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[摘　 要] 　 目的　 研究血管紧张素(１￣７)[Ａｎｇ(１￣７)] / Ｍａｓ 受体轴能否通过调控 ＡＴＰ 敏感性钾通道(ＫＡＴＰ 通道)对

抗高糖引起的人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)损伤ꎮ 方法　 应用 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖(高糖)作用 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ 建立糖

尿病血管内皮细胞损伤模型ꎬ应用蛋白免疫印迹法检测 ＫＡＴＰ通道蛋白的表达水平ꎬＣＣＫ￣８ 检测细胞存活率ꎬ乳酸脱

氢酶(ＬＤＨ)试剂盒检测细胞培养液中 ＬＤＨ 活性ꎬＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 核染色荧光显微镜照相法检测凋亡细胞数量ꎬ双氯

荧光素染色荧光显微镜照相法测定细胞内活性氧(ＲＯＳ)水平ꎬ罗丹明 １２３ 染色荧光显微镜照相法测定线粒体膜电

位(ＭＭＰ)ꎬＥＬＩＳＡ 检测培养液中白细胞介素 １β( ＩＬ￣１β)和肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)的分泌水平ꎮ 结果　 高糖分别

作用 ＨＵＶＥＣ １~２４ ｈꎬ从 ３ ｈ 起 ＫＡＴＰ通道蛋白的表达水平呈时间依赖性降低ꎬ在 ２４ ｈ 时 ＫＡＴＰ通道蛋白的表达下降最

明显ꎮ ２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和高糖共处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ 可抑制高糖对 ＫＡＴＰ通道蛋白表达的下调ꎮ 此外ꎬ２０ μｍｏｌ / Ｌ
Ａｎｇ(１￣７)共处理或 １００ μｍｏｌ / Ｌ 吡拉地尔(ＫＡＴＰ通道开放剂)预处理细胞均能对抗高糖引起的 ＨＵＶＥＣ 损伤ꎬ使细胞

存活率升高ꎬＬＤＨ 活性降低ꎬ凋亡细胞数量、ＲＯＳ 生成、ＭＭＰ 丢失及 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 的分泌减少ꎮ １０ μｍｏｌ / Ｌ Ａ￣７７９
(Ｍａｓ 受体拮抗剂)共处理或 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 格列本脲(ＫＡＴＰ 通道阻断剂)预处理均能阻断 Ａｎｇ(１￣７)的上述细胞保护作

用ꎮ 结论　 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴通过调控 ＫＡＴＰ通道对抗高糖引起的 ＨＵＶＥＣ 损伤ꎮ
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Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５１１４００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓꎬ Ｈｕａｎｇｐｕ Ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｏｆ Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｓｕｎ Ｙａｔ￣ｓｅｎ Ｕｎｉ￣
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ｎｅｌｓ (ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌｓ) .　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏ ｅｓｔａｂ￣
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ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ２′ꎬ ７′￣ｄｉｃｈｌｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ￣ｄｉａｃｅｔａｔｅ (ＤＣＦＨ￣
ＤＡ) ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｐｈｏｔｏｆｌｕｏｒｏｇｒａｐｈｙꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ (ＭＭＰ) ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｐｈｏｔｏｆｌｕｏｒｏｇｒａｐｈｙꎬ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１β (ＩＬ￣１β) ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣α (ＴＮＦ￣
α) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｆｏｒ
１~２４ ｈꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.　 Ａｆｔｅｒ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＨＧ ｆｏｒ ３ ｈꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒꎬ ｒｅａｃｈｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｄｅｃｒｅａｓｅ ａｔ ｔｈｅ ２４ ｈ ｐｏｉｎｔ. 　 Ｃｏ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７) ａｎｄ ＨＧ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＨＧ.
Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｃｏ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７) ａｎｄ ＨＧ ｏｒ ｐｒｅ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ １００ μｍｏｌ / Ｌ
ｐｉｎａｃｉｄｉｌ (ａ ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｏｐｅｎｅｒ) ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｄ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｉｅｓꎬ ｅｖｉｄｅｎｃｅｄ ｂｙ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ
ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＬＤＨꎬ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒꎬ ＲＯＳ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ ＭＭＰ ｌｏｓｓ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣１β ａｎｄ ＴＮＦ￣
α.　 Ｃｏ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ １０ μｍｏｌ / Ｌ Ａ￣７７９ ( ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ Ｍａｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ) ａｎｄ ＨＧ ｏｒ ｐｒｅ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｒ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｉｂ￣
ｅｎｃｌａｍｉｄｅ (ａ ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｂｌｏｃｋｅｒ) ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａｎｇ(１￣７) /
Ｍａｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｘｉｓ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｇａｉｎｓｔ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌｓ.

　 　 高血糖不仅是诊断糖尿病的基本要素ꎬ更是导

致糖尿病心血管并发症发生的一个重要病理生理

机制ꎮ 高血糖引起的血管内皮功能紊乱是糖尿病

血管并发症发生的始动因素ꎬ但其发生机制尚未完

全明了ꎮ ＡＴＰ 敏感性钾通道 ( ＫＡＴＰ 通道) 最早于

１９８３ 年在心肌细胞中发现[１]ꎻ随后的研究表明ꎬ骨
骼肌、平滑肌、神经元和血管内皮细胞也有 ＫＡＴＰ 通

道的表达ꎮ ＫＡＴＰ 通道被视为细胞内代谢信号感受

器ꎬ通过偶联细胞能量代谢和细胞兴奋性ꎬ调节机

体对外界刺激的适应性ꎮ 有研究指出ꎬ高血糖(简
称高糖)可损伤 ＫＡＴＰ通道功能从而引起心血管系统

的损害ꎬ通过改善 ＫＡＴＰ通道功能可发挥细胞保护作

用[２￣４]ꎮ 因此ꎬ寻找能对抗高糖损伤 ＫＡＴＰ 通道的保

护剂将为防治糖尿病心血管损伤拓宽思路ꎬ具有重

要的临床意义ꎮ
血管紧张素 (１￣７) [ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ( １￣７)ꎬＡｎｇ ( １￣

７)] 是 肾 素￣血 管 紧 张 素 系 统 ( ｒｅｎｉｎ￣ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ
ｓｙｓｔｅｍꎬＲＡＳ)中具有生物活性的七肽分子ꎮ Ｇ 蛋白

偶联的 Ｍａｓ 蛋白可调节 Ａｎｇ(１￣７)的应答反应ꎬ是
Ａｎｇ(１￣７)的受体ꎬ在人血管内皮细胞中有大量的表

达[５￣６]ꎮ 近年来ꎬ越来越多的证据表明ꎬＡｎｇ(１￣７) /
Ｍａｓ 受体轴能对抗糖尿病引起的血管内皮组织损

伤[７￣９]ꎬ但其保护机制仍未完全清楚ꎮ 有研究指出ꎬ
Ａｎｇ(１￣７)能激活 ＫＡＴＰ 通道从而改善大鼠末梢神经

疼痛症状[１０]ꎬ提示 Ａｎｇ(１￣７)对 ＫＡＴＰ 通道有调控作

用ꎬ但 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴能否通过调控 ＫＡＴＰ 通

道从而保护血管内皮细胞对抗高糖引起的损伤ꎬ目
前未见报道ꎮ 为此ꎬ本研究通过高糖作用人脐静脉

内皮细胞 ( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ
ＨＵＶＥＣ)模拟糖尿病诱导血管内皮细胞损伤ꎬ探讨

ＫＡＴＰ通道在 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗高糖引起的

内皮细胞损伤中的作用ꎬ为阐明 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受

体轴的血管保护机制提供新的实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

抗 ＫＡＴＰ通道蛋白抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎻ吡拉

地尔 ( ｐｉｎａｃｉｄｉｌꎬＰｉｎꎬＫＡＴＰ 通道开放剂)、格列本脲

(ｇｌｉｂｅｎｃｌａｍｉｄｅꎬＧｌｉꎬＫＡＴＰ 通道阻断剂)购自 Ｃａｙｍａｎ
Ｃｈｅｍｉｃａｌ 公司ꎻＡｎｇ ( １￣７)、Ａ￣７７９、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染

料、罗丹明 １２３(Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３ꎬ Ｒｈ１２３)、双氯荧光

素( ２’ꎬ ７’ ￣ｄｉｃｈｌｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ￣ｄｉａｃｅｔａｔｅꎬＤＣＦＨ￣ＤＡ)、
乳酸脱氢酶( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＬＤＨ)检测试剂

盒购 自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公 司ꎻ ＣＣＫ￣８ 购 自 Ｄｏｊｉｎｄｏ
Ｌａｂꎻ特级胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ) 购自

Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬꎻＤＭＥＭ 培养基 (其葡萄糖浓度为 ５. ５
ｍｍｏｌ / Ｌ)由 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司供应ꎻ白细胞介素 １β( ｉｎ￣
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬ ＩＬ￣１β ) 和 肿 瘤 坏 死 因 子 α ( ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬＴＮＦ￣α)试剂盒由武汉华美生物工

程有限公司提供ꎮ ＨＵＶＥＣ 由中山大学实验动物中

心细胞库供应ꎮ
１.２　 细胞培养

在含 ５％ＣＯ２ 的 ３７℃恒温培养箱中采用含 １０％
ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基培养 ＨＵＶＥＣꎬ当细胞生长至

约 ８０％汇合状态时可进行实验ꎮ
１.３　 实验分组

实验分为 １１ 组:(１)对照组:ＤＭＥＭ 培养基作用

ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎻ(２)高糖(ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎬＨＧ)组:４０ ｍｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎻ(３)Ｐｉｎ＋ＨＧ 组:１００ μｍｏｌ / Ｌ
Ｐｉｎ 预处理 ＨＵＶＥＣ ３０ ｍｉｎꎬ然后予 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖

０９９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １０ꎬ２０１７



作用细胞 ２４ ｈꎻ(４)Ｇｌｉ＋ＨＧ 组:１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预处理

ＨＵＶＥＣ ３０ ｍｉｎꎬ然后予 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理细胞

２４ ｈꎻ(５)Ａｎｇ(１￣７) ＋ＨＧ 组:２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ (１￣７)与

４０ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖共处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎻ(６)Ａｎｇ(１￣７)＋
Ａ￣７７９＋ＨＧ 组:２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)、１０ μｍｏｌ / Ｌ Ａ￣７７９
与 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖共处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎻ(７)Ｇｌｉ ＋
Ａｎｇ(１￣７) ＋ ＨＧ 组: １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预 处 理 ＨＵＶＥＣ
３０ ｍｉｎꎬ然后予 ２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄

糖共处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎻ(８)Ｐｉｎ 组:１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｉｎ 预

处理 ＨＵＶＥＣ ３０ ｍｉｎꎬ然后予ＤＭＥＭ 作用细胞２４ ｈꎻ(９)
Ｇｌｉ 组:１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预处理 ＨＵＶＥＣ ３０ ｍｉｎꎬ然后予

ＤＭＥＭ 处理细胞 ２４ ｈꎻ(１０)Ａｎｇ(１￣７)组:２０ μｍｏｌ / Ｌ
Ａｎｇ(１￣７)处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎻ(１１)Ａ￣７７９ 组:１０ μｍｏｌ / Ｌ
Ａ￣７７９处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎮ
１.４　 ＫＡＴＰ通道蛋白表达水平测定

ＨＵＶＥＣ 在 ６０ ｍｍ 培养皿中生长至约 ８０％汇合

度时ꎬ经不同处理后加入细胞裂解液作用 ３０ ｍｉｎꎬ高
速离心后取上清液进行蛋白定量(ＢＣＡ 法)ꎮ 等量

蛋白经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶 ( ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)电泳分离后ꎬ转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％脱脂奶

粉常温孵育 １ ｈ 后加入一抗稀释液(包括抗 ＫＡＴＰ通

道蛋白抗体和 ＧＡＰＤＨꎬ浓度均为 １ ∶ １０００)ꎬ４℃作

用过夜后加入二抗稀释液(浓度为 １ ∶ ３０００)孵育

１.５ ｈꎮ ＥＣＬ 法使 ＰＶＤＦ 膜显色ꎬ暗室中曝光到 Ｘ 线

片上ꎬ凝胶成像扫描系统分析结果ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.５　 ＬＤＨ 活性和细胞存活率测定

在 ９６ 孔板中种植 ＨＵＶＥＣꎬ经不同处理后ꎬ一方

面ꎬ吸取细胞培养液作为检测标本进行 ＬＤＨ 活性检

测ꎬ按照试剂盒说明书操作ꎬ检测并计算出培养液

中 ＬＤＨ 活性ꎻ另一方面ꎬ在 ９６ 孔板中加入 ＣＣＫ￣８ 溶

液 １０ μＬ / 孔ꎬ于 ３７℃恒温培养箱内孵育 ２.５ ｈꎬ酶标

仪上读取 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值(Ａ 值)ꎮ 细胞存活

率按照公式计算:细胞存活率＝处理组 Ａ 值 / 对照组

Ａ 值×１００％ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.６　 细胞凋亡检测

ＨＵＶＥＣ 在 ２４ 孔板中生长至约 ８０％汇合度时ꎬ
按照分组给予不同处理后ꎬ予 ４％多聚甲醛固定 １０
ｍｉｎꎬ加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 染料稀释液ꎬ于 ３７℃温箱中

作用 ３０ ｍｉｎꎬ荧光显微镜下可观察到:正常的细胞呈

弥散均匀的低密度荧光ꎬ凋亡细胞的细胞核呈现浓

缩致密的固缩形态或颗粒荧光ꎮ 随机摄取并记录 ５
个高倍镜视野ꎬ应用图像分析软件( Ｉｍａｇｅ Ｊ １.４７ｉ)
计算出蓝色荧光强度的平均荧光强度(ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎬＭＦＩ)ꎬ并对各组数据进行统计分析ꎮ
实验重复 ５ 次ꎮ

１.７　 细胞内活性氧水平测定

ＨＵＶＥＣ 在 ２４ 孔板中生长至汇合度约 ８０％时ꎬ经
不同处理后ꎬ加入 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 染液后于 ３７℃温箱中作

用 ３０ ｍｉｎꎬ荧光显微镜(ＴＥ￣２０００ Ｎｉｋｏｎꎬ日本)下随机

摄取并记录 ５ 个高倍镜视野ꎬ应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １.４７ｉ 计算

出绿色荧光的 ＭＦＩ[其数值大小能间接反映细胞内活

性氧(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)水平的高低]ꎬ并
对各组数据进行统计分析ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.８　 线粒体膜电位水平测定

ＨＵＶＥＣ 在 ２４ 孔板中生长至约 ８０％汇合度时ꎬ
按照分组给予不同处理后ꎬ加入 Ｒｈ１２３ 染液ꎬ于

３７℃温箱中作用 ３０ ｍｉｎꎬ荧光显微镜下随机摄取并

记录 ５ 个高倍镜视野ꎬ应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １.４７ｉ 软件计算

出绿色荧光的 ＭＦＩ[数值大小可反映线粒体膜电位

(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬＭＭＰ)水平的高

低]ꎬ并对各组数据进行统计分析ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.９　 炎症因子分泌水平测定

ＨＵＶＥＣ 在 ９６ 孔板中生长至汇合度约 ８０％时ꎬ
给予不同处理后ꎬ收集培养基作为待测标本ꎬ按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进行操作ꎬ测定细胞培养液中

ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 的水平ꎮ 实验重复 ５ 次ꎮ
１.１０　 统计学分析

全部数据经 ＳＰＳＳ１９.０ 软件进行统计分析ꎬ结果

以 ｘ±ｓ 表示ꎬ单因素方差分析用于多个样本均数间

的比较ꎬ有统计学显著性再采用 ＳＮＫ￣ｑ 检验进行均

数间的两两比较ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＨＧ 抑制内皮细胞 ＫＡＴＰ通道蛋白的表达

为观察 ＨＧ 对 ＨＵＶＥＣ ＫＡＴＰ通道蛋白表达的影

响ꎬ本研究采用 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖分别作用 ＨＵＶＥＣ
１~ ２４ ｈꎮ 自 ３ ｈ 起ꎬＫＡＴＰ通道蛋白的表达呈时间依

赖性减少(Ｐ 均< ０. ０５)ꎻ在 ＨＧ 作用 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ
时ꎬＫＡＴＰ蛋白表达减少最明显(图 １)ꎮ
２.２　 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗 ＨＧ 引起的内皮细

胞 ＫＡＴＰ通道蛋白表达减少

２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处理内皮细胞

２４ ｈꎬＫＡＴＰ通道蛋白的表达水平明显上升(Ｐ<０.０１ꎻ
图 ２)ꎻ１０ μｍｏｌ / Ｌ Ａ￣７７９、２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ
共处理细胞 ２４ ｈ 能减轻 Ａｎｇ(１￣７)对 ＫＡＴＰ通道蛋白

表达的上调作用(Ｐ<０.０１)ꎻＡｎｇ(１￣７)和 Ａ￣７７９ 本身

对 ＨＵＶＥＣ ＫＡＴＰ 通道蛋白的基础表达无明显影响

(图 ２)ꎮ
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图 １. ＨＧ 抑制 ＨＵＶＥＣ ＫＡＴＰ通道蛋白的表达(ｎ ＝ ５) 　 　 ａ

为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＨＧ) ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ５)

图 ２. Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗高糖引起的 ＨＵＶＥＣ ＫＡＴＰ

通道蛋白表达下调(ｎ＝ ５)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ
为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｘｉｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ＨＧ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

(ｎ＝ ５)

２.３　 ＫＡＴＰ通道介导 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗 ＨＧ
引起的细胞毒性作用

ＨＧ 作用 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ 可引起明显的细胞毒性ꎬ
使细胞存活率降低ꎬ培养液中 ＬＤＨ 活性增加ꎻ
２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处理内皮细胞 ２４ ｈ 可

使细胞存活率升高ꎬＬＤＨ 活性减少(Ｐ 均< ０. ０１)ꎻ
１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｉｎ 预处理 ＨＵＶＥＣ ３０ ｍｉｎ 也能抑制

ＨＧ 引起的细胞毒性ꎬ升高细胞存活率ꎬ降低 ＬＤＨ 活

性( Ｐ 均 < ０. ０１ )ꎻ １０ μｍｏｌ / Ｌ Ａ￣７７９、 ２０ μｍｏｌ / Ｌ
Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处理内皮细胞 ２４ ｈ 或先予

１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预 处 理 内 皮 细 胞 ３０ ｍｉｎ 再 予

Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处理内皮细胞 ２４ ｈ 均能明显减

轻 Ａｎｇ(１￣７)的抗细胞毒性作用ꎬ使细胞存活率降

低、ＬＤＨ 活性升高(Ｐ 均<０.０１)ꎻ１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预处

理 ３０ ｍｉｎ 再予 ＨＧ 作用 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ 没有加重 ＨＧ
的细胞毒性(Ｐ>０.０５)ꎻＡｎｇ(１￣７)、Ａ￣７９９、Ｐｉｎ、Ｇｌｉ 本
身对细胞存活率和 ＬＤＨ 活性无明显影响(图 ３)ꎮ

图 ３. ＫＡＴＰ通道介导 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗 ＨＧ 引起的

ＨＵＶＥＣ细胞毒性作用(ｎ ＝ ５) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ

Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｘｉｓ ｏｎ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ
ＨＵＶＥＣ(ｎ＝ ５)

２.４　 ＫＡＴＰ通道介导 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗 ＨＧ
引起的细胞凋亡

ＨＧ 可引起明显的细胞凋亡ꎬ荧光显微镜下可

见凋亡细胞数量明显增加 (Ｐ < ０. ０１)ꎻ２０ μｍｏｌ / Ｌ
Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处理内皮细胞 ２４ ｈ 可使凋亡细

胞数量明显减少(Ｐ<０.０１)ꎻ与 Ａｎｇ(１￣７)的作用相

类似ꎬ在 ＨＧ 作用前ꎬ予 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｉｎ 预处理 ＨＵ￣
ＶＥＣ ３０ ｍｉｎ 也可使凋亡细胞数量减少(Ｐ<０.０１)ꎻ
１０ μｍｏｌ / Ｌ Ａ￣７７９、２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处

理内皮细胞 ２４ ｈ 或先予 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预处理内皮

细胞 ３０ ｍｉｎ 再予 ２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处

２９９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １０ꎬ２０１７



理内皮细胞 ２４ ｈ 均能拮抗 Ａｎｇ(１￣７)的抗细胞凋亡

效应ꎬ使凋亡细胞数量有所增多(Ｐ 均<０.０１)ꎻ在
ＨＧ 作用前ꎬ先予 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预处理内皮细胞

３０ ｍｉｎ没有加重 ＨＧ 的致细胞凋亡作用(Ｐ>０.０５)ꎻ
Ａｎｇ(１￣７)、Ａ￣７９９、Ｐｉｎ、Ｇｌｉ 本身对细胞凋亡无明显影

响(图 ４)ꎮ

图 ４. ＫＡＴＰ通道介导 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗ＨＧ 引起的ＨＵＶＥＣ 凋亡作用(ｎ＝ ５)　 　 Ａ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＢ 为ＨＧ 组ꎬＣ 为 Ｐｉｎ＋ＨＧ

组ꎬＤ 为 Ｇｌｉ＋ＨＧ 组ꎬＥ 为 Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组ꎬＦ 为 Ａ￣７７９＋Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组ꎬＧ 为 Ｇｌｉ＋Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组ꎬＨ 为 Ｐｉｎ 组ꎬＩ 为 Ｇｌｉ 组ꎬＪ 为 Ａｎｇ(１￣７)组ꎬ
Ｋ 为 Ａ￣７７９ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｘｉｓ ｏｎ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

(ｎ＝ ５)

２.５　 ＫＡＴＰ通道介导 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗 ＨＧ
引起的细胞内 ＲＯＳ 过度生成

ＨＧ 作用 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ 可使细胞内 ＲＯＳ 生成明

显增多(Ｐ<０.０１)ꎻ２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处

理细胞 ２４ ｈ 或在 ＨＧ 作用前先予 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｉｎ
预处理 ＨＵＶＥＣ ３０ ｍｉｎ 均可使 ＲＯＳ 生成明显降低

(Ｐ 均<０.０１)ꎻ１０ μｍｏｌ / Ｌ Ａ￣７７９、２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣
７)和 ＨＧ 共处理内皮细胞 ２４ ｈ 或先予 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ
预处理内皮细胞 ３０ ｍｉｎ 再予 Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处

理内皮细胞 ２４ ｈ 能减弱 Ａｎｇ(１￣７)的抗氧化作用ꎬ
ＭＦＩ 分别升高(Ｐ 均< ０. ０１)ꎻ在 ＨＧ 作用前ꎬ先予

１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预处理内皮细胞 ３０ ｍｉｎꎬＲＯＳ 生成没

有进一步增多(Ｐ>０.０５)ꎻＡｎｇ(１￣７)、Ａ￣７９９、Ｐｉｎ、Ｇｌｉ
本身对内皮细胞基础 ＲＯＳ 生成无明显影响(图 ５)ꎮ
２.６　 ＫＡＴＰ通道介导 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗 ＨＧ
引起的 ＭＭＰ 丢失

ＨＧ 作用 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ 可明显损伤细胞内线粒体

功能ꎬＭＦＩ 明显降低(Ｐ<０.０１)ꎻ２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和
ＨＧ 共处理细胞 ２４ ｈ 或在 ＨＧ 作用前先予１００ μｍｏｌ / Ｌ

Ｐｉｎ 预处理 ＨＵＶＥＣ ３０ ｍｉｎ 均可使 ＭＦＩ 明显升高(Ｐ
均<０.０１)ꎻ１０ μｍｏｌ / Ｌ Ａ￣７７９、２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和ＨＧ
共处理内皮细胞 ２４ ｈ 或先予１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预处理内皮

细胞３０ ｍｉｎ 再予Ａｎｇ(１￣７)和ＨＧ 共处理内皮细胞２４ ｈ
能减弱 Ａｎｇ(１￣７)的线粒体保护作用ꎬＭＦＩ 明显降低(Ｐ
均<０.０１)ꎻ在 ＨＧ 作用前ꎬ先予 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预处理内

皮细胞 ３０ ｍｉｎ 没有加重 ＨＧ 致 ＭＭＰ 丢失作用(Ｐ>
０.０５)ꎻＡｎｇ(１￣７)、Ａ￣７９９、Ｐｉｎ、Ｇｌｉ 本身对内皮细胞 ＭＭＰ
水平无明显影响(图 ６)ꎮ
２.７　 ＫＡＴＰ通道介导 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗 ＨＧ
引起的炎症因子分泌增加

ＨＧ 作用 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎬ细胞培养液中炎症因子

ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 的水平明显上升 ( Ｐ 均 < ０. ０１)ꎻ
２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处理细胞 ２４ ｈ 或在

ＨＧ 作用前先予 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｉｎ 预处理 ＨＵＶＥＣ
３０ ｍｉｎ均可使 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 的水平明显降低(Ｐ
均<０.０１)ꎻ１０ μｍｏｌ / Ｌ Ａ￣７７９、２０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｎｇ(１￣７)和
ＨＧ 共处理内皮细胞 ２４ ｈ 或先予 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预处

理内皮细胞 ３０ ｍｉｎ 再予 Ａｎｇ(１￣７)和 ＨＧ 共处理内
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皮细胞 ２４ ｈ 能减弱 Ａｎｇ(１￣７)的抗炎症作用ꎬＩＬ￣１β
和 ＴＮＦ￣α 的水平升高(Ｐ 均<０.０１)ꎻ在 ＨＧ 作用前ꎬ
先予 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｇｌｉ 预处理内皮细胞 ３０ ｍｉｎ 没有加

重 ＨＧ 促进炎症因子分泌的作用 ( Ｐ > ０. ０５ )ꎻ
Ａｎｇ(１￣７)、Ａ￣７９９、Ｐｉｎ、Ｇｌｉ 本身对内皮细胞炎症因子

的分泌无明显影响(图 ７)ꎮ

图 ５. ＫＡＴＰ通道介导 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗 ＨＧ 引起的 ＨＵＶＥＣ ＲＯＳ 过度生成(ｎ ＝ ５) 　 　 Ａ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＢ 为 ＨＧ 组ꎬＣ 为

Ｐｉｎ＋ＨＧ 组ꎬＤ 为 Ｇｌｉ＋ＨＧ 组ꎬＥ 为 Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组ꎬＦ 为 Ａ￣７７９＋Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组ꎬＧ 为 Ｇｌｉ＋Ａｎｇ(１￣７) ＋ＨＧ 组ꎬＨ 为 Ｐｉｎ 组ꎬＩ 为 Ｇｌｉ 组ꎬＪ 为 Ａｎｇ
(１￣７)组ꎬＫ 为 Ａ￣７７９ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｘｉｓ ｏｎ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＯＳ ｏｖｅｒｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ

ＨＵＶＥＣ(ｎ＝ ５)

图 ６. ＫＡＴＰ通道介导 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗 ＨＧ 引起的 ＨＵＶＥＣ ＭＭＰ 丢失(ｎ＝ ５)　 　 Ａ 为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬＢ 为 ＨＧ 组ꎬＣ 为 Ｐｉｎ＋

ＨＧ 组ꎬＤ 为 Ｇｌｉ＋ＨＧ 组ꎬＥ 为 Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组ꎬＦ 为 Ａ￣７７９＋Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组ꎬＧ 为 Ｇｌｉ＋Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组ꎬＨ 为 Ｐｉｎ 组ꎬＩ 为 Ｇｌｉ 组ꎬＪ 为 Ａｎｇ(１￣７)
组ꎬＫ 为 Ａ￣７７９ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ａｎｇ(１￣７)＋ＨＧ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｘｉｓ ｏｎ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｉｐａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ ｉｎ

ＨＵＶＥＣ(ｎ＝ ５)

４９９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １０ꎬ２０１７



图 ７. ＫＡＴＰ通道介导 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴对抗 ＨＧ 引起的

ＨＵＶＥＣ 炎症因子分泌(ｎ＝ ５) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比

较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＨＧ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ａｎｇ(１￣７) ＋ＨＧ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. ＫＡＴＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｇ

(１￣７) / Ｍａｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｘｉｓ ｏｎ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎ￣
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣ(ｎ＝ ５)

３　 讨　 论

ＫＡＴＰ通道是重要的细胞代谢感受器ꎬ开放 ＫＡＴＰ

通道能发挥心血管保护作用已得到了广泛的认

可[４ꎬ１１￣１２]ꎮ 有研究报道ꎬ高血糖可损伤 ＫＡＴＰ 通道从

而损伤心肌[１３￣１４] 和血管[２￣４] 功能ꎬ而开放 ＫＡＴＰ 通道

能对抗 ＨＧ 引起的心肌细胞损伤[１３￣１５]ꎮ 本研究中ꎬ
ＨＧ 可抑制 ＨＵＶＥＣ ＫＡＴＰ通道蛋白的表达ꎻ应用 ＫＡＴＰ

通道开放剂能减轻 ＨＧ 引起的多种损伤ꎬ包括细胞

毒性、致凋亡作用、氧化应激、线粒体损伤和炎症反

应ꎬ提示:(１)ＨＧ 可通过损伤 ＫＡＴＰ通道(包括通道的

表达和活性)继而引起血管内皮的一系列损伤ꎬ这
从细胞和分子学水平进一步深化了之前的研究结

论[２￣４]ꎻ(２)开放 ＫＡＴＰ通道具有抗细胞毒性、抗凋亡、
抗氧化、保护线粒体功能、抗炎症等细胞保护作用ꎬ
这与我们最近在 ＨＧ 损伤 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞模型中的

研究结论[１３￣１５] 是相一致的ꎮ 值得注意的是ꎬ在 ＨＧ

作用前ꎬ应用 ＫＡＴＰ通道阻断剂 Ｇｌｉ 预处理 ＨＵＶＥＣ 并

没有加重 ＨＧ 对细胞的损伤作用ꎬ推测出现这一结

果可能的原因是 ＨＧ 对 ＫＡＴＰ通道的损伤非常严重ꎬ
ＫＡＴＰ通道的功能已很大程度地丧失ꎬ从而导致药物

阻断 ＫＡＴＰ通道产生的损伤作用和单纯 ＨＧ 的损伤作

用相比ꎬ作用相对不明显ꎮ 要深入探讨这一问题ꎬ
需进一步利用特异性小干扰 ＲＮＡ( ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡꎬｓｉＲＮＡ)沉默 ＫＡＴＰ通道基因的表达后观察 ＨＧ
引起内皮细胞损伤的变化ꎮ

Ａｎｇ(１￣７)是 ＲＡＳ 系统中一种具有重要生物学活

性的代谢产物ꎬ可由血管紧张素转换酶 ２(ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ￣
ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ２ꎬＡＣＥ２)水解血管紧张素Ⅰ或血管

紧张素Ⅱ生成ꎮ 血管内皮组织不仅是生成和代谢内源

性 Ａｎｇ(１￣７)的重要部位ꎬ也是Ａｎｇ(１￣７)作用的主要

靶组织之一ꎮ 近年的研究表明ꎬＡｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体

轴能保护血管内皮组织对抗糖尿病引起的损伤ꎮ
Ｚｈａｎｇ 等[７]报道ꎬ激活内源性 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴

可通过增加一氧化氮的生物利用度和抑制氧化应激

反应ꎬ从而保护糖尿病大鼠的内皮功能ꎮ Ｂｅｎｔｅｒ 等[８]

指出ꎬ给予外源性Ａｎｇ(１￣７) 或 Ａｎｇ (１￣７) 类似物

ＡＶＥ￣０９９１能对抗糖尿病诱导的心血管功能障碍ꎮ 此

外ꎬＡｋｈｔａｒ 等[９]证实ꎬＡｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴通过抑制

ＨＧ 诱导的表皮生长因子受体(ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＥＧＦＲ)反式激活保护血管平滑肌细胞ꎮ 但

是ꎬＡｎｇ(１￣７)的心血管保护机制目前仍未完全清楚ꎮ
有研究指出ꎬＡｎｇ(１￣７)能通过开放 ＫＡＴＰ通道从而减轻

大鼠末梢神经疼痛症状ꎬ应用 ＫＡＴＰ通道阻断剂 Ｇｌｉ 可
拮抗 Ａｎｇ (１￣７)的这一作用[１０]ꎮ 为此ꎬ我们推测ꎬ
Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ受体轴的血管内皮保护作用也可能与

调控 ＫＡＴＰ通道有关ꎮ 为了验证我们的假设ꎬ我们首先

观察了 Ａｎｇ(１￣７)对 ＨＧ 下调 ＫＡＴＰ通道蛋白表达的影

响ꎮ 结果表明ꎬＡｎｇ(１￣７)能明显减轻 ＨＧ 对 ＫＡＴＰ通道

蛋白表达的抑制作用ꎮ 此外ꎬ与 ＫＡＴＰ通道开放剂 Ｐｉｎ
的作用相类似ꎬＡｎｇ(１￣７)可对抗 ＨＧ 引起的多种损

伤ꎬ使细胞存活率升高ꎬＬＤＨ 活性降低ꎬ凋亡细胞数

量、ＲＯＳ 生成、ＭＭＰ 丢失和炎症因子分泌均减少ꎮ 应

用 Ｍａｓ 受体拮抗剂 Ａ￣７７９ 或 ＫＡＴＰ通道阻断剂 Ｇｌｉ 均
能拮抗 Ａｎｇ(１￣７)的上述内皮细胞保护作用ꎮ 上述结

果清晰地表明ꎬＫＡＴＰ 通道介导Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴

对抗 ＨＧ 引起的 ＨＵＶＥＣ 损伤作用ꎮ
综上所述ꎬ本研究在 ＨＧ 损伤 ＨＵＶＥＣ 的细胞

模型中首次证实 Ａｎｇ(１￣７) / Ｍａｓ 受体轴可通过调控

ＫＡＴＰ通道对抗 ＨＧ 引起的损伤ꎬ这可能是 Ａｎｇ(１￣７) /
Ｍａｓ 受体轴发挥心血管保护作用的重要作用机制
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