
罗格列酮调控沉默信息调节因子１对高糖处理

的心肌微血管内皮细胞增殖和迁移的影响
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　　【摘要】　目的：探讨罗格列酮对高糖处理的心肌微血管内皮细胞（ＣＭＥＣ）增殖、迁

移的影响和分子机制。　方法：将大鼠ＣＭＥＣ分为对照组（葡萄糖５．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、高糖对

照组（葡萄糖３３ｍｍｏｌ／Ｌ）、实验１组（高糖＋罗格列酮５μｍｏｌ／Ｌ）、实验２组（高糖＋罗格

列酮１０μｍｏｌ／Ｌ）、实验３组（高糖＋罗格列酮２０μｍｏｌ／Ｌ）。细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）

法检测细胞增殖活力；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移能力；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐ２１、上皮细

胞钙粘蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、沉默信息调节因子１（Ｓｉｒｔ１）的蛋白表达水平；实时荧光定量聚

合酶链反应检测犛犻狉狋１的ｍＲＮＡ表达水平。将Ｓｉｒｔ１小干扰ＲＮＡ（ｓｉＳｉｒｔ１）转染ＣＭＥＣ，

经高糖和罗格列酮２０μｍｏｌ／Ｌ处理后，采用上述方法检测细胞增殖和迁移能力。　结

果：与对照组比较，高糖对照组ＣＭＥＣ增殖和迁移能力降低，Ｐ２１和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达增

加，Ｓｉｒｔ１表达降低（犘均＜０．０５）。与高糖对照组比较，高糖联合罗格列酮处理后ＣＭＥＣ

增殖和迁移能力增加，Ｐ２１和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，Ｓｉｒｔ１表达增加（犘均＜０．０５）。与高

糖联合罗格列酮处理比较，转染ｓｉＳｉｒｔ１并经高糖联合罗格列酮处理后ＣＭＥＣ增殖和迁

移能力降低，Ｐ２１和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达增加（犘均＜０．０５）。　结论：罗格列酮通过上调Ｓｉｒｔ１

表达促进高糖处理的ＣＭＥＣ增殖和迁移。
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　　心血管疾病是糖尿病患者最常见的并发症。

心肌微血管内皮细胞（ＣＭＥＣ）占心脏细胞总数的

１／３，在维持冠状动脉微血管和邻近心肌细胞正常

功能方面起着关键作用［１］。然而，慢性高血糖等因

素可引起ＣＭＥＣ功能障碍和凋亡，导致微血管病

变［２］。罗格列酮是噻唑烷二酮类抗糖尿病药，可通

过提高胰岛素的敏感性有效控制血糖。研究显示，

罗格列酮可减轻ＣＭＥＣ损伤并改善其功能，对改善

糖尿病心肌微血管病变具有重要意义［３４］。在正常

状态下，内皮细胞增殖能力有限，但在病理情况下

内皮细胞增殖和迁移对血管修复具有始动作用［５］。

然而，罗格列酮能否促进内皮细胞增殖并提高其迁

移能力尚未可知。沉默信息调节因子１（Ｓｉｒｔ１）是研

究最为广泛的去乙酰化酶同源物，研究显示ＣＭＥＣ

细胞Ｓｉｒｔ１活性降低，可抑制细胞自噬，增强细胞凋

亡，促进糖尿病冠状动脉微血管功能障碍的发生［６］。

但目前尚不明确罗格列酮是否通过调控Ｓｉｒｔ１表达

影响ＣＭＥＣ增殖和迁移。本研究探讨罗格列酮对

高糖处理的大鼠ＣＭＥＣ增殖和迁移的影响，并分析

其对Ｓｉｒｔ１表达的调控作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料

大鼠心肌微血管内皮细胞ＣＭＥＣ购于德国微生

物菌种保藏中心；ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清、青链

霉素双抗溶液购于美国Ｇｉｂｃｏ公司；罗格列酮（纯度

为９３．３％，批号１００６７３２０１９０２）购于中国食品药品检

定研究院；Ｓｉｒｔ１小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＳｉｒｔ１）及其对照

（ｓｉＮＣ）、ＰＣＲ引物由上海生工公司提供；细胞计数试

剂盒８（ＣＣＫ８）购于美国Ｓｉｇｍａ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室

购于美国ＢＤ公司；兔源抗Ｓｉｒｔ１抗体、兔源抗Ｐ２１抗

体、兔源抗上皮细胞钙粘蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体、山羊

抗兔ＩｇＧ二抗购于美国ＣＳＴ公司。

１．２　细胞培养和分组

ＣＭＥＣ细胞采用含１０％胎牛血清、１％青链霉

素双抗的 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养，置于３７ ℃、

５％ＣＯ２孵育箱中。当细胞融合度达到８０％时，进

行传代，同步化以后进行实验分组。以含５．５

ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的完全培养基培养的细胞作为对照

组；含３３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的完全培养基培养的细胞

作为高糖对照组［７］；在含３３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的完全

培养基中加入终浓度为５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ的罗格列

酮，培养的细胞分别作为实验１组、实验２组、实验

３组
［８］。培养２４ｈ后，检测细胞增殖、迁移能力以及

Ｓｉｒｔ１的表达水平。

将ｓｉＮＣ、ｓｉＳｉｒｔ１分别转染 ＣＭＥＣ，并采用

３３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖和２０μｍｏｌ／Ｌ罗格列酮处理

２４ｈ，记为实验３＋ｓｉＮＣ组、实验３＋ｓｉＳｉｒｔ１组，随

后检测细胞增殖和迁移能力变化。

１．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖活力

将各组 ＣＭＥＣ细胞按照５×１０３／孔接种到

９６孔板，培养２４ｈ后，每孔加入ＣＣＫ８试剂１０μＬ，

培养箱孵育４ｈ，全自动酶标仪检测４５０ｎｍ波长各

孔光密度（ＯＤ）值，计算细胞存活率。细胞存活率＝

（实验组ＯＤ值／对照组ＯＤ值）×１００％

１．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移能力

采用无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养液重悬各组

ＣＭＥＣ细胞，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌ上室加入１×１０５ 个

ＣＭＥＣ细胞，在２４孔板下室加入含１０ｎｇ／ｍＬ血管

内皮生长因子的完全培养液，培养箱孵育８ｈ后，用

棉签擦去上室未迁移细胞，经多聚甲醛戈丁和结晶

紫染色后，倒置显微镜下观察细胞过膜情况，选取

３个视野，拍照并计数，以均值表示细胞迁移能力。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐ２１、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｓｉｒｔ１的

蛋白表达水平

采用ＲＩＰＡ裂解缓冲液提取各组ＣＭＥＣ细胞

总蛋白，并进行蛋白定量。利用十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离细胞蛋白，电泳结束后，将

蛋白转移到聚偏二氟乙烯膜上。５％脱脂奶室温封

闭膜１ｈ，洗膜后，４℃条件下用稀释的一抗溶液孵

育膜过夜，加入稀释的二抗溶液室温孵育膜１ｈ。使

用增强型化学发光试剂显影，ＩｍａｇｅＪ软件分析目的

蛋白的灰度值，以ＧＡＰＤＨ为内参，计算目的蛋白的

·５７１·国际心血管病杂志２０２１年５月第４８卷第３期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｍａｙ．２０２１，Ｖｏｌ．４８，Ｎｏ３



相对表达水平。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测犛犻狉狋１的ｍＲＮＡ表

达水平

采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂从各组细胞分离总ＲＮＡ，利用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒进行逆转录，采用ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ在 ＡＢＩ７９００ＨＴ 系统上检测

犛犻狉狋１的ｍＲＮＡ表达水平。犛犻狉狋１引物序列：上游

５′ＧＣＣＡＧＡＧＴＣＣＡＡＧＴＴＴＡＧＡＡＧＡ３′，下 游

５′ＣＣＡＴＣＡＧＴＣＣＣＡＡＡＴＣＣＡＧ３′。犌犃犘犇犎引物序

列：上游５′ＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＡ３′，下游

５′ＴＴＣＡＧＣＴＣＡＧＧＧＡＴＧＡＣＣＴＴ３′。以犌犃犘犇犎为

内参照，２－ΔΔＣｔ法分析犛犻狉狋１的ｍＲＮＡ表达水平。

１．７　统计学分析

所有实验设置３个平行实验并重复３次，实验

数据采用均数±标准差表示。采用ＳＰＳＳ１７．０进

行数据分析，两组间均数比较采用狋检验，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　罗格列酮对高糖处理的ＣＭＥＣ增殖的影响

与对照组比较，高糖对照组ＣＭＥＣ存活率明显

降低；与高糖对照组比较，高糖联合罗格列酮处理后

ＣＭＥＣ存活率均明显升高（犘均＜０．０５）。见表１。

２．２　罗格列酮对高糖处理的ＣＭＥＣ迁移的影响

与对照组比较，高糖对照组ＣＭＥＣ迁移数量显

著降低；与高糖对照组比较，高糖联合罗格列酮处理

后ＣＭＥＣ迁移数量均显著增加（犘均＜０．０５）。见

表２。

表１　各组犆犕犈犆存活率比较

分组 存活率／％

对照组 １００．０３±６．６７

高糖对照组 ４６．３９±４．５１（１）

实验１组 ５３．６８±４．９５（２）

实验２组 ６５．８２±５．１３（２）

实验３组 ８４．５５±５．７２（２）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５；与高糖对照组相比，（２）犘＜０．０５

表２　各组犆犕犈犆迁移数量比较

分组 迁移细胞数／个

对照组 １６９．００±８．８２

高糖对照组 ７３．００±４．１７（１）

实验１组 ８９．００±４．６６（２）

实验２组 １０３．００±５．０１（２）

实验３组 １４３．００±６．９２（２）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５；与高糖对照组相比，（２）犘＜０．０５

２．３　罗格列酮对高糖处理的ＣＭＥＣ中犛犻狉狋１、Ｐ２１、

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达的影响

与对照组比较，高糖对照组ＣＭＥＣ中犛犻狉狋１的

ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著降低，Ｐ２１ 和

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白表达水平均显著增加；与高糖对

照组比较，高糖联合罗格列酮处理后 ＣＭＥＣ中

犛犻狉狋１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著升高，Ｐ２１

和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白表达水平均显著降低（犘均＜

０．０５）。见表３和图１。

表３　各组犆犕犈犆中犛犻狉狋１、犘２１、犈犮犪犱犺犲狉犻狀的表达水平比较

分组 犛犻狉狋１ｍＲＮＡ表达水平 Ｓｉｒｔ１蛋白表达水平 Ｐ２１蛋白表达水平 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平

对照组 １．００±０．０５ ０．６１±０．０４ ０．２０±０．０２ ０．１６±０．０２

高糖对照组 ０．２３±０．０３（１） ０．１４±０．０２（１） ０．６８±０．０４（１） ０．７３±０．０４（１）

实验１组 ０．３６±０．０３（２） ０．２５±０．０２（２） ０．５５±０．０４（２） ０．５９±０．０４（２）

实验２组 ０．５２±０．０４（２） ０．３７±０．０３（２） ０．４１±０．０３（２） ０．３８±０．０３（２）

实验３组 ０．７５±０．０４（２） ０．５４±０．０３（２） ０．３２±０．０３（２） ０．２４±０．０２（２）

　　注：与对照组相比，（１）犘＜０．０５；与高糖对照组相比，（２）犘＜０．０５

图１　各组犆犕犈犆中犛犻狉狋１、犘２１、犈犮犪犱犺犲狉犻狀的蛋白表达情况

２．４　抑制Ｓｉｒｔ１能减轻罗格列酮对高糖处理的

ＣＭＥＣ增殖、迁移的影响

与实验３＋ｓｉＮＣ组比较，实验３＋ｓｉＳｉｒｔ１组

ＣＭＥＣ存活率显著降低（犘＜０．０５）。见表４。

表４　２组转染后犆犕犈犆存活率比较

分组 存活率／％

实验３＋ｓｉＮＣ组 ８４．６２±５．５７

实验３＋ｓｉＳｉｒｔ１组 ５２．５３±４．２２

狋 １３．７７６

犘 ＜０．００１
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　　与实验３＋ｓｉＮＣ组比较，实验３＋ｓｉＳｉｒｔ１组

ＣＭＥＣ中Ｓｉｒｔ１的蛋白表达水平显著降低，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

和Ｐ２１的蛋白表达水平均显著升高，细胞迁移数量显

著降低（犘均＜０．０５）。见表５和图２。

表５　２组转染后犆犕犈犆迁移数量及蛋白表达水平比较

分组 Ｓｉｒｔ１蛋白表达水平 Ｐ２１蛋白表达水平 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平 迁移细胞数／个

实验３＋ｓｉＮＣ组 ０．５３±０．０４ ０．３３±０．０３ ０．２３±０．０２ １４１±６．８５

实验３＋ｓｉＳｉｒｔ１组 ０．２５±０．０２ ０．６１±０．０４ ０．６１±０．０４ ８４±４．９４

狋 ２５．４９１ １８．７８３ １６．８００ ２０．２４８

犘 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

图２　２组转染后犛犻狉狋１、犘２１和犈犮犪犱犺犲狉犻狀的蛋白表达情况

３　讨论

罗格列酮为过氧化物酶体增殖物激活受体γ

（ＰＰＡＲγ）的特异、高效激动剂。罗格列酮除通过激

活ＰＰＡＲγ受体对糖尿病有治疗作用外，对心血管

系统也有不同程度的保护作用。高夏青等［９］发现罗

格列酮通过提高血清超氧化物歧化酶水平，抑制炎

性因子分泌，减轻心肌氧化应激和炎性损伤，减少

心肌梗死面积。邹晓译等［１０］发现罗格列酮通过降

低还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）氧

化酶活性和血管超氧阴离子水平，减轻血管紧张

素Ⅱ诱导的血压升高和心肌肥厚。郝拮等
［１１］发现

罗格列酮可通过促进脂联素分泌，减少梗死面积，

进而在缺血预适应中发挥心肌保护作用。本研究

探讨罗格列酮对高糖处理的ＣＭＥＣ增殖和迁移的

影响，发现高糖处理的ＣＭＥＣ的存活率和迁移能力

显著降低，而罗格列酮干预可使高糖处理的ＣＭＥＣ

的存活率和迁移能力显著升高。Ｐ２１是一种重要的

周期蛋白激酶抑制剂，可将细胞周期阻滞于Ｇ１期，

具有抗细胞增殖作用［１２］。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ是细胞黏附分

子，可维持上皮极性和完整性，其表达或功能缺失

与细胞迁移密切相关［１３］。高糖处理的ＣＭＥＣ的

Ｐ２１和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达升高，而罗格列酮干预

后Ｐ２１和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平显著降低，与上

述功能实验结果一致。以上研究表明罗格列酮可

拮抗高糖对ＣＭＥＣ增殖和迁移的抑制作用，对高糖

处理的ＣＭＥＣ细胞有保护作用。

研究显示，通过去乙酰化作用，Ｓｉｒｔ１不仅在细

胞代谢、分化、凋亡、氧化应激以及衰老中发挥调控

作用，还参与心脏发育、心肌细胞生长、血管形成，

是心血管疾病防治的潜在靶点［１４］。Ｚｈｏｎｇ等
［１５］发

现丹参酮ⅡＡ可通过激活Ｓｉｒｔ１维持线粒体电位，

减少线粒体膜通道孔开放，抑制促凋亡因子释放，

促进ＣＭＥＣ细胞存活，保护微血管结构和功能。此

外，Ｓｉｒｔ１还可降低高糖诱导下血管内皮细胞氧化应

激水平，拮抗高糖对血管内皮细胞增殖抑制和凋亡

促进作用［１６］。本研究发现高糖处理的ＣＭＥＣ的

犛犻狉狋１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著降低，罗格列

酮可拮抗高糖对犛犻狉狋１表达的抑制作用，提示罗格

列酮可能通过调控犛犻狉狋１表达参与对ＣＭＥＣ增殖、

迁移的调控。进一步研究显示，抑制犛犻狉狋１可减轻

罗格列酮对高糖处理的ＣＭＥＣ增殖和迁移的影响，

这说明上调Ｓｉｒｔ１是罗格列酮拮抗高糖对ＣＭＥＣ细

胞增殖和迁移抑制作用的重要机制。

总之，本研究证实罗格列酮通过上调Ｓｉｒｔ１可

促进高糖处理的ＣＭＥＣ增殖、迁移能力，为临床应

用罗格列酮改善糖尿病患者心肌微血管损伤提供

了实验依据。
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