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·基础研究·
自噬对高糖诱导的人冠状动脉内皮细胞凋亡的保护作用 *
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摘要目的：研究自噬对高糖诱导的人冠状动脉内皮细胞凋亡的影响。方法：将人冠状动脉内皮细胞，分别用常规培养基（正常对

照组）、含 30 mmol/L D-葡萄糖的高糖培养基（高糖组）、高糖培养基合并雷帕霉素（Rapamycin，RAPA；100 nmol/L）干预（RAPA

组）和高糖培养基合并 3-甲基腺嘌呤（3-Methyladenine，3-MA，5 mmol/L）干预（3-MA组）培养。利用 CCK-8 法检测细胞生长活

力，使用流式细胞术检测细胞凋亡水平，western blot检测细胞自噬标记蛋白（Beclin1）的表达水平。结果：（1）高糖溶液刺激内皮
细胞 24 h后，细胞生长活力为正常组的 55.0%（P<0.01），自噬标记蛋白 Beclin1 的表达水平明显增加，凋亡水平为正常组的 2.0

倍；（2）与高糖组相比，RAPA组细胞生长活力明显增加，Beclin1的表达明显升高（P<0.01），凋亡水平为高糖组的 70.1%；（3）与高

糖组相比，3-MA组细胞生长活力明显减少，Beclin1的表达明显降低（P<0.01），凋亡水平为高糖组的 1.42倍。结论：细胞自噬可

能对高糖诱导的人冠状动脉内皮细胞具有凋亡保护作用。
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Protective Effect of Autophagy on Human Coronary Artery Endothelial Cell
Apoptosis Induced by High Glucose *

To study the protective effect of autophagy on endothelial cells apoptosis induced by high glucose.

Human coronary artery endothelial cells cultured by conventional media (Control group), conventional media contraining 30

mmol/L D-glucose (High-glucose group), high-glucose media plus 100 nmol/L Rapamycin (RAPA group), or high-glucose media plus

5mmol/L 3-Methyladenine (3-MA group). Cells vitality and apoptosis were measured by CCK-8 assay and flow cytometry. The

autophagy marking protein (Beclin1) expression was determined by western blot. (1) Endothelial cell viability decreased
significantly after high-glucose (30 mmol/L) stimulation, with 55.0% to the control group (P<0.01). Beclin1 expressed increased, and the

level of cell apoptosis was significanly increased, with 2 times to the control group. (2) Compared with high-glucose group, the cell

viability and the beclin1 expression of RAPA group were both increased (P<0.01). The level of cell apoptosis was significanly decreased,

with 70.1% to the high-glucose group. (3) Compared with high-glucose group, the cell viability and the beclin1 expression of RAPA

group were both decreased (P<0.01). The level of cell apoptosis was significanly increased, with 1.42 times to the high-glucose group.

Cell autophagy might have an apoptosis-protective effect on the human coronary artery endothelial cells induced by

high-glucose.
Autophagy; Endothelial cell; High-glucose; Apoptosis; Protective

*基金项目：国家自然科学基金项目（81370266；81170223）；上海市自然科学基金项目（134119a0301；13ZR1450300）

作者简介：刘宇（1983-），男，博士，主治医师，研究方向：冠心病的诊治，电话：021-31161266，E-mail：lycqx@aliyun.com

△通讯作者：赵仙先，E-mail：xianxianz@163.com

（收稿日期：2014-11-14 接受日期：2014-12-10）

前言

细胞自噬（Autophagy）是真核生物对细胞内物质进行周转

的重要过程，在进化中高度保守[1，2]。自噬过程中细胞中一些损

坏的蛋白或细胞器被双层膜结构的自噬小泡包裹后，送入溶酶

体（动物）或液泡（酵母和植物）中进行降解并得以循环利用，以

实现细胞稳态和细胞器的更新[3]。自噬是真核细胞的一种防御

和应激的调控机制，在机体的免疫、感染和炎症等过程中具有
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重要作用，因此其在肿瘤、心血管疾病以及神经退行性疾病的

发生发展中尤为重要[4-6]。糖尿病患者循环血的高糖环境导致血

管内皮细胞凋亡及功能紊乱，是糖尿病血管病变发生发展的始

动环节[7]。自噬对细胞的凋亡保护作用使其在各种细胞损伤性

疾病发生发展中扮演重要角色，是改善疾病预后的重要手段。

本研究利用冠状动脉内皮细胞，研究高糖诱导的内皮细胞损伤

过程中自噬的活性及其影响因素，为进一步研究糖尿病导致动

脉内皮功能的损伤机制和靶向治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 试剂

人冠状动脉内皮细胞为本实验室冻存细胞株；内皮细胞培

养液及生长因子、Annexin V-FITC 试剂盒购自 Life technolo-

gies公司；CCK-8试剂盒、RIPA蛋白提取液以及蛋白免疫印迹
试剂盒均购自碧云天公司；雷帕霉素（Rapamycin，RAPA）购自
Gene Operation 公司；3- 甲基腺嘌呤（3-Methyladenine，3-MA）

购自 Sigma 公司。Beclin1 和 GAPDH 抗体购自 SantaCruz 公

司。

1.2 试剂配制

将 10 mg 的 RAPA 溶解于 1 mL 无水乙醇中，作为 10

mmol/L的 RAPA贮存液，-20℃冰箱贮存，使用时用细胞培养

液稀释成 100 nmol/L，0.22 滋m滤器过滤后作为工作液；将 15

mg的 3-MA溶解于 2.5 mL无水乙醇中，作为 200 mmol/L的
3-MA贮存液，-20℃冰箱贮存，使用时用细胞培养液稀释成 5

mmol/L，0.22 滋m滤器过滤后作为工作液[8]。

1.3 实验分组

将人冠状动脉内皮细胞种植于 12孔细胞培养板中，正常

组细胞用常规培养液培养；高糖组细胞用含 30 mmol/L D-葡

萄糖的高糖培养液培养；RAPA 组细胞用含 100 nmol/L RAPA

的常规培养液预处理 1 h后，用含 100 nmol/L RAPA的高糖培
养液继续处理 24 h；3-MA组细胞用含 5 mmol/L 3-MA的常规

培养液预处理 1 h后，用含 5 mmol/L 3-MA的高糖培养液继续

处理 24 h。
1.4 细胞生长活力检测（CCK-8法）

在 48孔培养板中接种 300 滋L的细胞悬液（约 5× 103个

细胞），在培养箱（37℃，5%CO2）中进行预培养，待细胞生长至

70~80%融合度后，加入 30 mmol/L的 D-葡萄糖继续培养 24

h，每孔加入 30 滋L的 CCK-8溶液，继续在培养箱内孵育 2 h，

用酶标仪在 450 nm处的测定吸光度。
1.5 细胞凋亡检测（Annexin V-FITC法）

在 6孔细胞培养板中接种 2 mL的细胞悬液（约 5× 105个

细胞），在培养箱（37℃，5%CO2）中进行预培养，待细胞生长至

70~80%融合度后，加入 30 mmol/L的 D-葡萄糖（辅以 3-MA

或 RAPA刺激）继续培养 24 h，收集细胞后进行计数，取 1× 105

个细胞，按 Annexin V-FITC试剂盒说明进行标记，利用流式细

胞仪进行凋亡水平的检测。

1.6 蛋白免疫印迹（Western blot）

利用 RIPA溶液提取细胞总蛋白，经 BCA蛋白定量，取 20

滋g的总蛋白进行 SDS-PAGE电泳，经转膜、封闭等步骤后，一

抗（Beclin1/GAPDH）在 4℃过夜孵育，二抗（HRP标记）常温孵

育 1 h后，显色后观察并照相。

1.7 统计学分析

每组实验均重复三次，数据以平均值± 标准差表示。采用
SPSS17.0 统计学软件进行分析。组间样本采用 One-Way

ANOVA检验，P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1自噬标记蛋白 Beclin1在高糖刺激内皮细胞后表达升高

高糖培养液刺激内皮细胞后，CCK-8检测结果显示，细胞

生长活力明显抑制，为对照组的 55.0%（P<0.01），western blot

结果显示自噬标记蛋白 Beclin1的表达在高糖刺激后表达明显
升高，是对照组的 3.41倍（P<0.01）。见图 1。

图 1高糖诱导的内皮细胞生长抑制（A）和自噬标记蛋白 Beclin1的表达（B，C）（** P<0.01 vs 0 mmol/L）

Fig. 1 Detection of cell growth inhibition (A) and expression of Beclin 1 (B, C) induced by high-glucose

（** P<0.01 vs 0 mmol/L）

2.2 诱导和抑制自噬的效率检测

高糖培养液联合自噬诱导剂 RAPA干预培养内皮细胞后，
western blot 检测发现 RAPA 组细胞中 beclin1 表达较高糖组

明显升高，是其 1.36倍；高糖培养液联合自噬抑制剂 3-MA干

预培养内皮细胞后，3-MA组细胞中 beclin1的表达较高糖组明

显减少，为其 73.4%。见图 2。
2.3 诱导和抑制自噬对内皮细胞生长活力的影响

高糖培养液联合自噬诱导剂 RAPA干预培养内皮细胞后，
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2.4 诱导和抑制自噬对高糖诱导的内皮细胞凋亡的影响

高糖培养液联合自噬诱导剂 RAPA干预培养内皮细胞后，

流式细胞术检测显示 RAPA组细胞凋亡水平较高糖组明显减

少，是其 70.1%；高糖培养液联合自噬抑制剂 3-MA干预培养

内皮细胞后，3-MA组细胞凋亡水平较高糖组明显增加，是其
1.42倍。见图 4。

3 讨论

细胞自噬是 Ashford和 Porter在 1962年发现的一种细胞
自我更新现象。同时，它也是细胞内分解代谢通路之一，通过自

噬能够诱导蛋白质和细胞器在溶酶体内降解。正常的自噬水平

的维持，在维持细胞自我平衡过程中发挥保护作用[9]。细胞自噬

时，从无核糖体附着的粗面内质网区脱落的双层膜包裹部分胞

质、细胞器和蛋白质等形成自噬体，并与溶酶体融合形成自噬

溶酶体，降解内容物，以实现细胞本身的代谢需要和细胞器的

更新[10]。自噬参与调节细胞物质的合成，降解和重新利用之间

的代谢平衡，影响参与到生物生命活动的各个过程[11,12]。自噬在

机体的生理和病理过程中所起的具体机制目前尚未完全阐明，

但随着研究的不断深入，自噬在各种疾病中的作用越发突显。

糖尿病是严重危害人类健康最重要的慢性疾病之一，长期

的高血糖可导致血管内皮细胞凋亡或功能损伤，影响平滑肌细

胞表型，造成血管结构和功能的改变[13]。大多数糖尿病患者死

于其引起的心脑血管疾病，因此探索糖尿病对血管损伤的具体

机制对于拯救患者生命具有重要意义。近年来，在 1型、2型以

及代谢综合征糖尿病动物模型的研究证实，自噬可能参与了糖

尿病及其并发症的发病过程，尤其是对心肌损伤的作用[14,15]。内

皮细胞的自噬是其在多种因素刺激下的有效应激手段，内皮细

胞通过自噬与凋亡之间的转换，调控再内皮化和新生内膜的形

成[16]。研究发现自噬可以调节内皮细胞血管性血友病因子的生

成，成熟和分泌，可能为成为心血管危险事件的有效预防和治

疗措施[17]。

自噬相关基因（Autophagy related gene, ATG）编码的蛋白

在自噬的诱导、产生、成熟以及再循环过程中起着重要作用。

Beclin 1是 ATG6在哺乳动物中的同源基因，是细胞自噬发生

的必需蛋白，介导其它因子定位于自噬泡，调控自噬体的形成

和成熟[18,19]。mTOR信号通路是调控自噬的重要通路，mTOR激

图 2自噬诱导剂 /抑制剂对 beclin1表达的影响（** P<0.01）

Fig. 2 The effect of autophagy inducer and inhibitor on Beclin1 expression（** P<0.01）

图 3自噬诱导剂 /抑制剂对内皮细胞生长活力的影响（** P<0.01）

Fig. 3 The effect of autophagy inducer and inhibitor on cell growth vitality

（** P<0.01）

图 4自噬诱导剂 /抑制剂对高糖诱导的内皮细胞凋亡的影响

Fig. 4 The effect of autophagy inducer and inhibitor on endothelial cell apoptosis induced by high-glucose

CCK-8检测显示 RAPA组细胞生长活力较高糖组明显增加，

是其 1.46倍；高糖培养液联合自噬抑制剂 3-MA干预培养内

皮细胞后，3-MA 组细胞生长活力较高糖组明显减少，是其
64.6%。见图 3。
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酶是多种分子的感受器，是自噬发生具有抑制作用。P53可以

通过 DRAM途径和 PI3K/AKT等信号通路调控自噬发生和成
熟。此外，p38、GTP/GDP结合的 G蛋白亚基、TNF-α 等都是调

控自噬的重要因子[20-22]。本研究证实，高糖诱导的内皮细胞自噬

过程中，可通过 RAPA/3-MA 等调控细胞自噬进程，从而抑制

细胞凋亡，可能对糖尿病引起血管损伤的治疗具有理论指导意

义。

总之，本研究显示 RAPA能够通过激活自噬，而对高糖诱

导的细胞凋亡发挥保护作用，而 3-MA则能够通过抑制细胞自
噬，加重高糖诱导的细胞凋亡作用。这些初步研究结果，将对治

疗糖尿病及其并发症提供佐证。深入探讨自噬在高糖诱导的内

皮细胞损伤中的作用，对糖尿病引起血管损伤的早期预防以及

靶向治疗具有重要意义。
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