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　　［摘要］　目的　探讨ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）聚腺苷二磷酸核糖聚合酶１［ｐｏｌｙ（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１，ＰＡＲＰ１］信

号通路在茶多酚拮抗胰岛微血管内皮细胞脂毒性中的调控作用。方法　以小鼠胰岛微血管内皮 ＭＳ１细胞为研究对象，分

为正常对照组、溶剂对照组、脂肪酸（０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ软脂酸＋０．５ｍｍｏｌ／Ｌ油酸）组、茶多酚（２５μｍｏｌ／Ｌ）组、脂肪酸＋茶多酚组、

ＰＡＲＰ１抑制剂（８μｍｏｌ／ＬＢＹＫ２０４１６５）＋脂肪酸组、ＰＡＲＰ１抑制剂＋脂肪酸＋茶多酚组、Ｓｈｈ抑制剂（２．５μｍｏｌ／Ｌ环巴

胺）＋脂肪酸组、Ｓｈｈ抑制剂＋脂肪酸＋茶多酚组及Ｓｈｈ抑制剂＋ＰＡＲＰ１抑制剂＋脂肪酸＋茶多酚组，分别检测各组细胞活

力、凋亡水平、一氧化氮（ＮＯ）合成及氧化应激相关指标的改变。结果　脂肪酸处理后，ＭＳ１细胞存活率下降，细胞凋亡率增

高（犘＜０．０５）；同时，细胞内ＮＯ的含量及总一氧化氮合酶（ｔＮＯＳ）、诱导型ＮＯＳ（ｉＮＯＳ）和结构型ＮＯＳ（ｃＮＯＳ）的活性均升高

（犘＜０．０５）；而且，脂质过氧化产物丙二醛（ＭＤＡ）含量增加（犘＜０．０５），抗氧化物质谷胱甘肽（ＧＳＨ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）

的水平下降（犘＜０．０５），并增强了ＰＡＲＰ１和磷酸化Ｓｈｈ的表达水平（犘＜０．０５）。茶多酚干预后，各项指标的水平均得以改善

（犘＜０．０５）；而且，利用ＢＹＫ２０４１６５和环巴胺预处理１ｈ后，茶多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（犘＞０．０５）。结论　脂肪酸可诱发胰岛微血管内皮功能损伤，茶多酚具有拮抗脂肪酸毒性的作用，

且抑制ＳｈｈＰＡＲＰ１信号通路能增强茶多酚的保护效应。

［关键词］　茶多酚；脂肪酸类；胰岛微血管内皮功能；聚ＡＤＰ核糖聚合酶１；ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ蛋白质
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（８）：９７５９８１］

　　据国际糖尿病联盟资料显示，２０１４年全球

１８岁以上成年人中有９％罹患糖尿病，其中高达

８０％以上在包括我国在内的发展中国家
［１］。研

究发现，除了持续高浓度的血糖及部分胰岛素抵

抗外，糖尿病患者还伴有不同程度血管病变［２］。

游离脂肪酸（包括软脂酸和油酸）是脂代谢中最

活跃的部分，２型糖尿病患者游离脂肪酸的水平

呈现增高［３］。然而，脂肪酸诱发胰岛微血管病变

的具体机制目前仍不清楚，如何有效干预糖尿病

患者血管病变更是罕见报道。研究发现，胰岛微

血管内皮细胞功能的损害是触发２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作用［４］。据此，本研究以小

鼠胰岛微血管内皮 ＭＳ１细胞为研究对象，探讨

茶多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信号通路ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ

（Ｓｈｈ）多聚 ＡＤＰ核糖聚合酶 １ ［ｐｏｌｙ（ＡＤＰ

ｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１，ＰＡＲＰ１］的作用，为防治２

型糖尿病血管病变提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　小鼠胰岛微血管内皮 ＭＳ１细

胞，由美国国立细胞库（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅ

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）提供，编号：ＣＲＬ２２７９ＴＭ；四甲

基偶 氮 唑 盐 ［３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌ２ｔｈｉａｚｏｌｙｌ）２，

５ｄｉｐｈｅｎｙｌ２Ｈｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］、软脂

酸（ｐａｌｍｉｔａｔｅ，ＰＡ）、油酸（ｏｌｅａｔｅ，ＯＡ）均购于美国

Ｓｉｇｍａ公司；茶多酚，纯度≥９８．０％，购自北京索莱

宝科技有限公司，溶解于二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ

ｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）；Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良Ｅａｇｌｅ培养基

（ＤｕｌｂｅｃｃｏｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）、胰蛋

白酶、胎牛血清均由美国Ｇｉｂｃｏ公司生产；Ａｎｎｅｘｉｎ

ⅤＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒、总ＲＮＡ提取试

剂盒购自南京凯基生物科技有限公司；一氧化氮

（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）、总一氧化氮合酶（ｔｏｔａｌｎｉｔｒｉｃ

ｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｔＮＯＳ）、结构型一氧化氮合酶

（ｃＮＯＳ）、诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）、超氧化物歧

化 酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙 二 醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和 还 原 型 谷 胱 甘 肽

（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）检测试剂盒均由南京建成生物

工程研究所提供；活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，

ＲＯＳ）探针购自北京索莱宝科技有限公司；ＴａＫａＲａ

反转录和荧光定量ＰＣＲ扩增试剂盒均购于宝生物

工程（大连）有限公司；Ｓｈｈ抑制剂环巴胺、ＰＡＲＰ１

抑制剂ＢＹＫ２０４１６５、ＰＡＲＰ１抗体、Ｓｈｈ抗体和Ｓｈｈ

磷酸化抗体均购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；βａｃｔｉｎ抗

体和辣根过氧化物酶标记二抗均购自北京中杉金桥

生物有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

１．２　实验分组和处理　用含体积分数为１０％胎牛血

清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ

培养基，于３７℃、５．０％ＣＯ２、适当湿度条件下培养，待

细胞生长至８５％～９０％融合时用于实验。实验分组如

下：（１）正常对照组和溶剂对照组：ＤＭＥＭ培养液和

ＤＭＳＯ处理；（２）脂肪酸 组：０．２５ｍｍｏｌ／ＬＰＡ＋

０．５ｍｍｏｌ／ＬＯＡ处理；（３）茶多酚组：２５μｍｏｌ／Ｌ茶多

酚处理；（４）脂肪酸＋茶多酚组：２５μｍｏｌ／Ｌ茶多酚＋

０．２５ｍｍｏｌ／ＬＰＡ＋０．５ｍｍｏｌ／ＬＯＡ处理；（５）ＰＡＲＰ１

抑制剂＋脂肪酸组：８μｍｏｌ／ＬＢＹＫ２０４１６５预处理１ｈ＋

０．２５ｍｍｏｌ／ＬＰＡ＋０．５ｍｍｏｌ／ＬＯＡ处理；（６）ＰＡＲＰ

１抑制剂＋脂肪酸＋茶多酚组：８μｍｏｌ／ＬＢＹＫ２０４１６５

预处理１ｈ＋０．２５ｍｍｏｌ／ＬＰＡ＋０．５ｍｍｏｌ／ＬＯＡ＋２５

μｍｏｌ／Ｌ茶多酚处理；（７）Ｓｈｈ抑制剂＋脂肪酸组：

２．５μｍｏｌ／Ｌ环巴胺预处理１ｈ＋０．２５ｍｍｏｌ／ＬＰＡ＋

０．５ｍｍｏｌ／ＬＯＡ处理；（８）Ｓｈｈ抑制剂＋脂肪酸＋茶

多酚 组：２．５μｍｏｌ／Ｌ 环 巴 胺 预 处 理 １ｈ＋

０．２５ｍｍｏｌ／ＬＰＡ＋０．５ｍｍｏｌ／ＬＯＡ＋２５μｍｏｌ／Ｌ茶

多酚处理；（９）ＳｈｈＰＡＲＰ１抑制剂＋脂肪酸＋茶多

酚组：８μｍｏｌ／ＬＢＹＫ２０４１６５、２．５μｍｏｌ／Ｌ环巴胺预
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处理１ｈ＋０．２５ｍｍｏｌ／ＬＰＡ＋０．５ｍｍｏｌ／ＬＯＡ＋

２５μｍｏｌ／Ｌ茶多酚处理。

１．３　细胞活力和凋亡水平的测定

１．３．１　ＭＴＴ比色法检测细胞活力　将ＭＳ１细胞

以１×１０４／孔的密度接种于９６孔板，３７℃、５．０％

ＣＯ２培养至细胞贴壁，处理结束之后，加入新鲜配制

的０．５ｍｇ／ＬＭＴＴ溶液１００μＬ，３７℃避光孵育４ｈ，

吸尽液体，每孔加入１００ｍｏｌ／ＬＤＭＳＯ，室温振荡至

紫色甲瓒结晶溶解后，应用Ｍｏｄｅｌ５８０型酶标仪（美

国ＢｉｏＲａｄ公司）在５７０ｎｍ波长处测定光密度（犇）

值，并计算细胞存活率。

１．３．２　流式细胞术检测细胞凋亡　将细胞以

１×１０５／孔的密度接种于６孔板，待细胞贴壁后，予以

相应的处理；采用ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测

试剂盒于流式细胞仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司，型号

ＦＣ５００）上测定细胞的凋亡水平，操作步骤严格依据说

明书执行，每个样品检测２００００个细胞，应用

ＷｉｎＭＩＤ２．８软件分析并计算各个处理组细胞

凋亡率。

１．４　荧光定量ＰＣＲ法测定犘犃犚犘１、犛犺犺基因水平

１．４．１　引物设计与合成　ＰＣＲ引物的合成均由上

海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成，引物序列参考文献
［５６］。

犘犃犚犘１上游引物：５′ＡＴＧＣＴＡＣＣＡＣＧＣＡＣＡ

ＡＣ３′，下游引物５′ＣＣＡＡＴＣＧＧＧＴＣＴＣＣＣＴ３′；

犛犺犺上游引物５′ＡＡＡＧＣＴＧＡＣＣＣＣＴＴＴＡＧＣ

ＣＴＡ３′，下游引物５′ＴＴＣＧＣＧＡＧＴＴＴＣＴＴＧ

ＴＧＡＴＣＴＴＣＣ３′；犌犃犘犇犎上游引物５′ＧＣＧＡＴＡ

ＣＴＣＡＣＴＣＴＴＣＴＡ ＣＴＴＴＣＧＡ３′，下游引物

５′ＴＣＧＴＡＣＣＡＧＧＡＡＡＴＧＡＧＣＴＴＧＡＣ３′。

１．４．２　总 ＲＮＡ 提取　采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总

ＲＮＡ，ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ分光光度计（美国Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆｉｓｈｅｒ公司）测定ＲＮＡ浓度，取１μｇＲＮＡ反转录

为ｃＤＮＡ，稀释后置于－８０℃冰箱贮存。

１．４．３　实时荧光定量ＰＣＲ　以２５μＬ体系模板量

于ＴＬ９８８型荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）

行实时荧光定量ＰＣＲ，反应参数条件：９５℃预变性

５ｍｉｎ，１个循环；９５℃变性１０ｓ、退火（犘犃犚犘１

５８℃、犛犺犺６０℃）３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，持续３５个循

环；选择ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ／ＨＲＭＤｙｅ通道，读取Ｃｔ

值；每个样本每种目的基因设置３个复孔，分别计算

各样本各个基因的Ｃｔ值，以２－ΔΔＣｔ方法进行定量分

析，以犌犃犘犇犎的Ｃｔ值进行校正。

１．５　蛋白质印迹法测定ＰＡＲＰ１、Ｓｈｈ蛋白含量　处

理结束后，收集细胞、裂解、提取蛋白，每个样本各取

５０μｇ蛋白行ＳＤＳＰＡＧＥ、转膜、室温封闭２ｈ，再分

别孵育ＰＡＲＰ１一抗（１∶５００）、Ｓｈｈ一抗（１∶５００）

和βａｃｔｉｎ（１∶４００），４℃孵育过夜，辣根过氧化物酶

标记的二抗（１∶６０００）孵育１ｈ，ＥＣＬ化学发光后于

凝胶成像系统显像，采用ＩｍａｇｅＪ软件进行蛋白定

量分析，并用βａｃｔｉｎ予以校正。

１．６　ＮＯ含量及ｔＮＯＳ、ｉＮＯＳ和ｃＮＯＳ活性检测　处

理结束后收集细胞，冰上裂解，离心取上清液，分别采

用ＮＯ含量检测试剂盒及ｔＮＯＳ、ｉＮＯＳ和ｃＮＯＳ活性

检测试剂盒测定每组细胞样本中上述各项指标的水

平，并利用ＢＣＡ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，于上海尤尼柯仪器

有限公司７２００型可见光分光光度计上读取犇值。

１．７　ＲＯＳ、ＧＳＨ、ＭＤＡ和ＳＯＤ水平检测　将细胞

以１×１０５／孔的密度接种于６孔板中事先放置的盖

玻片（２４ｍｍ×２４ｍｍ）上，处理结束后，加入终浓

度为１．５μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＦＨＤＡ探针，避光３７℃孵

育１ｈ，取出载玻片，置于荧光显微镜４８８～５２５ｎｍ

波长下观察各组处理细胞的绿色荧光强度，采用

ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件分析和计算平均光密度

（ａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＡＯＤ）。同时，收集同期

处理的细胞，充分裂解后取上清，利用ＧＳＨ、ＭＤＡ

和ＳＯＤ检测试剂盒分别予以测定，操作过程严格依

据说明书要求，犇值采用７２００型可见光分光光度计

读取。

１．８　统计学处理　所有实验均独立重复３次，每种

处理设置３个以上平行孔。采用ＳＰＳＳ１８．０软件对

数据进行整理和分析，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ＬＳＤ狋检验；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（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　茶多酚对脂肪酸诱导的 ＭＳ１细胞活力和凋

亡的影响及ＳｈｈＰＡＲＰ１信号通路的调控作用　如

表１所示，脂肪酸处理后 ＭＳ１的细胞存活率下降

至（４０．９８±３．８７）％，低于正常对照组的１００％

（犘＜０．０５）；但茶多酚＋脂肪酸组的存活率则可达

（６８．２８±４．２９）％，高于脂肪酸组（犘＜０．０５）；脂肪

酸诱导ＭＳ１凋亡水平升高［（１３．１６±２．１９）％］，而

茶多酚干预则可降低脂肪酸诱发的细胞凋亡水平

［（７．０２±１．１１）％］。采 用 ＰＡＲＰ１ 抑 制 剂

ＢＹＫ２０４１６５和Ｓｈｈ抑制剂环巴胺予以预处理，结果

发现，ＢＹＫ２０４１６５和环巴胺均可以增强茶多酚的保

护作用，２种抑制剂共处理时细胞存活率上升至
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（９６．９９±３．７２）％，凋亡率下降至（２．１９±０．４８）％，

与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　茶多酚对脂肪酸诱导的ＮＯ含量、ＮＯＳ活性的

影响及ＳｈｈＰＡＲＰ１信号通路的调控作用　如表２所

示，脂肪酸处理增加了细胞内ＮＯ的含量，并增高了

ｔＮＯＳ、ｉＮＯＳ和ｃＮＯＳ的活性（犘＜０．０５）；而茶多酚干

预则可改善上述指标的变化（犘＜０．０５）；研究结果还

显示，ＰＡＲＰ１抑制剂ＢＹＫ２０４１６５和Ｓｈｈ抑制剂环巴

胺均可降低各组的ＮＯ含量和３种ＮＯＳ的活性

（犘＜０．０５）；而且，ＳｈｈＰＡＲＰ１信号通路均抑制的情

况下，茶多酚对脂肪酸的拮抗效应更为明显，各项指

标与对照组比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　茶多酚对脂肪酸诱导的犕犛１细胞活力和凋亡的影响及犛犺犺犘犃犚犘１信号通路的调控作用

犜犪犫１　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犲犪狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾狊狅狀犳犪狋狋狔犪犮犻犱犻狀犱狌犮犲犱犕犛１犮犲犾犾狏犻犪犫犻犾犻狋狔犪狀犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊

犪狀犱狋犺犲狉犲犵狌犾犪狋犻狀犵狉狅犾犲狅犳犛犺犺犘犃犚犘１狆犪狋犺狑犪狔

％，狀＝３，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００．００±０．００ ２．５５±０．４９

ＤＭＳＯ ９８．７９±２．３６ ２．７６±０．４１

Ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ９９．１０±１．６７ ２．８８±０．５２

Ｆａｔｔｙａｃｉｄ ４０．９８±３．８７ １３．１６±２．１９

Ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ６８．２８±４．２９△ ７．０２±１．１１△

ＰＡＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ ５２．１４±４．０９ ８．９３±２．０１

ＰＡＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ８２．７４±５．１３△ ３．８６±０．７６△

Ｓｈｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ ５０．６７±３．６８ １０．２４±２．０５

Ｓｈｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ７６．６４±５．６５△ ４．２８±０．８３△

ＳｈｈＰＡＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ９６．９９±３．７２△ ２．１９±０．４８△

　　ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ；Ｓｈｈ：ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ；ＰＡＲＰ１：Ｐｏｌｙ（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５

ｖｓｆａｔｔｙａｃｉｄｇｒｏｕｐ

表２　茶多酚对脂肪酸诱导的犖犗及犖犗犛酶活性增加的影响及犛犺犺犘犃犚犘１信号通路的调控作用

犜犪犫２　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犲犪狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾狊狅狀犳犪狋狋狔犪犮犻犱犻狀犱狌犮犲犱犖犗犮狅狀狋犲狀狋犪狀犱犖犗犛犪犮狋犻狏犻狋狔

犪狀犱狋犺犲狉犲犵狌犾犪狋犻狀犵狉狅犾犲狅犳犛犺犺犘犃犚犘１狆犪狋犺狑犪狔

狀＝３，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ
ＮＯｃｏｎｔｅｎｔ

（μｍｏｌ·ｇ
－１）

ｔＮＯＳａｃｔｉｖｉｔｙ

（Ｕ·ｍｇ－１）

ｉＮＯＳａｃｔｉｖｉｔｙ

（Ｕ·ｍｇ－１）

ｃＮＯＳａｃｔｉｖｉｔｙ

（Ｕ·ｍｇ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８８．１６±９．７８ ９．９４±１．２４ ７．２１±０．７６ ３．１１±０．４９

ＤＭＳＯ ８９．５３±１０．１２ １０．２３±１．２３ ７．１８±０．７５ ３．２９±０．４１

Ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ９０．６８±１１．４５ １０．１５±１．１９ ７．１１±０．７２ ３．４７±０．４４

Ｆａｔｔｙａｃｉｄ １９２．５７±２０．５０ ２３．２３±２．７４ １３．４４±１．１１ ９．２７±０．８９

Ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ １４２．９４±１４．１２△ １７．１１±１．８６△ ９．５４±０．８３△ ６．２１±０．５１△

ＰＡＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ １７５．４６±１６．２６ ２０．６８±２．４５ １２．７８±１．１４ ７．２５±０．８３

ＰＡＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ １２０．５８±１３．５５△ １３．５８±１．０９△ ８．８８±０．８９△ ４．８９±０．５１△

Ｓｈｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ １８１．７６±１７．０８ ２２．８５±１．６７ １１．６７±１．０８ ８．９５±０．７４

Ｓｈｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ １２９．８４±１４．２２△ ２１．４３±１．７５△ ９．３５±０．９２△ ５．２６±０．４８△

ＳｈｈＰＡＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ９２．６９±１０．７５△ ９．７４±１．１４△ ６．９８±０．７５△ ３．１１±０．４０△

　　ＮＯ：Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ；ｔＮＯＳ：Ｔｏｔａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；ｃＮＯＳ：Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；ｉＮＯＳ：Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；

ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ；Ｓｈｈ：ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ；ＰＡＲＰ１：Ｐｏｌｙ（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓ

ｆａｔｔｙａｃｉｄｇｒｏｕｐ

２．３　茶多酚对脂肪酸诱导的氧化应激损伤的影

响及ＳｈｈＰＡＲＰ１信号通路的调控作用　如表３

所示，脂肪酸处理后 ＭＳ１细胞的ＲＯＳ水平急剧

升高，脂质过氧化产物 ＭＤＡ含量增加，酶性抗氧

化物质ＳＯＤ的活性和非酶性抗氧化物质ＧＳＨ的

含量均降低（犘＜０．０５）；茶多酚干预处理后，ＲＯＳ

和 ＭＤＡ 的 水 平 下 降，ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 改 善

（犘＜０．０５）；而且，ＰＡＲＰ１抑制剂和Ｓｈｈ抑制剂

均可增强茶多酚对脂肪酸诱导的氧化应激的拮

抗效应（犘＜０．０５），两者共同处理条件下该保护

作用更为明显，与对照组比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

２．４　茶多酚对脂肪酸诱导的ＰＡＲＰ１、Ｓｈｈ和ｐＳｈｈ

异常表达的影响　如图１所示，脂肪酸处理可增加

ＰＡＲＰ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达量（犘＜０．０５），且增

加ｐＳｈｈ的蛋白表达（犘＜０．０５），但是对ＳｈｈｍＲＮＡ

和蛋白的表达无显著影响；茶多酚干预后，ＰＡＲＰ１

的ｍＲＮＡ和蛋白表达降低，ｐＳｈｈ的蛋白表达降低

（犘＜０．０５）；而且在ＰＡＲＰ１和Ｓｈｈ同时抑制条件

下，茶多酚的保护效应更为明显。
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表３　茶多酚对脂肪酸诱导的氧化应激损伤的影响及犛犺犺犘犃犚犘１信号通路的调控作用

犜犪犫３　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犲犪狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾狊狅狀犳犪狋狋狔犪犮犻犱犻狀犱狌犮犲犱狅狓犻犱犪狋犻狏犲狊狋狉犲狊狊犪狀犱狋犺犲狉犲犵狌犾犪狋犻狀犵狉狅犾犲狅犳犛犺犺犘犃犚犘１狆犪狋犺狑犪狔

狀＝３，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ ＲＯＳ（×１０－３）
ＳＯＤ

（Ｕ·ｍｇ－１）

ＧＳＨ

（μｍｏｌ·ｍｇ
－１）

ＭＤＡ

（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．４０８±０．０１２ ２５．１９±４．３１ ０．８５±０．１３ ０．３１±０．０５

ＤＭＳＯ ０．４１２±０．０１５ ２５．２４±４．２８ ０．８３±０．１６ ０．３３±０．０７

Ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ０．４１６±０．０２１ ２５．３９±４．１３ ０．８１±０．１５ ０．３４±０．０５

Ｆａｔｔｙａｃｉｄ １６．２４±０．４２ ５．９３±１．２５ ０．２２±０．０５ ０．８２±０．１１

Ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ １１．１６±０．２２△ ８．２４±１．６４△ ０．３７±０．１１△ ０．５８±０．０８△

ＰＡＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ １３．４６±０．４３ ６．０１±１．７１ ０．２９±０．０９ ０．７３±０．０９

ＰＡＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ １０．２３±０．０６△ １７．４４±３．２３△ ０．７０±０．１０△ ０．４５±０．０６△

Ｓｈｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ １４．３３±０．３７ ５．９２±１．１６ ０．３５±０．０４ ０．７９±０．１０

Ｓｈｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ １．３９５±０．５２０△ １５．２８±２．８６△ ０．６３±０．０６△ ０．４９±０．０８△

ＳｈｈＰＡＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ０．４２８±０．０１５△ ２４．６９±４．７５△ ０．８２±０．１１△ ０．３２±０．０４△

　　ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ＧＳＨ：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ；ＲＯＳ：Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ；

Ｓｈｈ：ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ；ＰＡＲＰ１：Ｐｏｌｙ（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｆａｔｔｙａｃｉｄｇｒｏｕｐ

图１　茶多酚对脂肪酸诱导的犘犃犚犘１、犛犺犺

和狆犛犺犺异常表达的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犲犪狆狅犾狔狆犺犲狀狅犾狊狅狀犳犪狋狋狔犪犮犻犱犻狀犱狌犮犲犱

犱犲狉犲犵狌犾犪狋犻狅狀狅犳犘犃犚犘１，犛犺犺犪狀犱狆犛犺犺

Ａ：ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犘犃犚犘１ａｎｄ犛犺犺ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：

ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＡＲＰ１，ＳｈｈａｎｄｐＳｈｈｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．

犘＜０．０５ｖｓＧ１；△犘＜０．０５ｖｓＧ４．狀＝３，珔狓±狊．Ｇ１：Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；Ｇ２：ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ；Ｇ３：Ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｇｒｏｕｐ；Ｇ４：Ｆａｔｔｙ

ａｃｉｄｇｒｏｕｐ；Ｇ５：Ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｇｒｏｕｐ；Ｇ６：ＰＡＲＰ１

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄｇｒｏｕｐ；Ｇ７：ＰＡＲＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａ

ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｇｒｏｕｐ；Ｇ８：Ｓｈｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄｇｒｏｕｐ；Ｇ９：Ｓｈｈ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｇｒｏｕｐ；Ｇ１０：ＳｈｈＰＡＲＰ１

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ＋ｆａｔｔｙａｃｉｄ＋ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｇｒｏｕｐ．ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌ

ｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ；Ｓｈｈ：ＳｏｎｉｃＨｅｄｇｅｈｏｇ；ｐＳｈｈ：ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｏｎｉｃ

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ；ＰＡＲＰ１：Ｐｏｌｙ（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１

３　讨　论

茶多酚是茶叶中多酚类物质的总称，属于儿茶

素类化合物，具有抗氧化、抗辐射、抗肿瘤、抗血栓等

生物学作用［７］。动物实验发现，适量茶多酚摄入可

调控血压和血脂水平，降低动脉粥样硬化等心血管

疾病的发生率［８］。体外研究表明，茶多酚具有强效

的抗氧化能力，可以抑制胆固醇的氧化，减少脂质过

氧化产物在血管壁上的沉积，并能够提高细胞能量

和脂肪代谢的能力［９］。茶多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、降低糖尿

病并发症的发病风险［１０］。然而，茶多酚是否具有拮

抗糖尿病患者血管病变的效应及其具体的作用机制

目前仍未见报道。众所周知，血液中游离脂肪酸的

含量持续升高可导致肝脏、骨骼肌或脂肪组织等无

法再将其氧化生成三酰甘油，造成脂肪酸大量堆积，

对正常组织或细胞的生理功能和代谢过程产生损

害，产生所谓的“脂毒性”［１１］。胰岛微血管内皮细胞

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β细

胞的增殖和分泌功能［１２］。

本研究结果显示，脂肪酸直接处理 ＭＳ１细胞

可促使细胞产生大量的ＲＯＳ，抑制ＳＯＤ、ＧＳＨ等抗

氧化物质的含量，导致脂质过氧化产物 ＭＤＡ水平

急剧升高，进而导致细胞发生凋亡，出现活力水平的

降低；同时脂肪酸处理还能直接诱导细胞生成ＮＯ，

刺激ｔＮＯＳ、ｉＮＯＳ和ｃＮＯＳ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。茶多酚处
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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，遏制ＮＯ的大量生成。这些结

果充分表明：（１）脂肪酸是诱发胰岛微血管内皮细胞

功能损伤的重要因素；（２）氧化应激和ＮＯ生成是导

致胰岛微血管内皮功能紊乱的潜在机制；（３）茶多酚

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、

ＮＯ合成失调和细胞凋亡等紧密相关。

Ｓｈｈ信号通路是Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）信号通路中的

一种，该通路的活化是通过Ｓｈｈ配体与细胞膜上跨

膜受体Ｐａｔｃｈｅｄ结合，从而活化Ｇｌｉ转录因子，发挥

调控下游靶基因的作用。越来越多的研究显示，Ｓｈｈ

信号通路的异常调控与糖尿病并发症（如神经、血管

病变等）的发生密切相关［１３］。本研究结果也发现，

脂肪酸处理后，尽管Ｓｈｈ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平

均未发生明显变化，但是ｐＳｈｈ的蛋白表达增加，表

明Ｓｈｈ信号通路被脂肪酸激活，而且利用环巴胺抑

制Ｓｈｈ信号通路还可减轻脂肪酸诱导的胰岛微血管

内皮功能的损伤，表明该信号通路在调控胰岛微血

管内皮功能中发挥重要作用。ＰＡＲＰ１是一类存在

于真核细胞中催化聚ＡＤＰ核糖化的核酶，过度的

ＰＡＲＰ１活化可导致细胞能量耗竭而发生凋亡，而

且ＰＡＲＰ１介导的氧化应激反应也是诱发细胞死亡

的主要因素之一［５］。有研究发现，ＳｈｈＰＡＲＰ１存

在潜在的交互作用，提示这一信号轴可能共同参与

调控糖尿病所致的血管病变［１４１５］。本研究采用强效

ＰＡＲＰ１抑制剂ＢＹＫ２０４１６５预处理１ｈ，结果发现：

（１）单独ＰＡＲＰ１抑制剂＋脂肪酸即可在一定程度

上抑制脂肪酸的微血管内皮损伤作用，表明ＰＡＲＰ

１可能介导了脂肪酸诱导的微血管氧化应激和凋亡

过程，并参与了ＮＯ的合成；（２）ＰＡＲＰ１抑制增强

了茶多酚的保护效应，一方面提示茶多酚的拮抗机

制可能经由ＰＡＲＰ１介导；另一方面说明，两者协同

应用可取得更好的保护作用。本研究还发现，Ｓｈｈ

ＰＡＲＰ１同时抑制的条件下，茶多酚的保护效应极

大地增大，表明ＳｈｈＰＡＲＰ１可以共同发挥调控茶

多酚拮抗脂毒性的作用，并在该过程中发挥重要的

作用。

综上所述，本研究结果显示脂肪酸可直接引起胰

岛微血管内皮功能损伤，茶多酚具有拮抗脂肪酸毒性

的作用，且抑制ＳｈｈＰＡＲＰ１信号通路能增强茶多酚

的保护效应。该结果表明，应用ＳｈｈＰＡＲＰ１抑制剂

和（或）茶多酚均能够起到拮抗脂毒性的作用，三者联

合使用的保护效果更佳。由于本研究纳入的研究对

象为体外培养的细胞，此结论是否能够进一步应用于

动物和人体仍有待后续实验加以验证。
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