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  [摘要] 目的 探讨内质网分子伴侣复合物缺氧上调基因1(hypoxiaup-regulated1,HYOU1)对糖尿病施万细

胞凋亡的影响及其机制。方法 将对数生长期的施万细胞RSC96使用高糖培养基构建糖尿病周围神经病变细胞模

型,并转染过表达 HYOU1的质粒。利用RT-qPCR、Westernblot检测 HYOU1在RSC96细胞株的表达情况;利
用CCK8、荧光显微镜、透射电镜和流式细胞术等技术检测 HYOU1对RSC96细胞凋亡的影响;利用 Westernblot
检测 HYOU1对凋亡相关蛋白的影响,同时检测JAK-STAT信号通路相关蛋白,判断其对该通路的影响。结果

RT-qPCR和 Westernblot实验结果显示,过表达 HYOU1的RSC96细胞株成功构建。CCK8、荧光显微镜、透射电

镜和流式细胞术结果表明,过表达 HYOU1后,细胞活力显著升高,细胞凋亡数量显著减少(P<0.05)。Western
blot实验结果表明,过表达 HYOU1后,抗凋亡因子显著增加,促凋亡因子显著减弱,同时抑制了JAK-STAT通路

的激活(P<0.05)。结论 HYOU1可通过抑制JAK-STAT通路从而影响高糖诱导的RSC96细胞的抑凋亡作用。
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[Abstract] Objective Toexploretheeffectsoftheendoplasmicreticulum molecular
chaperonecomplexhypoxiaup-regulatedgene1(HYOU1)onapoptosisindiabeticSchwanncells
anditsmechanisms.Methods Adiabeticperipheralneuropathycellmodelwasconstructedfrom
logarithmicgrowthphaseSchwanncellsRSC96usinghighsugarmediumandtransfectedwitha
plasmidoverexpressingHYOU1.TheexpressionofHYOU1inRSC96celllinewasdetectedby
RT-qPCRandWesternblot.TheeffectofHYOU1ontheapoptosisofRSC96cellswasdetected
byCCK8,fluorescencemicroscopy,transmissionelectronmicroscopyandflowcytometry.The
effectsofHYOU1onapoptosis-relatedproteinsandJAK-STATsignalingpathwayweredetected
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byWesternblot.Results TheresultsofRT-qPCRandWesternblotassayindicatedthatthe
RSC96celllineoverexpressingHYOU1hadbeensuccessfullyconstructed.CCK8,fluorescence
microscopy,transmission electron microscopy and flow cytometry results showed that
overexpressionofHYOU1resultedinasignificantincreaseincellviabilityandasignificant
decreaseinthenumberofapoptoticcells(P<0.05).Westernblotresultsindicatedthatafter
overexpressionofHYOU1,theanti-apoptoticfactorsincreasedsignificantly,thepro-apoptotic
factorsdecreasedsignificantly,andtheactivationofJAK-STATpathwaywasinhibited(P<
0.05).Conclusion HYOU1mayinhibittheapoptosisofRSC96cellsinducedbyhighglucoseby
inhibitingJAK-STATpathway.

[Keywords] diabetesmellitus;Schwanncells;JAK-STATsignalingpathway

  糖尿病是一种以高血糖为特征的慢性代谢性疾

病,长期不良控制会引发多种并发症,其中糖尿病周

围神经病变(diabeticperipheralneuropathy,DPN)
是较为常见且严重的并发症之一,严重影响患者生

活质量[1-3]。DPN 主要表现是髓鞘、神经传导速

度、感觉出现异常[4]。近年来,研究[5]表明高糖环境

对施万细胞的生理功能产生显著影响,导致细胞自

噬和凋亡的异常变化,在糖尿病神经病变的发生与

发展中扮演着关键角色。内质网分子伴侣复合物缺

氧上调基因1(hypoxiaup-regulated1,HYOU1)是
位于内质网中的伴侣蛋白。研究[6]显示糖尿病、退
行性神经系统疾病和心血管疾病等内质网应激类疾

病可使HYOU1表达上调。同时,下调 HYOU1表

达对胰岛素抵抗和改善葡萄糖耐量具有改善作

用[7]。另外,HYOU1保护神经元免受细胞死亡的

功效在神经退行性疾病中起重要作用[8]。前期已研

究 HYOU1过表达可下调高糖环境施万细胞的细

胞凋亡。因此,本研究进一步探究 HYOU1对其凋

亡的影响及其主要作用机制。

1 材 料 与 方 法

1.1 材料 大鼠施万细胞RSC96于河北医科大学

代谢性疾病与肿瘤研究中心保存。

1.2 试剂 质粒购自吉凯基因(中国上海)。高糖

DMEM 培 养 基、胎 牛 血 清(Fetalbovineserum,

FBS)、青霉素、链霉素购自Sigma-Aldrich。BCA蛋

白浓度测定试剂盒,逆转录试剂盒购自赛默飞世尔

科技。凋亡相关蛋白抗体、自噬相关蛋白抗体以及

JAK-STAT通路相关蛋白抗体购自三鹰。

1.3 细胞培养 RSC96以葡萄糖浓度为1g/L的

DMEM培养基培养,加入10%FBS、1%青链霉素,
培养条件为饱和湿度、37℃,5% CO2,间隔3d更

换一次培养基。

1.4 构建过表达HYOU1的RSC96细胞株

1.4.1 HYOU1重组表达质粒的构建 将设计的

HYOU1扩增引物带入cDNA的模板,PCR方法扩

增HYOU1全长基因序列获得目标片段。利用限

制性内切酶和DNA连接酶连接目标片段,进行1%
琼脂糖凝胶电泳点样,切胶电泳回收目的片段,选择

合适的内切酶同时切割目的片段和质粒载体,酶切

后的片段再次电泳回收,测定浓度后按比例加入T4
DNA连接酶、黏性末端载体、目的片段、缓冲液,进
行连接后直接转化。将充足质粒pEGFP-HYOU1
到Invitrogen公司完成序列分析。

1.4.2 细胞分组及质粒转染 采用10% FBS的

DMEM培养基,将对数生长期的RSC96细胞悬液

以1×105/mL接种于96孔细胞培养板中。将细胞

分为高糖组、高糖+对照质粒组、高糖+HYOU1质

粒组。高糖组:对数生长期的RSC96细胞进行高糖

培养;高糖+对照质粒组:对数生长期的RSC96细

胞进 行 高 糖 培 养,同 时 转 染 对 照 质 粒;高 糖 +
HYOU1质粒组:对数生长期的RSC96细胞进行高

糖培养,同时转染pEGFP-HYOU1质粒。各组细

胞培养72h后对细胞进行收集,并通过RT-qPCR
和 Westernblot检测转染效率。

1.4.3 实时荧光定量PCR(realtimefluorescence
quantitativePCR,qRT-PCR)实验检测 HYOU1的

mRNA水平 收集各组细胞沉淀,用Trizol试剂提

取RNA,提取完成后,用NanoDrop测定RNA的浓

度。使用Supersmart反转录试剂盒将 RNA逆转

录cDNA。设计HYOU1的上下游引物,配制PCR
扩增 反 应 体 系,进 行 qPCR 反 应:95 ℃ 预 变 性

(10min)、95℃模板变性(10s)、60℃退火(20s)、

72℃延伸(15s)。通过2-△△Ct方法分析目的基因

的表达,β-actin作为内参基因。引物序列见表1。
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表1 qRT-PCR引物序列

Table1 qRT-PCRprimersequences

HYOU1基因 引物序列(5'-3')

F: CAGAGGAGACCTCTCAGCCT
R: CCCCTTCTCATTGGGCTGG 

1.4.4 Westernblot实验检测相关蛋白 裂解细胞

提蛋白,用NanoDrop测定蛋白浓度,对各组蛋白进

行SDS-PAGE凝胶电泳,电泳结束后用电转移仪转

至NC膜上。经5%的脱脂牛奶封闭1h。4℃孵育

一抗 HYOU1、JAK2、p-JAK2、STAT3、p-STAT3、

Bax、Bcl-2、Caspase-3、Caspase-9、CytC和β-actin
抗体 过 夜。室 温 摇 床 用 TBST 洗 膜3次,每 次

5min。二 抗 室 温 下 摇 床 孵 育 1h,TBST 清 洗

TBST洗膜3次,每次5min。最后进行化学发光检

测,借助ImageJ软件分析蛋白条带的灰度值。

1.5 CCK-8实验检测细胞活力 消化 RSC96细

胞,按照每孔约5000个细胞种入96孔板,每组设

置6个复孔,放入37℃培养箱中使其贴壁;24h后,
从37℃培养箱中取出96孔板,每孔加入10μL
CCK-8溶液,放入培养箱中孵育1h;1h后使用酶

标仪检测450nm 处各孔的吸光度(absorbance,

OD)。

1.6 荧光显微镜检测细胞凋亡的形态学变化 收

集各组细胞沉淀,37℃ PBS漂洗,4%多聚甲醛室

温固定5min,离心弃去上清。PBS洗3次,每次

5min,加入DAPI染色3min,离心弃染液,PBS清

洗后用荧光显微镜记录其细胞形态。

1.7 透射电镜检测细胞凋亡超微结构 收集各组

细胞沉淀,加入2.5%戊二醛固定过夜,弃去上清,锇
酸进行后固定,经丙酮浓度梯度脱水,树脂包埋。利

用徕卡UC7超薄切片机进行切50nm厚切片,经醋

酸双氧铀及柠檬酸铅染色后,在日立 HT7800透射

电子显微镜下观察细胞形态及细胞内部超微结构的

变化,并实验结果进行拍照记录。

1.8 流式检测细胞凋亡情况 消化培养瓶中的细

胞,离心弃上清收集细胞。用PBS洗3次后,每个

样品中加4℃的70%酒精,使细胞重悬。在进行流

式检测前,弃去乙醇并用PBS洗2次后使细胞重

悬,取细胞悬液(1×107)0.1mL,加入1mLPI溶液

进行处理,在4℃下避光30min,然后将样品置流

式管中用流式细胞仪进行检测分析。所有实验重复

3次。

1.9 统计学方法 应用SPSS22.0统计软件分析

数据。计量资料比较采用单因素方差分析和SNK-q
检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 高 糖 条 件 下 成 功 构 建 过 表 达 HYOU1的

RSC96细胞株 与高糖组比较,高糖+对照质粒组

HYOU1的蛋白表达和 mRNA水平表达差异无统

计学意义(P>0.05)。与高糖组或高糖+对照质粒

组比较,高糖+HYOU1质粒组 HYOU1的蛋白含

量和 mRNA 水平显著增高,差异有统计学意义

(P<0.05)。见图1,表2。

图1 Westernblot检测过表达 HYOU1的 RSC96细胞中

HYOU1的蛋白表达水平

Figure1 WesternblotdetectionofHYOU1proteinexpression

levelsinRSC96cellsoverexpressingHYOU1
表2 过表达HYOU1的RSC96细胞中HYOU1的

mRNA水平和蛋白表达水平

Table2 HYOU1mRNAandproteinexpressionlevels

inRSC96cellsoverexpressingHYOU1
(n=5,x-±s)

 组别 mRNA水平 蛋白水平

高糖组 1.00±0.57 1.00±0.04
高糖+对照质粒组 0.91±0.55 0.96±0.05
高糖+HYOU1质粒组 1.52±0.81*# 1.43±0.01*#

 F 值 75.515 144.537
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与高糖组比较 #P 值<0.05与高糖+对照质粒组

比较(SNK-q检验)

2.2 上调HYOU1抑制高糖诱导的RSC96细胞凋

亡 CCK8实验结果表明,与高糖组或高糖+对照

质粒组比较,高糖+HYOU1质粒组细胞活力升高,
差异有统计学意 义(P<0.05)(表3)。Western
blot实验结果显示,与高糖组或高糖+对照质粒组

比较,高糖+HYOU1质粒组Bax/Bcl-2蛋白比值、

CleavedCaspase-9、CleavedCaspase-3和CytC蛋

白表达水平降低,差异有统计学意义(P<0.05)(表
4,图2)。DAPI荧光染色,与高糖组或高糖+对照

质粒组比较,高糖+HYOU1质粒组核内染色质凝

集的细胞显著减少,差异有统计学意义(P<0.05)
(图3)。透射电镜的结果显示,与高糖组或高糖+
对照质粒组比较,高糖+HYOU1质粒组凋亡细胞

减少,差异有统计学意义(P<0.05)(图4)。流式结
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果显示,与高糖组或高糖+对照质粒组比较,高糖+
HYOU1质粒组抑制细胞凋亡,差异有统计学意义

(P<0.05)(表5,图5)。结果提示上调HYOU1对

高糖诱导的RSC96细胞凋亡具有抑制效应。
表3 CCK-8检测各组的细胞活性

Table3 CellactivityindifferentgroupsusingCCK-8
(n=5,x-±s)

组别 细胞活性

高糖组 66.84±1.89
高糖+对照质粒组 64.37±1.76
高糖+HYOU1质粒组 76.64±0.53*#

F 值 54.262
P 值 <0.001

*P 值<0.05与高糖组比较 #P 值<0.05与高糖+对照质粒组

比较(SNK-q检验)

2.3 上调HYOU1阻碍高糖诱导的RSC96细胞中

JAK-STAT信 号 通 路 的 激 活  为 了 探 讨 上 调

HYOU1是通过何种机制影响高糖条件下 RSC96
细胞凋亡,对JAK-STAT信号通路相关蛋白的表达

情况进行了检测。Westernblot实验结果显示,与
高糖组或高糖+对照质粒组比较,高糖+HYOU1

质粒组显著抑制了JAK2和STAT3的磷酸化水

平,差异有统计学意义(P<0.05)(表6,图6)。

图2 Westernblot检测各组中Bcl2、Bax、CleavedCaspase-
9、CleavedCaspase-3和CytC的蛋白表达水平

Figure2 Westernblotdetectionofproteinexpressionlevelsof
Bcl2,Bax,CleavedCaspase-9,CleavedCaspase-3andCytCin
differentgroups

表4 Westernblot检测各组中Bcl2、Bax、CleavedCaspase-9、CleavedCaspase-3和CytC的蛋白表达水平

Table4 WesternblotdetectionofproteinexpressionlevelsofBcl2,Bax,CleavedCaspase-9,

CleavedCaspase-3andCytCindifferentgroups
(n=5,x-±s)

组别 Bax/Bcl-2 CleavedCaspase-3 CleavedCaspase-9 CytC

高糖组 1.00±0.05 1.00±0.07 1.00±1.61 1.00±0.07
高糖+对照质粒组 1.11±0.11 1.06±0.14 1.05±0.11 1.14±0.03
高糖+HYOU1质粒组 0.43±0.08*# 0.45±0.07*# 0.87±0.26*# 0.48±0.05*#

F 值 52.685 34.615 14.827 128.230
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与高糖组比较 #P 值<0.05与高糖+对照质粒组比较(SNK-q检验)

图3 荧光显微镜下各组中细胞的形态学变化

A.高糖组;B.高糖+对照质粒组;C.高糖+HYOU1质粒组

Figure3 Morphologicalchangesofcellsindifferentgroupsusingfluorescencemicroscope
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图4 透射电子显微镜下各组中细胞的形态学变化

A.高糖组;B.高糖+对照质粒组;C.高糖+HYOU1质粒组

Figure4 Morphologicalchangesofcellsindifferentgroupsusingtransmissionelectronmicroscope

图5 FCM检测各组细胞凋亡率

A.高糖组;B.高糖+对照质粒组;C.高糖+HYOU1质粒组

Figure5 ApoptosisofBGC-823cellsusingFCM
表5 FCM检测各组细胞凋亡率

Table5 Comparisonofapoptosisrateofdifferent

groupsusingFCM
(n=5,x-±s)

组别 凋亡率

高糖组 37.34±0.76 

高糖+对照质粒组 38.18±1.21 

高糖+HYOU1质粒组 18.90±1.38*#

F 值 257.064
P 值 <0.001

*P 值<0.05与高糖组比较 #P 值<0.05与高糖+对照质粒组

比较(SNK-q检验)

表6 上调HYOU1对高糖诱导的RSC96细胞中

JAK-STAT信号通路的影响

Table6 EffectofupregulationofHYOU1onJAK-STAT
signalingpathwayinhighglucose-inducedRSC96cells

(n=5,x-±s)

 组别 p-JAK2/JAK2 p-STAT3/STAT3

高糖组 1.00±0.06 1.00±0.08
高糖+对照质粒组 1.06±0.11 1.01±0.03
高糖+HYOU1质粒组 0.30±0.07*# 0.28±0.05*#

 F 值 141.711 189.481
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与高糖组比较 #P 值<0.05与高糖+对照质粒组

比较(SNK-q检验)

图6 上调HYOU1对高糖诱导的RSC96细胞中JAK-STAT
信号通路的影响

Figure6 EffectofupregulationofHYOU1onJAK-STAT
signalingpathwayinhighglucose-inducedRSC96cells

3 讨  论

DPN的特征为感觉功能丧失,尤其是下肢、轴
突缺失、神经脱髓鞘和神经元死亡,波及约半数以上

的糖尿病患者[9]。其发病机制与高血糖、炎症免疫
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反应、氧化应激以及细胞器相关机制等有关[10]。

DPN 作 为 糖 尿 病 常 见 的 并 发 症 其 发 病 率 高 达

50%[11]。然而,DPN的发病机制仍不明晰,被认为

是多种因素共同导致的神经退行性疾病,缺乏达到

预期治疗效果的特定临床治疗方法。因此,需要进

一步探究其发病机制和病理生理过程。SCs在周围

神经系统中构成有髓神经纤维髓鞘的细胞,具有结

构支持、保护和有效神经再生的作用。研究[12-13]表

明,DPN神经损伤与SCs功能障碍密切相关。Zhu
等[14]研究显示,高血糖刺激将对SCs和背根神经节

神经元轴突造成损害,SCs衍生的外泌体可以通过

调节SCs和背根神经节神经元之间的通讯来改善

DPN。越来越多的证据表明,SCs的凋亡是影响

DPN进展的重要环节[15-16]。张保建等[17]研究表

示,SCs凋亡后,神经生长因子分泌量减少,对轴突

的营养供应减弱,随即轴突萎缩、死亡,最终导致神

经损伤。因此,抑制SCs的凋亡在预防DPN的发

病中起到关键作用。
由于前期研究已简单探讨 HYOU1在DPN中

关于凋亡和自噬的影响,在本研究中,着重探讨凋

亡,并增加多种检测验证其影响和作用机制,以

RSC96细胞为研究对象,在体外高糖条件下,通过

质粒转染的方式构建 HYOU1上调的SCs,通过一

系列实验观察上调 HYOU1对凋亡的影响情况。
结果显示,上调 HYOU1可通过影响Bcl-2和Bax
表达,抑制CytC的释放,干扰Caspase级联反应。
因此,上调 HYOU1能有效抑制 RSC96细胞的凋

亡,与CCK-8、荧光、透射电镜和流式细胞检测结果

一致。进一步研究 HYOU1是否是通过调控JAK-
STAT信号通路的激活来干扰DPN中RSC96细胞

凋亡,对这一信号通路进行了检测。结果显示,上调

HYOU1能够抑制JAK-STAT信号通路激活。本

研究结果与Fan等[18]和王英等[19]研究结果一致。
综上所述,上调 HYOU1可通过阻碍高糖诱导

的RSC96细胞中JAK-STAT信号通路的激活来抑

制RSC96细胞的凋亡,为糖尿病周围神经病的防治

提供了一定理论基础。
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