
[收稿日期] 　 ２０１６￣０８￣０５ [修回日期] 　 ２０１６￣１０￣０８
[基金项目] 　 国家自然科学基金(８１１７０２７９、８１３７０４０９)ꎻ江苏省自然科学基金(ＢＫ２０１６１３５５)ꎻ六大人才高峰项目(ＷＳ０７４)
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ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号通过 ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１ 通路调控小鼠
血管平滑肌细胞活化 Ｔ 细胞核因子 ｃ１ 表达
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[关键词] 　 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号ꎻ　 肿瘤坏死因子受体相关因子 ６ꎻ　 ｃ￣Ｊｕｎ 氨基末端激酶ꎻ　 活化蛋白 １ꎻ　 活化 Ｔ
细胞核因子 ｃ１ꎻ　 血管平滑肌细胞

[摘　 要] 　 目的　 探讨 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号是否通过肿瘤坏死因子受体相关因子 ６ / ｃ￣Ｊｕｎ 氨基末端激酶 / 活化蛋

白 １(ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１)途径调控小鼠血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)活化 Ｔ 细胞核因子 ｃ１(ＮＦＡＴｃ１)的表达ꎮ 方法　
采用组织块原代培养小鼠 ＶＳＭＣꎬ第 ３ ~ ５ 代细胞用于实验ꎮ ＶＳＭＣ 分为 ６ 组:对照组、ＣＤ１３７ 刺激组、ＣＤ１３７ 抑制

组、ｓｉＴＲＡＦ６ 干预组、ｓｉＪＮＫ 干预组、ｓｉＡＰ￣１ 干预组ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＴＲＡＦ６、磷酸化 ＪＮＫ(ｐ￣ＪＮＫ)、磷酸化 ＡＰ￣
１(ｐ￣ＡＰ￣１)、ＮＦＡＴｃ１ 蛋白表达水平ꎮ 免疫荧光法检测各组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 荧光表达ꎮ 结果 　 (１)
与对照组相比ꎬＣＤ１３７ 刺激组(ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号激活)ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 蛋白表达水平明显升高(Ｐ
<０.０５)ꎻ与 ＣＤ１３７ 刺激组相比ꎬＣＤ１３７ 抑制组(ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号抑制)ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 蛋白表达

水平明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ (２)采用 ｓｉＲＮＡ 技术分别沉默 ＴＲＡＦ６、ＪＮＫ、ＡＰ￣１ 后ꎬ与 ＣＤ１３７ 刺激组相比ꎬｓｉＴＲＡＦ６ 干

预组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 表达明显减少(Ｐ<０.０５)ꎻｓｉＪＮＫ 干预组 ＴＲＡＦ６ 表达无改变ꎬ而 ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、
ＮＦＡＴｃ１ 表达明显减少(Ｐ<０.０５)ꎻｓｉＡＰ￣１ 干预组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ 表达无明显改变ꎬ而 ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 表达明显减少

(Ｐ<０.０５)ꎮ (３)免疫荧光检测显示:ＣＤ１３７ 刺激组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 荧光表达量升高(Ｐ<０.０５)ꎻ
ＣＤ１３７ 抑制组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 荧光表达量明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻｓｉＴＲＡＦ６ 干预组、ｓｉＪＮＫ 干预组、ｓｉＡＰ￣
１ 干预组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 荧光表达量与上述蛋白表达结果一致ꎮ 结论 　 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号可通

过 ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１ 通路影响 ＮＦＡＴｃ１ 的表达ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ

ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｔ ｃｅｌｌ ｃ１
ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１ ｐａｔｈｗａｙ
ＸＵ Ｙｕａｎꎬ ＷＡＮＧ Ｚｈｏｎｇ￣Ｑｕｎꎬ ＺＨＯＮＧ Ｗｅｉꎬ ＳＨＡＯ Ｃｈｅｎꎬ ＬＩ Ｂｏꎬ ＬＩＵ Ｊｕｎꎬ ＬＩ Ｘｉａｏ￣Ｙａｎｇꎬ ＹＡＮ Ｊｉｎ￣Ｃｈｕａｎ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ ２１２００１ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ ｓｉｇｎａｌꎻ　 Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ￣６ꎻ　 ｃ￣Ｊｕｎ ａｍｉｎｏ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｋｉｎａｓｅꎻ　 Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎻ　 Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｔ ｃｅｌｌ ｃ１ꎻ　 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ ｓｉｇｎａｌ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ￣６ / ｃ￣Ｊｕｎ ａｍｉｎｏ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ / ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ ( ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１) ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｔ ｃｅｌｌ ｃ１ (ＮＦＡＴｃ１) ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ (ＶＳＭＣ).　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍｏｕｓｅ ｐｒｉ￣
ｍａｒｙ ＶＳＭＣｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｒｏｍ ａｏｒｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋꎬ ａｎｄ ｔｈｉｒｄ ｔｏ ｆｉｆｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ.　
ＶＳＭＣｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ６ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＣＤ１３７ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ＣＤ１３７ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉＴＲＡＦ６
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉＪＮＫ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＡＰ￣１ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ.　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ￣
ａｔｅｄ ＪＮＫ (ｐ￣ＪＮＫ)ꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＰ￣１ (ｐ￣ＡＰ￣１) ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ.　
Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐ￣ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 (１)Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐ￣ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｐｒｏ￣
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ｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＣＤ１３７ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ ｓｉｇｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ) (Ｐ<０.０５). 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＣＤ１３７ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐ￣ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＣＤ１３７ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ) (Ｐ<０.０５).　 (２)Ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｓｉｌｅｎｃｅ ＴＲＡＦ６ꎬ ＪＮＫ ａｎｄ ＡＰ￣１ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤ１３７ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐ￣
ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｓｉＴＲＡＦ６ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５)ꎻ Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＦ６
ｈａｄ ｎｏ ｃｈａｎｇｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｓｉＪＮＫ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５)ꎻ Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＲＡＦ６ ａｎｄ ｐ￣ＪＮＫ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ
ＮＦＡＴｃ１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｓｉＡＰ￣１ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５).　 (３)Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐ￣ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＣＤ１３７ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ <
０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐ￣ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＣＤ１３７ ｉｎ￣
ｈｉｂｉｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５).　 Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐ￣ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ａｂｏｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｓｉＴＲＡＦ６ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉＪＮＫ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｉＡＰ￣１ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ. 　 　
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ ｓｉｇｎａｌ ｃａｎ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦＡＴｃ１ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 活化 Ｔ 细胞核因子 ｃ１(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
Ｔ ｃｅｌｌ ｃ１ꎬＮＦＡＴｃ１)参与调控动脉粥样斑块的形成ꎬ
抑制 ＮＦＡＴｃ１ 活性能明显抑制血管平滑肌细胞(ｖａｓ￣
ｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)增殖ꎬ从而阻遏粥样

斑块的形成[１￣２]ꎮ 我们前期研究[３￣４] 证实:炎症共刺

激分子 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 相互作用可以调控 ＮＦＡＴｃ１
的表达从而影响斑块的形成ꎬ ＮＦＡＴｃ１ 是连接

ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号与动脉粥样硬化斑块形成之间

的关键分子ꎮ 新近我们在小鼠平滑肌细胞实验中

进一步发现:ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号能够通过肿瘤坏

死因 子 受 体 相 关 因 子 ６ ( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ￣６ꎬＴＲＡＦ６) /核因子 κＢ(ｎｕ￣
ｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ￣κＢ)通路调控 ＮＦＡＴｃ１ 的表

达[５￣６]ꎮ 众所周知ꎬＴＲＡＦ６ 是一个泛素连接酶ꎬ是炎

症共刺激分子的下游分子ꎬ当它被上游分子激活

时ꎬ会在自身和其他蛋白上产生短小蛋白链ꎮ 因此

ＴＲＡＦ６ 作为一个分子开关ꎬ能够决定在细胞内激活

或开启何种信号通路ꎻＴＲＡＦ６ 是一种重要的细胞内

多功能信号分子ꎬ与炎症、骨代谢及动脉粥样硬化

形成密切相关ꎮ ＴＲＡＦ６ 是激活 ＮＦ￣κＢ 通路和丝裂

原活化蛋白激酶 (ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ
ＭＡＰＫ)信号通路的交叉点[７]ꎬ然而 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ
轴是否在激活 ＴＲＡＦ６ / ＮＦ￣κＢ 信号通路的同时也触

发了 ＭＡＰＫ 家族 ｃ￣Ｊｕｎ 氨基末端激酶(ｃ￣Ｊｕｎ ａｍｉｎｏ￣
ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅꎬＪＮＫ)信号ꎬ最终诱导活化蛋白 １(ａｃ￣
ｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ꎬ ＡＰ￣１) 的活化ꎬ从而进一步调控

ＮＦＡＴｃ１ 的表达? 因此ꎬ本研究旨在探讨炎症共刺

激分子 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号是否可通过 ＴＲＡＦ６ /
ＪＮＫ / ＡＰ￣１ 信号通路调控 ＮＦＡＴｃ１ 的表达ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要试剂

　 　 激动型 ＣＤ１３７ 抗体购自美国 Ｒ＆Ｄ 公司ꎮ 拮抗

型小鼠 ＣＤ１３７(４￣１ＢＢ)抗体、ＩｇＧ 同型对照购自美国

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎮ ＴＲＡＦ６ 抗体和磷酸化 ＡＰ￣１ 抗体

购自美国 Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｂｉｏｎｉｃｓ 公司ꎮ 磷酸化 ＪＮＫ 抗

体、ＮＦＡＴｃ１ 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司ꎮ 辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗购自碧云

天生物科技有限公司ꎮ 肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃ￣
ｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司ꎮ ＴＲ￣
Ｉｚｏｌ 试剂购自美国 Ｉｎｖｅｎｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
１.２　 细胞培养及分组

组织块贴壁法原代培养 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠胸主动

脉 ＶＳＭＣꎬ第 ３~５ 代细胞进行实验ꎮ 实验分为 ６ 组:
(１)对照组:用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基培

养ꎬ加入 ＴＮＦ￣α、白细胞介素 １β( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣
１β)、干扰素 γ( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣γꎬＩＦＮ￣γ)(终浓度均为 １０
μｇ / Ｌ)ꎻ(２)ＣＤ１３７ 刺激组:对照组基础上加激动型

ＣＤ１３７ｍＡｂ(终浓度 ７.５ ｍｇ / Ｌ)ꎻ(３)ＣＤ１３７ 抑制组:
对照组基础上用激动型 ＣＤ１３７ｍＡｂ (终浓度 ７. ５
ｍｇ / Ｌ)刺激 ２ ｈ 后ꎬ再加入拮抗型 ＣＤ１３７ｍＡｂ(终浓

度 １０ ｍｇ / Ｌ)ꎻ(４)ｓｉＴＲＡＦ６ 干预组:ＣＤ１３７ 刺激组基

础上加 ｓｉＴＲＡＦ６(终浓度 １６.７ ｎｍｏｌ / Ｌ) 干预ꎻ(５) ｓｉ￣
ＪＮＫ 干预组:ＣＤ１３７ 刺激组基础上加 ｓｉＪＮＫ(终浓度

１６.７ ｎｍｏｌ / Ｌ) 干预ꎻ(６) ｓｉＡＰ￣１ 干预组:ＣＤ１３７ 刺激

组基础上加 ｓｉＡＰ￣１(终浓度 １６.７ ｎｍｏｌ / Ｌ) 干预ꎮ
１.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 检测

提取各实验组细胞蛋白ꎬ按其不同浓度制备成

蛋白含量相等的实验样品ꎬ并煮沸变性ꎬ低温冷藏

备用ꎮ 上样、电泳、转膜、封闭后ꎬ分别加入 ＴＲＡＦ６
(１ ∶ １０００)、磷酸化 ＪＮＫ (ｐ￣ＪＮＫ) (１ ∶ ２０００)、磷酸

８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １ꎬ２０１７



化 ＡＰ￣１( ｐ￣ＡＰ￣１) (１ ∶ ２０００)、ＮＦＡＴｃ１ (１ ∶ ３００)、
ＧＡＰＤＨ(１ ∶ １５００)一抗ꎬ４℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３
次后室温下孵育二抗(１ ∶ １０００)２ ｈꎬ加高灵敏发光

液ꎬ置于发光系统观察待测蛋白条带的灰度差异ꎬ
以内参为参照ꎬ用内参与灰度值的比值表示蛋白表

达水平ꎮ
１.４　 免疫荧光法检测各组细胞中 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣
ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 荧光表达

将处于对数生长期的 ＶＳＭＣ 接种 ２４ 孔板中ꎬ待
细胞完全贴壁后ꎬ分别予以不同的培养体系ꎬ置于

３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中共孵育 ２４ ｈꎮ 多聚甲醛固

定细胞ꎬ０.３％Ｔｒｉｔｉｏｎ Ｘ￣１００ 作用 ４０ ｍｉｎ 后ꎬ３％牛血

清白蛋白封闭ꎬ分别加入 ＴＲＡＦ６(１ ∶ １０００)、ｐ￣ＪＮＫ
(１ ∶ ２０００)、ｐ￣ＡＰ￣１(１ ∶ ２０００)、ＮＦＡＴｃ１(１ ∶ ３００)一
抗ꎬ４℃孵育过夜ꎮ 二抗(１ ∶ １０００)室温孵育 １ ｈꎬ
４’ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(４’ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙ￣
ｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ) 染核ꎮ 置于荧光显微镜观察ꎬ采集

图像ꎮ
１.５　 ＣＣＫ￣８ 法检测各实验组细胞 ０、１２、２４、４８ ｈ 增

殖情况

将处于对数生长期的细胞ꎬ用胰蛋白酶消化ꎬ
以培养液稀释细胞使其浓度为(１ ~ ５) ×１０７ / Ｌꎬ分别

取 １００ μＬ 至 ９６ 孔培养板ꎬ每组细胞每块板接种 ３
个同样的孔作为复孔ꎬ细胞数为 ３ × １０３ 个 / 孔ꎬ在
３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养过夜ꎻ每块板设置 ３ 个

组:对照组、ＣＤ１３７ 刺激组、ＣＤ１３７ 抑制组ꎻ分别在

给药 ０、１２、２４、４８ ｈ 后ꎬ按 １ ∶ １０ 体积比混合 Ｃｅｌｌ
Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ￣８(ＣＣＫ￣８)和无血清必需基本培养基ꎬ
每孔 １００ μＬ 加入待测孔中ꎬ在 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱

中孵育 １ ｈꎻ用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度

(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ)值ꎮ 记录每块板的数值ꎮ
１.６　 统计学方法

本实验统计软件采用 ＳＰＳＳ １７.０ 软件ꎬ计量数

据均采用ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用单因素方差分析

及小样本 ｔ 检验ꎬＰ < ０. ０５ 被认为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号变化影响 ＶＳＭＣ 增殖

　 　 各组细胞干预结束后ꎬ分别在 ０、１２、２４、４８ ｈ 监

测每组吸光度值(Ａ 值)后绘制生长曲线ꎮ 结果显

示:ＣＤ１３７ 刺激组细胞生长率较对照组显著增高

(１.０６±０.１２ 比 ０.７８±０.０６ꎬＰ<０.０５)ꎬ而 ＣＤ１３７ 抑制

组细胞生长率较 ＣＤ１３７ 刺激组显著下降(０.８９±０.０５

比 １.０６±０.１２ꎬＰ<０.０５ꎻ图 １)ꎮ

图 １. ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号变化可以调控 ＶＳＭＣ 的增殖

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ ｓｉｇｎａｌ ｃｈａｎｇｅ ｍａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ

２.２ 　 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号对 ＶＳＭＣ 中 ＴＲＡＦ６、 ｐ￣
ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 表达的影响

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测方法发现ꎬ与对照组相

比ꎬ ＣＤ１３７ 刺 激 组 ( ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信 号 激 活 )
ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 表达增多ꎻ与 ＣＤ１３７
刺激组相比ꎬＣＤ１３７ 抑制组(ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号抑

制) ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 表达降低ꎮ 采

用 ｓｉＲＮＡ 技术分别沉默 ＴＲＡＦ６、ＪＮＫ、ＡＰ￣１ 后ꎬ与
ＣＤ１３７ 刺激组相比ꎬｓｉＴＲＡＦ６ 干预组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、
ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 表达降低ꎻｓｉＪＮＫ 干预组 ＴＲＡＦ６ 表

达无明显改变ꎬ而 ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 表达降

低ꎻｓｉＡＰ￣１ 干预组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ 表达无明显改变ꎬ
而 ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 表达下降(图 ２、 表 １)ꎮ
２.３ 　 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号对 ＶＳＭＣ 中 ＴＲＡＦ６、 ｐ￣
ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 荧光强度的影响

免疫荧光检测发现ꎬ与对照组相比ꎬＣＤ１３７ 刺

激组(ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号激活) ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣
ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 阳性荧光值明显增多(Ｐ<０.０５)ꎻ与
ＣＤ１３７ 刺激组相比ꎬＣＤ１３７ 抑制组(ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ
信号抑制) ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 阳性荧

光值明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 采用 ｓｉＲＮＡ 技术分别沉

默 ＴＲＡＦ６、ＪＮＫ、ＡＰ￣１ 后ꎬ与 ＣＤ１３７ 刺激组相比ꎬｓｉ￣
ＴＲＡＦ６ 干预组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 阳性

荧光值明显减少(Ｐ<０.０５)ꎻｓｉＪＮＫ 干预组 ＴＲＡＦ６ 阳性

荧光值无明显改变ꎬ而 ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 阳性

荧光值明显减少(Ｐ<０.０５)ꎻｓｉＡＰ￣１ 干预组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣
ＪＮＫ 阳性荧光值无明显改变ꎬ而 ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 阳

性荧光值明显减少(Ｐ<０.０５)(图 ３、图 ４)ꎮ
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图 ２. 各组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 蛋白表达(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为蛋白印迹图ꎬＢ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 为 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 相对

吸光度值的半定量分析ꎮ １ 为对照组ꎬ２ 为 ＣＤ１３７ 刺激组ꎬ３ 为 ＣＤ１３７ 抑制组ꎬ４ 为 ｓｉＴＲＡＦ６ 干预组ꎬ５ 为 ｓｉＪＮＫ 干预组ꎬ６ 为 ｓｉＡＰ￣１ 干预组ꎮ ａ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＣＤ１３７ 刺激组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐ￣ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｉｎ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ３)

表 １. 各组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 相对吸光度值的半定量分析(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｏｕｔ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐ￣ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｉｎ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ３)

指标 ＣＤ１３７ 刺激组 ＣＤ１３７ 抑制组 ｓｉＴＲＡＦ６ 干预组 ｓｉＪＮＫ 干预组 ｓｉＡＰ￣１ 干预组

ＴＲＡＦ６ １.６０±０.２６ ０.６０±０.０８ａ ０.１７±０.０２ａ １.０５±０.１２ ０.９８±０.０９
ｐ￣ＪＮＫ １.７６±０.２１ ０.４７±０.０６ａ ０.３０±０.０５ａ ０.０５±０.０１ａ １.１２±０.１５
ｐ￣ＡＰ￣１ １.５７±０.３１ ０.６２±０.０６ａ ０.３１±０.０４ａ ０.４５±０.０２ａ ０.１６±０.０４ａ

ＮＦＡＴｃ１ １.８０±０.３６ ０.５４±０.１５ａ ０.３２±０.０５ａ ０.５０±０.０６ａ ０.６４±０.０５ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＣＤ１３７ 刺激组比较ꎮ

图 ３. 免疫荧光法检测 ＴＲＡＦ６ 在 ＶＳＭＣ 中的表达(２００×)　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ＣＤ１３７ 刺激组ꎬＣ 为 ＣＤ１３７ 抑制组ꎬＤ 为 ｓｉＴＲＡＦ６ 干预

组ꎬＥ 为 ｓｉＪＮＫ 干预组ꎬＦ 为 ｓｉＡＰ￣１ 干预组ꎮ 绿色荧光为 ＴＲＡＦ６ 染色阳性区ꎬ蓝色荧光为 ＤＡＰＩ 细胞核染色ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＦ６ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｍｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ＶＳＭＣ (２００×)
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图 ４. 各组 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 阳性荧光表达( ｎ ＝ ３) 　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为 ＣＤ１３７ 刺激组ꎬ３ 为 ＣＤ１３７ 抑制组ꎬ４ 为

ｓｉＴＲＡＦ６ 干预组ꎬ５ 为 ｓｉＪＮＫ 干预组ꎬ６ 为 ｓｉＡＰ￣１ 干预组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＣＤ１３７ 刺激组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＦ６ꎬ ｐ￣ＪＮＫꎬ ｐ￣ＡＰ￣１ ａｎｄ ＮＦＡＴｃ１ ｉｎ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

ＣＤ１３７ 信号分子属于 ＴＮＦ 受体超家族的成员ꎬ
其信号的激活和抑制在炎症、免疫等相关疾病的调

节过程中起重要的作用[８￣９]ꎮ 新近研究表明ꎬＣＤ１３７
与其配体 ＣＤ１３７Ｌ 相互作用在动脉粥样硬化斑块发

生过程中起重要作用[１０￣１１]ꎮ 我们前期研究[５] 显示ꎬ
激活 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号能够促进 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠斑

块的形成ꎬ诱导斑块中淋巴细胞的激活和增殖ꎬ并
促使 ＮＦＡＴｃ１ 表达增加ꎬ证实 ＮＦＡＴｃ１ 是 ＣＤ１３７￣
ＣＤ１３７Ｌ 信号通路的下游分子ꎮ Ａｌｉｐｒａｎｔｉｓ 等[１２] 研

究发现ꎬＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号能够通过 ＴＲＡＦ６ / ＮＦ￣
κＢ 通路调控细胞 ＮＦＡＴｃ１ 的表达ꎬＮＦＡＴｃ１ 是细胞

内重要的转录因子ꎬ参与细胞增殖、炎症因子释

放等ꎮ
ＴＲＡＦ６ 是细胞内多功能的信号转导分子ꎬ与炎

症刺激及动脉粥样硬化斑块形成密切相关ꎮ ＴＲＡＦ６
是激活 ＮＦ￣κＢ 通路和 ＭＡＰＫ 信号通路的交叉点ꎬ在
与动脉粥样硬化血管钙化有相似机制的骨形成过

程中发现ꎬ炎症共刺激分子调控 ＮＦＡＴｃ１ 表达需激

活 ＴＲＡＦ６ 信 号ꎬ ＴＲＡＦ６ 被 激 活 后 既 可 以 通 过

ＴＲＡＦ６ / ＮＦ￣κＢ 通路调控 ＮＦＡＴｃ１ 表达ꎬ也可以通过

ＭＡＰＫ 信号(ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１ 途径)调控转录因

子 ＮＦＡＴｃ１ꎮ 然 而ꎬ ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信 号 调 控

ＮＦＡＴｃ１ 的表达是否在激活 ＴＲＡＦ６ / ＮＦ￣κＢ 信号的

同时也触发了 ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１ 途径? 目前尚不

清楚ꎮ
本实验在细胞水平探讨了 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号

是否通过 ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１ 途径调控小鼠 ＶＳＭＣ
的 ＮＦＡＴｃ１ 表达ꎬ正常 ＶＳＭＣ 很少表达 ＣＤ１３７ 分子ꎬ
通过加入炎症因子(ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＦＮ￣γ)预刺激诱

导 ＶＳＭＣ 表达 ＣＤ１３７ꎬ再予 ＣＤ１３７ 激动型抗体激活

ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号ꎬ结果显示:ＶＳＭＣ 的 ＴＲＡＦ６、ｐ￣
ＪＮＫ、ｐ￣ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 荧光及蛋白表达水平均明显

增加ꎬ抑制 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号时 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣
ＡＰ￣１、ＮＦＡＴｃ１ 荧光及蛋白表达水平降低ꎮ 进一步

通过 ｓｉＲＮＡ 干扰技术分别沉默 ＴＲＡＦ６、ｐ￣ＪＮＫ、ｐ￣
ＡＰ￣１ 时ꎬＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号调控 ＮＦＡＴｃ１ 的表达

均明显受到抑制ꎬ并且显示出信号通路中自上而下

的逐级抑制效应ꎮ 提示 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号能够激

活 ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１ 通 路 进 而 调 控 ＮＦＡＴｃ１ 的

表达ꎮ
综上所述ꎬ本研究显示 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号可

通过 ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１ 通路影响 ＮＦＡＴｃ１ 的表达ꎬ
刺激 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 信号无论是激活 ＴＲＡＦ６ / ＮＦ￣
κＢ 通路或是 ＴＲＡＦ６ / ＪＮＫ / ＡＰ￣１ 途径均显示其在动
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脉粥样硬化斑块形成中的重要作用ꎬ然而 ＣＤ１３７￣
ＣＤ１３７Ｌ 如何将信号传递至 ＴＲＡＦ６ 以及是否存在其

他信号通路有待进一步探讨ꎮ
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