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ApelinＧ１３对高糖诱导的功能障碍血管内皮的作用探讨
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１　通信作者

【摘　要】　目的　探讨 ApelinＧ１３对高糖环境下人脐静脉内皮细胞 (HUVECs)是否具有保护作用.方法　实验Ⅰ,

CCKＧ８法检测４８h后 HUVECs在不同糖浓度环境下的增殖活性.实验Ⅱ,实验分组为空白对照组、模型组、实验组,分别

培养１６、２４、４８h,CCKＧ８检测细胞增殖活性.实验Ⅲ,实验分组为空白对照组、模型组、实验组,４８h后流式细胞术检测

细胞凋亡率.结果　选择３３mmol/L作为高糖损伤模型的糖浓度.Apelin可改善高糖环境下的 HUVECs增殖活性,且４８h
作用时间、１０－８ mol/LApelin的条件下,Apelin的增益效果更明显.Apelin可抑制高糖环境下的 HUVECs的早期凋亡.结

论　Apelin/APJ轴对高糖诱导的血管内皮功能障碍起保护作用.
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　　血管内皮功能障碍是糖尿病相关血管并发症 (如动脉粥

样硬化)的主要原因[１].高糖环境介导的过量活性氧的产生

可能通过损伤线粒体和调节内皮型一氧化氮合酶,进而导致

血管内皮功能障碍[２].Apelin/APJ系统在体内广泛分布,
尤其在血管内皮细胞中存在高度表达[３].Apelin/APJ系统

在血管内皮功能障碍相关疾病中发挥重要作用,包括动脉粥

样硬化、糖尿病、高血压和心肌梗塞等[４Ｇ６].在小鼠心肌内

皮细胞方面,Apelin/APJ系统对糖尿病小鼠的心肌内皮细

胞的保护作用得到证实[７].但是,Apelin/APJ系统对高糖

诱导的血管内皮细胞损伤及凋亡的作用及相关机制暂不明

确.本研究旨在探讨 Apelin/APJ系统对高糖诱导的脐静脉

内皮细胞的早期凋亡的作用.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:人脐静脉内皮细胞 (HUVECs)样本来源于我

院妇产科健康产妇足月妊娠剖腹产后的新生儿脐带.本研究

通过我院伦理委员会批准 (伦理审查编号:K２０１８Ｇ１１Ｇ０１５),
并取得受试对象知情同意书.药品与试剂:ApelinＧ１３短肽,
规格:每支１mg,含量:＞９５％,批号:１１７M４８５３V,购

买于Sigma公司;内皮细胞培养基购买于美国 ScienCell公

司;Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶购买于美国 Gibco公司;葡萄

糖、CCKＧ８试剂盒购买于美国 MCE公司;兔抗血管性血友

病因子、羊抗兔二抗购买于英国 Abcam 公司;异硫氰酸荧

光素/碘化丙啶细胞凋亡检测试剂盒购买于BD公司.仪器:

FACSCalibur流式细胞仪,美国BD公司产品.

１􀆰２　方法:１)CCKＧ８法检测细胞增殖活性:取生长状态

良好的细胞制备成一定浓度的细胞悬液,每孔加入２×１０３

个/１００μL细胞,细胞贴壁后,每孔加入不同浓度的干预试

剂,孵育一段时间后弃去旧培养基,更换新鲜培养基 (１００

μL/孔,每孔 含 １０μL CCKＧ８ 试 剂).将 培 养 板 放 在 ５％
CO２、３７℃培养箱内孵育４h.用酶标仪测定在４５０nm 处

的增殖活性.细胞增殖活性越强,吸光度越高.２)用流式

细胞术检测 HUVECs的凋亡率:将不同组别的 HUVECs
消化离心后,将细胞调整至１×１０６cell/mL,分别加入 AVＧ
FITC５μL 和 PI溶液１０μL.避光孵育 １５ min后,加入

BindingBuffer４００μL,１h内上机检测.以流式细胞仪的散

点图右下象限 (FITC＋/PI－ )为早期凋亡细胞.３)实验分

组:实验Ⅰ,根据人体的血糖波动范围,选定糖浓度分别为

５􀆰５、１０、２５、３３、５０mmol/L为研究对象,更换培养环境

为不同糖 浓 度 的 ECM 培 养 液,４８h 后 用 CCKＧ８ 法 检 测

HUVECs的增殖活性.实验 Ⅱ,HUVECs分为空白对照

组、模型组、实验组,分别培养１６、２４、４８h;具体分组设

置:空白对照组:糖浓度为５􀆰５mmol/L;模型组:高糖浓

度为３３mmol/L;实验组:高糖 (３３mmol/L)＋不同浓度

Apelin (１０－９、１０－８、１０－７、１０－６ mol/L),分别为实验组

１~４.用 CCKＧ８ 法检测 HUVECs的增殖活性.实 验 Ⅲ,

HUVECs分为空白对照组、模型组、实验组,具体分组设

置:空白对照组:糖浓度为５􀆰５mmol/L;模型组:高糖浓

度为３３mmol/L;实验组:高糖 (３３mmol/L)＋不同浓度

Apelin (１０－９、１０－８、１０－７、１０－６ mol/L),分别为实验组

１~４.分别培养４８h,用流式细胞术检测 HUVECs早期凋

亡率.

１􀆰３　统计学分析:用SPSS１９􀆰０软件进行统计分析.符合
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正态分布的计量数据用x±s表示,组间两两比较服从正态

分布用独立样本t检验;多组间两两比较,需进行方差齐性

检查,采用Levene检验法 (检验水准０􀆰１０),方差齐性的组

间样本均数采用单因素方差与 LSD检验.假设检验采用双

侧检验,P 值小于０􀆰０５表示差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　CCKＧ８探索高糖损伤模型的糖浓度:HUVECs细胞在

高糖环境下作用４８h后,糖浓度分别为５􀆰５、１０、２５、３３、

５０mmol/L的组别的细胞增殖活性分别为 (０􀆰４８±０􀆰０１)、
(０􀆰５８±０􀆰０１)、 (０􀆰６７±０􀆰０２)、 (０􀆰４２±０􀆰０１)、 (０􀆰３２±
０􀆰０１).在５􀆰５~２５mmol/L糖浓度环境下,细胞增殖活性

随着糖浓度呈梯度上升;在２５~５０mmol/L糖浓度环境下,
细胞 增 殖 活 性 随 着 糖 浓 度 呈 梯 度 下 降.结 果 提 示,３３
mmol/L糖浓度环境下,高糖对 HUVECs细胞的增殖出现

负向抑制作用,且糖尿病酮症酸中毒、高血糖高渗综合征患

者的血糖常高达３３mmol/L,为模拟临床高糖状态,故选定

３３mmol/L为高糖损伤模型的糖浓度.

２􀆰２　Apelin改善高糖环境下的HUVECs增殖活性:模型组、
实验组,与空白对照组人脐静脉内皮细胞增殖活力比较,３３
mmol/L的高 糖 环 境 容 易 导 致 HUVECs增 殖 活 力 下 降;

Apelin (１０－９、１０－８、１０－７、１０－６ mol/L) 的 干 预 可 提 高

HUVECs的 增 殖 活 性;在 ２４ h、４８ h 小 组 中,Apelin
(１０－８mol/L)组的增益效果比 Apelin (１０－９、１０－７、１０－６

mol/L)更显著;４８h作用时间下,Apelin (１０－８mol/L)
组的增益效果比１６h、２４h更显著.因此选择 Apelin (１０－８

mol/L)作为干预指标,４８h作为最佳干预时间.见表１.

表１　不同浓度Apelin在不同时间对高糖环境诱导的

人脐静脉内皮细胞增殖活力的影响 (x±s)

分组
增殖活力

１６h ２４h ４８h

空白对照组 ０􀆰６３±０􀆰０１ ０􀆰６３±０􀆰０３ ０􀆰６３±０􀆰０１
模型组 ０􀆰４１±０􀆰０３∗ ０􀆰４１±０􀆰０２∗ ０􀆰４７±０􀆰０２∗

实验组１ (高糖＋
１０－９mol/LApelin) ０􀆰７５±０􀆰０２＃ ０􀆰７５±０􀆰０２＃ ０􀆰７２±０􀆰０４＃

实验组２ (高糖＋
１０－８mol/LApelin) ０􀆰７２±０􀆰０２＃ ０􀆰８６±０􀆰０３＃ ０􀆰９０±０􀆰０３＃

实验组３ (高糖＋
１０－７mol/LApelin) ０􀆰７５±０􀆰０１＃ ０􀆰７６±０􀆰０２＃ ０􀆰７２±０􀆰０４＃

实验组４ (高糖＋
１０－６mol/LApelin) ０􀆰７２±０􀆰０２＃ ０􀆰６５±０􀆰０４＃ ０􀆰６７±０􀆰０３＃

　　注:空白对照组,５􀆰５mmol/L 糖环境;模型组,３３mmol/L
高糖环境;实验组,３３mmol/L高糖＋不同浓度 Apelin (１０－９ mol/

L、１０－８ mol/L、１０－７ mol/L、１０－６ mol/L)环境.HUVECs在各

环境下分别孵育１６、２４、４８h.与空白对照组比较,∗P＜０􀆰０５;
与高糖组比较,＃P＜０􀆰０５.

２􀆰３　Apelin抑制高糖环境下的 HUVECs的早期凋亡:在细

胞增殖活力实验中,我们探索到１０－８ mol/LApelin持续作

用４８h可改善３３mmol/L高糖环境下的 HUVECs增殖活

性.另一方 面,在 细 胞 凋 亡 实 验 中,我 们 探 索 不 同 浓 度

Apelin持续作用４８h是否可抑制高糖环境下的 HUVECs的

早期凋亡.在４８h作用时间下,空白对照组、模型组、实

验组 (１０－９、１０－８、１０－７、１０－６ mol/LApelin)的细胞早期

凋亡率分别为 (６􀆰９５±０􀆰９３)、 (２２􀆰８８±１􀆰２０)、 (１１􀆰６０±
１􀆰１４)、(１１􀆰１５±０􀆰９５)、(１２􀆰０５±０􀆰９５)、(９􀆰７０±１􀆰０１).

３　讨论

糖尿病患者容易并发多支冠状动脉粥样硬化、狭窄,因

此临床上糖尿病患者一旦并发冠心病,冠状动脉支架植入术

常无法解决广泛多支冠脉狭窄的问题,一大部分患者需行冠

状动脉搭桥术.因此,在糖尿病早期预防冠状动脉粥样硬化

极为重要.糖尿病诱导冠心病的重要初始环节为高糖对血管

内皮功能的损伤,脐静脉内皮细胞为典型的动脉化的血管内

皮细胞,成为本文研究模型.
本文的创新性在于,探讨在高糖诱导的 HUVECs凋亡

模型中,Apelin/APJ系统是否起到保护作用.本实验设立

不同糖浓度组,结合临床及实验结果,选择３３mmol/L作

为高糖损伤模型的糖浓度.通过 CCKＧ８法观察,Apelin可

改善高糖环境下的 HUVECs增殖活性,且４８h作用时间、

１０－８mol/LApelin的条件下,Apelin的增益效果更明显.另

一方面,通过流式细胞术观察,Apelin可抑制高糖环境下的

HUVECs的早期凋亡.因此,我们认为,Apelin/APJ轴

可能在高糖诱导的血管内皮功能障碍中起重要的保护作用.
然而,Apelin/APJ轴的下游机制并不明确.值得注意

的是,Apelin与 AMPK 信号通路十分密切.比如,Apelin
通过 AMPK途径减少未折叠蛋白反应,从而减少内皮细胞

凋亡[８].也有文献说明,Apelin通过激活 AMPK信号通路,
对缺血性卒中的神经起保护作用[９].此外,ApelinＧ１３通过

激活SIRT１,进而抑制核因子κB,从而改善慢性常压缺氧

诱导的小鼠焦虑样行为[１０].因此,我们推测,Apelin/APJ
轴的保护作用,其中机制可能与 AMPK、SIRT１等信号通

路相关,其中具体的机制有待后期进一步研究.
本文的局限性在于:１)因为时间关系缺乏动物实验的

验证体系,我们将在后期实验中补充动物实验;２)本实验

单纯采用Ⅷ因子相关抗原免疫荧光鉴定方法,未结合其他的

细胞鉴定方法;３)本实验仅通过流式细胞术探测早期凋亡

率,未探测凋亡相关蛋白水平如 CleavedcaspaseＧ３、BclＧ２
等;４)本文仅检测了细胞的增殖与凋亡,未研究炎症因子

的变化.
本文结果提示,Apelin/APJ轴可能在高糖诱导的血管

内皮功能障碍中起重要的保护作用.我们的发现为 Apelin
对高糖诱导的内皮细胞早期凋亡的有益作用提供了新的见

解.在预防糖尿病引起的冠状动脉广泛多支狭窄病变方面,

Apelin/APJ系统有望成为新型的预防性药物.有关 Apelin/

APJ的保护机制的研究有待进一步完善.
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