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［摘 要］ 目的：探讨Fn14⁃PI3K⁃Akt信号通路介导的肿瘤坏死因子样弱凋亡因子（tumor necrosis factor⁃like weak inducer of
apoptosis，TWEAK）对人脐血来源的内皮祖细胞（human endothelial progenitor cells，hEPCs）增殖、迁移、血管形成能力的影响。

方法：体外培养、分离和鉴定 hEPCs，以其受体成纤维细胞生长因子 14 siRNA（Fn14 siRNA）及PI3K特异性抑制剂LY294002
（LY）作干预处理。细胞分为对照组、TWEAK干预组、TWEAK+ Fn14 siRNA阻断组和TWEAK+LY阻断组。分别采用CCK⁃8法
检测细胞增殖能力，Transwell小室检测细胞迁移能力，Matrigel小管形成试验评价细胞血管生成能力，Western blot法测定细胞

裂解液中p⁃Akt和T⁃Akt的表达。结果：hEPCs体外培养实验表明，TWEAK可明显促进hEPCs的增殖和迁移，并能提升hEPCs
的血管形成能力，但在TEWAK+Fn14 siRNA及TWEAK+LY组中hEPCs的增殖、迁移及血管形成能力显著降低。且TWEAK组

p⁃Akt表达较对照组显著增加，而TWEAK+Fn14siRNA组、TWEAK+LY组p⁃Akt表达较TWEAK组显著降低。结论：TWEAK具

有调控hEPCs促血管新生的作用，其促血管新生的作用可能受到Fn14⁃PI3K⁃Akt信号通路的限制。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effects of tumor necrosis factor⁃like attenuated apoptosis factor（TWEAK）mediated by Fn14
⁃ PI3K ⁃ Akt signaling pathway on the proliferation，migration and angiogenesis of human umbilical cord blood derived human
endothelial progenitor cells（hEPCs）. Methods：hEPCs were isolated and identified in vitro. The hEPCs were treated with Fn14 siRNA
and LY294002（LY），a specific inhibitor of PI3K. The cells were divided into the control group，the TWEAK treatment group，the
TWEAK + Fn14 siRNA blocking group and the TWEAK + LY treatment group. Cell proliferation was measured by CCK⁃8 assay，cell
migration assay was performed in Transwell chamber，and angiogenesis ability was evaluated by Matrigel tubule formation assay. The
expressions of p ⁃Akt and T ⁃Akt in cell lysate were measured by Western blot. Results：The hEPCs cultured in vitro showed that
TWEAK significantly promoted the proliferation and migration of hEPCs and enhanced the vascularization ability of hEPCs. However，
the proliferation，migration and angiogenesis ability of hEPCs in the TEWAK + Fn14 siRNA group and the TWEAK + LY groups were
significantly decreased. The expression of p⁃Akt in the TWEAK group was significantly higher than that in the control group，while the
expression of p⁃Akt in the TWEAK + Fn14 siRNA group and the TWEAK + LY group was significantly lower than that in the TWEAK
group. Conclusion：TWEAK can regulate the angiogenesis of hEPCs and its angiogenesis may be restricted by Fn14 ⁃ PI3K ⁃ Akt
signaling pathway.
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目前，血管生成相关疾病越来越普遍，如何促

进或抑制血管生成成为治疗相关疾病的关键［1］。大

量研究表明，人脐血内皮祖细胞（human endothelial
progenitor cells，hEPCs）在血管生成和修复中起重要

作用［2-4］。hEPCs在参与血管生成过程受到多种生

化因子的调控，如SDF⁃1［5］、CXCR4［6］、CXCR7［7］。肿

瘤坏死因子样弱凋亡因子（tumor necrosis factor⁃like
weak inducer of apoptosis，TWEAK）是最新发现的细

胞因子，成纤维细胞生长因子 14（fibroblast growth
factor inducible molecule 14，Fn14）作为TWEAK的特

异性受体，与 TWEAK以受体和配体方式结合后发

挥多种生物学效应，如诱导促炎症细胞因子释放，

调节免疫反应，促进血管生成［8］。而磷脂酰肌醇三

羟基激酶（PI3K）及其下游的丝氨酸/苏氨酸激酶

（Akt）组成的信号转导通路参与细胞的增殖、迁移、

存活及血管生成等多种生物学行为。多项研究均

显示TWEAK/Fn14信号通路可通过活化Akt在多种

细胞的增殖、迁移及存活中发挥作用［9］，提示PI3K/
Akt为TWEAK/Fn14重要的下游通路。在急性心肌

梗死中，TWEAK/Fn14 是否可以激活内皮祖细胞

（endothelial progenitor cells，EPCs）内 PI3K/Akt信号

通路，促进EPCs的增殖、迁移及血管生成，修复受损

心肌，有关这方面的研究工作国内外尚未见报道。本

文通过体外细胞实验，研究了Fn14⁃PI3K⁃Akt信号通

路介导的TWEAK对hEPCs中血管新生作用，探讨其

作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

人脐带血由东南大学附属中大医院产科提

供；EGM⁃2MV培养液（Lonza公司，美国）；TWEAK
（R&D Systems 公 司 ，美 国）；Fn14 siRNA（Santa
Cruz公司，美国）；DiI标记的乙酰化低密度脂蛋白

（DiI⁃acLDL）（Molecular Probe公司，美国）；FITC标

记的异凝集素（FITC⁃UEA⁃1）、LY294002（Sigma公
司，美国）；FITC 标记的小鼠抗人 CD34 单克隆抗

体（FITC⁃CD34）、FITC标记的小鼠抗人 CD45单克

隆抗体（FITC⁃CD45）、PE标记的抗人血管内皮生

长因子受体 2（vascular endothelial growth factor re⁃
ceptor⁃2，VEGFR2，KDR）单克隆抗体（BD Biosci⁃
ences 公司，美国）；基质凝胶Matrigel（Becton Dick⁃
son 公司，美国）；Transwell小室（Millipore公司，美

国）；p⁃Akt抗体、T⁃Akt抗体（Cell Signaling 公司，美

国）。

1.2 方法

1.2.1 hEPCs的分离、培养及鉴定

无菌采集健康足月分娩新生儿脐带血。采用

肝素抗凝，Ficoll密度梯度离心法分离单个核细胞，

以 5×105个/mL密度分别接种于人纤维连接蛋白包

被的 25 cm2 的塑料培养瓶中，在含 5%胎牛血清

（FBS）的EGM⁃2MV诱导培养基培养；置 5% CO2持

续通气、湿度 95%、37 ℃恒温培养箱中培养 96 h后

首次换液；7~10 d后挑选铺路石样细胞克隆继续培

养，选取第3~5代细胞进行实验。

将细胞与DiI⁃acLDL（10 mg/L）一起于37 ℃避光

孵育 4 h，2%多聚甲醛固定 10 min，磷酸盐缓冲液

（PBS）漂洗后加FITC⁃UEA⁃1（10 mg/L）避光孵育 l h，
PBS液漂洗后于荧光显微镜（Olympus公司，日本）下

观察细胞荧光染色。将FITC⁃CD34、FITC⁃CD45、PE
⁃VEGFR2（KDR）抗体加入培养的贴壁细胞中，于

4 ℃避光孵育30 min，PBS清洗后，用加样器反复冲洗

成单细胞悬液后，离心后计数1×105个细胞用300 μL
PBS悬浮细胞分装后用流式细胞仪进行检测。

1.2.2 实验分组

将贴壁细胞随机分成 6组：①对照组（Con组）：

RPMI⁃1640培养基+ hEPCs；②不同浓度 TWEAK干

预组：不同浓度 TWEAK（50、100、150 ng/mL）+
hEPCs；③TWEAK+Fn14 siRNA 阻断组：Fn14 siRNA
和 hEPCs共孵育24 h后，加入100 ng/mL TWEAK；④
TWEAK+LY阻断组：PI3K 抑制剂LY294002（终浓度

10 μmol/L）和hEPCs共孵育30 min后，加入100 ng/mL
TWEAK。

1.2.3 TWEAK对hEPCs增殖的影响

CCK⁃8试剂盒检测细胞增殖情况，具体方法为：

0.25%胰酶+0.02% EDTA 消化hEPCs，以2 000个/孔
的密度将细胞接种于 96孔板内，EGM2培养基培养

24 h后，按实验分组干预细胞，每组重复6孔。干预

24 h后，每孔加入 10 μL CCK⁃8试剂，混匀，细胞培

养箱继续孵育 1 h后，去盖，以不加细胞只加CCK⁃8
试剂和培养基的空白对照孔，酶标仪450 nm波长下

读取光密度值（A值）。记录各组A 值，计算代表增

殖率的相对细胞数=A（实验）/ A（对照）。

1.2.4 TWEAK对hEPCs迁移的影响

200 μL培养液及100 ng/mL 基质细胞衍生因子

（SDF⁃1）加入Transwell小室的下室。以每孔4 × 104

个EPCs注入上室，每孔上室体积为200 μL，胎牛血

清浓度 1%，上室和下室之间隔以 8 μm硝酸纤维

膜。培养 8 h，刮去滤膜上面的未移动细胞。用 4%
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多聚甲醛固定，0.1%结晶紫染色，随机选择5个显微

镜视野（×200），计数迁移细胞的平均数。

1.2.5 TWEAK对hEPCs血管形成能力的影响

用预冷的 PBS将基质胶稀释至 4 mg/mL，并以

50 μL/孔加入96孔板中。将96孔板于37 ℃放置1 h
以形成胶层。胶层形成后，每孔加入1 × 104浓度的

各组EPCs 200 μL，于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度条件

下培养 12 h。40倍倒置显微镜下观察管状结构数

量，随机选择 6个视野照相，取其平均值。

1.2.6 Western blot 法测定细胞裂解液中 p⁃Akt 及
T⁃Akt表达

分离培养 hEPCs细胞，计数后以 5×106个/孔密

度接种于6孔板中，每组设3个复孔，细胞培养至24
d，除去细胞培养液，进行 3次洗涤。每孔加入 400
μL RIPA 裂解液裂解细胞。细胞裂解时间为 8
min。采用BCA法测定细胞裂解液中的蛋白含量。

利用Western blot法测定细胞裂解液中的p⁃Akt及T⁃
Akt的表达情况，具体流程如下：灌胶→上样（包括

样品和marker）→90 V电泳30 min，marker条带出现

→100 V电泳 1.5 h，直到溴酚蓝跑出→甲醇中浸泡

PVDF膜1 min→浸泡过的PVDF膜、厚滤纸、电泳胶

块均放入膜缓冲液中 15 min→25 V转膜 30 min→
PVDF膜放入 5%BSA塑料盒中封闭 2 h→加入一抗

（p⁃Akt 1∶2 000，T⁃Akt 1∶1 000，GAPDH 1∶2 000）→
TBST洗膜3次，每次15 min→加入二抗（1∶2 000）→
TBST洗膜 3次，每次 15 min→暗室曝光，扫描胶片

→Image J软件处理获得各条带吸光度值。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 20.0统计软件系统，计量资料用 t检

验，多组间均数比较用单因素方差分析，组间多重比

较用 SNK⁃q检验。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 EPCs的鉴定

刚分离的单个核细胞（MNCs）呈圆形均匀地悬

浮分布，7 d左右可见少量梭形细胞出现小集落。传

至 3代时细胞呈现为典型“铺路石”样细胞，即晚期

内皮祖细胞，传代培养细胞，具体如图1A所示。

培养至7 d时荧光显微镜下可见90％以上贴壁

细胞能摄取DiI⁃acLDL（呈红色荧光）和UEA⁃1⁃Lec⁃
tin（呈绿色荧光）（图 1B）。经荧光标记的 CD34、
KDR及CD45抗体流式细胞仪检测，CD34和KDR阳

性率分别达（59.42 ± 5.93）％、（48.25 ± 4.02）％，而

CD45为阴性（图1C）。
2.2 TWEAK对hEPCs增殖的影响

本实验通过 CCK⁃8检测 hEPCs的细胞增殖情

况，进而观察TWEAK在hEPCs增殖中的作用。结果

显示，TWEAK有明显地促进hEPCs增殖的作用，并且

随着TWEAK含量增加而呈现量效关系。50 ng/mL
的TWEAK干预即可显示出明显的促细胞增殖作用

（P < 0.01）。100 ng/mL和 150 ng/mL TWEAK干预

组较 50 ng/mL TWEAK干预组促 hEPCs增殖能力显

A：原代及第3代EPCs（×200）；B：EPCs的DiI⁃acLDL摄取和FITC⁃UEA⁃1结合（×200）；C：流式细胞仪检测示EPCs免疫表型CD34阳性、KDR
阳性及CD45阴性。

图1 EPCs鉴定

Figure 1 The characterization of endothelial progenitor cells
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著增高（P < 0.01），但两者之间细胞增殖速度差异无

统计学意义（P > 0.05）。TWEAK的促增殖作用可被

Fn14 siRNA及 PI3K特异性抑制剂 LY294002抑制

（P < 0.01，图 2）。说明 TWEAK可提高 hEPCs的细

胞增殖能力，但 PI3K特异性抑制剂 LY294002对此

促进作用具有一定抑制性。

2.3 TWEAK对hEPCs迁移的影响

与对照组相比，TWEAK各干预组促hEPCs迁移

的能力明显增强（P < 0.01），且呈剂量依赖性，但

150 ng/mL TWEAK干预组较 100 ng/mL TWEAK干

预组促 hEPCs迁移能力轻度增强，但两者之间差异

无统计学意义（P > 0.05）。加入 Fn14 siRNA 及

LY294002干预后，hEPCs迁移的能力明显下降（P <
0.01，图3）。结果表明，TWEAK可促进hEPCs迁移，

但 这 种 促 进 作 用 可 被 其 受 体 Fn14 siRNA 及

LY294002抑制。

2.4 TWEAK对hEPCs血管形成能力的影响

hEPCs在基质胶中形成管样结构能力是体外评

价hEPCs血管形成能力的重要指标，TWEAK在促进

这一过程中起到重要作用。本研究通过比较不同

处理方式下hEPCs在基质胶上形成的管样结构数量

和长度，考察了 TWEAK在 hEPCs跨内皮迁移中的

作用（图4A）。结果显示，随着TWEAK浓度的增加，

TWEAK促进 hEPCs在基质胶中形成管状结构的能

力逐渐提升（P < 0.01），但 100 ng/mL和 150 ng/mL
TWEAK 干预组 hEPCs 成小管能力无统计学差异

（P > 0.05）；TWEAK + Fn14 siRNA 阻 断 组 和

TWEAK+LY阻断组与 100 ng/mL TWEAK干预组相

比，hEPCs管腔样结构数目明显降低（P < 0.01，图
4B），结果表明，TWEAK可促进hEPCs管状形成，且

可被Fn14 siRNA及LY294002所阻断。

2.5 TWEAK对hEPCs p⁃Akt、T⁃Akt表达的影响

与对照组相比，TWEAK各干预组 hEPCs中 p⁃
Akt蛋白表达水平均明显升高（P < 0.01），与 50 ng/
mL TWEAK 干预组相比，100 ng/mL 和 150 ng/mL
TWEAK干预组 hEPCs中 p⁃Akt蛋白表达水平均明
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图2 CCK⁃8法检测各组hEPCs增殖

Figure 2 The proliferation of hEPCs detected by CCK⁃8
assay
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图3 Transwell小室检测各组hEPCs迁移

Figure 3 The migration of hEPCs detected by Transwell chamber assay
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显升高（P < 0.01），但后两组组间比较无统计学差异

（P > 0.05）；加入 Fn14 siRNA及 LY294002干预后，

hEPCs中p⁃Akt蛋白表达水平均显著降低（P < 0.01，
图5）。结果表明，TWEAK可促进hEPCs中p⁃Akt蛋

白表达，且可被Fn14 siRNA及LY294002所阻断。

3 讨 论

研究表明，TWEAK对于细胞增殖活性具有促

A：各组 hEPCs成小管图（×100）；B：各组 hEPCs成小管的定量分析。与Con组比较，*P < 0.01；与 50 ng/mL TWEAK组比较，#P < 0.01；与
100 ng/mL TWEAK组比较，△P < 0.01。

图 4 Matrigel小管形成试验检测各组hEPCs血管形成能力

Figure 4 The numbers of tuble⁃like structures of hEPCs detected by Matrigel tubule formation test
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进作用［10］。在心肌细胞的动物实验研究中，No⁃
voyatleva等［11］发现，在新生大鼠中，TWEAK与其受

体Fn14 结合后可活化PI3K 激酶，上调Ki67、Cyclin
D2、Aurora B、H3P蛋白的表达进而促进心肌细胞的

增殖。但在成年大鼠中TWEAK的表达不影响心肌

细胞DNA 的合成，考虑与出生后 Fn14表达下调有

关。但腺病毒转染成年大鼠使心肌细胞Fn14过表

达后，TWEAK能显著诱导心肌细胞DNA合成，表明

TWEAK⁃Fn14信号通路共同参与了心肌细胞增殖的

调控作用。本研究发现，TWEAK 有明显的促进

hEPCs增殖作用，并且随着TWEAK含量增加而呈现

量效关系，50 ng/mL的 TWEAK处理即可显示出明

显的促细胞增殖作用；随着 TWEAK浓度的增加，

TWEAK组迁移的hEPCs数量较对照组显著升高，且

随着 TWEAK浓度的增加，迁移的 hEPCs的数量不

断升高，TWEAK+LY阻断组迁移的hEPCs数量明显

比 TWEAK干预组减少；同样，随着 TWEAK浓度的

增加，TWEAK促进hEPCs在基质胶中形成管状结构

的能力逐渐提升；TWEAK+LY阻断组与不同浓度

TWEAK组相比，hEPCs在基质胶中形成管状结构的

能力降低。以上实验结果表明，TWEAK可以促进

与 Con 组比较，*P < 0.01；与 50 ng/mL TWEAK 组比较，#P <
0.01；与100 ng/mL TWEAK组比较，△P < 0.01。
图 5 Western blot法检测各组hEPCs中p⁃Akt和T⁃Akt表

达

Figure 5 The expression of p⁃Akt and T⁃Akt in hEPCs de⁃
tected by Western blot
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hEPCs细胞的增殖、迁移及血管形成能力，这些促进

作用会被PI3K特异性抑制剂LY294002抑制。

目前，关于TWEAK发挥生物学作用的信号机制

尚未阐释清楚，已知的参与 hEPCs细胞生物学行为

信号通路比较多，如PI3K/Akt［12］、ERK1/2［13］、P38［14］、

JNK［15］等，对于这些信号通路的研究结果显示均参

与 hEPCs的黏附、迁移、增殖和分化。本研究中，利

用Western blot法检测hEPCs中p⁃Akt、T⁃Akt表达情

况，结果发现，各T⁃Akt条带相对吸光度值间差异不

显著；而 p⁃Akt条带中，不同浓度TWEAK干预组与

TWEAK+LY阻断组差异显著，同时，随着TWEAK浓

度的增加，p⁃Akt条带吸光度值差异也具有显著性。

结合以上的研究结果发现，TWEAK发挥作用与细

胞内 p⁃Akt表达水平有明显的相关性，而通过PI3K
特异性抑制剂 LY294002能够显著消除 TWEAK对

hEPCs的黏附、迁移、增殖以及血管形成能力的促进

作用。表明 PI3K蛋白的表达在一定程度上影响

TWEAK生物学活性。

由于 TWEAK通常与 Fn14结合发挥生物学作

用，因而笔者推测，TWEAK很可能是通过直接与

hEPCs上的 Fn14受体结合，进而激活下游的 PI3K/
Akt信号通路来影响 hEPCs增殖、迁移及血管生成

等多种生物学行为。因此，这可能预示着，TWEAK
具有调控 hEPCs促血管新生的作用，这种作用可能

以一种Fn14⁃PI3K⁃Akt信号通路介导进行。

综上所述，本研究证实了 TWEAK对 hEPCs的
迁移、增殖以及血管形成能力均具有促进作用，但

这种促进作用可能受制于Fn14/PI3K/Akt信号通路

发挥对hEPCs促血管新生的作用的调控。研究结果

从分子生物学角度阐明了Fn14/PI3K/Akt信号通路

的可能机制，为进一步探讨 TWEAK在 hEPCs中的

作用机制提供了科学依据，对相关疾病的临床研究

及治疗具有重要意义。
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