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RACK1 调控 LPS 致大鼠肺微血管内皮细胞损伤的机制研究 

李琪琪，吴翔晖，尤青海  

（安徽医科大学第一附属医院呼吸与危重症医学科，合肥 230022） 

摘要 目的 探讨活化的蛋白激酶C受体 1（RACK1）对脂多糖（LPS）诱导大鼠肺微血管内

皮细胞（RPMVEC）屏障功能调控及其与音猬因子（SHH）信号通路的相互作用。方法  体

外培养RPMVEC，将RPMVEC随机分为： si-NC组、si-NC+LPS组、si-RACK1 组、si-

RACK1+LPS组 、si-RACK1+LPS+Vismodegib组 和Vismodegib+SAG组 ； 小 干 扰RNA

（siRNA）技术沉默RPMVEC的RACK1，并给予LPS（10 mg/L）、SHH信号通路抑制剂

（Vismodegib）（20 μmol/L）和SHH信号通路激动剂（SAG）（1 μmol/L）处理细胞。干

预结束后，免疫荧光法检测RPMVEC中RACK1 及小窝蛋白（caveolin-1）表达；Transwell

法检测跨内皮细胞电阻（TEER）；免疫印迹试验检测各组RACK1、胶质瘤相关癌基因同

源蛋白 1（Gli-1）和caveolin-1 蛋白表达水平。结果 沉默RACK1 可使LPS诱导RPMVEC的

TEER值升高（P<0.05），caveolin-1 表达降低（ P<0.05），Gli-1 表达升高（P<0.05）；抑

制SHH信号通路可逆转沉默RACK1 所致LPS诱导RPMVEC增高的TEER值（P<0.05），且

RACK1、caveolin-1 表达升高（P<0.05）；激活SHH信号通路则使沉默RACK1 所致LPS诱

导RPMVEC的TEER值升高（P<0.05），且RACK1、caveolin-1 表达降低（P<0.05）。结论 

RACK1参与LPS致RPMVEC通透性升高，其作用可能通过调控SHH信号通路和caveolin-1实

现。 
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Abstract  Objective  To investigate the effect of receptor of activated protein kinase C 1 (RACK1) 

on lipopolysaccharide (LPS)-induced barrier function in rat pulmonary microvascular endothelial 

cells (RPMVEC) and its interplay with the Sonic hedgehog (SHH) signaling pathway. Methods  

RPMVEC were cultured in vitro and randomly divided into si-NC, si-NC+LPS, si-RACK1, si-

RACK1+LPS, si-RACK1+LPS+Vismodegib and Vismodegib+SAG groups. The RACK1 of 

RPMVEC was silenced by small interfering RNA (siRNA) technology and the cells were treated 

with LPS(10 mg/L), SHH signaling pathway inhibitor (Vismodegib) (20 μmol/L) and SHH 

signaling pathway agonist (SAG) (1 μmol/L). Following the intervention, the expressions of 

RACK1 and caveolin-1 in RPMVEC were detected by immunofluorescence, while the 

transendothelial electrical resistance (TEER) was evaluated using the method of Transwell, and the 

expression levels of RACK1, glioma-associated oncogene homolog 1 (Gli-1) and caveolin-1 were 

detected by Western blot. Results  Silencing RACK1 significantly increased the TEER value of 

RPMVEC induced by LPS (P<0.05). The expression of caveolin-1 decreased (P<0.05), and the 

expression of Gli-1 increased (P<0.05). Inhibiting the SHH signaling pathway could reverse the 

increased TEER value of LPS-induced RPMVEC caused by silencing RACK1 (P<0.05), and the 

expressions of RACK1 and caveolin-1 increased (P<0.05). Activation of the SHH signaling 

pathway increased the TEER value of LPS-induced RPMVEC caused by silencing RACK1 

(P<0.05), and the expressions of RACK1 and caveolin-1 decreased (P<0.05). Conclusion RACK1 

plays a role in LPS-induced hyperpermeability of RPMVEC, and its effect may be achieved by 

modulating the SHH signaling pathway and caveolin-1. 

Key words  receptor of activated protein kinase C 1; sonic hedgehog signaling pathway; pulmonary 

microvascular endothelial cells; permeability; caveolin-1 
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急性呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress syndrome，ARDS）是一种严重的肺部

疾病，主要特征是急性弥漫性炎性肺损伤，目前病死率近 40%[1]。肺微血管内皮细胞是肺

泡－毛细血管屏障的重要组成部分[2]，通过细胞间连接形成稳定屏障从而控制物质交换[3]。

ARDS时，肺微血管内皮细胞屏障受损，液体和中性粒细胞等渗入肺泡腔，严重影响屏障



功能，最终导致低氧血症和呼吸窘迫等临床症状[4-5]。活化的蛋白激酶C受体 1（receptor of 

activated C kinase 1, RACK1）是不同激酶和膜受体的支架蛋白，将蛋白运送到相应作用位

点，协助不同信号通路之间的调控[6]。音猬因子（sonic hedgehog，SHH）信号通路是一种

高度保守的细胞信号传导机制[7]，参与细胞增殖、分化和组织修复等过程，与多种疾病的

发生发展密切相关[8]。前期研究[9]显示，RACK1 可能参与脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）

损伤大鼠肺微血管内皮细胞（rat pulmonary microvascular endothelial cells, RPMVEC）过程，

且SHH信号通路通过下调RACK1 表达量减轻LPS刺激RPMVEC反应，其他研究[10]显示在

ARDS发病过程中，SHH信号通路发挥着关键作用。因此，该研究拟探讨RACK1 是否调控

LPS损伤RPMVEC屏障功能及其与SHH信号通路之间的关系，为ARDS的治疗策略提供新视

角。 

1  材料与方法 

1.1  材料     SPF级SD雄性大鼠，6~8 周龄，体质量约 120 g，购自辽宁长生生物技术股份有

限公司[合格证号：SCXK（辽）2020-0001]，在 22℃~26℃，50%～60%湿度环境下饲养，

饮水清洁，自由摄食。DMEM培养基（美国Gibco公司，货号：C11995500BT）。胎牛血清

（天津康源生物技术有限公司，货号：KY-01004）。抗荧光淬灭封片剂（含DAPI）（北京

Biosharp科技有限公司，货号：BL739A）。RACK1 单克隆抗体（英国Abcam公司，货号：

ab62735）。caveolin-1 及胶质瘤相关癌基因同源蛋白 1（glioma-associated oncogene homolog 

1，Gli-1）单克隆抗体（上海Abmart生物医药有限公司，货号：PA5382S、PC23173S）。

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG（北京中杉金桥生物技术有限公司，货号：ZB-2301）。

SHH信号通路特异性抑制剂Vismodegib及SHH信号通路特异性激动剂（smoothened agonist， 

SAG） （ 山 东SparkJade生 物 技 术 有 限 公 司 ， 货 号 ：SJ-MX0136、SJ-MX0162） 。

StarvioPMsiRNA原代细胞转染试剂（上海星启百代生物科技有限公司，货号：T11008）。

siRNA序列设计及合成（上海GenePharma制药技术有限公司，货号：A01001）。其余实验

试剂均为国产分析纯。Millicell ERS-2 电阻仪（型号：MERS00002）及 24 孔悬挂式

Transwell培养皿（孔径 0.4 μm，有效膜面积 0.33 cm2，货号：PIHT12R48）购自美国

Millipore公司。激光扫描共聚焦显微镜（德国Carl Zeiss公司，型号：LSM-880）。 

1.2  方法 

1.2.1  RPMVEC分组及处理      参照本实验室建立的方法及参考文献进行[11]。取SPF级SD大

鼠的肺脏，体外培养RPMVEC，传代培养至第 3 代进行实验。将RPMVEC随机分为：

MOCK组（空白对照组）、si-NC组（阴性干扰对照组）、si-NC+LPS组（转染si-NC后加入



10 mg/L LPS培养 12 h）、si-RACK1 组（转染si-RACK1）、si-RACK1+LPS组（转染si-

RACK1 后加入 10 mg/L LPS培养 12 h）、si-RACK1+ LPS + Vismodegib组（转染si-RACK1

后加入 10 mg/L LPS培养 6 h，再加入 20 μmol/L Vismodegib 培养 6 h）、si-RACK1+ LPS + 

SAG组（转染si-RACK1 后加入 10 mg/L LPS培养 6 h，再加入 1 μmol/L SAG培养 6 h）。药

用计量及培养时间参照本实验室既往研究进行[9,11]。RPMVEC细胞转染过程为：取生长状

态良好的第 3 代RPMVEC接种于 6 孔板，密度达 70%～80%时进行转染，对照组（si-NC组）

转染si-NC，沉默组（si-RACK1）转染si-RACK1，siRNA-RACK1 及阴性对照干扰序列见表

1，实验过程严格按照StarvioPM siRNA说明书进行，转染 24 h后进行换液，继续培养相应时

间进入后续实验。 

表 1  RACK1 siRNA序列 

Tab.1  RACK1 siRNA sequences 

Name Sequences (5’- 3’) 

si-RACK1-1 
S: CCACUUUGUUAGCGAUGUUTT 

AS: ACGUGACACGUUCGGAGAATT 

si-RACK1-2 
S: CCCGAGACAAGACCAUUAATT 

AS: AACAUCGCUAACAAAGUGGTT 

si-RACK1-3 
S: GCCACACUGGCUAUCUGAATT 

AS: UUAAUGGUCUUGUCUCGGGTT 

si-RACK1-4 
S: GUGUAUGGCAGGUGACUAUTT 

AS: UUCAGAUAGCCAGUGUGGCTT 

Negative control 
S: UUCUCCGAACGUGUCACGUTT 

AS: AUAGUCACCUGCCAUACACTT 

 

1.2.2  Transwell法测量跨内皮细胞电阻（transendothelial electrical resistance, TEER）    将体

外分离培养的RPMVEC消化后按 1×105 个/cm2 密度接种于Transwell上室，培养至细胞单层

电阻值增长至稳定状态，干预后使用Millicell ERS-2 电阻仪检测TEER变化。电阻仪电极置

于 70%乙醇溶液中浸泡 15 min后用DMEM培养液冲洗备用。实验以未接种细胞并统一培养

液的Transwell板为空白对照计算基础电阻值，计算TEER值，TEER值（单位：Ω×cm2）=

（内皮细胞电阻值-基础电阻值）×Transwell小室膜面积（0.33 cm2）。 

1.2.3  免疫印迹试验（Western blot, WB）    各组细胞处理完成后提取细胞总蛋白。使用 10% 

SDS-PAGE凝胶，电泳分离蛋白各组分后，恒流转至PVDF膜上，无蛋白快速封闭液封闭

1.5 h。4 ℃孵育一抗过夜（至少 16 h），RACK1（1∶1 000）、β-actin（1∶2 000）、Caveolin-



1（1∶1 000）、Gli-1（1∶800）。TBST洗膜 10 min，重复 3 次。加入辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔IgG（1∶10 000）室温孵育 1 h。TBST洗膜 10 min，重复 3 次。ECL超敏发光显影并

拍照。使用ImageJ软件对条带进行灰度值分析。蛋白表达水平=蛋白灰度值/对应内参灰度

值。 

1.2.4  免疫荧光染色     将爬片置于 12 孔板皿底，接种细胞密度为 1×104 个/mL，待细胞生

长至合适密度，弃培养液，室温下 4%多聚甲醛固定。吸弃固定液，PBS洗 3次，每次 5 min。

0.1% Triton-X100 室温通透细胞。加入 1 mLBSA室温封闭 1 h。吸弃封闭液，PBS洗 3 次，

每次 5 min，加入RACK1（1∶100）、caveolin-1（1∶100）一抗 4 ℃过夜。吸弃一抗，PBS

洗 3 次，每次 5 min。加入Alexa Fluor标记的荧光二抗（1∶200），避光、室温放置 1 h。

PBS洗 3 次，每次 5 min。滴加抗荧光淬灭封片剂（含DAPI）于载玻片上，取出爬片与载玻

片黏合，共聚焦显微镜下拍照。使用ImageJ软件进行荧光强度分析。相对荧光强度=各组平

均荧光强度/对照组平均荧光强度。 

1.2.5 统计学处理      应用GraphPad Prism 9.0 软件进行统计学分析。符合正态分布的计量资

料以平均值±标准差（𝑥̅  ± s）表示，两组间比较采用独立样本t检验，多组比较采用单因素

方差分析，事后两两比较采用Tukey检验；P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  沉默RACK1 的 RPMVEC模型建立      si#1 组RACK1 表达水平较si-NC组显著下降

（PTukey<0.05），因此，选择si#1 用于后续实验。见图 1。 

 

 

图 1 各组RPMVEC中RACK1 蛋白表达的比较（n = 5） 

Fig.1 Comparison of RACK1 protein expression in RPMVEC in each group (n = 5) 

A: The expression of RACK1 was detected by WB in RPMVEC; B: Relative protein expression of 



RACK1; *P<0.05 vs si-NC group. 

2.2  免疫荧光法检测RACK1 在RPMVEC中表达及RACK1 与caveolin-1 的定位    共聚焦显

微镜下观察到，RPMVEC中RACK1 在核内外均有分布，caveolin-1 在细胞膜和细胞质中分

布。相较si-NC组，si-NC+LPS组RACK1 和caveolin-1 相对荧光强度升高（均PTukey<0.05）；

相 较si-NC+LPS组 ，si-RACK1+LPS组RACK1 和caveolin-1 相 对 荧 光 强 度 降 低 （ 均

PTukey<0.05）。见图 2。提示RACK1 可能通过调控caveolin-1 参与LPS致RPMVEC损伤过程。 

 

 

图 2  RACK1 在RPMVEC中表达及RACK1 与caveolin-1 的定位（n = 3） 

Fig.2  Expression of RACK1 and localization of RACK1 and caveolin-1 in RPMVEC (n = 3) 



A: Immunofluorescence staining images of RACK1 and caveolin-1 in RPMVEC from each group 

(100); B: Relative fluorescence intensity of RACK1; C: Relative fluorescence intensity of 

caveolin-1; *P<0.05 vs si-NC group; #P<0.05 vs si-NC + LPS group; &P<0.05 vs si-RACK1 group.  

2.3  沉默RACK1 对LPS诱导的RPMVEC通透性的影响     相较si-NC组（53.863±2.035），

si-NC+LPS组TEER值 （31.570±3.597） 降 低 （PTukey<0.05） ； 相 较si-NC+LPS组 ，si-

RACK1+LPS组TEER值（44.843±1.452）升高（PTukey<0.05）。见图 3。TEER值与细胞通透

性呈负相关，提示沉默RACK1 可降低LPS诱导的RPMVEC高通透性。 

 

图 3 沉默RACK1 对LPS诱导的RPMVEC通透性的影响（n = 3） 

Fig.3  The effects of silencing RACK1 on the permeability of RPMVEC induced by LPS  (n = 

3) 

*P<0.05 vs si-NC group; #P<0.05 vs si-NC+LPS group; &P<0.05 vs si-RACK1 group. 

2.4  沉默RACK1 对LPS诱导RPMVEC表达caveolin-1、Gli-1 的影响     相较si-NC组，si-

NC+LPS组caveolin-1 表达水平升高（P<0.05），Gli-1 表达水平降低（PTukey<0.05）；相较

si-NC+LPS组，si-RACK1+LPS组caveolin-1 表达水平降低（PTukey<0.05），Gli-1 表达水平升

高（P<0.05）。见图 4。提示RACK1 可能通过SHH信号通路参与LPS致RPMVEC通透性升

高。 



 

 

图 4  沉默RACK1 对LPS诱导RPMVEC表达caveolin-1、Gli-1 的影响（n = 5） 

Fig.4  The effects of silencing RACK1 on the expressions of caveolin-1 and Gli-1 in 

RPMVEC induced by LPS (n = 5) 

A: The expressions of RACK1, caveolin-1 and Gli-1 were detected by WB in RPMVEC in each 

group; B: Relative protein expression of RACK1; C: Relative protein expression of caveolin-1; D: 

Relative protein expression of Gli-1; *P<0.05 vs si-NC group; #P<0.05 vs si-NC+LPS group; 

&P<0.05 vs si-RACK1 group.  

2.5  SHH信号通路参与RPMVEC通透性调节       相较 si-RACK1+LPS组（47.813± 2.044），

si-RACK1+LPS+Vismodegib 组 TEER 值 （38.023±1.975） 降 低 （PTukey<0.05） ；si-



RACK1+LPS+SAG组 TEER 值（52.800±1.552）升高（PTukey<0.05）。见图 5。提示 SHH信

号通路可能参与 RPMVEC 通透性调节。 

 

  

图 5  SHH信号通路参与RPMVEC通透性调节（n = 3） 

Fig.5  The SHH signaling pathway was involved in the regulation of RPMVEC permeability 

(n = 3) 

*P<0.05 vs si-NC+LPS group; #P<0.05 vs si-RACK1+LPS group. 

2.6  SHH信号通路通过调控RACK1 干扰LPS诱导RPMVEC中caveolin-1 表达    相较si-

RACK1+LPS组，si-RACK1+LPS+Vismodegib组RACK1 和caveolin-1 表达水平升高（均

PTukey<0.05），si-RACK1+LPS+SAG组RACK1 和caveolin-1 表达水平降低（均PTukey<0.05）。

见图 6。提示SHH信号通路可能通过调控RACK1 和caveolin-1 表达调节RPMVEC通透性。 



 

 

图 6 SHH信号通路通过调控RACK1 干扰LPS诱导RPMVEC中caveolin-1 表达（n = 4） 

Fig.6 The SHH signaling pathway disrupted the expression of caveolin-1 in LPS-induced 

RPMVEC by modulating RACK1 (n = 4) 

A: The expressions of RACK1, caveolin-1 and caveolin-1 were detected by WB in RPMVEC in 

each group; B: Relative protein expression of RACK1; C: Relative protein expression of caveolin-

1; D: Relative protein expression of Gli-1; *P<0.05 vs si-NC+LPS group; #P<0.05 vs si-

RACK1+LPS group. 



3  讨论 

肺微血管通透性增加是ARDS发病的关键环节[1]。在肺部炎症反应过程中，肺微血管内

皮细胞和肺泡上皮细胞是炎症因子和炎症介质首先攻击的效应细胞，其损伤可致肺微血管

通透性增加，严重时可引发肺水肿，甚至导致肺损伤，这是脓毒症、创伤及严重感染等所

致ARDS的主要病理特征[5]。 

RACK1 是大小为 36 kDa高度保守的色氨酸-天门冬氨酸 40（WD40）重复序列的支架

蛋白，与G蛋白的β亚基（Gβ）存在显著同源性，具有七叶β螺旋桨结构[6]。单个WD40重复

序列能够同时与多种信号分子相互作用，有助于蛋白质结合，使RACK1 能够整合来自各种

信号通路的输入，在细胞增殖、转录和蛋白质合成等基本细胞活动以及各种神经元功能方

面发挥关键作用[12]。多项研究表明[6,9,13]，RACK1 可通过与蛋白激酶C（protein kinase C，

PKC）、丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）、c-Jun氨基末端

激酶（c-Jun N-terminalkinase，JNK）等蛋白结合实现相关信号通路调控，而上述信号通路

与ARDS发病密切相关[9,14]。既往研究表明[9]RACK1 可能参与调控LPS诱导的RPMVEC功能

障碍。本研究发现沉默RACK1 可使LPS诱导的RPMVEC高通透性降低，提示RACK1 在LPS

致RPMVEC损伤过程中可能发挥调控作用。 

caveolin-1 作为细胞膜小窝（caveolae）的主要结构成分，广泛表达于血管内皮细胞，

并参与调节脂质转运、炎症反应及多种细胞信号通路，对维持血管内皮细胞的稳态和功能

至关重要[15]。在血脑屏障和血肿瘤屏障中，caveolin-1 与紧密连接相关蛋白的表达和功能存

在正性调节作用，其表达变化可影响紧密连接的完整性，进而调节屏障通透性[16]。既往研

究[17]表明LPS通过增加caveolin-1 磷酸化并促进其表达转位，提高白蛋白跨细胞转运，从而

实现RPMVEC通透性增加。本实验发现LPS作用于正常RPMVEC后caveolin-1 表达水平明显

升高，这与既往研究一致[17]，而LPS作用于沉默RACK1 后的RPMVEC，caveolin-1 表达水

平较LPS组降低，提示RACK1 可能通过调控caveolin-1 表达参与LPS致RPMVEC通透性升高。 

SHH信号通路由SHH蛋白配体、Ptch跨膜受体、Smo效应器及转录因子Gli家族组成，

在胚胎发育和组织再生中扮演关键角色，调控多种细胞行为[7]。SHH信号通路在肺损伤和

修复过程中起到关键调节作用，激活SHH信号通路可促进肺组织的再生和修复，减少炎症

反应和纤维化[18]。Gli-1 是广泛用于SHH信号通路的生物标志物[19-20]。既往研究[9] 发现Gli-1

表达在LPS刺激RPMVEC时受抑，激活SHH信号通路能够减轻LPS诱导RPMVEC高通透性。

本实验发现沉默RACK1 可促进LPS诱导RPMVEC表达Gli-1，提示RACK1 可能抑制SHH信

号通路对RPMVEC的保护作用。进一步实验发现SHH信号通路的激活或抑制分别加剧或逆



转了沉默RACK1 对LPS诱导RPMVEC高通透性及caveolin-1 表达的影响，因此推测RACK1

可能通过调节SHH信号通路和caveolin-1 表达实现调控RPMVEC通透性作用，且RACK1 与

SHH信号通路可能存在反馈调节，共同调控细胞功能。 

综上所述，本研究证实在LPS致RPMVEC损伤过程中沉默RACK1 可有效减轻LPS致

RPMVEC高通透性；RACK1 通过调控caveolin-1 表达实现对细胞通透性的影响；RACK1 可

能通过反馈调节SHH信号通路从而调控LPS诱导的RPMVEC高通透性。因此，RACK1 参与

LPS刺激RPMVEC通透性改变，并通过SHH信号通路调控炎症反应。这将为ARDS的治疗提

供新的思路和靶点。 
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