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摘要 目的：探索不同浓度的金属硫蛋 2A(Metallothionein 2A, MT2A)对脂多糖(Lipopolysaccharid, LPS)介导的人肺微血管内皮细

胞损伤的保护作用。方法：培养人肺毛细血管内皮细胞株（Human lung microvascular endothelial cells, HPMVECs），经过一定浓度

LPS溶液进行刺激后，利用不同浓度的MT2A与对照组共同培养，一段时间后观察炎性介质 IL-6、TNF-琢释放的量及荧光显微镜
观察组 HPMVECs骨架形态变化。结果：各组 TNF-琢浓度均在 0 h最低，随之逐渐升高，到 6 h达到高峰；从各时间点来看，除 0 h

各组 TNF-琢浓度无显著差异外（F=0.717, P=0.549），其余各时间点 B1、B2、B3均显著高于 A组（均 P<0.05）。各组中 IL-6浓度均

在 0 h最低，A组在 2 h达到高峰，随后逐渐下降；B1组在 4 h达到高峰，随之下降；B2、B3组从 0 h开始逐渐升高，到 6 h达到峰

值；从各时间点来看，除 0 h各处理因素无显著差异外（F=2.341, P=0.092），其余各时间点 B1、B2、B3均低于 A组（均 P<0.05）。A

组 6 h小时后纤维状肌动蛋白（F-actin）明显解聚，分布明显减少，应力纤维排列紊乱或者消失；B1组、B2组、B3组 6 h小时后，与

A组相比，F-actin的分布明显较多，应力纤维排列较为整齐。结论：LPS刺激人肺毛细血管内皮细胞有明显损伤效应，加入MT2A

后细胞相关炎性因子释放量、细胞骨架损伤情况明显减轻，表明一定浓度的 MT2A对 LPS介导的肺毛细血管损伤有明显保护

作用。
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Protective Effect of MT2A on Lipopolysaccharide-mediated Injury of Human
Pulmonary Capillary Endothelial Cells*

To explore the protective effects of different concentrations of metallothionein 2A on human lung microvas-

cular endothelial cell injury. Culture human lung capillary endothelial cell line, stimulated with a certain concentration of LPS

solution, and then use different concentrations of MT2A. Co- Cultivation with the control group, the amount of IL-6 and TNF-琢 released

from the inflammatory medium and the morphology of the HPMVECs in the fluorescence microscope group were observed after a period

of time. The concentration of TNF-琢 in each group was the lowest at 0 h, then gradually increased, and reached a peak at 6 h.

From the time points, except for 0h, there was no significant difference in the concentration of TNF-琢 between the groups (F=0.717,

P=0.549). At other time points, B1, B2, and B3 were significantly higher than those in group A (both P<0.05). The IL-6 concentration of
each group was the lowest at 0 h, and the peak of group A peaked at 2 h, then gradually decreased. The peak of group B1 peaked at 4 h

and then decreased. Groups B2 and B3 gradually increased from 0h and peaked at 6 h. From each time point, there was no significant dif-

ference (F=2.341, P=0.092) except for 0h treatment factor. B1, B2 and B3 were lower than group A at other time points (all P<0.05). Af-
ter 6 hours in group A, fibrillating actin (F-actin) depolymerized, the distribution was significantly reduced, and the stress fibers were dis-

ordered or disappeared. After 6 hours in the B1, B2 and B3 groups, the distribution of F-actin was significantly more than that of the A

group, and the stress fibers were arranged neatly. LPS stimulates human lung capillary endothelial cells to have obvious

damage. After the addition of MT2A, the release of cell-associated inflammatory factors and cytoskeletal damage were significantly re-

duced, indicating that certain concentrations of MT2A have significant protective effects against LPS-mediated pulmonary capillary dam-

age.
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前言

急性肺损伤（ALL）主要特征是严重的低氧血症、弥漫性肺

泡损害和肺浸润，肺血管内皮细胞损伤、凋亡在急性肺损伤中

占重要作用，其屏障作用破坏是急性肺损伤的标志，其病理学

改变为肺毛细血管及肺泡上皮细胞的大面积损伤，特别是由革

兰氏阴性细菌引起的。革兰氏阴性细菌的胞外脂质（LPS）是先

天免疫反应和炎症的促进剂，能够刺激炎症细胞产生各种炎性

细胞因子如 TNF-琢、IL-6，从而介导炎性反应并造成细胞损伤。
最近的研究表明，LPS能够诱导多种不同类型的血管内皮细胞

损伤、凋亡，包括人脐静脉内皮细胞(Human umbilical vein en-

dothelial cells, HUVECs)和人类微血管内皮细胞[1-4]。肺微血管内

皮细胞（Pulmonary microvascular endothelial cells, PMVECs）是

肺部炎症过程中炎性细胞因子的主要靶点，其屏障功能在炎症

反应中起着非常重要作用，防止血小板、白细胞粘附及有害物

质进入组织。在 LPS介导的直接损伤和多形核白细胞（Poly-

morphonuclear leukocytes, PMN）的活化导致的间接损伤、细胞

粘附分子（Cell adhesion molecules, CAMs）的抑制作用导致的

损伤等在肺内皮细胞损伤中占主体地位。

金属硫蛋白（Metallothionein，MT）是低分子量（6-7kDa）蛋

白质，是一种广泛存在哺乳动物、高等植物及某些原核生物中

的蛋白，是富含半胱氨酸分子的大家族[5]。人MT由 11种功能

异构体组成：MT-1（A，B，E，F，G，H，M 和 X），MT-2（称为

MT2A），MT-3、MT-4。据报道MTs在各种动物模型中起到保

护作用，包括脂多糖诱导的肺损伤[6]、类风湿性关节炎[7]、多发性

硬化[8]、凝血障碍[9]、乙醇诱导的胃十二指肠粘膜损伤[10]和幽门

螺杆菌引起的胃炎[11]。MT2A由 61个氨基酸组成，其特征在于

低分子量（7kDa）、高半胱氨酸含量（30％）和芳香族氨基残基缺

乏[12]。MT2A的功能是调节金属稳态、解毒、氧化应激、免疫防

御、细胞周期进程、细胞增殖和分化以及血管生成[13]。Liu Y[14]等

为了研究MT2A是否涉及 LPS产生的 IL-6，用敲除MT2A基

因的 HUVEC细胞培养一段时间后用 LPS处理，检测到 IL6的

含量明显增加，证明 MT2A基因能被 LPS激活，并且在 HU-

VEC细胞中 LPS诱导的 IL-6表达中起关键作用。本文通过培

人肺毛细血管内皮细胞，经 LPS介导损伤后检测细胞骨架及相

关炎性因子释放情况，同时探讨 MT2A对于肺损伤的保护作

用，为临床建立离体纯化的MT2A对肺的保护作用的理论依

据，改进或增加治疗方法，提高治疗效果。

1 材料与方法

1.1 细胞和试剂

实验所用 HPMVEC细胞购自美国 SCIENCELI公司，人白

介素 6（IL-6）试剂盒和人肿瘤坏死因子 琢（TNF-琢）试剂盒购自
贝赛维斯（中国）有限公司，DMEM培养基、牛血清白蛋白、L-

谷氨酸胺和 HEPES购自美国 GIBCO公司，胰蛋白酶购自美国

Invitrogen公司，LPS、TRITC-鬼笔环肽、胎牛血清、青霉素、链

霉素和 DMSO购自美国 Sigma公司，人 MT2A蛋白购自美国

Proteintech公司，TritonX-100购自广州威佳科技有限公司。

1.2 细胞培养

37℃恒温水浴锅快速复苏人肺毛细血管内皮细胞株（HP-

MVECs），调整细胞浓度，稀释成约 1× 105/mL的细胞悬液，接

种于培养皿中，采用含 10 %胎牛血清 DMEM培养基，置 37℃、

5%CO2细胞培养箱常规培养，每 3天更换培养液，细胞长满时

以 0.25 %胰蛋白酶消化传代，2-4代可用于实验。

1.3 细胞分组

将第 2-4代传代细胞与于 37℃、5%的 CO2培养箱中培养

24-48小时后，倒置显微镜下观察，待细胞融合至 80%-90%时

去其含有胎牛血清的 RPMI1640的完全培养基，换用无胎牛血

清的培养基培养 2-4小时后用于实验。实验分为 2组，即对照

组（A）：蒸馏水加入含有 LPS 500 ng/mL组的细胞中，并以含有

胎牛血清的 RPMI1640完全培养基培养；实验组（B）：根据

MT2A的浓度设置分为 3个亚组，即：B1 MT2A 50 ng/mL+LPS

500 ng/mL 1 mL加入培养孔，并以含有胎牛血清的 RPMI1640

完全培养基培养；B2 MT2A 250 ng/mL+LPS 500 ng/mL加入培

养孔，并以含有胎牛血清的 RPMI1640 完全培养基培养；B3

MT2A 500 ng/mL+LPS 500 ng/mL加入培养孔，并以含有胎牛

血清的 RPMI1640完全培养基培养。

取 96孔板，根据实验分组设置培养孔，同时设置 5个附

孔，每孔植入清洁无菌圆形玻片，将肺毛细血管内皮细胞（HP-

MVECs）按照 1× 105/孔接种于培养板孔中，加入含有胎牛血

清的 RPMI1640的培养基培养，分别于培养后 0、2、4、6小时时

留取培养基，1500 rpm，3 min后取其上清。培养 24小时后更换

为无血清的 RPMI1640的培养。

1.4 ELISA法检测 IL-6、TNF-琢
1）提前 20分钟从 -20℃冰箱中取出试剂盒，平衡至室温。

2）配置洗涤液、标准品、检测抗体（抗待测物抗体）工作液、以及

二抗[抗（抗待检物抗体）抗体 -HRP]工作液。3）加样：分别设置

空白孔、标准孔、待测样品孔，标准孔加系列稀释度的标准品，

空白孔加入样品稀释液 50 滋L，带测孔加待测样品；同时每孔
加检测抗体（抗待检物抗体）工作液 50 滋L，各孔加完后给酶标
板覆膜，并轻轻震荡板子混匀，37℃孵育 60分钟。4）洗板：弃去

孔内液体，甩干，洗板 3次，每次浸泡 1-2分钟，洗涤液 350 滋L/
孔，甩干并在吸水纸上轻拍将孔内液体拍干；5）加二抗工作液：

立即每孔加入配好的二抗[抗（抗待检物抗体）抗体 -HRP]工作

液 100 滋L（使用前 15分钟内配制）。6）洗板：弃去孔内液体，甩

干，洗板 3次，每次浸泡 1-2分钟，洗涤液 350 滋L/每孔，甩干并
在吸水纸上轻拍，将孔内液体拍干。7）加底物读数：每孔加底物

溶液（TMB）90 滋L，酶标板加上覆膜 37℃避光孵育 15分钟左

右。每孔加终止液 50 滋L，终止反应，待颜色变黄后立即用酶标
仪在 450 nm波长测各孔的光密度，并换算。

1.5 细胞骨架观察

从 96孔板中取出玻片，待其自然干燥后用 3.7%的甲醛固
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定 10 min，用 PBS洗液清洗各组玻片后，用 0.1%的 Triton-100

处理细胞约 10 min，清洗玻片。将 TRITC 标记的鬼笔环肽

（50ug/ml）1:600稀释，加入牛血清白蛋白后对细胞进行染色，

暗室、室温下染色 30-40 min。再次用 PBS液清洗玻片，待其干燥

后用 50%甘油封片，荧光显微镜下观察各组细胞骨架形态变化。

1.6 统计学分析

本研究所有数据均采用 SPSS 22.0软件进行统计学分析，

正态分布计量资料以均数± 标准差（x± s）表示，两个独立样本
比较采用 t检验，对于重复测量数据比较采用重复测量方差分

析，符合球形对称的采用Mauchly's W检验，不符合 "球形假设

"的采用Greenhouse-Geisser公式校正自由度，以 P<0.05（双侧）
为差异有统计学意义。

2 实验结果

2.1 IL-6、TNF-琢浓度与时间关系
由图 1、图 2中可以看出，0小时时各组之间 IL-6、TNF-琢

的浓度变化不大，2小时时 A组（加入 LPS+生理盐水组）IL-6、

TNF-琢浓度明显升高，高于其他组；往后时间点增长放缓；B1
组（加入 LPS+MT2A50 ng/mL组）各时间点较 A组 IL-6、TNF-

琢 浓度升高缓慢，B2（加入 LPS+MT2A250 ng/mL组）、B3 组

（加入 LPS+MT2A500 ng/mL组）升高较 B1组更缓慢，图 3、图

4各组中 IL-6、TNF-琢的浓度均不同程度升高，B1、B2、B3组与
A组相比，HPMVECs培养液中 IL-6、TNF-琢浓度升高不明显，
说明 MT2A 能够抑制 LPS刺激后 HPMVECs 培养液中IL-6、

TNF-琢浓度升高。

图 1 IL-6浓度与时间关系

Fig.1 The relationship between IL-6 concentration and time

图 2 TNF-琢浓度与时间关系
Fig.2 The relationship between TNF-琢 concentration and time

2.2 TNF-琢浓度测定
表 1显示各分组前后不同时间点之间存在显著差异（F=

20761.171，P<0.001）；不同处理因素间存在显著差异（F=75398.
601，P<0.001）；处理因素与处理时间前后存在交互效应
（F=6904.579，P<0.001）。各处理因素均在 0 h TNF-琢浓度最低，

随之逐渐升高，到 6 h达到高峰。从各时间点来看，除 0 h TNF-

琢浓度无显著差异外（F=0.717, P=0.549），其余各时间点 B1、

B2、B3均高于 A组（均 P<0.05）。与 B1相比，B2、B3在 2 h、4

h、6 h均高于 B1水平（均 P<0.05）。与 B2相比，B3在 2 h、4 h、

6 h均高于 B2水平（均 P<0.05）。

Groups 0 h 2 h 4 h 6 h

A group 8.04± 0.09 78.88± 0.23 83.26± 0.78 94.94± 0.87

B1 group 7.94± 0.31 22.56± 1.16a 28.14± 0.80a 30.42± 0.88a

B2 group 7.86± 0.33 12.53± 0.57ab 16.23± 0.53ab 22.10± 0.56ab

B3 group 7.90± 0.28 11.07± 0.39abc 13.90± 0.25abc 17.91± 0.24abc

F 0.717 45898.724 23817.587 24605.166

P 0.124 <0.001 <0.001 <0.001

Note: The main effect of treatment factors, F=75398.601, P<0.001; time factor main effect, F= 20761.171, P<0.001; interaction between the two, F=6904.
579, P<0.001; compared with group A, aP<0.05 bp<0.05 compared to the B1 group; cP<0.05 compared to the B2 group.

表 1 实验中各组 TNF-琢浓度变化（x± s，n=6单位：pg/mL）

Table 1 Changes in TNF-琢 concentration in each group during the experiment (x± s, n=6 units: pg/mL)

2.3 IL-6浓度测定

表 2 中各分组前后不同时间点之间存在差异（F=1765.

859，P<0.001）；不同处理因素间存在差异（F=2096.176，P<0.001）；
处理因素与处理时间前后存在交互效应（F=206.915，P<0.001）。
各处理因素均在 0 h IL-6浓度最低，A组在 2 h达到高峰，随后

逐渐下降；B1组在 4 h达到高峰，随之下降；B2、B3组从 0 h开

始逐渐升高，到 6 h达到峰值。从各时间点来看，除 0 h各处理

因素无显著差异外（F=2.341, P=0.092），其余各时间点 B1、B2、

B3均显著低于 A组（均 P<0.05）。与 B1相比，B2、B3在 2 h、4

h、6 h均显著低于 B1水平（均 P<0.05）。与 B2相比，B3在 4 h、

6 h均显著低于 B2水平（均 P<0.05），两者在 2 h未显示出差异。
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2.4 细胞骨架的变化

荧光显微镜可见：TRITC-鬼笔环肽与肌动蛋白特异性结

合后并在绿光激发下呈红色。图 3-6中可见 A组（加入 LPS+

生理盐水组）6小时后 F-actin明显解聚，分布明显减少，应力纤

维排列紊乱或者消失；B1组（加入 LPS+MT2A50 ng/mL组）、

B2 组 （加 入 LPS+MT2A250 ng/mL 组）、B3 组 （加 入

LPS+MT2A500 ng/mL组）6小时后，F-actin分布减少，应力纤

维排列紊乱或者部分消失，与 A组相比，F-actin的分布明显较

多，应力纤维排列较为整齐。

Note: The main effect of treatment factors, F=2096.176, P<0.001; time factor main effect, F=1765.859, P<0.001; interaction between the two, F=206.915,

P<0.001; compared with group A, aP<0.05 bP<0.05 compared to the B1 group; cP<0.05 compared to the B2 group.

表 2 实验中各组 IL-6浓度变化（x± s，n=6单位：pg/mL）
Table 2 Changes in IL-6 concentration in each group during the experiment (x± s, n=6 units: pg/mL)

Groups 0 h 2 h 4 h 6 h

A group 4.42± 0.29 18.08± 0.39 17.68± 0.42 16.93± 0.50

B1 group 4.85± 0.39 10.30± 0.42a 12.86± 1.03a 10.94± 0.58a

B2 group 4.43± 0.41 7.67± 0.41ab 9.01± 0.13ab 9.78± 0.39ab

B3 group 4.60± 0.46 7.69± 0.46abc 7.78± 0.39abc 7.88± 0.32abc

F 2.341 1227.457 506.761 645.864

P 0.092 <0.001 <0.001 <0.001

图 3 A组细胞骨架：核周 F-actin的分布明显减少，应力纤维排列紊乱或者消失

（左：细胞核；右：细胞骨架× 400）

Fig.3 Group A cytoskeleton: The distribution of F-actin around the nucleus is significantly reduced, and the stress fibers are disordered or disappear.

图 4 B1组细胞骨架：核周 F-actin分布减少，应力纤维排列紊乱或者部分消失

（左：细胞核；右：细胞骨架 X400）

Fig.4 B1 group cytoskeleton: the distribution of F-actin in the perinuclear group is reduced, and the stress fibers are arranged disorderly or partially

disappeared.
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3 讨论

肺是一个全身静脉血必经的开放的器官，经过各级支气

管、气管与外界相通，因此肺容易受到外界损伤而导致相关肺

部疾病，如间质性肺炎、化学性肺炎、细菌 /病毒性肺部感染。

如得不到有效的预防或治疗，这些疾病可以从一些早期亚临床

症状发展到到严重的急性肺损伤 [15]，甚至急性呼吸窘迫综合

症，两者均有较高的致死率。

近年来研究显示，肺血管内皮细胞不仅是严重低氧浓度血

症导致的急性肺损伤的靶细胞，同时也是导致肺损伤的重要炎

性效应细胞。由炎症反应所导致的肺血管内皮细胞的损伤和功

能改变，反过来又会促使炎症反应进一步放大或延续，因此肺

血管内皮细胞在炎症性肺损伤中的地位和作用非常重要[16]。异

常刺激，如氧化应激、炎症等可引起细胞凋亡[17]，并在在氧化应

激反应过程中大释放量炎性因子，如 IL-6 和 TNF-琢 [18]等。

MT2A可以调节 MAPKs，具有抗氧化、抗细胞凋亡作用，其通

过抑制氧化应激介导的线粒体细胞色素 c释放和活化的半胱

天冬酶 -3来减少阿霉素诱导的心肌损伤[19]，保护人类脐带来自

与脂多糖（LPS）相关凋亡的静脉内皮细胞，以及通过结合膜受

体影响细胞行为如增殖和趋化 [20]。MT2A还可以保护内质网

（ER）应激诱导的心肌衰竭与心肌细胞凋亡相关的心力衰竭[21]。

此外，MT2A是通过下调半胱天冬酶 -9和半胱天冬酶 -12的表

达而导致的凋亡的保护性蛋白[22]。研究表明，MT-1/2敲除将显

着加重肾脏氧化损伤和间歇性低氧缺氧诱导的炎症反应[23]。

本实验 A 组（LPS+ 生理盐水组）、B1 组（LPS+MT2A50

ng/mL 组 ）、B2 组 （LPS+MT2A250 ng/m L 组 ）、B3 组

（LPS+MT2A500 ng/mL组），从浓度曲线图中可以明显看到各

组中 IL-6、TNF-琢的浓度随时间的变化均有不同程度升高，并
且增长趋势更加显著，说明经 LPS刺激后 HPMVECs培养液中

IL-6、TNF-琢浓度明显升高；且据统计学分析，IL-6的浓度各分
组前后不同时间点之间存在差异（F=1765.859，P<0.001）；经过
不同浓度的 MT2A 处理后，B1、B2、B3 组与 A 组相比，IL-6、

TNF-琢 浓度升高不明显，说明 MT2A 能够抑制 LPS刺激后

HPMVECs培养液中 IL-6、TNF-琢浓度升高，减少炎性因子的
释放，保护人肺毛细血管内皮细胞。在 6小时后，各组之间的细

胞骨架的观察我们发现，A组小时后 F-actin明显解聚，分布明

图 5 B2组细胞骨架：核周 F-actin分布较多，应力纤维排列稍显紊乱或者部分消失

（左：细胞核；右：细胞骨架× 400）

Fig.5 B2 group cytoskeleton: the distribution of F-actin is more than one week, and the stress fiber arrangement is slightly disordered or partially

disappeared.

图 6 B3组细胞骨架：核周 F-actin分布较多，应力纤维排列稍显紊乱

（左：细胞核；右：细胞骨架 × 400）

Fig.6 B3 group cytoskeleton: the distribution of F-actin is more than one week, and the stress fiber arrangement is slightly disordered.
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[19] Kang DH, Lee DJ, Lee S, et al. Interaction of tankyrase and peroxire-

doxin II is indispensable for the survival of colorectal cancer cells[J].

Nature Commun, 2017, 8(1): 40-54

[20] Salzano S, Checconi P, Hanschmann EM, et al. Linkage of inflamma-

tion and oxidative stress via release of glutathionylated peroxiredox-

in-2, which acts as a danger signal [J]. Proc Natl Acad Sci U S A,

2014, 111(33): 12157-12162

[21] Manandhar G, Miranda-Vizuete A, Pedrajas JR, et al. Peroxiredoxin

2 and peroxidase enzymatic activity of mammalian spermatozoa [J].

Biol Reprod, 2009, 80(6): 1168-1177

[22] Liu J, Wang W, Liu X, et al. Supplementation of cryopreservation

medium with TAT-Peroxiredoxin 2 fusion protein improves human

sperm quality and function[J]. Fertil Steril, 2018, 110(6): 1058-1066

[23] Shi H, Liu J, Zhu P, et al. Expression of peroxiredoxins in the human

testis, epididymis and spermatozoa and their role in preventing

H2O2-induced damage to spermatozoa [J]. Folia Histochem Cytobiol,

2018, 56(3): 141-150

显减少，应力纤维排列紊乱或者消失；B1 组、B2 组、B3 组

F-actin分布减少，应力纤维排列紊乱或者部分消失，与 A组相

比，F-actin的分布明显较多，应力纤维排列较为整齐。可以判

断，MT2A能够抑制 F-actin的解聚，保护肺毛细血管内皮细胞

骨架，减少其通透性。因此我们猜测其可能有保护急性肺损伤

的作用。

4 结论

一定浓度的 LPS能够对刺激肺毛细血管内皮细胞炎性因

子 IL-6、TNF-琢的释放，造成细胞炎性损伤。同时，也能够对肺
毛细血管内皮细胞细胞骨架明显损伤，证实 LPS对肺毛细血管

内皮细胞的损伤作用。通过实验证实，MT2A能够减少炎性因

子 IL-6、TNF-琢释放，同时对于肺毛细血管内皮细胞细胞骨架
具有保护作用。所以我们认为MT2A能够对于 LPS介导的肺

损伤有保护作用。
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