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!摘要"

!

目的
!

探讨山萘酚对脂肪酸诱导的胰岛微血管内皮功能损伤的保护效应及多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶
#

$

c'XcE#

%的作用&

方法
!

以小鼠胰岛微血管内皮
65E#

细胞为研究对象#将细胞分为正常对照组'溶剂$
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脂肪酸组和
c'XcE#

抑制剂
V

脂肪酸
V

山萘酚组#分别检测各组细胞活力'凋亡水平'一氧化氮$

>@

%'一氧化

氮合酶$

>@5

%及氧化应激相关指标的改变&

结果
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脂肪酸处理后#

65E#

细胞存活率下降#细胞凋亡率升高$
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%(同时#

脂肪酸也增加了细胞内
>@

的含量#升高了总
>@5
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%'诱导型
>@5

$

->@5

%和结构型
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%的活性$
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%(促使

脂质过氧化产物丙二醛$

6?'

%含量增加#抗氧化物质谷胱甘肽$
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%和超氧化物歧化酶$
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%的水平下降$
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强了
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和
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的
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和蛋白表达水平$
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%&而山萘酚干预后#各项指标的水平均得以改善$

-

#
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%(而且#利用
c'XcE#

抑制剂
R[̂ !"Q#$D

预处理
#L

#山萘酚对脂肪酸的拮抗效应更为显著#各项检测指标与正常对照组

比较差异无统计学意义$
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结论
!

脂肪酸可直接引起胰岛微血管内皮功能损伤#而山萘酚具有拮抗脂肪酸毒性的作

用#且抑制
c'XcE#

的表达水平能增强山萘酚的保护效应&
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型糖尿病是当前威胁全球人类健康的最重要

的慢性非传染性疾病之一#根据国际糖尿病联盟统

计#

!"##

年全球糖尿病患者人数已达
%<&

亿#其中

B"d

分布于包括我国在内的发展中国家)

#

*

&大量研

究显示#糖尿病患者除了持续高浓度的血糖及部分

胰岛素抵抗外#还伴随着不同程度的脂代谢紊乱#而

后者具有诱发血管病变的作用)

!

*

&游离脂肪酸$包

括软脂酸和油酸%是脂类代谢中最活跃的部分#

!

型

糖尿病患者上述两类脂肪酸的水平均出现明显升

高)

%

*

&然而#脂肪酸究竟怎样诱发胰岛微血管的病

变进而导致胰岛功能损伤的机制目前仍不清楚#如

何有效干预糖尿病患者血管病变的进展和迁移过程

更是鲜有报道&有学者认为#胰岛微血管内皮细胞

功能的损害是触发
!

型糖尿病患者血管病变发生的

关键病理过程#靶向调节该环节具有遏制血管病变

的重要作用)

Q

*

&

山萘酚属于黄酮醇类化合物#广泛存在于水果'

蔬菜'豆类等植物中#具有抗氧化'抗肿瘤'消炎和抑

制血小板聚集等生物学作用)

D

*

&动物实验研究发

现#适量的山萘酚摄入能够显著抑制肥胖#降低心血

管疾病的发生率#同时还可作为血管紧张素转换酶

抑制剂用于血压的控制)

$

*

&体外实验表明#山萘酚

可诱导甲状腺激素的合成#增加环磷酸腺苷的生成#

从而提高细胞能量代谢和脂肪代谢的能力)

&

*

&更为

重要的是#有研究发现#山萘酚还能控制糖尿病动物

的血糖水平'仿胰岛素'刺激肌糖原合成)

B

*

&然而#

山萘酚是否具有拮抗糖尿病患者血管病变的效应目

前仍未见报道&据此#本研究以小鼠胰岛微血管内

皮
65E#

细胞为研究对象#探讨山萘酚对脂肪酸诱

导的胰岛微血管内皮功能损伤的保护效应及关键调

控基因多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶
#
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型糖尿病血管病变提供实验科学依据&
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材料和方法
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#

的作用机制
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"

SR[̂ !"Q#$D

预处理
#LV"<!D,,/3

"

S

c'V"<D,,/3

"

S@'VD"

%

,/3

"

S

山萘酚处理&

#<%

!

6PP

比色法检测细胞存活率
!

将
65E#

细胞

以
#e#"

Q

"孔的密度接种于
F$

孔板#

%&f

'

D<"dK@

!

过夜培养至细胞贴壁#每种处理设置
B

个复孔(处理

结束后#弃去培养液#加入新鲜配制的
6PP

溶液
#""

%

S

$

"<D,

N

"

S

%#置于
%&f

孵箱中避光孵育
QL

#然后

吸尽全部液体#每孔加入
#""

%

S

二甲基亚砜#室温振

荡
D,-2

#待紫色结晶完全溶解后#利用美国
R-/EX)*

公司
6/*+3DB"

型酶标仪在
D&"2,

波长处测定光密

度$

4

%值#计算每个处理组的细胞存活率!细胞存活

率$

d

%

a4

处理组"
4

对照组
e#""d

&

#<Q

!

P9>MS

法检测细胞凋亡率
!

将细胞以
#e

#"

D

"孔的密度接种于
$

孔板内的细胞爬片上#待细

胞贴壁后#各组予以相应的干预处理(结束后#采用

P9>MS

细胞凋亡检测试剂盒测定细胞的凋亡水

平#操作步骤严格依据说明书执行#并计算各个处理

组的细胞凋亡率!细胞凋亡率$

d

%

a

$凋亡细胞数"

计数细胞总数%

e#""d

#共计数
D""

个细胞&

#<D

!

荧光定量
cKX

法检测
-27->#

"

.FJH

"

+FJH

,X>'

表达

#<D<#

!

引物设计与合成
!

cKX

引物的合成均由上

海
A2:-71/

N

+2

公司完成#引物序列参考文献)

FE##

*&

目的基因
-27->#

引物!上游
DkE'PZKP'KK'

KZK'K' 'KE%k

#下游
DkEKK' 'PKZZZ PKP

KKKPE%k

(

.FJH

引物!上游
DkE'PZ Z''K'P

KKK'''P'KZ'E%k

#下游
DkEZPKZP'Z'Z

Z'KK'KPPPZPE%k

(

+FJH

引物!上游
DkEPZZ

ZZ'K'PK'PPKPKZKKZPKE%k

#下游
DkEPZZ

PKPKK'ZZPZPZPZZPZ''E%k

&

92-4I

引物!上游
DkEZKZ 'P' KPK 'KP KPP KP'

KPPPKZ 'E%k

#下游
DkEPKZ P'KK'Z Z''

'PZ'ZKPPZ'KE%k

&

#<D<!

!

总
X>'

提取
!

收集处理后各组细胞#利用

PXA]/3

法提取总
X>'

#整个提取过程严格按照说

明书操作#同时利用
>)2/?1/

H

!"""(

分光光度计

$美国
PL+1,/

公司%测定
X>'

浓度#取
#

%

N

X>'

反转录为
(?>'

$

!"

%

S

体系%#反转录结束后将

(?>'

稀释#置于
hB"f

冰箱保存&

#<D<%

!

实时荧光定量
cKX

!

荧光定量
cKX

仪由美

国
R-/EX)*

公司生产#型号
PSFBB

型&以
!D

%

S

体

系模板量进行实时荧光定量
cKX

(

cKX

反应参数条

件!

FDf

预变性
D,-2

(

FDf

变性
#";

'

DBf

$

-27->

#

%或
$"f

$

.FJH

'

+FJH

%退火
#D;

'

&!f

延伸
!";

#

持续
Q"

个循环(

$D

$

FDf

绘制熔解曲线(选择

5[RXZ1++2

'

"

UX6?

8

+

通道#读取
K7

值(每个

样本每种目的基因设置
%

个复孔#分别计算各样本

各个基因的
K7

值#以
!

h

**

K7方法进行定量分析#以

92-4I

作为内参对照#并用
92-4I

的
K7

值进

行校正&

#<$

!

蛋白质印迹法检测
c'XcE#

"

->@5

"

(>@5

蛋

白表达
!

处理结束后#收集细胞#裂解#取上清提取蛋

白#取每个样本各
%"

%

N

蛋白行
5?5Ec'ZM

#转膜'室

温封闭
!L

#再分别孵育
c'XcE#

一抗$

#WD""

%'

->@5

一抗$

#W%""

%'

(>@5

一抗$

#WD""

%和
#

E)(7-2

$

#W

Q""

%#

Qf

孵育过夜&洗涤后以
#WD"""

的比例孵育

辣根过氧化物酶标记的二抗#采用
MKS

化学发光后#

用
R-/EX)*

凝胶成像系统显像#采用
A,)

N

+.

软件进

行蛋白定量分析#并用
#

E)(7-2

表达量予以校正&

#<&

!

>@

含量以及
7>@5

"

->@5

和
(>@5

活性的检

测
!

干预结束后胰酶消化收集细胞#冰上裂解
#L

#

离心取上清#

h!"f

保存备用&分别采用
>@

含量

以及
7>@5

'

->@5

和
(>@5

活性检测试剂盒测定每

组细胞样本中上述各项指标的变化水平(并用
RK'

法测定的蛋白浓度予以校正&检测过程均按照说明

书要求严格执行#利用
&!""

型可见光分光光度计

$上海尤尼柯仪器有限公司%读取光密度值&

#<B

!

X@5

"

Z5U

"

6?'

和
5@?

水平的检测
!

以

#e#"

D

"孔的密度将细胞接种于
$

孔板内事先放置

的盖玻片$

!Q,, e!Q,,

%上#处理结束后#洗涤

细胞#加入终浓度为
#<D

%

,/3

"

S

的
?KJUE?'

探

针#避光
%&f

孵育
#L

#取出载玻片#吸尽探针残液#

+

&F!

+
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置于荧光显微镜
QBB

$

D!D2,

波长下观察各组处理

细胞的绿色荧光#采用
A,)

N

+c1/Ec30;

软件分析和

计算平均光密度$

):+1)

N

+/

H

7-()3*+2;-7

8

#

'@?

%&

将同期处理的细胞用胰酶消化收集#充分裂解后取

上清液#利用
Z5U

'

6?'

和
5@?

检测试剂盒分别

予以测定#操作过程严格依据说明书要求#采用

&!""

型可见光分光光度计读取光密度值&

#<F

!

统计学处理
!

所有实验均独立重复
%

次#每种

处理设置
%

个以上平行孔&所有数据均用
5c55

#B<"

软件予以整理和分析#且均采用
$

5i(

表示(符

合正态分布且方差齐的资料#多组间的比较运用单

因素方差分析#组间两两比较利用
S5?E"

检验(对不

符合正态性或方差不齐的数据#多组间比较利用秩

和检验&检验水准$

(

%为
"<"D

&

?

!

结
!

果

!<#

!

山萘酚对脂肪酸诱导的
65E#

细胞活力和凋

亡的影响及
c'XcE#

的作用
!

脂肪酸处理后
65E#

细胞存活率下降至
Q#<FQd

#低于正常对照组$

-

#

"<"D

%#但脂肪酸
V

山萘酚组的存活率则可达

&&<%"d

#高于脂肪酸组$

-

#

"<"D

#图
#'

%(脂肪酸

诱导
65E#

细胞凋亡水平升高#而山萘酚干预则可

降低脂肪酸诱发的细胞凋亡水平$图
#R

%&

c'XcE#

抑制剂$

R[̂ !"Q#$D

%

V

脂肪酸
V

山萘酚组的细胞活

力和凋亡水平与正常对照组比较差异均无统计学意

义$

-

%

"<"D

%&

图
>

!

山萘酚对脂肪酸诱导的
9QC>

细胞活力#

5

$和凋亡#

X

$的影响及
R5:RC>

的作用

B$

'

>

!

A--/1&3*-[(/4

+

-/0*2*"-(&&

,

(1$.C$".)1/.9QC>1/228$(%$2$&

,

#

5

$

(".(

+

*

+

&*3$3

#

X

$

(".&#/0*2/*-R5:RC>

c'XcE#

!

c/3

8

$

'?cE1-I/;+

%

H

/3

8

,+1);+E#

(

K@>

!

K/271/3

(

?65@

!

?-,+7L

8

3;03

H

L/G-*+

(

'̂M

!

)̂+,

H

4+1/3

(

J'

!

J)77

8

)(-*

(

R[̂

!

R[̂ !"Q#$D

$

c'XcE#-2L-I-7/1

%

<

"

-

#

"<"D:;K@>

N

1/0

H

(

(

-

#

"<"D:;J'

N

1/0

H

<,a%

#

$

5i(

!<!

!

山萘酚对脂肪酸诱导的
>@

含量及
>@5

活性

的影响及
c'XcE#

的作用
!

如图
!

所示#脂肪酸处

理增加了
65E#

细胞内
>@

的含量#并且升高了

7>@5

'

->@5

和
(>@5

的活性$

-

#

"<"D

%(而山萘酚

干预处理则可改善上述指标的变化$

-

#

"<"D

%&研

究结果还显示#

c'XcE#

抑制剂$

R[̂ !"Q#$D

%

V

脂

肪酸
V

山萘酚组的
>@

含量和
%

种
>@5

的活性与

正常对照组比较差异无统计学意义$

-

%

"<"D

%#提

示抑制
c'XcE#

能够增强山萘酚对脂肪酸的拮抗效

应&

图
?

!

山萘酚对脂肪酸诱导的
W6

含量#

5

$及
W6Q

活性#

X

$的影响及
R5:RC>

的作用

B$

'

?

!

A--/1&3*-[(/4

+

-/0*2*"-(&&

,

(1$.C$".)1/.W61*"&/"&

#

5

$

(".W6Q(1&$8$&$/3

#

X

$

(".&#/0*2/*-R5:RC>

>@

!

>-71-(/G-*+

(

>@5

!

>-71-(/G-*+;

8

27L);+

(

7>@5

!

P/7)3>@5

(

->@5

!

A2*0(-I3+>@5

(

(>@5

!

K/2;7-707-:+>@5

(

c'XcE#

!

c/3

8

$

'?cE

1-I/;+

%

H

/3

8

,+1);+E#

(

K@>

!

K/271/3

(

?65@

!

?-,+7L

8

3;03

H

L/G-*+

(

'̂M

!

)̂+,

H

4+1/3

(

J'

!

J)77

8

)(-*

(

R[̂

!

R[̂ !"Q#$D

$

c'XcE#

-2L-I-7/1

%

<

"

-

#

"<"D:;K@>

N

1/0

H

(

(

-

#

"<"D:;J'

N

1/0

H

<,a%

#

$

5i(

+

BF!

+
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山萘酚对脂肪酸诱导的胰岛微血管内皮功能损伤的保护效应及多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶
#

的作用机制

!<%

!

山萘酚对脂肪酸诱导的氧化应激损伤的影响

及
c'XcE#

的作用
!

如图
%

所示#脂肪酸处理后

65E#

细胞的
X@5

水平急剧升高#脂质过氧化产物

6?'

含量增加#酶性抗氧化物质
5@?

的活性和非

酶性抗氧化物质
Z5U

的含量均降低$

-

#

"<"D

%(山

萘酚干预处理后#

X@5

和
6?'

的水平均下降$

-

#

"<"D

%#

5@?

的活性和
Z5U

含量均升高$

-

#

"<"D

%(

而在抑制
c'XcE#

的条件下#山萘酚对脂肪酸诱导

的氧化应激的拮抗效应更为显著#各指标与正常对

照组相比差异无统计学意义$

-

%

"<"D

%&

!<Q

!

山萘酚对脂肪酸诱导的
c'XcE#

"

->@5

和

(>@5

异常表达的影响
!

如图
Q

所示#脂肪酸处理

可促使
c'XcE#

'

->@5

和
(>@5

的
,X>'

和蛋白

表达量升高$

-

#

"<"D

%(但山萘酚干预后#

%

项指标

的
,X>'

和蛋白表达均降低(而在抑制
c'XcE#

的

条件下#山萘酚对
->@5

和
(>@5

表达的抑制作用

更为显著#各指标与正常对照组相比差异无统计学

意义$

-

%

"<"D

%&

图
F

!

山萘酚对脂肪酸诱导的氧化应激损伤的影响及
R5:RC>

的作用

B$

'

F

!

A--/1&3*-[(/4

+

-/0*2*"-(&&

,

(1$.C$".)1/.*I$.(&$8/3&0/33(".&#/0*2/*-R5:RC>

'

!

X@5):+1)

N

+/

H

7-()3*+2;-7

8

-2+)(L

N

1/0

H

(

R

!

5@?)(7-:-7

8

-2+)(L

N

1/0

H

(

K

!

Z5U(/27+27-2+)(L

N

1/0

H

(

?

!

6?'(/27+27-2+)(L

N

1/0

H

<

c'XcE#

!

c/3

8

$

'?cE1-I/;+

%

H

/3

8

,+1);+E#

(

X@5

!

X+)(7-:+/G

8N

+2;

H

+(-+;

(

5@?

!

50

H

+1/G-*+*-;,07);+

(

Z5U

!

Z307)7L-/2+

(

6?'

!

6)3/2*-)3*+L

8

*+

(

K@>

!

K/271/3

(

?65@

!

?-,+7L

8

3;03

H

L/G-*+

(

'̂M

!

)̂+,

H

4+1/3

(

J'

!

J)77

8

)(-*

(

R[̂

!

R[̂ !"Q#$D

$

c'XcE#-2L-I-7/1

%

<

"

-

#

"<"D:;K@>

N

1/0

H

(

(

-

#

"<"D:;J'

N

1/0

H

<,a%

#

$

5i(

F

!

讨
!

论

!!

游离的脂肪酸在人体内有着至关重要的生理

功能#不仅可为器官和组织提供代谢所需的能

源#还是促进胰岛
#

细胞释放胰岛素的关键因子&

但是#当血液中游离脂肪酸的含量持续升高时#

肝脏'骨骼肌或脂肪组织等无法再将其氧化生成

三酰甘油#脂肪酸便可大量堆积#对正常组织或

细胞的生理功能和代谢过程产生损害#又被称为

脂毒性)

#!

*

&大量研究表明#

!

型糖尿病患者存在

餐后高游离脂肪酸血症的症状#同时#该症状也

是诱发糖尿病血管病变的主要机制之一#可直接

导致血管的形态和内皮功能受到损害)

%

#

#%

*

&因

此#如何采取有效措施干预或逆转脂肪酸诱导的

血管内皮损伤势在必行&

胰岛微血管内皮细胞是胰岛微血管的重要组

成部分#主要附于胰岛的微血管内壁#不仅可以

向胰岛细胞输送代谢所需的氧或营养物质#还能

促进胰岛
#

细胞的增殖和分泌功能)

#Q

*

&因此#本

研究选取小鼠的胰岛微血管内皮
65E#

细胞为研

究对象#深入探讨脂肪酸对胰岛微血管内皮细胞

功能的损伤效应及其干预方式&结果显示#脂肪

+

FF!

+
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酸直接处理
65E#

细胞可促使细胞产生大量的

X@5

#抑制
5@?

'

Z5U

等抗氧化物质的水平#导致

脂质过氧化产物
6?'

的水平急剧升高#进而导

致细胞发生凋亡#细胞活力水平降低(同时脂肪

酸处理还能直接诱导细胞生成
>@

#刺激
7>@5

'

->@5

和
(>@5

等酶的活性及表达水平的上升#继

而诱发血管内皮功能的紊乱&这些结果充分表

明#脂肪酸是诱发胰岛微血管内皮细胞功能损伤

的重要因素(氧化应激和
>@

生成是导致胰岛微

血管内皮功能紊乱的潜在机制&

图
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山萘酚对脂肪酸诱导的
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%

$W6Q
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本研究首次利用
65E#

细胞模型揭示#山萘酚

处理可减轻脂肪酸诱导的血管内皮功能紊乱#减轻

氧化应激和凋亡水平#抑制
>@

的大量生成&该结

果不仅提示山萘酚对脂肪酸引发的胰岛微血管内皮

功能损伤具有保护效应#也表明其拮抗效应的机制

可能与氧化应激'

>@

合成抑制和细胞凋亡等紧密

相关&

c'XcE#

是真核细胞中催化聚腺苷二磷酸核糖

化的细胞核酶&研究发现#

c'XcE#

参与的聚腺苷

二磷酸核糖化是真核细胞蛋白质翻译后修饰的主要

方式#可介导包括
?>'

损伤修复'细胞凋亡在内的

多种病理生理反应&而且#

c'XcE#

的缺失还能增

加
?>'

对外源性物质损伤的敏感性)

#D

*

&体外和体

内研究均表明#抑制
c'XcE#

的表达可减弱
?>'

的修复功能#进而增强治疗的效果#提示
c'XcE#

抑

制剂具有潜在的靶向治疗作用)

#$

*

&研究还显示#

>@

是
->@5

"凋亡信号通路的主要效应分子#而且

持续高浓度的
>@

也能够直接损伤
?>'

#激活

c'XcE#

的表达#使细胞进入程序性死亡)

#&

*

&为进

一步深入探讨山萘酚拮抗脂肪酸诱导的胰岛微血管

内皮功能损伤效应机制#研究采用强效
c'XcE#

抑

制剂
R[̂ !"Q#$D

预处理
#L

的方式调控
c'XcE#

介导的凋亡损伤效应&结果发现#

c'XcE#

抑制

剂
V

脂肪酸可在一定程度上抑制脂肪酸的微血管内

皮损伤作用#表明
c'XcE#

可能介导了脂肪酸诱导

的微血管氧化应激和细胞凋亡过程#并参与了
>@

的合成(

c'XcE#

抑制剂增强了山萘酚的保护效应#

一方面提示山萘酚的拮抗机制可能经由
c'XcE#

介

导(另一方面说明#两者协同应用可以取得更好的预

期保护作用&

综上所述#本研究发现#脂肪酸可直接引起胰岛

微血管内皮功能损伤#而山萘酚具有拮抗脂肪酸毒

性的作用#且抑制
c'XcE#

的表达水平能增强山萘

酚的保护效应#提示应用
c'XcE#

抑制剂和$或%山

萘酚均能够起到拮抗脂毒性的作用#且两者联合应

用效果更佳&
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