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　　摘　要：目的　观察辛伐他汀对高糖损伤血管内皮细胞的保护作用，并探讨其作用的机制。方法　实验分为４组：对照组（健

康体检者，Ａ组），高血糖组（Ｂ组，３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖），高血糖＋低浓度辛伐他汀组（Ｃ组，３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋１．０μｍｏｌ／Ｌ

辛伐他汀），高血糖＋高浓度辛伐他汀组（Ｄ组，３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋１０．０μｍｏｌ／Ｌ辛伐他汀）。细胞增殖使用ＣＣＫ８实验检测，

细胞凋亡使用 ＴＵＮＥＬ检测法，蛋白表达使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测，基因检测采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）。

结果　Ｂ、Ｃ、Ｄ组的内皮细胞存活率分别为（４２．５±６．４）％、（５８．６±７．８％）和（７１．３±１１．７）％，各组之间差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组内皮细胞的凋亡率分别为（１．８±０．６）％、（４５．８±８．９）％、（２２．７±６．４）％和（１２．６±４．２）％，各组之间差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。Ｂ组（０．１３±０．０３）内皮细胞Ｂｃｌ２蛋白的表达明显低于Ａ组（１．０２±０．１６），Ｃ组（０．２８±０．０４）明显高于

Ｂ组，Ｄ组（０．６８±０．１１）又明显高于Ｃ组（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。Ｂ组内皮细胞ｂａｘ基因的表达明显高于Ａ组，Ｃ组明显低于Ｂ组，

Ｄ组又明显低于Ｃ组（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。结论　辛伐他汀可以明显抑制高糖诱导的内皮细胞凋亡，上调Ｂｃｌ２蛋白表达和下调

ｂａｘ基因表达可能是其主要的作用机制。
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　　糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓ）是一种常见的老年慢性疾病，人群发病

率为３％～５％，糖尿病患者血糖的异常会诱发一系列的并发

症，例如大血管及微血管损害导致的心血管系统的并发症［１］，

血管内皮细胞是一层连续被覆在全身血管内膜的细胞群，对于

维持血管的正常生理功能起到重要的作用［２］。实验研究已经

显示了高糖可以促进血管内皮细胞的凋亡，导致血管内皮细胞

功能紊乱，成为诱发血管并发症的始动和加重因素［３］。他汀类

药物是新一代的调脂药，通过选择性、竞争性的抑制羟甲基戊

二酰辅酶 Ａ（ＨＭＧＣｏＡ）还原酶，来抑制胆固醇的合成，主要

用于临床降脂治疗，预防心脑血管疾病的发生，但近期的研究

显示他汀类药物还具有保护血管内皮的功能［４］。因此本研究

观察了辛伐他汀对高糖损伤血管内皮细胞的保护作用，并探讨

其相关的作用机制，为糖尿病心血管并发症的防止提供新的治

疗思路。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器　人脐静脉内皮细胞购自上海信然生物科技

有限公司，辛伐他汀和葡萄糖购自美国 Ｍｅｒｋ公司，ＤＭＥＭ 低

糖培养基购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＣＣＫ８细胞增殖试剂盒购自美

国分子探针公司，ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒购自联科生物

科技有限公司，Ｂｃｌ２和 ＧＡＰＤＨ 抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司。细胞培养箱为美国热电技术公司产品，全自动生化分析仪

为日立 ＨＩＣＴＨＩ７０８０，荧光显微镜为日本奥林帕斯公司产品。

１．２　实验分组　对照组（健康体检者，Ａ组），高血糖组（Ｂ组，

３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖），高血糖＋低浓度辛伐他汀组（Ｃ组，

３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋１．０μｍｏｌ／Ｌ辛伐他汀），高血糖＋高浓

度辛伐他汀组（Ｄ组，３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋１０．０μｍｏｌ／Ｌ辛
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伐他汀）。

１．３　内皮细胞增殖的检测　将人脐静脉内皮细胞接种到９６

孔板，每孔３０００个细胞，培养于ＤＭＥＭ低糖培养液，按照Ａ、

Ｂ、Ｃ、Ｄ分组加如相应的试剂，每个分组４个复孔，５％ ＣＯ２ 条

件下细胞培养箱培养４８ｈ，每孔加入２０μＬＣＣＫ８，全自动生

化分析仪５４０ｎｍ波长处测定吸光度值的变化。细胞存活率＝

Ｂ、Ｃ、Ｄ各组的吸光度值／Ａ组的吸光度值×１００％。

１．４　内皮细胞凋亡的检测　将人脐静脉内皮细胞接种到６孔

板，培养于ＤＭＥＭ低糖培养液，制备细胞爬片，按照Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ

分组加入相应的试剂，每个分组４个复孔，５％ ＣＯ２ 条件下细

胞培养箱培养４８ｈ，细胞凋亡的检测使用原位末端标记法

（ＴＵＮＥＬ），严格按照试剂盒说明书操作，培养结束后各组细胞

爬片４％的多聚甲醛固定，ＴｄＴ酶和荧光素标记的ｄＵＴＰ３７

℃孵育４５ｍｉｎ，４，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）染色１０ｍｉｎ，荧

光显微镜下计数凋亡的细胞个数，凋亡细胞的百分比＝凋亡细

胞／所有细胞×１００％，每张爬片选取５个视野，计算各组的平

均凋亡率。

１．５　Ｂｃｌ２蛋白表达的检测　将人脐静脉内皮细胞接种到６

孔板，培养于ＤＭＥＭ低糖培养液，按照Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分组加入相

应的试剂，每个分组４个复孔，５％ ＣＯ２ 条件下细胞培养箱培

养４８ｈ。Ｂｃｌ２蛋白表达的检测使用蛋白免疫印记（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）方法，培养结束后收集细胞，加入１００μＬ细胞裂解液，提

取总蛋白，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）胶电泳，电转移蛋白至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，按照抗

体说明书加入特异性的Ｂｃｌ２一抗和 ＨＲＰ标记的二抗，分别

孵育８ｈ和２ｈ，电泳条带使用化学发光和Ｘ线曝光显示。

１．６　ｂａｘ基因表达的检测　ｂａｘ基因表达的检测使用实时荧

光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测，检测试剂盒购自大连宝生物

科技技术有限公司，严格按照试剂盒说明书操作。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件处理数据，实验

数据计量资料以狓±狊表示，两样本均数比较采用狋检验，多组

间均数比较采用方差分析，以犘＜０．０５为差异统计学意义。

２　结　　果

２．１　辛伐他汀对高糖抑制内皮细胞增殖的保护作用　与 Ａ

组对照计算出的 Ｂ、Ｃ、Ｄ 组的细胞存活率分别为（４２．５±

６．４）％、（５８．６±７．８）％和（７１．３±１１．７）％，各组间差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。其中Ｃ组内皮细胞存活率明显高于Ｂ组

（犘＜０．０１），Ｄ组又明显高于Ｃ组（犘＜０．０５）。

２．２　辛伐他汀对高糖诱导的内皮细胞凋亡的抑制作用　Ａ、

Ｂ、Ｃ、Ｄ组内皮细胞的凋亡率分别为（１．８±０．６）％、（４５．８±

８．９）％、（２２．７±６．４）％和（１２．６±４．２）％，各组之间具有明显

性差异有统计学意义（犘＜０．０５）。其中Ｃ组内皮细胞存活率

明显低于Ｂ组（犘＜０．０１），Ｄ组又明显低于Ｃ组（犘＜０．０５），见

图１。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组

图１　　内皮细胞凋亡的ＴＵＮＥＬ检测（×４００）

２．３　辛伐他汀对高糖下调内皮细胞Ｂｃｌ２蛋白的抑制作用　

从图２可见Ｂ组内皮细胞Ｂｃｌ２蛋白的表达明显低于 Ａ组，Ｃ

组明显高于Ｂ组，Ｄ组又明显高于Ｃ组（犘＜０．０５，犘＜０．０１），

见图２。

图２　　Ｂｃｌ２蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

２．４　辛伐他汀对高糖上调了内皮细胞ｂａｘ基因的表达　Ａ、

Ｂ、Ｃ、Ｄ组内皮细胞ｂａｘ基因的表达分别为０．１４１±０．０２６、

０．４４８±０．１１６、０．３３７±０．０８１和０．２０１±０．０３２，各组之间差异

有统计学意义（犘＜０．０５），其中Ｂ组内皮细胞ｂａｘ基因的表达

明显高于Ａ组，Ｃ组明显低于Ｂ组，Ｄ组又明显低于Ｃ组（犘＜

０．０５，犘＜０．０１）。

３　讨　　论

越来越多的证据表明，血管的损伤在糖尿病并发症中起重

要作用，慢性高血糖症和炎症因子引起血管内皮细胞损伤、功

能紊乱和细胞凋亡，从而导致血管病变，是糖尿病心脑血管疾

病的病理生理基础［５］。他汀类药物具有诸多不依赖于调脂作

用的心血管保护作用已被大多数的实验所证实［６］，目前他汀类

药物已用于冠心病的一、二级预防，并且已成为冠心病的常规

用药［７］，实验研究显示他汀类药物可以促进血管的新生，而血

管的新生必定有内皮细胞增殖、迁移过程的发生［８］，因此可以

推测他汀类药物可以促进内皮细胞的增殖，本研究观察到在高

糖的环境中内皮细胞的存活率明显低于对照组，加用辛伐他汀

后内皮细胞的存活率得到明显的提高，而且加用高浓度辛伐他

汀的细胞内皮细胞的存活率明显高于加用低浓度辛伐他汀的

细胞，说明了辛伐他汀可以剂量依赖性的抑制高糖导致的内皮

细胞死亡。进一步的凋亡检测也得到了相一致的结果，说明了

高糖环境中内皮细胞主要是通过凋亡途径死亡，而辛伐他汀可

以剂量依赖性的抑制高糖导致的内皮细胞凋亡。

细胞的凋亡受到多种因素的影响，Ｂｃｌ２蛋白是凋亡抑制

蛋白家族的成员，其可以与一些因子结合抑制凋亡终末效应酶
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Ｃａｓｐａｓｅ３等的活性，阻止细胞的凋亡
［９］，本研究发现高糖的环

境中内皮细胞Ｂｃｌ２蛋白的表达较对照组明显降低，Ｂｃｌ２表达

下调，抗凋亡能力下降，细胞凋亡增加，但是加用辛伐他汀后高

糖诱导的Ｂｃｌ２表达下调得到了有效的抑制，这样细胞的凋亡

也相应地减少。ｂａｘ基因是一个促凋亡基因，本研究显示辛伐

他汀可以抑制高糖诱导的ｂａｘ基因表达上调，说明了辛伐他汀

是通过上调Ｂｃｌ２蛋白和下调ｂａｘ基因表达来阻止内皮细胞凋

亡的，其具体的作用机制还有待进一步的研究。但是也有研究

显示辛伐他汀可以激活ＪＮＫ信号通路，而ＪＮＫ信号通路的激

活可以磷酸化Ｂｃｌ２，阻止Ｂｃｌ２的降解
［１０］，这也可能是辛伐他

汀抑制高糖下调Ｂｃｌ２表达的机制。

综上所述，本研究显示了辛伐他汀可以明显抑制高糖诱导

的内皮细胞凋亡，上调Ｂｃｌ２蛋白表达可能是其主要的作用

机制。
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ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｏｘｉｄＲｅｄｏｘＳｉｇｎａｌ，

２００９，１１（２）：２４１２４９．

（收稿日期：２０１４０２０８　修回日期：２０１４０５２２）

９３０４重庆医学２０１４年１０月第４３卷第３０期


