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衣康酸通过抑制内皮细胞凋亡改善糖尿病小鼠
血管内皮功能障碍
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【摘 要】目的：内皮功能障碍是糖尿病血管并发症的关键和起始因素，本研究旨在探讨4-辛基衣康酸（4-octyl itaconate，4-OI）
对糖尿病小鼠血管内皮功能的保护作用及机制研究。方法：通过 db/db小鼠和高糖（high glucose，HG）诱导的人脐静脉内皮细

胞（human umbilical vein endothelial cells，HUVECs）分别建立糖尿病小鼠和细胞模型。经 4-OI 治疗后，采用苏木精-伊红

（hematoxylin-eosin staining，HE）、Masson 和网状纤维染色观察对照组、模型组和干预组小鼠胸主动脉的病理变化，并通过

Western blot技术检测内皮纤维化标志物α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）的表达；免疫荧光技术检测对照

组、模型组和干预组小鼠胸主动脉Bcl-2关联X蛋白（recombinant Bcl-2 Associated X protein，BAX）和B淋巴细胞瘤-2基因蛋白

（B-cell lymphoma-2 protein，Bcl-2）的表达；免疫印记检测 4-OI干预对HG诱导的HUVECs中BAX、Bcl-2蛋白表达的影响以及

细胞色素 C（cytochrome c，CytC）/半胱氨酸蛋白酶（cysteinyl aspartate specific proteinase，Caspase）通路相关蛋白表达的影响。

结果：4-OI可以明显改善 db/db糖尿病小鼠血管内皮功能障碍。与模型组（BAX：1.89±0.12）/（Bcl-2：0.52±0.04）相比，干预组

（BAX：1.41±0.14）/（Bcl-2：0.73±0.07）小鼠经 4-OI 治疗后可明显增加 Bcl-2 表达（F=49.380，P=0.009）和降低 BAX 表达（F=
37.270，P=0.008）。在 HG 诱导 HUVECs 的细胞模型中，与高糖组（BAX：1.12±0.04）/（Bcl-2：0.81±0.09）/（CytC：1.01±0.03）/
（Caspase-9：1.04±0.04）/（Caspase-3：1.74±0.04）相比，干预组（BAX：0.83±0.04）/（Bcl-2：1.22±0.04）/（CytC：0.61±0.03）/
（Caspase-9：0.62±0.03）/（Caspase-3：0.92±0.06）经 4-OI处理后 Bcl-2表达明显增加（F=75.410，P<0.001）和 BAX 表达明显降

低（F=268.100，P<0.001），同时 CytC、Caspase-9、Caspase-3 表达均明显下调（F=234.000，P<0.001；F=164.300，P<0.001；F=
424.1，P<0.001）。结论：综上所述，4-OI通过影响CytC/Caspase通路因子的表达抑制 db/db糖尿病小鼠血管内皮细胞凋亡，进

而改善糖尿病血管内皮功能障碍。
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Itaconic acid improves vascular endothelial dysfunction in diabetic mice by 
inhibiting endothelial cell apoptosis
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【Abstract】Objective：To investigate the protective effect and mechanism of 4-octyl itaconate（4-OI） on vascular endothelial function 
in diabetic mice，since endothelial dysfunction is the key and initial factor for vascular complications in diabetes. Methods：The db/db 
mice were used to establish a mouse model of diabetes，and high glucose（HG）-induced human umbilical vein endothelial cells
（HUVECs） were used to establish a cell model of diabetes. After 4-OI treatment，HE staining，Masson staining，and reticular fiber 
staining were used to observe pathological changes of the thoracic aorta in the control group，the model group，and the intervention 

group；Western blot was used to measure the expression of α-smooth 
muscle actin（α-SMA），a marker for endothelial fibrosis；immuno⁃
fluorescence assay was used to measure the expression levels of 
Bcl-2-associated X protein（BAX） and B-cell lymphoma-2（Bcl-2） 
in the thoracic aorta of mice in the control group，the model group，
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and the intervention group；immunoblotting was used to observe the effect of 4-OI intervention on the expression of BAX，Bcl-2，and 
the proteins associated with the cytochrome C（CytC）/cysteinyl aspartate specific proteinase（caspase） pathway in HG-induced 
HUVECs. Results：The results showed that 4-OI could significantly improve vascular endothelial dysfunction in db/db diabetic mice. 
Compared with the model group，the intervention group had a significant increase in the expression of Bcl-2（0.73±0.07 vs. 0.52±
0.04，F=49.380，P=0.009） and a significant reduction in the expression of BAX（1.41±0.14 vs. 1.89±0.12，F=37.270，P=0.008） after 
4-OI treatment. In the cell model of HUVECs induced by HG，compared with the high glucose group，the intervention group had a sig⁃
nificant increase in the expression of Bcl-2（1.22±0.04 vs. 0.81±0.09，F=75.410，P<0.001） and a significant reduction in the expres⁃
sion of BAX（0.83±0.04 vs. 1.12±0.04，F=268.100，P<0.001） after 4-OI treatment，as well as significant reductions in the expres⁃
sion of CytC（0.61±0.03 vs. 1.01±0.03，F=234.000，P<0.001），caspase-9（0.62±0.03 vs. 1.04±0.04，F=164.300，P<0.001），and 
caspase-3（0.92±0.06 vs. 1.74±0.04，F=424.100，P<0.001）. Conclusion：In conclusion，4-OI inhibits vascular endothelial cell 
apoptosis in diabetic mice by affecting the expression of the CytC/Caspase pathway factors，thereby improving vascular endothelial dys⁃
function in diabetes.
【Key words】itaconic acid；diabetes；endothelial dysfunction；cell apoptosis

糖尿病（diabetes mellitus，DM）作为全球关注的

公共卫生焦点，其病理发展机制和新型治疗方案备

受世界各地卫生领域专家重视[1]。现如今，DM在我

国患病总人数大约为 1.298 亿，2 型糖尿病（type 2 
diabetes mellitus，T2DM）作为最常见的糖尿病类型，

占全球糖尿病病例的 90%~95%[2-3]。随着 DM 患病

率逐年增加，其并发血管疾病的患病率显著增长。

糖尿病血管并发症包括大血管和微血管并发症，其

中大血管并发症表现为心血管疾病、脑血管疾病和

外周血管疾病。有研究报道，68% 的 2型糖尿病患

者死于心血管并发症[4]。内皮细胞是维持血管稳态

的关键因素[5]。血管内皮功能障碍是 T2DM 诱导血

管并发症发生发展的关键因素，内皮细胞凋亡是内

皮功能障碍的重要引导因素，与糖尿病血管并发症

的发生发展密切相关[6-9]。因此，探讨糖尿病血管并

发症中内皮细胞凋亡的作用机制具有重要意义。

衣康酸是三羧酸循环（tricarboxylic acid cycle，
TAC）中的衍生物，其大量存在于巨噬细胞的线粒体

基质中，由TAC中间产物顺乌头酸在免疫应答基因

1（immune response gene 1，IRG1）的催化下脱羧产

生[10-13]。衣康酸因具有显著的抗炎抗氧化作用备受

学者关注。有研究显示衣康酸可通过激活 Nrf2 驱

动其依赖性基因表达并明显抑制脂多糖（lipopoly⁃
saccharide，LPS）诱导的 M1 型巨噬细胞极化[10-11]。

Tang C 等[14]研究表明，衣康酸可通过激活 Nrf2信号

通路并抑制巨噬细胞炎症状态的激活，从而在系统

性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，SLE）、腹

主动脉瘤、动脉粥样硬化等疾病的治疗中具有重要

价值[14-18]。此外，通过竞争性阻断 SDH活性位点，衣

康酸盐在缺乏 IRG1的巨噬细胞中发挥免疫调节作

用[19]。然而，衣康酸在糖尿病诱导的内皮细胞凋亡

中的分子机制仍不清楚。

本研究旨在探讨衣康酸对糖尿病诱导的血管

内皮细胞凋亡的作用及机制研究。

1　材料与方法

1.1　材料

6～8 周龄雄性 db/db 小鼠和同窝野生型小鼠购自重庆

腾鑫生物技术有限公司；HUVECs购自中国科学院上海细胞

生物学研究所；胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）、RPMI-
1640培养基、蛋白上样缓冲液（loading buffer）、青霉素-链霉

素-庆大霉素溶液和TRIzol试剂均购自武汉普诺赛生命技术

有限公司；4-OI试剂购自 MCE；逆转录试剂盒和 TB GreenTM 
Premix Ex Taq Ⅱ试剂盒购自 TaKaRa公司；双标三色多重免

疫荧光试剂盒购自湖南艾方生物科技有限公司；BAX、Bcl-
2 、Cyt-C、Caspase-9、Caspase-3、GAPDH多克隆抗体和山羊

抗兔 IgG二抗购自武汉三鹰生物技术有限公司。

1.2　方法

1.2.1　实验动物处理　将订购的18只6～8周龄雄性野生型

（6只）和 db/db（12只）小鼠划分为 3组（各组 n=6）（注：db/db
小鼠为纯合糖尿病小鼠模型）：①对照组：正常喂养野生型小

鼠至第 16 周；②模型组：正常喂养 db/db 小鼠至第 16 周；

③4-OI组：正常喂养db/db小鼠，满12周龄后腹腔注射4-OI，
50 mg/kg，1次/2 d，持续 4周。满 16周后对 18只小鼠进行处

理，剥离胸主动脉，予以多聚甲醛固定和-80 ℃冰箱保存，便

于后续实验检测。

1.2.2　细胞培养与分组　HUVECs 细胞用含 10% 胎牛血清
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的 RPMI1640 培养基，置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养，

传代时用 0.25%胰蛋白酶进行消化。HUVECs 细胞以 1×105

个/孔接种于 24 孔板，分为 3组：对照组：用RPMI-1640培养

基培养；高糖组：RPMI-1640 培养基培养 24 h 后，更换新鲜

培养基，并于每孔加入无血清培养液配制的葡萄糖溶液，

葡萄糖溶液浓度为 30 mmol/L，培养 48 h；4-OI组：在高糖干

预的基础上，同时加入 50 µmol/mL 的 4-OI，48 h 后收集

细胞。

1.2.3　苏木精-伊红（hematoxylin-eosin staining，HE）、Masson、
网状纤维染色　提取的小鼠胸主动脉组织用 4% 多聚甲醛

固定，石蜡包埋，在 5 µm处切片。对脱水后的切片进行HE、

Masson和网状纤维染色。①HE染色：苏木精染色 5 min，盐
酸乙醇室温分化 3 s。自来水冲洗 30 min后，切片用伊红染

色液反染 2 min。②Masson 染色：用 Weigerts 铁苏木精染色

5 min。1% 盐酸乙醇分化几秒钟后，用自来水冲洗 30 min，
切片变蓝。随后用朱红酸品红溶液染色 10 min，磷钼酸水

溶液处理 5 min 后，苯胺蓝溶液反染色 5 min，于 1% 冰醋酸

中浸泡 1 min。③网状纤维染色：于 1% 高锰酸钾中氧化

5 min，2% 草酸处理 2 min，1% 硝酸铀处理 10 s，然后在氨银

溶液中浸泡1 min。95%乙醇洗涤后，在显影液中显影1 min。
随后，用 0.2%氯化金染色 1 min，用 5%亚硫酸钠处理 1 min。
用梯度乙醇脱水后，用透明二甲苯涂布，然后用中性胶涂布。

最后，在正置光学显微镜下观察切片。

1.2.4　双标三色多重免疫荧光染色　将胸主动脉组织用 4%
多聚甲醛在冰上固定 40 min。随后，用 0.1% Triton X-100渗

透胸主动脉组织 20 min，5% BSA 阻断 30 min。免疫荧光切

片采用一抗（抗 BAX和抗 Bcl-2）在 4 ℃下孵育过夜。然后，

用 Alexa Fluor®488 Conjugate 或 Alexa Fluor®594 Conjugate 二

抗在 37 ℃下孵育 1 h，然后用 DAPI 染色。利用正置荧光显

微镜获得图像，Image Pro Plus 图像分析系统对免疫荧光图

像进行分析。

1.2.5　蛋白提取　20 mg 组织为例：用刀片镊子称取 20 mg
组织置于标记好的新 EP 管内，于样本 EP 管内加入 200 µL
的裂解液，裂解液：PMSF（蛋白磷酸酶抑制剂）=50∶1。EP管

配置总量加裂解液：（样本数+1）×200 µL；PMSF：（样本量

+1）×4 µL。每个样本 EP 管中加入混合液 200 µL 后，放入

2颗研磨珠。置于研磨器中研磨2次。研磨完成后，于冰面上

裂解20~30 min，随后离心 15 min（12 000 r/min）。吸取上清，

加入 5×loading（比例为 1∶4），煮蛋白 10 min，于-20 ℃保存；

六孔板为例：EP管内配置总量加：裂解液 100 µL×7（多算 1
孔，避免不足）；PMSF：1 µL×7。每一个孔内加入混合液

100 µL，用 cell 刮板刮下贴壁细胞，将细胞裂解混合液吸入

新的EP（6个孔）内，EP管冰面静止20～30 min等待细胞裂解。

离心机 12 000×5~10 min，吸上清，弃沉淀。加入 loading： 
loading 的体积占到吸取上清液体积的 1/4。煮蛋白 10 min，
煮好的蛋白放进-20 ℃保存。

1.2.6　免疫印记（Western blot）　根据目的基因分子量大

小，制备合适浓度的 SDS-PAGE凝胶胶板。取 30 µg蛋白样

品上样电泳。电泳完毕后转膜，根据目的条带大小切取合

适的胶和 PVDF 膜，甲醇激活 PVDF 膜，400 mA 恒流快转

30 min；转膜结束后，将PVDF膜放入 5%脱脂奶粉中室温封

闭 1 h；之后加入稀释后的一抗，4 ℃摇床上孵育过夜；用

TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，加入对应于一抗种属来源的

HRP标记的二抗，在室温摇床上孵育 1 h，用TBST洗膜 3次，

每次 10 min。使用ECL化学发光液显色发光，凝胶成像系统

拍照。

1.3　统计学方法

统计学分析用 SPSS 18.0 软件进行，至少取 3 次独立实

验结果，以均数±标准差（x±s）表示，多组间数据比较采用

单向方差分析，检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　4-OI可改善db/db糖尿病小鼠血管内皮功能障碍

HE染色显示，与对照组相比，模型组小鼠胸主动脉壁明

显增厚，动脉中膜和外膜间隙增宽，经 4-OI治疗后小鼠胸主

动脉壁增厚、中膜和外膜间隙增宽等情况得以减轻（图 1A）。

Masson染色显示，与对照组相比，模型组小鼠胸主动脉胶原

纤维明显变粗，细胞排列混乱，分布不均匀，经 4-OI治疗后

有明显改善（图 1B）。网状纤维染色显示，与对照组相比，模

型组小鼠胸主动脉的网状纤维染色增强且不规则，经 4-OI
治疗后网状纤维密度降低、染色规则（图 1C）。为进一步验

证 4-OI在糖尿病小鼠血管重塑中发挥的作用，本研究通过

Western blot 技术检测了小鼠胸主动脉中纤维化标志物 α
-SMA 的表达，结果显示，3 组 α-SMA 蛋白表达水平的差异

具有统计学意义。与对照组（α-SMA：0.83±0.22）相比，模

型组（α-SMA：1.48±0.25）小鼠胸主动脉α-SMA表达显著升

高（F=33.070，P<0.001），经 4-OI 治疗后（α -SMA：1.01±
0.19），α-SMA表达明显降低（F=33.070，P<0.001）（图1D~E）。
上述结果可说明4-OI可改善db/db糖尿病小鼠血管内皮功能

障碍。

2.2　4-OI可抑制db/db糖尿病小鼠血管内皮细胞凋亡

为进一步研究 4-OI 对 db/db 糖尿病小鼠血管内皮细胞

凋亡的影响，采用免疫荧光染色检测小鼠胸主动脉中BAX、

Bcl-2的表达，免疫荧光结果显示，3组 BAX和 Bcl-2荧光表

达水平的差异有统计学意义。与对照组（BAX：1.01±0.11）/
（Bcl-2：0.99±0.07）相比，模型组（BAX：1.89±0.12）/（Bcl-2：
0.52±0.04）小鼠胸主动脉 BAX 荧光表达明显升高（F=
37.270，P<0.001），Bcl-2 荧光表达明显降低（F=49.380，P<
0.001），经 4-OI 治疗后（BAX：1.41±0.14）/（Bcl-2：0.73±
0.07），BAX荧光表达明显降低（F=37.270，P=0.008）、Bcl-2荧

光表达明显增强（F=49.380，P=0.009）（图 2A~D）。上述结果

可说明4-OI可抑制db/db糖尿病小鼠血管内皮细胞凋亡。
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2.3　4-OI可抑制HG诱导HUVECs的凋亡作用

通过检测细胞凋亡标志物BAX和Bcl-2，本研究进一步

观察了 4-OI 对 HG 诱导 HUVECs 凋亡的影响。Western blot
结果显示，3组 BAX和 Bcl-2蛋白表达水平的差异有统计学

意义。与对照组（BAX：0.64±0.04）/（Bcl-2：1.47±0.05）相比，

高糖组（BAX：1.12±0.04）/（Bcl-2：0.81±0.09）HUVECs 中

BAX表达明显升高（F=268.100，P<0.001），Bcl-2表达明显降

低（F=75.410，P<0.001），经 4-OI 治疗后（BAX：0.83±0.04）/

（Bcl-2：1.22±0.04），BAX表达明显下调（F=268.100，P<0.001），

Bcl-2 表达明显上调（F=75.410，P<0.001）（图 3A~C）。上述

结果表明4-OI可抑制HG诱导HUVECs的凋亡作用。

2.4　4-OI 通过影响 CytC/Caspase 通路因子的表达，抑制细

胞凋亡

为了探寻 4-OI抑制细胞凋亡的潜在机制，本研究检测

了 CytC/Caspase 通路凋亡因子的表达。Western blot 结果显

示，3 组 CytC、Caspase-9 和 Caspase-3 蛋白表达水平的差异

注：a，与对照组比较，P<0.001；b，与模型组比较，P<0.001；黑色虚线方框所指代表组织局部放大图像；箭头表示所声称的异常病理变化或改善

图 1　4-OI对 db/db 糖尿病小鼠血管内皮功能的影响
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有统计学意义。与对照组（CytC：0.35±0.05）/（Caspase-9：
0.42±0.05）/（Caspase-3：0.58±0.04）相比，HG诱导的HUVECs
（CytC：1.01±0.03）/（Caspase-9：1.04±0.04）/（Caspase-3：
1.74±0.04）中 CytC、Caspase-9 和 Caspase-3 表达均明显升

高（F=234.000，P<0.001；F=164.300，P<0.001；F=424.100，P<

0.001），经 4-OI 治 疗 后（CytC：0.61±0.03）/（Caspase-9：
0.62±0.03）/（Caspase-3：0.92±0.06），CytC、Caspase-9 和

Caspase-3表达均明显下调（F=234.000，P<0.001）（图4A~B）。

上述结果表明 4-OI对 CytC/Caspase 通路相关蛋白的表达有

影响，提示4-OI可能具有抑制凋亡的作用。

注：a，与对照组比较，P<0.001；b，与高糖组比较，P<0.001
图 3　4-OI对 HG 诱导的 HUVECs 中 BAX、Bcl-2 凋亡蛋白的影响

注：a，与对照组比较，P<0.001；b，与模型组比较，P<0.01；白色虚线方框所指代表组织荧光局部放大图像；箭头表示所声称的异常荧光表达或改善

图 2　4-OI对 db/db 糖尿病小鼠血管内皮细胞 BAX、Bcl-2 等凋亡蛋白的影响
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3　讨 论

糖尿病是卫生领域中不可或缺的话题，其发生

发展伴有心血管疾病的患病风险[20]。慢性高血糖可

直接导致内皮细胞损伤，而内皮功能障碍是诱发糖

尿病心血管事件的关键因素[21]。多项研究报道内皮

细胞凋亡作为内皮功能障碍的重要引发因素，是糖

尿病血管并发症的病变基础之一[6，8-9]。研究显示，

主动脉内皮细胞的凋亡与糖尿病血管并发症的发

展密切相关[22]。因此，研究糖尿病血管并发症中内

皮细胞凋亡的作用机制迫在眉睫。

衣康酸作为一种 α，β-不饱和羧酸，发挥着亲

电应力调节器的作用。Bambouskova M 等[23]的研究

表明，在缺乏 IRG1的巨噬细胞中，内源性衣康酸除

了激活NRF2外，还可以诱导ATf3蛋白和ATf3驱动

的应激反应[23]。也有研究表明，衣康酸衍生物 4-OI
通过阻断干扰素基因的刺激因子，从而抑制Ⅰ型干

扰素在对 STING 活化剂和病毒的应答中的表

达[24-25]。同时，衣康酸通过抑制 SDH 表达阻断氧化

磷酸化，进而导致人类单核细胞对炎症刺激的反应

降低[26]。衣康酸除了具有明显的抗炎抗氧化作用，

对各类细胞凋亡的发生发展也有着重要影响。有

研究指出，紫外线诱发黑色素细胞和角化细胞的凋

亡，而 4-OI 可通过介导 Nrf2/ROS 通路抑制细胞凋

亡[27]。也有研究报道在LPS/半乳糖胺诱导的暴发性
肝损伤中，衣康酸具有明显调控肝细胞凋亡的作
用[28]。Tabandeh MR等[29]研究报道，在大鼠脂肪源性
间充质干细胞中，衣康酸可能通过逆转自噬激活和
凋亡，影响其功能活性。这些研究均提示衣康酸与
细胞凋亡的发生发展密切相关。

本研究发现，4-OI 可通过抑制 db/db 糖尿病小
鼠血管内皮细胞的凋亡，进而改善内皮功能障碍。
HE、Masson 和网状纤维染色均显示，与对照组相
比，模型组小鼠动脉组织结构和功能均发生异常病
理变化，经 4-OI治疗后得到改善。免疫印迹检测结
果显示，与对照组相比，模型组小鼠胸主动脉α-SMA
表达明显升高，经 4-OI治疗后，α-SMA表达水平明
显降低，与对照组相近。小鼠胸主动脉免疫荧光染
色结果显示，相较于对照组，模型组小鼠胸主动脉
BAX荧光表达明显升高，Bcl-2荧光表达明显降低，
4-OI 可以明显下调 BAX 和上调 Bcl-2 荧光表达。
HUVECs 内皮细胞实验中结果显示，与对照组相
比，HG 诱导的 HUVECs 中 BAX、CytC、Caspase-9 和
Caspase-3表达均明显升高，Bcl-2表达明显降低，经
4-OI治疗后，BAX、CytC、Caspase-9和Caspase-3表达
均明显下调，Bcl-2 表达明显上调。这些结果均表
示 4-OI 可能通过影响 CytC/Caspase 通路因子的表
达抑制糖尿病小鼠主动脉内皮细胞凋亡，进而改善
血管内皮功能障碍。然而，本研究只揭示了 4-OI抑

注：a，与对照组比较，P<0.001；b，与高糖组比较，P<0.001

图 4　HG 诱导的 HUVEC 中，4-OI对 CytC/Caspase 通路相关蛋白的影响
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制内皮凋亡这一事实，其介导 CytC/Caspase 凋亡通
路的直接作用未曾得到证实。此外，内皮细胞凋亡
与内皮功能障碍的潜在机制仍需探讨，本研究将在
后续研究中进一步探索。

综上所述，4-OI 可以减轻 db/db 糖尿病小鼠血
管内皮功能障碍，其通过影响 CytC/Caspase 凋亡通
路因子的表达抑制 db/db糖尿病小鼠血管内皮细胞
凋亡。因此，4-OI可能具有治疗糖尿病诱发的血管
并发症的潜力。
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