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Sirt3/Sod2 信号通路介导的补骨脂酚抗糖尿病大鼠主动脉凋亡的机制

研究 
    

张忆雯，相里伟，裴斐*(西安交通大学第二附属医院心血管外科，西安 710000) 
 

摘要：目的  探讨补骨脂酚在糖尿病主动脉组织中的保护作用及其机制，明确 Sirt3/Sod2 信号通路在此过程中的作用。

方法  将 SD 大鼠随机分成对照组、糖尿病组和糖尿病+补骨脂酚组，将内皮细胞分为高脂高糖组、高脂高糖+3-TYP 组、

高脂高糖+补骨脂酚组和高脂高糖+补骨脂酚+3-TYP 组。采用 OGTT 试验检测大鼠的空腹血糖。采用 HE 染色观察主动

脉壁病理变化。采用荧光染色观察主动脉 Sirt3 表达变化。采用 Western blotting 检测主动脉组织及内皮细胞 Sirt3、Ac-Sod2、

Cleaved caspase-3、Bax、Bcl-2 蛋白的表达情况。并用 Sirt3 的抑制剂 3-TYP 来研究补骨脂酚抗糖尿病大鼠主动脉凋亡的

作用机制。结果  糖尿病大鼠主动脉壁组织排列紊乱，细胞减少，Sirt3 及 Bcl-2 蛋白表达水平明显降低，Ac-sod2、Cleaved 
caspase-3 及 Bax 蛋白表达水平明显升高。补骨脂酚可显著改善高血糖引起的主动脉壁组织排列紊乱情况，升高 Sirt3 及

Bcl-2 蛋白的表达水平，降低 Ac-sod2、Cleaved caspase-3 及 Bax 蛋白的表达水平。在高脂高糖损伤内皮细胞试验中 Sirt3
及 Bcl-2 蛋白表达水平降低，Ac-sod2、Cleaved caspase-3 及 Bax 蛋白表达升高，而予补骨脂酚处理可升高 Sirt3 及 Bcl-2
蛋白的表达水平，降低 Ac-sod2、Cleaved caspase-3 及 Bax 蛋白表达水平。予抑制剂 3-TYP 后，抑制补骨脂酚的保护作用。

结论  补骨脂酚共处理可通过激活 Sirt3/Sod2 信号通路显著抑制糖尿病引起的主动脉壁组织损伤，减少细胞凋亡。 
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Study on Mechanism of Sirt3/Sod2 Signaling Pathway Mediated Bakuchiol Against Aortic Apoptosis in 
Diabetic Mellitus Rats 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the protective effect and mechanism of bakuchiol in diabetic aortic artery, and clarify the 
role of Sirt3/Sod2 signaling pathway in this process. METHODS  SD rats were randomly divided into control group, diabetic 
mellitus group, diabetic mellitus and bakuchiol co-treatment group. Endothelial cells were divided into high fat and high sugar group, 
high fat and high sugar + 3-TYP group, high fat and high sugar + bakuchiol group, and high fat and high sugar + bakuchiol + 3-TYP 
group. Fasting blood glucose in rats was detected by OGTT. HE staining was used to observe the pathological changes of aortic 
vascular wall. The expression of Sirt3 in aortic artery was observed by fluorescence staining. Western blotting was used to detect 
the expression of Sirt3, Ac-Sod2, Cleaved caspase-3, Bax and Bcl-2 proteins in aortic tissue and endothelial cells. Then the 
mechanism of bakuchiol against aorta apoptosis in diabetes rats was studied by 3-TYP, an inhibitor of Sirt3. RESULTS  In 
diabetes, the aortic wall tissue was disordered, and the number of cells decreased. The expression of Sirt3 and Bcl-2 protein 
decreased, while the expression of Ac-sod2, Cleared caspase-3 and Bax protein increased. However, bakuchiol could 
significantly improve the disorder of aortic wall tissue caused by hyperglycemia. The expression of Sirt3 and Bcl-2 protein 
increased, while the expression of Ac-sod2, Cleared caspase-3 and Bax protein decreased. After the endothelial cells injured by 
high fat and high glucose, the expression levels of Sirt3 and Bcl-2 proteins were decreased, and the expression levels of Ac-sod2, 
Cleaved caspase-3 and Bax proteins were increased. However, bakuchiol could significantly increase the expression levels of 
Sirt3 and Bcl-2 proteins, and decrease the expression levels of Ac-sod2, Cleaved caspase-3 and Bax proteins. The protective 
effect of bakuchiol was inhibited by 3-TYP. CONCLUSION  Bakuchiol co-treatment could significantly inhibit the aortic 
artery damage caused by diabetic mellitus and reduced cell apoptosis by activating Sirt3/Sod2 pathway. 
KEYWORDS: diabetic mellitus; bakuchiol; aortic; Sirt3/Sod2 signaling pathway; apoptosis 
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目前估计糖尿病在成年人中发病率为 9%，预测

到 2035 年，全球糖尿病患者数量可达 6 亿[1]。糖尿

病是血管病变的重要危险因素，与没有糖尿病的个

体相比，糖尿病患者发生心血管事件风险增加 2~4
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倍[2]。在皮肤、肌肉、心脏、大脑、眼睛和肾脏等

各种器官中，高血糖通过诱发微血管和大血管损

伤，造成不可逆的损害[3]。因此，寻找有效药物抑

制糖尿病血管损伤是治疗糖尿病的重要研究方

向。Sirtuin-3(Sirt3)是 sirtuins 的重要成员，一种高度

保守的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD+)-依赖性脱乙

酰酶，在多种组织中表达[4]。Sirt3 在衰老[5]、肿瘤
[6]、心肌梗死[7]和糖尿病[8]等疾病中扮演重要角色，

尤其是糖尿病，有报道显示 2 型糖尿病的患者 Sirt3
表达减少[9]；此外 INS1 细胞中敲除 Sitr3 表达可减

少胰岛素的分泌，ROS 表达水平和凋亡升高[10]。

补骨脂酚是主要存在于补骨脂等豆科植物中的一

种天然物质，具有抗菌[11]、抗炎[12]、抗氧化[13]等

多种药理作用。补骨脂酚可用于治疗神经系统疾

病[14]、心肌缺血再灌注损伤[15]和肿瘤[16]等多种疾

病。然而补骨脂酚能否改善糖尿病引起的血管损

伤尚未见报道。因此本研究通过给予补骨脂酚干

预链脲佐菌素诱导的糖尿病引起的血管损伤，研

究其保护机制，为治疗长期高糖引起的血管损伤

提供新的治疗药物和理论依据。 
1  材料 

40 只 8 周龄 SD 大鼠，♂，SPF 级体质量约

180~220 g，均由西安交通大学动物实验中心提供，

动物生产许可证号为 SCXK(陕)2018-001，使用许

可证号为 SYXK(陕)2020-005，本研究经西安交通

大学实验动物福利伦理审查委员会审核通过。 
血管内皮细胞(Scien Cell Research Laboratories

公司)；高糖高脂饲料(书玉生物科技有限公司)；
Dulbecco’s modified Eagle’s 培 养 基 (DMEM ，

Gibco，Grand Island，NY，USA)；热灭活胎牛血

清(FBS，Gibco，Grand Island，NY，USA)；补骨

脂酚(Singma-Aldrich 公司，批号：68612)、链脲佐

菌素(北京索莱宝公司，货号：S8050)；兔抗 Sirt3(货
号：2627)、Sod2(货号：13141)、Cleaved capase-3(货
号：9664)、Caspase-3(货号：9662)、Bcl-2(货号：4223)、
Bax(货号：41162)和 β-actin(货号：4970)抗体均来

自 CST 公司；Ac-sod2 抗体(Abcam 公司，货号：

ab137037)；辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔

(货号：SE134)、羊抗鼠(货号：SE131)抗体均来自

北京索莱宝公司；FFA 棕榈酸酯(货号：10030-73-6)
及 3-TYP[3-(1H-1,2,3-triazol- 4-yl)pyridine] (货号：

12024-79-4)均来自 MedChemExpress 公司；4%多

聚甲醛(上海碧云天生物有限公司)；95%乙醇、二

甲苯、无水乙醇均来自成都中仕石化有限公司。 

2  方法 
2.1  动物分组   

将 40只 SD大鼠随机分成 3 组：对照组(n=10)、
糖尿病组(n=15)、糖尿病+补骨脂酚组(n=15)。对

照组用普通饲料喂养 12 周，并于第 5 周开始时连

续 3 d 腹腔注射生理盐水；糖尿病组和糖尿病+补
骨脂酚组用高糖高脂饲料喂养 12 周，并于第 5 周

开 始 时 连 续 3 d 腹 腔 注 射 链 脲 佐 菌 素

(60 mg∙kg–1∙d–1)；另外，糖尿病+补骨脂酚组加用

溶于水中的补骨脂酚(60 mg∙kg–1∙d–1)。 
2.2  OGTT 试验   

首先 8 周龄 SD 大鼠禁食 10 h，然后予腹腔注

射葡萄糖液体(2 g∙kg–1)。根据以下 5 个时间点(0，
30，60，90，120 min)取 SD 大鼠尾静脉血测量血

糖值，以血糖值为纵坐标，各时间点为横坐标描

绘折线图，然后计算 AUC 面积。 
2.3  主动脉 HE 染色及 Sirt3 免疫荧光   

糖尿病模型建立后 8 周，予异氟烷麻醉，收

集 SD 大鼠主动脉组织并冲洗干净，使用 4%多聚

甲醛固定 72 h。常规脱水后，石蜡包埋主动脉组

织，并切成 5 µm 厚切片若干。根据文献所述进行

苏木精-伊红染色，在普通光镜下观察主动脉组织

情况并拍照[17]。石蜡切片脱蜡至水后，抗原修复，

按文献所述进行免疫荧光实验步骤[18]，显微镜镜

检，图像采集。 
2.4  细胞培养和分组   

内皮细胞培养在 DMEM。辅以 10%的 FBS 和

1%的青霉素-链霉素溶液，在 37 ℃和 5%的 CO2

孵箱。 
内皮细胞分为高脂高糖组、高脂高糖+ 3-TYP

组、高脂高糖+补骨脂酚组和高脂高糖+补骨脂酚

+3-TYP 组。高脂高糖组的细胞被培养在含有

33 mmol·L−1、500 μmol·L−1饱和 FFA 棕榈酸酯的

DMEM 中。高脂高糖+3-TYP 组、高脂高糖+补
骨脂酚组和高脂高糖+补骨脂酚+ 3-TYP 组的细

胞在高脂高糖组的条件下加 10 μmol·L−1补骨脂酚

和(或)3-TYP(50 μmol·L−1)。 
2.5  蛋白分子表达的检测   

组织或者细胞使用 BCA 法检测各组蛋白浓

度，使用 loading buffer 将各组蛋白浓度稀释至同

一浓度。经十二烷基硫酸钠 (SDS)-聚丙烯酰胺

(PAGE)凝胶电泳分离蛋白，湿转法将蛋白电转移

至 PVDF 膜。5%牛奶室温封闭 2 h 后，TBS 液洗

脱残留的牛奶，依次滴加 Sirt3、Ac-sod2、Sod2、
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Cleaved capase-3、Caspase-3、Bcl-2、Bax 及 β-actin
抗体，4 ℃冷库孵育 10 h。次日使用 TBST 液体洗

脱 6 次，每次 5 min，分别加入辣根过氧化物酶标

记的二抗。室温孵育 2 h 后，再次使用 TBST 液体

洗脱 6 次，每次 5 min。按免疫印迹化学发光法检

测各蛋白表达情况。 
2.6  TUNEL 法测定细胞凋亡   

采用 TUNEL 法检测细胞凋亡。将检测组织样

本 切 片 去 蜡 或 者 细 胞 样 本 多 聚 甲 醛 固 定 ， 用

0.1%TritonX-100 处理 10 min。用 PBS 洗涤 3 次后，

将样本与 TUNEL 反应混合物在室温下孵育 1 h，

然后与 DAPI 孵育 10 min。在荧光显微镜下观察

TUNEL 阳性细胞。 
2.7  统计学处理 

统计学分析软件 Prime Graphpad 用于分析数

据，多组间数据采用方差分析(ANOVA)。符合正

态分布的计量资料采用 x s± 表示，P<0.05 为差异

有统计学意义。 
3  结果 
3.1  补骨脂酚对糖尿病大鼠主动脉的影响 

SD 大鼠腹腔注射链脲佐菌素后，第 7 天行

OGTT 试验。通过采集各组 SD 大鼠尾静脉血检测

血糖值，同时计算各组 AUC 面积。与对照组相比，

糖尿病组 AUC 值明显升高(P<0.01)；与糖尿病组

相 比 ， 糖 尿 病 +补 骨 脂 酚 组 AUC 值 明 显 下 降

(P<0.05)。SD 大鼠腹腔注射链脲佐菌素 8 周后，收

集主动脉并行 HE 染色。结果显示，与对照组相比，

糖尿病组主动脉血管壁细胞核减少，组织排列紊

乱；与糖尿病组相比，糖尿病+补骨脂酚组主动

脉血管壁细胞核增多，组织排列紊乱情况改善，

结果见图 1。 
3.2  补骨脂酚可激活 Sirt3/Sod2 信号通路改善糖

尿病主动脉细胞凋亡 
主动脉血管壁免疫荧光结果提示，与对照组

相比，糖尿病组 Sirt3 表达水平明显下降。与糖尿

病组相比，糖尿病+补骨脂酚组 Sirt3 表达上升，

结果见图 2。 
Western blotting 检测结果所示，与对照组相

比 ， 糖 尿 病 组 主 动 脉 组 织 Ac-sod2 、 Cleaved 
caspase-3 和 Bax 蛋白表达水平明显升高，而 Sirt3
和 Bcl-2 表达水平明显降低。与糖尿病组相比，糖

尿病+补骨脂酚组 Ac-sod2、Cleaved caspase-3 和

Bax 蛋白表达水平明显降低，而 Sirt3、Bcl-2 蛋白

表达水平升高。提示补骨脂酚可通过激活 Sirt3 抑

制糖尿病主动脉组织凋亡，结果见图 3。 
3.3  3-TYP 通过抑制 Sirt3 来抑制补骨脂酚对血管

内皮细胞的保护作用 
血管内皮细胞免疫荧光结果提示，与高脂高

糖组、高脂高糖+3-TYP 组及高脂高糖+补骨脂酚

+3-TYP 组相比，高脂高糖+补骨脂酚组 Sirt3 蛋白
 

 
 

图 1  各组大鼠血糖水平及主动脉 HE 染色结果( x s± ，n=3，40×)  
与对照组比较，1)P<0.01；与糖尿病组比较，2)P<0.05。 
Fig. 1  Blood glucose levels and HE staining results of aortic artery of rats in each group( x s± , n=3, 40×) 
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with diabetic mellitus group, 2)P<0.05. 
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图 2  各组大鼠主动脉 Sirt3 免疫荧光及 TUNEL 结果( x s± ，n=3) 
与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与糖尿病组比较，3)P<0.05，4)P<0.01。 
Fig. 2  Sirt3 immunofluorescence and TUNEL results of rat aorta in each group( x s± , n=3) 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with diabetic mellitus group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 

 

 
 

图 3  各组大鼠 Western blotting 结果( x s± ，n=3) 
与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与糖尿病组比较，3)P<0.05，4)P<0.01。 
Fig. 3  Results of Western blotting in each group( x s± , n=3) 
Compared with control group, 1)P < 0.05, 2)P < 0.01; compared with DM group, 3)P < 0.05, 4)P < 0.01. 
 

表达水平明显上升，而血管内皮细胞凋亡明显减

少，结果见图 4。Western blotting 检测结果显示，

与高脂高糖组、高脂高糖+3-TYP 组及高脂高糖+
补骨脂酚+3-TYP 组相比，高脂高糖+补骨脂酚组

中 Ac-sod2、Cleaved caspase-3 和 Bax 蛋白表达水

平明显下降，而 Sirt3 和 Bcl-2 蛋白表达水平明显

升高，结果见图 5。提示 Sirt3 抑制剂 3-TYP 可以

阻断补骨脂酚激活 Sirt3/Sod2 信号通路。侧面证明

了，补骨脂酚可通过激活 Sirt3/Sod2 信号通路对高

脂高糖环境中的血管内皮细胞发挥保护作用。 
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图 4  各组细胞免疫荧光及 TUNEL 结果( x s± ，n=5，200×)  
与高脂高糖组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与高脂高糖+补骨脂酚组比较，3)P<0.05，4)P<0.01；与高脂高糖+3-TYP 组比较，5)P<0.01。 
Fig. 4  Immunofluorescence and TUNEL results of cells in each group ( x s± , n=5, 200×) 
Compared with high fat and high sugar group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with high fat and high sugar + bakuchiol group, 3)P<0.05, 4)P<0.01; 
compared with high fat and high sugar + 3-TYP group, 5)P<0.01. 

 

 
 

图 5  各组内皮细胞 Western blotting 结果( x s± , n=5)  
与高脂高糖组比较，1)P<0.01；与高脂高糖+补骨脂酚组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 5  Results of Western blotting in each group( x s± , n=5) 
Compared with high fat and high sugar group, 1)P<0.01; compared with high fat and high sugar + bakuchiol group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
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4  讨论 
高血糖促进血管和血管并发症的发生，例如

脑卒中 [19]、急性冠脉综合征 [20]、视网膜病变 [21]

等。而且大血管和微血管疾病是糖尿病发病率和

死亡率增加的主要致病因素[22]。虽然 2 型糖尿病

被确诊主要是由高血糖症来定义，然而其病理上

往往涉及血管。鉴于糖尿病血管疾病的影响，寻

求有效的治疗手段来改善 2 型糖尿病的血管结局

是目前研究的热点。 
补骨脂酚是从补骨脂种子中广泛提取的一种

生物活性单萜酚[23]。已有文献表明，补骨脂酚具

有广泛的药理学性质，包括抗氧化[14]、抗炎[23]和

抗肿瘤[16]作用。有大量报道补骨脂酚在糖尿病及

其并发症方面治疗具有显著作用[15]。也有报道补

骨脂种子提取物可通过抑制氧化应激来改善链脲

佐菌素诱导的小鼠糖尿病损伤[24]。有研究指出补

骨脂酚能通过激活 Sirt1/Nrf2 信号通路来减缓糖尿

病心肌病损伤[15]。此外，有报道补骨脂酚可显著

降低链脲佐菌素诱导的小鼠糖尿病血糖水平，改

善糖耐量[13]。笔者研究发现补骨脂酚共处理可减

轻糖尿病小鼠空腹血糖水平。同时发现糖尿病小

鼠主动脉血管壁排列紊乱，细胞减少。而在补骨

脂酚共处理组中可见血管排列紊乱情况改善，细

胞增多。 
Sirtuin-3(Sirt3)，一种高度保守的烟酰胺腺嘌

呤二核苷酸(NAD+)-依赖性脱乙酰酶，主要表达在

线粒体[25]。Sirt3 不仅与细胞代谢、生物合成及细

胞凋亡等过程密切相关[4]，而且在许多疾病中(尤
其是在糖尿病中)扮演重要角色[6]。有报道指出高

脂喂养的小鼠组织中 Sirt3 表达水平降低[26]。本课

题研究发现主动脉血管组织中 Sirt3 表达水平较

对照组明显下降。在糖尿病中 Sirt3 可调节小鼠胰

腺 β 细胞功能，过表达 Sirt3 可增加糖尿病心肌梗

死后血管生成，改善心脏功能[27]。笔者研究发现

糖尿病主动脉组织中 Sirt3 表达减少，而补骨脂酚

共处理组 Sirt3 表达增多。在糖尿病肾病中，激活

Sirt3 可保护 HK-2 细胞抵抗凋亡[5]。在 2 型糖尿病

中可通过激活 Sirt3 保护胰岛 β 细胞，减少氧化应

激导致的细胞凋亡[28]。本实验研究发现糖尿病主

动脉组织中凋亡蛋白表达增多，而补骨脂酚共处

理组凋亡蛋白表达减少。同时在血管内皮细胞中

予 Sirt3 阻断剂 3-TYP 出现凋亡现象明显。 
综上所述，本研究发现补骨脂酚可通过激活

Sirt3/Sod2 信号通路，减轻糖尿病引起的凋亡，从

而保护主动脉。本研究揭示了补骨脂酚抵抗高血

糖引起的主动脉损伤机制，并为补骨脂酚相关药

物的开发提供了实验依据。 
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