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[摘　 要] 　 目的　 探讨 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路在胰高血糖素样肽 １(ＧＬＰ￣１)拮抗人脐静脉内皮细胞凋亡中的作用ꎮ
方法　 实验分为对照组、糖基化终末产物(ＡＧＥ)组、ＧＬＰ￣１ 组、ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组、ＡＧＥ＋ＳＢ２０３５８０ 组、ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１＋
ＳＢ２０３５８０ 组及 ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１＋Ｌ￣ＮＡＭＥ 组ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ / ｐ３８ＭＡＰＫ、磷酸化内皮型一氧化氮合酶 / 内
皮型一氧化氮合酶(ｐ￣ｅＮＯＳ / ｅＮＯＳ)蛋白表达情况ꎬＮＯ 检测试剂盒(一步法)检测 ＮＯ 含量ꎬＤＣＦＨ￣ＤＡ 荧光探针检

测细胞活性氧(ＲＯＳ)含量ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 流式检测细胞凋亡率ꎮ 结果　 与 ＡＧＥ 组相比ꎬＧＬＰ￣１ 预处理可诱导 ｐ￣ｐ３８
ＭＡＰＫ 蛋白表达下降(Ｐ＝ ０.０００)ꎻ与对照组比较ꎬ ＧＬＰ￣１ 或 ｐ３８ ＭＡＰＫ 抑制剂(ＳＢ２０３５８０)预处理后ꎬ受 ＡＧＥ 抑制

的 ｅＮＯＳ 蛋白表达或诱导的 ＲＯＳ 水平分别显著升高(Ｐ ＝ ０.００４)或下降(Ｐ ＝ ０.０００)ꎻＧＬＰ￣１ 预处理后ꎬ因 ＡＧＥ 诱导

的细胞凋亡率显著降低(Ｐ＝ ０.０００)ꎬ而加入 Ｌ￣ＮＡＭＥ 后ꎬＧＬＰ￣１ 的抗凋亡作用显著减弱(Ｐ ＝ ０.００２)ꎻＧＬＰ￣１ 预处理

后ꎬ细胞 ＮＯ 含量较单纯 ＡＧＥ 组明显升高(Ｐ＝ ０.０００)ꎬ而予以 Ｌ￣ＮＡＭＥ 后ꎬ细胞 ＮＯ 含量显著降低(Ｐ＝ ０.０１１)ꎮ 结

论　 ＧＬＰ￣１ 可抑制 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路的活化ꎬ拮抗 ＡＧＥ 对血管内皮细胞的氧化损伤ꎻ上调 ｅＮＯＳ 蛋白的表达ꎬ拮
抗 ＡＧＥ 诱导的内皮细胞 ＮＯ 生成障碍及细胞凋亡ꎬ从而延缓糖尿病合并动脉粥样硬化的发生发展ꎮ
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＧＬＰ￣１ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ＭＡＰＫ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ＮＯ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ＡＧＥ.

　 　 内皮功能紊乱是糖尿病并发动脉粥样硬化

(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ Ａｓ)发生的早期病变ꎮ 因此ꎬ保护

血管内皮对治疗及预防糖尿病合并动脉粥样硬化

具有 重 要 意 义ꎮ 糖 基 化 终 末 产 物 ( ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ ＡＧＥ)的病理性聚集与 Ａｓ 的

发生和发展有着密切的关系[１]ꎮ 胰高血糖素样肽 １
(ｇｌｕｃａｇｏｎ ｌｉｋｅ ｐｅｐｔｉｄｅ￣１ꎬ ＧＬＰ￣１)可通过受体或非受

体依赖性途径直接改善内皮功能ꎮ 血管损伤和器

官微循环的病理生理改变往往与 ｐ３８ 细胞丝裂素活

化蛋白激酶 ( ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ
ｐ３８ ＭＡＰＫ)信号通路的激活密切相关ꎬ本研究以

ＡＧＥ 诱导人脐静脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＵＶＥＣ) 损伤为病理模型ꎬ探讨

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路在 ＧＬＰ￣１ 保护内皮细胞中的

作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂与仪器

　 　 兔抗人 ｖＷＦ 多克隆抗体及抗鼠 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 单

克隆抗体、抗鼠 ｐ３８ＭＡＰＫ 多克隆抗体、抗 ｅＮＯＳ 单

克隆抗体(美国 ＳＡＮＴＡ ＣＲＵＺ 公司)ꎬ山羊抗兔 ＩｇＧ
抗体(美国 Ｒ＆Ｄ 公司)ꎬ异硫氢酸荧光素标记的羊

抗兔多克隆抗体及 ＧＬＰ￣１(７￣３６) ａ、ＤＣＦＨ￣ＤＡ 荧光

试剂(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 检测试剂盒

(中国宝赛生物技术公司)ꎬＮＯ 检测试剂盒(中国南

京建成生物公司)ꎬＳＢ２０３５８０、Ｌ￣ＮＡＭＥ(美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ
公司)ꎬ荧光显微镜(Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｔｅ２０００ｕꎬ日本)ꎬ
流式细胞仪、酶标仪(ＢＩＯ￣ＲＡＤꎬ美国)ꎮ
１.２　 人脐静脉内皮细胞的分离、培养及鉴定

人脐静脉内皮细胞的分离、培养及鉴定具体步

骤与本课题组前期研究相同[２]ꎮ
１.３　 糖基化终末产物的制备

糖基化终末产物的制备及鉴定具体步骤可参

考本课题组前期研究[３]ꎮ
１.４　 实验分组

将 ＨＵＶＥＣ 按以下方法分组:对照组、ＡＧＥ 组

(ＡＧＥ ４００ ｍｇ / Ｌ 处理 ２４ ｈ)、ＧＬＰ￣１ 组(ＧＬＰ￣１ １００
ｎｍｏｌ / Ｌ 处理 ３０ ｍｉｎ)、ＡＧＥ ＋ＧＬＰ￣１ 组(ＧＬＰ￣１ １００
ｎｍｏｌ / Ｌ 处理 ３０ ｍｉｎ ＋ＡＧＥ ４００ ｍｇ / Ｌ 处理 ２４ ｈ)、
ＡＧＥ＋ＳＢ２０３５８０ 组(ＳＢ２０３５８０ １０ μｍｏｌ / Ｌ 处理 １ ｈ＋

ＡＧＥ ４００ ｍｇ / Ｌ 处理 ２４ ｈ)、ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１＋Ｌ￣ＮＡＭＥ
组( ＧＬＰ￣１ １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 处理 ３０ ｍｉｎ ＋ Ｌ￣ＮＡＭＥ １
ｍｍｏｌ / Ｌ 处理 １ ｈ＋ＡＧＥ ４００ ｍｇ / Ｌ 处理 ２４ ｈ)、ＡＧＥ＋
ＧＬＰ￣１＋ＳＢ２０３５８０ 组(ＧＬＰ￣１ １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 处理 ３０ ｍｉｎ
＋ＳＢ２０３５８０ １０ μｍｏｌ / Ｌ 处理 １ ｈ＋ＡＧＥ ４００ ｍｇ / Ｌ 处

理 ２４ ｈ)ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ 及磷酸

化内皮型一氧化氮合酶的表达

细胞培养结束后收集细胞ꎬ转移至离心管ꎬ冰
浴下ꎬ使细胞充分裂解(裂解液中ꎬＰＭＳＦ 工作浓度

为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ离心取上清ꎮ 蛋白质浓度测定采用

ＢＣＡ 法ꎬ按照 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒说明书操作

测定ꎮ 取等量蛋白与 ２×上样缓冲液混合煮沸 ５ ｍｉｎ
后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ将蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜后放

入 １０％脱脂奶粉封闭液中ꎬ封闭 ２ ｈꎻＰＢＳＴ 洗膜后ꎬ
先后加一抗鼠 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 或抗内皮型一氧化氮合

酶(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ｅＮＯＳ)单克隆抗

体(１ ∶ １０００ 抗单克隆抗体)ꎬ反应 １.５ ｈꎬ加 １ ∶ ３０００
辣根过氧化物酶标记二抗ꎬ反应 １ ｈꎬＰＢＳＴ 洗膜ꎬ
ＥＣＬ 法显影ꎮ 结果经 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图象分析系统对目的

条带进行分析ꎬ以各组细胞 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 或 ｅＮＯＳ 蛋

白表 达 与 内 参 α￣ｔｕｂｕｌｉｎ 表 达 的 比 值 作 为 ｐ￣
ｐ３８ＭＡＰＫ 或 ｅＮＯＳ 蛋白表达水平ꎮ
１.６　 一氧化氮检测试剂盒(一步法)检测一氧化氮

含量

消化、离心、清洗细胞后ꎬ弃上清ꎬ留细胞沉淀ꎻ
加入 ２００ μＬ ０.１ ｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ７.４ 的磷酸缓冲液进手动

匀浆ꎬ制备好的匀浆液不离心待测ꎮ 按 ＮＯ 检测试

剂盒说明书操作:漩涡充分混匀后静置 １０ ｍｉｎꎬ３５００
~４０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清 １６０ μＬ 操作ꎮ 将

各反应物混匀ꎬ室温下静置 １５ ｍｉｎꎬ酶标仪比色(波
长 ５５０ ｎｍ)ꎬ测定各个孔的 ＯＤ 值ꎮ 按以下公式计

算 ＮＯ 生成水平:ＮＯ 含量(μｍｏｌ / ｇ) ＝ (ＯＤ 值实际 －
ＯＤ 值空白孔) / (ＯＤ 值标准品孔 －ＯＤ 值空白孔) ×标准品浓

度×稀释倍数 / 待测蛋白浓度ꎮ
１.７　 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 荧光探针检测细胞诱导活性氧含量

各实验组作用 ２４ ｈ 后加入 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 荧光试剂

避光 孵 育 ３０ ｍｉｎꎬ 上 流 式 细 胞 仪 检 测 活 性 氧

( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)荧光强度ꎮ
１.８　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 检测细胞凋亡

抑制剂预处理 １ ｈ 后ꎬ随后加入 ＧＬＰ￣１ ３０ ｍｉｎꎬ

２６５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ６ꎬ２０１６



最后加入 ＡＧＥꎬ在 ３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈꎮ
２４ ｈ 后胰酶消化细胞ꎬ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ４ ｍｉｎꎬ随后加

入预冷的无菌 ＰＢＳ 洗 ２ 次ꎮ 再次离心后吸尽残留

的 ＰＢＳꎬ轻轻振荡细胞悬液 ３０ ｓꎬ使之均匀ꎮ 随后按

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 凋亡试剂盒说明进行操作ꎮ
１.９　 统计学处理

数据采用 ＳＰＳＳ１９.０ 软件进行统计分析ꎬ计量资

料以ｘ± ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析

(Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ两两比较采用 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ <
０ ０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＧＬＰ￣１ 对 ＡＧＥ 诱导下血管内皮细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ
蛋白磷酸化的影响

ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 及 ｔ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白量表达水平经

方差 分 析 显 示ꎬ 给 予 不 同 处 理 后ꎬ 多 组 间 ｐ￣
ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达差异具有统计学意义 ( Ｆ ＝
５６ ９８９ꎬＰ＝ ０.０００)ꎬ而 ｔ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达差异无

统计学意义(Ｆ ＝ ０.５６８ꎬＰ ＝ ０.６５２)ꎮ 进一步两两比

较后发现ꎬ与对照组比较ꎬ单独加入 ＡＧＥ 或 ＧＬＰ￣１
可分别导致 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达水平上升 (Ｐ ＝
０ ００１)或下降(Ｐ ＝ ０.０００)ꎬ差异有统计学意义ꎻ而
予以 ＡＧＥ 及 ＧＬＰ￣１ 共同处理后ꎬ其 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋

白表达水平较 ＡＧＥ 单独处理组下降(Ｐ ＝ ０.０００)ꎬ差
异有统计学意义(图 １)ꎮ

图 １. ＧＬＰ￣１对 ＡＧＥ 诱导 ｐ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ｔ￣ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白

表达的影响　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为 ＡＧＥ 组ꎬ３ 为 ＧＬＰ￣１ 组ꎬ４ 为 ＡＧＥ
＋ＧＬＰ￣１ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ< ０.０５ꎬ与 ＡＧＥ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＧＬＰ￣１ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣
ｐ３８ＭＡＰＫ ａｎｄ ｔ￣ｐ３８ＭＡＰＫ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＡＧＥ

２.２　 ｐ３８ＭＡＰＫ 抑制剂 ＳＢ２０３５８０ 及 ＧＬＰ￣１ 对 ＡＧＥ
诱导细胞活性氧生成的影响

ＤＣＦＨ￣ＤＡ 荧光标记后经流式细胞仪检测各组

ＲＯＳ 生成水平ꎬ经方差分析显示ꎬ各组间差异具有

统计学意义(Ｆ ＝ １２.４１１ꎬＰ ＝ ０. ０００)ꎮ 多重比较显

示ꎬ与对照组比较ꎬＡＧＥ 可诱导细胞 ＲＯＳ 生成显著

增多(Ｐ＝ ０.０００)ꎬ而 ＧＬＰ￣１ 单独处理并不影响细胞

ＲＯＳ 生成量(Ｐ ＝ ０.１７０)ꎻ在加入 ＡＧＥ 同时再予以

ＧＬＰ￣１ 或 ＳＢ２０３５８０ 预处理后ꎬＡＧＥ 诱导的 ＲＯＳ 生

成水平均显著降低(Ｐ ＝ ０.０００ 和 Ｐ ＝ ０.００６)ꎻ而在

ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组予以 ＳＢ２０３５８０ 预处理前后ꎬ细胞

ＲＯＳ 生成差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.０６９)ꎬ提示对于

ＡＧＥ 诱导的内皮细胞 ＲＯＳ 生成增加ꎬ ＧＬＰ￣１ 及

ＳＢ２０３５８０ 具有类似拮抗作用(表 １)ꎮ

表 １. ｐ３８ＭＡＰＫ 抑制剂对内皮细胞 ＲＯＳ 生成的影响(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐ３８ＭＡＰＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ＥＣ ＲＯＳ ｇｅｎｅｒａ￣
ｔｉｏｎ(ｘ±ｓ)

分　 组 ｎ ＲＯＳ 生成

对照组 ３ ７０１.３３±１９３.６８
ＡＧＥ 组 ３ １５８０.００±３０７.９０ａ

ＧＬＰ￣１ 组 ３ ４７１.３３±１２３.４５
ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组 ３ ７０６.６７±１４７.８５ｂ

ＡＧＥ＋ ＳＢ２０３５８０ 组 ３ １０５６.６７±５１.３２ｂ

ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１＋ＳＢ２０３５８０ 组 ３ ７４１.６７±２５５.５５ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡＧＥ 组比较ꎮ

２.３　 ｐ３８ＭＡＰＫ 抑制剂 ＳＢ２０３５８０ 及 ＧＬＰ￣１ 对 ＡＧＥ
诱导下内皮细胞 ｅＮＯＳ 磷酸化的影响

各组给予不同处理后ꎬ组间 ｐ￣ｅＮＯＳ 蛋白表达

差异有统计学意义(Ｆ＝ ６.６４５ꎬＰ ＝ ０.００７)ꎬ而各组间

ｔ￣ｅＮＯＳ 蛋白表达无统计学差异 ( Ｆ ＝ １. ６７７ꎬ Ｐ ＝
０ ２３１)ꎮ 进一步两两比较后显示ꎬ与对照组比较ꎬ
ＡＧＥ 可降低 ｐ￣ｅＮＯＳ 表达水平ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ ＝ ０. ００７)ꎻ而予以 ＧＬＰ￣１ 或 ｐ３８ＭＡＰＫ 抑制剂

ＳＢ２０３５８０ 预处理后ꎬ受抑制的 ｅＮＯＳ 蛋白表达水平

再次升高(Ｐ＝ ０.００４ 和 Ｐ ＝ ０.０１１)ꎬ差异有统计学意

义ꎻ在 ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组予以 ＳＢ２０３５８０ 预处理前后ꎬｐ￣
ｅＮＯＳ 蛋白表达水平差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.２７３ꎻ
图 ２)ꎮ
２.４　 ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ￣ＮＡＭＥ 对 ＧＬＰ￣１ 抑制 ＡＧＥ 诱

导细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测结果表明ꎬ各组予以不同处理

后ꎬ各组间细胞凋亡率差异具有统计学意义(Ｆ ＝
５０ ８６６ꎬＰ＝ ０.０００)ꎮ 多重比较显示ꎬ与对照组相比ꎬ
加入 ＡＧＥ 后ꎬ细胞凋亡率显著增高(Ｐ ＝ ０.０００)ꎻ加
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入 ＧＬＰ￣１ 与 ＡＧＥ 共孵育后ꎬ细胞凋亡率较单纯

ＡＧＥ 组显著降低(Ｐ ＝ ０.０００)ꎻ而在 ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 共

孵育组加入 Ｌ￣ＮＡＭＥ 后ꎬＧＬＰ￣１ 的抗凋亡作用显著

减弱(Ｐ＝ ０.００２)ꎬ提示对于 ＡＧＥ 诱导的细胞凋亡ꎬ
Ｌ￣ＮＡＭＥ 可抑制 ＧＬＰ￣１ 的抗凋亡作用 (图 ３ 及表

２)ꎮ

图 ２. ｐ３８ＭＡＰＫ 抑制剂和ＧＬＰ￣１对 ＡＧＥ 诱导 ｐ￣ｅＮＯＳ 及 ｔ￣
ｅＮＯＳ 蛋白表达的影响　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为 ＡＧＥ 组ꎬ３ 为 ＡＧＥ＋

ＧＬＰ￣１ 组ꎬ４ 为 ＡＧＥ＋ＳＢ２０３５８０ 组ꎬ５ 为 ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１＋ＳＢ２０３５８０ 组ꎮ ａ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡＧＥ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐ３８ＭＡＰＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ＧＬＰ￣１ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ｅＮＯＳ ａｎｄ ｔ￣ｅＮＯＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＡＧＥ

图 ３. Ｌ￣ＮＡＭＥ 对 ＧＬＰ￣１抑制 ＡＧＥ 诱导的内皮细胞凋亡的

影响　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ＡＧＥ 组ꎬＣ 为 ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组ꎬＤ 为 ＡＧＥ
＋ＧＬＰ￣１＋Ｌ￣ＮＡＭＥ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌ￣ＮＡＭＥ ｏｎ ＥＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ
ＧＬＰ￣１

表 ２. Ｌ￣ＮＡＭＥ 对 ＧＬＰ￣１抑制 ＡＧＥ 诱导内皮细胞凋亡的影

响(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ￣ＮＡＭＥ ｏｎ ＥＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ｂｙ ＧＬＰ￣１(ｘ±ｓ)

分　 组 ｎ 细胞凋亡率

对照组 ３ ６.１７％±０.６７％
ＡＧＥ 组 ３ ２０.６３％±２.８７％ ａ

ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组 ３ ６.９７％±０.７１％ ｂ

ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１＋Ｌ￣ＮＡＭＥ 组 ３ １２.７７％±１.１５％ ｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡＧＥ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０ ０５ꎬ与 ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组比较ꎮ

２.５　 ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ￣ＮＡＭＥ 及 ＧＬＰ￣１ 对 ＡＧＥ 诱导

的内皮细胞 ＮＯ 生成的影响

各组予以不同处理后ꎬＮＯ 生成组间差异具有

统计学意义(Ｆ ＝ ２５.０１３ꎬＰ ＝ ０. ０００)ꎮ 与对照组相

比ꎬＡＧＥ 可诱导细胞 ＮＯ 生成水平显著下降(Ｐ ＝
０ ０００)ꎬ而 ＧＬＰ￣１ 单独处理对细胞 ＮＯ 生成的影响

无统计学差异(Ｐ＝ ０.０５５)ꎻ加入 ＧＬＰ￣１ 与 ＡＧＥ 共孵

育后ꎬ 细胞 ＮＯ 含量较 ＡＧＥ 组明显升高 ( Ｐ ＝
０ ０００)ꎻ而在 ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组予以 ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ￣
ＮＡＭＥ 预处理细胞后ꎬ细胞 ＮＯ 含量较 ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１
组降低(Ｐ＝ ０.０１１)ꎬ提示在 ＡＧＥ 诱导的 ＮＯ 生成障

碍中ꎬＧＬＰ￣１ 至少部分通过激活 ｅＮＯＳ 通路促进 ＮＯ
生成(表 ３)ꎮ

表 ３. Ｌ￣ＮＡＭＥ 和 ＧＬＰ￣１对内皮细胞 ＮＯ 生成的影响(ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ￣ＮＡＭＥ ａｎｄ ＧＬＰ￣１ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ
ｏｆ ＮＯ(ｘ±ｓ)

分　 组 ｎ ＮＯ
对照组 ３ ２.１４±０.２５
ＡＧＥ 组 ３ １.１３±０.０９ａ

ＧＬＰ￣１ 组 ３ ２.４７±０.２３
ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组 ３ １.９８±０.１６ｂ

ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１＋Ｌ￣ＮＡＭＥ 组 ３ １.５１±０.１４ｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＡＧＥ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<
０ ０５ꎬ与 ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组比较ꎮ

３　 讨　 论

糖尿病可合并多种急慢性并发症ꎮ 研究表明ꎬ
ＡＧＥ 是许多慢性疾病的诱因ꎬＡＧＥ 在糖尿病血管并

发症如 Ａｓ 等的发生、发展中起重要作用[４￣５]ꎮ ＧＬＰ￣
１ 是一种由肠道内分泌细胞和脑神经细胞分泌的激

素ꎬ具有促进胰岛素分泌降低血糖、保护心血管系

统等作用[６]ꎮ
糖尿病高糖状态下ꎬＡＧＥ 生成明显加速ꎬ并在

４６５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ６ꎬ２０１６



血管壁沉积而难以降解ꎬ通过与其受体结合后激活

氧化应激ꎬ诱导 ＲＯＳ 生成明显增加ꎬ破坏内皮细胞

功能并促使其凋亡ꎬ加速 Ａｓ 的发展[７]ꎮ 本研究发

现 ＧＬＰ￣１ 可抑制 ＡＧＥ 诱导的内皮细胞 ＲＯＳ 病理性

增加ꎬ下调 ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白的表达ꎮ ＡＧＥ 组予以

ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白的特异抑制剂 ＳＢ２０３５８０ 预处理后ꎬ
ＡＧＥ 诱导的 ＲＯＳ 生成水平显著降低(Ｐ ＝ ０.００６)ꎮ
我们推测 ＧＬＰ￣１ 可能通过下调 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号蛋白

的表达ꎬ抑制 ＡＧＥ 诱导的 ＲＯＳ 病理性增加ꎮ
ｅＮＯＳ 作为调节血管内皮细胞最重要的蛋白酶

之一ꎬ在细胞增殖、凋亡及血管形成中扮演了重要

作用[８]ꎮ 研究表明ꎬＮＯ 是内皮细胞重要的保护因

子ꎬ具有抑制细胞凋亡及舒张血管的作用[９]ꎮ
Ｅｒｄｏｇｄｕ 等[１０]认为ꎬＧＬＰ￣１ 是通过 ＡＫＴ 信号通路来

调节 ｅＮＯＳ 的活性ꎮ ＧＬＰ￣１ 调节 ｅＮＯＳ 的表达可能

是通过多个信号通路来调节的ꎮ Ｈｕａｎｇ 等[１１] 报道ꎬ
在糖尿病大鼠中ꎬ一定浓度的 ＡＧＥ 可通过 ｐ３８
ＭＡＰＫ 信号通路介导ꎬ抑制内皮细胞 ｅＮＯＳ 磷酸化ꎬ
使 ＮＯ 生成减少ꎬ从而促进细胞凋亡ꎮ Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ 等
人[１２]研究显示ꎬＧＬＰ￣１ 可以抑制 ＡＧＥ 诱导 ＨＵＶＥＣ
的 ｅＮＯＳ ｍＲＮＡ 水平ꎮ 我们推测 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通

路可能参与了 ＧＬＰ￣１ 保护内皮细胞的作用ꎮ
本研究发现 ＡＧＥ 可显著抑制内皮细胞 ｅＮＯＳ 磷

酸化(Ｐ＝０.００７)ꎬ而 ＧＬＰ￣１ 预处理后可拮抗上述抑制

作用(Ｐ＝ ０.００４)ꎮ 在 ＡＧＥ 组加入 ｐ３８ＭＡＰＫ 抑制剂

ＳＢ２０３５８０ 预处理后ꎬＡＧＥ 对 ｅＮＯＳ 蛋白表达的抑制作

用减弱(Ｐ＝０.０１１)ꎮ 在ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组予以 ＳＢ２０３５８０
预处理后ꎬｅＮＯＳ 磷酸化蛋白表达水平差异无统计学

意义(Ｐ＝０.２７３)ꎮ 以上结果表明ꎬＧＬＰ￣１ 至少部分通

过 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路调节 ｅＮＯＳ 的表达ꎮ 在 ＡＧＥ＋
ＧＬＰ￣１ 共孵育组加入 ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ￣ＮＡＭＥ 后ꎬＧＬＰ￣
１ 对 ＡＧＥ 诱导内皮细胞凋亡的拮抗作用显著减弱(Ｐ
＝０.００２)ꎮ 与单纯 ＡＧＥ 组比较ꎬＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组的 ＮＯ
含量明显升高(Ｐ ＝ ０.０００)ꎻ在 ＡＧＥ＋ＧＬＰ￣１ 组加入

ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ￣ＮＡＭＥ 预处理细胞后ꎬ细胞 ＮＯ 含量

较 ＡＧＥ＋ ＧＬＰ￣１ 组降低(Ｐ＝ ０.０１１)ꎮ 以上结果提示ꎬ
在 ＡＧＥ 诱导内皮细胞损伤时ꎬＧＬＰ￣１ 可抑制 ｐ３８
ＭＡＰＫ 信号通路激活 ｅＮＯＳ 磷酸化反应ꎬ拮抗 ＡＧＥ 诱

导的细胞凋亡及 ＮＯ 生成障碍ꎬ从而对内皮细胞功能

发挥保护作用ꎮ 换言之ꎬＧＬＰ￣１ 可以通过上调 ｅＮＯＳ
的表达提高细胞 ＮＯ 的含量ꎬ进而抑制细胞凋亡ꎬ达
到保护内皮细胞的作用ꎮ

综上所述ꎬＧＬＰ￣１ 至少部分通过抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ

信号蛋白ꎬ上调 ｅＮＯＳ 表达ꎬ提高细胞 ＮＯ 含量ꎬ抑制

血管内皮细胞凋亡ꎬ起到延缓 Ａｓ 的作用ꎮ
魏丹 丹 等 人[１３] 的 研 究 认 为ꎬ ＲＯＳ 作 为

ｐ３８ＭＡＰＫ 信号蛋白的上游信号ꎬＲＯＳ 的下降导致

ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达的下调ꎮ ＲＯＳ 与 ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋

白的关系ꎬ仍需要我们进一步研究ꎮ
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