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Abstract
誗 AIM: To investigate effects of resveratrol on
mitochondrial DNA copy in retinal vascular endothelial
cells cultured under high glucose conditions and its
mechanism.
誗 METHODS: Human retinal vascular endothelial cells
were cultured in low glucose or high glucose medium,
the genomic DNA was extracted and copy number of
mitochondrial DNA was detected by real - time PCR.
Effects of resveratrol on the mitochondrial DNA copy in
retinal vascular endothelial cells cultured under high
glucose medium were studied. The expression of
mitochondrial transcription factor A ( TFAM ) and
acetylated proliferator - activated receptor coactivator - 1
alpha ( PGC - 1琢 ) were analyzed by Western blot and
coimmunoprecipitation.
誗RESULTS: High glucose inhibited the copy number of
mitochondrial DNA in retinal vascular endothelial cells.
However, resveratrol decreased the level of acetylated
PGC-1琢 in retinal vascular endothelial cells, increased the
expression of TFAM and the copy number of
mitochondrial DNA.
誗CONCLUSION: Resveratrol may improve mitochondrial

function of retinal vascular endothelial cells exposed to a
high glucose environment via activation of the PCG- 1琢-
TFAM signaling pathway.
誗 KEYWORDS: resveratrol; retinal vascular endothelial
cells; mitochondrial DNA copy; mitochondrial
transcription factor A; proliferator - activated receptor
coactivator-1 alpha
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摘要
目的:探讨白藜芦醇对高糖环境下视网膜血管内皮细胞线
粒体 DNA 的影响及机制。
方法:人视网膜血管内皮细胞培养于正常或高糖环境,提
取细胞基因组 DNA,Real-time PCR 检测线粒体 DNA 拷贝
数,研究白藜芦醇对高糖培养的视网膜血管内皮细胞线粒
体 DNA 的影响。 通过 Western-blot 及免疫共沉淀检测线
粒体 转 录 因 子 A ( mitochondrial transcription factor A,
TFAM)表达及 PGC-1琢 乙酰化。
结果:高糖对视网膜血管内皮细胞线粒体 DNA 的拷贝数
有明显的抑制作用,白藜芦醇能够降低视网膜血管内皮细
胞 PGC-1琢 的乙酰化,提高 TFAM 的表达,增加线粒体
DNA 的拷贝数。
结论:白藜芦醇可能通过激活 PCG-1琢-TFAM 信号通路
改善高糖环境下视网膜血管内皮细胞的线粒体功能。
关键词:白藜芦醇;视网膜血管内皮细胞;线粒体 DNA;
TFAM;PGC-1琢
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0 引言
视网膜病变是糖尿病最严重的并发症之一。 研究表

明,氧化应激是糖尿病视网膜病变的重要致病原因,线粒
体视网膜超氧化物水平升高,过氧化物清除酶、锰超氧化
物歧化酶、电子传递链异常,线粒体 DNA 损伤。 线粒体转
录因子 A(mitochondrial transcription factor A,TFAM)是参
与线粒体 DNA 转录调控,调节线粒体 DNA 拷贝数的重要
因子。 TFAM 可转移至线粒体,启动线粒体 DNA 的转录
和复制。 然而,糖尿病患者视网膜线粒体中 TFAM 表达降
低,导致线粒体 DNA、线粒体编码蛋白的合成及氧化磷酸
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化能力降低[1]。 白藜芦醇是一种多酚类化合物,已证实对
动脉粥样硬化、高血压、脑卒中、心肌梗塞及心力衰竭等心
血管疾病有潜在的治疗作用,并能抑制糖尿病视网膜病变
的发展[2]。 而且,体内及体外实验均证实白藜芦醇能够提
高线粒体的功能[3]。 因此,本研究拟探讨白藜芦醇对高糖
环境下视网膜血管内皮细胞线粒体 DNA 及 TFAM 的影响
及其作用机制。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 人视网膜血管内皮细胞(HREC 6530)为本实
验室冻存,白藜芦醇购自 Sigma 公司,基因组 DNA 提取试
剂盒及细胞线粒体分离试剂盒购自碧云天生物技术公司,
SYBR 襅 Premix Ex TaqTM 域购自 TaKaRa 公司,TFAM、
PGC-1琢、COX 郁、乙酰化赖氨酸、Tubulin 单克隆抗体购自
美国 CST 公司,线粒体 DNA 引物由上海基康生物公司合
成,免疫共沉淀试剂盒购自 Thermo 公司。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 细胞培养 摇 取出液氮保存的 HREC 6530 细胞,快
速放于 37益水浴箱内融化,立即加入 8mL 细胞培养基吹
打混匀,1000r / min 离心 5min,弃上清。 沉淀加入培养基
重悬细胞。 培养的人视网膜血管内皮细胞分为 NG 组(正
常血糖组,含有 1g / L 葡萄糖)、 HG 组 (高糖组,含有
4郾 5g / L葡萄糖,处理 48h)、HG+REV 组(含有4郾 5g / L葡萄
糖+100滋mol / L 白藜芦醇,同时处理 48h)。
1郾 2郾 2 提取细胞基因组 DNA 摇 胰酶消化,收集细胞。 加
入含蛋白酶 K 的样品裂解液,充分混匀裂解,50益水浴消
化过夜。 加入 Tris 平衡苯酚及氯仿抽提样品,吸取上清
液;加入 10mol / L 醋酸铵和无水乙醇,颠倒数次混匀,此时
可见 DNA 沉淀产生。 10000g 离心 1min,弃上清。 加入
70%乙醇洗涤 DNA 沉淀 2 次。 吸除残余的乙醇,加入
Nuclease Free Water 溶解 DNA。
1郾 2郾 3 Real-time PCR检测线粒体 DNA拷贝数摇 检测线
粒体细胞色素 C 氧化酶亚基域(CO域)代表线粒体 DNA
拷 贝 数。 根 据 文 献[4] 设 计 正 向 引 物 5蒺 -
TGAGCCATCCCTTCACTAGG - 3蒺, 反 向 引 物 5蒺 -
TGAGCCGCAAATTTCAGAG-3蒺。 反应体系:2 伊Premix Ex
Taq 域 10滋L, 引 物 各 0郾 4滋L, 50 伊 ROX Reference Dye
0郾 4滋L,gDNA 2滋L,dH2O 6郾 8滋L,共 20滋L。 采用标准的扩
增程序,95益预变性 30s;95益 5s,60益 30s,共 40 个循环。
1郾 2郾 4 提取细胞线粒体蛋白摇 胰酶消化、离心、收集细胞。
PBS 缓冲液重悬细胞,计数,1000g,4益离心 5min 后弃上
清。 加入 2mL 线粒体分离试剂悬浮细胞,冰浴 15min,匀
浆 30 次左右,1000g,4益 离心 10min。 取上清至新管中,
11000g,4益离心 10min,去除上清,沉淀即为线粒体。 加
入 200滋L 含有 PMSF 的线粒体裂解液裂解线粒体,冰浴
20min,12000g,4益离心 10min,取上清。
1郾 2郾 5 Western-blot 检测线粒体 TFAM 蛋白表达摇 根据
检测蛋白分子量配制不同浓度的 SDS-PAGE 凝胶,将已
定量的细胞蛋白加入梳孔中,进行电泳。 待溴酚蓝到达凝
胶远端,应用 BIO-RAD 转膜装置转膜。 5% BSA 封闭 2h,
4益一抗孵育过夜。 次日孵育二抗 1h,化学法发光、拍照,
以 COX 郁为内参。
1郾 2郾 6 免疫共沉淀检测 PGC-1琢 蛋白乙酰化摇 用 500滋L
1伊交联缓冲液预洗 Protein A / G 磁珠 2 次,与通用的乙酰
化抗体 5滋g 结合 15min,再用交联缓冲液洗磁珠 3 次。 用

摇 摇

图 1摇 白藜芦醇对高糖培养的 HREC 6530 中线粒体 DNA 拷贝
的影响摇 aP<0郾 05 vs NG 组,cP<0郾 05 vs HG 组。

图 2摇 白藜芦醇对高糖培养的 HREC 6530 中线粒体 TFAM 蛋
白表达的影响摇 A:Western-blot 检测细胞线粒体 TFAM 蛋白表
达;B:线粒体 TFAM 蛋白表达差异, aP<0郾 05 vs NG 组,cP<0郾 05 vs
HG 组。

DSS 进行抗体与磁珠的交联 30min 后,100滋L 洗脱液漂洗
磁珠 3 次,再用 200滋L 免疫沉淀裂解缓冲液洗磁珠 2 次。
室温下孵育 1 ~ 2h,用 500滋L 免疫沉淀裂解缓冲液洗磁珠
2 次,之后用 500滋L 纯水洗脱结合的抗原,用通用的乙酰
化抗体和 PGC-1琢 抗体进行 Western-blot 检测。

统计学分析:采用 SPSS19郾 0 软件进行统计学分析。
各组间计量资料以 軃x依s 表示,多组间均数比较用单因素
方差分析,组间均数的两两比较用 SNK-q 检验。 以 琢 =
0郾 05 为检验水准。
2 结果
2郾 1 白藜芦醇对高糖培养的视网膜血管内皮细胞线粒体
DNA拷贝的影响摇 与正常培养组比较,高糖环境培养的
HREC 6530 细胞线粒体 DNA 拷贝数明显降低,而给予白
藜芦醇处理后能显著提高高糖培养组的线粒体 DNA 拷贝
数,组间差异具有统计学意义(F = 12郾 357,P<0郾 05),见
图 1。
2郾 2 白藜芦醇对线粒体 TFAM 蛋白表达的影响摇 Western-
blot 检测正常培养组、高糖培养组及白藜芦醇组线粒体
TFAM 蛋白表达,结果表明:与正常培养组比较,高糖培养
组线粒体 TFAM 蛋白表达明显降低,而给予白藜芦醇处理
后能显著提高高糖培养组的线粒体 TFAM 蛋白表达,组间
差异具有统计学意义(F=7郾 432,P<0郾 05),见图 2。
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图 3摇 白藜芦醇对高糖培养的 HREC 6530 中 PGC-1琢 乙酰化
的影响。

2郾 3 白藜芦醇对 PGC-1琢 蛋白乙酰化的影响 摇 Western-
blot 检测正常培养组、高糖培养组及白藜芦醇组 PGC-1琢
乙酰化程度。 结果表明:与正常培养组相比,高糖培养组
PGC-1琢 蛋白乙酰化增加,而白藜芦醇能显著降低高糖培
养组 PGC-1琢 蛋白的乙酰化,组间差异具有统计学意义
(F=8郾 359,P<0郾 05)。
3 讨论

视网膜病变是糖尿病最严重的并发症之一,线粒体损
伤在糖尿病视网膜病变的发生中发挥重要的作用。 糖尿
病患者视网膜细胞线粒体 DNA 及电子传递链功能障碍,
因此,改善视网膜细胞线粒体 DNA 功能可能减轻糖尿病
视网膜病变。 本研究中,我们发现与正常培养组相比,高
糖环境培养的视网膜血管内皮细胞中线粒体 DNA 的拷贝
数减低。 糖尿病患者视网膜中线粒体 DNA 对氧化应激损
伤高度敏感,易于发生损伤,导致线粒体拷贝数降低。 即
使终止高糖环境,线粒体功能障碍仍难以纠正,促使糖尿
病视网膜病变的发生[5]。 减轻糖尿病患者视网膜血管内
皮细胞线粒体 DNA 的损伤,可能会延缓或减少糖尿病视
网膜病变的发生。

TFAM 作为线粒体 DNA 的转录因子,可通过不依赖
序列的方式与 DNA 结合,在线粒体损伤修复中发挥重要
作用[6]。 心肌梗塞小鼠模型中 TFAM 高表达可增加线粒
体 DNA 的数量,减轻心脏功能障碍。 本研究发现:高糖导
致视网膜血管内皮细胞线粒体 TFAM 减低,而白藜芦醇可
以增加高糖环境下视网膜血管内皮细胞线粒体 TFAM 的
表达,从而提高线粒体 DNA 的数量。 但白藜芦醇是通过
何种机制提高视网膜血管内皮细胞中 TFAM 表达的呢?
既往的研究发现,白藜芦醇是 SIRT1 的激动剂,抑制高糖
环境下视网膜血管内皮细胞增殖[7],而且能通过调节 P65
的乙酰化,延缓糖尿病视网膜病变的发展[2]。 而且,白藜
芦醇能通过调节谷氨酸转运蛋白及谷氨酰氨合成酶的表
达,减轻糖尿病大鼠视网膜病变[8]。 白藜芦醇增加线粒体
能量,减轻丙烯醛诱导的视网膜上皮细胞损伤[9]。 在血清
移除的视网膜神经节细胞,白藜芦醇提高 SIRT1 的表达,
PGC-1琢 向细胞核内迁移,提高线粒体数量和 DNA 拷
贝[10]。 在高糖培养条件下,大鼠晶状体上皮细胞死亡率
明显增高,线粒体膜电位降低,活性氧增多;经白藜芦醇干
预后,细胞凋亡率显著降低,线粒体膜电位升高,活性氧产
生明显减少[11]。 本研究发现:白藜芦醇能够降低高糖诱
摇 摇

导视网膜血管内皮细胞中 PGC-1琢 的乙酰化。 高糖环境
下 PGC-1琢 乙酰化增加,活性降低,而 PGC-1琢 是刺激线
粒体生物合成的重要的转录调节因子,通过上调细胞核呼
吸因子 1 和 TFAM,增加线粒体 DNA 的复制和基因
转录[12]。

综上所述,本研究发现白藜芦醇能够降低高糖环境下
视网膜血管内皮细胞 PGC-1琢 的乙酰化,提高其活性,从
而增加线粒体 TFAM 的表达,促进线粒体 DNA 的生成,有
利于细胞线粒体的损伤修复,为白藜芦醇治疗糖尿病视网
膜病变提供了新的理论依据。
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