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敲降CD36抑制白血病细胞培养上清液介导的血小板活化

付荣，李瑜，王旭颖，余谨（武汉血液中心  检验科，湖北  武汉  430000）

[摘  要]  目的：评估干扰CD36表达白血病细胞培养上清液对血小板活化的影响及其机制。方法: 利用L1210小鼠白血病细

胞上清液培养血小板 4、6、12、24 h，以普通培养基培养血小板作为对照，通过流式细胞术检测血小板活化标志物 P-选择素

（CD62P）的表达，WB法检测CD36表达，确定上清液活化血小板最佳时间。构建CD36干扰载体转染至活化的血小板中，实验分

为对照组、模型组、CD36干扰空载体组（si-CD36 NC）、CD36干扰组（si-CD36）、抑制剂组（iCRT3）、抑制剂 + CD36干扰组（iCRT3 

+ si-CD36），CCK-8法检测血小板活力，流式细胞术检测血小板中CD62P表达，WB法检测血小板中PECAM-1、CD36、β-catenin蛋

白表达。结果: L1210小鼠白血病细胞上清液活化血小板最佳时间为 12 h。与对照组相比，模型组血小板活力、CD62P表达、

PECAM-1、CD36、β-catenin蛋白表达均显著上升（均P < 0.01）。与模型组相比，si-CD36和 iCR73组血小板活力、CD62P表达、

PECAM-1、CD36、β-catenin 蛋白表达均显著下降（均 P < 0.01）。与 iCRT3 组相比，iCRT3 + si-CD36 组变化更为显著。结论: 
CD36干扰抑制β-catenin蛋白表达，协同Wnt/β-catenin通路抑制剂，进而抑制小鼠白血病细胞上清液介导的血小板活化。
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Knockdown of CD36 inhibits leukemia cell culture supernatant-mediated platelet 
activation

FU Rong, LI Yu, WANG Xuying, YU Jin (Department of Clinical Laboratory Examination, Wuhan Blood Center, Wuhan 430000, 

Hubei, China)

[Abstract]  Objective: To evaluate the effect and mechanism of CD36 interference on platelet activation mediated by leukemia cell 

culture supernatant. Methods: Platelets were cultured with supernatant from L1210 murine leukemia cells for 4, 6, 12, and 24 hours, 

with platelets cultured in regular medium as the control. To determine the optimal time for supernatant-mediated platelet activation, 

flow cytometry was used to detect the expression of the platelet activation marker P-selectin (CD62P), and Western blot (WB) was used 

to detect CD36 expression. A CD36 interference vector was constructed and transfected into activated platelets. The cells were divided 

into the following groups: control group, model group, CD36 interference empty vector group (si-CD36 NC), CD36 interference group 

(si-CD36), inhibitor group (iCRT3), and inhibitor + CD36 interference group (iCRT3 + si-CD36). CCK-8 assay was used to detect 

platelet viability, flow cytometry was used to detect CD62P expression in platelets, and WB was used to detect the expression of 

PECAM-1, CD36, and β -catenin proteins in platelets. Results: The optimal time for platelet activation mediated by L1210 murine 

leukemia cell supernatant was 12 hours. Compared with the control group, the platelet viability, CD62P expression, and protein 

expression of PECAM-1, CD36, and β-catenin were significantly increased in the model group (all P < 0.01). Compared with the model 

group, platelet viability, CD62P expression, and protein expression of PECAM-1, CD36, and β-catenin were significantly decreased in 

the si-CD36 and iCRT3 groups (all P < 0.01). The changes were more pronounced in the iCRT3 + si-CD36 group compared to the 

iCRT3 group. Conclusion: CD36 interference inhibits β-catenin protein expression and, in combination with a Wnt/β-catenin pathway 

inhibitor, further inhibits murine leukemia cell supernatant-mediated platelet activation.
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血小板具有保持心血管系统完整性并防止失血过

多的功能。在受到内在和外在因素刺激时，血小板会

发生病理改变，导致血小板发生黏附、聚集，形成血栓[1]。

研究[2]表明，血小板活化、聚集与白血病和免疫性血小

板减少患者的出血表型密切相关。白血病是一种由异

常造血干细胞引起的具有高发病率和病死率的血液系

统恶性肿瘤，患者血小板数量和质量降低，容易出血[3]。

白血病细胞能通过黏附作用激活血小板，活化的血小
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板又能促进白血病细胞与其他血小板的黏附并介导转

移[4-5]。血小板清除剂受体CD36是血小板活化的标志

物，与氧化低密度脂蛋白结合会导致血小板活化，抑制

高脂肪饮食的小鼠CD36的表达能减少血栓形成和血

小板过度活跃[6]。慢性淋巴细胞性白血病细胞CD36水

平远高于正常B细胞，干扰CD36表达能抑制慢性淋巴

细胞性白血病细胞摄取脂肪酸 [7]。但CD36 在白血病

血小板活化中的作用机制尚不清楚。血小板中存在

活跃的Wnt/β-catenin通路，其中Wnt配体Wnt-3a能抑

制血小板聚集和活化，且血小板中β-catenin免疫共沉淀

物与β-catenin之间的相互作用受血小板激活状态的调

控[8]。在糖尿病肾病中，CD36可以通过抑制肾组织Wnt/

β-catenin信号通路中相关蛋白的表达来介导细胞凋亡[9]，

但CD36是否会影响Wnt/β-catenin通路在白血病血小

板的聚集和激活中的作用目前尚无相关报道。因此，

本研究通过构建CD36干扰质粒和利用Wnt/β-catenin

通路抑制剂 iCRT3，研究CD36干扰对Wnt/β-catenin通

路及血小板活化的影响，探究其在白血病中的作用机

制，为开发新的靶向血小板相关的治疗策略提供实验

依据。

1  材料与方法

1.1  实验动物与细胞

4~6周龄BALB/c纯系小鼠 2只，雌雄各 1只，购

自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，实验动物合

格证号：SCXK（湘）2019-0004。小鼠在武汉华联科

生物技术有限公司动物模型研究院中于无特定病原

体条件下，22~26 ℃，相对湿度 50%~60%，人工光照

明暗各12 h环境中饲养。实验动物饲养设施合格证

号：SYXK（鄂）2018-0104。小鼠白血病细胞L1210购

自中国科学院上海细胞库。

1.2  主要试剂与仪器

戊巴比妥钠购于美国Sigma公司，小鼠外周血血小

板分离液试剂盒购于中国上海TBD公司，DMEM购于

美国Hyclone公司，胎牛血清、Opti-MEM均购于美国

Gibco 公司，Wnt/β-catenin 通路抑制剂 iCRT3购于美

国 MCE 公司，P-选择素（P-selectin，CD62P）抗体、

Lipofectamine® RNAiMAX均购于美国 Invitrogen公司，

CCK-8、RIPA（强）组织细胞快速裂解液、BCA蛋白浓度

测定试剂盒均购于中国Solarbio公司，PVDF膜、化学发

光试剂均购于美国Millipore公司，兔抗血小板内皮细

胞黏附分子（platelet endothelial cell adhesion molecule-1，

PECAM-1）、CD36、β-catenin、GAPDH抗体及HRP标记

的山羊抗兔二抗均购于中国Bioswamp公司。CO2恒温

培养箱购于美国Thermo公司，倒置荧光显微镜购于德

国Leica公司，流式细胞仪购于中国艾森仪器公司，全自

动化学发光分析仪购于中国上海天能仪器公司，荧光

定量PCR仪、电泳仪均购于美国BIO-RAD公司，酶标

仪、超微量分光光度计均购于中国杭州奥盛仪器公司。

1.3  BALB/c小鼠血小板的分离

BALB/c小鼠用 2%戊巴比妥钠麻醉后，打开腹

腔暴露腹主动脉，用事先吸取了 100 µL ACD缓冲液

的 2 mL 注射器取血至含有分离液的离心管中，

300 × g离心 15 min，取上层富血小板血浆至新离心

管中。剩余下层血液再加入PBS，离心。合并两次分

离得到的富血小板血浆，700 × g离心10 min，弃上清

液。向含有血小板沉淀的离心管中加入 10 mL清洗

液，离心弃上清液，重悬备用。

1.4  L1210小鼠白血病细胞上清液活化血小板

复苏好的L1210小鼠白血病细胞在含10%胎牛血

清的DMEM培养基中培养至（80~100） × 104个/mL时

进行传代，待细胞汇合度达到80%后更换为含2%胎牛

血清的DMEM 培养基培养，48 h 后收集上清液，用

0.22 μm的无菌滤膜过滤，获得L1210小鼠白血病细胞

上清液。按照参考文献[10]的方法，用L1210小鼠白血

病细胞上清液培养血小板4、6、12、24 h，用含2%胎牛血

清培养基培养的血小板作为对照，收集各组细胞，流式

细胞术检测CD62P以评估血小板活化状态，同时通过

WB法检测CD36表达，确定血小板最佳活化时间。

1.5  血小板分组及转染

调整血小板密度为5 × 106个/mL，根据小鼠CD36

（GeneID：12491）的序列构建3条CD36干扰质粒及NC

质粒，并转染至活化的血小板中，qPCR法检测CD36的

表达情况。采用TRIzol法提取各组总RNA，反转录制

备cDNA，95 ℃ 3 min，95 ℃ 5 s、56 ℃ 10 s、72 ℃ 25 s

循环40次，进行PCR扩增。引物序列（3'-5'）：CD36-F为

GCCTGTGTATATTTCGCTTC，CD36-R 为 TCCCAGT 

CACTTGTGTTTTG，GAPDH-F 为 CCTTCCGTGTTC 

CTAC，GAPDH-R为GACAACCTGGTCCTCA。

将血小板分为对照组、模型组、si-CD36 NC组（CD36

干扰空载组）、si-CD36组（CD36干扰组）、iCRT3组（抑

制剂组）和iCRT3 + si-CD36组（抑制剂 + CD36干扰组），

用完全培养基调整细胞密度为5 × 105个/mL。对

照组血小板不做活化处理，模型组血小板用白血病细

胞上清液活化12 h。si-CD36 NC组、si-CD36组、iCRT3

组、iCRT3 + si-CD36组血小板用白血病细胞上清液活

化 12 h 后，按分组转染。其中 iCRT3 组用 25 μmol/L

的 iCRT3处理；iCRT3 + si-CD36组先经25 μmol/L iCRT3

处理1 h后再转入 si-CD36。

1.6  CCK-8法检测敲降CD36和 iCRT3处理对血小

板活力的影响

调整血小板密度为3 × 103个/mL，每组取100 µL
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接种于96孔板中，37 ℃、5% CO2培养过夜，使血小板

贴壁。按照上述分组处理后，继续培养48 h。向每孔

加入 10 μL CCK-8溶液，培养 4 h后，根据各孔 450 nm

处光密度（D）值评估血小板活力。

1.7  流式细胞术检测敲降CD36和 iCRT3处理对血

小板CD62P表达的影响

各组血小板用PBS调整密度为1 × 106个/mL，加

入CD62P抗体，4 ℃避光处理 30 min，PBS洗涤后离

心，弃上清液，重悬。通过流式细胞仪检测CD62P表

达，CD62P显著升高则为血小板活化标志。

1.8  WB 法检测敲降 CD36 和 iCRT3 处理对血小板

PECAM-1、CD36、β-catenin蛋白表达的影响

收集各组待测血小板，密度调整为1 × 106个/mL，

加入裂解液充分裂解，离心取上清液，加入BCA工作

液测定吸光度进行蛋白质定量。配置 12%的 PAGE

胶，放入电泳槽中加入准备好的样品进行电泳，每孔

上样量为 20 μg 蛋白。90 V 湿转转膜 50 min，加入

5% 脱脂奶粉封闭，4 ℃下处理过夜。然后加入

PECAM1、GAPDH 抗体（1∶1 000）与膜一并在室温

下处理 1 h，PBST 洗涤后加入 HRP 标记的二抗

（1∶20 000）处理 1 h。PBST洗涤，取ECL发光液与

膜充分接触，测定目标蛋白灰度值，以GAPDH为内

参计算待测蛋白相对表达量。

1.9  统计学处理

所有实验均独立重复3次。用GraphPad Prism9.0

软件进行作图及统计学分析，符合正态分布的计量

数据用 x̄ ± s表示，多组间比较采用单因素方差分析，

两组间比较采用 t检验，组间两两比较采用LSD-t检

验。以P < 0.05或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2   结  果

2.1  血小板最佳活化时间为12 h

CD62P 和 CD36 的表达决定了 L1210 细胞上清

液活化血小板的最佳时间。流式细胞术（图 1A）和

WB法（图 1B）检测结果显示，与正常培养基培养的

血小板相比，L1210小鼠白血病细胞上清液培养血

小板后，血小板中 CD62P 和 CD36 表达均显著升高

（均P < 0.01），培养时间为 12 h时，血小板中CD62P

和CD36表达最为显著。因此，确定血小板最佳活化

时间为12 h。

A：流式细胞术检测CD62P表达；B：WB法检测CD36蛋白表达。与0 h组比较，**P < 0.01。

图1    L1210细胞上清液处理对血小板表面CD62P和CD36表达的影响

2.2  CD36干扰质粒成功敲降血小板中CD36的表达

qPCR法检测结果（图2）显示，与对照组相比，阴

性对照组血小板中CD36的水平无明显变化，而转染

CD36干扰质粒-1、2、3后，血小板中CD36水平均显

著降低（均P < 0.01）。

2.3  敲降CD36和/或 iCRT3处理能够抑制血小板活力

CCK-8法检测结果（图 3）显示，与对照组相比，

模型组血小板活力显著增加（P < 0.01）。与模型组

相比，si-CD36 组和 iCRT3 组血小板活力显著下降

（均P < 0.01）。与 iCRT3组相比，iCRT3 + si-CD36组

血小板活力显著下降（P < 0.05）。

2.4  敲降CD36和/或 iCRT3处理抑制血小板活化标

志物CD62P的表达

流式细胞术（图4A）和WB法（图4B）检测结果显

示，与对照组相比，模型组PECAM-1蛋白和CD62P表

达显著上升（均P < 0.01）；与模型组相比，si-CD36组和
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iCRT3组PECAM-1蛋白和CD62P 表达显著下降（均

P < 0.01）；与抑制剂组相比 ，iCRT3 + si-CD36 组

PECAM-1 蛋白和 CD62P 表达显著下降（P < 0.01或

P < 0.05）。

与对照组相比，**P < 0.01。

图2    qPCR法检测 si-CD36的干扰效率

2.5  各组血小板中CD36、β-catenin蛋白表达变化

WB检测结果（图 5）显示，与对照组相比，模型

组血小板中CD36、β-catenin 蛋白表达均显著增加（均

P < 0.01）；与模型组相比，si-CD36组和 iCRT3组血小板

中CD36、β-catenin蛋白表达均下降（均P < 0.01）；与

iCRT3 组相比，iCRT3 + si-CD36 组血小板中CD36、

β-catenin蛋白表达均下降（均P < 0.01）。

与对照组相比，**P < 0.01；与模型组相比，△△P < 0.01；与

iCRT3组相比，▲P < 0.05。

图3    CCK-8法检测转染 si-CD36和/或 iCRT3处理对血小板

活力的影响

A：流式细胞术检测血小板中CD62P的表达；B：WB法检测血小板中PECAM-1蛋白表达。与对照组相比，**P < 0.01；与模型组相

比，△△P < 0.01；与 iCRT3组相比，▲P < 0.05，▲▲P < 0.01。

图4    敲降CD36和/或 iCRT3处理能够下调血小板CD62P的表达
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与对照组相比，**P < 0.01；与模型组相比，△△P < 0.01；与 iCRT3组相比，▲▲P < 0.01。

图5  WB法法检测敲降CD36和/或 iCRT3处理对血小板CD36、β-catenin蛋白表达

3  讨  论

血小板减少症是白血病发病过程中的常见问

题，多由骨髓造血功能障碍和化疗药物损伤引发，会

造成白血病患者出现贫血、出血、感染等症状[11]。血

小板输注是血小板减少症的一种特殊治疗方法，可

降低血液病患者的死亡率。在输血之前，会激活血

小板，但活化的血小板可能会促进癌细胞的转移和

增殖，与癌细胞产生恶性相互作用，降低患者存活

率[12]。因此，探究与血小板活化相关的关键基因和通

路在白血病中的作用机制，对血小板输注在白血病

治疗中的合理应用具有重要作用。在白血病中，血

液和骨髓中浸润的白血病细胞会释放促凝物质，介

导血小板活化[13]。同时，白血病细胞表面异常表达的

多种黏附分子受体增强了白血病细胞和血小板之间

的相互作用，能激活血小板[14]。化疗药物的细胞毒性

会导致血管内皮损伤，进一步增加了激活血小板的

细胞因子水平[15]。本研究结果显示，L1210小鼠白血

病细胞上清液处理血小板后，血小板中CD36和血小

板活化标志物CD62P表达均显著增加，血小板活力

增强，提示白血病细胞上清液能促进血小板活化，在

白血病治疗中则可能影响血小板的输注效果。

CD36是一个分子量 88 000的模式识别受体，在

血小板膜表面可变表达。CD36可以作为特定氧化

磷脂传感器，通过极低浓度的生理激动剂诱导，或者

激活下游信号通路促进血小板活化[16]。在动脉粥样

硬化中，CD36通过与血小板衍生的微泡结合，激活

CD36/MKK4/JNK2信号通路促进血小板活化[17]。在

心肌梗塞动物模型中，CD36与PCSK9结合可以增强

血小板活化、血栓形成和心肌梗塞扩张[18]。WANG

等[19]研究发现，干预CD36的表达可以抑制微泡诱导

的血小板活化，预防血栓。因此，CD36在血小板活

化中具有重要研究意义。CD62P是血小板膜表面的

糖蛋白，是血小板活化的既定标志物，在血小板活化

过程中表达升高，导致血小板黏附聚集，引发各种血

栓形成和炎症反应[20]。PECAM-1通过同质和异种相

互作用介导细胞间黏附，是调节血小板分泌、聚集和

血小板血栓形成的重要因子[21]。本研究结果显示，经

小鼠白血病细胞L1210上清液活化后的血小板转染

CD36干扰质粒后，细胞活力减弱，CD36、CD62P和血

小板内皮细胞黏附蛋白 PECAM-1 表达显著下降。

提示CD36干扰可以抑制血小板活化，但其具体机制

还不清楚。

研究[22]表明，在卵巢癌中血小板激活因子可以作

为 Wnt 信号通路的保护因子和潜在负调节因子。

CD36能调控Wnt/β-catenin信号通路，抑制人肾小管

上皮细胞增殖与凋亡，还能介导干扰Wnt信号通路抑

制间充质干细胞向成骨细胞的分化[23-24]。由此可见，

CD36 与 Wnt/β-catenin 信号通路关系密切。本研究

结果显示 ，活化的血小板转染 CD36 干扰质粒后

β-catenin表达下降，且Wnt/β-catenin通路抑制剂处理

活化的血小板后，血小板活力及 CD36、CD62P 和

PECAM-1 表达显著下降，与 CD36 干扰作用一致。

当两者共同作用时，对血小板活化的抑制效果更加

显著。结果表明，CD36与Wnt/β-catenin通路抑制剂

具有协同作用，能进一步抑制白血病血小板的聚集

和激活。

综上所述，敲降CD36会抑制 β-catenin表达，从

而抑制小鼠白血病L1210细胞上清液诱导的血小板

活化。这提示白血病患者可输注CD36缺失的血液，

预防血小板活化造成的病理损伤，为血小板输注和

白血病提供可参考的治疗策略。但 CD36 干扰对

Wnt/β-catenin 通路的调控机制还需进行进一步的

研究。
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