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［摘要］ 目的 探讨鞘氨醇激酶 1( sphingosine kinase1，SPK1) 调控沉默信息调节因子 1( silent mating type infor-
mation regulation 2 homolog 1，SIＲT1) 表达及对人脐静脉内皮细胞( human umbilical vein endothelial cells，HUVECs) 迁

移能力的机制。方法 用病毒感染复数 ( MOI) = 20 的 pLKO． 1-shSPK1-GFP 干涉慢病毒 ( shSPK1 组) 和 pPIG-U6-
Scramble-GFP 对照慢病毒( GFP-SC 组) 感染 HUVECs，48 h 后提取细胞蛋白并用蛋白免疫印迹法检测 EＲK、P38 MAPK
及 AKT 磷酸化水平。分别用 PD98059、SB203580 及 Wortmannin 处理 HUVECs 1 h，检测 EＲK、P38 MAPK 及 AKT 信号

表达及 SIＲT1 蛋白表达情况。取抑制剂干预后的细胞进行 Transwell 小室迁移实验，检测细胞迁移能力。结果

shSPK1 组 EＲK、P38 MAPK 及 AKT 的磷酸化水平均低于 GFP-SC 组 ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。PD98059、SB203580 及

Wortmannin 组 EＲK、P38 MAPK、AKT 磷酸化水平及 SIＲT1 蛋白表达水平低于对照组，HUVECs 的迁移能力较对照组弱

( P ＜ 0. 01) 。结论 SPK1 可以通过 EＲK、P38 MAPK 及 AKT 通路调控 HUVECs SIＲT1 的表达及迁移能力。
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［Abstract］ Objective To investigate the mechanism of silent mating type information regulation 2 homolog 1
( SIＲT1) expression and cell migration in human umbilical vein endothelial cells ( HUVECs) regulated by sphingosine ki-
nase 1 ( SPK1 ) ． Methods Multiplicity of infection ( MOI) equal to 20 pLKO． 1-shSPK1-GFP lentivirus ( shSPK1
group) and pPIG-U6-Scramble-GFP lentivirus ( GFP-SC group) were used to infect HUVECs，and cell proteins were col-
lected after 48 h，and Western Blot was used to determine phosphorylation levels of EＲK，P38 MAPK and AKT． HU-
VECs proteins were obtained after treatment by PD98059，SB203580 and Wortmannin respectively for 1 h，and phospho-
rylation levels of EＲK，P38 MAPK and AKT and SIＲT1 expression were detected． Transwell assay was used after cells
inhibition to detect the effect of inhibitors on ability of HUVECs migration． Ｒesults Compared with those in GFP-SC
group，phosphorylation levels of EＲK，P38-MAPK and AKT were significantly decreased in shSPK1 group ( P ＜ 0. 05，

P ＜0. 01) ． Phosphorylation levels of EＲK，P38-MAPK and AKT and the SIＲT1 protein level were decreased，and mi-
gration ability of HUVECs in PD98059，SB203580 and Wortmannin groups were less than those in control group ( P ＜
0. 01) ． Conclusion SPK1 can regulate SIＲT1 expression and HUVECs migration ability by regulating EＲK，P38-
MAPK and AKT pathways．

［Key words］ Sphingosine kinase 1; Silent mating type information regulation 2 homolog 1; Human umbilical vein
endothelial cells; Cell migration assays; Signal transduction

血管生成参与肿瘤、糖尿病血管病变及缺血性

脑卒中等多种疾病的病理过程。目前，用药物或基

因治疗等方法促进或抑制血管新生为血管相关性疾

病的治疗提供了新方向。鞘氨醇激酶 ( sphingosine
kinase 1，SPK1) 是调控磷脂代谢的重要催化酶，其

可将鞘 氨 醇 催 化 为 1-磷 酸 鞘 氨 醇 ( sphingosine-1-
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phosphate，S1P) ［1］。S1P 是机体重要的调控因子，

可显著调控内皮细胞增殖、迁移、凋亡等过程［2-3］。
此外，调控沉默信息调节因子 1 ( silent mating type
information regulation 2 homolog 1， SIＲT1 ) 作 为

SIＲT2 同源性物质，在调控内皮细胞的功能方面也

有显著作用。我们前期研究发现，SPK1 可以调控

SIＲT1 的表达，但其作用机制尚不明确，故本文着力

于研究 SPK1 调控 SIＲT1 表达及细胞迁移能力的调

控机制，从而为血管相关性疾病的治疗提供实验和

理论基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 主要试剂: 低糖 DMEM 培养基( 美国，Gibco
公司) ; 胎牛血清( 美国，Hyclone 公司) ; 蛋白定量试

剂盒、超敏发光液( 德国，Thermo 公司) ; 普通发光液

( 北京，天根公司) ; 兔抗人 SIＲT1 单克隆抗体、兔抗

人 P-AKT 单克隆抗体、兔抗人 AKT 单克隆抗体、兔
抗人 P-EＲK 单克隆抗体、兔抗人 EＲK 单克隆抗体、
兔抗人 P-P38 MAPK 单克隆抗体、兔抗人 P38 MAPK
单克隆抗体、PD98059、SB203580 及 Wortmannin( 美

国，CST 公司) ; 鼠抗人 GAPDH 单克隆抗体、羊抗兔

二抗及羊抗鼠二抗( 北京，中杉金桥公司) ; Transwell
小室( 美国，Corning 公司) 。
1. 1. 2 细胞株及慢病毒: 人脐静脉内皮细胞 ( hu-
man umbilical vein endothelial cells，HUVECs ) 及

pPIG-U6-Scramble-GFP 对照慢病毒 ( 军事医学科学

院) ; pLKO． 1-shSPK1-GFP 干涉慢病毒为前期构建。
1. 1. 3 主要仪器: 洁净工作台( 北京半导体设备一

厂) ; 3110 型 CO2 气体培养箱( 德国，Thermo 公司) ;

荧光显微镜及相差显微镜( 日本，OLYMPUS 公司) ;

天能 5200 化学发光成像系统( 北京，原平皓生物技

术有 限 公 司 ) ; 蛋 白 垂 直 电 泳 系 统 ( 美 国，Biorad
公司) 。
1. 2 方法

1. 2. 1 蛋白免疫印迹( Western Blot) 检测目的蛋白

表达

1. 2. 1. 1 SPK1 表达对信号通路的影响: 取对数生

长期 HUVECs 以 2 × 105 个 /孔的密度接种于 6 孔

板，待细胞融合度达 70% 左右时，用病毒感染复数

( MOI) = 20 的 pLKO． 1-shSPK1-GFP 干 涉 慢 病 毒

( shSPK1 组) 及 pPIG-U6-Scramble-GFP 对照慢病毒

( GFP-SC 组) 感染; 48 h 后用含苯甲基碘酰氟化物

( PMSF) 的蛋白裂解液冰上裂解细胞，30 min 后收

集蛋白。

1. 2. 1. 2 信 号 通 路 抑 制 剂 对 信 号 通 路 蛋 白 及

SIＲT1 蛋白的影响: 取对数生长期 HUVECs 以 2 ×
105 个 /孔的密度接种于 6 孔板，待细胞融合达 90%
左 右 时，分 别 用 20 μmol PD98059、10 μmol
SB203580 及 0． 5 μmol Wortmannin 处理。1 h 后用

含 PMSF 的蛋白裂解液冰上裂解细胞，30 min 后收

集蛋白。
1. 2. 1. 3 用蛋白定量试剂盒对所提取蛋白进行定

量分析: 取 20 ng 蛋白在电泳仪上进行 SDS 聚丙烯

酰氨凝胶电泳，其中分离胶浓度为 12%，浓缩胶浓

度为 5% ; 电泳条件为 80 V 电泳 30 min，后 160 V 电

泳 1 h。用电转印系统将目的条带恒流电转印到硝

酸纤维素膜( PVDF) 上并用 5% 脱脂奶粉室温封闭

2 h。以 1∶ 1000 的浓度室温摇床标记一抗( SIＲT1
及磷酸化抗体) 2 h，4℃ 孵育过夜。次日，用 TBST
清洗 PVDF 3 次，每次 10 min。后以 1∶ 5000 的浓度

室温摇床标记二抗 40 min，用 TBST 清洗 PVDF 3
次，每次 10 min。发光液曝光，于天能 5200 化学发

光成像系统中成像，并用 ScnImage 软件分析条带灰

度( IA) 。用 Strip 液洗去 PVDF 上的抗体，条件为

60℃孵箱孵育 30 min，且每隔 10 min 晃动 Strip 液。
重新用脱脂奶粉封闭条带 2 h，并以 1∶ 1000 的浓度

室温摇床标记一抗( GAPDH 及非磷酸化抗体) 2 h。
TBST 清洗 3 次后 1∶ 5000 标记二抗。发光液曝光。
1. 2. 2 Transwell 小室检测细胞迁移: 取对数生长期

HUVECs 以 2 × 105 个 /孔的密度接种于 6 孔板。待

细胞 融 合 度 达 90% 左 右 时，分 别 用 20 μmol
PD98059、10 μmol SB203580 及 0． 5 μmol
Wortmannin处理，1 h 后消化细胞，用培养基制备1 ×
105 个 /100 μl 细胞悬液，备用。于 Transwell 小室的

下室中加入 600 μl 细胞培养基及 20 ng 肝细胞生长

因子( HGF) 以诱导细胞迁移; 上室加入 1 × 105 个细

胞，即 100 μl 细胞悬液。将细胞培养板放入 37℃恒

温培养箱中培养，4 h 后 PBS 清洗小室 2 次，后用

4%多聚甲醛固定迁移细胞 20 min，并用结晶紫进行

细胞染色 10 min。冲洗小室并擦去上室未迁移的细

胞，于光学显微镜下观察迁移结果。每组 5 个视野

计算细胞迁移率。
1. 3 统计学方法 应用 GraphPad Prism5 软件进行

分析，计量资料以均数 ± 标准差( x ± s) 表示，采用配

对 t 检验，α = 0． 05 为检验水准。

2 结果

2. 1 干涉 SPK1 表达对 EＲK、P38 MAPK 及 AKT 磷

酸化水平的影响 用 pLKO． 1-shSPK1-GFP 干涉慢
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病毒感染 HUVECs 后，其 EＲK、P38 MAPK 及 AKT
的磷酸化水平都有较显著下调，见图 1。将 GFP-SC
组 EＲK、AKT 及 P38 MAPK 的磷酸化水平设为 1，

shSPK1 组分别为 0． 519 ± 0． 071、0． 683 ± 0． 111 和

0． 471 ± 0． 087。shSPK1 组 EＲK、P38 MAPK 及 AKT
的磷酸化水平均低于 GFP-SC 组，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) 。

P-ERK

ERK

P-AKT

AKT

P-P38%MAPK

P38%MAPK

GFP-SC组 shSPK1组

图 1 干 涉 SPK1 表 达 对 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 EＲK、P38
MAPK、AKT 磷酸化水平的影响

SPK1 为鞘氨醇激酶; GFP-SC 组为 pPIG-U6-Scramble-GFP 对

照慢病毒组，shSPK1 为 pLKO． 1-shSPK1-GFP 干涉慢病毒组

2. 2 PD98059 对 HUVECs 内 EＲK 和 SIＲT1 蛋白表

达的影响 将对照组 HUVECs 内 EＲK 和 SIＲT1 蛋

白表达水平设为 1，用 PD98059 处 理 HUVECs 后

EＲK 磷酸化水平和 SIＲT1 蛋白表达水平均为 55%，

差异有统计学意义( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05) 。见图 2。

P-ERK

ERK

SIRT1

GAPDH

对照组 PD98059组

图 2 PD98059 对人脐静脉内皮细胞 EＲK 磷酸化和 SIＲT1
蛋白表达的影响

PD98059 为信号通路抑制剂，SIＲT1 为沉默信息调节因子 1

2. 3 SB203580 对 HUVECs 内 P38 MAPK 和 SIＲT1
蛋白表达的影响 将对照组 P38 MAPK 磷酸化水平

和 SIＲT1 蛋白表达水平设为 1，用 SB203580 处理

HUVECs 后 P38 MAPK 的磷酸化水平和 SIＲT1 的蛋

白表达水平分别为 73%和 81%，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) 。见图 3。

P-P38%MAPK

P38%MAPK

SIRT1

GAPDH

对照组 SB203580组

图 3 SB203580 对人脐静脉内皮细胞 P38 MAPK 磷酸化和

SIＲT1 蛋白表达的影响

SB203580 为信号通路抑制剂，SIＲT1 为沉默信息调节因子 1

2. 4 Wortmannin 对 HUVECs 内 AKT 磷酸化水平和

SIＲT1 蛋白表达水平的影响 将对照组 AKT 磷酸

化水平和 SIＲT1 蛋白表达水平设为 1，Wortmannin
处理 HUVECs 后 AKT 磷酸化水平和 SIＲT1 的蛋白

表达水平分别为 72% 和 55%，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 01) 。见图 4。

P-AKT

AKT

SIRT1

GAPDH

对照组 Wortmannin组

图 4 Wortmannin 对人脐静脉内皮细胞 AKT 磷酸化和

SIＲT1 蛋白表达的影响

Wortmannin 为信号通路抑制剂，SIＲT1 为沉默信息调节因子 1

2. 5 PD98059、SB203580 及 Wortmannin 对 HUVECs
迁移率的影响 对照组 HUVECs 迁移率为 100%，

用 PD98059、SB203580 和 Wortmannin 处理后分别可

以抑制 85%、95% 和 99% 的 HUVECs 迁移，与对照

组比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。见图 5。

A B C D

图 5 4 组人脐静脉内皮细胞迁移情况( 结晶紫染色 × 100) A． 对照组; B． PD98059 组; C． SB203580 组; D． Wortmannin 组
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3 讨论

内皮细胞迁移是血管形成的先决条件之一。目

前，多种细胞因子均可通过复杂的信号途径参与细

胞迁移的调控。SPK1 是调控细胞生命活动的重要

代谢酶之一，其催化产物 S1P 是脂类生物活性分

子，具有细胞外第一信使及细胞内第二信使的双重

作用［4］。研究表明，S1P 可以明显诱导内皮细胞的

增殖及迁移，具有较显著的促血管生成作用［5-6］。
本课题组前期研究结果显示，SPK1 本身也具有显著

的促细胞增殖及迁移能力［7］。SIＲT1 是哺乳动物体

内与 SIＲT2 同源性最高的去乙酰化蛋白酶，其可以

通过对底物的去乙酰化作用，改善内皮细胞的氧化

应激、炎性反应、胰岛素抵抗及内皮细胞所处的微环

境，进而改善内皮细胞的功能紊乱、阻止动脉粥样硬

化的发生及发展［8-10］，其对糖尿病血管病变的保护

作用也已得到广泛的认可。研究表明，SIＲT1 具有

显著的促增殖、促迁移能力，其对内皮细胞体外管状

结构的形成也具有较显著的作用［11-12］。有研究指

出，SIＲT1 在血管发生时高表达，提示 SIＲT1 在调控

内皮细胞方面具有广泛的作用［13］。
由于血管生成涉及肿瘤发生、转移、创伤修复、

缺血性疾病、神经生长等诸多生理病理过程，因此对

血管生成具有调控作用的物质及其调控机制的研究

就显得尤为重要。本课题组前期研究发现了 SPK1
可以调控内皮细胞 SIＲT1 的表达［7］，为研究血管内

皮细胞的功能及血管相关性疾病的治疗提供了另一

个方向和靶点，但其作用机制仍不明确。通过检索

文献 发 现，Wnt /β-catenin、PI3K /AKT /mTOＲ、JNK、
EＲK、MAPK 等通路均可参与对细胞迁移的调控作

用，因此选择了其中 3 条通路的抑制剂来完成实

验［14-16］。本研究结果显示，AKT、EＲK 及 P38 MAPK
的磷酸化水平均随着 SPK1 的抑制而下调。提示

SPK1 可以影响 HUVECs 内 AKT、EＲK 及 P38 MAPK
通路。本研究结果还显示，用 PD98059 抑制 EＲK 通

路、用 SB203580 抑制 P38 MAPK 通路及用 Wortman-
nin 抑制 AKT 通路均可显著下调 HUVECs 内 SIＲT1
蛋白表达，且可显著抑制 HUVECs 迁移能力，提示

SPK1 对 SIＲT1 蛋白表达及细胞迁移能力的调控作

用可以通过 AKT、EＲK 及 P38-MAPK 通路完成。
本研究对 SPK1 调控 SIＲT1 表达的作用机制进

行了研究，为血管相关性疾病的研究及治疗提供了

新的方向，但该研究仅局限于体外实验，仍需进一步

的体内实验来补充和完善。
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