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保护高糖对血管内皮细胞的损伤作用

姚　 媛∗

(四川大学华西第四医院ꎬ成都　 ６１００１１)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究银杏叶提取物 ５０ 在高糖环境下对血管内皮细胞(ＨＵＶＥＣｓ)的保护作用ꎮ 方法　 通过

ＭＴＴ 法研究了 ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞活性的影响ꎬ通过荧光反应法研究了谷胱甘肽的含量变化ꎬ通过流式细胞实

验研究了 ＨＵＶＥＣｓ 中活性氧含量和 ＧＢＥ５０ 对细胞自噬的影响ꎮ 结果　 ＭＴＴ 实验结果显示 ＧＢＥ５０ 可显著提高高糖

环境下 ＨＵＶＥＣｓ 细胞活性ꎮ 在流式细胞实验中ꎬ高糖环境下 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＲＯＳ 阳性细胞比率明显升高ꎬ而 ＧＢＥ５０ 可

显著降低 ＲＯＳ 生成ꎮ 并且 ＧＢＥ５０ 可显著升高高糖环境下 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＧＳＨ 含量ꎬ降低 ＭＤＡ 阳性细胞比率ꎮ 免疫

荧光实验和蛋白印迹实验结果显示ꎬＧＢＥ５０ 可显著降低 ＨＵＶＥＣｓ 中的自噬水平ꎮ 结论　 ＧＢＥ５０ 可通过降低细胞自

噬水平、降低 ＲＯＳ 产物含量降低高糖环境对血管内皮细胞细胞活性的影响ꎮ
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　 　 糖尿病ꎬ作为一种以高血糖为特征的慢性代谢

紊乱ꎬ对人类的生命和健康造成严重威胁ꎮ 今年来

糖尿病逐渐发展成为一个全球性的卫生问题ꎬ目前

亚洲糖尿病的患病总人数超过 ２􀆰 ３ 亿(约占世界糖

尿病患病人数的 ５５％)ꎬ预计到 ２０４０ 年ꎬ这一数字

将超过 ３􀆰 ５５ 亿[１]ꎮ 由于长期存在的高血糖ꎬ糖尿病

可导致各种组织ꎬ尤其是眼、肾、心脏、血管、神经的

慢性损害等并发症[２]ꎮ 内皮细胞功能障碍是Ⅱ型

糖尿病常见的并发症之一ꎬ患者对胰岛素的不敏感

化可加速动脉粥样硬化病变和血管功能障碍ꎬ从而

增加心血管疾病的发生风险[３－４]ꎮ 长期高糖环境暴

露可破坏内皮细胞内代谢平衡ꎬ现在的研究显示ꎬ
血管内皮细胞损伤与糖尿病微血管病变密切相关ꎮ
高糖水平下导致眼部血管内皮细胞损伤从而引起

视网膜病变ꎬ或抑制四肢血管生成ꎬ导致伤口愈合

缓慢引发足部溃疡[５]ꎮ
银杏 提 取 物 ５０ ( Ｇｉｎｋｇｏ Ｂｉｌｏｂａ Ｅｘｔｒａｃｔ ５０ꎬ

ＧＢＥ５０)是一种新型银杏叶提取物ꎬ 现在研究分析

发现 ＧＢＥ５０ 含有 ４４􀆰 １％银杏黄酮糖苷和 ６􀆰 ４％的银

杏内酯ꎬ且银杏酸含量低于 ５ ｐｐｍ[６]ꎮ 一些研究表

明ꎬＧＢＥ５０ 具有抗氧化和抗炎作用ꎬ并已用于老年

人群心血管疾病的预防或治疗[７]ꎮ 有文献报道ꎬ
ＧＢＥ５０ 可通过抑制人脐静脉内皮细胞 ( Ｈｕｍａｎ
Ｕｍｂｉｌｉｃａｌ Ｖｅｉｎ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ＣｅｌｌｓꎬＨＵＶＥＣｓ)ＲＯＳ 生成

起到抗凋亡作用[８]ꎬ然而在高糖环境下 ＧＢＥ５０ 对

ＨＵＶＥＣｓ 的作用未见报道[９]ꎮ
本研究主要通过高葡萄糖( ｇｌｕｃｏｓｅ)浓度建立

细胞高糖环境ꎬ 通过 ＭＴＴ 法研究了 ＧＢＥ５０ 对

ＨＵＶＥＣｓ 细胞活性的影响ꎬ通过荧光反应法研究了

谷胱甘肽( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬｒ￣ｇｌｕｔａｍｙｌ ｃｙｓｔｅｉｎｇｌ ＋ｇｌｙｃｉｎｅꎬ
ＧＳＨ) 的含量变化ꎬ 通过流式细胞实验研究了

ＨＵＶＥＣｓ 中活性氧(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)含
量和 ＧＢＥ５０ 对细胞自噬的影响ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

人脐静脉内皮细胞系 ＨＵＶＥＣｓ 购自美国 ＡＴＣＣ
(ＡＴＣＣ￣ＣＲＬ￣１７３０ＴＭ)公司ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＧＢＥ５０ 购 自 中 国 山 西 千 汇 药 业 有 限 公 司

(０００４３２０１８１２０２)ꎮ 免疫荧光中鼠兔抗 Ａｎｔｉ￣ＬＣ３ 等

抗体均购买自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ 细胞培养实验中

胎牛血清 ( ＦＢＳ) 以及 ＤＥＭＥ 培养基购买自美国

Ｈｙｃｌｏｎｅꎬ青霉素和链霉素购买自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎮ
ＭＴＴ 和实验中其它试剂均购自美国 Ｓｉｇｍａꎮ 细胞培

养箱购买自美国 Ｔｈｅｒｍｏ(３１１１)ꎬ酶标仪购自美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ倒 置 荧 光 显 微 镜 购 自 日 本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
(ＩＸ５１)ꎬ流式细胞仪购自美国 ＢＤ(ＦＡＣＳＡｒｉａ ＩＩＩ)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养与处理

ＨＵＶＥＣｓ 细 胞 培 养 条 件 为 ３７℃ꎬ ５％ ＣＯ２ꎮ
ＤＭＥＭ 培养基中添加 １０％胎牛血清ꎬ１００ Ｕ / ｍＬ 青

霉素或 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素ꎮ 取对数期细胞转移至

９６ 孔板ꎬ在培养基中营造正常(５×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ 葡萄

糖)和高糖环境(３×１０－２ ｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)ꎮ ＧＢＥ５０ 以

二甲基亚砜溶解后添加至培养基(９×１０－２ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
培养 ７２ ｈ 后进行相关细胞实验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＭＴＴ

用 ＭＴＴ 法检测细胞活性ꎮ 取对数期细胞接种

于 ９６ 孔板ꎬ培养基中加入 ５×１０－２ｍｏｌ / Ｌ 培养 ２４ ｈꎬ
加入 ＭＴＴ 溶液室温孵育 ４ ｈꎬ随后加入 ＤＭＳＯ 溶解

结晶ꎮ １０ ｍｉｎ 后测量 ５７０ ｎｍ 处 ＯＤ 值ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＧＳＨ 检测

为了检测谷胱甘肽的活性ꎬ通过特异性染料

ＣＭＡＣ 标记谷胱甘肽ꎮ 取对数生长期细胞ꎬ以 １ ×
１０３ 密度接种在 ６ 孔板ꎮ 培养一段时间后弃去培养

基加入蓝色 ＣＭＡＣ 染料 (１ ∶１０００)ꎬ在 ３７℃下孵育

２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗两次ꎮ 检测 ３５３~４４６ ｎｍ 处的荧光

强度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫荧光

取对数生长期细胞接种于 ８ 孔板ꎮ ＧＢＥ５０ 处

理 ７２ ｈ 后ꎬ甲醇固定 １０ ｍｉｎꎬ１％ ＢＳＡ 封闭ꎬ０􀆰 １％
ＴＲＩｔｏｎ Ｘ－１００ 洗涤ꎬ与兔抗 ＬＣ３ 一抗(１ ∶２００)室温

下孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳ 洗涤后荧光显微镜下观察ꎬ
ＣｅｌｌＳｅｎｓｅ 软件分析ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＭＤＣ 检测

ＭＤＣ 是成熟自噬空泡的特异性标记物ꎮ 为了

观察 ＭＤＣ 标记的自噬空泡ꎬ将 ＨＵＶＥＣｓ 与 ＭＤＣ 溶

液(５×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ)在 ３７℃下孵育ꎮ ２４ ｈ 收集细胞ꎬ
用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ固定于 ４％多聚甲醛中ꎮ 通过

ＣｅｌｌＳｅｎｓｅ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｖｅｒ.１􀆰 ４ 采集荧光图像ꎮ 荧光强

度通过流式细胞仪 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕ 测定ꎬ使用 ＦｌｏｗＪｏ 软

件对数据进行处理ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＲＯＳ 检测

荧光探针 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 可在细胞内被氧化为高荧

光化合物 ＤＣＦꎬ随后进行流式分选测定 ＲＯＳ 阳性细

２７ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



胞数目ꎮ 细胞与 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＤＣＦＨ￣ＤＡ 在 ３７℃下洗

涤 ３０ ｍｉｎꎬ再用冰凉 ＰＢＳ 洗涤两次.用活细胞成像系

统(奥林巴斯 ＬＣＳ 系统ꎬ日本)对细胞荧光强度进行

量化ꎮ 采用流式细胞仪测定 ＧＢＥ５０ 处理后细胞内

ＲＯＳ 含量ꎮ 取对数生长期细胞ꎬ在 ４８ 孔板中培养

７２ ｈꎮ 在室温下ꎬ加入 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＤＣＦＤＡ 孵育 ３０
ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎮ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞系统

测量荧光强度ꎬＦｌｏｗｊｏ 软件分析数据ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 蛋白质免疫印迹

收集细胞经匀浆后ꎬ经 ＲＩＰＡ(碧云天ꎬ上海)裂
解提取蛋白ꎮ 通过 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒(碧云

天ꎬ上海)测定蛋白浓度ꎮ 蛋白经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

后ꎬ将蛋白电转至 ＰＶＤＦ 膜ꎬＰＶＤＦ 膜经封闭后ꎬ室
温分别孵育一抗 (１ ∶ １０００ 稀释的 ＬＣ３ 抗体ꎬＣｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ美国) １􀆰 ５ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次

后ꎬ室温孵育 １ ∶２０００ 稀释的二抗(ＨＲＰ 标记的 ＩｇＧꎬ
Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ美国)４５ ｍｉｎꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３
次后ꎬ 利 用 增 强 的 ＥＣＬ 化 学 发 光 试 剂 盒 ( ＃
Ｐ００１８ＡＳꎬ碧云天ꎬ上海)对目的条带显影ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ
(＃ＡＦ０００３ꎬ碧云天ꎬ上海)为内参ꎬ采用 ＡｌｐｈａＶｉｅｗ
软件测量目的条带的光密度ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎮ 计量资料

用平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )表示ꎬ多组之间比较采用

单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬＰ<０􀆰 ０５ 认为有

统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 高糖环境下 ＧＢＥ５０ 增强 ＨＵＶＥＣｓ 细胞活性

首先ꎬ本研究通过 ＭＴＴ 实验研究了 ＧＢＥ５０ 对

高葡萄糖环境下 ＨＵＶＥＣｓ 细胞活性的影响ꎮ 实验

结果显示ꎬ相比于正常培养环境组细胞ꎬ高糖环境

下(３×１０－２ ｍｏｌ / Ｌ)ＨＵＶＥＣｓ 细胞活性显著降低(图
１ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ而 ＧＢＥ５０ 处理后可显著升高 ＨＵＶＥＣｓ
细胞活性(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 并且我们还发现ꎬ在低糖环境

下(５×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ)ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞活性并没

有影响ꎮ
２􀆰 ２　 高糖环境下 ＧＢＥ５０ 降低 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＲＯＳ
生成

随后本研究通过流式细胞实验研究了 ＨＵＶＥＣｓ
内 ＲＯＳ 产物的变化情况ꎮ ＤＣＦ 染色后流式细胞分

析结果显示ꎬ高糖处理可显著升高 ＨＵＶＥＣｓ 细胞

ＲＯＳ 产物累积ꎬＲＯＳ 阳性细胞比例(图 ２Ａ、２ＢꎬＰ<

注:ＧＢＥ５０ 可缓解高糖环境引起的细胞活性降

低ꎮ 与 Ｇｌｕ５ｍＭＧＢＥ５０￣相比ꎬ＃＃＃ Ｐ < ０􀆰 ００１ꎻ与

Ｇｌｕ３０ｍＭＧＢＥ５０￣相比ꎬ∗∗Ｐ <０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 高糖环境下 ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞活性的影响

Ｎｏｔｅ. ＧＢＥ５０ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ

ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ.＃＃＃ Ｐ < ０􀆰 ００１ｖｓ Ｇｌｕ５ｍｍｏｌ /

ＬＧＢＥ５０￣ꎬ∗∗Ｐ <０􀆰 ０１ ｖｓ Ｇｌｕ３０ｍｍｏｌ / ＬＧＢＥ５０￣.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＢＥ５０ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ａ
ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

０􀆰 ００１)ꎬ而 ＧＢＥ５０ 处理后ꎬＨＵＶＥＣｓ ＲＯＳ 阳性细胞

比例明显下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 因此ꎬＧＢＥ５０ 可显著降

低 ＨＵＶＥＣｓ 内 ＲＯＳ 产物生成水平ꎮ
２􀆰 ３　 高糖环境下 ＧＢＥ５０ 升高 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＧＳＨ 的

表达

随后 本 研 究 通 过 ＣＭＡＣ 荧 光 反 应 研 究 了

ＨＵＶＥＣｓ 中 ＧＳＨ 的表达情况ꎮ 实验结果显示ꎬ相比

于正常培养条件下细胞ꎬ高糖环境下 ＨＵＶＥＣｓ 中

ＧＳＨ 荧光强度显著降低(图 ３Ａ、３ＢꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ而
ＧＢＥ５０ 处理后可显著升高 ＧＳＨ 的表达(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
２􀆰 ４　 高糖环境下 ＧＢＥ５０ 降低 ＨＵＶＥＣｓ 细胞自噬

为了研究 ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞自噬的影响ꎬ
本研究通过丙二醛 (ＭａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ) 标记

ＨＵＶＥＣｓ 自噬空泡ꎬ通过流式细胞实验筛选 ＭＤＡ 阳

性细胞ꎮ 实验结果显示ꎬ高糖环境可显著升高

ＨＵＶＥＣｓ 中 ＭＤＡ 荧光密度(图 ４Ａ、４ＢꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ
说明高糖环境增强了细胞正常自噬ꎮ 而 ＧＢＥ５０ 处

理后ꎬＭＤＣ 阳性细胞数显著降低(图 ４ＢꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ
因此ꎬＧＢＥ５０ 可显著降低 ＨＵＶＥＣｓ 在高糖环境下的

自噬水平ꎮ
２􀆰 ５　 高糖环境下 ＧＢＥ５０ 降低 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＬＣ３
表达

为了进一步研究 ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞自噬

的影响ꎬ本研究通过免疫荧光实验研究了微管相关

蛋白 １ 轻链 ３－β(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ３－βꎬＭＡＰ１ＬＣ３－ⅡꎬＬＣ３)的表达情况ꎮ 免疫荧

光实验结果显示ꎬ高糖环境下 ＬＣ３ 荧光强度明显升

高(图 ５Ａ、５ＢꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 而 ＧＢＥ５０ 处理可显著降

３７中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



注:Ａ:ＨＵＶＥＣｓ 中的 ＲＯＳ 产物含量ꎻＢ:ＲＯＳ 阳性细胞百分比ꎮ 与 Ｇｌｕ５ｍＭＧＢＥ５０￣相比ꎬ＃＃＃Ｐ <０􀆰 ００１ꎻ与 Ｇｌｕ３０ｍＭＧＢＥ５０￣相比ꎬ∗∗Ｐ <０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 高糖环境下 ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＲＯＳ 生成的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＯＳ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ. Ｂꎬ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＲＯＳ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ.＃＃＃ Ｐ < ０􀆰 ００１ｖｓ Ｇｌｕ５ｍｍｏｌ /

ＬＧＢＥ５０￣ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ ｖｓ Ｇｌｕ３０ｍｍｏｌ / ＬＧＢＥ５０￣.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＢＥ５０ ｏｎ ＲＯＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ａ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

注:Ａ:ＧＳＨ 荧光染色示意图ꎻＢ:荧光密度统计图ꎮ 与 Ｇｌｕ５ｍＭＧＢＥ５０￣相比ꎬ＃＃＃Ｐ <０􀆰 ００１ꎻ与 Ｇｌｕ３０ｍＭＧＢＥ５０￣相比ꎬ∗∗Ｐ <０􀆰 ０１ꎮ

图 ３　 高糖环境下 ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＧＳＨ 表达的的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ( ＧＳＨ). Ｂꎬ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＧＳＨ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ.＃＃＃ Ｐ < ０􀆰 ００１ｖｓ

Ｇｌｕ５ｍｍｏｌ / ＬＧＢＥ５０￣ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ｖｓ Ｇｌｕ３０ｍｍｏｌ / ＬＧＢＥ５０￣.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＢＥ５０ ｏｎ ＧＳＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ａ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

注:Ａ:ＭＤＣ 阳性细胞流式细胞结果示意图ꎻＢ:ＭＤＣ 阳性细胞比ꎮ 与 Ｇｌｕ５ｍＭＧＢＥ５０￣相比ꎬ＃＃＃Ｐ <０􀆰 ００１ꎻ与 Ｇｌｕ３０ｍＭＧＢＥ５０￣相比ꎬ∗∗ Ｐ <

０􀆰 ０１ꎮ 图 ４　 高糖环境下 ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞自噬的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭＤＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ. Ｂꎬ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＭＤＣ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ. ＃＃＃Ｐ< ０􀆰 ００１ｖｓ Ｇｌｕ５ｍｍｏｌ /

ＬＧＢＥ５０－ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ｖｓ Ｇｌｕ３０ｍｍｏｌ / ＬＧＢＥ５０－.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＢＥ５０ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ａ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

低 ＬＣ３ 荧光水平ꎬ统计结果显示 ＬＣ３ 阳性细胞比例

明显下降(图 ５Ａ、５ＢꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 随后ꎬ本研究使用

蛋白印迹实验观察了 ＬＣ３￣ＩＩ / ＬＣ３￣Ｉ 的表达水平ꎬ高
糖处理时ꎬＬＣ３￣ＩＩ / ＬＣ３￣Ｉ 比值显著增加而 ＧＢＥ５０ 降

低了 ＬＣ３￣ＩＩ / ＬＣ３￣Ｉ 比值ꎮ 以上结果进一步证明了

ＧＢＥ５０ 可显著降低细胞自噬水平ꎮ

３　 讨论

本研究表明 ＧＢＥ５０ 处理 ＨＵＶＥＣｓ 能逆转高糖

环境对细胞的损伤作用ꎬ并能增强抗氧化能力ꎮ 本

研究结果显示ꎬＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 的保护作用与降

低细胞自噬水平相关ꎮ 糖尿病是一组以慢性高血

４７ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



注:Ａ:ＬＤＣ 荧光染色示意图ꎻＢ:荧光密度统计图ꎻＣ:ＬＣ３￣ＩＩ / ＬＣ３￣Ｉ 蛋白印迹实验及其统计图ꎮ 与 Ｇｌｕ５ｍＭＧＢＥ５０￣相比ꎬ＃＃＃ Ｐ < ０􀆰 ００１ꎻ与

Ｇｌｕ３０ｍＭＧＢＥ５０￣相比ꎬ∗∗Ｐ <０􀆰 ０１ꎮ

图 ５　 高糖环境下 ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＬＣ３ 表达的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＬＣ３. Ｂꎬ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＬＣ￣３ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ (％). Ｃꎬ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ ＬＣ３￣

ＩＩ / ＬＣ３￣Ｉ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ.＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ ｖｓ Ｇｌｕ５ｍｍｏｌ / ＬＧＢＥ５０￣ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ ｖｓ Ｇｌｕ３０ｍｍｏｌ / ＬＧＢＥ５０￣.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＢＥ５０ ｏｎ ＬＣ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｉｎ ａ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

糖为主要特征的分泌代谢性疾病ꎬ主要分为Ⅰ型糖

尿病Ⅱ型糖尿病和妊娠糖尿病[１０]ꎬ近年来我国糖尿

病的患病率正逐年提升ꎮ 现在的研究认为ꎬ糖尿病

是遗传因素免疫功能和环境因素共同作用的结

果[１１]ꎮ 由于患者体内长期较高的血糖水平而引起

的一系列多系统器官慢性并发症如视网膜病变、肾
病、神经疾病、心脏疾病等[１１－１３] 是现在临床糖尿病

主要面临的挑战ꎮ 血管内皮作为血管保护屏障ꎬ最
容易受到血液微环境变化的影响ꎬ长期暴露于高糖

水平下可导致内皮细胞动态平衡紊乱[１４]ꎮ
现在临床用于治疗和预防糖尿病血管病变的

药物效果仍然具有局限性ꎬ并且具有降低患者体重

等副作用[１５]ꎮ 如今ꎬ抗氧化治疗作为对抗糖尿病患

者氧化损伤的一种方法已经引起了极大的关注ꎬ是
接下来十年控制或预防糖尿病血管病变最有希望

的候选药物[１６]ꎮ ＧＢＥ５０ 是从银杏叶中提取的综合

活性成分ꎬ其主要成分为银杏黄酮和银杏内酯ꎮ 最

近的研究表明ꎬＧＢＥ 在中枢神经系统中具有广泛的

作用范围ꎮ ＧＢＥ 能调节胆碱能神经元功能ꎬ起到抗

氧化和清除自由基的作用ꎬ减轻细胞损伤ꎮ 此外ꎬ
银杏叶提取物还能降低一氧化氮合酶、环氧合酶－２
的表达ꎬ并降低细胞因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 水

平[１７]ꎮ 沈建颖等[１８] 研究发现ꎬＧＢＥ５０ 可显著降低

缺氧引起的 ＨＵＶＥＣｓ 内 ＲＯＳ 水平并抑制细胞凋亡ꎬ

对缺氧所致的内皮细胞功能障碍有一定的保护作

用ꎬ然而 ＧＢＥ５０ 在高糖环境引起的内皮细胞功能障

碍中的作用并不清楚ꎮ
本研究通过高葡萄糖浓度建立细胞高糖环境ꎬ

首先通过 ＭＴＴ 法研究了 ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞活

性的影响ꎮ 实验结果显示ꎬＧＢＥ５０ 可显著提高高糖

环境下 ＨＵＶＥＣｓ 细胞活性ꎮ 有研究表明高葡萄糖

含量可诱导细胞内 ＲＯＳ 的产生ꎬ导致内皮功能障碍

甚至细胞凋亡ꎮ 糖尿病中的高糖环境激活了葡萄

糖代谢途径ꎬ并导致细胞过氧化[１９]ꎮ 本研究实验结

果同样显示ꎬ 在流式细胞实验中ꎬ 高糖环境下

ＨＵＶＥＣｓ 中 ＲＯＳ 阳性细胞比率明显升高ꎬ而 ＧＢＥ５０
可显著降低 ＲＯＳ 生成ꎮ 谷胱甘肽是细胞内主要的

非酶抗氧化防御系统ꎬ可清除体内氧自由基[２０]ꎬ保
护许多蛋白质和酶等分子中的巯基ꎮ 随后本研究

通过 ＣＭＡＣ 荧光标记 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＧＳＨꎬ实验结果显

示ꎬＧＢＥ５０ 可显著升高高糖环境下 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＧＳＨ
含量ꎮ

在氧化条件下ꎬ氧化生物分子和受损的 ＤＮＡ 可

能触发自噬机制和相关信号通路ꎮ 自噬是一个动

态的、维持生命的细胞降解过程ꎬ通过降解蛋白质

和受损细胞器来保护细胞ꎬ而过度自噬将会引起细

胞凋亡[２１]ꎮ 在高糖浓度引起的细胞应激中ꎬ自噬现
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象在早期阶段产生[２１]ꎮ 随后本研究通过 ＭＤＡ 标记

了细胞自噬空泡ꎬ评估 ＧＢＥ５０ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞自噬

的影响ꎮ 流式细胞实验结果显示ꎬＧＢＥ５０ 可显著降

低 ＨＵＶＥＣｓ 在高糖环境下 ＭＤＡ 阳性细胞比率ꎬ说
明细胞自噬水平下降ꎮ 自噬反应启动后ꎬＬＣ３￣Ｉ 与

ＬＣ３￣ＩＩ 的相互转化是自噬早期的标志[２２]ꎮ 随后本

研究通过免疫荧光实验研究了 ＬＣ３ 的表达情况ꎮ
实验结果显示ꎬＧＢＥ５０ 可显著降低 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＬＣ３
荧光水平ꎬ此结果进一步证明了 ＧＢＥ５０ 降低了高糖

环境下细胞自噬水平ꎮ
综上ꎬ本研究揭示了 ＧＢＥ５０ 可通过降低细胞自

噬水平、降低 ＲＯＳ 产物含量降低高糖环境对血管内

皮细胞细胞活性的影响ꎬ本研究的研究为糖尿病血

管损伤并发症提供了新的治疗手段ꎮ
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