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γ- 分泌酶抑制剂对糖基化终产物作用下心肌微血管

内皮细胞的影响 *
蔺 杰 李 飞 刘 超 张荣庆 王海昌△

（第四军医大学西京医院心血管内科 陕西 西安 710032）

摘要 目的：探讨 Notch 信号特异性阻断剂 γ- 分泌酶抑制剂（DAPT）对 AGEs 作用下的心肌微血管内皮细胞的增殖、迁移、管样结

构的影响。方法：SD 大鼠心肌微血管内皮细胞体外分离培养后，以不同浓度 DAPT（0.25、0.5、1.0、5.0、10 μmol/L）干预 200mg/L
AGEs 作用下的 CMECs24h，或者与 DAPT（5 μmol/L）孵育不同时间（24h、48h、72h、96h、120h），采用 MTT 比色法检测细胞的增值

能力；用 Transwell 法检测细胞的迁移能力；用毛细血管管样结构形成实验检测 DAPT 对血管新生的影响。结果：DAPT 显著抑制

AGEs 作用下的心肌微血管内皮细胞的存活，同时浓度越高、时间越长，其抑制效果越明显。结论：DAPT 通过阻断 Notch 信号通

路，能抑制 AGEs 作用下的心肌微血管内皮细胞的增殖及血管新生，促进细胞凋亡。
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The Effects of DAPT Under Advanced Glycation End Products on
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ABSTRACT Objective：To investigate the effect of DAPT under the advanced glycation end products (AGEs) on proliferation,

migration, angiogenesis and lumen formation of cardiac microvascular endothelial cells (CMECs). Methods: CMECs isolated from the
hearts of adult rats were exposed to hypoxia (94%N2, 5%CO2, 1%O2). The cells were incubated with different concentrations (inμmol/L:
0,0.25,0.5,1.0,5.0,10.0) of DAPT for 24h, or incubated with DAPT (5 μmol/L) for 24h,48h, 72h,96h and 120h.The cell viability of
CMECs was measured by MTT method and migration ability of CMECs was detected by Tranwell method. Capillary lumen formation
test was applied to detect the angiogenesis. Results: The viability of CMECs depressed with DAPT incubation. Conclusion: DAPT can
interrupt the transduction of Notch signaling pathway in cardiac microvascular endothelial cells (CMECs) and inhibit the viability of the
cells and increase their apoptosis.
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前言

糖尿病(Diabetes mellitus DM)是一种严重危害人类健康的

疾病。研究认为，慢性高血糖引起体内各种糖基化蛋白的过量

堆积，形成糖基化终产物 (Advanced Glycation End-products,
AGEs)，它的增加是造成糖尿病血管病变的主要因素[1]。研究证

明，Notch 信号通路在心血管系统的发生、发育、病理和生理过

程中发挥重要作用[2]，但其在出生后心血管系统中作用研究甚

少。γ- 分泌酶抑制剂（DAPT）是 Notch 信号转导途径的特异性

阻断剂，常用于 Notch 信号通路的研究，但 DAPT 本身对心肌

微血管内皮细胞的影响还不清楚。研究观察了 DAPT 对 AGEs
作用下的 CMECs 活性的影响，同时确定 DAPT 浓度、作用时

间与其效应的关系，为糖尿病心血管病变的治疗提供部分理论

基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物和材料

雄性 SD 大鼠，体重(110±5) g(第四军医大学实验动物中

心)。DMEM 培养液(美国 Hyclone 公司)；胎牛血清(美国 Hy-
clone 公司)；Ⅱ型胶原酶(美国 Invitrogen 公司)；胰蛋白酶及基

质胶 (美国 Sigma 公司)；牛血清白蛋白 (BSA) 及 D- 葡萄糖

(Roche 公司)；CO2 培养箱(德国 HERAEUS 公司)；高速离心机

(美国 Thermo 公司)。
1.2 方法

1.2.1 AGEs 的制备 将 5 g BSA、9 g D- 葡萄糖及 10 g/ L 的青

链霉素加入到 100 ml PBS 中，经 0.22 μm 微孔膜过滤除菌 2
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遍后，置于 37℃、50 ml／L CO2 恒温孵箱中避光作用 90 d，同

时设置无 D- 葡萄糖的 BSA 对照组[3]。90 d 后,将生成的棕色产

物经透析除去未结合的葡萄糖，并测量其终浓度。本实验制备

的 AGEs-BSA 经荧光分光光度计鉴定，其 AGEs 含量为 98.6
kU/g，对照组为 2.2 kU/g。
1.2.2 CMECs 的分离培养和鉴定 取(110±5) g 成年雄性大鼠，

腹腔注射 3 g／L 戊巴比妥钠麻醉后，无菌条件下，取大鼠心室

置于含低分子肝素的 PBS 中，冲洗后浸泡于 75%酒精中灭活

20 S。以 PBS 冲洗 3 遍后，修剪除去心外膜，用弯剪剪碎心肌组

织，加入 0.2%Ⅱ型胶原酶，置于 37℃水浴中消化 5 min。再加入

等体积的 0.25%胰蛋白酶，于 37℃水浴中消化 5 min 后加入等

量的含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液中和。静置后小心吸取

上清液离心(1000 r／min，10 min)，弃上清液，将细胞重悬于完

全培养液(含 20%胎牛血清的低糖 DMEM 培养液)中，接种于

培养皿上，于 37℃、50 ml／L CO2 孵箱中恒温培养 6 h。细胞贴

壁后换液，培养至 24 h 再次换液，以后每 2-3 d 换液 1 次，约

7～10 d 即呈现典型的铺路石样生长的细胞。待细胞 80％汇合

后，用 0.25％胰蛋白酶 -0.02%乙二胺四乙酸(EDTA)消化传代，

经组织分离及 AcLDL 染色阳性结果，确认实验所用为心肌微

血管内皮细胞[4]，取第 2-3 代的细胞用于下一步实验。
1.2.3 不同浓度 DAPT 的处理 以 0.25%胰蛋白酶 -0.02%ED-
TA 消化对数生长期的单层汇合细胞，用含 10％胎牛血清的

DMEM 培养液重悬后，接种于 96 孔板内，接种密度为 1×104

个细胞，每孔 200 μl，于 37℃、50 ml／L CO2 孵箱中恒温培养，

待贴壁后，每孔加入 200 mg/L AGEs[5]，分别加入不同浓度的

DAPT（μmol/L：0、0.25、0.5、1.0、5.0、10.0）。每种浓度分别设 8
个复孔(n=8)。将 96 孔板水平放置于 37℃、50 ml／L CO2 孵箱

中继续培养 24 h，在倒置显微镜下观察各组细胞生长状况。
1.2.4 DAPT 不同处理时间对细胞的影响 用 1.2.3 观察出的对

细胞影响较明显的浓度作为处理浓度，分别在 24 h、48 h、72 h、
96 h、120 h 时间点收集细胞，记录结果。
1.2.5 MTT 法检测细胞活性 各组细胞处理完后，每孔加入

MTT 溶液 20 μl，37℃继续孵育 4-6 小时，终止培养，小心吸弃

孔内培养上清液，每孔加入 150 μl 二甲基亚砜，震荡 10min 使

甲臜充分溶解。选择 490nm 波长，在酶联免疫检测仪上测定各

孔光吸收值，记录结果，实验重复 3 次。
1.2.6 Transwell 法检测细胞迁移能力 选用孔径为 8 μml 的

millecell 小室，消化处于对数生长期的细胞并用无血清的低糖

培养液重悬，调整细胞浓度至 2×108／L。将小室放人 24 孔板

中，上室加入无血清的细胞悬液 200 μl，下室分别加入浓度 200
mg／L AGEs 和 10%胎牛血清的培养液，并以 1.2.3 所述不同

浓度 DAPT 分别处理，于 37℃、50 ml／L CO2 孵箱中恒温孵育

48 h。取出小室，吸弃培养液，以 PBS 洗涤 3 遍后，将细胞依次

进行 30 L 戊二醛固定及结晶紫染色，用棉签轻柔擦去小室上

层的细胞，于倒置显微镜下放大 150 倍取直径 5 个视野计数微

孔膜下层的细胞，求平均值，每组 3 个小室，重复 3 次。
1.2.7 DAPT 对血管新生的影响 采用管样结构形成实验[6]。将

基质胶按 l00 μl/ 孔均匀铺于 24 孔板的底部，置于 37℃、相对

湿度 95%，50 ml／L CO2 孵箱中 2 h 使胶原凝固。取对数生长

期单层汇合 95%的 CMECs 制备密度为 5×104 个细胞／ml 的

悬液。将细胞悬液按 100 μl／孔接种到预先铺有基质胶的 24
孔板内，于 37℃、50 ml／L CO2 孵箱内 6 h 后，每孔分别加入

200 mg/L AGEs，每组设 4 个复孔。轻轻晃动 24 孔板使孔内药

物充分混匀，置于 37℃、50 ml／L CO2 孵箱中，待管样结构形

成后，按实验分组加入不同浓度 DAPT，置于 37℃、50 ml／L
CO2 孵箱中，24 h 后在倒置显微镜下观察结果。
1.3 统计学处理

所有数据采用 SPSS14.0 软件进行处理，结果以 （Mean±
SD）表示。组间均数比较采用 t 检验，P＜0.05 为显著性差异。

2 结果

2.1 细胞活性检测

MTT 检测发现，不同浓度的 DAPT（0、0.25、0.5、1.0、5.0、10
μmol/L）作用于细胞 24 h 后，细胞的增值能力明显减弱，OD 值

显著减少，分别为（0.5501±0.0144；0.5375±0.0125；0.5320±
0.0800；0.5193±0.0675；0.5117±0.0176；0.4967±0.0252）（P＜
0.05）（图 1）。

MTT 检测发现，相同浓度的 DAPT（5μmol/L）不同处理时

间点对细胞增殖能力的影响是随着 DAPT 处理时间的延长，细

胞活力被抑制程度也随之增加，OD 值显著减少，分别为

（0.5025 ±0.0490；0.4701 ±0.0770；0.4028 ±0.0497；0.3521 ±
0.0501；0.2172±0.0827）（P＜0.05）（图 2）。
2.2 细胞迁移的 Transwell 法检测

Transwell 小室迁移实验结果显示，不同浓度 DAPT 组

（0.25、0.5、1.0、5.0、10 μmol/L） 细 胞 数 均 明 显 低 于 对 照 组

（0μmol/L）（P＜0.05）（图 3）。
2.3 DAPT 对血管新生的影响

管样结构形成实验的结果显示，随着浓度增高，DAPT 对

管样结构形成抑制越明显，且长度明显减少，分别为（5.482±
0.820，4.737 ±1.131，3.761 ±0.356，3.487 ±1.732，3.240 ±
0.701）m/m2，与对照组（7.470±1.890）m/m2 比较，均可见明显

统计学差异（P＜0.05）（图 4）。

3 讨论
近年来的心脏健康研究(CHS)和欧洲心力衰竭研究(HFS)

调查结果显示糖尿病心肌病以其高发生率、高致死率的临床特

点，已成为近 30 年来一种重要的疾病[7]。糖尿病血管并发症的

发病机制复杂，在众多可能的机制中，蛋白质非酶糖化越来越

受到重视。AGEs 是还原糖（如葡萄糖等）与蛋白质、氨基酸、肽
等游离氨基酸，通过非酶糖基化反应（Maillard 反应）生成稳定

的聚合物[8]。体内 AGEs 的不断累积与其心血管疾病的发生和

发展密切相关[9-10]。内皮细胞功能障碍是糖尿病血管病变的重

点研究领域。AGEs 可以通过直接效应和间接效应来发挥其生

物学效应，引起生物学活性物质含量和作用的失衡，使内皮细

胞增殖、胶原纤维增多、弹性纤维减少等，最终导致血管通透性

增加、血液高凝状态、动脉顺应性降低和舒张功能减弱[11-12]。研

究证明，在心血管系统中，Notch 信号中的受体或配体的突变或

失 活 可 引 起 多 种 先 天 性 心 脏 畸 形 [13]。Notch 信 号 通 路 和

PI3K/Akt、NF-κB 等信号通路通过复杂的分子网络互相影响，

而这些信号通路是心肌保护中已知的重要效应因子[14-15]。血管
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图 1 不同浓度 DAPT 作用 24h 后对各组细胞增值能力的影响

Fig.1 Effects of different concentration of DAPT on proliferation of cells

after 24h

注：* 与对照组相比，P<0.05

Note:*Compared with the control group, P<0.05

图 2 相同浓度 DAPT（5 μmol/L）不同处理时间对各组细胞活力的影响

Fig. 2 Effects of the same concentrations of DAPT(5μmol/L) on cells

activity at different time points

注：* 与对照组相比，P<0.05；# 与对照组相比，P<0.01

Note:*Compared with the control group, P<0.05; #Compared with the

control group, P<0.01

图 3 不同浓度 DAPT 对细胞迁移作用的影响

Fig.3 Effects of different concentrations of DAPT on cell migration

图 4 不同浓度 DAPT 对细胞管样结构形成的影响

Fig. 4 Effects of different concentrations of DAPT on tubule-like formation structure of cells
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新生(angiogenesis)是指血管丛萌发和分支以形成复杂的血管

网络的过程 ,即从现存的血管形成新血管，并得以广泛地重

建[16-17]。新生血管的形成和生长是组织修复、胚胎发育等许多发

育问题的基本需要，它的异常与许多疾病密切相关，而血管新

生不足则可导致冠状动脉硬化等疾病的出现。已有研究表明，

Notch 受体介导的信号转导途径参与了新生血管的形成[18] ，而

近年来一系列研究表明 Notch 受体与邻近细胞的 Delta 样配体

4 共同调节了该过程[19]。DAPT 作为 Notch 信号通路的阻断剂，

能够特异性阻断 γ- 分泌酶的作用，从而阻止 Notch 信号通路

的活化[20]。
本研究主要探讨 Notch 信号通路特异性阻断剂 DAPT 对

AGEs 作用下的心肌微血管内皮细胞的影响，并确定其作用浓

度、作用时间与效应关系。实验中我们用不同浓度和不同时间

长度 DAPT 处理细胞，MTT 实验表明 DAPT 可抑制 AGEs 作

用下 CMECs 的存活，且具有浓度和时间依赖性；Transwell 迁

移实验检测结果表明 DAPT 处理细胞后，可有效阻断心肌细胞

的 Notch 信号途径，并有促进凋亡的作用；管样结构形成实验

表明随着 DAPT 浓度增高管样结构形成抑制越明显。
根据本实验研究的结果，将有助于对糖尿病中心肌微血管

病变更进一步的认识，并为临床治疗提供实验的依据，同时我

们推断 Notch 信号通路在出生后心肌存活及心肌保护中发挥

重要作用，由于本实验没有在在体动物上进一步说明这一问

题，这将是下一步实验中研究的目标。
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