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阿司匹林抗高糖诱导的内皮细胞衰老的作用

伊桐凝1, 张 锦2, 于世家1

(1. 辽宁中医药大学附属医院内分泌科,辽宁省沈阳市 110031;2. 中国医科大学附属第一医院内分泌科,辽宁省沈阳市 110001)

[关键词] 摇 阿司匹林;摇 内皮细胞衰老;摇 端粒酶;摇 细胞周期;摇 活性氧

[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨阿司匹林是否具有抗高糖诱导的内皮细胞衰老的作用及其机制。 方法摇 人脐静脉内皮细

胞(HUVEC)分别于正常糖浓度培养液 (5郾 5 mmol / L)、高糖培养液和高糖(33 mmol / L) + 阿司匹林(0郾 01、0郾 1、1 及

3 mmol / L)培养液中培养 48 h,观察细胞形态、采用 茁鄄半乳糖苷酶染色鉴定衰老细胞,PCR鄄ELISA 检测端粒酶活性,
流式细胞仪检测细胞周期和细胞内活性氧水平。 结果摇 高糖培养液作用 HUVEC 48 h 后,细胞呈现衰老状态,茁鄄半
乳糖苷酶染色阳性细胞数明显增加,端粒酶活性明显减低,细胞周期停滞于 G0 / G1 期,S 期显著减少,细胞内活性

氧水平显著增加。 0郾 01、0郾 1 和 1 mmol / L 阿司匹林作用后细胞形态改善,茁鄄半乳糖苷酶染色阳性细胞数显著减少,
端粒酶活性增强,S 期细胞显著增加,细胞内活性氧水平降低(P < 0郾 05)。 而 3 mmol / L 阿司匹林作用后与高糖组

相比差异无显著性。 结论摇 高糖环境下阿司匹林(0郾 01、0郾 1 和 1 mmol / L)具有抗内皮细胞衰老的作用,其作用机

制可能与氧化应激有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect and mechanism of aspirin on human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC) senescence exposed to high glucose condition. 摇 摇 Methods摇 The cultured HUVEC were treated with concen鄄
trations of glucose at 5郾 5, 33 mmol / L and glucose at 33 mmol / L with aspirin at 0郾 01, 0郾 1, 1 and 3 mmol / L for 48 h. 摇
SA鄄茁鄄gal staining was used to evaluate senescence. 摇 Telomerase activity was detected by PCR鄄ELISA. 摇 Cell cycle and the
level of reactive oxygen species (ROS) were detected by flow cytometry. 摇 摇 Results 摇 Endothelial cells exhibited the
characteristic of senescence, increased the number of 茁鄄gal positive cells, decreased telomerase activity significantly, en鄄
hanced the proportion of HUVEC in the G0 / G1 phase and reduced that in the S phase and increased the level of ROS after
exposure to high glucose (33 mmol / L, P < 0郾 05). 摇 All these phenomena were reversed by 0郾 01, 0郾 1 and 1 mmol / L as鄄
pirin remarkably (P < 0郾 05). 摇 However, there was no significant difference between 3 mmol / L aspirin group and high
glucose group. 摇 摇 Conclusions摇 0郾 01, 0郾 1 and 1 mmol / L aspirin delay endothelial cell senescence exposed to high glu鄄
cose. 摇 This positive effect may be associated with decreasing oxidative stress.

摇 摇 糖尿病并发症中心血管疾病是主要的表现形

式和死亡原因,糖尿病大血管病变的病理基础主要

是动脉粥样硬化性改变,而内皮细胞受损发生功能

障碍是动脉粥样硬化的始动环节。 近年研究发现,
血管内皮细胞衰老在动脉粥样硬化的发生发展

中起到了重要作用[1] 。目前已有多项研究证实高糖
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有可能通过诱导内皮细胞衰老而触发糖尿病大血

管并发症[2,3]。 阿司匹林是一历史悠久的非甾体类

解热镇痛药,因其具有多种细胞保护作用,被认为

是糖尿病人群心血管事件防治中最基本用药之一。
近年来,研究发现阿司匹林具有抗衰老的作用[4,5]。
因此,本研究观察阿司匹林是否具有抗高糖诱导的

内皮细胞衰老的作用,从而为探讨防治糖尿病大血

管病变提供理论依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothe鄄
lial cell,HUVEC)株购自 Cascade Biologics,DMEM 培养

基、胎牛血清购自 Gibco 公司,葡萄糖、碘化丙啶购自

Sigma 公司,茁鄄半乳糖苷酶染色试剂盒、活性氧检测试

剂盒购自碧云天生物试剂公司,端粒酶活性检测试剂

盒购自德国 Roche Diagnostics 公司。 流式细胞仪

(FACSCaliber,BD),相差显微镜(Olympas 公司,日本)。
1郾 2摇 细胞培养

HUVEC 株生长于含 10%胎牛血清的 DMEM 培

养基中,置于 5% CO2、37益 培养箱中培养。 每隔 2
~ 3 天换培养液 1 次以维持良好的生长状态,待细

胞 80%汇合时用 0郾 25% 胰蛋白酶消化传代。 细胞

接种密度调整为 1 伊 108 cells / L,待细胞 80%汇合时

换成含 1%胎牛血清的 DMEM 培养基继续培养 24
h,使细胞达到同步化用于实验。
1郾 3摇 实验分组

将贴壁细胞随机分成 6 组,正常糖浓度组(5郾 5
mmol / L)、高糖组(33 mmol / L)和高糖(33 mmol / L)
+ 0郾 01、0郾 1、1 及 3 mmol / L 阿司匹林组培养 48 h。
每组设 3 个复孔,实验重复 3 次。
1郾 4摇 茁鄄半乳糖苷酶染色

将细胞接种于 6 孔板中,分组干预后,吸除细胞

培养液,PBS 清洗细胞,0郾 5%戊二醛固定细胞 3 ~ 5
min,PBS 洗 3 次,吸除 PBS,各孔加入 1 mL 新配置

的 X鄄gal 染液,37益无 CO2 条件下孵育 12 ~ 16 h,荧
光显微镜下每组标本随机选取视野,至少观察 1000
个细胞,胞浆蓝染者为衰老细胞,计数阳性细胞占

观察细胞总数的百分比。
1郾 5摇 细胞内端粒酶活性检测

应用 PCR鄄ELISA 检测,用 0郾 25% 胰蛋白酶消

化、收集 2 伊 105 个细胞,余步骤按试剂盒说明书,酶
标仪读数并计算端粒酶的相对活性。

1郾 6摇 流式细胞仪分析细胞周期

消化、收集 1 伊 106 个细胞,1000 r / min 离心 5
min,PBS 洗 2 次后充分吹散混匀,缓慢加入 70% 乙

醇,4益固定过夜。 离心弃去乙醇,细胞用冷 PBS 洗

2 次,加入终浓度为 50 kg / L 碘化丙啶染液,4益避光

反应 30 min。 流式细胞仪分析细胞周期,激发光波

长 488 nm,发射光波长 570 nm,细胞流速不超过 60
cells / min,至少选取 10000 个细胞。 数据用 BD 公司

提供的 Moldifit 2郾 0 分析。
1郾 7摇 细胞内活性氧检测

细胞干预后胰酶消化,使细胞浓度为 2 伊 108

cells / L。 按照 1颐 1000 用无血清培养液稀释 DCFH鄄
DA,使终浓度为 10 滋mol / L。 细胞收集后悬浮于稀

释好的 DCFH鄄DA 中,37益 细胞培养箱内孵育 20
min。 用无血清细胞培养液洗涤细胞 3 次,流式细胞

仪检测至少 10000 个细胞,并计算平均荧光强度。
1郾 8摇 统计学方法

实验数据以x 依 s 表示,采用单因素方差分析

(ANOVA),P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 细胞形态学改变

摇 摇 镜下可见,正常糖浓度组 HUVEC 呈单层铺路石

样生长,细胞呈短梭状或鹅卵石状贴壁紧密。 高糖组

细胞失去铺路石样排列外观,贴壁细胞数量减少,悬
浮细胞数量增加,贴壁细胞生长缓慢,细胞胞体胀大

扁平,立体感差,胞浆内颗粒增多。 高糖培养液加入

0郾 01、0郾 1 和 1 mmol / L 阿司匹林后,脱落的细胞减少,
细胞形态趋于正常,而 3 mmol / L 阿司匹林作用后细

胞形态与高糖组相比无显著性差异(高糖 +阿司匹林

组以 1 mmol / L 阿司匹林组为代表;图 1)。
2郾 2摇 细胞衰老情况

正常糖浓度组不见阳性细胞,高糖组阳性细胞

数明显增加,0郾 01、0郾 1 和 1 mmol / L 阿司匹林作用

后随着阿司匹林浓度的升高阳性细胞数减少,但 3
mmol / L 阿司匹林作用后阳性细胞数与高糖组相比

差异无显著性(高糖 + 阿司匹林组以 1 mmol / L 阿

司匹林组为代表;表 1 和图 2)。
2郾 3摇 端粒酶活性

与正常糖浓度组相比,高糖组细胞内端粒酶活性

明显降低(P <0郾 05)。 0郾 01、0郾 1 和 1 mmol / L 阿司匹林

作用后细胞内端粒酶活性呈剂量依赖性地升高(P <
0郾 05)。 3 mmol / L 阿司匹林作用后细胞内端粒酶活性

与高糖组相比差异无显著性 (P >0郾 05;表 1)。
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图 1. 阿司匹林对高糖环境下内皮细胞形态的影响摇 摇 A 为正常糖浓度组,B 为高糖组,C 为高糖 + 1 mmol / L 阿司匹林组。

Figure 1. Effect of aspirin on morphological features of endothelial cells under high glucose condition

图 2. 阿司匹林对高糖环境下内皮细胞 SA 茁鄄gal 活性的影响摇 摇 A 为正常糖浓度组,B 为高糖组,C 为高糖 + 1 mmol / L 阿司匹林组。

Figure 2. Effect of aspirin on the activity of SA 茁鄄gal of endothelial cells under high glucose condition

表 1. 阿司匹林对内皮细胞 SA 茁鄄gal 和端粒酶活性的影响

(x 依 s)
Table 1. Effect of aspirin on SA 茁鄄gal and telomerase activ鄄
ities of endothelial cells under high glucose condition
分摇 组 SA 茁鄄gal 活性 端粒酶活性(% )

正常糖浓度组 5郾 0 依 1郾 33 100

高糖组 16郾 79 依 2郾 26a 72郾 26 依 2郾 25a

高糖 + 0郾 01 mmol / L 阿司匹林组 12郾 33 依 1郾 2ab 126郾 44 依 10郾 04ab

高糖 + 0郾 1 mmol / L 阿司匹林组 10郾 33 依 1郾 15ab 144郾 75 依 5郾 88ab

高糖 + 1 mmol / L 阿司匹林组 7郾 3 依 1郾 23b 166郾 6 依 8郾 80ab

高糖 + 3 mmol / L 阿司匹林组 16郾 67 依 1郾 40a 82郾 11 依 7郾 10a

a 为 P < 0郾 05,与正常糖浓度组相比;b 为 P < 0郾 05,与高糖组相比。

2郾 4摇 细胞周期分析

内皮细胞在正常糖浓度作用下各期比例正常;

高糖作用细胞 48 h 后,G0 / G1 期细胞增加,S 期和

G2 / M 期细胞减少;0郾 01、0郾 1 和 1 mmol / L 阿司匹林

作用内皮细胞 48 h 后, G0 / G1 期细胞减少, S 期和

G2 / M 期细胞增加(表 2)。
2郾 5摇 细胞内活性氧水平变化

与正常糖浓度组相比,高糖作用后细胞内活性氧

(reactive oxygen species,ROS)水平明显升高(P <
0郾 05)。 0郾 01、0郾 1 和 1 mmol / L 阿司匹林作用后细胞

内 ROS 水平呈剂量依赖性地降低 (P < 0郾 05),3
mmol / L 阿司匹林作用后细胞内 ROS 水平与高糖组

相比差异无显著性(P >0郾 05;表 3)。

表 2. 阿司匹林对高糖环境下内皮细胞细胞周期分布的影响(x 依 s, % )
Table 2. Effect of aspirin on the cell cycle of endothelial cells under high glucose condition

分摇 组 G0 / G1 S G2 / M

正常糖浓度组 58郾 81 依 2郾 54 33郾 05 依 1郾 53 8郾 25 依 1郾 22
高糖组 78郾 77 依 4郾 26a 14郾 57 依 1郾 8a 6郾 90 依 1郾 09
高糖 + 0郾 01 mmol / L 阿司匹林组 75郾 17 依 3郾 46a 16郾 14 依 3郾 31a 8郾 69 依 0郾 78
高糖 + 0郾 1 mmol / L 阿司匹林组 68郾 17 依 4郾 59ab 23郾 61 依 2郾 12ab 8郾 22 依 0郾 34
高糖 + 1 mmol / L 阿司匹林组 62郾 35 依 5郾 87ab 29郾 64 依 4郾 87ab 8郾 01 依 1郾 56
高糖 + 3 mmol / L 阿司匹林组 81郾 42 依 4郾 02a 10郾 24 依 3郾 98a 8郾 34 依 0郾 91

a 为 P < 0郾 05,与正常糖浓度组相比;b 为 P < 0郾 05,与高糖组相比。
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表 3. 阿司匹林对高糖环境下内皮细胞活性氧水平的影响(x
依 s, % )
Table 3. Effect of aspirin on ROS level of endothelial cells
under high glucose condition

分摇 组 ROS 水平

正常糖浓度组 117郾 11 依 10郾 83

高糖组 244郾 56 依 12郾 1a

高糖 + 0郾 01 mmol / L 阿司匹林组 162郾 34 依 17郾 56

高糖 + 0郾 1 mmol / L 阿司匹林组 121郾 09 依 10郾 73ab

高糖 + 1 mmol / L 阿司匹林组 102郾 62 依 7郾 73b

高糖 + 3 mmol / L 阿司匹林组 256郾 37 依 14郾 47a

a 为 P < 0郾 05,与正常糖浓度组相比;b 为 P < 0郾 05,与高糖组相比。

3摇 讨摇 论

细胞衰老是近年来研究的热点,很多研究相继

证实高糖可诱导内皮细胞衰老[2,3]。 同时,研究显

示动脉粥样硬化斑块处内皮细胞呈现出衰老细胞

的特征,如 茁鄄半乳糖苷酶染色阳性和端粒缩短

等[1鄄3]。 值得深思的是,糖尿病大血管病变的基础

是动脉粥样硬化性改变,而且血管内皮细胞在衰老

过程中分泌的各种生物活性因子也在发生变化,如
内皮依赖性血管舒张因子合成下降、炎性因子合成

增加、黏附因子表达增多等[6,7]。 这些变化都将造

成内皮功能障碍,最终导致动脉粥样硬化的发生。
糖尿病患者与非糖尿病者相比大血管疾病发病早,
而且病变更加弥漫和严重,因此,高糖有可能因加

速内皮细胞衰老而导致糖尿病大血管病变。
本研究在评估阿司匹林是否具有抗高糖环境

下内皮细胞衰老的作用时选择了细胞形态学观察

和经典的 茁鄄半乳糖苷酶染色以及端粒酶活性和细

胞周期作为观察指标。 高糖环境下内皮细胞呈现

出典型的衰老细胞的形态学特征。 同时,经典的 茁鄄
半乳糖苷酶染色呈阳性。 而加入阿司匹林(0郾 01、
0郾 1 和 1 mmol / L)干预细胞后,细胞形态趋近于正常

细胞,茁鄄半乳糖苷酶染色阳性细胞数也明显减少,为
了更进一步地证实观察到的现象,本研究又选择检

测细胞内端粒酶活性和细胞周期分布情况加以

验证。
端粒是真核细胞染色体末端的 DNA 序列,由

250 ~ 1500 个 TTA GGG 6 碱基重复序列组成,细胞

每分裂一次,其端粒 DNA 序列就丧失 5 ~ 25 bp,当
端粒缩短到一定长度,便不能维持染色体的稳定,

使细胞失去了分裂增殖能力而衰老死亡。 端粒酶

可以维持端粒的稳定性,它是由端粒酶 RNA 和蛋白

质组成的核糖核蛋白酶,以自身为模板,在缩短的

端粒末端加上新的重复序列,保持端粒长度。 当端

粒酶缺乏或失活时,端粒 DNA 因不能得到及时的补

充或修复而缩短进而走向衰老和死亡[8,9]。 衰老的

细胞表现出的增殖能力下降可以通过细胞周期分

布特点来反映。 细胞在 G1 期完成必要的生长和物

质准备;在 S 期完成染色体 DNA 的复制,因而增殖

旺盛的细胞处于 S 期的比例较高;在 G2 期进行必

要的检查及修复以保证 DNA 复制的准确性;然后在

M 期完成遗传物质到子细胞中的均等分配,并使细

胞一分为二[9]。 本研究中,高糖环境下细胞内端粒

酶活性明显被抑制,停滞在 G0 / G1 期的内皮细胞数

量增加,S 期及 M 期细胞数量减少。 高糖引起的这

些变化可被阿司匹林(0郾 01、0郾 1 和 1 mmol / L)有效

地逆转。
氧化应激是指机体或细胞内氧自由基的产生

与消除失衡,或外源性氧化物质的过量摄入,导致

活性氧在细胞内蓄积而引起的细胞毒性作用[6]。
糖尿病患者体内氧化应激程度较重已经成为不争

的事实。 高糖可引起细胞内活性氧簇生成增多,并
激活引发糖尿病并发症的 4 条传统途径造成多元醇

通路活性增高、AGE 形成增加、蛋白激酶 C 激活和

氨基己糖通路活性增高。 衰老的自由基理论认为,
细胞衰老是 ROS 大量堆积的结果[2,3,7]。 研究已经

证实,高糖诱导的内皮细胞衰老可能与氧化应激反

应和氧化损伤有关[2,3,7]。 本研究证实,0郾 01、0郾 1 和

1 mmol / L 阿司匹林能显著降低细胞内 ROS 水平,推
测这可能是阿司匹林抗内皮细胞衰老的机制之一。

阿司匹林已应用百年,是医药史上三大经典药

物之一,至今仍是世界上应用最广泛的解热、镇痛

和抗炎药,也是作为比较和评价其他药物的标准制

剂。 此外,研究已经证实阿司匹林具有抗炎抗栓等

多种细胞保护作用。 众所周知,糖尿病患者血液处

于高凝状态,阿司匹林因能使环加氧酶活性中心的

丝氨酸乙酰化而失活,从而阻断血栓素合成以抑制

血小板聚集,起到防止血栓形成的作用,因此,阿司

匹林已被作为降低糖尿病与非糖尿病患者心血管

事件发生的一级和二级预防的主要措施。 目前,随
着人们对阿司匹林作用机制及药理学深入地研究

发现,阿司匹林的积极作用远不仅如此,其还具有

抗衰老作用,如抑制人皮肤成纤维细胞的衰老,防
治老年性中风和阿尔茨海默氏病,延缓内皮祖细胞
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衰老的作用等[4,5,10]。 由此可见,阿斯匹林具有抗内

皮细胞衰老的潜质。 本研究根据以往相关研究筛

选了 4 个不同浓度的阿司匹林作为研究对象,此 4
个浓度在其各自的实验中都被证明具有良好的细

胞保护作用,如可以通过调节 AMPK、ROS 和 Akt /
eNOS 信号转导途径而改善抵抗素引起的内皮功能

受损,抑制氧化型低密度脂蛋白诱导下内皮细胞炎

症因子的表达,增加细胞内 NO 水平并减轻氧化应

激损伤等[11鄄13]。 虽然本研究所选的 4 个浓度阿司

匹林都在正常血药浓度范围内,但仅小剂量的阿司

匹林(0郾 01、0郾 1 和 1 mmol / L)具有抗高糖环境下内

皮细胞衰老的作用,而 3 mmol / L 阿司匹林不但对高

糖作用下的内皮细胞没有保护性作用,而且还略显

出加速内皮细胞衰老的迹象。 因此,有必要在后续

实验中作进一步地探讨。
综上所述,本研究证实高糖培养液作用内皮细

胞 48 h 后,细胞显示出了衰老的特征,小剂量的阿

司匹林(0郾 01、0郾 1 和 1 mmol / L)能有效地减少 茁鄄半
乳糖苷酶染色阳性细胞,维持细胞形态和端粒酶的

活性,促进细胞增殖。 由此可见,阿司匹林具有抗

高糖环境下内皮细胞衰老的作用。 此外,0郾 01、0郾 1
和 1 mmol / L 阿司匹林能显著降低细胞内 ROS 水

平,推测阿司匹林的抗衰老作用与其降低氧化应激

水平有关。 此发现为阿司匹林在更好地应用于临

床提供了更多的实验依据,当然关于阿司匹林的抗

衰老作用及机制仍需更进一步的研究。
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