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　　［摘要］　目的　观察高糖对小鼠脑微血管内皮细胞解偶联蛋白（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＵＣＰ）基因表达的影响，并探讨白藜
芦醇的调节作用。方法　通过体外培养小鼠脑微血管内皮细胞系ｂＥｎｄ．３，采用ＲＴＰＣＲ方法观察不同浓度葡萄糖（５．５，２５
ｍｍｏｌ／Ｌ）刺激及白藜芦醇（２５μｍｏｌ／Ｌ）干预时ＵＣＰ基因表达的变化。结果　２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖糖刺激２４ｈ能上调 ＵＣＰ４、
ＵＣＰ５ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５），而对ＵＣＰ１、ＵＣＰ２基因表达无明显影响；白藜芦醇能上调基础状态及高糖状态下的ＵＣＰ５基因

表达（Ｐ＜０．０５），能抑制高糖引起的氧自由基增加（Ｐ＜０．０５）。结论　高糖刺激可特异性上调小鼠脑微血管内皮细胞 ＵＣＰ４、
ＵＣＰ５基因表达；白藜芦醇能降低高糖诱导的氧自由基生成，同时上调细胞ＵＣＰ５基因的表达。

　　［关键词］　糖尿病；脑微血管内皮细胞；解偶联蛋白；白藜芦醇；氧化性应激
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　　氧化应激是糖尿病微血管并发症的重要致病因
素之一［１］，而线粒体是氧自由基产生的主要部位。因
此，研究线粒体内抗氧化状态具有重要意义。解偶联
蛋白（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＵＣＰ）位于线粒体内膜，具有
降低线粒体质子梯度，减少氧自由基生成的功能。本
研究主要观察高糖对线粒体ＵＣＰｍＲＮＡ表达的影响

及白藜芦醇对ＵＣＰｍＲＮＡ表达的调节作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂、仪器及细胞系　ＤＭＥＭ培养液（含

５．５ｍｍｏｌ／Ｌ或２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）购自 Ｇｉｂｃｏ公
司；ＦＢＳ购自ＫｉｂｂｕｔｚＢｅｉｔＨａｅｍｅｒ公司；ＤｎａｓｅⅠ、
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ＲＮＡ酶抑制剂购自ＴａＫａＲａ公司；ＭＭＬＶ反转录
酶、多种限制性内切酶购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＴＲＩｚｏｌ
购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；白藜芦醇购自Ｓｉｇｍａ公司。
其他试剂购自上海国药集团化学试剂有限公司。高
速冷冻离心机购自 Ｂｅｃｋｍａｎ公司；分光光度计、

ＰＣＲ仪、电泳仪、电泳槽购自ＢｉｏＲａｄ公司；电子天
平购自 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司。小鼠脑微血管内皮细
胞系ｂＥｎｄ．３购自 ＡＴＣＣ（ＣＲＬ２２９９）。ｂＥｎｄ．３细
胞在含有１０％ＦＢＳ１００Ｕ／ｍｌ青霉素和１００μｇ／ｍｌ
链霉素的低糖ＤＭＥＭ培养液中，３７℃、５％ＣＯ２的培
养箱中培养，每２ｄ传代１次。

１．２　细胞ＲＮＡ提取　细胞弃去培养液，加入４℃预
冷的磷酸盐缓冲液润洗１次，然后加入６００μｌＴＲＩｚｏｌ
裂解细胞，并将裂解液转入１．５ｍｌ管中；加入４００μｌ
三氯甲烷，室温静置１０ｍｉｎ；４℃１５０００×ｇ离心１５
ｍｉｎ。取上清，加入等体积异丙醇，快速震荡３０ｓ，室
温静置２０ｍｉｎ。４℃１５０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，弃去上
清，加入２００μｌ７５％乙醇，震荡后４℃５０００×ｇ离心

１０ｍｉｎ。弃去上清，沉淀即为总ＲＮＡ。室温干燥１０
ｍｉｎ后，加入２０μｌＤＥＰＣ水溶解，用分光光度计检测

ＲＮＡ浓度和纯度。

１．３　反转录和半定量ＰＣＲ　取纯化后的总 ＲＮＡ
２μｇ在 ＭＭＬＶ 反转录酶和ｄＮＴＰ的作用下得到

ｃＤＮＡ。通过半定量ＰＣＲ的方法检测各基因表达，同
时扩增βａｃｔｉｎ序列作为内对照。ＰＣＲ引物序列如
下。βａｃｔｉｎ：５′ＴＧＴ ＧＡＴ ＧＧＴ ＧＧＧ ＡＡＴ ＧＧＧ
ＴＣＡＧ３′（ｓｅｎｓｅ），５′ＴＴＴ ＧＡＴ ＧＴＣＡＣＧＣＡＣ
ＧＡＴＴＴＣＣ３′（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）；ＵＣＰ１：５′ＣＣＣＣＴＡ ＡＴＣ
ＴＡＡＴＧＡＧＡＡＡＴＧ３′（ｓｅｎｓｅ），５′ＡＡＡＧＡＡＧＣＣ
ＡＣＡＡＡＣＣＣＴ３′（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）；ＵＣＰ２：５′ＧＣＴＧＧＴ
ＧＧＴＧＧＴ ＣＧＧ ＡＧＡ Ｔ３′（ｓｅｎｓｅ），５′ＣＣＣ ＡＡＧ
ＣＧＧＡＧＡＡＡＧＧＡＡ３′（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）；ＵＣＰ３：５′ＡＴＧ
ＣＣＴＡＣＡＧＡＡＣＣＡＴＣＧＣ３′（ｓｅｎｓｅ），５′ＡＧＣＴＣＣ
ＣＡＧＡＣＧＣＡＧＡＡＡ３′（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）；ＵＣＰ４：５′ＡＣＴ
ＣＴＧＧＡＧＧＴＣＧＧＡＴＧＧ３′（ｓｅｎｓｅ），５′ＡＡＣＴＧＧ
ＡＴＡ ＡＧＣＣＧＴＧＧＧ３′（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）；ＵＣＰ５：５′ＣＧＡ
ＧＴＴＣＧＧＣＡＣＴＴＴＣＣＣ３′（ｓｅｎｓｅ），５′ＡＧＣＡＣＧ
ＣＴＧＡＧＣＡＧＴＴＧＧ３′（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）。ＰＣＲ产物用溴
化乙啶在１．５％琼脂糖电泳凝胶上显现。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行
分析，计量数 据 以 珚ｘ±ｓ 表示，组间 比 较 采 用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　高糖对小鼠脑微血管内皮细胞ＵＣＰ基因表达

的影响　ＲＴＰＣＲ检测到小鼠脑微血管内皮细胞系

ｂＥｎｄ．３在含有５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的培养液中培
养时表达 ＵＣＰ１、ＵＣＰ２、ＵＣＰ４、ＵＣＰ５，未能检测到

ＵＣＰ３。２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖刺激２～１０ｈ对 ＵＣＰ１、

ＵＣＰ２、ＵＣＰ４、ＵＣＰ５ｍＲＮＡ 水平无明显影响（图

１），但刺激２４～４８ｈ能明显上调 ＵＣＰ４、ＵＣＰ５
ｍＲＮＡ水平（图２），ＵＣＰ５ｍＲＮＡ的升高一直持续
到在高浓度葡萄糖刺激后５～７ｄ（图２、图３）。

图１　短期内高糖对脑微血管

内皮细胞ＵＣＰｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ１　Ｓｈｏｒｔｔｅｒｍｅｆｆｅｃｔｏｆｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｏｎ

ＵＣＰｍＲＮＡｌｅｖｅｌｉｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

图２　长期高糖刺激对脑微血管

内皮细胞ＵＣＰｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ２　Ｌｏｎｇｔｅｒｍｅｆｆｅｃｔｏｆｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｏｎ

ＵＣＰｍＲＮＡｌｅｖｅｌｉｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

２．２　白藜芦醇对高糖刺激小鼠脑微血管内皮细胞

ＵＣＰ基因表达的影响　白藜芦醇２５μｍｏｌ／Ｌ刺激

２４ｈ 能明显上调低糖及高糖环境中的 ＵＣＰ５
ｍＲＮＡ水平（Ｐ＜０．０５，图４）；实验结果还显示２５
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μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇干预能抑制２４ｈ高糖刺激所诱导
的氧自由基水平的增加（以低糖组作参照从１．４９±
０．１６倍降低至１．１４±０．１０倍，Ｐ＜０．０５）。

图３　高糖刺激下脑微血管内皮细胞ＵＣＰ４、

ＵＣＰ５ｍＲＮＡ表达的变化

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｏｎＵＣＰ４ａｎｄ

ＵＣＰ５ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｉｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
ＬＧ：Ｌｏｗｇｌｕｃｏｓｅ；ＨＧ：Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓＬＧ．ｎ＝４，珔ｘ±ｓ

图４　白藜芦醇（ＲＶ）对脑微血管

内皮细胞ＵＣＰ５ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ（ＲＶ）ｏｎＵＣＰ５ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｉｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

　ＬＧ：Ｌｏｗｇｌｕｃｏｓｅ；ＨＧ：Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓＬＧ；△Ｐ＜

０．０５ｖｓＨＧ．ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　线粒体是血管内皮细胞高糖刺激时氧自由基的
主要来源之一，高血糖导致三羧酸循环加快，呼吸链
负荷加大，引起超氧阴离子产生增多。线粒体内抗氧
化能力不足时，超氧阴离子会攻击线粒体ＤＮＡ和线
粒体膜，进而自由基泄露至胞质引发细胞核损伤、蛋
白激酶Ｃ激活、糖基化终末产物形成以及多元醇的累
积，导致细胞损伤［２］。研究发现，高血糖能上调脑微
血管内皮细胞氧自由基水平和抗氧化酶（如铜锌超氧
化物歧化酶、锰超氧化物歧化酶）等基因的表达，但锰
超氧化物歧化酶蛋白水平却未能明显上调［３］。锰超
氧化物歧化酶作为线粒体内抗氧自由基最关键的酶，
其蛋白水平的失调必然会导致抗自由基水平的相对低

下，而机体可能会通过其他方式减少线粒体内氧自由
基的产生。本研究显示脑微血管内皮细胞可能会通过
上调ＵＣＰ４、ＵＣＰ５来减少线粒体氧自由基的产生。

　　ＵＣＰ是线粒体内膜介导 Ｈ＋内流的跨膜蛋白，
质子通过 ＵＣＰ内流时不产生氧化磷酸化解偶联
（ＡＴＰ），能量则以热的形式散失。目前研究发现其
主要生理功能是产生热能、控制活性氧生成及参与
调节能量代谢等［４］。ＵＣＰ家族包括 ＵＣＰ１、ＵＣＰ２、

ＵＣＰ３、ＵＣＰ４和 ＵＣＰ５。有研究显示脑内主要以

ＵＣＰ４、ＵＣＰ５为主，而 ＵＣＰ２常富集于各种组织的
血管内皮［５］。本研究采用 ＲＴＰＣＲ方法未能检测
到ＵＣＰ３亚型；结果还显示短期内的高糖刺激对各
亚型ＵＣＰ表达没有明显影响，长期高糖刺激情况下

ＵＣＰ４、ＵＣＰ５基因转录水平明显上调，而 ＵＣＰ１、

ＵＣＰ２未见明显变化。ＵＣＰ１与 ＵＣＰ２结构近似且
分布广泛，均具有显著的减少线粒体氧自由基功能，
但在脑微血管内皮细胞中未能表达上调的原因仍不

清楚。ＵＣＰ４、ＵＣＰ５虽然主要表达于中枢神经系
统，但同样具有减少氧自由基生成的功能［４］。本研
究结果提示脑微血管内皮细胞 ＵＣＰ基因转录水平
上调在高糖刺激中可能发挥重要的保护作用。

　　白藜芦醇是葡萄等植物的提炼物，生物研究显
示其具有抗衰老、抗氧化、抗炎及抗肿瘤等多种作
用［６］。本研究结果显示白藜芦醇能提高高糖及低糖
状态下脑微血管内皮细胞 ＵＣＰ５基因转录水平，同
时观察到白藜芦醇能明显降低高糖下氧自由基的生

产水平。由于ＵＣＰ５具有减少自由基产生的功能，
因此我们推测这可能部分与白藜芦醇升高 ＵＣＰ５基
因表达相关。
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