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阻断 RAS对 HSkMCs细胞株细胞凋亡及Mfn2表达的影响 *
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摘要 目的：观察氯沙坦对高糖培养人骨骼肌细胞（Human skeletal muscle cells,HSkMCs）中线粒体融合蛋白 2(mitofusin2, Mfn2)的
表达及其对细胞凋亡的影响。方法：1.使用不同浓度的葡萄糖养基（葡萄糖浓度分别为 5.55 mmol/L，11.1 mmol/L，22.2 mmol/L）分

别培养 HSkMCs细胞株 48小时，检测各组细胞中血管紧张素Ⅰ型受体(Angiotensin II type I receptor, AT1R)基因、基因 Mfn2的表
达，并用流式细胞术检测细胞凋亡。 2. 根据 1中实验结果，选择对 Mfn2 影响最大的葡萄糖浓度（此组葡萄糖浓度为 22.2

mmol/L）作为后续实验的条件。加入血管紧张素受体Ⅱ拮抗剂（Angiotensin ReceptorBlockers,ARB）氯沙坦（Losartan)，处理人骨骼

肌细胞（HSkMCs）48 h，以未加氯沙坦为对照组，观察其对线粒体融合蛋白 2（Mfn2表达的影响，并行流式细胞术检测细胞凋亡。

结果：氯沙坦干预组 HSkMCs细胞中Mfn2表达上调，细胞凋亡减少。结论：阻断肾素血管紧张素系统(Renin-angiotensin System，
RAS)能上调 HSkMCs细胞株中的 Mfn2表达，并减少细胞凋亡。
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The Effects of Blocking Renin-angiotensin System on the Expression of Mfn2
mRNA and Apoptosis in HSkMCs*

To observe the effect of losartan on the expression of Mfn2 mRNA and apoptosis in Human skeletal muscle

cells (HSkMCs) cultured by high glucose medium. HSkMCs were cultivated and treated with glucose of different

concentration (5.55 mmol/L group, 11.1 mmol/Lgroup, 22.2 mmol/Lgroup) for 48 hours. Then the expression of AT1R and Mfn2 was

detected by PCR, apoptosis was detected by flow cytometry.2. Select 22.mmol/Lcgroup which has the most influence on the expression
of Mfn2 from the above experiments as the following experimental conditions. Added losartan ( ARB ) to treat HSkMCs for 48 h, in

compared with the group without losartan. To observe its effect on the expression of Mfn2 and apoptosis via flow cytometry. The

expression of Mfn2 in HSkMCs cultivated added losatan group was up - regulated, while apoptosis was reduced. Blocking

RAS could up-regulate the expression of Mfn2 and reduce cell apoptosis in HSkMCs.
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前言

骨骼肌是机体葡萄糖代谢的重要组织，是胰岛素发挥作用

的靶器官。大量研究资料表明骨骼肌能表达、合成和分泌多种

生物信号分子[1，2]。骨骼肌组织也能表达 RAS(Renin-angiotensin
System，RAS)组分[3-5]，并能通过旁分泌、自分泌发挥效应[6]。研

究证实循环系统及胰岛、脂肪等组织局部 RAS的激活加重胰

岛素抵抗[7-9]，阻断 RAS可以显著降低 2型糖尿病的发病风险，

并延缓并发症发生[10，11]，但其机制尚未完全阐明。而骨骼肌线粒

体形态、功能损害及细胞凋亡是胰岛素抵抗、2型糖尿病发病

重要因素[12-15]。Mfn2是调节线粒体数量的重要基因[16]。本研究

使用高糖培养骨骼肌细胞（Human Skeletal Muscle Cells,

HSkMCs）观察血管紧张素Ⅰ型受体 (AngiotensinⅠ Receptor,

AT1R)、线粒体融合蛋白 2(mitofusin 2,Mfn2)的基因表达及细胞

凋亡情况，氯沙坦干预 HSkMCs细胞后 Mfn2的表达及细胞凋

亡的变化，探讨阻断骨骼肌局部 RAS系统对骨骼肌细胞及其

线粒体功能影响的可能机制。

1 材料与方法

1.1 试剂
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引物名称

Name of the primer

引物序列

primer sequences

扩增产物

PCR product

actin上游引物(Forward primer) 5'-GTCCACCGCAAATGCTTCTA-3' 190bp

下游引物(Reverse primer) 5'-TGCTGTCACCTTCACCGTTC-3'

AT1R上游引物(Forward primer) 5'-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3' 140bp

下游引物(Reverse primer) 5'-TCTGCAACTTGACGACTACTGCTTA-3'

Mfn2上游引物(Forward primer) 5'-TCAAGCGCCAGTTTGTGG AG-3' 115bp

下游引物(Reverse primer) 5'-AGATGAGCAAAGGTCCCAGACAG-3'

组别

Group
Mfn2/actin(mRNA) AT1R/actin(mRNA)

细胞凋亡率

Apoptosis rate

5.55 mmol/Lglucose 0.3550± 0.0164 0.4342± 0.0183 1.8± 0.57%

11.1 mmol/L glucose 0.3121± 0.0188* 0.5474± 0.0174* 13.23± 1.47%*

22.2 mmol/L glucose 0.1895± 0.0092* 0.7895± 0.0207* 24.03± 3.05%*

表 1 RT-PCR引物

Table1 RT-PCR primers

表 2不同浓度葡萄糖对 HSkMCs细胞Mfn2 mRNA、AT1RmRNA表达及凋亡率的影响（x± s，n=4）

Table 2 The effects of different concentrations of glucose on the expression of AT1 receptor and mitofusin 2 mRNA and apoptosis in HSkMCs

注：5.55 mmol/L为对照组，*与对照组相比较，P<0.05。

Note: The group of 5.55 mmol/Lglucose is control group. * P< 0.05 compared to control group.

RPMI-1640(无糖）培养基（美国 Sigma公司）, HEPES（美国
Sigma公司），DEPC（美国 Ameresco公司），胰蛋白酶（美国
Ameresco公司），胎牛血清（浙江天杭生物科技有限公司四季

青），氯沙坦（杭州默沙东制药有限公司），TRIZOL（美国 Invit-

rogen公司），Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒（碧云天生

物技术研究所），HSkMCs细胞株购自上海众华生物科技有限

公司，引物由大连宝生物工程有限公司合成，其余试剂均为国

产分析纯（武汉市天元生物股份有限公司）。

1.2 细胞培养与分组
以含有 5.55 mmol/L葡萄糖、10 %胎牛血清的 1640 完全

培养基于 37 ℃，5 %CO2的培养箱中培养细胞，隔日更换培养

基。待细胞进入对数生长期后，用含 0.25 %胰酶和 0.02 % ED-

TA液联合消化传代。常规传代的 HSkMCs细胞吹打均匀后接

种于 6孔板，每孔 106个细胞。待细胞贴壁 24 h后吸出培养基，

细胞根据葡萄糖浓度、是否加入氯沙坦进行分组，每组重复试

验 4次，具体分组如下：葡萄糖干预组分为正常葡萄糖组（培养

基中葡萄糖的浓度为 5.55 mmol/L），培养基中葡萄糖浓度为
11.1 mmol/L组，培养基中葡萄糖的浓度为 22.2 mmol/L，氯沙

坦干预组分为未加氯沙坦组（22.2 mmol/L葡萄糖未加氯沙坦）

和加氯沙坦组（22.2 mmol/L葡萄糖加氯沙坦 1 滋mol/L），分别

培养 48 h。
1.3 检测方法及指标

流式细胞仪 Annexin V/PI双染色法测定各组 HSkMCs细

胞凋亡率。葡萄糖干预组应用 RT-PCR 检测各组的 AT1R、
Mfn2基因的表达，氯沙坦干预组及其对照组应用 RT-PCR检

测各组的Mfn2基因表达。PCR引物由大连宝生物生物工程有

限公司合成，序列见表 1。RT-PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳

后，在凝胶成像分析系统中分析条带灰度值，计算 AT1R、Mfn2

相对于 茁-actin的相对表达量。

1.4 统计学分析

实验数据采用均数± 标准差（x± s）表示，应用 SPSS 13.0

软件包进行统计分析定量数据，各组间比较采用单因素方差分

析。以概率 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 葡萄糖干预对骨骼肌细胞凋亡的影响
以 5.55 mmol/l葡萄糖组为对照组，5.55 mmol/l培养 48小

时骨骼肌细胞凋亡率为 1.8± 0.57%，11.1 mmol/l葡萄糖组培养
48 小时骨骼肌细胞凋亡率为 13.23± 1.47%，较对照组增加
(P<0.05)，有统计学意义，22.2 mmol/l葡萄糖组培养 48小时骨

骼肌细胞凋亡率为 24.03± 3.05%，较对照组增加（P<0.05），有

统计学意义,见表 2。
2.2 葡萄糖干预对骨骼肌细胞 AT1R基因表达的影响

以含葡萄糖 5.55 mmol/l的培养基培养 48 h的人骨骼肌细

胞作为基础对照组，11.1 mmol/l组 AT1R 表达水平增加 0.26

倍（P<0.05)；22.2 mmol/l组 ATIR表达水平增加了 0.82倍（P<0.

05），差异有统计学意义，见表 2。
2.3 葡萄糖干预对骨骼肌细胞 Mfn2表达的影响

以含葡萄糖 5.55 mmol/l的培养基培养 48 h的人骨骼肌细

胞作为基础对照组，11.1 mmol/l组 Mfn2表达水平较对照组下

降了 12.3 %（P<0.05)；22.2 mmol/l组 Mfn2 基因表达较对照组

下降了 47.3 %（P<0.05），差异有统计学意义，见表 2。
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组别

Group
Mfn2/actin(mRNA)

细胞凋亡率

Apoptosis rate

22.2mmol/L glucose 0.1898± 0.0093 21.23± 2.34 %

22.2mmol/Lglucose+losartan 0.2420± 0.0118* 6.03± 0.68 %*

表 3氯沙坦干预对 HSkMCs细胞Mfn2 mRNA表达及细胞凋亡率的影响（x± s,n=4）

Table 3 Effects of losartan on the expression of Mfn2 mRNA and apoptosis of HSkMCs（x± s,n=4）

注：22.2 mmol/L葡萄糖组为对照组，*与对照组相比较，P<0.05。

Note: The group of 22.2mmol/L glucose is control group. * P < 0.05 compared to control group.

2.4 氯沙坦干预对骨骼肌细胞凋亡的影响

以 22.2 mmol/L葡萄糖组为对照组，22.2 mmol/L葡萄糖组
培养 48小时骨骼肌细胞凋亡率为 21.23± 2.34 %，22.2 mmol/L

葡萄糖加氯沙坦组培养 48 小时骨骼肌细胞凋亡率为 6.03±
0.68 %，较对照组增加（P<0.05），差异有统计学意义，见表 3。

2.5 氯沙坦干预对骨骼肌细胞 Mfn2表达的影响

以 22.2 mmol/L 葡萄糖未加氯沙坦组为对照组，22.2

mmol/L加氯沙坦组 Mfn2 mRNA表达较对照组增加了 27.5 %

（P<0.05），有统计学意义，见表 3。

3 讨论

骨骼肌在葡萄糖摄取、利用过程中发挥重要作用，故其功

能障碍贯穿糖尿病发生、发展始终。研究表明骨骼肌局部 RAS

在 2型糖尿病患者中被激活[4，17]。本研究采用不同浓度葡萄糖

培养基培养骨骼肌细胞，观察到高糖培养的人骨骼肌细胞较正

常葡萄糖浓度组 AT1R表达上调，表明葡萄糖毒性可能激活骨

骼肌局部 RAS进而诱导胰岛素抵抗产生。

在本研究中观察到在高糖培养组中 HSkMCs 细胞 Mfn2

的表达下调。有研究表明肌肉中Mfn2与胰岛素敏感性呈正相

关 [18]。胰岛素信号转导通路包括 Ras-Raf-ERK 通路和 Ras-

PI3K通路，Mfn2是 Ras基因的重要调控因子[19-21]，故而推测高

糖参与调控骨骼肌细胞Mfn2表达。Mfn2可能与糖尿病发病有

着密切的联系。

本研究显示在高糖培养组（22.2 mmol/l）中使用氯沙坦阻
断 RAS后观察到Mfn2表达减少，说明高糖通过激活骨骼肌局
部 RAS参与 Mfn2表达的调控。骨骼肌局部 RAS在线粒体形
态功能调控中发挥作用，阻断 RAS可能通过调节 Mfn2的表达
影响线粒体数量而改善骨骼肌细胞胰岛素抵抗。

本研究还观察到随葡萄糖浓度增高骨骼肌细胞凋亡逐渐

增加，给予血管紧张素阻断剂（氯沙坦）阻断骨骼肌局部 RAS

后骨骼肌细胞凋亡明显减少，提示高糖通过激活骨骼肌组织内

源性肾素 -血管紧张素系统参与了细胞凋亡的发生。国内外曾
有研究 Mfn2对细胞凋亡的调控[15，22]，但结论不尽一致，在本研

究中观察到细胞凋亡率升高组中 Mfn2表达是减少的，但骨骼
肌局部 RAS对骨骼肌细胞凋亡的调控是否通过 Mfn2实现还
有待进一步研究明确。

综上所述，高糖激活骨骼肌细胞局部 RAS使骨骼肌细胞
Mfn2表达下调并诱导细胞凋亡，阻断骨骼肌局部 RAS可以上
调骨骼肌细胞的 Mfn2表达，减少细胞凋亡。RAS阻断剂对糖
尿病的预防作用不仅与循环系统的 RAS阻断相关，骨骼肌局
部合成的 RAS阻断，在抗糖尿病保护作用也发挥重要作用。
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