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摘要 目的 探讨体外不同浓度葡萄糖对红细胞能量代谢

的影响及其分子机制。方法 采集 6 例健康成人新鲜抗凝

血，离心去除白细胞和血浆，用 PBS 重悬洗涤红细胞 3 次后，

将 6 组红细胞轻轻混匀后再分为 4 组，分别向其中加入 D-葡
萄糖溶液，使其终浓度分别为 0、6、20、30 mmol /L，于 37 ℃培

养 0、24、48 h 后，取部分红细胞悬液利用流式细胞仪及多功

能酶标仪检测红细胞内 ATP 含量、己糖激酶( HK) 活性、丙
酮酸激酶( PK) 活性、活性氧 ( ＲOS) 含量及红细胞衰亡率。

实验结果采用单因素方差分析进行组间变量比较。结果

与对应时间点的 0 mmol /L 组比较，用浓度为 6、20、30 mmol /
L 的葡萄糖孵育红细胞 24 和 48 h 后，红细胞内 HK 活性、PK

活性、ATP 含量均增加，且随着葡萄糖浓度增加呈上升趋势，

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; 而 ＲOS 含量和红细胞衰亡率

是降低的，且随葡萄糖浓度增加而降低，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) 。用不同浓度葡萄糖 ( 浓度分别为 0、6、20、30
mmol /L) 培养红细胞 48 h 后，各不同浓度组红细胞内 ＲOS

含量和红细胞衰亡率随着孵育时间延长而增加，与对应浓度

组的 0 h 比较，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; HK 活性和 PK

活性逐渐降低，与对应浓度组的 0 h 比较，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 05) 。而 ATP 含量呈波动式下降，与对应浓度组的

0 h 比较，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。结论 红细胞体

外短期高糖培养，不仅会加强红细胞内能量代谢，而且会降

低氧化应激及衰亡发生率，而没有葡萄糖供应会导致红细胞

内 ATP 不断被消耗，氧化应激增强，衰亡增多。
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糖尿病是一类由于胰岛素分泌缺陷或胰岛素作

用障碍所致的以慢性高血糖为特征的终身代谢性疾

病，已成为继癌症和心血管病之后的又一严重威胁

人类健康的全球性疾病［1 － 3］。它的诱发因素很多，

目前公认的有遗传、环境、生活方式及个人体质等。
红细胞随血液循环于全身，是最早感知血糖变化的

细胞之一。近年，主要从血红蛋白糖基化［4］、红细

胞分布宽度［5］、红细胞膜［6］等方面针对糖尿病患者

的红细胞改变进行了较为深入的研究，而从红细胞

能量代谢方面探索其在糖尿病及其微血管病变发生

发展中作用的研究少之又少。该研究拟通过实时检

测不同浓度葡萄糖 37 ℃培养红细胞不同时间后，其

ATP 含量、己糖激酶( hexokinase，HK) 活性、丙酮酸

激酶( pyruvate kinase，PK) 活性、活性氧( reactive ox-
ygen species，ＲOS) 含量及红细胞衰亡率的变化，阐

明葡萄糖对体外红细胞能量代谢的影响方式及其分

子机制，为糖尿病微血管病变的诊断和防治奠定理

论基础。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 正常成人新鲜抗凝血、ATP 检测试

剂盒( 货号 S0027 ) 、ＲOS 检测试剂盒( 货号 S0033 )

购自上海碧云天生物技术公司; Hexokinase Activity
Assay 试剂盒( 货号 ab136957) 、Pyruvate Activity As-
say 试剂盒 ( 货号 ab83432 ) 购自英国 Abcam 公司;

APC Annexin V 细胞凋亡检测试剂盒( 货号 550474)

购自美国 BD 公司; 葡萄糖( 货号 D810588) 、PBS 缓

冲液( 货号 P854529-10EA) 购自上海麦克林生化科

技有限公司。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 血样采集与红细胞制备 该项目由包头医
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学院伦理委员会审核批准，依据实验要求每批实验

招募 18 ～ 23 岁的健康志愿献血者 6 例，并在献血前

与志愿者签署知情同意书。分别采集 5 ml 全血，

2 000 r /min 离心 5 min 后，去除血小板、白细胞和血

浆。再用 PBS 清洗红细胞，2 000 r /min 离心 5 min，

去除上清液及中间的血小板和白细胞，重复洗至上

清液透明。然后于无菌操作台中将红细胞重悬于

PBS，使红细胞压积达到 45% 左右。将制备好的悬

浮红细胞轻轻混匀后分为 4 组 ( 每组 1 ml，重复 3
次) ，分别向其中加入 D-葡萄糖，使其终浓度分别为

0、6、20、30 mmol /L。轻轻混匀，37 ℃震荡水浴培养

48 h。分别于培养期 24 和 48 h，轻轻混匀 EP 管中

的悬液，无菌抽取 200 μl 红细胞悬液，分别进行以

下指标检测。
1． 2． 2 ATP 含量检测 取红细胞悬液 60 μl，2 000
r /min，离心 5 min，弃上清液。轻轻弹散红细胞，取 5
μl 红细胞加入到 200 μl Buffer 中制成溶血液。取 4
μl 溶血液加入到 100 μl 检测液及 16 μl 裂解液中，

利用多功能酶标仪的 luminometer 功能测定各孔的

相对光单位( relative luminometer units，ＲLU) 值并计

算结果。
1． 2． 3 HK 活性检测 取红细胞悬液 60 μl，2 000
r /min，离心 5 min，弃上清液。轻轻弹散红细胞，取

10 μl 制成溶血液，再取 20 μl 溶血液加入到 80 μl
检测液，室温避光放置 20 min 后，利用多功能酶标

仪检测 450 nm 波长处各孔的光密度( optical densi-
ty，OD) 值并计算结果。
1． 2． 4 PK 活性检测 取红细胞悬液 40 μl，2 000
r /min，离心 5 min，弃上清液。轻轻弹散红细胞，取

10 μl 制成溶血液，再取 2 μl 溶血液加入到 98 μl 检

测液中，室温避光放置 10 min 后，利用多功能酶标

仪检测 570 nm 波长处各孔的 OD 值并计算结果。
1． 2． 5 ＲOS 检 测 取 红 细 胞 悬 液 20 μl，2 000
r /min，离心 5 min，弃上清液。轻轻弹散红细胞，取 1
μl 红细胞加入到按照 1 ∶ 1 000用 PBS 缓冲液稀释

的 DCFH-DA( 500 μl) 中，室温避光孵育 30 min，然

后 3 500 r /min，离心 5 min，弃上清液。加 500 μl
PBS 缓冲液洗红细胞，重复 3 次，加入 300 μl PBS 缓

冲液重悬红细胞后，利用流式细胞仪检测 ＲOS 含

量。
1． 2． 6 红细胞衰亡检测 取红细胞悬液 20 μl，
2 000 r /min，离心 5 min，弃上清液。轻轻弹散红细

胞，取 1 μl 红细胞加入到 100 μl 工作液中( 100 μl
的 1 × Binding buffer 与 0. 5 μl Annexin V-FITC 和

APC 的混合液) ，轻轻混匀，室温避光孵育 15 min 后

用流式细胞仪进行检测。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件对实验数

据进行统计分析。所测数值以 珋x ± s 表示，组间比较

采用单因素方差分析 ( One-way ANOVA) ，以 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同浓度葡萄糖对红细胞内 ATP 含量的影响

在不同浓度葡萄糖组，随着培养时间的延长，各不

同浓度葡萄糖组红细胞内 ATP 含量呈波动式下降，

其中 0 mmol /L 组红细胞内 ATP 含量下降最为显

著，6 mmol /L 组仅 48 h 变化明显，与对应浓度组的

0 h 比较，差异有统计学意义 ( 0 mmol /L 组: F = 2
715. 43，P ＜ 0. 01; 6 mmol /L 组: F = 22. 05，P ＜
0. 01) ，而 20、30 mmol /L 组变化幅度较小，与对应组

的 0 h 比较，差异无统计学意义( 20 mmol /L 组: F =
9. 34，P ＞ 0. 05; 30 mmol /L 组: F = 9. 45，P ＞ 0. 05 ) 。
从培养时间看，培养 24、48 h 后，红细胞内的 ATP 含

量均随着葡萄糖浓度增加而不断升高，与对应时间

点的 0 mmol /L 比较，差异有统计学意义( 24 h: F =
24. 03，P ＜ 0. 01; 48 h: F = 6. 41，P ＜ 0. 01) ，见图 1。

图 1 不同浓度葡萄糖对红细胞内 ATP 含量的影响

与 0 h 比较: #P ＜ 0. 05; 与 0 mmol /L 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 不同浓度葡萄糖对红细胞内 HK 活性的影响

在不同浓度葡萄糖组，随着孵育时间延长，各不同

浓度葡萄糖组红细胞内 HK 活性不断下降，其中 0
和 6 mmol /L 组下降幅度较大，与对应浓度组的 0 h
比较，差异有统计学意义( 0 mmol /L 组: F = 38. 25，

P ＜ 0. 05; 6 mmol /L 组: F = 13. 66，P ＜ 0. 05 ) ，而 20
和 30 mmol /L 组仅 48 h 与对应浓度组的 0 h 比较，

差异有统计学意义 ( 20 mmol /L 组: F = 6. 93，P ＜
0. 05; 30 mmol /L 组: F = 7. 09，P ＜ 0. 05 ) ; 而在培养
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24、48 h 后，红细胞内 HK 活性均随着葡萄糖浓度的

增加而增高，与对应时间点的 0 mmol /L 组比较，差

异有统计学意义( 24 h: F = 14. 4，P ＜ 0. 05; 48 h: F =
6. 72，P ＜ 0. 05) ，见图 2。

图 2 不同浓度葡萄糖对红细胞内 HK 活性的影响

与 0 h 比较: #P ＜ 0. 05; 与 0 mmol /L 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 不同浓度葡萄糖对红细胞内 PK 活性的影响

在不同浓度葡萄糖组，随着培养时间的延长，各不

同浓度葡萄糖组红细胞内 PK 活性不断下降，其中 0
和 6 mmol /L 组下降幅度比较大，与对应浓度组的 0
h 比较，差异有统计学意义( 0 mmol /L 组: F =125. 21，

P ＜0. 05; 6 mmol /L 组: F =29. 61，P ＜0. 05) ，而 20 和

30 mmol /L 组下降趋势不明显，与对应浓度组的 0 h
比较，差异无统计学意义( 20 mmol /L 组: F = 2. 81，

P ＞ 0. 05; 30 mmol /L 组: F = 2. 07，P ＞ 0. 05 ) ; 而在

培养 24、48 h 后，红细胞内的 PK 活性随着葡萄糖浓

度的增加而稳步上升，30 mmol /L 组与对应时间点

的 0 mmol /L 组比较，差异有统计学意义( 24 h: F =
5. 09，P ＜ 0. 05; 48 h: F = 4. 04，P ＜ 0. 05) ，见图 3。

图 3 不同浓度葡萄糖对红细胞内 PK 活性的影响

与 0 h 比较: #P ＜ 0. 05; 与 0 mmol /L 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 不同浓度葡萄糖对红细胞内 ＲOS 含量的影响

在不同浓度葡萄糖组，随着时间的延长，各不同浓

度葡萄糖组红细胞内 ＲOS 含量呈上升趋势，其中 0
mmol /L 组变化最为明显，6 mmol /L 组仅 48 h 与对

应浓度组的 0 h 比较，差异有统计学意义( 0 mmol /L
组: F = 10. 79，P ＜ 0. 05; 6 mmol /L 组: F = 8. 73，P ＜
0. 05) ; 在培养 24、48 h 后，红细胞内 ＲOS 的含量随

葡萄糖浓度增加而降低，与对应时间点的 0 mmol /L
组比较，差异有统计学意义 ( 24 h: F = 10. 74，P ＜
0. 05; 48 h: F = 8. 44，P ＜ 0. 05) ，见图 4。

图 4 不同浓度葡萄糖对红细胞内 ＲOS 含量的影响

与 0 h 比较: #P ＜ 0. 05; 与 0 mmol /L 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 5 不同浓度葡萄糖对红细胞衰亡率的影响 在

不同浓度葡萄糖组，随着时间延长，各不同浓度葡萄

糖组红细胞的衰亡率不断上升，但各不同浓度组仅
48 h 变化最为显著，与对应浓度组的 0 h 比较，差异

有统计学意义 ( 0 mmol /L 组: F = 28. 5，P ＜ 0. 05; 6
mmol /L 组: F = 24. 19，P ＜ 0. 05; 20 mmol /L 组: F =
22. 19，P ＜ 0. 05; 30 mmol /L 组: F = 7. 22，P ＜
0. 05) ，0 mmol /L 组由于能量供应不充足，红细胞衰

亡率上升尤其显著; 在培养 24、48 h 后，红细胞衰亡

率随葡萄糖浓度增加而下降，与对应时间点的 0
mmol /L 组比较，仅 48 h 的差异有统计学意义( F =
17. 66，P ＜ 0. 05) ，见表 1、图 5。

表 1 不同浓度葡萄糖对红细胞衰亡率的影响( % ，n = 3，珋x ± s)

时间 0 mmol /L 组 6 mmol /L 组 20 mmol /L 组 30 mmol /L 组

0 h 5． 33 ± 1． 75 5． 33 ± 1． 75 5． 33 ± 1． 75 5． 33 ± 1． 75

24 h 9． 94 ± 1． 77 8． 13 ± 2． 77 6． 82 ± 0． 92 6． 65 ± 1． 39

48 h 35． 44 ± 8． 77﹟ 17． 58 ± 2． 06* ﹟ 12． 4 ± 1． 32* ﹟ 10． 63 ± 2． 12* ﹟

与 0 h 比较: ﹟ P ＜ 0. 05; 与 0 mmol /L 组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

糖尿病微血管病变是糖尿病特有的一种并发
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图 5 流式细胞仪检测不同浓度葡萄糖对红细胞衰亡的影响

症，其 主 要 表 现 为 血 管 基 底 膜 病 变 和 微 循 环 异

常［7］。微循环异常除血流动力学改变外主要体现

在红细胞方面。红细胞变形能力和生理功能的正常

是保证微循环的必要条件。早在 20 世纪 60 年代就

有文献提出维系红细胞形态需要 ATP 提供能量，红

细胞变形能力与红细胞代谢活性密切相关［8］。葡

萄糖在葡萄糖转运蛋白 GLUT1 的作用下易化扩散

进入红细胞，在红细胞内，约 90% 的葡萄糖进行糖

酵解，其余 10% 进入磷酸戊糖途径，因此糖酵解是

红细胞获得 ATP 的唯一途径。HK 和 PK 是糖酵解

途径的关键酶，调控着 ATP 生成的速率和量，对维

持红细胞形态和功能起到至关重要的作用。有研

究［9 － 11］表明糖尿病患者红细胞内 HK 和 PK 活性高

于正常人。本研究结果表明，短期葡萄糖体外孵育

的条件下，随着葡萄糖浓度增加，红细胞内 ATP 含

量逐渐增高，HK 和 PK 活性也不断增高。据此推

测，红细胞外葡萄糖浓度越高，易化扩散进入红细胞

内的葡萄糖越多，关键酶活性越高，产生的 ATP 越

多。然而 HK 和 PK 活性均随培养时间延长逐渐下

降，可能与红细胞内葡萄糖的逐渐消耗减少及体外

细胞培养状态有关。也有研究［12］报道葡萄糖经糖

酵解代谢时产生的代谢中间物 6-磷酸葡萄糖增加

到一定量时会抑制 HK 活性，这也可能是引起红细

胞内 HK 活性随时间延长下降的原因之一。此外，

胞外葡萄糖浓度越高，进入胞内的糖量越多。与 6
mmol /L 组比较，胞内 ATP 含量明显增高，说明高浓

度葡萄糖代谢产生的过量 ATP，也可能反馈性抑制

HK 和 PK 活性。
在人体血液中，红细胞是数量最多的血细胞。

红细胞运输氧气的功能使其不断与细胞内外的氧自

由基接触，且其细胞膜上含有丰富的不饱和脂类，因

此红细胞极易受到氧自由基的氧化损伤。已有研究

证实［9］，长期慢性高血糖会引起 ＲOS 过度产生或积

累，进而引发严重的病理改变，例如微血管及大血管

异常。其原因主要是由于高浓度葡萄糖使内源性

ＲOS 形成增加，激活 Ca2 + 通道，导致红细胞内 Ca2 +

浓度升高，并直接激活钙敏感的 K + 通道。这进一

步导致红细胞膜发生超极化而使 K + 离子泄漏，从

而提高了 Cl － 排出的电驱动力［13］。最后，KCl 随胞

液从细胞中渗出，使细胞体积减少以及膜完整性丧
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失，细胞膜表面磷脂酰丝氨酸外翻，继而引起红细胞

衰亡的发生。Vitak et al［14］报道葡萄糖自氧化、脂质

过氧化以及 Amadori 产物和晚期糖基化终末产物的

形成是糖尿病患者红细胞内自由基产生的主要原

因。本研究结果显示，与 6 mmol /L 组比较，高糖组

红细胞内 ＲOS 及衰亡率均降低，说明短时间内高糖

尚不能引起红细胞发生氧化应激进而引起细胞衰

亡。短期高糖培养减少 ＲOS 的原因可能是由于进

入红细胞内的葡萄糖增多会通过磷酸戊糖途径产生

的更多的 NADPH，进而增加抗氧化物质谷胱甘肽的

生成，阻止了 ＲOS 的过度产生; 亦或是稳定的糖基

化终末产物还未形成，自由基形成少，不能引起红细

胞氧化损伤。与此相反，0 mmol /L 组红细胞内 ＲOS
和衰亡率均较其他组高，说明能量匮乏可以刺激红

细胞发生氧化应激，导致红细胞衰亡。
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Effects of different concentrations of glucose
on energy metabolism of red blood cells

Li Xuyan，Sun Mingyue，Su Yan，et al
( Department of Biochemistry and Molecular Biology，Baotou Medical College，Baotou 014000)

Abstract Objective To investigate the effects of different concentrations of glucose on the energy metabolism of
red blood cells ( ＲBC) in vitro and its molecular mechanism． Method Fresh anticoagulant blood was collected
from 6 healthy adults． The white blood cells and plasma were removed by centrifugation． After washing ＲBC three
times with PBS respectively，the 6 people’s ＲBC were gently mixed and divided into 4 groups． D-glucose was add-
ed to make a final concentration of 0，6，20，30 mmol /L，respectively． After incubation at 37 ℃ for 0，24 and 48
hours，some of the ＲBC suspension was taken out to detect eryptosis，ATP concentration，hexokinase ( HK) activi-
ty，pyruvate kinase ( PK) activity，reactive oxygen species ( ＲOS) content and hemolysis rate by using flow cytom-
etry and multi-function microplate reader． The experimental results were analyzed by one-way ANOVA． Ｒesults
Compared with the 0 mmol /L group，after incubating ＲBC with glucose at 6，20，30 mmol /L for 24 h and 48 h，
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the HK activity，PK activity，and ATP content in the ＲBC all increased，and upward trend with increasing glucose
concentration，and the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 05 ) ; while ＲOS content and decay rate de-
creased，and decreased with increasing glucose concentration，the difference was statistically significant ( P ＜
0. 05) ． After culturing erythrocytes with different concentrations of glucose ( concentrations of 0，6，20，30 mmol /
L) for 48 h，the ＲOS content and erythrocyte decay rate in ＲBC of different concentrations increased with the incu-
bation time，compared with 0 h ，the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 05) ; HK activity and PK activi-
ty gradually decreased，compared with 0 h，the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． The ATP con-
tent decreased in a fluctuating manner，and compared with 0 h，the difference was statistically significant ( P ＜
0. 05) ． Conclusion Short-term high-glucose culture of ＲBC in vitro not only strengthens the energy metabolism in
ＲBC，but also reduces the oxidative stress and eryptosis． However，no glucose supply leads to gradually exhausted
ATP and increased oxidative stress and eryptosis．
Key words red blood cells; glucose; energy metabolism; eryptosis
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丹参酮ⅡA 对大鼠脑缺血后 PTEN-PI3K /AKT /mTOＲ
信号通路的影响

徐 璇，汤其强

摘要 目的 探讨丹参酮ⅡA ( TSA) 调节人第 10 号染色体

的磷酸酶 ( PTEN ) 对 大 鼠 脑 缺 血 后 自 噬 通 路 PI3K /AKT /
mTOＲ 的作用机制。方法 建立大鼠脑缺血模型( MCAO) ，

并对成功建立 MCAO 的大鼠给予 TSA 处理。实验分为 3
组: 对照组 ( NC 组) 、手术组: MCAO + 生理盐水组 ( MCAO
组) 和 MCAO + TSA 组( TSA 组) 。采用行为学评分、免疫组

化及 Western blot 检测组织内各蛋白的表达。结果 与 NC
组比较，TSA 组 PTEN 蛋白的表达降低，PI3K、AKT、mTOＲ 的

表达水平增加，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与 MCAO 组

比较，TSA 组的 PTEN 蛋白的表达增加，PI3K、AKT、mTOＲ 的

表达水平降低，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。结论 TSA
通过增强脑缺血大鼠 PTEN 的表达，减少自噬通路 PI3K /
AKT /mTOＲ 的表达水平，减轻脑缺血后脑细胞炎症，从而保

护大鼠的脑组织。
关键词 丹参酮ⅡA; PTEN; PI3K; 脑缺血
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PTEN 蛋白是 10 号染色体上的磷酸酶，是胞内

磷 脂 酰 肌 醇 激 酶 ( phosphatidylinositol 3-kinase，

PI3K) 的初级磷酸酶［1］，通过降低 PI3K 的磷酸化，

减少信号通路蛋白激酶 B( protein kinase B，PI3K) /
雷帕 霉 素 靶 蛋 白 ( mammalian target of rapamycin，

mTOＲ) 的 表 达，参 与 细 胞 的 增 长、分 化 等 多 种 功

能［2］。研究［3］表明 PTEN 蛋白在脑缺血损伤后氧化

增加，导致自噬通路 PI3K /AKT /mTOＲ 表达的增强，

从而加重脑损伤。减少 PTEN 蛋白的氧化，对脑组

织的保护具有重要意义。故寻找抑制 PTEN 氧化的

新型药物至关重要。丹参酮ⅡA ( tanshinone ⅡA，

TSA) 是植物丹参的提取物，具有活血化瘀、清除氧

自由基等功效，在临床上常作为心脑血管疾病患者

的治疗用药［4］。研究［5］表明 TSA 具有明确的调节

自噬通路 PI3K /AKT 从而保护脑组织的作用。但是

TSA 对 PTEN /PI3K 信号通路的调节暂无研究。该

研究拟探讨 TSA 调节 PTEN 对大鼠脑缺血后自噬通

路 PI3K /AKT /mTOＲ 的机制。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 TSA 购自美国 Selleck 公司，配比

浓度为 10 mg /kg［6］，术前连续灌胃 4 d; 6 月龄健康

雄性 SD 大鼠共 80 只，体质量 230 ～ 280 g，购自济南
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