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西格列汀对人主动脉内皮细胞内皮素 1 及
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨在高糖培养环境下西格列汀对人主动脉内皮细胞(HAEC)内皮素 1 及一氧化氮合酶的影

响及其可能机制。 方法 摇 高糖环境下(25 mmol / L 葡萄糖)培养人主动脉内皮细胞,并分别给予 0、5、10 及 20
滋mol / L西格列汀干预,检测 HAEC 内皮型一氧化氮合酶(eNOS)、内皮素 1(ET鄄1)、诱导型一氧化氮合酶( iNOS)以

及核因子 资B p65(NF鄄资B p65)的 mRNA 和蛋白表达水平;应用肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)处理西格列汀干预后的

HAEC,观察 eNOS、ET鄄1、iNOS、NF鄄资B p65 的 mRNA 和蛋白表达水平的变化。 结果摇 与普通培养环境(7 mmol / L 葡

萄糖)相比,高糖环境下 HAEC 的 eNOS mRNA 和蛋白表达降低,ET鄄1、iNOS mRNA 和蛋白表达及 p鄄NF鄄资B p65 蛋白

表达增高(P < 0. 05)。 与 0 滋mol / L 组相比,20 滋mol / L 西格列汀组 HAEC 的 eNOS mRNA、蛋白表达上调,ET鄄1、iN鄄
OS mRNA 和蛋白表达以及 p鄄NF鄄资B p65 蛋白表达下调(P < 0. 05)。 与单独使用西格列汀组相比,TNF鄄琢 联合西格

列汀组 HAEC 的 eNOS mRNA 和蛋白表达下调,ET鄄1、iNOS mRNA 和蛋白表达及 p鄄NF鄄资B p65 蛋白表达上调(P <
0郾 05)。 结论摇 西格列汀在转录和翻译水平上增加 eNOS 表达、降低 ET鄄1、iNOS 的表达,该作用通过其抑制 p鄄NF鄄
资B p65 表达而实现。 提示西格列汀可能改善内皮功能,从而预防糖尿病动脉粥样硬化的形成。
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Sitagliptin Regulates Endothelin鄄1 and Nitric Oxide Synthase Through Inhibiting
Phosphorylation of NF鄄资B in Human Aortic Endothelial Cells
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effect of sitagliptin on the expression of endothelin鄄1 (ET鄄1) and endothelial ni鄄
tric oxide synthase (eNOS) in human aortic endothelial cells (HAEC) and its underlying mechanism in high glucose envi鄄
ronment. 摇 摇 Methods摇 HAEC were cultured in high glucose environment (25 mmol / L), and treated with different con鄄
centrations of sitagliptin (0, 5, 10 and 20 滋mol / L, respectively). 摇 The mRNA and protein expressions of eNOS, ET鄄1,
iNOS and phosphate nuclear factor鄄kappa B p65 (p鄄NF鄄资B p65) were measured. 摇 The measurements for eNOS, ET鄄1,
iNOS, NF鄄资B p65 on mRNA and protein levels in HAEC were evaluated after incubation with tumor necrosis factor鄄琢
(TNF鄄琢) and sitagliptin. 摇 摇 Results摇 Compared with normal medium (glucose concentrations for 7 mmol / L), both the
mRNA and the protein expression of eNOS in HAEC significantly decreased in high glucose medium, while those of ET鄄1,
iNOS and p鄄NF鄄资B p65 protein significantly increased (P < 0郾 05). 摇 Compared with 0 滋mol / L sitagliptin, 20 滋mol / L
sitagliptin significantly increased mRNA and protein expressions of eNOS, while decreased those of ET鄄1, iNOS and p鄄NF鄄
资B p65 protein (P < 0郾 05). 摇 Compared with sitagliptin alone treated HAEC, both the mRNA and the protein expressions
of eNOS significantly decreased in HAEC treated with TNF鄄琢 and sitagliptin, while those of ET鄄1, iNOS and p鄄NF鄄资B p65
protein expressions significantly increased (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusions 摇 Sitagliptin enhances eNOS, represses ET鄄1,
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iNOS expressions at the level of transcription and translation through inhibiting NF鄄资B p65 phosphorylation in HAEC in
high glucose environment. 摇 This may contribute to the improvement of endothelial function and prevention of subsequent
atherogenesis.

摇 摇 动脉粥样硬化是糖尿病患者主要死因之一[1],
其成因是高血糖导致调控血管舒张和收缩功能的

因子分泌失衡,进而致使内皮细胞功能发生紊乱;
这些因子主要包括内皮素 1(endothelin鄄1,ET鄄1)、内
皮型一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide synthase,
eNOS)以及诱导型一氧化氮合酶( induced nitric ox鄄
ide synthase,iNOS) [2]。 目前,已有研究显示 ET鄄1 和

eNOS 参与 2 型糖尿病大血管并发症的发生。 研究

表明,2 型糖尿病胰岛素抵抗患者血浆 ET鄄1 水平增

高,这将抑制血管一氧化氮的释放,使该类患者的

血管舒张功能受损[3]。 此外,血管内皮细胞 eNOS
表达降低也被认为与 2 型糖尿病患者内皮功能紊乱

密切相关[4]。 西格列汀是二肽基肽酶 4(dipeptidyl
peptidase鄄4,DPP鄄4)抑制剂,DPP鄄4 的主要作用是降

解肠道 L 型细胞分泌的肠促胰素胰高血糖素样肽 1
(glucagon like peptide鄄1,GLP鄄1)。 目前临床上已开

始使用 GLP鄄1 受体激动剂和 DPP鄄4 抑制剂治疗 2 型

糖尿病。 我们的前期研究发现,新型降糖药物 GLP鄄
1 受体激动剂利拉鲁肽具有抗动脉粥样硬化的作

用[5]。 然而,DPP鄄4 抑制剂是否也具有此效果,其机

制如何,仍属未知。 本研究旨在通过体外实验明确

这一问题。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 西格列汀、肿瘤坏死因子 琢( tumor necrosis fac鄄
tor鄄琢,TNF鄄琢)购自美国 Sigma Aldrich 公司;人主动

脉内皮细胞(human aortic endothelial cell,HAEC)、
DMEM 细胞培养基(含糖量 7 mmol / L)购自美国

ATCC 公司; ET鄄1、eNOS、 iNOS、核因子 资B( nuclear
factor鄄资B,NF鄄资B) p65 抗体购自美国 Santa Cruz 公

司;磷酸化 NF鄄资B p65[p鄄NF鄄资B p65(S536)]抗体购

自美国 Cell Signaling 公司;PCR 试剂盒、 real鄄time
PCR 引物购自美国 IDT 公司。
1. 2摇 细胞培养与传代

DMEM 预热培养基重悬 HAEC 后接种于 25 mL
培养瓶中。 培养基成份:10% 胎牛血清,3% 内皮生

长因子。 5%二氧化碳培养箱(95%湿度)培养 2 ~ 3
天,待细胞呈指数生长满瓶底 85%后,使用 0. 25%

EDTA 胰酶消化细胞。 培养基终止消化并传代,3 ~
6 代细胞用于实验。
1. 3摇 实验分组及药物干预

淤高糖组(含糖量 25 mmol / L 葡萄糖)和对照

组(含糖量 7 mmol / L 葡萄糖);于应用不同浓度的

西格列汀(0、5、10 及 20 滋mol / L)干预 HAEC,并在

高糖环境下(25 mmol / L 葡萄糖)培养 24 h;盂应用

不同药物干预 HAEC 24 h,分为四组:对照组(无药

物干预)、西格列汀组(20 滋mol / L 西格列汀)、TNF鄄
琢 组 (5 滋g / L TNF鄄琢)、西格列汀 + TNF鄄琢 组 (20
滋mol / L 西格列汀联合 5 滋g / L TNF鄄琢)。
1. 4摇 real鄄time PCR 检测内皮细胞 eNOS、ET鄄1、iNOS
及 NF鄄资B p65 mRNA 表达

Trizol 试剂盒提取 HAEC 总 RNA,反转录后 150
ng 的 cDNA 结合 300 nmol / L 引物行 PCR 检测。 反

应程序:2 min 预热至 95益;变性,30 s 至 1 min;退
火,30 s 至 1min;延伸,72益 ~ 74益,1 min;共 40 个

循环。 PCR 引物:eNOS 上游引物 5忆鄄TGA TGG CGA
AGC GAG TGA AG鄄3忆,下游引物 5忆鄄ACT CAT CCA
TAC ACA GGA CCC鄄3忆; ET鄄1 上游引物 5忆鄄AGA
GTG TGT CTA CTT CTG CCA鄄3忆,下游引物 5忆鄄CTT
CCA AGT CCA TAC GGA ACA A鄄3忆;iNOS 上游引物

5忆鄄AGG GAC AAG CCT ACC CCTC鄄3忆,下游引物 5忆鄄
CTC ATC TCC CGT CAG TTG GT鄄3忆;NF鄄资B p65 上

游引物 5忆鄄AAC AGA GAG GAT TTC GTT TCC G鄄3忆,
下游引物 5忆鄄TTT GAC CTG AGG GTA AGA CTT CT鄄
3忆; 内参 GAPDH 上游引物 5忆鄄GGA GCG AGA TCC
CTC CAA AAT鄄3忆,下游引物 5忆鄄GGC TGT TGT CAT
ACT TCT CAT GG鄄3忆。 内参 GAPDH 用于标准化反

应结果。
1. 5摇 免疫印迹法检测 eNOS、ET鄄1、iNOS、NF鄄资B p65
及 p鄄NF鄄资B p65 蛋白表达

具体方法参见前期实验[3]。 抗体稀释度:eNOS
(1颐 2000)、iNOS(1颐 1500)、NF鄄资B p65(1颐 1500)、pho鄄
NF鄄资B p65(1颐1000)。 使用 茁鄄actin 标准化目的蛋白。
1郾 6摇 统计学方法

计量资料采用x 依 s 表示,多组间比较采用单因

素方差分析,两组间比较采用独立样本 t 检验,P <
0. 05 为差异有统计学意义。
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2摇 结摇 果

2. 1摇 对照组和高糖组 eNOS、ET鄄1、 iNOS 及 NF鄄资B
p65 的表达

与对照组相比,高糖组 HAEC 中 eNOS 的 mR鄄
NA 和蛋白表达降低,ET鄄1、iNOS 的 mRNA 和蛋白

表达增高, p鄄NF鄄资B p65 蛋白表达显著增高 (P <
0郾 05;图 1 和表 1)。

图 1. 对照组和高糖组 HAEC 中 eNOS、ET鄄1、iNOS、p鄄NF鄄
资B p65 及 NF鄄资B p65 的蛋白表达

Figure 1. Comparison of eNOS, ET鄄1, iNOS, p鄄NF鄄资B
p65 and NF鄄资B p65 protein expression in HAEC treated
with high and low concentration of glucose

2郾 2摇 不同浓度西格列汀对 eNOS、ET鄄1、iNOS 及 p鄄
NF鄄资B p65 表达的影响

与 0 滋mol / L 西格列汀组相比,20 滋mol / L 组

HAEC 中 eNOS 的 mRNA 和蛋白表达增高, ET鄄1、
iNOS 的 mRNA 和蛋白以及 p鄄NF鄄资B p65 蛋白表达

均降低(P < 0郾 05),未观察到西格列汀不同干预浓

度组间 NF鄄资B p65 mRNA 和蛋白表达的差异(P >
0. 05;图 2 和表 2)。

图 2. 不同浓度西格列汀干预下 eNOS、ET鄄1、iNOS、p鄄NF鄄
资B p65 及 NF鄄资B p65 蛋白表达水平

Figure 2. The protein expression of eNOS, ET鄄1, iNOS, p鄄
NF鄄资B p65 and NF鄄资B p65 after treatments of different
concentration of sitagliptin

表 1. 对照组和高糖组 HAEC 中 eNOS、ET鄄1、iNOS、p鄄NF鄄资B p65 及 NF鄄资B p65 的 mRNA 和蛋白表达(x 依 s, n = 8)
Table 1. Expression of eNOS, ET鄄1, iNOS, p鄄 NF鄄资B p65 and NF鄄资B p65 mRNA and protein in HAEC treated with high
and low concentration of glucose(x 依 s, n = 8)

分摇 组
eNOS

mRNA 蛋白

ET鄄1
mRNA 蛋白

iNOS
mRNA 蛋白

p鄄NF鄄资B p65
蛋白

NF鄄资B p65
mRNA 蛋白

对照组 1. 4 依 0. 2 0. 8 依 0. 1 1. 4 依 0. 1 1. 8 依 0. 4 0. 8 依 0. 3 0. 6 依 0. 1 1. 0 依 0. 1 1. 6 依 0. 2 2. 00 依 0. 6
高糖组 1. 0 依 0. 3a 0. 4 依 0. 2a 1. 8 依 0. 2b 2. 4 依 0. 2a 1. 3 依 0. 2a 0. 9 依 0. 2b 1. 6 依 0. 1a 1. 5 依 0. 5 2. 6 依 0. 7

a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较。

表 2. 不同浓度西格列汀干预下人主动脉内皮细胞中 eNOS、ET鄄1、iNOS、p鄄NF鄄资B p65及NF鄄资B p65的mRNA和蛋白表达(x 依 s, n
= 8)
Table 2. Expression of eNOS, ET鄄1, iNOS, p鄄NF鄄资B p65 and NF鄄资B p65 mRNA and protein in HAEC after treatments of
different concentration of sitagliptin(x 依 s, n = 8)

西格列汀
摇 浓度

eNOS

mRNA 蛋白

ET鄄1

mRNA 蛋白

iNOS

mRNA 蛋白

p鄄NF鄄资B p65

蛋白

NF鄄资B p65

mRNA 蛋白

0 滋mol / L 1. 1 依 0. 1 0. 5 依 0. 1 1. 1 依 0. 1 1. 4 依 0. 2 1. 1 依 0. 2 1. 9 依 0. 1 1. 4 依 0. 1 1. 1 依 0. 2 1. 0 依 0. 2
5 滋mol / L 1. 0 依 0. 1 0. 7 依 0. 1 1. 2 依 0. 2 1. 6 依 0. 1 1. 1 依 0. 2 1. 7 依 0. 3 1. 3 依 0. 1 1. 2 依 0. 3 1. 2 依 0. 4
10 滋mol / L 0. 9 依 0. 3 0. 6 依 0. 3 1. 1 依 0. 1 1. 5 依 0. 3 0. 9 依 0. 2 1. 4 依 0. 2a 1. 2 依 0. 1 1. 3 依 0. 2 1. 1 依 0. 2
20 滋mol / L 1. 7 依 0. 1a 1. 5 依 0. 1a 0. 7 依 0. 1b 0. 8 依 0. 1a 0. 6 依 0. 1b 1. 2 依 0. 1a 0. 6 依 0. 1b 1. 2 依 0. 4 1. 1 依 0. 1

a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与 0 滋mol / L 组比较。

2郾 3摇 TNF鄄琢 抑制西格列汀对 eNOS、ET鄄1、iNOS 及

p鄄NF鄄资B p65 表达的影响

与西格列汀组比较,西格列汀 + TNF鄄琢 组 eNOS

mRNA 和蛋白表达降低,ET鄄1、iNOS 的 mRNA 和蛋

白以及 p鄄NF鄄资B p65 蛋白表达均增高(P < 0. 05);
与 TNF鄄琢 组比较,西格列汀 + TNF鄄琢 组 eNOS mR鄄
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NA 和蛋白表达增加, ET鄄1、iNOS 的 mRNA 和蛋白

以及 p鄄NF鄄资B p65 蛋白表达均降低,各组间 NF鄄资B
p65 表达差异均无统计学意义(P > 0. 05;图 3 和表

3)。

表 3. 不同药物干预下 HAEC 中 eNOS、ET鄄1、iNOS、p鄄NF鄄资B p65 及 NF鄄资B p65 的 mRNA 和蛋白表达(x 依 s, n = 8)
Table 3. Expression of eNOS, ET鄄1, iNOS, p鄄NF鄄资B p65 and NF鄄资B p65 mRNA and protein in HAEC after different drugs
treatments(x 依 s, n = 8)

分摇 组
eNOS

mRNA 蛋白

ET鄄1

mRNA 蛋白

iNOS

mRNA 蛋白

p鄄NF鄄资B p65

蛋白

NF鄄资B p65

mRNA 蛋白

对照组 1. 2 依 0. 2 0. 6 依 0. 1 1. 2 依 0. 1 0. 6 依 0. 1 1. 1 依 0. 1 0. 5 依 0. 2 1. 4 依 0. 1 1. 2 依 0. 2 2. 0 依 0. 1
西格列汀组 1. 9 依 0. 1a 0. 8 依 0. 1a 0. 6 依 0. 1a 0. 2 依 0. 2a 0. 7 依 0. 1a 0. 2 依 0. 1a 0. 6 依 0. 1a 1. 2 依 0. 4 2. 0 依 0. 4
TNF鄄琢 组 0. 6 依 0. 1a 0. 3 依 0. 1a 1. 4 依 0. 2a 1. 2 依 0. 2a 1. 5 依 0. 2a 1. 4 依 0. 3a 1. 8 依 0. 2a 1. 1 依 0. 2 2. 1 依 0. 1
西格列汀 + TNF鄄琢 组 1. 2 依 0. 1bc 0. 5 依 0. 1bc 0. 9 依 0. 1bc 0. 5 依 0. 1bc 1. 1 依 0. 1bc 0. 6 依 0. 2bc 1. 0 依 0. 1bc 1. 1 依 0. 2 2. 3 依 0. 3

a 为 P < 0. 05,与对照组比较;b 为 P < 0. 05,与西格列汀组比较;c 为 P < 0. 05,与 TNF鄄琢 组比较。

图 3. 不同药物干预下 HAEC 中 eNOS、ET鄄1、iNOS、p鄄NF鄄
资B p65 及 NF鄄资B p65 的表达

Figure 3. The expression of eNOS, ET鄄1, iNOS, p鄄NF鄄资B
p65 and NF鄄资B p65 after treatments of sitagliptin, TNF鄄琢
and sitagliptin + TNF鄄琢 combination

3摇 讨摇 论

动脉血管内皮组织是保护血管免受有害物质

侵蚀的第一道屏障。 其功能障碍是动脉粥样硬化

的重要始动因素。 以往研究发现,高糖可促进 NF鄄
资B p65 活化,调控 ET鄄1 和 NOS 的释放,从而造成内

皮功能紊乱[2鄄5]。 Sun 等[6] 发现体外高糖环境培养

的内皮祖细胞 eNOS 表达降低;Guan 等[7] 研究表明

高糖可诱导人脐静脉内皮细胞大量释放 ET鄄1;Ye鄄
huda 等[8] 发现 iNOS 在高糖环境下表达增加;Mu鄄
daliar 等[9]发现 NF鄄资B p65 活化是高糖诱导炎症反

应的重要因素。 我们关于高糖环境下 eNOS、ET鄄1、
iNOS 及 NF鄄资B p65 表达的研究结果进一步支持上

述文献报道。
本研究发现 HAEC 在西格列汀(20 滋mol / L)干

预下,eNOS mRNA 和蛋白的表达增加,而 ET鄄1、iN鄄
OS、p鄄NF鄄资B p65 等高糖诱导表达产物的 mRNA 及

蛋白的表达被抑制。 Nader 等[10]发现西格列汀可通

过抑制 NF鄄资B p65 活化改善家兔的内皮功能;Am鄄
ber 等[11]研究表明西格列汀可增加糖尿病患者血清

eNOS 的表达;一项国外关于西格列汀的临床研究

结果表明,西格列汀可改善 2 型糖尿病患者动脉内

皮功能[12]。 然而,上述研究均未提及 DPP鄄4 抑制剂

对内皮收缩因子,如 ET鄄1 的调控。 我们在前人研究

的基础上发现,西格列汀可抑制 HAEC ET鄄1 的表

达。 NF鄄资B p65 又被称为核转录调控因子,其在高

糖、氧化应激等刺激条件下被活化,并从细胞质转

移至细胞核,负责调控一系列基因的表达以及后续

的翻译[13]。 已有研究发现,西格列汀可通过抑制

NF鄄资B p65 活化改善高血糖家兔的内皮功能[8];此
外,最近一项研究表明,西格列汀可减轻糖尿病大

鼠脑部的缺血再灌注损伤,该作用也是由其抑制

NF鄄资B p65 活化实现的[14]。 我们通过观察西格列

汀干预下的 HAEC,也发现西格列汀可抑制高糖环

境下培养的内皮细胞 NF鄄资B p65 S536 位点的磷

酸化。
为进一步证明西格列汀对内皮细胞 eNOS、ET鄄

1、iNOS mRNA 和蛋白表达的影响是通过 NF鄄资B p65
介导的,我们选用 TNF鄄琢 作为 NF鄄资B p65 特异性激

活剂,干预内皮细胞并再次检测上述蛋白表达情

况。 结果发现,西格列汀联合 TNF鄄琢 干预 HAEC
时,TNF鄄琢 可削弱西格列汀对 HAEC 的 p鄄NF鄄资B
p65 以及 eNOS、ET鄄1、iNOS mRNA 和蛋白表达的调

控作用;同时,西格列汀也可削弱 TNF鄄琢 激活 NF鄄
资B p65、上调 ET鄄1、iNOS 以及抑制 eNOS 表达的作

用。 TNF鄄琢 可特异地激活 NF鄄资B 信号通路,使其活

化并进一步调控 eNOS 和 iNOS 的表达[15鄄16]。 eNOS
表达受 NF鄄资B p65 调控,反之,NF鄄资B p65 活化也可

被 eNOS 抑制[17]。 因此, 二者存在相互抑制作

用[18]。 Katsuyama 等[19] 发现一氧化氮可通过降解
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NF鄄资B p65 的抑制蛋白 I资B琢 来降低 iNOS 表达以及

NF鄄资B p65 活化。 我们的研究结果也表明 eNOS 与

p鄄NF鄄资B p65 蛋白表达呈相反趋势。
ET鄄1 是强烈的血管收缩剂,可诱导炎症反应的

产生,在动脉粥样硬化中起重要作用[20鄄21]。 NF鄄资B
p65 是参与炎症反应的重要细胞核转录因子。 Le佼n
等[22]发现褪黑素可通过抑制 NF鄄资B p65 活化减少

大肠癌患者 ET鄄1 的表达。 我们的研究首次发现,西
格列汀可通过抑制 p鄄NF鄄资B p65 降低 HAEC 中 ET鄄
1 的表达。 这对了解西格列汀抑制糖尿病动脉粥样

硬化形成的机制具有重要意义。 鉴于实验条件限

制,本研究尚有一些不足之处,如:仅进行了体外实

验,而未在体内实验中验证西格列汀改善内皮功能

的作用,在涉及 NF鄄资B p65 信号通路的研究中,仅选

择激动剂而未应用阻滞剂。
总之,本研究证实了高糖诱导内皮细胞功能障

碍,eNOS 表达降低,ET鄄1、iNOS 及 p鄄NF鄄资B p65 表

达增加。 DPP鄄4 抑制剂西格列汀可通过抑制 NF鄄资B
p65 活化在转录和翻译水平上增加 eNOS 表达、降低

ET鄄1 及 iNOS 的表达。 为使用 DPP鄄4 抑制剂治疗糖

尿病动脉粥样硬化提供了一定的理论依据。
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