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ＣＤ１３７信号通过有氧糖酵解途径促进
小鼠肺动脉内皮细胞增殖

蒋美萍，　陈　蕊，　刘培晶，　严金川△

（江苏大学附属医院心内科，江苏 镇江 ２１２００１）

　　［摘　要］　目的：探讨ＣＤ１３７信号是否通过调控有氧糖酵解途径促进小鼠肺动脉内皮细胞（ＰＡＥＣｓ）增殖。
方法：将小鼠ＰＡＥＣｓ分组如下：（１）空白对照组、同型对照组、刺激因子ＴＮＦα（１０μｇ／Ｌ）组、ＥＴ１（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）和５
ＨＴ（１μｍｏｌ／Ｌ）组，各组刺激细胞２４ｈ；（２）选择ＴＮＦα刺激细胞２４ｈ后分为对照组、ＣＤ１３７激动剂组（ＣＤ１３７Ｌ重
组蛋白５ｍｇ／Ｌ，激动ＣＤ１３７ＣＤ１３７Ｌ信号）、ｃＭｙｃ抑制剂组（ｃＭｙｃ抑制剂１００７４Ｇ５１０μｍｏｌ／Ｌ，ＤＭＳＯ溶解，预处
理细胞３０ｍｉｎ，再加入ＣＤ１３７Ｌ重组蛋白）和ＤＭＳＯ组（加入与ｃＭｙｃ抑制剂组等量ＤＭＳＯ预处理细胞３０ｍｉｎ，再予
ＣＤ１３７Ｌ重组蛋白刺激）；（３）ＴＮＦα刺激细胞２４ｈ后分为对照组、ＣＤ１３７激动剂组和２脱氧葡萄糖（２ＤＧ）组（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ糖酵解抑制剂２ＤＧ预处理细胞３０ｍｉｎ，再加入 ＣＤ１３７Ｌ重组蛋白）。分别采用流式细胞术及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测细胞ＣＤ１３７膜蛋白及总蛋白表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及酶学分析分别检测细胞己糖激酶（ＨＫ２）、６磷酸果糖２激
酶／果糖２，６二磷酸酶３（ＰＦＫＦＢ３）和ｃＭｙｃ蛋白表达及酶活性。葡萄糖氧化酶法及乳酸脱氢酶比色法检测细胞葡
萄糖摄取量及乳酸水平。ＣＣＫ８法和ＥｄＵ法检测细胞增殖。结果：与对照组相比，刺激因子 ＴＮＦα、ＥＴ１及５ＨＴ
刺激２４ｈ可明显增加ＰＡＥＣｓ的ＣＤ１３７膜蛋白及总蛋白的表达（Ｐ＜００５）。ＣＤ１３７激动剂组细胞 ＨＫ２及 ＰＦＫＦＢ３
蛋白表达及酶活性显著高于对照组；ＣＤ１３７激动剂组细胞乳酸水平高于对照组，葡萄糖消耗较对照组多（Ｐ＜
００５）。激活ＣＤ１３７信号后 ＰＡＥＣｓ的 ｃＭｙｃ蛋白表达高于对照组，而应用 ｃＭｙｃ抑制剂 １００７４Ｇ５可显著抑制
ＣＤ１３７信号的促糖酵解作用（Ｐ＜００５）。ＣＣＫ８及ＥｄＵ增殖试验显示激活ＣＤ１３７信号可显著促进ＰＡＥＣｓ增殖，有
氧糖酵解抑制剂２ＤＧ可抑制其促细胞增殖作用（Ｐ＜００５）。结论：ＣＤ１３７信号可能通过上调 ｃＭｙｃ增强小鼠
ＰＡＥＣｓ有氧糖酵解，进而促进细胞增殖。
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　　［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ＣＤ１３７；ｃＭｙｃｐｒｏｔｅｉｎ；Ａｅｒｏｂｉｃｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ；Ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　　肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是一种
病因复杂的肺血管疾病，以肺外周小血管重塑、闭

塞，肺血管阻力进行性增加为特征，最终形成右心室

肥大和右心衰竭。肺动脉高压的病理特征表现为内

皮细胞、平滑肌细胞和外膜成纤维细胞的过度增殖

和凋亡耐受，导致肺血管管壁不断增厚，肺血管重

塑［１］。内皮细胞的功能障碍是肺动脉高压的重要启

动因素［２］。

细胞在氧气充足条件下的能量供应仍主要依赖

效率较低的糖酵解途径，并产生大量乳酸，为细胞增

殖合成 ＤＮＡ等提供大量底物，这一现象被称为
“Ｗａｒｂｕｒｇ效应”，即有氧糖酵解［３］。近年来，研究人

员发现小鼠肺动脉内皮细胞（ｐｕｌｍａｎｏｒｙａｒｔｅｒｙｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＰＡＥＣｓ）的类肿瘤细胞增殖与其葡萄糖
能量代谢异常密切相关，主要表现为细胞有氧糖酵

解增加，线粒体氧化磷酸化减少及乳酸产量增加。

肺血管内皮细胞线粒体氧化磷酸化的抑制直接导致

了线粒体依赖的凋亡，继而上调糖酵解从而促进了

细胞促增殖表型。在 ＰＨ模型动物中应用糖代谢调
节药物二氯乙酸盐（ｄｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＡ）可减轻肺
血管重构，缓解 ＰＨ［４］。因此，ＰＡＥＣｓ葡萄糖能量代
谢异常可能是ＰＨ肺血管重构的重要病理机制之一。
目前研究已经发现缺氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ）的异常活化、骨形态发生蛋白受体 ２
（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＢＭＰＲ２）的突
变及陷窝蛋白１（ｃａｖｅｏｌｉｎ１）的缺失均可抑制线粒体
的氧化磷酸化，促进 ＰＡＥＣｓ有氧糖酵解过程［５］。然

而，引起ＰＡＥＣｓ有氧糖酵解增强的原因及具体机制
目前仍不清楚。

ＣＤ１３７是肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，
ＴＮＦ）受体超家族成员，主要表达在活化的免疫细胞
表面，在炎症刺激下也可表达于平滑肌细胞和内皮

细胞［６］。细胞表面ＣＤ１３７与其配体 ＣＤ１３７Ｌ结合后
激活 ＣＤ１３７ＣＤ１３７Ｌ信号（ＣＤ１３７信号），参与机体
免疫炎症、心血管疾病及肿瘤的发生［７８］。研究发

现，激活的 ＣＤ１３７信号能够促进 ＣＤ８＋ Ｔ细胞有氧
糖酵解，进而促进 Ｔ淋巴细胞增殖，抑制细胞凋
亡［９］，这提示ＣＤ１３７信号可能通过介导细胞有氧糖
酵解代谢，调控细胞增殖；然而，ＣＤ１３７信号是否参
与肺高压内皮细胞增殖、异常代谢等功能障碍目前

尚不清楚。本研究以小鼠 ＰＡＥＣｓ为研究对象，探讨
ＣＤ１３７信号是否通过调控有氧糖酵解途径影响小鼠
ＰＡＥＣｓ增殖。

材　料　和　方　法

１　细胞和主要试剂
小鼠肺动脉内皮细胞购自中国科学院。ＤＭＥＭ

高糖培养基购自维森特生物技术（南京）有限公司；

胰酶和胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ；ＣＤ１３７Ｌ重组蛋白购自
生工生物科技有限公司；ＴＮＦα购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ；２脱
氧葡萄糖（２ｄｅｘｙｇｌｕｃｏｓｅ，２ＤＧ）、内皮素 １（ｅｎｄｏｔｈｅ
ｌｉｎ１，ＥＴ１）和５羟色胺（５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５ＨＴ）
购自Ｓｉｇｍａ；己糖激酶２（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２，ＨＫ２）试剂盒
和６磷酸果糖激酶（６ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ，ＰＦＫ）试剂
盒购于苏州科铭生物技术有限公司；葡萄糖含量检

测试剂盒及乳酸含量检测试剂盒购于北京索莱宝科

技有限公司；ＣＣＫ８试剂盒购自南京诺唯赞生物科
技有限公司；ＥｄＵ细胞增殖检测试剂盒购自上海碧
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云天生物技术有限公司；抗 ＣＤ１３７、ＨＫ２、６磷酸果
糖２激酶／果糖２，６二磷酸酶 ３（６ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏ２
ｋｉｎａｓｅ／ｆｒｕｃｔｏｓｅ２，６ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ３，ＰＦＫＦＢ３）和 ｃ
Ｍｙｃ抗体购自Ａｂｃａｍ；抗βａｃｔｉｎ抗体购自康为公司；
ｃＭｙｃ抑制剂１００７４Ｇ５购自ＴａｒｇｅｔＭｏｌ。
２　主要方法
２．１　细胞培养与实验分组　用含１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ高糖培养基培养小鼠 ＰＡＥＣｓ，待细胞融合至
６０％进行干预。将细胞分组如下：（１）空白对照
（ｃｏｎｔｒｏｌ）、同型对照（ｉｓｏｔｙｐｅｃｏｎｔｒｏｌ）组（不加任何刺
激，待收集离心后与 ＣＤ１３７同型抗体避光孵育 ３０
ｍｉｎ）、ＴＮＦα刺激组（终浓度１０μｇ／Ｌ）、ＥＴ１刺激组
（终浓度 １０ｍｍｏｌ／Ｌ）和 ５ＨＴ刺激组（终浓度 １
μｍｏｌ／Ｌ），均刺激细胞 ２４ｈ。（２）待细胞融合至
６０％，加入炎症因子 ＴＮＦα（终浓度 １０μｇ／Ｌ）刺激
２４ｈ后（诱导刺激细胞表达 ＣＤ１３７），分为对照组、
ＣＤ１３７激动剂（ＣＤ１３７ａｇｏｎｉｓｔ）组［加入ＣＤ１３７Ｌ重组
蛋白（终浓度５ｍｇ／Ｌ，激动 ＣＤ１３７ＣＤ１３７Ｌ信号）］、
ｃＭｙｃ抑制剂组［予 ｃＭｙｃ抑制剂１００７４Ｇ５（ＤＭＳＯ
溶解，终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理细胞３０ｍｉｎ后，再
加入ＣＤ１３７Ｌ重组蛋白（终浓度５ｍｇ／Ｌ）］和二甲基
亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）组［加入与 ｃＭｙｃ抑
制剂组等量 ＤＭＳＯ预处理细胞 ３０ｍｉｎ，再加入
ＣＤ１３７Ｌ重组蛋白（终浓度５ｍｇ／Ｌ）；主要观察溶解
ｃＭｙｃ抑制剂 １００７４Ｇ５的 ＤＭＳＯ是否对实验有影
响］。（３）待细胞融合至６０％后进行干预，加入炎症
因子ＴＮＦα（终浓度１０μｇ／Ｌ）刺激２４ｈ后分为对照
组、ＣＤ１３７激动剂组［加入 ＣＤ１３７Ｌ重组蛋白（终浓
度５ｍｇ／Ｌ，激动 ＣＤ１３７ＣＤ１３７Ｌ信号）］和 ２ＤＧ组
［予糖酵解抑制剂 ２ＤＧ（双蒸水溶解，终浓度 １０
ｍｍｏｌ／Ｌ）预处理细胞３０ｍｉｎ后，再加入ＣＤ１３７Ｌ重组
蛋白（终浓度５ｍｇ／Ｌ）］。
２．２　流式细胞术检测 ＰＡＥＣｓ膜表面 ＣＤ１３７蛋白的
表达水平　收集 ＴＮＦα（１０μｇ／Ｌ）、ＥＴ１（１０ｍｍｏｌ／
Ｌ）和５ＨＴ（１μｍｏｌ／Ｌ）刺激２４ｈ后的ＰＡＥＣｓ，胰酶消
化后收集细胞，离心去上清，然后以磷酸盐缓冲液洗

涤，分别与藻红蛋白（Ｐｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）标记的
ＣＤ１３７抗体（０３μＬ，１×１０６个细胞）及同型抗体室
温避光孵育３０ｍｉｎ，筛网过滤后，取细胞悬液用 Ａｃ
ｃｕｒｉＴＭＣ６型流式细胞仪进行表型分析，荧光信号强
度代表ＰＡＥＣｓ膜表面ＣＤ１３７蛋白的表达水平。
２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＰＡＥＣｓ中ＣＤ１３７总蛋白
及糖酵解酶的蛋白水平　收集对数生长期的细胞，
加入ＲＩＰＡ裂解液，置于冰上裂解１ｈ，４℃、１５０００×
ｇ离心１５ｍｉｎ，收集上清，１００℃变性８ｍｉｎ。取等量

蛋白样本，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白后，以 ３５０ｍＡ
恒流９０ｍｉｎ转印至聚偏二氟乙烯膜。将膜置于５％
脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ（ＮａＣｌ＋ＫＣｌ＋Ｔｒｉｓ＋Ｔｗｅｅｎ２０，ｐＨ
７４）室温封闭 １ｈ。再分别用相应的兔抗小鼠
ＣＤ１３７（１∶１０００）、ＨＫ２（１∶１０００）、ＰＦＫＦＢ３（１∶１０００）、
ｃＭｙｃ（１∶１０００）及βａｃｔｉｎ（１∶１０００）抗体，４℃孵育过
夜；次日用 ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１５ｍｉｎ，采用 ＨＲＰ
标记的山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００）和山羊抗鼠（１∶５０００）
３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１５ｍｉｎ，ＥＣＬ显
色系统定影显色，运用 ＬＡＮＥ１Ｄ软件扫描条带灰度
值，计算目的蛋白与 βａｃｔｉｎ灰度值比值，即为各蛋
白相对表达水平。

２．４　葡萄糖含量检测试剂盒和细胞乳酸含量检测
试剂盒检测各组葡萄糖及乳酸水平　收集对数生长
期的细胞至离心管内，离心后弃上清，每５００万细胞
加入 １ｍＬ蒸馏水，超声波破碎细胞（冰浴，功率
２０％，超声３ｓ，间隔１０ｓ，重复３０次），９５℃水浴１０
ｍｉｎ（盖紧，防止水分散失），冷却后，８０００×ｇ，２５℃
离心 １０ｍｉｎ，取上清液备用，按加样表加样后于５０５
ｎｍ处测吸光度（Ａ）值，根据公式计算出各组细胞葡萄
糖水平。收集对数生长期的细胞至离心管内，离心后

弃上清，每５００万细胞加入１ｍＬ提取液一），冰浴超声
波破碎细胞（功率３００Ｗ，超声３ｓ，间隔７ｓ，总时间３
ｍｉｎ），于４℃、１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取０８ｍＬ上清
液，加入０１２ｍＬ提取液二，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ后
取上清待测，按加样表加样后于５７０ｎｍ处检测各组吸
光值，根据公式计算各组乳酸水平。

２．５　ＨＫ２试剂盒和 ＰＦＫ试剂盒检测糖酵解酶活性
　收集对数生长期的细胞至离心管内，离心后弃上
清，每５００万细胞加入１ｍＬ提取液，超声波破碎细胞
（冰浴，功率２０％，超声３ｓ，间隔１０ｓ，重复３０次），
８０００×ｇ、４℃离心１０ｍｉｎ，取上清冰上待测，按照试剂
盒加样表加样后于３４０ｎｍ处检测各组吸光度（Ａ）值。
根据公式计算各组ＨＫ２和ＰＦＫＦＢ３酶活性。
２．６　ＣＣＫ８试剂盒检测 ＰＡＥＣｓ的活力　制作标准
曲线，将胰酶消化的 ＰＡＥＣｓ接种于９６孔板，每孔约
２０００个细胞，培养２４ｈ后换含有０１％血清培养基
同步化１ｄ，使绝大多数细胞处于 Ｇ０期，进行相应药
物干预；停止细胞干预，向每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶
液，不要在孔中生成气泡，将培养板置于３７℃培养
箱内孵育４ｈ，用酶标仪测定４５０ｎｍ处的吸光度（Ａ）
值。

２．７　ＥｄＵ法检测ＰＡＥＣｓ增殖　将上述２１（３）各组
ＰＡＥＣｓ换无血清培养基同步化２ｈ，加入ＥｄＵ工作液
至终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，３７℃孵育２ｈ，孵育完成后
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吸尽ＤＭＥＭ，加入４％多聚甲醛室温固定１５ｍｉｎ，吸
尽固定液，３％ ＢＳＡ清洗 ３遍，加入 １ｍＬ０３％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００，室温孵育１５ｍｉｎ，吸尽通透液，用 ３％
ＢＳＡ清洗３遍，加入反应体系（１×ｃｌｉｃｋｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆ
ｆｅｒ４３０μＬ，ＣｕＳＯ４２０μＬ，Ａｚｉｄｅ５５５１μＬ，ｃｌｉｃｋａｄｄｉ
ｔｉｖｅｓｏｌｕｔｉｏｎ５０μＬ），室温避光孵育３０ｍｉｎ，吸尽反应
体系，用３％ ＢＳＡ清洗３遍，加入１∶１０稀释的 ＤＡＰＩ
染液。荧光显微镜下观察并拍照。

３　统计学处理
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５０统计软件分析。每组实

验重复３次，数据均采用均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）
表示，两组间比较采用独立样本 ｔ检验，多组间比较

采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），多组间多
重比较采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉｔ检验。以Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。

结　　果

１　ＣＤ１３７在活化的小鼠ＰＡＥＣｓ中表达增加
流式细胞术显示，ＴＮＦα、ＥＴ１和５ＨＴ刺激２４ｈ

后，内皮细胞ＣＤ１３７的荧光强度均高于对照组（Ｐ＜
００５），见图１Ａ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果示，与对照组相比，
ＴＮＦα、ＥＴ１和５ＨＴ刺激２４ｈ后，内皮细胞 ＣＤ１３７
总蛋白水平均高于对照组（Ｐ＜００５），见图１Ｂ。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ１３７ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄＰＡＥＣｓ．ＴｈｅｍｅｍｂｒａｎｅＣＤ１３７（Ａ）ａｎｄｔｏｔａｌＣＤ１３７（Ｂ）ｗｅｒｅｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＴＮＦα，ＥＴ１ａｎｄ５ＨＴ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．＃Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　ＣＤ１３７在活化的ＰＡＥＣｓ表达增加

２　激活ＣＤ１３７信号后，小鼠 ＰＡＥＣｓ有氧糖酵解水
平增加

乳酸检测结果显示，ＣＤ１３７激动剂组乳酸产量
明显高于对照组（Ｐ＜００５），见图２Ａ。葡萄糖检测
结果示，ＣＤ１３７激动剂组葡萄糖消耗明显高于对照
组（Ｐ＜００５），见图２Ｂ。
　　糖酵解酶活性显示，ＣＤ１３７激动剂组糖酵解酶
ＨＫ２和ＰＦＫＦＢ３酶活性显著高于对照组（Ｐ＜００５），
见图２Ｃ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＣＤ１３７激动剂组糖
酵解酶 ＨＫ２和 ＰＦＫＦＢ３蛋白表达水平高于对照组
（Ｐ＜００５），见图２Ｄ。

３　ＣＤ１３７信号通过ｃＭｙｃ调控有氧糖酵解
ｃＭｙｃ与细胞代谢改变和细胞增殖有着明确联

系。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＣＤ１３７激动剂组 ｃＭｙｃ
蛋白表达水平明显高于对照组（Ｐ＜００５），见图３Ａ。
预孵 ｃＭｙｃ特异性抑制剂 １００７４Ｇ５后，糖酵解酶
ＨＫ２和ＰＦＫＦＢ３酶活性较ＣＤ１３７激动剂组显著下降
（Ｐ＜００５），见图 ３Ｂ。预孵 ｃＭｙｃ特异性抑制剂
１００７４Ｇ５后，糖酵解酶 ＨＫ２和 ＰＦＫＦＢ３蛋白表达水
平明显低于 ＣＤ１３７激动剂组（Ｐ＜００５），见图 ３Ｃ。
ＤＭＳＯ组ＨＫ２和ＰＦＫＦＢ３酶活性及蛋白表达水平与
ＣＤ１３７激动剂组相比差异均无统计学意义。

·１７９·



Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅａｅｒｏｂｉｃｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓｌｅｖｅｌｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｍｏｕｓｅＰＡＥＣｓａｆｔｅｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＣＤ１３７ｓｉｇｎａｌｉｎｇ．Ａ：ｌａｃｔａｔｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；
Ｂ：ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ；Ｃ：ｔｈｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＨＫ２ａｎｄＰＦＫＦＢ３；Ｄ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＫ２ａｎｄＰＦＫＦＢ３．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．＃Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　激活ＣＤ１３７信号后，小鼠ＰＡＥＣｓ有氧糖酵解水平增加

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＣＤ１３７ｓｉｇｎａｌｉｎｇｒｅｇｕｌａｔｅｄａｅｒｏｂｉｃｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃＭｙｃ．Ａ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃＭｙｃ；Ｂ：ｔｈｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆＨＫ２ａｎｄＰＦＫＦＢ３；Ｃ：ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＫ２ａｎｄＰＦＫＦＢ３．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．＃Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
Ｐ＜００５ｖｓＣＤ１３７ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ．

图３　ＣＤ１３７信号通过ｃＭｙｃ调控有氧糖酵解
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４　激活ＣＤ１３７信号促进 ＰＡＥＣｓ增殖，抑制糖酵解
后其促增殖作用被抑制

ＣＣＫ８检测结果表明，ＣＤ１３７激动剂组细胞 Ａ
值显著高于对照组，但是加入糖酵解抑制剂 ２ＤＧ
后，ＣＤ１３７Ｌ重组蛋白的促细胞增殖作用减弱，Ａ值
明显下降（Ｐ＜００５），见图４Ａ。

ＥｄＵ检测结果发现，ＣＤ１３７激动剂组红色荧光
明显强于对照组（Ｐ＜００５），加入糖酵解抑制剂２
ＤＧ后红色荧光明显减少（Ｐ＜００５），显著抑制了
ＣＤ１３７信号的促增殖作用，见图４Ｂ。以上结果表明，
激活ＣＤ１３７信号会促进 ＰＡＥＣｓ增殖，而２ＤＧ可抑
制ＣＤ１３７信号的促细胞增殖作用。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＣＤ１３７ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＡＥＣｓ，ｗｈｅｒｅａｓｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２ＤＧｂｌｏｃｋｅｄｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆＣＤ１３７ｓｉｇｎａｌｉｎｇ．Ａ：ＣＣＫ８ａｓｓａｙｆｏｒｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ；Ｂ：ＥｄＵｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
（×２００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．＃Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＣＤ１３７ａｇｏｎｉｓｔｇｒｏｕｐ．

图４　ＣＤ１３７信号激活促进ＰＡＥＣｓ增殖，抑制糖酵解后促增殖作用被抑制

讨　　论

ＰＨ是一种发病机制十分复杂的疾病，目前病因
尚未完全了解。研究显示，肺动脉内皮细胞损伤，内

皮功能障碍是 ＰＨ的重要启动因素［２］。ＰＡＥＣｓ是肺
血管内层的单层扁平细胞，分泌多种血管活性物质，

维持血管正常的功能。缺氧、炎症、血流剪切力以及

遗传因素都能引起肺血管内皮细胞损伤，最终导致

其功能障碍［１０］。损伤的内皮细胞发生凋亡，并且以

旁分泌方式向周围分泌介质，诱导周围 ＰＡＥＣｓ发生
表型转变，形成过度增殖和凋亡耐受表型，最终形成

特征性的“丛状损伤”，引起肺小血管闭塞重塑，导致

严重的ＰＨ［１１］。研究表明，即使在氧气供应充足的情
况下，ＰＡＥＣｓ的能量来源主要依赖于有氧糖酵解；而
当ＰＡＥＣｓ受损发生类肿瘤样增殖时，其有氧糖酵解
反应大大增强［４］。因此，寻找及干预 ＰＡＥＣｓ异常糖
代谢的触发因素，是治疗肺高压的一个潜在新靶点。

炎症共刺激分子ＣＤ１３７是肿瘤坏死因子超家族
成员，细胞表面 ＣＤ１３７与其配体 ＣＤ１３７Ｌ或活化型
ＣＤ１３７单抗结合，激活ＣＤ１３７信号通路，通过复杂的
调控机制，诱导内皮细胞功能紊乱，并且以ＣＤ１３７信
号通路为靶点的人源化单抗已进入临床试验阶

段［７］。正常的内皮细胞几乎不表达 ＣＤ１３７，本研究
发现在未活化的小鼠 ＰＡＥＣｓ表达较低的 ＣＤ１３７蛋
白，而刺激因子 ＴＮＦα、ＥＴ１和５ＨＴ刺激后 ＣＤ１３７
表达明显上调。因此，我们选择炎症因子 ＴＮＦα诱
导ＰＡＥＣｓ的ＣＤ１３７表达后，加入 ＣＤ１３７Ｌ重组蛋白
激活ＣＤ１３７信号，观察ＰＡＥＣｓ功能变化。

我们前期研究证实，激活的 ＣＤ１３７信号通路能
通过 Ｓｍａｄ１／５ＮＦＡＴｃ１信号促进小鼠脑动脉内皮细
胞增殖迁移［１２］。本研究中激活 ＣＤ１３７信号后，
ＰＡＥＣｓ葡萄糖消耗增加，细胞外乳酸水平升高，有氧
糖酵解酶ＨＫ２和ＰＦＫＦＢ３酶活性和蛋白水平均明显
增加，提示激活ＣＤ１３７信号通路能促进 ＰＡＥＣｓ的有
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氧糖酵解。同时细胞增殖实验显示，激活的 ＣＤ１３７
信号能促进ＰＡＥＣｓ增殖，而有氧糖酵解抑制剂２ＤＧ
能抑制ＣＤ１３７信号的促增殖作用。因此，本研究在
体外证实，激活ＣＤ１３７信号通路能上调 ＰＡＥＣｓ有氧
糖酵解水平，进而促进细胞增殖。Ｃｈｏｉ等［９］发现，激

活的ＣＤ１３７信号通路可促进活化 ＣＤ８＋Ｔ细胞的糖
酵解及脂肪酸代谢，促进 ＣＤ８＋Ｔ细胞增殖，抑制其
凋亡。ＣＤ１３７信号是否也影响ＰＡＥＣｓ的脂酸代谢有
待进一步研究。

原癌蛋白ｃＭｙｃ是ｍｙｃ基因家族的重要成员之
一，其在细胞周期、细胞增殖及凋亡和细胞代谢过程

中发挥重要作用［１３］。研究表明，ｃＭｙｃ可通过直接
增强糖酵解酶基因转录或通过核蛋白剪接因子的受

控表达促进 ＲＮＡ剪接，增强肿瘤细胞的有氧糖酵
解［１４］。本研究表明，激活 ＣＤ１３７信号通路可上调
ＰＡＥＣｓ的ｃＭｙｃ蛋白表达。为进一步验证 ｃＭｙｃ参
与ＣＤ１３７信号的促糖酵解作用，我们采用 ｃＭｙｃ抑
制剂 １００７４Ｇ５沉默 ｃＭｙｃ。实验结果表明，预孵
１００７４Ｇ５再激活 ＣＤ１３７信号，有氧糖酵解关键酶
ＰＦＫＦＢ３和ＨＫ２的酶活性及蛋白水平均显著下降，
提示 ｃＭｙｃ参与 ＣＤ１３７信号的促糖酵解作用。因
此，本研究在体外实验中证实 ＣＤ１３７信号可能通过
上调 ｃＭｙｃ表达，促进 ＰＡＥＣｓ有氧糖酵解。然而
ＣＤ１３７信号如何上调ＰＡＥＣｓ的ｃＭｙｃ表达则需要进
一步研究。

综上所述，本研究表明活化的 ＰＡＥＣｓ中 ＣＤ１３７
信号分子表达增加；激活 ＣＤ１３７信号能上调 ｃＭｙｃ
蛋白水平，增强细胞有氧糖酵解，从而促进ＰＡＥＣｓ增
殖。
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