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半乳糖上调内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体水平抑制巨噬细胞活性
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　　［摘要］　目的　探究半乳糖对人原代肺动脉内皮细胞上唾液酸特异性 Ｉｇ样凝集素９（ｓｉａｌｉｃａｃｉｄ
ｂｉｎｄｉｎｇｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｌｉｋｅｌｅｃｔｉｎ９，Ｓｉｇｌｅｃ９）聚糖配体表达的影响及作用机制。方法　采用流式细胞术
确定内皮细胞表面Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达并鉴定该聚糖配体末端糖苷键类型；分别用左旋葡萄糖、葡
萄糖、Ｎ乙酰基葡萄糖、甘露糖、Ｎ乙酰基甘露糖、半乳糖、唾液酸、蔗糖处理内皮细胞４８ｈ，采用流式细
胞术检测内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达；将内皮细胞分为对照组和半乳糖组（ｎ＝３），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、
流式细胞术、免疫荧光分析半乳糖对内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达的影响；α２３，６，８唾液酸酶处理内
皮细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测半乳糖对内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体恢复时间的影响；半乳糖处理内皮细胞
后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分析细胞内唾液酸合成关键酶（ＧＮＥ、ＮＡＮＳ、ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ、ＮＰＬ以及ＳＴ３Ｇａｌｓ）表达
水平，并用ＲＴｑＰＣＲ验证相关蛋白的 ｍＲＮＡ表达；ｓｉＲＮＡ敲低 ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ及 ＳＴ３ＧａｌⅢ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体水平变化；巨噬细胞与内皮细胞共培养实验分析Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的增
加对巨噬细胞的凋亡与吞噬能力的影响。结果　内皮细胞上表达有 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体且该配体为末端
结构为α２３连接的唾液酸糖蛋白；与对照组比较，半乳糖组内皮细胞上该聚糖配体表达水平显著增加
（Ｐ＜０．０１），但半乳糖的添加对该配体的自我恢复时间无影响；与对照组比较，半乳糖处理的内皮细胞中
ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ、ＳＴ３ＧａｌⅢ 表达水平升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），且 ＲＴｑＰＣＲ验证结果与其一致；抑制内皮
细胞中ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ、ＳＴ３ＧａｌⅢ 的表达后，内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体水平下降（Ｐ＜０．０１）。共培养实
验中，与未处理组比较，半乳糖处理的内皮细胞促进巨噬细胞凋亡增加（Ｐ＜０．０１），并导致其吞噬能力减
弱（Ｐ＜０．０５）。结论　半乳糖通过 ＮＡＮＰＣＭＡＳＳＴ３ＧａｌⅢ 通路上调内皮细胞 上 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体水
平，从而抑制巨噬细胞活性。
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１９７３３１９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＪＩＡＹｉ，Ｅｍａｉｌ：ｊｙ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　内皮细胞是血液和血管壁之间的重要屏障，其表
面被糖蛋白和蛋白聚糖组成的糖萼层覆盖，内皮糖萼

具有多种生物功能，包括调节物质交换／运输、细胞黏
附以及维持血管稳态［１－２］。研究证实，血脂异常、高血

压、高血糖等因素会引起血管内皮糖萼损伤，糖萼的丢

失或降解可能导致局部血管扩张、通透性改变，进而诱

发炎症，导致内皮稳态的失衡［３－４］，这些变化是许多疾

病（包括动脉粥样硬化）的病理生理学基础［５－６］。动脉

粥样硬化会导致心肌梗死、脑卒中等多种严重心脑血

管疾病，其病死率居各类疾病之首［７］。目前，学术界

广泛认可动脉粥样硬化是一种血管慢性炎症性疾病。

其中，血管内皮功能障碍导致的单核巨噬细胞的浸润
和泡沫细胞的形成是动脉粥样硬化的关键启动步骤，

且炎症反应会伴随疾病发展的全过程［８］。但现有应

用于改善内皮功能障碍、降低心血管事件发生率的抗

炎药物具有较大局限性［９－１０］，亟须探索维持血管局部

炎症稳态的新靶点及干预手段。

　　唾液酸特异性 Ｉｇ样凝集素（ｓｉａｌｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇ
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｌｉｋｅｌｅｃｔｉｎ，Ｓｉｇｌｅｃ）是一个唾液酸结合
性免疫球蛋白样凝集素家族，通过识别以唾液酸为末

端的聚糖配体来调节先天性和适应性免疫系统中细胞

的功能［１１－１２］。Ｓｉｇｌｅｃ９（人源，小鼠同系物为 ＳｉｇｌｅｃＥ）
表达于人单核／巨噬细胞、中性粒细胞等髓系免疫细胞
上，与聚糖配体结合后激活，通过募集ＳＨＰ１和ＳＨＰ２

显著抑制细胞过度炎症反应［１３］。Ｓｉｇｌｅｃ９特异性识别
末端结构为唾液酸Ｌｅｗｉｓｘ（ＳＬｅｘ，Ｎｅｕ５Ａｃα２３Ｇａｌβ１４
［Ｆｕｃα１３］ＧｌｃＮＡｃ）的聚糖配体，而不同细胞上的聚糖
配体可表现为不同糖蛋白或者糖脂［９］。课题组前期

已证实，内皮细胞上存在Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ聚糖配体，且在脂
多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）的炎症刺激下，该聚糖
配体表达水平上调，维持血管局部炎症稳态［１４］。但目

前对Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ配体表达变化的机制研究尚不够深
入，尤其是对能够调节该配体表达水平的有临床应用

前景的干预手段尚缺乏报道。本研究使用人原代肺动

脉内皮细胞，旨在从该聚糖配体的合成底物中筛选出

能够调节其表达水平的单糖，并阐明其分子机制，从糖

生物学角度以维持血管局部炎症稳态为方向，以调节

内皮细胞上Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达水平作为动脉粥样
硬化全新干预靶点并为探索干预策略提供理论和实验

室支持。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　人原代肺动脉内皮细胞和人急性单核白血病细胞
（ｔｏｈｏｋｕｈｏｓｐｉｔａｌｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ１，ＴＨＰ１）购自 ＡＴＣＣ细胞
库，原代内皮细胞专用培养基购自赛百慷上海生物技

术有限公司；半乳糖购自中国上海麦克林生化科技有

限公司；ＲＩＰＡ裂解液、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶快速配制试剂
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盒、抗荧光淬灭封片、ＦＩＴＣ山羊抗人 ＩｇＧＦｃ抗体均购
自上海碧云天生物技术有限公司；α２３，６，８唾液酸酶
购自美国 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏＬａｂｓ公司；重组人 Ｓｉｇｌｅｃ９
Ｆｃ蛋白购自美国Ｒ＆Ｄ公司；重组人Ｓｉｇｌｅｃ９蛋白购自
美国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；ＰＥ抗人 ＩｇＧＦｃ重组抗体
购自美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；ＳＴ３ＧａｌⅠ／Ⅱ／Ⅲ／Ⅳ／Ⅴ抗体
购自英国Ａｂｃａｍ公司；ＧＮＥ、ＮＡＮＳ、ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ、ＮＰＬ
抗体均购自美国Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ公司；ＮＡＮＰｓｉＲＮＡ（ｈ）、
ＣＭＡＳｓｉＲＮＡ（ｈ）、ＳＴ３ＧａｌⅢ ｓｉＲＮＡ（ｈ）购自美国Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司；ＥＺＲｅｄ大肠杆菌荧光颗粒ＰＥ购自美国
Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司；流式细胞仪型号为 ＢＤＡｃｃｒｕｉＴＭＣ６（美
国）；激光共聚焦显微镜型号为ＺｅｉｓｓＬＳＭ９００；显影仪
型号为ＧｅｌＶｉｅｗ６０００Ｐｒｏ。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　配置完全培养基：在内皮细胞基
础培养基中加入 １０％的胎牛血清、１％青链霉素（双
抗）、１％谷氨酰胺、１％内皮细胞生长因子（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ，ＥＣＧＳ）、１％肝素钠，用于培养内
皮细胞，当细胞密度达到８０％左右传代。培养箱设置
为３７℃、５％ＣＯ２。
１．２．２　流式细胞术鉴定Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体末端糖苷键
类型　　收集重悬上述培养好的内皮细胞，按１０６个／
１００μＬ加入 ０．５μＬＭＡＬⅡ Ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ４℃孵育
３０ｍｉｎ。ＤＰＢＳ洗涤３次后，加入１μＬＡＰＣｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ
和１μＬＦＩＴＣＳＮＡ，室温避光孵育２０ｍｉｎ。ＤＰＢＳ清洗
并过７０μｍ细胞筛后，使用流式细胞仪检测。
１．２．３　流式细胞术检测内皮细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体
表达以及不同糖对其表达水平的影响　　将内皮细胞
（１×１０５个／ｍＬ）接种于１２孔板中（ｎ＝３），并进行以下
分组：对照组、左旋葡萄糖组（２０μｍｏｌ／Ｌ）、葡萄糖组
（２０μｍｏｌ／Ｌ）、Ｎ乙酰基葡萄糖组（２０μｍｏｌ／Ｌ）、半乳
糖组（２０μｍｏｌ／Ｌ）、甘露糖组（２０μｍｏｌ／Ｌ）、Ｎ乙酰基
甘露糖组（２０μｍｏｌ／Ｌ）、唾液酸组（２０μｍｏｌ／Ｌ）、蔗糖
组（２０μｍｏｌ／Ｌ），然后将１２孔板放置于３７℃培养箱中
培养４８ｈ。收集各组细胞，每 １００μＬ体积加入 ８μＬ
重组人 Ｓｉｇｌｅｃ９Ｆｃ蛋白，４℃孵育 １ｈ。ＤＰＢＳ洗涤
３次后，加入ＰＥ抗人ＩｇＧＦｃ重组抗体，室温避光孵育
２０ｍｉｎ。ＤＰＢＳ清洗，并过７０μｍ细胞筛后，使用流式
细胞仪检测。

１．２．４　免疫荧光法　　将内皮细胞（５×１０４个／ｍＬ）
接种于已放置细胞爬片的２４孔板中，对内皮细胞进行
以下分组：对照组、半乳糖（１２．５、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ）组，
然后置于 ３７℃培养箱中培养 ４８ｈ。多聚甲醛固定
１５ｍｉｎ，ＤＰＢＳ清洗３次。５％山羊血清室温封闭 １ｈ。
加入重组人Ｓｉｇｌｅｃ９Ｆｃ蛋白，４℃孵育过夜。ＤＰＢＳ清

洗３次，加入ＦＩＴＣ山羊抗人ＩｇＧＦｃ抗体，室温避光孵
育２ｈ。ＤＰＢＳ清洗 ３次，捞片，抗荧光淬灭封片剂封
片，激光共聚焦显微镜下观察拍照。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定内皮细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体
以及配体合成关键酶表达水平　　唾液酸酶处理内皮
细胞：将内皮细胞接种于 ２４孔板中，加入含有 ３００Ｕ
α２３，６，８唾液酸酶的培养基后，于 ３７℃培养箱中培
养１２ｈ，ＤＰＢＳ清洗后，进行后续实验。收集处理好的
各组内皮细胞，加入 ＲＩＰＡ细胞裂解液，于冰上裂解
２０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ法
测定蛋白质含量并调平。样品 １００℃加热 １０ｍｉｎ，
ＳＤＳ凝胶电泳，转膜，５％脱脂牛奶封闭２ｈ。随后分别
用 ＳＴ３ＧａｌⅠ／Ⅱ／Ⅲ／Ⅳ／Ⅴ抗体，ＧＮＥ、ＮＡＮＳ、ＮＡＮＰ、
ＣＭＡＳ、ＮＰＬ抗体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。

１．２．６　ＲＴｑＰＣＲ验证内皮细胞内 ＮＡＮＰ／ＣＭＡＳ／
ＳＴ３ＧａｌⅢ的ｍＲＮＡ水平　　半乳糖处理内皮细胞 ０、
１２、２４、３６、４８ｈ后，根据ＴＩＡＮＧＥＮ公司ＲＮＡＥａｓｙＦａｓｔ
动物组织／细胞总 ＲＮＡ提取试剂盒的操作指南提取
ＲＮＡ；然后根据 ＴａＫａＲａ公司的反转录试剂盒的操作
指南进行反转录，获得 ｃＤＮＡ；最后以 ｃＤＮＡ为模板根
据ＴａＫａＲａ公司的 ＲＴｑＰＣＲ试剂盒说明书进行操作，
引物序列见表１。以 ＧＡＰＤＨ作为内参，采用 ２－ΔΔＣｔ法
进行数据的计算。

１．２．７　ｓｉＲＮＡ实验　　采用ＳａｎｔａＣｒｕｚｓｉＲＮＡ转染试
剂，根据试剂说明书将 ＮＡＮＰｓｉＲＮＡ、ＣＭＡＳｓｉＲＮＡ、
ＳＴ３ＧａｌⅢ ｓｉＲＮＡ以及对照ｓｉＲＮＡ分别转染内皮细胞，
抑制ＮＡＮＰ／ＣＭＡＳ／ＳＴ３ＧａｌⅢ在细胞中的表达。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′→３′）

ＧＡＰＤＨ
正向：ＡＧＣＧＴＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧ
反向：ＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧ

ＮＡＮＰ
正向：ＡＡＡＧＧＴＧＧＴＧＣＡＧＣＣＡＡＴＡＧＡ
反向：ＴＣＴＧＴＣＴＧＴＣＣＣＣＡＴＴＣＧＴＴＡＡＴ

ＣＭＡＳ
正向：ＡＣＣＴＧＧＣＡＧＣＣＣＴＡＡＴＴＣＴＧ
反向：ＴＣＧＡＡＡＣＣＣＡＴＡＣＡＣＴＣＴＧＧＡＡ

ＳＴ３ＧａｌⅢ
正向：ＧＣＣＴＧＣＴＧＡＡＴＴＡＧＣＣＡＣＣＡＡ
反向：ＧＣＣＣＡＣＴＴＧＣＧＡＡＡＧＧＡＧＴ

１．２．８　流式细胞术检测与内皮细胞共培养后巨噬细
胞的凋亡与吞噬能力　　半乳糖处理内皮细胞 ４８ｈ，
同时ＴＨＰ１用佛波酯刺激分化为巨噬细胞。将巨噬
细胞消化下来，按１×１０５个／ｍＬ接种于１２孔板中与内
皮细胞共培养２４ｈ。将细胞分组为：巨噬细胞组、巨噬
细胞＋内皮细胞组、巨噬细胞＋半乳糖处理的内皮细胞
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组，巨噬细胞＋半乳糖处理后重组Ｓｉｇｌｅｃ９蛋白封闭的
内皮细胞组。

　　凋亡检测：消化离心收集各组细胞，每１００μＬ体
积加１．５μＬＰＥＣＤ１１ｂ，避光孵育２０ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗
１次，采用 ＡＰＣＡｎｎｅｘｉｎＶ／７ＡＡＤ双染法，流式细胞仪
检测巨噬细胞凋亡情况。

　　吞噬能力检测：在共培养２２ｈ时，每孔加入３μＬ
ＥＺＲｅｄ大肠杆菌荧光颗粒ＰＥ（ＥＺＲｅｄＥ．ｃｏｉｌＰＥ），消
化收集各组细胞，每１００μＬ体积加１．５μＬＣＤ１１ｂ避
光孵育２０ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗后，２００μＬＰＢＳ重悬过滤，
流式细胞仪检测各组巨噬细胞吞噬荧光颗粒的情况。

１．３　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，２组间比
较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　内皮细胞表达Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，内皮细胞上 Ｓｉｇｌｅｃ９
聚糖配体的相对质量约为 ６０×１０３，且经过 α２３，６，８
唾液酸酶处理后该条带信号消失（Ｐ＜０．０１，图 １Ａ）。
流式细胞术检测结果验证该配体在内皮细胞细胞膜表

面表达（图１Ｂ），且ＭＡＬⅡ和ＳＮＡ染色结果显示，该聚
糖配体是末端结构为 α２３连接的唾液酸糖蛋白（图
１Ｃ、Ｄ）。
２．２　半乳糖能上调内皮细胞表面 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体

的表达

　　流式细胞术检测不同糖刺激内皮细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚
糖配体表达水平。结果显示，与对照组比较，半乳糖

组、甘露糖组、Ｎ乙酰基甘露糖组以及唾液酸组刺激内
皮细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体显著升高，且半乳糖组升高
趋势最显著（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。流式细胞术检测结果
显示，随着半乳糖给予的浓度增高，内皮细胞表面

Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达水平也逐渐升高（Ｐ＜０．０１，图
２Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和细胞免疫荧光检测结果与上述结
果一致（图２Ｃ、Ｄ）。
２．３　半乳糖不影响内皮细胞上 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体恢

复时间

　　为进一步探究半乳糖对内皮细胞表面 Ｓｉｇｌｅｃ９聚
糖配体的影响，用唾液酸酶切除内皮细胞表面Ｓｉｇｌｅｃ９
聚糖配体后，再加入含半乳糖的培养基继续培养０、３、
６、１２ｈ。结果显示，聚糖配体会在 ６ｈ后恢复正常水
平，且在短时间内添加半乳糖不会影响内皮细胞上

Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体恢复的时间（图３）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测内皮细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达水平　１：对照组；２：唾液酸酶组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比
较；Ｂ：流式细胞术检测内皮细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达水平；Ｃ、Ｄ：ＭＡＬⅡ和 ＳＮＡ染色流式细胞术鉴定内皮细
胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的末端糖链连接结构

图１　内皮细胞表达Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：流式细胞术检测不同糖（２０μｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ对内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达的影响；Ｂ：流式细胞术检测不同浓
度半乳糖处理４８ｈ对内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达的影响；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度半乳糖处理４８ｈ对内皮细
胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达的影响；Ｄ：细胞免疫荧光检测不同浓度半乳糖处理４８ｈ后内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达

图２　半乳糖上调内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
图３　半乳糖对内皮细胞上Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体恢复时间的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．４　半乳糖处理后，内皮细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体合成
关键酶的表达增加

　　与对照组比较，半乳糖组唾液酸生物合成的关键
酶中，胞 质 中 的 Ｎ乙 酰 神 经 氨 酸 磷 酸 酶 （Ｎ
ａｃｅｔｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＮＡＮＰ）、细胞核中
的胞苷单磷酸 Ｎ乙酰神经氨酸合成酶（ｃｙｔｉｄｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｎａｃｅｔｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，

ＣＭＡＳ），以及高尔基体内的 ＳＴβ半乳糖苷 α２，３唾
液酸 转 移 酶 ３（ＳＴ３ ｂｅｔａｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅａｌｐｈａ２，３
ｓｉａｌｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ３，ＳＴ３ＧａｌⅢ ）的表达显著升高（图

４Ａ、Ｂ）。ＲＴｑＰＣＲ验证相关酶基因在给予内皮细胞
半乳糖２４ｈ时有显著上调（图４Ｃ），提示半乳糖能通
过上调内皮细胞内Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体合成的关键酶的
表达来升高Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体本身的表达。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测内皮细胞内 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体合成酶（ＧＮＥ、ＮＡＮＳ、ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ、ＮＰＬ）的表达水平；
Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测内皮细胞内唾液酸转移酶（ＳＴ３ＧａｌⅠ、ＳＴ３ＧａｌⅡ、ＳＴ３ＧａｌⅢ 、ＳＴ３ＧａｌⅣ、ＳＴ３ＧａｌⅤ）的表达
水平；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ验证相关上调关键酶（ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ、ＳＴ３ＧａｌⅢ ）基因的ｍＲＮＡ水平

图４　半乳糖对内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体合成关键酶的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

７０５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）



２．５　敲低 ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ、ＳＴ３ＧａｌⅢ的表达逆转了内
皮细胞上Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体水平的升高

　　为了进一步证明 ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ、ＳＴ３ＧａｌⅢ在
Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体中的调节作用，用ｓｉＲＮＡ干扰技术分
别敲低内皮细胞 ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ、ＳＴ３ＧａｌⅢ 的表达后，
给予半乳糖刺激４８ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其敲低效率以
及内皮细胞上Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达量。结果表明，
与对照组比较，抑制 ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ或 ＳＴ３ＧａｌⅢ 的表
达均导致内皮细胞上 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达水平下
降，半乳糖的添加并不能逆转这一变化（Ｐ＜０．０１，图５）。
２．６　内皮细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达增加抑制共培

养巨噬细胞活性

　　为研究内皮细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达变化对共
培养巨噬细胞活性影响，用半乳糖诱导内皮细胞

Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达增加后，将其与巨噬细胞共培养

２４ｈ，流式细胞术检测巨噬细胞凋亡情况和吞噬能力。
结果显示：与未加半乳糖的共培养组比较，内皮细胞表

面Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达上调后，导致巨噬细胞凋亡
增加（Ｐ＜０．０１，图 ６Ａ），吞噬能力明显减弱（Ｐ＜０．０５，
图６Ｂ）。利用重组 Ｓｉｇｌｅｃ９蛋白封闭内皮细胞上的
Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体后，逆转了共培养的巨噬细胞的凋亡
和吞噬能力的变化。

３　讨论

　　内皮糖萼覆盖全身所有血管的管腔表面，主要由
糖胺聚糖、唾液酸聚糖以及糖蛋白构成，在血管的调节、

保护以及减弱白细胞黏附等方面起着关键作用［１５］。病

理条件下，内皮糖萼的功能障碍会诱导血管炎症性疾

病的发展［１６－１７］。而炎症是动脉粥样硬化发展的驱动

力，因此，靶向炎症途径可以为预防和治疗动脉粥样硬
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：ｓｉＲＮＡ敲低内皮细胞内ＮＡＮＰ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＡＮＰ和Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达水平；Ｂ：ｓｉＲＮＡ敲低内皮
细胞内ＣＭＡＳ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＭＡＳ和Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达水平；Ｃ：ｓｉＲＮＡ敲低内皮细胞内 ＳＴ３ＧａｌⅢ
后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＴ３ＧａｌⅢ和Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达水平

图５　ＮＡＮＰ、ＣＭＡＳ、ＳＴ３ＧａｌⅢ对内皮细胞上Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体水平的调节作用（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

８０５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

'

!"

(

!"

)

!"

!

!"

"

!"

"

!"

)

!"

'

!"

%

!"

#

$!**+

!"

"

!"

)

!"

'

!"

%

!"

#

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

'

!"

(

!"

)

!"

!

!"

"

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

'

!"

(

!"

)

!"

!

!"

"

!"

"

!"

)

!"

'

!"

%

!"

#

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

'

!"

(

!"

)

!"

!

!"

"

!"

"

!"

)

!"

'

!"

%

!"

#

*
,
-
!
*
.
.
/
0
1
.

! ) ( '

组别

!&

!"

&

"

巨
噬
细
胞
凋
亡
率
2
3

45

4

!

)

(

'

! ) ( '

组别

!6)

"6#

"6'

"

巨
噬
细
胞
吞
噬
能
力

4

47

! ) ( '

89!:/; !"#$%& ,8

!""

#"

%"

'"

)"

"

细
胞
数

!"

"

!"

)

!"

'

!"

%

*

<

组别

１：巨噬细胞组；２：巨噬细胞＋内皮细胞组；３：巨噬细胞＋半乳糖处理的内皮细胞组；４：巨噬细胞＋半乳糖处理后重
组Ｓｉｇｌｅｃ９蛋白封闭的内皮细胞组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与巨噬细胞＋内皮细胞组
比较

Ａ：流式细胞术检测与内皮细胞共培养后的巨噬细胞凋亡程度；Ｂ：流式细胞术检测与内皮细胞共培养后的巨噬细
胞的吞噬能力

图６　内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达增加抑制共培养巨噬细胞活性（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

化提供新的途径［１８］。Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体作为内皮糖萼
的重要组成部分［４］，其表达水平的变化对维持内皮糖

萼完整性以及血管局部炎症稳态有重要生理意义。

　　现有研究证实，Ｓｉｇｌｅｃ９与聚糖配体结合后，会传
导一系列抑制性信号［１９］，例如，抑制中性粒细胞与巨

噬细胞活化［２０－２１］。最新研究发现，人肥大细胞上也存

在Ｓｉｇｌｅｃ９及其聚糖配体的表达，靶向 Ｓｉｇｌｅｃ９能抑制
肥大细胞释放促炎介质的能力，减轻过敏反应［２２］。

Ｓｉｇｌｅｃ９通过识别其聚糖配体来调节免疫细胞功能，所
以配体是激活 Ｓｉｇｌｅｃ９的必要条件。研究表明，不同
组织器官中的 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表现各异，在生理或
病理过程中发挥着重要作用，例如ＧｌｙｃｏｐｈｏｒｉｎＡ，作为
红细胞上Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体维持外周血液循环中性粒
细胞“静默”的作用［２１］，以及本课题组前期发现的

ＭＵＣ５Ｂ，作为气管上皮细胞上 Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ聚糖配体参
与呼吸道炎症过程［２３］。也有研究发现，人工合成的

Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体可抑制与 ＣＯＶＩＤ１９相关的中性粒
细胞活化［２４］。以上结果提示，Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达
水平的调节方式有两种，一种是外源性配体的添

加［２４］，另一种是从内部调节。课题组前期研究证实，

可以通过 ＵＤＰ葡萄糖 ４差向异构酶（ＵＤＰｇａｌａｃｔｏｓｅ
４ｅｐｉｍｅｒａｓｅ，ＧＡＬＥ）或ＮＦκＢ通路上调人／鼠内皮细胞
上Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ聚糖配体的表达水平，抑制血管局部炎

症反应［１４，２５］。基于前期研究，本研究继续寻找新的调

节内皮细胞Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达水平的手段。
　　唾液酸作为 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的关键组成部分，
其合成酶和转移酶在调控细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体水平
上有重要作用。唾液酸从合成到添加至细胞聚糖末端

一共分为３个步骤：唾液酸合成、唾液酸 ＣＭＰ化以及
ＣＭＰ唾液酸的转移运输。ＧＮＥ、ＮＡＮＳ、ＮＰＬ、ＮＡＮＰ均
为唾液酸合成路线上的关键酶，ＣＭＡＳ负责将唾液酸
活化为ＣＭＰ唾液酸，只有活化的唾液酸才能作为糖
基供体被唾液酸转移酶所利用，连接到特定糖脂或糖

蛋白的糖链末端［２６－２８］。本研究结果进一步确定血管

内皮细胞上 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体是末端结构为 α２３连
接的唾液酸糖蛋白。与对照组比较，半乳糖处理的内

皮细胞上Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体表达水平升高，同时细胞
中唾液酸合成路线中最后一步的 ＮＡＮＰ，活化唾液酸
的ＣＭＡＳ以及唾液酸转移酶 ＳＴ３ＧａｌⅢ在 ｍＲＮＡ和蛋
白水平均显著上调。这与研究报道的 ＳＴ３ＧａｌⅢ调节
小鼠ＳｉｇｌｅｃＦ配体形成抑制嗜酸性粒细胞肺炎的结果
一致［２９－３０］，且ＣＭＡＳ高表达与癌症细胞的高唾液酸化
以免疫逃避密切相关［３１－３２］。而外加的半乳糖不能缩

短被唾液酸酶切除后内皮细胞上聚糖配体恢复的时

间。这可能是由于内皮细胞 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体仅需
６ｈ即可恢复正常水平，但外源性半乳糖的掺入后，引

９０５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）



起聚糖配体上调的一系列信号传导需要更长的时间，

即聚糖配体合成关键酶的 ｍＲＮＡ水平在２４ｈ时检测
到有显著上调。以上结果提示，半乳糖上调内皮细胞

Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的方式不是直接在切除唾液酸后暴
露的半乳糖残基上原位添加唾液酸，而可能是通过唾

液酸聚糖合成途径，促进内皮细胞膜蛋白上糖链的新

生的方式导致聚糖配体的增加。

　　在共培养体系中，半乳糖处理后的内皮细胞增加
了巨噬细胞的凋亡，并一定程度地抑制了巨噬细胞的

吞噬作用。原因可能是激活 Ｓｉｇｌｅｃ９可以抑制巨噬细
胞活性并诱导巨噬细胞凋亡，这与既往研究结果相似，

红细胞上的聚糖配体（ｇｌｙｃｏｐｈｏｒｉｎＡ）与中性粒上
Ｓｉｇｌｅｃ９结合同样会诱导人中性粒细胞凋亡［２１，３３］。

　　由于单核巨噬细胞的黏附和浸润是血管炎症的
关键启动步骤，因此维持内皮糖萼完整性、减少单核
巨噬细胞黏附浸润是预防和治疗动脉粥样硬化等血管

炎症疾病的有效靶点［５，９，１５］。本研究发现，内皮细胞

上Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体的表达通过半乳糖刺激而增加，
抑制巨噬细胞的免疫应答，可能为抑制血管局部炎症

反应提供潜在的新策略。但长期大剂量摄入半乳糖会

导致肝肾毒性［３４－３５］，如何提高其调节 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配
体水平效率和安全性以作为临床应用的有效干预手

段，需要在结构优化改造等方面进行更深入的探索。
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２０２２．１０１１１０．

［１４］ＬＩＵＨＭ， ＺＨＥＮＧ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｘ， ｅｔ ａｌ．
ＩｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅＳｉｇｌｅｃＥｌｉｇａｎｄｓｏｎｍｏｕｓｅａｏｒｔａａｒｅｕｐ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙＬＰＳｖｉａＮＦκＢｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｄｅｃｉｎｅ
Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０２０，１２２：１０９７６０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｂｉｏｐｈａ．２０１９．１０９７６０．

［１５］ＨＵＺＰ，ＣＡＮＯＩ，Ｄ＇ＡＭＯＲＥＰＡ．Ｕｐｄａｔｅｏｎｔｈｅｒｏｌｅｏｆ
ｔｈｅｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｌｙｃｏｃａｌｙｘｉｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｖａｓｃｕｌａｒ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＤｅｖＢｉｏｌ，２０２１，９：７３４２７６．
ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｃｅｌｌ．２０２１．７３４２７６．

［１６］ＢＵＴＬＥＲＭＪ，ＤＯＷＮＣＪ，ＦＯＳＴＥＲＲＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｌｅｖａｎｃｅｏｆｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｌｙｃｏｃａｌｙｘ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０２０，１９０（４）：７４２－７５１．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｊｐａｔｈ．２０１９．１１．０１５．

［１７］ＧＡＵＤＥＴＴＥＳ，ＨＵＧＨＥＳＤ，ＢＯＬＬＥＲＭ．Ｔｈｅｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｌｙｃｏｃａｌｙｘ：ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｃｒｉｔｉｃａｌ
ｉｌｌｎｅｓｓ［Ｊ］．ＪＶｅｔＥｍｅｒｇＣｒｉｔＣａｒｅ（ＳａｎＡｎｔｏｎｉｏ），２０２０，
３０（２）：１１７－１３４．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｖｅｃ．１２９２５．

［１８］ＨＥＮＥＩＮＭＹ，ＶＡＮＣＨＥＲＩＳ，ＬＯＮＧＯＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅ
ｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，
２０２２，２３（２１）：１２９０６．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２３２１１２９０６．
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［１９］ＡＶＲＩＬＴ，ＦＬＯＹＤＨ，ＬＯＰＥＺＦ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｘｉｍａｌｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｂａｓｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｍｏｔｉｆｉｓ
ｃｒｉｔｉｃａｌｆｏｒｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｓｉｇｎａｌｉｎｇｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＳｉｇｌｅｃｓ７
ａｎｄ９，ＣＤ３３ｒｅｌａｔｅｄＳｉｇｌｅｃｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｎｈｕｍａｎｍｏｎｏｃｙｔｅｓ
ａｎｄＮＫｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００４，１７３（１１）：６８４１－
６８４９．ＤＯＩ：１０．４０４９／ｊｉｍｍｕｎｏｌ．１７３．１１．６８４１．

［２０］ＬＩＺＣＡＮＯＡ，ＳＥＣＵＮＤＩＮＯ Ｉ，Ｄ?ＨＲＭＡＮＮ Ｓ，ｅｔａｌ．
ＥｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｉａｌｏｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓｅｎｇａｇｅＳｉｇｌｅｃ９ｏｎｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ
ｔｏｓｕｐｐｒｅｓｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１７，１２９（２３）：３１００－
３１１０．ＤＯＩ：１０．１１８２／ｂｌｏｏｄ２０１６１１７５１６３６．

［２１］ＭＡＴＳＵＭＯＴＯＴ，ＴＡＫＡＨＡＳＨＩＮ，ＫＯＪＩＭＡ Ｔ，ｅｔａｌ．
ＳｏｌｕｂｌｅＳｉｇｌｅｃ９ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎａｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓＭ１ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＲＡＷ２６４．７
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＡｒｔｈｒｉｔｉｓＲｅｓＴｈｅｒ，２０１６，１８（１）：１３３．
ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１３０７５０１６１０３５９．

［２２］ＭＩＲＡＬＤＡＩ，ＳＡＭＡＮＡＳＮＢ，ＳＥＯＡＪ，ｅｔａｌ．Ｓｉｇｌｅｃ９ｉｓ
ａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒｅｃｅｐｔｏｒｏｎｈｕｍａｎｍａｓｔｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．Ｊ
ＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，２０２３，１５２（３）：７１１－７２４．ｅ１４．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊａｃｉ．２０２３．０４．００７．

［２３］ ＳＣＨＬＥＩＭＥＲＲＰ，ＳＣＨＮＡＡＲＲＬ，ＢＯＣＨＮＥＲＢＳ．
ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｂｙＳｉｇｌｅｃ８ａｎｄＳｉｇｌｅｃ９
ｓｉａｌｏｇｌｙｃａｎｌｉｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１６，１６（１）：２４－３０．ＤＯＩ：１０．１０９７／ＡＣＩ．
０００００００００００００２３４．

［２４］ＤＥＬＡＶＥＲＩＳＣＳ，ＷＩＬＫＡＪ，ＲＩＬＥＹＮＭ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｓｉｇｌｅｃ９ａｇｏｎｉｓｔｓｉｎｈｉｂｉｔｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ
ＣＯＶＩＤ１９［Ｊ］．ＡＣＳＣｅｎｔＳｃｉ，２０２１，７（４）：６５０－６５７．
ＤＯＩ：１０．１０２１／ａｃｓｃｅｎｔｓｃｉ．０ｃ０１６６９．

［２５］ＺＨＡＮＧＹＸ，ＺＨＥＮＧＹ，ＬＩＪ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
Ｓｉｇｌｅｃｌｉｇａｎｄｓａｒｅａｂｕｎｄａｎｔｉｎｈｕｍａｎａｎｄｍｏｕｓｅａｏｒｔａａｎｄ
ａｒｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２０１９，２１６：
１８９－１９９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｌｆｓ．２０１８．１１．０４９．

［２６］ＣＨＥＮＧＢ，ＣＨＥＮＸ．Ｃｈｅｍｉｃａｌｌａｂｅｌｉｎｇａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｓｉａｌｏｇｌｙｃａｎｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＳｃｉＢｕｌｌ，２０２０，６５（２７）：２９８４－
２９９７．ＤＯＩ：１０．１３６０／ｔｂ２０２００２０７．

［２７］ＭＡＬＩＥＫＡＬＰ，ＶＥＲＴＯＭＭＥＮＤ，ＤＥＬＰＩＥＲＲＥＧ，ｅｔａｌ．
ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｅｎｃｏｄｉｎｇＮａｃｅｔｙｌｎｅｕｒａｍｉｎａｔｅ
９ｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ［Ｊ］．Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００６，１６（２）：

１６５－１７２．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｇｌｙｃｏｂ／ｃｗｊ０５０．
［２８］ＳＥＬＬＭＥＩＥＲＭ，ＷＥＩＮＨＯＬＤＢ，ＭＮＳＴＥＲＫＨＮＥＬＡ．

ＣＭＰｓｉａｌｉｃａｃｉｄｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ：ｔｈｅｐｏｉｎｔｏｆｃｏｎｓｔｒｉｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅ
ｓｉａｌｙｌａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＴｏｐＣｕｒｒＣｈｅｍ，２０１５，３６６：１３９－
１６７．ＤＯＩ：１０．１００７／１２８＿２０１３＿４７７．

［２９］ ＫＩＷＡＭＯＴＯＴ，ＢＲＵＭＭＥＴＭ Ｅ，ＷＵＦ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｅ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｉｎｔｈｅＳｔ３ｇａｌ３ｇｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔα２，３ｓｉａｌｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
（ＳＴ３ＧａｌⅢ ）ｅｘｈｉｂｉｔｅｎｈａｎｃｅｄａｌｌｅｒｇｉｃｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃａｉｒｗａｙ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，２０１４，１３３（１）：
２４０－２４７．ｅ１－３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊａｃｉ．２０１３．０５．０１８．

［３０］ＳＵＺＵＫＡＷＡＭ，ＭＩＬＬＥＲ Ｍ，ＲＯＳＥＮＴＨＡＬＰ，ｅｔａｌ．
Ｓｉａｌｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＳＴ３ＧａｌⅢ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＳｉｇｌｅｃＦ ｌｉｇａｎｄ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃｌｕｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｊ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１３，１９０（１２）：５９３９－５９４８．ＤＯＩ：１０．４０４９／
ｊｉｍｍｕｎｏｌ．１２０３４５５．

［３１］ＢＯＥＬＡＡＲＳＫ，ＧＯＯＳＳＥＮＳＫＲＵＩＪＳＳＥＮ Ｌ，ＷＡＮＧ Ｄ，
ｅｔａｌ．Ｕｎｒａｖｅｌｉｎｇｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｓｉａｌｉｃａｃｉｄｓｏｎｔｈｅｉｍｍｕｎｅ
ｌａｎｄｓｃａｐｅａｎｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｅｆｆｉｃａｃｙｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒＣａｎｃｅｒ，２０２３，１１（１１）：ｅ００７８０５．
ＤＯＩ：１０．１１３６／ｊｉｔｃ２０２３００７８０５．

［３２］Ｏ’ＤＡＹＥＭ，ＩＤＯＳＧ Ｅ，ＨＩＬＬ Ｃ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｉｄｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅＮａｃｅｔｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃａｃｉｄｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｅｎｈａｎｃｅｓ
ｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＯｎｃｏＴａｒｇｅｔｓＴｈｅｒ，２０１８，１１：６８２７－６８３８．ＤＯＩ：１０．２１４７／
ＯＴＴ．Ｓ１７７６３９．

［３３］ＣＨＥＮＺ，ＢＡＩＦＦ，ＨＡＮＬ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｎ
ｓｅｖｅｒｅａｓｔｈｍａｖｉａｓｉｇｌｅｃ９［Ｊ］．ＩｎｔＡｒｃｈＡｌｌｅｒｇｙＩｍｍｕｎｏｌ，
２０１８，１７５（１／２）：５－１５．ＤＯＩ：１０．１１５９／０００４８４８７３．

［３４］ＬＡＩＫ，ＥＬＳＡＳＬＪ，ＷＩＥＲＥＮＧＡＫＪ．Ｇａｌａｃｔｏｓｅｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎ
ａｎｉｍａｌｓ［Ｊ］．ＩＵＢＭＢＬｉｆｅ，２００９，６１（１１）：１０６３－１０７４．
ＤＯＩ：１０．１００２／ｉｕｂ．２６２．

［３５］ＳＡＬＥＨＤＯ，ＭＡＮＳＯＵＲ Ｄ Ｆ，ＨＡＳＨＡＤ ＩＭ，ｅｔａｌ．
ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅｏｎＤｇａｌａｃｔｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒａｇｉｎｇｉｎ
ｒａｔｓ：ｒｏｌｅｏｆｋｅａｐ１／ｎｒｆ２ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，
２０１９，８５５：４０－４９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｊｐｈａｒ．２０１９．０４．
０４３．

（收稿：２０２３１０２０；修回：２０２３１１２９）
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