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丹参酮 ⅡA磺酸钠预处理对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞 

fractalkine表达的影响 

周 平，曾得康，李法琦，张 彬，殷 菱 

(重庆医科大学附属第一医院老年病科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨丹参酮ⅡA磺酸钠(Sodium tanshinone II A sulfonate，STS)预处理对高糖诱导的人脐静脉内皮细胞(Human 

umbilical vein endothelial cells，HuVECs)fTactalkine(FKN)表达的影响及其可能机制。方法：对数生长期的HUVECs，分为正常组 

(N)，高糖组(HG)，STS组(STS)，高糖加 STS组(HG+STS)，高糖加 STS与氯化锂组(HG+STS+LiC1)，5．5 mm的低糖 DMEM培养 

的HUVECs种板 10 h后按以上分组加人 5 mg／L的STS和(或)10 mE的LiC1预处理2 h，再用33．3 mE的高糖干预48 h后．免 

疫组化 SABC法检测 B—catenin及 p-GSK一313(Ser~)、免疫荧光 FITC法检测 FKN蛋 白水平变化，RT—PCR检测 GSK一313和 FKN 

mRNA水平变化。结果 ：与正常组比较 ，高糖组 FKN蛋 白及 mRNA水平 (P<O．05)，GSK313 mRNA水平(P<0．05)明显增加 ，B— 

catenin及 p-GSK一313(Set9)蛋白表达(P<0．05)降低；与高糖组比较，STS组 FKN蛋白及 mRNA水平(P<0．05)，GSK313 mRNA水 

平(P<O．05)明显降低，但仍高于正常组，p—catenin及p-GSK一3p(Set9)蛋白表达(P<0．05)增加，但仍低于正常组；STS与氯化锂 

共同预处理后以上改变更明显(P<0．05)。结论：STS抑制HUVEC FKN表达可能与Wnt信号通路有关。 

【关键词 】丹参酮ⅡA磺酸钠；高糖；fractalkine；人脐静脉内皮细胞；Wnt信号通路 

【中国图书分类法分类号】R587．1 【文献标志码】A 【收稿日期 】2011-04—09 
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【Abstract]Objective：To explore the effects of sodium tanshinoneⅡA sulfonate(STS)pretreatment on high glucose—induced expres— 

sion of fractalkine(FKN)in human umbilical vein endothelial cells(HUVECs)and its possible mechanisms．Methods：HUVECs in 

good condition were divided into 5 groups：normal group(N)，high glucose group(HG)，STS group(STS)，high glucose with STS group 

(HG+STS)and high glucose with STS and lithium chloride gmup(HG+STs+Lic1)．After planted HUVECs in DMEM／LG(5．5 mmol／L) 

f0r 10 h．5 mg／L STS and／or 10mmol／L LiCl was added for 2 h as above and then 33．3 mmol／L high glucose was added for 48h．H 

vested and the protein levels of intracellular B—catenin and p-GSK一313 (Ser9) were measured by immunohistochemistry staining 
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(SABC)and membrane fractalkine were detected by immunoflu— 

orescence(FITC)，and the mRNA expression of GSK一313 and 

FKN were measured by RT-PCR．Results：Compare with N，the 
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mRNA levels of GSK一313(P<0．05)and both the protein and mRNA level(P<0．05)of fracalkine were increased and the protein ex— 

pression of 13-catenin and p-GSK一3p(Ser9)(P<0．05) were decreased in HG；Compare with HG，the mRNA levels of GSK一3母 ( P< 

0．05)and both the protein and mRNA levels(P<0．05)of fractalkine were decreased and the protein levels of~-catenin and p-GSK一 

313(Ser9)were improved(P<0．05)in HG+STS；and both STS and lithium chloride pretreatment enhanced the effects above(P<0．05)． 

Conclusion：STS pretreatment suppress the expression of FKN in HUVEC induced by high glucose and it may be relevant to Wnt 

signaling pathway． 

【Key words]sodium tanshinone lI A sul~nate；high glucose；fracta1kine；human umbilical vein endothelial cells；Wnt signaling path— 

way 

糖尿病 (Diabetes mellitus，DM)及其并发症 的发生发展 

是一个慢性炎症反应过程，趋化因子及其受体在这一过程中 

起着重要作用。(FKN)Fractalkine作为一种新发现的 CX，C 

类趋化因子_1_，其与DM肾病[21及冠心病[31的发生明显相关。另 

外，经典 Wnt信号通路在细胞代谢，尤其是糖尿病引起的细 

胞代谢失调中起着重要作用[41．高糖可诱导内皮细胞 Wnt1和 

p-GSK-313表达均明显降低[51。有研究发现，高糖可诱导人脐静 

脉内皮细胞(Human umbilical vein endothelial ceils，HUVECs) 

表达 FKN[~，我们的前期研究证实并进一步发现 ，高糖诱导 

HUVECs表达 FKN且可能与经典 Wnt信号通路有关71。另外 ， 

丹参酮ⅡA磺酸钠(Sodium tanshinone 11 A sulfonate，STS)具 

有抗炎作用嘲，但其是否影响 HUVECs FKN表达 以及经典 

Wnt信号通路是否参与这一过程未见文献报道 本研究在观 

察丹参酮 ⅡA磺酸钠预处理对高糖诱导的HUVECs FKN表 

达的基础上，探讨丹参酮 ⅡA磺酸钠可能的作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 与试剂 

HUVECs(中南大学湘雅医学院细胞库)，DMEM低糖培 

养基(GIBCO)，胰酶(Sigma—Aldrich)，优等胎牛血清(杭州四 

季青公司)，丹参酮 ⅡA磺酸钠注射液(诺新康，上海第一生 

化药业有限公司，批号：100109)，PBS、羊抗兔免疫组化试剂 

盒、DAB显色液(武汉博士德生物工程有限公司)，兔抗人p— 

GSK一3p(Ser9)单克隆抗体、兔抗人 p—catenin单克隆抗体 

(EPITOMICS，Inc)，羊抗人fractalkine多克隆抗体(Santa Cruz 

biotechnology，inc)，兔抗羊 FITC(北京中杉金桥生物技术有 

限公司)，氯化锂(生工生物工程(上海)有限公司)，Trizol试 

剂、逆转录试剂盒、PCR扩增试剂盒(宝生物工程(大连)有限 

公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 HUVECs培养及实验分组 HUVECs用含 10％胎牛 

血清、2 mmol／L的L一谷氨酰胺的 DMEM／{~糖培养基 ，于 

37℃、5％CO：、100％湿度的孵箱中常规传代培养。取对数生长 

期的HUVECs．以lxl04个／孑L种于 24孔板，以4xlO4个／孑L种 

于6孔板，分为正常对照组(N)、高糖组(HG)、丹参酮ⅡA磺 

酸钠组(STS)、高糖+丹参酮 ⅡA磺酸钠组(HG+STS)、高糖+ 

丹参酮ⅡA磺酸钠+氯化锂组(HG+STS+LiC1)。四氮唑盐(MYr) 

法测定证实。33．3 mmo1]L高糖为最佳高糖建模浓度 ，10 

mmol／L LiC1为最佳预处理浓度(数据保留)。正常组用 5．5 

mmo1／L的 DMEM／低糖培养基 ，高糖组用 33．3 mmol／L的 

DMEM／高糖培养基 ．STS组用含终浓度为 5 mg／L STS的低 

糖 (5．5 mmol／L)培养基，高糖+STS组用含终浓度为 5 mg／L 

STS的高糖(33_3 retool／L)培养基，高糖+STS+LiC1组用含终浓 

度为 5 mg／L STS及 10 mmol／L LiC1的高糖(33．3 mmoYL)培 

养基。DMEM／{L~糖培养的HUVECs种板 10 h后按以上分组 

加入 5 mg／L的 STS和(或)10 nqm的 LiC1预处理 2 h，再用 

33．3 mmol／L的高糖干预 48 h后 ，细胞 75％～80％融合 ，检测 

各项指标。 

1．2．2 免疫组化 SABC法检测 B—catenin、p-GSK一3~(Ser9)及 

免疫荧光 FITC法检测 FKN蛋白水平 按 1．2．1处理各组细 

胞后，按说明书操作。照相后以Image—Pro Plus 6．0软件分析 

得出平均光密度值及荧光强度，进行统计分析。 

1．2．3 RT—PCR检测 GSK一3t3及 FKN m—RNA水平变化 

按 1．2．1处理各组细胞后 ，采用 Trizol试剂法提取总 RNA．严 

格按宝生物的说明书进行。逆转录和扩增均按宝生物说明书 

操作。按表 1设计引物。并按如下条件进行PCR扩增：94％变 

性30 S，表 1中的温度退火 30 S，72℃延伸45 S．扩增 35个 

循环。PCR扩增产物经行 1．5％的琼脂糖凝胶 电泳后 ．用 

Quantity one v 4．62软件照相并分析其灰度值 ．以目的基因与 

内参的比值进行统计分析。 

表 1 目的引物序列 
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表3 各组GSK一313和FKNmRNA表达 依据。 

a：P<O．05，与正常组比较；b：P<O．05，与高糖组比较；c：P<0．05，与正常 

组比较；d：P<0．05，与 HG+STS组比较(n=7) 

晚期糖基化终产物(Advanced glycation end products，AGEs)131 

均可诱导 HUVECsI6t 和血管平滑肌细胞[31高表达 FKN，进一 

步促进糖尿病并发症的发生发展科。STS是丹参主要成分丹 

参酮ⅡA的衍生物，具有抗炎、抗纤维化等作用，多用于糖尿 

病肾病的治疗。STS可使 T2DM患者 CRP降低 ，并抑制内皮 

细胞损伤[81。本研究显示，高糖明显诱导 HUVEC表达 FKN， 

而STS预处理可显著降低高糖诱导的FKN蛋白和mRNA的 

表达，进一步揭示其抗炎作用。 

本研究发现，高糖致 HUVECs p-GSK一313(Ser9)蛋 白表 

达下调且 GSK～3B mRNA表达上调 ，增加 GSK一3B活性而下 

调 13-catenin的胞浆水平：经 STS预处理后．HUVECs[3-catenin 

及 p-GSK一3p(SeI9)蛋白表达上调，GSK一3B mRNA表达下调， 

其作用与LiC1的作用相似；进一步用STS与LiC1共同预处理 

HUVECs后 13一catenin及 p-GSK一3B(Set9)表达较 STS预处理 

升高更明显，FKN表达较 STS预处理进一步降低，提示 STS与 

Wnt信号通路激活明显相关。因FKN的表达可能与Wnt信 

号通路有关17]，我们推测 STS可能通过调节Wnt信号通路降 

低 FKN表达。 

大量研究表明，T2DM的易感I生与Wnt信号通路有~I4,10-121。 

我们的前期研究也提示Wnt信号通路对高糖刺激的HUVEC 

具有保护作用口r31。复方丹参滴丸可通过调节 Wnt信号通路 

等多个基因和信号途径来减少心肌梗死模型大鼠心脏缺血 

区的心肌损伤 ，表明丹参类制剂可通过调节 Wnt信号通路 

而发挥抗炎作用 。本研究亦显示 ，STS可下调高糖诱导的 

HUVECs趋化因子 FKN表达发挥抗炎作用。虽然高糖通过 

多种途径诱导细胞损伤，但我们的前期研究及本研究提示， 

经Wnt信号激动剂 LiC1或STS干预后。HUVECs Wnt信号 

通路激活，高糖诱导的凋亡率降低 、FKN表达降低[71，而经 

STS干预后以上作用加强，表明 STS可抑制高糖诱导的FKN 

表达和细胞损伤且受Wnt信号通路调控，但STS是否可通过 

其他途径调节高糖诱导的细胞损伤有待进一步的研究。 

本研究揭示了STS可能通过调节经典Wnt信号通路抑 

制高糖诱导的HUVEC FKN的表达。从而为 DM以及并发症 

的治疗找到了新的切入点，也为STS的推广提供了新的实验 
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