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摘要# 目的!研究葛根素对高糖诱导人脐静脉内皮细胞FXE3U,"# 氧化损伤的保护作用’ 方法!用含 ")) 44:GBG葡
萄糖和 ")( #’( ’) #4:GBG葛根素的培养基共同孵育FXE3U,"#细胞 $( \后& 测定细胞存活率& 细胞培养液中乳酸脱
氢酶 "GcF# 水平及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶,$ "U5M>5M1,$# 活性& 细胞内活性氧 "TZI# 水平及超氧化物歧化酶
"IZc#( 过氧化氢酶 "UH0# 活性及丙二醛 "acH#( 还原型谷胱甘肽 "QIF# 水平’ 8‘UT检测细胞中 IJT0"( ‘QU,
""4T/H表达& 酶联免疫吸附法检测培养液中 IJT0"( ‘QU,""蛋白含有量’ 结果!葛根素可增加 FXE3U,"# 细胞存
活率& 抑制细胞GcF释放& 清除TZI& 降低acH含有量与U5M>5M1,$活性& 增加 IZc( UH0活性和QIF含有量’ 同
时& 葛根素还能提高 BUG2"( !J5L""4T/H表达及蛋白含有量’ 结论!葛根素能通过激活 IJT0"B‘QU,""通路来保护
高糖诱导FXE3U,"#细胞氧化损伤’
关键词! 葛根素$ 高糖$ 氧化损伤$ FXE3U,"#细胞$ IJT0"B‘QU,""信号通路
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1_><1MM6:OM:;BUG2" 5OD !J5L"" 1̂<1D1N19N1D P=<152,N641;2V:<1M91O918V5ON6N5N6]1‘UT& 5OD N\1><:N16O 9:O,
N1ONM:;IJT0" 5OD ‘QU,"" 1̂<1D1N1<46O1D P=1Om=41,26OC1D 644VO:M:<P1ON5MM5=&;%9BC:9!0\1>V1<5<6O
N<15N41ONN:FXE3U,"# 9122M<1MV2N1D 6O 45<C1D2=2:̂1<1D GcF21]12& 95M>5M1,$ 59N6]6N=& 6ON<59122V25<21]12M:;
acH5OD TZI& 5OD O:N5P2164><:]141ON:;N\19122]65P626N=& N\159N6]6N61M:;IZc5OD UH0& QIF9:ON1ON& N\1
4T/H1_><1MM6:OM5OD N\1><:N16O 9:ON1ONM:;IJT0" 5OD ‘QU,""5M̂ 122&<@D<CB9=@D!0\1><:N19N6]11;;19N
:;>V1<5<6O :O \6A\ A2V9:M1,6ODV91D :_6D5N6]1D545A1:;FXE3U,"# 9122M45=P15NN<6PVN1D N:N\1IJT0"B‘QU,""
>5N\ 5̂=59N6]5N6:O&
E%FG@;A9! >V1<5<6O$ \6A\ A2V9:M1$ :_6D5N6]16O@V<=$ FXE3U,"# 9122M$ IJT0"B‘QU,"">5N\ 5̂=

!!#)"$ 年& 全球患糖尿病人数已达 $S-# 亿& 并
且发病率逐年增加’ 糖尿病会使多种大血管疾病的
发病风险增高& (’!患者死于其合并症*"+ & 其中
动脉粥样硬化是引起糖尿病大血管合并症的常见原
因& 其始动环节是内皮细胞损伤*#+ ’ 沉默信息调
节因子 " "IJT0"# 是一种依赖于烟酰胺腺嘌呤二
核苷酸 "/Hcp# 的去乙酰化酶& 参与细胞生存(
凋亡( 自噬( 新陈代谢等多种细胞活动*$,%+ & 它可
通过调控其下游过氧化物酶体增殖物激活受体 %
辅助激活因子,"" "‘QU,""# 基因和蛋白表达水平
来发挥抑制细胞凋亡( 抗氧化应激( 促进血管内皮
细胞增生等作用*’+ ’

葛根素是野葛中的一种活性物质& 具有神经保
护( 抗氧化( 抗炎( 减弱胰岛素抗性等活性& 具有
促进成骨生成和血管再生的作用*(,++ & 对帕金森
病( 糖尿病和心血管疾病有很好的疗效& 并可通过
IJT0"B‘QU,""信号通路保护肾脏*-+ & 但该成分能
否通过该信号通路保护FXE3U,"# 细胞氧化损伤尚
不明确’ 因此& 本实验拟通过高糖诱导 FXE3U,"#
细胞损伤探讨葛根素对其的保护作用& 并探讨该成
分与 IJT0"B‘QU,""信号通路的关系& 以期为防治
糖尿病大血管合并症提供可行的方法’
HI材料

FXE3U,"# 细胞购自中国科学院上海细胞生物
研究所’ 葛根素 "含有量k**S)!& 德国 I6A45公
司& 批号 )$"a"$)#E#’ a00 "德国 I6A45公司&
批号aeil%+#$E#$ U5M>5M1,$( TZI( GcF检测试
剂盒 "碧云天生物技术有限公司& 批号 "’")"+(
"()$#)( "’)(#"#$ acH( QIF( IZc( UH0检测
试剂盒 "南京建成生物技 术 研 究 所& 批 号
#)"’)*#+( #)"’)’"’( #)"’)%#"( #)"%""#) #$ 引
物由上海生工生物工程公司合成$ 总 T/H提取试
剂盒 *天根生化科技 "北京# 有限公司& 批号
e*%)$+$ IWiT‘<146_3_0580a( 逆转录( T0,‘UT
试剂盒 "日本05C5<5公司#$ IJT0"( ‘QU,""酶联

免疫吸附试剂盒 "上海酶联生物科技有限公司#’
电子分析天平 "德国 I5<N:<6VM公司#$ 酶标仪 "美
国赛默飞世尔科技公司#$ X,#))" 型紫外分光光度
仪 "日本 F6N59\6公司#$ HiJ+’)) T152,0641‘UT
M=MN14 "美国HiJ公司#’
JI方法
#S"!细胞培养与分组处理!用含 ")!胎牛血清(
" h")’ XBG青霉素( ")) 4ABG链霉素的T‘aJ"(%)
培养基于 $+ g( ’! UZ# 培养箱中培养FXE3U,"#
细胞& 当形成致密单层细胞( 基本铺满瓶底时& 胰
蛋白酶,3c0H消化液消化& 开始传代& 应用第 # 次
传代的细胞进行分组& 即正常组 "无血清培养
基#( 高糖组 "含 ")) 44:2BG葡萄糖的无血清培
养基#( 药物组 "含 ")) 44:GBG葡萄糖的无血清
培养基分别与 ")( #’( ’) #4:GBG葛根素共同孵
育#& 继续培养 $( \后测定各项指标’
#S#!存活率测定!将 FXE3U,"# 细胞接种于 *(
孔培养板中& 每孔加 )S" 4G培养液培养 #% \&
待细胞贴壁后& 按各组处理方法更换培养液& 置
于$+ g( ’! UZ# 培养箱中继续培养 $( \’ 然
后& 每孔加 ’ AB4Ga00#) #G& % \ 后弃去培养
液& 加 "’) #GcaIZ振荡 ") 46O 使其充分溶解&
酶标仪测定 %*) O4波长处的光密度& 计算细胞
存活率’
#S$!细胞内TZI水平和细胞上清液中 GcF水平!
U5M>5M1,$ 活性检测!通过乳酸脱氢酶检测试剂盒
检测细胞上清液中GcF水平’ 取正常组( 高糖组(
药物组细胞上清液各 "#) #G& 加入到新的 *( 孔板
中& 每孔中加 () #GGcF检测工作液& #’ g避光
孵育 $) 46O& 测定 %*) O4处光密度’

根据活性氧检测试剂盒说明书检测细胞内
TZI 水平’ 于 $+ g孵育 FXE3U,"# 细胞 "’ h
")( B4G# 与cUKF,cH "") #4:GBG# 探针 $’ 46O
后& ‘iI 洗去未结合的探针& 进入细胞的 cUKF,
cH被细胞内酯酶水解为cUKF后& 再被TZI 氧化
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为有荧光的 cUK& 这可反映细胞内 TZI 水平’ 实
验重复 $ 次’

应用U5M>5M1,$ 活性检测试剂盒检测细胞上清
液中U5M>5M1,$ 活性’ 分别裂解各组细胞后取上清&
i<5D;:<D法测定细胞液蛋白浓度& 将其调整为
# 4AB4G& 于 ’) #G待测样品中加入 # 44:2BG
U5M>5M1,$ 显色底物 H9,c3Ec,>/H") #G& 并与
%) #G检测缓冲液混匀’ $+ g孵育 # \ 后& 在
%)’ O4波长处测定光密度’
#S%!细胞内 IZc! UH0活性和acH! QIF含有量
测定!超声破碎培养后的各组FXE3U,"# 细胞& 离
心取上清 #)) #G& 分别按 IZc( UH0( acH( QIF
检测试剂盒说明书操作后& 在 ’’)( #%)( ’$#(
%"# O4波长处测定光密度’
#S’!BUG2" 和 !J5,""基因表达测定!T/H提取
试剂盒提取细胞内总 T/H后& 反转录试剂盒进行
逆转录’ 以管家基因 #,59N6O 为内标& 逆转录后的
9c/H为模板& 实时荧光定量‘UT仪上对各基因进
行‘UT扩增’ 反应体系为正反向引物各 )S% #G&
# #G9c/H& )S% #GTZ[T1;1<1O91c=1"’) h#&
(S- #GT/5M1,;<11水& ") #G058 a5MN1<a6_& 总体
积 #) #G’ 引物序列为 BUG2" 正向 ’q,Q0U0Q0QU,

U00UUHQ00QU0,$q& 反向 ’q,U0QU00QU0Q0UUH0,
HUU0Q,$q$ !J5,""正向 ’q,0QQHQUHH0HHHQUH
HHQHQU,$q& 反向 ’q,Q0Q0HQQQHQQQ0UH0UQ00,
$q$ #,59N6O!正向 ’q,QQHQH00HU0QUUU0QQU0U,
U0H,反向 ’q,QHU0UH0UQ0HU0UU0QU00QU0Q,$q’
反应条件为 *’ g预变性 " 46O& *’ g变性 ") M&
() g退火延伸 $" M& 重复 $’ 个循环’ 各基因相对
表达量用 # f&&UN表示& 每个样品重复 $ 次’
#S(!IJT0"! ‘QU,""蛋白含有量测定!取各组细
胞上清液& " ))) hD 离心 ") 46O 后去除沉淀& 根
据酶联免疫吸附试剂盒说明书测定 IJT0"( ‘QU,""
蛋白含有量’
#S+!统计学处理!通过 I‘II "*S) 软件进行分析&
数据以 "平均数 j标准差# 表示& 组间比较采用
单因素方差分析& 以 !R)S)’ 表示差异具有统计
学意义’
KI结果
$S"!葛根素对 FXE3U,"# 细胞活力的影响!与正
常组比较& 高糖组 FXE3U,"# 细胞活力明显降低
"!R)S)"#$ 药物中( 高剂量组显著高于高糖组
"!R)S)’& !R)S)"#& 但低剂量组作用不明显
"!k)S)’#’ 见表 "’

表 HI葛根素对?B]%<!HJ细胞活力’ CA?’ ;@9水平和<+*.+*’!K活性的影响 $2L3% &MK&
:+0OHI%&&’()#&.2’4+4$/#/?B]%<!HJ (’11,$+0$1$)6% CA?% ;@94’1’+*’+/"<+*.+*’!K +()$,$)$’*$2L3% &MK&

组别
剂量B

"#4:2,Gf"#
正常组占比B!

GcFB

"!正常组#

U5M>5M1,$B

"!正常组#

TZIB

"!正常组#
正常组 ? ")) ")) ")) "))

高糖组 ? %*S#+ j+S)$oo #’%S%( j#’S’%oo #(*S%( j#%S$$oo #)’S#’ j"-S"%oo

药物组 ") (#S+- j(S#’ ##’S"’ j#"S#$ #)’S"+ j#)S##! "-*S#+ j"*S)#
药物组 #’ (*S’% j’S#"! "-*S’- j"*S"’! "+-S$’ j"(S#"! "+)S$* j"-S-’
药物组 ’) -#S$# j’S’$!! "$)S+# j"(S%#!! "%)S(* j"$S*%!! "%’S#$ j"’S$%!

!!注!与高糖组比较&!!R)S)’&!!!R)S)"$与正常组比较&oo!R)S)"

$S#!葛根素对 GcF! TZI 水平和 U5M>5M1,$ 活性
的影响!高糖组 GcF( TZI 水平和 U5M>5M1,$ 活性
较正常组显著升高 "!R)S)"#’ 与高糖组比较&
药物中( 高剂量组 GcF水平明显降低 "!R
)S)’#& 但低剂量组作用不明显 "!k)S)’#$ 高剂
量组TZI水平明显降低 "!R)S)’#& 但低( 中剂
量组作用不明显 "!k)S)’#$ 各剂量组均能明显
降低 U5M>5M1,$ 活性 "!R)S)’& !R)S)" #’ 见
表 "’
$S$!葛根素对UH0! IZc活性和acH! QIF含有
量的影响!与正常组比较& 高糖组 acH含有量明
显增加& QIF含有量和 UH0( IZc活性明显下降
"!R)S)’ 或!R)S)"#’ 与高糖组比较& 药物各剂

量组能明显降低 acH含有量 "!R)S)’& !R
)S)"#$ 中( 高剂量组能明显增强 UH0活性 "!R
)S)’#& 但低剂量组作用不明显 "!k)S)’#$ 各剂
量组均能明显提高 IZc活性 "!R)S)’& !R
)S)"#$ 中( 高剂量组能明显增加 QIF含有量
"!R)S)"#& 但低剂量作用不明显 "!k)S)’#’
见表 #’
$S%!葛根素对 BUG2"! !J5L""4T/H表达的影
响!与正常组比较& 高糖组 BUG2"( !J5L""4T/H
表达显著下降 "!R)S)"#’ 与高糖组比较& 药物
中( 高剂量组均显著上升 "!R)S)’& !R)S)"#&
并呈剂量依赖效应& 但低剂量组变化不明显 "!k
)S)’#’ 见图 "’
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表 JI葛根素对<7:’ 9@A活性和>A7’ U9?含有量的影响 $2L3% &MK&
:+0OJI%&&’()*#&.2’4+4$/#/<7:% 9@A+()$,$)$’*+/">A7% U9?(#/)’/)*$2L3% &MK&

组别 剂量B"#4:2,Gf"# UH0B"X,4A><:Nf"# IZcB"X,4A><:Nf"# acHB"O4:2,4A><:Nf"# QIFB"4A,A><:Nf"#

正常组 ? "%S#" j"S’( $$S$# j$S)" )S$" j)S)# $S-% j)S%#

高糖组 ? +S$’ j)S-%o "%S’+ j"S"$oo )S’’ j)S)#o "S’" j)S$%oo

药物组 ") (S#+ j)S+’ #’S$’ j#S$%! )S%$ j)S)#! "S-’ j)S$#

药物组 #’ *S’* j)S*$! $%S(% j#S-’! )S$# j)S)#! #S%* j)S$-!!

药物组 ’) "#S%- j"S"(! $+S*+ j$S#"!! )S#* j)S)"!! #S-- j)S$’!!

!!注!与高糖组比较&!!R)S)’&!!!R)S)"$与正常组比较&o!R)S)’&oo!R)S)"

注! 与高糖组比较&!!R)S)’&!!!R)S)"$ 与正常组比

较&oo!R)S)"

图 HI葛根素对!6(7H’ 89.!H"-;D7表达的影响
R$QOHI%&&’()*#&.2’4+4$/#/-;D7’V.4’**$#/*#&

9=;:H +/"PU<!H"

$S’!葛根素对 IJT0"! ‘QU,""蛋白含有量的影
响!与正常组比较& 高糖组 IJT0"( ‘QU,""蛋白
含有量显著降低 "!R)S)"#$ 药物各剂量组显著
高于高糖组& 并呈剂量依赖效应 "!R)S)’& !R
)S)"#’ 见图 #’

注! 与高糖组比较&!!R)S)’&!!!R)S)"$ 与正常组比较&
oo!R)S)"

图 JI葛根素对9=;:H’ PU<!H"蛋白含有量的影响
R$QOJI%&&’()*#&.2’4+4$/#/.4#)’$/(#/)’/)*#&

9=;:H +/"PU<!H"

TI讨论
高糖可导致血管内皮功能损伤& 进而诱发糖尿

病血管病变**+ & 氧化应激是主要因素之一& 此时
TZI产生增多或清除能力降低& 对糖尿病并发症
的发展起到关键性作用’ 因此& 本实验建立高糖诱
导的FXE3U,"# 细胞损伤模型& 用于探讨葛根素对

血管内皮细胞的保护作用’
乳酸脱氢酶 "GcF# 是一种稳定存在于细胞

内的胞浆酶& 其外渗可作为细胞膜损伤的重要指
标& 与细胞凋亡密切相关& 故细胞培养液中其水平
可代表细胞损伤程度’ 本实验发现& 高糖组 FX,
E3U,"# 细胞培养液中的GcF水平与正常组比较显
著提高& 而经中( 高浓度葛根素处理后明显降低&
表明该成分可减轻高糖诱导的 FXE3U,"# 细胞损
伤’ 作为凋亡的最终执行蛋白& U5M>5M1,$ 被激活
后可诱导细胞凋亡*")+ & 本研究显示高糖诱导下其
活性显著增强& 而经葛根素处理后有所下降& 表明
该成分可降低 U5M>5M1,$ 活性来保护 FXE3U,"#
细胞’

机体受到外界损伤条件刺激后& 会生成大量
TZI& 从而造成细胞损伤& 其氧化细胞膜上脂类所
产生的 acH已作为一种氧化应激的生物标记’
IZc( UH0( QIF作为重要的抗氧化酶& 能通过清
除TZI来保护细胞免受损伤’ 研究表明& IJT0"(
‘QU,""可通过提高抗氧化酶 UH0( IZc活性和
QIF含有量来增加对 TZI 的清除作用*"","$+ & 本实
验发现高糖组细胞内TZI( acH含有量明显增加&
UH0( IZc活性与 QIF含有量显著下降& 而经葛
根素处理后恰好相反’

!J5,""位于 BUG2" 的下游区& 后者不仅可提
高前者的去乙酰化水平& 还能增强其基因和蛋白表
达水平’ 在氧化应激反应中& IJT0" 可调节 ‘QU,
""& 促进TZI 清除& 增加抗氧化酶类活性& 从而
发挥抗氧化作用*"%+ & L5<1MC6等*"’+报道& 过表达
的 BUG2" 可通过促进‘QU,""转录来增强线粒体密
度& 从而提高神经细胞抗氧化应激能力’ 结果显
示& 与高糖组比较& 葛根素干预后能显著提高
BUG2"( !J5L""基因表达量和蛋白含有量& 表明
该成分能通过激活 IJT0"B‘QU,""信号通路来保护
FXE3U,"# 细胞的氧化损伤’

综上所述& 葛根素能提高高糖作用下 FXE3U,
"’#"
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"# 细胞活力& 降低 TZI( GcF水平& U5M>5M1,$ 活
性和acH含有量& 提高UH0( IZc活性和QIF含
有量& 同时还能增加 BUG2"( !J5,""基因表达量
和蛋白含有量& 进而保护细胞’ 另外& 葛根素还能
激活 IJT0"B‘QU,""信号通路来保护血管内皮细
胞& 有望为防治糖尿病大血管合并症提供可行的
方法’
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