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Trx通过 Sirt3-P53通路促进自噬并改善高糖诱发的 CMECs损伤
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摘要 目的：明确硫氧还蛋白（Thioredoxin, Trx）通过自噬调节对大鼠心脏微血管内皮细胞损伤的保护作用及相关机制。方法：分离

成年大鼠心脏微血管内皮细胞并分为：① 正常对照组；② 高糖组；③ 高糖 +Trx组；④ 高糖 + Trx+ Ad-shSirt3组；⑤ 高糖 + Trx+

Ad-shP53 组；⑥ 高糖 + DMSO空载组。通过 In Vitro Vascular Permeability Assay Kit检测单层心脏微血管内皮细胞通透性，

TUNEL染色检测细胞凋亡，Western blot法检测 Sirt3、P53、Atg5、LC3BI/II等相关自噬相关信号通路关键蛋白的表达水平。结果：

与正常对照组相比，高糖引起单层心脏微血管内皮细胞通透功能损伤，增加细胞凋亡，抑制自噬，且 Sirt3、Atg5、LC3BI/II表达下

降而 P53表达上升；给予 Trx可以上调 Sirt3、Atg5、LC3BI/II蛋白表达水平，抑制 P53表达，并显著减轻上述高糖引起的细胞损

伤；但是，分别干扰 Sirt3和 P53表达后，Trx的作用明显减弱。结论：Trx通过 Sirt3-P53信号通路促进心脏微血管内皮细胞自噬，

降低细胞凋亡，改善高糖诱发的大鼠心脏微血管内皮细胞损伤。
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Thioredoxin Increase the Autophagy to Alleviate Cardiac Microvascular
Endothelial Cells Injury Induced by High Glucose via Sirt3-P53 Pathway

To investigate the protective role and Sirt3-P53 related mechanism of Thioredoxin in rat cardiac microvas-

cular endothelial cells injury induced by high glucose. Adult rat cardiac microvascular endothelial cells (CMECs) were cultured

and divided to six groups including: ① Control Group; ② High-Glucose Group; ③ HG+Trx Group; ④ HG+Trx+ Ad-shSirt3 Group; ⑤

HG+Trx+ Ad-shP53 Group; ⑥ HG+Vehicle Group. Permeability of monolayer CMECs was tested by In Vitro Vascular Permeability As-

say Kit; Cellular apoptosis was detected by TUNEL staining; And Western Blot was used to analyze the protein expression including

Sirt3, P53, Atg5 and LC3BI/II. Compared with Control Group, the Permeability of monolayer CMECs and cellular apoptosis

were increased by high glucose, which also reduced autophagy. The expression of Sirt3, Atg5 and LC3BI/II were on the decline and the

P53 on rise. Trx could alleviate CMECs permeability injury as well as apoptosis and promoted cellular autophagy. At meaning while,

Sirt3, Atg5 and LC3BI/II expression were increased and P53 expression were decreased by Trx. In addition, while Sirt3 or P53 were

knockdown by siRNA, the protective role of Trx was interfered obviously. Trx can enhance CMECs autophagy and attenu-

ate apoptosis through Sirt3-P53 pathway, which is helpful to alleviate injury induced by high glucose.
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前言

近年来我国糖尿病发病率不断上升，据统计中国目前确诊

糖尿病患者已超过 9000万，而且我国尚有至少 1.5亿人群可

能处于糖尿病前期阶段[1]，而心血管疾病被公认为糖尿病患者

的 "头号杀手 "。心脏是全身血管密度最大的重要器官，既往研

究结果表明，在心脏遭受缺血损伤的过程中，心肌细胞凋亡现

象的发生发展明显晚于心肌微血管内皮细胞（Cardiac mi-

crovascular endothelial cells, CMECs），且范围和程度与其与心

肌微血管距离呈反比[2]，进一步提示心肌微血管内皮细胞损伤

可能是糖尿病心脏病的重要原因[3,4]。

自噬是细胞自身清除衰老或受损细胞器及蛋白的重要方

式，对维持细胞内稳态至关重要[5]。目前已有相关研究提示自噬

是衰老、糖尿病等慢性疾病的发生发展过程中的重要因素，但
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其机制因其包含大量分子的复杂交互作用而仍旧扑朔迷离[6,7]。

因此，更加全面理解自噬相关分子机制并寻找合适的干预方式

是目前相关研究面临的主要挑战。

硫氧还蛋白（Thioredoxin, Trx），作为普遍存在于哺乳动物

各种细胞内的 12 kD小分子蛋白，也被称为孕因子或成人 T细

胞白血病衍化因子，其共同特点是具有氧化还原活性的保守序

列位点：即 Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys24[8,9]。因此，Trx具有显著

的抗氧化及清除活性氧自由基的作用，并帮助细胞降低氧化应

激损伤，是调节机体细胞增殖、凋亡的关键因子[9]。已有研究证

明，心肌缺血损伤中 Trx活性降低，给予外源性 Trx明显减轻

心肌细胞和心肌微血管内皮细胞凋亡和心肌梗死面积 [10]。但

是，Trx是否可以通过调节自噬进而影响糖尿病心肌微血管内

皮细胞损伤的作用及机制仍不清楚。

因此，我们以 CMECs为本实验的研究对象，以细胞自噬

为切入点，进一步完善 Trx在糖尿病心肌微血管内皮细胞损伤

与保护中的作用与相关机制，为防治糖尿病心脏病损伤提供新

的理论基础与治疗靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

成年 Spragure-Dawley大鼠（雄性，8-10 周，220 克左右，

SPF级，由第四军医大学动物房提供），胎牛血清(美国 Hyclone

公司)，DMEM培养基 (美国 Hyclone公司)，二甲基亚砜（DM-

SO）（美国 Sigma公司），BCA蛋白定量试剂盒(美国 Thermo公

司)，硫氧还蛋白（美国 Sigma公司），4',6-二脒基 -2-苯基吲哚

(DAPI) (德国 Roche公司)，TUNEL检测试剂盒(美国 Promega

公司)，兔抗 Sirt3抗体（美国 Cell Signaling公司），兔抗 P53抗

体（美国 Abcam公司），兔抗 atg5抗体（美国 Abcam公司），兔

抗 GAPDH抗体（中国中杉金桥公司），聚偏二氟乙烯(PVDF)膜

(美国Millipore公司)。荧光显微镜 (日本 Olympus株式会社)，

In Vitro Vascular Permeability Assay Kit (美国 Chemicon公司)，

Western-Blot系统 (美国 Bio-Rad公司)，细胞培养孵箱 (美国

Thermo公司)。其他试剂均为进口或国产分析纯。

1.2 实验方法

1.2.1 CMECs分离 无菌条件下迅速分离大鼠左心室，剥离

心肌表面内外膜，去除冠脉组织，并将所得左心室组织均匀剪

切为 1-2 mm3组织块；37℃水浴箱中，用 0.25％Ⅱ型胶原酶消

化 5-7 min，再以 0.2％胰蛋白酶消化 5-7 min，用 100目滤网过

滤后，小心接种于提前用鼠尾胶包被完毕的培养皿中；给予差

速贴壁 6 h，将悬浮细胞用吸管弃去，保留贴壁细胞。最后将其

培养于 DMEM培养基（提前添加 1％内皮细胞生长因、1％成

纤维细胞生长抑制剂及 50 mg/L肝素）[3,4]。

1.2.2 CMECs 培养及分组 在原代 CMECs 接近 80％融合

时，按 1：2的比例传代给予传代，选取生长状态良好的第三代

CMECs并适度消化，以 1× 106浓度仔细接种于 In Vitro Vascu-

lar Permeability Assay Kit的上层培养小室。并根据实验设计给

予以下处理并分组：A. 正常对照组（Control Group）：低糖

DMEM 培养基（葡萄糖浓度 5.5 mmol/L）；B. 高糖培养组

（High-Glucose Group）：DMEM培养基含葡萄糖 25 mmol/ L；C.

高糖 +Trx组（HG+Trx Group）高糖组加入 10 滋mol/LTrx；D.高

糖（葡萄糖浓度 25 mmol/L）+ Trx（10 滋mol/L）+ Ad-shSirt3组
（HG+Trx+ Ad-shSirt3 Group）；E.高糖（葡萄糖浓度 25 mmol/L）

+ Trx（10 滋mol/L）+ Ad-shP53 组（HG+Trx+ Ad-shP53 Group）；

F.高糖（葡萄糖浓度 25 mmol/L）+ DMSO空载组（HG+Vehicle

Group）。

1.2.3 单层 CMECs通透性检测 各组细胞在培养 48 h后，充

分融合并形成单层 CMECs网，将试剂盒中 FITC-Dextran以 1

mg/mL浓度加入 InVitro Vascular Permeability Assay Kit上室，

室温放置 10 min后，取等量 In Vitro Vascular Permeability As-

say Kit下室培养液，置于荧光分光光度仪下，检测各组细胞培

养液中荧光强度并分析其所代表的细胞通透功能并重复 5次。

1.2.4 TUNEL检测 CMECs凋亡 各组给予细胞爬片处理后

PBS洗 3次，40 g/L多聚甲醛固定 10 min，TUNEL试剂 37℃避

光孵育 1 h，DAPI室温孵育 3-5 min，充分脱水后并给予甘油小

心封片。根据不同荧光颜色进行统计，具体方法如下：凋亡

CMECs显示为绿色荧光，DAPI核染总细胞数显示为蓝色荧

光。每个实验细胞组随机选取 4张细胞爬片，每张细胞爬片随

机选取 5个视野，在荧光显微镜下观察并记录 CMECs总数和

凋亡阳性细胞数，取平均值后按照以下公式计算：内皮细胞凋

亡指数（Apoptosis Index）=TUNEL阳性细胞数(绿色)/ 总细胞

数(蓝色)× 100％。并重复 5次。

1.2.5 Western blot检测 4℃PBS洗涤细胞 3 次后加入细胞

裂解液，BCA 法测定并调整蛋白上样，每孔上样 20 滋g，
SDS-PAGE 法分离蛋白并转膜，50 g/L 脱脂奶粉封闭 1 h 后

TBST液洗 5次（10 min/次），滴加兔抗 Sirt3抗体（Cell Signal-

ing，1:1 000稀释）、兔抗 P53 抗体(Abcam，1:1 000 稀释)、兔抗

atg5 抗体(Abcam，1:1 000 稀释)和兔抗 atg12 抗体(Abcam，1:1

000 稀释)，4℃摇床孵育过夜并 TBST 液摇洗 5 次（10 min/

次），滴加 HRP山羊抗兔 IgG抗体(中杉金桥，1:5 000稀释)孵

育 1 h，TBST液洗 5次（10 min/次）。用 Bio-image(Bio-Rad)系

统检测、记录并分析目的条带。所有Western blot检测均重复 5

次，且以 GAPDH为内参标化各蛋白表达的水平。

1.3 统计学处理方法

本研究涉及所有计量数据均以均数± 标准差（mean± SD）

进行记录，利用 SPSS19.0软件对实验记录数据给予 one-way

ANOVA统计分析，GraphPad Prism 5.0进行绘图，P<0.05时认

为差异有统计意义。

2 结果

2.1 不同分组单层 CMECs通透功能变化

图 1柱状图结果提示，与正常对照组相比较，高糖致单层

CMECs通透功能受损，通透性显著增高（420.15± 32.47 vs.

232.36± 25.25；n=5，P<0.05）；而 Trx 可以缓解这一病理现象

（321.56± 25.782 vs. 420.15± 32.47；n=5,P<0.05）；当 Sirt3 与

P53被抑制后，Trx对心肌微血管内皮细胞通透性的保护作用

均有不同程度下降（Ad-shSirt3: 388.25± 30.47 vs. 321.56±

25.782；Ad-shP53: 380.39± 24.59 vs. 321.56± 25.782；n=5，P<0.

05）；高糖 + DMSO空载组（HG+Vehicle）通透性与高糖组无明

显差别（426.15± 29.33 vs420.15± 32.47；n=5，P>0.05）。
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2.2 不同分组 CMECs凋亡结果

如图 2显示，与正常组相比，高糖组细胞凋亡指数明显上

升（35.00％± 5.20％vs. 3.13％± 0.90％；n=5, P<0.05），而 Trx

可以显著下调高糖环境中 CMECs凋亡指数（17.00％± 1.60％

vs. 35.00％± 5.20％；n=5, P<0.05），Trx对 CMECs凋亡的抑制

作用均有不同程度下降 （Ad-shSirt3: 27.00% ± 2.10% vs.

17.00％± 1.60％；Ad-shP53: 26.60%± 3.30% vs. 17.00％± 1.60％ ;

n=5, P<0.05）；高糖 + DMSO空载组（HG+Vehicle）与高糖组细

胞凋亡指数无统计学差异。

2.3 Trx对不同分组 CMECs自噬相关信号通路及关键蛋白的

影响

图 3的 Western blot 结果显示，和正常组相比，高糖组

Sirt3表达明显降低，而 P53显著升高，代表心肌微血管内皮细

胞自噬标志物的 Atg5和 LC3BI/II亦明显下降（n=5, P＜0.05），

提示高糖环境抑制心肌微血管内皮细胞自噬活动；而在给予

Trx干预后，高糖导致的上述分子变化均受到不同程度的抑制，

提示 Trx对于高糖致心肌微血管内皮自噬相关信号通路紊乱

有明显的纠正作用。但是，当信号通路中的 Sirt3和 P53受到抑

制后，Trx的自噬调节作用受到明显抑制。此外，在给予 Sirt3抑

制时，可以看到 P53的表达也受到较大影响；但给予 P53抑制，

Sirt3的表达不但未明显降低，反而表达上调，提示 Sirt3是 P53

的上游调控分子，而 P53对 Sirt3有负反馈调节作用。

图 1 不同分组单层 CMECs通透功能变化

Fig.1 Permeability change of monolayer CMECs in different groups

*与对照组相比，P<0.05；#与高糖组相比，P<0.05；&与高糖 +Trx组相

比，P<0.05。

* Compared with Control Group, P<0.05; #Compared with High Glucose

Group, P<0.05; &Compared with HG+Trx Group, P<0.05.

图 2 不同分组 CMECs凋亡情况（× 200）

Fig.2 CMECs apoptosis in different groups（× 200）

*与对照组相比，P<0.05；#与高糖组相比，P<0.05；&与高糖 +Trx组相比，P<0.05

* Compared with Control Group, P<0.05; #Compared with High Glucose Group, P<0.05; &Compared with HG+Trx Group, P<0.05

3 讨论

随着全球人口的老龄化的不断发展，糖尿病患病率呈现不

断上升的趋势，糖尿病已经被确证为世界范围内继癌症与心血

管病后的 "第三大威胁人类健康的非传染性疾病 "[1,11]。美国心

脏病学会（AHA）早在 1999年就提出 "糖尿病是心血管病 "，

标志着糖尿病和心脏病互为等危因素关系的确立[12]。近年来，

大量基础实验与回顾性临床研究均证实，CMECs功能及结构

异常与糖尿病患者心血管病的发生发展密切相关[13]。尤其是在

糖尿病发病的早期阶段，高血糖可以通过多种途径及信号通路
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图 3 Trx对不同分组 CMECs自噬相关信号通路及关键蛋白的影响

Fig.3 Role of Trx in the autophagy relative signaling of different CMECs groups

*与对照组相比，P<0.05；#与高糖组相比，P<0.05；&与高糖 +Trx组相比，P<0.05

* Compared with Control Group, P<0.05; #Compared with High Glucose Group, P<0.05; &Compared with HG+Trx Group, P<0.05

影响 CMECs结构以及通透功能，这一点也能够与本研究所得

出的部分现象性实验结果相互印证。但是，糖尿病性心肌微血

管在病理性通透性下调和血管发生障碍的变化及其机制至今

仍未明确[14,15]，并且也缺乏有效的干预手段，这就为糖尿病性心

血管病预防及治疗的进一步发展带来巨大困难。

本研究通过体外细胞实验的设计及实施模拟临床中糖尿

病性心血管病患者 CMECs通透功能失调的过程及基本特点 --

因为高血糖持久刺激导致的通透功能变化正是糖尿病心肌微

血管并发症的特征性病变之一[4,16]，这种细胞功能失调促使现

存及新生血管出现病理性渗漏，最终影响心脏供血、营养输送

及代谢效率。而 TRx是包括人体在内的哺乳动物体内广泛存

在的 12 kD小分子量蛋白，拥有：Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys24这

一保守氧化还原活性位点序列，已经被证明具有广泛的抗氧化

以及活性氧自由基清除作用[17]。此外，Trx的非氧化还原功能在

生物体内同样起着不可缺少的作用，尤其是 Trx作为调节细胞

增殖、凋亡的关键因子受到大量关注[18]。

Sirt3作为 Sirtuin蛋白家族的重要亚型，被公认为是依赖

NAD +的组蛋白去乙酰基转化酶，可以减少氧化应激损伤，在

凋亡、衰老、自噬等反应中扮演着不可或缺的角色[19]。P53是目

前研究所公认的功能最为强大、影响最为广泛的抑癌基因，P53

蛋白在正常细胞周期的维持和凋亡发生发展过程中也起着不

可替代的关键作用。而在自噬活动中，P53也具有著名的双刃

剑作用，即 P53一方面可以抑制自噬负调节子 --哺乳动物雷

帕霉素靶点（Mammalian Target of Rapamycin, mTOR），促进自

噬，诱导受损细胞器及无用蛋白的回收和降解，维持细胞内稳

态；另一方面在肿瘤、衰老等多种慢性应激状态下，P53会抑制

正常细胞的基础自噬能力，进一步恶化慢性疾病的发展[20,21]。

在本研究中，高糖正是作为一种典型的慢性应激因素，抑

制 Sirt3的表达，上调并激活 P53，而作为自噬标志物的 Atg5和

LC3BI/II表达明显下调，即提示高糖环境下 CMECs的自噬能

力下降显著，并会进一步损伤细胞的通透功能。而 Trx通过上

调 Sirt3表达，抑制 p53蛋白，能够部分恢复心肌微血管内皮细

胞自噬能力、减少细胞凋亡并回复细胞的通透功能。此外，我们

在细胞水平通过分别干扰 Sirt3和 P53 的表达，进一步验证

Sirt3和 P53是 Trx发挥促自噬和抗凋亡作用的关键分子，而且

Sirt3作为 P53的上游调控分子能够抑制 P53的表达并提高心

肌微血管内皮细胞自噬活动。而在干扰 P53时，Sirt3的表达不

降反升，提示 P53对其上游的 Sirt3有负反馈调节作用。

综上所述，本研究证实 Trx可以通过促进 Sirt3表达，抑制

P53蛋白及其负向调节自噬能力，从而促进细胞自身对于因高

糖受损细胞器的回收和清除能力，同时降低细胞凋亡，改善心

肌微血管内皮细胞通透功能，为 Trx在糖尿病心脏病中的潜在

治疗应用提供了更多的基础证据。
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