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法舒地尔通过 Rho鄄ROCK 通路抑制高糖诱导的
单核细胞与内皮细胞黏附
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察 Rho 激酶抑制剂法舒地尔能否抑制高糖诱导的单核细胞(THP鄄1)与人脐静脉内皮细胞黏

附,初步探讨其潜在机制。 方法摇 使用荧光显微镜观察荧光标记的 THP鄄1 与人脐静脉内皮细胞黏附。 血管细胞黏

附分子 1 和单核细胞趋化蛋白 1 的 mRNA 及蛋白表达水平分别通过 RT鄄PCR、Western blot 检测。 使用 Western blot
检测 RhoA、ROCK鄄1、p鄄MYPT 及 MYPT 蛋白表达水平变化。 结果摇 法舒地尔显著抑制高糖诱导的 THP鄄1 与人脐静

脉内皮细胞黏附,并呈剂量依赖性,其中,低浓度法舒地尔(10 - 6 mmol / L)干预 24 h 黏附减少约 33郾 4% ,高浓度法

舒地尔(10 - 5 mmol / L)干预 24 h 黏附减少约 42郾 8% (P 值均 < 0郾 05),干预 12 h 组趋势相同。 法舒地尔显著减低高

糖诱导的人脐静脉内皮细胞血管细胞黏附分子 1 及单核细胞趋化蛋白 1 的 mRNA 及蛋白表达水平,并呈时间依赖

性和剂量依赖性。 高糖显著增加 p鄄MYPT / MYPT 比值,而法舒地尔减弱高糖对 p鄄MYPT / MYPT 比值的影响,抑制

Rho / RCOK 通路激活。 结论摇 法舒地尔抑制高糖诱导的 THP鄄1 与人脐静脉内皮细胞黏附,减低高糖诱导的人脐静

脉内皮细胞血管细胞黏附分子 1 和单核细胞趋化蛋白 1 的表达,减少高糖诱导的 Rho / RCOK 通路激活,提示法舒

地尔可能成为新的糖尿病大血管病变治疗药物。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate whether Rho kinase inhibitor fasudil inhibits high glucose (HG)鄄induced cell adhe鄄
sion to human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and search for its underlying mechanisms. 摇 摇 Methods摇 The adhe鄄
sion of monocytes to HUVEC was determined using fluorescence鄄labeled monocytes. 摇 The mRNA and protein levels of vascular
cell adhesion molecule鄄1 (VCAM鄄1) and monocyte chemotactic protein 1(MCP鄄1) were measured using real鄄time polymerase
chain reaction (RT鄄PCR) and Western blot. 摇 The amounts of RhoA, ROCK1, p鄄MYPT and MYPT were determined using West鄄
ern blot analysis. 摇 摇 Results摇 Fasudil significantly suppressed HG鄄induced adhesion of THP鄄1 to HUVEC in a dose manner:
namely by about 33郾 4% in the presence of low dose (10 -6 mmol / L) and by 42郾 8% in high dose (10 -5 mmol / L) at 24 hours
(both P <0郾 05); the same for 12 h. 摇 Fasudil significantly suppressed the HG鄄induced increase of mRNA and protein expression
of VCAM鄄1 and MCP鄄1 in dose and time manner. 摇 HG markedly increased ratio of p鄄MYPT/ MYPT, while fasudil inhibited HG鄄
induced activation of Rho / ROCK pathway. 摇 摇 Conclusion 摇 The adhesion of monocytes to HUVEC and the expression of
VCAM鄄1and MCP鄄1 induced by high glucose could be inhibited by fasudil,the same to activation of Rho / ROCK pathway. It sug鄄
gests that fasudil may represent a new treatment for diabetic vascular injury.
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摇 摇 目前,糖尿病血管病变机制尚未完全明确,但高

糖诱导的内皮功能障碍发挥重要作用[1]。 血液循

环中单核细胞向内皮下间隙迁徙、黏附,进而转化为

巨噬细胞衍生的泡沫细胞是动脉粥样硬化过程中的

主要环节。 这一过程部分受趋化因子如单核细胞趋

化蛋白 1(MCP鄄1)、黏附分子如血管细胞黏附分子 1
(VCAM鄄1)调节[2]。 最近研究发现 RhoA / ROCK 通

路与糖尿病血管并发症有关。 实验证明,在 1 型糖

尿病大鼠主动脉内 Rho / ROCK 通路明显活化,同时

伴随动脉舒张功能下降[3]。 近年来,RhoA / ROCK
通路因涉及心血管疾病如心绞痛、缺血性发作及心

衰被高度重视[4,5]。 ROCK 抑制剂法舒地尔( Fa鄄
sudil, HA1077, AT877)是一种新型的 5鄄异喹啉磺

胺衍生物,兼具新型的钙离子拮抗剂、蛋白激酶抑制

剂作用。 既往研究表明 ROCK 抑制剂在不依赖其

降脂、降糖作用的前提下,抑制 ROCK,激活内皮型

一氧化氮合酶(eNOS),降低血管炎症,从而发挥抗

动脉粥样硬化作用[6]。 目前,国内法舒地尔在不稳

定型心绞痛患者中应用有良性作用的报道[7]。 因

此,本研究拟通过体外细胞实验探究药物阻断

RhoA / ROCK 通路将通过抑制高糖诱导的单核细胞

与内皮细胞黏附、迁徙发挥血管保护作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 细胞培养

摇 摇 将人脐静脉内皮细胞(HUVEC)[Clonetics Cell
Discovery Systems ( BioWhittaker, Inc)] 接种在含

10%热灭活胎牛血清的达尔贝科改良 Eagle 培养基

(DMEM) (Gibco, NY, USA)中,常规 37益、体积分

数 5% CO2 条件下培养,0郾 025% 胰蛋白酶消化、洗
涤后接种于直径 100 mm 组织培养皿(Nunc, Roskil鄄
de, Denmark)中。 人单核细胞系(THP鄄1) (Ameri鄄
can Type Culture Collection)接种在添加 2 mmol / L 左

旋谷氨酰胺、10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基

(Gibco, NY, USA)中。 每次实验所用细胞均为传

代 3 ~ 8 代细胞。 培养基中细胞 90% 融合时,弃培

养液,换不含胎牛血清的 RPMI 1640 培养基继续培

养 24 h,使细胞基本同步化于 G0 期后再进行分组

实验。 其中,一组用高糖 (HG,20 mmol / L) 或高糖

(20 mmol / L)加法舒地尔[川威,天津红日药业股份

有限公司,规格为 2 mL颐 30 mg 注射液(国药准字

H20040356),其安全性及有效性相对可靠] (10 - 5

mmol / L)干预特定时期(0 h、3 h、6 h、12 h、24 h、48
h),另一组按以下条件干预:淤加入 5 mmol / L 葡萄

糖作为空白对照;于加入 20 mmol / L 葡萄糖;盂加入

33 mmol / L 葡萄糖(高糖);榆加入 33 mmol / L 葡萄

糖及法舒地尔(10 - 6 mmol / L);虞加入 33 mmol / L 葡

萄糖 及 法 舒 地 尔 ( 10 - 5 mmol / L ); 愚 加 入 5郾 5
mmol / L葡萄糖及 14郾 5 mmol / L 甘露醇。 所有细胞

的 RNA、蛋白、上清液均被收集。
1郾 2摇 单核细胞与内皮细胞黏附检测

使用改良的细胞黏附实验方法[8],将 HUVEC 和

THP鄄1 接种在 6 孔板中,用高糖或高糖加法舒地尔分

别干预 12 h 或 24 h,然后用 10 mg / L 的双鄄(羟乙基)鄄
5,6鄄羟基荧光素(BCECF / AM, Sigma Chemical Co,St
Louis,MO)以 10 滋mol / L 终浓度在 37益、RPMI 1640
培养基中标记 THP鄄1 细胞 1 h。 标记的 THP鄄1 细胞

用磷酸缓冲盐溶液(PBS)洗涤三次后离心收集,按 1
伊109 个 / L (200 滋L)加入 HUVEC 六孔板中,37益孵

育 1 h。 孵育完成后,吸出培养液,用 PBS 轻轻洗涤培

养皿底层细胞三次,去除未黏附的细胞。 THP鄄1 细胞

与 HUVEC 之间黏附通过荧光显微镜(Leica DMIRB,
Leica, Germany)检测。 荧光强度分别在 485 nm 和

535 nm 波长激发下测量。 黏附细胞的数量按测得的

荧光强度测算。 每孔采集三个视野进行测量,并取平

均值进行统计。 全部实验至少重复三次。
1郾 3摇 RNA 提取及 RT鄄PCR

总 RAN 均使用 RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Hilden,Germany)提取,逆转录均使用 Prime Script
RT 试剂盒 ( Takara Biotechnology, Tokyo, Japan)。
RT鄄PCR 测定在 ABI 7900HT (Applied Biosysterms,
Foster City,CA,USA) 上完成,mRNA 表达水平用

SYBR Premix Ex TaqTM (Takara Biotechnology,Toky鄄
o,Japan)实时定量试剂盒检测。 所有样品均 95益热

变性 1 min,40 个循环,每个循环包括 95益5 s、60益
30 s。 引物序列为 VCAM鄄1 上游 5忆鄄CCC TTG ACC
GGC TGG AGA TT鄄3忆,下游 5忆鄄TGG GGG CAA CAT
TGA CAT AAA GTG鄄3忆;MCP鄄1 上游 5忆鄄CCC CAG
TCA CCT GCT GTT AT鄄3忆,下游 5忆鄄CCA CAA TGG
TCT TGA AGA TCA C鄄3忆;GAPDH 上游 5忆鄄ACG GAT
TTG GTC GTA TTG GG鄄3忆,下游 5忆鄄TGA TTT TGG
AGGGAT CTC GC鄄3忆。 人 VCAM鄄1 和 MCP鄄1 的 mR鄄
NA 表达水平以 GAPDH 为内参测算。
1郾 4摇 蛋白提取及 Western blot 分析

本次研究所使用的抗 VCAM鄄1 和抗 MCP鄄1 抗

体均从 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)购
买, 抗 茁 肌动蛋白、抗 ROCK鄄1、抗 RhoA、抗 p鄄MYPT
及抗 MYPT 抗体从 Cell Signaling Technology (Dan鄄
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vers,Massachusetts,USA)购买。 按时间节点分组干

预细胞后,弃上清,RIPA 裂解液裂解细胞,冰上孵育

10 min 后, - 80益保存。 BCA 法蛋白定量。 以各组

细胞中的 Actin 做内参,细胞匀浆 (40 滋g 蛋白) 用

8% SDS鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,转膜至 PVDF,
5% 脱脂奶粉封闭 1 h ( p鄄MYPT 使用 5% BSA、
TBST)。 按供方推荐浓度稀释一抗后 4益过夜孵育,
洗去一抗后室温孵育二抗 1 h,TBST 洗膜,ECL 发

光、显影、定影,胶片扫描保存。
1郾 5摇 统计学方法

所有数据均使用 SPSS 13郾 0 ( SPSS Inc,Chica鄄
go,Illinois,USA)分析。 连续变量数据以x 依 s 表示,
两组及多组样本均数的比较使用成组设计的方差分

析,多重条件组间比较使用 Bonferroni 多重比较检

验,以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 法舒地尔抑制高糖介导的单核鄄内皮细胞黏附

用高糖干预 24 h 的 HUVEC 与 THP鄄1 黏附明显

高于对照组,其中 20 mmol / L 葡萄糖增强黏附 2郾 2
倍,33 mmol / L 葡萄糖增强黏附 3郾 1 倍(P < 0郾 01,图
1),12 h 组我们观察到同样趋势(表 1)。 与高糖组

相比,同时加入法舒地尔和高糖干预的 HUVEC 与

THP鄄1 黏附显著降低,其中,低浓度法舒地尔(10 - 6

mmol / L)干预 24 h 黏附减少约 33郾 4% ,高浓度法舒

地尔(10 - 5 mmol / L)干预 24 h 黏附减少约 42郾 8%
(P < 0郾 01,图 1),12 h 组趋势相同(表 1)。
2郾 2摇 法舒地尔对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞

VCAM鄄1 及 MCP鄄1 mRNA 表达水平的影响

量效实验结果发现,与对照组比较,高糖(20
mmol / L 和 33 mmol / L) 干预 24 h 后 HUVEC 胞内

VCAM鄄1 及MCP鄄1 mRNA 表达水平明显增高,相似高

浓度的甘露醇组无明显差异,同时加入高糖及法舒地

尔组则出现表达抑制。 其中高浓度法舒地尔组(10 -5

mmol / L) VCAM鄄1 表 达 减 低 63郾 6%、 MCP鄄1 减 低

63郾 9%,低浓度法舒地尔组(10 -6 mmol / L)VCAM鄄1 表

达减低 32郾 7%、MCP鄄1 减低 45郾 2%,高浓度法舒地尔组

抑制作用较低浓度法舒地尔组更明显(图 2)。
时效实验结果发现,20 mmol / L 葡萄糖干预 HU鄄

VEC 0 ~48 h,其 VCAM鄄1 及 MCP鄄1 mRNA 表达水平

呈时间相关性增长,并在 12 h 达到高峰,随后出现下

降趋势。 而同时在高糖(20 mmol / L)的基础上加入

法舒地尔(10 -5 mmol / L),HUVEC 胞内 VCAM鄄1 及

MCP鄄1 mRNA 表达水平明显抑制(图 3)。

图 1. 法舒地尔抑制高糖介导的单核细胞与人脐静脉内皮细

胞黏附(24 h) 摇 摇 A 为对照组,B 为 20 mmol / L 葡萄糖组,C 为 33

mmol / L 葡萄糖组,D 为 33 mmol / L 葡萄糖 + 10 - 6 mmol / L 法舒地尔

组,E 为 33 mmol / L 葡萄糖 + 10 - 5 mmol / L 法舒地尔组,F 为 5郾 5
mmol / L 葡萄糖 + 14郾 5 mmol / L 甘露醇组。

Figure 1. Fasudil inhibiting monocyte鄄endothelial cells ad鄄
hesion induced by high glucose

表 1. 法舒地尔及高糖干预不同时间对单核细胞与人脐静脉

内皮细胞黏附的影响

Table 1. Effect of fasudil and high glucose for 12h or 24 h
on monocyte鄄endothelial cells adhesion

干预条件 12 h 24 h
对照组 1郾 00 依 0郾 13 1郾 00 依 0郾 20
20 mmol / L 葡萄糖组 2郾 23 依 0郾 90a 2郾 27 依 0郾 95a

33 mmol / L 葡萄糖组 3郾 18 依 1郾 56a 3郾 00 依 1郾 03a

33 mmol / L 葡萄糖 +
10 - 6 mmol / L 法舒地尔组

2郾 43 依 1郾 01b 2郾 00 依 0郾 56b

33 mmol / L 葡萄糖 +
10 - 5 mmol / L 法舒地尔组

2郾 15 依 0郾 74b 1郾 72 依 0郾 57b

5郾 5 mmol / L 葡萄糖 +
14郾 5 mmol / L 甘露醇组

1郾 08 依 0郾 23 1郾 09 依 0郾 28

a 为P <0郾 01,与对照组比较;b 为P < 0郾 01,与33 mmol / L 葡萄糖组比较。

2郾 3摇 法舒地尔对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞

VCAM鄄1 及 MCP鄄1 蛋白表达水平的影响

法舒地尔抑制高糖介导的 HUVEC 胞内 VCAM鄄
1、MCP鄄1 蛋白表达水平,趋势与 mRNA 表达相似。
其中量效实验结果发现,高糖作用 24 h 后 VCAM鄄1
及 MCP鄄1 蛋白表达增高,同时加入法舒地尔则抑制

了蛋白的表达;而加入甘露醇 (14郾 5 mmol / L) 组

HUVEC 胞内 VCAM鄄1、MCP鄄1 蛋白表达水平无明显

变化(图 4),提示高糖介导的 VCAM鄄1、MCP鄄1 蛋白

表达水平增加与高渗透压无关。 时效实验结果发
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现,高糖 (20 mmol / L) 干预 HUVEC 0 ~ 48 h,其

VCAM鄄1 及 MCP鄄1 蛋白表达水平分别在 24 h 和 6 h
达到高峰,随后出现下降趋势;而同时在高糖(20

mmol / L)的基础上加入法舒地尔(10 - 5 mmol / L),
HUVEC 胞内 VCAM鄄1 及 MCP鄄1 蛋白表达水平明显

抑制(图 5)。

图 2. 不同剂量高糖及法舒地尔对 VCAM鄄1 和 MCP鄄1mRNA 表达水平的影响 摇 摇 1 为对照组,2 为 20 mmol / L 葡萄糖组,3 为 33

mmol / L 葡萄糖组,4 为 33 mmol / L 葡萄糖 + 10 - 6 mmol / L 法舒地尔组,5 为 33 mmol / L 葡萄糖 + 10 - 5 mmol / L 法舒地尔组,6 为 5郾 5 mmol / L 葡

萄糖 + 14郾 5 mmol / L 甘露醇组。 a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与 33 mmol / L 葡萄糖组比较。

Figure 2. Effect of different concentrations of high glucose and fasudil on mRNA expression of VCAM鄄1 and MCP鄄1

图 3. 高糖及法舒地尔干预不同时间对 VCAM鄄1 和MCP鄄1mRNA 表达水平的影响(n = 3) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与0 h 比

较;c 为 P < 0郾 05,d 为 P < 0郾 01,与高糖组比较。

Figure 3. Effect of high glucose and fasudil for different time on mRNA expression of VCAM鄄1and MCP鄄1

2郾 4摇 法舒地尔通过抑制 Rho / ROCK 通路减少高糖

介导的单核鄄内皮细胞黏附

Western blot 分析发现,高糖(20 mmol / L)显著

增加 HUVEC 胞内 p鄄MYPT / MYPT 的比值,而法舒地

尔(10 - 5 mmol / L) 减低高糖 (20 mmol / L) 诱导的

HUVEC 胞内 p鄄MYPT / MYPT 比值的增加, 提 示

Rho / ROCK 通路被抑制(图 6)。 此外,我们还发现

高糖增加 HUVEC 胞内 Rho A、ROCK鄄1 蛋白的表达

水平,法舒地尔(10 - 5 mmol / L 和 10 - 6 mmol / L)则可

以减轻高糖导致的这种影响(图 4 和图 5)。

图 4.不同剂量高糖及法舒地尔对 VCAM鄄1、MCP鄄1、ROCK鄄1 和 Rho A 蛋白表达水平的影响摇 摇 1 为对照组,2 为 20 mmol / L 葡萄糖

组,3 为 33 mmol / L 葡萄糖组,4 为 33 mmol / L 葡萄糖 + 10 -6 mmol / L 法舒地尔组,5 为 33 mmol / L 葡萄糖 + 10 -5 mmol / L 法舒地尔组,6 为 5郾 5
mmol / L 葡萄糖 +14郾 5 mmol / L 甘露醇组。 a 为 P <0郾 05,b 为 P <0郾 01,与对照组比较;c 为 P <0郾 05,d 为 P <0郾 01,与 33 mmol / L 葡萄糖组比较。

Figure 4. Effect of different concentrations of high glucose and fasudil on protein expression of VCAM鄄1, MCP鄄1, ROCK鄄1
and Rho A
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图 5. 高糖及法舒地尔干预不同时间对 VCAM鄄1、MCP鄄1、ROCK鄄1 和 Rho A 蛋白表达水平的影响(n = 3) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,b 为

P < 0郾 01,与 0 h 比较;c 为 P < 0郾 05,d 为 P < 0郾 01,与高糖组比较。

Figure 5. Effect of high glucose and fasudil for different time on protein expression of VCAM鄄1, MCP鄄1, ROCK鄄1 and Rho A

图 6. 法舒地尔对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞内 Rho /
ROCK 通路的影响(n = 3) 摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与 0 h 比较;b 为 P
< 0郾 01,与高糖组比较。

Figure 6. Effect of fasudil on high鄄glucose鄄induced Rho /
ROCK Pathway in HUVEC

3摇 讨摇 论

既往研究显示,单核鄄内皮细胞相互作用的增加

在促进糖尿病相关动脉粥样硬化中起重要作用[9]。
糖尿病患者内皮功能障碍早期表现为黏附因子表达

和内皮白细胞黏附[10,11]。 本研究发现,高糖干预的

HUVEC 胞内 VCAM鄄1、MCP鄄1 表达明显增高,高糖

刺激显著增加小 GTP 酶 RhoA 的激活,与先前研究

报道结果一致[12]。 值得一提的是,我们发现 Rho 激

酶抑制剂法舒地尔显著抑制高糖诱导的 THP鄄1 与

HUVEC 黏 附, 其 对 VCAM鄄1、 MCP鄄1、 RhoA 及

ROCK1 表达水平的抑制呈剂量、时间相关性。 这些

研究结果提示,法舒地尔对高血糖诱导的血管内皮

炎症过程可能起保护作用。
动脉粥样硬化是一个慢性炎症过程。 血管炎症

最早期表现为单核细胞黏附内皮,随后渗入、分化为

巨噬细胞。 其中,关键步骤为内皮细胞表面分子与

单核细胞的相互作用[13,14]。 ROCK 通路已被证实正

向调节炎症性动脉硬化损害[15,16]。 ROCK 通路的激

活可能通过调节核因子 资B 活化、T 淋巴细胞增殖促

进早期动脉粥样硬化发展[17]。 在猪及敲除低密度

脂蛋白受体的动脉粥样硬化小鼠模型体内试验中发

现,长期抑制 ROCK 可显著逆转冠状动脉粥样硬

化,使冠状动脉血管痉挛活动消失[17,18]。 此外,
ROCK 通路还被发现涉及血管功能相关的多种基因

表达,如 MCP鄄1[19]、细胞间黏附分子 1[20]、纤溶酶原

激活物抑制剂 1[21]。 结合本研究结果,法舒地尔对

高糖介导的 VCAM鄄1、MCP鄄1 表达及高糖诱导的

Rho / ROCK 通路的激活均起抑制作用,故我们推测

法舒地尔抑制高糖诱导的单核鄄内皮细胞黏附与

Rho鄄ROCK 通路抑制有关。 但是本研究结果均为体

外细胞实验结果,实际应用价值有限。 下一步,我们

将在体外细胞实验的基础上,设计临床实验,比较糖

尿病大血管病变患者在法舒地尔干预前后血浆 sV鄄
CAM鄄1、MCP鄄1 的水平变化,进一步评价法舒地尔在
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实际病例中的应用价值,开辟临床糖尿病大血管病

变治疗的新思路和新方法。
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