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[摘　 要] 　 目的　 探讨沙格列汀对 ox-LDL 诱导的血管内皮细胞损伤及 miR-590 / TLR4 / NF-κB 表达的影响。 方法

培养人脐静脉内皮细胞(HUVEC)并分为对照组、ox-LDL 组、沙格列汀组、沙格列汀+miR-590 抑制物组、NC 模拟物

组、miR-590 模拟物组、NC 抑制物组、miR-590 抑制物组。 检测细胞的增殖活力、细胞中 miR-590 / TLR4 / NF-κB 表达

量及培养基中肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、白细胞介素 1β( IL-1β)、细胞间黏附分子 1( ICAM-1)、血管细胞黏附分子 1
(VCAM-1)的含量。 结果　 ox-LDL 组细胞中 TLR4、NF-κB p65 表达量及培养基中 TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VCAM-1
的含量均明显高于对照组,细胞增殖活性及细胞中 miR-590 的表达量明显低于对照组;沙格列汀组细胞中 TLR4、
NF-κB p65 表达量及培养基中 TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 的含量均明显低于 ox-LDL 组,细胞增殖活性及细胞

中 miR-590 的表达量明显高于 ox-LDL 组;沙格列汀+miR-590 抑制物组细胞中 TLR4、NF-κB p65 表达量及培养基中

TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 的含量均明显高于沙格列汀组,细胞增殖活性及细胞中 miR-590 的表达量明显低于

沙格列汀组;miR-590 模拟物组细胞中 TLR4、NF-κB p65 的表达量及培养基中 TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 的含

量均明显低于 NC 模拟物组,miR-590 抑制物组细胞中 TLR4、NF-κB p65 的表达量及培养基中 TNF-α、IL-1β、ICAM-
1、VCAM-1 的含量均明显高于 NC 抑制物组。 结论　 沙格列汀能够通过 miR-590 / TLR4 / NF-κB 通路减轻 ox-LDL 诱

导的血管内皮细胞损伤。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effects of saggliptin on vascular endothelial cell injury induced by ox-LDL
and expression of miR-590 / TLR4 / NF-κ B. 　 　 Methods　 Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were cul-
tured and divided into control group, ox-LDL group, sagliptin group, sagliptin +miR-590 inhibitor group, NC mimic
group, miR-590 mimic group, NC inhibitor group and miR-590 inhibitor group. 　 The proliferation activity, the expres-
sion of miR-590 / TLR4 / NF-κB and the contents of tumor necrosis factor-α(TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), intercel-
lular adhesion molecule-1 ( ICAM-1) and vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) in culture medium were meas-
ured. 　 　 Results　 The expression of TLR4, NF-κB p65 in cells and the contents of TNF-α, IL-1β, ICAM-1, VCAM-
1 in culture media of ox-LDL group were significantly higher than those of control group, cell proliferation activity and the
expression of miR-590 in cells was significantly lower than that of control group; the expression of TLR4, NF-κB p65 in
cells and the contents of TNF-α, IL-1β, ICAM-1, VCAM-1 in culture media of sagliptin group were significantly lower
than those of ox-LDL group, cell proliferation activity and the expression of miR-590 was significantly higher than that of
ox-LDL group; the expression of TLR4, NF-κB p65 in cells and the contents of TNF-α, IL-1β, ICAM-1, VCAM-1 in cul-
ture media of saglitine+miR-590 inhibitor group were significantly higher than those in saglitine group, cell proliferation ac-
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tivity and the expression of miR-590 was significantly lower than that of saglitine group; the expression of TLR4, NF-κB
p65 in cells and the contents of TNF-α, IL-1β, ICAM-1, VCAM-1 in culture media of miR-590 mimic group were signifi-
cantly higher than those of NC mimic group, the expression of TLR4, NF-κB p65 in cells and the contents of TNF-α, IL-
1β, ICAM-1, VCAM-1 in culture media of miR-590 inhibitor group were significantly lower than those of NC inhibitor
group. 　 　 Conclusion 　 Sagliptin can alleviate ox-LDL-induced vascular endothelial cell injury by the miR-590 / TLR4 /
NF-κB pathway.

　 　 氧化型低密度脂蛋白(oxidized low density lipo-
protein,ox-LDL)是促进动脉粥样硬化发生的重要物

质,ox-LDL 诱导的血管内皮细胞损伤在 ox-LDL 促

进动脉粥样硬化发生的过程中起关键作用[1-2]。 ox-
LDL 在血管内膜中的沉积能够刺激血管内皮发生

损伤并破坏血管内皮结构的完整性,进而引起单核

巨噬细胞在内皮损伤部位迁移、浸润并吞噬 ox-LDL
形成泡沫细胞,泡沫细胞的不断堆积会形成脂纹及

粥样斑块[3]。 Yang 等[4] 研究报道,ox-LDL 能够通

过 miR-590 / Toll 样 受 体 4 ( Toll-like receptor 4,
TLR4) /核因子 κB(nuclear factor-κB,NF-κB)途径抑

制内皮细胞增殖、诱导内皮细胞凋亡。
沙格列汀是用于糖尿病治疗的选择性二肽基肽

酶 4(dipeptidyl peptidase-4,DDP-4)抑制剂,通过阻断

DPP-4 对胰高血糖素样肽 1 的水解作用起到降糖作

用。 近年来多项关于沙格列汀的基础研究证实,该药

物能够在多个组织中发挥保护作用,既能减轻高糖、
过氧化氢、糖基化终末产物引起的内皮细胞损伤[5-7],
也能减轻异丙肾上腺素引起的心肌细胞损伤[8]。 为

了明确沙格列汀对 ox-LDL 诱导血管内皮细胞损伤的

保护作用及相关分子机制,本研究选择人脐静脉内皮

细胞(human umbilical vein endothelial cells,HUVEC)
作为实验对象,具体观察了沙格列汀对 ox-LDL 诱导

HUVEC 损伤的保护效应及 miR-590 / TLR4 / NF-κB 通

路在该保护效应中所起的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

HUVEC 购自中国科学院上海细胞资源中心,
ox-LDL 购自广州奕源生物公司,沙格列汀由阿斯利

康公司提供,阴性对照(NC)的模拟物(序列:5′-
AGCTAGCTAGCTAGCT-3′) 及 抑 制 物 ( 序 列: 5′-
TAGCTGCTAGTCGAT-3′)、 miR-590 的模拟 物 (序

列:5′-TAGCTAGCTAGCTA-3′)及抑制物(序列:5′-
CTATGCTAGCTAGCTAT-3′)由上海吉玛公司提供,
miRcute miRNA 提取分离试剂盒、miRcute 增强型

miRNA cDNA 第一链合成试剂盒、miRcute 增强型

miRNA 荧光定量检测试剂盒均购自北京天根公司,
细胞核蛋白与细胞质蛋白抽提试剂盒购自武汉博

士德公司,TLR4、NF-κB 的单克隆抗体购自 SantaCruz
公司,肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis factor-α,TNF-
α)、白细胞介素 1β( interleukin-1β,IL-1β)、细胞间

黏附分子 1( intercellular adhesion molecule-1,ICAM-
1)、血管细胞黏附分子 1(vascular cell adhesion mol-
ecule-1,VCAM-1)的酶联免疫吸附(ELISA)检测试

剂盒购自上海酶联公司,BCA 蛋白定量检测试剂盒

购自北京全式金公司。
1. 2　 细胞培养

HUVEC 复苏后用含有体积分数 10% FBS、质量

分数 1%青霉素及链霉素的 DMEM 培养,每 48 h 更

换一次培养基;待细胞铺满瓶底面后,用 0. 125%的

胰蛋白酶进行消化,FBS 终止消化后离心收集细胞,
培养基重悬后按照不同实验目的接种在不同的细

胞板内。
1. 3　 细胞分组及给药

取细胞板内对数生长期的 HUVEC 进行分组,
具体如下:(1)对照组:用不含药物的 DMEM 处理;
(2)ox-LDL 组:用含有 40 mg / L ox-LDL 的 DMEM 处

理;(3)沙格列汀组:用含有 40 mg / L ox-LDL 和 20
μmol / L 沙格列汀的 DMEM 处理;(4) 沙格列汀 +
miR-590 抑制物组:用脂质体转染 miR-590 的抑制

物后用含有 40 mg / L ox-LDL 和 20 μmol / L 沙格列

汀的 DMEM 处理;(5)NC 模拟物组:单独转染 NC
模拟物;(6)miR-590 模拟物组:单独转染 miR-590
模拟物;(7) NC 抑制物组:单独转染 NC 抑制物;
(8)miR-590 抑制物组:单独转染 miR-590 抑制物。
1. 4　 细胞增殖活力检测

传代后的 HUVEC 接种在 96 孔培养板中,不同

条件处理后 24 h,向培养孔内加入 MTS 试剂盒的检

测液 20 μL / 孔,在细胞培养箱中继续培养 4 h 后将

培养板放在酶标仪上测定 490 nm 处的吸光值,记为

OD490;OD490 值越高,细胞的增殖活力越强。
1. 5　 miR-590 表达量检测

传代后的 HUVEC 接种在 12 孔培养板中,不同

条件处理后 24 h,弃去培养基、保留细胞,采用 miR-
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cute miRNA 提取分离试剂盒提取 HUVEC 中的总

miRNA,采用 miRcute 增强型 miRNA cDNA 第一链

合成试剂盒将 HUVEC 中的 miRNA 反转录合成为

cDNA,采用 miRcute 增强型 miRNA 荧光定量检测

试剂盒配置 PCR 反应体系对 miR-590 进行扩增,根
据扩增曲线中生成的循环阈值(Ct)代入公式 2-△△Ct

计算 miR-590 的表达量。
1. 6　 TLR4、NF-κB p65 表达量检测

传代后的 HUVEC 接种在 6 孔培养板中,不同条

件处理后 24 h,弃去培养基、保留细胞,采用细胞核蛋

白与细胞质蛋白抽提试剂盒分离蛋白,细胞质蛋白用

于 TLR4 检测,细胞核蛋白用于 NF-κB p65 检测。 蛋

白样本与上样缓冲液混合,高温加热变性后加入到

SDS-聚丙烯酰胺凝胶的点样孔内,电泳、电转膜后在

NC 膜上收集得到蛋白样本,用 5%脱脂牛奶在室温

封闭NC 膜2 h 后用 TLR4、NF-κB p65、β-actin 一抗在

4 ℃孵育 NC 膜过夜;第二天,洗膜后用二抗在室温孵

育 NC 膜 2 h,最后曝光得到蛋白条带,以 β-actin 为

内参,通过灰度值计算 TLR4 和NF-κB p65 的表达量。
1. 7　 细胞因子含量检测

传代后的 HUVEC 接种在 12 孔培养板中,不同

条件处理后 24 h,收集培养基并采用 ELISA 试剂盒

检测 TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 的含量,保留

细胞并采用 BCA 试剂盒检测细胞中总蛋白的含量,
计算每毫克总蛋白对应的 TNF-α、 IL-1β、 ICAM-1、
VCAM-1 含量。
1. 8　 双荧光素酶报告基因实验

传代后的 HUVEC 接种在 24 孔培养板中,将含

有 TLR4 mRNA 3′UTR 的双荧光素酶报告基因转染

进入 HUVEC,而后转染 NC 模拟物或 miR-590 模拟

物,24 h 后弃去培养基并裂解细胞,采用双荧光素

酶报告基因检测试剂盒测定萤火虫荧光值和海肾

荧光值,以萤火虫荧光值 / 海肾荧光值计算荧光素

酶报告基因荧光素酶活性。
1. 9　 统计学方法

采用 SPSS19. 0 软件录入数据并进行分析,计
量资料经方差齐性检验符合方差齐性后以 x± s 表

示,多组间的比较采用方差分析,两组间的比较采

用 t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 沙格列汀对 ox-LDL 处理后 HUVEC 增殖活性

的影响

与对照组比较,ox-LDL 组 HUVEC 的 OD490 值

显著降低(P<0. 05);与 ox-LDL 组比较,沙格列汀组

HUVEC 的 OD490 值显著升高(P<0. 05);与沙格列

汀组比较,沙格列汀+miR-590 抑制物组 HUVEC 的

OD490 值显著降低(P<0. 05;图 1)。

图 1. 沙格列汀调控 ox-LDL 处理后 HUVEC 的增殖活性(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,与沙格列汀组比较。

Figure 1. Regulatory effect of sagliptin on proliferation via-
bility of HUVEC after ox-LDL treatment (n=5)

2. 2　 沙格列汀对 ox-LDL 处理后 HUVEC 中 miR-
590 / TLR4 / NF-κB 表达的影响

与对照组比较,ox-LDL 组 HUVEC 中 miR-590
的表达量显著降低 (0. 41 ± 0. 08 比 0. 76 ± 0. 09),
TLR4、NF-κB p65 的表达量显著升高(P<0. 05);与
ox-LDL 组比较,沙格列汀组 HUVEC 中 miR-590 的

表达量(0. 69±0. 10)显著升高,TLR4、NF-κB p65 的

表达量显著降低(P<0. 05);与沙格列汀组比较,沙
格列汀+miR-590 抑制物组 HUVEC 中 miR-590 的表

达量(0. 50±0. 07)显著降低,TLR4、NF-κB p65 的表

达量显著升高(P<0. 05;图 2)。
2. 3　 沙格列汀对 ox-LDL 处理后 HUVEC 培养基中

TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 含量的影响

与对照组比较, ox-LDL 组 HUVEC 培养基中

TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 的含量显著升高(P
<0. 05);与 ox-LDL 组比较,沙格列汀组 HUVEC 培

养基中 TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 的含量显著

降低(P <0. 05);与沙格列汀组比较,沙格列汀 +
miR-590 抑制物组 HUVEC 培养基中 TNF-α、IL-1β、
ICAM-1、VCAM-1 的含量显著升高(P<0. 05;表 1)。
2. 4　 miR-590 模拟物和抑制物对 HUVEC 中 TLR4、
NF-κB p65 表达及 TNF-α、 IL-1β、 ICAM-1、VCAM-1
含量的影响

与 NC 模拟物组比较,miR-590 模拟物组 HUVEC
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中 TLR4、NF-κB p65 的表达量及培养基中 TNF-α、
IL-1β、ICAM-1、 VCAM-1 的含量均明显降低 ( P <
0. 05;图 3 和表 2);与 NC 抑制物组比较,miR-590
抑制物组 HUVEC 中 TLR4、NF-κB p65 的表达量及

培养基中 TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 的含量均

明显升高(P<0. 05;图 4 和表 3)。
2. 5　 双荧光素酶报告基因验证 miR-590 靶向 TLR4
mRNA 的 3′UTR

转染 TLR4 mRNA 3′UTR 的双荧光素酶报告基

因后,与 NC 模拟物比较,miR-590 模拟物能够使双荧

光素酶报告基因的荧光活性降低(P<0. 05;图 5)。

图 2. 沙格列汀调控 ox-LDL 处理后 HUVEC 中 TLR4 和

NF-κB p65 的表达量(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,与沙格列汀组比较。

Figure 2. Regulatory effect of sagliptin on TLR4, NF-κB
p65 expression in HUVEC after ox-LDL treatment (n=5)

表 1. HUVEC 培养基中 TNF-α、IL-1β、ICAM-1 和 VCAM-
1的含量(μg / g, n=5)
Table 1. Contents of TNF-α, IL-1β, ICAM-1, VCAM-1 in
culture media of HUVEC (μg / g, n=5)

分　 组 TNF-α IL-1β ICAM-1 VCAM-1

对照组 2. 31±0. 52 1. 67±0. 36 13. 12±1. 95 8. 28±1. 42

ox-LDL 组 6. 64±0. 96a 4. 05±0. 62a 20. 39±3. 85a 17. 72±2. 86a

沙格列汀组 3. 89±0. 64b 2. 44±0. 47b 15. 62±2. 88b 11. 12±2. 07b

沙格列汀+miR-
590 抑制物组

5. 28±0. 81c 3. 29±0. 58c 18. 26±3. 61c 15. 25±2. 52c

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,与沙格列汀组比较。

图 3. miR-590 模拟物调控 HUVEC 中 TLR4、NF-κB p65 的
表达量(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与 NC 模拟物组比较。

Figure 3. Regulatory effect of miR-590 mimics on TLR4,
NF-κB p65expression in HUVEC(n=5)

表 2. miR-590 模拟物调控 HUVEC 培养基中 TNF-α、IL-
1β、ICAM-1和 VCAM-1的含量(μg / g, n=5)
Table 2. Regulatory effect of miR-590 mimics on content of
TNF-α, IL-1β, ICAM-1, VCAM-1 in culture media of HU-
VEC(μg / g, n=5)

分　 组 TNF-α IL-1β ICAM-1 VCAM-1

NC 模拟物组 2. 95±0. 57 1. 88±0. 32 12. 85±2. 26 8. 68±1. 37

miR-590 模拟物组 1. 77±0. 32a 1. 21±0. 23a 8. 24±1. 41a 5. 06±0. 74a

a 为 P<0. 05,与 NC 模拟物组比较。

表 3. miR-590 抑制物调控 HUVEC 培养基中 TNF-α、IL-
1β、ICAM-1、VCAM-1的含量比较(μg / g, n=5)
Table 3. Regulatory effect of miR-590 inhibitors on content
of TNF-α, IL-1β, ICAM-1, VCAM-1 in culture media of
HUVEC (μg / g, n=5)

分　 组 TNF-α IL-1β ICAM-1 VCAM-1

NC 抑制物组 3. 01±0. 41 1. 73±0. 34 12. 19±1. 39 9. 15±1. 26

miR-590 抑制物组 4. 27±0. 64a2. 38±0. 42a 18. 35±2. 44a 13. 25±1. 94a

a 为 P<0. 05,与 NC 抑制物组比较。

3　 讨　 论

ox-LDL 引起的血管内皮细胞损伤是动脉粥样

硬化发生过程中的重要病理生理变化,血管内皮细

胞损伤后单核巨噬细胞在损伤局部大量浸润,吞噬

ox-LDL 后形成泡沫细胞并导致粥样斑块的形
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图 4. miR-590 抑制物调控 HUVEC 中 TLR4、NF-κB p65 的
表达量(n=5)　 　 a 为 P<0. 05,与 NC 抑制物组比较。
Figure 4. Regulatory effect of miR-590 inhibitors on TLR4,
NF-κB p65 expression in HUVEC (n=5)

图 5. miR-590 靶向 TLR4 mRNA 的 3′UTR(n= 5) 　 　 a 为

P<0. 05,与 NC 模拟物比较。

Figure 5. miR-590 target 3′UTR of TLR4 mRNA (n=5)

成[9-10]。 在动脉粥样硬化的防治中,抑制 ox-LDL 诱

导的血管内皮细胞损伤是重要的靶点[11-12]。 沙格

列汀是特异性的 DPP-4 抑制剂,为治疗 2 型糖尿病

的新型降糖药物。 新近的研究证实沙格列汀具有

内皮细胞及心肌细胞保护作用[5-8],本实验将沙格

列汀用于 ox-LDL 诱导内皮细胞损伤的干预,旨在发

挥其细胞保护作用。 ox-LDL 组细胞的增殖活性明

显低于对照组,说明 ox-LDL 处理引起了 HUVEC 损

伤;在 ox-LDL 处理的基础上加用沙格列汀,沙格列

汀组细胞的增殖活性明显高于 ox-LDL 组,说明沙格

列汀对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤具有保护作用。

ox-LDL 引起内皮细胞损伤的机制复杂,其中

miR-590 / TLR4 / NF-κB 通路介导的炎症反应在 ox-
LDL 引起内皮细胞损伤中发挥了重要作用。 Yang
等[4]的实验表明,在 ox-LDL 引起内皮细胞损伤的过

程中 miR-590 表达受到抑制、TLR4 / NF-κB 通路发

生活化,而过表达 miR-590 能够通过抑制 TLR4 / NF-
κB 通路的活化来减轻 ox-LDL 引起的内皮细胞损

伤。 TLR4 / NF-κB 是调节炎症反应的重要信号通

路[13-14],该通路活化后能够通过 NF-κB 的转录活性

增加 TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 等多种炎症细

胞因 子 的 表 达 和 分 泌, 进 而 促 进 炎 症 反 应 激

活[15-17]。 在本研究中,ox-LDL 组细胞中 miR-590 的

表达明显降低,而 TLR4、NF-κB 的表达及 TNF-α、
IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 的含量明显增多,结果与

Yang 等[4]的实验结果一致,表明 ox-LDL 能够引起

HUVEC 中 TLR4 / NF-κB 通路介导的炎症反应被激

活。 在沙格列汀干预后,细胞中 miR-590 的表达明

显增加,TLR4、NF-κB p65 的表达量及 TNF-α、 IL-
1β、ICAM-1、VCAM-1 的含量明显减少,说明沙格列

汀对 ox-LDL 引起的 miR-590 / TLR4 / NF-κB 通路激

活具有抑制作用,进而推测沙格列汀可能通过该抑

制作用来介导内皮保护作用。
为了验证上述推测,本实验在沙格列汀干预的

同时转染了 miR-590 的抑制物以抑制沙格列汀对

miR-590 表达的上调作用,在转染 miR-590 的抑制

物后观察到,沙格列汀增加细胞增殖活性并降低

TLR4、NF-κB p65 表达及 TNF-α、 IL-1β、 ICAM-1、
VCAM-1 含量的作用发生了逆转,提示沙格列汀能

够通过上调 miR-590 来发挥对 ox-LDL 诱导内皮细

胞损伤的保护作用。 miR-590 发挥生物学作用的方

式是结合靶基因 mRNA 的 3′UTR 并在转录后水平

抑制基因表达,为了进一步验证 miR-590 在 HUVEC
中对 TLR4 / NF-κB 通路的靶向调节作用,本研究分

别将 miR-590 的模拟物和抑制物转染进入 HUVEC,
在转染后观察该通路的表达及通路细胞因子的分

泌可知:miR-590 的模拟物能够抑制 TLR4、NF-κB
p65 的表达及下游细胞因子的分泌,miR-590 的抑制

物能够增加 TLR4、NF-κB p65 的表达及下游细胞因

子的分泌,表明 miR-590 能够在 HUVEC 中靶向抑

制 TLR4 / NF-κB 通路,结合沙格列汀通过上调 miR-
590 减轻 ox-LDL 诱导内皮细胞损伤的效应提示,沙
格列汀通过 miR-590 / TLR4 / NF-κB 通路发挥内皮细

胞保护作用。
综上所述,沙格列汀能够通过 miR-590 / TLR4 /

NF-κB 通路减轻 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤,miR-
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590 对 HUVEC 中 TLR4 / NF-κB 通路的激活及下游

细胞因子的分泌具有靶向抑制作用,沙格列汀通过

上调 miR-590 的表达抑制 TLR4 / NF-κB 通路的激

活,进而对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤发挥保护

作用。
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