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琥珀酸 / GPR91 通过 DHODH / CoQ10 促血管内皮细胞线粒体损伤
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨琥珀酸 / G 蛋白偶联受体 91(GPR91)对血管内皮细胞线粒体的影响及其调节机制。 [方
法] 　 采用透射电镜、Western blot、荧光显微镜观察琥珀酸类似物琥珀酸二乙酯(DS)、GPR91 激动剂及抑制剂对血

管内皮细胞线粒体形态、嵴、嵴稳态相关蛋白、活性氧(ROS)含量、Ca2+浓度、膜电位、二氢乳清酸脱氢酶(DHODH)
表达以及氧化型辅酶 Q10(CoQ10)的影响;荧光探针法观察 DHODH 抑制剂以及氧化型 CoQ10 对血管内皮细胞

ROS 含量、Ca2+浓度的影响。 [结果] 　 DS 处理后,血管内皮细胞线粒体固缩、体积变小、双层膜电子密度增加、嵴
数量减少,嵴稳态相关蛋白 MIC60 表达下调 23% ,ROS 含量升高,Ca2+浓度增加,线粒体膜电位降低(P<0. 05 或 P<
0. 01);GPR91 激动剂处理后,线粒体嵴稳态相关蛋白 MIC60 表达下调 31% ,ROS 含量升高 27% ,钙离子浓度升高

36% ,线粒体膜电位降低(P<0. 05 或 P<0. 01);GPR91 抑制剂处理后,线粒体嵴稳态相关蛋白 MIC60 上调 22% ,
ATP5I 上调 40% ,ROS 含量降低 41% ,Ca2+浓度降低 67% ,线粒体膜电位恢复正常(P<0. 05 或 P<0. 01)。 DS 处理

后,DHODH 的表达下调 43% ,氧化型 CoQ10 的含量增加 120% (P<0. 05 或 P<0. 01);GPR91 激动剂处理后,
DHODH 的表达下调 22% ,氧化型 CoQ10 的含量增加 36% (P<0. 05 或 P<0. 01);GPR91 抑制剂处理后,DHODH 的

表达上调 40% ,氧化型 CoQ10 的含量降低 39% (P<0. 01);DHODH 抑制剂处理后,ROS 含量增加 20% ,Ca2+浓度增

加 28% ,线粒体膜电位降低(P<0. 05 或 P<0. 01);外源加入氧化型 CoQ10 处理后,ROS 含量降低 30% ,Ca2+浓度降

低 20% (P<0. 05 或 P<0. 01)。 [结论] 　 琥珀酸 / GPR91 可能通过影响线粒体嵴稳态下调 DHODH 的表达进而抑制

氧化型 CoQ10 还原,导致线粒体损伤。
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Succinate / GPR91 promotes mitochondrial damage in vascular endothelial cells
through DHODH / CoQ10
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effect of succinate / G protein coupled receptor 91 (GPR91) on mitochondria in
vascular endothelial cells and its regulatory mechanisms. 　 　 Methods　 Transmission electron microscopy, Western blot
and fluorescence microscopy were used to observe the effects of succinate analogues diethyl succinate ( DS), GPR91
agonist and inhibitor on the mitochondrial morphology, cristae, cristate homeostasis related proteins reactive oxygen species
(ROS) content, Ca2+ concentration, mitochondrial membrane potential, the expression of dihydroorotate dehydrogenase
(DHODH) and oxidized coenzyme Q10 (CoQ10). 　 Fluorescence probes were used to observe the effect of DHODH inhib-
itor and CoQ10 on ROS level and Ca2+concentration of endothelial cells. 　 　 Results　 After DS treatment, the mitochon-
dria showed pyknosis and mitochondrial volume significantly decreased, electron density of the mitochondrial membrane in-
creased, and the number of cristae decreased in endothelial cells; the expression of cristae homeostasis related proteins
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MIC60 decreased by 23% , while cellular ROS level and Ca2+ concentration increased; mitochondrial membrane potential
decreased (P<0. 05 or P<0. 01). 　 After GPR91 agonist treatment, the expression of cristae homeostasis related proteins
MIC60 decreased by 31% , meanwhile, cellular ROS level increased by 27% and Ca2+ concentration increased by 36% ;
mitochondrial membrane potential decreased (P<0. 05 or P<0. 01). 　 After GPR91 inhibitor treatment, the expression of
cristae homeostasis related proteins MIC60 increased by 22% and ATP5I increased by 40% ; the levels of ROS decreased
by 41% and Ca2+ concentration decreased by 67% ; and the mitochondrial membrane potential was restored to normal (P<
0. 05 or P<0. 01). 　 After DS treatment, the expression of DHODH decreased by 43% and the level of oxidized CoQ10 in-
creased by 120% (P<0. 05 or P<0. 01). 　 After GPR91 agonist treatment, the expression of DHODH decreased by 22%
and the level of oxidized CoQ10 increased by 36% (P<0. 05 or P<0. 01). 　 After GPR91 inhibitor treatment, the expres-
sion of DHODH increased by 40% and the level of oxidized CoQ10 decreased by 39% (P<0. 01). 　 After DHODH inhibi-
tor treatment, the ROS level increased by 20% and Ca2+ concentration increased by 28% , and mitochondrial membrane po-
tential reduced at same time (P<0. 05 or P<0. 01). 　 Exogenous oxidized CoQ10 inhibited ROS production by 30% and
decreased Ca2+ concentration by 20% (P<0. 05 or P<0. 01). 　 　 Conclusion　 Succinate / GPR91 promotes mitochondrial
damage in endothelial cells, and its mechanism may relate to down-regulating the expression of DHODH and inhibiting the
reduction of CoQ10 by affecting the mitochondrial cristae homeostasis.
[KEY WORDS]　 succinate;　 G protein coupled receptor 91;　 dihydroorotate dehydrogenase;　 coenzyme Q10;　 mito-
chondria cristae;　 mitochondrial damage

　 　 动脉粥样硬化性心血管疾病严重危害人类健

康,血管内皮细胞损伤是动脉粥样硬化性心血管疾

病发生的关键环节。 近来的研究发现,在动脉粥样

硬化病变进程中血浆琥珀酸含量升高[1]。 研究表

明线粒体基质中琥珀酸可以作为促炎信号促进炎

症相关基因的表达[2],并且通过影响线粒体电子传

递链促进活性氧( reactive oxygen species,ROS)的产

生引发缺血再灌注损伤[3]。 此外,琥珀酸也可以释

放到胞外与其特异性受体 G 蛋白偶联受体 91 (G
protein coupled receptor 91,GPR91)结合,参与糖尿

病、缺血再灌注损伤、高血压、炎症与免疫等多种疾

病和病理过程的发生发展[4-8]。
线粒体是细胞内重要的细胞器,与能量代谢、

信号转导以及细胞稳态密切相关。 研究发现,琥
珀酸 / GPR91 通过促进神经元线粒体分裂、破坏线

粒体功能,从而加剧脑梗死[9] 。 线粒体嵴是线粒

体内膜向线粒体基质折褶形成的结构,调控线粒

体形态、结构与功能。 二氢乳清酸脱氢酶(dihydro-
orotate dehydrogenase,DHODH)定位于线粒体嵴,将
质子传递给线粒体内膜中的氧化型辅酶 Q10(coen-
zyme Q10,CoQ10),形成还原型 CoQ10(CoQ10H2),
促进呼吸链电子的正常传递,对于线粒体内 ROS
的清除和线粒体的保护具有重要意义[10-12] 。 本研

究旨在探讨琥珀酸 / GPR91 对血管内皮细胞线粒

体的影响以及 DHODH / CoQ10 在该生物学过程中

的作用,为血管内皮细胞损伤保护提供新的策略

和靶点。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂和仪器

　 　 人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo-
thelial cell,HUVEC)株购自中国科学院;DMEM 高

糖培养基、胎牛血清购自 Gibco 公司;MitoSOX、Ho-
echst33342 购自赛默飞世尔科技公司;线粒体膜电

位检测试剂盒购自武汉凯胜生物技术有限公司;兔
抗 MIC60、兔抗 ATP5I、兔抗 ATP5L、兔抗视神经萎

缩 1 ( optic atrophy 1, OPA1 )、兔抗 β-actin、兔抗

CoQ10A、山羊抗兔 IgG 购自武汉三鹰生物技术有限

公司;兔抗 GPR91 购自 GeneTex 公司;琥珀酸二乙

酯(diethyl succinate,DS)、GPR91 激动剂环氧琥珀

酸、 GPR91 抑 制 剂 NF-56-EJ40、 氧 化 型 CoQ10、
DHODH 抑制剂布喹那购自 MCE 公司;N,N-二甲基

甲酰胺(N,N-dimethylformamide,DMF)、二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide,DMSO)购自江苏维尔生物科有

限公司。 细胞钙离子荧光探针(上海碧云天生物技

术有限公司);线粒体膜电位 Jc-1 检测试剂盒(江苏

凯基生物技术股份有限公司)。
1. 2　 细胞培养及分组

HUVEC 培养在 5%CO2、37 ℃培养箱中。 DMSO
组:用 DMSO 处理血管内皮细胞 24 h;DS 组:DS 处

理血管内皮细胞 24 h;GPR91 激动剂组:GPR91 激

动剂处理血管内皮细胞 24 h;GPR91 抑制剂组:
GPR91 抑制剂预处理血管内皮细胞 2 h,再经 DS 处

理 24 h;DHODH 抑制剂组:DHODH 抑制剂处理血

管内皮细胞 2 h;氧化型 CoQ10 组:氧化型 CoQ10 处
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理血管内皮细胞 24 h;DMF 组:DMF 处理血管内皮

细胞 24 h。
1. 3　 透射电镜观察

取处理好的细胞,用 PBS 清洗 3 次,加入电镜

固定液于 4 ℃固定 2 h,离心,1%锇酸室温避光固定

2 h,脱水处理后经丙酮 ∶ 包埋剂(1 ∶ 1)渗透 2 ~
4 h,60 ℃烤箱聚合 48 h,铀铅双染色 15 min,然后使

用电子显微镜拍摄。
1. 4　 Western blot 检测蛋白表达

RIPA 裂解细胞后提取蛋白进行蛋白定量,取
20 μg 蛋白进行电泳,然后将蛋白转移至 PVDF 膜,
BSA 封闭、相应的一抗于 4 ℃ 孵育 10 h (MIC60、
ATP5I、ATP5L、OPA1 及 CoQ10A 一抗稀释比例为

1 ∶ 1 000,β-actin 稀释比例为 1 ∶ 2 000,DHODH 一

抗稀释比例为 1 ∶ 4 000),二抗(山羊抗兔 IgG 稀释

比例为 1 ∶ 3 000)室温孵育 2 h,显影,使用 Image J
软件进行灰度值分析。
1. 5　 ROS 荧光探针检测

取处理好的细胞铺板(24 孔),贴壁后 PBS 清

洗 3 次,将溶解好的 MitoSOX 加入 Hanks 平衡盐溶

液[(Hanks balanced salt solution,HBSS),1 ∶ 5 000]
混合成工作液,每孔加入 300 μL 工作液,37 ℃避光

孵育 30 min, Hoechst33342 混 合 于 HBSS 溶 液

(1 ∶ 2 000),每孔加入 200 μL 混合液,37 ℃避光孵

育 10 min,然后使用荧光显微镜拍照。
1. 6　 荧光探针 Jc-1 检测线粒体膜电位

取处理好的细胞铺板(24 孔),贴壁后 PBS 清

洗 3 次,用双蒸水将线粒体膜电位荧光探针 Jc-1 按

1 ∶ 5 000 溶解混合成工作液,每孔加入 300 μL 工作

液,37 ℃ 避光孵育 30 min,Hoechst33342 混合于

HBSS 溶液(1 ∶ 2 000),每孔加入 200 μL 混合液,
37 ℃避光孵育 10 min,然后使用荧光显微镜拍照。
1. 7　 钙离子荧光探针检测

取处理好的细胞铺板(24 孔),贴壁后 PBS 清

洗 3 次,用 PBS 溶解 Flou-4 染色剂制成 1 ∶ 1 000 的

工作液,每孔加入 300 μL 工作液,37 ℃ 避光孵育

30 min,弃工作液,PBS 清洗 3 次,Hoechst33342 混合

于 HBSS 溶液(1 ∶ 2 000),每孔加入 200 μL 混合

液,37 ℃ 避光孵育 20 min,然后使用荧光显微镜

拍照。
1. 8　 统计学分析

采用 GraphPad Prims 8 软件进行统计分析,实
验结果以 x± s 表示。 两组间比较采用单样本 t 检
验,多组间比较采用单因素方差分析。 P<0. 05 表示

差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 琥珀酸 / GPR91 对线粒体的影响

与 DMSO 相比,DS 组 ROS 含量及细胞 Ca2+ 浓

度显著升高,线粒体膜电位显著降低(P<0. 05 或

P<0. 01);GPR91 激动剂组血管内皮细胞 ROS 含量

升高 27% ,Ca2+浓度升高 36% ,线粒体膜电位显著

降低(P<0. 05 或 P<0. 01);而 DS+GPR91 抑制剂组

ROS 水平下降 41% ,Ca2+ 浓度降低 67% ,线粒体膜

电位恢复至正常水平(P<0. 01;图 1)。
2. 2　 琥珀酸 / GPR91 影响线粒体嵴稳态

嵴为线粒体中形成呼吸链复合体的场所,线粒

体嵴稳态失衡将导致呼吸链功能异常,最终导致线

粒体功能障碍[13]。 透射电镜结果显示,DS 组血管

内皮细胞线粒体嵴数量减少,嵴形态异常。 线粒体

嵴形成是一个动态的、复杂的过程,MIC60、OPA1、
ATP5L、ATP5I 为协助线粒体嵴形成的重要 分

子[14-15]。 与 DMSO 组相比,DS 组线粒体嵴稳态相

关蛋白 MIC60 的表达下调 23% ,GPR91 激动剂组线

粒体嵴稳态相关蛋白 MIC60 的表达下调 31% ,而
DS+GPR91 抑制剂组线粒体嵴稳态相关蛋白 MIC60
较 DS 组上调 22% ,ATP5I 上调 40% (P<0. 05 或 P<
0. 01;图 2)。 这些结果表明琥珀酸可能通过调节线

粒体嵴的形成从而调节线粒体的功能。
2. 3　 琥珀酸 / GPR91 对DHODH/氧化型CoQ10 的影响

DHODH 位于线粒体嵴,是将氧化型 CoQ10 还

原为 CoQ10H2 的限速酶[12,16]。 CoQ10A 是氧化型

CoQ10 的同源物,与氧化型 CoQ10 水平正相关。 与

DMSO 组相比,DS 组血管内皮细胞 DHODH 的表达

降低 43% ,CoQ10A 水平增加 120% (P<0. 05 或 P<
0. 01);GPR91 激动剂组血管内皮细胞 DHODH 的

表达降低 22% ,CoQ10A 水平增加 36% (P<0. 05 或

P<0. 01)。 而与 DS 组相比,DS+GPR91 抑制剂组

DHODH 的表达上调 40% ,CoQ10A 水平降低 39%
(P<0. 01;图 3)。 这些结果表明琥珀酸 / GPR91 可

能通过减少 DHODH 的合成抑制氧化型 CoQ10 还原

成 CoQ10H2。
2. 4　 DHODH 对血管内皮细胞线粒体的影响

DHODH 可以抑制 ROS 的产生,同时促进线粒

体 ROS 的清除,对线粒体具有重要的保护作用。 为

了进一步阐明 DHODH 在琥珀酸诱导的线粒体功能

障碍中的作用,用 DHODH 抑制剂布喹那(5 μmol / L)
处理血管内皮细胞,结果发现:与对照组相比,
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DHODH 抑制剂处理的血管内皮细胞 ROS 含量增加

20%,Ca2+含量增加28%,线粒体膜电位降低(P<0. 05
或 P<0. 01;图 4)。

图 1. 琥珀酸 / GPR91 促血管内皮细胞线粒体损伤(n=3)
A-C 为 DS 增加血管内皮细胞 ROS 含量(200×)、Ca2+浓度(200×),降低线粒体膜电位(100×);D-F 为 GPR91 激动剂增加

血管内皮细胞 ROS 含量(100×)、Ca2+浓度(200×),降低线粒体膜电位(100×);G-I 为 GPR91 抑制剂降低 DS 诱导的

血管内皮细胞 ROS 含量(100×)、Ca2+浓度(200×),恢复线粒体膜电位(100×)。

Figure 1. Succinate / GPR91 promotes mitochondrial damage in vascular endothelial cells(n=3)

图 2. 琥珀酸 / GPR91 对线粒体嵴稳态的影响(n=3)
A、B 为透射电镜检查,DS 组线粒体体积减小,出现空泡,嵴数量减少,嵴形态异常(25 000×);C 为 DS 组线粒体嵴稳态

相关蛋白 MIC60 的表达下调;D 为 GPR91 激动剂组线粒体嵴稳态相关蛋白 MIC60 的表达下调;
E 为 DS+GPR91 抑制剂组线粒体嵴稳态相关蛋白 MIC60 和 ATP5I 的表达上调。

Figure 2. The effect of succinate / GPR91 on mitochondrial cristae homeostasis(n=3)
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图 3. 琥珀酸 / GPR91 对血管内皮细胞 DHODH和

CoQ10A表达的影响(n=3)
A、B 为 DS 和 GPR91 激动剂抑制 DHODH 的表达、增加 CoQ10A 水平;

C 为 GPR91 抑制剂上调 DHODH 的表达,降低 CoQ10A 水平。

Figure 3. The effect of succinate / GPR91 on DHODH and
CoQ10A expression in vascular endothelial cells(n=3)

2. 5　 氧化型 CoQ10 对血管内皮细胞线粒体的影响

CoQ10 在细胞内以氧化型 CoQ10 和还原型

CoQ10H2 两 种 形 式 存 在[10]。 DHODH 将 氧 化 型

CoQ10 还原成 CoQ10H2,抑制线粒体 ROS 的产生并

促进 ROS 的清除[17]。 为了进一步探讨 DHODH/氧
化型 CoQ10 在琥珀酸诱导的线粒体功能障碍中的作

用,用 DMF 溶解的氧化型 CoQ10(20 μmol / L)处理血

管内皮细胞,结果发现:在不干扰 DHODH 表达的情

况下,外源加入的氧化型 CoQ10 使血管内皮细胞线粒

体 ROS 含量降低 30%,Ca2+浓度降低 20% (P<0. 05
或 P<0. 01;图 5)。

3　 讨　 论

琥珀酸是能量代谢中的一种关键二羧酸,是连接

三羧酸循环与线粒体呼吸的关键分子,线粒体是机体

琥珀酸的重要来源。 研究表明组织损伤、缺氧和免疫

激活可导致细胞及血液中琥珀酸水平的改变。
GPR91 是其特异性受体,近来的研究表明琥珀酸不仅

图 4. DHODH对血管内皮细胞线粒体的影响(n=3)
A 为 DHODH 抑制剂增加血管内皮细胞线粒体 ROS 的产生(100×),B 为 DHODH 抑制剂增加血管内皮细胞 Ca2+浓度(200×),

C 为 DHODH 抑制剂降低血管内皮细胞线粒体膜电位(100×)。

Figure 4. The effect of DHODH on mitochondria in vascular endothelial cells(n=3)
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图 5. 氧化型 CoQ10 对血管内皮细胞线粒体的影响(n=3)
A 为氧化型 CoQ10 降低血管内皮细胞线粒体 ROS 含量(200×),B 为氧化型 CoQ10 降低血管内皮细胞 Ca2+浓度(200×)。

Figure 5. The effect of oxidized CoQ10 on mitochondria in vascular endothelial cells(n=3)

作为三羧酸循环的底物调节能量代谢,并且可能通过

与 GPR91 的相互作用影响细胞的多个生物学行为。
本研究结果发现,琥珀酸、GPR91 激动剂均增加血管

内皮细胞线粒体 ROS 含量及细胞内 Ca2+浓度,降低

线粒体膜电位,表明细胞内琥珀酸 / GPR91 介导线粒

体损伤。
线粒体嵴是线粒体内膜向线粒体基质折褶形成

的结构,在电子传递、ROS 生成、ATP 合成发面发挥重

要功能;线粒体嵴形态反应线粒体代谢、超氧化物形

成、氧化还原稳态;线粒体嵴形态的维持与 OPA1、
MIC60、ATP5I 和 ATP5L 等蛋白密切相关。 其中

OPA1 催化线粒体内膜的融合并调节线粒体嵴重塑

过程,OPA1 野生型细胞的线粒体主要为线状;OPA1
突变会导致线粒体破裂,OPA1 突变体细胞的线粒体

主要为颗粒状[18]。 MICOS 家族介导嵴连接的形成和

稳定[19],敲除 MICOS 基因导致线粒体嵴消失,而其

家族成员 MIC60 过表达导致嵴碎片化[15];ATP 合酶

也是线粒体嵴形成的重要调节因子,其中亚基亚单位

ATP5I 和 ATP5L 协同 OPA1 和 MIC60 促进线粒体内

膜的正确内陷形成稳定的有效折叠,敲除 ATP5I 和

ATP5L 基因导致线粒体内膜凹陷异常,形成洋葱状内

膜[15]。 本研究结果发现,琥珀酸及 GPR91 激动剂下

调 MIC60 的表达,提示琥珀酸 / GPR91 可能通过下调

MIC60 的表达从而导致线粒体嵴稳态失衡。
在线粒体内,CoQ10 作为线粒体电子传输链中的

电子载体(从复合物Ⅰ、Ⅱ到复合物Ⅲ)在氧化磷酸化过

程中发挥着关键作用,还参与线粒体解偶联蛋白的代

谢以及线粒体通透性转换孔的调节,与线粒体的功能

密切相关[20-21]。 DHODH 为线粒体嵴蛋白,将线粒体

内膜中的氧化型 CoQ10 形成还原型 CoQ10,线粒体嵴

稳态与 DHODH 的生物学功能密切相关。 本研究结

果发现,琥珀酸及 GPR91 激动剂下调 DHODH 的表

达,同时伴随着细胞内氧化型 CoQ10 含量增加以及线

粒体损伤,DHODH 抑制剂亦导致血管内皮细胞线粒

体损伤;而在不干预 DHODH 表达的情况下,外源加

入氧化型 CoQ10 抑制线粒体损伤。 这些结果提示琥

珀酸及 GPR91 通过下调 DHODH 的表达进而抑制氧

化型 CoQ10 还原成 CoQ10H2,引起细胞内氧化型

CoQ10 蓄积,导致线粒体损伤。 该结果将可能为血管

内皮细胞损伤以及动脉粥样硬化性心脑血管疾病的

有效防治提供新的参考。
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