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TNF-α下调大鼠肺微血管内皮细胞紧密连接蛋白ZO-1、
Claudin-5的表达
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【摘 要】目的：研究肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）对大鼠肺微血管内皮细胞紧密连接蛋白 1（zonula oc⁃
cludens-1，ZO-1）、Claudin-5表达的影响，探讨TNF-α对大鼠肺血管屏障的损伤机制。方法：将体外培养的大鼠肺微血管内皮

细胞分为对照组、TNF-α 24 h、48 h和 72 h组（TNF-α 10 mg/L）。透射电镜观察大鼠肺微血管内皮细胞超微结构。MTT法及流

式细胞仪分别测定各组细胞的增殖抑制率及凋亡率。免疫荧光法测定ZO-1及Claudin-5的分布。RT-qPCR及Western blot测
定各组细胞 ZO-1及 Claudin-5的 mRNA及蛋白表达。结果：对照组内皮细胞含有大量的线粒体及内质网等结构，结构正常。

TNF-α各组细胞线粒体数量减少，线粒体肿胀，嵴溶解，核固缩，凋亡细胞增多，细胞增殖抑制率及凋亡率较对照组增加（均P<
0.05），呈时间依赖性。ZO-1及Claudin-5呈线状荧光分布于内皮细胞间连接部位。与对照组比较，TNF-α各组细胞 ZO-1的

转录及表达水平均降低（均 P<0.05）。TNF-α各组 Claudin-5的转录水平较对照组明显降低（均 P<0.05），TNF-α 48 h、72 h组

Claudin-5的蛋白表达水平较对照组降低（均P<0.05），TNF-α 24 h组与对照组比较差异无统计学意义（P>0.05）。结论：TNF-α
下调大鼠微血管内皮细胞ZO-1及Claudin-5的表达，诱导细胞损伤及凋亡，破坏肺屏障，导致肺损伤。
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TNF-α downregulates the expression of tight junction proteins ZO-1 and 
Claudin-5 in rat pulmonary microvascular endothelial cells

Bai　Jijia1，Shi　Guocui2，Ma　Shenmao1，Ma　Xigang1

（1. Department of Critical Care Medicine，General Hospital of Ningxia Medical University；
2. Department of Respiratory Medicine，Cangzhou People's Hospital）

【Abstract】Objective：To investigate the effect of tumor necrosis factor-α（TNF-α） on the expression of tight junction proteins ZO-1 
and Claudin-5 in rat pulmonary microvascular endothelial cells and to explore the injury mechanism of TNF-α on pulmonary vascular 
barrier in rats. Methods：Rat pulmonary microvascular endothelial cells cultured in vitro were divided into control group，and TNF-α 
24 h，48 h，and 72 h groups（TNF-α 10 mg/L）. The ultrastructure of rat pulmonary microvascular endothelial cells was observed by a 
transmission electron microscope. The proliferation inhibition rate and apoptosis rate of cells in each group were determined by MTT 
assay and flow cytometry. The distribution of ZO-1 and Claudin-5 was determined by the immunofluorescence method. The mRNA 
and protein expression levels of ZO-1 and Claudin-5 in cells of each group were determined by real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction and Western blot. Results：Endothelial cells in the control group contained a large number of mitochondria 
and endoplasmic reticulum，with a normal structure. Cells in the TNF-α groups showed a decrease in the number of mitochondria，mito⁃
chondrial swelling，cristae lysis，karyopyknosis，and an increase in apoptotic cells，with a significant time-dependent increase in the 

proliferation inhibition rate and apoptosis rate compared with the 
control group（all P<0.05）. ZO-1 and Claudin-5 were distributed at 
the junction of endothelial cells，showing linear fluorescence. Com⁃
pared with the control group，the TNF- α groups showed a signifi⁃
cant decrease in the transcription and expression levels of ZO-1 
and the transcription level of Claudin-5（P<0.05）； the TNF-α 48 h 
and 72 h groups showed a significant decrease in the protein expres⁃
sion level of Claudin-5（P<0.05）； the TNF-α 24 h group showed 
no significant difference（P>0.05）. Conclusion：TNF-α downregu⁃
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lates the expression of ZO-1 and Claudin-5 in rat pulmonary microvascular endothelial cells，induces cell injury and apoptosis，de⁃
stroys the lung barrier，and leads to lung injury.
【Key words】pulmonary vascular barrier；acute lung injury；tight junction protein；apoptosis

急性肺损伤（acute lung injury，ALI）是由严重感

染、创伤、烧伤等非心源性因素诱发的全身炎症反

应，以肺屏障功能受损为特征，表现为进行性呼吸

窘迫、难治性低氧血症及非心源性肺水肿等症状，

为临床常见的急危重症，死亡率高达30%~40%[1]。目

前大多数学者认为ALI的发病机制主要是炎性反应

失控及氧化应激损伤导致直接及间接肺损伤[2]。肺

屏障由肺上皮屏障及肺血管内皮屏障共同组成，肺

上皮屏障由肺泡上皮细胞组成，为抵御外来病原体

侵犯的第一道防线，肺内皮屏障由肺微血管内皮细

胞及细胞间紧密连接组成，是急性肺损伤时抵御体

内炎症因子攻击，阻止肺水肿的第一道屏障。肿瘤

坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）是ALI
炎性反应中释放最早最重要的内源性介质，启动炎

性级联反应。研究显示 TNF-α 可以通过降低血管

内皮钙黏蛋白增加人肺微血管内皮屏障的通透

性[3]。本研究采用 TNF-α 作为细胞炎症刺激因子，

探究其对肺微血管内皮细胞及细胞间机密连接蛋

白表达的影响，更接近ALI对机体的病理生理过程。

本课题组前期研究表明，TNF-α下调大鼠肺上皮细

胞紧密连接蛋白 Claudin-4、紧密连接蛋白 1（zonula 
occludens-1，ZO-1）的表达，损伤肺上皮屏障，导致

肺损伤[4]。并通过在体内实验证实，在油酸诱导的

大鼠急性肺损伤中，大鼠肺 Claudin-5及 ZO-1表达

下调[5]。肺血管内皮屏障及肺泡上皮屏障，在影响

肺通透性改变方面的作用同样重要，且肺血管内皮

细胞损伤较早且更为严重，因此进一步研究TNF-α
对血管内皮屏障功能的影响，对于进一步明确 ALI
对TNF-α损伤肺屏障的机制十分重要。然而，关于

TNF-α 对大鼠肺内皮细胞 Claudin-5 及 ZO-1 表达

的研究，目前主要集中于动物实验，在体内状态下，

急性肺损伤炎症风暴发生时，机体常存在多种炎症

因子共同作用情况，研究关键促炎因子TNF-α在离

体状态下对大鼠肺微血管内皮细胞Claudin-5、ZO-
1的作用，能更准确地反应 TNF-α对肺血管内皮屏

障的影响。。因此，本研究通过TNF-α与肺微血管内

皮细胞体外共培养，观察肺微血管内皮细胞的损伤

及细胞间紧密连接蛋白 Claudin-5、ZO-1 的表达情

况，进一步探讨TNF-α对肺血管内皮屏障损伤的机

制，为急性肺损伤的治疗提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　细胞系

大鼠肺微血管内皮细胞株购自上海拜力生物有限公司。

1.2　试剂及试剂盒

1640细胞培养基和 10%胎牛血清（Gibico公司），TNF-α
（Peprotech 公司，400-14）；MTT 试剂盒、Annexin V-FITC/PI
双染细胞凋亡检测试剂盒和 BCA 蛋白检测试剂盒（南京凯

基生物有限公司）；小鼠抗大鼠 Claudin-5（Invitrogen 公司，

352588）和兔抗大鼠 ZO-1（Invitrogen 公司，61-7300）；小鼠

抗大鼠β-actin（北京中山金桥生物有限公司，TA09）、羊抗兔

IgG（北京中山金桥生物有限公司，ZF-0511）和羊抗小鼠 IgG
（北京中山金桥生物有限公司，ZB-2305）；反转录试剂盒

（Takara公司，RR037A），Claudin-5、ZO-1和β-actin引物（上

海生物工程有限公司，表 1）。本研究经宁夏医科大学总医

院科研伦理委员会批准（审批号：2012-3-6）。

1.3　方法

1.3.1　细胞分组及处理　细胞分为对照组（1640培养基+10%
胎牛血清共培养），TNF-α 24 h 组（TNF-α 10 mg/L+1640 培

养基+10% 胎牛血清共培养 24 h）、TNF-α 48 h 组（TNF-α 
10 mg/L+1640培养基+10%胎牛血清共培养48 h）和TNF-α 72 h
组（TNF-α 10 mg/L+1640培养基+10%胎牛血清共培养 72 h。
TNF-α 10 ng/mL 为通过 TNF-α 5 ng/mL、TNF-α 10 ng/mL、
TNF-α 20 ng/mL、TNF-α 40 ng/mL浓度梯度行预实验筛选后

所得的适宜刺激浓度。

1.3.2　透射电镜观察大鼠肺微血管内皮细胞超微结构　肺

微血管内皮细胞以适当密度接种于 6孔板，细胞培养箱中培

养 24 h，按照上述分组处理细胞，常规制片，透射电子显微镜

观察细胞超微结构，摄片。

1.3.3　MTT法测定细胞的增殖抑制率　肺微血管内皮细胞

接种于 96 孔板，1×105个/L，100 μL/孔。置于细胞培养箱中

孵育 24 h，按照实验分组处理细胞，每组设置 3个复孔，处理

结束后，弃上清液，更换无血清培养基 90 μL/孔，按照试剂盒

操作说明进行操作，酶标仪 490 nm 波长处测定每孔吸光度

值（A值）。细胞增殖抑制率=（对照组 A值-TNF-α处理组 A
值）/对照组A值。

1.3.4　流式细胞双染法测定细胞的凋亡率　肺微血管内皮

细胞以 1×105个/L接种于 6孔板中，培养 24 h，按照实验分组

处理细胞，每组设 2个复孔，处理结束，弃培养液，加入胰酶

（不含 EDTA）500 μL/孔，离心收集悬浮细胞。按照 Annexin 
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V-FITC/PI 双染细胞凋亡检测试剂盒说明书操作。流式细

胞仪检测结果可得出各组细胞早期凋亡率。

1.3.5　免疫荧光法测定 ZO-1、Claudin-5的表达分布　肺微

血管内皮细胞以适当密度均匀接种于置有无菌爬片的 6孔

板内，细胞培养箱中培养 24 h，预温的 PBS（1×）洗涤细胞，

4%的多聚甲醛室温固定 20 min，再次洗涤细胞，5% 牛血清

蛋白（bovine serum albumin，BSA）室温封闭 1 h。6孔板内加

入一抗（兔抗大鼠 ZO-1 1∶50；小鼠抗大鼠 Claudin-5 1∶50）
4 ℃孵育过夜，洗涤细胞，加入FITC标记的对应二抗（羊抗大

鼠 IgG，1∶100；羊抗小鼠 IgG，1∶100），室温避光孵育 1 h。洗

涤细胞，DAPI封片剂染核封片，共聚焦显微镜观察并拍照。

1.3.6　RT-q-PCR法测定ZO-1、Claudin-5的mRNA　收集处

理后的各组细胞，用 Trizol 法提取细胞总 RNA，用反转录试

剂盒（按说明书操作）将RNA反转录为 cDNA。应用 LightCy⁃
cler480 Systerm法进行实时荧光定量PCR：反应体系共：20 μL
（SYBR Premix Ex Taq Ⅱ 10 μL，PCR Forward Primer 0.4 μL，
PCR Reverse Primer 0.4 μL，DNA 模板 2 μL，H2O 7.2 μL）。

反应条件为 95 ℃ 5 s 1个循环；95 ℃ 5 s，60 ℃（ZO-1）/57 ℃
（Claudin-5）30 s，72 ℃ 30 s，共 40个循环。用 PCR仪器测定

各组 CT 值，按 2-ΔΔCt 计算 Claudin-5 及 ZO-1 的相对转录

水平。

1.3.7　Western blot法测定ZO-1、Claudin-5的表达　收集处

理后各组细胞，加入预冷的细胞裂解液 100 μL，混合均匀

后，4 ℃摇床震荡后静置 4 min，充分裂解 20 min后离心收集

上清即为全蛋白提取物，BCA 法蛋白含量检测，配置 SDS-
PAGE 凝胶，分别配置 12% 及 8% 的分离胶，5% 的浓缩胶。

将蛋白样品加入上样缓冲液变性处置，取适量样品加入凝胶

孔，80 V恒压电泳，电泳结束后，使用Bio-Rad的标准湿式转

膜装置，按照滤纸-凝胶-PVDF 膜-滤纸顺序组装转印夹，

300 mA电流冰浴转膜 90 min，5%的脱脂牛奶封闭转印有蛋

白的 PVDF 膜 2 h，加入一抗（兔抗大鼠 ZO-1 1∶250，小鼠抗

大鼠 Claudin-5 1∶500，小鼠抗大鼠 β-actin 1∶500）4 ℃过

夜孵育，洗膜 3 次，HRP 标记的相对应的二抗（羊抗兔 IgG，

1∶5 000，抗小鼠 IgG，1∶5 000）室温孵育 2 h，洗膜，将显色液

加到膜上，置于凝胶成像仪内，曝光，成像。用 Image Lab分

析软件进行分析处理，测定各条带的灰度值，目的条带/对应

内参的灰度值，计算各组蛋白表达的相对表达量。

1.4　统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行分析数据分析。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，对数据进行正态性和方差齐性

检验，若满足正态性，方差齐，则各组样本间比较采用单因素

方差分析，组间两两比较采用 SNK-q 检验。若不符合正态

性，方差不齐，则用秩转换的非参数检验。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　TNF-α对肺微血管内皮细胞超微结构的影响

对照组大鼠肺微血管内皮细胞胞浆丰富，含有大量的线

粒体（双层单位膜套叠而成的封闭性膜囊结构）、粗面内质网

（呈管状、扁状，扩大成囊）及高尔基复合体（扁平膜囊），胞浆

内可见少量吞饮泡。TNF-α 24 h 组细胞线粒体即出现肿

胀，嵴结构尚完整，无明显溶解现象。TNF-α 作用至 48 h、
72 h时，细胞线粒体数量明显减少，出现溶解，嵴消失，细胞

内出现空泡结构，粗面内质网及高尔基体肿胀，结构不清晰，

部分细胞可见核碎裂、溶解，视野内凋亡细胞增多（图1）。

2.2　TNF-α对肺微血管内皮细胞增殖及凋亡的影响

TNF-α 作用于肺微血管内皮细胞 24 h 后，细胞的增殖

抑制率较对照组明显升高［（27.39±3.45）% vs.（0.00±

1.49）%］，呈时间依赖性［48 h（38.91±0.63）%；72 h（43.9±

1.53）%，P<0.05］（图2A）。与对照组（1.47±0.15）%比较，TNF-α
各组，细胞的凋亡率均明显增加［24 h（7.53±0.76）%；48 h
（10.80±0.40）%；72 h（15.20±0.92）%，P<0.05］（图2B）。

2.3　ZO-1及Claudin-5在肺微血管内皮细胞的表达分布

共聚焦显微镜下可见 ZO-1及 Claudin-5均沿细胞膜呈

线状荧光分布细胞与细胞连接部位，调控细胞旁通透性

（图 3）。

表 1　qPCR 引物序列

基因

Claudin-5

ZO-1

β-actin

引物序列（5’~3’）
R-ACACTTTGCATTGCATGTGCC
F-CAGCGTTGGAAATTCTGGGTC
R-TGCTATTACACGGTCCTC
F-TGGTGCTCCTAAACAATC
R-TTTAATGTCACGCACGATTTC
F-CCCATCTATGAGGGTTACGC

bp

296

642

150

注：醋酸枸橼酸银染色，30 000×，比例尺=1 000 nm，箭头所示为线粒体

图 1　TNF-α 对肺微血管内皮细胞超微结构的影响
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2.4　TNF- α 对 ZO-1 及 Claudin-5 的转录水平（mRNA）的

作用

TNF-α 各处理组细胞 ZO-1及 Claudin-5的相对转录水

平（mRNA）均较对照组明显降低，且随作用时间的延长，相

对转录水平呈下降趋势，具有时间依赖性，各组间两两比较

差异均有统计学意义（ZO-1：24 h：0.60±0.18，48 h：0.36±

0.09，72 h：0.08±0.02 vs. 1.00±0.00，均 P<0.05；Claudin-5： 
24 h 0.48±0.07，48 h：0.15±0.00，72 h：0.03±0.00 vs. 1.00±

0.00，均P<0.05）（图4）。

2.5　TNF-α 对紧密连接蛋白 ZO-1 及 Claudin-5 蛋白表达的

影响

与对照组比较，TNF-α各组细胞 ZO-1蛋白表达水平均

低于对照组（24 h：0.40±0.06；48 h 0.30±0.03；72 h 0.24±

0.03 vs. 0.59±0.13；均P<0.05），TNF-α 72 h组较 24 h组ZO-
1表达降低（P<0.05）。TNF-α 48 h组与24 h组比较，ZO-1蛋

白表达降低，但差异无统计学意义。TNF-α 48 h、72 h组细

胞 Claudin-5 的相对表达水平均明显低于对照组（48 h：
0.52±0.11，72 h：0.28±0.10 vs. 0.91±0.09），与 TNF-α 24 h
组（0.71±0.02）比较，TNF-α 72 h组 Claudin-5表达降低（均

P<0.05），TNF-α 48 h 组 Claudin-5 表达虽继续降低，但差异

无统计学意义（图5）。

A. TNF-α 对肺微血管内皮细胞增殖

B. TNF-α 对肺微血管内皮细胞凋亡

注：a，与对照组相比，P<0.05；b，与 TNF-α 24 h 组相比，

P<0.05；c，与 TNF-α 48 h 组相比，P<0.05
图 2　TNF-α 对肺微血管内皮细胞增殖和

凋亡的影响（%，x±s）

注：ZO-1 和 Claudin-5（绿色线性荧光）；DAPI（蓝色荧光）

图 3　肺微血管内皮细胞中 ZO-1 和 Claudin-5 的表达分布

（比例尺=10 μm，箭头所示为 ZO-1 及 Claudin-5 线性荧光）

A. ZO-1 mRNA 表达水平　

B. Claudin-5 mRNA 表达水平

注：a，与对照组相比，P<0.05；b，与 TNF-α 24 h 组相比，P<

0.05；c，与 TNF-α 48 h 组相比，P<0.05
图 4　ZO-1 和 Claudin-5 的转录水平
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3　讨 论

急性肺损伤的重要病理特征为弥漫性肺泡损

伤及肺屏障功能障碍[6]。肺内炎症反应失衡为 ALI
的病理基础，免疫细胞分泌的细胞因子白介素及

TNF-α 引发的细胞因子风暴及瀑布式炎性反应为

肺损伤加重的主要因素[7]。肺微血管内皮细胞为内

皮屏障的基本结构及功能单位，也是急性肺损伤时

TNF-α 作用的重要靶细胞。研究关键促炎因子

TNF-α对肺血管内皮细胞及屏障功能的影响，对急

性肺损伤的机制及今后治疗有一定价值。

肺微血管内皮屏障由内皮细胞，细胞-细胞间

连接及细胞外基质组成，具有防止肺泡充血和调控

血管内外液体及营养交换 2种功能，物质交换方式

包括跨细胞途径及细胞旁途径。在炎症反应时，一

些较大的物质分子主要通过跨细胞途径渗透至肺

间质及肺泡内，而液体分子主要通过细胞旁途径进

行渗透。TNF-α可介导多种炎症反应，诱导细胞损

伤。Zhou P等[8]的研究发现TNF-α可以诱导内皮细

胞线粒体损伤，上调线粒体死亡因子Cyt-c的表达，

触发线粒体凋亡途径，选择性下调 TNF-α 受体可

以减轻呼吸机诱导的肺损伤[9]。本研究中，TNF-α 
10 ng/mL与大鼠肺微血管内皮细胞共培养 24 h时，

电镜下观察到内皮细胞内线粒体等细胞器结构肿

胀，培养至 48 h、72 h时，细胞内线粒体数量明显减

少，线粒体嵴溶解、断裂，出现排空现象。内皮细胞

炎性损伤是导致跨细胞途径增加的关键因素。此

外TNF-α参与细胞凋亡、自噬等的发生[10-11]，内皮细

胞的过度凋亡是肺气肿和ALI等非肿瘤性肺部疾病

发生机制之一。细胞凋亡分为外源性凋亡及内源

性凋亡。ALI通过白细胞活化、氧化应激、神经酰胺

上调等多种机制调控内皮细胞过度凋亡。TNF-α
不仅是促炎因子，同时还是一种细胞凋亡因子，可

以通过外源性凋亡途径，与相应配体在胞质内的死

亡结构域中形成复合物，激活 caspase 导致细胞凋

亡，同时 TNF-α 诱导内皮细胞线粒体损伤，释放细

胞色素Cyt-c于细胞质中，形成凋亡小体，引起内源

性细胞凋亡。另有研究显示 TNF-α 可以通过激活

JNK通路诱导小鼠毛囊细胞凋亡，凋亡细胞又可以

表达 TNF-α，反向诱导细胞凋亡，形成恶性循环[12]。
Wang L 等[13]的研究显示应用麻醉剂七氟醚通过调

节 caspase-3活化和Bcl-xl和Bcl-2表达抑制细胞凋

亡减轻脂多糖诱导的大鼠急性肺损伤。而下调

TNF-α 的表达可以减轻内毒素诱导的大鼠急性肺

损伤[14]。本研究中，与对照组相比，TNF-α 10 ng/mL
作用于肺血管内皮细胞 48 h及 72 h时，电镜下可见

细胞核固缩溶解，凋亡细胞数量增加。且TNF-α组

细胞的增殖受到抑制，凋亡率增加，且其作用具有

时间依赖效应，作用时间越长，细胞损伤程度及凋

亡越重。有研究显示 TNF-α在ALI发生后 1 h即可

出现升高，呈现动态变化，贯穿ALI的始终[15]。结合

本研究结果，推测 TNF-α可持续作用在ALI的进展

中起到一定作用。完整的内皮屏障结构是维持肺

血管内皮屏障稳态，保障肺泡内外气体交换的必需

条件。内皮细胞凋亡所致的肺泡毛细血管屏障完

整性受损是急性肺损伤的发生机制之一，也是急性

呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress syndrome，
ARDS）发生的关键，凋亡的细胞因为缺乏细胞间

A. ZO-1 蛋白表达水平

B. Claudin-5 蛋白表达水平　

注：a，与对照组相比，P<0.05；b，与TNF-α 24 h组相比，P<0.05
图 5　ZO-1 和 Claudin-5 的表达水平
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隙，促使死亡细胞在同一部位累积，增加毛细血管

的渗漏，促进ARDS的发展[16]。因此，推测TNF-α直

接损伤大鼠肺微血管内皮细胞结构，抑制其增殖，

诱导其凋亡，增加跨细胞通透性及细胞间隙，破坏

内皮屏障结构完整性。

细胞旁途径主要依靠细胞间连接，内皮细胞-
细胞间连接包括紧密连接和黏附连接。紧密连接

（tight junction，TJ）是黏附在相邻细胞脂质膜上的蛋

白复合物,具有栅栏和屏障功能，维持细胞极性，控

制细胞旁通透性，为影响肺通透性及肺泡清除能力

的主要蛋白。紧密连接由闭合蛋白、Claudins 和

ZO-1 等组成。内皮细胞主要表达 Claudin-5，为内

皮特异性紧密连接分子[17-18]。在急性肺损伤发病过

程中，微血管通透性升高、血气屏障破坏与Claudin-
5下调有关[19-20]，上调内皮细胞中Claudin-5，可减轻

内皮细胞损伤[21]。有研究显示 TNF- α 通过增强

TNFR1的表达降低猪肠上皮细胞Claudin-1、Claudin-
3等表达，导致肠上皮损伤[22]，提示炎症因子 TNF-α
可通过调节 Claudin 蛋白的表达，调控细胞旁通透

性。本研究 TNF-α 刺激体外大鼠肺微血管内皮细

胞，作用时间 48 h 时 Claudin-5 的转录及表达出现

下调，继续作用至 72 h，Claudin-5 的表达水平继续

下降，提示 TNF-α 下调 Claudin-5 的表达损伤细胞

间紧密连接结构。在一项流感病毒所致ALI肺微血

管渗漏的研究中显示，Claudin-5 呈剂量依赖性消

耗，导致肺水肿[23]。Huang LY 等[24]同样研究病毒感

染过程中 Claudin-5及人肺血管内皮细胞屏障中间

的关系，发现 Toll 样受体 3 配体多肌苷多胞苷酸通

过刺激 IL-6、IL-8、肿瘤坏死因子α和干扰素β的产

生，激活NF-κB和 IRF3，降低跨膜Claudin-5的转录

及表达，从而增加内皮细胞单层通透性。因此，

Claudin-5 的表达与肺血管内皮通透性密切相关。

ZO-1是中间跨膜蛋白和肌动蛋白细胞骨架的组成

成分，是内皮连接的中心调节器，与 Claudin-5共同

组成紧密连接复合体，调节细胞-细胞张力、迁移、

血管生成和屏障形成。本研究结果显示 ZO-1 及

Claudin-5蛋白呈线状荧光分布于大鼠肺微血管内

皮细胞与细胞间连接部位。Goldblum SE 等[25]在急

性肺损伤的研究中发现，抑制 ZO-1 的表达，改变

ZO-1 的定位，细胞跨膜电阻抗降低，肺通透性增

加。本研究 TNF-α10 ng/mL作用时间为 24 h、48 h、
72 h时，ZO-1蛋白表达水平明显下调。吴彦立等[26]

的研究采用 TNF-α100 ng/mL作用于人微血管内皮

细胞 24 h 后，细胞 claudin-5、ZO-1 表达下调，与本

实验结果相比较，TNF-α的处理浓度及作用时间不

同对紧密连接蛋白表达的影响差异可能与所干预

细胞的种属不同有关。任睿芳等[27]在犀角地黄汤合

银翘散对 TNF-α 诱导的大鼠肺微血管内皮细胞通

透性的研究中显示，TNF-α 作用 12 h 至 48 h 时，血

管内皮细胞通透性逐渐增加，具有时间依赖效应。

这与本研究结果相一致，说明TNF-α对细胞及细胞

间紧密连接的损伤作用具有持续性，随时间延长呈

加重趋势。然而目前关于 TNF-α 影响肺微血管内

皮细胞紧密连接蛋白表达的分子机制尚不明确，有

研究显示，ALI 时，TNF-α 通过激活 NF-κB 信号通

路，诱导炎症反应，引起多种炎症介质的产生及释

放[28]，而 NF-κB是肺部 Claudin-5的主要调控因子，

在肠黏膜屏障 [29]及视网膜屏障 [30]中的研究证实，

激活NF-κB信号通路可以增加细胞旁通透性，损伤

屏障功能。也有研究显示，TNF-α 可以通过激活

Wnt/β -catenin 通路增加肺微血管内皮屏障通透

性[26]。可见 TNF-α 影响细胞间紧密连接蛋白表达

的分子机制，仍需进一步地探索明确。

综上，本研究认为TNF-α通过下调离体大鼠肺

微血管内皮细胞 ZO-1及 Claudin-5的表达，并诱导

细胞损伤及凋亡，破坏肺血管屏障结构，导致肺损

伤。目前研究显示 TNF-α 抑制剂已应用于炎症性

肠病，风湿类疾病等治疗，并取得了较好的疗效[31]，
基于本研究结果，推测在急性肺损伤时，应用TNF-α
拮抗剂有望为急性肺损伤患者带来获益，但仍需要

大量的研究进一步进行理论支撑，为急性肺损伤今

后的靶向治疗提供指导意义。
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