
·实验研究· [文章编号] 摇 1007鄄3949(2013)21鄄03鄄0198鄄05

形态学观察晚期糖基化终末产物诱导微血管
内皮细胞核因子 资B 入核及其机制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察晚期糖基化终末产物(AGE)诱导的微血管内皮细胞核因子 资B 核转位,探讨氧化应激和内

质网应激在核因子 资B 核转位中可能发挥的作用。 方法摇 用 AGE 修饰的牛血清白蛋白(AGE鄄BSA)与人皮肤微血

管内皮细胞(HDMEC)在体外共同培养 1 h,设立对照组进行比较,用免疫荧光化学染色示核因子 资B 的核转位情

况;应用活性氧的抑制剂谷胱甘肽(GSH)、NADPH 氧化酶(NOX)抑制剂 Apocynin、内皮细胞高表达的 NOX 亚型

NOX4 的 siRNA 和内质网应激的标志性蛋白内质网转膜蛋白激酶 1琢( IRE1琢)的 siRNA 分别预处理细胞后再给予

AGE鄄BSA 刺激,观察核因子 资B 的核转位情况。 结果摇 与对照组相比,AGE鄄BSA 可诱导人皮肤微血管内皮细胞核

因子 资B 入核;应用 GSH、Apocynin、NOX4 siRNA 和 IRE1琢 siRNA 预处理细胞均可抑制核因子 资B 的入核。 结论摇
AGE 对核因子 资B 的移位激活可能通过细胞内的氧化应激和内质网应激途径所介导。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To demonstrate the activation and nuclear translocation of the nuclear factor鄄资B(NF鄄资B) in鄄
duced by advanced glycation end products (AGEs) in human dermal microvascular endothelial cells (HDMECs) , and to
elucidate the roles of oxidative stress and endoplasmic reticulum stress in this pathological procedure. 摇 摇 Methods摇 HD鄄
MECs were incubated with AGEs鄄modified bovine serum albumin (AGE鄄BSA) at concentration of 100 mg / L for 1 h. 摇 As
control, BSA of the same concentration was administered to HDMECs. 摇 NF鄄资B nuclear translocation was observed by im鄄
munofluorescent staining. 摇 Subsequently, HDMECs were pretreated with reduced glutathione (GSH), apocynin, a phar鄄
macological inhibitor of NADPH oxidase (NOX), NOX4 siRNA or inositol requiring enzyme 1琢 ( IRE1琢) siRNA, and
then administrated with AGE鄄BSA for 1 h. 摇 Changes of NF鄄资B nuclear translocation was observed. 摇 摇 Results摇 The re鄄
sults demonstrated the translocation of NF鄄资B from the cytoplasm to the nucleus upon the stimulation of AGE鄄BSA. 摇 Inhi鄄
bition of reactive oxygen species generation with GSH or apocynin greatly attenuated these responses. 摇 Transfection of
NOX4鄄small interfering RNA or IRE1琢鄄small interfering RNA in HDMECs also significantly attenuated the AGE鄄induced
translocation of NF鄄资B. 摇 摇 Conclusion摇 Oxidative stress and endoplasmic reticulum stress are possibly involved in the
mediation of AGE鄄induced activation of NF鄄资B in endothelial cells.
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摇 摇 蛋白质赖氨酸的氨基和还原糖的醛基之间发生非

酶性糖基化反应,形成 Schiff 碱,经 Amadori 反应重排

后形成相对稳定的晚期糖基化终末产物(advanced gly鄄
cation end products,AGE)[1]。 研究表明,AGE 在糖尿

病慢性并发症的发生发展中起着十分重要的作用[2]。
体外研究显示,AGE 能够激活血管外膜成纤维细胞核

因子 资B(nuclear factor鄄资B,NF鄄资B)而介导其炎性反

应[3]。 因此,进一步研究微血管内皮细胞中 AGE 对

NF鄄资B 的激活及机制,将有利于阐明 AGE 在糖尿病慢

性并发症中的作用,也为 2 型糖尿病的靶向治疗提供

重要的理论依据。 本研究旨在探讨 AGE 对微血管内

皮细胞内 NF鄄资B 的激活作用及机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 人皮肤微血管内皮细胞株(human dermal mi鄄
crovascular endothelial cells,HDMEC)、ECM 培养基

购于美国 ScienCell 公司;纤维黏连蛋白购自 Milli鄄
pore 公司;新生胎牛血清( fetal bovine serum,FBS)、
胰蛋白酶购自美国 Gibco 公司;牛血清白蛋白(bo鄄
vine serum albumin,BSA)购自美国罗氏公司;毒胡

萝卜素( thapsigargin,TG)、还原型谷胱甘肽(GSH)、
NADPH 氧化酶 4(NOX4)抑制剂 Apocynin、FITC 标

记羊抗兔 IgG 抗体、罗丹明鄄鬼笔环肽、DAPI 购自美

国 Sigma 公司;NOX4 siRNA、内质网转膜蛋白激酶

1琢( inositol requiring enzyme 1琢,IRE1琢) siRNA、对
照 siRNA、转染试剂、转染培养基和 IRE1琢 抗体购自

Santa Cruz 公司;Petri 培养皿购自美国康宁公司;
NF鄄资B p65 抗体购自 Cell Signaling 公司;茁鄄actin 抗

体、辣根过氧化酶标记的羊抗鼠 IgG 抗体和羊抗兔

IgG 抗体购自中杉金桥公司。
1郾 2摇 体外制备 AGE 修饰的牛血清白蛋白

糖孵育法制备 AGE 修饰的牛血清白蛋白

(AGE鄄BSA)。 荧光分光光度法鉴定,AGE鄄BSA 中

AGE 含量为 75郾 20 U / mg 蛋白质。 对照样本 AGE
含量不超过 0郾 9 U / mg 蛋白质。
1郾 3摇 细胞培养

HDMEC 种在含 10% 胎牛血清的 ECM 培养基

中,37益、5% CO2 饱和湿度下培养。 用 0郾 25% 含

EDTA 的胰蛋白酶消化,以 1颐 2 分瓶传代。
1郾 4摇 实验分组

将HDMEC 均匀接种于9 个 Petri 皿中,随机分组

为对照组、BSA 组、TG 组、AGE 组、GSH 组、Apocynin
组、NOX4 siRNA 组、IRE1琢 siRNA 组、对照 siRNA 组。

对照组为不加任何刺激物的 ECM 培养下的空白对

照,BSA 组为与 AGE 相同浓度和刺激时间的平行阴

性对照,TG(100 nmol / L)组作为内质网应激的阳性对

照[4],与 AGE 组刺激时间相同。 GSH 组、Apocynin
组、NOX4 siRNA 组作为氧化应激的抑制剂组,IRE1琢
siRNA 组作为内质网应激的抑制剂组。 GSH (5
mmol / L)、Apocynin (300 滋mol / L)分别预处理 HD鄄
MEC 30 min 后,添加 100 mg / L AGE鄄BSA 再孵育 1 h。
1郾 5摇 siRNA 转染

Petri 皿接种 HDMEC,添加 2 mL 含 10%胎牛血清

不含抗生素的 ECM 培养基。 37益、5%CO2 饱和湿度下

培养至细胞密度为 60% ~ 80%。 NOX4 siRNA、IRE1琢
siRNA、对照 siRNA 分别与转染试剂混匀,室温放置 30
min,将上述混合物加入已用转染培养基漂洗过的 HD鄄
MEC 中,37益、5%CO2 饱和湿度下孵育 5 ~7 h,再添加

1 mL 含双倍血清和抗生素的ECM 培养基,孵育18 ~24
h。 弃去原培养液,加入新的 ECM 培养基。 24 h 后更

换新的培养基,与 100 mg / L AGE鄄BSA 共孵育 1 h。
1郾 6摇 蛋白印迹法

收集细胞,按常规方法裂解细胞,BCA 法蛋白质

定量检测试剂盒测定蛋白浓度。 用 SDS鄄PAGE 分离

50 滋g 蛋白,电转移至硝酸纤维素膜。 膜用含 5%牛

血清白蛋白(BSA)封闭 1 h,分别加入 1颐 1000 稀释的

IRE1琢 抗体和 1颐 5000 稀释的抗人 茁鄄actin 抗体,4益
过夜。 TBST 漂洗 3 次后加二抗(辣根过氧化物酶标

记的 IgG 抗体)室温作用 1 h,TBST 漂洗 3 次。 加发

光液 ECL,用 Image Station 2000R 图像工作站取像。
1郾 7摇 免疫荧光染色

AGE鄄BSA 处理 HDMEC 结束后,用 PBS 漂洗 2
min 伊 3 次,4%多聚甲醛室温孵育 10 min,冷 PBS 漂

洗 2 min 伊 3 次,再用 0郾 5% Triton鄄100 于 4益孵育

20 min,冷 PBS 漂洗 2 min 伊 3 次。 用 5% BSA 封闭

30 min,NF鄄资B p65 抗体于 4益过夜,FITC 标记羊抗

兔 IgG 抗体与罗丹明鄄鬼笔环肽(红色荧光)室温避

光孵育 1 h,PBS 漂洗 2 min 伊 3 次。 DAPI(蓝色荧

光)室温避光孵育 15 min,PBS 漂洗 2 min 伊 3 次。
染色结束后在激光共聚焦显微镜下进行观察。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 AGE鄄BSA 激活微血管内皮细胞 NF鄄资B p65 蛋

白的核转位

在微血管内皮细胞中加入 AGE鄄BSA 作用后,用
免疫荧光技术检测血管内皮细胞 NF鄄资B p65 蛋白在

胞质和胞核中的分布。 结果表明,在对照组的细
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胞,NF鄄资B 活性处于较低的水平,细胞核内蛋白染色

较弱。 在 AGE鄄BSA 刺激后的微血管内皮细胞中,
NF鄄资B 被激活,NF鄄资B p65 蛋白从细胞质转移入细

胞核内,细胞核内蛋白含量增加,染色强度较对照

组明显增加;AGE鄄BSA 的刺激同时也导致细胞收

缩,出现束状应力纤维(图 1)。

图 1. AGE鄄BSA 引起 NF鄄资B p65 在微血管内皮细胞分布的变化摇 摇 从上至下依次为对照组、AGE 组、BSA 组和 TG 组。 DAPI 染细胞核

呈蓝色荧光,NF鄄资B 聚集在细胞内呈绿色荧光,F鄄actin 染细胞骨架呈红色荧光,Merge 为重叠图。

Figure 1. Nuclear translocation of NF鄄资B p65 induced by AGE鄄BSA in HDMECs

2郾 2 摇 GSH、Apocynin、NOX4 siRNA 抑制 AGE鄄BSA
对 NF鄄资B 的激活

使用氧化应激抑制物 GSH、Apocynin 分别预处理

细胞以及用NOX4 siRNA 下调NOX4 的表达后,免疫荧

光观察了对 AGE鄄BSA 诱导 NF鄄资B 激活的影响,结果显

示,在 AGE鄄BSA 刺激的微血管内皮细胞中,NF鄄资B 被

激活,大量的 NF鄄资B p65 蛋白从细胞质转移入细胞核

内,NF鄄资B p65 蛋白在细胞核内含量明显增加;而应用

GSH、Apocynin、NOX4 siRNA 从不同途径分别抑制氧化

应激后发现,只有少量 NF鄄资B p65 蛋白从胞质转移入

胞核,蛋白多分布在胞质中,细胞核内分布较少。 对照

siRNA 预处理细胞后再给予 AGE鄄BSA 刺激则显示细

胞核内 NF鄄资B p65 蛋白含量明显增加(图 2)。
2郾 3摇 IRE1琢 siRNA 抑制 AGE鄄BSA 对 NF鄄资B 的激活

HDMEC 瞬时转染 IRE1琢 siRNA 后蛋白印迹法

结果显示,siRNA 转染可有效抑制 IRE1琢 蛋白表达

(图 3)。 IRE1琢 siRNA 预处理细胞,免疫荧光观察

对 AGE鄄BSA 诱导 NF鄄资B 激活的影响,结果显示,下
调内质网应激标志性蛋白 IRE1琢 的表达,可抑制

AGE鄄BSA 对 NF鄄资B 的激活,只有少量 NF鄄资B p65 蛋

白从细胞质转移入细胞核,细胞质蛋白含量较多,

而细胞核内含量较少。 对照 siRNA 组则显示细胞

核内 NF鄄资B p65 蛋白含量明显增加(图 4)。

图 2. 氧化应激对 AGE鄄BSA 引起的 NF鄄资B p65 在微血管内

皮细胞分布变化的影响摇 摇 从上至下依次为 AGE 组、Apocynin
组、GSH 组、NOX4 siRNA 组和对照 siRNA 组。

Figure 2. Effects of oxidative stress on the AGE鄄induced
NF鄄资B p65 translocation in HDMECs
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图 3. 蛋白印迹法分析 IRE1琢 siRNA 转染后 IRE1琢 蛋白的

表达摇 摇 1 为对照组,2 为对照 siRNA 组,3 为 IRE1琢 siRNA 组。

Figure 3. The IRE1琢 expression after IRE1琢 siRNA trans鄄
fection by Western blot

图 4. 抑制内质网应激对 AGE鄄BSA 引起的 NF鄄资B p65 在微

血管内皮细胞分布变化的影响摇 摇 上图为 IRE1琢 siRNA 组,下
图为对照 siRNA 组。

Figure 4. Effects of inhibition of endoplasmic reticulum
stress on the AGE鄄induced NF鄄资B p65 translocation in HD鄄
MECs

3摇 讨摇 论

微血管是直接参与血液与组织间物质交换的

结构,内皮细胞是其血管壁的主要组成部分。 糖尿

病的特征性并发症即为微血管病变,它是多器官损

害的病理生理基础。 业已证实,AGE 通过与特异的

AGE 受体结合影响胞内信号转导、刺激细胞因子释

放、引起细胞的氧化应激等,在糖尿病血管并发症

中发挥致病效应[5,6]。 另外,AGE 参与糖尿病病理

过程是由 NF鄄资B 的激活机制介导的[7],Hofmann
等[8]首次在糖尿病患者中证实了 NF鄄资B 的激活。
我们的实验也获得相同的结果,BSA 对 NF鄄资B 并无

作用,而 AGE鄄BSA 则可促使 NF鄄资B 蛋白从胞质转

移入核,这从形态学进一步证实了 AGE 激活 NF鄄资B
的作用。

机体在遭受各种有害刺激时,氧化系统和抗氧

化系统失衡,这种状态即为氧化应激。 机体存在两

类抗氧化系统,一类是酶抗氧化系统,包括超氧化

物歧化酶、过氧化氢酶等;另一类是非酶抗氧化系

统,包括维生素 C、维生素 E、谷胱甘肽(GSH)等[9]。
有许多参与细胞正常代谢的酶能产生活性氧自由

基,例如细胞色素 P450 一氧化物酶、黄嘌呤氧化酶

及磷酸烟酰胺腺嘌呤核苷酸( nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate,NADPH)氧化酶(NOX) [10]。
NOX 含胞浆成分和胞膜成分,只有当胞浆成分

p47phox 转位到细胞膜上,与胞膜成分结合才能促

进活性氧的产生[11]。 而 Apocynin 能抑制 p47phox
膜转位,从而抑制 NOX 的氧化活性,发挥抗氧化作

用[12]。 内皮细胞主要表达 NADPH 氧化酶家族中

的 NOX4,内皮细胞中的活性氧的重要来源之一是

NOX4[13]。 因此应用 NOX4 siRNA 下调 NOX4 的表

达能有效抑制微血管内皮细胞的氧化应激。 我们

的研究通过使用抗氧化剂 GSH、NADPH 氧化酶抑

制剂 Apocynin 和 NOX4 siRNA,从形态学证明,这三

种不同途径分别抑制氧化应激后,可有效降低 AGE
所致的 NF鄄资B 从细胞质向细胞核的转移。

当内质网稳态被打乱,出现诸如未折叠或错误

折叠蛋白质聚集、Ca2 + 耗竭和脂质合成紊乱等时,
将引发细胞内一系列反应,即内质网应激。 许多疾

病的发生发展机制都被发现与内质网应激有关,特
别是肥胖和 2 型糖尿病等[6,14]。 内质网处于非应激

状态时,其分子伴侣蛋白葡萄糖调节蛋白 78( glu鄄
cose regulated protein78,GRP78)与内质网应激的三

种主要的感应分子即蛋白激酶 R 样内质网激酶、
IRE1琢、转录激活因子 6 结合,使其均处于非激活状

态[15]。 内质网应激时,GRP78 与这些感应分子解离

以处理堆积的非折叠蛋白[16]。 故这些蛋白的上调

已成为内质网应激的标志性变化。 本研究从形态

学证明通过 IRE1琢 siRNA 下调内质网应激的标志

性蛋白 IRE1琢 的表达从而抑制内质网应激后,可有

效减弱 AGE 所致的 NF鄄资B 从胞质向胞核的转移。
氧化应激和内质网应激在 AGE 诱导的 NF鄄资B

的激活机制中都起着极为重要的作用,而抑制氧化

应激或内质网应激都能从形态学角度观察到 NF鄄资B
激活的减轻,这为糖尿病及其并发症的防治提供一

条新的策略。
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