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艾溴利平对高糖诱导的内皮细胞内皮素 1、血管性假
血友病因子表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察艾溴利平对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞内皮素 1、血管性假血友病因子(vWF)表达的影

响,并探讨其分子机制。 方法摇 应用终浓度为 33. 3 mmol / L 葡萄糖诱导人脐静脉内皮细胞 12 细胞株高糖模型,实
验分为正常对照组、高糖模型组、艾溴利平组,噻唑蓝法评价内皮细胞活力;采用放射免疫方法测定内皮素 1 含量;
酶联免疫吸附法检测培养上清中 vWF 含量;逆转录鄄聚合酶链反应检测内皮素 1、vWF mRNA 的表达;细胞免疫荧

光法检测细胞内内皮素 1、vWF 蛋白水平的改变。 结果摇 高糖显著降低内皮细胞活力,增加内皮素 1、vWF 表达。
艾溴利平能显著抑制高糖诱导的内皮功能障碍。 低浓度艾溴利平(2、4、8 滋mol / L)短时间(6、12、24 h)提高细胞活

力,降低内皮素 1、vWF 表达(P < 0郾 01)。 结论摇 艾溴利平能抑制高糖引起的人脐静脉内皮细胞功能损伤,可能与

vWF、内皮素 1 表达降低有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effect of ibrolipim on the expresstion of endothelin鄄1 (ET鄄1) and von Wille鄄
brand factor (vWF) in cultured human umbilical vein endothelial cells induced by high glucose, and to investigate its mo鄄
lecular mechanism. 摇 摇 Methods摇 Human umbilical vein endothelial cell鄄12 (HUVEC鄄12) were cultured respectively un鄄
der normal glucose level (5郾 5 mmol / L), high glucose level (33郾 3 mmol / L), and high glucose level with ibrolipim treat鄄
ment. 摇 HUVEC鄄12 activity or injury was assayed by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT). 摇 The ET鄄1 concentrations were
evaluated by radioimmunoassay. 摇 The expression of vWF in the conditioned media was tested by enzyme鄄linked immu鄄
nosorbent assay (ELISA). 摇 Endothelial dysfunction was identified by the expression of ET鄄1 and vWF through reverse
transcription polymerase chain reaction (RT鄄PCR). 摇 The protein content of ET鄄1 and vWF were evaluated by cell immu鄄
nofluorescence. 摇 摇 Results摇 High glucose condition significantly weakened cell viability, and increased the expression of
ET鄄1 and vWF. 摇 Ibrolipim treatment significantly attenuated these alterations of endothelial dysfunction. 摇 The low er con鄄
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cen trations (2, 4, 8 滋mol / L) of ibrolipim improved cell viability, down鄄regulated the expression of ET鄄1 and vWF, and
attenuated the cytotoxicity, however, higher concentration (16, 32 滋mol / L) of ibrolipim aggravated the damage of HU鄄
VEC鄄12 cultured under high glucose level. 摇 摇 Conclusion摇 Ibrolipim at low concentration can inhibit high glucose鄄in鄄
duced endothelial dysfunction of cultured HUVEC鄄12, which may be related to the alternation of ET鄄1 and vWF expression.

摇 摇 内皮功能障碍(endothelial dysfunction,ED)是动

脉粥样硬化(atherosclerosis, As)发生和加重的重要

基础或起始事件,也是糖尿病血管病变发生的主要原

因,而糖尿病血管病变是糖尿病患者致死率和致残率

增高的主要原因[1]。 血管性假血友病因子(von Will鄄
ebrand factor,vWF)是鉴定内皮细胞受损或刺激的特

异性标志物[2],其升高幅度可反应内皮细胞损伤的程

度[3]。 内皮素 1(endothelin鄄1,ET鄄1)是目前所知的作

用最强、持续最久的血管收缩肽。 ET鄄1 参与了糖尿

病的发生和演变,其水平能反映内皮细胞损伤的程

度[4],是内皮功能障碍的一个重要指标[5]。
艾溴利平(NO鄄1886,世界卫生组织 2003 年公

布的通用名为 ibrolipim)是本课题组与日本德岛大

塚(Tokushima Otsuka)制药厂合作研究的一种脂蛋

白脂酶( lipoprotein lipase,LPL)活化剂。 最近研究

表明,艾溴利平对糖尿病血管病变具有多种有益的

保护作用,如上调蛋白激酶 B ( protein kinase B,
PKB)蛋白的表达,改善糖脂代谢紊乱,抑制脂质蓄

积[6],减轻胰岛素抵抗,改善糖尿病心肌病变[7];提
高 LPL 活性,抑制糖尿病实验动物动脉粥样硬化病

变[8];能下调内皮细胞 PKB鄄Thr308 和 PKB鄄Ser473
磷酸化,增加 PKB 活性,抑制高糖引起的人脐静脉

内皮细胞凋亡[9]。 本研究用艾溴利平干预高糖诱

导的人脐静脉内皮细胞 12(human umbilical vein en鄄
dothelial cell鄄12,HUVEC鄄12)细胞株,观察内皮细胞

增殖情况,检测内皮细胞 ET鄄1、vWF 的表达,探讨艾

溴利平改善血管内皮细胞功能损伤的作用机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 药品、试剂及仪器

摇 摇 艾溴利平(CAS 133208鄄93鄄2,批号:C99H74SM)
由日本德岛大塚制药厂新药研究实验室合成。 D 葡

萄糖购自 Sigma 公司,DMEM 培养基购自 GIBCO 公

司,优级胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有

限公司,胰蛋白酶购自 AMRESCO 公司,ET鄄1、vWF
一抗购自北京博奥森生物技术有限公司,异硫氰酸

荧光素(FITC)标记山羊抗兔 IgG(H + L),逆转录试

剂盒购自立陶宛 Fermentas 公司,聚合酶链反应一管

便捷式 Master Mix 购自天根生化科技(北京)有限

公司,引物由上海生物工程有限公司合成,荧光倒

置生物显微镜购自日本 Olympus 公司。 ET鄄1 放免

试剂盒由北京东亚免疫技术研究所提供。 vWF 的

酶联免疫吸附试验(ELISA)检测试剂盒购自上海太

阳生物公司。
1郾 2摇 人脐静脉内皮细胞 12 的培养

人脐静脉内皮细胞 12 细胞株来源于中南大学

湘雅医学院细胞中心。 HUVEC鄄12 细胞解冻复苏后

加入含 10% 胎牛血清低糖 DMEM 培养基中,置

37益、5%CO2 培养箱中贴壁培养,隔日换液,待细胞

75%融合时,0郾 25% 胰酶消化,按 1颐 2 或 1颐 3 传代,
取生长状态良好的 2 ~ 4 代细胞用于实验。 当细胞

呈对数生长后,调整细胞数为 l 伊 106 个 / L 接种于 6
孔板中,细胞 75 % 融合时换成含 1% 胎牛血清

DMEM 培养基继续培养 12 h,使细胞同步化后,随
机分配进行实验。
1郾 3摇 分组与给药

(1)正常对照组:给予葡萄糖终浓度为 5郾 5 mmol /
L 的 DMEM 培养基孵育 72 h。 (2)高糖模型组:给予葡

萄糖终浓度为 33郾 3 mmol / L 的 DMEM 培养基孵育 72
h。 (3)艾溴利平组,分为 2 个亚组:淤给予葡萄糖终浓

度为 33郾 3 mmol / L 的 DMEM 培养基孵育 48 h 后,然后

加入不同终浓度的艾溴利平(2、4、8、16、32 滋mol / L)再
共同孵育24 h;于给予葡萄糖终浓度为33郾 3 mmol / L 的

DMEM 培养基孵育 72 h,给予终浓度为 8 滋mol / L 艾溴

利平的 DMEM 培养基孵育不同时间(6、12、24、48、72
h)。 上述实验均重复 3 次。
1郾 4摇 逆转录鄄聚合酶链反应测定内皮素 1、vWF mR鄄
NA 水平

用 RT鄄PCR 测定 ET鄄1、vWF mRNA。 按 Trizol 试
剂法提取细胞总 RNA。 琼脂糖凝胶电泳观察总

RNA 条带,以检查细胞 RNA 提取的质量。 取总

RNA 2 滋L,用逆转录试剂盒合成 cDNA,具体操作步

骤按说明书。 再用 PCR 试剂盒进行 PCR 扩增,
GAPDH 为内对照。 ET鄄1 mRNA 引物序列上游为

5忆鄄TGACCCACAACCGAGCACA鄄3忆, 下 游 为 5忆鄄TC鄄
CCCAGATGAAAGAAGAGAC鄄3忆,反应条件为:95益 5
min,94益 30 s,57益 30 s,72益 30 s,共 30 个循环,
最后于 72益延伸 10 min,终产物为 258 bp。 vWF 上

游为 5忆鄄AAGAAGAGGAAGGGCGAGTAGG 鄄3忆,下游

为 5忆鄄CGAGGTGAGCATTGCGTGAC鄄3忆,反应条件为:
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95益 5 min, 94益 30 s,58益 30 s,72益 30 s,共 30 个

循环,最后于 72益 延伸 10 min,终产物为 470 bp。
GAPDH 上 游 为 5忆鄄TCACCATCTTCCAGGAGCGAG鄄
3忆,下游为 5忆鄄TGTCGCTGTTGAAGTCAGAG鄄3忆,反应

条件为:95益 5 min, 94益 30 s,60益 30 s,72益 30
s,共 30 个循环,最后于 72益延伸 10 min,终产物为

697 bp。 反应结束后取 10 滋L PCR 产物,以 1郾 5 %
琼脂糖(含 EB) 80 V 电泳 40 min,再用 VDS 凝胶成

像分析系统进行分析,以待测指标积分光密度与

GAPDH 的积分光密度的比值来表示其相对含量。
1郾 5摇 内皮素 1、vWF 含量测定

细胞以 3 伊 104 个 / L 浓度接种于 96 孔培养板

中,各组细胞培养至所选时间, 收集培养上清液 100
滋L, 按 ET鄄1 试剂盒说明书操作测定 ET鄄1 含量。 采

用 ELISA 检测各组细胞培养上清中 vWF 的抗原含

量( % )。 抗体为兔抗人 vWF 的单克隆抗体,方法

按试剂盒说明书进行。
1郾 6摇 细胞免疫荧光染色检测内皮素 1、vWF 蛋白

表达

将实验各组细胞按上述分组处理后,吸弃各孔中

上清,磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗 3 次,每次 5 min。 加

入固定液 0郾 5 mL,4益固定 10 min,去除固定液,PBS
漂洗 3 次,每次 5 min。 荧光显微镜下观察细胞有无

自发荧光。 检测 vWF,固定后的细胞用 0郾 3% Triton
X鄄100 破膜 10 min,PBS 漂洗 3 次,每次 5 min,1郾 5%
羊血清封闭 1 h,加入兔抗人的 vWF 抗体 (1颐 100 稀

释) 4益孵育过夜。 弃去一抗孵育液,PBS 漂洗 3 次,
每次5 min,加入 FITC 结合的羊抗兔二抗标记 vWF(1
颐 200),室温孵育 1 h。 检测 ET鄄1,固定后的细胞不破

膜,封闭后加入兔抗人的 ET鄄1 抗体(1颐 100 稀释)4益
孵育过夜,余同上。 用抗荧光淬灭封片剂封片,置于

倒置荧光显微镜下观察、摄片。 用 ImageJ 图象分析

软件处理。
1郾 7摇 噻唑蓝法测定细胞活力

细胞接种于 96 孔培养板贴壁生长 72 h 后,每
孔加入 20 滋L 噻唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium,
MTT)继续培养 4 h 后,离心(2 000 r / min,5 min),弃
上清,每孔加入 150 滋L 二甲基亚砜,置全自动酶标

仪上测出每孔吸光度值,测定波长为 490 nm。
1郾 8摇 统计学处理

数据均用 SPSS 13郾 0 软件统计分析,计量数据

以x 依 s 表示,组间比较采用单因素方差分析(ANO鄄
VA),组间两两比较采用 Dunnett鄄t 检验,P < 0郾 05 表

示差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 不同浓度的艾溴利平对高糖诱导的人脐静脉

内皮细胞 12 内皮素 1、vWF mRNA 表达的影响

结果显示,高糖可显著增加 ET鄄1、vWF mRNA
的表达(与正常对照组相比,P < 0郾 05),低浓度艾溴

利平(2、4、8 滋mol / L)可降低内皮细胞 ET鄄 1、vWF
mRNA 的表达(P < 0郾 05),其中艾溴利平浓度为 8
滋mol / L 时,该作用最为显著,接近正常对照组(P >
0郾 05)。 当浓度增高至 16 滋mol / L 时,艾溴利平抑制

高糖增加内皮细胞 vWF mRNA 表达的作用显著降

低,接近高糖模型组 (P > 0郾 05);浓度增高至 32
滋mol / L 时,艾溴利平可加重高糖对内皮细胞的损

伤,导致内皮细胞 vWF mRNA 的表达进一步升高,
且高于高糖模型组(P > 0郾 05),表明艾溴利平对高

糖环境下内皮细胞 vWF mRNA 表达的影响与艾溴

利平的浓度有关,艾溴利平发挥最大保护作用的浓

度为 8 滋mol / L(图 1)。

图 1. 不同浓度艾溴利平对高糖诱导的 HUVEC鄄12 ET鄄 1、
vWF mRNA 表达的影响摇 摇 M 为 Marker,1 为正常对照组,2
为高糖模型组,3 为艾溴利平 2 滋mol / L 组,4 为艾溴利平 4
滋mol / L 组,5 为艾溴利平 8 滋mol / L 组,6 为艾溴利平 16
滋mol / L 组,7 为艾溴利平 32 滋mol / L 组。 a 为 P < 0郾 05,与正

常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与高糖模型组比较;c 为 P <
0郾 05,与艾溴利平 8 滋mol / L 组比较。
Figure 1郾 Effects of ibrolipim on the gene expression of ET鄄1
and vWF in HUVEC鄄12 induced by high glucose

2郾 2摇 艾溴利平处理不同时间对高糖诱导的人脐静

脉内皮细胞 12 内皮素 1、vWF mRNA 表达的影响

8 滋mol / L 艾溴利平处理 48 h 内能降低 ET鄄1、vWF
mRNA 表达(与高糖模型组比较,P <0郾 05),在 24 h 时
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达到最低,在 48 h 时逐渐升高。 当时间增加到 72 h
时,艾溴利平可加重高糖对内皮细胞的损伤,内皮细胞

vWF mRNA 的表达显著升高(P <0郾 05)。 表明艾溴利

平对高糖环境下内皮细胞 ET鄄1、vWF mRNA 表达的影

响与艾溴利平干预的时间有关,艾溴利平发挥最大保

护作用的时间为 24 h(图 2)。

图 2. 8 滋mol / L 艾溴利平处理不同时间对高糖诱导的 HU鄄
VEC鄄12 ET鄄1、vWF mRNA 表达的影响摇 摇 M 为 Marker,1 为正

常对照组,2 为高糖模型组,3 为艾溴利平作用 6 h 组,4 为艾溴利平

作用 12 h 组,5 为艾溴利平作用 24 h 组,6 为艾溴利平作用 48 h 组,
7 为艾溴利平作用 72 h 组。 a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P
< 0郾 05,与高糖模型组比较;c 为 P < 0郾 05,与艾溴利平作用 24 h 组

比较。

Figure 2. The time course effects of ET鄄1 and vWF mRNA
levels in HUVECs treated by high glucose and 8 滋mol /
L ibrolipim

2郾 3摇 艾溴利平对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞 12
内皮素 1、vWF鄄Ag 含量的影响

高浓度葡萄糖能促进 HUVEC鄄12 生成 ET鄄1(P
< 0郾 05), 其上清中 vWF鄄Ag 含量明显增加 (P <
0郾 05), 与正常对照组相比差异具有统计学意义;加
入 8 滋mol / L 艾溴利平作用 24 h 可明显降低高糖状

态下 ET鄄1 分泌, ET鄄1 含量降为高糖模型组的

45郾 48% (P < 0郾 05), 接近正常(P > 0郾 05), 其上清

中 vWF鄄Ag 含量显著降低, vWF鄄Ag 含量降为高糖

模型组的 67郾 83% (P < 0郾 05)(表 1)。
2郾 4摇 高糖诱导人脐静脉内皮细胞 12 内皮素 1、vWF
蛋白表达

给予葡萄糖终浓度为 33郾 3 mmol / L 的 DMEM
培养基孵育 HUVEC鄄12 72 h 后,结果显示,FITC 标

记的 ET鄄1(绿色)表达在胞膜上,高糖诱导 HUVEC鄄
12 的 ET鄄1 蛋白表达增加(图 3B),显著高于正常对

照组 (11郾 57 依 0郾 25, P < 0郾 01 ) (图 3A),给予 8
滋mol / L 艾溴利平处理 24 h 可显著抑制高糖诱导

ET鄄1 的蛋白表达,ET鄄1 的蛋白表达由高糖模型组的

50郾 07 依 0郾 91 降至 10郾 61 依 0郾 46(P < 0郾 01),接近正

常对照组(P > 0郾 05)(图 3C);FITC 标记的 vWF(绿
色)表达在胞浆中,高糖诱导 HUVEC鄄12 的 vWF 蛋

白表达增加(图 3E),显著高于正常对照组(6郾 67 依
0郾 32,P < 0郾 01) (图 3D),给予 8 滋mol / L 艾溴利平

处理 24 h 可显著抑制内皮细胞 vWF 的蛋白表达,
vWF 的蛋白表达由高糖模型组的 18郾 58 依 0郾 49 降至

6郾 74 依 0郾 25(P < 0郾 01),接近正常对照组(图 3F)
(图 4)。

表 1郾 艾溴利平对高糖状态下 HUVEC鄄12 分泌 ET鄄1 及培养

上清中 vWF鄄Ag 含量的影响(x 依 s)
Table 1郾 Effects of ibrolipim on the expression of ET鄄1 and
vWF鄄Ag in HUVEC鄄12 induced by high glucose (x 依 s)

分摇 组 ET鄄1(pg / L) vWF

正常对照组 158郾 39 依 62郾 34 104郾 64% 依 7郾 31%

高糖模型组 382郾 27 依 49郾 51a 192郾 39% 依 14郾 61% a

艾溴利平
作用 24 h 组

173郾 85 依 52郾 09b 130郾 85% 依 12郾 71% b

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与高糖模型组比较。

2郾 5摇 艾溴利平对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞 12
细胞活力的影响

用 MTT 试剂盒检查高糖和 8 滋mol / L 艾溴利平

对细胞活力的影响。 结果显示,给予葡萄糖终浓度

为 33郾 3 mmol / L 的 DMEM 培养基孵育 HUVEC鄄12
72 h 后,细胞存活率降低至 57郾 67% (与正常对照组

相比,P < 0郾 01)。 8 滋mol / L 艾溴利平预处理提高细

胞活力,细胞存活率增加至 86郾 06% (图 5)。

3摇 讨摇 论

血管内皮功能障碍是各种血管疾病发生的基

础,尤其在糖尿病慢性血管并发症的发生、发展起

重要作用。 近年来,多项研究已经显示,内皮损伤

及功能障碍与糖尿病血管并发症密切相关[10, 11]。
目前认为 ET鄄1 参与了 As 的全过程[12]。 有研

究证明,高浓度葡萄糖可降低细胞活力,呈浓度依

赖性促进 ET鄄1 的分泌,并呈剂量依赖性损伤细胞,
但并不增加 ET鄄1 mRNA 的水平。 因此降低 ET鄄1 表

达无疑将对内皮功能障碍所致的心血管疾病患者
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图 3. 8 滋mol / L 艾溴利平对高糖诱导的 HUVEC鄄12 ET鄄1 及 vWF 蛋白的影响( 伊 200) 摇 摇 A、B、C 为 ET鄄1;D、E、F 为 vWF。 A、D 为

正常对照组,B、E 为高糖模型组,C、F 为艾溴利平作用 24 h 组。

Figure 3郾 Effects of 8 滋mol / L ibrolipim on the protein expression of ET鄄1 and vWF in HUVEC鄄12 induced by high glucose ( 伊200)

图 4. ET鄄1、vWF 相对表达量的统计图 摇 摇 1 为正常对照组,2
为高糖模型组,3 为艾溴利平作用 24 h 组。 a 为 P < 0郾 05,与正常对

照组比较;b 为 P < 0郾 05,与高糖模型组比较。

Figure 4. Statistical graph of ET鄄1 and vWF relative ex鄄
pression quantity

图 5. 8 滋mol / L 艾溴利平对高糖诱导的 HUVEC鄄12 细胞活

力的影响摇 摇 1 为正常对照组,2 为高糖模型组,3 为艾溴利平作

用 24 h 组。 a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与高糖

模型组比较。

Figure 5郾 Effect of 8 滋mol / L ibrolipim on high glucose鄄in鄄
duced loss of cell viability

有益。 研究发现内皮细胞损伤时其溶解物及上清

中 vWF 水平均升高[13],提示 vWF 的合成及释放均

增加。 vWF 是血小板粘附到受损管壁上不可缺少

的成分[14],是其聚集于受损的血管内皮细胞下、启
动血栓形成的第一步,进而导致微血管并发症的发

生[15];vWF 还能通过形成自身免疫脂蛋白复合物损

伤动脉血管[16],因而血浆 vWF 水平升高被认为是

微血管内皮细胞损伤的标志,也是反映内皮受损的

程度及作为治疗、预后的评价指标之一。
研究表明,高糖可促进内皮细胞 ET鄄1 的合成分

泌,上调 ET鄄1 的表达,表现高糖的细胞毒性作用,说
明高糖可通过 ET鄄1 造成内皮细胞的损伤,这可能是

因为内皮细胞在高糖环境有部分敏感基因发生了

暂时的表达改变,包括编码与血栓生成、应激反应、
凋亡、血管生成细胞增殖相关的蛋白家族[17]。 因此

干预高血糖介导血管内皮细胞 ET鄄1 的分泌,可减轻

高血糖对内皮细胞的损害,干预 As 的血栓形成,有
助于防治糖尿病血管并发症的发生发展。 Churd鄄
chomjan 等发现 2 型糖尿病患者血糖控制良好有助

于内皮细胞机能障碍的改善,vWF 将有一定程度的

降低,体现内皮细胞机能的恢复[18],进一步说明了

vWF 的表达上调与高糖诱导内皮细胞功能障碍、糖
尿病血管病变及动脉粥样硬化的发生密切相关。

实验证据表明,艾溴利平可直接作用于体外培

养的 HUVEC鄄12 细胞株,低浓度短时间处理可部分

抑制高糖诱导内皮细胞 ET鄄1 的分泌,减轻高糖及其

代谢产物对内皮细胞的直接毒害作用,进而降低

vWF 的表达,高浓度艾溴利平(32 滋mol / L)长时间
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(48、72 h)作用则进一步加重高糖的细胞毒性作用。
而 ET鄄1、vWF 作为重要的体内血管内皮细胞损伤标

志物,其表达下降,说明艾溴利平可能通过 ET鄄1、
vWF 发挥保护内皮细胞功能的作用,进一步说明了

艾溴利平在维持心血管正常结构和功能,防治糖尿

病血管病变及动脉粥样硬化方面起着重要作用。
高浓度艾溴利平及长时间作用于内皮细胞产生细

胞毒作用,是否与高糖有相互作用,如增加氧化应

激反应等,目前尚未见报道,具体机制需进一步实

验证实。 高糖导致内皮细胞损伤细胞模型的研究

显示,高糖上调内皮细胞 ET鄄1、vWF 表达,艾溴利平

可有效地逆转 ET鄄1、vWF 的水平,从而起到保护内

皮细胞功能的作用,以此预防内皮细胞功能障碍相

关性疾病的发生。
综上所述,艾溴利平能抑制高糖诱导的人脐静

脉内皮细胞功能损伤,可能与 vWF、ET鄄1 表达下调

有关。 目前艾溴利平抗糖尿病的机制仍不甚明确,
因此,艾溴利平改善内皮细胞功能损伤、治疗糖尿

病血管并发症的机制仍有必要进行更深入的研究。
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