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摘  要 

目的：探讨转录因子GABPA在机械通气相关肺损伤中对紧密连接蛋白Occludin表达的影响。方法：对小

鼠肺上皮细胞(MLE-12)进行机械牵张，牵张时间为0 h、2 h、4 h，牵张幅度为20%。利用GABPA siRNA
预处理MLE-12敲低GABPA基因48 h后，再对MLE-12细胞进行机械牵张，牵张时间为0 h、4 h，牵张幅度

为20%。机械牵张后，提取蛋白后，利用蛋白质印迹法检测GABPA和Occludin的表达。结果：与CS (0 h)
组比较，CS (2 h)组、CS (4 h)组中GABPA表达均升高(P < 0.05)、Occludin表达均降低(P < 0.05)。与CS (4 
h) + si-Nc组比较，CS (4 h) + si-GABPA组Occludin表达升高(P < 0.05)。结论：机械牵张导致VILI中的转

录因子GABPA表达升高，紧密连接蛋Occludin表达降低；GABPA在调控Occludin中起重要作用，是VILI
潜在治疗靶点。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect of GABPA on the expression of Occludin in ventilator-induced 
lung injury. Methods: MLE-12 cells were treated with cyclic stretch with 20% amplitude for 0 h, 2 h, 
4 h. MLE-12 cells were pre-treated with GABPA siRNA to knock down GABPA gene for 48 h, and 
then treated with cyclic stretch with 20% amplitude for 0 h and 4 h. After cyclic stretch, the pro-
tein of MLE-12 cells was extracted, and the expressions of GABPA and Occludin were detected by 
Western blotting. Results: Compared with CS (0 h) group, the expression of GABPA increased in CS 
(2 h) group and CS (4 h) group (P < 0.05), and the expression of Occludin decreased (P < 0.05). Com-
pared with CS (4 h) + si-Nc group, the expression of Occludin increased in CS (4 h) + si-GABPA group 
(P < 0.05). Conclusion: Mechanical stretch increased the expression of GABPA and decreased the ex-
pression of Occludin in VILI. GABPA plays an important role in regulating Occludin and is a potential 
therapeutic target in VILI. 
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1. 引言 

机械通气相关肺损伤(Ventilator-induced lung injury, VILI)常发生于临床全身麻醉机械通气患者和重

症监护室呼吸机治疗患者中[1] [2]。由于呼吸机设置不当，如吸氧浓度过高或过低，或者呼出气体的压力

过大等，均可能导致肺泡过度膨胀或萎陷，引起的跨肺压、剪应力增大，引起的肺组织、间质性结构和

肺泡膜损伤，肺泡通透性增加，导致肺损伤[3] [4]。Occludin 是紧密连接蛋白，通过紧密连接形成肺泡膜

屏障，维持细胞通透性[5]。研究发现[6]，大潮气量机械通气或病理性机械牵张导致紧密连接蛋白 Occludin
表达降低，肺泡通透性增加。在 VILI 中，调控 Occludin 的机制尚未完全研究清楚。GA 结合蛋白转录因

子 α (GA Binding Protein Transcription Factor α, GABPA)是一种重组蛋白，与 DNA 结合的转录因子，在生

物学中扮演着重要的角色，调控细胞连接蛋白[7]。本研究拟探讨转录因子 GABPA 在 VILI 中调控细胞连

接蛋白的机制。 

2. 材料和方法 

2.1. 实验细胞 

小鼠肺上皮细胞(MLE-12)购自上海富衡生物科技有限公司。 

2.2. 细胞培养和实验分组 

完全培养基：DMEM/F-12 培养基、10%胎牛血清、青霉素(100 U/ml)和链霉素(100 mg/ml)。将密度

为 5 × 105细胞/mL 的 MLE-12 细胞接种于 BioFlex 六孔板(胶原 I 涂层)，培养箱的温度为 37℃，CO2的浓

度为 5%。GABPA siRNA (si-GABPA)和阴性对照 siRNA (si-Nc)由吉玛公司构建和合成。在 MLE-12 细胞
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生长至 50%，将 si-GABPA 和 si-Nc 利用 Lipofectamine 3000 转染试剂转染至 MLE-12 细胞，转染 48 h 后

进行机械牵张。使用 FX-5000T Flexercell Tension Plus 系统进行机械牵张，参数如下：牵张幅度为 20%，

频率为 0.5 HZ，牵张和放松的比例为 1:1，牵张时间为 0 h、2 h、4 h。实验分组：CS (0 h)组、CS (2 h)
组、CS (4 h)组、si-Nc 组、si-GABPA 组、CS (4 h) + si-Nc 组、CS (4 h) + si-GABPA 组。CS (0 h)组、CS (4 
h)组、si-Nc 组作为不同研究的对照组。每个实验至少进行了三个实验。 

2.3. 蛋白质免疫印迹 

在 MLE-12 细胞经过 siRNA 或机械牵张预处理后，提取 MLE-12 细胞蛋白。倒掉六孔板中的完全培

养基后，利用 4℃预冷的 PBS 进行洗涤，1 min/次，3 次；配制细胞裂解液，RIPA:PMSF = 100:1，六孔

板每孔加入细胞裂解液 100 μl，冰上裂解 30 min，裂解完后将细胞碎片和裂解液移至 1.5 ml 离心管中，

于 4℃下 12,000 rpm 离心 20 min，取上清液即为 MLE-12 细胞蛋白。取 5×loading buffer 与细胞蛋白进行

变性，95℃金属浴 10 min。根据不同蛋白的分子量，选择合适的凝胶浓度与电泳条件能够让目的蛋白区

域最大限度的分离开。采用 SDS-PAGE 电泳，每孔上样等体积总蛋白，加 marker 后开始电泳，80 V 电

压 30 min，120 V 电压 60 min。PVDF 膜进行转膜，转膜时间为 60 min。5%脱脂奶粉室温封闭 2 小时，

一抗 4℃孵育过夜(Occludin, 1:1000; GABPA, 1:200; GAPDH, 1:1000)，二抗室温孵育 2 小时(1:5000)。通

过 FluorChem E 检测蛋白条带，AlphaView 软件分析 Occludin 和 GABPA 的相对表达量。 

2.4. 统计学分析 

使用 SPSS 26.0 软件行统计分析，所有数据均采用均值±标准差。采用单因素方差分析(ANOVA)评估

显著差异，认为 P < 0.05 为差异具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 机械牵张导致 GABPA 激活以及 Occludin 表达降低 

20%的牵张幅度对 MLE-12 细胞进行机械牵张，时间为 0 h、2 h 和 4 h。与 CS (0 h)组比较，CS (2 h)
组、CS (4 h)组的 GABPA 的表达均升高(P < 0.05)，Occludin 表达量均降低(P < 0.05)；与 CS (2 h)组，CS 
(4 h)组的 GABPA 的表达均升高(P < 0.05)，Occludin 表达量均降低(P < 0.05) (见表 1)。 
 
Table 1. The relative expressions of GABPA and Occludin with cyclic stretch of MLE-12 
表 1. 机械牵张 MLE-12 后 GABPA 和 Occludin 相对表达量 

组别 GABPA/GAPDH Occludin/GAPDH 

CS (0 h)组 1.000 ± 0.028 1.000 ± 0.013 

CS (2 h)组 2.298 ± 0.212ab 0.703 ± 0.037ab 

CS (4 h)组 4.071 ± 0.251b 0.367 ± 0.056b 

注：与 CS (0 h)组比较，aP < 0.05；与 CS (2 h)组比较，bP< 0.05。 

3.2. 在 VILI 中，GABPA 敲低后逆转 Occludin 表达的降低 

与 si-Nc 组比较，si-GABPA 组中 GABPA 的表达降低(P < 0.05)；与 si-Nc 组比较，CS (4 h) + si-Nc 组
中GABPA表达升高(P < 0.05)，Occludin表达降低(P < 0.05)；与CS (4 h) + si-Nc组比较，CS (4 h) + si-GABPA
组中 GABPA 的表达降低(P < 0.05)，Occludin 表达量升高(P < 0.05) (见表 2)。 
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Table 2. The relative expressions of GABPA and Occludin with GABPA knockdown in VILI 
表 2. 在 VILI 中，GABPA 敲低后，GABPA 和 Occludin 相对表达量 

组别 GABPA/GAPDH Occludin/GAPDH 

si-Nc 组 1.000 ± 0.033 1.000 ± 0.049 

si-GABPA 组 0.216 ± 0.035a 1.354 ± 0.060 

CS (4 h) + si-Nc 组 4.007 ± 0.217a 0.374 ± 0.029a 

CS (4 h) + si-GABPA 组 1.771 ± 0.135b 0.751 ± 0.053b 

注：与 si-Nc 组比较，aP < 0.05；与 CS(4 h) + si-Nc 比较，bP < 0.05。 

4. 讨论 

由于机械通气过程中肺泡过度扩张或肺内压过高可导致肺组织及间质结构的破坏和肺泡膜损伤，表

现为肺水肿、肺顺应性降低和氧合功能障碍，严重可导致呼吸窘迫综合征，甚至出现多器官功能障碍综

合征[8]。本研究采用机械牵张模拟临床上的机械通气，利用牵张幅度 20%牵张 4 h 模拟机械通气相关肺

损伤[9]。 
相邻肺泡上皮细胞以紧密连接蛋白相连，用于维持肺泡的通透性，肺泡上皮细胞间紧密连接蛋白变

化和再分布可导致肺泡通透性变化[10] [11]。Occludin 是紧密连接蛋白中最具代表性的蛋白，主要负责密

封细胞间连接、维持细胞通透性、参与维持肺泡上皮的完整性[12]。因此，本文采用 Occludin 作为研究

肺泡上皮通透性的关键蛋白。研究发现[13]，在大潮气量机械通气过程中，Occludin 表达下调，本文研究

结果与之一致，在 20%机械牵张幅度下，Occludin 表达降低。我们需要对其调控机制进行研究。 
GA 结合蛋白转录因子 α (GA Binding Protein Transcription Factor Alpha, GABPA)是 CNC 转录因子家

族成员中获利最强的转录因子，主要表达于肝、肾、肺、消化道等各种细胞[14]。通过 6 个高度保守的环

氧氯丙烷相关蛋白同源结构域与其他靶基因的启动子结合，启动目标基因转录[15]。本研究发现，在机械

通气相关肺损伤中，GABPA 表达升高，但是否调控紧密连接蛋白 Occludin 的表达仍需进一步研究。我

们利用 siRNA 将 GABPA 敲低后，机械牵张后发现，Occludin 表达较未敲低 GABPA 的 MLE-12 细胞表

达升高，提示 GABPA 可调控紧密连接蛋白 Occludin 的表达。 
本研究仅从体外细胞层面进行验证，尚缺乏体内动物实验验证，在以后的机械通气相关肺损伤的研

究需要进行体内动物实验的研究，通过研究屏障通透性的调控机制来预防和治疗 VILI。 

5. 结论 

综上所述，机械牵张导致 VILI 中的紧密连接蛋白 Occludin 表达降低。GABPA 通过调控紧密连接蛋

白 Occludin 的表达影响通透性。 
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