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　　［摘要］　目的　研究Ｔｏｌｌ样受体９（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ９，ＴＬＲ９）在缺氧诱导大鼠肺动脉平滑肌细胞
（ｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＲＰＡＳＭＣｓ）增殖中的作用及机制。方法　采用 ＭＴＴ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、ＰＣＲ法检测 ＲＰＡＳＭＣｓ的相对增殖水平、蛋白表达水平、ｍＲＮＡ转录水平。①３％ Ｏ２，３６ｈ处理
ＲＰＡＳＭＣｓ，构建缺氧诱导ＲＰＡＳＭＣｓ增殖的细胞模型，检测细胞相对增殖水平、ＴＬＲ９、磷酸化 ｃｊｕｎ氨基
末端激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｃｊｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ｐＪＮＫ）蛋白表达水平。②缺氧条件下分别使用小干扰
ＲＮＡ序列（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｓｉＲＮＡ）或 ２０μｍｏｌ／ＬＴＬＲ９激动剂 ＯＤＮ１８２６敲低或活化
ＴＬＲ９，检测ＲＰＡＳＭＣｓ的细胞增殖水平和 ｃｊｕｎ氨基末端激酶（ｃｊｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）磷酸化水
平。③缺氧时使用５μｍｏｌ／ＬＪＮＫ抑制剂 ＳＰ６００１２５处理 ＲＰＡＳＭＣｓ，检测缺氧条件下细胞相对增殖水
平。④缺氧时复合使用 ２０μｍｏｌ／ＬＴＬＲ９激动剂 ＯＤＮ１８２６和 ５μｍｏｌ／ＬＪＮＫ抑制剂 ＳＰ６００１２５处理
ＲＰＡＳＭＣｓ，检测ＲＰＡＳＭＣｓ的ＪＮＫ磷酸化水平和相对增殖水平。结果　缺氧组ＲＰＡＳＭＣｓ的相对增殖水
平［（１．３０±０．０７），Ｐ＜０．０１］以及 ＴＬＲ９蛋白水平［（１．７０±０．２２），Ｐ＜０．０５］和 ＪＮＫ磷酸化［（１．８３±
０．１８），Ｐ＜０．０１］都显著高于常氧组。敲低ＴＬＲ９显著抑制缺氧诱导的ＲＰＡＳＭＣ增殖［（０．６４±０．０９），Ｐ＜
０．０１］并减少ＪＮＫ磷酸化［（０．４９±０．０１），Ｐ＜０．００１］。ＴＬＲ９激动剂显著促进 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖［（２．０１±
０．０８），Ｐ＜０．００１］且增加 ＪＮＫ的磷酸化［（２．１１±０．３３），Ｐ＜０．０１］。ＪＮＫ抑制剂抑制 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖
［（０．７０±０．０６），Ｐ＜０．０５］。与缺氧＋ＴＬＲ９激动剂组相比，缺氧＋ＴＬＲ９激动剂＋ＪＮＫ抑制剂组 ＲＰＡＳＭＣｓ
ＪＮＫ磷酸化［（０．８２±０．１４）ｖｓ（１．５９±０．３０），Ｐ＜０．００１］和相对增殖水平［（１．０８±０．０５）ｖｓ（１．３５±０．０２），
Ｐ＜０．００１］都显著降低。结论　缺氧时ＴＬＲ９通过激活ＪＮＫ通路促进大鼠肺动脉平滑肌细胞增殖。
　　［关键词］　 Ｔｏｌｌ样受体９；磷酸化ｃｊｕｎ氨基末端激酶；大鼠肺动脉平滑肌细胞；缺氧；细胞增殖
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　　缺氧性肺动脉高压（ｈｙｐｏｘｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＨＰＨ）是一组由缺氧引起的肺动脉压力
持续增高并伴有右心室肥大的慢性进行性疾病［１－４］。

以肺远端中小动脉血管壁增厚为特征的肺血管重建是

其主要的结构变化及重要的致病机理。缺氧条件下肺

动脉平滑肌细胞过度增殖是肺血管重建的关键环节，

在缺氧性肺动脉高压的发生、发展中起着重要作

用［５－６］。因此，研究缺氧引起肺动脉平滑肌细胞增殖

的机制对防治缺氧性肺动脉高压起着至关重要的作

用。近年越来越多的文献报道，肺动脉高压的发生发

展与炎症密切相关［７－１０］，肺血管周围炎症程度与肺动

脉高压的血流动力学、肺血管重建和临床结果相

关［１１］，提示缺氧条件下的炎症是缺氧性肺血管重建的

关键因素；但是炎症参与缺氧性肺血管重塑的具体分

子机制仍待进一步阐明。

　　缺氧可激活 Ｔｏｌｌ样受体９（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ９，
ＴＬＲ９）介导的炎症通路；亦可导致线粒体功能不足或
受损，尤其是骨骼肌、心肌、脑等组织中的线粒体结构、

功能受损更明显［１２－１４］。损伤后的线粒体释放包括线

粒体 ＤＮＡ在内的多种内容物到细胞质或细胞外。线
粒体ＤＮＡ是一类重要的线粒体来源的损伤相关分子
模式，含有大量与细菌 ＤＮＡ类似的未甲基化 ＣｐＧ序
列，能被 ＴＬＲ９等多种受体识别，进而激活炎症通
路［１５］。细胞自噬溶酶体中的 ＴＬＲ９识别线粒体 ＤＮＡ
后激活的炎症反应不仅参与了包括动脉粥样硬化［１６］、

左心衰［１７］、自发性高血压［１８］、非酒精性脂肪性肝

炎［１９］、急性肾损伤［２０］、血管炎［２１］在内的一系列心血管

疾病的发生，还在肿瘤细胞的异常增殖中发挥重要作

用。有研究［２２］指出：缺氧时肝癌细胞中的 ＴＬＲ９表达
增高从而促进肝癌细胞增殖。缺氧性肺动脉高压是一

种缺氧条件下以肺动脉平滑肌异常增殖为关键致病机

制的肺血管疾病，我们假设 ＴＬＲ９可能在其发生、发展
中发挥着重要作用。因此，本研究以大鼠肺动脉平滑

肌细胞 （ｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，
ＲＰＡＳＭＣｓ）为研究对象，通过缺氧诱导细胞增殖，应用
小干扰 ＲＮＡ等技术探索 ＴＬＲ９在缺氧诱导的
ＲＰＡＳＭＣｓ增殖中的作用和机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　　原代 ＲＰＡＳＭＣｓ购买自齐氏（上海）
生物科技有限公司。胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自广州鼎国生物技术有限公
司（ＧＦ３１１５），细胞冻存液购自广州赛业生物科技有限
公司，ＰＢＳ购自北京中杉金桥生物技术有限公司，胰蛋
白酶ＥＤＴＡ消化液购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司。
１．１．２　主要试剂和仪器　　小干扰ＲＮＡ序列和阴性
对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）序列均购自上海吉玛制药
技术 有 限 公 司，ＴＬＲ９干 扰 序 列 的 靶 序 列 为
ＧＣＵＣＣＡＣＡＣＧＣＵＧＣＡＣＣＵＵＴＴ。ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ
（货号：１３７７８１５０）、ＯｐｔｉＭＥＭⅠ减血清培养基（货号：
３１９８５０６２）均购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。
ＴＬＲ９激动剂 ＣｐＧＯＤＮ１８２６购自美国 ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ公司
（货号：ｔｌｒｌ１８２６），ＪＮＫ小分子抑制剂ＳＰ６００１２５（货号：
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ＨＹ１２０４１）购自 ＭＣＥ。ＴＬＲ９抗体（货号：ａｂ６２５７７）、
ＪＮＫ（货号：ａｂ２０８０３５）、ｐＪＮＫ抗体（货号：ａｂ７６５７２）均
购自英国Ａｂｃａｍ公司；αＴｕｂｕｌｉｎ（货号：２１２５ｓ）抗体购
自美国 ＣＳＴ公司。ＰＢＳ、ＴＢＳ、封闭蛋白干粉购自博士
德公司；细胞组织裂解液（ＲＩＰＡ）、ＰＭＳＦ、磷酸酶抑制
剂、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、辣根过氧化物酶标记
的山羊抗兔ＩｇＧ均购自碧云天公司；ＲＮＡ提取试剂盒
（货号：Ｒ６８３４０２）购自美国ＯＭＥＧＡ公司，反转录试剂
盒和 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂购自日本 ＴａＫａＲａ公司，大鼠
ＴＬＲ９上游引物 ５′ＣＧＡＧＴＧＣＴＴＧＡＴＧＴＧＧＧＴＧＧ３′，下
游引物 ５′ＴＴＧＧＡＧＴＴＣＡＧＣＧＡＧＴＧＧＡＧＡ３′，大鼠 β
ａｃｔｉｎ上游引物５′ＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴ３′，
下游引物５′ＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡＣ３′，引物
由美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司设计合成。ＭＴＴ试剂购自碧云
天公司。低氧工作站购自英国ＢａｋｅｒＲｕｓｋｉｎｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养 　　ＲＰＡＳＭＣｓ采用含 １０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基常规培养，细胞置于常氧（体
积分数２１％Ｏ２、５％ＣＯ２、７４％Ｎ２的混合气体，３７℃）
培养箱中培养。每２～３天换液传代，取对数生长期细
胞用于实验。

１．２．２　细胞饥饿及缺氧处理　低血清饥饿培养细胞能
将细胞阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期，起到同步化细胞周期的作
用［２３］。为更好地体现缺氧对ＲＰＡＳＭＣｓ增殖的影响，所
有实验在细胞缺氧处理前均对其进行低血清饥饿处理：

ＲＰＡＳＭＣ种板后，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基培养，待其贴壁稳定生长后换液，用含０．２％胎牛血
清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基饥饿培养 １２ｈ后换液，用含
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基继续培养，进行后
续缺氧或给药处理。３％Ｏ２缺氧处理：将经过相应处理
后的细胞置于３％Ｏ２低氧工作站（体积分数３％Ｏ２、５％
ＣＯ２、９２％Ｎ２的混合气体，３７℃）培养３６ｈ。
１．２．３　实验分组　　体外培养原代 ＲＰＡＳＭＣｓ，常氧
（２１％Ｏ２）或缺氧（３％Ｏ２）处理３６ｈ，实验分组如下：
①构建缺氧诱导细胞增殖模型，细胞分为２组：常氧组
和缺氧组。以下干预实验均在细胞缺氧条件下进行。

②使用ｓｉＲＮＡ敲低 ＴＬＲ９表达，细胞分为 ２组：ｓｉＮＣ
（阴性对照）组和 ｓｉＴＬＲ９组。③给予 ＴＬＲ９激动剂
ＣｐＧＯＤＮ１８２６细胞（２０μｍｏｌ／Ｌ，３６ｈ）分为２组：缺氧
组、缺氧 ＋ＴＬＲ９激动剂组。④采用 ＪＮＫ抑制剂
ＳＰ６００１２５处理细胞（５μｍｏｌ／Ｌ，３６ｈ）分为２组：缺氧
组、缺氧 ＋ＪＮＫ抑制剂组。⑤ ＴＬＲ９激动剂 ＣｐＧ
ＯＤＮ１８２６复合 ＪＮＫ抑制剂 ＳＰ６００１２５处理 ＲＰＡＳＭＣｓ
分为３组：缺氧组、缺氧＋ＴＬＲ９激动剂组（２０μｍｏｌ／Ｌ
ＣｐＧＯＤＮ１８２６，３６ｈ）、缺氧＋ＴＬＲ９激动剂＋ＪＮＫ抑制剂

组（２０μｍｏｌ／ＬＣｐＧＯＤＮ１８２６＋５μｍｏｌ／ＬＳＰ６００１２５，
３６ｈ）。所有实验均独立重复３次。
１．２．４　荧光定量ＰＣＲ检测 ＴＬＲ９的 ｍＲＮＡ表达水平
　　用ＲＮＡ提取试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ
浓度和纯度，用总量 １μｇ的 ＲＮＡ反转录得到 ｃＤＮＡ
后，以ｃＤＮＡ为模板，根据ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒
说明书，在 ｉＱＴＭ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘＰＣＲ体系中进
行ｑＰＣＲ反应，反应体系总体积为 １０μＬ。ＰＣＲ反应
程序为：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，５５℃退火
３０ｓ，７２℃延伸 ６０ｓ，共进行 ３９个循环，结果选用
２－ΔΔＣｔ法分析ＴＬＲ９相对定量数据。实验独立重复３次。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达量　　收取以上各
组细胞，加入适量ＲＩＰＡ强裂解液＋ＰＭＳＦ＋磷酸酶抑制
剂，低温超声，离心收取细胞总蛋白，ＢＣＡ试剂盒测蛋白
浓度。将总蛋白与５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ４∶１混匀，１００℃变
性１０ｍｉｎ，－８０℃保存。每泳道取３０μｇ蛋白进行ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，电泳结束后恒压电转至ＰＶＤＦ膜上，５％脱
脂牛奶封闭 １．５ｈ，ＴＬＲ９（１∶１０００），ＪＮＫ（１∶２０００），
ｐＪＮＫ（１∶５００），αＴｕｂｕｌｉｎ（１∶１０００）一抗分别与相应蛋
白条带孵育，４℃摇床过夜，ＴＢＳＴ洗３次，１０ｍｉｎ／次，二
抗（１∶２０００）３７℃孵育 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗 ３次，１０ｍｉｎ／次。
化学发光法显影，分析结果。实验独立重复３次。
１．２．６　ＭＴＴ法检测细胞活率　　将细胞按每孔 ３×
１０３接种于９６孔板施加实验处理因素结束后，吸净每
孔中培养基，每孔再加入 ２０μＬ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ和
８０μＬ培养基，继续培养４ｈ，吸净孔内液体，每孔加入
１５０μＬＤＭＳＯ，置于３７℃孵箱１０ｍｉｎ，溶解甲!

，酶标仪

于４９０ｎｍ处检测光密度值Ｄ（４９０）。设调零孔：既无细
胞也不给药的孔。设对照孔：有细胞但不给药的孔。所

有组设 ５个平行复孔。细胞活率＝［Ｄ（４９０）处理组－
Ｄ（４９０）调零孔］／［Ｄ（４９０）对照组－Ｄ（４９０）调零孔］。以细胞活
率反映相对细胞相对增殖水平。实验独立重复３次。
１．２．７　小干扰 ＲＮＡ转染 ＲＰＡＳＭＣｓ　　将 ｓｉＲＮＡ配
成２０μｍｏｌ／Ｌ的工作液，以 ６孔板为例（９６孔板按比
例计算），取４５０μＬＯｐｔｉＭＥＭ血清，加入５μＬｓｉＲＮＡ
工作液，７．５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ，混匀后室温
静置１０ｍｉｎ，然后加入细胞孔中，培养箱内继续培养
３６ｈ后，换液，进行后续相应处理及检测。实验独立
重复３次。
１．３　统计学分析
　　不同组间的细胞的相对增殖水平、蛋白相对表达
量、ｍＲＮＡ相对表达量均为计量资料，均以 珋ｘ±ｓ表示。
应用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行分析。两组间平均数差
异比较采用独立样本 ｔ检验，多组间差异比较采用方
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差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　缺氧上调ＴＬＲ９蛋白表达和ＪＮＫ磷酸化水平、促
进ＲＰＡＳＭＣｓ增殖

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：与常氧对照组相比，缺氧
组ＴＬＲ９蛋白的表达量显著增加（图１Ａ、Ｂ，ｔ＝４．５２８，
Ｐ＜０．０５），ＪＮＫ磷酸化增多（图 １Ｃ、Ｄ，ｔ＝６．４１６，Ｐ＜
０．０１）。ＭＴＴ结果显示，缺氧组细胞相对增殖水平显
著高于常氧对照组（图１Ｅ，ｔ＝５．６３４，Ｐ＜０．０１）。表明
３％Ｏ２缺氧处理 ＲＰＡＳＭＣｓ３６ｈ能诱导其增殖，同时
上调 ＴＬＲ９和 ｐＪＮＫ蛋白的表达，提示 ＴＬＲ９、ＪＮＫ可
能参与缺氧诱导的大鼠肺动脉平滑肌细胞的增殖。

２．２　敲低 ＴＬＲ９下调 ＪＮＫ磷酸化水平，抑制缺氧时
ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖

　　为探究ＴＬＲ９是否参与缺氧诱导ＲＰＡＳＭＣｓ增殖，
我们使用ＴＬＲ９特异性ｓｉＲＮＡ下调ＲＰＡＳＭＣｓ中ＴＬＲ９
的表达，ＭＴＴ法检测下调 ＴＬＲ９对缺氧引起的细胞增
殖的影响。荧光定量 ＰＣＲ结果显示，与 ＮＣ组相比，
ｓｉＴＬＲ９组细胞缺氧后ＴＬＲ９ｍＲＮＡ显著减少（图２Ａ，
ｔ＝３９．２１，Ｐ＜０．００１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ｓｉＴＬＲ９

显著减少细胞缺氧后 ＴＬＲ９蛋白的表达量（图 ２Ｂ、Ｃ，
ｔ＝９．７１１，Ｐ＜０．００１），且减少 ＪＮＫ磷酸化水平（图２Ｄ、
Ｅ，ｔ＝５５．２１，Ｐ＜０．００１）；ＭＴＴ结果显示，敲低ＴＬＲ９后，
ＲＰＡＳＭＣｓ增殖受到显著抑制（图 ２Ｆ，ｔ＝５．９８９，Ｐ＜
０．０１）。结果显示缺氧诱导的 ＴＬＲ９表达上调促进了
ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖，并且ＴＬＲ９可正向调控 ＪＮＫ的磷酸
化，但是ＴＬＲ９是否通过ｐＪＮＫ途径参与ＲＰＡＳＭＣｓ的
增殖尚需进一步研究。

２．３　ＴＬＲ９激动剂增加 ＪＮＫ磷酸化，促进缺氧时
ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖

　　 为进一步明确 ＴＬＲ９参与对缺氧诱导的
ＲＰＡＳＭＣｓ增殖的调控，我们在３％Ｏ２缺氧条件下，使
用 ＴＬＲ９激动剂 ＣｐＧＯＤＮ１８２６处理 ＲＰＡＳＭＣｓ３６ｈ，
检测其对细胞增殖的影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＭＴＴ结果
分别显示，与单纯缺氧对照组相比，缺氧＋ＴＬＲ９激动
剂组细胞中ＪＮＫ磷酸化增加（图 ３Ａ、Ｂ，ｔ＝４．７２５，Ｐ＜
０．０１），且细胞增殖显著增强（图 ３Ｃ，ｔ＝１８．４０，Ｐ＜
０．００１）。结果提示：ＴＬＲ９激动剂 ＣｐＧＯＤＮ１８２６增强
了ＴＬＲ９下游 ＪＮＫ的磷酸化和缺氧条件下 ＲＰＡＳＭＣｓ
的增殖，进一步证实了 ＴＬＲ９参与调控缺氧诱导的
ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧对ＴＬＲ９蛋白表达的影响；Ｂ：ＴＬＲ９半定量分析结果；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧对ＪＮＫ磷
酸化的影响；Ｄ：ｐＪＮＫ半定量分析；Ｅ：ＭＴＴ检测两组细胞相对增殖水平　１：常氧组；２：缺氧组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜
０．０１，与常氧组比较

图１　缺氧对ＲＰＡＳＭＣｓＴＬＲ９、ｐＪＮＫ蛋白表达量和相对增殖水平的影响

３５３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）
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Ａ：荧光定量ＰＣＲ检测ｓｉＲＮＡ对ＴＬＲ９ｍＲＮＡ水平的敲低效果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｉＲＮＡ对ＴＬＲ９蛋白水平的敲
低效果；Ｃ：ＴＬＲ９半定量结果；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｓｉＲＮＡ敲低 ＴＬＲ９对 ｐＪＮＫ蛋白表达的影响；Ｅ：敲低 ＴＬＲ９后
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ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｓｉＮＣ组比较

图２　ｓｉＲＮＡ敲低ＴＬＲ９对ＲＰＡＳＭＣｓＪＮＫ磷酸化和相对增殖水平的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＲ９激动剂对 ＪＮＫ磷酸化的影响；Ｂ：ｐＪＮＫ半定量结果；Ｃ：ＭＴＴ法检测两组 ＲＰＡＳＭＣｓ的
相对增殖水平　１：缺氧组；２：缺氧＋ＴＬＲ９激动剂组；ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．００１，与缺氧组比较

图３　ＴＬＲ９激动剂对ＲＰＡＳＭＣｓＪＮＫ磷酸化和相对增殖水平的影响

２．４　ＪＮＫ抑制剂ＳＰ６００１２５抑制缺氧时ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖
　　为明确 ＴＬＲ９是否通过 ＪＮＫ调控缺氧 ＲＰＡＳＭＣｓ
的增殖，我们首先研究了ＪＮＫ蛋白是否也参与缺氧时
ＲＰＡＳＭＣｓ增殖，我们在 ３％ Ｏ２缺氧条件下使用 ＪＮＫ
小分子抑制剂 ＳＰ６００１２５处理 ＲＰＡＳＭＣｓ３６ｈ，检测
ＪＮＫ磷酸化水平和细胞的增殖水平。结果显示：与缺
氧组相比，缺氧＋ＪＮＫ抑制剂组ＪＮＫ的磷酸化减少（图
４Ａ、Ｂ，ｔ＝４．５６３，Ｐ＜０．０１），ＲＰＡＳＭＣｓ相对增殖水平降

低（图４Ｃ，ｔ＝７．５９８，Ｐ＜０．０５）。结果证明ＪＮＫ抑制剂抑
制细胞增殖，ＪＮＫ参与调控缺氧时ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖。
２．５　ＪＮＫ抑制剂 ＳＰ６００１２６５抑制 ＴＬＲ９激动剂对

ＲＰＡＳＭＣｓ的促增殖作用
　　为了证明 ＴＬＲ９通过激活 ＪＮＫ来调控缺氧时
ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖，我们在 ３％ Ｏ２缺氧条件下，使用
ＴＬＲ９激 动 剂 ＣｐＧＯＤＮ１８２６复 合 ＪＮＫ 抑 制 剂
ＳＰ６００１２５处理 ＲＰＡＳＭＣｓ，检测细胞 ＪＮＫ磷酸化水平

４５３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



和相对增殖水平。结果显示，与缺氧对照组相比，缺氧＋
ＴＬＲ９激动剂组细胞 ＪＮＫ磷酸化增加（图 ５Ａ、Ｂ，ｑ＝
４．３９３，Ｐ＜０．０５），细胞增殖增强（图 ５Ｃ，ｑ＝１４．９８，Ｐ＜
０．００１），与前述实验结果一致；与缺氧＋ＴＬＲ９激动剂
组相比，缺氧＋ＴＬＲ９激动剂＋ＪＮＫ抑制剂组细胞的
ｐＪＮＫ蛋白表达量减少（图５Ａ、Ｂ，ｑ＝５．７４２，Ｐ＜０．０５），
细胞增殖受到显著抑制（图５Ｃ，ｑ＝１１．５８，Ｐ＜０．００１）。
结果显示ＪＮＫ抑制剂能减弱ＴＬＲ９激动剂对细胞的促
增殖作用，证明 ｐＪＮＫ作为 ＴＬＲ９的下游效应分子参
与调控缺氧时ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖，ＴＬＲ９ＪＮＫ通路参与
缺氧诱导的ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。

３　讨论

　　高原缺氧等恶劣环境可以引起缺氧性肺动脉高压、
高原心脏病，严重威胁高原居民和官兵的生命健康。目

前，缺氧性肺动脉高压尚无特效的治疗措施，其原因在

于引起缺氧性肺动脉高压的分子机制尚不清楚。

　　多项研究报道了 ＴＬＲｓ参与肺动脉高压的形成，
提示 ＴＬＲｓ在肺动脉高压的发生中起着重要作用。
ＢＡＵＥＲ等［２４］发现ＴＬＲ４参与慢性缺氧引起的肺动脉
高压：在小鼠中敲除 ＴＬＲ４，有效降低了肺动脉压力和
肺血管壁厚度。另有研究报道，ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４通过抑
制 ＢＭＰＲ２通路促进大鼠缺氧性肺动脉高压的发
生［２５］。ＦＡＲＫＡＳ等［２６］发现，减少ＴＬＲ３的表达可促进
内皮细胞凋亡和肺血管重构。ＸＩＡＯ等［２７］通过转录组

学分析证实了野百合碱诱导的大鼠肺动脉高压模型中

ＴＬＲ２表达升高。另有研究表明，在利用血红蛋白诱导
的肺血管内皮细胞损伤模型中，受损伤的内皮细胞中

的ＴＬＲ９激活，通过ＩＬ６促进肺动脉平滑肌的增殖和迁
移［２８］；ＩＳＨＩＫＡＷＡ等［２９］发现，ＴＬＲ９可通过活化ＮＦκＢ
ＩＬ６通路参与野百合碱诱导的肺动脉高压的发生，抑制
ＴＬＲ９可以降低肺动脉压力、逆转肺血管周围炎症。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＪＮＫ抑制剂对ＪＮＫ磷酸化的影响；Ｂ：ｐＪＮＫ半定量结果；Ｃ：ＭＴＴ法检测两组ＲＰＡＳＭＣｓ的相
对增殖水平　１：缺氧组；２：缺氧组＋ＪＮＫ抑制剂组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与缺氧组比较

图４　ＪＮＫ抑制剂对ＲＰＡＳＭＣｓＪＮＫ磷酸化和相对增殖水平的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组细胞ｐＪＮＫ蛋白表达；Ｂ：ｐＪＮＫ半定量结果；Ｃ：ＭＴＴ法检测３组细胞的相对增殖水平　
１：缺氧组；２：缺氧＋ＴＬＲ９激动剂组；３：缺氧＋ＴＬＲ９激动剂＋ＪＮＫ抑制剂组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．００１，与缺氧组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．００１，与缺氧＋ＴＬＲ９激动剂组比较

图５　ＴＬＲ９激动剂复合ＪＮＫ抑制剂对ＲＰＡＳＭＣｓＪＮＫ磷酸化和相对增殖水平的影响

５５３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）



　　然而ＴＬＲ９是否参与缺氧性肺血管重塑进而参与
缺氧性肺动脉高压的发生尚待阐明。本研究发现，缺

氧诱导 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖的同时上调了 ＴＬＲ９的蛋白表
达，下调ＴＬＲ９表达后抑制了缺氧条件下ＲＰＡＳＭＣｓ的
增殖，而使用 ＴＬＲ９激动剂活化 ＴＬＲ９后，则进一步促
进缺氧诱导的平滑肌细胞增殖，实验证实了 ＴＬＲ９参
与调控缺氧诱导的ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。
　　ＪＮＫ又被称为应激活化蛋白激酶，是哺乳类细胞
中ＭＡＰＫ信号通路的一个亚类，在细胞周期、增殖、凋
亡和细胞应激等多种细胞生命活动中发挥重要作用。

ＪＮＫ与肺动脉高压也有密切关系。有研究表明，ＪＮＫ
和Ｐ３８途径可促进肺动脉高压患者的肺动脉平滑肌
细胞的过度增生［３０］；在小牛缺氧性肺动脉高压模型

中，缺氧可通过 ＰＤＧＦβ受体ＪＮＫ途径促进肺血管纤
维母细胞增殖［３１］；ＤＡＳ等［３２］的研究发现，ＪＮＫ参与了小
鼠缺氧性肺动脉高压中肺血管的重构。与文献报道一

致，本研究中，缺氧时，ＲＰＡＳＭＣｓ增殖增加，ＪＮＫ磷酸化
增加，而使用ＪＮＫ抑制剂可减少其磷酸化，降低细胞增
殖水平，证明ＪＮＫ参与缺氧诱导ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。
　　ＪＮＫ的磷酸化受到包括 ＴＬＲ９在内的多种上游分
子调控。在本研究中，缺氧条件下 ＴＬＲ９蛋白以及磷
酸化的ＪＮＫ均增多，使用小干扰ＲＮＡ敲低ＴＬＲ９，ＪＮＫ
磷酸化水平降低，而使用ＴＬＲ９激动剂活化ＴＬＲ９，ＪＮＫ
磷酸化水平增高，这说明缺氧时 ＴＬＲ９可调控 ＪＮＫ磷
酸化。为进一步证明ＴＬＲ９是通过ＪＮＫ来调控缺氧时
ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖，我们在缺氧条件下使用上游分子
ＴＬＲ９的激动剂上调 ＴＬＲ９活性的同时给予下游分子
ＪＮＫ的抑制剂处理细胞，结果提示 ｐＪＮＫ作为 ＴＬＲ９
的下游效应分子参与对缺氧引起 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖的调
控，以此证明了 ＴＬＲ９ＪＮＫ信号轴调控缺氧诱导
ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。但要明确 ＴＬＲ９ＪＮＫ通路在缺氧性
肺血管重塑及缺氧性肺动脉高压中的作用，尚需进一

步的动物实验。

　　总之，本研究发现 ＴＬＲ９ＪＮＫ通路正向调控缺氧
引起的大鼠肺动脉平滑肌细胞增殖，提示 ＴＬＲ９在缺
氧性肺动脉高压中发挥重要作用，为进一步深入研究

ＴＬＲ９参与缺氧性肺动脉高压发生的具体分子机制奠
定了实验基础，同时也提示 ＴＬＲ９可能成为防治缺氧
性肺动脉高压的新靶点。
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２６９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｈｆｃ．２０１８．０２．００３．

［５］ＴＵＤＥＲＲＭ．Ｐｕｌｍｏｎａｒｙｖａｓｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｉｎｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＴｉｓｓｕｅＲｅｓ，２０１７，３６７（３）：６４３－
６４９．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００４４１０１６２５３９ｙ．

［６］ＳＨＩＭＯＤＡＬＡ，ＬＡＵＲＩＥ Ｓ Ｓ．Ｖａｓｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｉｎ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＭｏｌＭｅｄＢｅｒｌｉｎＧｅｒ，２０１３，
９１（３）：２９７－３０９．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００１０９０１３０９９８０．

［７］ＵＬＲＩＣＨＳ，ＮＩＣＯＬＬＳＭ Ｒ，ＴＡＲＡＳＥＶＩＣＩＥＮＥＬ，ｅｔａｌ．
ＩｎｃｒｅａｓｅｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄＣＤ８＋ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｃｅｌｌｓｉｎ
ｔｈｅｂｌｏｏｄｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ，２００８，７５（３）：２７２－２８０．
ＤＯＩ：１０．１１５９／０００１１１５４８．

［８］ＢＡＬＡＢＡＮＩＡＮＫ，ＦＯＵＳＳＡＴＡ，ＤＯＲＦＭＵＬＬＥＲＰ，ｅｔａｌ．
ＣＸ（３）Ｃ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｆｒａｃｔａｌｋｉｎｅｉｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２００２，１６５
（１０）：　１４１９－１４２５．ＤＯＩ：１０．１１６４／ｒｃｃｍ．２１０６００７．

［９］ＵＬＲＩＣＨＳ，ＴＡＲＡＳＥＶＩＣＩＥＮＥＳＴＥＷＡＲＴＬ，ＨＵＢＥＲＬＣ，
ｅｔａｌ．ＰｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄＢｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｅｘｐｒｅｓｓａ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＲＮＡｐａｔｔｅｒｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ：ａｃｒｏｓｓ
ｓｅｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＲｅｓｐｉｒＲｅｓ，２００８，９：２０．ＤＯＩ：１０．１１８６／
１４６５９９２１９２０．

［１０］ＰＥＲＲＯＳＦ，ＤＯＲＦＭＵＬＬＥＲＰ，ＳＯＵＺＡＲ，ｅｔａｌ．Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ
ｃｅｌｌｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔｉｎｌｅｓｉｏｎｓｏｆｈｕｍａｎａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＥｕｒＲｅｓｐｉｒＪ，２００７，２９（３）：４６２－
４６８．ＤＯＩ：１０．１１８３／０９０３１９３６．０００９４７０６．

［１１］ＳＴＡＣＨＥＲＥ，ＧＲＡＨＡＭＢＢ，ＨＵＮＴＪＭ，ｅｔａｌ．Ｍｏｄｅｒｎ
ａｇｅｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪ
ＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２０１２，１８６（３）：２６１－２７２．ＤＯＩ：１０．
１１６４／ｒｃｃｍ．２０１２０１０１６４ＯＣ．

［１２］罗勇军，刘福玉，后显华，等．移居高原早期中性粒细
胞的线粒体形态学变化［Ｊ］．西南国防医药，２０１１，２１
（１）：１２－１４．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４０１８８．２０１１．０１．
００４．
ＬＵＯＹＪ，ＬＩＵＦＹ，ＨＯＵＸＨ，ｅｔａｌ．Ｅａｒｌｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ
ｃｈａｎｇｅｓｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎｈｅａｌｔｈｙｙｏｕｎｇｍｅｎ
ａｆｔｅｒｈｉｇｈａｌｔｉｔｕｄｅｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｅｄＪＮａｔｌＤｅｆｅｎｄｉｎｇ
ＦｏｒｃｅｓＳｏｕｔｈｗｅｓｔＣｈｉｎａ，２０１１，２１（１）：１２－１４．ＤＯＩ：１０．
３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４０１８８．２０１１．０１．００４．

［１３］蔡明春，柳君泽．大鼠缺氧过程中脑线粒体超微结构变

６５３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



化及形态计量学研究［Ｊ］．高原医学杂志，２０００，１０（２）：
１２－１４，６６．
ＣＡＩＭＣ，ＬＩＵＪＺ．Ｓｔｕｄｙｏｎｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｎｇｅｓａｎｄ
ｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｉｃｓｏｆｂｒａｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｄｕｒｉｎｇｈｙｐｏｘｉａｉｎｒａｔｓ
［Ｊ］．ＪＨｉｇｈＡｌｔＭｅｄ，２０００，１０（２）：１２－１４，６６．

［１４］蔡明春，黄庆愿，高钰琪．缺氧及缺氧复合运动大鼠骨
骼肌线粒体功能的变化［Ｊ］．西南国防医药，２００８，１８
（４）：４８２－４８４．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４０１８８．２００８．
０４．００７．
ＣＡＩＭＣ，ＨＵＡＮＧＱＹ，ＧＡＯＹＱ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒａｉｎｉｎｇｉｎ
ｈｙｐｏｂａｒｉｃｈｙｐｏｘｉａｏｎｒａｔｍｕｓｃｌｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＭｅｄＪＮａｔｌＤｅｆｅｎｄｉｎｇＦｏｒｃｅｓＳｏｕｔｈｗｅｓｔＣｈｉｎａ，２００８，１８
（４）：４８２－４８４．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４０１８８．２００８．
０４．００７．

［１５］ＢＡＮＯＴＨＢ，ＣＡＳＳＥＬＳＬ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１８，２０２：５２－６８．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｔｒｓｌ．２０１８．０７．０１４．

［１６］ＺＨＡＮＧＺＹ，ＭＥＮＧＰ，ＨＡＮＹＪ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＤＮＡＬＬ３７ｃｏｍｐｌｅｘｐｒｏｍｏｔｅｓａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｂｙｅｓｃａｐｉｎｇ
ｆｒｏｍａｕｔｏｐｈａｇｉｃｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，２０１５，４３（６）：
１１３７－１１４７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｍｍｕｎｉ．２０１５．１０．０１８．

［１７］ＯＫＡＴ，ＨＩＫＯＳＯＳ，ＹＡＭＡＧＵＣＨＩＯ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＤＮＡｔｈａｔｅｓｃａｐｅｓｆｒｏｍａｕｔｏｐｈａｇｙｃａｕｓｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄ
ｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１２，４８５（７３９７）：２５１－２５５．ＤＯＩ：
１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ１０９９２．

［１８］ＭＣＣＡＲＴＨＹＣＧ，ＷＥＮＣＥＳＬＡＵＣＦ，ＧＯＵＬＯＰＯＵＬＯＵＳ，
ｅｔａｌ．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡａｎｄＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
９ａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｖａｓｃｕｌａｒｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＲｅｓ，２０１５，１０７（１）：１１９－
１３０．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｃｖｒ／ｃｖｖ１３７．

［１９］ＧＡＲＣＩＡＭＡＲＴＩＮＥＺＩ，ＳＡＮＴＯＲＯＮ，ＣＨＥＮＹ，ｅｔａｌ．
Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｄｒｉｖｅｓ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＴＬＲ９［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，
２０１６，１２６（３）：８５９－８６４．ＤＯＩ：１０．１１７２／ＪＣＩ８３８８５．

［２０］ＨＡＮＳＪ，ＬＩＨ，ＫＩＭＭ，ｅｔａｌ．Ｋｉｄｎｅｙｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌａｒ
ＴＬＲ９ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓｉｓｃｈｅｍｉｃａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．Ｊ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１８，２０１（３）：１０７３－１０８５．ＤＯＩ：１０．４０４９／
ｊｉｍｍｕｎｏｌ．１８００２１１．

［２１］ＨＯＬＬＥＪＵ，ＷＩＮＤＭＯＬＬＥＲＭ，ＬＡＮＧＥＣ，ｅｔａｌ．Ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒＴＬＲ２ ａｎｄ ＴＬＲ９ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｔｒｉｇｇｅｒｓ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｍａｔｏｓｉｓ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙａｎｇｉｉｔｉｓ［Ｊ］．
Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ（Ｏｘｆｏｒｄ），２０１３，５２（７）：１１８３－１１８９．ＤＯＩ：
１０．１０９３／ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ／ｋｅｓ４１５．

［２２］ＬＩＵＹ，ＹＡＮ Ｗ，ＴＯＨＭＥ Ｓ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄ
ＨＭＧＢ１ａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｍｅｄｉａｔｅｔｕｍｏｒ
ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｈｒｏｕｇｈＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
９［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，２０１５，６３（１）：１１４－１２１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｊｈｅｐ．２０１５．０２．００９．

［２３］ＴＯＮＧＪＪ，ＳＵＮＤＤ，ＹＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｕｍｓｔａｒｖａｔｉｏｎａｎｄ

ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｄｏｕｂｌｅｂｌｏｃｋｉｎｇａｃｈｉｅｖｅｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
ｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚａｔｉｏｎａｎｄａｌｔｅｒｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ２７，ｐ５３，ｂｃｌ
２ｉｎｃａｎｉｎｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＲｅｓＶｅｔＳｃｉ，２０１６，
１０５：１０－１４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｒｖｓｃ．２０１６．０１．００８．

［２４］ＢＡＵＥＲＥＭ，ＳＨＡＰＩＲＯ Ｒ，ＺＨＥＮＧ Ｈ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈ
ｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＴｏｌｌ
ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄ，２０１３，１８：１５０９－１５１８．ＤＯＩ：
１０．２１１９／ｍｏｌｍｅｄ．２０１２．００２８３．

［２５］ＷＡＮＧＪ，ＴＩＡＮＸＴ，ＰＥＮＧＺ，ｅｔａｌ．ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４
ｐｒｏｍｏｔｅｓｈｙｐｏｘｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｖｉａｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ
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