Western blot 检测

结果显示，Sepsis 组大鼠肺组织中 ECHS1 蛋白表达高

于 Sham 组，LPS 组 VECs 中 ECHS1 蛋白表达高于 Nor
组，差异均有统计学意义（P<0. 05），见图 2c~f。LPS
组 VECs 中 Kcr 修饰水平较 Nor 组下降（P<0. 05），见

图2g、h。
2. 3　敲低 ECHS1 上调 Kcr 并改善脓毒症肺血管内皮

屏障功能

AAV-shECHS1 组大鼠肺组织中 ECHS1 蛋白表达

低于Sepsis组，shECHS1组VECs中ECHS1蛋白表达低

于LPS组，差异均有统计学意义（P<0. 05），见图 3a~d。
体外敲低ECHS1可上调VECs中Kcr修饰水平（P<0. 05），
增加VECs电阻率（P<0. 05），见图 3e~g。同时，体内敲
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a：肺组织 HE 染色；b：肺组织损伤评分；c：大鼠肺血管通透性检测；d：VECs 电阻率检测   *：与 Sham 组相比，P<0.05；#：与 Nor 组相

比，P<0.05
图1　脓毒症损伤肺血管内皮屏障功能

a、b：韦恩分析 LPS 刺激后上调、下调差异基因（绿色）与 Kcr 修饰相关基因（蓝色）交集；c、d：肺组织中 ECHS1 蛋白表达；e、f：VECs 中

ECHS1蛋白表达；g、h：VECs中Kcr修饰水平   *：与Sham组相比，P<0.05；#：与Nor组相比，P<0.05
图2　上调ECHS1抑制Kcr与脓毒症肺血管内皮屏障功能障碍有关
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低ECHS1还可降低脓毒症大鼠肺血管通透性，改善肺

组织病理损伤（P<0. 05），见图3h~j。
2. 4　敲低ECHS1对脓毒症大鼠生存的影响

大鼠造模后 24 h内死亡，因此统计了 24 h生存时

间和存活率。结果显示，Sepsis 组大鼠生存时间为

（5. 9±2. 9）h，短于 AAV-shECHS1 组的（12. 4±6. 7）h
（P<0. 05）；AAV-shECHSI 组大鼠存活率高于 Sepsis 组
（P<0. 05），存活率提升至30%，见图4。

a、b：肺静脉组织中 ECHS1 蛋白表达；c、d：VECs 中 ECHS1 蛋白表达；e、f：敲低 ECHS1 对 VECs 中 Kcr 修饰水平的影响；g：敲低 ECHS1
对 LPS 刺激后 VECs 电阻率的影响；h：敲低 ECHS1 对脓毒症大鼠肺血管通透性的影响；i、j：敲低 ECHS1 对脓毒症大鼠肺组织损伤的

影响   *：与Sepsis组相比，P<0.05；#：与LPS组相比，P<0.05
图3　敲低ECHS1可上调Kcr并改善脓毒症肺血管内皮屏障功能

a：Kaplan-Meier曲线；b：生存时间   *：与Sham组相比，P<0.05；#：与Sepsis组相比，P<0.05
图4　敲低ECHS1改善脓毒症大鼠生存情况
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3　讨论

脓毒症引发的血管内皮屏障功能障碍可导致血

管渗漏，是脓毒症多器官功能障碍的核心病理环节之

一[16]。肺血管内皮屏障破坏可直接引发肺间质与肺泡

水肿、炎症细胞浸润，显著增加患者死亡风险[17]。脓毒

症时促炎信号刺激内皮细胞，导致细胞间紧密连接和

黏附连接被破坏，内皮通透性显著增加[18]。此外，血管

渗漏并非局限于肺组织，全身内皮屏障的广泛性损伤

会引发肝、肾等多器官微循环障碍与功能衰竭[19-20]。

本研究聚焦肺血管内皮屏障，通过体内外实验探究

ECHS1对肺血管内皮屏障的影响，以期为靶向血管内

皮屏障干预脓毒症器官损伤提供理论依据。

蛋白翻译后修饰通过调控蛋白结构、亚细胞定位

与分子互作，在脓毒症免疫激活、细胞功能失衡中具

有重要作用[21-22]。Kcr作为近年发现的新型酰化修饰，

以巴豆酰CoA为供体，通过修饰组蛋白或非组蛋白参

与基因表达、细胞代谢等过程[6]。既往研究表明，脓毒

症器官损伤与蛋白翻译后修饰密切相关，肺巨噬细胞

内CIRP蛋白乳酸化可导致内皮细胞死亡[23]。此外，调

控组蛋白乙酰化可抑制巨噬细胞中的氧化应激和细

胞焦亡[24]。本研究结果显示，脓毒症可显著降低VECs
中的 Kcr 修饰水平，而敲低 ECHS1 可恢复 Kcr 修饰水

平并改善VECs屏障功能，提示Kcr修饰异常是脓毒症

内皮屏障功能障碍的重要分子基础。这一发现为解

析Kcr修饰调控脓毒症器官损伤提供了新的靶点。

ECHS1是脂肪酸β-氧化通路的关键酶，其核心功

能是催化 2-反式烯酰 CoA 中间体水合为 L-3-羟酰基

CoA，维持重要器官的能量代谢[25]。代谢通路与酰化

修饰存在紧密的“供体-调控”关系。巴豆酰CoA作为

Kcr的直接供体，其水平受脂肪酸代谢、三羧酸循环等

严格调控[6]。已有研究证实，ECHS1 上调可通过减少

巴豆酰 CoA，抑制 Kcr 修饰[15]。本研究进一步研究发

现，脓毒症状态下 ECHS1 表达上调可抑制内皮细胞

Kcr修饰，这可能是其引发屏障功能障碍的重要机制，

也为靶向ECHS1-Kcr轴进行干预提供了合理解释。

综上，敲低ECHS1可有效上调脓毒症VECs的Kcr
修饰，改善肺血管内皮屏障功能和肺组织损伤，进而

改善脓毒症大鼠生存结局。然而本研究仅在动物和

细胞模型验证，结论仍需在临床研究中进一步证实；

此外，尚未明确ECHS1调控Kcr后，影响内皮通透性的

关键靶蛋白与具体修饰位点，相关分子机制仍需后续

深入探索。
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