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摘要　 目的　 探讨乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染所致的第 １０ 号

染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源的基因（ＰＴＥＮ）下调与

α⁃干扰素（ＩＦＮ⁃α）抗病毒活性的相关机制。 方法 　 在适宜

条件下培养 ＨｅｐＧ２ 细胞和 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细胞，以空白载体

（ｐｃＤＮＡ３ư １）和 ＨＢＶ１ư ３ 质粒分别转染 ＨｅｐＧ２ 细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测 ＰＴＥＮ 蛋白质的表达；将 ｐｃＤＮＡ３ư １ 和 ＰＴＥＮ 过表

达 （ＰＴＥＮ⁃ＯＥ）质粒分别瞬时转染 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细胞，化学发

光法分析细胞培养上清液中 ＨＢＶ 相关抗原的表达，实时荧

光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）技术分析 ＨＢＶ 前基因组 ＲＮＡ（ＨＢＶ
ｐｇＲＮＡ）表达；使用合成 ＲＮＡ 双链体 ｐｏｌｙ（Ｉ ∶ Ｃ）刺激 ＰＴＥＮ⁃
ＯＥ 的细胞，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术分析 ＩＦＮ⁃α ｍＲＮＡ 的表达，Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分析 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中干扰素调节因子 ９
（ＩＲＦ９）、黏病毒抗性蛋白 １（ＭｘＡ）的表达。 结果　 瞬时表达

ＨＢＶ 的 ＨｅｐＧ２ 细胞和稳定表达 ＨＢＶ 的 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细胞

中，ＰＴＥＮ 蛋白的表达降低；ＰＴＥＮ⁃ＯＥ 的 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细胞

中，ＨＢＶ 相关抗原及 ＨＢＶ ｐｇＲＮＡ 的表达较对照组降低，经
ｐｏｌｙ（Ｉ ∶ Ｃ）作用后，ＩＦＮ⁃α ｍＲＮＡ 水平较对照组显著升高，且
ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路相关蛋白 ＩＲＦ９、ＭｘＡ 的表达增加。 结论

　 ＨＢＶ 可能通过下调 ＰＴＥＮ 的表达发挥拮抗 ＩＦＮ⁃α 抗病毒

活性的作用。
关键词　 乙型肝炎病毒；ＰＴＥＮ；ＩＦＮ⁃α；ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路；
慢性乙型病毒性肝炎
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　 　 乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染是

重要的公共健康问题，感染人体后表现为急、慢性乙

型肝炎，肝硬化和肝细胞癌等［１］。 尽管可使用有效

的疫苗预防，但在全球范围内尚未成功根除 ＨＢＶ。
ＰＴＥＮ 是重要的抑癌基因，在人类很多癌症（如肺

癌、卵巢癌、甲状腺癌、肝癌等）中发生突变或缺失，
几乎一半的肝癌患者存在 ＰＴＥＮ 基因的缺失［２］。 有

研究［１］显示，ＰＴＥＮ 的磷酸酶活性正向调节干扰素

调节因子 ３（ ＩＲＦ３）进入细胞核，发挥促进先天免疫

反应作用，且此结果在 ＨＢＶ 感染的细胞中得到了验

证。 但 ＨＢＶ 感染后 ＩＦＮ⁃α 介导的 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号

通路与 ＰＴＥＮ 间的关系尚未完全清楚。 该研究旨在

分析 ＨＢＶ 感染后 ＰＴＥＮ 下调所致的 ＩＦＮ⁃α 的抗病

毒活性变化机制，为研究抗 ＨＢＶ 感染提供线索。

１　 材料与方法

１． １　 试剂与仪器　 ＨｅｐＧ２ 细胞、ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细胞、
ＨＢＶ１ư ３ 质粒、空白载体（ｐｃＤＮＡ３ư １）由安徽医科大

学第二附属医院检验科留存；ＰＴＥＮ⁃ＯＥ 质粒、ＲＮＡ
抽提试剂（ＴＲＩｚｏｌ）、引物序列购自上海生工生物公

司；ＤＭＥＭ、０ư ２５％ 胰蛋白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；
胎牛血清（ＦＢＳ）、遗传霉素 Ｇ４１８、双抗（ × １００ 青 －
链霉素溶液）、ＰＢＳ 购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司；ＢＣＡ 蛋

白浓度检测试剂盒购自上海碧云天生物公司；抗
ＰＴＥＮ、ＩＲＦ９、ＭｘＡ 等抗体购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；抗
ＧＡＰＤＨ、山羊抗兔 ／鼠 ＩｇＧ 抗体购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公

司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 转染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ⁃
ｇｅｎ 公司；ｐｏｌｙ（ Ｉ ∶ Ｃ）购自美国 ＧＬＰＢＩＯ 公司；ＥＣＬ
底物发光试剂盒购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ 公司；ＲＮＡ 反转录

试剂盒、荧光染料 ＳＹＢＲ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养和转染　 ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＧ２ư ２１５ 细胞

采用 含 １０％ ＦＢＳ、 １％ 双 抗 的 ＤＭＥＭ 培 养， 其 中

ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细胞的每 １００ ｍｌ 培养基中加入 ３２０ ｎｇ
遗传霉素Ｇ４１８，培养条件为３７ ℃ 、５％ＣＯ２，待细胞生

长至 ９０％ 融合时，用胰蛋白酶消化１ ～２ ｍｉｎ，１ ∶ ３ 传

代培养。 待细胞至对数生长期，将胰蛋白酶消化的细

胞均匀铺至细胞培养板，待细胞融合至 ７０％ ～８０％时

使用新鲜培养基换液后进行转染。 按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ⁃
ｎｅＴＭ ３０００ 试剂使用说明转染细胞，４８ ｈ 后收集细胞

用于化学发光技术、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
１． ２． ２　 ｐｏｌｙ（ Ｉ ∶ Ｃ）处理细胞　 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细胞转

染 ＰＴＥＮ⁃ＯＥ ／ ｐｃＤＮＡ３ư １ 质粒 ３６ ｈ 后使用新鲜培养

基换液，以 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 转染试剂向细胞中

转染适量 ｐｏｌｙ（Ｉ ∶ Ｃ），１２ ｈ 后收集细胞上清液和胞
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内 ＲＮＡ、蛋白用于化学放光法、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测。
１． ２． ３　 ＨＢＶ 相关指标定量检测 　 向 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５
细胞中转染 ＰＴＥＮ⁃ＯＥ 和 ｐｃＤＮＡ３ư １ 质粒，４８ ｈ 后收

集细胞培养上清液，细胞上清液中乙肝表面抗原

（ＨＢｓＡｇ）、乙肝 ｅ 抗原（ＨＢｅＡｇ）指标由雅培全自动

化学发光分析仪 ｉ４０００ ＳＲ 检测。
１． ２． ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验　 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞总

ＲＮＡ 进行逆转录得到 ｃＤＮＡ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＩＦＮ⁃α、
ＨＢＶ ｐｇＲＮＡ 的表达水平，ＧＡＰＤＨ 作为内参。 引物

列表见表 １，反应条件：９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ，９５ ℃变

性 １５ ｓ，５５ ℃退火 １５ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ。

表 １　 引物序列

引物名称 　 　 　 序列（５′⁃３′）
ＩＦＮ⁃α Ｆ：ＧＴＡＣＴＧＣＡＧＡＡＴＣＴＣＴＣＣＴＴＴＣＴＣＣＴ

Ｒ：ＧＴＧＴＣＴＡＧＡＴＣＴＧＡＣＡＡＣＣＴＣＣＣＡＧＧ
ｐｇＲＮＡ Ｆ：ＴＣＧＧＧＡＡＧＣＣＴＴＡＧＡＧＴＣ

Ｒ：ＴＧＣＣＴＣＧＴＣＧＴＣＴＡＡＣＡＡ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧ

Ｒ：ＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧＴＴＣＡＣ

１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 用 ＰＢＳ 冲洗后各孔加含

ＰＭＳＦ（体积比 １ ∶ １００）的 ＲＩＰＡ 裂解液，冰上裂解 ３０
ｍｉｎ 后刮取细胞至 ＥＰ 管，离心（１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、３０
ｍｉｎ，４ ℃）后收集上清液并使用 ＢＣＡ 法进行蛋白定

量，加入 × ５ 蛋白上样缓冲液，沸水中煮 １０ ｍｉｎ 后冷

却。 使用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ （１０％分离胶 ＋ ５％浓缩胶）电
泳分离蛋白质， 蛋白信息转至 ＰＶＤＦ 膜后使用含

５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ 溶液封闭 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次

后加入一抗（抗⁃ＩＲＦ⁃９ 抗体：１ ∶ ２ ０００；抗⁃ＭｘＡ 抗

体：１ ∶ １ ０００；抗⁃ＰＴＥＮ 抗体：１ ∶ １ ０００；抗⁃ＧＡＰＤＨ
抗体：１ ∶ ５ ０００）中 ４ ℃振荡孵育过夜。 根据一抗来

源室温孵育二抗（山羊抗兔 ／鼠 ＩｇＧ 抗体：１ ∶ ５ ０００）
１ ～ ２ ｈ，ＥＣＬ 两种试剂 １ ∶ １ 混匀后均匀滴加在膜

上，使用 ＥＣＬ 仪曝光显色，以 ＧＡＰＤＨ 作为内参。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２６ư ０ 统计学软件进

行数据分析。 资料以 �ｘ ± ｓ 表示，组间比较采用单因

素方差分析，以 Ｐ ＜ ０ư ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＨＢＶ 感染对 ＰＴＥＮ 蛋白表达的影响　 ＨｅｐＧ２
细胞同时转染 ＨＢＶ１ư ３ 和 ｐｃＤＮＡ３ư １ 质粒，４８ ｈ 后

提取蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＴＥＮ 蛋白的表达。 结

果显示，瞬时转染 ＨＢＶ 的 ＨｅｐＧ２ 中，ＰＴＥＮ 蛋白的

表达较对照组降低（图 １Ａ）；与 ＨｅｐＧ２ 细胞相比，稳
定表达 ＨＢＶ１ư ３ 基因 组 的 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细 胞 中

ＰＴＥＮ 蛋白的表达降低（图 １Ｂ）。 因此，在 ＨＢＶ 瞬

时转染和稳定转染的肝癌细胞中，ＰＴＥＮ 蛋白表达

均下调。

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测瞬时转染和稳定转染

ＨＢＶ 的细胞中 ＰＴＥＮ 蛋白的表达

Ａ：瞬时转染 ＨＢＶ 的 ＨｅｐＧ２ 中 ＰＴＥＮ 蛋白的表达情况；Ｂ：稳定

表达 ＨＢＶ１ư ３ 基因组的 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细胞中 ＰＴＥＮ 蛋白的表达情况

２． ２　 ＰＴＥＮ 对 ＨＢＶ 表达的影响　 实验结果显示，
与 ｐｃＤＮＡ３ư １ 组相比， ＰＴＥＮ⁃ＯＥ 组 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ
表达降低（图 ２），差异有统计学意义（Ｆ ＝ ８３ư ３５１，Ｐ
＜ ０ư ０５； Ｆ ＝ ３９６ư ４１５， Ｐ ＜ ０ư ０５ ）； ＰＴＥＮ⁃ＯＥ 组

ｐｇＲＮＡ 表达降低（图 ３），差异有统计学意义（Ｆ ＝
６４３ư ３７５，Ｐ ＜ ０ư ０５），提示 ＰＴＥＮ 下调 ＨＢＶ 相关抗原

及 ｐｇＲＮＡ 的表达。

图 ２　 化学发光法检测 ＨｅｐＧ ２. ２. １５
细胞转染后 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ 的表达

与空白载体 ｐｃＤＮＡ３ư １ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞转染后 ＨＢＶ ｐｇＲＮＡ 的表达

与空白载体 ｐｃＤＮＡ３ư １ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５
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２． ３　 ＰＴＥＮ 对 ＩＦＮ⁃α表达的影响　 向 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５
细胞转染 ｐｃＤＮＡ３ư １ 和 ＰＴＥＮ⁃ＯＥ，处理 ３６ ｈ 后转染

ｐｏｌｙ（ Ｉ ∶ Ｃ） 将实验分为 ４ 组： ｐｃＤＮＡ３ư １ 组、 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３ư １ ＋ ｐｏｌｙ（ Ｉ ∶ Ｃ）组、ＰＴＥＮ⁃ＯＥ 组、ＰＴＥＮ⁃ＯＥ ＋
ｐｏｌｙ（Ｉ ∶ Ｃ）组。 提取细胞内 ＲＮＡ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检

测细胞中 ＩＦＮ⁃α ｍＲＮＡ 的表达结果显示，ＰＴＥＮ⁃ＯＥ
和 ｐｃＤＮＡ３ư １ 组 ＩＦＮ⁃α 没有明显差异，ＰＴＥＮ ＋ ｐｏｌｙ
（Ｉ ∶ Ｃ）刺激组 ＩＦＮ⁃α 表达水平高于 ｐｃＤＮＡ３ư １ ＋ ｐｏ⁃
ｌｙ （Ｉ ∶ Ｃ）刺激组（图 ４），差异有统计学意义（Ｆ ＝
１７１ư ５４９，Ｐ ＜ ０ư ０５）

图 ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨｅｐＧ ２. ２. １５ 细胞转染和 ｐｏｌｙ（Ｉ ∶ Ｃ）
刺激后 ＩＦＮ⁃α ｍＲＮＡ 的表达

与无 ｐｏｌｙ（Ｉ ∶ Ｃ）处理组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ４ 　 ＰＴＥＮ 对 ＭｘＡ、 ＩＲＦ⁃９ 蛋白表达的影响 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 ＭｘＡ、ＩＲＦ⁃９ 蛋白表达

结果 显 示， 与 ｐｃＤＮＡ３ư １ 组 相 比， ＰＴＥＮ⁃ＯＥ 的

ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细胞中 ＩＲＦ９、ＭｘＡ 蛋白表达增加，两组

均使用 ｐｏｌｙ （Ｉ ∶ Ｃ）诱导后，ＰＴＥＮ⁃ＯＥ 组 ＩＲＦ９、ＭｘＡ
蛋白表达水平较空白组明显上升（图 ５）。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨｅｐＧ ２. ２. １５ 细胞转染和

ｐｏｌｙ（Ｉ ∶ Ｃ）刺激后 ＩＲＦ９、ＭｘＡ 蛋白的表达

３　 讨论

　 　 ＨＢＶ 是一种通过血液或人体分泌物传播的

ＤＮＡ 病毒，进入宿主细胞后，通过 ＨＢＶ ｐｇＲＮＡ 的复

制，产生松弛的环状 ＤＮＡ，最终在核内转化为共价

闭合 ＤＮＡ（ ｃｃｃＤＮＡ），利用不同启动子，转录 ４ 种

ｍＲＮＡ、编码 ９ 种病毒蛋白 （ＨＢｓＡｇ、 ＨＢｅＡｇ、 ＨＢ⁃
ｃＡｇ、ＲＴ 等）并逆转录出 ＨＢＶ ＤＮＡ［３］。 慢性乙型病

毒性肝炎（ＣＨＢ）是 ＨＢＶ 侵犯肝脏所致的感染，全
世界有超过 ２ư ５７ 亿慢性感染者，约 ２０％ 的 ＣＨＢ 感

染者死于肝硬化、肝功能衰竭或肝细胞癌 （ＨＣＣ）
的并发症，且 ＨＢＶ 感染与急慢性肝炎、肝硬化和

ＨＣＣ 患者的预期寿命直接相关［４］。 尽管接种疫苗

可以有效预防感染， 但目前的治疗方法只能控制和

抑制病毒而不能治愈［５］，ＨＢＶ 感染仍然是全球主要

的健康问题之一。
ＰＴＥＮ 全长 ２００ ＫＢ，于 １９９７ 年由两个研究小组

在研究染色体位置 １０ｑ２３ 时发现，在脑、前列腺和

膀胱肿瘤中显示出频繁的缺失［６］。 ＰＴＥＮ 的主要功

能是作为磷酸肌醇磷酸酶，通过负调节 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
信号通路调节转录、翻译、细胞周期进程、诱导细胞

死亡、刺激血管生成和干细胞自我更新发挥其抑癌

作用［７］。 多项研究［８ － ９］ 表明，ＰＴＥＮ 在 ＨＣＣ 表达中

降低，并且与肿瘤等级、大小和肿瘤标志物表达相

关。 除了抑癌作用外，ＰＴＥＮ 还调节由病毒感染激

活的先天免疫应答。 有研究［１０］ 表明，在仙台病毒

（ＳｅＶ）、水泡性口炎病毒（ＶＳＶ）或 ｐｏｌｙ（ Ｉ ∶ Ｃ）的刺

激下，ＰＴＥＮ 在体内参与诱导 Ｉ 型干扰素（ ＩＦＮ⁃α、
ＩＦＮ⁃β）的产生，在 Ｓｅｒ９７ 位点诱导 ＩＲＦ⁃３ 去磷酸化

并促进其转移进入细胞核。 目前，ＩＦＮ⁃α 和核苷类

似物是主要用于治疗 ＣＨＢ 的药物［１１］。 ＨＢＶ 感染

后，宿主细胞释放 ＩＦＮ，所有类型的 ＩＦＮ（ ＩＦＮ Ⅰ、Ⅱ
和Ⅲ）与相应受体结合激活 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路，导
致 ＳＴＡＴ１ 和 ＳＴＡＴ２ 的二聚化与 ＩＲＦ９ 结合形成了干

扰素刺激基因因子 ３（ＩＳＧＦ３）复合物，该复合物转位

至细胞核并与干扰素刺激反应元件（ ＩＳＲＥ）结合以

促进干扰素刺激基因（ ＩＳＧ）的转录， 诱导细胞产生

抗病毒蛋白（如 ＭｘＡ）的表达［１２］。
该研究表明，在瞬时转染和稳定表达 ＨＢＶ 的肝

癌细胞内，ＰＴＥＮ 蛋白水平均下调，表明 ＨＢＶ 感染

与 ＰＴＥＮ 的表达存在一定相关性。 为进一步探究

ＰＴＥＮ 的表达对 ＨＢＶ 表达的影响，以 ＰＴＥＮ⁃ＯＥ 转染

稳定表达 ＨＢＶ 的 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细胞，研究表明 ＨＢＶ
相关抗原（ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ）和 ＨＢＶ ｐｇＲＮＡ 表达水平
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下调，ＨＢｓＡｇ 是乙肝病毒外壳部分含表面抗原，标
志 ＨＢＶ 的感染，ＨＢｅＡｇ、ＨＢＶ ｐｇＲＮＡ 是提示 ＨＢＶ
病毒复制的指标，这些结果共同表明 ＰＴＥＮ 可能参

与下调 ＨＢＶ 感染后的病毒复制，与 Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ［９］的研

究结果一致。 Ｐｏｌｙ（ Ｉ ∶ Ｃ）是一种病毒双链 ＲＮＡ 类

似物，可在体外诱导 ＩＦＮ 的表达，发挥抗病毒作

用［１３］。 由于细胞本身分泌的内源性 ＩＦＮ⁃α 含量较

低，变化不易被观察到，通常采用外源 ｐｏｌｙ（ Ｉ ∶ Ｃ）
同时刺激细胞以放大所研究目的基因对 ＩＦＮ⁃α 及其

信号通路的作用效果。 该研究表明，ＰＴＥＮ 单独刺

激细胞后，ＩＦＮ⁃α 水平较对照组未产生显著差异，实
验组和对照组同时外加 ｐｏｌｙ（ Ｉ ∶ Ｃ）刺激后，ＰＴＥＮ⁃
ＯＥ 组 ＩＦＮ⁃α 水平较对照组显著上升，且 ＰＴＥＮ⁃ＯＥ
促进 了 ＨｅｐＧ２ư ２ư １５ 细 胞 中 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 通 路 中

ＩＲＦ９、ＭｘＡ 蛋白的表达。 由于 ＰＴＥＮ 作为抑癌基因，
在癌细胞中低表达，故该实验只验证了癌细胞中过

表达 ＰＴＥＮ 后的结果。 通过以上结果可以推断，
ＨＢＶ 感染可能通过下调 ＰＴＥＮ 水平发挥拮抗 ＩＦＮ⁃α
介导的 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路的抗病毒作用。
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达格列净通过丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶 ／内皮型一氧化氮
合酶途径调节高糖环境下的内皮祖细胞功能

解丹丹，巫婷婷，赵晓彤，许慕蓉，陈明卫

摘要　 目的　 探讨达格列净（ＤＡＰＡ）对高糖环境下体外培

养的大鼠内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）功能的影响。 方法　 采用荧光

染色法对 ＳＤ 大鼠骨髓来源 ＥＰＣｓ 进行鉴定。 以 ＥＰＣｓ 为研

究对象，设立对照组（ＣＧ 组）、高糖组（ＨＧ 组）、高糖 ＋ ＤＡＰＡ
组（ＧＤ 组）、高糖 ＋ ＤＡＰＡ ＋ ＬＹ２９４００２ 组（ＧＤＬ 组）。 分别采

用 ＭＴＴ 法、流式细胞术、小管形成实验检测 ＥＰＣｓ 细胞活力、
凋亡、形成小管能力。 应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测丝氨酸 ／苏氨酸

蛋白激酶 （ＡＫＴ） ／内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ） 信号通路相

关蛋白表达。 结果 　 与 ＣＧ 组相比较，ＨＧ 组 ＥＰＣｓ 细胞活

力、形成小管能力、磷酸化 ＡＫＴ（ｐ⁃ＡＫＴ）和磷酸化 ｅＮＯＳ（ｐ⁃
ｅＮＯＳ）的蛋白表达以及 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 比值均

降低（Ｐ ＜ ０ư ０５），而 ＥＰＣｓ 的凋亡率增加（Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 ＨＧ
组相比较，ＧＤ 组 ＥＰＣｓ 的细胞活力、形成小管能力、ｐ⁃ＡＫＴ 和

ｐ⁃ｅＮＯＳ 的蛋白表达以及 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 比值

均增加（Ｐ ＜ ０ư ０５），而 ＥＰＣｓ 的凋亡率降低（Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 ＧＤ
组相比较，ＧＤＬ 组 ＥＰＣｓ 的细胞活力、形成小管能力、ｐ⁃ＡＫＴ
和 ｐ⁃ｅＮＯＳ 的蛋白表达以及 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 比

值均降低（Ｐ ＜ ０ư ０５），而 ＥＰＣｓ 的凋亡率增加（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 结

论　 ＤＡＰＡ 可通过 ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 途径保护 ＥＰＣｓ 免受高糖诱导

的功能损害。
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　 　 研究［１］ 表明，高血糖可损害血管内皮细胞功

能，从而启动糖尿病大血管病变。 有学者［２］ 认为上

述病变过程可能与高糖环境下内皮祖细胞（ ｅｎｄｏ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）数量减少和功能异常有

内在关系。 Ｍｅｔａ 分析显示 ＥＰＣｓ 水平降低预示糖尿

病患者具有较高的心血管事件、心血管死亡和全因

病死率［３］。
作为一种新型的降糖药物，达格列净（ｄａｐａｇｌｉ⁃

ｆｌｏｚｉｎ，ＤＡＰＡ）已广泛应用于临床。 来自 ＤＡＰＡ⁃ＨＦ
的 ＩＩＩ 期临床试验［４］ 结果表明，与安慰剂相比，ＤＡ⁃
ＰＡ 可显著降低受试者心血管死亡或心力衰竭恶化

的风险。 最近有研究［５］表明接受 ＤＡＰＡ 治疗的 ２ 型

糖尿病（Ｔ２ＤＭ）患者外周血中 ＥＰＣｓ 的数量明显增

加。 目前有关 ＤＡＰＡ 对 ＥＰＣｓ 的作用效应以及机制

尚不清楚。 因此，该研究旨在通过体外实验探讨

ＤＡＰＡ 对高糖干预下的 ＥＰＣｓ 功能影响及其机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 ８ 周龄健康 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ５ 只，
体质量（２１３ư ５ ± １２ư ４）ｇ（中国科学院上海实验动物

中心）；ＦＩＴＣ 标记的荆豆凝集素（ＦＩＴＣ⁃Ｕｌｅｘ ｅｕｒｏｐａｅ⁃
ｕｓ ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＦＩＴＣ⁃ＵＥＡ⁃Ｉ） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；Ｄｉｌ
标记的乙酰化低密度脂蛋白（Ｄｉｌ⁃ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎ⁃
ｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ， Ｄｉｌ⁃ａｃＬＤＬ） （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；
４′， ６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚（４′， ６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙ⁃
ｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＭＴＴ 细胞增殖检

测试剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒（上
海 贝 博 生 物 公 司 ）； 甘 油 醛⁃３⁃磷 酸 脱 氢 酶
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