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达格列净对高渗诱导的血管内皮细胞衰老的干预研究 *
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摘要 目的：探讨 SGLT2i类药物达格列净（dapagliflozin）对高渗诱导的人脐静脉内皮细胞 (HUVECs) 衰老的影响。方法：将

HUVECs分为空白组（Blank组）、高渗 330组（M-330组）、高渗 350组（M-350组）、达格列净 +高渗组（DAPA+M-350组），高渗培

养环境由甘露醇诱导。衰老相关 茁-半乳糖苷酶(SA-茁-Gal)染色检测细胞衰老情况；免疫荧光染色检测 SGLT2表达变化；Western

blot检测 SGLT2、细胞衰老标志物 p21的表达变化，JC-1染色试剂盒检测线粒体膜电位的变化。结果：免疫荧光染色和 western

blot结果显示，Blank组，M-330组及M-350组细胞上均存在 SGLT2受体蛋白表达，且 Blank组，M-330组及M-350组的 SGLT2

表达依次显著增加。与 Blank组相比，M-350组 SA-茁-Gal胞质蓝染、染色阳性率、衰老蛋白 p21及 SGLT2表达显著增加，并伴有

线粒体膜电位的显著下降(P＜0.05)；DAPA+M-350组与M-350组相比，SA-茁-Gal胞质蓝染、染色阳性率和 p21表达显著下降，并

伴有线粒体膜电位的显著上升(P＜0.05)。结论：HUVECs上存在 SGLT2受体蛋白，且在 300-350 mOsm/L范围内随着渗透压的升

高而增加，达格列净可改善高渗所诱导的血管内皮细胞衰老，其机制可能与达格列净改善高渗导致的线粒体功能障碍有关。
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Effects of Dapagliflozin on Hyperosmotic-induced Endothelial
Vascular Cells Senescence*

To investigate the effects of dapagliflozin on the hyperosmolarity- induced vascular endothelial cells

senescence. The human umbilical vascular endothelial cells (HUVECs) were divided into 4 groups: Blank group (Blank group),

hypertonic-330 group (M-330 group), Hyperosmolarity -350 group (M-350 group), Dapagliflozin + Hyperosmolarity -350 group (DAPA+

M-350 group). Hyperosmolarity cells culture environment induced by mannitol. Senescence-associated 茁-galactosidase (SA-茁-Gal)
staining was performed to measure the senescent cells in Blank group, M-350 group and DAPA+ M-350 group. The protein levels of

SGLT2 was detected by immunofluorescence staining and Western blot in Blank group, M-330 group and M-350 group. The

mitochondrial membrane potential was detected by JC-1 staining kit and p21 was detected by Western blot in Blank group, M-350 group

and DAPA+ M-350 group. The results of immunofluorescence and Western blot showed that SGLT2 receptor protein expression

was found in in Blank group, M-330 group and M-350 group, and the protein levels SGLT2 in the three groups increased markedly in

turn. Additionally, compared with Blank group, the rates of positive cells and the degree of blue staining in cytoplasm of SA - 茁 - gal

staining , and the protein levels of p21 and SGLT2 in M-350 group increased significantly, with the mitochondrial membrane potential

decreased significantly (P<0.05); Moreover, compared with M-350, the positive rates of SA - 茁 - gal staining and the protein levels of p21

decreased significantly in DAPA+M-350 group, with the mitochondrial membrane potential increased markedly (P<0.05).
SGLT2 receptor protein was found on HUVECs. The expression of SGLT2 receptor protein is up-regulated with the increase of osmotic

pressure in the range of 300-350 mOsm/L. Dapagliflozin can reduce the senescence of vascular endothelial cells induced by

hyperosmolarity, and its mechanism may be related to dapagliflozin can improve mitochondrial dysfunction.

Dapagliflozin; Hyperosmolarity; Human vascular endothelial cells; Cell senescence

前言

糖尿病(diabetes mellitus，DM)是一种全球范围流行的慢性

代谢性疾病，据统计，成年人中糖尿病的发病率约为 9%[1]。其中

2型糖尿病（T2DM）人群的主要死亡原因是心血管疾病(cardio-

vascular diseases，CVD)，其 CVD的发病率是非 T2DM患者的
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2-4倍[2，3]。中国大庆研究指出接近 50%的 T2DM患者最终死于

心血管疾病，且无性别差异[3]。达格列净（dapagliflozin）属于钠

葡萄糖协同转运子 2抑制剂（SGLT2i），是一种新型的降糖药

物。该类药物不仅能有效降低血糖，还能为 T2DM患者带来心

血管获益。因此 2017 年中国 2 型糖尿病防治指南推荐使用

SGLT2i降低糖尿病合并心血管疾病或合并心血管极高危 /高

危风险患者的心血管事件[4]。目前的研究表明，SGLT2i的作用

机制主要是抑制近端肾小管钠 -葡萄糖重吸收、促进尿糖排

泄、降低血糖浓度，同时减少钠的重吸收、渗透性利尿、改善前

后负荷，从而达到减重、降压，实现心血管保护等多重功效。血

钠和血糖是影响血浆渗透压的重要因素，T2DM人群血浆渗透

压普遍具有升高现象。而血浆渗透压的变化会引起交感神经活

动、血压、心率、外周阻力和儿茶酚胺分泌的改变，因此与 CVD

关系密切[5]。细胞衰老是 CVD发病的的重要的环节之一，而高

渗刺激能够引发细胞衰老[6]。那么 SGLT2i类药物达格列净是

否通过影响 T2DM患者血浆渗透压，改善血管内皮细胞衰老，

最终起到心血管保护效应呢？我们拟通过研究高渗环境中达格

列净对人脐静脉内皮细胞（Human Umbilical Vein Endothelial

Cells, HUVECs）衰老的影响，探索达格列净对心血管系统的保

护机制。

1 材料和方法

1.1 仪器与材料

实验用脐带由均取自空军军医大学第一附属医院妇产科

的 5名健康产妇，年龄 21-28岁，经原代细胞培养获得。达格列

净(MCE公司)，甘露醇（Solarbio 公司），内皮细胞专用培养基

（ECM）购自（Sciencell公司），茁-半乳糖苷酶试剂盒（碧云天生
物技术有限公司），SGLT2、p21和 Tublin抗体（CST公司）。

1.2 方法

1.2.1 人脐静脉内皮细胞的分离与培养 无菌条件下取得健

康产妇 20 cm长脐带一条，用 PBS冲洗脐静脉至无血色。用

0.1%胶原酶灌注消化脐静脉 12 min，收集消化液和冲洗液至

15 mL离心管，1000 rpm离心 5 min后去除上清，预冷 PBS重悬

离心后用 ECM培养液（体积分数为 5%FNS、ECGS10 滋L/mL、
1%青链霉素混合液）重悬细胞并移至培养瓶中，放入 37℃、5%

二氧化碳培养箱内。每 3天更换一次细胞培养液，7天后细胞

长满传代。P1 代细胞经流式细胞仪检测 CD31 阳性率达

99.5%，证实培养的细胞为血管内皮细胞。取 2-4代细胞进行后

续实验。

1.2.2 细胞分组和处理 取同一批次，等量的 HUVECs细胞

分组接种：(1)空白组（Blank）：ECM完全培养液常规培养，培养

液渗透压为 295 mOsm/L；（2）高渗 330组、高渗 350组（M-330,

M-350）：添加甘露醇至 ECM完全培养液中，使最终培养液渗

透压分别为为 330 mOsm/L和 350 mOsm/L；（3）达格列净处理

高渗组（DAPA+M-350）：在M-350组的完全培养液内加入达格

列净孵育，达格列净终浓度为 2 滋mol/L。所有检测在分组培养
7天后进行。

1.2.3 HUVECs细胞线粒体膜电位检测 分组培养 7天后，装

载 JC-1探针，弃去细胞培养基，再加入 1 mL DMEM/F-12细胞

培养基。加入 1 mLJC-1染色工作液，充分混匀，37℃下避光孵

育 20 min。移除上清，用 1伊JC-1染色缓冲液洗涤 2次。荧光显

微镜下观察，并用全自动酶标仪测定 530（绿色荧光）、590（红

色荧光）吸光度（A）值。在线粒体膜电位相对较高时呈红色荧

光,降低时呈现绿色荧光。红色荧光与绿色荧光的比值指示线

粒体膜电位的高低。

1.2.4 细胞 SA-茁-Gal染色 HUVECs以 1伊105细胞数 /孔接

种于 6孔板，每组设 3个复孔。分组处理同前。处理 7天后终止

培养。PBS清洗细胞，细胞固定液室温固定 15 min。按试剂盒说

明配制染色工作液并加入六孔板。将六孔板放入 37℃不含二

氧化碳的培养箱内孵育 8至 12 h，PBS清洗 2次后 DAPI复染

细胞核。PBS再次清洗细胞后倒置荧光显微镜下观察拍照。每

组随机选取 5个视野计数蓝染细胞，蓝染细胞数 /总细胞数代

表衰老程度。

1.2.5 Western blotting检测 HUVECs接种于培养皿，分组处

理同前。作用 7天后 PBS清洗、离心、收集细胞，加入 RIPA裂

解液冰上裂解 30 min，提取总蛋白，BCA法定量蛋白浓度。制

备 12%浓缩胶与分离胶，胶凝后上样、电泳、转膜、封闭，分别以

SGLT2（1：500）、p21（1：1000）、Tublin（1：1000）4℃孵育过夜；

TBST洗膜后二抗室温 1h，TBST再次洗膜后通过 Trident fem-

to Western HRP Substrate显影印迹，并且在 GE Amersham Im-

age 600 Station上成像分析。实验重复 3次。

1.2.6 免疫荧光化学染色 HUVECs细胞以 2000个 /孔细胞

密度接种于 24孔板内的盖玻片上，每组 4个复孔。分组处理同

前。培养 7天后用 PBS清洗细胞 2次伊3 min；0.3%Triton-X100
在 4℃孵育 15分钟。10%山羊血清室温孵育 40 min。4℃冰箱中

孵育 SGLT2（1：500）、Tublin（1：1000）；次日用 PBS洗涤 3次伊
5 min；室温下避光孵育二抗（1:50）,再次 PBS漂洗 3遍后，70%

甘油封片，荧光显微镜拍照。

1.3 统计学分析

统计学处理所有数据均采用 SPSS19.0软件进行分析。所

得数据均采用均数± 标准差(mean依SD)表示。多组之间的比较
分析采用单因素方差分析法，组间多重比较采用最小显著差异

(LSD)法；两样本均数的比较采用独立样本 t检验；率之间的比

较采用卡方检验。P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同渗透压水平下的 HUVECs上 SGLT2表达

全自动倒置荧光显微镜下显示：与空白组相比，高渗组

M-330和 M-350的 HUVECs细胞胞浆中均呈现绿色荧光，即

SGLT2 能够在 HUVECs细胞上表达。Western blot结果显示

在300-350 mOsm/L 的范围内随着渗透压的增加，SGLT2 在

HUVECs细胞中的表达增加（P<0.05）（图 1）

2.2 空白组，高渗组和达格列净处理高渗组之间衰老指标的比较

与空白组相比，高渗 M-350组 SA-茁-Gal染色胞质蓝染增
加，阳性细胞数显著增加(P<0.05)。Western blot结果表明，与空

白组相比，高渗 M-350组细胞衰老标志物 p21表达增加(P <0.
05)。而与高渗M-350组相比，DAPA+M-350组的 HUVECs细

胞的 SA-茁-Gal染色阳性细胞数减少 (P<0.05)，Western blot结

果示 p21表达明显降低(P<0.05)（图 2）

2.3 空白组，高渗组和达格列净处理高渗组之间膜电位的比较
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图 2 A. SA-茁-Gal染色显示空白组、M-350组、DAPA+ M-350组之间衰老细胞的比例，其中衰老细胞被染成蓝色；

B Western blot显示各组中 HUVECs细胞 p21的表达。Mean依SD。 n = 3，*P＜0. 05。

Fig.2 The senescence indicators of each group. A: the results of SA-茁-Gal staining, the senescent cells were stained in deep blue
B: the protein expression levels of p21 and Tublin in different groups were detected byWestern blot. Mean依SD. n = 3, * P<0.05.

图 1 A：免疫荧光染色显示不同水平高渗坏境中 HUVECs细胞上 SGLT2的表达；

B：Western blot显示不同水平高渗坏境中 HUVECs细胞上 SGLT2的表达。Mean 依 SD。n = 3，*P＜0. 05.

Fig.1 SGLT2 of each group: A: The protein expression levels of SGLT2(green) in different groups were observed by Immunofluorescence technique.

B: the protein expression levels of SGLT2 and Tublin in different groups were detected by Western blot. Mean 依 SD. n =3, *P＜0. 05.

与空白组相比，M-350 组膜电位显著降低；而 DAPA+

M-350组与M-350组相比膜电位显著升高(P<0.05)（图 3）。
3 讨论

近年来，作为降糖药物的 SGLT2i类药物在心血管保护方
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图 3各组中膜电位的变化 A：荧光显微镜下 JC-1染色；B：荧光酶标仪检测后计算红 /绿值。Mean 依 SD。n = 3，*P< 0.05.
Fig.3 A: The Mitochondrial membrane potential(MMP) of each group by Immunofluorescence technique. B: The MMP(Red/Green) of each group

by Fluorescent enzyme labeling instrument. Mean 依 SD. n = 3, *P< 0.05.

面的研究层出不穷，有研究显示这种作用是通过促进钠尿排出

和渗透性利尿等作用，导致血容量减少，心脏前、后负荷降低，

最终使血压降低以及动脉僵硬改善 [7]，另外还有文献提示

SGLT2i引起的轻微高酮血症可能会起到改善心脏的氧消耗的

作用[8，9]。但仍缺乏此类药物对血管直接影响的研究。与先前的

一些研究结果相同 [3]，我们也证实了 HUVECs上存在 SGLT2

受体，提示 SGLT2i类药物可能对 HUVECs细胞存在的直接保

护作用。

高渗是一种常见的病理状态，缺血、脓毒性休克和糖尿病

性昏迷中都可伴随短时间内渗透压剧烈变化[10]。但关于慢性血

浆高渗透压对机体造成的影响还有待研究。有研究发现普通人

群中近 30％的老年人血浆渗透压升高，并且血浆渗透压的升

高与糖尿病之间关系明显 [11,12]。血浆正常渗透压范围为

285-295 mOsm/L，大于 300 mOsm/L被认为是渗透压的异常升

高[12]，临床上老年糖尿病高渗状态的病人有效血浆渗透压甚至

可达到 353 mOsm/L[13]。因此我们选择了 350 mOsm/L作为实验

组的高渗浓度。慢性血浆高渗透压不仅是糖尿病患者的常见并

发症，也可能是参与许多老年病病理过程的重要环节。血浆渗

透压的增高不仅会促进细胞水分流出，引发细胞萎缩和细胞内

脱水，还能增加细胞的氧化应激，以及通过增强 DNA损伤来促

进细胞凋亡[14,15]。我们的研究发现，SGLT2受体的表达会随着

渗透压的升高而增加，提示在高渗环境下 SGLT2i类药物可能

以 SGLT2蛋白为靶点对 HUVECs细胞产生直接影响。

血管内皮细胞（VECs）衰老在 CVD的发病过程中起着重

要作用，CVD发病率随着年龄逐渐增加的一个重要原因就是

由于 VECs衰老使此类疾病的发病阈值降低[16]。关于高渗和细

胞衰老，有研究显示，过量的 NaCl能够通过延缓 DNA复制进

而引起成纤维细胞的衰老[6]。我们的Western blot和 SA-茁-Gal
的染色结果提示，持续慢性的高渗刺激能够促进 HUVECs细

胞衰老，而达格列净则会抑制这种衰老，这在一定程度上提示

高渗环境中 SGLT2i类药物对心血管的保护作用也可能是通

过抑制细胞衰老的途径实现。

线粒体是一种功能复杂的细胞器，在调节细胞生理衰老和

细胞损伤中均起到关键的作用[17]。有研究表明，在衰老的纤维

环细胞中线粒体功能障碍显著增加[18]。事实上线粒体 DNA的

损伤也是细胞衰老的重要机制之一[19]。我们的研究发现高渗能

够导致线粒体膜电位下降，这可能与高渗刺激产生的自由基损

伤了线粒体 DNA，进而导致线粒体功能障碍有关[20]。而达格列

净对线粒体的保护作用说明其对高渗衰老的抑制作用可能与

线粒体相关。

但 SGLT2i类药物对内皮细胞可能并不总是保护作用，有

研究显示坎格列净会损害内皮细胞功能和血管生成[21]，因此我

们的研究仅证实了达格列净对血管内皮细胞保护的部分机

制。此外，关于 HUVECs上的 SGLT2受体表达与细胞衰老之

间分子机制也有待进一步探索。最近一项研究结果发现高血糖

诱导的猪冠状动脉培养内皮细胞衰老可能由血管紧张素系统

通过上调 SGLT1和 SGLT2的氧化还原敏感性驱动，进而增强

了糖毒作用[22]。但血管紧张素系统与高渗环境下 SGLT2受体

表达增加以及细胞衰老是否相关，还需要进一步的研究证明。

综上所述，本研究观察到 HUVECs上的 SGLT2表达在在

慢性低度的高渗环境中（300-350 mOsm/L），随着增高的渗透压

刺激而增加，达格列净对慢性低度的高渗刺激 HUVECs细胞

引起的细胞衰老具有抑制作用，这可能是 SGLT2i类药物对心

血管保护作用的直接因素。但是，由于本研究是体外细胞实验

的初步研究，仍缺乏更高水平的渗透压刺激实验及相关分子机

制的研究和动物实验结果支持。因此，还需要更多的后续实验

明确 SGLT2i延缓高渗刺激下 HUVECs衰老的机制，为心血管

疾病的防治提供参考。
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