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巴西苏木素调控自噬对高糖诱导血管
内皮细胞损伤的影响
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[摘　 要] 　 目的　 探讨巴西苏木素对高糖诱导血管内皮细胞损伤的保护作用及其可能机制ꎬ为中药苏木治疗糖尿

病大血管病变提供实验依据ꎮ 方法　 培养人脐静脉内皮细胞ꎬ采用 ＭＴＴ 法确定巴西苏木素浓度ꎬ高糖诱导损伤后

加入巴西苏木素ꎬ透射电镜观察自噬体ꎻ小管形成实验观察血管生成ꎻ蛋白免疫印迹检测自噬相关基因 ＢＥＣＬＩＮ１、
ＬＣ３￣Ⅱ、ｐ６２ 蛋白的表达ꎮ 结果　 选定用于实验的巴西苏木素浓度为 １５ ｍｇ / Ｌꎻ透射电镜显示高糖组细胞中自噬体

数量较对照组少ꎬ而巴西苏木素组细胞中自噬体数量较对照组和高糖组多ꎻＢＥＣＬＩＮ１、ＬＣ３￣Ⅱ的蛋白表达在高糖组

较对照组低ꎬ在巴西苏木素组较高糖组高(Ｐ<０.０５)ꎻｐ６２ 的蛋白表达在高糖组较对照组高ꎬ在巴西苏木素组较对照

组和高糖组低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 巴西苏木素可能通过调控自噬而对高糖诱导血管内皮细胞损伤发挥保护作用ꎮ
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　 　 糖尿病大血管病变是糖尿病主要并发症之一ꎬ
近年来其发病率在我国已呈快速上升趋势ꎬ高糖诱

导“内皮损伤学说”是糖尿病大血管并发症发生的

关键[１￣３]ꎮ 因此保护血管内皮ꎬ对防治糖尿病血管
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并发症具有重要理论意义ꎮ 自噬是细胞在应激情

况下用来维持内环境稳定和存活的重要机制ꎬ对血

管内皮细胞和平滑肌细胞起到保护的作用ꎮ 巴西

苏木素作为中药苏木的主要有效成分ꎬ前期实验中

已证实其可用于糖尿病大血管病变的治疗[４]ꎬ本研

究通过细胞培养、透射电镜观察自噬体、小管生成

实验、免疫印迹等方法探讨巴西苏木素调控高糖诱

导的血管内皮细胞自噬的作用及机制ꎬ为中药苏木

治疗糖尿病大血管病变提供新靶点ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

人脐静脉内皮细胞株(ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司)ꎻ巴西苏

木素纯品(四川维克奇生物科技有限公司)ꎻ ＤＭＥＭ
Ｆ￣１２ 培养液、胎牛血清、青 / 链霉素双抗(ＨｙＣｌｏｎｅ 公

司)ꎻＭＴＴ 试剂盒 (碧云天公司)ꎻＭａｔｅｉｇｅｌ 基质胶

(ＢＤ 公司)ꎻ兔抗人 Ｂｅｃｌｉｎ１ 抗体、兔抗人 ｐ６２ 多克

隆抗体(北京博奥森生物技术有限公司)ꎻ兔抗人

ＬＣ３ 多克隆抗体(ＣＳＴ 公司)ꎮ
１.２　 人脐静脉内皮细胞的培养

将冻存管取出ꎬ置于 ３７℃水浴至无冰ꎬ立即将

细胞液转移入试管中ꎬ离心去上清ꎬ加入 ２~３ ｍＬ 细

胞培养液轻轻混匀ꎬ在细胞培养皿中加入 １０ ｍＬ 培

养液ꎬ将混匀的细胞悬液滴加至培养液中ꎬ吹吸混

匀ꎬ置于 ３７℃、０.５％ＣＯ２ 培养箱中培养ꎮ ２４ ｈ 后换

液ꎬ传代ꎬ传至第 ３~４ 代时用于实验ꎮ
１.３　 实验分组

对照组:细胞正常培养至单层 ７０％左右ꎻ高糖

组:待培养皿中细胞生长至单层 ７０％左右时ꎬ每皿

加入浓度为 ３３.３ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖溶液 １００ μＬꎬ建立

高糖诱导人脐静脉内皮细胞损伤体外模型ꎻ巴西苏

木素组:待培养皿中细胞生长至单层 ７０％左右时ꎬ
每皿加入浓度为 ３３.３ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖溶液 １００ μＬꎬ
并将 ＤＭＥＭ Ｆ￣１２ 培养液换成含 １５ ｍｇ / Ｌ 的含药培

养液ꎬ继续培养ꎮ
１.４　 ＭＴＴ 法确定巴西苏木素药物浓度

将细胞铺板接种于 ９６ 孔板ꎬ调整细胞密度为

５×１０６ 个 / Ｌꎬ每孔 ２００ μＬ 细胞悬液ꎬ设培养基空白

组和细胞对照组ꎬ边缘孔用无菌磷酸缓冲盐溶液

(ＰＢＳ)填充ꎬ铺板后 ３７℃孵育过夜ꎮ 添加巴西苏木

素浓度为 ２.５、５、１０ 及 １５ ｍｇ / Ｌ 的含药培养基培养

细胞ꎬ２４ ｈ 后以上每孔加入 １０ μＬ ＭＴＴ 溶液ꎬ３７℃
孵育 ４ ｈꎬ每孔各加入 １００ μＬ Ｆｏｒｍａｎｚａｎ 溶解液ꎬ在
细胞培养箱内继续孵育ꎬ直至在普通光学显微镜下

观察发现 Ｆｏｒｍａｎｚａｎ 全部溶解ꎬ于紫外分光光度计

５７０ ｎｍ 测定吸光度ꎮ 采用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计软件ꎬ组
间两两比较采用 ｔ 检验ꎬ并确定最佳药物浓度ꎬ重复

实验 ３ 次ꎮ
１.５　 透射电镜观察细胞中的自噬结构

每 １０ ｍｍ 培养皿中加 １.５ ｍＬ ０.２５％胰酶消化

细胞ꎬ２. ５ ｍＬ 培养液终止消化ꎬ１５００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加 １ ｍＬ 预冷 ＰＢＳ 吹打均匀ꎬ转入

１􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ留沉淀ꎮ 细胞收

集后ꎬ固定、脱水、包埋、切片ꎬ采用日本日立公司 Ｈ￣
７６５０ 透射电镜观察ꎮ
１.６　 小管形成实验观察血管生成

４℃冰箱预冷枪头、培养板等 ２４ ｈꎬ将融化后的

Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶加入 ９６ 孔板ꎬ每孔 ６０ μＬꎬ３７℃孵育

１ ｈꎮ ９６ 孔板中ꎬ每孔接种 １００ μＬ 密度为 １×１０７ / Ｌ
细胞悬液ꎬ分为对照组和巴西苏木素组ꎬ巴西苏木

素组加入浓度为 １５ ｍｇ / Ｌ 的含药培养基ꎬ每组设 ３
个复孔ꎮ 分别于 ２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ 倒置显微镜下观察内

皮细胞形成小管样结构的情况ꎬ并拍照ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ和 ｐ６２ 的蛋

白表达

裂解细胞提取蛋白ꎬ定量后煮沸 ５ ｍｉｎ 变性ꎬ半
干转膜法将蛋白条带转至 ＰＶＤＦ 膜ꎮ 常温封闭 ２ ｈꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜ꎬ一抗工作液(Ｂｅｃｌｉｎ１ 为 １ ∶ ５００ꎬＬＣ３￣Ⅱ
为 １ ∶ １０００ꎬｐ６２ 为 １ ∶ ５００) ４℃过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎬ常
温孵育二抗 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎬ显影并分析各条带

灰度ꎮ
１.８　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计软件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ꎬ多组两两比

较用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 巴西苏木素药物浓度的确定

各浓度组间有统计学差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 巴西苏

木素浓度为 １５ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ增殖率最高且细胞毒性小ꎬ
因此实验选择 １５ ｍｇ / Ｌ 巴西苏木素干预 ２４ ｈ(图
１)ꎮ
２.２　 细胞中的自噬结构

高糖组细胞中自噬体数量较对照组少ꎬ而巴西

苏木素组细胞中自噬体数量较对照组和高糖组多ꎬ
结果表明高糖能够明显抑制血管内皮细胞的自噬

活性(图 ２)ꎮ
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图 １. ＭＴＴ 法确定巴西苏木素药物浓度　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ 巴西苏木素组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ Ｂｒａｚｉｌｉｎ ｄｒｕｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图 ２. 透射电镜下各组自噬体数量(１２０００×)　 　 从左到右依次为对照组、高糖组、巴西苏木素组ꎮ 红色方框指示的为自噬体ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｓｈｏｗｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂｏｄｙ ｎｕｍｂｅｒ(１２０００×)

２.３　 巴西苏木素促进细胞血管生成

巴西苏木素组细胞在培养 ８ ｈ 后形成明显的小管

样结构ꎬ且小管间交联成网ꎬ小管样结构显著多于对照

组ꎬ说明巴西苏木素促进内皮细胞形成小管(图 ３)ꎮ

图 ３. 显微镜下细胞小管生成情况(２００×) 　 　 从左到右依次

为对照组、巴西苏木素组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
ｕｎｄｅｒ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ(２００×)

２.４　 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ和 ｐ６２ 的蛋白表达

Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ的蛋白表达在高糖组低于对照

组ꎬ在巴西苏木素组高于高糖组ꎬ且 Ｂｅｃｌｉｎ１ 增高较

为显著ꎮ ｐ６２ 的蛋白表达在高糖组高于对照组ꎬ在
巴西苏木素组低于对照组和高糖组(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ

３　 讨　 论

业已证实高糖引起的血管内皮细胞损伤是糖

尿病血管并发症发生的重要病理基础ꎬ探索高糖引

发血管内皮细胞损伤的作用机制及其防治措施对

于控制糖尿病大血管并发症具有十分重要的现实

意义ꎮ 自噬是指细胞将受损变性的蛋白质以及损

伤细胞器运输到溶酶体进行消化降解ꎬ以实现细胞

本身的代谢需要和相关细胞器的更新ꎬ并且以胞质

内出现自噬体为特征的细胞自我消化过程ꎬ是细胞

在应激情况下用来维持内环境稳定和存活的重要

机制[５]ꎮ 在糖尿病血管并发症的发病过程中ꎬ自噬

对血管内皮细胞和平滑肌细胞起到了保护的作用ꎮ
自噬受一系列基因的调控ꎬＢｅｃｌｉｎ１ 是自噬体形成过

程中所必需的分子ꎬ可介导自噬蛋白定位于吞噬

泡ꎬ继而调控自噬体的形成与成熟ꎻＬＣ３￣Ⅱ与 ｐ６２ 是

细胞内自噬的标记物[６] ꎮ因此ꎬ本研究通过检测自
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图 ４. Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ和 ｐ６２ 的蛋白表达(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高糖组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ１ꎬ ＬＣ３￣Ⅱ ａｎｄ ｐ６２ ｐｒｏｔｅｉｎ(ｎ＝ ３)

噬相关分子的蛋白表达亦可反映自噬活性的变化ꎮ
中医认为ꎬ糖尿病大血管并发症相当于“血痹”、

“脱疽”等疾病ꎮ 燥热灼伤津液ꎬ炼液为痰ꎬ痰浊内生ꎬ
与瘀血共结于脉络ꎬ而见“血痹、脱疽”ꎬ治法为活血化

瘀祛痰ꎮ 苏木为豆科云实属植物ꎬ具有活血散结、镇
静止痛等功效ꎮ 巴西苏木素属于高异黄酮类化合物

的衍生物ꎬ是苏木的主要有效成分ꎬ对大鼠离体动脉、
人脐静脉上皮细胞和肠系膜动脉具有血管舒张作用ꎬ
其作用机制与 ＮＯ 的释放和 ｃＧＭＰ 合成有关[７￣９]ꎮ 我

们在前期研究中发现巴西苏木素可在大鼠的血液中

有效表达[１０]ꎮ 迄今为止ꎬ关于高糖对血管内皮细胞

自噬活性的影响及其在诱导血管内皮细胞损伤中的

作用研究报道较为少见ꎮ 本研究在高糖诱导人脐静

脉内皮细胞损伤体外模型中观察高糖对人脐静脉内

皮细胞自噬活性的影响ꎬ结果发现ꎬ高糖处理的细胞

中自噬体数量以及自噬正调控相关基因 Ｂｅｃｌｉｎ１ 和自

噬标志性分子 ＬＣ３Ⅱ̄的蛋白表达水平较正常对照细

胞明显降低ꎬ负调控相关基因 ｐ６２ 较正常对照细胞明

显增加ꎬ提示高糖对血管内皮细胞的自噬活性同样具

有明显抑制作用ꎮ
综上所述ꎬ本研究证实了巴西苏木素对高糖诱

导的血管内皮细胞损伤具有保护作用ꎬ揭示了高糖

能抑制血管内皮细胞自噬活性ꎬ并与其诱导血管内

皮细胞损伤作用密切有关ꎮ 这不仅对揭示自噬在

高糖诱导血管内皮细胞损伤中的作用具有重要理

论意义ꎬ亦为以自噬为靶点防治糖尿病大血管并发

症提供了科学依据ꎮ
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