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斯钙素１激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ通路促进内皮祖细胞增殖和迁移
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　　［摘要］　目的　研究斯钙素 １（ｓｔａｎｎｉｏｃａｌｃｉｎ１，ＳＴＣ１）对内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｅｃｕｓｏｒｃｅｌｌｓ，
ＥＰＣｓ）增殖和迁移的影响并探讨其机制。方法　密度梯度离心法分离、培养后，采用荧光双染法鉴定
ＳＤ大鼠脾源性ＥＰＣｓ。不同浓度人重组斯钙素１（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｓｔａｎｎｉｏｃａｌｃｉｎ１，ｒｈＳＴＣ１）处理ＥＰＣｓ，
结合ｓｉＲＮＡ技术干扰ＥＰＣｓＳＴＣ１表达，检测ＥＰＣｓ增殖能力及迁移能力的变化；观察 ＳＴＣ１对蛋白激酶
Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ／Ａｋｔ）、内皮型一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）及其磷酸化
水平的影响；然后观察使用磷脂酰肌醇 ３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）特异性抑制剂
ＬＹ２９４００２和ｅＮＯＳ特异性抑制剂ＬＮＡＭＥ预处理的 ＥＰＣｓ对 ｒｈＳＴＣ１的反应。结果　荧光双染法鉴定
ＥＰＣｓ阳性率约为８８．５％；外源性给予 ｒｈＳＴＣ１呈浓度依赖性的促进 ＥＰＣｓ增殖与迁移；而干扰内源性
ＳＴＣ１的表达，则抑制其增殖与迁移；外源性给予ｒｈＳＴＣ１增加ＥＰＣｓ中Ａｋｔ和ｅＮＯＳ的磷酸化水平，而运
用ＰＩ３Ｋ抑制剂（ＬＹ２９４００２）和ｅＮＯＳ抑制剂（ＬＮＡＭＥ）分别处理 ＥＰＣｓ后，ｒｈＳＴＣ１诱导的 ＥＰＣｓ增殖与
迁移能力明显降低。结论　ＳＴＣ１通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路，增强ＥＰＣｓ增殖、迁移能力，为损
伤血管的修复提供了新的靶点。

　　［关键词］　 斯钙素１；内皮祖细胞；增殖；迁移；蛋白激酶Ｂ；内皮型一氧化氮合酶
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ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１３７０２１１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨｕａｎｇＬａｎ，Ｔｅｌ：８６２３６８７５５６０１，

Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｌａｎ２６０＠１２６．ｃｏｍ

　　内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｅｃｕｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）是内
皮细胞的前体细胞，可靶向归巢至损伤血管部位有效

促进内皮修复。但ＥＰＣｓ数目和有效的定向迁移影响
了ＥＰＣｓ靶向治疗临床应用，找到调节 ＥＰＣｓ增殖、迁
移的关键靶点对于调控 ＥＰＣｓ有效修复血管至关重
要。斯钙素１（ｓｔａｎｎｉｏｃａｌｃｉｎ１，ＳＴＣ１）是一种糖蛋白激
素，广泛存在于人富含血管的器官、组织中，最近的研

究表明ＳＴＣ１能保护心肌细胞、内皮细胞对抗有害刺
激，有效促进细胞增殖、迁移的作用［１］。ＳＴＣ１对ＥＰＣｓ
的功能影响研究尚少。本实验拟观察 ＳＴＣ１对 ＥＰＣｓ
增殖、迁移的影响，并研究 ＳＴＣ１是否通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
ｅＮＯＳ信号通路起作用，以期为以提高 ＥＰＣｓ功能为基
础的细胞靶向治疗提供新依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　大鼠淋巴细胞分离液购于灏洋生物制品公司（中
国），ＤＭＥＭ低糖培养基和胎牛血清购自 Ｇｉｂｉｃｏ公司
（美国），胰酶购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司（美国），ｒｈＳＴＣ１购自
Ｂｉｏｖｅｎｄｏｒ公司（英国），ＳＴＣ１抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司
（美国），ｓｉＲＮＡＳＴＣ１来源于上海吉玛制药技术有限公
司（中国），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅｌｉｐｏ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司
（美国），ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２和 ｅＮＯＳ抑制剂 Ｌ
ＮＡＭＥ购自Ｓｉｇｍａ公司（美国），Ａｋｔ、ｐＡｋｔ（Ｓ１１７７）及
ｅＮＯＳ、ｐｅＮＯＳ（Ｓ１１７７）抗体来源于ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司（美国），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞小室购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司（美国）。

１．２　ＥＰＣｓ的分离培养
　　雄性 ＳＤ大鼠２只，体质量１５０ｇ左右，由新桥医
院实验动物中心提供。脱臼法处死，无菌操作分离脾

脏。超净工作台上，２００目滤网放在玻璃皿上，再将脾
脏置于滤网上。剪碎脾脏用４℃预冷的无菌磷酸盐缓
冲液（ＰＢＳ）冲洗，至滤网上组织发白。１５ｍＬ离心管
加４ｍＬ大鼠淋巴细胞分离液，将滤过的液体轻轻吸入
离心管中，滤液约８ｍＬ，４℃２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。

取出离心管，轻轻吸出离心管中间白色薄膜层，此为单

个核细胞。吸取的单个核细胞加入装有 ＰＢＳ的离心
管中，１５００ｒ／ｍｉｎ离心洗涤，重复２次。洗涤后，弃除
ＰＢＳ，管内加入含１０％优质胎牛血清的 ＤＭＥＭ低糖培
养基，用吸管轻轻吹打混匀。接种至 ６、２４孔板或者
９６孔板中，细胞置５％ＣＯ２、３７℃、饱和湿度培养箱中
培养，第２天换液后每３天换液。
１．３　ＥＰＣｓ荧光双染鉴定
　　４～７ｄ后，培养的细胞与２．４μｇ／ｍＬＤｉＩａｃＬＤＬ
避光孵育１ｈ。吸除孵育液，ＰＢＳ清洗３次，４％ＰＦＡ固
定，吸除液体，ＰＢＳ清洗３次。１０μｇ／ｍＬＦＩＴＣＵＥＡＩ
避光孵育 １ｈ。ＰＢＳ清洗 １次。ＤｉＩａｃＬＤＬ和 ＦＩＴＣ
ＵＥＡＩ双染阳性细胞为ＥＰＣｓ。
１．４　ｒｈＳＴＣ１对ＥＰＣｓ增殖的影响
　　取出培养了６ｄ的ＥＰＣｓ９６孔板，每组加入相应浓
度的ｒｈＳＴＣ１，未处理组为对照，放回培养箱培养。２４ｈ
后取出，每孔加入ＣＣＫ８检测试剂１０μＬ，将９６孔板放
回培养箱中孵育４ｈ后取出置于酶标仪中，波长４５０ｎｍ
处测定光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．５　ｒｈＳＴＣ１对ＥＰＣｓ迁移的影响
　　２４孔板中每个孔中加入加入５００μＬ含１０％胎牛
血清ＤＭＥＭ低糖培养基，待测孔加入 ｒｈＳＴＣ１，其稀释
终浓度为 ２０、５０、１００μｇ／ｍＬ，未处理组为对照。将
Ｔｒａｎｗｅｌｌ小室放入２４孔板中，胰酶消化重悬 ＥＰＣｓ，每
孔加入２００μＬ含２×１０５个细胞的无血清ＤＭＥＭ低糖
培养基细胞悬液。盖好板子，３７℃，饱和湿度，５％ＣＯ２
培养箱培养１６ｈ。ＰＢＳ漂洗２次，无水乙醇固定３０ｓ，
ＰＢＳ漂洗 １次。棉签轻轻擦去上层未迁移细胞，结晶
紫染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次。在２００倍显微镜计数迁
移细胞，随机选取５个视野。
１．６　ｓｉＲＮＡ沉默ＳＴＣ１对ＥＰＣｓ增殖、迁移的影响
　　ｓｉＲＮＡＳＴＣ１正义链：５′ＧＣＵＣＡＡＵＧＵＵＵＧＣＡＧＣ
ＡＵＵＴＴ３′，反义链：５′ＡＡＵＧＣＵＧＣＡＡＡＣＡＵＵＧＡＧＣＴＴ
３′，ＴＴ为３′端悬头。ｓｉＲＮＡ阴性对照为与 ＳＴＣ１序列
无同源性的对照，未处理组作对照。２４孔板（或９６孔
板）用不含双抗（青霉素、链霉素）的１０％优质胎牛血

６７４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



清和ＤＭＥＭ低糖培养基培养 ＥＰＣｓ，培养至第５天，细
胞密度 ６０％ ～８０％，准备待用。取 ２０ｐｍｏｌｓｉＲＮＡ
ＳＴＣ１或ｓｉＲＮＡ阴性对照（９６孔板５ｐｍｏｌ）溶于５０μＬ
无血清 ＤＭＥＭ低糖培养基稀释配制成 Ａ液。１μＬ
（９６孔板０．２５μＬ）ｌｉｐｏ２０００加入 ５０μＬ无血清ＤＭＥＭ
低糖培养基，混匀，室温放置 ５ｍｉｎ，配制为 Ｂ液。
Ａ、Ｂ液混合，放置２０ｍｉｎ。期间将待用细胞培养板内
培养基换为无血清培养基，每孔４００μＬ。ＡＢ混合液
加入对应孔内３７℃、饱和湿度，５％ＣＯ２培养箱孵育。
４～６ｈ后吸弃细胞培养板内培养液，换为含１０％优质
胎牛血清的ＤＭＥＭ低糖培养基。放入孵箱继续培养。
转染４８ｈ后，ＣＣＫ８检测增殖能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测迁
移能力。

１．７　ＳＴＣ１对ＥＰＣｓ中ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路相关
蛋白表达影响

１．７．１　ｒｈＳＴＣ１对ＥＰＣｓ中Ａｋｔ和ｅＮＯＳ表达的影响　
　２０、５０、１００μｇ／ｍＬｒｈＳＣＴ１孵育ＥＰＣｓ２４ｈ，未处理组
为对照，提取细胞总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐＡｋｔ、
ｐｅＮＯＳ和ｔＡｋｔ、ｔｅＮＯＳ表达。
１．７．２　ｓｉＲＮＡ沉默 ＳＴＣ１对 ＥＰＣｓ中 Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ表
达的影响　　培养５ｄ的 ＥＰＣｓ利用 ｓｉＲＮＡ沉默技术
抑制 ＳＴＣ１的表达，培养 ４８ｈ。提取 ＥＰＣｓ总蛋白，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＡｋｔ、ｐｅＮＯＳ和ｔＡｋｔ、ｔｅＮＯＳ表达。
１．８　ＬＹ２９４００２（ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂）和 ＬＮＡＭＥ

（ｅＮＯＳ特异性抑制剂）对ＥＰＣｓ增殖、迁移的影响
　　１０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２（ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂）和
１００μｍｏｌ／ＬＬＮＡＭＥ（ｅＮＯＳ特异性抑制剂）分别预处
理ＥＰＣｓ３０ｍｉｎ，再加入终浓度５０μｇ／ｍＬｒｈＳＣＴ１孵育
２４ｈ；未加抑制剂，只加 ｒｈＳＣＴ１为 ＳＴＣ１组，未处理组
为对照。分别采用 ＣＣＫ８和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移实验
检测ＥＰＣｓ增殖能力和迁移能力。
１．９　统计学处理
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软
件分析。多组之间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较用Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验。

２　结果

２．１　ＥＰＣｓ的鉴定
　　红色荧光（图１Ａ）表示具有摄取 ＤｉｌａｃＬＤＬ的能
力的细胞；绿色荧光（图１Ｂ）表示能与 ＦＩＴＣＵＥＡ１结
合的细胞；图像融合显示双染的细胞即为 ＥＰＣｓ
（图１Ｄ）。蓝色荧光（图１Ｃ）表示细胞核 ＤＡＰＩ染色。
随机视野（ｎ＝５）计数双染阳性细胞百分比为（８８．５±
５．２）％。
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#

$

Ａ：ＤｉｌａｃＬＤＬ阳性细胞；Ｂ：ＦＩＴＣＵＥＡ１阳性细胞；Ｃ：ＤＡＰＩ
阳性细胞；Ｄ：双阳性细胞为正在分化的ＥＰＣｓ
图１　激光共聚焦显微镜观察吞噬ＤｉｌａｃＬＤＬ和ＵＥＡ１

鉴定ＥＰＣｓ　（×４００）

２．２　ｒｈＳＴＣ１对ＥＰＣｓ增殖、迁移的影响
　　外源性给予不同浓度（２０、５０、１００μｇ／ｍＬ）ｒｈＳＴＣ１
处理ＥＰＣｓ。ＣＣＫ８检测细胞增殖情况显示，２０μｇ／ｍＬ
ＳＴＣ１处理组（１．４１±０．０４）、５０μｇ／ｍＬＳＴＣ１处理组
（１．５９±０．０８）、１００μｇ／ｍＬＳＴＣ１（１．９５±０．０６）处理组
与正常对照组 （１．２２±０．０５）相比，Ｄ（４５０）值都显著
增加（Ｐ＜０．０５），提示 ｒｈＳＴＣ１呈浓度依赖性地促进
ＥＰＣｓ增殖。
　　运用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞迁移情况也表
明，ＥＰＣｓ迁移数量 ２０μｇ／ｍＬＳＴＣ１处理组（３７．４０±
１５０）、５０μｇ／ｍＬＳＴＣ１处理组（４３．００±１．３４）、１００μｇ／ｍＬ
ＳＴＣ１处理组（４８．００±１．２３）均显著高于正常对照组
［（３０．００±２．３０），Ｐ＜０．０５］，说明ｒｈＳＴＣ１浓度依赖性
的促进ＥＰＣｓ迁移。
２．３　ｓｉＲＮＡ沉默ＳＴＣ１对ＥＰＣｓ增殖、迁移的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示沉默 ＳＴＣ１组与对照组相
比，ＳＴＣ１的表达水平明显下调（图 ２）。进一步用
ＣＣＫ８检测细胞增殖情况，发现干扰 ＳＴＣ１，阴性对照
组Ｄ（４５０）值（１．１３±０．０５）与正常对照组（１．２２±
００５）相比无明显变化，而沉默 ＳＴＣ１组 Ｄ（４５０）值
（０９５±０．０４）较正常对照组明显减少（Ｐ＜０．０５），说
明抑制ＥＰＣｓ内源性ＳＴＣ１抑制了ＥＰＣｓ的增殖。
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验观察细胞的迁移情况发现阴性
对照组 ＥＰＣｓ迁移数目（２９．４０±１．９７）与正常对照组
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（３０．００±２．３０）相比，无明显变化。沉默ＳＴＣ１组ＥＰＣｓ
迁移数目（２２．００±１．６７）较正常对照组（３０．００±２．３０）
明显减少（Ｐ＜０．０５），说明抑制 ＥＰＣｓ内源性 ＳＴＣ１抑
制了ＥＰＣｓ的迁移。
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１：对照；２：阴性对照；３：ｓｉＲＮＡＳＴＣ１
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测沉默ＳＴＣ１对ＥＰＣｓＳＴＣ１

表达的影响

２．４　ＳＴＣ１影响Ａｋｔ与ｅＮＯＳ的磷酸化
　　ｒｈＳＴＣ１对 Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ的表达无影响，但明显促
进Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ的磷酸化且呈浓度依赖性。用 ｓｉＲＮＡ
转染处理ＥＰＣｓ，沉默内源性ＳＴＣ１同样对Ａｋｔ和ｅＮＯＳ
的表达无明显影响，但干扰 ＳＴＣ１明显下调 Ａｋｔ和
ｅＮＯＳ的磷酸化水平（图３）。提示 ＳＴＣ１影响 ＥＰＣｓ增
殖、迁移可能与ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路有关。
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１：对照；２：ＳＴＣ１２０μｇ／ｍＬ；３：ＳＴＣ１５０μｇ／ｍＬ；４：ＳＴＣ１
１００μｇ／ｍＬ；５：ｓｉＲＮＡＳＴＣ１
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐＡｋｔＳｅｒ４７３、ｐｅＮＯＳＳｅｒ１１７７和 Ａｋｔ、
ｅＮＯＳ；Ｂ：半定量分析（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度ｒｈＳＴＣ１和沉默ＳＴＣ１对

Ａｋｔ和ｅＮＯＳ磷酸化的影响

２．５　抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路对 ｒｈＳＴＣ１诱导
的ＥＰＣｓ增殖、迁移的影响

　　与ＳＴＣ１组相比，分别用ＬＹ２９４００２和ＬＮＡＭＥ预
处理ＥＰＣｓ后，ＳＴＣ１诱导的细胞增殖、迁移明显被逆转
（Ｐ＜０．０５，图４），提示 ＳＴＣ１促进 ＥＰＣｓ增殖、迁移是
通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ发挥作用的。
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１：对照；２：ＬＹ２９４００２；３：ＬＮＡＭＥ；４：ＳＴＣ１；５：ＬＹ２９４００２＋
ＳＴＣ１；６：ＬＮＡＭＥ＋ＳＴＣ１
Ａ：ＣＣＫ８检测ＥＰＣｓ增殖活性（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室实验检测细胞迁移数目（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与
ＳＴＣ１比较
图４　ＬＹ２９４００２和ＬＮＡＭＥ对ｒｈＳＴＣ１诱导的ＥＰＣｓ增殖、

迁移的影响

３　讨论

　　随着我国逐步进入老龄化社会，心脑血管疾病慢
慢成为威胁人们的主要疾病。动脉粥样硬化作为多种

心脑血管疾病的共同病理基础，有效的预防与治疗对

控制心脑血管疾病的发生和发展至关重要。血管内皮

的损伤是动脉粥样硬化的始动环节，尽早促进损伤血

管的再内皮化、恢复血管内皮的完整性，可有效预防血

栓形成和抑制血管平滑肌细胞的异常增生。因此，探

索内皮再生机制，促进受损血管处内皮细胞的良性再

生，是治疗损伤性血管疾病的关键。ＥＰＣｓ是血管内皮
的前体细胞，在体内能够归巢至损伤血管壁的新生内

膜中分化成有功能的内皮细胞参与损伤血管的再内皮

化。研究发现冠心病患者循环血中 ＥＰＣｓ数量显著下
降，迁移能力受损，常见心血管病危险因子如吸烟、高
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脂血症、高糖血症等也损害了 ＥＰＣｓ的增殖和迁移能
力［２－５］，导致ＥＰＣｓ归巢至受损内皮处的数量减少，修
复能力显著降低。目前，对于调控 ＥＰＣｓ增殖、迁移的
机制研究尚不透彻，缺乏比较有效的调控手段。因此

进一步研究调节ＥＰＣｓ的关键因子，有效促进 ＥＰＣｓ增
殖、迁移，在ＥＰＣｓ介导的细胞治疗中显得尤为重要。
　　ＳＴＣ１是一种能促进内皮细胞增殖、迁移的糖蛋白
激素，主要通过旁分泌和自分泌的形式作用于细胞线

粒体内膜的受体后进一步发挥作用。ＳＴＣ１在人心脏、
肺、肝、肾脏等高度血管化的组织中广泛存在，与心血

管功能密切相关。目前的研究认为它是一种保护性激

素，保护心肌细胞对抗缺氧，防止钙超载。在内皮细胞

中，能提高动脉内皮细胞的活性，促进人脐静脉内皮细

胞增殖、迁移，促进血管新生。已有研究表明 ＳＴＣＩ通
过多种通路调节了乳腺癌细胞、人脐静脉内皮细胞、生

长板软骨细胞的增殖、迁移，但 ＳＴＣ１对 ＥＰＣｓ增殖、迁
移的作用及机制尚少见报道。本实验室在前期研究发

现Ｎｏｔｃｈ、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＭＡＰＫ等多条信号通路参与 ＥＰＣｓ
增殖与迁移的调控，对 ＳＴＣ１是否也通过这些通路影
响ＥＰＣｓ增殖、迁移，我们进行了实验研究。
　　我们的研究表明，外源性给予不同浓度 ｒｈＳＴＣ１，
可浓度依赖性地促进大鼠脾源性 ＥＰＣｓ的增殖、迁移，
而用ｓｉＲＮＡ技术沉默大鼠ＥＰＣｓ内源性ＳＴＣ１，ＥＰＣｓ的
增殖、迁移功能受到了抑制；ＳＴＣ１影响 ＥＰＣｓＡｋｔ与
ｅＮＯＳ的磷酸化，而抑制 Ａｋｔ与 ｅＮＯＳ的磷酸化可明显
阻断ＳＴＣ１对ＥＰＣｓ增殖、迁移的促进作用。
　　ＳＴＣ１对细胞功能影响的研究已多有报道，然而其
对ＥＰＣｓ生物学功能的报道尚少见到。在已有细胞学
功能研究报道中，ＳＴＣ１对不同细胞功能的作用也不尽
相同。ＳＴＣ１在乳腺癌细胞中、卵巢癌细胞、脐静脉内
皮细胞中促进了细胞增殖、迁移，在乳腺癌细胞、宫颈

癌细胞、生长板软骨细胞中抑制了增殖、迁移。乳腺癌

中，Ｃｈａｎｇ等［６］发现抑制 ＳＴＣ１能减小肿瘤大小，抑制
乳腺癌细胞侵袭，而 Ｄａｎｉｅｌ等［７］则证实抑制 ＳＴＣ１表
达，可以上调了黄体酮受体进而抑制乳腺癌细胞增殖；

在卵巢癌中，Ｌｉｕ等［８］发现ＳＴＣ１促进了卵巢细胞的增
殖、迁移；Ｇｕｏ等［９］过表达 ＳＴＣ１发现宫颈癌细胞增殖
和迁移的能力受到抑制。非肿瘤细胞中，Ｌａｗ等［１０］证

实ＳＴＣ１促进了人脐静脉内皮细胞增殖、迁移。但是，
Ｗｕ等［１１］的研究则发现 ＳＴＣ１抑制了生长板软骨细胞
的增殖；本研究中，我们发现 ＳＴＣ１能促进 ＥＰＣｓ的增
殖、迁移，这与 Ｌｉｕ［８］、Ｌａｗ等［１０］的报道一致。ＳＴＣ１不
同细胞生物学功能，可能与不同细胞类型，不同的微环

境有关。在生长板软骨细胞中，ＳＴＣ１抑制增殖的作用

可被磷酸盐转运抑制剂磷酸三钠甲酸盐逆转。说明

ＳＴＣ１抑制生长板软骨细胞增殖可能与ＳＴＣ１调节钙磷
代谢从而影响软骨细胞的钙磷微环境有关。在宫颈癌

细胞和乳腺癌细胞中，ＳＴＣ１抑制了细胞增殖、迁移，而
在乳腺癌细胞中这一功能是通过上调黄体酮受体实

现，说明性别差异，性激素也可能参与了 ＳＴＣ１对细胞
增殖、迁移的调节。

　　ＳＴＣ１促进 ＥＰＣｓ增殖、迁移通过了 ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ／
ｅＮＯＳ途径。Ｍｕｒａｉ等［１２］发现 ＳＴＣ１通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ信
号通路增强了乳腺癌细胞侵袭性。我们的研究与之相

似，发现ＳＴＣ１促进了ＥＰＣｓ中Ａｋｔ蛋白Ｓｅｒ４７３位点磷酸
化，激活了ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ信号通路。活化的 ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ信
号通路可以进一步激活下游多条通路，常见促进细胞

增殖、迁移的有ｍＴＯＲ，ＩＫＫ，ｅＮＯＳ等。
　　ｅＮＯＳ是调节 ＥＰＣｓ功能的重要分子，与 ＥＰＣｓ增
殖、迁移密切相关。因此，我们推测 ＳＴＣ１可能通过
ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ进一步激活 ｅＮＯＳ，进而促进 ＥＰＣｓ的增殖、
迁移。ｅＮＯＳ的活化除了增加细胞内钙离子，促进钙调
蛋白与 ｅＮＯＳ结合，促进 ｅＮＯＳ活化外，还可以通过
ｅＮＯＳ磷酸化、热休克蛋白９０、小凹蛋白等调节 ｅＮＯＳ
活性。其中ｅＮＯＳ磷酸化是蛋白翻译后 ｅＮＯＳ功能调
控的重要手段。ｅＮＯＳ丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸残基可
以被磷酸化，是 ｅＮＯＳ磷酸化的主要位点。现有被证
实有重要作用的磷酸化位点有位于还原酶区的的

Ｓｅｒ１１７７和位于钙调素结合区的 Ｔｈｒ４９５。其他的还有
Ｓｅｒ１１４，Ｓｅｒ６３３，Ｔｙｒ８１，ａｎｄＴｙｒ６５７。在静息的细胞中，
Ｓｅｒ１１７７位点一般不被磷酸化。但当细胞暴露于流体剪
切力或接触到雌激素，ＶＥＧＦ，胰岛素，缓激肽时。这些
刺激因子会激活 Ａｋｔ，ＡＭＰ依赖的蛋白激酶［Ａｄｅｎｏ
ｓｉｎｅ５’ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＡＭＰ）ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＡＭＰＫ］，钙调蛋白激酶Ⅱ（Ｃａ２＋／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ，ＣａＭＫⅡ），蛋白激酶 Ａ（ＰｒｏｔｅｉｎＫｉ
ｎａｓｅＡ，ＰＫＡ）等激酶促进 ｅＮＯＳ磷酸化。我们的研究
证实ＳＴＣ１与雌激素和 ＶＥＧＦ类似，在 ＥＰＣｓ中 ＳＴＣ１
激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ，活化的 Ａｋｔ进一步促进了 ｅＮＯＳ磷酸
化位点Ｓｅｒ１１７７磷酸化进而激活ｅＮＯＳ。
　　活化的ｅＮＯＳ与活化的Ａｋｔ参与了ＥＰＣｓ的增殖、
迁移、动员、血管新生等多种生物学功能［１３－１６］。ＳＴＣ１
激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ／ｅＮＯＳ的具体机制还不明确，而 ＳＴＣ１
受体结合分析和分馏法分析显示，ＳＴＣ１大多数高亲和
力结合位点位于线粒体内膜上，ＳＴＣ１是否通过直接结
合受体，进而影响分子构象或激活下游分子激活

ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ／ｅＮＯＳ通路还有待进一步证实。Ｌａｗ等［１０］

研究发现，ＳＴＣ１在 ＨＵＶＥＣ中促进了 ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１等

９７４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１３）



旁分泌促血管生长因子表达，ＥＰＣｓ是 ＥＣｓ前体细胞，
其旁分泌功能较 ＥＣｓ更强，我们推测 ＳＴＣ１也可能促
进了ＥＰＣｓ表达ＶＥＧＦ等细胞因子。而大量文献证实
ＶＥＧＦ可以活化ＡＫｔ／ｅＮＯＳ途径，所以 ＳＴＣ１也可能通
过促进ＥＰＣｓ表达 ＶＥＧＦ，进而间接活化 Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信
号通路。

　　综上所述，我们的实验证明 ＳＴＣ１可以促进大鼠
脾脏来源ＥＰＣｓ的增殖和迁移，这一功能与激活ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路相关。我们的这一发现也为改善
ＥＰＣｓ功能为基础的细胞靶向治疗提供了新思路。
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