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肾素(前体)受体在高糖诱发的内皮细胞
舒缩功能障碍中的作用及机制
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(大连医科大学附属第一医院心血管内科,辽宁省大连市 116011)
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨高糖对内皮细胞舒缩功能障碍等损害过程中是否有肾素(前体)受体((P)RR)的过度激

活,并探讨其机制。 方法摇 体外培养人脐静脉内皮细胞,分别以不同浓度的葡萄糖(15、30 mmol / L)干预细胞 24 h、
48 h 后收取细胞,用分子生物学方法测定(P)RR 以及反映血管舒缩功能的生物标记物蛋白和 mRNA 的表达,以

siRNA 的方法抑制(P)RR 的表达后,观察葡萄糖对内皮细胞上述作用的改变,进一步分析其机制。 结果摇 高糖显

著上调内皮细胞(P)RR 的蛋白和 mRNA 表达;同时上调内皮素 1(ET鄄1)的表达,抑制一氧化氮(NO)的合成。 (P)
RR鄄siRNA 虽能抑制高糖引起的 ET鄄1 mRNA 表达增高,但不抑制其蛋白表达。 (P)RR鄄siRNA 显著抑制高糖引起的

NO 降低。 高糖抑制内皮型一氧化氮合酶(eNOS)的表达,增加非对称性二甲基精氨酸(ADMA)的合成,(P)RR鄄
siRNA 能显著抑制高糖对 eNOS 和 ADMA 的影响。 结论摇 高糖能够激活内皮细胞(P)RR 的表达;(P)RR 可能通

过 ADMA / eNOS 通路介导了高糖诱发的血管内皮舒缩功能障碍。
[中图分类号] 摇 R363 [文献标识码] 摇 A

The Roles and Mechanisms of the Prorenin Receptor in Hyperglycemia Mediated En鄄
dothelial Dysfunction
GUO Ran, SONG Wei, ZHANG Ying, LIU Ying, LU Yan, and JIANG Yi鄄Nong
(The First Affiliated Hospital of Dalian Medical University, Dalian, Liaoning 116011)
[KEY WORDS] 摇 Prorenin Receptor; 摇 Hyperglycemia; 摇 Endothelial Cell; 摇 Endothelial Nitric Oxide Synthase; 摇
Asymmetric Dimethylarginine
[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To detect the role and mechanism of excessive activation of (pro)renin receptor ((P)RR) in
hyperglycemia induced endothelial dysfunction. 摇 摇 Methods摇 Endothelial cells were cultured in vivo and intervened with
glucose of different concentrations (15, 30 mmol / L) and different courses (24 h, 48 h). 摇 The mRNA and protein levels
of (P)RR and markers reflecting vascular function were measured. 摇 (P)RR expression was then inhibited by siRNA to
observe the corresponding changes mentioned before. 摇 摇 Results摇 Both protein and mRNA expression of endothelial cells
was significantly increased by hyperglycemia. 摇 Hyperglycemia upregulated the expression of endothelin鄄1 (ET鄄1) and in鄄
hibited the synthesis of nitric oxide (NO). 摇 (P)RR鄄siRNA couldn爷 t inhibit the expression of ET鄄1 protein, although it
could inhibit its mRNA elevation in hyperglycemia. 摇 (P)RR鄄siRNA could significantly inhibit NO reduction in hypergly鄄
cemia. 摇 Hyperglycemia inhibited the expression of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and provoked the synthesis of
asymmetric dimethylarginine (ADMA), which could be significantly inhibited by (P)RR鄄siRNA. 摇 摇 Conclusions摇 Hy鄄
perglycemia activated (P) RR expression in endothelial cells. 摇 Hyperglycemia induced vascular endothelial dysfunction
might be mediated by (P)RR via ADMA / eNOS pathway.

摇 摇 血管内皮功能异常是动脉粥样硬化始动和发 展的重要环节。 多种危险因素包括血脂异常、吸

376CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2015 年第 23 卷第 7 期



烟、高血糖及高血压等均可导致内皮细胞的功能异

常。 肾素鄄血管紧张素鄄醛固酮系统(RAAS)广泛分

布于动物和人体的多个组织和器官,与高血压、糖
尿病、心力衰竭等多种疾病密切相关。 长期以来,
血管紧张素域(Ang域)及其组织上分布的 Ang域受

体 1(AT1)被认为是 RAAS 的主要活性物质。 但令

我们困惑的是,基础研究和临床实践均显示,无论

是阻断影响 Ang域生成的血管紧张素转换酶,还是

Ang域赖以起效的 AT1 受体后,并不能完全阻断

Ang域的致动脉粥样硬化作用,促使我们进一步思

考,是否有其它可能的机制参与调节血管内皮细胞

功能。 2002 年,Nguyen 等[1]最先在体外培养的肾小

球系膜细胞中发现肾素(前体)受体((P)RR),它对

肾素及肾素前体高度亲和,与二者的结合率相近。
有报道,在伴有增殖性肾脏疾病和糖尿病视网膜病

变的患者中,体液中肾素前体水平可以升至血浆的

100 倍,提示肾素前体及其受体可能在糖尿病微血

管并发症的发生发展中有重要意义。 本研究设想

高糖可能通过(P)RR 诱发血管内皮舒缩功能障碍,
并探其可能的作用机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 标本采集

摇 摇 将手术室无菌取出的健康产妇分娩健康新生

儿的脐带约 20 cm,放入含有双抗和 7500 U 肝素的

PBS 保温瓶中,2 h 内消化分离脐静脉内皮细胞,进
行培养。 3 天后,细胞培养基由橙红色变为黄色,倒
置显微镜下见细胞覆盖底面 > 80% ,则可以进行细

胞传代。 选择生长良好的第 3 ~ 5 代细胞用于实验。
1郾 2摇 内皮细胞的分选、鉴定、活力检测及同步化

采用磁珠分选方法, 应用 EasySEPR Human
CD34 正选试剂盒分离脐静脉细胞。 用倒置相差显

微镜观察,胞体呈多角形,单层血管内皮细胞呈铺

路石样排列。 行 vWF 免疫组织化学染色,镜下见细

胞内含大量棕褐色颗粒,从细胞形态学证明其为内

皮细胞来源。 采用台盼蓝排除法进行细胞活力检

测,试验前 6 h,通过饥饿细胞使其同步化。
1郾 3摇 实验细胞分组

1. 3. 1摇 不同浓度葡萄糖预干预分组 摇 摇 (1)对照

组:5. 6 mmol / L 葡萄糖。 (2)15 mmol / L 葡萄糖组:
以 15 mmol / L 葡萄糖干预细胞。 (3)30 mmol / L 葡

萄糖组:以 30 mmol / L 葡萄糖干预细胞。
1. 3. 2摇 高糖干预分组摇 摇 (1)对照组:未加入任何药

物培养的细胞。 (2)高糖组:每个 6 cm 皿中加入 12

滋L 转染试剂及 2 mL 无血清 DMEM,CO2 孵箱中 37益
孵育 48 h,以 30 mmol / L 葡萄糖干预细胞 48 h。 (3)
siRNA +Glu 组:每个 6 cm 皿中加入 12 滋L 转染试剂

和 siRNA 12 滋L 及 2 mL 无血清 DMEM,CO2 孵箱中

37益孵育 48 h,以 30 mmol / L 葡萄糖干预细胞 48 h。
1郾 3郾 3摇 siRNA 干扰 摇 摇 (P)RR 基因序列来自于

Genbank(NM_005765. 2)。 依据基因序列设计合成

(P) RR鄄siRNA 引物序列如下:5爷 鄄GCU CCG UAA
UCG CCU GUU U鄄3爷 ( sense)和 5爷 鄄AAA CAG GCG
AUU ACG GAG C鄄3 爷 ( antisense )。 由 Invitrogen
(California, USA)合成并购置乱序 RNA 序列作为

对照。 将细胞种植于 6 孔板,密度达 70% ~ 80%
时,依据 Lipofectamine RNAiMAX Reagent 试剂说明

书 ( Invitrogen, California, USA )步骤进行转染。
1郾 4摇 RT鄄PCR 检测目的基因 mRNA 表达

收获上述各组细胞,按 Trizol 试剂盒说明书提

取细胞总 RNA。 使用 Takara PrimeScriptTM RT rea鄄
gent Kit (Perfect Real Time)进行反转录反应,应用

随机引物作为反转录反应的引物。 取逆转录产物

行 PCR 反应,循环条件如下:94益预变性 5 min,1 个

循环;94益变性 30 s,56 ~ 62益 [(P)RR: 56益, ET鄄
1: 62益, eNOS: 62益]退火 30 s,72益延伸 45 s,35
个循环;72益最后延伸 10 min,1 个循环;上述反应

结束后,取反应产物行琼脂糖凝胶电泳,紫外线扫

描琼脂糖凝胶。 采用 SYBR Green 嵌合荧光法,在
ABI 7500 Real鄄time PCR System 上检测目的基因的

表达,用内参基因 GAPDH 校正。
1郾 5摇 Western Blot 方法检测目的蛋白的表达

收集细胞,提取总蛋白,按照 BCA 试剂盒(AP鄄
PLYGEN)说明制备不同浓度的蛋白标准品。 绘制

标准曲线,根据标准品的蛋白浓度,计算出样品的

蛋白浓度。 根据测定的结果,将所有蛋白样品调整

至相等浓度,行聚丙烯酰胺凝胶( SDS鄄PAGE)电泳

及蛋白免疫印迹。 扫描胶片图像或 PVDF 蛋白膜经

凝胶成像系统生成的图片,做灰度分析,通过软件

对图像进行半定量分析。
1郾 6摇 ELISA 法测定上清液内皮素 1 水平

采用双抗体夹心法检测标本中人内皮素 1(ET鄄
1)的水平。 固相抗体由纯化的人 ET鄄1 抗体包被微孔

板而成,向包被单抗的微孔内加入 ET鄄1,再与HRP 标

记的羊抗人抗体相结合,形成抗体鄄抗原鄄酶标抗体复

合物,彻底洗涤后加入底物 TMB 显色。 在 HRP 酶的

催化下 TMB 转化成蓝色,并在酸的作用下进一步转

化成黄色。 复合物颜色的深浅与样品中 ET鄄1 的量呈

正相关。 用酶标仪测定 450 nm 波长下吸光度值,再
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通过标准曲线计算样品中人 ET鄄1 的浓度。
1郾 7摇 硝酸还原酶法检测一氧化氮含量

采用硝酸还原酶法检测一氧化氮(NO)含量。
按以下公式计算 NO 含量:NO(滋mol / L) = (样品管

吸光度 -空白管吸光度) / (标准管吸光度 - 空白管

吸光度) 伊标准品浓度(100 滋mol / L) 伊 样品测试前

稀释倍数。 每个样本设 4 个复孔,重复测定 4 次。
1郾 8摇 高效液相色谱法测定非对称性二甲基精氨酸

色谱柱为 Atlantics C18,LC鄄12AmvP;取 50 滋L
样品加入 50 滋L 邻甲苯二醛,混匀。 流动相由 95%
水(0. 1%甲酸) 鄄5% 乙腈(0. 1% 甲酸)组成,流速 1
mL / min,进样量 5 滋L。 经预柱后,通过荧光检测仪

对样品及内标进行测定。
1郾 9摇 统计学处理

用 SPSS13. 0 软件进行统计学处理;计量资料用

x 依 s 表示,组间比较采用单因素方差分析(One鄄way
ANOVA)和独立样本 t 检验,多重比较采用 LSD 和

SNK 法。 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 高糖上调内皮细胞(P)RR 表达

摇 摇 以不同浓度葡萄糖干预体外培养的人脐静脉内

皮细胞(HUVEC),作用 48 h,结果表明, (P)RR 的

mRNA 及蛋白表达较对照组显著升高,提示高糖干预

内皮细胞后,(P)RR 表达增高(P <0. 01;图 1)。
2郾 2摇 不同浓度葡萄糖抑制脐静脉内皮细胞 NO
合成

收集细胞上清液,利用硝酸还原酶法 NO 检测

试剂盒检测上清 NO 浓度,结果表明, 15 mmol / L 葡

萄糖组(70. 97 依 0. 45 滋mol / L)和 30 mmol / L 葡萄糖

组(67. 45 依 0. 51 滋mol / L)NO 浓度较对照组(97. 68
依 0. 80 滋mol / L)显著降低(P < 0. 01,n = 4),提示 48
h 后内皮细胞 NO 的合成显著受抑。
2郾 3摇 不同浓度葡萄糖对脐静脉内皮细胞产生 ET鄄1
的影响

与对照组相比,15 mmol / L 葡萄糖和 30 mmol / L
葡萄糖都能使 ET鄄1 的 mRNA 表达和蛋白表达明显

增加(P < 0. 01;图 2 和表 1)。 推测葡萄糖诱导脐静

脉内皮细胞 ET鄄1 mRNA 和蛋白的表达。
2郾 4摇 (P)RR鄄siRNA 对高糖诱导的 ET鄄1 mRNA 和

蛋白表达的影响

siRNA + Glu 组 ET鄄1 的 mRNA 表达显著低于高

糖组(P < 0. 01),说明抑制(P)RR 的表达能下调高

糖所致的 ET鄄1 mRNA 增高。 siRNA + Glu 组 ET鄄1

蛋白与高糖组相比虽出现下降趋势(65. 47 依 1. 69
ng / L 比 68. 34 依 2. 06 ng / L),但未达统计学差异(P
= 0. 055),说明高糖上调 ET鄄1 mRNA 表达有可能是

通过(P)RR 激活所致(图 3)。

图 1. 高糖干预后(P)RR 的mRNA(上图)和蛋白(下图)表
达( n = 4) 摇 摇 1 为对照组,2 为 15 mmol / L 葡萄糖组,3 为 30
mmol / L 葡萄糖组。 a 为 P < 0. 01,与对照组比较。

Figure 1. mRNA and protein expression of (P)RR in HU鄄
VEC by high glucose intervention(n = 4)

图 2. 不同浓度葡萄糖对 ET鄄1 mRNA 表达的影响(n = 4)
a 为 P < 0. 01,与对照组比较。

Figure 2. Effect of glucose with different concentration on
ET鄄1 mRNA expression(n = 4)

表 1. 不同浓度葡萄糖对 ET鄄1 蛋白表达的影响

Table 1. Effect of glucose with different concentration on
ET鄄1 protein expression

分摇 组 ET鄄1(ng / L)
对照组 40. 24 依 2. 36
15 mmol / L 葡萄糖组 64. 09 依 1. 54a

30 mmol / L 葡萄糖组 71. 23 依 1. 82a

a 为 P < 0. 01,与对照组比较。
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图 3. (P)RR鄄siRNA 对 ET鄄1 mRNA 及蛋白表达的影响(n
= 4)
Figure 3. Effect of (P) RR鄄siRNA on expressin of ET鄄1
mRNA and protein(n = 4)

2郾 5摇 (P)RR鄄siRNA 显著抑制高糖引起的 NO 降低

siRNA + Glu 组 NO 含 量 ( 85郾 33 依 1郾 64
滋mol / L)显著高于高糖组(69郾 83 依 3郾 47 滋mol / L,P
< 0郾 001),说明(P)RR鄄siRNA 抑制(P) RR 表达后

降低葡萄糖对 NO 的抑制作用。 但 siRNA + Glu 组

与对照组(87郾 53 依 2郾 15 滋mol / L)相比差异无统学

意义(P = 0郾 144,n = 4)。
2郾 6摇 (P)RR鄄siRNA 显著增加内皮细胞 eNOS 表达

收集各组细胞提取总 RNA 检测 eNOS 的 mRNA
表达,结果表明 30 mmol / L 葡萄糖显著抑制内皮细

胞 eNOS mRNA 表达 ( P < 0郾 01), siRNA + Glu 组

eNOS mRNA 表达显著高于高糖组(P < 0郾 01),但
siRNA + Glu 组与对照组比较差异无显著性(P =
0郾 078)。 说明(P)RR鄄siRNA 抑制(P)RR 表达显著

降低葡萄糖对 eNOS mRNA 的下调作用(图 4)。
提取细胞总蛋白,检测 eNOS 蛋白生成,结果表

明高糖组 eNOS 的蛋白表达显著低于对照组,而
siRNA + Glu 组 eNOS 蛋白表达显著高于高糖组,
(P)RR鄄siRNA 抑制葡萄糖对 eNOS 的影响(图 4)。
由此推测高糖通过上调(P) RR 的表达抑制 eNOS
的 mRNA 和蛋白合成。
2郾 7摇 (P)RR鄄siRNA 显著抑制内皮细胞非对称性二

甲基精氨酸生成

收集各组细胞上清液,以 HPLC 方法测定非对

称性二甲基精氨酸(ADMA)蛋白含量。 结果表明,
与对照组(23郾 87 依 2郾 62 滋mol / L)比较,30 mmol / L

的葡萄糖显著增高内皮细胞 ADMA 蛋白的生成

(36郾 84 依 2郾 47 滋mol / L,P < 0郾 01);siRNA + Glu 组

ADMA 蛋白(27郾 72 依 1郾 99 滋mol / L)与高糖组相比

显著降低(P < 0郾 01),但与对照组相比仍显著增高

(P = 0郾 048,n = 4)。 由此我们推测高糖通过上调

(P)RR 的表达上调 ADMA 蛋白的合成。

图 4. (P)RR鄄siRNA 对 eNOS mRNA(上图)和蛋白(下图)
表达的影响(n = 4)
Figure 4. Effect of (P) RR鄄siRNA on expressin of eNOS
mRNA and protein(n = 4)

3摇 讨摇 论

2002 年,Nguyen 等[1]在体外培养的肾小球系膜

细胞中克隆出了一种跨膜区域蛋白,由 350 个氨基

酸组成。 其氨基末端非糖基化且高度疏水,尾部由

20 个氨基酸构成,氨基末端与肾素和肾素前体的结

合有关。 蛋白和基因测序表明它没有同源体,国际

上将其命名为肾素(前体)受体((P)RR),随后在心

脏、大脑、眼睛、脂肪组织和血管平滑肌细胞相继发

现该受体。 它对肾素及肾素前体高度亲和,与二者

的结合率相近。 肾素和肾素前体与(P)RR 结合后,
可使血管紧张素原生成 Ang域的效率提高 4 倍[2],
细胞膜表面 Ang域的生成使 Ang域可以立即与 AT1
受体结合,而不需要分泌至细胞间质中。 随后

Schefe 等[3]通过共定位技术进行研究,提出不同的

看法,他们认为完整的(P)RR 主要存在于细胞和周

围的胞浆中,并与内质网标志蛋白共定位,但 Schefe
并未否定(P)RR 存在于细胞膜的可能。 我们团队

的研究首次应用免疫组织化学法证实,在 HUVEC
中存在(P) RR 的表达,(P) RR 在 HUVEC 中的定

位,主要分布在细胞膜和细胞浆中,提示(P)RR 可
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进入细胞内发挥生物学效应,为后续研究奠定了

基础[4]。
在经典 RAAS 中,肾素被认为除了发挥酶活性

使血管紧张素原转变成 Ang玉继而生成 RAAS 主要

的效应分子 Ang域外,无其他生物学效应[5]。 目前

关于(P)RR 的作用研究显示,(P)RR 可提高肾素

的酶活性,激活信号通路,上调促纤维化基因表达,
促进肾小球硬化[6鄄7]。 仅平滑肌细胞过度表达

(P)RR的转基因鼠,可发生高血压;普遍过度表达

(P)RR的转基因鼠,在无高血压糖尿病的情况下,
可出现蛋白尿和肾小球硬化。 无论是局部还是普

遍过度表达(P)RR 都不改变血浆肾素和血管紧张

素原浓度,仅表现为血浆醛固酮水平升高。 在

(P)RR增多的高血压大鼠中,也观察到血管和间质

纤维化样的病理改变。 (P)RR 的发现为研究肾素、
肾素前体的功能带来了新的活力。

血管内皮功能不全的一个重要特征是 NO / ET鄄
1 比例下降。 NO 和 ET鄄1 是血管内皮分泌的最重要

的血管舒缩因子[8]。 高血压、高血糖、高血脂等因

素对血管内皮细胞的损伤可以导致 NO 减少,可能

影响 NO 的合成或者导致 NO 消耗增多。 还有报道

称高糖诱导的氧化应激下调二甲基精氨酸二甲基

氨基脱氢酶的活性,导致 ADMA 降解减少,竞争性

抑制 eNOS 活性,增加内皮细胞凋亡,降低血管内皮

的完整性。 ADMA /精氨酸比例增高是动脉粥样硬

化的预测因子之一[9鄄10]。
临床研究显示,高血糖持续时间与 ADMA 升高

的程度相关,血糖水平与 ADMA /精氨酸比例正相

关。 提示高血糖可能通过限制精氨酸可利用度、增
加 ADMA /精氨酸比例来抑制 NO 的生物合成。 有

文献证实糖耐量异常患者的血浆 ADMA 水平升

高[11鄄12]。 在接受冠状动脉造影人群中,发现 ADMA
可以预测糖耐量状态 (正常,糖耐量损害或糖尿

病) [13鄄14]。 存在糖耐量异常的肥胖妇女 ADMA 水平

高于单纯肥胖妇女,而节食减肥可改善胰岛素敏感

性,并降低 ADMA 水平[15]。 罹患单纯 2 型糖尿病的

患者,血浆 ADMA 水平升高,而在并发白蛋白尿和

微血管病变的患者中升高尤其明显。 晚近有研究

证实 糖 尿 病 大 鼠 模 型 中 肾 素 前 体 显 著 增 高。
(P)RR是肾素和肾素前体的共同受体,因此得出结

论:当肾素前体血浆浓度增高时,能激活(P)RR,导
致糖尿病大鼠左心室肥厚、蛋白尿增多等病理反

应。 这些研究佐证了我们的结论,并由此推测糖尿

病高肾素 ( 前体) 水平的患者, 可能通过激活

(P)RR,导致 ADMA 生成增加,从而抑制 eNOS 活

性,NO 水平下降,引起血管内皮舒张功能障碍,始
动动脉粥样硬化病变。 而针对 ADMA 与冠心病的

发病与预后的多项前瞻和病例对照研究,如 CARDI鄄
AC 研究、 AtheroGene 研究、 The Ludwigshafen Risk
and Cardiovascular Health Study 等都得出了 ADMA
水平与冠状动脉粥样硬化的发生及进展相关的结

论[16鄄19]。 Joyal 等[20]报道冠状动脉粥样斑块病变远

端 ADMA 浓度较高,较近端有明显差异 (2. 39 依
1郾 27 滋mol / L 比 1. 52 依 0. 68 滋mol / L,P = 0. 005),提
示斑块病变释放 ADMA,而局部 ADMA 蓄积可能导

致与冠状动脉病变高度相关的内皮功能障碍[21]。
二甲双胍治疗可以使 2 型糖尿病患者原本增高的

ADMA 水平降低 30% [22],并改善内皮功能。
我们的研究结果显示,抑制(P)RR 能够抑制高

糖引起 ADMA 的上调及 eNOS 的下调作用,从而恢

复 NO 水平,同时 ET鄄1 也出现了下降的趋势。 由此

可见,高糖可能通过激活(P)RR 导致 ADMA / eNOS
通路对 NO 的调节,引起血管舒缩功能障碍。 这可

能是糖尿病患者动脉粥样硬化形成的可能机制

之一。
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