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ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路在ＴＬＲ４促进胰腺癌血管生成中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）和ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）信号通路在胰腺癌血管生成中的作用。

方法　以脂多糖（ＬＰＳ）、ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ及ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路阻断剂ＳＢ２０３５８０分别作用于体外培养的胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＲ４、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、磷酸化ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐｐ３８）蛋白表达。收集各种因素处理后

的ＰＡＮＣ１细胞培养液，观察其对人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）增殖、迁移和管腔形成的影响。结果　ＬＰＳ组的 ＨＵＶＥＣｓ增殖

率、迁移数目和管腔形成个数分别为（１３９．２±１２．６）％、４８．１±９．１和４７．８±９．６，均显著高于对照组（犘＜０．０５）。ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ组

的 ＨＵＶＥＣｓ增殖率、迁移数目和管腔形成个数分别为（６０．２±８．７）％、３１．３±４．５和１７．２±３．３，均显著低于对照组（犘＜０．０１）；

ＳＢ２０３５８０组的 ＨＵＶＥＣｓ增殖率［（７９．６±８．９）％］、迁移数目（２１．６±４．３）和管腔形成个数（２３．５±４．３）均较对照组显著减少（犘＜

０．０５）；且ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ＋ＬＰＳ、Ｂ２０３５８０＋ＬＰＳ组的 ＨＵＶＥＣｓ增殖率、迁移数目和管腔形成个数均分别显著低于ＬＰＳ组（犘＜

０．０１）。与对照组相比，ＬＰＳ组ＶＥＧＦ、ｐｐ３８蛋白表达均明显增加，ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ组、ＳＢ２０３５８０组ＴＬＲ４、ＶＥＧＦ、ｐｐ３８蛋白表达

明显减少；且ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ＋ＬＰＳ组、ＳＢ２０３５８０＋ＬＰＳ组 ＶＥＧＦ、ｐｐ３８表达较ＬＰＳ组明显减少。结论　ＴＬＲ４可促进胰腺癌的

血管生成，其机制与激活ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路、促进ＶＥＧＦ表达有关。

［关键词］　Ｔｏｌｌ样受体４；胰腺肿瘤；血管生成；ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶信号通路；血管内皮生长因子
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　　Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）是近年来发现的

Ⅰ型跨膜蛋白质。其中，ＴＬＲ４是最早发现的，同时也是研究

最为广泛的ＴＬＲｓ家族成员，主要识别革兰阴性细菌细胞壁成

分脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）。近年来研究表明，ＴＬＲ４

在肿瘤细胞呈高表达，与多种肿瘤的发生、发展密切相关，但其

促肿瘤的确切机制尚未完全阐明［１３］。血管生成已被证实在肿

瘤的生长、侵袭和转移中发挥重要作用［４５］。本课题组前期研

究发现，ＴＬＲ４在胰腺癌组织中呈高表达，且高表达的 ＴＬＲ４

与胰腺癌的血管生成有关［２］，但ＴＬＲ４促血管生成的机制有待

于进一步明确。血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）是目前已知的最

重要的促血管生成因子，在诸多调控 ＶＥＧＦ表达的信号通路

中，ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）信号通路已被证实

具有重要的作用［６７］。本研究以 ＬＰＳ、ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ 及 ｐ３８

ＭＡＰＫ信号通路阻断剂ＳＢ２０３５８０分别作用于体外培养的胰

腺癌ＰＡＮＣ１细胞，收集各组细胞培养液作用于人脐静脉血

管内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ），观察 ＨＵＶＥＣｓ增殖、迁移及管腔形

成的变化，分析ＴＬＲ４对ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路及 ＶＥＧＦ表达

影响，探讨ＴＬＲ４促胰腺癌血管生成的作用及其机制。

１　材料与方法

１．１　材料　人胰腺癌细胞株ＰＡＮＣ１购自美国ＡＴＣＣ公司；

ＨＵＶＥＣｓ购自中国科学院上海细胞生物学研究所；ＴＬＲ４ｓｉＲ

ＮＡ（上游：５′ＣＵＵＵＡＵＣＣＡＡＣＣＡＧＧＵＧＣＡＵＵＵＵ３′；

下游：５′ＡＡＵＧＣＡＣＣＵＧＧＵＵＧＧＡＵＡＡＡＧＵＵ３′）由上

海吉玛生物技术有限公司合成；ＬＰＳ和ＳＢ２０３５８０均为Ｓｉｇｍａ

公司产品；兔抗人 ＴＬＲ４、ＶＥＧＦ多克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ

公司；鼠抗人磷酸化Ｐ３８丝裂活化蛋白激酶（ｐｐ３８）的单克隆

抗体和ｐ３８的多克隆抗体均购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ小室购自Ｃｏｓｔｅｒ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自ＢＤ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＰＡＮＣ１细胞和 ＨＵＶＥＣｓ在含有１０％胎

牛血清（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ 培养液中，３７℃，５％ＣＯ２ 条件下培

养，培养液中含青霉素、链霉素各１００Ｕ／ｍＬ。将ＰＡＮＣ１细

胞以每孔１×１０６ 的量加入６孔板，待细胞贴壁后，进行下列的

分组实验。对照组：不加任何处理因素；ＬＰＳ组：加入１μｇ／ｍＬ

的ＬＰＳ处理２４ｈ；ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ 组：加入１００ｐｍｏｌ／ｍＬ 的

ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ处 理 ４ｈ；ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ＋ＬＰＳ 组：加 入 １００

ｐｍｏｌ／ｍＬ的ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ处理４ｈ后继续加入１μｇ／ｍＬ的

ＬＰＳ处理２４ｈ；ＳＢ２０３５８０组：加入２０μｍｏｌ／Ｌ的ＳＢ２０３５８０处

理２ｈ；ＳＢ２０３５８０＋ＬＰＳ组：加入２０μｍｏｌ／Ｌ的ＳＢ２０３５８０处理

２ｈ后继续加入１μｇ／ｍＬ的ＬＰＳ处理２４ｈ。收集各组细胞培

养液上清液分别作用于体外培养的 ＨＵＶＥＣｓ。

１．２．２　ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ转染　将ＰＡＮＣ１细胞以１×１０
６／孔的

量加入６孔板，待细胞贴壁后，弃去培养液，进行后续的ＴＬＲ４

ｓｉＲＮＡ转染实验。具体转染步骤如下：将１００ｐｍｏｌＴＬＲ４

ｓｉＲＮＡ加入到１００μＬ的无血清的ＤＭＥＭ 培养基柔和混匀；

用１００μＬ无血清的ＤＭＥＭ稀释５μＬｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００试剂，

轻轻混匀，室温放置５ｍｉｎ；将稀释好的ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ和ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎ２０００试剂混合，轻柔混匀，室温放置２０ｍｉｎ，以形成

ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ／ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ复合物；将６孔板的每孔中加入上

述２００μＬＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ／ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ复合物和８００μＬ无血清

的ＤＭＥＭ培养基，继续培养４ｈ后，弃去培养液，加入或不加

入ＬＰＳ继续培养２４ｈ。

１．２．３　四甲基噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测 ＨＵＶＥＣｓ增殖　将

ＨＵＶＥＣｓ以５×１０３／孔的量加入９６孔板，待细胞贴壁后，更换

为各组ＰＡＮＣ１细胞培养液，３７℃，５％ＣＯ２ 条件下继续培养

４８ｈ后，每孔加入２０μＬＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）。继续培养４ｈ

后吸去孔内培养液，每孔加入１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），置

摇床上低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，在酶联免疫检测

仪波长５７０ｎｍ处测量各孔的吸光度值（犃值）。细胞增殖率＝

（实验孔犃值／对照孔犃值）×１００％。

１．２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测 ＨＵＶＥＣｓ的迁移能力　常规培养

ＨＵＶＥＣｓ，收集细胞，用各组ＰＡＮＣ１细胞培养液上清液将

ＨＵＶＥＣｓ备成５×１０５／ｍＬ细胞悬液，取２００μＬ细胞悬液接种

至Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，在下室加入７００μＬ含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ

培养液。继续培养２４ｈ后，取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，用棉签将小

室上层的细胞擦除，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）轻轻冲洗，晾干，然后

用０．１％结晶紫染色１０ｍｉｎ，去除多余结晶紫染液，普通光学

显微镜下观察。每个滤膜随机选取５个４００倍视野，计数穿膜

细胞数，以穿膜细胞的数目表示 ＨＵＶＥＣｓ的迁移能力。

１．２．５　Ｍａｔｒｉｇｅｌ检测 ＨＵＶＥＣｓ的管腔形成能力　常规培养

ＨＵＶＥＣｓ，收集细胞，用ＰＡＮＣ１细胞培养液上清重新悬浮，

以１×１０５／孔的量接种于预铺 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的２４孔板中。３７℃，

５％ＣＯ２ 条件下继续培养２４ｈ后，倒置显微镜下观察。选取３

个视野计算所形成管腔个数的平均值。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＡＮＣ１细胞ＴＬＲ４、ｐ３８、ｐｐ３８和

ＶＥＧＦ蛋白表达　用ＲＩＰＡ裂解液制备细胞总蛋白，蛋白分析

系统测定蛋白浓度，上样于２０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳，电转移到硝酸纤维膜。室温下用含

５％脱脂奶粉的１×ＴＢＳ封膜２ｈ。加入 ＴＬＲ４、ｐ３８、ｐｐ３８、

ＶＥＧＦ抗体，４℃孵育过夜，洗膜后加入相应的辣根过氧化物

酶（ＨＲＰ）标记的二抗，室温孵育２ｈ，电化学发光（ＥＣＬ）显影。

结果用凝胶图像软件分析系统对胶片扫描，与内参照βａｃｔｉｎ

进行比较。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１１．０统计软件包进行分析，计量

资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，检验水准α＝０．０５，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＬＲ４对胰腺癌血管生成的影响　ＬＰＳ组的 ＨＵＶＥＣｓ

增殖率、迁移数目和管腔形成个数分别为（１３９．２±１２．６）％、

４８．１±９．１和４７．８±９．６，均显著高于对照组的（９９．５±

９．３）％、４０．３±６．７和３１．５±５．３（犘＜０．０５）。而ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ

组的 ＨＵＶＥＣｓ增殖率、迁移数目和管腔形成个数分别为

（６０．２±８．７）％、３１．３±４．５和１７．２±３．３，均显著低于对照组

（犘＜０．０１）；而ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ＋ＬＰＳ组的 ＨＵＶＥＣｓ增殖率、迁

移数目和管腔形成个数分别为（８８．８±９．１）％、３５．６±５．２和

２６．８±５．１，均显著低于ＬＰＳ组（犘＜０．０１），经ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ预

处理后，ＬＰＳ促进 ＨＵＶＥＣｓ增殖、迁移和管腔形成的能力明

显下降。

２．２　ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路在ＴＬＲ４促胰腺癌血管生成中的作

用　与对照组相比，ＳＢ２０３５８０组的 ＨＵＶＥＣｓ增殖率［（７９．６±

８．９）％］、迁移数目（２１．６±４．３）和管腔形成个数（２３．５±４．３）

均显著减少（犘＜０．０５）；而ＳＢ２０３５８０＋ＬＰＳ组的 ＨＵＶＥＣｓ增
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殖率［（１０９．７±１２．６）％］、迁移数目（３１．８±５．７）和管腔形成个

数（２９．２±５．３）均显著低于ＬＰＳ组（犘＜０．０５），经ＳＢ２０３５８０阻

断ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路后，ＬＰＳ促进 ＨＵＶＥＣｓ增殖、迁移和

管腔形成的能力明显下降。

２．３　ＴＬＲ４对ＰＡＮＣ１细胞ＶＥＧＦ表达的影响　与对照组相

比，经ＬＰＳ作用后，尽管ＰＡＮＣ１细胞ＴＬＲ４蛋白表达无明显

变化，但 ＶＥＧＦ、ｐｐ３８蛋白表达均明显增加，而ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ

可明显抑制ＰＡＮＣ１细胞 ＴＬＲ４、ＶＥＧＦ、ｐｐ３８蛋白表达；且

ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ可显著抑制ＬＰＳ对ＶＥＧＦ、ｐｐ３８表达的诱导作

用，见图１。

　　１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ 组；４：ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ＋

ＬＰＳ组。

图１　　ＬＰＳ、ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ对ＰＡＮＣ１细胞ＴＬＲ４、

ＶＥＧＦ、ｐ３８、ｐｐ３８蛋白表达的影响

２．４　ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路在 ＴＬＲ４促进ＰＡＮＣ１细胞表达

ＶＥＧＦ中的作用　为了进一步验证 ＴＬＲ４蛋白可通过激活

ｐ３８ＭＡＰＫ 通路促进 ＶＥＧＦ表达，本研究分别以 ＬＰＳ和

ＳＢ２０３５８０作用于ＰＡＮＣ１细胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果显示，经

ＳＢ２０３５８０阻断ｐ３８ＭＡＰＫ 通路后，ＰＡＮＣ１细胞 ＶＥＧＦ、ｐ

ｐ３８蛋白表达均较对照组明显下降，且阻断ｐ３８ＭＡＰＫ通路可

明显逆转ＬＰＳ所诱导的ＶＥＧＦ、ｐｐ３８表达，见图２。

　　１：对照组；２：ＬＰＳ组；３：ＳＢ２０３５８０组；４：ＳＢ２０３５８０＋ＬＰＳ组。

图２　　ＬＰＳ、ＳＢ２０３５８０对ＰＡＮＣ１细胞ＶＥＧＦ、

ｐ３８、ｐｐ３８蛋白表达的影响

３　讨　　论

　　ＴＬＲ４主要表达于与宿主防御功能有关的免疫细胞和内

皮细胞，这样可以使ＴＬＲ４更为方便地识别胞外细菌及其配

体，诱导产生一系列的炎性介质从而产生强有力的炎症反

应［８］。近年来研究发现，ＴＬＲ４还在多种肿瘤细胞呈高表达，

具有抑制肿瘤细胞凋亡，促进肿瘤细胞增殖、黏附、转移，以及

免疫逃逸的作用［１３，９］。已有的研究证实，ＴＬＲ４在胰腺癌组织

中高表达，且高表达的ＴＬＲ４与胰腺癌的血管生成密切相关，

提示ＴＬＲ４在胰腺癌的发生与发展中起着重要的作用
［２，１０］。

胰腺癌的生长、浸润和转移必须依赖肿瘤血管生成，抗血管生

成已成为胰腺癌治疗研究的一个重要领域［１１］。本研究发现，

经ＬＰＳ作用后的ＰＡＮＣ１细胞培养液可显著促进 ＨＵＶＥＣｓ

细胞的增殖、迁移和管腔形成，而经 ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ作用后的

ＰＡＮＣ１细胞培养液可明显抑制 ＨＵＶＥＣｓ细胞的增殖、迁移

和管腔形成，表明ＴＬＲ４具有促进血管生成的作用。ＶＥＧＦ是

目前发现的最为重要的促血管生成因子之一，在肿瘤的发展过

程中起着重要的作用［１２］。本研究发现，经 ＬＰＳ 作用后，

ＰＡＮＣ１细胞 ＶＥＧＦ蛋白表达明显增加，而 ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ可

明显抑制 ＶＥＧＦ蛋白表达，表明ＴＬＲ４具有诱导 ＶＥＧＦ表达

的作用。Ｒｉｄｄｅｌｌ等
［１３］通过对前列腺癌的研究也发现，ＴＬＲ４

具有调控ＶＥＧＦ表达的能力，可促进肿瘤血管的生成，然而

ＴＬＲ４促进ＶＥＧＦ表达的机制尚有待于进一步明确。

ｐ３８ＭＡＰＫ是丝裂原活化蛋白激酶家族成员之一，广泛

存在于细胞中，是参与细胞生长、增殖、分化调节的重要信号转

导通路。目前已证实，ｐ３８ＭＡＰＫ通路在多种肿瘤细胞内呈

持续激活状态，持续激活的ｐ３８ＭＡＰＫ通路可诱导 ＶＥＧＦ及

ＩＬ８等细胞因子的产生，从而在促进肿瘤血管生成过程发挥

重要的作用［６７］。本研究也发现，阻断ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路后，

ＰＡＮＣ１细胞 ＶＥＧＦ蛋白表达显著下降，且培养液对 ＨＵ

ＶＥＣｓ的增殖、迁移及管腔形成均有明显的抑制作用，同样证

实ｐ３８ＭＡＰＫ通路可通过诱导 ＶＥＧＦ表达，促进肿瘤血管生

成。研究表明，ＴＬＲ４可促进ｐ３８蛋白的磷酸化，激活 ｐ３８

ＭＡＰＫ通路，促进肿瘤细胞的生长；而使用ＲＮＡ干扰技术沉

默ＴＬＲ４基因后，可抑制ｐ３８ＭＡＰＫ通路，促进肿瘤细胞的凋

亡［１４１５］。本研究发现，ＬＰＳ可促进ＰＡＮＣ１细胞ｐｐ３８的表

达，而ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ在抑制ＴＬＲ４表达的同时可抑制ｐｐ３８的

表达，表明ＴＬＲ４具有激活胰腺癌细胞ｐ３８ＭＡＰＫ通路的作

用。进一步的研究发现，阻断ｐ３８ＭＡＰＫ 通路可明显阻断

ＬＰＳ对 ＰＡＮＣ１细胞 ＶＥＧＦ表达的诱导作用，并显著抑制

ＬＰＳ作用后ＰＡＮＣ１细胞培养液对 ＨＵＶＥＣｓ增殖、迁移和管

腔形成的促进能力。这些结果表明，激活ｐ３８ＭＡＰＫ通路是

ＴＬＲ４诱导ＶＥＧＦ的表达，从而促进胰腺癌的血管生成的重要

机制。

胰腺癌是严重危害人类健康的恶性肿瘤，阐明其发病机制

并寻找有效的治疗靶点是目前迫切需要解决的重要课题。本

研究表明，ＴＬＲ４具有促进胰腺癌血管生成的作用，其机制与

激活ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路，诱导 ＶＥＧＦ表达有关。但胰腺癌

的发生、发展涉及多方面的复杂因素，ＴＬＲ４的异常表达及其

促血管生成可能只是其中的一种形式，其确切的分子机制尚有

待于进一步研究。
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