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　　Ｆｒａｃｔａｌｋｉｎｅ（ＦＫＮ）是新发现的一种在动脉粥样斑块中

过量表达的趋化因子，与其受体ＣＸ３ＣＲ１结合，介导白细胞

黏附和趋化以及血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）的迁移，并刺激炎

症因子的表达和血小板的活化，因此被认为参与介导动脉粥

样硬化（ＡＳ）的炎症反应。蛋白激酶Ｂ（ＰＫＢ，又名Ａｋｔ）是与

炎症和白细胞的趋化过程密切相关的信号分子，通过介导白

细胞的黏附和趋化、ＶＳＭＣ的迁移及血小板的活化而在 ＡＳ
的形成和进展中发挥作用。关于ＦＫＮ／ＣＸ３ＣＲ１的信号转导

机制目前尚不明确，本实验的前期工作已经证实，ＦＫＮ可以

刺激人外周血单个核细胞 ＮＦκＢ信号分子的活化［１，２］，本次

通过研究ＦＫＮ可否刺激人外周血单个核细胞 Ａｋｔ活化，以

及磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、ＮＦκＢ与 Ａｋｔ活化的关系，进

一步探讨ＦＫＮ的信号转导机制。

１　材料和方法

１．１　试剂　人外周血浓缩白细胞、ＳＨ３００７１优等胎牛血清

（ＦＢＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）、青霉素（华北制药厂）、链霉素（华北制

药厂）、１．０７７ｇ／ｍｌ聚蔗糖泛影葡胺分离液（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公

司）、山羊抗兔ＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、重组人Ｆｒａｃｔａｌｋｉｎｅ（Ｃｙｔｏｌａｂ
公司）、卡托普利纯品（中美上海施贵宝公司惠赠）、ＰＤＴＣ
（Ｓｉｇｍａ公司）、ＬＹ２９４００２（Ｓｉｇｍａ公司）、兔抗人磷酸化 Ａｋｔ
抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ公司）、丽春红

Ｓ（上海生工生物工程技术服务有限公司）、ＧＡＰＤＨ（Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ）、化学发光法 （ＥＣＬ）试剂盒（上海国药集团化学试剂有

限公司生命科学部）。

１．２　分离人外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）　无菌条件下，用

Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法分离单个核细胞。

１．３　实验分组　按上述方法分离人外周血单个核细胞后，

以每孔１×１０７个单个核细胞／２ｍｌ铺于６孔细胞培养板中，

细胞随机分为５组，每组３个复孔。（１）空白对照组：单个核

细胞置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵育。（２）ＦＫＮ诱导组：在

单个核细胞培养液中加入ＦＫＮ，终浓度为０．５μｇ／ｍｌ，３７℃、

５％ＣＯ２培养箱中孵育。（３）ＦＫＮ＋ＬＹ２９４００２组：在单个核

细胞培养液中加入ＬＹ２９４００２，终浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ，作用１ｈ
后，加入ＦＫＮ，终浓度为０．５μｇ／ｍｌ，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中

孵育。（４）ＦＫＮ＋ＰＤＴＣ组：在单个核细胞培养液中加入

ＰＤＴＣ，终浓度为１５μｍｏｌ／Ｌ，作用１ｈ后，加入ＦＫＮ，终浓度

为０．５μｇ／ｍｌ，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵育。（５）ＦＫＮ＋卡托

普利组：在单个核细胞培养液中加入卡托普利，终浓度为４０

ｍｇ／Ｌ，作用１ｈ后，加入ＦＫＮ，终浓度为０．５μｇ／ｍｌ，３７℃、

５％ＣＯ２培养箱中孵育。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测各组单个核细胞内磷酸化 Ａｋｔ
水平　ＦＫＮ加入４５ｍｉｎ时应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测各组

细胞内磷酸化Ａｋｔ水平。将每组１×１０７个单个核细胞用冷

ＰＢＳ清洗，加入９０μｌ低渗裂解液，混匀，冰浴３０ｍｉｎ。加入

１０μｌ１０％乙基苯基聚乙二醇（ＮＰ４０），振荡２０ｓ，冰浴２ｍｉｎ，

然后４℃，１８５１６×ｇ，离心３５ｓ后取上清。Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定

蛋白浓度。取总蛋白３０μｇ，变性３ｍｉｎ，配制１０ｍｌ１２％的

分离胶和５ｍｌ５％积层胶，ＳＤＳＰＡＧＥ胶分离蛋白，半干电

转移法将蛋白转移到硝酸纤维素膜上，然后于脱脂奶粉中封

闭过夜。兔抗人磷酸化 Ａｋｔ抗体以１５００稀释，将硝酸纤

维素膜放入其中，室温下温和振荡１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次。１

２０００稀释山羊抗兔抗体，将硝酸纤维素膜放入其中，室温放

置１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次。在暗室中用ＥＣＬ化学发光试剂盒

进行曝光，扫描胶片，并用 ＯｌｙｍｐｕｓＡＸ７０图像分析系统进

行积分光密度值分析，内参ＧＡＰＤＨ检测同上。

１．５　统计学处理　采用Ｂａｒｔｌｅｔｔ法证明各组方差齐性后，用

方差分析和ＳＮＫｑ检验进行组间两两比较。

２　结　果

　　ＦＫＮ刺激４５ｍｉｎ时，ＦＫＮ诱导组较空白对照组条带增

粗，相对积分光密度值比空白对照组高（０．５８３±０．１３１ｖｓ

０．０８２±０．０２０，Ｐ＜０．０５）；应用ＬＹ２９４００２预刺激１ｈ，磷酸

化Ａｋｔ与ＦＫＮ诱导组相比，条带有增粗趋势，但其相对积分
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光密度值（０．６９３±０．０５９）与ＦＫＮ组比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）；应用ＰＤＴＣ预刺激１ｈ，磷酸化 Ａｋｔ较ＦＫＮ诱

导组条带变细，其相对积分光密度值（０．３０７±０．０６４）与

ＦＫＮ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；应用卡托普利干

预，磷酸化Ａｋｔ较ＦＫＮ诱导组条带变细，其相对积分光密度

值（０．２９６±０．００５）与ＦＫＮ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。结果见图１。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测各组磷酸化Ａｋｔ水平

１：空白对照组；２：ＦＫＮ；３：ＦＫＮ＋ＬＹ２９４００２；４：ＦＫＮ＋ＰＤＴＣ；

５：ＦＫＮ＋卡托普利

３　讨　论

　　ＦＫＮ是新发现的一种在动脉粥样斑块中过量表达的趋

化因子，在ＡＳ形成过程中参与炎症反应，ＦＫＮ可以介导表

达其受体ＣＸ３ＣＲ１的单核细胞、淋巴细胞、ＶＳＭＣ等向损伤

的血管内皮细胞黏附、趋化，并能跨越血管壁向血管外特定

部位迁移［３５］，ＦＫＮ还可以促进血小板活化，因此ＦＫＮ被认

为在动脉粥样硬化的形成和发展过程中起重要作用。

　　本课题组对ＦＫＮ的信号转导机制进行了一系列研究，

前期工作发现ＦＫＮ可刺激人单个核细胞 ＮＦκＢ表达增加，

Ｇ蛋白阻断剂ＰＴＸ、蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）特异性阻断剂ＲＯ３１

８２２０均可抑制该过程中ＮＦκＢ的表达［１２］，由于ＣＸ３ＣＲ１是

Ｇ蛋白偶联受体，推测ＦＫＮ与受体ＣＸ３ＣＲ１结合后可能激

活Ｇ蛋白／ＰＫＣ／ＮＦκＢ信号通路。

　　单个核细胞包括单核细胞和淋巴细胞，由于上述２种细

胞均表达ＦＫＮ的受体ＣＸ３ＣＲ１，而且动脉粥样硬化的发生

机制涉及单核细胞与淋巴细胞的黏附与趋化运动，故选择了

单个核细胞作为研究对象。

　　ＰＫＢ约由４８０个氨基酸组成，该激酶被证明为致小鼠白

血病的病毒癌基因ｖａｋｔ编码的蛋白产物，故又称Ａｋｔ，Ａｋｔ可

以作用于肌动蛋白，使细胞膜结构发生改变，促进细胞黏附和

趋化，Ａｋｔ的活性变化是导致血小板聚集及维持血小板活化

状态的重要基础，可以导致血小板释放活性物质和血小板黏

附聚集［６］，而ＦＫＮ可介导单核细胞、淋巴细胞等的黏附、趋化

运动，故推测ＦＫＮ刺激单个核细胞可能导致Ａｋｔ活化，进而

促使单个核细胞产生趋化运动。Ａｋｔ活化并非表达增加，而是

磷酸化，故本实验对磷酸化 Ａｋｔ进行了检测。本实验发现

ＦＫＮ刺激后单个核细胞内磷酸化Ａｋｔ水平升高，与空白对照

组相比差异有统计学意义，说明ＦＫＮ可以引起单个核细胞内

Ａｋｔ信号分子的磷酸化，即ＦＫＮ刺激单个核细胞可以活化

Ａｋｔ，那么，ＰＩ３Ｋ是否为该过程中Ａｋｔ的上游信号分子呢？

　　本实验采用ＰＩ３Ｋ特异性阻断剂ＬＹ２９４００２预处理单个

核细胞后，检测ＦＫＮ对磷酸化Ａｋｔ的活化作用，与预期结果

相反，磷酸化Ａｋｔ水平未见减少，与ＦＫＮ诱导组相比，差异无

统计学意义。ＰＩ３Ｋ与Ａｋｔ的上下游关系已经得到了国内外

学者的认同，本实验结果与预测不同，分析有如下可能：（１）在

ＦＫＮ刺激单个核细胞Ａｋｔ活化的过程中，ＰＩ３Ｋ不是其上游信

号分子，已有研究发现，Ａｋｔ除了ＰＩ３Ｋ作为经典的上游信号

分子，尚有其他激活途径，有人证明毛喉素和前列腺素Ｅ１可

以通过激活ｃＡＭＰ依赖性蛋白激酶ＰＫＡ激活Ａｋｔ，渥曼青霉

素作为ＰＩ３Ｋ的抑制剂不能抑制Ａｋｔ的活化［７］，另外，本课题

组在前期工作中发现 ＦＫＮ 作用于单个核细胞，可激活

ＰＫＣ［１２］，而且已有研究发现ＰＫＣ／Ａｋｔ信号通路在许多细胞

生命活动过程中发挥作用［８１０］，如Ｎａｍｇａｌａｄｚｅ等［８］发现，磷脂

酶Ａ所修饰低密度脂蛋白（ＰＬＡＬＤＬ）可诱导ＴＨＰ１单核细

胞Ａｋｔ磷酸化，ＰＫＣ阻断剂可抑制该过程中Ａｋｔ的活化，故推

测ＰＫＣ可能为ＦＫＮ刺激单个核细胞Ａｋｔ活化的上游信号分

子，该假设尚需进一步研究证实；（２）在ＦＫＮ刺激单个核细胞

Ａｋｔ活化的过程中，ＰＩ３Ｋ是Ａｋｔ的上游信号分子，但是在本实

验中，由于阻断剂的细胞特异性、作用时间不当、作用浓度不

当等因素，导致ＬＹ２９４００２未能起到阻断ＰＩ３Ｋ的作用。因此，

在ＦＫＮ促使单个核细胞内 Ａｋｔ活化的过程中，ＰＩ３Ｋ是否为

Ａｋｔ的上游信号分子尚需进一步研究。

　　本实验应用ＮＦκＢ的阻断剂ＰＤＴＣ来阻断ＮＦκＢ的作

用，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测ＰＤＴＣ预处理的单个核细胞

被ＦＫＮ刺激后Ａｋｔ的活化情况，结果发现ＦＫＮ＋ＰＤＴＣ组

与ＦＫＮ组相比，Ａｋｔ的活化受到抑制，可以得出结论，ＮＦκＢ
对于ＦＫＮ刺激引起的Ａｋｔ活化起促进作用。本实验的前期

研究工作已经证实，ＦＫＮ可以刺激单个核细胞 ＮＦκＢ信号

分子的活化［１２］，结合本实验结果，得知ＦＫＮ刺激人单个核

细胞后，可以引起 ＮＦκＢ和 Ａｋｔ的活化，但是难以确定 ＮＦ

κＢ即为Ａｋｔ的上游信号分子，这是由于ＮＦκＢ活化后，将与

ＩκＢ复合体解离，并进入核内，诱导相关基因转录，根据 ＮＦ

κＢ的活化机制，ＮＦκＢ应是多数信号分子在细胞核外信号

转导过程中的下游分子，而且已有多个研究证实，ＮＦκＢ在

很多信号转导过程中为Ａｋｔ的下游分子［１１１２］。结合理论、前

人研究和本实验结果，推测在ＦＫＮ刺激单个核细胞 Ａｋｔ活

化的过程中，ＮＦκＢ不应为 Ａｋｔ的上游分子，而只是对于

Ａｋｔ的活化具有正向调节作用，这种机制可能是下游分子对

于上游分子的反馈调节作用。本课题组拟应用 Ａｋｔ阻断剂

检测ＦＫＮ刺激单个核细胞后 ＮＦκＢ的活化情况，以确定

Ａｋｔ是否为ＮＦκＢ的上游信号分子。

　　本实验应用卡托普利预处理单个核细胞，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹方法检测ＦＫＮ刺激单个核细胞后 Ａｋｔ的活化情况，结

果发现ＦＫＮ＋卡托普利组与ＦＫＮ组相比，Ａｋｔ的活化受到

抑制。本实验加用卡托普利的目的，是研究 ＡＣＥＩ类药物是

否对于ＦＫＮ的信号转导过程有干预作用。根据本实验结

果，可以得出结论，卡托普利可以减轻ＦＫＮ刺激单个核细胞

引起的Ａｋｔ活化。卡托普利可否抑制ＦＫＮ诱导的单个核细

胞趋化和黏附运动尚需进一步研究证实。

　　综合本实验结果，ＦＫＮ可激活人外周血单个核细胞内

Ａｋｔ信号分子，使之磷酸化，ＰＩ３Ｋ在该过程中是否为 Ａｋｔ的

上游信号分子尚需进一步研究，ＮＦκＢ信号分子对于Ａｋｔ的

激活具有向上调节作用，卡托普利可抑制ＦＫＮ诱导的 Ａｋｔ
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活化，结合本实验的前期研究结果［１２］，作出如下推测，

ＦＫＮ———ＰＫＣ、Ａｋｔ、ＮＦκＢ———单个核细胞黏附、趋化———

动脉粥样硬化，而ＰＫＣ、Ａｋｔ、ＮＦκＢ之间还可能构成复杂的

网络关系，梳理ＦＫＮ刺激单个核细胞的信号转导关系网，并

了解ＡＣＥＩ类药物对该信号转导过程的干预作用，尚需要进

一步实验。
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