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摘要　 目的　 研究糖化低密度脂蛋白（Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ）对人脐静

脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）的炎症损伤及 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４）、
缺氧诱导因子⁃１α（ＨＩＦ⁃１α）表达的影响，并探讨其可能的机

制。 方法　 体外培养 ＨＵＶＥＣｓ，实验分为对照组、阳性对照

组［５０ ｍｇ ／ Ｌ 普通低密度脂蛋白（ｎ⁃ＬＤＬ）］、Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ（５０、７５、
１００ ｍｇ ／ Ｌ） 组。 ＣＣＫ⁃８ 法测定细胞增殖情况；划痕实验测定

细胞迁移能力；ＥＬＩＳＡ 法测定肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、白
细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）、细胞间黏附分子⁃１（ ＩＣＡＭ⁃１）、血管细胞

黏附分子⁃１（ＶＣＡＭ⁃１）分泌水平；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 测定 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃
１α、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃
１α、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 蛋白水平；分别用 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α 的 ｓｉ⁃ＲＮＡ
干预 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣｓ 的作用，实验分为对照组、模型组

（Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ）、 ｓｉ⁃ＴＬＲ４ 组 （ Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ ＋ ｓｉ⁃
ＴＬＲ４）、ＴＬＲ４ 空载组（Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ１）、ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃
１α 组 （ Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α） 和 ＨＩＦ⁃１α 空载组

（Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ２）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＬＲ４、
ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达水平，验证 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α 相互作用关系。
结果　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ （５０、７５、１００ ｍｇ ／ Ｌ） 组均可抑制 ＨＵＶＥＣｓ 的

增殖及迁移能力（Ｐ ＜ ０. ０１），刺激 ＨＵＶＥＣｓ 中炎症细胞因子

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＣＡＭ⁃１、ＶＣＡＭ⁃１ 分泌量增加（Ｐ ＜ ０. ００１），上调

ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 和蛋白水平（Ｐ ＜ ０. ０５），并
呈浓度依赖性。 敲除 ＴＬＲ４ 后，与模型组相比，ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α
蛋白表达均下调（Ｐ ＜ ０. ００１）。 敲除 ＨＩＦ⁃１α 后，与模型组相

比，仅 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达下调（Ｐ ＜ ０. ００１），而 ＴＬＲ４ 蛋白在

Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 作用下表达上调。 结论 　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 可能通过上调

ＴＬＲ４ ／ ＨＩＦ⁃１α 炎症信号通路抑制 ＨＵＶＥＣｓ 的增殖与迁移，上
调炎症细胞因子表达，导致血管内皮损伤。
关键词　 糖化低密度脂蛋白；人脐静脉内皮细胞；Ｔｏｌｌ 样受

体 ４；缺氧诱导因子⁃１α
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　 　 糖尿病是全球增长最快的疾病之一，预计到

２０４５ 年将影响 ６． ９３ 亿成年人［１］。 近年来，我国糖

尿病的发病率逐年升高，其主要危害在于糖尿病的

慢性并发症，而糖尿病最主要的慢性并发症是血管

病变［２］。 研究［３］ 显示血管内皮功能损伤既是血管

病变的重要病理基础，也是糖尿病预后的决定性因

素。 糖尿病患者体内多同时存在高血糖和脂代谢紊

乱状态，低密度脂蛋白极易发生非酶促糖基化，形成

糖化低密度脂蛋白（ｇｌｙｃａｔｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ） ［４］。 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 能够影响内皮细胞形态和功

能，但具体作用机制尚未阐明。 该研究旨在探讨

Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 诱导人脐静脉内皮细胞（ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）炎症反应的具体机

制，为防治血管内皮损伤提供新的理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 细胞　 ＨＵＶＥＣｓ 购自上海中科院细胞研究

所。
１． １． ２　 主要试剂　 ＬＤＬ Ｈｕｍａｎ 购自广州奕元生物

科技有限公司；葡萄糖购自上海生工生物工程股份

有限公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自日本同仁化学研究所；
ＥＣＭ 购自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司；０. ２５％胰酶消化液购

自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液（５ × ）购自上海碧云天生物

科技有限公司；ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自武汉博士德生物

工程有限公司；ＴＲＩｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； Ｐｒｉｍｅ⁃
ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｋｉｔ 和 ＳＹＢＲ® Ｐｒｉｍｉｘ Ｅｘ ＴａｇＴＭ

Ｋｉｔ 购自美国 ＴａＫａＲａ 公司；Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）、缺氧诱导因子⁃１α（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃ⁃
ｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α，ＨＩＦ⁃１α）、肿瘤坏死因子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃ⁃
ｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，
ＩＬ⁃６） 、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 二

抗、ＨＲＰ 标记的兔抗小鼠 ＩｇＧ 二抗购自美国 Ａｂｃａｍ
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公司。
１． １． ３　 主要仪器 　 细胞超净工作台购自 ＥＳＣＯ 公

司；全波长酶标仪购自 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；荧光显微镜购

自美国莱卡公司；电泳系统购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；
离心机购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司；实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

购自美国 ＡＢＩ 公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 的制备　 参考文献［５］ 报道，在无菌

条件下，将 ０. ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖与 ２ ｇ ／ Ｌ ＬＤＬ Ｈｕｍａｎ
在 ３７ ℃ 培养箱中避光孵育 ４ 周，同时加入 １ ｇ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ 和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 二丁基羟基甲苯。 第 １、７、１４、
２１、２８ 天提取 １００ μｌ 样品保存于 － ８０ ℃，检测 Ｇｌｙ⁃
ＬＤＬ 水平。 孵育完成后在 ｐＨ ７. ４ 的 ＰＢＳ 缓冲液中

透析 ４８ ｈ 备用。
１． ２． ２　 细胞培养　 从液氮中取出冻存细胞，在 ３７
℃水浴锅中解冻并离心，用完全培养基复苏细胞，置
于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养。
１． ２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖活力　 将处于对数

生长期的 ＨＵＶＥＣｓ 制备细胞悬液，按照 １ × １０４ 个细

胞 ／孔的密度将细胞悬液接种至 ９６ 孔板中，每孔

１００ μｌ，每组设立 ５ 个重复孔。 待细胞完全贴壁后，
按照不同干预措施将细胞分为对照组、阳性对照组

［５０ ｍｇ ／ Ｌ 普通低密度脂蛋白 （ ｎｏｒｍａｌ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ， ｎ⁃ＬＤＬ］、 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ （５０、７５、１００ ｍｇ ／ Ｌ）
组，干预 ２４ ｈ 后用含 １０％ ＣＣＫ⁃８ 的培养基进行换

液，避光孵育，每隔 ３０ ｍｉｎ 使用酶标仪测定每组在

４５０ ｎｍ 处的吸光度，取各组实验的平均值，重复 ３
次实验。
１． ２． ４　 划痕实验检测细胞迁移能力　 在 ６ 孔板中

以 ２ × １０５ 个细胞 ／孔的密度培养细胞，待细胞长至

８０％ ～９０％时，用枪头于板底划线，ＰＢＳ 洗去漂浮细

胞，更换含 １％ ＦＢＳ 低血清培养基后加入不同浓度

Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 继续培养，于显微镜下拍摄 ０ ｈ 细胞划痕图

片，１２ ｈ 后在同一位置拍摄图片，计算划痕区域面

积，求得愈合率。
１． ２． ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、细
胞间黏附分子⁃１ （ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃１，
ＩＣＡＭ⁃１）、血管细胞黏附分子⁃１（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅ⁃
ｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃１，ＶＣＡＭ⁃１）含量 　 取 ２４ ｈ 后各组细

胞上清液，按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测上清液中

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＶＣＡＭ⁃１、ＩＣＡＭ⁃１ 含量。
１． ２． ６ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 水平 　 在 ６ 孔板中培养内皮细

胞，干预 ２４ ｈ 后收集各组内皮细胞，按说明书提取

内皮细胞中总 ＲＮＡ，采用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ 逆

转录为 ｃＤＮＡ，实时荧光定量 ＰＣＲ 进行目的基因扩

增。 ＰＣＲ 扩增体系：２ × ＴＢ Ｇｒｅｅｎ １０. ０ μｌ，引物各

０. ４ μｌ，引物序列见表 １，５０ × ＲＯＸ ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ Ⅱ
０. ４ μｌ，ｃＤＮＡ ２ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ６. ８ μｌ，总体系 ２０ μｌ。 反

应条件：９５ ℃预变性 ３０ ｓ，９５ ℃退火 ５ ｓ，６０ ℃延伸

３４ ｓ，共 ４０ 个循环，９５ ℃延伸 １５ ｓ。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内

参，２ － ΔΔＣｔ计算。

表 １　 引物序列

基因名 序列　 　
ＴＬＲ４ Ｆ：５′⁃ＴＣＣＣＣＴＧＡＧＧＣＡＴＴＴＡＧＧＣＡ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＧＡＡＡＡＧＧＣＴＣＣＣＡＧＧＧＣＴＡＡ⁃３′
ＨＩＦ⁃１α Ｆ：５′⁃ＣＡＣＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧＴＡＣＡＧＧＡＴ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＣＧＴＧＣＴＧＡＡＴＡＡＴＡＣＣＡＣＴＣＡＣＡ⁃３′
ＴＮＦ⁃α Ｆ：５′⁃ＧＧＡＡＡＧＧＡＣＡＣＣＡＴＧＡＧＣ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＣＣＡＣＧＡＴＣＡＧＧＡＡＧＧＡＧＡ⁃３′
ＩＬ⁃６ Ｆ：５′⁃ＣＡＡＴＡＡＣＣＡＣＣＣＣＴＧＡＣＣ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＧＣＧＣＡＧＡＡＴＧＡＧＡＴＧＡＧＴＴ⁃３′
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：５′⁃ＡＧＣＡＣＡＧＡＧＣＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧ⁃３′

Ｒ：５′⁃ＣＴＴＣＴＧＡＣＣＣＡＴＧＣＣＣＡＣＣＡ⁃３′

１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
６ 蛋白水平　 将 ３ ～ ４ 代 ＨＵＶＥＣｓ 细胞接种于 ６ 孔

板中，每孔 ２ × １０５ 个细胞，待细胞长至 ８０％时，将完

全培养基更换成低血清培养基进行饥饿处理 ８ ｈ，对
细胞进行干预处理 ２４ ｈ 后，吸弃 ６ 孔板中培养基，
预冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，每孔加入 １２０ μｌ ＲＩＰＡ 裂解液

置于冰上充分裂解 ３０ ｍｉｎ，４ ℃、１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，取上清液至预冷离心管中，按照 ＢＣＡ 蛋白

浓度测定试剂盒说明书步骤对各组样品进行定量检

测，加入适量蛋白上样缓冲液后 １００ ℃ 加热 ５ ｍｉｎ
变性。 取 ２０ μｇ 总蛋白进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，
再将蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜，用 ５％ ＢＳＡ 室温封闭 １
ｈ，洗膜后分别加入 ＴＬＲ４ 一抗（１ ∶ １ ０００）、ＨＩＦ⁃１α
一抗（１ ∶ １ ０００）、ＴＮＦ⁃α 一抗（１ ∶ １ ０００）、ＩＬ⁃６ 一抗

（１ ∶ １ ０００）、β⁃ａｃｔｉｎ 一抗（１ ∶ ５ ０００） ４ ℃孵育过夜，
次日 ＴＢＳＴ 漂洗 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次，５ ｍｉｎ ／次，加入二抗

（１ ∶ ２０ ０００）室温摇床孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，５
ｍｉｎ ／次。 暗室 ＥＣＬ 显影获取图片，用 ＩｍａｇｅＪ 软件分

析出各组蛋白与内参的灰度值，得出各组蛋白与内

参的灰度比值，反映出各组蛋白的相对表达水平。
１． ２． ８ 　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 干 预 下 沉 默 ＴＬＲ４、 ＨＩＦ⁃１α 后

ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达水平　 在 ６ 孔板中接种 ３ ～
５ 代细胞，每孔细胞数约为 ２ × １０５ 个，在恒温培养

箱中培养细胞生长至 ８０％ 左右开始后续实验。 转
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染前将培养基换成不含血清和双抗的培养基，以免

影响转染效率。 分别设为对照组、模型组（Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ
１００ ｍｇ ／ Ｌ）、 ｓｉ⁃ＴＬＲ４ 组 （ Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ ＋ ｓｉ⁃
ＴＬＲ４）、ＴＬＲ４ 空载组（Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ１）、
ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组 （ Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ ＋ ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α） 和

ＨＩＦ⁃１α 空载组（Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ２）。 提前

将 ｓｉ⁃ＴＬＲ４、ｓｉ⁃ＮＣｌ、ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α、ｓｉ⁃ＮＣ２ 冻干粉用原装

ＤＥＰＣ 水进行溶解，取 ｓｉＲＮＡ，用 ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基稀

释 ｓｉＲＮＡ，终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ，总体积为 ２５０ μｌ，静
置 ５ ｍｉｎ；同时取 ２ μｌ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 与 ２４８ μｌ
ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 培养基混匀，静置 ５ ｍｉｎ。 将上述两种液

体混合，静置 ２０ ｍｉｎ。 每孔先加入 １ ５００ μｌ ｏｐｔｉ⁃
ＭＥＭ 培养基，２０ ｍｉｎ 之后将 ５００ μｌ 混合液加入 ６ 孔

板中。 ６ ｈ 后将 ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 更换为完全培养基，继续

培养 ４８ ｈ，后续根据实验需要进行下一步操作。 实

验重复 ３ 次。 小干扰序列见表 ２。

表 ２　 小干扰序列

ｓｉＲＮＡ 序列　 　
ｓｉ⁃ＴＬＲ４ 上游：５′⁃ＧＧＡＣＣＵＣＵＣＵＣＡＧＵＧＵＣＡＡＴＴ⁃３′

下游：５′⁃ＵＵＧＡＣＡＣＵＧＡＧＡＧＡＧＧＵＣＣＡＧ⁃３′
ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 上游：５′⁃ＧＧＡＡＡＵＧＡＧＡＧＡＡＡＵＧＣＵＵＴＴ⁃３′

下游：５′⁃ＡＡＧＣＡＵＵＵＣＵＣＵＣＡＵＵＵＣＣＴＣ⁃３′

１． ３　 统计学处理　 实验数据采用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 软件

进行统计学分析。 计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示， 检验各

组变量的正态性，非正态分布资料经过对数转换后

分析，多组间比较采用单因素方差分析， 两组间比

较采用 ｔ 检验，组间多重比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 对ＨＵＶＥＣｓ 增殖活力的影响　 不同

浓度 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 处理内皮细胞，在 ２４ ｈ 检测细胞增殖

活力的改变，ＣＣＫ⁃８ 法检测结果显示：细胞活力差异

有统计学意义（Ｆ ＝ ６９. ９６，Ｐ ＜ ０. ００１），与对照组 ＯＤ
值（１. ０９ ± ０. １０） 相比， ｎ⁃ＬＤＬ 组 ＯＤ 值 （０. ９６ ±
０. ０３）显示对 ＨＵＶＥＣｓ 增殖活力无影响，差异无统

计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）；而 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ（５０、７５、１００ ｍｇ ／
Ｌ）组 ＯＤ 值分别为（０. ７０ ± ０. ０３）、 （０. ５９ ± ０. ０２）、
（０. ５３ ± ０. ０３），与对照组相比，细胞存活率分别下

降 ３６. １６％ 、４５. ７７％ 、５１. ２４％ ，呈剂量依赖性（Ｐ ＜
０. ０１）；与 ｎ⁃ＬＤＬ 组相比，Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ ５０ ｍｇ ／ Ｌ 组细胞

存活率下降 ２７. ０８％ （Ｐ ＜ ０. ００１）。
２． ２　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 对ＨＵＶＥＣｓ 迁移能力的影响　 不同

浓度 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 处理 ＨＵＶＥＣｓ，在 １２ ｈ 检测细胞迁移

能力的改变，细胞划痕实验结果（图 １）显示：细胞迁

移能力差异有统计学意义（Ｆ ＝ １３９. ８５，Ｐ ＜ ０. ００１），
与对照组愈合率（５２. ０３ ± １. ７９）相比，ｎ⁃ＬＤＬ 组愈合

率（４８. ５５ ± １. ９３）显示对细胞迁移能力无影响，差
异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）；而 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ（５０、７５、１００
ｍｇ ／ Ｌ）组愈合率分别为（３５. ８８ ± ２. ４０）、（２２. ６８ ±
３. １０）、（１７. ６５ ± １. ５９），与对照组相比，细胞迁移率

分别下降 ３１. ０４％ 、５６. ４０％ 、６６. ０８％ ，呈剂量依赖

性（Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ｎ⁃ＬＤＬ 组相比，Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ ５０ ｍｇ ／ Ｌ
组细胞迁移率下降 ２６. １０％ （Ｐ ＜ ０. ０１）。
２． ３　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 对ＨＵＶＥＣｓ 细胞因子表达的影响　
ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＣＡＭ⁃１、ＶＣＡＭ⁃１ 分泌水

平，结果 （表 ３） 显示：各组 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＣＡＭ⁃１、
ＶＣＡＭ⁃１ 分泌量差异有统计学意义 （Ｆ ＝ ３３３. ８０、
６８. ９１、１２７. ０７、７９. ５６，Ｐ ＜ ０. ００１），与对照组相比，
ｎ⁃ＬＤＬ 组 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、 ＩＣＡＭ⁃１、ＶＣＡＭ⁃１ 分泌水平

升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；与对照组相比，
Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ（５０、７５、１００ ｍｇ ／ Ｌ）组 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、 ＩＣＡＭ⁃１、

图 １　 细胞划痕实验检测不同浓度 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移能力的影响 × １００

·６１６１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｏｃｔ；５７（１０）



表 ３　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞因子表达的影响（ｎｇ ／ Ｌ，�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃６ ＩＣＡＭ⁃１ ＶＣＡＭ⁃１
对照 ２５． ６４ ± ０． ５４ １００． ８７ ± ５． ８２ ４３． ３９ ± １． ７２ １４． ０５ ± ０． ４３
ｎ⁃ＬＤＬ ２８． ８８ ± ０． ４３∗∗ １３０． ４４ ± ４． ３８∗∗ ５１． ２８ ± ２． １５∗ １８． ７６ ± ０． ７２∗∗

Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ ５０ ｍｇ ／ Ｌ ３４． １８ ± ０． ７５∗∗∗＃＃＃ １４５． ２７ ± ４． ９５∗∗＃ ７７． ３０ ± ３． １８∗∗∗＃＃＃ １９． ７０ ± ０． ６３∗∗∗

Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ ７５ ｍｇ ／ Ｌ ３８． ７９ ± ０． ６３∗∗∗ １５９． ２９ ± ５． ２４∗∗∗ １０１． ３５ ± ３． ６５∗∗∗ ２１． ３１ ± ０． ５６∗∗∗

Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ ４４． １１ ± ０． ４７∗∗∗ １７６． １９ ± ３． ８５∗∗∗ １１４． ６４ ± ６． ６２∗∗∗ ２５． ４３ ± ０． ８５∗∗∗

Ｆ 值 ３３３． ８０ ６８． ９１ １２７． ０７ ７９． ５６

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ｎ⁃ＬＤＬ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

ＶＣＡＭ⁃１ 分泌水平升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０１）；与 ｎ⁃ＬＤＬ 组相比， Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ ５０ ｍｇ ／ Ｌ 组中

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、 ＩＣＡＭ⁃１、ＶＣＡＭ⁃１ 分泌水平增高，其中

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＣＡＭ⁃１ 分泌水平差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ４ 　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＴＬＲ４、 ＨＩＦ⁃１α、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 不同浓度 Ｇｌｙ⁃
ＬＤＬ 处理细胞 ２４ ｈ 后，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果（图 ２）显示：
各组 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达量差异

有统计学意义（Ｆ ＝ １７４. ３５、２７５. ０６、１２６. ５４、１０９. ７０，
Ｐ ＜ ０. ０５），与对照组相比，ｎ⁃ＬＤＬ 组和 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ（５０、
７５、１００ ｍｇ ／ Ｌ）组诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达水平升高，差异有统计学意

义（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ｎ⁃ＬＤＬ 组相比，Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ（７５、１００
ｍｇ ／ Ｌ）组中 ＴＬＲ４、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 水平增高，差
异有统计学意义，并呈剂量依赖性（Ｐ ＜ ０. ０５）。

图 ２　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达的影响

　 　 Ａ：对照组；Ｂ：ｎ⁃ＬＤＬ 组；Ｃ：Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ ５０ ｍｇ ／ Ｌ 组；Ｄ：Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ ７５
ｍｇ ／ Ｌ 组；Ｅ：Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ 组；与对照组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｎ⁃
ＬＤＬ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５ 　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＴＬＲ４、 ＨＩＦ⁃１α、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 蛋白表达的影响 　 不同浓度 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ
处理细胞 ２４ ｈ 后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测炎症蛋白 ＴＬＲ４，
ＨＩＦ⁃１α、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 水平，结果（图 ３） 显示：各组

ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 蛋白表达量差异有统计

学意 义 （ Ｆ ＝ ４７. ６３、 ４２. ８０、 ７８. ２５、 ２１. １３， Ｐ ＜
０. ００１），与对照组相比，ｎ⁃ＬＤＬ 组中 ＴＬＲ４、ＴＮＦ⁃α 蛋

白水平升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；与对照

组相比，Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ ５０ ｍｇ ／ Ｌ 组中 ＨＩＦ⁃１α、ＴＮＦ⁃α 蛋白

水平升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ
７５、１００ ｍｇ ／ Ｌ 组中 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 蛋白

水平升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。

图 ３　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 对 ＴＬＲ４ ／ ＨＩＦ⁃１α信号通路相关蛋白的影响

　 　 Ａ：对照组；Ｂ：ｎ⁃ＬＤＬ 组；Ｃ：Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ ５０ ｍｇ ／ Ｌ 组；Ｄ：Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ ７５
ｍｇ ／ Ｌ 组；Ｅ：Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ １００ ｍｇ ／ Ｌ 组；与对照组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｎ⁃
ＬＤＬ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ６　 检测 ＨＵＶＥＣｓ 中沉默 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α蛋白效

率　 分别用 ｓｉ⁃ＴＬＲ４、ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 转染 ＨＵＶＥＣｓ，Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果（图 ４）显示：与 ｓｉ⁃ＮＣ 组相比，ｓｉ⁃ＴＬＲ４

·７１６１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｏｃｔ；５７（１０）



组中 ＴＬＲ４ 蛋白表达下调 ４４. １８％ ，差异有统计学意

义（Ｐ ＜ ０. ００１）；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组相比， ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组中

ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达下调 ６９. １０％ ，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ００１）。

图 ４　 ｓｉ⁃ＴＬＲ４ 和 ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α对 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＴＬＲ４、
ＨＩＦ⁃１α蛋白沉默的影响

　 　 Ａ：沉默 ＴＬＲ４ 效率检验；Ｂ：ＴＬＲ４ 蛋白统计分析图；Ｃ：沉默 ＨＩＦ⁃
１α 效率检验；Ｄ：ＨＩＦ⁃１α 蛋白统计分析图；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜
０. ００１

２． ７ 　 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 干预下沉默 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α 后对

ＨＵＶＥＣｓ 中 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α蛋白表达的影响　 分别

用 ｓｉ⁃ＴＬＲ４、ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 转染 ＨＵＶＥＣｓ 后，按照实验分

组加入 １００ ｍｇ ／ Ｌ Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 干预 ２４ ｈ，结果（图 ５）显
示：与对照组相比，模型组中 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α 蛋白表

达均升高（Ｐ ＜ ０. ０５）；与模型组相比，ｓｉ⁃ＴＬＲ４ 组中

ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达均降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与模型

组相比，ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组中 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达降低（Ｐ ＜
０. ０５），ＴＬＲ４ 蛋白表达差异无统计学意义；与对照

组相比，ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃１α 组中 ＴＬＲ４ 蛋白升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。

图 ５　 沉默 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α对 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＴＬＲ４、
ＨＩＦ⁃１α蛋白表达的影响

　 　 Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ｓｉ⁃ＴＬＲ４ 组；Ｄ：ＴＬＲ４ 空载组；Ｅ：ｓｉ⁃ＨＩＦ⁃
１α 组；Ｆ：ＨＩＦ⁃１α 空载组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比较：
＃Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 糖尿病是一种以糖代谢紊乱为主的临床综合

征，糖尿病大血管并发症是糖尿病患者致残致死主

要原因［６］，血管内皮损伤是导致糖尿病大血管并发

症的关键因素［７ － ８］。 因此，血管内皮损伤是防治糖

尿病大血管病变的重要关注点。 目前认为，血管内

皮损伤的出现，在于糖尿病高血糖时，体内各种蛋白

非酶促糖基化反应增强。 而晚期糖基化蛋白终末产

物（ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｅｄ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）可损害内

皮细胞的形态及其功能，从而诱发糖尿病血管病

变［９ － １０］。 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 是 ＡＧＥｓ 中最主要成分之一，但
目前 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 与糖尿病血管内皮损伤的关系仅停留

在相关性研究中。 本研究用 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ（５０、７５、１００
ｍｇ ／ Ｌ） 处理 ＨＵＶＥＣｓ ２４ ｈ，存活率降低 ３６. １６％ 、
４５. ７７％和 ５１. ２４％ ；迁移率降低 ３１. ０４％ 、５６. ４０％
和 ６６. ０８％ ；并促进 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＣＡＭ⁃１、ＶＣＡＭ⁃１
细胞因子分泌，表明 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 能够降低细胞生存率

和迁移能力，促进炎症因子释放，并呈浓度依赖性。
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　 　 大量研究［１１ － １２］ 显示糖尿病血管内皮损伤与

ＴＬＲ４ 信号激活有关。 在血管内皮病变患者外周血

中，巨噬细胞表现为 ＴＬＲ４ 信号过度激活，使机体处

于高度促炎状态［１３］。 ＴＬＲ４ 参与糖尿病病理生理过

程，ＴＬＲ４ 能够调节 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性，导致体内

活性氧增加，加速糖尿病大血管并发症发展［１４］；在
糖尿病血管内皮损伤中，树突状细胞通过 ＲＡＧＥ⁃
ＴＬＲ４⁃ＰＫＣβ１ 信号通路介导慢性炎症反应［１５］；高迁

移率组蛋白（ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ１，ＨＭＧＢ１）
在糖尿病发生过程中通过 ＴＬＲ４ ／ ｅＮＯＳ 通路参与内

皮依赖性舒张功能损伤［１６］。 为了验证 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 是

否通过 ＴＬＲ４ 信号通路介导血管内皮炎症反应，本
研究选用 ＨＵＶＥＣｓ 作为研究对象，结果显示 Ｇｌｙ⁃
ＬＤＬ 能提高 ＨＵＶＥＣｓ 中 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃
６ ｍＲＮＡ 和蛋白水平，表明 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 能够激活 ＴＬＲ４
信号通路，促进炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的表达，介
导血管内皮细胞损伤。 但是 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 通过 ＴＬＲ４ 信

号如何调控炎症反应，是目前尚未解决的科学问题。
研究［１７］表明 ＴＬＲ４ 信号能够调控 ＨＩＦ⁃１α 影响 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β 分泌，ＨＩＦ⁃１α 是人和哺乳动物中关键核转

录因子，常氧状态下 ＨＩＦ⁃１α 的脯氨酰胺基和门冬酰

胺基发生羟基化，与 Ｅ３ 泛素化连接酶结合，ＶＨＬ 蛋

白能募集泛素连接酶，与泛素化连接酶结合的 ＨＩＦ⁃
１α 被蛋白酶体降解；低氧状态下，ＨＩＦ⁃１α 羟基化被

抑制，与 ＨＩＦ⁃１β 结合，在细胞核内与缺氧反应元件

结合，激活靶基因转录［１８］。 ＨＩＦ⁃１α 能够调节血管

内皮生长因子和葡萄糖转运蛋白 １ 表达，并且涉及

炎症反应［１９］。 为了验证 ＴＬＲ４ 能否调控 ＨＩＦ⁃１α 表

达，在 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 干预下沉默 ＴＬＲ４、ＨＩＦ⁃１α 基因，结
果显示：Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 能够上调 ＴＬＲ４ 和 ＨＩＦ⁃１α 蛋白水

平，表明两者可能存在协同作用；沉默 ＴＬＲ４ 基因

后，ＴＬＲ４ 和 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达下调，而沉默 ＨＩＦ⁃１α
基因后，只有 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达下调，而 ＴＬＲ４ 蛋白

在 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 干预下仍是上调，因此推测，Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 上

调 ＴＬＲ４ 信号，激活 ＨＩＦ⁃１α 表达介导 ＨＵＶＥＣｓ 炎症

反应。
　 　 综上所述，本研究结果显示：Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 能够上调

ＴＬＲ４ 信号，激活 ＨＩＦ⁃１α 的表达介导炎症因子释放，
降低 ＨＵＶＥＣｓ 生存率和迁移能力，诱导 ＨＵＶＥＣｓ 损

伤。 Ｇｌｙ⁃ＬＤＬ 水平有望成为衡量糖尿病血管内皮损

伤指标之一，并为糖尿病血管内皮损伤临床治疗提

供新的潜在靶点。
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