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  [摘要] 目的 观察桑葚花色苷对血管内皮细胞(VEC)形态、功能的影响,并在自噬水平探讨其可能的机

制。方法 体外培养 VEC,分为
 

5.5/0
 

mmol/L(对照组)及11/0.125、22/0.250、33/0.500、44/1.000、55/

2.000
 

mmol/L的高糖/高脂组,测定各组细胞功能水平和自噬水平,选择最佳高糖/高脂浓度作为VEC功能受

损的模型组。在模型组中加入10、25、50
 

μmol/L桑葚花色苷进行处理,分为低、中、高浓度桑葚花色苷组,观察

桑葚花色苷对高糖/高脂应激下的VEC形态、功能和自噬的影响,接着加入自噬调节剂(雷帕霉素)研究其作用

机制。HE染色观察细胞数量和形态,CCK-8法检测 VEC活力,流式细胞仪检测 VEC活性氧(ROS)水平,

Western
 

blot法检测VEC内Beclin-1和p62蛋白表达水平,试剂盒法检测VEC内一氧化氮(NO)和内皮素-1
(ET-1)水平。结果 与对照组比较,中、高浓度的高糖/高脂组细胞数量和形态发生改变,细胞活力、p62、NO
水平明显降低,ROS、Beclin-1、ET-1水平明显升高(P<0.05)。与模型组比较,桑葚花色苷组细胞数量增加、形

态得到改善,细胞活力、p62、NO水平明显升高,ROS、Beclin-1、ET-1水平明显降低(P<0.05)。与高浓度桑葚

花色苷组比较,加入雷帕霉素后细胞数量减少,形态变得不规则,NO水平降低,ET-1水平升高(P<0.05)。与

对照组比较,模型组p-磷脂酰肌醇-3-激酶(PI3K)、p-蛋白激酶B(Akt)相对表达水平明显降低(P<0.05);与模

型组比较,高浓度桑葚花色苷组p-PI3K、p-Akt相对表达水平明显升高(P<0.05)。结论 桑葚花色苷通过激

活PI3K/Akt/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)通路抑制自噬,改善高糖/高脂应激下VEC的形态和功能。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

mulberry
 

anthocyanin
 

on
 

the
 

morphology
 

and
 

func-
tion

 

of
 

vascular
 

endothelial
 

cells
 

(VEC)
 

and
 

its
 

possible
 

mechanism
 

at
 

the
 

level
 

of
 

autophagy.Methods VEC
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

divided
 

into
 

5.5/0
 

mmol/L
 

control
 

group,11/0.125,22/0.250,33/0.500,44/

1.000,55/2.000
 

mmol/L
 

high
 

glucose/high
 

fat
 

groups.The
 

cell
 

functional
 

levels
 

and
 

autophage
 

levels
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected.The
 

optimal
 

high
 

glucose/high
 

lipid
 

concentration
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

VEC
 

function
 

inju-
ry

 

model
 

group.10,25,50
 

μmol/L
 

mulberry
 

anthocyanins
 

were
 

added
 

into
 

the
 

model
 

group
 

for
 

processing
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

low,middle
 

and
 

high
 

concentrations
 

of
 

mulberry
 

anthocyanin
 

groups.The
 

effects
 

of
 

mulberry
 

anthocyanin
 

on
 

the
 

morphology,function
 

and
 

autophagy
 

of
 

VEC
 

in
 

high
 

sugar
 

and
 

high
 

fat
 

stress
 

were
 

ob-
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served.Then
 

the
 

autophagy
 

regulator
 

(rapamycin)
 

was
 

added
 

to
 

study
 

its
 

action
 

mechanism.HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

number
 

and
 

morphology
 

of
 

cells,the
 

CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

viability
 

of
 

VEC,

the
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

in
 

VEC,the
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Beclin-1
 

and
 

p62
 

proteins
 

in
 

VEC,and
 

the
 

kit
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

nitric
 

oxide
 

(NO)
 

and
 

endothelin-1
 

(ET-1)
 

in
 

VEC.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

number
 

and
 

morphology
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

middle
 

and
 

high
 

concentrations
 

of
 

high
 

glucose/high
 

fat
 

groups
 

were
 

changed,

the
 

cell
 

viability,p62,NO
 

levels
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

ROS,ET-1,and
 

Beclin-1
 

expression
 

levels
 

were
 

increased
 

significantly
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

number
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

mulberry
 

anthocyanin
 

groups
 

was
 

increased,morphology
 

was
 

improved,the
 

cellular
 

viability,p62
 

and
 

No
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

ROS,Beclin-1
 

and
 

ET-1
 

levels
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<
0.05).Compared

 

with
 

the
 

high
 

concentration
 

mulberry
 

anthocyanin
 

group,the
 

cells
 

number
 

was
 

decreased
 

af-
ter

 

adding
 

rapamycin,the
 

morphology
 

changed
 

to
 

be
 

irregular,the
 

NO
 

level
 

was
 

decreased,and
 

the
 

ET
 

level
 

was
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
  

p-phosphatidylinositol
 

3-kinase
 

(PI3K)
 

and
 

p-protein
 

kinase
 

B
 

(Akt)
 

relative
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<
0.05);compared

 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

p-PI3K
 

and
 

p-Akt
 

relative
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

high
 

concentration
 

mulberry
 

anthocyanin
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion Mulberry
 

anthocyanin
 

could
 

in-
hibit

 

autophagy
 

by
 

activating
 

the
 

PI3K/Akt/mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin
 

(mTOR)
 

signaling
 

pathway
 

and
 

improve
 

the
 

morphology
 

and
 

function
 

of
 

VEC
 

under
 

high
 

glucose
 

and
 

lipid
 

stress.
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and
 

function;autoph-
agy;PI3K/Akt/mTOR

 

pathway

  过多摄入高糖/高脂食物会使机体处于高血糖和

高血脂的内环境中,损害血管内皮细胞(vascular
 

en-
dothelial

 

cells,VEC)的形态和功能,使其屏障保护、
选择通透、增殖修复和分泌调节等功能受损,继而引

起心血管疾病,糖尿病及其急、慢性并发症,严重影响

人们的生活质量和寿命[1-3]。
近年来,黄酮类化合物在心血管疾病和糖尿病等

慢性疾病防治中所起的作用成为研究热点,桑葚花色

苷具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤、抗动脉粥样硬化等广

泛、优良的生物学效应[4],是一种具有潜在临床应用

价值的药物。因磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphatidyli-
nositol

 

3-kinase,PI3K)/蛋白激酶B(protein
 

kinase
 

B,Akt)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian
 

tar-
get

 

of
 

rapamycin,mTOR)信号通路介导的自噬在促

进细胞存活和维持内环境稳态中发挥重要作用[5-7],
本实验以高糖/高脂应激下的VEC为基础,探究桑葚

花色苷能否发挥保护效应及从自噬及其通路的角度

揭示当中的机制,旨在为动脉粥样硬化性心脏病、糖
尿病及其并发症的防治提供有价值的信息,并为下一

步研究此类疾病的防治策略和新药开发提供依据,现
报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

人脐静脉VEC购自美国菌种保藏管理中心(A-

merican
 

type
 

culture
 

collection,ATCC),胎牛 血 清

(fetal
 

bovine
 

serum,FBS)购自天津市灏洋生物制品

科技有限责任公司,Beclin-1单克隆抗体、p62单克隆

抗体、p-PI3K多克隆抗体、PI3K多克隆抗体、p-Akt
多克隆抗体和Akt多克隆抗体购自美国Cell

 

Signa-
ling

 

Technology生命科学公司,Rapamycin购自美国

MedChemexpress(MCE)生物科技公司,活性氧(re-
active

 

oxygen
 

species,ROS)试剂盒、一氧化氮(nitric
 

oxide,NO)试剂盒和内皮素-1(endothelin-1,ET-1)
 

ELISA试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司,低
糖培养基、0.25%胰蛋白酶、磷酸盐缓冲液购自北京

索莱宝科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 构建高糖/高脂应激下的VEC功能失常模型

VEC分为
 

5.5/0
 

mmol/L的对照组及11/0.125、

22/0.250、33/0.500、44/1.000、55/2.000
 

mmol/L的高

糖/高脂组,测定各组细胞功能水平和自噬水平,相较

于对照组,选择最佳高糖/高脂浓度作为VEC功能受

损的模型组。在模型组中加入不同浓度的桑葚花色

苷进行处理,分为低、中、高浓度桑葚花色苷组,观察

桑葚花色苷对高糖/高脂应激下的VEC形态、功能和

自噬的影响,接着加入自噬调节剂(雷帕霉素)研究其

作用机制。

1.2.2 苏木素-伊红(hematoxylin-eosin,HE)染色观
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察VEC的形态和数量
 

接种VEC至6孔细胞培养板中,待细胞长至融

合度约60%时进行不同处理,孵育24
 

h,然后用磷酸

盐缓冲液洗涤3次再加入95%乙醇固定细胞15
 

min,
接着分别加入苏木素和伊红染液室温避光染色3

 

min
和1

 

min,最后将6孔细胞培养板放置于倒置显微镜

下,随机均匀选取每个孔中的不同区域观察细胞生长

形态及数量情况,拍照记录。

1.2.3 CCK-8实验检测VEC活力水平

VEC以每孔5×103 个均匀接种至96孔细胞培

养板中,当培养至细胞融合度为95%时,进行不同处

理后孵育24
 

h,然后用磷酸盐缓冲液清洗每个实验孔

3次后加入新鲜无血清培养基,继而向每个孔中加入

10
 

μL
 

CCK-8溶液,在37
 

℃、5%
 

CO2、90%湿度条件

下培养4
 

h;用酶标仪在450
 

nm下检测各个组的吸光

度,以对照组为对照计算出各组的细胞活力水平。

1.2.4 流式细胞仪测定细胞内ROS水平
 

将2’,7’-二氯二氢荧光素二乙酸酯(2’,7’-di-
chlorodihydrofluorescein

 

diacetate,DCFH-DA)探针

稀释成浓度为10
 

μmol/L,把不同处理组的细胞收集

至此探针溶液中,37
 

℃孵育20
 

min,每5分钟混匀1
次,然后用磷酸盐缓冲液洗3次以除去未与细胞结合

的探针,离心后的细胞混悬于500
 

μL
 

磷酸盐缓冲液

溶液中后吸入流式管中,上机测定2’,7’-二氯荧光素

(2’,7’-dichlorodihydrofluorescein,DCF)的荧光强度

计算ROS水平。

1.2.5 硝酸还原酶法测定NO水平
 

取不同处理组的细胞上清液吸入EP管中,根据

NO试剂盒配好所需的各种试剂,按说明加入到各个

管中混匀,37
 

℃水浴60
 

min,取上清液加入显色剂后

混匀,室温静置10
 

min,用酶标仪在550
 

nm下测定各

管吸光度后计算出NO水平。

1.2.6 ELISA
 

法检测细胞上清液ET-1水平

按说明书操作步骤首先用标准溶液建立标准曲

线,然后进行样品准备后封闭,上一抗和二抗,最后加

显色剂显色,用酶标仪测定吸光度后代入标准曲线中

计算样品的ET-1水平。

1.2.7 Western
 

blot检测自噬和通路相关蛋白表达

水平

首先提取各组细胞的总蛋白,用BCA蛋白定量

试剂盒测定蛋白浓度,再按各组蛋白相同的上样量进

行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
 

do-
decyl

 

sulfate-polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis,

SDS-PAGE)。电泳结束后将分离蛋白转至聚偏氟乙

烯(polyvinylidene
 

fluoride,PVDF)膜上,接着于5%

脱脂奶粉溶液中室温封闭2
 

h。然后将PVDF膜置于

预先配制好的蛋白一抗溶液中4
 

℃孵育过夜。次日

取出PVDF膜漂洗5次后放入蛋白二抗溶液中,室温

摇床孵育2
 

h。最后漂洗滤干后加显影液,放于凝胶

成像系统进行曝光成像。

1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism10.0软件进行数据分析,
计量资料以x±s表示,比较采用独立样本t检验或

单因素方差分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 高糖/高脂对VEC形态和功能的影响

HE染 色 结 果 显 示,当 高 糖/高 脂 浓 度 在 33/

0.500
 

mmol/L以上时,细胞数量明显减少,形态变得

皱缩短小。CCK-8实验也证实,随着高糖/高脂浓度

的增加,细胞活力随之降低。流式细胞法结果显示,
在高糖/高脂浓度达到33/0.500

 

mmol/L后ROS水

平明显增加,特别是44/1.000、55/2.000
 

mmol/L。
在细胞分泌功能方面,

 

高糖/高脂浓度从22/0.250
 

mmol/L开始,NO水平降低,ET-1水平升高,且具有

浓度依赖性,见图1。

2.2 高糖/高脂
 

对VEC自噬的影响
 

随着高糖/高脂浓度的逐渐增加,
 

Beclin-1相对

表达水平逐渐升高,而p62相对表达水平逐渐降低,
见图2。

2.3 桑葚花色苷对高糖/高脂应激下的VEC形态和

功能的影响

HE染色结果显示,在桑葚花色苷的加入下,细胞

形态改善,细胞数量增加。细胞活力结果显示,加入

桑葚花色苷后细胞活力明显升高,尤其是用高浓度桑

葚花色苷组的细胞。流式细胞仪检测结果显示,随着

桑葚花色苷浓度的升高,细胞内ROS
 

水平逐渐降低。
与模型组比较,低、中、高浓度桑葚花色苷组NO水平

明显升高,ET-1水平明显降低,差异有统计学意义

(P<0.05),见图3。

2.4 桑葚花色苷对高糖/高脂应激下的VEC自噬的

影响
 

与模型组比较,低、中、高浓度桑葚花色苷组Bec-
lin-1相对表达水平降低,p62相对表达水平升高,差
异有统计学意义(P<0.05),见图4。

2.5 桑葚花色苷改善高糖/高脂应激下VEC的功能

与自噬的关系

HE染色结果显示,与高浓度桑葚花色苷组比较,
加入雷帕霉素后细胞数量减少,形态变得不规则。此

外,加入雷帕霉素后 NO水平降低,ET-1水平升高,
差异有统计学意义(P<0.05),见图5。
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  A:HE染色观察各组细胞的数量和形态(20×);B:CCK-8检测各组细胞活力;C:流式细胞仪检测各组细胞的ROS水平;D:硝酸还原酶法测

定各组细胞的NO水平;E:ELISA法测定各组细胞的ET-1水平;a:P<0.05,与对照组比较。

图1  高糖/高脂对VEC形态和功能的影响

  A:
 

Western
 

blot检测自噬相关蛋白的表达情况;B:Western
 

blot定量分析各组Beclin-1相对表达水平;C:Western
 

blot定量分析各组p62相

对表达水平;a:P<0.05,与对照组比较。

图2  高糖/高脂对VEC自噬的影响
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  A:HE
 

染色观察各组细胞的数量和形态(20×);B:CCK-8实验检测各组细胞活力;C:流式细胞仪检测各组细胞的ROS水平;D:硝酸还原酶

法测定各组细胞的NO水平;E:ELISA法测定各组细胞的ET-1水平;a:P<0.05,与模型组比较。

图3  桑葚花色苷对高糖/高脂应激下的VEC形态和功能的影响

2.6 桑葚花色苷抑制高糖/高脂应激介导的自噬与

PI3K/Akt/mTOR通路的关系

与对照组相比,模型组p-PI3K、p-Akt水平降低,

高浓度桑葚花色苷组p-PI3K、p-Akt相对表达水平升

高,见图6。

  A:Western
 

blot检测自噬相关蛋白的表达情况;B:Western
 

blot定量分析各组Beclin-1相对表达水平;C:Western
 

blot定量分析各组p62相对

表达水平;a:P<0.05,与模型组比较。

图4  桑葚花色苷对高糖/高脂应激下的VEC自噬的影响
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  A:HE
 

染色观察各组细胞的数量和形态(20×);B:硝酸还原酶法测定各组细胞的 NO水平;C:ELISA法测定各组细胞的ET-1水平;a:P<
0.05,与高浓度桑葚花色苷组比较。

图5  桑葚花色苷改善高糖/高脂应激下VEC的功能与自噬的关系

  A:Western
 

blot检测p-PI3K、p-Akt的表达水平;B:Western
 

blot定量分析p-PI3K表达水平;C:Western
 

blot定量分析p-Akt表达水平;
a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图6  桑葚花色苷抑制高糖/高脂应激介导的自噬与PI3K/Akt/mTOR通路的关系

3 讨  论

  细胞形态和数量对维持细胞功能起着至关重要

的作用[8],而长期暴露在高糖/高脂环境中的细胞功

能会受到抑制[9]。因此,本实验利用高糖/高脂建立

细胞应激模型,HE染色和细胞活力实验结果显示,高
糖/高脂会损害细胞形态,减少细胞数量。众所周知,

氧化应激会对VEC产生损伤[10-11],高糖/高脂引起的

VEC损伤是由于ROS介导的氧化应激引起的[12-13]。

NO作为一种内皮源性舒张因子,通过增加环状鸟苷

单磷酸酯的水平来激活可溶性鸟苷酸环化酶并松弛

血管平滑肌[14]。相反,ET-1是一种由VEC分泌的有

效血管收缩剂,研究证实它与许多心血管疾病的病理

生理有关[15]。通过检测高糖/高脂应激下 VEC中的

上述指标,可以评估 VEC功能水平。本实验结果表

明,在高糖/高脂的环境下,这些反映细胞功能的指标

都发生了损害性的变化,即高糖/高脂应激会损害

VEC的功能。

自噬作为细胞分解代谢过程,能够重复利用膜脂

质和蛋白质降解产生的游离脂肪酸和氨基酸,促进线

粒体三磷酸腺苷(adenosine
 

triphosphate,ATP)的产

生和蛋白质的合成[16-18],进而维持细胞存活和内环境

稳态[19]。尤其在饥饿的情况下,由于缺乏营养,自噬
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会在多种器官中发生,如肝、脾、肾等。然而,过度的

自噬也会引起细胞自噬性的功能障碍,导致细胞损伤

甚至死亡[20-23]。本实验利用Beclin-1、p62蛋白相对

表达水平来评估自噬的发生情况,以此探讨了高糖/
高脂应激和自噬的关系,结果证实高糖/高脂应激可

明显诱导VEC自噬。
黄酮类成分对心血管疾病和糖尿病具有防治作

用[24]。花色苷属植物化学素中的黄酮类化合物,而桑

葚花色苷水溶性好,无毒性,具有多种生物功能活性,
包括调节免疫、促进造血细胞生长、抗诱变、降血糖、
降脂、抗衰老、护肝等[25]。然而,桑葚花色苷是否可以

改善高糖/高脂应激下的VEC功能尚不清楚。因此,
本实验探讨了桑葚花色苷处理后 VEC功能的变化,
结果表明桑葚花色苷可以在实验的3个浓度梯度组

中呈现剂量依赖性地逆转高糖/高脂应激诱导的细胞

功能水平的下降。
黄酮 类 化 合 物 可 在 某 些 生 理 过 程 中 诱 导 自

噬[26-27],但黄酮类化合物又能通过抑制自噬发挥抗肿

瘤作用[28]。因此,本实验探讨桑葚花色苷对高糖/高

脂应激状态下自噬水平的影响,结果表明桑葚花色苷

可以抑制高糖/高脂应激诱导的自噬。mTOR被认为

是细胞生长、增殖、生存和代谢的重要稳态调节剂,雷
帕霉素能通过抑制mTOR激活自噬[29]。上述结果表

明桑葚花色苷能改善细胞功能障碍并可抑制高糖/高

脂应激诱导的自噬,因此利用自噬激活剂雷帕霉素可

以初步确定桑葚花色苷是通过抑制自噬从而改善细

胞功能,因为雷帕霉素对于自噬的重新激活或增强会

削弱桑葚花色苷对功能障碍的保护作用。

PI3K/Akt/mTOR通路可调控多种细胞进程,包
括细胞凋亡、增殖、代谢等[30-31]。近年来,自噬相关信

号转导通路的研究得到了证实,PI3K/Akt/mTOR与

自噬的启动密切相关[32-33]。本实验结果表明,桑葚花

色苷对PI3K/Akt/mTOR通路具有激活作用,这可

以从其磷酸化蛋白的表达水平来证实。
综上所 述,桑 葚 花 色 苷 通 过 激 活 PI3K/Akt/

mTOR通路来抑制自噬,从而发挥改善高糖/高脂应

激诱导的VEC形态和功能的作用。
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