
第43卷 第5期

2024年    9月

华 中 农 业 大 学 学 报
Journal of Huazhong Agricultural University

Vol.43    No.5
Sep. 2024，186~192
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引起猪内皮细胞损伤中的作用
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摘要 为探究副猪嗜血杆菌（Haemophilus parasuis，HPS）引起猪渗出性炎症的过程中血管内皮屏障的变化

情况，以 HPS感染原代猪血管内皮细胞，通过 Western blot和荧光定量 PCR 检测 HPS对 Wnt/β-catenin通路及

其下游靶基因表达的影响，并通过间接免疫荧光和跨内皮电阻测定检测细胞间黏附连接结构的改变。结果显

示：HPS感染激活猪内皮细胞中的Wnt/β-catenin信号通路，促使胞质中的 β-catenin蛋白发生核转位，导致胞膜

处由 β-catenin 和血管内皮钙黏蛋白（VE-cadherin）构成的黏附连接结构被破坏，细胞通透性增加。抑制 Wnt/
β-catenin通路下游血管内皮生长因子（VEGF）基因的表达，可以明显抑制 β-catenin的核转位，显著恢复内皮细

胞间 β-catenin和VE-cadherin构成的黏附连接结构，恢复内皮细胞通透性。以上研究结果表明，HPS通过激活

猪内皮细胞中 Wnt/β-catenin通路，破坏细胞间黏附连接，增加内皮细胞通透性；同时，Wnt/β-catenin通路下游

VEGF 基因通过正反馈调节效应放大了 HPS 感染引起的 Wnt/β-catenin 信号通路的激活效应和细胞结构的

损伤。
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副猪嗜血杆菌（Haemophilus parasuis， HPS）早

期定殖于猪上呼吸道，在猪处于应激、免疫力低下等

情况时侵入动物机体，引起以全身性的渗出性纤维

素炎为特征的猪格拉泽氏病（Glässer’s disease），严

重时死亡率可达 50%［1-2］。然而，目前对于 HPS 引

起渗出性纤维素炎的病理机制缺乏充分研究。渗出

性炎症的发生表明在 HPS 感染过程中，血管内皮通

透性增加。在针对出血性休克疾病的研究中发现，

微血管通透性过高主要由于内皮细胞间黏附连接

（adherens junctions，AJs）结构受到破坏［3］，内皮细胞

间 AJs 由血管内皮钙黏蛋白（vascular endothelial-
cadherin，VE-cadherin）通过其胞外结构域与相邻内

皮细胞的VE-cadherin 形成同型性黏附，同时通过胞

内结构域与 β-catenin连接，VE-cadherin/β-catenin复

合物共同锚定在构成细胞骨架的肌动蛋白上［4］。

β-catenin除了作为构成AJs的结构蛋白，同时也是经

典 Wnt/β -catenin 信号通路中的核心信号转导蛋

白［5］。Wnt/β-catenin 通路被激活后，β-catenin 通过

转位入核发挥转录调控作用，调节通路下游纤溶酶

原激活抑制剂 -1（plasminogen activator inhibitor-1，
PAI-1）、胶原蛋白Ⅲ（collagen Ⅲ）、纤连蛋白（fibro‐
nectin）和血管内皮生长因子（vascular endothelial 
growth factor，VEGF）等与细胞黏附及迁移相关基因

的表达，影响细胞通透性和移动性［6-7］。

Wnt/β-catenin 信号通路的下游靶基因 VEGF
通过与其受体VEGFR结合，阻断细胞连接中信号的

传递，增强血管渗漏。VEGF 加强血管通透性的作

用强于组织胺约 50 000倍［8］。细胞超微结构研究显

示，VEGF 处理后的血管内皮细胞间出现大量裂隙

及血管基底膜的退行性病变。临床血管渗漏相关研

究表明，VEGF 可以在 15 min 内切断内皮细胞中

VE-cadherin/β-catenin复合体间的连接，引起内皮通

透性增高［9-10］。

本研究解析 HPS 感染过程中 Wnt/β-catenin 信
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号通路对内皮细胞间黏附连接结构变化的调节作

用，分析 Wnt/β-catenin 信号通路对内皮细胞通透性

的影响。初步探究HPS引起渗出性纤维素炎的分子

机制，旨在为疫苗设计和药物靶标选择奠定理论

基础。

1　材料与方法

1.1　细胞与菌株

猪血管内皮细胞（porcine aortic endothelial cell，
PAEC）为原代分离细胞，根据 Beijnum 等［11］的方法

从 30 日龄的仔猪主动脉中分离。PAEC 使用添加

10% 胎牛血清且不含抗生素的 M199 培养基于

37 ℃、5% CO2条件下进行细胞培养。副猪嗜血杆菌

SH0165株为笔者所在研究室保存，在TSA培养基中

复苏，挑取单菌落到含 5% 牛血清和 1%NAD 的

TSB培养基中 200 r/min振荡培养过夜至 OD600 nm=
0.6。菌液收集至离心管中，12 000 r/min 离心 10 
min，PBS洗涤3次后用于感染细胞。

1.2　Western blot检测

待细胞长至 80% 融合时进行 siRNA 转染或

HPS 感 染 。 高 毒 力 HPS 菌 株 HPS-SH0165（108 
CFU/mL）感染相应时间后收样。siRNA 转染 24 h
后继续用 HPS 感染 12 h 后收样。阴性对照组

（CON）或 siRNA 对照组（NC）加入等体积 PBS 处

理。LiCl（20 mmol/L）作为 Wnt/β-catenin 通路激活

的阳性对照。IWR-1-endo（10 μmol/L）处理作为抑

制 Wnt/β-catenin 通路激活的对照。PBS 洗涤细胞

3 次，每孔加入200 μL裂解液裂解细胞。收集细胞裂

解液与 2×SDS-PAGE 上样缓冲液混匀，沸水浴 10 
min，12 000 r/min 离心 10 min 后取上清上样。细胞

膜质核蛋白分离样品根据试剂盒说明书制备。将

SDS-PAGE 胶中的蛋白质转印至 PVDF 膜，5% 脱

脂牛奶封闭 1 h 后放入根据说明书稀释的一抗和二

抗溶液中分别孵育 2 h 和 1 h。洗涤 3 次后经成像仪

显影。 LiCl 购自 Sigma 公司。 β -catenin 抗体为

SantaCruz公司产品。磷酸化 β-catenin抗体购自Cell 
Signaling Technology公司。β-actin抗体和辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔 IgG 购自碧云天生物技术研

究所。

1.3　实时荧光定量RT-PCR（qRT-PCR）检测基因

mRNA水平

根据说明书使用 Omega 公司的细胞 RNA 提取

试剂盒及反转录试剂盒提取细胞总 RNA 并反转录

成 cDNA，按照 SYBR Green Real-time PCR Mix 说

明书检测细胞中待测基因mRNA水平，程序为：94 ℃
预扩增 10 min；94 ℃变性 15 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延

伸 30 s，40 个循环。mRNA 相对表达水平的定量采

用比较Ct法来计算相对定量，基因的相对mRNA表

达水平通过 GAPDH 来标准化。荧光定量检测引物

序列见表1。

1.4　间接免疫荧光试验

接种 PAEC 于细胞爬片上，培养至 50%~60%
融合后进行 siRNA 转染、抑制剂预处理或直接进行

细菌感染。各组细胞处理方法本文“1.2”所述。HPS
（108 CFU/mL）感染 12 h后依次使用 4%多聚甲醛和

0.5% TritonX-100 于室温进行固定和通透。 5% 
BSA封闭1 h后依次使用一抗和荧光二抗各孵育1 h。
经DAPI染色15 min后用50%甘油封片，使用激光共

聚焦显微镜观察。Alexa Fluor标记的羊抗兔及羊抗

鼠 IgG购自碧云天生物技术研究所。

1.5　跨内皮电阻测定

在 Transwell 培 养 系 统 的 上 层 小 室 中 接 种

PAEC 细胞，按照说明书使用 EVOM2 仪器连续监

测其 TEER 值直至数值稳定，接种 HPS（108 CFU/
mL）感染后连续监测上层小室细胞的 TEER 值，记

录数值。

1.6　小干扰RNA（siRNA）转染

细胞培养至 80% 融合后，按脂质体转染试剂盒

表1　本研究所用的荧光定量引物序列

Table 1　The sequences of primers used in this study for qRT-PCR
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37 ℃、5% CO2条件下进行细胞培养。副猪嗜血杆菌
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待细胞长至 80% 融合时进行 siRNA 转染或
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聚焦显微镜观察。Alexa Fluor标记的羊抗兔及羊抗
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1.5　跨内皮电阻测定

在 Transwell 培 养 系 统 的 上 层 小 室 中 接 种
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细胞培养至 80% 融合后，按脂质体转染试剂盒

表1　本研究所用的荧光定量引物序列

Table 1　The sequences of primers used in this study for qRT-PCR

基因 Gene
VE-cadherin
Collagen Ⅲ
Fibronectin

VEGF

PAI-1

GAPDH

正向引物（5'-3'） Forward (5' to 3')
ACCACGAGATGTGAAGTTCAA

GCATTCCTTCGACTTCTCTCTAG
GAACCAGCAACCGAGTACACAA

GCTCTCTTGGGTGCATTGGA

TGCCGCCCCCTACGA

CCCCAACGTGTCGGTTGT

反向引物（5'-3'） Reverse (5' to 3')
GTGATGTTGGCCGTGTTATCG
TTCCATGTACGCAATGCTATT
CCCGATCAGAGGCTCACTCT

GCAGCCTGGGACCACTTG

TGAGCTGAGCGTCCAGAATG

CCTGCTTCACCACCTTCTTGA
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说明书对各组细胞分别进行 siRNA 转染，每孔细胞

转染 40 pmol 的 siRNA。转染 24 h 后进行 HPS（108 
CFU/mL）感染。各组细胞处理方法本文“1.2”所述。

各干扰因子和阴性对照（negative control，NC）siRNA
由上海吉玛公司设计合成（序列见表 2），根据说明书

要求配制。

1.7　统计学分析

所有试验进行 3 次独立重复检测，数据以平均

值±标准误差（SEM）表示。使用单向方差（ANO‐
VA）进行统计学显著性分析。*表示其统计值存在显

著差异，P<0.05；**表示其统计值存在极显著差异

P<0.01。统计分析使用软件Prism 8（GraphPad）。

2　结果与分析

2.1　HPS 感染 PAEC 对 Wnt/β-catenin 信号通路

活性及其下游靶基因表达的影响

Western blot 检测结果显示，HPS-SH0165 感染

后 PAEC 中 β-catenin 的蛋白水平呈时间依赖性增

高，磷酸化 β-catenin（p-β-catenin）水平显著降低，表

明 HPS 感染的 PAEC 中 Wnt/β-catenin 通路被激活

（图 1A）。荧光定量 PCR 检测结果显示，HPS-
SH0165感染PAEC后，Wnt/β-catenin通路下游维持

细胞与基底的黏附力的纤连蛋白（fibronectin）和胶原

蛋白Ⅲ（collagen Ⅲ）基因表达量下降，促进细胞迁移

的纤溶酶原激活物抑制物（PAI-1）基因和和促进

内皮细胞渗漏的血管内皮生长因子（VEGF）基因

表达量明显上调，表明 HPS 感染激活 PAEC 中的

Wnt/β-catenin 通路促使内皮细胞黏附性降低、移动

性增加，使得内皮细胞构成的屏障稳定性被破坏

（图 1B）。

2.2　HPS 对 PAEC 中 β-catenin 蛋白核转位效应

的影响

分离提取 PAEC 不同细胞结构中的蛋白质，经

过 Western blot 检测发现，HPS-SH0165 刺激 PAEC

后，胞膜上的 β-catenin含量减少，而胞质和胞核中 β- 
catenin蛋白水平显著增加（图2A）。间接免疫荧光试

验的结果同样显示，HPS-SH0165刺激 PAEC 后，胞

膜上的 β-catenin 含量减少，β-catenin 聚集于胞质并

表2　本研究中所用的干扰因子序列

Table 2　The sequences of siRNA used in this study

基因

Gene
siVEGF-1
siVEGF-2
siVEGF-3

Negative control

正向序列（5'-3'）
Sense sequence (5' to 3')

GCAGAUUAUGCGGAUCAAATT
GCGGAGAAAGCAUUUGUUUTT
GCGAGGCAGCUUGAGUUAATT
UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

反向序列（5'-3'）
Anti-sense sequence (5' to 3')

UUUGAUCCGCAUAAUCUGCTT
AAACAAAUGCUUUCUCCGCTT
UUAACUCAAGCUGCCUCGCTT
ACGUGACACGUUCGGAGAATT

图1 HPS感染的PAEC中Wnt/β-catenin通路活性（A）及下游靶基因表达水平（B）变化

Fig.1 Changes in Wnt/β-catenin pathway activity （A） and expression levels of 
downstream target genes （B） in HPS-infected PAEC
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大量转位入核（图 2B）。该结果进一步证明 HPS 对

PAEC中Wnt/β-catenin通路的激活效应。

2.3　Wnt/β-catenin 通路对 HPS 感染的 PAEC 中

黏附连接结构及细胞通透性的影响

间接免疫荧光检测结果显示，HPS 感染的

PAEC 细胞中 β -catenin 转位入核，VE-cadherin 表

达水皮降低，胞膜处构成细胞间黏附连接结构的

β -catenin/VE-cadherin 复合物减少。在使用 Wnt/
β -catenin 通路特异性抑制剂 IWR-1-endo 处理后，

HPS 感染的 PAEC 中 β-catenin 的核转位效应减弱，

VE-cadherin 表达水平升高，β-catenin/VE-cadherin
复合物含量明显恢复（图 3A）。Transwell 检测结果

显示，HPS刺激后，PAEC形成的单层细胞屏障通透

性增强，在用Wnt/β-catenin通路特异性抑制剂 IWR-
1-endo处理后通透性明显恢复（图 3B）。以上结果表

明，Wnt/β-catenin通路介导了对 HPS感染时内皮细

胞间黏附连接结构的调控，从而影响血管内皮细胞

通透性。

2.4　VEGF对HPS感染的PAEC中VE-caherin表

达水平的影响

荧光定量检测结果显示，HPS 感染可以引起

VEGF 基因的显著上调，在抑制 Wnt/β-catenin 通路

活性后，VEGF 的表达量明显下降，表明 Wnt/
β -catenin 通 路 调 控 HPS 感 染 引 起 的 PAEC 中

VEGF 基因的表达（图 4A）。筛选特异性沉默猪

VEGF 基因的 siRNA 抑制 PAEC 中 VEGF 基因的

表达（图 4B），荧光定量（图 4C）及 Western blot（图 4 
D）检测发现，抑制 VEGF 表达可以显著恢复 HPS
感染的 PAEC 中 VE-cadherin 的表达水平。以上结

果表明，HPS 通过激活 Wnt/β -catenin 通路上调

VEGF表达，促使 PAEC中 VE-cadherin的表达水平

降低。

2.5　VEGF对HPS感染的PAEC中黏附连接结构

的影响

间接免疫荧光检测结果显示，抑制 VEGF 可以

明显恢复 HPS 感染的 PAEC 胞膜处 VE-cadherin 的

蛋白水平，同时显著减少 β-catenin的核转位，增加胞

膜处 β-catenin/VE-cadherin复合物含量，恢复内皮细

胞间黏附连接结构（图 5A）。表明 VEGF 对 Wnt/
β-catenin通路激活引起的 β-catenin核转位存在放大

反馈调节作用，同时 HPS上调 VEGF可以显著抑制

图2 Western blot （A）和间接免疫荧光（B）检测HPS感染的PAEC中 β-catenin的核转位效应

Fig.2 Western blot （A） and indirect immunofluorescence （B） detection of nuclear
 translocation of β-catenin in HPS-infected PAEC

图3 HPS感染的PAEC中黏附连接结构（A）及细胞通透性（B）的变化

Fig.3 Changes in the structure of adherens junctions （A） and cell permeability （B） of HPS-infected PAEC
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PAEC 中 VE-cadherin 的表达。Transwell 试验结果

显示抑制VEGF的表达可以明显降低HPS感染时单

层 PAEC的通透性（图 5B）。以上结果表明，HPS感

染的 PAEC 中，VEGF 可以通过对 Wnt/β-catenin 通

路的放大反馈调节作用进一步破坏内皮细胞间黏附

连接结构及内皮屏障的完整性。

3　讨 论

前期研究表明，在HPS感染过程中，猪肺泡巨噬

细胞分泌的抵抗素（resistin）可以破坏血管内皮细胞

间由Claudin-5和Occludin蛋白构成的紧密连接结构

（tight junctions）［12］。但在该研究中发现，抵抗素对

内皮细胞中负责构成黏附连接的 VE-cadherin 表达

水平没有明显影响。本研究结果显示，HPS 可以通

过 Wnt/β -catenin 通路直接调控 PAEC 中 VE-cad‐
herin的表达，而不依赖于抵抗素的调节作用。

A：加入Wnt/β-catenin通路抑制剂后VEGF表达水平的变化；B：siRNA对VEGF表达水平的干扰；C，D：荧光定量PCR（C）和Western 
blot （D）检测抑制VEGF表达后VE-cadherin表达水平。A： Changes of VEGF expression level after addition of Wnt/β-catenin pathway in‐
hibitors； B： Interference of VEGF expression levels by siRNA； C， D： The expression level of VE-cadherin was detected by fluorescence 
quantitative PCR （C） and Western blot （D）.

图4 HPS感染的PAEC中VEGF对Wnt/β-catenin通路活性的调控作用

Fig.4 Regulatory effect of VEGF on the activity of Wnt/β-catenin pathway in PAECs infected with HPS

图5 干扰VEGF对HPS感染的PAEC中VEGF介导的黏附连接结构（A）及细胞通透性（B）的调控作用

Fig.5 Regulation of VEGF-mediated adhesion structure （A） and cell permeability （B） 
in PAEC with interference of VEGF in HPS infection
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在 HPS 感染过程中，Wnt/β-catenin 信号通路的

作用存在一定的复杂性。在以上皮细胞作为HPS感

染模型的研究中发现，HPS激活 Wnt/β-catenin信号

通路后，可以抑制上皮细胞中 E-cadherin 的表达，同

时促进间质细胞标志性基因N-cadherin的表达，促使

上皮细胞表型向间质细胞转变，即发生上皮-间质转

换效应（epithelial-mesenchymal transition， EMT），从

而破坏上皮细胞屏障的稳定性，促进细菌向宿主全

身的扩散［13-14］。在此过程中，Wnt/β-catenin 通路通

过调控下游TCF/LEF 转录因子（如Snail和Slug）与

E-cadherin基因启动子区域结合，直接调控细胞中E-
cadherin 的表达［15-16］。然而，目前尚未有研究证明

Wnt/β-catenin 通路可以直接调控 VE-cadherin 的表

达，本研究的结果显示，在HPS感染过程中，Wnt/β- 
catenin 通路通过上调 VEGF 表达，降低 PAEC 中

VE-cadherin 的表达水平，抑制 VE-cadherin 在细胞

间形成黏附连接。有研究表明，VEGF 对 VE-cad‐
herin 的调控在血管重塑与生成、人类卵巢癌的病理

性腹水形成等生理和病理过程中都具有重要作

用［17-18］，这与本研究的结果相符。

综上所述，本研究证明 Wnt/β-catenin 通路介导

HPS 感染的猪内皮细胞中黏附连接结构的断裂，促

使内皮细胞结构受损、细胞通透性增加。同时，HPS
感染上调 Wnt/β-catenin 通路下游靶基因 VEGF 的

表达，VEGF 通过正反馈调节放大 HPS 感染引起的

Wnt/β -catenin 通路的激活效应，并抑制 PAEC 中

VE-cadherin 的表达。本研究解析了 HPS 感染过程

中Wnt/β-catenin通路对内皮细胞结构完整性的调节

作用，明确了 VEGF在 HPS引起内皮屏障损伤的过

程中所发挥的正反馈放大效应。
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Role of Wnt/β-catenin/VEGF pathway in endothelial cell damage 
caused by Haemophilus parasuis in pigs

HUA Kexin1,PENG Yuna1,SUN Yu1,ZHANG Liwen1,ZHANG Sihua2,WAN Yun2,JIN Hui1

1.College of Animal Science and College of Veterinary Medicine，Huazhong Agricultural University，
Wuhan 430070，China；

2.Wuhan Animal Disease Control Center，Wuhan 430016，China

Abstract To investigate the changes of vascular endothelial barrier during exudative inflammation 
caused by Haemophilus parasuis （HPS） in pigs，primary pig vascular endothelial cells were infected with 
HPS.The effects on the expression of the Wnt/β-catenin pathway and its downstream target genes were de‐
tected by Western blot and fluorescence quantitative PCR，and the alterations in the structure of intercellu‐
lar adhesion junctions were detected by indirect immunofluorescence and transendothelial electrical resis‐
tance assay.The results showed that HPS infection activated Wnt/β-catenin pathway in porcine endothelial 
cells，and induced nuclear translocation of β-catenin protein in the cytoplasm，resulting in the destruction of 
the adhesive junction structure composed of β -catenin and VE-cadherin at the cell membrane and the in‐
crease of cell permeability.Moreover，inhibition of the expression of VEGF gene downstream of Wnt/β - 
catenin pathway significantly suppressed the nuclear translocation of β-catenin and markedly restored the in‐
tercellular adherens junctions composed of β-catenin and VE-cadherin，which benefits the recovery of endo‐
thelial cell permeability. These results suggested that HPS infection disrupted intercellular adherens junc‐
tions and increased endothelial cell permeability by activating the Wnt/β -catenin pathway in porcine endo‐
thelial cells； meanwhile，the VEGF gene downstream of the Wnt/β-catenin pathway amplifies the Wnt/β- 
catenin pathway activity and cell damage induced by HPS infection through a positive feedback.

Keywords Haemophilus parasuis； Wnt/β -catenin signaling pathway； vascular endothelial growth 
factor （VEGF）； adherens junction； cell permeability
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