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摘要　 目的　 探究褪黑素（ＭＬＴ）对高糖诱导的人脐静脉内

皮细胞（ＨＵＶＥＣ）损伤的影响及其可能的分子机制。 方法　
培养 ＨＵＶＥＣ 并分为 ３ 组：对照组、模型组和治疗组。 对照组

用葡萄糖浓度为 ５． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＭＥＭ 培养基处理，模型组

用高糖（葡萄糖浓度为 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＤＭＥＭ 培养基处理，治
疗组用含有 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 的高糖 ＤＭＥＭ 培养基处理。
ＭＴＴ 法检测高糖及ＭＬＴ 对 ＨＵＶＥＣ 增殖的影响，试剂盒法测

定细胞培养上清液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）的释放量，流式细胞

术检测活性氧（ＲＯＳ）的生成，Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ 双染检测细

胞凋亡和坏死情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测高糖及 ＭＬＴ 对 ＨＵＶＥＣ
内质网应激和细胞焦亡相关蛋白表达的影响。 结果　 与对

照组相比，模型组的细胞增殖水平下降；细胞培养上清液中

ＬＤＨ 释放量增加；ＨＵＶＥＣ 中 ＲＯＳ 生成增加；双染试验显示，
蓝色荧光和红色荧光增加， ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ、 ＩＲＥ１α、
ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６α、ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 蛋白表达量

增加。 与模型组相比，治疗组的细胞增殖水平升高；细胞培

养上清液中 ＬＤＨ 释放量减少；ＨＵＶＥＣ 中 ＲＯＳ 生成减少；双
染试验中蓝色荧光和红色荧光减少，ＧＲＰ７８、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、
ＩＲＥ１α、ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６α、ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 蛋白

表达量减少。 结论 　 ＭＬＴ 可以减轻高糖诱导的 ＨＵＶＥＣ 损

伤，其机制可能与调控内质网应激和细胞焦亡有关。
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　 　 褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ， ＭＬＴ）是一种主要由人和哺

乳动物松果体合成分泌的一种吲哚类激素，其化学

名是 Ｎ⁃乙酰基⁃５⁃甲氧基色胺，又称为松果体素［１］。

在体内，ＭＬＴ 发挥着抗炎抗氧化、清除自由基、抗细

胞凋亡等生物学功能［２ － ３］。 血管内皮由一层薄薄的

扁平细胞所组成，它形成血管的内壁，是血管管腔内

血液及其他血管壁（单层鳞状上皮）的接口。 血管

内皮细胞的损伤与多种心血管疾病的发生发展有着

密切的关系，如高血压、动脉粥样硬化、心力衰竭

等［４］。 糖尿病常并发大血管或微血管病变，导致糖

尿病心肌病、糖尿病肾病、视网膜并发症等，这些病

理过程常与血管内皮损伤紧密相关［５］。 在本实验

中，用高糖环境模拟人体糖尿病条件，探究人脐静脉

内皮细胞（ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ，ＨＵ⁃
ＶＥＣ）在 ＭＬＴ 干预下损伤与修复的潜在机制。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料　
１． １． １　 实验试剂　 ＭＬＴ（南京都莱生物技术有限公

司）；ＤＭＥＭ 低糖培养基和胎牛血清（以色列 Ｂｉｏｌｏｇ⁃
ｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司）；噻唑蓝（ＭＴＴ）和二甲基亚砜

（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／碘化丙啶（ ｐｒｏ⁃
ｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）双染试剂盒（上海贝博生物科技

有限公司）；葡萄糖（上海国药集团化学试剂有限公

司）；胰酶、青链霉素、蛋白酶抑制剂、ＲＩＰＡ 裂解液、
活性氧检测试剂盒（上海碧云天生物技术公司）；乳
酸脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）检测试剂盒

（南京建成生物工程研究所）； ａｎｔｉ⁃ＧＲＰ７８、 ａｎｔｉ⁃
ＡＴＦ４、 ａｎｔｉ⁃ＣＨＯＰ、 ａｎｔｉ⁃ＩＲＥ１α、 ａｎｔｉ⁃ＰＥＲＫ、 ａｎｔｉ⁃
ＡＴＦ６α、 ａｎｔｉ⁃ＮＬＲＰ３、 ａｎｔｉ⁃ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ａｎｔｉ⁃ＩＬ⁃
１β 抗体（美国 ＣＳＴ 公司）；ａｎｔｉ⁃ ＧＡＰＤＨ、山羊抗兔

ＩｇＧ⁃ＨＲＰ、山羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 抗体 （美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司）。
１． １． ２ 　 实验仪器 　 ＺＨＪＨ⁃Ｃ１１１２Ｃ 型超净工作台

（上海智城分析仪器制造有限公司）；ＨＥＲＡ ＣＥＬＬ
ＶＩＯＳ １６０ ｉ 型恒温细胞培养箱、酶标仪、高速低温离

心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； － ８０ ℃
超低温冰箱（日本 ＳＡＮＹＯ 电器股份有限公司）；电
泳仪及电泳槽（北京六一仪器厂）；全自动数码凝胶

成像系统（上海欧翔公司）；ＴＤＺ４⁃ＷＳ 低速自动平衡

离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公司）；磁力搅拌
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器（北京中兴伟业仪器有限公司）；电热恒温干燥箱

（上海跃进医疗器械厂）；ｐＨ 仪（上海雷磁仪器厂）；
ＣｙｔｏＦＬＥＸ 流式细胞仪（美国 ＢＥＣＫＭＡＮ ＣＯＵＬＴＥＲ
公司）。
１． ２　 实验方法　
１． ２． １　 ＨＵＶＥＣ 细胞培养 　 ＨＵＶＥＣ 细胞购自于美

国 ＡＴＣＣ 细胞库，传代至第三代，培养于含 １０％ 胎

牛血清、１％ 青链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基中，置于 ３７
℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，每隔 ２４ ｈ 换液，待细胞

融合至 ８０％左右时传代，并取对数生长期细胞进行

相关实验。
１． ２． ２　 ＭＴＴ 实验　 取对数生长期的 ＨＵＶＥＣ 细胞，
经胰酶消化后，用含有 １０％胎牛血清的完全培养基

重悬，以 ２００ μｌ ／孔（２ × １０３ 个细胞）接种于 ９６ 孔板

中，分为 １０ 组：对照组、溶剂对照组、模型组、治疗组

（ＭＬＴ 浓度分别为 １０、２０、４０、６０、８０、１００、１６０ μｍｏｌ ／
Ｌ），置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，待细胞贴壁

后，弃去原培养上清液，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后分别给予正

常完全培养基（葡萄糖浓度为 ５. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、含与治

疗组等量的二甲基亚砜的正常完全培养基、高糖完

全培养基（葡萄糖浓度为 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、含相应浓度

的 ＭＬＴ 的高糖完全培养基处理。 作用 ４８ ｈ 后每孔

加入 ２０ μｌ（５ ｍｇ ／ ｍｌ）的 ＭＴＴ，继续在培养箱中孵育

４ ｈ，弃去培养上清液，每孔加入 １５０ μｌ 二甲基亚砜，
振荡溶解后用酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 波长处各孔的吸

光度（Ａ４９０）值。
１． ２． ３　 ＬＤＨ 释放量检测 　 将 ＨＵＶＥＣ 细胞分为 ３
组：对照组、模型组和治疗组。 细胞均匀接种于培养

皿中，待细胞贴壁后，对照组用 ５. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖

浓度的普通培养基进行培养，模型组用 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
葡萄糖浓度的高糖培养基进行培养，治疗组用含有

１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 的 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖浓度的高糖

培养基进行培养。 处理 ４８ ｈ 后收集各组细胞培养

上清液，按照试剂盒说明书检测细胞培养上清液中

ＬＤＨ 的释放量。
１． ２． ４ 　 细胞内活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）水平检测　 将细胞种于 ６ 孔板中，同 １. ２. ３ 项

处理 ４８ ｈ 后收集各组处理后的细胞，并用无血清培

养基以１ ∶ １ ０００稀释 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ。 以每孔 ８００ μｌ 的
体积重悬细胞，置于 ３７ ℃培养箱中孵育 ２０ ｍｉｎ，每
隔 ５ ｍｉｎ 颠倒混匀 １ 次，使探针和细胞充分接触。
用无血清培养基洗涤 ３ 次，流式细胞仪检测。
１． ２． ５ 　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ 双染 　 将细胞种于玻底

培养皿中，同 １. ２. ３ 项处理 ４８ ｈ 后弃去培养上清

液，用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次。 取 １００ μｌ 试剂 Ｃ 加 ９００ μｌ 无
菌纯水稀释，混匀即成 １ × 染色缓冲液工作液，每皿

加入 １ ｍｌ 工作液，再加入 １０ μｌ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色

液 Ａ，轻轻混匀后 ４ ℃避光孵育 １０ ｍｉｎ。 在每皿加

入 １０ μｌ ＰＩ 染色液 Ｂ，轻轻混匀后 ４ ℃避光孵育 １０
ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗涤细胞后用共聚焦显微镜检测结果。
１． ２． ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 取对数生长期的 ＨＵ⁃
ＶＥＣ 细胞消化后以相同的量接种于 １００ ｍｍ 直径的

细胞培养皿，置于培养箱中培养，待完全贴壁后弃去

培养液，用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，同 １. ２. ３ 项处理 ４８ ｈ，弃去

培养基，用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，每皿加入含有蛋白酶抑制

剂和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液于冰上充分裂解

细胞，１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心 ２０ ｍｉｎ。 吸取上清液，
根据 ＢＣＡ 法测定的蛋白浓度，以 ４ ∶ １ 的比例加入

相应体积的总蛋白和 ５ × 蛋白上样缓冲液，振荡混

匀后在 １００ ℃水浴中煮沸 １５ ｍｉｎ 使蛋白完全变性，
冷却后置于 － ８０ ℃冰箱中保存。 电泳时每泳道加

入 ２０ μｇ 的蛋白样品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，电
泳完成后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜。 ５％ 脱脂牛奶室

温封闭 ２ ｈ。 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，ＴＢＳ 洗涤 １ 次，每次 ５
ｍｉｎ，分别孵 ａｎｔｉ⁃ＧＲＰ７８、ａｎｔｉ⁃ＡＴＦ４、ａｎｔｉ⁃ＣＨＯＰ、ａｎｔｉ⁃
ＩＲＥ１α、 ａｎｔｉ⁃ＰＥＲＫ、 ａｎｔｉ⁃ＡＴＦ６α、 ａｎｔｉ⁃ＮＬＲＰ３、 ａｎｔｉ⁃
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ａｎｔｉ⁃ＩＬ⁃１β、 ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ 一 抗

（１ ∶ １ ０００），置于 ４ ℃冰箱摇床孵育过夜。 ＴＢＳＴ 洗

涤 ３ 次，ＴＢＳ 洗涤 １ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 孵二抗羊抗兔

（１ ∶ ５ ０００）、羊抗鼠（１ ∶ ３ ０００），室温摇床孵育 ２ ｈ，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，ＴＢＳ 洗涤 １ 次，每次 ５ ｍｉｎ，加 ＥＣＬ
显影液显影。 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参，用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ
软件分析结果，蛋白表达水平以目的蛋白 ／ ＧＡＰＤＨ
的平均灰度值比值表示。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件进行分析，
各组实验重复 ３ 次以上，计量数据均采用 �ｘ ± ｓ 表

示，组间采用单因素方差分析，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＭＬＴ 对高糖刺激下的 ＨＵＶＥＣ 细胞增殖的影

响　 ＭＴＴ 结果显示，与对照组相比，模型组 ＨＵＶＥＣ
增殖水平下降，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２. ４８４；Ｐ ＜
０. ００１）。 与模型组相比，治疗组 ＨＵＶＥＣ 的增殖水

平升高，并且在 ＭＬＴ 浓度为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时细胞增

殖水平最高，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ０. ３２８；Ｐ ＜
０. ００１）。 故后续实验中均采用１００ μｍｏｌ ／ Ｌ作为治

疗组ＭＬＴ浓度。溶剂对照组与对照组之间无统计
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图 １　 高糖及 ＭＬＴ 干预 ４８ ｈ 后细胞培养图片 × ２００
Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：治疗组

学差异。 见表 １、图 １。

表 １　 不同浓度 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 增殖

的影响（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

组别
浓度

（μｍｏｌ ／ Ｌ）
Ａ４９０

增殖活力

（％ ）
对照 ０． ９８２ ± ０． ０１７ １００． ０００
溶剂对照 ０． ９７０ ± ０． ０１６ ９８． ７３０
模型 ０． ６５８ ± ０． ０３３∗∗∗ ６７． ０１６
治疗 １０ ０． ６６６ ± ０． ０１７ ６７． ８１０

２０ ０． ８５０ ± ０． ００７＃ ８６． ５７６
４０ ０． ８６６ ± ０． ０３５＃＃ ８８． １２７
６０ ０． ９５０ ± ０． ０３８＃＃ ９６． ７３５
８０ ０． ９５５ ± ０． ０２６＃＃ ９７． ２２７

１００ １． ０１０ ± ０． ０２８＃＃＃ １０２． ８８２
１６０ ０． ９５５ ± ０． ０２１＃＃ ９７． ２２４

　 　 与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜

０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２　 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 细胞培养上清液

中 ＬＤＨ 释放量的影响 　 根据测量所得结果显示，
与对照组相比，模型组培养上清液中 ＬＤＨ 释放量增

加，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２. ７８５，Ｐ ＜ ０. ０５）；与模

型组相比，在 ＭＬＴ 干预下，治疗组培养上清液中

ＬＤＨ 释放量减少，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２. １４４，Ｐ
＜ ０. ０５）。 见图 ２。
２． ３　 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＲＯＳ 生

成的影响　 流式细胞术结果显示，与对照组相比，模
型组 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＲＯＳ 水平升高，差异有统计学

意义（Ｐ ＜ ０. ０１）；与模型组相比，治疗组 ＨＵＶＥＣ 细

胞中 ＲＯＳ 水平下降， 差异有统计学意义 （ Ｐ ＜
０. ０１）。 见图 ３。
２． ４　 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 细胞中 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ ／ ＰＩ 染色变化的影响 　 共聚焦显微镜拍摄结

果显示，与对照组相比，模型组 ＨＵＶＥＣ 细胞中蓝色

荧光和红色荧光增加；与模型组相比，治疗组 ＨＵ⁃
ＶＥＣ 细胞中蓝色荧光和红色荧光减少。 见图 ４。

图 ２　 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 细胞培养上清液中

ＬＤＨ 释放量的影响（ｎ ＝ ３）

　 　 １：对照组；２：模型组；３：治疗组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模

型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５　 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 细胞中内质网应

激相关蛋白 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、ＩＲＥ１α、ＰＥＲＫ、
ＡＴＦ６α表达的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与对

照组相比，模型组 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ４、
ＣＨＯＰ、ＩＲＥ１α、ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６α 蛋白相对表达水平均

有升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）；与模型组相

比，治疗组 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ、
ＩＲＥ１α、ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６α 蛋白相对表达水平均有下降，
差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ５。
２． ６　 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 细胞中焦亡相关

蛋白 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β表达的影响

　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与对照组相比，模型组

ＨＵＶＥＣ细胞中ＮＬＲＰ３ 、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ ⁃１ 、 ＩＬ ⁃１ β蛋
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图 ３　 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＲＯＳ 生成的影响（ｎ ＝ ３）

１：对照组；２：模型组；３：治疗组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 细胞中 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ／ ＰＩ染色变化的影响 × ２００

白相对表达水平均有升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０１）；与模型组相比，治疗组 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＮＬ⁃

ＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 蛋白相对表达水平均

有下降，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ６。
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图 ５　 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＧＲＰ７８、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、ＩＲＥ１α、ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６α蛋白表达的影响

１：对照组；２：模型组；３：治疗组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 ＭＬＴ 对高糖刺激的 ＨＵＶＥＣ 细胞中 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β蛋白表达的影响

１：对照组；２：模型组；３：治疗组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 高糖诱导的内皮细胞功能损伤一直是心血管疾

病领域的研究热点。 在糖尿病病程中，内皮细胞显

著受损，内皮功能发生障碍。 但在此过程中内皮细

胞的损伤与修复机制一直尚未明确。 本实验以 ＨＵ⁃
ＶＥＣ 为例，以含高浓度葡萄糖的细胞培养基模拟体

内糖尿病环境，ＭＬＴ 为干预药物，探究了高糖刺激
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导致内皮细胞损伤及 ＭＬＴ 对其调控机制是否与细

胞内质网应激和细胞焦亡有关。 经上述实验证明，
高糖诱导下内皮细胞的增殖水平下降，胞膜完整性

被破坏，经 ＭＬＴ 干预后内皮细胞增殖水平升高，胞
膜完整性的破坏得到一定缓解。 ＲＯＳ 是分子氧的

活性中间体，当活性氧生成和抗氧化防御之间失去

平衡时，内皮功能就会发生障碍，在代谢性和动脉粥

样硬化疾病中导致血管损伤［６］。 因此，可以通过检

测细胞内 ＲＯＳ 生成的变化来判断内皮损伤的程度。
在本实验中，高糖刺激下的内皮细胞中 ＲＯＳ 生成量

增加，ＭＬＴ 干预后 ＲＯＳ 生成量相对下降。 上述实验

表明 ＭＬＴ 可以减少内皮细胞中 ＲＯＳ 的产生，从而

缓解高糖刺激对内皮功能的损伤。 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２
可以穿透细胞膜，染色后凋亡细胞蓝色荧光会比正

常细胞增强。 ＰＩ 不能穿透细胞膜，对于坏死细胞，
其细胞膜的完整性遭到破坏，ＰＩ 可以进入坏死细胞

对核染色，使细胞红色荧光增强。 在本实验中，高糖

刺激的内皮细胞中蓝色荧光和红色荧光增加，ＭＬＴ
干预后的内皮细胞中蓝色荧光和红色荧光减少，表
明 ＭＬＴ 在此过程中对细胞进行了一定的保护作用。
　 　 当机体发生低氧、错误折叠、突变蛋白积累或者

处于高糖诱导时，细胞中内质网应激（ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）水平升高［７］，将导致未折叠蛋

白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＵＰＲ）。 ＵＰＲ 的主

要功能是恢复内质网的生理活性，调控细胞凋亡和

其他适应性反应。 有研究［８］ 表明，ＥＲＳ 是糖尿病、
肥胖、脂肪肝、心血管疾病、动脉粥样硬化等代谢综

合征发病的重要因素。 内质网中的葡萄糖调节蛋白

７８（ＧＲＰ７８）能够促进蛋白质折叠和防止蛋白质聚

集，是 ＵＰＲ 信号的主启动子。 非 ＥＲＳ 状态下，
ＧＲＰ７８ 与蛋白激酶 ＲＮＡ 样 ＥＲ 激酶（ＰＥＲＫ）、肌醇

酶 １α（ＩＲＥ１α）和转录激活因子 ６（ＡＴＦ６）结合，以复

合物的形式存在。 当发生细胞损伤时，ＥＲＳ 启动，
ＧＲＰ７８ 从复合物状态中解离并激活［９］，通过 ＰＥＲＫ、
ＡＴＦ６、ＩＲＥ１α 三条途径，激活下游的 ｅＩＦ２α、ＣＨＯＰ、
ＡＴＦ４ 等通路［９ － １０］，加速蛋白质折叠和降解，重新建

立 ＥＲ 稳态。
　 　 ＮＬＲＰ３ 炎症小体是一种多蛋白复合物，识别

ＰＡＭＰｓ 或损伤相关分子模式（ＤＡＭＰ），并招募和激

活炎症蛋白酶 ｃａｓｐａｓｅ⁃１［１１］。 在细胞焦亡过程中，活
化的 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 将 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β 和 ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１８ 切

割形成成熟形式 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８，同时切割 ＧＳＤＭＤ 的

Ｎ 端序列，在细胞膜上形成孔道，细胞膜完整性破

坏，细胞内容物释放到细胞外，细胞崩解死亡。 有研

究［１２］表明， ＵＰＲ 时 ＩＲＥ１α⁃ＸＢＰ１ 轴的选择性激活

可以刺激 ＮＬＲＰ３ 的活化。 同时有证据［１３］ 表明内质

网应激参与炎症小体诱导的炎症级联反应，它们之

间的复杂相互作用是炎症疾病潜在的治疗靶点。
　 　 在既往的研究［１４］中，ＭＬＴ 可以通过调控内质网

应激 ＰＥＲＫ⁃ｅＩＦ２α⁃ＡＴＦ４⁃ＣＨＯＰ 通路来抑制高糖诱

导下的成骨细胞凋亡。 另有研究［１５］表明，ＭＬＴ 可以

通过抑制链脲佐菌素诱导的糖尿病模型小鼠神经元

细胞焦亡和自噬发挥神经保护作用。 但在内皮细胞

中，ＭＬＴ 是否可以通过相似的调控方式减轻高糖带

来的内皮损伤还尚不明确。 该研究中，高糖刺激的

内皮细胞中 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ、 ＩＲＥ１α、 ＰＥＲＫ、
ＡＴＦ６α 蛋白表达水平提升，在 ＭＬＴ 干预后呈现下降

趋势，推测 ＭＬＴ 的调控过程与 ＥＲＳ 有关；同时高糖

刺激的内皮细胞中 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β
蛋白表达水平提升，ＭＬＴ 干预后同样出现下降趋

势，推测 ＭＬＴ 可能是通过抑制细胞焦亡对内皮细胞

发挥保护作用。 但在此过程中，这两种调控机制之

间是否存在关联，以及关联的具体靶点还仍需进一

步探索。
　 　 糖尿病心血管并发症是导致糖尿病病死率增加

及影响糖尿病患者生活质量的重要因素。 该研究结

果表明，ＭＬＴ 可以减轻高糖诱导的内皮细胞损伤，
其机制可能与调控内质网应激和细胞焦亡有关。 该

研究或许为糖尿病等代谢类疾病的治疗提供了新的

思路，为后续相关实验提供了有力的佐证。
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