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高糖诱导血管内皮细胞凋亡机制的研究 *
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摘要 目的：探讨高糖诱导血管内皮细胞凋亡的分子机制。方法：在高浓度葡萄糖的培养基中培养人脐静脉内皮细胞（human

umbilical vein endothelium cells，HUVECs），模拟高糖血症条件下内皮细胞的病理状态。通过 MTT检测 HUVEC细胞生存情况；

JC-1检测 HUVEC细胞线粒体膜电位；逆转录 -聚合酶链反应和荧光素酶报告基因检测己糖激酶Ⅱ（hexokinaseⅡ，HKⅡ）的转

录；免疫印迹和免疫共沉淀检测 VDAC1、HKⅡ、Bcl-2、Bax线粒体上蛋白表达水平和它们之间的相互作用。结果：25 mM和 100

mM葡萄糖诱导 HUVEC细胞生存率分别下降了 19.21 %± 4.13 %和 25.29 %± 5.78 %；线粒体膜电位分别降低了 34.19 %± 5.13

%和 58.63 %± 4.78 %；HKⅡ蛋白表达水平分别降低了 13.97 %± 6.32 %和 35.13 %± 5.18 %；使得 HKⅡ同 VDAC1互作减弱，代

偿性增强了 VDAC1同 Bax互作。结论：高糖下调 HUVEC细胞 HKⅡ表达水平，增强线粒体膜通透性，最终诱导了细胞凋亡。
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Study on the Mechanism of High Glucose-induced Endothelial Cell
Apoptosis*

To investigate the molecular mechanism of hyperglycemia-induced apoptosis of vascular endothelial cells.

HUVEC cells were used to mimic the pathological status of endothelial cells in the condition of hyperglycemia. The cell

viability was detected by MTT assay, the mitochondrial membrane potential was detected with JC-1 staining and flow cytometry assay,

the transcription levels of hexokinaseⅡ (HKⅡ) were detected using reverse transcription-polymerase PCR and luciferase assay. Western

blot and immune co-precipitation were used to analyse the expression of VDAC1, HKⅡ , Bcl-2 and Bax on the mitochondrial outer

membrane and their interactions. The viability of HUVEC cells incubated in medium containing 25 or 100 mM glucose was

reduced by 19.21 %± 4.13 % and 25.29 %± 5.78 % respectively; mitochondrial membrane potential was reduced by 34.19 %± 5.13 %

and 58.63 % ± 4.78 % respectively; HKⅡ protein expression levels were reduced by 13.97 % ± 6.32 % and 35.13 % ± 5.18 %

respectively; the interactions between HKⅡ and VDAC1 were both reduced in the two groups, while the Bax and VDAC1 interactions

were compensatorily enhanced. High glucose reduced the HKⅡ expression, increased mitochondrial permeability and

eventually induced the apoptosis of HUVEC cells.
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前言

糖尿病（Diabetes Mellitus，DM）是因胰岛素绝对或相对不

足或者靶细胞对胰岛素敏感性降低引起的内分泌疾病[1]，糖尿

病血管病变是糖尿病人最常见的并发症，是糖尿病致死、致残

的主要原因[2]，内皮细胞凋亡是糖尿病血管病变的始动因素和

病理基础[3]。

线粒体有“细胞动力工厂”之称，为细胞的活动提供能量[4]，

其功能的破坏是细胞发生凋亡的重要原因[5]。电压依赖性阴离

子通道（Voltage-Dependent Anion Channel，VDAC）位于线粒体

外膜[6]能够影响线粒体的功能[7]。VDAC有三种亚型，VDAC1、

VDAC2和 VDAC3，其中血管内皮细胞中主要表达 VDAC1[8]。

在病理状态下 VDAC1通道开放，释放细胞色素 c（Cytochrome

c，Cytc）入胞浆，诱导细胞凋亡 [9]。VDAC1的开闭受 HKⅡ、

Bcl-2和 Bax的影响，前两者闭合 VDAC1，降低线粒体膜通透

性，后者则开放之增加线粒体膜通透性[10]，造成 Cytc向胞浆逸

散诱导细胞凋亡。

迄今为止已有大量研究表明高糖可以从多条通路诱导内

皮细胞凋亡：① 高糖可诱导蛋白激酶 C-茁2 （protein kinase
C-茁2，PKC-茁2）表达上升，激活核因子 -资B（nuclear factor kappa
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B，NF-资B），导致炎症因子产生，同时能增强还原型辅酶Ⅱ氧化

酶活性，导致活性氧增加，促进内皮细胞凋亡[11]；② 高糖还可以

直接激活 NF-资B，使环氧化酶 -2表达上调，诱导前列腺素 E2

生成，caspase-3活化，诱导内皮细胞凋亡[12]。但目前关于高糖诱

导血管内皮细胞凋亡的机制众说纷纭，更深层次的机制还有待

阐明。

本研究发现高糖诱导 HUVEC 细胞凋亡升高，并伴有

HKII和 Bcl-2表达水平下调，降低了两者与 VDAC1互作，代

偿性增强 Bax的病理作用。探讨高糖条件下，血管内皮细胞

HKII和 Bcl-2表达调控机制，以期为糖尿病血管并发症的防治

提供新线索和潜在的干预靶标。

1 材料与方法

1.1 材料

HUVEC细胞购自上海中科院干细胞库；MTT（ST316）、线

粒体膜电位检测试剂盒、细胞线粒体分离试剂盒购自上海碧云

天生物技术有限公司；HKⅡ及其对照腺病毒购自上海吉凯生

物有限公司；PPARγ 和 CREB表达质粒由美国密歇根大学芮

良优教授惠赠；Protein A+G树脂珠购自上海七海复泰生物科

技有限公司；转染试剂 Lipofectamine2000购自美国 Life tech-

nologies公司；蛋白测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所；

Dual-Luciferase报告基因检测试剂盒购自中国普洛麦格生物技

术有限公司；SYBR购自宝日医生物技术（北京）有限公司；

Prime Script RT reagent试剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限

公司；MG-132购自上海蓝木化工有限公司；VDAC1抗体购自

SANTA CRUZ（sc-390996）；HKⅡ（CST2867）、Bax（CST5023）、

Bcl-2（CST2872）、Cleaved Caspase-3（CST9661）、Cytochrome c

（CST4272）、茁-actin （CST3700）、PPAR酌 （CST2435）、Flag

（CST2368）、Phospho-CREB（CST9198）、CREB（CST9197）抗体

购自 Cell Signaling Technology；COXⅣ（ab202554）抗体购自

Abcam公司；山羊抗鼠 IgG二抗、山羊抗兔 IgG二抗购自中国

伊莱瑞特生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 在含 10 %FBS（gibco-10270）、1 %Peni-

cillin-Streptomycin（HyClone-SV30010）的 DMEM/LOW GLU-

COSE培养基（HyClone-SH30021.01）中培养 HUVEC细胞，放

置 5 % CO2，37℃的恒湿培养箱。

1.2.2 细胞处理 于细胞培养皿中接种 HUVEC细胞，经文献

调研发现 25 mM和 100 mM葡萄糖浓度是合适的实验剂量[13]，

细胞培养过夜后换 25 mM和 100 mM葡萄糖浓度的培养基中

培养 72 h，用于细胞生存情况、蛋白表达及相互作用、基因表达

和线粒体功能的检测。

1.2.3 细胞感染 于 6孔板中接种 2× 105个 HUVEC细胞，培

养过夜。加入 2× 107个病毒颗粒，2 h后换 5 mM和 100 mM葡

萄糖浓度的培养基，孵育 72 h后收细胞，用于细胞生存情况、

蛋白表达及相互作用、基因表达和线粒体功能的检测。

1.2.4 细胞转染 于 6孔板接种 HUVEC细胞，次日用 Lipo-

fectamine 2000转染细胞。将质粒 1 滋g/孔稀释于 50 滋L无抗生
素无血清的培养基。将脂质体加入混合液中（按 1 滋g质粒：2
滋L脂质体比例加入），并将待转染的细胞换成无血清培养基，

加入 900 滋L/孔无血清培养基；5 min后，每孔加质粒脂质体混
合物，置于 5 %CO2，37℃的恒湿培养箱中培养 4 h后换成血清

培养基继续培养 48 h，收获细胞，用于荧光素酶报告基因检测。

1.2.5 MTT检测 在 96孔板接种 HUVEC细胞，通过细胞计

数将细胞的密度控制在 105 cell/mL左右，设置调零孔和对照

孔，培养 72 h后加入 5 mg/mL的 MTT溶液，培养箱中孵育 1

h。弃去上层溶液，PBS清洗培养皿，弃上清，每孔加入 150 滋L
DMSO溶液，室温摇床 10 min，用酶标仪测量每孔的吸光度，检

测波长为 570 nm。

1.2.6 线粒体分离提取 将 HUVEC细胞接种于培养皿中，72

h后，2.5 %胰酶消化，离心收集细胞。将 4000万个细胞重悬于

1.5 mL线粒体分离试剂于中，冰浴放置 15 min。将细胞悬液转

移到玻璃匀浆器中，匀浆 30次后，600× g、4℃离心 10 min。取

上清至另一离心管中，11000× g、4℃离心 10 min。去除上清，沉

淀即为分离得到的细胞线粒体。

1.2.7 线粒体膜电位检测 于 6孔板中接种 HUVEC细胞，72

h后，2.5 %胰酶消化细胞，离心，弃上清。加入 1 mL培养基，加

入 1 mL JC-1染色液，混匀，37℃孵育 20 min。弃上清，用 JC-1

染色缓冲液洗涤 2次，加入 1 mL染色缓冲液，进行流式细胞仪

检测。

1.2.8 蛋白免疫印记 用冷 PBS清洗培养皿，RIPA 收集细

胞，冰上裂解 30 min，4℃离心 10 min，吸取上清液即为细胞总

蛋白。将 20 滋g蛋白样品加入 SDS-PAGE凝胶，60 V恒压电

泳，当蛋白样品进入分离胶时，调节电压为 100 V。将凝胶架到

电转槽内并连接电源（100 V）。取出 PVDF膜，用 5 %的脱脂牛

奶封闭 1 h。将蛋白条带于 4℃冰箱，孵一抗过夜。次日用 TBST

洗 PVDF膜 3次，每次 5 min。室温孵育二抗 1 h。TBST溶液洗

PVDF膜 3次，每次 5 min。滴加 ECL发光液，利用化学成像仪

检测化学发光信号。

1.2.9 免疫共沉淀 于 6孔板接种 HUVEC细胞，72 h后，以

100 滋L/孔 RIPA溶液裂解细胞，离心取上清，检测蛋白浓度，

取 0.5 mg 蛋白样品用 RIPA 溶液稀释到 0.5 mL，加入 2 滋L
VDAC1抗体，在 4℃翻转混合 2 h，加入 20 滋L Protein A + G

树脂珠，4℃翻转混合 1 h，离心弃上清，用 RIPA洗树脂珠 3

次，树脂珠和蛋白样品混合煮沸，最后一起加入凝胶上样。

1.2.10 实时定量 RT-PCR 用 Trizol裂解 HUVEC细胞，提取

总 RNA 并检测其纯度与浓度。将 RNA 逆转录成 cDNA，将

SYBR Green、ddH2O、引物和 cDNA混合，进行 PCR扩增，用 2－

△ △ CT 法来计算基因水平的变化。引物序列为：HKⅡ上游：

5'-TGCCACCAGACTAAACTAGACG-3'，下游 5'-CCCGTGCC-

CACAATGAGAC-3'；PPAR酌 上游：5'-GGGATCAGCTCCGTG-
GATCT-3'， 下 游 5'-TGCACTTTGGTACTCTTGAAGTT-3'；

Bcl-2 上游：5'-GGTGGGGTCATGTGTGTGG-3'，下游 5'-CG-

GTTCAGGTACTCAGTCATCC-3'； 内 参 GAPDH 上 游 ：

5'-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3'，下游 5'-GGCTGTTGT-

CATACTTCTCATGG-3'。

1.2.11 荧光素酶报告基因（Luciferase）检测 制备被动裂解缓

冲液 1× PLB：5× PLB与蒸馏水按 1：4比例混匀。 LARⅡ：用

Luciferase Assay BufferⅡ10 mL 溶解冻干粉 Luciferase Assay

Substrate。STOP &Go：取 2.1 mL 50× STOP&Go Substrate加到
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图 1高浓度葡萄糖诱导 HUVEC细胞凋亡

Fig.1 High glucose induced apoptosis of HUVEC cells

注：与对照组相比，*P<0.05，n=3。
Note: compared with control group,*P<0.05, n=3.

105 mL 的 STOP& Go Buffer。在提供的棕色 STOP& Go

Reagent瓶中，振摇 10s。于 96孔板中加入 20滋L/孔 PLB裂解液，

加入 100 滋L/孔 LARⅡ，在荧光发光仪上检测萤火虫萤光素

酶，加入 100 滋L/孔 Stop&Go试剂，检测海肾萤光素酶的活性。

以萤火虫萤光素酶数值 /海肾萤光素酶的比值进行统计分析。

1.3 数据统计与分析

本研究测量指标的数据以 mean ± SE表示。组间比较采

用 t检验或单向方差分析，继而组间的多重比较采用 Bonfer-

roni Dunn方法。P约0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 高糖培养诱导 HUVEC细胞凋亡

一方面，文献调研发现 25 mM和 100 mM葡萄糖浓度可

用于高糖刺激细胞的研究；另一方面，我们的实验结果也表明

HUVEC细胞在 25 mM和 100 mM葡萄糖浓度刺激下出现凋

亡。MTT实验结果发现细胞生存率分别下降了 19.21 %± 4.13

%和 25.29 %± 5.78 %。Western blot结果显示，Bcl-2表达分别

下降了 32.1 %± 6.03 %和 51.01 %± 5.15 %、caspase3活化分别

增强了 64.12 %± 10.06 %和 89.03 %± 11.31 %，Bax水平没有

显著变化，线粒体膜电位分别降低了 34.19 %± 5.13 %和 58.63

%± 4.78 %。见图 1。

2.2 高糖诱导凋亡相关蛋白在线粒体丰度的改变

依据图 1的结果，高糖可能通过影响线粒体功能诱导细胞

凋亡。Cytc是一种小型的血红蛋白，属于细胞色素 c蛋白家族，

其与线粒体内膜松散地结合在一起，Cytc同其他细胞色素不

同，其是高度水溶性的，携带一个电子，是电子传递链的组成部

分，可进行氧化还原[14]。我们发现 25 mM和 100 mM葡萄糖浓

度条件下，线粒体内特异性 Cytc蛋白水平分别降低了 17.89 %

± 7.23 %和 35.81 %± 5.81 %，而其在细胞内总体水平没有变

化；Bax 在线粒体表达水平分别上升了 59.99 %± 5.82 %和

98.79 %± 8.91 %，而其在细胞内总体表达水平没有变化；HKⅡ

在线粒体表达水平分别下降了 16.73 %± 7.61 %和 36.78 %±

6.23 %，并且细胞内总体表达水平分别下降了 13.97 %± 6.32

%和 35.13 %± 5.18 %。免疫共沉淀发现 VDAC1与 Bax相互作

用增强，而同 Bcl-2和 HKⅡ的相互作用减弱。见图 2。

2.3 过表达 HKⅡ逆转高糖诱导的 HUVEC细胞凋亡

我们用 HKⅡ病毒感染 HUVEC细胞，上调 HKⅡ表达水

平，MTT实验结果发现 100 mM葡萄糖条件下细胞生存率回

复到正常水平的 90.95 %± 5.98 %并且线粒体膜电位回复到正

常水平的 82.56 %± 6.58 %。Western blot结果显示，在高糖条

件下 Bcl-2表达水平回复到正常水平的 95.83 %± 7.62 %；活化

的 caspase3表达水平回复到正常水平的 97.63 %± 7.83 %。见

图 3。

2.4过表达 HKⅡ逆转高糖诱导的凋亡相关蛋白在线粒体的变

化

我们在细胞内过表达 HKⅡ，使 100 mM葡萄糖条件下

HKⅡ在线粒体上的表达水平回复到正常水平的 89.95 %±

7.13 %，Cytc在线粒体内蛋白水平回复到正常水平的 90.1 %±

8.12 %。而 Cytc在细胞内总体水平没有变化。在高糖条件下

Bcl-2的表达水平回复到正常水平的 89.97 %± 6.93 %。进一步

考察上述蛋白的相互作用，发现 HKⅡ的过表达增强了自身以

及 Bcl-2与 VDAC1的互作，同时下调了 VDAC1与 Bax的互

作。见图 4。
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图 2高糖对 VDAC1互作蛋白表达水平的影响

Fig.2 High glucose influenced the expression of proteins interfering with VDAC1

注：与对照组相比，* P<0.05，n=3。
Note: compared with control group,* P<0.05, n=3.

图 3过表达 HKⅡ逆转高糖诱导 HUVEC细胞凋亡

Fig.3 Overexpression of HKⅡ reversed high glucose inducing HUVEC cells apoptosis

注：与对照组和高糖 +pcDNA3.1组相比，* P<0.05，n=3。
Note: compared with control group and high glucose+pcDNA3.1 group,*P<0.05, n=3.

2.5 高糖下调 HUVEC细胞中 HKⅡ的转录

我们发现 25 mM、100 mM 葡萄糖处理条件下，HKⅡ的

mRNA水平分别下降了 50.31 %± 8.81 %和 70.35 %± 5.61 %。

与此同时，我们使用蛋白酶体抑制剂MG132阻断 HKⅡ蛋白

酶体降解途径，发现高糖对 HKⅡ蛋白水平的下调趋势并未受

MG132的影响。经文献调研发现过氧化物酶体增生物激活受

体 酌（Peroxisome proliferator activated receptor 酌，PPAR酌）是调
控 HKⅡ表达的转录因子。我们克隆了含有人 HKⅡ启动子的

荧光素酶报告质粒 pGL3-HKⅡ，共表达 PPAR酌可以升高 HK

Ⅱ转录水平 18.79± 0.68倍。高糖抑制了 PPAR酌的 mRNA水

平和蛋白水平，然而我们表达外源性带有 Flag标签的 PPAR酌
时，其表达水平未受高糖影响。见图 5。

2.6 高糖经由抑制 HKⅡ下调 Bcl-2表达水平

我们在细胞内过表达 HKⅡ，使 100 mM葡萄糖条件下

Bcl-2的 mRNA水平回复到正常水平的 86.85 %± 5.91 %。我

们克隆了含有 Bcl-2启动子的荧光素酶报告质粒 pGL3-Bcl-2，
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在共表达 CREB的条件下，Bcl-2转录水平升高了 18.98± 0.85

倍。我们考察了 CREB的磷酸化水平作为 CREB活化指标，发

现高糖抑制 CREB的磷酸化水平，但在 HKⅡ过表达情况下

CREB磷酸化水平有所回升，这同 Bcl-2的 mRNA水平变化相

一致。见图 6。

3 讨论

糖尿病血管病变是糖尿病主要的并发症，是糖尿病并发多

图 5高糖下调 HUVEC细胞中 HKⅡ的转录

Fig.5 High glucose downregulated the transcription of HKⅡin HUVEC cells

注：与对照组相比，*P<0.05，n=3。
Note: compared with control group,*P<0.05, n=3.

图 4过表达 HKⅡ逆转 HUVEC细胞线粒体内凋亡相关蛋白的表达变化

Fig.4 Overexpression of HKⅡ reversed the expression of proteins related to apoptosis in the mitochondria of HUVEC cells

注：与对照组和高糖 +pcDNA3.1组相比，*P<0.05, n=3。
Note: compared with control group and high glucose+pcDNA3.1 group,*P<0.05, n=3.
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图 6高糖通过抑制 HKⅡ下调 Bcl-2表达水平

Fig. 6 High glucose downregulated the expression of Bcl - 2 via inhibiting the expression of HKⅡ

注：与对照组和高糖 +pcDNA3.1组相比，* P<0.05，n=3。
Note: compared with control group and high glucose+pcDNA3.1 group, *P<0.05, n=3.

种器官（肾脏、眼、心脏、皮肤）损伤的病理基础[15]，其初始阶段

是内皮细胞凋亡[16]。在本研究中，我们以 HUVEC细胞作为研

究对象[17]，在高糖培养条件下观察并探讨其凋亡机制，以期寻

找治疗糖尿病血管病的理想靶点。

细胞凋亡是在多种调控因子的作用下产生的可控性的细

胞程序性死亡[18]。线粒体是控制细胞生命活动的中心，不仅是

细胞呼吸链和氧化磷酸化的中心，同时也是调控细胞凋亡的重

要的细胞器，在细胞凋亡过程中处于核心地位[19]。Cytc是第一

个被证明的在凋亡细胞线粒体中释放的蛋白，只要其从线粒体

释放入胞浆，细胞就会不可逆地发生凋亡[20]。这一过程与线粒

体的跨膜电位（mitochondrialinner transmembrane potential，

△ 鬃m）的改变密切相关[21]。线粒体△ 鬃m的降低被证明是细胞
凋亡级联反应过程最初发生的事件，一旦线粒体△ 鬃m骤降，则
细胞凋亡将不可逆发生：细胞线粒体膜通透性增强，将增加

Cytc释放，释放到胞浆中的 Cytc与凋亡蛋白酶激活因子结合，

形成 Cytc/凋亡蛋白酶激活因子凋亡体，促进 caspase-9前体的

活化，活化加速的 caspase-9 前体可激活 caspase-3 前体，使细

胞进入不可逆的凋亡过程 [22]。通过 MTT证实了高糖对 HU-

VEC细胞凋亡的诱导，并且这种凋亡可能与线粒体膜通透性

增强相关 [23]。JC-1检测发现线粒体膜电位的降低和 western

blot检测发现线粒体内特异性 Cytc蛋白水平的下降很好的证

实了这一点。

VDAC1位于线粒体外膜，可在膜上形成亲水性电压门控

通道，Bax可与 VDAC1直接结合，增加 VDAC1的开放，从而

升高线粒体膜的通透性[24]。Western blot结果发现，虽然 Bax和

VDAC1总体蛋白水平未受高糖影响，但是 Bax在线粒体上的

丰度被高糖显著上调。由于 Bax与 VDAC1之间相互作用的增

强可上调线粒体膜的通透性[25]，我们通过免疫共沉淀发现两者

之间的相互作用在高糖条件下显著增强，这一点很好的解释了

线粒体膜通透性的增强。有报道显示，VDAC1蛋白的三维结构

呈 茁-桶状模式，由 19个 茁-氨基酸链所构成，其 N端的氨基酸

残基呈 琢-水平式螺旋分布于 VDAC1孔内[26]，VDAC1的 N端

琢-螺旋区域是 VDAC1与 HKⅡ或 Bcl-2的共同结合位点，纯

化的 HKⅡ或 Bcl-2均能降低含 VDAC1 脂质体的电导性，但

对 N端被剪切过的 VDAC1脂质体没有影响 [27]，进一步证实

HKⅡ或 Bcl-2能与 VDAC1的 N端区域相结合，抑制 VDAC1

的开放，产生抑制凋亡的效应[28]，我们通过免疫共沉淀发现，在

高糖条件下 HKⅡ和 Bcl-2与 VDAC1 的相互作用显著下降，

进而通过检测 HKⅡ和 Bcl-2总体细胞表达水平，发现高糖显

著下调了两者的蛋白水平，这可能是他们同 VDAC1相互作用

降低的主要原因。此外，因 HKⅡ同 Bax之间存在着竞争结合

VDAC1的关系 [29]，我们推测 HKⅡ表达水平的下降为 Bax和

VDAC1相互作用的增强创造了条件。

为验证 HKⅡ的下调是高糖诱导 HUVEC细胞凋亡过程的

中心事件，我们使用 HKⅡ病毒感染 HUVEC细胞，逆转高糖对

HKⅡ的下调作用，MTT检测发现高糖诱导的细胞凋亡得到抑

制；JC-1染色发现线粒体膜电位降低获得了改善；western blot

结果发现线粒体内 Cytc蛋白水平有所回升。这些都证实了过

表达 HKⅡ改善了线粒体膜的通透性，这可能与 Bax在线粒体

丰度的下降以及其同 VDAC1相互作用的减弱密切相关。

HKⅡ表达水平的上调通过竞争结合使得 VDAC1与 Bax

之间的相互作用明显减弱，进而降低了 Bax与线粒体膜的结

合，下调了其在线粒体膜上的丰度，降低了 VDAC1 的开放
[30]。有趣的是，HKⅡ的上调增强了 Bcl-2的蛋白表达，因此增

强了 Bcl-2 与 VDAC1 之间的相互作用。这也是高糖诱导

HUVEC细胞凋亡得以抑制的重要原因。HKⅡ上调 Bcl-2的

表达已有报道[31]，这与我们的实验结果相一致。我们的数据证

明 HKⅡ可能上调了 Bcl-2的转录因子 CREB[32]的磷酸化水平，

从而增强CREB对 Bcl-2的转录活性，因此 HKⅡ表达的下调间

接造成了 Bcl-2表达水平的下降，但其中具体调控机制有待进

一步研究。

为探讨高糖对 HKⅡ表达调控的机制，我们检测了 HKⅡ

的 mRNA水平，发现高糖抑制了其转录。此外，我们用MG132

阻断了 HKⅡ蛋白酶体的降解途径，发现高糖对 HKⅡ蛋白水

平的下调趋势并未改变。反证高糖对 HKⅡ表达的调控存在于

转录阶段。经文献调研发现 PPAR酌是调控 HKⅡ转录的重要

转录因子 [33]，Luciferase实验结果也证实了在 HUVEC细胞内

PPAR酌对 HKⅡ确有转录调控作用。另外，我们发现高糖能够
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抑制 PPAR酌的转录而非加速其蛋白降解，最终造成 PPAR酌表
达水平下调。因此我们认为高糖通过下调 PPAR酌的转录水平
抑制其对 HKⅡ的转录。HKⅡ表达水平的下调一方面造成

Bcl-2的下调，减弱了其与 VDAC1的相互作用，另一方面减弱

了 HKⅡ与 Bax 竞争结合 VDAC1 的能力，造成 Bax 和

VDAC1相互作用代偿性增强，增加了线粒体膜通透性，启动了

细胞凋亡[34]。

综上所述，高浓度葡萄糖具有诱导 HUVEC细胞凋亡的作

用，其机制可能是高糖通过下调 HKⅡ的表达，进而降低 Bcl-2

的表达，减弱了二者同 VDAC1的互作，间接加强了 Bax同

VDAC1的互作，增加了细胞线粒体膜的通透性，启动 caspase

级联反应，从而导致细胞不可逆性凋亡。因此，HKⅡ可能成为

抑制内皮细胞凋亡，治疗糖尿病血管病变的重要靶点。
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