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缺氧下调血小板表面Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体导致血小板功能异常活化
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　　［摘要］　目的　探讨血小板表面Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达水平在缺氧条件下的变化及其对血小板活
化功能的影响。方法　鉴定血小板表面表达的Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ聚糖配体，并加入唾液酸酶处理血小板，分为
对照组和唾液酸酶组；对２４只６～８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠和血小板进行缺氧处理，分为对照３ｄ组、
缺氧３ｄ组、对照７ｄ组和缺氧７ｄ组（ｎ＝６）；将健康志愿者全血分离提取血小板放置于缺氧箱，分为对
照组、缺氧４８ｈ组、唾液酸神经节甘脂（ＧａｎｇｌｉｏｓｉｄｅＧＴ１ｂ，ＧＴ１ｂ）组和奥司他韦组（ｎ＝３）。采用流式细
胞术检测血小板上Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ配体、神经氨酸酶１（Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ１）等表达，以及二磷酸腺苷（ＡＤＰ）、胶
原和凝血酶刺激后血小板活化标记物 ＣＤ６２ｐ的表达水平；利用髓系细胞条件性 ６只 ６～８周龄雄性
ＳｉｇｌｅｃＥ基因敲除小鼠（Ｌｙｚ２ｃｒｅ：ＳｉｇｌｅｃＥｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ）血小板验证 ＳｉｇｌｅｃＥ对血小板活化的抑制作用。
结果　相对分子质量约为１３０×１０３的Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ配体在血小板表面广泛表达且具有唾液酸末端的聚糖
结构；与对照７ｄ组相比，缺氧 ７ｄ组小鼠外周血血小板上该配体表达显著降低 １８．０３％（Ｐ＜０．０５），
ＣＤ６２ｐ表达在ＡＤＰ、胶原和凝血酶刺激下显著增高（Ｐ＜０．０１），缺氧４８ｈ组培养的血小板上该聚糖配体
出现了相同改变（Ｐ＜０．０１）；与野生型比较，敲基因小鼠血小板在 ＡＤＰ、胶原和凝血酶刺激下 ＣＤ６２ｐ水
平显著增高（Ｐ＜０．０１）；Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ特异性配体 ＧＴ１ｂ处理能够逆转缺氧导致的血小板异常活化（Ｐ＜
０．０５）；神经氨酸酶抑制剂能够阻断缺氧导致的 Ｓｉｇｌｅｃ９配体表达降低（Ｐ＜０．０５）。结论　缺氧激活
ＮＥＵ１降低Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ聚糖配体表达，减弱了 Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ途径抑制血小板活化的能力，导致血小板功能
异常活化。

　　［关键词］　缺氧；血小板；Ｓｉｇｌｅｃ９；聚糖配体；神经氨酸酶１
　　［中图法分类号］　Ｒ３３１．１４３；Ｒ３６３．２１；Ｒ３６４．４ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１６７３４２７）；陆军特色医学中心创新项目（２０１９ＣＸＪＳＢ０２０）
［通信作者］　贾　乙，Ｅｍａｉｌ：ｊｙ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

ＨｙｐｏｘｉａｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＳｉｇｌｅｃ９ｇｌｙｃａｎｌｉｇａｎｄｓｉｎｄｕｃｅａｂｎｏｒｍａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐｌａｔｅｌｅｔ
ＳＨＥＹｕａｎｔｉｎｇ１，ＺＥＮＧＤｏｎｇｆｅｎｇ２，ＬＩＵＨｏｎｇｍｅｉ１，ＷＵＮｉｔｉｎｇ１，ＪＩＡＹｉ１　　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｏｕｔｉｃｓ，Ｆａｃｕｌｔｙｏｆ
ＰｈａｒｍａｃｙａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，
４０００３８；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨａｅｍａｔｏｌｏｇｙ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＣｅｎｔｅｒｏｆＰＬＡ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００４２，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｉａｌｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｌｉｋｅ
ｌｅｃｔｉｎ９（Ｓｉｇｌｅｃ９）／Ｅｌｉｇａｎｄｓｉｎｈｙｐｏｘｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｐｌａｔｅｌｅｔａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｉｚｅａｎｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｃｌａｓｓｏｆＳｉｇｌｅｃ９ｌｉｇａｎｄｓｏｎｐｌａｔｅｌｅｔｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．Ｔｈｅ
ｐｌａｔｅｌｅｔｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅｇｒｏｕｐ［ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈα２３，６，８ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ
（ＮＥＵ１）］．ＴｗｅｎｔｙｆｏｕｒＣ５７ＢＬ／６ｍａｌｅｍｉｃｅ（６～８ｗｅｅｋｓｏｌｄ）ｏｒｃｕｌｔｕｒｅｄｐｌａｔｅｌｅｔｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｏｒ
ｗｉｔｈｏｕｔｈｙｐｏｘｉａ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌ３ｄａｙｇｒｏｕｐ，ｈｙｐｏｘｉａ３ｄａｙｇｒｏｕｐ，ｃｏｎｔｒｏｌ７ｄａｙ
ｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｏｘｉａ７ｄａｙｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ６ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｐｌａｔｅｌｅｔｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄａｎｄｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍ
ｔｈｅｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄｏｆｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓａｎｄｗｅｒｅｐｌａｃｅｄｉｎａｈｙｐｏｘｉａｃｈａｍｂｅｒ，ａｎｄｔｈｅｎｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｈｙｐｏｘｉａ４８ｈｏｕｒｇｒｏｕｐ，ＧＴ１ｂｇｒｏｕｐａｎｄｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒｇｒｏｕｐ（ｎ＝３）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｇｌｅｃＥ／９

１４５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｌｉｇａｎｄｓ，ＮＥＵ１，ａｎｄＣＤ６２ｐｗｈｉｃｈｗａｓａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＡＤＰ），ｃｏｌｌａｇｅｎａｎｄｔｈｒｏｍｂｉｎｏｎ
ｔｈｅｐｌａｔｅｌｅｔｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＳｉｇｌｅｃＥ／９ｌｉｇａｎｄｓｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄｕｓｉｎｇ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅＬｙｚ２ｃｒｅ：ＳｉｇｌｅｃＥｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ（ｍａｌｅ，６～８ｗｅｅｋｓｏｌｄ，ｎ＝６）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｓｉｇｌｅｃ９ｌｉｇａｎｄｓ
ａｒｅｓｉａｌｏｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓｗｉｔｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｏｆａｂｏｕｔ１３０×１０３ａｎｄａｒｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｂｒｏａｄｌｙｏｎｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｏｆ
ｐｌａｔｅｌｅｔ．Ｉｎｖｉｖｏ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｇｌｅｃＥｌｉｇａｎｄｓｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｙ１８．０３％ｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｈｙｐｏｘｉａｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＡＤＰ，ｃｏｌｌａｇｅｎａｎｄｔｈｒｏｍｂｉｎｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｏｂｖｉｏｕｓｌｙｅｌｅｖａｔｅｄＣＤ６２ｐｌｅｖｅｌｉｎ
ｔｈｅｐｌａｔｅｌｅｔｓｆｒｏｍｔｈｅｈｙｐｏｘｉａ７ｄａｙｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｏｓｅｆｒｏｍｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ７ｄａｙｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｓｉｍｉｌａｒｒｅｓｕｌｔｓ
ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｐｌａｔｅｌｅｔｓｏｆｔｈｅｈｙｐｏｘｉａ４８ｈｏｕｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｌａｔｅｌｅｔｓｆｒｏｍ
ｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ，ｔｈｅｐｌａｔｅｌｅｔｓｆｒｏｍｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｍｉｃｅｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ６２ｐａｆｔｅｒｔｈｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＡＤＰ，ｃｏｌｌａｇｅｎａｎｄｔｈｒｏｍｂｉｎ（Ｐ＜０．０１）．ＧＴ１ｂｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｕｌｄｒｅｖｅｒｓｅｔｈｅａｂｎｏｒｍａｌｐｌａｔｅｌｅｔ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｙｐｏｘｉａ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ，ＮＥＵ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｕｌｄｂｌｏｃｋｔｈｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｇｌｅｃ９ｌｉｇａｎｄｃａｕｓｅｄｂｙｈｙｐｏｘｉａ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｈｙｐｏｘｉａｃａｎｄｅｃｒｅａｓｅ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｇｌｅｃ９／Ｅｌｉｇａｎｄｓ，ｒｅｄｕｃｅＳｉｇｌｅｃ９／Ｅｍｅｄｉａｔｅｄｐｌａｔｅｌｅｔａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｕｓｌｅａｄｔｏ
ａｂｎｏｒｍａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐｌａｔｅｌｅｔｓ，ｗｈｉｃｈｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＥＵ１．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｙｐｏｘｉａ；ｐｌａｔｅｌｅｔ；Ｓｉｇｌｅｃ９；ｇｌｙｃａｎｌｉｇａｎｄ；ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ１

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１６７３４２７）ａｎｄｔｈｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＣｅｎｔｅｒｏｆＰＬＡ
（２０１９ＣＸＪＳＢ０２０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＪＩＡＹｉ，Ｅｍａｉｌ：ｊｙ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　高原地区是我国国防安全和经济建设的重要战略
阵地，世居平原人员在高原缺氧环境下进行长期作业，

除了会诱发高原肺水肿、高原脑水肿等疾病外，还可使

自发性血管栓塞的发生率增加 ３０倍［１］，严重危害健

康。近年来，国内外的相关研究发现，高原地区的特殊

环境能够影响平原移居人群的凝血功能，出现高凝和

纤溶抑制状态［１］，但是相关凝血异常激活的机制尚未

达成共识。凝血功能异常与血小板的数量和功能异常

密切相关，研究发现，高原地区平原移居人群出现血小

板数量增减的结果并不一致［２－４］，但多数研究支持血

小板数量出现显著降低，提示导致血栓性疾病剧增的

重要因素并非血小板数量，而是其功能的紊乱。现有

研究结果普遍认为，ＣＤ６２ｐ等表达异常增高可以说明
血小板功能激活［５］，但目前相关研究多集中在效应指

标的观察，对其变化产生的机制尚缺乏深入的探索。

　　表达于免疫细胞的唾液酸结合性 Ｉｇ样凝集素
（ｓｉａｌｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｌｉｋｅｌｅｃｔｉｎ，Ｓｉｇｌｅｃ）
是能与唾液酸末端的聚糖结构特异性结合的一类细胞

膜蛋白，属于凝集素家族。既往研究证实，Ｓｉｇｌｅｃ９（人
源，小鼠同系物为 ＳｉｇｌｅｃＥ）主要表达于单核／巨噬细
胞和中性粒细胞等，激活后通过募集 ＳＨＰ１和 ＳＨＰ２
发挥抑制炎症反应的作用［６］。最近有研究发现，血小

板表面亦有Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ表达，并参与了血小板活化杀菌
反应的调控［７］，考虑到血小板内 ＳＨＰ１富集具有抑制
血小板活性的作用［８］，提示Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ极可能会抑制血
小板活化。Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ的生物学活性需要与其特异性
配体结合才能激活，进而发挥生理学作用，如红细胞上

Ｓｉｇｌｅｃ９配体能维持外周血液循环中性粒细胞“静
默”［９］、人工合成的Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体能够显著抑制免
疫细胞炎症反应［１０］等，所以其聚糖配体是实现效应的

关键。但重度糖基化的血小板表面是否存在Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ
聚糖配体尚少见报道。本课题组在前期对多种细胞上

Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ聚糖配体生物学活性及表达调控的研究基
础上［１１－１２］，对血小板表面是否存在 Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ配体及
配体是否参与血小板活化调控，以及缺氧是否对该聚

糖配体的表达产生影响进而诱发血小板异常活化进行

探索，为高原缺氧导致血栓性疾病的防治提供新的干

预靶点。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　改良台式液、抗荧光猝灭封片剂购自索莱宝公司；
ＣＧＳ缓冲液购自源叶生物；ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ试剂盒
购自碧云天公司；ａｎｔｉＣＤ４１ＦＩＴＣ、ａｎｔｉｈｕｍａｎＩｇＧ
ＦｃＰＥ、ａｎｔｉＣＤ６２ＰＰＥ荧光抗体购自 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司
（美国）；ａｎｔｉＳｉｇｌｅｃＥＡＰＣ、ａｎｔｉＳｉｇｌｅｃ９ＡＰＣ、重组
ＨｕｍａｎＳｉｇｌｅｃ９Ｆｃ蛋白、重组ＭｏｕｓｅＳｉｇｌｅｃＥＦｃ蛋白、
ＨｕｍａｎＰｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅＧａｌＮａｃＴｒａｎｓｆｅｒａｓｅ２ａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｓｈｅｅｐ
ＩｇＧＨＲＰａｎｔｉｂｏｄｙ购自 Ｒ＆Ｄ公司（美国）；ＳＴ３ＧＡＬ３
ａｎｔｉｂｏｄｙ购自Ａｂｃａｍ公司（美国）；ＧＡＬＥ（Ｃ４）ａｎｔｉｂｏｄｙ
购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（美国）；胶原购自
ＣｈｒｏｎｏＬｏｇ公司（美国）；ＡＤＰ购自ＭＣＥ公司（美国）；
凝血酶购自罗氏公司（德国）；唾液酸神经节甘脂

（ＧａｎｇｌｉｏｓｉｄｅＧＴ１ｂ，ＧＴ１ｂ）购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司（德国）；

２４５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



α２３，６，８唾液酸酶购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏＬａｂｓ（美国）；
奥司他韦购自 ＭＣＥ公司（美国）；流式细胞仪型号为
ＢＤＡｃｃｒｕｉＴＭＣ６（美国）。
１．２　实验动物
　　本研究符合陆军军医大学实验动物福利伦理审查
委员会制定的伦理学标准（ＡＭＵＷＥ２０２１０９３６）。２４只
６～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，购自湖南斯莱克景达实
验动物有限公司，动物生产许可证号为 ＳＣＸＫ（湘）
２０１９０００４，使用单位许可证号 ＳＹＸＫ（渝）２０１７０００２。
６只６～８周龄雄性 ＳｉｇｌｅｃＥ基因敲除小鼠（Ｌｙｚ２ｃｒｅ：
ＳｉｇｌｅｃＥｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ）购自江苏赛业模式生物研究中心有限公
司，生产许可证为 ＳＣＸＫ（苏）２０１８０００３，使用单位许可
证号ＳＹＸＫ（渝）２０１７０００２。所有小鼠于陆军军医大学药
剂学教研室动物房饲养，饲养环境温度为（２２±１）℃，湿
度为５０％～６０％，昼夜交替时间为１２ｈ／１２ｈ。
１．３　实验方法
１．３．１　人血小板分离及处理　　取健康志愿者全血
１０ｍＬ，标本取材经陆军特色医学中心伦理委员会批准
（医研伦审２０２１第２１８号），本人知情同意。以１∶１０体
积的柠檬酸钠溶液抗凝全血１００×ｇ离心３０ｍｉｎ后，取
上清以１５００×ｇ离心２０ｍｉｎ获得血小板沉淀，以 ＣＧＳ
缓冲液洗涤血小板 ３次，１６４０培养基重悬血小板至
３×１０８／ｍＬ。分组（ｎ＝３）：①对照组：细胞培育箱培育
４８ｈ；②缺氧 ４８ｈ组：缺氧箱（氧气浓度为 ２％）放置
４８ｈ；③ＧＴ１ｂ组：缺氧箱放置 ４８ｈ后加入 ５μｍｏｌ／Ｌ
ＧＴ１ｂ１ｈ；④奥司他韦组：缺氧箱放置 ４８ｈ后加入
０．２μｍｏｌ／Ｌ奥司他韦１ｈ；⑤唾液酸酶组：血小板样本
中加入３００Ｕ／ｍＬα２３，６，８唾液酸酶，置细胞培养箱
中１８ｈ后进行后续检测。
１．３．２　血小板 ｓｉｇｌｅｃ９本身和配体表达以及活化后
ＣＤ６２ｐ表达　　每管取５０μＬ血小板加入ａｎｔｉｓｉｇｌｅｃ９
ＡＰＣ室温避光孵育２０ｍｉｎ，加入２００μＬＰＢＳ终止反应，
使用流式细胞仪进行检测；每管取５０μＬ血小板加入一
抗Ｓｉｇｌｅｃ９ｆｃ８μＬ４℃孵育 １ｈ，之后加入 ａｎｔｉｈｕｍａｎ
ＩｇＧＦｃＰＥ，室温避光孵育２０ｍｉｎ，加入２００μＬＰＢＳ终止
反应，用ａｎｔｉＣＤ４１ＦＩＴＣ对血小板进行特异性标记，使
用流式细胞仪进行检测；分别取 ５００μＬ血小板到
１．５ｍＬＥＰ管中，加入终浓度为 １００μｍｏｌ／ＬＡＤＰ、
２μｇ／ｍＬ胶原和０．２Ｕ／ｍＬ凝血酶，３７℃孵育１０ｍｉｎ；
加入ａｎｔｉＣＤ６２ｐＰＥ室温避光孵育２０ｍｉｎ，加入２００μＬ
ＰＢＳ终止反应，上机检测，统计其平均荧光强度值。
１．３．３　免疫组化　　多聚甲醛重悬血小板，固定１５ｍｉｎ，
１５００×ｇ离心，ＤＰＢＳ重悬；免疫组化笔画圈将细胞滴
加在圈里，放入３７℃烘箱烤干。５％山羊血清封闭１ｈ，
滴加一抗Ｓｉｇｌｅｃ９ｆｃ，４℃湿盒内孵育过夜。ＰＢＳ清洗

３次，滴加ＦＩＴＣ山羊抗人，室温避光孵育２ｈ。ＰＢＳ清
洗３０ｍｉｎ，抗荧光猝灭封片剂封片，荧光显微镜下观察
拍照。

１．３．４　动物分组　　动物分为４组，每组６只，分别
为对照３ｄ组、缺氧３ｄ组、对照７ｄ组和缺氧７ｄ组。
对照组正常条件饲养 ３ｄ或 ７ｄ；缺氧组置于缺氧箱
（氧气浓度为１０％）放置３ｄ或７ｄ。小鼠自由进食和
饮水。采集小鼠血液后按上述方法分离制备血小板，

并测定血小板ＳｉｇｌｅｃＥ本身和配体表达以及不同刺激
剂对血小板活化影响，统计其平均荧光强度值。

１．３．５　蛋白质免疫印迹法　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定血小
板糖基转移酶表达水平：收集上述各组血小板加样本

后加入 ＲＩＰＡ细胞裂解液，于冰上裂解 ２０ｍｉｎ后
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清液，用ＢＣＡ法测定蛋白
质含量。等蛋白浓度样品１００℃加热１０ｍｉｎ，上样ＳＤＳ
凝胶电泳，转膜，５％脱脂牛奶封闭２ｈ。随后用ＳＴ３ＧＡＬ３
（１∶１０００）、ＨｕｍａｎＰｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅＧａｌＮａｃＴｒａｎｓｆｅｒａｓｅ２
ａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶２００）或 ＧＡＬＥ（Ｃ４）ａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶２００）４℃
孵育过夜，ＰＢＳＴ清洗３次后加入相应二抗，室温孵育
１ｈ，ＰＢＳＴ清洗３次，发光液显影后采集图片。
１．４　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０统计软件，计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间比
较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　血小板广泛表达Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ聚糖配体
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（图１Ａ）结果显示，Ｓｉｇｌｅｃ９配体的相
对分子质量约为 １３０×１０３，且经唾液酸酶处理后该条
带信号消失（Ｐ＜０．０１）。免疫组化（图１Ｂ）和流式细胞
术（图１Ｃ、Ｄ）结果均显示该配体在细胞膜表面广泛
表达，且经唾液酸酶处理后失去与 Ｓｉｇｌｅｃ９Ｆｃ结合
的能力（Ｐ＜０．０５），提示该配体是具有唾液酸末端的
聚糖结构。

２．２　缺氧处理后小鼠血小板数量、ＳｉｇｌｅｃＥ聚糖配体
表达降低，血小板活化增加

　　流式细胞术检测小鼠血小板ＳｉｇｌｅｃＥ聚糖配体及
活化指标 ＣＤ６２ｐ，结果显示，与对照组相比，缺氧 ７ｄ
组小鼠血小板数量（图 ２Ａ）和 ＳｉｇｌｅｃＥ配体水平
（图２Ｂ）均显著降低（Ｐ＜０．０５），而血小板上 ＳｉｇｌｅｃＥ
表达２组无统计学差异（图２Ｃ）。利用多种刺激对血
小板进行活化后发现，缺氧７ｄ组小鼠血小板在各种
刺激下的活化水平较对照组均显著增强（Ｐ＜０．０１，
图２Ｄ）。而在缺氧处理 ３ｄ组的小鼠血小板中，以上
指标与对照组均差异无统计学意义。

３４５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测血小板Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达；Ｂ：免疫荧光检测血小板Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达；Ｃ：流式细胞术检测人血小板
Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达；Ｄ：流式细胞术检测鼠血小板ＳｉｇｌｅｃＥ聚糖配体表达　１：对照组；２：唾液酸酶组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，
与对照组比较

图１　血小板广泛表达Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ聚糖配体　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．３　缺氧培养后血小板 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达降低，
血小板活化增加

　　流式细胞术检测人血小板 Ｓｉｇｌｅｃ９配体及活化指
标 ＣＤ６２ｐ。结果显示，缺氧处理导致血小板表面
Ｓｉｇｌｅｃ９配体水平较对照组明显降低（Ｐ＜０．０１，图３Ａ），
而血小板上Ｓｉｇｌｅｃ９的表达量无统计学差异（图３Ｂ）。
与对照组比较，缺氧处理后的血小板受到 ＡＤＰ、胶原
和凝血酶刺激后的活化水平显著增强（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ）。
以上结果与动物模型结果一致。

２．４　ＮＥＵ１增高导致ＳｉｇｌｅｃＥ聚糖配体表达降低
　　与野生型比较，敲基因小鼠血小板在 ＡＤＰ、胶原
和凝血酶刺激下 ＣＤ６２ｐ水平显著增高 ７３．３７％、
１４３．０２％和２５．８１％（Ｐ＜０．０１，图４Ａ）。外源性 Ｓｉｇｌｅｃ
９特异性配体ＧＴ１ｂ能够逆转缺氧处理导致的血小板
异常活化（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧处
理后人血小板中聚糖合成相关酶 ＧＡＬＮＴ２、ＳＴ３ＧＡＬ３、
ＧＡＬＥ表达水平，均未发现显著变化（图４Ｃ）。流式细
胞术检测结果显示，与对照组比较，缺氧处理组血小板

表面ＮＥＵ１表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５，图４Ｄ），而神
经氨酸酶抑制剂奥司他韦能够逆转由缺氧处理导致的

Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达的降低（Ｐ＜０．０５，图４Ｅ）。

３　讨论

　　血小板是血液的重要组成部分，其活化与止血性
血栓形成等多种重要过程紧密相关［１３］。血小板出现

异常活化可导致血栓性疾病发生［１４］，故维持其“静息

平衡”状态具有重要的生理学意义。相关研究目前

主要集中在血小板活化过程方面，发现不同刺激因

素能通过各自信号通路引起血小板活化聚集［５］，但

对于正常条件下维持其静息的抑制性信号通路研究

尚不够深入。

　　现有研究证实，Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ与特定配体结合后可
发挥抑制嗜中性粒细胞等炎症细胞活性的生物学作

用［９，１５］，且其配体的重要特征是具有 ＬｅｗｉｓＸ聚糖结
构，在不同组织中可表现为不同糖蛋白或者糖脂等。

因为Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ胞内部分包括了免疫受体酪氨酸抑制
性基序（ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｂａｓｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｍｏｔｉｆ，
ＩＴＩＭ）结构，激活后具有募集含有Ｓｒｃ同源区２结构域
的磷酸酶（Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙｒｅｇｉｏｎ２ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ，ＳＨＰ）１和 ＳＨＰ２的作用，而研究证实，
血小板内ＳＨＰ１信号通路的激活是维持血小板静息
状态的重要机制［１６－１７］，提示 Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ通路激活可能
具有抑制血小板活化的作用。
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Ａ：ＳｉｇｌｅｃＥ特异性敲除小鼠ＡＤＰ、胶原和凝血酶刺激血小板活化程度；Ｂ：ＧＴＩｂ处理缺氧培养血小板的活化程度；Ｃ：缺氧处理对
聚糖合成相关酶表达水平的影响；Ｄ：缺氧处理对ＮＵＥ１表达水平的影响；Ｅ：奥司他韦加入缺氧血小板对Ｓｉｇｌｅｃ９配体表达影响
　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与缺氧４８ｈ组比较

图４　ＳｉｇｌｅｃＥ信号通路抑制血小板活化能力　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

　　本研究发现，髓系细胞 ＳｉｇｌｅｃＥ特异性敲除的小
鼠血小板出现了异常活化的现象，分别给予 ＡＤＰ、胶
原和凝血酶刺激后，ＣＤ６２ｐ水平较野生型分别增高了
７３．３７％、１４３．０２％和２５．８１％，证实 ＳｉｇｌｅｃＥ确实参与
了血小板“静息平衡”的维持机制。同时，本研究发现，

血小板表面广泛表达Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ的配体，与 Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ
的结合具有唾液酸特异性。该配体与 Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ共同
表达在血小板表面，以顺式结合的方式结合后激活

Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ，从而发挥抑制血小板活化的作用，与单核
细胞上该通路顺式激活的研究结果一致［１８］。

　　大量临床研究结果提示，高原缺氧环境可以影响
高海拔地区移居人群血小板的活化状态，进而升高血

栓风险，但是具体机制尚未阐明［１９］。基于以上对血小

板“静息平衡”新机制的发现，本研究对缺氧对血小板

Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ配体表达的影响及其在血小板活性改变中
的作用进行了探索。与既往研究结果一致，经过低压

仓处理的小鼠在第７天出现了血小板的数量减少和异
常活化。同时，血小板上 ＳｉｇｌｅｃＥ表达未发生显著改
变，而ＳｉｇｌｅｃＥ聚糖配体表达水平出现显著降低，体外
培养的血小板也出现了相同的变化。结合既往研究发

现，内皮细胞上 Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ配体表达水平增高能够增
强抑制巨噬细胞炎症反应［２０］，以及红细胞上 Ｓｉｇｌｅｃ９
配体表达降低能够导致中性粒细胞异常激活［２１］等结

果，提示该配体表达水平可能与血小板异常活化相关。

而给予 Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ的特异性激动剂 ＧＴ１ｂ能够显著逆
转缺氧导致的血小板异常活化，进一步证实了该配体

水平的降低是血小板在缺氧情况下发生异常活化的机

制之一。

　　为进一步探索Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ配体出现显著降低的机
制，本研究对该聚糖配体表达相关的关键酶进行了检

测。血小板具有相对完整的与聚糖合成和分解相关的

系统［２２］，与该配体表达水平相关的关键酶主要包括与

６４５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



聚糖合成相关的 ＧＡＬＮＴ２、ＳＴ３ＧＡＬ３和 ＧＡＬＥ，以及与
唾液酸移除相关的ＮＥＵ１等。结果发现与聚糖合成相
关的酶表达水平无显著变化，而流式细胞术检测发现

血小板表面ＮＥＵ１出现了显著升高。既往研究发现，
炎症刺激能够诱导ＴＨＰ１细胞质中ＮＥＵ１易位到细胞
表面发挥切除ＳｉｇｌｅｃＥ配体末端唾液酸的功能［２３］，且

ＮＥＵ１在细胞膜上水平增高导致的唾液酸剪切在多种
循环性疾病中有重要作用［２４］，与本研究结果一致。提

示缺氧导致的Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ配体水平降低的机制应该与
细胞膜上ＮＥＵ１水平增高有关，而且由于成熟血小板
中无细胞核，细胞膜上增加的 ＮＥＵ１应该来自于细胞
质蛋白的易位，但具体机制尚待进一步探索。此外，

Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ配体水平的变化可能源于载体蛋白表达量
的变化和糖基数量的变化两个层面，本研究发现，利用

神经氨酸酶抑制剂奥司他韦处理血小板能够阻止缺氧

导致的Ｓｉｇｌｅｃ９配体水平的降低，提示该配体水平的
变化发生在聚糖层面而非蛋白层面。

　　本研究证实，血小板表面 ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ聚糖配体能
通过抑制血小板活化参与维持其“静息稳态”。在此

基础上，发现该配体表达减少可能是缺氧导致血小板

出现异常活化的新机制，为缺氧引起血小板异常活化

进而导致血栓性疾病的防治从糖生物学角度提供了新

的潜在干预靶点。
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