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缺氧特异性诱导肺血管内皮细胞黏附分子3表达以促进单核细胞黏附
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［摘要］ 目的 探究细胞黏附分子 3 （cell adhesion molecular 3， CADM3）在肺血管内皮细胞上的
表达特异性，分析其介导单核细胞特异性黏附的作用，探讨缺氧诱导肺血管外周单核细胞浸润的新机
制。方法 以人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial cell， HUVEC）、大鼠肺血管内皮细胞
（rat pulmonary vascular endothelial cell， rPEC）和大鼠主动脉内皮细胞（rat aortic endothelial cell， rAEC）
为细胞模型，分为常氧（21%O2）对照组和缺氧（1%O2或 5%O2）处理组。通过分析缺氧 8 h HUVEC的转
录组数据，筛选差异表达的CADM3。通过细胞黏附实验、siRNA干扰、免疫细胞化学技术、Western blot
技术和流式细胞术，分析CADM3在缺氧HUVEC与单核细胞特异性高黏附中的作用；通过铁螯合剂-去
铁胺（deferoxamine，DFX）和 shRNA干扰调节HIF-1α表达，分析HIF-1转录活性对CADM3表达的影响。
结果 缺氧 HUVEC中 CADM3表达增加，在缺氧 6～8 h达到最高，随后下降；靶向 CADM3的 siRNA 转
染后，与阴性对照组比较，CADM3的表达降低，缺氧HUVEC和U937细胞的黏附率显著下降，差异具有
统计学意义（P<0. 05）。与常氧（21%O2）溶剂对照组比较，DFX（100 μmol/L）处理的 HUVEC 中 HIF-1α
及其靶蛋白 STC2蛋白水平增加；靶向HIF-1α的 shRNA转染后，与阴性对照组比较，HIF-1α及其靶蛋白
STC2蛋白水平下降，但CADM3蛋白表达均无变化。缺氧 rPEC中CADM3的蛋白水平及其在细胞膜上的
分布均增加，与 rPEC细胞比较，rAEC细胞中未检测到 CADM3的蛋白表达；脂多糖（lipopolysaccharide， 
LPS） （5 μg/mL）处理后，常氧或缺氧培养的 rPEC 细胞中 HIF-1α 和 CADM3 表达均无明显变化。缺氧
rPEC与外周血白细胞中CD11b+细胞的黏附比率最高，差异具有统计学意义（P<0. 01）。抗CADM3抗体
孵育后，与 Blank 组比较，缺氧 rPEC 与 U937 细胞的黏附显著下降，差异具有统计学意义（P<0. 05）。    
结论 缺氧以特异地非HIF-1依赖的方式诱导肺血管内皮细胞中CADM3的表达，促进缺氧诱导的肺血
管内皮细胞与单核细胞的特异性黏附。
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on pulmonary endothelial cells， analyze its role in mediating specific adhesion to monocyte， and explore a 
new mechanism of hypoxia inducing peripheral monocyte infiltration in pulmonary vessels.  
Methods　Human umbilical vein endothelial cells （HUVEC）， rat pulmonary vascular endothelial cells 
（rPEC）， and rat aortic endothelial cells （rAEC） were subjected， and divided into normoxic （21%O2） control 
group and hypoxic （1%O2 or 5%O2） treatment group.  Analyzing the transcriptome data of HUVEC exposure 
to hypoxia for 8 h screened a differentially expressed molecule， CADM3.  Cell adhesion experiments， siRNA 
interference， immunohistochemical assay， Western blotting， and flow cytometry were used to study the role of 
CADM3 in hypoxia specific high adhesion of HUVEC monocytes.  Iron chelator deferoxamine （DFX） and 
shRNA interference were employed to enhance the expression of HIF-1α， and the effect of HIF-1 
transcriptional activity on CADM3 expression was analyzed.  Results　Hypoxic treatment resulted in 
enhanced expression of CADM3 in HUVEC， and the expression level reached the peak at 6-8 h after hypoxia， 
and then decreased.  Transfection with siRNA targeting CADM3 decreased the expression of CADM3， and 
significantly reduced the adhesion rate of hypoxic HUVEC-U937 cells when compared with the negative 
control group （P<0. 05）.  Compared with the solvent control group， the protein levels of HIF-1α and its target 
protein STC2 in HUVEC treated with DFX （100 μmol/L） were increased.  Transfection with shRNA targeting 
HIF-1α led the protein levels of HIF-1α and its target protein STC2 decreased， but had no effect on the 
protein expression of CADM3 in comparison to the negative control group.  The protein level and distribution 
of CADM3 on the cell membrane were increased in hypoxic rPEC.  No expression of CADM3 protein was 
found in the rAEC when compared with rPEC.  After treatment with 5 μg/mL LPS， there were no significant 
changes in HIF-1α， STC2 and CADM3 in rPEC cultured under normoxia or hypoxia.  The adhesion rate 
between hypoxia rPEC with CD11b+ cells was the highest， with statistical significance （P<0. 01）.  After 
incubation with anti-CADM3 antibody， the adhesion of hypoxic rPEC-U937 was significantly decreased 
compared with the solvent control group （P<0. 05）.  Conclusion　Hypoxia specifically induces the 
expression of CADM3 in pulmonary vascular endothelial cells in a HIF-1-independent manner， and promotes 
the specific adhesion of pulmonary vascular endothelial cells and monocytes induced by hypoxia.  

［Key words］ hypoxia； cell adhesion； pulmonary vascular endothelial cells； monocytes； cell adhesion 
molecular 3
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肺血管重构（pulmonary vascular remodeling， PVR）
是指肺动脉在受到损伤或缺氧等刺激之后，血管壁组

织结构及其功能发生病理改变的过程，对心血管健康

有较严重危害，一旦发生，可因肺血管阻力进行性增

高引起肺动脉高压，导致右心衰竭，甚至死亡［1］。临床

上，因肺部疾病或高原低氧引起的缺氧性肺血管重构

最为常见［2］。然而，缺氧引起肺血管重构的机制较为

复杂，且目前仍缺乏有效的干预措施。

缺氧可直接激活肺组织炎症反应。由于肺组织

与外界相通，且缺氧可直接激活肺泡巨噬细胞［3］，因
此，肺组织被认为是缺氧激活局部、乃至全身炎症的

首发部位，突出表现为缺氧早期肺血管外周单核细胞

浸润增加，而体循环血管外周（如主动脉、骨骼肌血管

等其他血管外周）未观察到类似的炎症细胞浸润现

象；如果耗竭外周血单核细胞后进行缺氧暴露，肺血

管外周的单核细胞浸润明显减少，肺血管重构明显改

善［4-5］。因此，靶向肺血管特异的单核细胞浸润，是干

预PVR的有效途径，但具体机制尚不明确。在外周血

白细胞浸润的过程中，白细胞黏附并穿过血管内皮是

关键环节，而内皮细胞的缺氧活化是决定性因素［6］。
基于缺氧特异性地诱导肺循环血管外周单核细胞浸

润，推测与体循环血管内皮细胞比较，缺氧可能使肺

血管内皮细胞具有更强的与单核细胞黏附的特性。

本课题组前期研究证实，缺氧促进肺血管内皮细胞与

单核细胞的特异性黏附，而对体循环来源的主动脉内

皮细胞与单核细胞的黏附没有影响［7］。因此，深入研

究肺血管内皮细胞的黏附特性，是探讨缺氧肺血管特

异的单核细胞黏附机制的关键，但目前尚缺乏相关
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研究。

本研究旨在筛选肺血管内皮细胞上特异表达的细

胞黏附分子 3（cell adhesion molecular 3， CADM3），研

究其在单核细胞特异性黏附中的作用，探讨缺氧诱导

肺血管外周单核细胞浸润的新机制，可为干预缺氧肺

血管重构，防治缺氧肺动脉高压提供新的理论依据。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　实验细胞　　人脐静脉内皮细胞（human 
umbilical vein endothelial cell， HUVEC）和大鼠肺血管

内 皮 细 胞（rat pulmonary vascular endothelial cell， 
rPEC）分别由陆军军医大学高原军事医学系陈德伟教

授和高文祥教授惠赠；人外周血单核细胞系 U937 由

陆军军医大学刘红梅硕士惠赠；大鼠主动脉内皮细胞

（rat aortic endothelial cell， rAEC）由重庆医科大学戚迪

博士惠赠。

1. 1. 2　实验试剂　　DMEM 高糖培养基、胰蛋白酶

购自美国 Hyclone 公司；总 RNA 提取试剂盒购自美国

Invitrogen 公司；cDNA 第一链合成试剂盒、TB Green 
Premix Ex Taq Ⅱ购自日本TaKaRa公司；自配尿素细胞

裂解液［8 mol/L尿素，1 mol/L Tris（pH=6. 8），20%SDS，
10% 甘油，1 mol/L DTT，1%Triton X-100，100 mmol/L 
PMSF］；BCA 蛋白浓度测定试剂盒、5×SDS-PAGE 蛋白

上样缓冲液、抗体稀释液、DiI 细胞膜绿色荧光探针、

DAPI染色液、PBS缓冲液购自中国碧云天公司；1%多

聚甲醛、4%多聚甲醛、5%BSA、脂多糖（lipopolysaccha-

ride， LPS）、Kisser 封片剂购自中国 Biosharp 公司；

Affinity™ ECL kit femtogram 购自澳大利亚 Affinity 公

司；HIF-1α 激活剂-去铁胺（deferoxamine ， DFX）购自

德国 Sigma 公司；靶向 CADM3 的 siRNA 购自美国

Thermo Fisher 公司；靶向 HIF-1α 的 shRNA 购自中国

GenePharma 公司；抗 HIF-1α 抗体购自美国 CST 公司；

抗 STC2 抗体、抗 CADM3 抗体购自美国 Invitrogen 公

司；抗 α-tubulin 抗体、抗 β-actin 抗体购自英国 Abcam
公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠 IgG、辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔 IgG购自中国碧云天公司。

1. 2　细胞模型及处理

HUVEC、rPEC、rAEC 和 U937 细胞在 DMEM 高糖

培养基中培养。常氧（21%O2）对照组置于（37 ℃，

21%O2，5%CO2、74%N2）普通培养箱中培养，缺氧

（1%O2）组（37 ℃ ，1%O2、5%CO2、94%N2）和 缺 氧

（5%O2）组（37 ℃，5%O2、5%CO2、90%N2）置于缺氧工作

站内培养。

1. 2. 1　HUVEC 细胞的处理条件及命名　　HUVEC
细胞分为9组：常氧对照组（21%O2组）、缺氧（1%O2）组

（1%O2组）、缺氧（5%O2）组（5%O2组）、常氧（21%O2）+
溶剂对照组、常氧（21%O2）+DFX 药物处理组、缺氧

（1%O2）+siRNA 阴性对照组（1%O2+siRNA-NC 组）、缺

氧（1%O2）+siRNA 转染组（1%O2+siRNA-CADM3 组）、

缺氧（1%O2）+shRNA阴性对照组（1%O2+shRNA-NC组）、

缺 氧（1%O2）+shRNA 转 染 组（1%O2+shRNA-HIF-1α
组）。DFX 溶于去离子水中，工作浓度为 100 μmol/L。
溶剂对照组加入等体积的溶剂。

1. 2. 2　rPEC 细胞的处理条件及命名　　rPEC 细胞

分为 9组：常氧对照组（21%O2组）、缺氧组（1%O2组）、

常氧（21%O2）+溶剂对照组、常氧（21%O2）+LPS 药物

处理组、缺氧（1%O2）+溶剂对照组、缺氧（1%O2）+LPS
药物处理组、缺氧（1%O2）+抗 CADM3 对照组（Blank
组）、缺氧（1%O2）+抗CADM3（1∶400）组（anti 400组）、

缺氧（1%O2）+抗CADM3（1∶200）组（anti 200组）。LPS
溶于PBS中，工作浓度为5 μg/mL。
1. 2. 3　rAEC 细胞的处理条件及命名　　rAEC 细胞

分为 6组：常氧对照组（21%O2组）、缺氧组（1%O2组）、

常氧（21%O2）+溶剂对照组、常氧（21%O2）+LPS 药物

处理组、缺氧（1%O2）+溶剂对照组、缺氧（1%O2）+LPS
药物处理组。LPS 溶于 PBS 中，工作浓度为 5 μg/mL。
溶剂对照组加入等体积的溶剂。

1. 3　转录组数据分析

由在线分析软件DAVID（http：//david. abcc. ncifcrf.
gov）进行基因表达谱聚类分析，按差异倍数（fold 
change，FC）≥1. 5 且 P≤0. 05 的标准，筛选 HUVEC 中

与炎症相关的黏附基因。

1. 4　RT-qPCR实验

CADM3 和 β-actin 的特异性引物由擎科生物有限

公司合成，引物序列见表 1。利用总 RNA提取试剂盒

提取细胞总 RNA，按照 cDNA 第一链合成试剂盒说明

书合成cDNA第一条链，使用TB Green Premix Ex Taq Ⅱ
进行荧光定量实验。选用 β-actin作为参照基因，采用

2-ΔΔCt法对各基因的mRNA表达半定量分析。

表1　RT-qPCR引物序列

引物

CADM3

β-actin

序列（5'→3'）
正向：AGTGCCGTGAAAGACCATGAA
反向：AGTGAAGATGGAGCATGTGTACT
正向：CACCCGCGAGTACAACCTTC
反向：CCCATACCCACCATCACACC
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1. 5　Western blot检测

收集细胞后，加入适量尿素细胞裂解液提取细胞

总蛋白，用 BCA 法测定蛋白浓度，依据浓度以及相关

线性关系计算蛋白上样量。SDS-PAGE 电泳分离蛋

白，湿转法 400 mA恒流转膜后，用 5%BSA封闭蛋白结

合位点，分别加入相应抗体液，4 ℃过夜孵育。TBST
（1×）漂洗 30 min后，加入相应的辣根过氧化物酶标记

的二抗液（1∶1 000），室温孵育 1 h，1×TBST 漂洗       
30 min，ECL 显影并采集图像。以 β-actin 或 α-tubulin
为内参，分析目的蛋白表达水平。

1. 6　细胞转染实验

根据实验需求，按照 Lipofectamine™ RNAiMAX细

胞转染试剂使用说明，将 shRNA 和 siRNA 分别与

Lipofectamine™ 2000轻轻混匀并在室温下孵育20 min，
形成复合物，添加至各组细胞中，通过来回摇动平板

轻轻混匀，根据实验条件分组并继续培养 6 h。采用

Western blot技术鉴定转染后的干扰效果。

1. 7　免疫荧光技术检测

对相应细胞进行不同实验处理后，吸弃细胞培养

上清，PBS 漂洗后，4% 多聚甲醛固定 15 min。PBS 漂

洗后，Triton X-100（0. 5%）室温处理 20 min，PBS漂洗。

经 5%BSA工作液室温封闭 1 h后，加入抗CADM3抗体

液（1∶50）并 4 ℃孵育过夜。次日，PBS 清洗去除未结

合抗体，加入辣根过氧化物酶标记的二抗液（1∶100）室

温孵育 1 h。DAPI染核 10 min后，Kisser封片剂封片，

采用激光共聚焦显微镜观察并采集图像。

1. 8　外周血白细胞分离

采集大鼠股动脉血 4 mL，加入外周血白细胞分离

液，在 4 ℃下以 500×g离心 10 min后，抽取中间白色环

状层，PBS 清洗 3 次，加入红细胞裂解液，裂解红细胞

后，离心收集外周血白细胞沉淀，PBS清洗备用。

1. 9　细胞黏附实验

参照课题组前期的实验步骤［10］实施。加入 4 μL
无水乙醇稀释的DiI（1 mg/mL）至U937细胞悬液中，室

温孵育 5 min 后，PBS 漂洗 3 次后重悬，完成细胞的荧

光标记。将等量的 DiI 标记的 U937 细胞，分别加入

21%O2组、1%O2组、1%O2+siRNA-NC组、1%O2+siRNA-

CADM3组的HUVEC细胞中，孵育 30 min后，PBS清洗

3次，充分去除未黏附的U937细胞，加入 4%多聚甲醛

常温固定 15 min，吸弃固定液，PBS 清洗 3 次后，倒置

荧光显微镜观察，每组采集图像 5帧。对每个视野下

内皮细胞的数目、与内皮细胞黏附的 U937 细胞的数

目进行计数，根据公式计算U937细胞黏附率（细胞黏

附率=与内皮细胞黏附的U937细胞数/总内皮细胞数×
100%）。外周血白细胞加入缺氧 rPEC细胞培养板中，

37 ℃恒温培养箱孵育 30 min，吸弃上清，PBS漂洗去除

未黏附细胞。加入胰酶消化，离心收集细胞沉淀，采

用流式细胞技术检测细胞类型和比率。

1. 10　流式细胞术

将抗 CADM3抗体液加入缺氧 rPEC 细胞中，缺氧

（1%O2）孵育 1 h，PBS 清洗后，加入等量的 DiI 标记的

U937细胞悬液，继续孵育 30 min。PBS清洗 3次，充分

去除未黏附的 U937 细胞，经胰酶消化制备成单细胞

悬液，PBS清洗、重悬后，流式细胞仪（美国BD公司）检

测 DiI 标记的细胞比例。在缺氧 rPEC 与外周血白细

胞黏附实验后收集的细胞沉淀中，加入 PBS 制成悬

液，分为 4 等份，分别加入 1 μg/mL 荧光偶联的抗

CD11b 抗体液、抗 CD3 抗体液、抗 OX62 抗体液或抗

CD19抗体液，室温孵育 30 min后，500×g离心 5 min收

集细胞，PBS清洗后，重悬于预冷的 PBS中，流式细胞

仪检测CD11b+、CD3+、OX62+、CD19+细胞的比率。

1. 11　统计学分析

采用 SPSS 22. 0 软件进行统计学分析，各组均数

进行配对样本 t检验或单因素方差分析，P<0. 05为差

异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　缺氧HUVEC中差异表达的黏附因子

缺氧（1%O2，8 h）HUVEC的转录组数据分析显示，

9种细胞黏附分子的差异表达具有统计学意义（表 2）。

已有报道，除 CADM3 外，ANGPTL4、CXCL1、CDH2、
INHBA、FBLN5、PVR、ALCAM 和 ICAM1 均在缺氧血管

内皮细胞中表达增加。CADM3 的 mRNA 水平在缺氧 
6～8 h的HUVEC中显著增加（图 1A）。与 21%O2组比

较，缺氧2～8 h时，CADM3蛋白在HUVEC中的表达持

续增加，在缺氧（1%O2）6 h时达到最高（图1B）。

2. 2　CADM3参与缺氧HUVEC-U937的黏附

与 21%O2 组比较，缺氧（1%O2）促进 HUVEC 与

U937细胞的黏附（图2A），U937细胞黏附率显著升高，

差异具有统计学意义（P<0. 05，图 2B）；与 1%O2 组和

1%O2+siRNA-NC 组 比 较 ，1%O2+siRNA-CADM3 组

HUVEC 中 CADM3 蛋白表达水平降低（图 2C）。与

1%O2+siRNA-NC 组 比 较 ，1%O2+siRNA-CADM3 组

HUVEC 中黏附的 U937 细胞显著减少（图 2D），U937
细胞黏附率显著降低，差异均具有统计学意义（P<
0. 05，图2E）。
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2. 3　缺氧以非HIF-1α依赖的方式诱导CADM3表达

与常氧（21%O2）+溶剂对照组比较，常氧（21%O2）+  
DFX 处理组中 HIF-1α 和 STC2 蛋白表达明显升高，而

CADM3 蛋白表达水平差异没有统计学意义（图 3A）。

与 1%O2+shRNA-NC 组相比，1%O2+shRNA-HIF-1α 转

染组HUVEC中HIF-1α和 STC2蛋白表达明显降低，而

CADM3蛋白表达水平没有变化。免疫荧光染色结果

表明，shRNA-HIF-1α转染明显抑制了HUVEC中HIF-1α

表2　缺氧HUVEC中差异表达的黏附因子

编号

NM_139314
NM_001511
NM_001792
NM_002192
NM_006329
NM_021189
NM_006505
NM_001627
NM_000201

基因

ANGPTL4

CXCL1

CDH2

INHBA

FBLN5

CADM3

PVR

ALCAM

ICAM1

FC（1%O2  vs 5%O2）
7. 56
2. 41
2. 20
3. 70
2. 46
2. 43
2. 51
2. 39
1. 60

P

<0. 01
0. 04
0. 02

<0. 01
0. 02
0. 05
0. 01
0. 02
0. 03

5%O2强度值

10 973. 68
661. 61

3 035. 87
4 407. 41
1 319. 60

482. 76
1 590. 32
1 146. 41

197. 64

1%O2强度值

84 081. 21
1 650. 26
7 252. 11

17 593. 51
3 455. 44
1 187. 19
4 254. 08
2 909. 10

291. 09
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图2　CADM3调节缺氧HUVEC和U937细胞的黏附
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的表达，但CADM3的表达没有变化（图3B）。

2. 4　CADM3在 rPEC和 rAEC中差异表达

与常氧（21%O2）+溶剂对照组比较，缺氧（1%O2）+
溶剂对照组的 rPEC和 rAEC中，HIF-1α蛋白水平均增

加。与溶剂对照组比较，LPS处理各组 rPEC、rAEC 细

胞中 HIF-1α 和 CADM3 蛋白表达均无变化。与常氧

（21%O2）+溶剂对照组比较，缺氧（1%O2）+溶剂对照组

的 rPEC 细胞中，CADM3 蛋白表达明显增加；与 1%O2
组 rPEC比较，各组 rAEC细胞中未检测到CADM3表达

（图 4A、B）。CADM3主要分布在 rPEC的细胞膜上，与

21%O2 组比较，1%O2 组 rPEC 细胞膜上，CADM3 荧光

强度明显增加，而在 21%O2组和 1%O2组 rAEC细胞膜

上，CADM3荧光强度微弱（图4C）。
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图3　HIF-1α在缺氧诱导CADM3表达中的作用
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图4　rPEC和 rAEC细胞中CADM3表达及其对缺氧的影响
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2. 5　CADM3调节缺氧肺血管内皮细胞与单核细胞的

特异性黏附

流式细胞术检测结果显示，1%O2组 rPEC 黏附的

外周血白细胞中，CD11b+、CD3+、OX62+和 CD19+细胞

占比依次降低（图 5A）；1%O2组 rPEC黏附的外周血白

细胞中，CD11b+细胞占比最高，差异具有统计学意义

（P<0. 01，图 5B）。经抗 CADM3 抗体封闭后，与 Blank
组比较，anti 400组和 anti 200组中，1%O2组 rPEC黏附

的 U937 细胞占比均显著降低，差异均具有统计学意

义（P<0. 05），而 anti 200组和 anti 400组的差异无统计

学意义（图5C、D）。

3　讨论

PVR不仅是呼吸系统疾病共同的病理生理特征，

也是长期高原暴露导致肺动脉高压、高原心脏病的中

心环节，一旦发生将持续发展，治疗难度大，逆转困

难［8］。研究表明，缺氧诱导肺组织特异的单核细胞浸

润是促进肺血管重构的关键环节，靶向抑制肺组织单

核细胞浸润是干预肺血管重构的有效途径［9-10］。本研

究通过组学筛选和细胞学验证，发现缺氧特异性诱导

肺血管内皮细胞高表达 CADM3；干预 CADM3 表达或

功能，能抑制缺氧肺血管内皮细胞与单核细胞黏附。

本研究揭示了CADM3在缺氧肺血管内皮细胞与单核

细胞特异性黏附增加中的作用，为干预缺氧肺血管重

构提供了新的线索。

3. 1　CADM3在缺氧肺内皮细胞中高表达

肺血管内皮细胞对缺氧十分敏感，是调控炎细胞

浸润的第一道屏障［11］。缺氧诱导血管内皮细胞分泌

炎症因子，刺激细胞黏附分子表达，这是介导内皮细

胞与炎细胞黏附的普遍机制［12-13］。然而，不同组织的

血管内皮细胞具有明显的结构和功能差异［14-15］，但在

细胞黏附特性的差异上，目前少有研究。本课题组前

期研究证实，大鼠肺血管内皮细胞和主动脉内皮细胞

对单核细胞 U937 的黏附性不同，说明肺血管内皮细

胞具有独特的单核细胞黏附特性［7］。本研究中，进一

步观察了缺氧肺血管内皮细胞与外周血白细胞的黏

附特点，数据显示，单核细胞（CD11b+）的黏附显著增

加，且缺氧肺血管内皮细胞与单核细胞的黏附率最

高。这些数据进一步说明，肺血管内皮细胞可能表达

独特的黏附分子，介导缺氧肺血管内皮与单核细胞黏

附。深入研究肺血管内皮的独特黏附特征，可为干预

缺氧肺组织特异的单核细胞浸润提供新的线索。

在分析缺氧HUVEC的转录组数据中，我们发现，

除 ANGPTL4、CXCL1、CDH2 和 ICAM1 等已知的、内皮

细胞普遍表达的细胞黏附相关分子表达增加外［16-18］，
CADM3的表达显著增加。CADM3是细胞膜上的跨膜

糖蛋白，属于免疫球蛋白超家族，在神经系统和癌症

中的研究较多，它通过钙离子非依赖的方式介导细胞

间黏附［19-20］。尽管CADM3在肺血管内皮细胞中表达

及其功能未见报道，但有研究表明，CADM3的胞外部分

可与Nectin家族和Nectin like家族蛋白形成复合体，调

节细胞功能，并与配体 IGSF4/Necl-2，PVRL1（Nectin-1）
和 PVRL3（Nectin-3）结合，介导细胞黏附［21］，其中，

PVRL1/Nec-1 是造血系前体细胞的标志物，在骨髓来

源的单核细胞中高表达［22］，这表明 CADM3 具有介导

血管内皮细胞与单核细胞黏附的分子基础。通过进
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A、B：流式细胞术检测与缺氧 rPEC黏附的外周血白细胞类型及定量分析　a：P<0. 01，与CD11b细胞比较；C、D：流式细胞

术检测与缺氧 rPEC黏附的U937细胞及定量分析　b：P<0. 05
图5　CADM3促进缺氧 rPEC与单核细胞的黏附（n=3，x̄±s）
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一步对比研究发现，与主动脉内皮细胞相比，缺氧特

异诱导肺血管内皮细胞膜上CADM3表达增加；并且，

在 LPS 激活的缺氧或常氧培养的 rPEC、rAEC 中，

CADM3的表达并无明显改变。由此推测：肺血管内皮

细胞中CADM3的表达可能在介导缺氧肺血管内皮细

胞与单核细胞特异性黏附中发挥重要作用。

3. 2　缺氧特异性诱导CADM3介导单核细胞黏附

本研究结果显示，抑制 CADM3 表达后，缺氧

HUVEC与U937细胞的黏附显著下降；通过抗CADM3
抗体对肺血管内皮细胞 CADM3 的结合活性进行封

闭，缺氧肺血管内皮细胞与 U937 细胞的黏附显著降

低，且随着抗体浓度的增加呈下降的趋势。这些结果

表明，缺氧促进的 CADM3 表达与肺血管内皮细胞与

单核细胞特异黏附有关。以往的研究中，通过耗竭外

周血单核细胞，可以有效抑制 PVR 的发生或发展［23］。
但是，单核细胞作为机体防御系统的重要组成部分，

在细胞防御、识别和杀伤肿瘤细胞、吞噬异物方面发

挥重要作用。因此，以CADM3为靶点，干预缺氧肺血

管外周单核细胞浸润可能是更可行的手段。首先，

CADM3在肺血管内皮细胞中特异表达；其次，缺氧诱

导肺血管内皮细胞中 CADM3 表达增加，且主要分布

在细胞膜上；并且，在外周血单核细胞中存在与

CADM3结合的配体，干预单核细胞特异结合是可以实

现的。基于此，本研究未来将从肺血管内皮细胞特异

的黏附特性入手，以CADM3为靶点，抑制缺氧肺血管

特异的单核细胞浸润，探讨干预缺氧肺血管重构的可

行性。

3. 3　缺氧以非 HIF-1α 依赖的方式调节 CADM3 的

表达

HIF-1 是参与调节机体氧平衡的关键转录因子，

能够通过激活下游靶基因调节细胞的缺氧反应，在缺

氧炎症反应中也发挥重要作用［24］。本研究发现，在常

氧条件下，增加HUVEC细胞HIF-1α的蛋白水平，代表

HIF-1 转录活性的 STC2 表达增加，而 CADM3 的表达

不受影响。另一方面，在缺氧条件下，降低 HIF-1α蛋

白水平，STC2表达降低，但缺氧诱导的CADM3的表达

水平也没有变化。这些数据表明，CADM3的表达不受

HIF-1的调控。此外，缺氧培养的 rPEC细胞中，HIF-1α
蛋白表达水平升高，但 CADM3 蛋白表达水平并没有

随之进一步增加。由此推测：肺血管内皮细胞中存在

缺氧直接诱导的、非HIF-1调控的独特炎症机制，通过

促进 CADM3 的表达，介导肺血管内皮细胞和单核细

胞的特异性黏附，这为特异抑制缺氧肺组织炎细胞浸

润提供了新思路。

综上所述，本研究在细胞学水平上明确了CADM3
的作用，后续将利用靶向肺血管内皮敲除 CADM3 的

动物模型，观察肺组织单核细胞浸润、缺氧肺血管结

构改变，明确干预 CADM3 介导的单核细胞黏附途径

抑制缺氧肺血管重构的可行性和有效性。
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