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三溴丙酮酸通过调控有氧糖酵解–细胞焦亡抑制

低氧诱导的大鼠PASMCs增殖
汤程远1#  田云娜2#  程缘2  黄曼2  徐俊鹏2  林连根1  贾旭广3  骆珍珍4*  陈玲珑1*  王万铁2*

(1温州市人民医院急诊科, 温州 325000; 2温州医科大学基础医学院病理学与病理生理学系, 温州 325000; 
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摘要      该文探讨了三溴丙酮酸 (3-bromopyruvate, 3-BP)对低氧诱导的大鼠肺动脉平滑肌细

胞 (pulmonary artery smooth muscle cells, PASMCs)的作用及机制。取生长状态良好的PASMCs, 在
其细胞密度为60%~70%时 , 细胞饥饿处理24 h。随机将细胞分成4组 : 正常对照组(Normal组)、正

常+3-BP组 (Normal+3-BP组 )、低氧造模组 (Hypoxia组 )、低氧+3-BP组 (Hypoxia+3-BP组 )。通过

CCK-8检测3-BP抑制低氧诱导PASMCs增殖的最适浓度; EDU检测各组细胞增殖情况; Western blot
检测各组细胞己糖激酶2(hexokinase 2, HK2)、丙酮酸脱氢酶(pyruvate dehydrogenase, PDH)、M2型
丙酮酸激酶(pyruvate kinase isozyme type 2, PKM2)、血清核苷酸结合寡聚结构域样受体蛋白3(nu-
cleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich repeat and pyrin domain-containing 3, NLRP3)、
GSDMD 蛋白N-端片段 (gasdermin D, GSDMD-N)、半胱氨酸蛋白酶 -1(cysteinyl aspartate specific 
proteinase-1, Caspase-1)、白细胞介素 -1β(interleukin-1 beta, IL-1β)、白细胞介素 -18(interleukin-18, 
IL-18)增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen, PCNA)的蛋白表达变化; 乳酸试剂盒检测各

组细胞乳酸含量; 免疫荧光法检测各组细胞HK2、NLRP3基因表达情况; ELISA法检测各组细胞IL-
1β、IL-18蛋白含量。结果显示, 3-BP抑制低氧诱导的PAMSCs增殖的有效浓度为40 μmol/L。与Nor-
mal组相比 , Hypoxia组PAMSCs增殖显著增多 (P<0.000 1), PCNA蛋白表达水平明显上升 (P<0.05), 
HK2、PKM2蛋白表达水平显著上升 (P<0.01), PDH蛋白表达水平明显下降 (P<0.000 1), NLRP3
蛋白表达水平上升 (P<0.01)、GSDMD-N蛋白表达水平上升 (P<0.001)、P20蛋白表达水平上升

(P<0.05)、IL-1β蛋白表达水平上升 (P<0.000 1)、IL-18蛋白表达水平上升 (P<0.05); 乳酸含量明显

增多(P<0.000 1); 免疫荧光显示HK2阳性表达细胞数显著增加(P<0.001)、NLRP3阳性表达细胞数

显著增加 (P<0.000 1); 各组肺组织 IL-1β含量增多 (P<0.001)、IL-18含量增多 (P<0.01)。与Hypoxia
组相比, Hypoxia+3-BP组PAMSCs增殖显著减少(P<0.001), PCNA蛋白表达水平下降(P<0.01), HK2
蛋白表达水平明显下降 (P<0.05)、PKM2蛋白表达水平明显下降 (P<0.001), PDH蛋白表达水平上

升 (P<0.01), NLRP3、GSDMD-N、IL-18蛋白表达水平下降 (P<0.05), P20、IL-1β蛋白表达水平下

降(P<0.01); 乳酸含量明显降低(P<0.001); 免疫荧光显示HK2阳性表达细胞数显著减少(P<0.001)、
NLRP3阳性表达细胞数显著减少(P<0.000 1); 各组肺组织 IL-1β、IL-18蛋白含量降低(P<0.05)。总

之, 3-BP通过调控有氧糖酵解–细胞焦亡抑制低氧诱导的大鼠PASMCs增殖。
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3-BP Inhibits Hypoxia-Induced Proliferation of RPASMCs 
by Regulating Aerobic Glycolysis-Pyroptosis
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Abstract       This article investigates the effect and mechanism of 3-BP (3-bromopyruvate) on hypoxia-
induced PASMCs (pulmonary artery smooth muscle cells) in rats. PASMCs in good growth condition were taken. 
When the cell density was 60%-70%, the cells were starved for 24 h. The cells were randomly divided into four 
groups: normal control group (Normal group), normal+3-BP group (Normal+3-BP group), hypoxia model group 
(Hypoxia group), hypoxia+3-BP group (Hypoxia+3-BP group). CCK8 assay was used to detect the optimal con-
centration of 3-BP to inhibit hypoxia-induced PASMCs proliferation. Edu was used to detect cell proliferation in 
each group. The protein expressions of HK2, PDH, PKM2, NLRP3, GSDMD-N, caspase-1, P20, IL-1β, IL-18 
and PCNA in each group were detected by Western blot. Lactic acid content of cells was detected by lactic acid 
kit. Immunofluorescence method was used to detect the protein expression of HK2 and NLRP3 in each group. 
The protein levels of IL-1β and IL-18 in each group were detected by Elisa. The results showed that the effective 
concentration of 3-BP to inhibit the proliferation of hypoxia-induced PAMSCs was 40 μmol/L. Compared with 
the Normal group, the proliferation of PAMSCs in the Hypoxia group was significantly increased (P<0.000 1); 
the expression of PCNA protein was significantly increased (P<0.05); the expression of HK2 and PKM2 protein 
was significantly increased (P<0.01); the expression of PDH protein was significantly decreased (P<0.000 1); 
the expression of NLRP3 protein was significantly increased (P<0.01); the expression of GSDMD-N protein 
was significantly increased (P<0.001); the expression of P20 protein was significantly increased (P<0.05); the 
expression of IL-1β protein was significantly increased (P<0.000 1); the expression of IL-18 protein was sig-
nificantly increased (P<0.05). The lactic acid content increased significantly (P<0.000 1). Immunofluorescence 
showed that the number of cells with positive expression of HK2 was significantly increased (P<0.001), and 
the number of cells with positive expression of NLRP3 was significantly increased (P<0.000 1). The content of 
IL-1β and IL-18 in lung tissues increased (P<0.001), the content of IL-18 in lung tissues increased (P<0.01).  
Compared with the Hypoxia group, the proliferation of PAMSCs in the Hypoxia+3-BP group was significantly 
decreased (P<0.001); the protein expression of PCNA was decreased (P<0.01); the protein expression of HK2 
was decreased (P<0.05); the protein expression of PKM2 was decreased (P<0.001) and the protein expression of 
PDH was increased (P<0.01). The protein expression of NLRP3, GSDMD-N and IL-18 decreased (P<0.05), and 
the expression of P20 and IL-1β proteins decreased (P<0.01). The lactate content was significantly decreased 
(P<0.001). The lactic acid content was significantly decreased (P<0.001). Immunofluorescence showed that the 
number of cells with positive expression of HK2 was significantly decreased (P<0.001), and the number of cells 
with positive expression of NLRP3 was significantly decreased (P<0.000 1). The protein contents of IL-1β and 
IL-18 in lung tissues of each group decreased (P<0.05). In conclusion, 3-BP inhibits hypoxia-induced prolifera-
tion of rat PASMCs by regulating aerobic glycolysis-pyroptosis.

Keywords       pulmonary arterial smooth muscle cell; 3-bromopyruvate; glycolysis; pyroptosis; hypoxia
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肺动脉高压 (pulmonary hypertension, PH)通常

是指直接或间接导致肺动脉内压升高的疾病 , 其平

均肺动脉压>20 mmHg, 其发病多与左侧心脏病与肺

部疾病相关 , 几乎所有类型的肺动脉高压都与不同

类型的血管重塑有关 , 包括肺动脉血管阻塞、硬化

和血管收缩 , 如果没有积极的治疗将导致右心室肥

大 , 心脏最终衰竭 , 这是PH患者死亡的主要原因 [1]。

而越来越多的证据表明血管周围炎症在PH患者和

肺血管重塑的起始或进展中发挥重要作用 [2], 肺动

脉高压的发病机制与炎症密切相关。

三溴丙酮酸 (3-bromopyruvate, 3-BP)是一种卤

代丙酮酸衍生物 , 是蛋白质中半胱氨酸残基的强烷

基化剂 , 在抑制能量代谢中起关键作用 [3], 其分子式

是C3H3BrO3, 分子量为166.96。进一步的研究表明 , 
3-BP对不同类型的癌细胞 , 如乳腺癌 [4]、膀胱癌 [5]、

结肠癌[6]和肝癌细胞[7]等具有很强的抑制作用。3-BP
在上述疾病作用过程中 , 共同的作用特点是抑制有

氧糖酵解(aerobic glycolysis), 且3-BP对肺动脉高压的

作用及其机制尚无广泛研究 , 据此推测PASMCs的
增殖和迁移与重编程代谢密切相关 , 3-BP可通过抑

制糖酵解拮抗PASMCs的增殖和存活 , 从而逆转肺

血管重塑。

细胞焦亡是一种由炎症小体启动的裂解性程序

性细胞死亡。近年来 , 细胞焦亡在PH中的重要作用

备受关注 [8-9]。在缺乏ASC(apoptosis-associated speck-
like protein)和NLRP3炎性小体的小鼠中, 缺氧引起的

右心室压力升高和血管重构减弱, 表明炎性小体在肺

动脉高压的发病机制中起重要作用 [8]。在Caspase-1
缺陷的小鼠中, 缺氧引起的右心室压力升高和血管重

构减弱 , 加入 IL-1β和 IL-18后肺动脉平滑肌细胞增殖

增加, 以上可表明Caspase-1是治疗肺动脉高压的潜在

靶点 [9]。有氧糖酵解是指细胞通常重新编程它们的

耗能代谢方式, 优先利用糖酵解而非氧化磷酸化产生

腺苷三磷酸 (adenosine triphosphate, ATP)。有文献报

道 , 有氧糖酵解可促进炎性小体NLRP3的激活 [11], 具
有促炎作用。此外, 有氧糖酵解的终产物乳酸可促进

炎症因子的释放 , 抑制Caspase-1可逆转乳酸的这一

效应 [12]。以上提示有氧糖酵解与细胞焦亡存在一定

的联系。近年研究报道, 诸多癌症及慢性肺部疾病患

者均出现了糖代谢异常的现象 [13-15]。但3-BP是否能

调控PH有氧糖酵解目前尚无研究报道。因此 , 本研

究旨在通过低氧诱导的大鼠PASMCs, 观察3-BP对

PASMCs增殖的影响 , 并探讨其对有氧糖酵解–细胞

焦亡的干预机制, 为3-BP在治疗PH的方向研究提供 
了新思考。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验细胞      大鼠原代肺动脉平滑肌细胞(rat 
pulmonary smooth muscle cells, RPASMCs), 购自江

苏齐氏生物科技公司。 
1.1.2   实验主要试剂      3-BP购自美国Sigma公司 ; 
胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)购自武汉普诺赛

生命科技有限公司 ; CCK-8试剂盒 (Cell Counting 
Kit-8)购自上海陶术生物科技有限公司; BeyoClick™ 
EdU-488细胞增殖检测试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司; 乳酸(lactic acid, LD)测试盒购自南京

建成生物科技有限公司 ; 所有抗体均购自武汉三鹰

生物技术有限公司 ; 0.22 μm无菌过滤器购自广州洁

特生物过滤股份有限公司; 0.25%胰蛋白酶购自美国

Gibco公司; 抗荧光衰减封片剂购自北京索来宝科技

有限公司。

1.1.3   细胞分组及处理      取生长状态良好的细胞, 
在其细胞密度为 60%~70%时 , 细胞饥饿处理 24 h, 
然后将其随机分为 4组 : 正常对照组 (Normal)、正

常+3-BP组 (Normal+3-BP)、低氧造模组 (Hypoxia)、
低氧+3-BP组 (Hypoxia+3-BP)。Normal+3-BP组和

Hypoxia+3-BP组选用DMEM培养基配制的含终浓

度为40 μmol/L 3-BP的培养基常规培养, Normal组和

Hypoxia组选用DMEM培养基常规培养。Normal组
和Normal+3-BP组置于常氧箱内常规培养 ; Hypoxia
组和Hypoxia+3-BP组置于低氧箱内常规培养 , 氧气

浓度为3%[16]。处理时间均为48 h[17]。

1.2   实验方法

1.2.1   CCK-8检测各组细胞存活率      等待细胞完

成贴壁 , 随后用移液枪吸去培养基 , PBS清洗3次后

加入等量无血清培养基置于细胞培养箱进行细胞

饥饿 , 细胞饥饿处理时间为24 h。细胞饥饿结束后

弃去无血清培养基 , PBS清洗3次 , 每组分别加入提

前配制好的含药物的培养基 (血清浓度为3%)[18], 常
氧组和模型组依旧加入 3%血清培养基。各自放入

需要的气体浓度的培养箱内培养24 h。弃去培养基, 
PBS清洗3次 , 每孔加入提前混匀的100 μL无血清培

养基和10 μL CCK-8试剂 , 于常氧37 °C环境下孵育
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60 min, 使用酶标仪于450 nm波长处测量吸光度 (D)
值。细胞存活率=[(实验孔吸光度–空白空吸光度)/(对
照孔吸光度–空白孔吸光度)]×100%。

1.2.2   EDU检测各组细胞增殖情况      用24孔板进

行细胞造模 , 根据试剂盒说明书配制 2× EDU工作

液, 随后37 °C继续孵育细胞2 h; 孵育完成后, 弃去细

胞培养液, 每孔加入0.5 mL的多聚甲醛固定液, 随后

室温静置大约15 min; 固定完成后, 固定液需用移液

枪吸出, 洗涤液按照每孔1 mL的标准加入, 共洗涤3
次, 每次5 min; 洗涤液吸干净后, 每孔加入1 mL通透

液, 室温放置大约15 min; 通透完成后, 重复操作; 提
前配制点击添加剂溶液 , 每孔加入300 μL点击反应

液 ; 摇床避光孵育30 min; 孵育完成后 , 洗涤液洗涤

3次, 每次5 min; 1× Hoechst 33342溶液提前配制(使
用PBS将Hoechst 33342稀释后备用); 洗涤液吸净后, 
1× Hoechst 33342溶液按每孔1 mL进行加入 , 室温

避光孵育10 min; 孵育完成后, 用抗荧光淬灭封片剂

进行封片并用尼康正置荧光显微镜进行观察 ; Azide 
488发绿光; Hoechst 33342则为蓝色。

1.2.3   Western blot蛋白印迹分析各组细胞有氧糖

酵解及焦亡相关蛋白表达情况      细胞造模结束

后每孔加入200 μL细胞蛋白裂解液, 于冰上充分裂

解 15 min, 裂解结束后置于预冷好的EP管中进行超

声, 超声时间为2 s, 间歇2 s, 功率为100~120 W, 至溶

液无黏稠为止, 随后将EP管置于冰上静置10 min, 充
分裂解后, 4 °C离心机12 000 r/min超速离心20 min, 
吸取上清于新的EP管内 , 通过BCA法计算蛋白浓

度及上样量。制备凝胶 , 在恒压为60 V下进行SDS-
PAGE电泳, 分裂后进行湿式电转膜, 条件为400 mA, 
时间为15 min~25 min。电转结束后 , 将PVDF膜放

在由TBST缓冲液配制的10%脱脂牛奶中 , 置于摇床

上室温封闭 2 h, 用对应抗体HK2、PKM2、PDH、

NLRP3、GSDMD-N、Caspase-1 P20、IL-1β、IL-
18、PCNA(提前用一抗稀释液进行稀释1000 1׃)孵育

PVDF膜, 4 °C摇床过夜。TBST缓冲液洗膜后, 加入

二抗(1000 50׃), 置于摇床上室温孵育1 h。凝胶成像

完成后用ImageJ软件对条带进行灰度值分析。

1.2.4   乳酸 (LD)试剂盒检测各组细胞乳酸含量      
细胞造模结束后弃去培养基 , PBS润洗1次 , 用胰酶

将细胞消化下来 , 1 000 r/min室温离心10 min, 弃去

上清留下细胞沉淀。PBS清洗细胞2次后加入100 μL 
PBS/孔进行超声, 使用超声细胞破碎仪, 300 W功率, 

每次超声5 s, 间隔30 s, 重复5次, 细胞蛋白进行BCA
测定。根据试剂盒说明配制工作液。将不同浓度的

蛋白匀浆加入 5 mL EP管 , 每个样品加入20 μL, 分
别加入上述试剂后充分混匀 ; 空白管与标准管样品

同样取20 μL于5 mL EP管后加入上述试剂, 37 °C水
浴准确反应10 min。反应结束后每管加入2 mL终止

液 , 充分混匀后取反应液250 μL/管于96孔板中 , 使
用酶标仪于530 nm波长处测定吸光度 (D)值。细胞

匀浆乳酸计算 : 乳酸含量=[(D测定–D空白)/(D标准–D空

白)]×[C标准/Cpr]。C标准: 标准品浓度, 3 mmol/L; Cpr: 
细胞蛋白匀浆浓度。

1.2.5   细胞免疫荧光检测各组细胞HK2、NLRP3蛋
白表达情况      细胞造模结束后弃去培养基 , 使用

PBS洗涤3次, 每次5 min; 使用4%多聚甲醛进行细胞

固定, 室温孵育10 min, 使用PBS洗涤3次, 每次5 min; 
0.25% TritionX-100室温孵育10 min, PBS洗涤3次, 每
次5 min; 2.5%驴血清室温孵育30 min; 弃去封闭液

后加入一抗HK2、NLRP3(1100׃) 300 μL/孔, 4 °C孵
育过夜, PBS洗涤4次, 每次10 min; 荧光二抗(1200׃)
室温孵育1 h, 孵育完成后PBS洗涤4遍, 每次10 min; 
DAPI染色封片后使用倒置显微镜进行观察。观察

时打开显微镜DAPI通道 , 快速找到细胞核定位后 , 
观察目的染色, 先观察表达含量低的目的蛋白。

1.2.6   ELISA法测定各组细胞 IL-1β以及 IL-18含量      
设置标准品孔和样本孔 , 标准品孔各加各浓度的标

准品50 μL; 分别设空白孔、待测样品孔; 在酶标包被

板上待测样品孔中先加样品稀释液40 μL, 然后再加

待测样品10 μL; 将样品加于酶标板孔底部, 尽量不触

及孔壁, 轻轻晃动混匀; 每孔加入酶标试剂100 μL, 空
白孔除外 ; 用封板膜封板后置于37 °C温育60 min; 将
20倍浓缩洗涤液用蒸馏水20倍稀释后备用; 去掉封板

膜 , 弃去液体甩干 , 每孔加满洗涤液 , 静置30 s后弃

去, 如此重复5次, 拍干; 每孔先加入显色剂A 50 μL, 
再加入显色剂B 50 μL, 轻轻振荡混匀, 37 °C避光显

色15 min; 每孔加终止液50 μL进行终止, 反应15 min; 
以空白孔调零 , 450 nm波长依序测量各孔的吸光度

(D)值。以标准物的浓度为横坐标 , D值为纵坐标 , 在
坐标纸上绘出标准曲线 , 根据样品的D值由标准曲线

查出相应的浓度 , 再乘以稀释倍数 , 即为样品的实际

浓度。

1.2.7   统计学分析      实验结果以平均数±标准误

(mean±SEM)表示, 数据统计采用Graghpad Prism 9.0
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软件。根据Shapiro-Wilk test检测正态分布 , 当数据

呈正态分布时, 两组间均数比较采用t检验(Student’s 
t-test), 3组及3组以上均数间比较采用单因素方差分

析 (One-Way ANOVA); P<0.05表示差异有统计学意

义。

2   结果
2.1   CCK-8检测各组细胞的存活率

CCK-8结果显示 , 40 μmol/L组的细胞活性开

始出现明显下降 (P<0.000 1), 因此选取40 μmol/L的
3-BP进行后续实验, 见图1。

2.2   EDU检测各组细胞的增殖情况

EDU显示 , 与Normal组相比 , Hypoxia组增殖

增多 (P<0.000 1), Normal+3-BP组增殖无明显变化

(P>0.05); 与Hypoxia组相比 , Hypoxia+3-BP组增殖

减少(P<0.001), 见图2。
2.3   Western blot检测各组细胞有氧糖酵解蛋白

及焦亡相关蛋白表达情况

Western blot结果显示 , 与Normal组相比 , Hy-
poxia组的HK2、PKM2蛋白表达水平上升 (P<0.01), 
PDH蛋白表达水平下降 (P<0.000 1); 与Hypoxia组
相比 , Hypoxia+3-BP组的HK2蛋白表达水平下降

n=4, ****P<0.000 1.
图1   3-BP对PASMCs的代谢活性的影响

Fig.1   Effect of 3-BP on the metabolic activity of PASMCs
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图2   3-BP对低氧诱导的PASMCs增殖的影响

Fig.2   Effect of 3-BP on proliferation of PASMCs induced by hypoxia
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(P<0.05)、PKM2蛋白表达水平下降(P<0.001), PDH
蛋白表达水平上升 (P<0.01)。以上结果显示糖酵解

蛋白在 PH中发生了相应变化 , 提示糖酵解效应在

PH中出现上调 , 而3-BP可以逆转这一现象。与此同

时 , 与Normal组相比 , Hypoxia组的NLRP3蛋白表达

水平上升 (P<0.01)、GSDMD-N蛋白表达水平上升

(P<0.001)、P20蛋白表达水平上升 (P<0.05)、IL-1β
蛋白表达水平上升 (P<0.000 1)、IL-18蛋白表达水

平上升 (P<0.05); 与Hypoxia组相比 , Hypoxia+3-BP
组的NLRP3、GSDMD-N、IL-18蛋白表达水平下降

(P<0.05)、P20、IL-1β蛋白表达水平下降 (P<0.01)。
以上结果显示细胞焦亡蛋白在 PH中表达水平下

降 , 而3-BP可以逆转这一现象。同时 , 与Normal组
相比 , Hypoxia组PCNA蛋白表达水平增高 (P<0.05), 
Normal+3-BP组 PCNA蛋白表达水平无明显变化

(P>0.05); 与Hypoxia组相比, Hypoxia+3-BP组PCNA
蛋白表达水平降低(P<0.01), 见图3。
2.4   乳酸(LD)试剂盒检测各组细胞的乳酸含量

乳酸试剂盒检测结果显示 , 与Normal组相比 , 
Hypoxia组乳酸含量显著增多(P<0.000 1), Normal+3-
BP组乳酸含量无明显变化 (P>0.05); 与Hypoxia组相

比, Hypoxia+3-BP组乳酸含量降低(P<0.001), 见图4。
2.5   免疫荧光检测各组细胞HK2、NLRP3的表

达情况

免疫荧光结果显示 , 与Normal组相比 , Hypoxia
组绿色荧光与红色荧光显著增强 , HK2阳性表达细

胞数显著增加 (P<0.001)、NLRP3阳性表达细胞数

显著增加 (P<0.000 1); Normal+3-BP绿色荧光与红

色荧光无明显变化 , HK2和NLRP3阳性表达细胞数

无明显变化(P>0.05); 与Hypoxia组相比, Hypoxia+3-
BP组绿色荧光与红色荧光强度降低 , HK2阳性表达

细胞数显著减少 (P<0.001)、NLRP3阳性表达细胞

数显著减少(P<0.000 1), 见图5。
2.6   ELISA检测各组细胞IL-1β、IL-18的含量

与 Normal组相比 ,  Hypoxia组 IL-1β蛋白含

量增多 (P<0.001)、IL-18蛋白含量增多 (P<0.01), 
Normal+3-BP组 IL-1β、IL-18蛋白含量无明显变化

(P>0.05); 与Hypoxia组相比, Hypoxia+3-BP组IL-1β、
IL-18含量降低(P<0.05), 见图6。

3   讨论
肺动脉高压是一种远端肺动脉循环的进行性

闭塞性血管病变, 通常导致右心衰竭和死亡[19]。有

充分的证据表明 , PASMCs的过度增殖和凋亡抵抗

是由线粒体功能障碍引起的 , 这是介导 PH关键过

程的核心机制 [20-21]。因此 , 通过药物来纠正线粒体

功能障碍可能是PH的重要治疗策略。3-BP是一种

卤化丙酮酸衍生物, 对蛋白质中的半胱氨酸残基有

很强的烷基化作用, 在抑制能量代谢中起着关键作

用 [3]。据报道 , 糖酵解抑制剂3-BP通过抑制己糖激

酶 II(hexokinase 2, HK2)、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶和

ATP表达来防止各种肿瘤的生长并促进癌细胞凋亡 , 
从而增强线粒体功能 [3]。此外 , 有报道称磷脂酰肌

醇-3-激酶(phosphatidylinositide 3-kinase, PI3K)/蛋白

激酶B(protein kinase B, AKT)/雷帕霉素(mammalian 
target of rapamycin, mTOR)信号通路在调节细胞增

殖中起着关键作用 , 且该通路的激活已被证明可以

促进PASMCs的增殖 , 这在诱导Warburg效应中起着

重要作用。本实验研究结果显示 , 在低氧诱导的PH
中 , 有氧糖酵解效应增强、细胞焦亡出现增多可能

是PH的致病因素, 而3-BP可能通过抑制有氧糖酵解

效应以及细胞焦亡来减轻低氧诱导的PH。

细胞焦亡与肺动脉高压的发生密切相关 [24-25]。

在MCT诱导的PH大鼠中, 解毒祛瘀汤改善了其右心

组织的病理损伤, 降低了心力衰竭和IL-1β和IL-18的
表达水平并下调了右心组织的细胞焦亡相关蛋白的

表达水平 [24]。在低氧诱导的PASMCs中 , 神经胶质

瘤相关的癌基因家族锌指蛋白1可能通过ASC促进

PASMCs发生细胞焦亡从而促进PH的发展 [25]。本实

验研究结果与上述文献报道的结果相似 , 细胞焦亡

参与了低氧诱导的PH。

Warburg效应描述了有氧糖酵解, 其中细胞通常

重新编程其能量代谢 , 以优先利用糖酵解而不是氧

化磷酸化来产生ATP[24]。最近的研究表明 , Warburg
效应在PH的发展中起着重要作用 , 这涉及PASMCs
的异常增殖 [26]和内皮功能障碍 [27]。证据表明 IL-1β、
NLRP3炎症小体与脂质和碳水化合物代谢之间存

在着密切关系 [28]。有氧糖酵解的终产物乳酸可促进

炎症因子的释放 , 且通过抑制Caspase-1可逆转乳酸

的效应 [11]。以上提示有氧糖酵解与细胞焦亡存在一

定的联系。因此 , 本实验检测有氧糖酵解和细胞焦

亡相关指标, 发现Hypoxia组PAMSCs细胞增殖增多, 
有氧糖酵解相关蛋白HK2、PKM2蛋白表达水平上

升 , PDH蛋白表达水平下降 , 乳酸含量显著上升 ; 细
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A、B: 各组细胞有氧糖酵解相关蛋白表达情况; C、D: 各组细胞焦亡相关蛋白表达情况; E、F: 各组细胞PCNA蛋白水平。n=3, nsP>0.05, 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001。
A,B: expression changes of glycolysis related proteins in each group; C,D: expression changes of pyroptosis related proteins in each group; E,F: protein 
level of PCNA in each group. n=3, nsP>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001.

图3   各组PASMCs中有氧糖酵解以及细胞焦亡相关蛋白的表达变化

Fig.3   Expression changes of glycolysis and pyroptosis related proteins in each group
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图4   3-BP对各组PASMCs乳酸含量的影响

Fig.4   Effect of 3-BP on lactic acid content in PASMCs of different groups

A: 各组细胞的HK2、NLRP3的免疫荧光表达; B、C:各组细胞的HK2、NLRP3的免疫荧光强度统计。n=3, nsP>0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1, 
###P<0.001, ####P<0.000 1。
A: immunofluorescence expression of PASMCs HK2 and NLRP3 in each group; B,C: statistics of immunofluorescence intensity of PASMCs HK2 and 
NLRP3 in each group. n=3, nsP>0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1, ###P<0.001, ####P<0.000 1.

图5   3-BP对各组HK2、NLRP3的免疫荧光表达的影响

Fig.5   Effect of 3-BP on the immunofluorescence expression of HK2 and NLRP3 in each group
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胞焦亡相关蛋白如NLRP3等表达水平上升 , IL-1β、
IL-18含量增多。而使用3-BP后PAMSCs增殖显著减

少, 有氧糖酵解相关蛋白HK2、PKM2蛋白表达水平

均明显下降, PDH蛋白表达水平上升, 乳酸含量明显

降低 ; 细胞焦亡相关蛋白如NLRP3等表达水平显著

下降, IL-1β、IL-18含量显著降低。这提示3-BP可能

通过调控有氧糖酵解减轻PAMSCs焦亡 , 从而抑制

PAMSCs增殖。
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综上所述, 3-BP可通过拮抗有氧糖酵解介导的细

胞焦亡 , 从而抑制低氧诱导的大鼠PASMCs增殖。本

实验的结果为3-BP在PH中的临床应用提供了新思考。
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