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糖尿病的心血管并发症是糖尿病患者致死致残的首要原 因。据研究表明，其大多与氧化应激引起的内皮细胞损伤有

关[1]。在氧化应激的状态下，一氧化氮（NO）以及可溶性鸟苷

酸活化酶（sGC）均被氧化，导致其活性以及数量降低[2]。目前

发现一种 sGC激活剂Cinaciguat（以下简称CIN），可以不依赖

NO，又可激活氧化型以及血红素自由基脱失的 sGC，使得NO/

cGMP/PKG信号通路得以进行下去，进而产生血管扩张、抑制

细胞增殖、抗血小板聚集、抑制炎症反应等一系列生物学效

可溶性鸟苷酸环化酶激活剂Cinaciguat对高糖环境下人脐静脉
内皮细胞的保护作用Δ

李亚楠 1＊，孙 冰 2，班 博 2，张国安 3，赵 奇 1，张 梅 2 #（1.山东大学医学院，济南 250100；2.济宁医学院附属
医院内分泌科，山东 济宁 272000；3.济宁医学院病理生理学实验室，山东 济宁 272000）

中图分类号 R965 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2016）07-0886-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2016.07.07

摘 要 目的：研究可溶性鸟苷酸环化酶激活剂Cinaciguat（以下简称CIN）对高糖环境下人脐静脉内皮细胞（HUVECs）的保护作

用。方法：以33.3 mmol/L的葡萄糖作用于HUVECs细胞复制氧化应激损伤模型。将HUVECs细胞分为正常组、高糖组和高糖+

CIN 0.01、0.1、1、10 µmol/L组，采用MTT法检测细胞活力，计算细胞存活率；另将HUVECs细胞分为正常组、正常+CIN 1 µmol/L

组、高糖组、高糖+CIN 1 µmol/L 组，采用硫代巴比妥酯法、黄嘌呤氧化酶法检测细胞中丙二醛（MDA）含量和超氧化物歧化酶

（SOD）活性，采用实时荧光定量聚合酶链反应法检测细胞中细胞间黏附分子1（ICAM-1）、血管细胞黏附分子1（VCAM-1）mRNA

的表达。结果：与正常组比较，高糖组细胞存活率降低（P＜0.05）；与高糖组比较，高糖+CIN 0.01、0.1、1、10 µmol/L组细胞存活率

升高（P＜0.05），且呈浓度依赖性，但高糖+CIN 1 µmol/L组与高糖+CIN 10 µmol/L组间细胞存活率差异无统计学意义（P＞0.05）。

与正常组比较，高糖组细胞中 MDA 含量增加、SOD 活性降低、ICAM-1和 VCAM-1 mRNA 表达增强（P＜0.05），但正常+CIN 1

µmol/L 组细胞上述指标无明显变化（P＞0.05）；与高糖组比较，高糖组+CIN 1 µmol/L 组细胞中 MDA 含量降低、SOD 活性增强、

ICAM-1和VCAM-1 mRNA表达减弱（P＜0.05）。结论：CIN对体外高糖诱导的HUVECs细胞损伤具有保护作用，其机制可能与抑

制氧化应激和炎症反应有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the protective effects of soluble ornithine cyclase activator cinaciguat（called CIN for short）

on human umbilical vein endothelial cells（HUVECs）under the condition of high glucose. METHODS：HUVECs were treated

with glucose 33.3 mmol/L to induce oxidative stress injury model. HUVECs were divided into normal group，high glucose group

and high glucose+CIN 0.01，0.1，1 and 10 µmol/L groups. The cell viability was detected by MTT assay，and the survival rate of

cells was callulated. Besides，HUVECs were divided into normal group，normal+CIN 1 µmol/L group，high glucose group，high

glucose + CIN 1 µmol/L group. MDA content and SOD activity were determined by TBA method and xanthine oxidase method；

mRNA expression of ICAM-1 and VCAM-1 were determined by RT-PCR. RESULTS：Compared with normal group，survival rate

decreased in high glucose group（P＜0.05）；compared with high glucose group，that increased in high glucose+CIN 0.01，0.1，1

and 10 µmol/L groups，in concentration-dependent manner；there was no statistical significance in survival rate between high glu-

cose+CIN 1 µmol/L group and high glucose+CIN 10 µmol/L group（P＞0.05）. Compared with normal group，MDA content and

mRNA expression of ICAM-1 and VCAM-1 increased in high glucose group，while SOD activity decreased（P＜0.05）；above indi-

cators had no significant change in normal+CIN 1 µmol/L group（P＞0.05）. Compared with high glucose group，MDA content and

mRNA expression of ICAM-1 and VCAM-1 decreased in high glucose+CIN 1 µmol/L group，while SOD activity increased（P＜

0.05）. CONCLUSIONS：CIN can protect high glucose-induced HUVECs injury in vitro. The mechanism may be associated with in-

hibition of oxidative stress and inflammatory response.
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应，从而达到保护血管内皮细胞的目的[3]。过去的研究主要着

重于CIN对于急性失代偿性心力衰竭（ADHF）的治疗[4]，在糖尿

病心血管并发症方面研究较少。本研究通过对CIN抗氧化以

及抗炎方面的研究，初步探讨其保护血管内皮细胞损伤的作

用机制，针对其在血管损伤性疾病中的作用进行研究，为寻求

糖尿病心血管并发症新的治疗药物提供思路和方向。

1 材料
1.1 仪器

722N型紫外分光光度仪（上海精密科学仪器有限公司）；

MK3型酶标仪（美国赛默飞世尔科技公司）；Line-Gene9600型

荧光定量聚合酶链反应（PCR）仪（杭州博日科技有限公司）。

1.2 药品与试剂

CIN[美国Apexbio Houston公司，批号：1，纯度：98％，溶于

二甲基亚砜（DMSO）]；胎牛血清、DMEM培养基、0.25％胰蛋

白酶乙二胺四乙酸（EDTA）（美国 Gibco 公司）；MTT 试剂盒

（碧云天生物技术有限公司）；逆转录以及PCR试剂盒（天根生

化科技有限公司）；细胞间黏附分子 1（ICAM-1）、血管细胞黏

附分子1（VCAM-1）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）引物（上

海生工生物工程有限公司合成）；丙二醛（MDA）、超氧化物歧

化酶（SOD）试剂盒（南京建成生物工程研究所）。

1.3 细胞

人脐静脉内皮细胞（HUVECs）株购自江苏齐氏生物科技

有限公司。

2 方法
2.1 模型建立与分组

HUVECs细胞用含10％胎牛血清的2 mmol/L L-谷氨酰胺

的DMEM低糖培养基，于37 ℃、5％CO2的细胞培养箱中常规

传代培养，取对数生长期的HUVECs细胞，以4×104/孔种于96

孔板，分为正常组、高糖组和高糖+CIN 0.01、0.1、1、10 µmol/L

组；以 1×106/孔种于 6孔板，分为正常组、正常+CIN 1 µmol/L

组、高糖组、高糖+CIN 1 µmol/L组。正常培养的HUVECs细

胞种板 10 h后按以上分组加入相应浓度的CIN预处理 2 h，再

用33.3 mmol/L的高糖干预48 h。

2.2 细胞存活率的检测

经处理细胞在96孔培养板中培养48 h后，每孔加入1 g/L

MTT液100 µl，继续培养4 h，弃上清，加入DMSO 100 µl，振荡

10 min，用酶标仪于570 nm波长处测定光密度（OD）。细胞存

活率（％）＝[（受试组OD值－正常组OD值）/正常组 OD 值]×

100％[5]。试验重复6次。

2.3 细胞中MDA含量、SOD活性的检测

经处理细胞在6孔培养板中培养48 h后，收集培养的上清

液，分别采用硫代巴比妥酸（TBA）法、黄嘌呤氧化酶法按照试

剂盒说明书操作，检测各组细胞中SOD活性、MDA含量[5]。

2.4 细胞中 ICAM-1、VCAM-1 mRNA表达的检测

经处理细胞在6孔培养板中培养48 h后，离心提取细胞总

RNA，之后进行常规逆转录和PCR检测，引物序列为 ICAM-1

上 游 ：5′-ACGGGTGGAACTGGCACCCCTC-3′，下 游 ：5′-

CAAACAGCTCCAGCCCTTGGGGCC-3′（260 bp）；VCAM-1

上游：5′-GTTGAAGGATGCGGGAGT-3′，下游：5′-GCAGG-

TATTATTAAGGAGG-3′（159 bp）；GAPDH 上游：5′-GGAGC-

GAGATCCCTCCAAAAT-3′，下游：5′-GGCTGTTGTCATAC-

TTCTCATGG-3′（200 bp）。试验结束后，以 GAPDH 为内参，

数据分析采用 2－Δ（Δct）法，其中 ct为循环阈值数，Δct＝ct（目的基

因）－ct（GAPDH），ΔΔct＝ct（受试组）－ct（正常组）[5]。

2.5 统计学方法

所有数据采用x±s表示，统计学处理采用统计软件SPSS

17.0处理。多组均数比较之前先进行方差齐性检验：当方差齐

时，采用SNK-q检验；当方差不齐时，采用Dunnett-t检验。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 不同浓度CIN对高糖环境下HUVECs增殖的影响

与正常组比较，高糖组细胞存活率降低（P＜0.05）；与高糖

组比较，高糖+CIN 0.01、0.1、1、10 µmol/L 组细胞存活率升高

（P＜0.05），且呈浓度依赖性。但高糖+CIN 1 µmol/L 组与高

糖+CIN 10 µmol/L 组间细胞存活率差异无统计学意义（P＞

0.05），故后续选用CIN 1 µmo/L作为试验浓度。各组细胞存

活率的测定结果见图1。

3.2 CIN对高糖环境下生成MDA、SOD的影响

与正常组比较，高糖组细胞中MDA含量增加、SOD活性

降低（P＜0.05），但正常+CIN 1 µmol/L组细胞上述指标无明显

变化（P＞0.05）。与高糖组比较，高糖组+CIN 1 µmol/L组细胞

中 MDA 含量降低、SOD 活性增强（P＜0.05）。各组细胞中

MDA含量和SOD活性的测定结果见图2。

3.3 CIN对高糖环境下ICAM-1、VCAM-1 mRNA表达的影响

与正常组比较，高糖组细胞中 ICAM-1和VCAM-1 mRNA

表达增强（P＜0.05），但正常+CIN 1 µmol/L组细胞上述指标无

明显变化（P＞0.05）。与高糖组比较，高糖组+CIN 1 µmol/L组

细胞中 ICAM-1和VCAM-1 mRNA表达减弱（P＜0.05）。各组

图1 各组细胞存活率的检测结果
注：与正常组比较，＊P＜0.05；与高糖组比较，#P＜0.05；与高糖+CIN

0.01 µmol/L组比较，▲P＜0.05；与高糖+CIN 0.1 µmol/L组比较，■P＜

0.05

Fig 1 Results of survival rate among those groups
Note：vs. normal group，＊ P＜0.05；vs. high glucose group，#P＜0.05；

vs. high glucose+CIN 0.01 µmol/L group，▲P＜0.05；vs. high glucose+

CIN 0.1 µmol/L group，■P＜0.05
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细胞中 ICAM-1、VCAM-1 mRNA表达的测定结果见图3。

4 讨论
本研究主要着重于CIN对高糖状态下HUVECs细胞损伤

的保护作用。此次研究证明了CIN可通过抑制MDA、黏附分

子的生成以及增加SOD的活性来保护血管内皮细胞。这些结

果表明，CIN作为一个保护高糖诱导的内皮损伤的药物，具有

潜在的临床应用价值。笔者先前通过MTT试验证明CIN浓度

为 0.01～10 µmol/L之间对正常的HUVECs无毒性作用，这与

文献报道 [6]一致，并且发现以 33.3 mmol/L 葡萄糖孵育 HU-

VECs 细胞 48 h为最适合的建模浓度和时间。本研究结果表

明，高糖组细胞存活率较正常组明显降低，而经不同浓度CIN

处理后，细胞存活率均较高糖组明显升高，这提示CIN可增加

高糖损伤的 HUVECs 细胞的活力，拮抗高糖引起的 HUVECs

细胞损伤。

动脉粥样硬化早期血管内皮功能紊乱的表现之一，就是

氧自由基（ROS）的生成增多、清除减少[7]。MDA是机体产生

氧自由基、引发脂质过氧化而形成的脂质过氧化物，可间接反

映细胞损伤程度。SOD是存在于体内的极重要的抗氧化酶，

通过催化氧自由基转化为 H2O和O2达到消除自由基的目的，

是一种重要的氧自由基清除剂[8]。本试验中高糖培养的HU-

VECs 细胞上清液中 SOD 活性明显降低和 MDA 含量明显增

加，表明高糖可诱导HUVECs细胞脂质过氧化反应增强，抗氧

化能力下降。而经CIN处理后，MDA含量明显减少、SOD活

性明显增强，这与文献报道 [9-10]一致。由此推测，CIN 可抑制

ROS的生成，具体情况还需要进一步的验证。

动脉粥样硬化早期血管内皮功能紊乱的另一表现就是黏

附因子的诱导与表达导致内皮细胞表面的异常高黏附性，单

独或联合其他机制一起促使单核白细胞的聚集[11-12]。有研究

表明，高糖环境、炎性细胞因子、氧化应激、内毒素等多种刺激

因素可激活内皮细胞，启动细胞内NF-κB信号通路，使黏附分

子表达增加，参与内皮细胞损伤的过程[13]。本研究结果证实，

高糖可增强 ICAM-1、VCAM-1 mRNA的表达，而CIN处理后，

两者表达显著降低。由此推测，CIN可抑制NF-κB的信号途

径，具体情况有待进一步验证。

CIN作为心力衰竭的药物试验已经进行到Ⅱ期临床试验，

研究发现其对心力衰竭患者有良好的心血管改善功能[14]。本

次研究发现，CIN可以逆转被高糖抑制的HUVECs细胞活性，

逆转高糖引起的MDA含量的增加以及SOD活性的降低，并可

有效拮抗高糖诱导的 VCAM-1与 ICAM-1 mRNA 表达的增

强。这提示CIN可逆转高糖诱导的内皮损伤，推测作用机制

与其抑制ROS的生成以及抑制NF-κB信号途径有关，由此可

以为糖尿病大血管并发症提供新的治疗理论依据和新的靶

点。然而，高血糖引起的血管内皮损伤机制错综复杂，本研究

只是从氧化应激以及炎症损伤方面进行了研究，且所测的指

标偏少，故此结论有待进一步验证。
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图3 各组细胞中 ICAM-1、VCAM-1 mRNA表达的检测结果
注：与正常组比较，＊P＜0.05；与高糖组比较，#P＜0.05

Fig 3 Results of mRNA expression of ICAM-1 and VCAM-1

among those groups
Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. high glucose group，#P＜0.05
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