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血管生成素 1和酪氨酸激酶受体 2抑制剂对内皮细胞葡萄糖转运的
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［［摘 要］］   目的目的：：研究血管生成素 1 （Ang-1） 和酪氨酸激酶受体 2 （Tie2） 抑制剂对高糖培养人脐静

脉内皮细胞 （HUVECs） 葡萄糖转运的作用，并阐明其作用机制。方法方法：：体外高糖 （30 mmol·L-1）

培养 HUVECs，采用 0、200、500、1 000 和 2 000 μg·L-1 Ang-1 及 0、2 500、5 000 和 7 500 nmol·L-1 
Tie2 抑制剂处理细胞，细胞计数试剂盒 8 （CCK-8） 法检测细胞活性，筛选 Ang-1 和 Tie2 抑制剂最佳

作用浓度。葡萄糖试剂盒检测 Ang-1 干预细胞后 HUVECs 上清液中葡萄糖水平。HUVECs 细胞随

机分为空白对照组 （NG 组）、高糖作用组 （HG 组）、HG+Tie2 抑制剂组 （HG+In-Tie2 组）、HG+
Ang-1 组、HG+Ang-1+Tie2 抑制剂组 （HG+Ang-1+In-Tie2 组） 和 HG+Ang-1+磷脂酰肌醇 3-激

酶 （PI3K） 抑制剂组 （HG+Ang-1+LY294002 组）。5-乙炔基-2'脱氧尿嘧啶核苷 （EdU） 法检测各组

细胞增殖活性，恶唑黄/碘化丙啶 （YO-PRO-1/PI） 法检测各组细胞凋亡率，实时荧光定量 PCR
（RT-qPCR） 法检测各组细胞中 Ang-1 和 Tie2 mRNA 表达水平，Western blotting 法检测各组细胞中

Tie2、葡萄糖转运蛋白 1 （GLUT1） 和葡萄糖转运蛋白 4 （GLUT4） 蛋白表达水平及磷酸化 PI3K
（p-PI3K） /PI3K和磷酸化蛋白激酶 （p-AKT） /AKT 比值。结果结果：：CCK-8法检测，与 0 μg·L-1 Ang-1比

较，200 μg·L-1 Ang-1 作用 HUVECs 48 h 后 HUVECs 细胞活性明显升高 （P<0. 01）；与 0 nmol·L-1 
Tie2抑制剂比较，2 500、5 000和 7 500 nmol·L-1 Tie2抑制剂作用下 HUVECs细胞活性明显降低 （P<
0. 01）；Ang-1 和 Tie2 抑制剂的最佳浓度分别为 200 μg·L-1及 2 500 nmol·L-1。与 NG 组比较，HG 组

HUVECs上清液中葡萄糖水平明显升高 （P<0. 01）；与 HG 组比较，Ang-1 组 HUVECs上清液中葡萄

糖水平明显降低 （P<0. 01）。EdU 法检测，与 NG 组比较，HG 组 HUVECs 增殖活性明显降低 （P<
0. 01）；与 HG 组比较， HG+In-Tie2 组 HUVECs 增殖活性明显降低 （P<0. 01）， HG+Ang-1 组

HUVECs 增殖活性明显升高 （P<0. 01）；与 HG+Ang-1 组比较，HG+Ang-1+In-Tie2 组和 HG+
Ang-1+LY294002 组 HUVECs 增殖活性均明显降低 （P<0. 01）。YO-PRO-1/PI 法检测，与 NG 组比

较，HG 组 HUVECs 凋亡率明显升高 （P<0. 01）；与 HG 组比较，HG+In-Tie2 组 HUVECs 凋亡率

明显升高 （P<0. 01），HG+Ang-1 组 HUVECs 凋亡率明显降低 （P<0. 01）；与 HG+Ang-1 组比较，

HG+Ang-1+In-Tie2 组和 HG+Ang-1+LY294002 组 HUVECs 凋亡率均明显升高 （P<0. 01）。RT-

qPCR 法检测，与 NG 组比较，HG 组和 HG+In-Tie2组 HUVECs中 Ang-1和 Tie2 mRNA 表达水平均明

显降低 （P<0. 01）；与 HG 组比较，HG+In-Tie2 组 HUVECs 中 Ang-1 和 Tie2 mRNA 表达水平均明

显降低 （P<0. 01），HG+Ang-1组 HUVECs中 Ang-1和 Tie2 mRNA 表达水平均明显升高 （P<0. 05）；
与 HG+Ang-1 组比较，  HG+Ang-1+In-Tie2 组 和 HG+Ang-1+LY294002 组 HUVECs 中 Ang-1 和
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Tie2 mRNA 表达水平均明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。Western blotting 法检测，与 NG 组比较，

HG 组 HUVECs 中 Tie2 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01），GLUT1 和 GLUT4 蛋白表达水平均明显

升高 （P<0. 01）；与 HG 组比较，HG+In-Tie2 组 HUVECs 中 Tie2、GLUT1 和 GLUT4 蛋白表达水

平均明显降低 （P<0. 01）， HG+Ang-1 组 HUVECs 中 Tie2 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 01），

GLUT1 和 GLUT4 蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 01）；与 HG+Ang-1 组比较，HG+Ang-1+In-

Tie2组和 HG+Ang-1+LY294002组 HUVECs中 Tie2、GLUT1和 GLUT4 蛋白表达水平均明显降低

（P<0. 01）。与 NG 组比较，HG 组 HUVECs 中 p-PI3K/PI3K 和 p-AKT/AKT 比值均明显升高 （P<
0. 01）；与 HG 组比较，HG+In-Tie2 组 HUVECs 中 p-PI3K/PI3K 和 p-AKT/AKT 比值均明显降低

（P<0. 01），HG+Ang-1 组 HUVECs 中 p-PI3K/PI3K 和 p-AKT/AKT 比值均明显降低（P<0. 01）；与

HG+Ang-1组比较，HG+Ang-1+In-Tie2组和 HG+Ang-1+LY294002组 HUVECs 中 p-PI3K/PI3K 和

p-AKT/AKT 比值均明显降低 （P<0. 01）。结论结论：： Ang-1 可下调高糖培养 HUVECs 中 GLUT1 和

GLUT4 的表达，Ang-1 与 Tie2 结合可能过 PI3K/AKT 信号通路下调 GLUT1 和 GLUT4 参与高糖培养

HUVECs的葡萄糖转运。

［［关键词］］   糖尿病肾病； 血管生成素 1； 葡萄糖转运蛋白； 酪氨酸激酶受体 2； 磷脂酰肌醇 3-激酶； 
蛋白激酶 B
［［中图分类号］］   R587.2 ［［文献标志码］］   A

Effect of angiopoietin 1 and tyrosine kinase receptor 2 inhibitor 
on glucose transportation in endothelial cells and its mechanism

BAI Bing1, ZHANG Qian2, PU Tao1, NI Yu1, HU Tingting1, HU Linhong1, YANG Yibin1

（1. Department of Nephrology，Affiliated Hospital， Zunyi Medical University， Zunyi 563000， China；
2. Department of Comprehensive Medical Sciences， First People’s Hospital， Zunyi City， Guizhou 

Province， Zunyi 563000， China）

ABSTRACT  Objective：To study the effect of angiopoietin-1 （Ang-1） and tyrosine kinase receptor 2 
（Tie2） inhibitor on glucose transportation in the human umbilical vein endothelial cells （HUVECs） 
cultured under high glucose conditions， and to clarify its mechanism.  Methods：The HUVECs were 
cultured in high glucose （30 mmol·L ⁻¹） in vitro and treated with 0， 200， 500， 1 000， and 2 000 μg·L ⁻¹ 
Ang-1 and 0， 2 500， 5 000， and 7 500 nmol·L⁻¹ Tie2 inhibitor； cell counting kit-8 （CCK-8） method was 
used to detect the cell activity to screen the optimal concentrations of Ang-1 and Tie2 inhibitor.  Glucose kit 
was used to detect the glucose level in the supernatant of the HUVECs after Ang-1 intervention.  The 
HUVECs were randomly divided into blank control group （NG group）， high glucose group （HG group）， 
HG+Tie2 inhibitor group （HG+In-Tie2 group）， HG+Ang-1 group， HG+Ang-1+Tie2 inhibitor group 
（HG+Ang-1+In-Tie2 group）， and HG+Ang-1+phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K） inhibitor group 
（HG+Ang-1+LY294002 group）.  5-Ethynyl-2'-deoxyuridine （EdU） method was used to detect the 
proliferation activities of the cells in various groups； YO-PRO-1/PI method was used to detect the 
apoptotic rates of the cells in various groups； real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） method 
was used to detect the expression levels of Ang-1 mRNA and Tie2 mRNA in the cells in various groups； 
Western blotting method was used to detect the expression levels of Tie2， glucose transporter 1 （GLUT1）， 
and glucose transporter 4 （GLUT4） proteins and the ratios of phosphorylated PI3K （p-PI3K）/PI3K and 
phosphorylated protein kinase B （p-AKT）/AKT in the cells in various groups.  Results：The CCK-8 assay 
results showed that compared with 0 μg·L ⁻ ¹ Ang-1 group， the activity of the HUVECs was significantly 
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increased after treated with 200 μg·L ⁻ ¹ Ang-1 for 48 h （P<0. 01）； compared with 0 nmol·L ⁻ ¹ Tie2 
inhibitor group， the activity of the HUVECs was significantly decreased after treated with 2 500、 5 000 and 
7 500 nmol·L ⁻ ¹ Tie2 inhibitor （P<0. 01）； the optimal concentrations of Ang-1 and Tie2 inhibitor were 
200 μg·L⁻¹ and 2 500 nmol·L⁻¹， respectively.  Compared with NG group， the glucose level in the supernatant 
of the HUVECs in HG group was significantly increased （P<0. 01）； compared with HG group， the 
glucose level in the supernatant of the HUVECs in Ang-1 group was significantly decreased （P<0. 01）.  
The EdU assay results showed that compared with NG group， the proliferation activity of the HUVECs in 
HG group was significantly decreased （P<0. 01）； compared with HG group， the proliferation activity of 
the HUVECs in HG+In-Tie2 group was significantly decreased （P<0. 01）， and the proliferation activity 
of the HUVECs in HG+Ang-1 group was significantly increased （P<0. 01）； compared with HG+Ang-1 
group， the proliferation activities of the HUVECs in HG+Ang-1+In-Tie2 group and HG+Ang-1+
LY294002 group were significantly decreased （P<0. 01）.  The YO-PRO-1/PI assay results showed that 
compared with NG group， the apoptotic rate of the HUVECs in HG group was significantly increased （P<
0. 01）； compared with HG group， the apoptotic rate of the HUVECs in HG+In-Tie2 group was 
significantly increased （P<0. 01）， and the apoptotic rate of the HUVECs in HG+Ang-1 group was 
significantly decreased （P<0. 01）； compared with HG+Ang-1 group， the apoptotic rates of the HUVECs 
in HG+Ang-1+In-Tie2 group and HG+Ang-1+LY294002 group were significantly increased （P<
0. 01）.  The RT-qPCR results showed that compared with NG group， the expression levels of Ang-1 mRNA 
and Tie2 mRNA in the HUVECs in HG group and HG+In-Tie2 group were significantly decreased （P<
0. 01）； compared with HG group，  the expression levels of Ang-1 mRNA and Tie2 mRNA in HG+ 
In-Tie2 group were significantly decreased （P<0. 01），  and the expression levels of Ang-1 mRNA and 
Tie2 mRNA in the HUVECs in HG+Ang-1 group were significantly increased （P<0. 05）； compared 
with HG+Ang-1 group， the expression levels of Ang-1 mRNA and Tie2 mRNA in the HUVECs in HG+
Ang-1+In-Tie2 group and HG+Ang-1+LY294002 group were significantly decreased （P<0. 05 or P<
0. 01）.  The Western blotting results showed that compared with NG group， the expression level of Tie2 
protein in the HUVECs in HG group was significantly decreased （P<0. 01）， and the expression levels of 
GLUT1 and GLUT4 proteins were significantly increased （P<0. 01）； compared with HG group， the 
expression levels of Tie2， GLUT1， and GLUT4 proteins in the HUVECs in HG+In-Tie2 group were 
significantly decreased （P<0. 01）， the expression level of Tie2 protein in the HUVECs in HG+Ang-1 
group was significantly increased （P<0. 01）， and the expression levels of GLUT1 and GLUT4 proteins 
were significantly decreased （P<0. 01）； compared with HG+Ang-1 group， the expression levels of Tie2， 
GLUT1， and GLUT4 proteins in the HUVECs in HG+Ang-1+In-Tie2 group and HG+Ang-1+
LY294002 group were significantly decreased （P<0. 01）.  Compared with NG group， the p-PI3K/PI3K 
and p-AKT/AKT ratios in the HUVECs in HG group were significantly increased （P<0. 01）； compared 
with HG group， the p-PI3K/PI3K and p-AKT/AKT ratios in the HUVECs in HG+In-Tie2 group 
were significantly decreased （P<0. 01），  and  the p-PI3K/PI3K and p-AKT/AKT ratios in the 
HUVECs in HG+Ang-1 group were significantly decreased （P<0. 01）； compared with HG+Ang-1 
group， the p-PI3K/PI3K and p-AKT/AKT ratios in the HUVECs in HG+Ang-1+In-Tie2 group and HG+
Ang-1+LY294002 group were significantly decreased （P<0. 01）. Conclusion：Ang-1 down-regulates the 
expressions of GLUT1 and GLUT4 in the HUVECs cultured under high glucose conditions； the binding of 
Ang-1 to Tie2 may down-regulate GLUT1 and GLUT4 via the PI3K/AKT signaling pathway to 
participate in the glucose transportation in the HUVECs cultured under high glucose conditions.
KEYWORDS Diabetic nephropathy；  Angiopoietin-1；  Glucose transporter protein；  Tyrosine kinase 
receptor 2；  Phosphatidylinositol 3-kinase；  Protein kinase B
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糖 尿 病 肾 病 （diabetic kidney disease， DKD）

是糖尿病微血管病变所导致的肾脏结构和功能改

变，确切发病机制虽尚不明确，但持续高血糖是糖

尿病慢性血管并发症的中心环节，血管内皮层是高

血糖首要的靶器官［1］。血管生成素 1 （angiopoietin 1，
Ang-1） 是血管生成素 （angiopoietin，Ang） 家族中

主要成员之一。  酪氨酸激酶受体 2 （tyrosine kinase 
receptor 2，Tie2） 是一种内皮细胞特异性受体，广

泛表达于体内所有血管内皮细胞表面［2］。研究［3-4］

表明：Ang-1 与 Tie2 结合后通过激活磷脂酰肌醇 3-

激酶 （phosphatidylinositol 3-kinase， PI3K） /蛋白

激酶 B （protein kinase B，AKT） 信号通路，具有

抑制内皮细胞凋亡、诱导内皮细胞迁移、促进血管

成熟、维持血管稳定、降低血管通透性和抗炎等作

用。胰岛素通过胰岛素受体底物 （insulin  receptor 
substrates， IRSs） 介导的胰岛素受体底物 1 （insulin 
receptor substrate-1， IRS-1） /PI3K/AKT 信 号 通

路在葡萄糖代谢中发挥作用［5］。葡萄糖的代谢取决

于细胞对葡萄糖的摄取，但葡萄糖需借助胞膜上的

葡萄糖转运蛋白 （glucose transporter，GLUT） 才

可以自由地通过胞膜脂质双层结构。研究［6］发现：

胰岛素通过 PI3K 激活 AKT 调控 GLUT4 的转运。

CHANG 等［7］ 在高糖培养的人主动脉内皮细胞中

发现胰岛素通过 IRS-1 受体上调 GLUT1 的表达从

而提高其葡萄糖摄取能力。本研究通过阻断 Tie2，
探讨 Ang-1 通过 PI3K/AKT 信号通路调节高糖培

养 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 （human umbilical vein 
endothelial cells， HUVECs） 葡萄糖代谢的作用，

旨在为 DKD 防治提供新思路和新靶点。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　 HUVECs （上海赛

百慷生物技术股份有限公司）。胎牛血清 （美国

Gibco 公司），甘露醇 （上海阿拉丁生化科技股份有

限 公 司）， Ang-1、 Tie2 抑 制 剂 和 PI3K 抑 制 剂

LY294002 （美国 MedChemExpress 公司），葡萄糖

试剂盒 （南京建成生物工程研究所），BeyoClickTM 
EdU-488 试 剂 盒 和 YO-PRO-1/PI 试 剂 盒 （碧 云

天  生  物  公  司），  实  时  荧  光  定  量  PCR （real-time 
fluorescence quantitative PCR，RT-qPCR） 试剂盒

（武汉灵捷思生物技术有限公司），小鼠抗 AKT
抗体、  兔抗磷酸化 AKT （phosphorylated   AKT，

p-AKT）（Ser473） 抗体、兔抗 Tie2 抗体和小鼠抗

β-Tubulin 抗体 （武汉 Proteintech 公司），兔抗磷酸

化 PI3K （phosphorylated PI3K， p-PI3K） p85 
（Tyr458）［Tyr467］ /p55 （Tyr199） 抗体、兔抗

GLUT1 抗体和兔抗 GLUT4 抗体 （美国 Affinity 
Biosciences 公司），兔抗 PI3K-p85 抗体 （美国 Cell 
Signaling Technology 公司），辣根过氧化物酶、山

羊抗小鼠二抗和山羊抗兔二抗 （武汉灵捷思生物技

术有限公司）。CX41-32C02 型倒置显微镜 （日本

Olympus 公  司），  NanoDrop  1000 （美  国  Thermo 
Scientic 公司），CFX Connect RT-qPCR 仪 （美国

Bio-Rad 公司）。

1. 2　　 细 胞 培 养 和细 胞 培 养 和 Ang--1 及及 Tie2 抑 制 剂 浓 度 筛 选抑 制 剂 浓 度 筛 选　　

 将处于对数生长期的 HUVECs按照每孔 4×104个

细 胞 的 密 度 接 种 于 6 孔 细 胞 培 养 板，按 照 文

献 ［10-11］ 的方法培养 24 h 后，利用终浓度分别

为 0、200、500、1 000 和 2 000 μg·L-1 Ang-1 分别

培养 24 和 48 h 后，利用细胞计数试剂盒 8 （cell 
counting kit-8， CCK-8） 法检测细胞活性，筛选

Ang-1 最 佳 作 用 浓 度 。 将 处 于 对 数 生 长 期 的

HUVECs 按照每孔 4×104个细胞的密度接种于 6 孔

细胞培养板，  培养 24 h 后，  分别加入 0、  2 500、
5 000 和 7 500 nmol·L-1 Tie 2 抑制剂预处理 3 h，加

入 200 μg·L-1 Ang-1 处理细胞 48 h，利用 CCK-8 试

剂盒检测细胞活性，筛选 Tie2 抑制剂最佳作用

浓度。

1. 3　　 实 验 分 组实 验 分 组　　将处于对数生长期的 HUVECs
接 种于 6 孔细胞培养板，随机分为空白对照组

（NG 组）、高糖作用组 （HG 组）、HG+Tie2 抑制

剂组 （HG+In-Tie2 组）、 HG+Ang-1 组、 HG+
Ang-1+Tie2 抑制剂组（HG+Ang-1+In-Tie2组）和

HG+Ang-1+PI3K 抑 制 剂 组 （HG+Ang-1+
LY294002组），其中NG组细胞利用含 5. 5 mmol·L-1

葡萄糖的培养基 （即低糖） 培养 48 h；HG 组细胞

利用 30 mmol·L-1葡萄糖干预 48 h；HG+In-Tie2组

细胞在低糖培养条件下，2 500 nmol·L-1 Tie2 抑制

剂干预 3 h 后，采用 30 mmol·L-1葡萄糖干预 48 h；
HG+Ang-1 组细胞在低糖培养条件下，200 μg·L-1 
的 Ang-1干预 3 h 后，30 mmol·L-1葡萄糖干预细胞

48 h；HG+Ang1+In-Tie2 组细胞在低糖培养条件

下，200 μg·L-1 Ang-1 联合 2 500 nmol·L-1 Tie2 抑

制剂干预 3 h 后， 30 mmol·L-1 葡萄糖干预 48 h；
HG+Ang-1+LY294002 组 细 胞 在 低 糖 培 养 条 件

下， 200 μg·L-1 Ang-1 联合 10 μmol·L-1 PI3K 抑

制剂 LY294002 作用 3 h 后， 30 mmol·L-1 葡萄糖
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干预 48 h。LY294002 浓度参考文献 ［8-12］。

1. 4　　CCK--8 法检测细胞活性法检测细胞活性　　HUVECs 干预结束

后，参考 CCK-8试剂盒说明书加入 CCK-8溶液，将

细胞置于培养箱内继续培养 1 h，采用酶标仪于波

长 450 nm 处检测各组细胞的吸光度（A）值，计算

各组细胞活性。细胞活性= （加药组 A 值-空白组

A 值） / （对照组 A 值-空白组 A 值） ×100%。

1. 5　　试剂盒检测各组试剂盒检测各组 HUVECs 上清液中葡萄糖上清液中葡萄糖

水 平水 平　　 将处于对数生长期的 HUVECs 随机分为

空 白对照组 （NG 组）、高糖作用组 （HG 组） 和

Ang-1 组；NG 组细胞利用含 5. 5 mmol·L-1 葡萄糖

的培养基培养，HG 组细胞利用含有 30 mmol·L-1

葡萄糖的培养基培养， Ang-1 组利用 200 μg·L-1 
Ang-1 处理细胞 48 h。收集细胞，用分光光度计预

热 30 min，调节波长至  340 nm，参考试剂盒说明

书进行加样，同时计时，在 340 nm 波长、37 ℃下

孵育 5 min 的初始吸光度为 A1，比色后将比色皿连

同反应液一起放入 37 ℃的水浴箱，5 min 后记录

340 nm 波长下的吸 光 度 为 A2， 计 算 ΔA， ΔA=
A2-A1，葡 萄 糖 水 平（mmol·L-1）=（样 品 ΔA/
校准品 ΔA）×校准品浓度。

1. 6　　 5-- 乙 炔 基乙 炔 基 --2' 脱 氧 尿 嘧 啶 核 苷脱 氧 尿 嘧 啶 核 苷（（5--ethynyl--

2'--deoxyuridine，，EdU））法 检 测 各 组 细 胞 增 殖 活 性法 检 测 各 组 细 胞 增 殖 活 性　　

 HUVECs 干预后，参照 EdU 说明书加入 EdU 检

测液，于培养箱中继续培养 3~4 h 后，吸去培养

基，PBS 缓冲液漂洗 3 次，每次 5 min，4% 多聚甲

醛室温固定 20 min，加入 PI 染色液，荧光显微镜

观察，摄入 EdU 的细胞核呈绿色，即为阳性；未

摄入 EdU 的细胞核呈蓝色。分别随机统计各组

100 个细胞中 EdU 阳性细胞的百分率，以 EdU 阳性

细胞百分率代表各组细胞增殖活性。

1. 7　　 恶 唑 黄恶 唑 黄/碘 化 丙 啶碘 化 丙 啶（（oxazole yellow/propidium 

lodide，，YO--PRO--1/PI））检 测 各 组 细 胞 凋 亡 率检 测 各 组 细 胞 凋 亡 率　　   

 HUVECs 干预后，加入 YO-PRO-1/PI 检测液，

避光孵育 5~20 min。孵育结束后，在荧光显微镜

下观察荧光染色效果，YO-PRO-1 染色阳性细胞为

绿色荧光，激发波长 （Ex） /发射波长 （Em） =
491/509 nm；PI 染色阳性细胞为红色荧光，激发

波长 （Ex） /发射波长 （Em） =535/617 nm，荧

光显微镜下随机选取 5 个视野 （左上、左下、右

上、右下和中间，各 40 个细胞） 共 200 个细胞，计

算凋亡细胞所占百分率，即为细胞凋亡率。细胞凋

亡率= （YO-PRO-1 染色阳性细胞数+PI染色阳性

细胞数） /200×100%。

1. 8　　 RT--qPCR 法检测各组法检测各组 HUVECs 中中 Ang--1 和和

Tie2 mRNA 表达水平表达水平　　收集细胞，每组加入 1 mL 
TRIzol 试 剂 裂 解 细 胞 提 取 各 组 细 胞 总 RNA，

BeyoRT™ Ⅱ cDNA 合成试剂盒合成 cDNA 后利用

PCR 试 剂 盒 进 行 RT-qPCR 法 检 测，反应步骤：

94 ℃、 5 min， 94 ℃、 15 s， 56 ℃、 25 s， 72 ℃、

10 s，35 个循环；65 ℃、20 s，95 ℃、20 s。引物

序 列 ： Ang-1 上 游 引 物 5'-CCACAACCTTGTC-

AATCTTTGC-3'，Ang-1 下游引物 5'-TTACAGT-

CCAACCTCCCCCA-3'；Tie2 上游引物 5'-CCCA-

AGCCTTCCAAAACG-TG-3'， Tie2 下游引物 5'- 
TTGCCCTCCCCAAT-CACATC-3'； GAPDH 上

游 引 物 5'-GCACAGTC-AAGGCCGAGAAT-3'，
GAPDH 下游引物 5'-GCCTTCTCCATGGTGGT-

GAA-3'。以 GAPDH 为内参，采用 2-ΔΔCt法计算目

的基因表达水平。

1. 9　　Western blotting 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 p--AKT/

AKT 和和 p--PI3K/PI3K 比 值 及比 值 及 GLUT1 和和 GLUT4

蛋蛋白表达水平白表达水平　　HUVECs干预后，收集细胞，加入

2 mL 强度 RIPA 裂解后，4 ℃、10 000 r·min-1离心

20 min，吸取细胞上清，蛋白定量后每孔按照 20 μg
总蛋白上样，SDS-PAGE 电泳，NC 转膜，小鼠抗

AKT 抗体 （1∶800）、兔抗磷酸化 AKT （Ser473）
抗体 （1∶500）、小鼠抗 PI3K-p85抗体 （1∶1 000）、

兔抗 Tie2 抗体 （1∶800）、小鼠抗 Beta Tubulin 抗

体 （1∶800）、兔抗 GLUT1 抗体 （1∶1 200）、兔

抗 GLUT4 抗体 （1∶ 1 000） 和兔抗 p-PI3 Kinase 
p85 抗体 （1∶800），4 ℃孵育过夜，PBST 缓冲液

清洗 3 次，每次 10~15 min，加入 HRP 酶标抗兔/
抗鼠抗体孵育 2 h。加入 ECL 发光液后进行扫描，

采用 Image J软件分析蛋白条带灰度值，以 β-Tubulin
为内参，计算目的蛋白表达水平。目的蛋白表达水

平=目的蛋白条带灰度值/内参蛋白条带灰度值。

1. 10　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS 21. 0 软件进行统计

学分析。各组细胞增殖活性和凋亡率、细胞上清液中

葡萄糖水平、各组细胞中 Ang-1和 Tie2 mRNA 表达

水平及GLUT1和GLUT4蛋白表达水平以及p-AKT/
AKT和p-PI3K/PI3K比值均符合正态分布且方差齐，

以 x±s 表示，多组间样本均数比较采用单因素方

差分析，组间样本均数两两比较采用 SNK- q 检验。

以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
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2 结  果  

2. 1　　 Ang--1 最佳浓度筛选最佳浓度筛选　　与 0 μg·L-1 Ang-1 比

较， 200 μg·L-1 Ang-1  作  用   HUVECs 48 h  后，

HUVECs 细胞活性明显升高 （P<0. 01），  其  他
Ang-1 浓 度 和 作 用 时 间 HUVECs 细 胞 活 性 差 异

无统计学意义 （P>0. 05）。同时参考文献 ［10］，

后 续实验采用 200 μg·L-1 Ang-1 作为干预浓度。

见表 1。

2. 2　　 Tie2 抑 制 剂 最 佳 浓 度 筛 选抑 制 剂 最 佳 浓 度 筛 选　　 与 0 nmol·L-1 
Tie2 抑制剂比较，2 500、5 000 和 7 500 nmol·L-1 
Tie2 抑制剂作用下 HUVECs 细胞活性明显降低

（P<0. 01），同时参考文献 ［11］，后续实验采用

2 500 nmol·L-1 Tie2 抑制剂作为干预浓度。见图 1。

2. 3　　各组各组 HUVECs上清液中葡萄糖水平上清液中葡萄糖水平　　与 NG组

比较，HG 组 HUVECs 上清液中葡萄糖水平明显升

高（P<0. 01）。与HG组比较，Ang-1组HUVECs上
清液中葡萄糖水平明显降低 （P<0. 01）。见图 2。

2. 4　　各组各组 HUVECs 的增殖活性的增殖活性　　与 NG 组比较，

HG 组 HUVECs 增殖活性明显降低 （P<0. 01）。

与 HG 组比较， HG+In-Tie2 组 HUVECs 增殖活

性明显降低 （P<0. 01），HG+Ang-1 组 HUVECs
增殖活性明显升高 （P<0. 01）。与 HG+Ang-1 组

比  较，HG+Ang-1+In-Tie2  组   和   HG+Ang-1+
LY294002 组 HUVECs 增殖活性均明显降低 （P<
0. 01）。见图 3 和 4。
2. 5　　各组各组 HUVECs 凋亡率凋亡率　　与 NG 组比较，HG 组

HUVECs 凋亡率明显升高 （P<0. 01）。与 HG 组

比较，HG+In-Tie2 组 HUVECs 凋亡率明显升高

（P<0. 01）， HG+Ang-1 组 HUVECs 凋亡率明显

降低 （P<0. 01）。与 HG+Ang-1 组比较， HG+
Ang-1+In-Tie2 组 和 HG+Ang-1+LY294002 组

HUVECs凋亡率均明显升高（P<0. 01）。见图5和6。
2. 6　　各组各组 HUVECs 中中 Ang--1和和 Tie2 mRNA 表达表达

水 平水 平　　 与 NG 组 比 较 ， HG 组 和 HG+In-Tie2 组

HUVECs 中 Ang-1 和 Tie2 mRNA 表达水平均明显

降低 （P<0. 01）。与 HG 组比较，HG+In-Tie2 组

HUVECs中Ang-1和 Tie2 mRNA 表达水平均明显降

低（P<0. 01），HG+Ang-1 组 HUVECs中 Ang-1和

Tie2 mRNA 表达水平均明显升高 （P<0. 05）。与

HG+Ang-1 组 比 较 ， HG+Ang-1+In-Tie2 组 和

HG+Ang-1+LY294002 组 HUVECs 中 Ang-1 和

Tie2 mRNA 表达水平均明显降低 （P<0. 05 或 P<
0. 01）。见表 2。
2. 7　　各组各组 HUVECs 中中 GLUT1、、GLUT4 和和 Tie2 蛋蛋

白 表 达 水 平白 表 达 水 平　　与 NG 组比较， HG 组 HUVECs 中

Tie2蛋白表达水平明显降低（P<0. 01），GLUT1和

GLUT4 蛋 白 表 达 水 平 均 明 显 升 高 （P<0. 01）。

与 HG 组比较，HG+In-Tie2 组 HUVECs 中 Tie2、

表表 1　　不同浓度不同浓度 Ang--1 抑制剂作用下抑制剂作用下 HUVECss活性活性

TabTab.. 11　　 Activities of HUVECs after treated with different Activities of HUVECs after treated with different 
concentrations of Angconcentrations of Ang--11

Concentration of
    Ang-1[ρB/（μg·L-1）]

0
200
500
1 000
2 000

Cell activity
(t/h)     24 

1.03±0.05
1.14±0.02
1.10±0.03
1.11±0.03
1.10±0.04

48  
1.12±0.05
1.31±0.10*

1.27±0.44
1.09±0.16
1.01±0.07

*P<0.01 compared with 0 μg·L-1 Ang-1.
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*P<0.01 vs NG group； △P<0.01 vs HG group.
图图 2　各组　各组 HUVECs上清液中葡萄糖水平上清液中葡萄糖水平

Fig. 2　　Levels of glucose in superntant of HUVECs in 

various groups

A
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0.5
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0            2 500       5 000        7 500
Tie2  inhibitor [cB/(nmol·L-1)]

* * *

*P<0.01 compared with 0 nmol·L-1 Tie2 inhibitor.
图图 1　不同浓度　不同浓度 Tie2 抑制剂干预后抑制剂干预后 HUVECs活性活性

Fig. 1　　Activities    of    HUVECs    after   treated   with 

different concentrations of Tie2 inhibitor
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GLUT1 和 GLUT4 蛋白表达水平均明显降低 （P<
0. 01），HG+Ang-1 组 HUVECs 中 Tie2 蛋白表达

水平明显升高 （P<0. 01），GLUT1和 GLUT4蛋白

表达水平均明显降低（P<0. 01）。与HG+Ang-1组
比  较，  HG+Ang-1+In-Tie2  组   和   HG+Ang1+
LY294002 组 HUVECs中 Tie2、GLUT1和 GLUT4
蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 01）。见图 7。
2. 8　　各组各组 HUVECs中中 p--PI3K/PI3K 和和 p--AKT/AKT

比值比值　　与 NG 组比较，HG 组 HUVECs 中 p-PI3K/
PI3K 和 p-AKT/AKT 比值均明显升高 （P<0. 01）。

与HG组比较，HG+In-Tie2组HUVECs中 p-PI3K/
PI3K 和 p-AKT/AKT 比值均明显降低 （P<0. 01），

HG+Ang-1组 HUVECs中 p-PI3K/PI3K和 p-AKT/
AKT 比值均明显降低（P<0. 01）。与 HG+Ang-1组

比 较 ， HG+Ang-1+In-Tie2 组 和 HG+Ang-1+ 
LY294002 组 HUVECs 中 p-PI3K/PI3K 和 p-AKT/
AKT 比值均明显降低 （P<0. 01）。见图 8。

3 讨  论  

DKD 是糖尿病最常见而严重的微血管并发症，

NG HG HG+In-Tie2 HG+Ang-1
HG+Ang-1+

In-Tie2
HG+Ang-1+
LY294002

EdU

DAPI

Merge

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

图图 3　　EdU 法检测各法检测各 HUVECs增殖情况增殖情况

Fig. 3　　Proliferation of HUVECs in various groups detected by EdU method
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图图 4　各组　各组 HUVECs的增殖活性的增殖活性

Fig. 4　　 Proliferation activities of HUVECs in various 

groups

NG HG HG+In-Tie2 HG+Ang-1
HG+Ang-1+

In-Tie2
HG+Ang-1+
LY294002

YO-PRO-1

PI

Merge
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100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

图图 5　　YO--PRO--1/PI法检测各组法检测各组 HUVECs凋亡情况凋亡情况

Fig. 5　　Apoptosis of HUVECs in various groups detected by YO--PRO--1/PI method
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其  发  病  率  呈  逐  年  增  长  趋  势，已  成  慢  性  肾  病
（chronic kindey disease，CKD） 最重要病因之一。

已有学者证实血管内皮功能障碍与糖尿病慢性血管

并发症有密切关联，蛋白尿的出现便是肾脏广泛微

血管损害的标志［13］。血管内皮层是高血糖首要的

靶器官，持续高血糖首先损伤血管内皮，导致入球和

出球小动脉的阻力降低，引起肾小球滤过率增加和

肾小球肥大，出现肾小球系膜区细胞外基质增生和

小管间质纤维化，最终肾小球硬化并进入终末期肾

病。Ang 是一类调控血管形成的蛋白分子，至少有

4 个成员 （Ang-1、Ang-2、Ang-3、Ang-4）。Ang-1
常分布于血管、小肠、肾脏、前列腺、卵巢和子宫

等多个组织。Tie2 是 Ang 家族的共同受体，特异

性表达于内皮细胞和酪激酶型造血干细胞，在胚胎

时期的血管内皮中呈均匀表达［14-15］。

Ang-1 与 Tie2 结合具有抗内皮细胞凋亡，诱导

迁移，降低通透性，从而促进血管新生和维持血管

稳定的作用［3］。基于动物实验复杂性和诸多因素影

响，以及血管内皮层是高血糖直接的靶器官，且国

外大部分有关 Tie2 基因的体外实验研究也是建立

在血管内皮细胞的基础上，因此本实验选用体外实

验，以 HUVECs 为研究对象，因其具有多数内皮

细胞的功能，并广泛应用于内皮细胞的相关研究。

本研究结果显示：Tie2 抑制剂作用 HUVECs 后，

即表现出细胞增殖的抑制效应，当 Tie2 抑制剂作

用浓度达 2 500 nmol·L-1，其抑制增殖作用明显，

并与已有研究［11］ 结果类似；而 Ang-1 能够促进

HUVECs 的增殖，浓度为 200 μg·L-1 时其促进细

胞增殖的作用明显，并与已有研究［10］ 结果一致。

同时葡萄糖水平检测实验结果显示：当 Ang-1 浓

度  达  200 μg·L-1 时，其  降  糖  幅  度  明  显，故  选  取
Tie2 抑 制 剂 及 Ang-l 的最佳药物干预浓度分别为

2 500 nmol·L-1 及 200 μg·L-1。 同 时 RT-qPCR 和

Western   blotting 法  检  测  结  果  显  示：  Tie2 在
HUVECs 中呈阳性表达，这为后续的研究奠定实

验基础。

葡萄糖的代谢在于细胞对葡萄糖的摄取，但葡

萄糖需借助胞膜上的 GLUT 才能得以实现。而目前

发现至少存在 5 种 GLUTs，其分布、亲合力及功

能不尽相同。GLUT1 主要分布在红细胞、血脑屏

障及肿瘤组织中；GLUT2 高表达在胰岛 β 细胞、

小肠绒毛细胞基底膜侧、肾脏内皮细胞和肝脏细胞

中；GLUT3 主要表达在神经细胞，参与其能量代

谢和调节；GLUT4 属于胰岛素敏感性 GLUTs，是

脂肪细胞和骨骼肌细胞协助葡萄糖转运的主要蛋白

质；GLUT5 主要表达于人类小肠刷状缘和肝脏，

主要作为果糖转运体［16］。同样，在肾脏中发现了

多种 GLUT 蛋白，其中 GLUT1 是表达最丰富的亚

型之一，在 DKD 系膜细胞表型变化中起着关键的

病理作用［17］。1 型糖尿病大鼠肾组织中大鼠肾皮质

GLUT1 表达水平升高，导致细胞葡萄糖摄入增加、

葡 萄 糖 代 谢 增 加 、 细 胞 肥 大 和 细 胞 外 基 质

（extracellular matrix，ECM） 合成［18］。GLUT4 是

胰岛素作用后受调控最显著的 GLUTs。在 DKD 早

期足细胞中 GLUT4 表达上调，并与基线葡萄糖摄

取增加和胰岛素反应性降低有关［19］。与野生型小

鼠比较，GLUT4 缺陷小鼠表现出更严重的蛋白尿

和系膜细胞扩增［20］。本研究结果显示：正常葡萄

糖浓度培养的 HUVECs 中 GLUT1 和 GLUT4 蛋白
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图图 6　各组　各组 HUVECs凋亡率凋亡率

Fig. 6　　Apoptotic rates of HUVECs in various groups

表表2　　各组各组HUVECs中中Ang--1和和Tie2 mRNA表达水表达水平平

TabTab.. 22　　EExpression levels of xpression levels of Ang--1 and  and TieTie22 mRNA i mRNA in n 
HUVECs in various groupsHUVECs in various groups

Group
NG
HG
HG+In-Tie2
HG+Ang-1
HG+Ang-1+In-Tie2
Ang-1+LY294002

Ang-1 mRNA
1.08±0.12
0.35±0.03*

0.19±0.01*△△

0.96±0.09△

0.42±0.05##

0.30±0.04##

Tie2 mRNA
1.08±0.13
0.70±0.06*

0.43±0.07*△△

1.00±0.13△

0.65±0.07#

0.79±0.07#

*P<0.01 vs NG group；△P<0.05， △△P<0.01 vs HG group；
#P<0.05， ##P<0.01 vs HG+Ang-1 group.

1494



白 冰， 等 . 血管生成素 1 和酪氨酸激酶受体 2 抑制剂对内皮细胞葡萄糖转运的作用及其机制

阳性表达，高糖培养后 GLUT1 和 GLUT4 蛋白表

达明显上调，提示高糖可促使 HUVECs 中 GLUT1
和 GLUT4 蛋白表达上调。

Ang-1 除具有抗内皮细胞凋亡及促进血管生成
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In-Tie2 group； Lane 6：HG+Ang-1+LY294002 group. *P<0.01.

图图 7　　Western blotting 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 GLUT1、、GLUT4 和和 Tie2 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B~D））

Fig. 7　　Electrophoregram（（A）） and histograms （（B-D）） of expressions GLUT1, GLUT4 and Tie2 proteins in HUVECs 

in various groups detected by Western blotting method
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图图 8　　Western blotting 法检测各组法检测各组 HUVECs中中 p--PI3K、、PI3K、、p--AKT 和和 AKT 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B~C））

Fig. 8　　Electrophoregram（（A）） and histograms（（B-C）） of expressions of p--PI3K, PI3K, p--AKT and AKT proteins in 

HUVECs in various groups
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作用外，本课题组前期实验 ［21］ 发现其还可降低

大鼠血糖，可见 Ang-1 与内皮细胞的糖代谢调控有

关联，而且不受胰岛素的影响，提示Ang-1对DKD的

保护作用可能还存在调控葡萄糖代谢因素的参

与。Ang-1 处理高糖培养 HUVECs 后，GLUT1 和

GLUT4 蛋白表达水平较 HG 组降低，但仍明显高

于 NG 组，因此 Ang-1 降低 HUVECs 上清液中葡萄

糖水平可能与调整 GLUT1 和 GLUT4 蛋白表达有

关联。

胰岛素是人体内降低血糖的重要激素，其调

控血糖代谢极其复杂，涉及诸多信号传导通路，

其中 PI3K/AKT 信号通路在胰岛素多种生物学功

能中起重要调控作用［22］。Ang-1 与 Tie2 结合，激

活 PI3K 产 生 第 二 信 使 磷 脂 酰 肌 醇 三 磷 酸

（phosphatidylinositol 3-phosphate，PIP3），通  过  与
AKT 结合使其活化。活化的 AKT 通过磷酸化作用

激活或抑制其下游一系列底物，如含半胱氨酸的

天 冬 酸 蛋 白 酶 9 （cystein aspartic acid specific 
protease-9，Caspase-9）、核因子 κB（nuclear factor-κB，

NF-κB）和糖原合成激酶  （glycogen synthase kinase，
GSK） 23 等，从而发挥诱导内皮细胞迁移、抑制

内皮细胞凋亡、维持血管稳定和降低血管通透性等

作 用［23］。 Razuprotafib 和 AXT107 就 是 通 过 上 调

Tie2 活性，激活 Tie2 通路，从而抑制视网膜新血

管形成，稳定视网膜和脉络膜血管［24］。由此推测

Ang-1 调 控 GLUT1 和 GLUT4 蛋 白 表 达 可 能 与

PI3K/AKT 信 号 通 路 有 关 联 ， 本 研 究 通 过 阻 断

Tie2和 PI3K以进一步观察 PI3K、AKT、GLUT1和

GLUT4 的变化，结果显示：阻断 Tie2 后，细胞中

GLUT1 和 GLUT4 蛋白表达水平降低；阻断 PI3K
后 GLUT1 和 GLUT4 蛋白表达水平降低，提示

Ang-1 与 Tie2 结合影响 GLUT1 和 GLUT4 表达从

而参与 HUVECs 上清液中的葡萄糖转运代谢。阻

断 Tie2 后， HUVECs 中 p-PI3K/PI3K 和 p-AKT/
AKT 比 值 降 低；阻 断 PI3K 后，p-PI3K/PI3K 和

p-AKT/AKT 比值降低，提示 Ang-1 与 Tie2 结合可

通过 PI3K/AKT 通路参与 HUVECs 上清液中的葡

萄糖转运代谢。

综上所述，Ang-1 可影响高糖培养 HUVECs中
GLUT1 和 GLUT4 蛋白表达，Ang-1 与 Tie2 结合

可能通过 PI3K/AKT 信号通路、借助 GLUT1 和

GLUT4 调节高糖培养 HUVECs 的葡萄糖代谢。

后续研究还需通过动物实验探讨 Ang-1 如何影响

GLUT1 和 GLUT4 的表达进而降低血糖的机制并

加以验证。
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