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Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 通过 ｅＮＯＳ / ＮＯ
促进糖尿病小鼠主动脉细胞焦亡相关蛋白的表达

王炀佳ꎬ 张　 佳ꎬ 李　 宾ꎬ 曾翔俊∗

(首都医科大学 生理学与病理生理学系ꎬ 北京 １０００６９)

摘要:目的 探讨血管活性多肽 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 是否通过 ｅＮＯＳ / ＮＯ 途径影响糖尿病小鼠主动脉细胞焦亡相关蛋白的表

达ꎮ 方法 以 ８ 周龄 Ｃ５７ / ＢＬ 小鼠作为对照组小鼠ꎻ以 ８ 周龄 ｋｋＡｙ 小鼠作为 ２ 型糖尿病小鼠模型ꎮ 给糖尿病小鼠

皮下埋植缓释泵ꎬ持续灌注 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 处理 １４ ｄꎬ剂量为 ３０ μｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)或 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 和 Ｌ￣ＮＡＭＥ[ＮＧ￣ｎｉｔｒｏ￣Ｌ￣ａｒｇｉｎｉｎｅ
ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒꎬ Ｌ￣ＮＡＭＥꎬ ｅＮＯＳ 抑制剂ꎬ剂量为 １０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]共同处理 １４ ｄꎮ 用无创尾压法检测各组小鼠处理前

后的血压值ꎻ取血检测血糖和糖化血红蛋白ꎻ取腹主动脉ꎬ进行 ＨＥ 染色ꎬ显微镜下观察血管形态学改变ꎬ免疫组织

化学染色分析小鼠主动脉内 ｅＮＯＳ 和细胞焦亡相关信号蛋白 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ￣１、ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ 的表达水平ꎮ 结果 与

对照组相比ꎬ糖尿病组小鼠主动脉中 ｅＮＯＳ 含量明显升高 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ焦亡相关信号蛋白 ＮＬＲＰ３、 ｃａｓｐａｓｅ￣１、
ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ 的表达水平升高ꎬ经过 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 处理后ꎬ糖尿病小鼠血管壁 ｅＮＯＳ 含量进一步升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ焦亡相

关信号蛋白 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ￣１、ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ 的表达水平也随之升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ给予 ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ￣ＮＡＭＥ 之后ꎬ糖
尿病小鼠主动脉 ｅＮＯＳ 含量降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ焦亡相关信号蛋白 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ￣１、ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ 的表达水平也随之降

低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 可能通过 ｅＮＯＳ / ＮＯ 途径促进糖尿病小鼠主动脉细胞焦亡相关蛋白的表达ꎬ导致糖

尿病小鼠血管结构损伤和功能ꎮ

关键词: 糖尿病ꎻ主动脉ꎻａｐｅｌｉｎ￣１３ꎻ焦亡ꎻｅＮＯＳ
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Ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅＮＯＳ / ＮＯ ｐａｔｈｗａｙ

ＷＡＮＧ Ｙａｎｇ￣ｊｉａꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊｉａꎬ ＬＩ Ｂｉｎꎬ ＺＥＮＧ Ｘｉａｎｇ￣ｊｕｎ∗

(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００６９ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ａｏｒｔａ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃ５７ / ＢＬ ｍｉｃｅ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｗｅｅｋｓ ｏｌｄ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻｋｋＡｙ
ｍｉｃｅ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｗｅｅｋｓ ｏｌｄ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌｓꎻｏｓｍｏｔｉｃ ｐｕｍｐｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｒｅａｔ ｋｋＡｙ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ
ａｐｅｌｉｎ￣１３ ａｔ ａ ｒａｔｅ ｏｆ ３０ μｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬａｎｄ Ｌ￣ＮＡＭＥ(ｅＮＯＳ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ) ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ａｔ ａ ｄｏｓｅ ｏｆ
１０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ) ｔｏ ｋｋＡｙ ｍｉｃｅ. Ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｂ１Ａｃ. Ｔｈｅ ａｏｒｔａｅ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ａｎｄ ｆｉｘｅｄ.
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳꎬＮＬＲＰ３ꎬｃａｓｐａｓｅ￣１ ａｎｄ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ
ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅＮＯＳ ｉｎ



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０􀆰 ４０(２)

ｔｈｅ ａｏｒｔａ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅ (Ｐ<０􀆰 ０５) ꎬｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３ꎬ
ｃａｓｐａｓｅ￣１ ａｎｄ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅ. Ａｆｔｅｒ ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎｓ ｏｆ ｅＮＯＳꎬＮＬＲＰ３ꎬｃａｓｐａｓｅ￣１ ａｎｄ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ( Ｐ< ０􀆰 ０５) . Ａｆｔｅｒ Ｌ￣ＮＡＭＥ ａｎｄ
ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｅＮＯＳꎬ ＮＬＲＰ３ꎬｃａｓｐａｓｅ￣１ ａｎｄ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｔｏ ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｌｏｎｅ(Ｐ<０􀆰 ０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｍａｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅ￣
ｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｅＮＯＳ / ＮＯ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｄｉａｂｅｔｅｓꎻａｏｒｔａꎻａｐｅｌｉｎ￣１３ꎻｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓꎻｅＮＯＳ

　 　 血管并发症是 ２ 型糖尿病患者发病率和病死率

的主要原因ꎬ血管并发症的主要发病机制与高血糖

导致氧化应激和炎性反应增加密切相关[１]ꎮ 糖尿

病导致的血管壁内炎性反应可以引起血管内皮细胞

和平滑肌细胞死亡、增殖、迁移和黏附分子蛋白异常

表达等[２]ꎮ 近年的研究表明炎性反应与细胞焦亡

的发生密切相关[３]ꎮ 细胞焦亡又称细胞炎性坏死ꎬ
是一种独特的依赖于 ｃａｓｐａｓｅ￣１[４] 的新型细胞死亡

方式ꎬ其特征在于细胞会不断胀大直至胞膜破裂ꎬ同
时伴随强烈的炎性反应[５]ꎮ

焦亡作为细胞死亡的一种方式与其他类型的细

胞死亡具有一定的联系ꎬ而之前的研究发现ꎬ血管活

性多肽 ａｐｅｌｉｎ 参与心血管系统中细胞坏死、凋亡、自
噬及炎性反应[６￣７]ꎮ Ａｐｅｌｉｎ 可介导内皮型一氧化氮

合酶 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ｅＮＯＳ) 的激

活ꎬ通过 ｅＮＯＳ 途径产生的 ＮＯ 对许多内皮细胞功能

起到重要作用[８]ꎬ同时还可以通过 ｅＮＯＳ 调节心肌

细胞凋亡及坏死的发生发展[９]ꎮ 那么ꎬ糖尿病发病

过程中ꎬ血清中增加的 ａｐｅｌｉｎ 是否通过 ｅＮＯＳ / ＮＯ 途

径影响糖尿病小鼠血管壁细胞焦亡ꎬ从而影响血管

结构及功能呢?
本研究通过观察 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 及 Ｌ￣ＮＡＭＥ 对糖尿

病小鼠主动脉壁细胞焦亡相关蛋白表达的影响ꎬ探
讨 ａｐｅｌｉｎ 是否通过其下游信号通路 ｅＮＯＳ / ＮＯ 影响

糖尿病引起的血管壁细胞焦亡ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 动物:野生雄性 Ｃ５７ / ＢＬ 小鼠(ＳＰＦ 级ꎬ８ 周

龄)作为正常对照组ꎬ体质量 ２２ ~ ２５ ｇ(北京维通利

华实验动物技术有限公司)ꎮ 雄性 ｋｋＡｙ 小鼠(糖尿

病小鼠ꎬＳＰＦ 级ꎬ８ 周龄)ꎬ体质量 ２５ ~ ３０ ｇ(北京华

阜康实验动物技术有限公司)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 药品与试剂:ａｐｅｌｉｎ￣１３( Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ规
格为 １ ｍｇ)ꎻＮω￣ｎｉｔｒｏ￣Ｌ￣ａｒｇｉｎｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ ｈｙｄｒｏ￣
ｃｈｌｏｒｉｄｅ( Ｌ￣ＮＡＭＥ) ( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻ植入式

渗透压泵管(北京西美杰科技有限公司)ꎻ免疫组

织化学染色试剂盒(上海基因科技有限公司)ꎻ小
鼠糖化血红蛋白(ＧＨｂＡ１ｃ) ＥＬＩＳＡ 试剂盒(武汉

华美生物工程有限公司)ꎻ重组兔单克隆 ｃａｓｐａｓｅ￣１
抗体和重组兔单克隆 ＮＬＲＰ３ 抗体 (华安生物公

司)ꎻＧａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ 抗体(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物的分组及处理:对照组小鼠(Ｃ５７ / ＢＬ
小鼠)ꎬ糖尿病小鼠(ｋｋＡｙ 小鼠)ꎬａｐｅｌｉｎ￣１３ 处理糖尿

病小鼠组[ｋｋＡｙ 小鼠皮下埋植缓释泵持续灌注 ａｐｅｌｉｎ
１４ ｄꎬ剂量为 ３０ μｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]和 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 与Ｌ￣ＮＡＭＥ
共同处理糖尿病小鼠组[ａｐｅｌｉｎ 灌注 ｋｋＡｙ 小鼠的同

时ꎬ腹腔注射 Ｌ￣ＮＡＭＥꎬ剂量为 １０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 检测随机血糖和糖化血红蛋白:尾静脉取血

测随机血糖ꎬ取全血ꎬ并分离血清和血细胞ꎬ反复冻

融法使红细胞碎裂ꎬＥＬＩＳＡ 试剂盒测定糖化血红蛋

白值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 检测血压:用无创尾压法检测各组小鼠处理

前后的血压值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察主动脉形态学变化:常规制

片ꎬＨＥ 染色ꎬ光学显微镜下观察主动脉组织形态学

的变化ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组织化学染色分析主动脉中 ｅＮＯＳ 及

ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ￣１、 ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ 的表达:６０ ℃ 烤片

２０ ｍｉｎꎬ脱蜡至水ꎬ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸修复液进行抗

原修复ꎻ３％ Ｈ２Ｏ２ 溶液避光孵育 １０~１５ ｍｉｎꎻ血清封

闭 ３０ ｍｉｎꎻ加一抗(ｅＮＯＳꎬ兔来源ꎬ１ ∶ ２００ꎻＮＬＲＰ３ꎬ
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王炀佳　 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 通过 ｅＮＯＳ / ＮＯ 促进糖尿病小鼠主动脉细胞焦亡相关蛋白的表达

兔来源ꎬ１ ∶ ２００ꎻｃａｓｐａｓｅ￣１ꎬ兔来源ꎬ１ ∶ ４００ꎻｇａｓｄｅｒｍｉｎ
Ｄꎬ兔来源ꎬ １ ∶ ２００)ꎬ ３７ ℃ 孵育 ２ ｈꎻ 室温静置

３０ ｍｉｎꎬ二抗(驴抗兔ꎬ１ ∶ ２００)ꎬ室温孵育 ３０ ｍｉｎꎻ光
学显微镜下 ＤＡＢ 显色ꎻ苏木精染核 １ ｍｉｎꎬ盐酸乙醇

分化 １ ｓꎻ梯度脱水透明ꎬ中性树胶封片ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ３ 图像分析软件ꎬ计算阳性区域面积占血管

总面积的比例ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

实验结果以均值±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎮ 各组样

本的比较采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ 法ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 随机血糖和糖化血红蛋白的结果

与对照组相比ꎬ糖尿病小鼠、ａｐｅｌｉｎ￣１３ 处理组小

鼠和 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 和 Ｌ￣ＮＡＭＥ 共同处理组小鼠的随机

血糖明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 糖尿病小鼠的糖化血红

蛋白值明显高于对照组(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 血压测量的结果

与对照组相比ꎬ糖尿病小鼠的收缩压和舒张压

明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ给 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 后收缩压明显下

降(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ２)ꎮ

Ｃ５７􀆰 ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ｋｋＡｙ􀆰 ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐꎻ Ａ􀆰 ｒａｄｏｍ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ􀆰 ＨｂＡ１ｃ ｉｎ Ｃ５７ ａｎｄ ｋｋＡｙ ｇｒｏｕｐ ｏｆ
ｍｉｃｅꎻ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 １　 各组小鼠的随机血糖值及对照组和糖尿病组小鼠的糖化血红蛋白值

Ｆｉｇ １　 Ｒａｎｄｏｍ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｌｙｃａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ (ＨｂＡ１ｃ) ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ
　 　 　 ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ(ｘ±ｓꎬｎ＝６)

Ａ􀆰 Ｃ５７ ｗａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ｋｋＡｙ ｗａｓ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐꎬｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄꎻ Ｂ􀆰 ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄꎻ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔ ｍｉｃｅ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 各组小鼠处理前后的血压变化

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ(ｘ±ｓꎬｎ＝６)
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２􀆰 ３　 主动脉形态学改变

与对照组相比ꎬ糖尿病小鼠主动脉内皮细胞排

列紊乱ꎬ血管平滑肌细胞肥大、扭曲、弹力纤维排列

紊乱、细胞核大小不一ꎬ细胞膜及胞核不清晰、不完

整ꎬ胞质染色不均ꎬ可见肌纤维断裂ꎻ与糖尿病组小

鼠相比ꎬａｐｅｌｉｎ￣１３ 处理组、ａｐｅｌｉｎ￣１３ 和 Ｌ￣ＮＡＭＥ 共同

处理组ꎬ糖尿病小鼠的主动脉弹力纤维和内皮细胞

排列紊乱没有明显改变(图 ３)ꎮ
２􀆰 ４　 主动脉中 ｅＮＯＳ、ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ￣１及 ｇａｓｄｅｒ￣
ｍｉｎ Ｄ 的表达

与对照组相比ꎬ糖尿病组小鼠主动脉 ｅＮＯＳ 表

达升高 １７０％ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ与糖尿病组小鼠相比ꎬ
ａｐｅｌｉｎ￣１３ 处理后ꎬ小鼠主动脉 ｅＮＯＳ 表达进一步升

高 １１８％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ与 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 处理组相比ꎬ给予

ａｐｅｌｉｎ￣１３ 和 Ｌ￣ＮＡＭＥ 共同处理后ꎬ糖尿病小鼠主动

脉 ｅＮＯＳ 表达减少 ２５％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
与对照组相比ꎬ糖尿病组小鼠主动脉焦亡相关

蛋白表达升高(ＮＬＲＰ３:１６０％ꎬＰ < ０􀆰 ０５ꎻｃａｓｐａｓｅ￣１:
１４１％ꎻｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ:１０９％)ꎻ与糖尿病组小鼠相比ꎬ

Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 处理后ꎬ糖尿病小鼠主动脉焦亡相关蛋白

表达进一步升高(ＮＬＲＰ３:６７ ％ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎻｃａｓｐａｓｅ￣１:
４４％ꎬＰ < ０􀆰 ０５ꎻ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ: １１５％ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ 与

ａｐｅｌｉｎ￣１３ 处理组相比ꎬ给予 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 和 Ｌ￣ＮＡＭＥ 共

同处理后ꎬ糖尿病小鼠主动脉焦亡相关蛋白表达减

少(ＮＬＲＰ３:４８ ％ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎻｃａｓｐａｓｅ￣１:４６％ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎻ
ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ:７５％ꎬＰ<０􀆰 ０５)(表 １ꎬ图 ４)ꎮ

３　 讨论

Ａｐｅｌｉｎ 是从牛胃的分泌物中分离并提取一种

小分子活性肽ꎬ是 Ｇ 蛋白耦联受体 ＡＰＪ( ｐｕｔａｔｉｖｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＡＴ１)的内源性天然配体ꎬ在 ２ 型

糖尿病的发生发展中起着重要的作用ꎮ 并且

ａｐｅｌｉｎ￣１３ 在血管内皮中分布尤为广泛[１０] ꎬ属于血

管源性活性肽ꎬ其作用于 ＡＰＪ 受体ꎬ可通过调节细

胞坏死、凋亡、自噬和炎性反应等参与各种疾病的

发展[７ꎬ１１] ꎮ 同时研究发现ꎬ糖尿病患者及动物血

清中 ａｐｅｌｉｎ 浓度明显增加[１２] ꎬ那么 ａｐｅｌｉｎ 是否参

与糖尿病血管结构损伤的发生发展呢?

Ｃ５７ ｗａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ｋｋＡｙ ｗａｓ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐ
图 ３　 各组小鼠主动脉横截面 ＨＥ 染色

Ｆｉｇ ３　 Ａｏｒｔｉｃ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ １０ μｍ)

表 １　 免疫组织化学染色观察小鼠主动脉 ｅＮＯＳ、ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ￣１和 ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ 的表达

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳꎬ ＮＬＲＰ３ꎬｃａｓｐａｓｅ￣１ ａｎｄ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
　 　 　 　 ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ(ｘ±ｓꎬ％ꎬｎ＝３)

ｇｒｏｕｐ ｅＮＯＳ ＮＬＲＰ３ ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ

ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ００±０􀆰 ７８ １􀆰 １７±０􀆰 ２８ ２􀆰 １８±１􀆰 １６ １􀆰 ７７±０􀆰 ９５

ｋｋＡｙ ２􀆰 ７０±０􀆰 １０∗ ３􀆰 ０５±０􀆰 ４５∗ ５􀆰 ２５±０􀆰 ９５ ３􀆰 ７０±０􀆰 ６０

ｋｋＡｙ＋ａｐｅｌｉｎ ５􀆰 ９３±０􀆰 ４１△ ５􀆰 １１±０􀆰 ２１△ ７􀆰 ５７±２􀆰 ３８△ ７􀆰 ９５±２􀆰 ４３△

ｋｋＡｙ＋ａｐｅｌｉｎ＋Ｌ￣ＮＡＭＥ ４􀆰 ３７±１􀆰 １１＃ ２􀆰 ６３±０􀆰 ７０＃ ４􀆰 １０±１􀆰 ２７＃ ２􀆰 ００±０􀆰 ９２＃

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ△Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ａｐｅｌｉｎ￣１３.
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王炀佳　 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 通过 ｅＮＯＳ / ＮＯ 促进糖尿病小鼠主动脉细胞焦亡相关蛋白的表达

Ｃ５７􀆰 ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ｋｋＡｙ􀆰 ｄｉａｂｅｔｅｓ ｇｒｏｕｐꎻ ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｒｅａｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻＬ􀆰 Ｌｕｍｅｎ
图 ４　 免疫组织化学染色观察小鼠主动脉 ｅＮＯＳ、ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ￣１和 ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ 的表达

Ｆｉｇ ４　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳꎬ ＮＬＲＰ３ꎬｃａｓｐａｓｅ￣１ ａｎｄ ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
　 　 　 ｂｙ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ(ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ １０ μｍ)

　 　 本研究发现ꎬ与对照组小鼠相比ꎬｋｋＡｙ 小鼠的

随机血糖和糖化血红蛋白(ＨｂＡ１ｃ)值明显升高ꎬ说
明 ｋｋＡｙ 小鼠具有典型的糖尿病特征ꎬ可作为糖尿

病模型小鼠使用ꎬａｐｅｌｉｎ 处理后ꎬ糖尿病小鼠血糖无

明显变化ꎮ Ａｐｅｌｉｎ 处理可以明显降低糖尿病小鼠的

收缩压ꎬ而 Ｌ￣ＮＡＭＥ 可以拮抗 ａｐｅｌｉｎ 降低糖尿病小

鼠收缩压的作用ꎮ 这些结果与报道一致[１３]ꎬ提示

ａｐｅｌｉｎ 可能通过 ｅＮＯＳ / ＮＯ 途径影响糖尿病小鼠的

血管功能ꎬ进而影响糖尿病小鼠的血压ꎮ 那么

ｅＮＯＳ / ＮＯ 是否也通过影响血管壁细胞的结构介导

ａｐｅｌｉｎ 对糖尿病小鼠血管功能的影响呢?
本研究通过 ＨＥ 染色观察 ａｐｅｌｉｎ 对血管结构的

影响ꎬ结果发现:与糖尿病组小鼠相比ꎬ给予 ａｐｅｌｉｎ
及 Ｌ￣ＮＡＭＥ 处理后ꎬ糖尿病小鼠血管结构损伤无明

显改变ꎮ 这一结果与报道不尽相同[１４]ꎬ这可能是由

于观察时间较短ꎬ从而不能观察到明显的结构改变ꎮ
那么ꎬａｐｅｌｉｎ 对糖尿病小鼠早期血管功能的影响是

否存在其他机制呢? 近年研究发现ꎬ高糖等刺激可
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０􀆰 ４０(２)

以引起血管壁内皮细胞和平滑肌细胞发生焦亡ꎬ从
而导致血管结构和功能损伤[１５]ꎮ 那么ꎬａｐｅｌｉｎ 对小

鼠血管功能的影响是否与血管壁内细胞焦亡有

关呢?
本研究通过观察 ａｐｅｌｉｎ 对糖尿病小鼠主动脉壁

细胞内 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ￣１、ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ 三种蛋白的

表达的影响ꎬ分析 ａｐｅｌｉｎ 对糖尿病小鼠主动脉血管

细胞焦亡相关蛋白表达的影响及其与血管结构损伤

的关系ꎮ
结果发现ꎬ糖尿病小鼠主动脉中焦亡相关蛋白的

表达增多ꎬ外源性给予 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 后ꎬ可观察到焦亡相

关蛋白(ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ￣１、ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ)的表达进一

步增多ꎬ说明糖尿病小鼠体内增加的 ａｐｅｌｉｎ￣１３ 可能

是引起糖尿病小鼠血管壁细胞内焦亡相关蛋白表达

增加的因素之一ꎮ 内皮一氧化氮合酶及其催化产生

的 ＮＯ 是 ａｐｅｌｉｎ 调节血管结构和功能的重要分子机

制之一ꎬ那么 ｅＮＯＳ / ＮＯ 是否介导 ａｐｅｌｉｎ 引起的糖尿

病血管细胞焦亡相关蛋白的表达呢?
本研究发现ꎬａｐｅｌｉｎ 可以增加糖尿病小鼠主动

脉中 ｅＮＯＳ 的含量ꎬ而当利用 Ｌ￣ＮＡＭＥ 抑制 ｅＮＯＳ 催

化产生 ＮＯ 之后ꎬａｐｅｌｉｎ 不再具有增加糖尿病小鼠主

动脉壁细胞焦亡相关蛋白的表达(ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ￣１、
ｇａｓｄｅｒｍｉｎ Ｄ)的效应ꎮ 这些结果提示ꎬｅＮＯＳ / ＮＯ 介

导了 ａｐｅｌｉｎ 对糖尿病小鼠主动脉壁细胞焦亡相关蛋

白表达的过程ꎮ
综上所述ꎬ ａｐｅｌｉｎ 增加糖尿病小鼠主动脉壁细

胞焦亡相关蛋白的表达ꎬ其机制可能与上调内皮细

胞中 ｅＮＯＳ / ＮＯ 途径有关ꎮ 因此ꎬａｐｅｌｉｎ 及其下游信

号分子 ｅＮＯＳ / ＮＯ 途径导致的血管壁内细胞焦亡可

能成为治疗糖尿病血管损伤的靶点ꎮ
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