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[摘　 要] 　 目的　 研究白藜芦醇(Ｒｅｓ)对高浓度葡萄糖孵育下的血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)ＳＲＩＴ１ 及 ＮＡＤＰＨ 氧化

酶￣ｐ４７(ＮＯＸ￣ｐ４７)蛋白表达的影响ꎬ探究白藜芦醇对高糖诱导的血管平滑肌细胞增殖抑制作用的机制ꎮ 方法　 以

大鼠胸主动脉平滑肌细胞株 Ａ７ｒ５ 为研究对象ꎬ采用 ＭＴＴ 法检测细胞增殖活性ꎻ流式细胞术检测 ＶＳＭＣ 细胞周期进

程ꎻ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ＳＩＲＴ１、ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白的表达ꎮ 结果　 高浓度葡萄糖(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)培养可明显促进

ＶＳＭＣ 增殖ꎬ诱导 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞向 Ｓ 期转化ꎬ明显增加 ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白表达ꎬ减少 ＳＩＲＴ１ 蛋白表达ꎻ白藜芦醇(２５、５０、
１００ μｍｏｌ / Ｌ)以浓度依赖形式抑制高糖孵育下 ＶＳＭＣ 增殖活性ꎬ阻止其由 Ｇ０ / Ｇ１ 期向 Ｓ 期转变ꎬ降低 ＶＳＭＣ ＮＯＸ￣
ｐ４７ 表达ꎬ增加 ＳＩＲＴ１ 蛋白表达ꎮ 结论　 白藜芦醇可能通过 ＳＩＲＴ１ / ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白信号通路干预高糖诱导的 ＶＳＭＣ
增殖ꎬ对 ２ 型糖尿病的大血管病变起到防治作用ꎮ
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Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏ￣
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＳＲＩＴ１ / ＮＯＸ￣ｐ４７ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ] 　 Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌꎻ 　 Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ 　 ＳＩＲＴ１ꎻ 　 ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ￣ｐ４７ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ 　 Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ 　
Ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ( Ｒｅｓ) ｏｎ ＳＲＩＴ１ ａｎｄ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ￣ｐ４７ ｐｒｏｔｅｉｎ
(ＮＯＸ￣ｐ４７) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｒｅｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ (ＶＳＭＣ) ｌｉｎｅｓ Ａ７ｒ５ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ.　 ＶＳＭＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｖａｌｕ￣
ａｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ.　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ.　 Ｔｈｅ ＳＲＩＴ１ ａｎｄ ＮＯＸ￣ｐ４７ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ＶＳＭＣꎬ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｇ０ / Ｇ１ ｐｈａｓｅ ｔｏ ｔｈｅ Ｓ ｐｈａｓｅꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＮＯＸ￣ｐ４７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＳＲＩＴ１ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ.　 Ｒｅｓ (２５ꎬ ５０ꎬ １００ μｍｏｌ / Ｌ) ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＶＳＭＣ ｆｒｏｍ Ｇ０ / Ｇ１ ｐｈａｓｅ ｔｏ ｔｈｅ Ｓ ｐｈａ￣
ｓｅｓ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒꎬ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＳＩＲＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯＸ￣ｐ４７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬ Ｒｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＶＳＭＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｂｙ ａｒｒｅｓｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｂｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＯＸ￣ｐ４７ ａｎｄ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＳＩＲＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｉｔｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ａｇａｉｎｓｔ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍａｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ.

　 　 糖尿病(ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬＤＭ)是一种无法治愈 的慢性疾病ꎮ 以动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)
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为病理基础的慢性大血管并发症成为 ２ 型糖尿病患

者的主要死因ꎮ 高糖、炎症因子等刺激下的血管平

滑肌细胞 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬ ＶＳＭＣ) 活

化、迁移至内膜下层并大量增殖ꎬ是 Ａｓ 发生的关键

环节之一ꎮ 此外ꎬ高糖可促进血管内皮细胞活性氧

簇(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)生成ꎬ其中 ＮＡＤＰＨ
氧化酶(ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ｖａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｏｘｉｄａｓｅꎬＮＯＸ) 是血管内皮细胞 ＲＯＳ 的主要来源ꎮ
白藜芦醇( ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌꎬＲｅｓ)是一种存在于多种中草

药和其他植物中的天然多酚类化合物ꎮ 有研究表

明ꎬ白藜芦醇可干预体外高糖培养的大鼠 ＶＳＭＣ 的

异常增殖ꎬ其在一定程度上与沉默信息调节子

(ＳＩＲＴ１)的表达相关ꎬ但白藜芦醇对 ＳＩＲＴ１ 及其相

关信号通路在抑制高糖诱导的血管平滑肌细胞增

殖作用的机制尚不明确ꎮ 本研究以高糖诱导的大

鼠胸主动脉平滑肌细胞为研究对象ꎬ探讨白藜芦醇

对 ＶＳＭＣ 增殖活性的影响及其潜在作用靶点 ＳＩＲＴ１
抑制细胞内 ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白生成通路的作用ꎬ为防治

糖尿病及其并发症提供新的理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要试剂与仪器

大鼠胸主动脉平滑肌细胞株 Ａ７ｒ５ 细胞(中科

院上海细胞所)ꎻ倒置显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ日本)ꎻ３００ /
３０００ 型 ＣＯ２ 培养箱(Ｒｅｖｃｏꎬ美国)ꎻ双波光酶标比色

计(上海三科仪器有限公司)ꎻＥｐｉｃｓ￣ＸＬⅡ型流式细

胞仪(Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司ꎬ美国)ꎻＧＤＳ 凝胶扫描

系统( Ｉｍａｇｅ 公司ꎬ美国)ꎻ高糖 ＤＭＥＭ 培养基、低糖

ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清(ＧＩＢＣＯ 公司)ꎻ白藜芦醇、
胰蛋白酶、二甲基亚砜 (ＤＭＳＯ)、噻唑蓝 (ＭＴＴ)
(Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ美国)ꎻ考马斯亮蓝蛋白定量试剂盒

(北京天根公司)ꎻＳＩＲＴ１、Ｓｉｒｔｉｏｎｌ、Ａｐｏｃｙｎｉｎ 兔抗鼠

多抗及鼠单抗 ａｃｔｉｎ 抗体和辣根过氧化物酶标记的

二抗(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ美国)ꎮ
１.２　 细胞培养和计数

将细胞冻存管从液氮中取出ꎬ立即置于 ３７℃恒

温水浴箱内ꎬ复温后将细胞悬液吸入 １０ ｍＬ 离心管

中ꎬ加入 ５ ｍＬ ＤＭＥＭ 基础培养基ꎬ离心后加入 ５ ｍＬ
含 １０％胎牛血清的完全 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ用吸管吹打

悬浮细胞ꎬ将细胞悬液移置细胞培养瓶中ꎬ放入

３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中静置培养ꎬ４８ ｈ 后更换培

养液ꎬ０.２５％胰蛋白酶液消化传代ꎮ 取对数生长期

细胞调整细胞数接种于培养瓶或 ９６ 孔板中ꎬ分组

实验ꎮ

１.３　 实验分组

将细胞培养 ４８ ｈ 后换含无血清的培养基培养

２４ ｈꎬ使细胞同步于 Ｇ０ / Ｇ１ 期ꎮ 实验分 ８ 组:①对照

组(ｃｏｎｔｒｏｌ 组):５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖ꎻ②高糖培养组:
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡 萄 糖ꎻ ③ 高 糖 ＋ ＳＩＲＴ１ 抑 制 剂 组:
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖＋５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｓｉｒｔｉｏｎｌꎻ④高糖＋ＮＯＸ
抑制剂组:２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｐｏｃｙｎｉｎꎻ
⑤甘露醇对照组:５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋１９.５ ｍｍｏｌ / Ｌ
甘露醇ꎻ⑥高糖＋低剂量 Ｒｅｓ 组:２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋
２５ μｍｏｌ / Ｌ 白藜芦醇ꎻ⑦ 高糖 ＋ 中剂量 Ｒｅｓ 组:
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖＋５０ μｍｏｌ / Ｌ 白藜芦醇ꎻ⑧高糖＋高
剂量 Ｒｅｓ 组:２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋１００ μｍｏｌ / Ｌ 白藜芦

醇ꎮ 继续培养 ２４ ｈꎮ
１.４　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖活性

取对数生长期的平滑肌细胞ꎬ用 ０.２５％胰酶消

化后ꎬ按 １×１０７ ｃｅｌｌｓ / Ｌꎬ以每孔 ２００ μＬ 接种于 ９６ 孔

板ꎬ置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱孵育 ４８ ｈꎬ换无血清培养

基继续培养 ２４ ｈꎬ按预先的实验设计分组更换培养

液ꎬ孵育 ２４ ｈ 后每孔内加入 ２０ μＬ ＭＴＴ (５ ｇ / Ｌ)溶
液ꎬ孵育 ４ ｈꎬ吸尽各孔内溶液ꎬ加入 ＤＭＳＯ １５０ μＬꎬ
充分振荡 １０ ｍｉｎꎬ使结晶完全溶解ꎬ在酶联免疫仪上

选用 ４９０ ｎｍ 波长测定每孔吸光度值(Ａ４９０值)ꎮ 每

组设 ３ 个重复孔ꎬ取平均值ꎬ实验重复 ６ 次ꎮ
１.５　 流式细胞仪检测细胞周期分布

取生长状态良好的平滑肌细胞ꎬ以 ２×１０８ / Ｌ 的

密度接种于 ５０ ｍＬ 培养瓶中ꎬ按预先的实验设计分

组更换培养液ꎬ孵育 ２４ ｈ 后用 ０.２５％胰酶消化收集

细胞(每组细胞计数>１×１０６ 个)ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤并制成单细胞悬液ꎬ重复 ２ 次ꎬ４℃
预冷乙醇(终浓度为 ７０％)固定细胞ꎬ４℃冰箱保存ꎮ
１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 弃固定液ꎬ冷 ＰＢＳ 再洗 ２ 次ꎬ
取细胞 １ × １０９ / Ｌ ０. １ ｍＬ 加入碘化丙啶(ＰＩ)染液

１ ｍＬꎬ４℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ以 ５００ 目铜网过滤ꎬ使样

品成为合格的单细胞悬液ꎬ上流式细胞仪检测细胞

周期分布ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＳＩＲＴ１、ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白表达

提取细胞总蛋白ꎬ考马斯亮兰定量ꎮ 取 ２００ μｇ
胞浆蛋白ꎬ经 ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后ꎬ１００
Ｖ 稳压转膜 １.５ ~ ２.５ ｈꎮ 转膜完毕ꎬ丽春红染色ꎬ鉴
定转膜效果ꎮ ５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈꎮ 分别加入

以 ＴＢＳ 溶液稀释的 ＳＩＲＴ１、ＮＯＸ￣ｐ４７(１ ∶ １０００)、β￣
ａｃｔｉｎ(１ ∶ ３０００) 的一抗ꎬ４℃ 孵育过夜ꎮ 加入 １ ∶
１０００ 辣根过氧化酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧꎬ３７℃孵育

１ ｈꎮ ＴＢＳ 溶液漂洗 １０ ｍｉｎ×３ꎬ暗室中进行化学发
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光ꎬ胶片爆光显影后分析结果ꎮ 将显色条带扫描至

计算机中ꎬ用 Ｓｃｉｏｎ￣Ｉｍａｇｅ 软件对结果进行半定量分

析ꎬ用任意单位 ＡＵ(Ｄａｒｅａ Ｄｄｅｎｓｉｔｙ)表示凝胶谱带

的面积×荧光强度值ꎮ 同时检测 β￣ａｃｔｉｎ 的表达做为

参照ꎮ 以目的蛋白与 β￣ａｃｔｉｎ 的灰度比值表示蛋白

表达水平ꎮ
１.７　 统计学处理

数据用 ｘ±ｓ 表示ꎬ用 ＳＰＳＳ １６.０ 统计分析软件进

行统计学分析ꎮ 对每组数据进行方差齐性检验和

正态性检验ꎬ如果资料符合正态分布且方差齐ꎬ进
行单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ如果资料不符合正态

分布及方差齐用秩和检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异有统计

学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＶＳＭＣ 增殖活性

高糖可显著诱导 ＶＳＭＣ 增殖(Ｐ<０.０５)ꎬ而甘露

醇对照组细胞的增殖活性无明显变化ꎻ白藜芦醇(２５、
５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ)可显著抑制高糖诱导的 ＶＳＭＣ 增殖

(Ｐ<０.０５)ꎬ并呈浓度依赖性(图 １)ꎮ

图 １. 白藜芦醇对高糖诱导的血管平滑肌细胞增殖活性的影

响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ８) 　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为高糖培养组ꎬ３ 为高糖＋ＳＩＲＴ１
抑制剂组ꎬ４ 为高糖＋ＮＯＸ 抑制剂组ꎬ５ 为甘露醇对照组ꎬ６ 为高糖＋

低剂量 Ｒｅｓ 组ꎬ７ 为高糖＋中剂量 Ｒｅｓ 组ꎬ８ 为高糖＋高剂量 Ｒｅｓ 组ꎮ ａ
为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高糖培养组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｏｎ ＶＳＭＣ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｖｉａ￣
ｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ８)

２.２　 白藜芦醇对 ＶＳＭＣ 中 ＮＯＸ￣ｐ４７ 和 ＳＩＲＴ１ 蛋白

表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果表明ꎬ高糖能使 ＮＯＸ￣ｐ４７
蛋白表达明显增加ꎬＳＩＲＴ１ 蛋白表达减少(Ｐ<０.０５)ꎻ
用 ＮＡＤＰＨ 氧 化 酶 抑 制 剂 Ａｐｏｃｙｎｉｎ 预 处 理 后ꎬ
ＮＡＤＰＨ 氧化酶受到抑制ꎬＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白表达减少ꎬ
ＳＩＲＴ１ 蛋白表达增加(Ｐ < ０. ０５)ꎻ用 ＳＩＲＴ１ 抑制剂

Ｓｉｒｔｉｏｎｌ 预处理后ꎬＳＩＲＴ１ 受到抑制ꎬＳＩＲＴ１ 蛋白表达

减少ꎬＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白表达增加ꎻ而甘露醇对照组无明

显改变ꎻ白藜芦醇(２５、５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ)能显著降低高

糖环境下 ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白的表达ꎬ增加 ＳＩＲＴ１ 蛋白的

表达ꎬ并呈浓度依赖性(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. 白藜芦醇对高糖诱导的 ＶＳＭＣ 中 ＮＯＸ￣ｐ４７ 和 ＳＩＲＴ１
蛋白表达的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为高糖培养组ꎬ３
为高糖＋ＳＩＲＴ１ 抑制剂组ꎬ４ 为高糖＋ＮＯＸ 抑制剂组ꎬ５ 为甘露醇对照

组ꎬ６ 为高糖＋低剂量 Ｒｅｓ 组ꎬ７ 为高糖＋中剂量 Ｒｅｓ 组ꎬ８ 为高糖＋高
剂量 Ｒｅｓ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高糖培养

组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｏｎ ＮＯＸ￣ｐ４７ ａｎｄ ＳＩＲＴ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ＶＳＭＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ(ｘ±ｓꎬ
ｎ＝ ３)

２.３　 流式细胞仪检测细胞周期时相分布情况

高糖(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)能够显著减少 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞

百分比(Ｐ<０.０５)ꎬ处于 Ｓ 期细胞百分数增加(Ｐ<
０.０５)ꎬ细胞周期进程在甘露醇对照组无明显改变ꎻ
白藜芦醇(２５、５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ)能够显著抑制高糖

诱导下的 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞向 Ｓ 期转化ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞

数目 明 显 增 多ꎬ Ｓ 期 细 胞 数 目 明 显 减 少 ( Ｐ <
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０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

图 ３. 白藜芦醇对高糖诱导的 ＶＳＭＣ 细胞周期的影响(ｘ±ｓꎬ
ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与高糖培养组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＶＳＭＣ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

３　 讨　 论

２ 型糖尿病( ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬＴ２ＤＭ)是

一种复杂的慢性代谢性疾病ꎬ长期的代谢紊乱可导

致大血管、微血管、神经等慢性并发症ꎬ其中大血管

病变是糖尿病患者死亡的主要原因ꎬ其共同的病理

改变是 Ａｓꎮ ＶＳＭＣ 的异常增殖是糖尿病大血管病

变的主要病理学基础之一[１]ꎮ 研究表明ꎬＶＳＭＣ 受

到刺激后会由收缩型向合成型发生表型转换ꎮ 血

管平滑肌的异常增殖可能与 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的激活

有关ꎮ 研究表明ꎬＲＯＳ 产生过多是 Ａｓ 发生的危险

因素之一ꎮ ＲＯＳ 来源有多种ꎬ如线粒体的环氧合

酶、血红素加氧酶、黄嘌呤氧化酶、ＮＡＤＰＨ 氧化酶

等[２]ꎮ 其中 ＮＡＤＰＨ 氧化酶可促进 ＶＳＭＣ 由不可迁

移的静止状态转化为可迁移的活化状态ꎬ从而使

ＶＳＭＣ 发生迁移ꎮ 高浓度的葡萄糖不仅能促进大鼠

ＶＳＭＣ 增殖ꎬ还可抑制无血清诱导的大鼠 ＶＳＭＣ 凋

亡[３]ꎮ 我们以往的研究也得到了类似结果[４]ꎮ
除了高糖的直接刺激作用ꎬ高糖激活的 ＰＩ３Ｋ /

Ａｋｔ 通路[５]、Ｒａｓ / Ｒａｆ / ＭＥＫ / ＭＡＰＫ[６]、ＳＩＲＴ１ / ＮＡＤＰＨ
氧化酶 / ＲＯＳ 信号途径[７] 均可介导 ＲＯＳ 生成ꎬ引起

ＶＳＭＣ 异常增殖ꎮ ＲＯＳ 大多来源于 ＮＡＤＰＨ 氧化酶ꎬ
而 ｐ４７ 亚基在 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的激活中起重要作用ꎮ
研究发现ꎬ阻断 ｐ４７ｐｈｏｘ 的活化可抑制高糖诱导的

ＶＳＭＣ 迁移ꎬ证实 ｐ４７ 亚基可能在糖尿病 Ａｓ 发生机

制中占有重要地位[８]ꎮ
白藜芦醇是一种非黄酮类多酚化合物ꎬ具有广

泛的药理作用ꎮ 白藜芦醇是 ＳＩＲＴ１ 的体外天然激活

剂ꎬ其抗氧化作用可能是通过激活 ＳＩＲＴ１ 实现

的[９]ꎮ ＳＩＲＴ１ 能够与 ＮＡＤＰＨ 氧化酶相互作用ꎬ从
而下调 ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白的表达ꎬ抑制 ＶＳＭＣ 增殖ꎬ对
抗 Ａｓ 的发生与发展[１０]ꎮ 我们既往的研究[４]和本次

系列研究结果同样证实了白藜芦醇具有抑制高糖

诱导下 ＶＳＭＣ 增殖的效应ꎮ 这种抑制效应可能是通

过 ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ＮＦ￣κＢ 信号通路实现的[１１]ꎻ然而目

前国内外尚无 ＳＩＲＴ１ 以及 ＮＯＸ￣ｐ４７ 在高糖诱导的

ＶＳＭＣ 增殖中的作用及白藜芦醇对其可能的干预机

制的相关报道ꎮ
我们的进一步研究发现ꎬ伴随增殖活性的增

加ꎬ高糖诱导的 ＶＳＭＣ 还表现为对 ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白表

达的增加和 ＳＩＲＴ１ 表达的减少ꎬ且这种效应可因白

藜芦醇干预被减弱ꎬ应用 ＮＡＤＰＨ 氧化酶抑制剂

Ａｐｏｃｙｎｉｎ 也可达到近似的结果ꎮ 而应用 ＳＩＲＴ１ 特异

性抑制剂 Ｓｉｒｔｉｏｎｌ 则使高糖诱导下的 ＶＳＭＣ 中 ＮＯＸ￣
ｐ４７ 表达进一步增加ꎮ 据此ꎬ我们推测 ＳＩＲＴ１ 可能

是 ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白的上游调控因子ꎬ白藜芦醇可能通

过 ＳＩＲＴ１ 抑制 ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白的表达ꎬ减少 ＲＯＳ 的产

生而对抗血管增殖的发生ꎬ这对从另一个角度理解

白藜芦醇抑制高糖环境下血管增殖可能的机制具

有重要意义ꎮ
此外ꎬ本研究还发现白藜芦醇对高糖环境下

ＶＳＭＣ ＳＩＲＴ１ 的激活作用ꎬ相应地表现为细胞周期

的改变ꎬ如 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞比例明显升高ꎬＳ 期细胞

明显降低ꎬ进而抑制了高糖诱导的 ＶＳＭＣ 增殖ꎮ 在

高浓度葡萄糖(２５.０ ｍｍｏｌ / Ｌ)诱导下的 ＶＳＭＣ 加入

ＮＡＤＰＨ 氧化酶抑制剂(Ａｐｏｃｙｎｉｎ)后细胞增殖能力

降低ꎬ加入 ＳＩＲＴ１ 抑制剂(Ｓｉｒｔｉｎｏｌ)后细胞增殖能力

表现出增强趋势ꎮ 随着研究的深入ꎬ新的特异性

ＮＡＤＰＨ 氧化酶抑制剂和抗氧化物质可能为 Ａｓ 的

治疗带来新的前景ꎮ
总之ꎬ在本实验中ꎬ白藜芦醇剂量依赖性地抑

制高糖环境下 ＶＳＭＣ 的增殖ꎬＧ０ / Ｇ１ 期向 Ｓ 期转化

减少ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞数目显著增多ꎬＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白

表达显著减少ꎬＳＩＲＴ１ 蛋白表达增加明显ꎬ提示白藜

芦醇可能通过激活高糖诱导的 ＶＳＭＣ 内 ＳＩＲＴ１ /
ＮＡＤＰＨ 氧化酶 / ＲＯＳ 信号通路ꎬ下调 ＮＯＸ￣ｐ４７ 蛋白

的表达而抑制细胞增殖ꎬ进而对糖尿病大血管病变

起到防治的作用ꎮ ＳＩＲＴ１ / ＮＯＸ￣ｐ４７ 通路在白藜芦

醇调控高糖诱导的 ＶＳＭＣ 异常增殖过程中的地位及

确切机制还需进一步研究ꎮ
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