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摘要 目的 探究糖酵解抑制剂 WZB117 通过下调 Yes 相
关蛋白( YAP) 影响病人来源的胃癌细胞干性和糖酵解的机
制。方法 胰蛋白酶消化临床获取的胃癌组织，培养制备胃
癌细胞; 细胞分为正常组、低糖对照组和 WZB117 处理组，
qRT-PCR检测细胞干性相关基因( Nanog、oct-4、sox-2) 、基质
金属蛋白酶-2( MMP-2) 、基质金属蛋白酶-9( MMP-9) 和凋亡
相关基因( Bcl-2、bax 和 Cyt-C) 的表达; Western blot 测定细
胞中 YAP 和代谢相关蛋白己糖激酶 2 ( HK2 ) 、丙酮酸激酶
M2 亚型( PKM2) 和活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解
酶 3( Cleaved Caspase-3) 的表达; MTT测定细胞增殖活性;平
板克隆实验测定细胞克隆形成能力;划痕试验观察细胞迁移

能力; Transwell实验观察细胞的侵袭能力; 试剂盒测定细胞
中三磷酸腺苷( ATP) 及培养液上清液中的乳酸含量。结果

WZB117 培养细胞后，YAP 表达水平较正常组及低糖对
照组显著降低( P ＜ 0. 05) ; Nanog、BMil、c-Myc 的表达以及细
胞增殖活性、克隆形成率、侵袭能力、迁移能力降低 ( P ＜
0. 05) ; Cleaved Caspase-3 水平及细胞凋亡率升高 ( P ＜
0. 05) ; Bcl-2 表达随 WZB117 浓度增高而降低 ( P ＜ 0. 05 ) ;
Bax和 Cyt-C表达随 WZB117 浓度增高而升高 ( P ＜ 0. 05 ) ;
ATP、上清液中乳酸含量以及 HK2、PKM2 蛋白水平降低 ( P
＜ 0. 05) 。结论 抑制剂 WZB117 可通过下调胃癌细胞中
YAP表达，干扰糖酵解关键酶 HK2、PKM2 的表达，抑制胃癌
细胞糖酵解，降低细胞 ATP水平。
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胃癌是全世界第四大最常见的癌症，是每年死

亡人数第二多的癌症［1 － 2］。Hippo 途径在组织稳态

和早期胚胎细胞规格方面起着至关重要的作用，与

细胞能量代谢密切相关［3］。Yes 相关蛋白 ( Yes-as-
sociated protein，YAP ) 是该途径的核心组成部
分［4 － 6］。抑制 YAP的表达可抑制胃癌细胞的增殖、
迁移、侵袭和转移［7 － 8］。WZB117［2-氟-6-( 间羟基
苯甲酰氧基) 苯基 －羟基 －羟基苯甲酸酯］是一种
合成的小分子糖酵解抑制剂［9］，可通过限制糖酵解

来抑制小鼠体内的肿瘤增长。WZB117 可以下调
GLUT1 蛋白、细胞内三磷酸腺苷 ( adenosine triphos-
phate，ATP) 和糖酵解酶的水平，并上调 AMP 依赖
的蛋白激酶［Adenosine 5'-monophosphate ( AMP ) -
activated protein kinase，AMPK］的磷酸化，导致癌细
胞的细胞周期停滞、衰老和凋亡［10 － 13］。该研究探讨
WZB117 通过下调 YAP 的表达进而影响病人来源
的胃癌细胞能量代谢的机制。

1 材料与方法

1． 1 材料 新鲜的胃癌组织用 PBS 洗涤以除去血
液后，将组织切成 1 ～ 3 mm3 大小的碎片，漂浮在含

15%胎牛血清、100 U /ml 青霉素和 100 μg /ml 链霉
素的杜氏磷酸缓冲盐溶液改良的 Eagle 培养基中。
将胃癌组织碎片在 37 ℃、5% CO2 的潮湿空气中培

养。当细胞汇合至约 80%，用胰蛋白酶消化，然后
以 1 ∶ 3 的分离比重新铺入较大的培养瓶中。第 4
代的胃癌细胞用于后续实验。临床样品的使用经医
院伦理委员会批准，并获得患者的书面知情同意。
1． 2 细胞分组及培养 将胃癌细胞接种植至 6 孔
板中，在 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，观察细胞在

培养 24、48 h的生长情况并计数。将胃癌细胞随机
分为 3 组:正常组、低糖对照组和 WZB117 处理组。
正常组细胞培养于 DMEM 高糖( 4. 5 g /L) 中，添加
含 100 ml /L 胎牛血清、100 IU /ml 青霉素、100
μg /ml链霉素的完全培养基; 低糖对照组细胞培养
于 DMEM低糖( 1. 0 g /L) 完全培养基;WZB117 处理
组细胞培养于 DMEM 高糖( 4. 5 g /L) 完全培养基，
添加 10 mmol /L抑制剂 WZB117。细胞常规培养 2
～ 3 d传代 1 次。
1． 3 MTT 检测细胞增殖活性 在 96 孔板中将正
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常组、低糖对照组和 WZB117 处理组细胞于 37 ℃、
5%CO2 培养箱中培养 48 h 后，在每孔迅速加入 10
μl浓度为 5 mg /ml的MTT溶液，继续 37 ℃、5%CO2

培养箱中孵育 4 h。取出培养板，用移液枪把孔中的
上清液吸除，再加入 100 μl 的二甲基亚砜溶液，摇
床反应 10 min。观察结晶物溶解后，酶标仪检测
OD570。
1． 4 RNA提取和 qRT-PCR 根据制造商的说明，
细胞培养 48 h 后使用 TRIzol 试剂从细胞中分离总
RNA，溶于 20 μl DEPC 水中，检测其浓度和纯度。
StepOne Real-Time 系统用于定量 mRNA 检测，内参
基因为 β-actin。逆转录反应程序为: 42 ℃、60 min，
70 ℃、50 min。qRT-PCR 反应程序为: 94 ℃、45 s，
60 ℃、60 s，72 ℃、80 s，合计 40 个循环。通过式
2 － ΔΔCt测量每个基因的表达。本研究中使用的引物
由 Invitrogen( 中国上海) 生产，其序列如表 1 所示。

表 1 引物序列

引物名称 引物序列 引物长度( bp)
β-actin F: GACCTGTACGCCAACACAGT 20

R: CTCAGGAGGAGCAATGATCT 20
Nanog F: CCTGATTCTTCCACCAGTCC 20

R: TGCTATTCTTCGGCCAGTTG 20
Oct-4 F: TTGAGGCTCTGCAGCTTAG 20

R: GCCGGTTACAGAACCACAC 20
Bax F: CACCAGCAGATCAT 14

R: GATCAGTTCCGGCACCTTG 19
Sox-2 F: ACACCAATCCCATCCACACT 20

R: GCAAACTTCCTGCAAAGCTC 20
MMP-2 F: CTCAGGGCGAGATGACTTGTA 21

R: CCACACCATCGTCCTCTAAT 20
MMP-9 F: CCTTGCTGCTCTACCTCCAC 20

R: ATCTGCATGGTGATGTTGGA 20
Cyt-C F: CCTGGTTGCTTCAAGGACAC 20

R: TCCATGCTCTTGCAGCTCTC 20
Bcl-2 F: CTGGGAGAACAGGGTACGATAA 22

R: CCCACCGAACTCAAAGAAGG 20
HK2 F: CGCATTGCCACATACACTCT 20

R: TTGGCTGAGGATGGTGTAAG 20
PKM2 F: AGTCAACTGCAACGTCT 17

R: AGCGTTCCTGTTCCACTCAT 20
Caspase-3 F: GCTCTGTGTGAAGGTGCAGTTT 22

R: TTCTGTGTTGGCGCAGTGT 19

1． 5 Western blot检测蛋白表达 正常组、低糖对
照组和 WZB117 处理组细胞培养 48 h 后，移液器吸
除培养液，PBS洗涤细胞 2 次。均质化后在添加了
蛋白酶抑制剂的 RIPA 缓冲液中裂解，收集细胞裂
解液，在 4 ℃条件下 12 000 r /min离心 10 min，吸取
培养液上清液，BAC 法对蛋白定量。在 12% SDS-

PAGE 凝胶上分离蛋白质。电泳后，将蛋白质转移
到 PVDF膜上，在 5% ( W/V) 的脱脂牛奶中封闭，并
与一抗在 4 ℃下孵育过夜。将膜用 Tris 缓冲盐水 /
吐温洗涤 3 次，并在 37 ℃下用二抗孵育 1 h。一抗
和二抗的稀释倍数均为 1 ∶ 1 000。
1． 6 平板克隆实验检测细胞克隆形成能力 在 6
孔板( 2 × 103 个细胞 /孔) 中将正常组、低糖对照组
和 WZB117 处理组细胞于 37 ℃、5% CO2 湿润的培

养箱中培养 8 d。用 2 ml完全培养基处理细胞。每
3 d更换 1 次培养基。孵育结束时，将培养物用 4%
多聚甲醛固定并用结晶紫染色。
1． 7 细胞中 ATP含量及培养液中乳酸含量测定
使用 ATP 含量试剂盒检测正常组、低糖对照组和
WZB117 处理组细胞中 ATP 的含量，3 组细胞培养
48 h 后，吸取培养液上清液，使用乳酸含量检测试
剂盒检测乳酸水平。ATP含量和乳酸含量分别以低
糖对照组及正常组为对照，分析 ATP 相对含量和乳
酸相对含量。
1． 8 细胞迁移和侵袭测定 正常组、低糖对照组和
WZB117 处理组细胞 ( 5 × 104 个细胞 /孔 ) 铺在顶
室，将无血清 L-DMEM和含有 10% FBS 的培养基放
入 Transwell( 孔径 8. 0 μm) 中，并放入底部腔室。在
37 ℃、5%CO2 湿润的培养箱中孵育 12 h后，用棉签
除去残留在膜上表面的细胞。将滤膜在 4%多聚甲
醛中固定 30 min，用结晶紫染色 15 min 后照相。在
显微镜下观察细胞，每组至少分析 5 个视野。为了
进行细胞侵袭测定，在 Transwell室中用 200 μl在无
血清培养基中以 1 ∶ 5 稀释的 Matrigel 包被，并将孵
育时间延长至 24 h。其余步骤与细胞迁移测定相
同。在显微镜下计数迁移和侵袭的细胞数。
1． 9 统计学处理 本研究采用 SPSS20. 0 统计分析
软件( 美国 IBM 公司) 处理; 计量资料采用 珋x ± s 表
示，计数资料采用百分率 ( % ) 表示，组间比较使用
F检验和 t检验。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 WZB117 对病人来源胃癌细胞中 YAP蛋白质
表达的影响 正常组和低糖对照组细胞中 YAP 表
达水平的比较，差异无统计学意义。WZB117 处理
组细胞中 YAP 的表达水平均低于正常组及低糖对
照组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，见表 2。
2． 2 WZB117 对病人来源胃癌细胞增殖活性、克隆
形成率、侵袭能力、迁移能力的影响 利用 MTT 检
测 WZB117 对胃癌细胞增殖活性的影响，平板克隆
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实验检测细胞克隆形成能力。结果显示 WZB117 处
理组胃癌细胞增殖活性和克隆形成能力均低于正常

组及低糖对照组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，正
常组与低糖对照组比较，差异无统计学意义，见表 3。

表 2 各组细胞中 YAP蛋白质表达( 珋x ± s，n = 16)

组别 YAP蛋白
WZB117 处理 0． 36 ± 0． 12* #

正常 1． 23 ± 0． 08
低糖对照 1． 20 ± 0． 06
P值 ＜ 0． 001

与正常组比较: * P ＜ 0. 05;与低糖对照组比较: #P ＜ 0. 05

表 3 各组细胞增殖活性和细胞克隆率( 珋x ± s，n = 16)

组别 细胞活性( OD570) 克隆率( % )
WZB117 处理 0． 41 ± 0． 06* # 18． 62 ± 4． 72* #

正常 0． 77 ± 0． 02 34． 79 ± 7． 17
低糖对照 0． 75 ± 0． 02 34． 26 ± 6． 97
F值 48． 511 63． 193
P值 0． 001 0． 001

与正常组比较: * P ＜ 0. 05;与低糖对照组比较: #P ＜ 0. 05

通过定量 RT-PCR 检测 MMP-2 和 MMP-9 的表
达，结果显示 WZB117 降低了胃癌细胞中 MMP-2 和
MMP-9 的表达( 图 1 ) 。同样在 Transwell 迁移分析
中，WZB117 处理组向室下表面迁移的细胞数量比
正常组及低糖对照组要少 ( 图 2A) ，在侵袭试验中
观察到了类似的变化( 图 2B) 。这表明 WZB117 抑
制剂可降低胃癌细胞的迁移和侵袭能力。

图 1 胃癌细胞中MMP-2 和MMP-9 的表达

与正常组比较: * P ＜ 0. 05;与低糖对照组比较: #P ＜ 0. 05

2． 3 WZB117 对患者来源胃癌细胞干性的影响
为了探讨糖酵解抑制剂 WZB117 对胃癌细胞干性的
影响，检测包括 Sox-2、Oct-4 和 Nanog 在内的干性相
关基因的表达。Sox-2、Oct-4 和 Nanog 的表达降低，
表明 WZB117 可能调节 GC-MSC 的干细胞特性，结
果见图 3、表 4。
2． 4 WZB117 对患者来源胃癌细胞 ATP和培养液

中乳酸含量的影响 使用不同浓度 WZB117 处理胃
癌细胞，分别在 4、8 h 时使用 ATP 含量试剂盒检测
胃癌细胞中 ATP含量，分别在 24、48 h 使用乳酸含
量试剂盒检测培养液中乳酸含量。ATP和乳酸含量
均随 WZB117 浓度增高和药物作用时间延长而降
低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，表明 WZB117 降
低 ATP和乳酸含量水平呈现时间和浓度依赖性，结
果见表 5。

图 2 WZB117 可降低胃癌细胞的迁移和侵袭能力 SP × 400

A: Transwell迁移试验分析; B: Transwell侵袭试验分析

图 3 WZB117 可以调节胃癌细胞的干性

表 4 胃癌细胞干性相关基因的蛋白表达水平( 珋x ± s，n = 16)

组别 Nanog Oct-4 Sox-2
WZB117 处理 460． 63 ± 35． 83* # 235． 88 ± 38． 19* # 348． 25 ± 67． 17* #

正常 940． 25 ± 51． 12 570． 00 ± 64． 75 755． 13 ± 48． 77
低糖对照 780． 44 ± 72． 07 492． 94 ± 88． 61 671． 69 ± 75． 45
F值 47． 735 51． 839 63． 770

与正常组比较: * P ＜0. 05;与低糖对照组比较: #P ＜0. 05

2． 5 WZB117 对患者来源胃癌细胞 HK2、PKM2
和 Caspase-3 表达的影响 使用不同浓度 WZB117
处理胃癌细胞，分别使用 qRT-PCR和 Western blot
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表 5 WZB117 对胃癌细胞 ATP和培养液中乳酸含量的影响( 珋x ± s，n = 16)

项目
检测

节点

WZB117 浓度( mmol /L)
5 10 20

低糖对照组 正常组

ATP含量 4 h 29． 32 ± 1． 63 22． 39 ± 1． 55* # 12． 73 ± 1． 28* # 32． 48 ± 2． 24 32． 68 ± 2． 01
( ng /ml) 8 h 25． 26 ± 1． 923* # 15． 19 ± 1． 37* # 8． 22 ± 3． 94* # 30． 56 ± 2． 52 30． 41 ± 2． 59
乳酸含量 24 h 89． 79 ± 7． 51 62． 48 ± 1． 23* # 47． 90 ± 4． 58* # 96． 35 ± 9． 52 96． 12 ± 9． 08
( mmol /L) 48 h 69． 08 ± 5． 26* # 31． 64 ± 0． 93* # 20． 28 ± 3． 05* # 85． 02 ± 7． 44 85． 39 ± 6． 82

与正常组比较: * P ＜ 0. 05;与低糖对照组比较: #P ＜ 0. 05

检测胃癌细胞中 HK2、PKM2 和 Caspase-3 的 mRNA
和蛋白质表达。WZB117 处理组 HK2 和 PKM2 表达
均较正常组和低糖对照组降低，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) ; Caspase-3 表达较正常组和低糖对照组
升高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ;正常组和低糖
对照组间比较，差异无统计学意义，见表 6、7 和图
4。

表 6 各组细胞中 HK2、PKM2 和
Caspase-3 的 mRNA表达( 珋x ± s，n = 16)

组别 HK2 PKM2 Caspase-3
WZB117 处理 0． 29 ± 0． 04* # 0． 14 ± 0． 02 * # 1． 34 ± 0． 14* #

正常 0． 63 ± 0． 06 0． 73 ± 0． 12 0． 34 ± 0． 06
低糖对照 0． 62 ± 0． 04 0． 70 ± 0． 11 0． 33 ± 0． 05
F值 66． 124 63． 138 55． 673
P值 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

与正常组比较: * P ＜ 0. 05;与低糖对照组比较: #P ＜ 0. 05

表 7 胃癌细胞中 Caspase-3、HK2 和 PKM2 的蛋白表达( 珋x ± s，n = 16)

组别 Caspase-3 HK2 PKM2
WZB117 处理 169． 53 ± 12． 05* # 58． 67 ± 13． 99* # 63． 42 ± 12． 47* #

正常 49． 31 ± 5． 71 152． 87 ± 8． 73 152． 18 ± 7． 79
低糖对照 59． 42 ± 16． 16 165． 77 ± 18． 57 57． 80 ± 15． 02
F值 53． 120 53． 689 34． 543

与正常组比较: * P ＜0. 05;与低糖对照组比较: #P ＜0. 05

2． 6 WZB117 对患者来源胃癌细胞中 Bcl-2、Bax
和 Cyt-C表达的影响 使用不同浓度WZB117 处理
胃癌细胞，在 24 h 使用 qRT-PCR 检测胃癌细胞中
Bcl-2、Bax和 Cyt-C 表达。Bcl-2 表达随 WZB117 浓
度增高而降低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; Bax
和Cyt-C表达随WZB117浓度增高升高，差异有统

图 4 WZB117 可以调节胃癌细胞中
Caspase-3、HK2 和 PKM2 的表达

计学意义( P ＜ 0. 05) ，见表 8。

3 讨论

Hippo /YAP 途径在人类癌症中起重要作用。
YAP 在胃癌组织中的表达与患者总生存率较低密
切相关，其致癌作用最近已成为研究热点。据报
道［14］，YAP可通过与 TEAD转录因子相互作用来促
进胆管癌的生长。且 YAP 可以在体外和体内增强
胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。通过减少
MMP-2 和 MMP-9 的表达，降低 YAP的信号传导，从
而抑制肿瘤的生长和转移［15］。在本研究中，
WZB117 可以抑制 YAP的表达，进而降低了胃癌细
胞的干性( 包括增殖活性、克隆形成率、侵袭能力、
迁移能力) ，促进细胞凋亡; WZB117 也降低了细胞
干性相关基因 Nanog、BMil、c-Myc的表达。
肿瘤细胞较正常细胞相比需要更多的能量以维

表 8 WZB117 对胃癌细胞中 Bcl-2、Bax和 Cyt-C表达的影响( 珋x ± s，n = 16)

项目
WZB117 浓度( mmol /L)

5 10 20
低糖对照组 正常组

Bcl-2 0． 68 ± 0． 14* # 0． 45 ± 0． 08* # 0． 23 ± 0． 05* # 1． 02 ± 0． 04 1． 00 ± 0． 00
Bax 1． 74 ± 0． 72* # 2． 06 ± 0． 83* # 4． 53 ± 1． 55* # 0． 95 ± 0． 02 1． 00 ± 0． 00
Cyt-C 1． 06 ± 0． 21 1． 83 ± 0． 75* # 2． 55 ± 1． 08* # 1． 02 ± 0． 04 1． 00 ± 0． 00

与正常组比较: * P ＜ 0. 05;与低糖对照组比较: #P ＜ 0. 05
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持其侵袭、增值和细胞干性。大多数癌细胞利用厌
氧代谢 ( 糖酵解 ) 来产生细胞生长和增值所需的

ATP，这与正常分化的细胞不同，后者通常使用线粒
体氧化磷酸化来维持细胞功能。从有氧代谢到无氧
代谢的过渡被称为“Warburg 效应”。肿瘤细胞在供
氧充足条件下，“Warburg 效应”强于普通细胞。肿
瘤细胞的糖酵解水平与肿瘤细胞的分化程度和肿瘤

恶性程度呈正相关效应，高度分化的肿瘤细胞能量

代谢水平是正常细胞的 40 倍左右，糖酵解途径是维
持高水平能量代谢的重要途径。因此，阻断肿瘤细
胞糖酵解代谢途径中的任何一个环节，就能够降低

肿瘤细胞的增殖能力，促进细胞凋亡。YAP 可以调
控肿瘤细胞生长，而肿瘤细胞的生长需 ATP 的参
与，因此，YAP 可能参与肿瘤细胞能量代谢过程。
本研究结果显示，WZB117 可通过下调 YAP 表达，
使胃癌细胞中 HK2、PKM2 表达、乳酸和 ATP水平皆
下降，表明 YAP下调可抑制胃癌细胞糖酵解。
综上所述，WZB117 可以下调 YAP 的表达，从

而影响胃癌细胞的迁移、侵袭能力和增殖活性，促使
胃癌细胞凋亡。这说明 YAP 在胃癌细胞中的表达
在促进胃癌细胞的进展中起着重要作用，这可能为

胃癌的进一步研究和治疗提供新的思路。
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Mechanism of the effect of WZB117 on stemness and glycolysis via
downregulation of YAP in gastric cancer cells

Zhang Chensong，Pan Chengwu，Wang Qingkang，et al
( Dept of Surgical Oncology Surgery，General Ward，The First Affiliated Hospital of

Bengbu Medical College，Bengbu 233010)

Abstract Objective To explore the mechanism by which the inhibitor WZB117 affects the stemness and glycolysis
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via the downregulation of Yes-related proteins in patient-derived gastric cancer cells． Methods Patient-derived
gastric cancer cells were obtained via the trypsin digestion of clinical gastric cancer tissues and incubation． The
cells were divided into normal group，low glucose control group and WZB117 treatment group． Afterwards，qRT-
PCR was used to detect the expression levels of stemness-related genes ( Nanog，oct-4 and sox-2) ，invasion-related
genes matrix metalloproteinase-2 ( MMP-2) and matrix metalloproteinase-9 ( MMP-9) ，and apoptosis-related genes
( Bcl-2，bax and Cyt-C) ． Western blot was applied to determine the expression levels of YAP，metabolism-related
proteins hexokinase 2 ( HK2) and pyruvate kinase M2 subtype ( PKM2) and activated cysteine-containing aspartate
proteolytic enzyme 3 ( Cleaved Caspase-3 ) ． Thiazolyl blue ( MTT) ，plate clone，scratch test，Transwell and kit
were performed to measure the cell proliferation，clone formation，migration，invasion，and content of adenosine
triphosphate ( ATP) and lactic acid，respectively． Results After WZB117 cultured cells，the YAP expression lev-
el was significantly lower than that of the normal group and the low glucose control group( P ＜ 0. 05) ，and that of
stemness-related genes ( Nanog，oct-4 and sox-2) and cell proliferation，clone formation，invasion，and migration
were also lower ( P ＜ 0. 05 ) ． The levels of Cleaved Caspase-3 and apoptosis in group treated by WZB117 were
higher than those in control groups ( P ＜ 0. 05 ) ，and the expression level of Bcl-2 decreased with the increase of
WZB117 concentration ( P ＜ 0. 05 ) ，and the expression levels of Bax and CYT-C increased with the increase of
WZB117 concentration ( P ＜ 0. 05) ． The content of ATP and lactic acid in supernatant and the protein expression
levels of HK2 and PKM2 were lower than those in control groups． Conclusion WZB117 can down regulate the ex-
pression of Yap，HK2 and PKM2 in gastric cancer cells，inhibit glycolysis and reduce ATP level．
Key words WZB117; gastric cancer; Yes-related protein; cancer cell stemness; glycolysis
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抑制 PCSK9 对人主动脉内皮细胞钙化的保护作用
靳天慧1，陈 亮1，2，刘叶红1，盛 瑛1，2，宗刚军1，2

摘要 目的 探讨抑制前蛋白转化酶枯草溶菌素 9
( PCSK9) 对地塞米松联合 L-抗坏血酸和 β 甘油磷酸诱导的
人主动脉内皮细胞( HAEC) 钙化的影响。方法 使用不同
浓度( 0、10、30、50 mmol /L) β甘油磷酸 + 50 μg /ml L-抗坏血
酸 + 100 nmol /L 地塞米松刺激 HAEC，筛选出诱导细胞钙化
的最佳浓度，并验证 HAEC 钙化时，PCSK9 的 mRNA 和蛋白
表达。采用小干扰 RNA( siRNA) 敲低 HAEC 中 PCSK9 的表
达，采用相同条件诱导细胞钙化，检测敲低 PCSK9 后 HAEC
中 PCSK9 及主要钙化指标的表达变化。茜素红 S 染色观察
细胞内的钙化沉积。结果 ①当 β 甘油磷酸浓度为
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30 mmol /L 时，HAEC 中主要钙化指标骨形态发生蛋白
( BMP) 2、BMP4 和 Runt 相关转录因子 2 ( RUNX2 ) 的 mRNA
和蛋白表达水平达到峰值，诱导钙化效果最佳; ②诱导
HAEC钙化后细胞内 PCSK9 的 mRNA 和蛋白表达水平明显
升高; ③敲低细胞内 PCSK9 的表达能够抑制体外诱导的
HAEC钙化，钙化相关基因和蛋白的表达降低，细胞内钙盐
沉积明显减少。结论 PCSK9 的表达与 HAEC钙化水平相
关，敲低 PCSK9 可抑制地塞米松联合抗坏血酸和 β 甘油磷
酸诱导的 HAEC钙化。
关键词 前蛋白转化酶枯草溶菌素 9;血管钙化;血管内皮
细胞
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血管钙化在动脉粥样硬化性心脑血管疾病以及

肾功能衰竭的患者中非常普遍。内皮细胞和血管平
滑肌细胞的衰老，细胞外基质沉积以及血管周围脂

肪组织的炎症反应等机制都参与了血管钙化的发生

和发展［1］。前蛋白转化酶枯草溶菌素 9 ( proprotein
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