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鞘氨醇-1-磷酸调节肺泡毛细血管内皮屏障功能的研究进展
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(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 天然药物活性物质与功能国家重点实验室/创新药物非临床药物代

谢及PK/PD研究北京市重点实验室, 北京 100050)

摘要: 肺泡毛细血管内皮屏障主要由肺泡毛细血管内皮细胞和肺泡上皮细胞构成。该屏障的破坏以及持续的

炎症细胞浸润在慢性阻塞性肺疾患、急性肺损伤以及特发性肺纤维化等肺部疾病的发生发展中起到重要作用, 因而

理解肺泡毛细血管内皮屏障的调控机制具有重要意义。鞘氨醇-1-磷酸 (sphingosine 1-phosphate, S1P) 是一种由鞘

氨醇激酶产生的具有生物活性的鞘脂类代谢产物。大量研究表明S1P不仅调控免疫细胞运输, 而且在调节细胞凋

亡, 血管内皮细胞间连接以及肺泡上皮细胞间连接等方面也发挥重要作用。本文就S1P对肺泡毛细血管内皮屏障

的调节作用研究进展做一综述。
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Abstract: The alveolar capillary endothelial barrier is mainly composed of alveolar capillary endothelial cells

and alveolar epithelial cells. The destruction of this barrier and the continuous infiltration of inflammatory cells

have been considered to play an important role in the development of chronic obstructive pulmonary disease, acute

lung injury, and idiopathic pulmonary fibrosis. Therefore, it is of great significance to understand the mechanism of

alveolar capillary endothelial barrier regulation. Sphingosine 1-phosphate (S1P) is a bioactive sphingolipid metabolite

produced by sphingosine kinase. A large number of studies have shown that S1P not only regulates immune cell

transport, but also plays important roles in regulating cell apoptosis, vascular endothelial barrier, and alveolar

epithelial barrier. S1P exerts different regulatory effects on alveolar capillary endothelial barrier by activating S1P1

and S1P3. Activation of S1P1 on the alveolar capillary endothelial cells by S1P mediates barrier protection, while

the barrier can be broken when S1P3 is stimulated by S1P. S1P can also regulate alveolar epithelial barrier. By

activating S1P3 on the alveolar epithelial cells, S1P leads to epithelial barrier damage, which makes interstitial

proteins and body fluids infiltrate into alveolar space and causes pulmonary edema. Therefore, it may be a target

for the treatment of lots of lung diseases by regulating the homeostasis of alveolar capillary endothelial barrier.

This paper reviews the research advancement of S1P in alveolar capillary endothelial barrier regulation.
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肺泡毛细血管内皮屏障是肺泡与血管进行气体、

营养物质以及代谢废物等交换的基础, 也是肺脏对吸

入和经血液传播病原体的强有力的免疫防御防线。生

理条件下, 由于毛细血管内皮以及肺泡上皮连接的紧

密性, 液体和大蛋白等难以进入肺泡[1], 而在病理状态

下, 体液和血液中的大蛋白容易通过受损的肺泡血管

内皮和上皮屏障进入间质组织从而进入肺泡, 导致严

重的肺泡水肿[2,3], 并诱发急性呼吸窘迫综合征 (acute

respiratory distress syndrome, ARDS)[4,5]和急性肺损伤

(acute lung injury, ALI)[6]。大量研究表明鞘氨醇-1-磷

酸 (sphingosine 1-phosphate, S1P) 对肺泡毛细血管内

皮屏障具有重要的调节作用。气道给予低浓度S1P可

以介导肺泡毛细血管内皮屏障的保护作用, 降低脂多

糖 (lipopolysaccharide, LPS) 诱导的肺水肿[7]; 激活肺

部 S1P 的受体—鞘氨醇-1-磷酸-1 型受体(sphingosine

1-phosphate receptor 1, S1P1), 亦可减轻小鼠的血管渗

漏[8]。因而, 通过深入了解 S1P对肺泡毛细血管内皮

屏障的调节作用或为与肺泡毛细血管内皮屏障功能相

关的肺部疾病治疗提供新策略、开辟新途径。

1 肺泡毛细血管内皮屏障

肺泡毛细血管内皮屏障主要由肺泡上皮细胞、毛

细血管内皮细胞、基底膜及细胞层之间的基质组成[9],

以促进气体以及营养物质的扩散并且防止肺泡和间质

水肿的形成。在正常肺组织中, 液体和蛋白主要通过

毛细血管内皮细胞之间的小间隙从血管内进入间质并

通过淋巴管返流到全身循环。而在肺泡毛细血管内皮

细胞间连接被破坏情况下, 毛细血管内的大蛋白和体

液等容易渗出, 进而致使肺间质以及肺泡内液体积聚,

诱导相关疾病的恶化[6]。因此, 肺泡毛细血管内皮屏

障稳态功能的维持具有重要的病理生理意义。

1.1 肺泡毛细血管内皮细胞 肺泡毛细血管内皮细

胞间连接的稳态是维持正常肺泡内稳态和损伤后肺修

复的关键因素[10]。LPS等肺损伤刺激剂可介导血管内

皮细胞的损伤[11]。肺泡中含有丰富的肺微血管内皮细

胞, 介导分子从血管到肺间质的转运。由于毛细血管

较其他血管孔径更小, 因而对流经血管内皮细胞的液

体和蛋白质流通的限制更大[12]。血管内皮间连接的破

坏会导致血管通透性增加, 炎症因子与炎症细胞浸润,

导致或加重相关肺部疾病, 如急性呼吸窘迫综合征和

急性肺损伤等。

目前研究表明, 介导血管内皮细胞间连接主要包

括黏附连接和紧密连接, 通过这 2种连接, 不同细胞间

的跨膜黏附蛋白通过相互作用连接从而沿细胞边界形

成拉链状结构, 将不同细胞连接起来[13]。

黏附连接是血管内皮细胞间连接最常见的形式。

这是一类依赖细胞肌动蛋白纤维将相邻细胞连接起来

的细胞连接类型, 介导细胞间牢固黏合以抵抗机械张

力。在黏附连接处, 内皮细胞黏附主要由血管内皮跨膜

钙黏蛋白 (vascular endothelial cadherin, VE-cadherin)

介导。VE-cadherin是黏附连接的重要结构成分, 在损

伤后维持血管完整性和肺修复中起着重要作用[14]。

Carmeliet等[15]研究发现, VE-cadherin基因敲除不会影

响动物血管丛中内皮细胞的组装, 但会影响其随后的

重塑与成熟, 并在小鼠妊娠 9.5天引起胚胎致死。此

外, VE-cadherin的缺失还可直接诱导内皮细胞凋亡[15]。

在人真皮微血管细胞系 (human dermal microvascular

endothelial cell line, HMEC-1) 中敲除 VE-cadherin 胞

外结构域的钙黏蛋白突变体会导致细胞屏障功能破

坏[16]。VE-cadherin一方面能够与多种细胞质锚定蛋

白 (catenins), 如 β-连环蛋白、γ-连环蛋白和 p120连环

蛋白等形成蛋白复合物, 以连接细胞内的骨架成分, 如

纤维形肌动蛋白F-actin[17]; 另一方面, 亦可与另一个细

胞表面的VE-cadherin胞外部分结合从而形成平行二

聚体, 介导细胞间的黏附连接[18], 对抗机械力与刺激因

子导致的细胞收缩, 保护血管内皮间连接的稳态。

紧密连接又称封闭连接, 广泛分布于各种上皮细

胞与毛细血管内皮细胞之中。在紧密连接处, 相邻细

胞膜之间的紧密连接点由特殊的跨膜蛋白排列形成蛋

白质颗粒条索, 将相邻细胞间的缝隙封闭起来。目前

已经发现数十种跨膜蛋白参与细胞间的紧密连接。封

闭蛋白 (claudin) 和密闭蛋白 (zonula occluden, ZO) 是

研究相对较多的 2种跨膜蛋白[19], 它们在细胞膜上的

定位并不相同。Claudin属于 4次跨膜的膜整合蛋白,

而ZO则完全位于细胞膜内发挥作用。通过细胞间紧

密连接, 细胞间缝隙被封闭, 从而有效防止细胞外物质

无选择性地通过细胞间隙进入血管和组织[20]。

1.2 肺泡上皮细胞 肺泡上皮细胞主要有 2种类型。

一型肺泡上皮细胞是其主要组成细胞, 覆盖 95%的肺

泡表面, 被认为是维持屏障稳态功能的关键细胞; 二型

肺泡上皮细胞, 覆盖约 3%～5%的肺泡表面, 在分泌表

面活性剂维持肺张力以及免疫反应中发挥重要作

用[21]。此外, 在一定条件如肺损伤时, 二型肺泡上皮细
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胞可以向一型肺泡上皮细胞转化, 从而保护肺泡上皮

细胞屏障的完整性[22,23]。肺泡上皮屏障在维持肺功能

方面发挥重要作用。研究表明, 肺泡上皮细胞凋亡介

导的肺泡上皮损伤是促进ARDS患者渗透性水肿加重

以及随后呼吸困难的重要因素。此外, 肺泡上皮损伤

后会介导肺泡上皮细胞向间质细胞转化 (epithelial-

mesenchymal transition, EMT), 这在疾病初期是一个代

偿性的肺组织保护机制, 介导气道重塑, 但持续的肺泡

上皮细胞损伤和 EMT将进一步加重肺泡上皮屏障渗

漏以及肺损伤[24]。除了肺泡上皮细胞损伤以及 EMT

导致肺泡上皮屏障的破坏外, 肺泡上皮细胞间调控细

胞连接的相关蛋白 (如ZO) 在维持肺泡上皮屏障稳态

中也发挥重要作用。肺泡上皮的细胞–细胞间连接主

要是以紧密连接的形式存在[20], 该紧密连接的构成与

血管内皮细胞相同。

研究表明, 除了单一的内皮或者上皮细胞间连接

的稳态对整体屏障的保护作用外, 肺泡毛细血管内皮

屏障多组分间的相互作用亦可调控肺泡毛细血管内皮

屏障的稳态。目前研究认为肺泡上皮与血管内皮细胞

存在相互作用。在生理和炎症条件下肺泡上皮细胞通

过分泌前列腺素 E2 (prostaglandin E2, PGE2) 促进血

管内皮细胞间连接的完整性[25], 而肺血管内皮细胞系

(HPMEC-ST1.6R) 分泌的可溶性因子也可维持肺泡上

皮细胞间连接的完整性[26]。由此提示, 维持肺泡毛细

血管内皮屏障稳态除了维持单一的肺泡上皮或者血管

内皮细胞间连接外, 调控屏障相互作用的因子或能从

整体水平调控肺泡毛细血管内皮屏障稳态功能。

2 S1P

S1P最早由德国生物学家 Johan Thudi-chum在 19

世纪末发现, 是由血浆中的鞘氨醇激酶-1 (sphingosine

kinase-1, SPHK1) 和鞘氨醇激酶-2 (sphingosine kinase-

2, SPHK2) 催化产生的一种生物活性脂类物质[27]。鞘

磷脂首先被鞘磷脂酶水解为神经酰胺, 后经神经酰胺

酶水解为鞘氨醇, 并激活鞘氨醇激酶, 形成 S1P[28], 再

经S1P磷酸酶, S1P裂解酶或溶血磷脂磷酸酶降解 (图

1)。多种细胞, 包括红细胞、血小板[29]、巨噬细胞、肥大细

胞及内皮细胞[30]等都与 S1P的合成和分泌相关。S1P

在血液中主要与高密度脂蛋白结合[31], 这有助于 S1P

被运输到相应的 S1P 受体 (sphingosine 1-phosphate

receptors, S1PRs)。在多种S1P合成与降解酶协调作用

下, S1P在血液、淋巴液以及组织间存在独特的浓度梯

度。血浆中 S1P含量高达 0.4～1.5 μmol·L-1, 比淋巴液

中含量高 25倍左右, 较组织间液中含量高约 1 000倍,

这一浓度梯度与S1P的多项生理功能如调控淋巴细胞

运输以及调节血管内皮屏障功能等均密切相关[32,33]。

S1P作为一种多效信号脂质分子, 既可作为细胞

内第二信使参与细胞内信号转导, 又可由三磷酸腺苷

结合盒转运体 (ATP-binding cassette transporters, ABC)

转运到细胞外, 结合并激活细胞膜表面的 5种G蛋白

偶联 S1PRs (S1P receptors 1- S1P receptors 5, S1P1-

S1P5)[34]。S1P 在低浓度 (nmol·L-1水平) 即可以与此

5种受体结合。其中 S1P1早在 1990年在人脐静脉血

管内皮细胞中被分离出来, 是最早发现也是研究最多

的 S1P受体亚型, 在淋巴细胞运输以及屏障保护[35]方

面发挥重要作用[36]。S1PRs在不同的组织和细胞类型

中分布不同 , 并且介导的生物学效应也不尽相同。

S1P1、S1P2[37]和 S1P3[38]普遍表达于体内的各种组织,

在胚胎发育阶段, S1P1在血管系统中高度表达, 对脉

管系统的正常发育尤为重要; 而在成人组织中, S1P1

表达于多种组织器官, 包括脑、肺、肝、心和脾[39], 并且

是淋巴细胞表面的重要受体, 介导淋巴细胞的归巢。

S1P1主要通过结合Gi和G12/13发挥多种生物学效应,

如血管屏障保护作用[40,41]。S1P3主要分布于心脏成纤

维细胞及心肌细胞, S1P2和S1P3主要与Gi、G12/13及

Gq结合[42]。S1P4[43]主要表达于淋巴以及造血组织等;

目前S1P5[44]研究较少, 主要表达于中枢神经系统相关

的通路。S1P4和S1P5主要结合Gi和G12/13。

3 S1P对肺泡毛细血管内皮屏障的调节

S1P 对肺泡毛细血管内皮屏障具有重要的调节

作用。研究表明, 1 μmol·L-1 S1P静脉注射即可迅速降

低离体灌流导致的小鼠肺重增加, 在LPS诱导的急性

肺损伤小鼠模型中, S1P可显著减少肺血管渗漏和炎

症反应[45]。目前关于S1P调控血管内皮屏障的作用机

制研究较为深入。多种信号分子, 如神经酰胺、S1P、

Figure 1 Synthesis and metabolism of sphingosine 1-phosphate

(S1P). Sphingomyelin is first hydrolyzed to ceramide by sphingo‐

myelinase, then hydrolyzed to sphingosine by ceramidase. As sub‐

strate of two kinds of sphingosine kinase (SPHK1/2), sphingosine

is then phosphorylated to S1P. S1P can be degraded in two ways

mainly. On the one hand, S1P can be reversibly degraded to sphin‐

gosine by S1P phosphatase, on the other hand, it can be irrevers‐

ibly degraded to phosphatidylethanolamine and hexadecanal by

S1P lyase (S1PL)
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血管生成素以及前列腺素等均与调控血管内皮屏障密

切相关[46], 其中S1P发挥重要的调控作用。Sphk1基因

敲除的小鼠在肺损伤后血管渗漏加重[47,48], 完全敲除

Sphk1/2在没有组织损伤的情况下即可诱导多组织血

管渗漏[49]。VE-cadherin对内皮细胞单层完整性的建

立和维持具有重要作用。研究表明, S1P在 nmol·L-1水

平可刺激VE-cadherin和 β-连环蛋白在粘附连接部位

的定位 , 从而促进人肺动脉内皮细胞的屏障稳定。

S1P信号通路除了促进黏附连接组装, 也促进细胞紧

密连接的形成。S1P通过 S1P1/Gi/Akt/Rac通路, 促进

密闭蛋白 1 (zonula occluden 1, ZO-1) 的再分布。应用

siRNA技术下调ZO-1表达后, S1P的屏障保护作用也

会随之减弱[50]。

大量研究表明, S1P的血管内皮屏障保护作用主

要是通过 S1P1介导。S1P可通过与血管内皮细胞的

S1P1结合, 进而激活Gi[40,41], 介导Rac-GTPase依赖的

细胞骨架重排和黏附连接的形成[51,52], 增强内皮细胞

之间的连接, 显著降低血管通透性[51,52]。S1P亦可通过

激活肺部 S1P1减轻过敏原引起的小鼠肺渗漏[8], 而干

扰 S1P–S1P1轴可以促进血管渗漏[53]。敲除 S1p1可

以破坏内皮细胞间的黏附连接, 降低VE-cadherin和血

小板内皮细胞黏附分子-1 (platelet/endothelial celladhe‐

sion molecule-1, PECAM-1) 的含量[14,54]。此外, S1p1基

因敲除小鼠会由于血管生成受损而表现出胚胎致死性,

这与S1p1基因在血管发育中的作用密切相关[55]。血管

(而非气道) 内给予体内活性手性的S1P1拮抗剂会导致

小鼠皮肤和肺毛细血管完整性丧失[53]。叉头相关转录

因子 1 (transcription factor forkhead box F1, FOXF1) 是

胚胎肺发育的关键转录调节因子, 研究表明, FOXF1

可以通过调节 S1P1转录增强肺泡血管内皮细胞屏障

功能, 逆转肺损伤。Foxf1基因敲除能够导致小鼠血管

内皮屏障破坏, 而给予S1P可恢复内皮屏障功能[56]。

血管内皮细胞表面不仅大量表达S1P1, 同时也表

达少量 S1P3[57], 这对于 S1P对血管内皮细胞的精密调

控至关重要。简要来说 , S1P 通过结合于 S1P1 受体 ,

可以启动Gi信号级联介导的Rac活化, 促进内皮细胞

周边肌动蛋白环的形成, 加强细胞间连接和细胞与基

底膜的局部连接, 显著降低血管的通透性[58,59]。但是

S1P通过作用于低表达的 S1P3则会激活G12/13, 进而

激活Rho通路介导应力纤维的产生[57], 促进内皮细胞

的收缩从而降低内皮细胞的黏附连接, 增加血管的通

透性[10,60,61]。因而在体内 , 生理性配体 S1P 通过调节

S1P1/S1P3信号通路的平衡维持血管内皮屏障的稳态。

此外, 不同浓度的S1P可能产生截然相反的调控作用。

在体外培养的人脐静脉内皮细胞 (human umbilical

vein endothelial cells, HUVEC) 中, 较低浓度S1P (0.5或

1 μmol·L-1) 可显著增加VE-cadherin在细胞-细胞连接

区域的分布 , 促进黏附连接的形成 ; 然而高浓度 S1P

(10 μmol·L-1) 则会破坏VE-cadherin的组装, 这可能与

高浓度 S1P介导 S1P3激活, 从而使 S1P1/S1P3平衡向

S1P3偏移相关。

目前有关S1P与肺泡上皮细胞屏障的报道相对较

少。研究表明, 血管内皮细胞高表达S1P1而肺泡上皮

细胞则高表达 S1P3。激活血管内皮细胞 S1P1介导血

管内皮屏障保护作用, 而激活肺泡上皮细胞S1P3则介

导肺泡上皮屏障破坏作用[62] (图2)。在肺组织中, 血管外

间隙中S1P水平的升高可能会扰乱上皮完整性。Sammani

等[7]发现通过气道给予低剂量S1P (< 0.3 mg·kg-1) 会介

导肺泡毛细血管内皮屏障保护作用, 降低LPS诱导的

肺水肿, 较高剂量 (0.5 mg·kg-1) S1P作用 2 h则会导致

屏障破坏, 而高剂量 (> 2 mg·kg-1) 气管滴注 S1P可诱

导小鼠死亡[7]。同时该团队还发现下调 S1P3表达可

以保护LPS诱导的屏障破坏。这提示S1P不同浓度下

对屏障调节作用相反可能与S1P在高剂量激活血管内

皮 S1P3相关,或者与气管滴注更易激活肺泡上皮细胞

S1P3, 从而通过上皮细胞急性紧密连接开放诱导肺水

肿相关[62]。Lin 等[63]的研究亦显示 , 人肺泡上皮细胞

(human pulmonary alveolar epithelial cells, HPAEpiCs)

暴露于高浓度 S1P (10 μmol·L-1) 后, 可诱导细胞间黏

附分子 -1 (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1)

的表达, 促进肺损伤。

这些研究表明S1P通过作用于不同受体和不同细

Figure 2 Effects of S1P on alveolar capillary endothelial barrier

through activation of S1P1/S1P3. Activation of S1P1 on the alveo‐

lar capillary endothelial cells by S1P mediates barrier protection,

while the barrier can be broken when S1P3 is stimulated by S1P.

The large proteins and body fluids in the blood vessels thus enter

into the lung interstitium. S1P can also regulate alveolar epithelial

barrier. By activating S1P3 on the alveolar epithelial cells, S1P

leads to epithelial barrier damage, which makes interstitial pro‐

teins and body fluids infiltrate into alveolar space and causes pul‐

monary edema
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胞, 起到不同的肺泡毛细血管屏障调节作用。因而, 开

发高选择性的 S1P1激动剂可能成为治疗多种肺部疾

病的有效途径。

4 S1P1激动剂FTY720与血管内皮屏障

FTY720 (fingolimod, Gilenya™) 是日本科学家在

纯化改造冬虫夏草类真菌后得到的 S1P结构类似物,

对 S1P1/3/4/5 均有较高的亲和性和激动活性[64,65]。

FTY720于 2010年被 FDA批准上市, 通过诱导淋巴细

胞归巢[66]用于治疗复发缓解型多发性硬化[67,68]。但在

一项 1 292例复发缓解型多发性硬化患者参与的 12个

月双盲临床试验中, 研究者发现 FTY720会导致黄斑

水肿[69]。经过深入研究发现, 与 S1P相似, FTY720对

血管屏障的调节与作用时间和浓度密切相关。一方

面 , FTY720长时间作用可加重肺损伤导致的血管渗

漏[40], 并且加重博莱霉素诱导的小鼠肺纤维化和肺血

管渗漏[70,71]。另一方面, 0.1 mg·kg-1 FTY720可以显著

降低脂多糖诱导的肺水肿和炎性肺损伤[45]。长时间大

剂量给予 FTY720导致的血管屏障破坏作用一方面可

能与激活 S1P3相关, 另一方面可能与诱导 S1P1内陷

后的泛素化降解相关[72]。基于此, 如何寻找高选择性

的S1P1激动剂, 以获得更好的药效和更低的副作用成

为药物研发的热点之一[73]。

5 小结与展望

肺泡毛细血管内皮屏障的破坏在多种肺部疾病的

发生发展中起着重要的促进作用 , 如引起 ALI 以及

ARDS的肺渗漏。该屏障的破坏还会导致液体在肺间

质及肺泡中积聚, 并促进炎症反应以及进一步的肺组

织坏死和纤维化。目前S1P对肺泡毛细血管内皮屏障

的稳态调节作用已受到广泛关注, 但由于其复杂性, 具

体的调节机制仍未完全阐明。不同浓度的S1P可能通

过作用于不同的S1P受体亚型介导截然相反的生物学

功能。基于S1P可以通过作用于肺泡毛细血管内皮细

胞以及肺泡上皮细胞的 S1P1从而发挥屏障保护作用,

S1P1有望成为肺泡毛细血管内皮屏障稳态调节异常

相关肺部疾病的潜在靶点, 高选择性的S1P1激动剂有

望用于这些疾病的潜在治疗。
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