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达格列净通过丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶 ／内皮型一氧化氮
合酶途径调节高糖环境下的内皮祖细胞功能

解丹丹，巫婷婷，赵晓彤，许慕蓉，陈明卫

摘要　 目的　 探讨达格列净（ＤＡＰＡ）对高糖环境下体外培

养的大鼠内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）功能的影响。 方法　 采用荧光

染色法对 ＳＤ 大鼠骨髓来源 ＥＰＣｓ 进行鉴定。 以 ＥＰＣｓ 为研

究对象，设立对照组（ＣＧ 组）、高糖组（ＨＧ 组）、高糖 ＋ ＤＡＰＡ
组（ＧＤ 组）、高糖 ＋ ＤＡＰＡ ＋ ＬＹ２９４００２ 组（ＧＤＬ 组）。 分别采

用 ＭＴＴ 法、流式细胞术、小管形成实验检测 ＥＰＣｓ 细胞活力、
凋亡、形成小管能力。 应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测丝氨酸 ／苏氨酸

蛋白激酶 （ＡＫＴ） ／内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ） 信号通路相

关蛋白表达。 结果 　 与 ＣＧ 组相比较，ＨＧ 组 ＥＰＣｓ 细胞活

力、形成小管能力、磷酸化 ＡＫＴ（ｐ⁃ＡＫＴ）和磷酸化 ｅＮＯＳ（ｐ⁃
ｅＮＯＳ）的蛋白表达以及 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 比值均

降低（Ｐ ＜ ０ư ０５），而 ＥＰＣｓ 的凋亡率增加（Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 ＨＧ
组相比较，ＧＤ 组 ＥＰＣｓ 的细胞活力、形成小管能力、ｐ⁃ＡＫＴ 和

ｐ⁃ｅＮＯＳ 的蛋白表达以及 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 比值

均增加（Ｐ ＜ ０ư ０５），而 ＥＰＣｓ 的凋亡率降低（Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 ＧＤ
组相比较，ＧＤＬ 组 ＥＰＣｓ 的细胞活力、形成小管能力、ｐ⁃ＡＫＴ
和 ｐ⁃ｅＮＯＳ 的蛋白表达以及 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 比

值均降低（Ｐ ＜ ０ư ０５），而 ＥＰＣｓ 的凋亡率增加（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 结

论　 ＤＡＰＡ 可通过 ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 途径保护 ＥＰＣｓ 免受高糖诱导

的功能损害。
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　 　 研究［１］ 表明，高血糖可损害血管内皮细胞功

能，从而启动糖尿病大血管病变。 有学者［２］ 认为上

述病变过程可能与高糖环境下内皮祖细胞（ ｅｎｄｏ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）数量减少和功能异常有

内在关系。 Ｍｅｔａ 分析显示 ＥＰＣｓ 水平降低预示糖尿

病患者具有较高的心血管事件、心血管死亡和全因

病死率［３］。
作为一种新型的降糖药物，达格列净（ｄａｐａｇｌｉ⁃

ｆｌｏｚｉｎ，ＤＡＰＡ）已广泛应用于临床。 来自 ＤＡＰＡ⁃ＨＦ
的 ＩＩＩ 期临床试验［４］ 结果表明，与安慰剂相比，ＤＡ⁃
ＰＡ 可显著降低受试者心血管死亡或心力衰竭恶化

的风险。 最近有研究［５］表明接受 ＤＡＰＡ 治疗的 ２ 型

糖尿病（Ｔ２ＤＭ）患者外周血中 ＥＰＣｓ 的数量明显增

加。 目前有关 ＤＡＰＡ 对 ＥＰＣｓ 的作用效应以及机制

尚不清楚。 因此，该研究旨在通过体外实验探讨

ＤＡＰＡ 对高糖干预下的 ＥＰＣｓ 功能影响及其机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 ８ 周龄健康 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ５ 只，
体质量（２１３ư ５ ± １２ư ４）ｇ（中国科学院上海实验动物

中心）；ＦＩＴＣ 标记的荆豆凝集素（ＦＩＴＣ⁃Ｕｌｅｘ ｅｕｒｏｐａｅ⁃
ｕｓ ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＦＩＴＣ⁃ＵＥＡ⁃Ｉ） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；Ｄｉｌ
标记的乙酰化低密度脂蛋白（Ｄｉｌ⁃ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎ⁃
ｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ， Ｄｉｌ⁃ａｃＬＤＬ） （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；
４′， ６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚（４′， ６⁃ｄｉａｍｉｄｉｎｏ⁃２⁃ｐｈｅｎｙ⁃
ｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＭＴＴ 细胞增殖检

测试剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测试剂盒（上
海 贝 博 生 物 公 司 ）； 甘 油 醛⁃３⁃磷 酸 脱 氢 酶
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（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＧＡＰＤＨ）、
丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶 （ ｓｅｒｉｎｅ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ，
ＡＫＴ）、磷酸化丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ⁃
ａｔｅｄ ｓｅｒｉｎｅ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ， ｐ⁃ＡＫＴ）、内皮型一氧化

氮（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ， ｅＮＯＳ）、磷酸化内皮型一

氧化氮 （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ， ｐ⁃
ｅＮＯＳ）抗体及相应二抗、磷脂酰肌醇 ３ 激酶（ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ） ／ ＡＫＴ 信号通路抑制

剂（ＬＹ２９４００２）（上海碧云天生物技术有限公司）；
ＤＡＰＡ （ 英 国 ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ 公 司 ）； 光 学 显 微 镜

（ＢＸ５３Ｍ，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；荧光显微镜（ ＩＸ７３，
日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
１． ２　 ＥＰＣｓ 的分离 　 该研究获安徽医科大学动物

伦理委员会批准（批准文号：ＬＬＳＣ２０１９２３０４）。 参考

文献［６］报道，ＥＰＣｓ 的分离方法简述如下：５ 只健康

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，正常饮食适应性喂养 １ 周，室
温和湿度分别控制在 ２２ ℃和 ５０％ 。 １ 周后以 ３％
戊巴比妥钠（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）进行腹腔注射麻醉，颈椎脱

位处死。 用 ＰＢＳ 冲洗骨髓腔，直至冲洗液无色透

明。 随后将骨髓腔灌洗液收集到 １５ ｍｌ 离心管中并

离心。 去除上清液和脂肪，用 ５ ｍｌ ＰＢＳ 重新悬浮细

胞。 将 ５ ｍｌ 淋巴细胞分离液和制备的细胞悬浮液

添加到新的 １５ ｍｌ 离心管中。 通过密度梯度离心法

获得单个核细胞，并将其接种到涂有纤维连接蛋白

的 ６ 孔板中。 细胞在含有 ２０％ ＦＢＳ、 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＶＥＧＦ、５ ｎｇ ／ ｍｌ ｂＦＧＦ、１％ 青 － 链霉素的 Ｍ１９９ 培养

基中生长。
１． ３　 ＥＰＣｓ 的鉴定　 采用 ＦＩＴＣ⁃ＵＥＡ⁃Ｉ 和 Ｄｉｌ⁃ａｃＬＤＬ
双荧光染色法鉴定 ＥＰＣｓ。 在光学显微镜下连续观

察细胞培养 ３、５ 和 １０ ｄ 后的形态学变化。 至 １０ ｄ
时，培养的 ＥＰＣｓ 融合率达 ７０％ 。 用培养基将 Ｄｉｌ⁃
ａｃＬＤＬ 稀释至 ３０ μｇ ／ ｍｌ 后添加到细胞中，并在 ３７
℃培养箱中避光孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次，加入

４％多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 重复洗涤 ２ 次，加入

１０ μｇ ／ ｍｌ 的 ＦＩＴＣ⁃ＵＥＡ⁃Ｉ ３００ μｌ 后避光孵育 １ ｈ，
ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，最后加入 １ μｇ ／ ｍｌ ＤＡＰＩ 避光孵育 ５
ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，制作玻片。 应用荧光显微镜观

察 ＤＡＰＩ 染色结果，并进行 Ｍｅｒｇｅ 分析。
１． ４　 细胞分组 　 参照先前的研究［７］ 结果，该研究

中选择 ＤＡＰＡ 的干预浓度为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ。 为观察 ＤＡ⁃
ＰＡ 对高糖干预下 ＥＰＣｓ 功能以及 ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 信号

通路的影响，将细胞分为 ４ 组：对照组（ＣＧ 组，Ｄ⁃葡
萄糖 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＋ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露糖醇）、高糖组（ＨＧ
组，Ｄ⁃葡萄糖 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、高糖 ＋ ＤＡＰＡ 组（ＧＤ 组，

用 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＡＰＡ 预处理 ２４ ｈ，然后用 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｄ⁃葡萄糖培养 ２４ ｈ）、高糖 ＋ ＤＡＰＡ ＋ ＬＹ２９４００２ 组

（ＧＤＬ 组，分别用 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＡＰＡ 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＬＹ２９４００２ 预处理 ２４ ｈ 和 １ ｈ，然后用 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ⁃
葡萄糖培养 ２４ ｈ）。 每组设 ４ 个复孔。
１． ５ 　 细胞活力测定 　 将体外培养至第 １０ 天的

ＥＰＣｓ 以每孔 ５ × １０４ 个接种于 ９６ 孔板中，按分组条

件干预 ４８ ｈ 后，每孔加入 ５０ μｌ 无血清培养基和 ５０
μｌ ＭＴＴ 试剂，置于培养箱中孵育 ３ ｈ。 吸弃上清液

后加入二甲基亚砜振荡 １０ ｍｉｎ。 酶标仪于 ４９０ ｎｍ
处测定各孔吸光度值（ＯＤ）。 实验重复 ３ 次。
１． ６ 　 细胞凋亡检测 　 将体外培养至第 １０ 天的

ＥＰＣｓ 以每孔 ２ × １０６ 个接种在 ６ 孔板中，每孔 ２ ｍｌ
ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ 培养基，按分组条件下干预 ４８ ｈ 后，收
集细胞后 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，细胞

重悬于 ４００ μｌ 结合液，５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 混匀，
４ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎ，再加入 １０ μｌ ＰＩ ４ ℃避光孵育

５ ｍｉｎ，立即用流式细胞仪检测，实验重复 ３ 次。 采

用 Ｆｌｏｗｊｏ Ｖ７ 软件分析结果。
１． ７　 小管形成实验 　 将预先冷却的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 与无

血清培养基混合形成混合物，涂覆于 ２４ 孔板中，置
于 ３７ ℃培养箱中 ３０ ｍｉｎ，以固化基质凝胶。 将分组

条件下处理过的各组细胞以每孔 ２ × １０４ 个接种在

上述 ２４ 孔板中，并培养 ２４ ｈ。 在倒置显微镜下观察

小管形成实验的结果。 每孔随机选取 ５ 个视野计算

小管形成长度，并取平均值。 实验重复 ３ 次。
１． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 将体外培养至第 １０ 天的

ＥＰＣｓ 以每孔 ２ × １０６ 个接种在 ６ 孔板中，按分组条

件干预，培养 ４８ ｈ 后收集细胞并提取总蛋白，ＢＣＡ
法测定蛋白浓度。 加入 ２５ μｌ 蛋白上样缓冲液（ ×
５）。 按实验分组依次将蛋白上样，电泳 １ ｈ 分离，
２００ ｍＡ 稳流 ２ ｈ 转移至 ＮＣ 膜上。 ５％ 封闭液封闭

１ ～ ２ ｈ， ＴＢＳＴ 缓 冲 液 洗 膜 ３ 次， 加 入 ＧＡＰＤＨ
（１ ∶ ２ ０００）、ＡＫＴ （１ ∶ １ ０００ ）、 ｐ⁃ＡＫＴ （１ ∶ １ ０００ ）、
ｅＮＯＳ（１ ∶ １ ０００）、ｐ⁃ｅＮＯＳ（１ ∶ ５００），４ ℃ 孵育一抗

过夜， 洗 膜 ３ 次， ５％ 封 闭 液 加 入 二 抗 １ μｌ
（１ ∶ ８ ０００），摇床上低速室温孵育二抗 １ ｈ，再次洗

膜 ３ 次后滴加显影液显影。 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 凝胶成像

软件分析相对灰度值。
１． ９　 统计学处理　 实验数据使用 ＳＰＳＳ １９ư ０ 软件

进行统计学分析，计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示；多组间数

据比较采用单因素方差分析，若进行两组间比较，采
用最小显著差值法（ＬＳＤ⁃ｔ 法）。 Ｐ ＜ ０ư ０５ 表示差异

有统计学意义。
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图 １　 ＥＰＣｓ形态特征　 × ２００
Ａ： 第 ３ 天；Ｂ： 第 ５ 天；Ｃ： 第 １０ 天

图 ２　 ＥＰＣｓ荧光染色　 × ２００

２　 结果

２． １　 骨髓来源的 ＥＰＣｓ 鉴定　 ＥＰＣｓ 培养 ３ ｄ 后呈

圆形或椭圆形，培养 ５ ｄ 后呈梭形或圆形，培养 １０ ｄ
后呈鹅卵石状。 见图 １。 Ｄｉｌ⁃ａｃ⁃ＬＤＬ 和 ＦＩＴＣ⁃ＵＥＡ⁃１
阳性表达的细胞被鉴定为分化的 ＥＰＣｓ，见图 ２。
２． ２　 ＤＡＰＡ 对 ＥＰＣｓ 细胞活力的影响　 与 ＣＧ 组比

较，ＨＧ 组 ＯＤ 值降低；与 ＨＧ 组比较，ＧＤ 组 ＯＤ 值

增加；与 ＧＤ 组比较，ＧＤＬ 组 ＯＤ 值降低，差异均有

统计学意义（Ｆ ＝ ３８ư ２５，Ｐ ＜ ０ư ０５），见图 ３。
２． ３　 ＤＡＰＡ 对 ＥＰＣｓ 凋亡的影响 　 ＨＧ 组、ＧＤ 组、
ＧＤＬ 组 ＥＰＣｓ 凋亡率分别为 （３５ư ９５ ± ４ư １８） ％ 、
（１５ư ９２ ±１ư ２４） ％、（２２ư ２７ ± ３ư ９８） ％，与 ＣＧ 组（５ư ９
±０ư ２４） ％ 比较均增加，差异有统计学意义（Ｆ ＝
４１ư ５４，Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 ＨＧ 组比较，ＧＤ 组 ＥＰＣｓ 凋亡

图 ３　 ＤＡＰＡ 对 ＥＰＣｓ细胞活力的影响

与 ＣＧ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５； 与 ＨＧ 组比较： ＃Ｐ ＜ ０ư ０５； 与 ＧＤ 组

比较：△Ｐ ＜ ０ư ０５

率降低；与 ＧＤ 组比较，ＧＤＬ 组 ＥＰＣｓ 凋亡率增加，差
异均有统计学意义（Ｆ ＝ ４１ư ５４，Ｐ ＜ ０ư ０５），见图 ４。

图 ４　 流式细胞仪检测 ＥＰＣｓ凋亡
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２． ４ 　 ＤＡＰＡ 对 ＥＰＣｓ 形成小管能力的影响 　 ＣＧ
组、ＨＧ 组、ＧＤ 组、ＧＤＬ 组 ＥＰＣｓ 小管形成度分别为

（０ư ６１ ± ０ư １１） ｍｍ ／ ｍｍ２、 （０ư ３９ ± ０ư ０６） ｍｍ ／ ｍｍ２、
（１ư ２３ ± ０ư １６） ｍｍ ／ ｍｍ２、（０ư ４６ ± ０ư ０８） ｍｍ ／ ｍｍ２。
与 ＣＧ 组比较，ＨＧ 组小管形成度降低，ＧＤ 组小管

形成度增加；与 ＨＧ 组比较，ＧＤ 组小管形成度增加；
与 ＧＤ 组比较，ＧＤＬ 组小管形成度降低，差异均有统

计学意义（Ｆ ＝ ３９ư １５，Ｐ ＜ ０ư ０５）。 见图 ５。
２． ５ 　 ＤＡＰＡ 对高糖环境中 ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 信号通路

相关蛋白表达水平的影响 　 与 ＣＧ 组比较，ＨＧ 组

ＡＫＴ 和 ｅＮＯＳ 的蛋白表达差异均无统计学意义（Ｐ

＞ ０ư ０５），而 ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ 的蛋白表达以及 ｐ⁃
ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 比值均降低，差异有统

计学意义（Ｆ ＝ ５７ư ９７，Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 ＨＧ 组比较，ＧＤ
组 ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ 的蛋白表达以及 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ
和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 比值均升高，差异有统计学意义

（Ｆ ＝ ５７ư ９７，Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 ＧＤ 组比较，ＧＤＬ 组 ＡＫＴ
和 ｅＮＯＳ 的蛋白表达差异均无统计学意义 （Ｐ ＞
０ư ０５），而 ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ 的蛋白表达以及 ｐ⁃
ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 比值均降低， 差异有统

计学意义（Ｆ ＝ ５７ư ９７，Ｐ ＜ ０ư ０５）。 见图 ６。

图 ５　 ＤＡＰＡ 对 ＥＰＣｓ形成小管能力的影响

图 ６　 各组不同靶蛋白表达水平比较

Ａ： 靶蛋白的相对表达量；Ｂ： ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 的相对灰度值；Ｃ： ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 的相对灰度值； 与 ＣＧ 组比较： ∗Ｐ ＜ ０ư ０５； 与 ＨＧ 组比较：＃Ｐ ＜
０ư ０５； 与 ＧＤ 组比较： △Ｐ ＜ ０ư ０５
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３　 讨论

　 　 大鼠 ＥＰＣｓ 一般来源于外周血、骨髓和脾脏。
考虑到骨髓中 ＥＰＣｓ 数量最多，该研究从 ＳＤ 大鼠股

骨和胫骨骨髓腔分离培养干细胞。 培养 １０ ｄ 后，观
察到细胞呈鹅卵石样形态， 并用 Ｄｉｌ⁃ａｃ⁃ＬＤＬ 和

ＦＩＴＣ⁃ＵＥＡ⁃Ｉ 双重荧光染色鉴定了 ＥＰＣｓ，这与先前

的实验［８］结果一致。
该研究显示，在高糖环境下，ＥＰＣｓ 的增殖活力

明显降低，凋亡率明显增加，血管生成特性显著受

损。 Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ［９］研究表明，高血糖可增加 ＥＰＣｓ 中

活性氧自由基的积累，导致氧化应激损伤，从而带来

ＥＰＣｓ 功能异常。
临床研究［１０ － １１］表明，包括二甲双胍、胰岛素、二

肽基肽酶⁃４ 抑制剂等在内的一系列降糖药物，在降

低糖尿病患者血糖的同时，均可不同程度增加外周

血 ＥＰＣｓ 的数量。 近期一项研究［５］ 显示，在为期 １２
周的小样本随机双盲安慰剂对照研究期间，接受

ＤＡＰＡ １０ ｍｇ ／ ｄ、恩格列净 １０ ｍｇ ／ ｄ 治疗的 Ｔ２ＤＭ 患

者外周血干细胞 ／祖细胞的数量并无明显改变；而在

随后进行的长达 １ư ５ 年延长期的观察研究中却发

现，尽管 ＤＡＰＡ 治疗组与安慰剂对照组在血糖水平

控制上无显著差异，但两组中治疗前后的外周血干

细胞 ／祖细胞的数量改变却明显不同，前者显著增

加，而后者却无显著变化，提示 ＤＡＰＡ 可对抗长期高

血糖对 ＥＰＣｓ 生物学功能的不良影响。 为进一步验

证此假设，该实验设计此项体外研究，结果显示 ＤＡ⁃
ＰＡ 可逆转高糖对 ＥＰＣｓ 的不利影响，增加 ＥＰＣｓ 的

增殖活力以及小管形成能力，降低其凋亡。 近期发

表的一项随机对照研究［１２］ 表明，１００ ｍｇ ／ ｄ 的坎格

列净持续 １６ 周治疗，可改善 Ｔ２ＤＭ 患者外周血

ＣＤ３４ ＋ ＥＰＣｓ 功能。 此外，与 ＣＧ 组比较，ＧＤ 组小管

形成度显著增加，提示 ＤＡＰＡ 可能具有独立于抗高

血糖之外的改善 ＥＰＣｓ 功能效应。
ｅＮＯＳ 是调节 ＮＯ 生成的关键酶，也是 ＡＫＴ ／

ｅＮＯＳ 信号通路的重要靶点。 研究［１３］ 表明，高糖能

显著降低 ｅＮＯＳ 的磷酸化水平和 ＮＯ 的生物利用度。
ＶＥＧＦ 可通过 ＡＫＴ 依赖的 ｅＮＯＳ 磷酸化途径激活

ｅＮＯＳ，从而增加循环 ＥＰＣｓ 的数量［１４］。 此外，ＡＫＴ ／
ｅＮＯＳ 通路的激活促进了 ＥＰＣｓ 的增殖、转移和血管

修复能力［１５］。 该实验结果显示，ＤＡＰＡ 可恢复 ＥＰＣｓ
中高糖所带来的 ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 比值

的降低。 因此，ＤＡＰＡ 可能通过 ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 途径在

高糖处理的 ＥＰＣｓ 中发挥调节作用。 为了验证这一

假设，应用 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
信号通路。 与预期一致，ＬＹ２９４００２ 在 ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 通

路相关蛋白表达、细胞增殖活力以及小管形成能力

方面，阻碍了 ＤＡＰＡ 对高糖处理的 ＥＰＣｓ 的功能恢

复，提示 ＤＡＰＡ 通过 ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 通路减轻高糖对

ＥＰＣｓ 的不利影响。
综上所述，ＤＡＰＡ 通过恢复 ＡＫＴ ／ ｅＮＯＳ 信号通

路，改善了高糖环境中 ＥＰＣｓ 的功能紊乱。 该研究

为治疗糖尿病及其并发症提供了潜在的新策略，也
为揭示 ＳＧＬＴ２ 类药物的心血管保护机制提供了新

依据。
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