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摘 要 目的：研究山药蛋白（DOT）防治糖尿病性勃起功能障碍（DIED）的潜在作用机制。方法：采用高糖高脂饲料+腹腔注射链

脲佐菌素（40 mg/kg）的方法复制 DIED 大鼠模型。实验设置正常对照组（生理盐水），模型组（生理盐水），DOT 低、中、高剂量组

（0.3、0.6、0.9 mg/kg）和西地那非组（阳性对照，4.4 mg/kg），每组9只大鼠。在糖尿病模型已建立成功、开始诱导DIED发生的阶段，

各组大鼠开始灌胃相应溶液，每天1次，连续11周。测定大鼠体质量、空腹血糖（FPG）值、勃起次数、勃起率、空腹胰岛素（FINS）、

胰岛素抵抗指数（IR）以及阴茎海绵体组织中内皮型一氧化氮合酶（eNOS）、环磷酸鸟苷（cGMP）含量，以评价DOT对DIED模型大

鼠的干预作用。选择 30 mmol/L葡萄糖诱导 48 h 建立高糖损伤小鼠海绵体内皮细胞（MCECs）模型，并给予 125、250、500 μg/mL

DOT进行干预，然后检测细胞活力，以评价DOT对高糖损伤MCECs的影响。继而采用转录组测序技术分别筛选正常MCECs与

高糖损伤MCECs、高糖损伤MCECs与250 μg/mL DOT处理的MCECs中的差异表达基因，对差异表达基因进行基因本体（GO）功

能富集分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析；分析两组细胞间共同的差异表达基因，并选择6个关键基因在

mRNA水平上进行验证。结果：不同剂量DOT对DIED模型大鼠体质量降低、FINS和 IR升高、勃起次数减少、勃起率降低以及阴

茎海绵体组织中 eNOS、cGMP含量降低均有不同程度的逆转作用，其中高剂量DOT作用后DIED模型大鼠的上述指标变化均被

显著逆转（P＜0.05或P＜0.01）。125、250、500 μg/mL DOT均可显著提高高糖损伤MCECs的活力（P＜0.05或P＜0.01）。转录组

测序结果表明，与正常MCECs比较，高糖损伤MCECs中共有48个差异表达基因；与高糖损伤MCECs比较，DOT处理的MCECs

中共有779个差异表达基因；两组差异表达基因在生物学过程注释中均以细胞过程为主、在细胞组分注释中均以细胞部分为主、

在分子功能注释中均以绑定分子功能为主，并主要富集在细胞外基质受体相互作用通路、错配修复通路、磷脂酰肌醇3激酶-蛋白

激酶B（PI3K-Akt）信号通路等。在两组差异表达基因中，共得到Aldh1a1、Abcc5、Tac1等13个共同的差异表达基因，DOT均可显

著回调高糖损伤 MCECs 中上述共同差异表达基因的表达。经验证，DOT 可以显著逆转高糖损伤 MCECs 中关键基因 TGF-β3、

Txnip、Aldh1a1、Loxl1、Mt1、Mt2的mRNA表达。结论：DOT对DIED模型大鼠的症状具有改善作用；其作用机制可能与抑制纤维

化、降低氧化应激等生物学途径，从而改善海绵体内皮功能有关。
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Science Research，Changchun University of Chinese Medicine，Changchun 130117，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the potential mechanism of yam protein （DOT） in the prevention and treatment of

diabetes-induced erectile dysfunction （DIED）. METHODS：DIED model was induced by high-glucose and high-fat diet and

intraperitoneal injection of streptozotocin（40 mg/kg）. The experiment was set up in the normal control group（normal saline），

model group （normal saline），DOT low-dose，medium-dose and high-dose groups （0.3，0.6，0.9 mg/kg），sildenafil group

（positive control，4.4 mg/kg），with 9 rats in each group. In the stage of successful establishment of diabetes model and initiation of

inducing DIED，rats in each group were given relevant solution intragastrically，once a day，for consecutive 11 weeks. Body

weight，fasting plasma glucose（FPG），the times and rate of penile erection，fasting insulin（FINS），insulin resistance index

（IR），the contents of endothelial nitric oxide synthase（eNOS）and cyclic guanosine monophosphate（cGMP）in penile cavernous

tissue were determined so as to evaluate the intervention effects of DOT on DIED model rats. High-glucose damaged mice

cavernous endothelial cells（MCECs）model was induced by 30 mmol/L glucose for 48 h，and then give DOT 125，250，500 μg/mL.

The cell viability was detected so as to evaluate the effects of

DOT on high-glucose damaged MCECs model. RNA-Seq

technology was adopted to screen the differentially expressed

genes between normal MCECs and high-glucose damaged

MCECs，high-glucose damaged MCECs and MCECs treated
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糖尿病性勃起功能障碍（diabetic erectile dysfunc-

tion，DIED）是糖尿病的常见并发症，发病率高达50％～

75％，严重影响了患者的生活质量[1－3]。高血糖引起的

机体氧化应激、纤维化是致使内皮功能障碍，进而诱发

DIED的重要原因[4]。然而，由于内皮功能障碍患者的内

源性一氧化氮（NO）生成率较低，致使治疗勃起功能障

碍的“黄金药物”——5型磷酸二酯酶抑制剂对DIED的

疗效较差[5－7]。因此，研发可有效防治DIED的新型药物

具有重要意义。

山药是薯蓣科植物薯蓣 Dioscorea opposita Thunb.

的根茎，入肾经，是《金匮要略》《圣济总录》等医学经典

著作中治疗阳痿、消渴等病症的临床常用药[8－10]。本课

题组前期研究发现，山药总蛋白能够通过改善肾阳虚模

型大鼠睾丸组织纤维化和氧化应激，发挥治疗肾阳虚型

勃起功能障碍的作用[11]。然而，目前关于山药蛋白防治

DIED、改善内皮功能的研究几近空白，且发挥作用的有

效物质基础尚不明确。在以往的研究中，多数是以人脐

静脉内皮细胞作为研究高糖所致内皮功能损伤的体外

模型，但其并不能准确地模拟海绵体内皮细胞的微血管

环境。因此，本研究以从山药总蛋白中分离、纯化得到

的高纯度山药蛋白——DOT为研究对象，通过建立大鼠

DIED 模型，考察 DOT 对模型大鼠的干预作用，以及

DOT 对模型大鼠内皮功能的影响；在此基础上，采用

Matrigel 3D 技术分离、培养小鼠海绵体内皮细胞

（MCECs），然后利用高糖诱导致MCECs损伤，在体外模

拟糖尿病诱导的内皮功能障碍模型，探讨DOT对高糖损

伤 MCECs 的恢复作用；然后，进一步采用转录组测序

（RNA-Seq）技术，从分子水平分析DOT对内皮功能的保

护作用机制，从改善内皮功能角度为DOT防治DIED的

新治疗靶点研究提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

AL204 型电子天平、FE20 型 pH 计均购自德国

Mettler-Toledo公司；Mini Protean型蛋白电泳仪、CFX型

实时荧光定量聚合酶链式反应（qPCR）仪购自美国Bio-

Rad 公司；iBrightTMFL1000型凝胶成像系统、ACCU-

CHEK型血糖仪均购自上海罗氏制药有限公司；3111型

CO2细胞培养箱购自美国Thermo Fisher Scientific公司；

EVOS 型数码倒置显微镜购自美国 AMG 公司；Infnite

200 PRO 型酶标仪购自美国 Life Sciences 公司；HiSeq

2500型基因测序仪购自美国 Illumina 公司；EVOS FL

Auto型全自动荧光显微镜购自美国Life Technologies公

司；WP-UO-YJ-40型超纯水机购自四川沃特尔水处理设

备有限公司。

1.2 主要药品与试剂

DOT（批号CM202010003，纯度99.9％）由长春中医

药大学中医药大健康创新中心制备；乙二胺四乙酸

（EDTA，批号 20191221）、磷酸盐缓冲液（PBS，批号

20200428）均购自北京索莱宝科技有限公司；一氧化氮

合酶（eNOS）、环磷酸鸟苷（cGMP）、胰岛素酶联免疫吸

附检测（ELISA）试剂盒（批号均为 202104）均购自上海

优选生物科技有限公司；MCECs 完全培养基（批号

WH01112005XP）、Hank’s 平衡盐溶液（批号 WH0111-

2005XP）均购自武汉普诺赛生命科技有限公司；CCK-8

检测试剂盒（批号 I02020141G14）购自美国 Invigentech

公司；M199培养基（批号RNBJ1753）、青霉素-链霉素双

with 250 μg/mL DOT. Gene ontology（GO）function enrichment analysis and KEGG pathway enrichment analysis were performed

for differentially expressed genes. The common differentially expressed genes between 2 groups were analyzed，and mRNA

expressions of six key genes were validated. RESULTS：Different doses of DOT could reverse the reduction of body weight，the

increase of FINS and IR，the reduction of the times and rate of penile erection，the decrease of eNOS and cGMP contents in penile

cavernous tissue of DIED model rats；above indexes of DIED model rats were reversed significantly after treated with high-dose of

DOT（P＜0.05 or P＜0.01）. 125，250，500 μg/L DOT could significantly improve the activity of high-glucose damaged MCECs

（P＜0.05 or P＜0.01）. RNA-Seq technology showed that compared with normal MCECs，a total of 48 differentially expressed

genes were found in high-glucose damaged MCECs. Compared with high-glucose damaged MCECs，a total of 779 differentially

expressed genes were found in MCECs treated with DOT. The differentially expressed genes of 2 groups were mainly cellular

process in biological process annotation，cellular part in cell component annotation and binding molecular function in molecular

function annotation，which were mainly enriched in extracellular matrix receptor interaction pathway，mismatch repair pathway，

phosphatidylinositol 3 kinase-protein kinase B（PI3K-Akt） signal pathway and so on. Among differentially expressed genes of 2

groups，13 common differentially expressed genes such as Aldh1a1，Abcc5，Tac1 were found. DOT could significantly reverse the

expression of the above common differentially expressed genes in high-glucose damaged MCECs. After validation，DOT could

significantly reverse the mRNA expression of TGF-β 3，Txnip，Aldh1a1，Loxl1，Mt1 and Mt2 in high-glucose damaged MCECs.

CONCLUSIONS：DOT could improve the symptom of DIED model rats，the mechanism of which may be related to biological

pathway of inhibiting fibrosis and reducing oxidative stress，so as to improve the endothelial function of cavernous body.

KEYWORDS Yam protein； Diabetes-induced erectile dysfunction； RNA-Seq technology； Fibrosis； Oxidative stress；

Differentially expressed genes
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抗（批号 A5955）、D-葡萄糖（批号 SLCC4951）、链脲佐

菌素（STZ，批号 WXBD4533V）、阿扑吗啡（APO，批号

SLCB4167，纯度≥98.5％）均购自美国 Sigma 公司；

Matrigel基质胶（批号 0048009）购自美国Corning公司；

兔源血小板内皮细胞黏附分子 1（PECAM-1）多克隆抗

体（批号 ab263899）、大鼠结蛋白（Desmin）多克隆抗体

（批号 ab178537）均购自英国 Abcam 公司；Alexa Fluor

488标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）二抗、Alexa

Fluor 594 标记的山羊抗大鼠 IgG 二抗（批号分别为

146644、133283）均购自美国 Jackson Immuno Research

公司；总RNA提取试剂盒（批号W9113）购自天根生化

科技（北京）有限公司；RNA 逆转录试剂盒（批号

AK71647A）、TB Green® Premix Ex TaqTM 试剂盒（批号

AJG1875A）均购自日本Takara公司；其余试剂均为分析

纯或实验室常用规格，水为蒸馏水。

1.3 动物

本研究所用动物为SPF级雄性SD大鼠[鼠龄为4～

6周龄，体质量为（200±20）g]和 SPF 级 C57BL/6J 雄性

小鼠[鼠龄为 4～6周龄，体质量为（18±2）g]，均由长春

市亿斯实验动物技术有限责任公司提供，实验动物生产

许可证号为SCXK（吉）2018-0007。动物购入后饲养于

温度（23±2）℃、相对湿度（55±10）％的SPF级动物房

中。本研究动物实验方案经长春中医药大学动物研究

伦理委员会批准后实施（伦理批号为2020203）。

2 方法

2.1 DOT对DIED模型大鼠的防治作用考察

2.1.1 造模、分组与给药 将 60只SD大鼠适应性饲养

3 d 后，分为正常对照组（n＝10）和造模组（n＝50）。其

中，正常对照组大鼠饲以正常饲料，造模组大鼠饲以高

糖高脂饲料。饲养4周后，正常对照组大鼠腹腔注射柠

檬酸钠缓冲液（pH＝4.5），造模组大鼠腹腔注射40 mg/kg

STZ诱导建立糖尿病模型（建模方案是在文献[12－13]

的基础上加以适当修改后确定的）。注射前大鼠均先禁

食禁水12 h。腹腔注射7 d后，通过大鼠尾静脉取血，测

定其空腹血糖（FPG）值，以FPG＞11.1 mmol/L为糖尿病

建模成功标准[13]。取45只糖尿病造模成功的大鼠，按随

机数字表法随机分为模型组，DOT 低、中、高剂量组

（0.3、0.6、0.9 mg/kg，剂量依据前期预实验结果设置）和

西地那非组（阳性对照组，4.4 mg/kg，剂量依据文献[14]

设置），每组9只。正常对照组和模型组大鼠灌胃生理盐

水，各给药组大鼠灌胃相应药物（均以生理盐水为溶剂

溶解），灌胃体积均为2 mL，每天1次，连续11周。在实

验期间，正常对照组大鼠继续饲以正常饲料；其余各组

大鼠继续饲以高糖高脂饲料，以诱导DIED的发生。

2.1.2 指标检测 实验期间，每周记录大鼠体质量和

FPG值。末次给药后，将大鼠放置在透明笼中适应环境

20 min，然后皮下注射100 μg/mL APO，观察30 min内大

鼠阴茎的勃起次数，并计算勃起率[勃起率（％）＝某组

APO实验阳性（即阴茎有勃起）大鼠只数/同期该组大鼠

只数×100％]。随后，利用 3％戊巴比妥钠麻醉大鼠，于

腹主动脉取血；将血液在 4 ℃下静置 20 min，然后以

2 500 r/min离心10 min，收集上层血清。按胰岛素ELISA

试剂盒说明书方法测定大鼠血清中空腹胰岛素（FINS）

含量，并计算胰岛素抵抗指数（IR）：IR＝FPG×FINS/

22.5[15]。取大鼠阴茎海绵体组织，在PBS中研碎，然后以

3 000 r/min离心 5 min，取上清液，分别按对应试剂盒说

明书方法测定大鼠阴茎海绵体组织中 eNOS、cGMP

含量。

2.2 MCECs的分离、培养

MCECs的分离、培养方案是在文献[16]的基础上加

以适当修改后确定的。将 C57BL/6J 小鼠脱颈处死，分

离其阴茎海绵体组织，镜下除去尿道及神经血管束。将

干净的阴茎海绵体组织剪成1～2 mm3的小块，置于预冷

的 24孔板底，每孔中补加 200 μL含 50 ng/mL血管内皮

生长因子A（VEGF-A）的Matrigel基质胶，包被后切块；

将24孔板置于37 ℃、5％CO2培养箱中培养14 d，在显微

镜下观察，直至细胞长满孔底；然后加入Dispase酶消化

1 h，用 10 mmol/L EDTA终止消化，以 1 100 r/min离心 5

min，收集细胞沉淀，置于MCECs完全培养基中培养，取

第2～3代细胞进行后续实验。

2.3 MCECs的纯度鉴定

采用免疫荧光法进行鉴定。将 MCECs 按 2×104

mL－1的密度接种在置有载玻片的 6孔板中进行细胞爬

片，于37 ℃、5％CO2培养箱中培养2 d后，将爬有MCECs

的载玻片置于4％多聚甲醛中，室温固定15 min；加入含

5％山羊血清的 0.5％ Triton X-100 封闭 30 min；加入

PECAM-1一抗（内皮细胞标记物，稀释比例为1 ∶ 1 000）

和 Desmin 一抗（平滑肌细胞标记物，稀释比例为 1 ∶
1 000），于4 ℃孵育过夜；分别加入Alexa Fluor 488标记

的山羊抗兔 IgG二抗、Alexa Fluor 594标记的山羊抗大

鼠 IgG二抗（稀释比例均为1 ∶ 1 000），于室温孵育1 h；滴

加DAPI试剂，于室温避光染色 5 min；用含荧光淬灭剂

的封片液进行封片，使用荧光显微镜观察细胞染色情况

（MCECs 阳性染色呈绿色荧光，阴性染色呈红色荧

光）。统计阳性细胞数和细胞总数，并分析MCECs阳性

率：阳性率（％）＝阳性细胞数/细胞总数×100％。

2.4 DOT对高糖损伤MCECs活力的影响

采用CCK-8法进行检测。取第 2～3代MCECs，以

MCECs完全培养基制成密度为2×104 mL－1的细胞悬液，

然后按每孔 100 μL接种至 96孔板中，常规培养。待细

胞贴壁后，加入无血清M199培养基饥饿培养24 h，然后

将细胞分为正常对照组（MCECs 完全培养基）、高糖组
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（30 mmol/L D-葡萄糖）和 DOT 低、中、高浓度组（30

mmol/L D-葡萄糖+125、250、500 μg/mL DOT，浓度根据

预实验结果设置），每组设置5个复孔；并设置空白组（不

加细胞）。各组细胞加药或MCECs完全培养基常规培

养48 h后，在各孔中分别加入10 μL CCK-8试剂，于室温

孵育 1 h，然后用酶标仪在 450 nm波长处测定各孔的光

密度（OD）值，并计算细胞活力：细胞活力（％）＝（实验

组OD值－空白组OD值）/（正常对照组OD值－空白组

OD值）×100％。实验重复3次。

2.5 MCECs中总RNA提取及cDNA文库构建

取第2～3代MCECs，以MCECs完全培养基制成密

度为2×104 mL－1的细胞悬液，然后按每孔2 mL接种至6

孔板中，常规培养24 h。弃去原培养基，每孔中加入2 mL

无血清M199培养基饥饿培养 24 h，随后将细胞分为正

常对照组（MCECs 完全培养基）、高糖组（30 mmol/L

D-葡萄糖）、DOT 组（30 mmol/L D-葡萄糖+250 μg/mL

DOT，DOT浓度依据细胞活力实验结果设置），每组设置

3个复孔。各组细胞加药或MCECs完全培养基常规培

养48 h后，收集细胞，按照总RNA提取试剂盒说明书方

法提取细胞中总RNA。用带有Oligo（dT）的磁珠富集真

核生物的 mRNA，以片段化的 mRNA 为模板合成双链

cDNA，并通过PCR实验富集得到各组MCECs的 cDNA

文库（cDNA文库的构建委托诺禾致源生物科技有限公

司完成）。使用基因测序仪对建好的文库进行测序，对

测序得到的原始数据（raw data）进行过滤，去除带接头

（adapter）和低质量读段（reads）的数据，得到待分析数据

（clean reads），并统计测序质量值大于20、30的碱基占总

体碱基的百分比。

2.6 MCECs差异表达基因筛选及功能富集分析

使用HISAT v2.0.4软件将 clean reads比对到小鼠参

考基因组，使用RSEM v1.2.12软件计算基因和转录本表

达水平。采用possion Dis算法进行差异表达基因检测，

以差异倍数|fold change（FC）|≥1.2且P≤0.001为标准，

分别筛选正常对照组与高糖组、高糖组与 DOT 组

MCECs的差异表达基因，利用R语言包中的 ggplot2包

绘制差异基因火山图。通过Cluster Profiler R 4.0.2软件

中的phyper函数实现差异表达基因的基因本体（GO）功

能富集分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路

富集分析，以错误发现率（FDR）≤0.01为显著富集 [17]。

在得到的两组差异表达基因及显著富集通路中，筛选出

DOT 作用后能够显著逆转的基因及信号通路，以探讨

DOT的可能作用靶点及通路。

2.7 关键基因的表达情况验证

采用 qPCR 法对与纤维化、氧化应激相关的 6个关

键基因（TGF-β 3、Txnip、Aldh1a1、Loxl1、Mt1、Mt2）在

mRNA 水平上进行验证。取“2.6”项下总 RNA，按照

RNA 逆转录试剂盒方法将总 RNA 反转录合成 cDNA。

以 cDNA 为模板，按照 TB Green® Premix Ex TaqTM试剂

盒方法进行PCR扩增（引物序列及扩增产物大小如表1

所示）。PCR 反应条件为：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性

5 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 15 s，共 40个循环。反应

体系（共25 μL）为：SYBR 12.5 μL，DEPC 8 μL，cDNA模

版 2.5 μL，上、下游引物各 1 μL。以GAPDH为内参，采

用2－ΔΔCt法计算各基因的表达水平（式中，Ct表示每个反

应管内荧光信号强度达到设定阈值时所经历的循环次

数）。实验重复3次。

表1 引物序列及扩增产物大小

Tab 1 qPCR primer sequences and amplified product

size

基因名称

TGF-β3

Txnip

Aldh1a1

Loxl1

Mt1

Mt2

GAPDH

正向引物（5′→3′）

GCAAGAATCTGCCCACAAGG

AGACCTAAACATCCCAGATACCC

GGTTGTCAAGCCAGCAGAGCA

CACCACCTATCGCCAGCCATCC

CTCAATGGTGTGTATATCC

CCGATGGATCCTGCTCCT

TGTTTCCTCGTCCCGTAG

反向引物（5′→3′）

GATGCTGATTTCCAGACCCAAGT

GTCCACATCGTCCAGCAGAG

TGTTTACCACGCCAGGAGGA

CCTCCTCCACCTCCGTAGTCCTCGT

CCGATGTTCTAATGCC

GCAGCAGCTTTTCTTGCAG

CAATCTCCACTTTGCCAC

扩增产物
大小，bp

113

109

92

234

83

77

106

2.8 统计学方法

使用 GraphPad Prism v 6.0软件进行统计分析。计

量资料以 x±s 表示，组间比较采用单因素方差分析和

Tukey-Kramer检验。检验水准α＝0.05。

3 结果
3.1 DOT对DIED模型大鼠的防治作用考察结果

3.1.1 体质量、FPG值、FINS和 IR测定结果 造模前和

灌胃前，各组大鼠的体质量、FPG值差异均无统计学意

义（P＞0.05）。灌胃结束后，与正常对照组比较，模型组

大鼠的体质量显著减少（P＜0.01），FPG 值、FINS 和 IR

均显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，DOT低剂量组

大鼠的 FINS 显著降低（P＜0.01）；DOT 中、高剂量组和

西地那非组大鼠的体质量均显著增加（P＜0.01）；DOT

中、高剂量组大鼠的FINS、IR均显著降低（P＜0.01）。各

组大鼠的体质量、FPG值、FINS和 IR测定结果见表2。

3.1.2 勃起情况及阴茎海绵体组织中eNOS、cGMP含量

测定结果 与正常对照组比较，模型组大鼠勃起次数显

著减少（P＜0.01），勃起率和阴茎海绵体组织中 eNOS、

cGMP含量均显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，DOT

中剂量组大鼠勃起率和阴茎海绵体组织中eNOS含量均

显著升高（P＜0.05或P＜0.01）；DOT高剂量组大鼠勃起

次数显著增加（P＜0.01），勃起率和阴茎海绵体组织中

eNOS、cGMP 含量均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）；西

地那非组大鼠勃起次数显著增加（P＜0.05），勃起率和

阴茎海绵体组织中 cGMP 含量均显著升高（P＜0.01）。

各组大鼠勃起情况和阴茎海绵体组织中eNOS、cGMP含

量测定结果见表3。

3.2 MCECs的纯度测定结果

荧光显微镜下可见，细胞核呈现出蓝色卵石状的
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表 3 各组大鼠勃起情况及阴茎海绵体组织中 eNOS、

cGMP含量测定结果（x±±s，n＝9）

Tab 3 Erectile status and the contents of eNOS and

cGMP in the penile cavernous tissue of rats in

each group（x±±s，n＝9）

组别

正常对照组
模型组
DOT低剂量组
DOT中剂量组
DOT高剂量组
西地那非组

勃起情况
勃起次数

2.33±0.82

0.25±0.43＊＊

0.63±0.99

1.00±1.15

1.67±1.05##

1.25±0.83#

勃起率，％
96.30±5.24

11.11±9.07＊＊

25.93±5.24

44.44±9.07##

59.26±5.24##

66.67±9.07##

eNOS，μmol/L

15.67±1.25

6.00±0.82＊＊

7.33±0.94

11.50±0.50#

13.00±0.82#

8.67±1.25

cGMP，nmol/L

17.56±1.21

12.31±0.88＊＊

13.35±1.02

14.26±0.77

16.11±0.70#

17.17±1.12##

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

椭圆形轮廓，绝大多数细胞呈PECAM-1染色阳性。经

分析，MCECs 的阳性率在 90％以上，说明细胞纯度较

高，可用于后续实验。MCECs 的免疫荧光染色图见

图 1。

3.3 DOT对高糖损伤MCECs活力的影响考察结果

与正常对照组比较，高糖组MCECs的活力显著降

低（P＜0.01）；与高糖组比较，DOT 低、中、高浓度组

MCECs 的活力均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01），其中

以DOT低浓度组MCECs的活力最高。各组MCECs的

活力测定结果见图2。

3.4 MCECs的cDNA文库测序数据评估结果

从正常对照组、高糖组和DOT组MCECs中分别得

到 1.52×108、1.46×108、1.51×108个 clean reads，对应的总

大小（clean reads的个数×长度）分别为 7.6 205、7.3 052、

7.5 404 Gb。各组 clean reads 中，测序质量值大于 20的

碱基在所有碱基中的比例≥98％，质量值大于 30 的碱

基在所有碱基中的比例≥94％，GC碱基对的含有量在

各样本中基本保持不变。利用 HISAT v2.0.4软件比对

小鼠参考基因组发现，各组 clean reads比对到基因组中

的比率在 95.52％～96.25％范围内。以上结果说明，本

研究测序质量较好，测序数据符合后续分析要求[18]。

3.5 MCECs的差异表达基因筛选及功能富集分析结果

3.5.1 差异表达基因筛选结果 与正常对照组比较，高

糖组MCECs中共有48个差异表达基因，其中34个基因

表达上调、14个基因表达下调；与高糖组比较，DOT组

MCECs中共有779个差异表达基因，其中336个基因表

达上调、443个基因表达下调。差异表达基因筛选的火

山图见图3。

表2 各组大鼠的体质量、FPG值、FINS和 IR测定结果（x±±s，n＝9）

Tab 2 Body weight，FPG，FINS and IR of rats in each group（x±±s，n＝9）

组别

正常对照组
模型组
DOT低剂量组
DOT中剂量组
DOT高剂量组
西地那非组

体质量，g

造模前
191.2±3.9

190.8±6.7

192.3±5.4

190.7±5.2

190.9±5.9

192.3±5.2

灌胃前
339.7±21.7

345.9±25.4

354.8±16.9

341.7±19.5

349.0±25.7

341.6±22.6

灌胃结束后
486.2±15.3

379.3±37.5＊＊

396.0±20.5

414.7±16.8##

439.7±17.2##

419.4±17.3##

FPG值，mmol/L

造模前
5.1±0.5

5.2±0.5

5.0±0.5

5.2±0.5

5.3±0.4

4.9±0.6

灌胃前
5.0±0.6

18.9±4.9

19.3±2.9

18.1±2.8

19.2±5.5

18.8±2.8

灌胃结束后
5.1±0.4

19.9±5.2＊＊

21.0±1.9

19.1±1.6

16.3±3.4

19.6±3.7

FINS，μIU/mL

12.55±0.06

21.73±0.03＊＊

20.43±0.03##

19.48±0.03##

17.63±0.03##

21.71±0.05

IR

1.03±0.08

2.93±0.25＊＊

2.95±0.11

2.81±0.10##

2.53±0.19##

2.92±0.19

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜0.01

注：图中箭头所指为阳性染色的位置

Note：arrow in the figure indicates the position of positive staining

图1 MCECs的免疫荧光染色图（×100）

Fig 1 Immunofluorescence staining diagram of MCECs

（×100）

A. PECAM-1+DAPI B. Desmin+DAPI

C. Merge（叠加）

注：与正常对照组比较，＊＊P＜0.01；与高糖组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊＊P＜0.01；vs. high-glucose group，
#P＜0.05，##P＜0.01

图2 各组MCECs的活力测定结果

Fig 2 Cell viability of MCECs in each group

125

100

75

50

25

0

正常对
照组

细
胞

活
力

，％

高糖组 DOT低浓
度组

DOT中浓
度组

DOT高浓
度组

＊＊

#

##
##

··2863



China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 23 中国药房 2021年第32卷第23期

3.5.2 GO功能富集分析结果 通过对正常对照组与高

糖组MCECs中48个差异表达基因进行GO功能富集分

析，共得到47条GO功能注释，其中53.19％（25条）的注

释为生物学过程、29.79％（14条）的注释为细胞组分、

17.02％（8条）的注释为分子功能。通过对高糖组与

DOT组MCECs中 779个差异表达基因进行GO功能富

集分析，共得到57条GO功能注释，其中49.12％（28条）

的注释为生物学过程、31.58％（18条）的注释为细胞组

分、19.30％（11条）的注释为分子功能。两组差异表达

基因在生物学过程注释中均以细胞过程（cellular pro-

cess）为主，在细胞组分注释中均以细胞部分（cell part）

为主，在分子功能注释中均以绑定分子功能（binding）为

主。差异表达基因的GO功能富集分析结果见图4。

3.5.3 KEGG 通路富集分析结果 通过对正常对照组

与高糖组MCECs中差异表达基因进行KEGG通路富集

分析发现，48个差异表达基因可以映射到102条不同的

生物途径。其中，显著富集的途径有8条，包括蛋白质消

化吸收（protein digestion and absorption）、甘油脂类新陈

代谢（glycerolipid metabolism）、甲状腺激素合成（thy-

roid hormone synthesis）等。通过对高糖组与 DOT 组

MCECs 中差异表达基因进行 KEGG 通路富集分析发

现，779个差异表达基因可以映射到 308条不同的生物

途径。其中，显著富集的途径有84条，包括黏着斑通路

（focal adhesion）、细 胞 外 基 质 受 体 相 互 作 用 通 路

（ECM-receptor interaction）、癌症通路（pathways in can-

cer）等。MCECs差异表达基因的KEGG通路富集分析

结果见图5。

3.5.4 DOT对高糖损伤MCECs的多靶点调控分析结果

从正常对照组与高糖组、高糖组与DOT组MCECs中

共筛选得到Aldh1a1、Abcc5、Tac1等 13个共同的差异表

达基因。这些差异表达基因产生的调控作用涉及细胞

增殖、细胞迁移、氧化还原、应激反应、代谢等生物过程，

图3 MCECs差异表达基因筛选的火山图

Fig 3 Volcano diagram of differentially expressed

genes of MCECs
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图4 MCECs差异表达基因的GO功能富集分析结果

Fig 4 Enrichment analysis result for GO function of

differentially expressed genes of MCECs

A.正常对照组与高糖组

B.高糖组与DOT组
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并涉及细胞外基质受体相互作用通路、肌动蛋白细胞骨

架调控通路（regulation of actin cytoskeleton）、错配修复

通路（mismatch repair）、磷脂酰肌醇 3激酶-蛋白激酶 B

（PI3K-Akt）信号通路等4条显著富集通路。与模型组比

较，DOT组MCECs中上述差异表达基因的表达均被显

著回调，结果见表4。

3.6 MCECs差异表达基因的验证结果

与正常对照组比较 ，高糖组 MCECs 中 Txnip、

Aldh1a1、Loxl1、TGF-β3等基因的 mRNA 表达均显著上

调（P＜0.05或P＜0.01），Mt1、Mt2等基因的mRNA表达

均显著下调（P＜0.05或 P＜0.01）；与高糖组比较，DOT

组MCECs中上述基因的mRNA表达均被显著逆转（P＜

0.01）。该验证结果与 RNA-Seq 分析结果一致，说明测

序结果真实可信。DOT对高糖损伤MCECs中6个关键

基因mRNA表达的验证结果见表5。

表5 DOT对高糖损伤MCECs中6个关键基因mRNA

表达的验证结果（x±±s，n＝3）

Tab 5 Verification result for mRNA expression of 6

key genes in high-glucose damaged MCECs

（x±±s，n＝3）

组别
正常对照组
高糖组
DOT组

Txnip

1.00±0.02

4.54±0.44＊＊

2.51±0.39##

Aldh1a1

1.00±0.02

2.56±0.17＊＊

0.81±0.16##

Loxl1

1.00±0.02

3.18±0.25＊＊

1.11±0.40##

Mt1

1.00±0.02

0.12±0.13＊＊

1.72±0.23##

Mt2

1.00±0.02

0.24±0.16＊

2.59±0.38##

TGF-β3

1.00±0.02

2.00±0.42＊

0.62±0.18##

注：与正常对照组比较，＊P＜0.5，＊＊P＜0.01；与高糖组比较，##P＜

0.01

Note：vs. normal control group，＊P＜0.5，＊＊P＜0.01；vs. high-glu-

cose group，##P＜0.01

4 讨论
随着糖尿病病程的延长，糖尿病患者的勃起功能进

行性下降，造成阴茎组织出现严重病理损伤，而高血糖

引发的内皮功能障碍是诱发、加重糖尿病患者DIED的

关键因素[18]。因此，发现可有效改善内皮功能障碍的活

性物质已成为防治DIED的重中之重。为了解决上述问

题，本研究首先建立糖尿病大鼠模型，并饲以高糖高脂

饲料来诱发DIED，初步探究DOT对DIED的防治作用，

并选择临床治疗勃起功能障碍的一线药物西地那非作

为阳性对照药物。

体质量减轻、血糖和 IR升高、勃起功能异常是DIED

的主要表现。控制血糖是DIED的治疗手段之一，可防

止高血糖对血管功能的进一步损害；IR升高可致使胰岛

素不能发挥其生物学效应，使机体靶组织器官对葡萄糖

的摄取和利用能力降低，从而导致内皮功能障碍[19－20]。

本研究结果显示，与模型组比较，DOT各剂量组大鼠的

体质量、勃起率均不同程度地升高，IR均不同程度地降

低。这提示，DOT对DIED模型大鼠的症状具有一定的

图 5 MCECs 差异表达基因的 KEGG 通路富集分析

结果

Fig 5 Enrichment analysis result for KEGG pathway

of differentially expressed genes of MCECs

A.正常对照组与高糖组

B.高糖组与DOT组

2×10－9

1×10－9

表4 DOT对高糖损伤MCECs中差异表达基因的逆转

作用分析结果

Tab 4 Analysis result for reversal effects of DOT on

differentially expressed genes of high-glucose

damaged MCECs

基因 ID

11668

27416

21333

12816

17748

14725

66195

56338

211577

14165

16949

17750

15331

基因名称

Aldh1a1

Abcc5

Tac1

Coll2a1

Mt1

Lrp2

Lce1g

Txnip

Mrgprf

Fgf10

Loxl1

Mt2

Hmgn2

正常对照组与高糖组
log2FC

0.303 865

0.282 195

0.299 735

0.269 948

－0.479 177

0.356 938

－0.288 836

0.560 094

0.323 129

0.388 249

0.276 001

－0.467 212

－0.371 996

P

0.000 168

0.000 024

0.000 012

0.000 055

＜0.000 001

0.000 001

0.000 156

＜0.000 001

0.000 056

0.000 002

＜0.000 001

＜0.000 001

＜0.000 001

高糖组与DOT组
log2FC

－1.394 385

－0.264 287

－0.752 364

－0.603 159

0.765 500

－1.139 709

1.193 834

－0.295 482

－0.829 663

－0.683 158

－0.453 860

0.799 490

0.266 948

P

＜0.000 001

0.000 605

＜0.000 001

＜0.000 001

＜0.000 001

＜0.000 001

＜0.000 001

＜0.000 001

＜0.000 001

＜0.000 001

＜0.000 001

＜0.000 001

0.000 924
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改善作用。相关勃起生理机制研究表明，内皮细胞可在

eNOS催化下合成并分泌活性物质NO，并进入海绵体平

滑肌抑制 cGMP水解，引起海绵体平滑肌松弛，从而促

使阴茎勃起[21]。本研究结果显示，高剂量DOT可显著升

高 DIED 模型大鼠阴茎海绵体组织中 eNOS、cGMP 含

量，表明DOT对DIED的防治作用可能是通过改善内皮

功能实现的。

为进一步探究DOT改善高糖所致内皮功能紊乱的

作用与机制，本研究选择位于海绵体内表面的原代

MCECs建立体外细胞模型来进行相关研究。MCECs是

维持海绵体功能最重要的细胞之一，是研究DIED内皮

功能的最佳选择[22－23]。在原代MCECs的分离方式上，本

研究选择了一种新颖的非酶分离方法——Matrigel 3D

技术。该技术能模拟体内细胞生长的三维环境，使

MCECs 与生长因子直接接触而诱导 MCECs 从组织中

爬出，可保证MCECs的原有形态及功能特性，且方法操

作省时、分离纯度高、重复性好[24]。在以上研究基础上，

本研究又利用高糖诱导模拟糖尿病环境下MCECs损伤

状态，并证明了DOT能够通过提高高糖损伤MCECs的

活力来发挥其改善内皮功能障碍的作用。

转录组学可从整体水平上研究基因的表达情况，从

“多靶点-多通路-多途径”阐明药物的作用机制[25－26]。为

深入分析DOT改善内皮功能的可能作用途径，本研究对

MCECs的转录组差异表达基因进行重点分析。结果显

示，与正常对照组比较，高糖组MCECs有48个差异表达

基因；与高糖组比较，DOT组MCECs有779个差异表达

基因。进一步通过GO功能富集分析和KEGG通路富集

分析发现，DOT对内皮功能障碍的恢复作用是通过调控

多种功能基因和信号通路实现的。为明确DOT发挥作

用的靶点及生理过程，本研究对获得的两组细胞（正常

细胞与高糖损伤细胞、高糖损伤细胞与DOT处理细胞）

中差异表达基因数据进行深度挖掘分析，发现有13个重

叠基因及4条显著富集信号通路，这些基因及信号通路

可能是DOT改善内皮功能障碍、防治DIED的关键靶点

和途径。综合以上分析及本课题组前期研究成果，本研

究筛选出了能被DOT显著调控的 6个关键基因进行深

入分析，包括与纤维化、氧化应激相关的TGF-β3、Txnip、

Aldh1a1、Loxl1、Mt1、Mt2。

胶原合成增加引起的纤维化因子表达上调和海绵

状纤维化是诱发勃起功能障碍的重要病理、生理机

制[27]。在众多纤维化因子中，转化生长因子β（TGF-β）被

认为是与纤维生成最为相关的细胞因子，其可引起组织

纤维化，从而导致多种器官的功能损害[28]。TGF-β家族

包括TGF-β1、TGF-β2、TGF-β3 3种亚基，其中TGF-β3能够

促使胶原大量沉积，进而引起纤维化的发生[29]。此外，

TGF-β1可通过激活其下游蛋白表达，造成内皮细胞纤维

化，从而抑制MCECs的迁移和增殖[30]。本研究发现，经

DOT处理后，高糖损伤MCECs中TGF-β3基因的mRNA

表达显著下调，表示DOT可能是通过抑制TGF- β3基因

的表达来抑制内皮细胞纤维化，从而发挥其改善内皮功

能障碍的作用。

据报道，长期升高的葡萄糖水平可促使细胞产生活

性氧（ROS）。当ROS产生后，一方面其可干扰NO的生

物利用度，介导内皮功能障碍；另一方面其可诱导内皮

细胞凋亡，进而破坏血管组织内稳态，影响血管舒张和

阴茎勃起[31－32]。硫氧还蛋白相互作用蛋白（Txnip）是调

节糖和脂代谢的中枢蛋白，其过表达可引起ROS水平升

高、NO水平降低，进而启动并放大氧化应激反应[33－34]。

乙醛脱氢酶1家族成员a1（Aldh1a1）是一种多功能酶，其

在氧化应激状态下可在细胞中聚集，从而缓解氧化应激

介导的细胞损伤；氧化应激水平降低后，细胞中Aldh1a1

的表达量也会随之减少[35－36]。类赖氨酰氧化酶1（Loxl1）

是保持细胞内环境稳定的关键酶，在氧化应激状态下细

胞中Loxl1的含量会明显升高[37]。金属硫蛋白1（Mt1）和

Mt2作为细胞内的抗氧化因子可直接发挥清除ROS的

作用，参与了生物体的多种保护性应激反应[38－41]。本研

究结果显示，DOT 能够显著逆转高糖损伤 MCECs 中

Txnip、Aldh1a1、Loxl1等基因 mRNA 表达的上调，以及

Mt1、Mt2等基因 mRNA 表达的下调。以上结果提示，

DOT对内皮功能的改善作用与降低氧化应激反应相关。

综上所述，DOT对DIED模型大鼠的症状具有改善

作用；其作用机制可能与抑制纤维化、降低氧化应激等

生物学途径，从而改善海绵体内皮功能有关。本研究为

DOT改善高糖引起的内皮功能障碍提供了治疗靶点，也

为 DOT 防治 DIED 的发生发展提供了实验数据支撑。

但本研究对于DOT防治DIED的分子机制研究尚不深

入，有待进一步完善。
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摘 要 目的：研究白屈菜碱对四氯化碳诱导肝纤维化模型大鼠的改善作用及可能机制。方法：将48只大鼠按随机数字表法随

机分成正常对照组，模型组，白屈菜碱低、中、高剂量组（0.125、0.25、0.50 mg/kg）和阳性对照组（护肝片，0.42 g/kg），每组8只。除正

常对照组外，其余各组大鼠均采用腹腔注射四氯化碳-橄榄油溶液8周建立肝纤维化模型。于造模第5周开始，正常对照组和模型

组大鼠灌胃水，各给药组大鼠灌胃相应药液，每天1次，连续10周。末次灌胃后，计算大鼠肝指数；测定大鼠血清中天冬氨酸转氨

酶（AST）、丙氨酸转氨酶（ALT）、透明质酸（HA）和肝组织中羟脯氨酸（Hyp）水平；观察大鼠肝组织中胶原纤维蛋白染色情况；测定

大鼠肝组织中α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、微管相关蛋白1轻链3（LC3）、p62蛋白表达水平和磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）、蛋白激酶B

（Akt）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）的磷酸化水平，以及上述蛋白对应的mRNA表达水平。结果：与正常对照组比较，模型

组大鼠肝指数，血清中AST、ALT、HA、Hyp水平，肝组织中胶原纤维蛋白阳性染色面积百分比和α-SMA、LC3-Ⅱ的mRNA及其蛋

白表达水平均显著升高（P＜0.05）；p62蛋白表达水平，PI3K、Akt、mTOR的蛋白磷酸化水平以及p62、PI3K、Akt、mTOR mRNA表

达水平均显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，白屈菜碱低剂量组大鼠PI3K、mTOR的蛋白磷酸化水平均显著降低（P＜0.05）；白

屈菜碱中、高剂量组上述指标（除中剂量组肝指数、HA水平外）的变化均被显著逆转（P＜0.05）。结论：白屈菜碱对四氯化碳所致

大鼠肝纤维化具有一定的改善作用；其机制可能与激活PI3K/Akt/mTOR信号通路、抑制细胞自噬有关。
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