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[摘　 要] 　 目的　 探讨二甲双胍能否降低同型半胱氨酸(Ｈｃｙ)对血管内皮细胞的损伤及其可能的机制ꎮ 方法　
培养人血管内皮细胞株(ＥＣ３０４ 人血管内皮细胞)ꎬ分为对照组、Ｈｃｙ 组、二甲双胍组和 Ｈｃｙ＋二甲双胍组ꎬ采用 ＣＣＫ￣
８ 检测细胞活力ꎬ采用乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、丙二醛(ＭＤＡ)试剂盒测定内皮细胞 ＬＤＨ、ＳＯＤ
活性及细胞内 ＭＤＡ 含量ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＳＯＤ１、过氧化氢酶(ＣＡＴ)和 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ２(ＮＯＸ２) ｍＲＮＡ 的表达ꎬ
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＭＰＫα 和 ｐ￣ＡＭＰＫα 蛋白的表达ꎮ 结果　 与对照组相比ꎬＨｃｙ 组内皮细胞活力明显下降ꎬ
ＬＤＨ 活性增加ꎬ细胞内 ＭＤＡ 含量升高ꎬＳＯＤ 活性下降ꎬＳＯＤ１ 和 ＣＡＴ ｍＲＮＡ 表达水平显著下降ꎬ而 ＮＯＸ２ ｍＲＮＡ 表

达水平则明显升高ꎬ二甲双胍能够抑制 Ｈｃｙ 引起的细胞活力下降及 ＬＤＨ、ＭＤＡ 增加ꎻ二甲双胍增加 ＳＯＤ 活性ꎬ增加

ＳＯＤ１ 和 ＣＡＴ ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ减少 ＮＯＸ２ ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ ＡＭＰＫ 抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｄ Ｃ 则可以逆转二甲双胍对 Ｈｃｙ
引起的内皮细胞损伤的保护作用ꎮ 结论　 二甲双胍激活 ＡＭＰＫ 可能通过调控细胞内氧化应激抑制 Ｈｃｙ 对内皮细

胞的损伤ꎮ
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　 　 二甲双胍(ｍｅｔｆｏｒｍｉｎꎬＭｅｔ)是目前应用最为广

泛的抗糖尿病药物ꎬ多个研究表明二甲双胍能减少

２ 型糖尿病患者的心血管死亡率[１￣２]ꎮ 而且这种作

用是不依赖其降糖作用ꎬ腺苷酸活化蛋白激酶

(ＡＭＰ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＡＭＰＫ)的激活在二

甲双胍发挥其心血管保护作用中起着关键的作

用[３]ꎬ我们前期实验也发现二甲双胍可以通过激活

ＡＭＰＫ 抑制压力负荷引起的心肌肥厚[４￣５]ꎮ 研究证

实高同型半胱氨酸(ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅꎬＨｃｙ)是引起心血

管疾病的独立危险因素ꎬ而高 Ｈｃｙ 主要通过损伤血

管内皮而引起心血管疾病[６]ꎮ 目前二甲双胍对高

Ｈｃｙ 引起的内皮损害的影响尚未见报道ꎮ 本实验拟

采用人血管内皮细胞株(ＥＣ３０４ 人血管内皮细胞)
复制高 Ｈｃｙ 的内皮细胞损伤模型ꎬ观察二甲双胍对

高 Ｈｃｙ 引起的内皮细胞损伤的影响ꎬ探讨其可能的

保护机制及其相应的信号通路ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

　 　 人血管内皮细胞株(ＥＣ３０４ 人血管内皮细胞)
购自南京凯基生物公司ꎮ Ｐｒｉｓｍ ７５００ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
仪(ＡＢＩ 公司)ꎬ垂直板蛋白电泳装置(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司)ꎬ ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ＬＡＳ ４０００ 化学发光仪 (ＧＥ 公

司)ꎮ Ｈｃｙ、二甲双胍(Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬ总 ＲＮＡ 提取试

剂 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬ逆转录试剂盒

(Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司)ꎬＰＣＲ 荧光定量检测试剂盒(Ｇｅ￣
ｎｅＣｏｐｏｅｉａ 公司)ꎬｐ￣ＡＭＰＫα 单克隆抗体、 ｔ￣ＡＭＰＫα
单克隆抗体(美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司)ꎬ鼠抗 β￣ａｃｔｉｎ
单克隆抗体(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎬＨＲＰ 标记的二抗(北
京中杉金桥生物技术有限公司)ꎬ丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌ￣
ｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)测定试剂盒、乳酸脱氢酶( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅ￣
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＬＤＨ) 测定试剂盒、超氧化酶歧化酶

(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)测定试剂盒(南京凯

基生物科技发展有限公司)ꎮ 所用引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司合成ꎮ
１.２　 细胞培养

使用含 １０％ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基培养血管

内皮细胞ꎬ当细胞生长汇合达 ８０％ 以上时进行

传代ꎮ
１.３　 实验分组

实验分为对照组、Ｈｃｙ 组 (加入 １０００ μｍｏｌ / Ｌ
Ｈｃｙ)、二甲双胍组(加入 ２０００ μｍｏｌ / Ｌ 二甲双胍)、
Ｈｃｙ＋二甲双胍组(加入 １０００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 和 ２０００
μｍｏｌ / Ｌ 二甲双胍)ꎮ 细胞在培养 ２４ ｈ 后ꎬ换无血清

培养液培养 １２ ｈꎬ按分组加入药物处理 ２４ ｈ 并收集

样本ꎮ
１.４　 ＣＣＫ￣８ 检测细胞活力

血管内皮细胞按 ８０００ 个细胞 / 孔接种于 ９６ 孔

板中ꎬ每组 ５ 个复孔ꎬ每孔含培养基 ２００ μＬꎮ 细胞

培养 ２４ ｈ 后ꎬ弃培养基ꎬ更换为等体积的不含血清

的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基ꎬ按照上述分组将培养基换成

不同浓度药物的 ２００ μＬ 培养基ꎬ再培养 ２４ ｈꎻ２４ ｈ
后每孔加入 ２０ μＬ ＣＣＫ￣８ 试剂ꎬ将 ９６ 孔板置于黑暗

密闭的培养箱中孵育 ２ ｈꎻ将酶标仪的波长调至 ４９０
ｎｍꎬ测量并记录各组的 ＯＤ 值ꎬ各孔真实 ＯＤ 值为实

际测得值减去调零孔 ＯＤ 值ꎬ细胞活力为各处理组

真实 ＯＤ 值平均值与对照组真实 ＯＤ 值平均值

之比ꎮ
１.５　 ＬＤＨ 活性、ＳＯＤ 活性及 ＭＤＡ 含量的检测

细胞同步化后ꎬ分为对照组、Ｈｃｙ 组、二甲双胍

组、Ｈｃｙ＋二甲双胍组ꎬ药物孵育 ２４ ｈ 后ꎬ提取各组细

胞培养液利用 ＬＤＨ、ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 测定试剂盒进行

检测ꎮ
１. ６ 　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＳＯＤ１、过氧化氢酶及

ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ２ ｍＲＮＡ 表达

取培养的内皮细胞ꎬ按 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书ꎬ
使用 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解ꎬ提取内皮细胞总 ＲＮＡꎬ分光光度法

测定并计算提取的总 ＲＮＡ 含量及浓度ꎮ 按照逆转

录试剂盒说明书ꎬ内皮细胞总 ＲＮＡ 逆转录反应合成

ｃＤＮＡꎬＳＯＤ１、过氧化氢酶(ｃａｔａｌａｓｅꎬＣＡＴ)及 ＮＡＤＰＨ
氧化酶 ２(ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ２ꎬＮＯＸ２) ｍＲＮＡ 及内参

照 β￣ａｃｔｉｎ 引物序列见表 １ꎬ退火温度均为 ６０℃ꎬ
ＰＣＲ 反应循环次数为 ４０ 次ꎮ 按定量 ＰＣＲ 试剂盒进

行操作ꎬ以 ２０ μＬ 反应体系进行 ＰＣＲꎬ取 ２ μＬ 逆转

录反应产物与 ＣＡＴ、ＳＯＤ１、ＮＯＸ２ ｍＲＮＡ 及内参照

β￣ａｃｔｉｎ 引物进行ꎮ ＰＣＲ 反应条件:预变性 ９５℃ １０
ｍｉｎꎬ９５℃ １５ ｓꎬ６０℃ ２０ ｓꎬ７２℃ ３２ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 在

ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ７５００ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 上操作反应ꎬ数
据采用 ２－ΔΔＣｔ法表示ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测血管内皮细胞 ＡＭＰＫα 和 ｐ￣
ＡＭＰＫα 蛋白的表达

取血管内皮细胞ꎬ使用碧云天细胞总蛋白提试

剂盒提取内皮细胞总蛋白ꎬ使用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓

度ꎬ上样 ８０ μｇ 蛋白提取液ꎬ１０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ将
蛋白转移至 ＮＣ 膜ꎬ ４℃ 摇床上封闭 １ ｈꎬ 加入

１ ∶ １０００稀释的一抗(小鼠抗人 ＧＬＵＴ￣４ 单克隆抗

体)ꎬ４℃摇床上孵育过夜ꎬ封闭漂洗后加入 １ ∶ ２０００
稀释的二抗(辣根酶标记的兔抗小鼠 ＩｇＧ 抗体)ꎬ室
温下杂交 １ ｈꎬ使用 Ｔｈｅｒｍｏ 超敏发光试剂增强反应ꎬ
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应用 ＧＥ ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ＬＡＳ ４０００ 化学发光仪显像ꎬ并
根据灰度值分析 ＡＭＰＫα 和 ｐ￣ＡＭＰＫα 蛋白相对表

达量ꎮ

表 １. 引物序列

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因 碱基序列 产物长度

ＮＯＸ２
上游 ５′￣ＡＧＣＣＧＡＡＴＧＣＴＧＴＣＡＣＴＴ￣３′

下游 ５′￣ＡＧＴＴＧＴＣＧＴＧＧＡＴＧＴＡＣＴＧＧ￣３′ ２００ ｂｐ

ＳＯＤ１
上游 ５′￣ＧＧＧＣＡＴＣＡＴＣＡＡＴＴＴＣＧＡ￣３′

下游 ５′￣ＡＧＣＣＴＧＣＴＧＴＡＴＴＡＴＣＴＣＣＡ￣３′ ２００ ｂｐ

ＣＡＴ
上游 ５′￣ＴＧＴＧＡＡＣＴＧＴＣＣＣＴＡＣＣＧ￣３′
下游 ５′￣ＧＴＧＴＴＧＡＡＴＣＴＣＣＧＣＡＣＴ￣３′ ３２０ ｂｐ

β￣ａｃｔｉｎ
上游 ５′￣ＡＧＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ￣３′
下游 ５′￣ＴＣＣＡＴＧＣＣＣＡＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧ￣３′ ２００ ｂｐ

１.８　 统计学分析

数据用ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方差

分析ꎬ组间两两比较采用最小显著性差异法ꎮ 以 Ｐ<
０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１ 　 二甲双胍对 Ｈｃｙ 刺激后的内皮细胞活力的

影响

细胞在不同浓度 Ｈｃｙ(２５０、５００、１０００ 及 ２０００
μｍｏｌ / Ｌ)作用 ２４ ｈ 后ꎬ细胞活力降低ꎬ且随着 Ｈｃｙ
浓度的增加ꎬ细胞活力逐渐下降(Ｐ<０.０５ꎻ图 １Ａ)ꎮ
细胞在不同浓度二甲双胍(２５０、５００、１０００ 及 ２０００
μｍｏｌ / Ｌ)作用 ２４ ｈ 后ꎬ细胞活力无明显差异 (图

１Ｂ)ꎮ 细胞按对照组、Ｈｃｙ 组(１０００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ)、
二甲双胍组(２０００ μｍｏｌ / Ｌ 二甲双胍)、Ｈｃｙ＋二甲双

胍组(１０００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ＋２０００ μｍｏｌ / Ｌ 二甲双胍)处
理 ２４ ｈ 后ꎬＨｃｙ 组细胞活力与对照组相比降低(Ｐ<
０.０５)ꎬ而 Ｈｃｙ＋二甲双胍组细胞活力与 Ｈｃｙ 组相比

活力增加(Ｐ<０.０５ꎻ图 １Ｃ)ꎮ 说明二甲双胍能够减

轻 Ｈｃｙ 引起的内皮细胞活力的下降ꎮ 二甲双胍组

ＬＤＨ 水平较对照组明显增加ꎬ而 Ｈｃｙ＋二甲双胍组

ＬＤＨ 活性较 Ｈｃｙ 组显著降低(图 １Ｄ)ꎮ

图 １. 二甲双胍对 Ｈｃｙ 刺激后的内皮细胞活力的影响(ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈｃｙ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｏｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ(ｎ＝ ６)

２.２　 二甲双胍对细胞 ＭＤＡ 含量、ＳＯＤ 活性的影响

二甲双胍组 ＭＤＡ 含量与对照组相比无明显差

异ꎬＨｃｙ 组 ＭＤＡ 含量与对照组相比明显增加(Ｐ<
０.０１)ꎬ而 Ｈｃｙ＋二甲双胍组 ＭＤＡ 含量与 Ｈｃｙ 组相比

显著降低(图 ２Ａ)ꎮ 二甲双胍组总 ＳＯＤ 活性与对照

组相比无明显差异ꎬ而 Ｈｃｙ 组总 ＳＯＤ 活性与对照组

相比明显下降(Ｐ < ０. ０５)ꎬ而 Ｈｃｙ ＋二甲双胍组总

ＳＯＤ 活性与 Ｈｃｙ 组相比明显增加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２Ｂ)ꎮ
２.３　 二甲双胍对细胞 ＳＯＤ１、ＣＡＴ 和 ＮＯＸ２ ｍＲＮＡ
表达的影响

与对照组相比ꎬ 二甲双胍组 ＳＯＤ１、 ＣＡＴ 和

ＮＯＸ２ ｍＲＮＡ 的表达水平无明显差异ꎬ而 Ｈｃｙ 组
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ＳＯＤ１ 和 ＣＡＴ ｍＲＮＡ 的表达水平显著降低ꎬＮＯＸ２
ｍＲＮＡ 的表达水平则显著增加ꎻＨｃｙ ＋二甲双胍组

ＳＯＤ１ 和 ＣＡＴ ｍＲＮＡ 的表达水平较 Ｈｃｙ 组明显增

加ꎬ而 ＮＯＸ２ ｍＲＮＡ 的表达水平则显著下降 (Ｐ <
０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

图 ２. 二甲双胍对细胞 ＭＤＡ 含量和 ＳＯＤ 活性的影响(ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈｃｙ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｏｎ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ６)

图 ３. 二甲双胍对细胞 ＳＯＤ１、ＣＡＴ 和 ＮＯＸ２ ｍＲＮＡ 表达的影响(ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈｃｙ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＯＤ１ꎬ ＣＡＴ ａｎｄ ＮＯＸ２ ｍＲＮＡ(ｎ＝ ６)

２.４　 二甲双胍对细胞 ｐ￣ＡＭＰＫα 蛋白表达的影响

二甲双胍组 ｐ￣ＡＭＰＫα 表达水平与对照组相比

明显增加(Ｐ<０.０５)ꎻ而 Ｈｃｙ 组 ｐ￣ＡＭＰＫα 表达水平

与对照组相比有增加趋势ꎬ但未有统计学差异ꎻＨｃｙ
＋二甲双胍组 ｐ￣ＡＭＰＫα 表达水平明显高于对照组

(Ｐ<０.０５)ꎬ而与二甲双胍组无明显差异(图 ４)ꎮ

图 ４. 二甲双胍对细胞 ｐ￣ＡＭＰＫα和 ｔ￣ＡＭＰＫα蛋白表达的
影响(ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｐ￣ＡＭＰＫα ａｎｄ ｔ￣ＡＭＰＫα(ｎ＝ ６)

２.５　 Ｃｏｍｐｏｕｄ Ｃ 逆转二甲双胍的细胞保护作用

按对照组、Ｈｃｙ 组、二甲双胍组、Ｈｃｙ＋二甲双胍

组、Ｃｏｍｐｏｕｄ Ｃ 组(１ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｏｍｐｏｕｄ ＣꎬＡＭＰＫ 抑制

剂)、Ｈｃｙ＋Ｍｅｔ＋Ｃｏｍｐｏｕｄ Ｃ 组进行分组ꎬ结果发现ꎬ单
纯 Ｃｏｍｐｏｕｄ Ｃ 刺激对细胞活力无明显影响ꎬ而 Ｈｃｙ＋
Ｍｅｔ＋Ｃｏｍｐｏｕｄ Ｃ 组细胞活力较 Ｈｃｙ＋二甲双胍组明显

下降(Ｐ<０.０５)ꎬ说明 ＡＭＰＫ 的激活参与二甲双胍对

Ｈｃｙ 引起的内皮细胞损伤的保护作用(图 ５)ꎮ

３　 讨　 论

高同型半胱氨酸血症是动脉粥样硬化的独立

危险因子之一ꎬ而 Ｈｃｙ 对血管内皮细胞损伤是其引

起动脉粥样硬化的重要原因ꎮ Ｈｃｙ 使内皮细胞发生

损伤的机制包括氧化应激、死亡受体通路、线粒体

通路及内质网通路[７]ꎮ 正常细胞内的活性氧主要

包括超氧阴离子、羟自由基、氧自由基等ꎬ当然ꎬ双
氧水、脂质过氧化物等活性氧的衍生物也属于活性

氧ꎮ 正常生理状态下ꎬ活性氧是细胞内重要的信号

因子ꎬ细胞的生长、黏附、转录因子的活化等都与活

性氧有关ꎮ 一般情况下ꎬ活性氧对细胞不构成伤
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图 ５. ＡＭＰＫ 抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｄ Ｃ 逆转二甲双胍的细胞保护

作用(ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈｃｙ
组相比ꎻＣ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈｃｙ＋二甲双胍组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｃｏｍｐｏｕｄ Ｃ (ａｎ ＡＭＰＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ) ｃｏｕｌｄ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ(ｎ＝ ６)

害ꎬ这主要归功于细胞内众多酶参与下的抗氧化

系ꎻ当活性氧产生过多或者是抗氧化酶出现异常

时ꎬ过量的氧自由基生成则会让细胞面临严重的损

伤ꎬ甚至是凋亡或坏死ꎮ 本研究中ꎬＨｃｙ 呈剂量依赖

性抑制内皮细胞活力ꎬＨｃｙ 组 ＬＤＨ 活性和 ＭＤＡ 含

量上升ꎬ而 ＳＯＤ 活性下降ꎬ因此ꎬ氧化应激参与了

Ｈｃｙ 对内皮细胞的损伤ꎮ
二甲双胍是目前应用最为广泛的抗糖尿病药

物ꎬ目前的研究表明ꎬ二甲双胍不仅能够通过降低

血糖产生心血管保护作用ꎬ还能够通过激活 ＡＭＰＫ
产生心脑血管保护作用ꎬ降低心血管事件及全因死

亡率[１￣２]ꎬ然而ꎬ目前二甲双胍对高 Ｈｃｙ 引起的内皮

损害的影响尚未见报道ꎮ 本研究发现ꎬ二甲双胍并

不会引起血管内皮细胞活力的损伤ꎬ二甲双胍可以

减缓 Ｈｃｙ 引起的血管内皮细胞活力下降ꎬ鉴于二甲

双胍的保护作用可能是通过激活 ＡＭＰＫ 通路实现ꎬ
本研究还通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ｔ￣ＡＭＰＫα 和 ｐ￣
ＡＭＰＫα 的表达ꎬ发现二甲双胍组、Ｈｃｙ＋二甲双胍组

ｐ￣ＡＭＰＫα 的表达明显高于对照组和 Ｈｃｙ 组ꎬ说明在

血管内皮细胞中ꎬ二甲双胍能够明显激活 ＡＭＰＫꎮ
加入 ＡＭＰＫ 抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｄ Ｃ 则可以逆转二甲双

胍对 Ｈｃｙ 对内皮细胞损伤的保护作用ꎬ说明 ＡＭＰＫ
在二甲双胍抑制 Ｈｃｙ 引起的内皮细胞损伤中起到

重要作用ꎮ
目前研究表明 ＡＭＰＫ 激活后具有抑制细胞内

氧化应激的作用[８￣１０]ꎬ本研究也发现 Ｈｃｙ＋二甲双胍

组 ＬＤＨ 活性和 ＭＤＡ 含量下降ꎬ而 ＳＯＤ 活性上升ꎻ

Ｈｃｙ 组 ＳＯＤ１ 和 ＣＡＴ ｍＲＮＡ 的表达水平明显下降ꎬ
而 ＮＯＸ２ ｍＲＮＡ 的表达水平上升ꎻＨｃｙ＋二甲双胍组

ＳＯＤ１ 和 ＣＡＴ ｍＲＮＡ 的表达水平明显上升ꎬ而 ＮＯＸ２
ｍＲＮＡ 的表达水平下降ꎮ 二甲双胍可能是通过抑制

血管内皮细胞的氧化应激ꎬ使细胞内的超氧阴离

子、羟自由基、氧自由基等活性水平下降ꎬ产生血管

内皮细胞保护作用ꎮ 因此推测 ＡＭＰＫ￣ＲＯＳ 通路在

二甲双胍抑制 Ｈｃｙ 引起的细胞损伤中起到重要

作用ꎮ
本研究是在细胞水平上观察 Ｈｃｙ 对内皮细胞

的细胞活力及氧化应激的作用ꎬ结果发现二甲双胍

对 Ｈｃｙ 损伤的内皮细胞有保护作用ꎬ其机制可能与

二甲双胍激活 ＡＭＰＫ 有关ꎮ 但是ꎬ二甲双胍激活

ＡＭＰＫ 后具体通过什么机制抑制细胞内氧化应激有

待进一步研究ꎮ
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