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低剂量阿糖胞苷对 Jurkat T 淋巴细胞 CD147 表达的影响

王汉伟1，张俊峰1，魏 冬1，郭竹英2，徐芒华2，高丰厚2

［摘要］目的:探讨低剂量阿糖胞苷( Ara-C) 对 Jurkat T 淋巴细胞 CD147 表达的影响。方法:实验细胞分 6 组，为对照组和 1、5、
10、20、30 ng /ml Ara-C 组。采用 RT-PCR、Western blot 和流式细胞术分别检测 Ara-C 干预前后 Jurkat 细胞 CD147 基因和蛋白

的表达。用倒置显微镜观察、比较 Ara-C 干预前后 Jurkat 细胞集落形成情况。结果:Ara-C 各浓度组中细胞 CD147 mRNA 和蛋

白的表达均明显高于对照组( P ＜ 0． 01) ，Ara-C 干预组细胞集落形成明显增加。结论:低剂量 Ara-C 可上调 Jurkat T 淋巴细胞

CD147 的表达，增强细胞间黏附力。
［关键词］Jurkat 细胞; 阿糖胞苷; CD147; 集落形成; 动脉粥样硬化

［中国图书资料分类法分类号］R 331． 144 ［文献标识码］A

The effect of Ara-C at low concentrations on CD147 expression in Jurkat cells
WANG Han-wei1，ZHANG Jun-feng1，WEI Dong1，GUO Zhu-ying2，XU Mang-hua2，GAO Feng-hou2

( 1． Department of Cardiology，2． Center of Laboratory，The No． 3 People's Hospital，
School of Medicine，Shanghai Jiaotong University，Shanghai 201900，China)

［Abstract］ Objective: To investigate the effect of Ara-C at low concentrations on extracellular matrix metalloproteinase inducer
( CD147) expression in Jurkat cells．Methods: Jurkat cells were divided into six groups: control group and cells treated with different
concentrations of Ara-C at 1，5，10，20，and 30 ng /ml． CD147 mRNA and protein expression were assayed by RT-PCR，Western blot and
flow cytometry，respectively． The colony formation in Jurkat cells which was stimulated with Ara-C or not was observed by inverted
microscope． Results: Different concentrations of Ara-C significantly up-regulated the expressions of CD147 mRNA and protein，and
increased the colony formation in Jurkat cells ( P ＜ 0． 01 ) ． Conclusions: Ara-C at low concentrations can enhance the expression of
CD147 and increase the adhesive force in Jurkat cells．
［Key words］Jurkat cells; Ara-C; CD147; colony formation; atherosclerosis

动脉粥样硬化( atherosclerosis，AS) 是一种慢性

炎症 性 疾 病，多 种 炎 症 细 胞 与 AS 发 生、发 展 相

关［1］。其中 T 淋巴细胞作为一种重要的炎症细胞，

在 AS 发生、发展中起到了重要的作用［2］。活化后

的 T 淋巴细胞主要通过改变 AS 斑块的稳定性发挥

作用［3］。研 究［4］ 表 明，在 此 过 程 中，T 淋 巴 细 胞

CD147 分子的高表达与活化有重要作用。CD147 活

化后可诱导基质金属蛋白酶( MMPs) 分泌，后者参

与斑块周围细胞外基质的降解，从而导致 AS 斑块

的不稳定和破裂。有文献［5］ 报道，应用低剂量的

Ara-C 治疗老年白血病患者时，发现有原因不明 AS
斑块消退的现象; 我们推测，低剂量 Ara-C 有可能通

过调控 T 淋巴细胞 CD147 表达与活化发挥作用。

因此，本研究拟采用低剂量 Ara-C 处理 Jurkat 细胞，

观察 CD147 表达与活化情况，为进一步探讨 T 淋巴

细胞在 AS 中的作用提供线索与基础。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂 RPMI T 淋巴 1640 培养基干粉

购自 Gbico 公司，Ara-C 购自 Sigma 公司，胎牛血清

购自 Hyclone 公司，Jurkat T 淋巴细胞购自中科院上

海细胞库，FITC 标记单克隆抗 CD147 抗体购自 BD
公司，HRP 标记 GAPDH 单克隆抗体购自上海康成

公司，FITC 标记鼠 IgG1 购自 Sanda crus 公司，Trizol
试剂 购 自 Invitrogon 公 司，RT-PCR 试 剂 盒 购 自

TaKaRa 公司，流式细胞仪购自 Bekman Coulter 公

司，PCR 仪购自 BIO-RAD 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞株和细胞培养 Jurkat T 淋巴细胞悬浮

培养于 10%胎牛血清、50 U /ml 青霉素、50 μg /ml 链

霉素的 RPMI 1640 培养基中，于 37 ℃、5% CO2、饱
和湿度的培养箱中培养，每 2 ～ 3 天换液 1 次。细胞

生长至 80%时，1∶ 2 传代培养，Jurkat T 淋巴细胞呈
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抱团悬浮生长。取对数生长期细胞按 1 × 106 接种

于六 孔 板 中，用 Ara-C 分 别 以 浓 度 1、5、10、20、
30 ng /ml 刺激后，置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度培

养箱中培养 48 h，同时设加无菌 PBS 的对照组。
1． 2． 2 RT-PCR 检 测 Jurkat T 淋 巴 细 胞 CD147
mRNA 水平 收集经不同浓度 Ara-C 刺激 48 h 的

Jurkat T 淋巴细胞及对照细胞，按 Trizol 使用说明

书，提取细胞总 RNA，紫外分光光度仪测总 RNA 浓

度。分别取 1 μg RNA，按试剂盒说明书进行反转

录; 根据文献［6］，引物由上海生工生物工程有限公

司合成，CD147 基因的上游引物: 5'-TCC TGG GCA
TCG TGG CT-3'，下游引物: 5'-CCT CTG GCG GAC
GTT CTT G-3'; GAPDH 上游引物: 5'-TCC CAT CAC
CAT CTT CCA G-3'，下 游 引 物: 5'-ATG AGT CCT
TCC ACG ATA CC-3'。其中 CD147 扩增片段长度

为 164 bp，GAPDH 扩增片断为 307 bp。PCR 扩增反

应条件为 94 ℃ 预变性 2 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，共进行 30 个循环。扩增

产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统中，紫

外灯 下 观 察 拍 照，进 行 半 定 量 分 析，每 组 实 验 重

复 3 次。
1． 2． 3 Western blot 检测 CD147 蛋白水平 收集同

前处理的细胞，按 1 × 106 个细胞加入 150 μl 的细胞

裂解液，提取细胞总蛋白。制备 12% SDS-PAGE 分

离胶及 5% 的浓缩胶。根据样品蛋白浓度，按总蛋

白量为 20 μg 计算每孔上样体积。电泳，转膜，再染

色、洗膜，5%的脱脂奶粉封闭 1 ～ 2 h，杂交袋内结合

CD147 一 抗 ( 1 ∶ 1 000 ) ，HRP 标 记 鼠 抗 GAPDH
( 1∶ 3 000) 作为内参，4 ℃孵育过夜。次日室温摇床

上摇晃孵育 1 h，TBS-T 洗膜 10 min × 3 次，二抗加

入 HRP 标记的 IgG1 ( 1∶ 2 500) ，室温下孵育 2 h 后，

TBS-T 洗膜 2 次，再用 TBS 洗膜 1 次。用 ECL 化学

发光显色，曝光显影，冲洗 X 光片，所得底片在成像

系统中拍照，用 Quantity one 软件分析得灰度值。分

析 CD147 总蛋白水平的变化，实验重复 3 次。
1． 2． 4 流式细胞仪检测 Jurkat T 淋巴细胞 CD147
的表达率及平均荧光强度( MFI) 收集经不同浓度

Ara-C 刺激 48 h 后的 Jurkat 细胞和对照细胞，计数

后取 5 × 105 个细胞移入流式测定管中; 离心后去上

清，加入 2 ml PBS 清洗 1 次，弃上清; 加入 PBS 50 μl
轻轻 震 荡 混 匀 后，加 入 10 μl FITC 标 记 兔 抗 人

CD147 抗体，室温避光孵育 30 min; 用 2 ml PBS 充

分洗涤( 3 000 r /m 离心 5 min) ，弃上清，加入 0． 4 ml
PBS 重悬细胞，于流式细胞仪上检测。以 FITC 标记

小鼠 IgG1 作为同型对照。每个样品测定 10 000 个

活细胞数，每组实验重复 3 次。
1． 2． 5 Ara-C 对 Jurkat T 淋巴细胞生长的影响 根

据上述实验结果，选择 10 ng /ml Ara-C 刺激 Jurkat
细胞 24 h 和 48 h 后，用倒置显微镜观察细胞形态和

集落变化情况。2 人双盲连续观察，随机选择 3 个

不同视野，各组间重复比较。
1． 3 统计学方法 采用方差分析和 q 检验。

2 结果

2． 1 各组 CD147 mRNA 水平的变化比较 结果显

示，与对照组( 0 ng /ml) 比较，1、5、10、20、30 ng /ml
浓度水平的 Ara-C 刺激后，均明显上调 Jurkat T 淋

巴细胞 CD147 mRNA 水平 ( P ＜ 0． 01 ) ( 见表 1 ) ，

20 ng /ml 时达峰值( 见图 1) 。

表 1 Ara-C 刺激 Jurkat 细胞 48 h 后 CD147mRNA 灰度值

变化( ni = 3; x ± s)

Ara-C( ng /ml) CD147 mRNA F P MS组内

0 1 678． 90 ± 543． 67

1 2 771． 68 ± 246． 54＊＊

5 3 323． 24 ± 468． 38＊＊ 32． 884 ＜ 0． 01 12 191 233． 480

10 4 141． 68 ± 345． 87＊＊

20 5 663． 77 ± 490． 83＊＊

30 4 862． 20 ± 459． 48＊＊

q 检验: 与 0 组比较＊＊P ＜0． 01

2． 2 各组 CD147 蛋白水平比较 结果显示，5 ～
20 ng /ml Ara-C 刺激 Jurkat 细胞后，均明显上调了

CD147 蛋白水平( P ＜ 0． 05 ～ P ＜ 0． 01 ) ( 见表 2 及

图 2) 。
2． 3 流式细胞仪检测 CD147 的表达率和 MFI 结果

与对照组相比，1、5、10、20、30 ng /ml Ara-C 组刺

激 Jurkat 细胞后 CD147 的表达率均无明显变化，均

在 99． 8%左右( P ＞ 0． 05 ) ; 但进一步比较 MFI 的变

化发现，Ara-C 各组可上调 CD147 MFI，10 ng /ml 浓
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度 MFI 上调最高，上调率高达 76%。5、10 和 20 ng /
ml Ara-C 组 CD147 膜蛋白表达量的变化均明显高

于对照组( P ＜ 0． 01) ( 见图 3、表 3) 。

表 2 Ara-C 刺激 Jurkat 细胞 48 h 后 CD147 蛋白灰度值变

化( ni = 3; x ± s)

Ara-C( ng /ml) CD147 蛋白 F P MS组内

0 4 102． 52 ± 978． 92

5

10

6 860． 87 ± 768． 36*

8232． 57 ± 1135． 34＊＊
11． 11 ＜ 0． 01 81 185 887． 266

20 8 799． 73 ± 1 380． 54＊＊

q 检验: 与 0 组比较* P ＜0． 05，＊＊P ＜0． 01

表 3 Ara-C 刺激 Jurkat 细胞 48 h 后 CD147 阳性率及 MFI
变化( ni = 3; x ± s)

Ara-C( ng /ml) CD147 阳性率( % ) CD147 MFI

0 99． 6 ± 0． 21 21． 4 ± 2． 2

1 99． 8 ± 0． 12 25． 1 ± 3． 4

5 99． 9 ± 0． 10 33． 1 ± 1． 8＊＊

10 99． 8 ± 0． 15 37． 2 ± 3． 6＊＊

20 99． 7 ± 0． 23 33． 2 ± 2． 8＊＊

30 99． 8 ± 0． 17 24． 7 ± 1． 6

F 1． 11 16． 16

P ＞ 0． 05 ＜ 0． 01

MS组内 0． 029 7． 167

q 检验: 与 0 组比较＊＊P ＜ 0． 01

2． 4 Ara-C 促 进 Jurkat 细 胞 集 落 形 成 Ara-C
( 10 ng /ml) 刺激 Jurkat 细胞 24、48 h 后，用倒置显

微镜观察各组细胞集落形成情况。正常 Jurkat 细胞

呈抱团悬浮生长，形成较为均匀的小细胞集落，刺激

24、48 h 后的 Jurkat 细胞与对照组细胞相比，形成明

显较大细胞黏附集落( 见图 3) 。

3 讨论

CD147平均相对分子质量为58000，是一种高

度糖基化的跨膜蛋白; 最早在肿瘤细胞表面发现，属

于 免 疫 球 蛋 白 超 家 族 成 员，命 名 为 TCSF /
EMMPRIN［7］; 是 MMPs 的重要调节因子，因可促进

成纤维细胞分泌 MMPs 而得名。Schmidt 等［4］研究

发现: 急 性 心 肌 梗 死 ( AMI ) 患 者 单 核 细 胞 表 面

CD147 的表达量明显高于稳定型心绞痛患者; 上调

CD147 的表达，可相应增强单核细胞 MT1-MMP 的

表达及增加 MMP-9 活性，AMI 患者血管再通 6 个月

后，CD147、MT1-MMP 和 MMP-9 均 恢 复 至 正 常 水

平，从而推测 CD147 与 AS 斑块的稳定性相关。
AS 斑块局部存在着大量的炎症细胞，而细胞之

间的黏附聚集又增强了斑块局部炎症细胞的浸润。
T 淋巴细胞作为一种重要的炎症细胞，可表达多种

炎症因子与自身细胞及其他炎症细胞相互作用，进

而影响 AS 斑块局部炎症细胞的浸润和斑块的不稳

定［8 － 9］。在 AS 斑块局部炎症细胞浸润的过程中，T
淋巴细胞活化及其 CD147 的表达也增加是同时出

现的［10］。有文献［11］表明，Ara-C 可通过上调 CD86
表达，而活化 T 淋巴细胞，我们推测 Ara-C 在活化 T
淋巴细胞同时，可影响到细胞 CD147 的表达。因

此，本实验应用 Ara-C 作用于 Jurkat T 淋巴细胞，结

果表明低剂量的 Ara-C 可上调 Jurkat T 淋巴细胞

CD147 mRNA 的表达和蛋白水平; 同时，发现随着

Jurkat T 淋巴细胞的活化和 CD147 的上调，细胞之

间的黏附力也随之增强，细胞集落形成明显增多，这

与 CD147 本身就是黏附分子是一致的。研究［12］表
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明，CD147 的作用是通过多配体蛋白聚糖-1 诱导 T
淋巴细胞黏附和迁移。因此，我们推测上调 CD147
的表达，可增强 AS 斑块局部炎症细胞的黏附和迁

移力。
现有资料［4］ 表明，CD147 通过调节斑块局 部

MMPs 的表达和活性，从而导致斑块的不稳定。本

研究结果证实，细胞 CD147 mRNA 表达和蛋白水平

明显上调，尤其是细胞表面膜蛋白的表达量上升明

显; 因此，我们推测低剂量 Ara-C 可通过调控 CD147
的表达来促进 AS 斑块的不稳定，进而引起斑块的

破裂消退。由于 Ara-C 作用于细胞后涉及多种基

因、转录因子的变化，常为细胞内多种信号转导通路

相互作用、相互协调的结果［13］; 因此，Ara-C 通过何

种信号途径影响 T 细胞 CD147 的表达，以及在 AS
发生、发展中有什么作用，亟待进一步研究。
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