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摘要 目的 观察二肽基肽酶-Ⅳ(DPP-Ⅳ)抑制剂西格列
汀对高糖条件下大鼠施万细胞(ＲSC96)增殖、凋亡及 3-硝基
酪氨酸(3-NT)含量的影响。方法 通过体外培养 ＲSC96 细
胞，建立高糖条件下 D-葡萄糖 100 mmol /L ＲSC96 细胞模型，

予以过氧亚硝基阴离子(ONOO － )抑制剂尿酸 1 μmol /L 及
西格列汀 1 μmol /L刺激 48 h后，应用 CCK-8 及流式细胞技
术观察尿酸及西格列汀对高糖条件下 ＲSC96 细胞增殖及细
胞凋亡的影响。运用 ELISA 法检测尿酸及西格列汀对
ＲSC96 细胞内 3-NT 蛋白表达的影响。结果 与正常对照组
比较，高糖组抑制细胞增殖，促进细胞凋亡及胞内 3-NT蛋白
表达(P ＜ 0. 05);尿酸及西格列汀可促进高糖条件下 ＲSC96

细胞增殖，抑制细胞凋亡及胞内 3-NT蛋白表达(P ＜ 0. 05)。

结论 西格列汀可能通过抑制细胞亚硝基化应激，从而增加

高糖条件下 ＲSC96 细胞的增殖活性，抑制细胞凋亡，减轻高
浓度葡萄糖对 ＲSC96 细胞的损伤。
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糖尿病(diabetes mellitus，DM)是一组以慢性血
糖水平增高为特征的代谢性疾病，随着经济发展和

人类生活水平的提高，DM 的患病率逐年上升。临
床上，若 DM患者病程超过 10 年或血糖控制不佳，
常可导致心脏、肾脏、眼、神经系统等病理性损害，其
中，糖尿病周围神经病变(diabetic peripheral neurop-
athy，DPN)是神经系统受累最常见的 DM 慢性并发
症，严重影响患者生活质量

［1］。而其发病机制尚未
完全阐明，且尚无有效治疗方法。因此，探索 DPN
发生发展的机制并寻找有效药物成为目前亟需解决

的课题。近年研究［2］显示细胞亚硝基化应激参与

休克、动脉粥样硬化、败血症、缺血再灌注、肌萎缩侧
索硬化症、帕金森、DM 等疾病的发生发展。目前，
过氧亚硝基阴离子(ONOO － )与 DM 肾病及 DM 性
白内障的关系均有报道

［3］，而有关亚硝基化应激与

DPN的关系很少有报道。西格列汀为高选择性二
肽基肽酶-Ⅳ(dipeptidyl peptidase-Ⅳ，DPP-Ⅳ)抑制
剂，是临床上治疗 DM 的一类新药，其能够抑制
DPP-Ⅳ水解肠促胰岛激素，如胰高血糖素样肽-1
(glucagon-like peptide-1，GLP-1) 和抑胃肽( gastric
inhibitory polypeptide，GIP)，从而增加血浆中活性
GLP-1 和 GIP 含量，从而增加胰岛素释放并降低胰
高糖素水平。Davidson et al［4］研究发现阿格列汀
(DPP-Ⅳ抑制剂)可显著改善 DPN 大鼠的周围神经
传导速度，但其确切的作用机制尚不清楚。故该研
究将探讨高糖环境下 ＲSC96 细胞是否存在亚硝基
化应激及西格列汀对高糖环境下大鼠施万细胞( rat
schwann cell，ＲSC96)是否具有保护作用。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验细胞 ＲSC96 细胞购自武汉博士德生
物公司。
1． 1． 2 试剂和仪器 高糖 DMEM 培养基、胰酶(美
国 HyClone公司);胎牛血清 500 ml(以色列 BI 公
司);D-葡糖糖(北京 Solarbio 公司);双抗(美国 Bio-
sharp 公司);氨水、尿酸(合肥博美生物有限公司);
磷酸西格列汀(上海 MCE 公司);CCK-8 细胞计数
CCK-8 试剂盒(日本同仁公司);细胞凋亡试剂盒、
流式细胞仪(美国 BD 公司);大鼠 3-硝基酪氨酸(3-
nitrotyrosine，3-NT) ELISA试剂盒(武汉华美生物工
程有限公司);生物安全柜(山东博科生物有限公

司);CO2 培养箱、酶标仪(美国 Thermo 公司);倒置
相差显微镜(日本 Olympus 公司);离心机(美国
Beckman公司);电子天平(北京赛多利斯科学仪器
有限公司)。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养、传代及实验分组 ＲSC96 细胞复
苏后加入含 10%胎牛血清和 1%双抗(青霉素 100
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IU /ml、链霉素 100 μg /ml)的 DMEM 完全培养基，
37 ℃、5% CO2 培养箱中静置培养 24 h，待细胞贴壁
后予以换液去除二甲基亚砜对细胞的影响，此后每

2 d换液 1 次。至细胞贴壁达 80%时，采用 0. 25%
胰酶 800 μl消化约 2 min，并以 1 ∶ 4 比例传代培养。
予以通过含 100 mmol /L 葡糖糖的 DMEM培养基处
理 ＲSC96 细胞建立体外细胞模型，处理时间为 48
h。取对数生长期细胞，培养过夜，待细胞贴壁后，分
组如下:① 正常对照组:25 mmol /L DMEM 培养基;
② 高糖组:100 mmol /L DMEM 培养基;③ 甘露醇
组:25 mmol /L DMEM加 75 mmol /L甘露醇;④ 高糖
加不同浓度的尿酸组，使尿酸浓度分别为 0. 1、1、
10、100 μmol /L;⑤ 高糖加不同浓度的西格列汀组，
使西格列汀浓度分别为 0. 1、1、10、100 μmol /L。
1． 2． 2 CCK-8 检测各组 ＲSC96 细胞活性 取对数
生长期细胞，用完全培养基制备 3 × 104

个 /ml 的细
胞悬液，以 200 μl /孔的细胞悬液接种于 96 孔板，每
组 4 个复孔，培养过夜待细胞贴壁后换液，然后按照
实验分组，各组加入预先配置好的培养基 200 μl，于
37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养 48 h 后，弃培养
基，每孔加入 100 μl标准培养基(不包含 10%胎牛
血清的 DMEM 培养基)和 10 μl CCK-8 溶液的混悬
液，培养箱内孵育 2 h 后，用酶标仪测定 450 nm 处
的吸光度。重复检测 3 次，并取合适药物作用浓度
作为后续实验组。
1． 2． 3 Annexin V-FITC 检测细胞凋亡 取对数生
长期细胞，用完全培养基制备 5 × 104

个 /ml 的细胞
悬液，以 3 ml /孔的细胞悬液接种于 6 孔板，培养过
夜待细胞贴壁后换液，然后按照实验分组:正常对照

组、高糖组、尿酸组(尿酸终浓度为 1 μmol /L)、西格
列汀组(西格列汀终浓度为 1 μmol /L)，以不同条件
作用 48 h后，弃培养基，并用 0. 25%胰酶消化收集
各组细胞，PBS洗 2 次，收集细胞后予以 1 × Binding
Buffer稀释至 1 × 106

个 /ml。取 100 μl 上述细胞混
悬液，分别加入 5 μl Annexin V-FITC 和 5 μl PI，混
匀，室温避光孵育 15 min后，加入 400 μl 1 × Binding
Buffer，以流式细胞仪分析细胞凋亡百分比。左上象
限 ( FITC － /7-AAD + ) 为 坏 死 细 胞，左 下 象 限

(FITC + /7-AAD － ) 为 正 常 活 细 胞，右 上 象 限

(FITC + /7-AAD + ) 为晚期凋亡细胞，右下象限

(FITC + /7-AAD － )为早期凋亡细胞。实验重复 3
次。
1． 2． 4 ELISA法检测 3-NT的表达 取对数生长期

细胞，用完全培养基制备 5 × 104
个 /ml 的细胞悬

液，以 10 ml的细胞悬液接种于 10 cm细胞培养皿，
培养过夜，待细胞贴壁后换液，然后按照上述步骤实

验分组，各组加入预先配置好的培养基 10 ml，不同
条件作用 48 h后，弃培养基并用细胞刮刮取各组细
胞，用 1 × PBS稀释到 1 × 106 /ml，然后置于 － 20 ℃
过夜。经过两轮反复冻融破坏细胞膜，离心取上清
液用于检测。采用 3-NT ELISA试剂盒检测，操作严
格按照说明书进行，重复 3 次。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s表示。组间比较采用 t检验，以 P
＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同浓度西格列汀对高糖培养 ＲSC96 细胞活
性的影响 在终浓度 100 mmol /L DMEM 培养基中
加入不同浓度西格列汀。作用 48 h 后，高糖组光密
度(optical density，OD)值较正常对照组降低，差异
有统计学意义(1. 248 ± 0. 119、1. 601 ± 0. 141，t =
3. 307，P ＜ 0. 05 ); 而甘露醇组 OD 值 ( 1. 431 ±
0. 070)与正常对照组差异无统计学意义，故排除渗
透压对高糖培养 ＲSC96 的影响。西格列汀各组 OD
值均较高糖组升高，仅西格列汀 1 μmol /L及西格列
汀 10 μmol /L组差异有统计学意义(1. 997 ± 0. 271、
1. 845 ± 0. 192，t = － 4. 375、－ 4. 579，P ＜ 0. 05) (图
1)。故西格列汀促进高糖培养的 ＲSC96 细胞增殖，
取西格列汀最佳药物作用浓度为 1 μmol /L。

图 1 不同浓度西格列汀、尿酸对

高糖培养 ＲSC96 细胞 OD值的影响
1:正常对照组;2:高糖组;3:甘露醇组;4:0. 1 μmol /L 的尿酸

组 /西格列汀组;5:1 μmol /L的尿酸组 /西格列汀组;6:10 μmol /L的

尿酸组 /西格列汀组;7:100 μmol /L 的尿酸组 /西格列汀组;与高糖

组比较:* P ＜ 0. 05;与正常对照组比较:#P ＜ 0. 05
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图 2 尿酸及西格列汀对施万细胞凋亡率的影响
A:正常对照组;B高糖组;C:尿酸组;D:西格列汀组

2． 2 尿酸对高糖培养 ＲSC96 细胞的影响 在终浓
度 100 mmol /L DMEM培养基中加入不同浓度尿酸，
作用 48 h后，尿酸各组 OD值均较高糖组升高，仅尿
酸 1 μmol /L差异有统计学意义(2. 096 ± 0. 291，t =
－ 4. 669，P ＜ 0. 05)。由图 1 可见，尿酸可促进高糖
培养的 ＲSC96 细胞增殖，故选取尿酸 1 μmol /L 为
最佳药物浓度。
2． 3 各组 ＲSC96 细胞凋亡率的比较 与正常对照
组相比，高糖组早期凋亡率明显增加( t = － 19. 692，
P ＜ 0. 05)，尿酸组及西格列汀组处理高糖培养的
ＲSC96 后，其早期凋亡率较高糖组降低( t = 9. 8、
6. 860，P ＜ 0. 05)，故说明 ONOO －

抑制剂尿酸及西

格列汀具有降低高糖促进 ＲSC96 细胞凋亡的作用，
见图 2、3。

图 3 各组 ＲSC96 细胞早期凋亡率

1:正常对照组;2:高糖组;3:尿酸组;4:西格列汀组;与高糖组比

较:* P ＜ 0. 05;与正常对照组比较:#P ＜ 0. 05

2． 4 各组 ＲSC96 细胞表达 3-NT 的差异 高糖条
件下 ＲSC96 细胞胞内 3-NT 含量增多，与正常组对
照组相比，差异有统计学意义( t = － 4. 949，P ＜
0. 05)，提示高糖条件下细胞亚硝基化水平增高。
与高糖组相比，尿酸和西格列汀组细胞内 3-NT含量

减少( t = － 3. 205、－ 4. 638，P ＜ 0. 05)，见图 4。说
明高糖可通过细胞亚硝基化应激促进 ＲSC96 细胞
凋亡，尿酸及西格列汀具有抑制高糖诱导 ＲSC96 细
胞 ONOO －

表达的作用。

图 4 各组 ＲSC96 细胞胞内 3-NT含量
1:正常对照组;2:高糖组;3:尿酸组;4:西格列汀组;与高糖组比

较:* P ＜ 0. 05;与正常对照组比较:#P ＜ 0. 05

3 讨论

西格列汀作为一种新型口服降糖药，2005 年被
批准用于 DM治疗，主要通过抑制 DPP-Ⅳ降解 GLP-
1，从而增加血浆中 GLP-1 浓度，以葡萄糖依赖的方
式增加胰岛素释放并降低胰高糖素水平

［5 － 6］。Mat-
teucci et al［7］研究发现神经肽、趋化因子和肠降血糖
素激素等已经确定为 DPP-Ⅳ反应底物，因此其作用
途径可能多样，除具有降糖作用，还具有保护神经元

的作用。目前临床前期研究表明其可治疗阿尔茨海
默病、脑卒中、帕金森病、创伤性脑损伤等相关神经
病变。何蓉 等［8］发现 DPP-Ⅳ抑制剂沙格列汀可抑
制 LPS诱导的人肾小管上皮细胞 NF-κB 磷酸化及
MCP-1 表达，并对肾小管上皮细胞产生保护作用，故
DPP-Ⅳ抑制被推荐用于控制慢性肾功能不全、急性
肾衰患者的血糖水平。西格列汀可通过促进高糖环
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境下人主动脉内皮细胞 eNOS mＲNA、蛋白表达，抑
制 ET-1、iNOS mＲNA和蛋白以及 p-NF-κB p65 蛋白
表达
［9］。新型 DPP-Ⅳ抑制剂利格列汀可通过降低
胰岛 3-NT蛋白表达，减少葡萄糖、脂质和细胞因子
对胰岛的损伤，从而保护胰岛分泌的 GLP-1［10］。故
本研究通过体外培养 ＲSC96 细胞，西格列汀组较高
糖组，其细胞活性增加，凋亡及 3-NT含量下降，表明
西格列汀对高糖环境下 ＲSC96 细胞具有保护作用。
糖尿病性周围神经病变是一组异质性疾病，具

有复杂的病理生理机制，有研究者
［1］
认为氧化应激

反应在糖基化终末产物形成、蛋白激酶 C 途径激
活、多元醇代谢等方面起着重要作用。近年来，亚硝
基化应激在多种疾病中的作用逐渐被发现并引起重

视，在高糖环境下，体内氧化应激水平明显增高，超

氧阴离子增多，并与一氧化氮反应生成 ONOO －，使

蛋白酪氨酸残基发生硝基化，生成 3-NT，蛋白硝基
化后可导致其结构和功能改变

［11］。Stavniichuk et
al［12］研究表明过氧亚硝酸盐分解剂或蛋白硝化抑
制剂可改善 DM小鼠神经传导速度。Yin et al［13］发
现高糖通过硫氧还蛋白( thioredoxin-1，Trx-1)硝基化
增加心肌缺血再灌注损伤，而通过阻断 Trx-1 硝化
或外源性重组人 Trx-1 的补充可减弱高糖对肌缺血
再灌注的损伤。本课题显示高糖抑制 ＲSC96 细胞
增殖并促进其凋亡，且胞内检测到 3-NT 含量增加，
结果与相关临床研究一致

［14］;予以 ONOO －
抑制剂

尿酸
［15］
刺激高糖培养 ＲSC96 细胞，其增殖活性增

加并抑制凋亡，且胞内 3-NT 含量减少，表明高糖所
致 ＲSC96 细胞生成过量 ONOO －，亚硝基化应激可

能也是 DPN发病的另一重要原因。
随着亚硝基化应激这一病理生理机制的阐明，

目前对如何减少病理状态下 ONOO －
对机体的损伤

已逐渐引起重视。已有研究［12］证明应用蛋白硝化
抑制剂或 ONOO －

抑制剂可改善 DPN。本研究显
示:① 尿酸可通过抑制 3- NT 表达，促进高糖环境
下 ＲSC96 细胞增殖并抑制其凋亡，表明 ONOO －

抑

制剂具有改善高糖对 ＲSC96 细胞的损伤;② 西格列
汀可能通过降低 3-NT 蛋白的表达而保护高糖环境
下 ＲSC96 细胞，说明其可能具有抗硝基化作用。西
格列汀对高糖环境下 ＲSC96 细胞的保护作用可能
通过抑制 iNOS mＲNA 及蛋白表达，减少 NO 产生，
ONOO －
合成减少，进而抑制蛋白过度亚硝基化而实

现。
综上所述，高糖可通过促进 ＲSC96 细胞胞内 3-

NT蛋白表达而抑制细胞增殖，促进细胞凋亡;而西
格列汀可能通过抑制细胞亚硝基化应激，保护高糖

环境下 ＲSC96 细胞，为西格列汀改善 DPN患者周围
神经传导速度提供理论依据。
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Effects of sitagliptin on proliferation and
contents of 3-NT in Schwann cells under high glucose

Xu Dandan，Ｒen Mingshan，Wu Yuanbo，et al
(Dept of Neurosurgery，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the effects of dipeptidyl peptidase-Ⅳ(DPP-Ⅳ) inhibitor sitagliptin on the
proliferation，apoptosis and content of 3-nitrotyrosine(3-NT) in rat Schwann cells(ＲSC96) in high glucose． Meth-
ods Schwann cell model was established by culturing ＲSC96 under high glucose(100 mmol /L D-glucose) ． The
model were treated with peroxynitrite anion (ONOO － ) inhibitor uric acid (UA) (1 μmol /L) and sitagliptin (1
μmol /L) for 48 hours，the effects of UA and sitagliptin on the proliferation and apoptosis of ＲSC96 under high glu-
cose were observed by CCK-8 and flow cytometry． The effects of UA and sitagliptin on the expression of 3-NT pro-
tein in ＲSC96 were detected by ELISA． Ｒesults Compared with normal control group，the hyperglycemia group in-
hibited cell proliferation，promoted cell apoptosis and expression of intracellular 3-NT protein(P ＜ 0. 05);UA and
sitagliptin could promote the proliferation of ＲSC96 under high glucose，inhibited apoptosis and intracellular 3-NT
protein expression(P ＜ 0. 05) ． Conclusion Sitagliptin can increase the proliferation activity of ＲSC96 under high
glucose，inhibit apoptosis and reduce the damage of ＲSC96 cells induced by high concentration of glucose by inhib-
iting the nitrosylation stress of cells．
Key words Schwann cell;diabetic peripheral neuropathy;sitagliptin;3-nitrotyrosine;nitrosative stress
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DNMT3A与 CTGF在 AAC致大鼠心肌
纤维化中的表达及相关性研究
杨健康

1，2，石开虎
1，2，陶 辉

1，2，代 晨
1，2，秦润禾

1，2，占红英
1，2

摘要 目的 探讨经腹主动脉缩窄(AAC)导致大鼠心肌纤
维化中 DNA甲基转移酶 3A(DNMT3A)与结缔组织生长因
子(CTGF)的表达及相关性。方法 将 60 只 8 周龄雄性 SD

大鼠随机分为模型组及对照组。模型组行 AAC 术，对照组
行假手术，术后 2 周处死大鼠获取血液标本，并取心脏。同
时测定心重指数，采用 ELISA法测量Ⅰ型胶原和 CTGF在心
肌组织匀浆中的含量，HE和 Masson染色法观察心肌组织病
理学改变;Western blot 法测定 DNMT3A 和 CTGF 的表达。

结果 与对照组比较，模型组大鼠的心重指数显著上升，且

心肌组织中Ⅰ型胶原和 CTGF 的含量明显增加;HE 和
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Masson染色显示，模型组心肌组织呈现明显的胶原沉积;
Western blot检测表明模型组 DNMT3A、CTGF的含量水平明
显高于对照组;DNMT3A和 CTGF在大鼠心肌纤维化组织中
的表达呈正相关性( r = 0. 64，P ＜ 0. 01)。结论 DNMT3A参
与心肌纤维化的形成过程，并在其中起到一定的促进作用，

可能与 CTGF的升高有一定的相关性。

关键词 心肌纤维化;腹主动脉缩窄术;DNA 甲基转移酶
3A;结缔组织生长因子
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心肌纤维化可由许多疾病引起如缺血 /再灌注
损伤、心房颤动等，也是心源性猝死的预测因素［1］。
心肌纤维化的特征是细胞外基质蛋白在细胞间质中

堆积，并引起心脏收缩和舒张功能障碍，研究
［2］
表

明心脏中的纤维化改变是可逆的。因此，阐明心肌
纤维化发生发展的潜在分子机制以针对抗心肌纤维
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