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GLP-1 通过 miR-22 / NLRP3 途径减轻 ox-LDL 诱导的
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[摘　 要] 　 目的　 探讨胰高血糖素样肽 1(GLP-1)对氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导人脐静脉内皮细胞(HU-
VEC)焦亡的调节作用及分子机制。 方法　 培养 HUVEC 并分为对照组、ox-LDL 组、不同剂量 GLP-1 组(10 nmol / L、
100 nmol / L、1 000 nmol / L)、GLP-1+miR-22 抑制物组、miR-22 抑制物组、miR-22 模拟物组、阴性对照(NC)抑制物

组、阴性对照模拟物组。 流式细胞术检测细胞凋亡率,荧光定量 PCR 检测 miR-22 表达量,Western blot 检测 NOD 样

受体蛋白 3(NLRP3)、凋亡相关点样蛋白(ASC)、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 1(Caspase-1)的表达量,酶联

免疫吸附法检测白细胞介素 1β( IL-1β)、IL-18 的含量。 结果　 与对照组比较,ox-LDL 组细胞凋亡率和细胞中 NL-
RP3、ASC、Caspase-1 的表达以及培养基中 IL-1β、 IL-18 含量均明显增加,细胞中 miR-22 的表达明显减少(P<
0. 05);与 ox-LDL 组比较,GLP-1 组细胞凋亡率和细胞中 NLRP3、ASC、Caspase-1 的表达以及培养基中 IL-1β、IL-18
含量均明显减少,细胞中 miR-22 的表达明显增加(P<0. 05);与 GLP-1 组比较,GLP-1+miR-22 抑制物组细胞凋亡率

和细胞中 NLRP3、ASC、Caspase-1 的表达以及培养基中 IL-1β、IL-18 的含量均明显增加,细胞中 miR-22 的表达明显

减少(P<0. 05);miR-22 抑制物组细胞中 NLRP3、ASC、Caspase-1 的表达及培养基中 IL-1β、IL-18 的含量明显高于阴

性对照抑制物组,miR-22 模拟物组细胞中 NLRP3、ASC、Caspase-1 的表达及培养基中 IL-1β、IL-18 的含量明显低于

阴性对照模拟物组(P<0. 05)。 结论　 GLP-1 通过 miR-22 / NLRP3 途径能够减轻 ox-LDL 诱导的内皮细胞焦亡。
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GLP-1 alleviates ox-LDL-induced endothelial cell pyroptosis via miR-22 / NLRP3 path-
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the regulatory effect and molecular mechanism of glucagon-like peptide-1 (GLP-1) on
pyroptosis of umbilical vein endothelial cells (HUVEC) induced by oxidized low density lipoprotein (ox-LDL). 　 　 Meth-
ods　 HUVEC was cultured and divided into control group, ox-LDL group, GLP-1 group (10 nmol / L, 100 nmol / L, 1 000
nmol / L), GLP-1+miR-22 inhibitor group, miR-22 inhibitor group, miR-22 mimic group, negative control (NC) inhibitor
group and NC mimic group. 　 Flow cytometry was used to detect apoptotic rate, fluorescence quantitative PCR was used to
detect the expression of microRNA-22(miR-22), Western blot was used to detect the expression of NOD-like receptor pro-
tein 3 (NLRP3), apoptosis-associated speck-like protein containing CARD (ASC) and caspase-1, enzyme-linked immu-
nosorbent assay was used to detect the content of interleukin 1beta ( IL-1β) and interleukin-18( IL-18). 　 　 Results 　
Compared with the control group, the apoptotic rate, the expression of NLRP3, ASC, caspase-1 in cells and the levels of
IL-1β and IL-18 in the culture medium of ox-LDL group significantly increased, while the expression of miR-22
significantly decreased (P<0. 05). 　 Compared with ox-LDL group, the apoptotic rate, the expression of NLRP3, ASC,
caspase-1 in cells and the levels of IL-1β and IL-18 in the culture medium of GLP-1 group significantly decreased, while
the expression of miR-22 significantly increased (P<0. 05). 　 Compared with GLP-1 group, the apoptotic rate, the expres-
sion of NLRP3, ASC, caspase-1 in cells and the levels of IL-1β and IL-18 in the culture medium of GLP-1+miR-22 inhibi-
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tor group significantly increased, while the expression of miR-22 significantly decreased (P<0. 05). 　 The expression of
NLRP3, ASC, caspase-1 in cells and the levels of IL-1β and IL-18 in the culture medium of miR-22 inhibitor group were
significantly higher than those of NC inhibitor group, while the expression of NLRP3, ASC, caspase-1 in cells and the lev-
els of IL-1β and IL-18 in the culture medium of miR-22 mimic group were significantly higher than those of NC mimic
group. 　 　 Conclusion 　 GLP-1 can alleviate ox-LDL-induced endothelial cell pyroptosis through the miR-22 / NLRP3
pathway.

　 　 动脉粥样硬化的发生及发展过程涉及多因素、
多环节,其中吸烟、高血压、高血脂、高尿酸、高血糖

等病理因素通过炎症反应、氧化应激等途径引起血

管内皮损伤是动脉粥样硬化发生的始动环节[1-3]。
氧 化 型 低 密 度 脂 蛋 白 ( oxidized low density
lipoprotein, ox-LDL)在动脉粥样斑块形成、内皮细

胞损伤中起关键作用,ox-LDL 引起内皮损伤后能够

促进多种炎性细胞在损伤的血管内皮局部浸润,炎
性细胞吞噬 ox-LDL 后形成泡沫细胞并逐步累积形

成粥样斑块[4-5]。 炎症反应引起的细胞死亡又被称

为细胞焦亡,保护 ox-LDL 引起的内皮细胞焦亡被认

为是防治动脉粥样硬化、降低心脑血管疾病发生率

及死亡率的关键靶点。
胰高血糖素样肽 1 ( glucagon-like peptide-1,

GLP-1)是近年来发展起来的新型降糖药物,具有促

进胰岛素分泌、抑制胰高血糖素分泌的作用,被用

于 2 型糖尿病的治疗。 新近关于 GLP-1 活性的研

究认为,GLP-1 除了具有降糖作用外,还能在多种组

织及细胞中发挥抗炎、抗氧化等保护作用[6]。 高维

鸿等[7]研究发现,GLP-1 能够减轻过氧化氢诱导的

内皮损伤;孙慧琳等[8]研究发现,GLP-1 能够减轻糖

基化终产物诱导的内皮损伤。 为了明确 GLP-1 对

ox-LDL 所致内皮细胞炎症损伤的保护作用,本研究

具体分析了 GLP-1 对 ox-LDL 诱导人脐静脉内皮细

胞( human umbilical vein endothelial cells,HUVEC)
炎症损伤的调节作用及分子机制,旨在为 GLP-1 用

于动脉粥样硬化的治疗提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

HUVEC 购自中科院细胞资源中心,高糖 DMEM
培养基、胎牛血清、胰蛋白酶购自 Gibco 公司,GLP-1
购自 Sigma 公司,miR-22 的模拟物、抑制物及阴性对

照(negative control,NC)的模拟物、抑制物购自上海

吉玛公司,Annexin V-FITC / PI 凋亡试剂盒购自上海

吉凯公司,miR-22 表达检测试剂盒购自北京天根公

司,NOD 样受体蛋白 3(NOD-like receptor protein 3,

NLRP3)、凋亡相关斑点样蛋白(apoptosis-associated
speck-like protein containing CARD, ASC)、含半胱氨

酸的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 1 ( cysteinyl aspartate
specific proteinase-1,Caspase-1)的单克隆抗体购自

Abcam 公司,Western blot 检测试剂购自上海碧云天

公司,白细胞介素 1β(IL-1β)、白细胞介素 18(IL-18)
酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒购自上海西唐公司。
1. 2　 细胞培养及分组

HUVEC 用含有 5% 胎牛血清的高糖 DMEM 培

养基培养,每 2 天更换 1 次培养基,待细胞汇合至

80% ~85%时,用胰蛋白酶消化传代。 传代扩增细

胞足够后,取对数生长期的细胞进行分组:(1)对照

组:用不含血清及药物的高糖 DMEM 处理;(2) ox-
LDL 组:用含有 50 mg / L ox-LDL 的无血清高糖

DMEM 处理;(3)不同剂量 GLP-1 组:用含有 50 mg /
L ox-LDL 及不同剂量(10 nmol / L、100 nmol / L、1 000
nmol / L)GLP-1 的无血清高糖 DMEM 处理; ( 4 )
GLP-1+miR-22 抑制物组:转染 miR-22 的抑制物后

用含有 50 mg / L ox-LDL 及 1 000 nmol / L GLP-1 的

无血清高糖 DMEM 处理;(5)miR-22 抑制物组:转
染 miR-22 的抑制物后用不含药物的无血清高糖

DMEM 处理;(6)miR-22 模拟物组:转染 miR-22 的

模拟物后用不含药物的无血清高糖 DMEM 处理;
(7)阴性对照抑制物组:转染阴性对照的抑制物后

用不含药物的无血清高糖 DMEM 处理;(8)阴性对

照模拟物组:转染阴性对照的模拟物后用不含药物

的无血清高糖 DMEM 处理。
1. 3　 细胞凋亡率的检测

不同条件处理后 24 h,胰蛋白酶消化细胞,磷酸

盐缓冲液洗涤、1 500 r / min 离心 2 次后用 Annexin
V-FITC / PI 凋亡试剂盒中的缓冲液重悬细胞,调节

细胞密度为 1×108 / L;取 400 μL 细胞悬液,加入 An-
nexin V-FITC 5 μL 后 4 ℃避光孵育 20 min,加入 PI
10 μL 后 4 ℃避光孵育 5 min,最后在流式细胞仪上

检测细胞凋亡,计算位于右下象限即 Annexin V-
FITC 阳性 / PI 阴性的细胞所占比例。
1. 4　 荧光定量 PCR 检测 miR-22 的表达

不同条件处理后 24 h,保留细胞,用磷酸盐缓冲
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液洗涤 2 遍后用北京天根公司的 miRcute miRNA 提

取分 离 试 剂 盒 提 取 细 胞 中 的 总 miRNA, 采 用

miRcute 增强型 miRNA cDNA 第一链合成试剂盒将

miRNA 反 转 录 为 cDNA, 采 用 miRcute 增 强 型

miRNA 荧光定量检测试配置 PCR 反应体系对

cDNA 进行扩增,所用引物分别为 miR-22 及 U6 的

引物,得到扩增曲线后读取循环阈值(Ct),按照公

式 2-△△Ct 计算 miR-22 的表达量。
1. 5　 Western blot 检测 NLRP3、ASC 和 Caspase-1 的
表达

不同条件处理后 24 h,保留细胞,用磷酸盐缓冲

液洗涤 2 遍后加入蛋白裂解液、提取细胞中的总蛋

白,BCA 试剂盒对总蛋白进行定量后按照 20 μg 总

蛋白的上样量将细胞蛋白样本加入到预先配置好

的 SDS-聚丙烯酰胺凝胶中,垂直电泳后将转膜至硝

酸纤维素(NC)膜,NC 膜在 5%脱脂牛奶中封闭 2 h
后孵育 1 ∶ 1 000 的 NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1、
β-actin 单克隆抗体,4 ℃过夜;TBST 洗涤 3 次后孵

育辣根过氧化物酶第二抗体 1 h,TBST 洗涤 3 次并

加入显影液,在天能化学发光成像系统中曝光得到

NLRP3、ASC、 cleaved Caspase-1、 β-actin 的蛋白条

带,用 Image-J 软件扫描蛋白条带的灰度值,计算目

标蛋白与 β-actin 的比值作为蛋白表达水平。
1. 6　 ELISA 检测 IL-1β 和 IL-18 的含量

不同条件处理后 24 h,收集培养基,采用 ELISA

试剂盒测定培养基中 IL -1β 和 IL-18 的含量,严格

按照试剂盒的说明书进行操作。
1. 7　 统计学处理方法

采用 SPSS23. 0 软件录入数据,计量资料以 x±s
表示,经方差齐性检验符合方差齐性后对多组间的

差异进行方差分析,多组间的两两比较采用 LSD-t
检验;两组间的差异进行 t 检验,P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 GLP-1 对 ox-LDL 处理后 HUVEC 凋亡的调节

作用

与对照组比较,ox-LDL 组细胞的凋亡率明显增

加,差异有统计学意义(P<0. 05);与 ox-LDL 组比

较,不同剂量 GLP-1 组细胞的凋亡率均明显减少,
差异有统计学意义(P<0. 05),且 GLP-1 降低细胞

凋亡率的作用具有剂量依赖性,GLP-1 剂量越大,细
胞凋亡率的减少越明显。 1 000 nmol / L GLP-1 组细

胞凋亡率的减少最明显,因此本研究后续选择 1 000
nmol / L GLP-1 用于 miR-22 抑制物的联合处理及

miR-22 表达、基因表达、细胞因子含量的检测。 与

1 000 nmol / L GLP-1 组比较,GLP-1+miR-22 抑制物

组细胞凋亡率明显增加(P<0. 05;图 1)。

图 1. 各组细胞凋亡率(n = 5) 　 　 A 为对照组,B 为 ox-LDL 组,C 为 10 nmol / L GLP-1 组,D 为 100 nmol / L GLP-1 组,E 为 1 000 nmol / L
GLP-1 组,F 为 GLP-1+miR-22 抑制物组。 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较;c 为 P<0. 05,与 10 nmol / L GLP-1 组比

较;d 为 P<0. 05,与 100 nmol / L GLP-1 组比较;e 为 P<0. 05,与 1 000 nmol / L GLP-1 组比较。

Figure 1. Apoptosis rate in each group(n=5)
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2. 2　 GLP-1 对 ox-LDL 处理后 HUVEC 中 miR-22 /
NLRP3 表达的调节作用

与对照组比较,ox-LDL 组细胞中 miR-22 的表

达明显减少,细胞中 NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1
的表达明显增多,差异有统计学意义(P<0. 05);与
ox-LDL 组比较,1 000 nmol / L GLP-1 组细胞中 miR-
22 的 表 达 增 多, 细 胞 中 NLRP3、 ASC、 cleaved
Caspase-1 的表达明显减少,差异有统计学意义(P<
0. 05);与 1 000 nmol / L GLP-1 组比较,GLP-1+miR-
22 抑制物组细胞中 miR-22 的表达明显减少,细胞

中 NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1 的表达明显增多,

差异有统计学意义(P<0. 05;图 2)。
2. 3　 GLP-1 对 ox-LDL 处理后 HUVEC 培养基中 IL-
1β 和 IL-18 含量的调节作用

与对照组比较,ox-LDL 组细胞培养基中 IL-1β、
IL-18 的含量明显增多,差异有统计学意义 ( P <
0. 05);与 ox-LDL 组比较,1 000 nmol / L GLP-1 组细

胞培养基中 IL-1β、IL-18 的含量明显减少,差异有统

计学意义(P<0. 05);与 1 000 nmol / L GLP-1 组比

较,GLP-1+miR-22 抑制物组细胞培养基中 IL-1β、
IL-18 的含量明显增多,差异有统计学意义 ( P <
0. 05;图 3)。

图 2. 各组细胞 miR-22、NLRP3、ASC 和 cleaved Caspase-1的表达(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL
组比较;c 为 P<0. 05,与 1 000 nmol / L GLP-1 组比较。

Figure 2. The expression of miR-22, NLRP3, ASC, Caspase-1 in each group(n=5)

图 3. 各组细胞培养基中 IL-1β和 IL-18 的含量(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较;c 为 P<0. 05,
与 1 000 nmol / L GLP-1 组比较。

Figure 3. The content of IL-1β, IL-18 in media of each group(n=5)
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2. 4　 miR-22 模拟物和抑制物处理对 NLRP3 表达

和 IL-1β、IL-18 含量的调节作用

与阴性对照模拟物组比较,miR-22 模拟物组细

胞中 NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1 的表达量及培

养基中 IL-1β、IL-18 的含量均明显减少,差异有统计

学意义(P<0. 05);与阴性对照抑制物组比较,miR-
22 抑制物组细胞中 NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1
的表达量及培养基中 IL-1β、IL-18 的含量均明显增

多,差异有统计学意义(P<0. 05;图 4 ~图 7)。

图 4. miR-22 模拟物对细胞中 NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1表达的调节作用(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与阴性对照模拟物组比较。

Figure 4. Regulatory effect of miR-22 mimic on the expression of NLRP3, ASC, cleaved Caspase-1 in cells(n=5)

图 5. miR-22 模拟物对细胞培养基中 IL-1β及 IL-18 含量的调节作用(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与阴性对照模拟物组比较。

Figure 5. Regulatory effect of miR-22 mimic on content of IL-1β, IL-18 in media(n=5)

图 6. miR-22 抑制物对细胞中 NLRP3、ASC、cleaved Caspase-1表达的调节作用(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与阴性对照抑制物组比较。

Figure 6. Regulatory effect of miR-22 inhibitor on the expression of NLRP3, ASC, cleaved Caspase-1 in cells(n=5)
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图 7. miR-22 抑制物对细胞培养基中 IL-1β及 IL-18 含量的调节作用(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与阴性对照抑制物组比较。

Figure 7. Regulatory effect of miR-22 inhibitor on content of IL-1β, IL-18 in media(n=5)

3　 讨　 论

ox-LDL 是在动脉粥样硬化病理进程中起到关

键作用的分子,该分子能够作用于血管内皮并招募

炎症细胞,进而促进泡沫细胞产生及粥样斑块形

成,导致内皮细胞焦亡的发生[9-10]。 GLP-1 被多项

研究证实能够在心血管系统中发挥保护作用[11-12]。
本研究以 HUVEC 为实验对象,具体分析了 GLP-1
对 ox-LDL 诱导内皮细胞焦亡的保护作用,结果表

明,ox-LDL 组细胞的凋亡率明显高于对照组,不同

剂量 GLP-1 组细胞的凋亡率均明显低于 ox-LDL 组

且 GLP-1 剂量越大、凋亡率降低越明显。 这一结果

提示 GLP-1 能够以剂量依赖性的方式减轻 ox-LDL
诱导的 HUVEC 损伤,其中 1 000 nmol / L 剂量 GLP-1
保护作用最明显,本研究进一步在 1 000 nmol / L
GLP-1 的基础上探究了 GLP-1 发挥内皮保护作用的

分子机制。
炎症反应的激活是 ox-LDL 引起内皮细胞凋亡

及损伤的重要环节,ox-LDL 诱导炎症反应激活后既

能直接造成内皮焦亡,又能招募炎性细胞、吞噬 ox-
LDL 并产生泡沫细胞,进而参与粥样斑块的形

成[13-14]。 miR-22 / NLRP3 途径在内皮细胞的焦亡中

发挥重要作用,miR-22 能够通过靶向抑制 NLRP3
的表达来抑制下游 Caspase-1 活化及 IL-1β、IL-18 前

体向成熟体的裂解,进而能够减轻炎症反应所介导

的内皮焦亡[15-17]。 本研究采用 GLP-1 对 ox-LDL 处

理的 HUVEC 进行干预后发现, ox-LDL 组细胞中

miR-22 的表达明显减少,NLRP3、ASC、Caspase-1 的

表达及 IL-1β、 IL-18 的含量明显增多; 而 1 000
nmol / L 的 GLP-1 处理后,miR-22 的表达明显增多,
NLRP3、ASC、Caspase-1 的表达及 IL-1β、IL-18 的含

量明显减少。 由此表明 GLP-1 能够调节 HUVEC 中

ox-LDL 所引起的 miR-22 / NLRP3 途径改变,进而也

提示增加 miR-22 表达并抑制 NLRP3 炎性小体激活

可能是 GLP-1 减轻 ox-LDL 诱导 HUVEC 焦亡的分

子机制。
为了验证 GLP-1 减轻 ox-LDL 诱导 HUVEC 焦

亡可能分子机制的推测,本研究在 GLP-1 处理的同

时转染了 miR-22 的抑制物,GLP-1+miR-22 抑制物

组细胞中 miR-22 的表达明显低于 GLP-1 组,细胞凋

亡率和 NLRP3、ASC、Caspase-1 的表达及 IL-1β、IL-
18 的含量明显高于 GLP-1 组。 这一结果表明 miR-
22 的抑制物能够使 GLP-1 抑制 ox-LDL 诱导的 HU-
VEC 凋亡、NLRP3 炎性小体激活的作用发生逆转,
进而也提示增加 miR-22 表达并抑制 NLRP3 炎性小

体激活是 GLP-1 减轻 ox-LDL 诱导 HUVEC 焦亡的

分子机制。 miR-22 / NLRP3 途径的生物学功能的发

挥依赖于 miR-22 对 NLRP3 表达的靶向抑制,胡波

等[18] 荧光素酶报告基因的研究结果证实,miR-22
能够靶向作用于 NLRP3 mRNA 的 3′非编码序列,阻
碍 NLRP3 基因的表达并抑制 NLRP3 炎性小体的激

活。 本研究通过 miR-22 模拟物及抑制物转染的方

式进一步在 HUVEC 中验证了 miR-22 对 NLRP3 炎

性小体的靶向调控作用,miR-22 模拟物组细胞中

NLRP3、ASC、Caspase-1 的表达及 IL-1β、IL-18 的含

量均明显降低,而 miR-22 抑制物组细胞中 NLRP3、
ASC、Caspase-1 的表达及 IL-1β、IL-18 的含量均明

显升高,提示 miR-22 能够直接靶向作用于 HUVEC
中的 NLRP3 并降低 NLRP3 炎性小体的活性。

综上所述,GLP-1 通过 miR-22 / NLRP3 途径能

够减轻 ox-LDL 诱导的内皮细胞焦亡,GLP-1 对 HU-
VEC 中 miR-22 的表达具有促进作用,对 NLRP3 炎

性小体的激活具有抑制作用,并且 miR-22 能够直接

靶向作用于 HUVEC 中的 NLRP3 并降低 NLRP3 炎

性小体的活性。
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