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桂皮醛激活血管内皮 TRPA1防止高糖诱导的
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摘要目的：探索桂皮醛对高糖诱导的内皮细胞氧化应激的影响及其对相关血管内皮功能损害的作用，初步分析其作用机制。方

法：① 制作高糖（30 mM）致人脐静脉内皮细胞（HUVEC）损伤和血管组织损伤模型，并以低糖（5.5 mM）作为对照，高糖干预的

HUVECs给予桂皮醛（10 滋M）或桂皮醛 +TRPA1特异性拮抗剂（HC030031，10 滋M）进行干预，以 DHE染色和 DAF-2DA染色观

察各组细胞超氧阴离子和一氧化氮（NO）水平；western blotting分析核因子 E2相关因子 2（Nrf2），内皮一氧化氮合酶（eNOS），磷

酸化 eNOS及 P22phox水平。② 以 TRPA1敲除（TRPA1-/-）及相应的野生型（Wild type, WT）小鼠分离胸主动脉进行体外培养，设低

糖（5.5 mM D-葡萄糖）组、高糖(30 mM D-葡萄糖)组、高糖 +桂皮醛(10 滋M)组，以微血管张力测定仪测定血管内皮依赖性舒张功

能和非内皮依赖性舒张功能。结果：① 桂皮醛可显著减少高糖介导的内皮细胞超氧阴离子的产生，防止 NO水平下降，但上述作

用可被 HC030031所阻断。② 桂皮醛可显著防止WT小鼠胸主动脉血管内皮依赖性舒张功能减退，但对 TRPA1-/-小鼠无上述作

用。③ 桂皮醛剂量依赖性地上调 Nrf2的表达，还可促进 eNOS磷酸化，减少 P22phox，上述作用均可被 HC030031阻断。结论：桂皮

醛激活 TRPA1通过 Nrf2信号通路可改善高糖介导的血管内皮细胞氧化应激水平，防止 NO水平下降，改善血管内皮依赖性舒张

功能。
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Activation of TRPA1 by Cinnamaldehyde Protects Endothelial Function by
Preventing High Glucose Induced Oxidative Stress*

To explore the effects and mechanism of cinnamaldehyde on oxidative stress induced by high glucose in

endothelial cells and related endothelial dysfunction. ① Human umbilical vein endothelial cells（HUVECs）and arteries tissue

models induced by high glucose(30 mM) were erected. Cells and arteries tissue cultured under low glucose levels(5 mM) condition were

used as control. Cells under HG condition were treated with cinnamaldehyde (CA, 10 滋M) or CA+HC030031 (A selective TRPA1

inhibitor, 10 滋M). DHE and DAF-2DA staining were used to analysis the superoxide anion and NO level in HUVECs respectively. Nrf2,

eNOS, p-eNOS and P22phox were analysis by western blotting. ② Thoracic aorta separated from TRPA1 knockout or the wild type mice

were cultured under HG or NG. The experiment was divided into three groups, low glucose group, HG group and HG+CA group. Wire

myograph was used to analysis the endothelium dependent relaxation and endothelium independent relaxation. ① CA decreased

superoxide anion generation induced by HG in endothelial cells, prevented NO decreased, these effects were blocked by TRPA1

inhibitor, HC030031.② CA prevented endothelium dependent relaxation in WT mice but not in TRPA1-/- mice.③ CA up-regulated Nrf2

in a dose dependent manner, and also promoted eNOS phosphorylation, decreased P22phox, these effects were reversed by HC030031.

Activation of TRPA1 by CA decreased oxidative stress in HUVECs under HG condition, preserved NO level hence

improved the endothelium dependent relaxation.
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前言

以血管内皮损伤为始动环节的糖尿病 (Diabetes Mellitus,

DM)相关血管病变是冠心病、脑卒中及肾功能衰竭发生、发展

的重要原因，约 60%-80%的 DM患者最终死于相关的心脑血

管并发症 [1]。目前仍难以证实降糖的治疗方案能否有效防止

DM相关心脑血管并发症的发生与发展，而某些降糖药物更有

增加心脑血管事件发生的风险[2]。全球 DM患者近 4亿，我国已

达 1.14亿，成人中更有约 50%属 DM前期[3]，因此亟待加强相

关机制及干预策略研究。

桂皮醛是我国和印度传统药物肉桂中的挥发油成分。既往

的研究证实其不但具促进胰岛素分泌，降低血糖，改善脂质代

谢，舒张血管的作用，还具有抗炎、抗氧化应激的活性[4,5]，提示

其可能在 DM相关的血管并发症防治中有重要的作用，但目前

未见相关的研究报道。此外，桂皮醛是瞬时受体电位通道 A1

亚型（Transient Receptor Potential Ankyrin Subtype 1，TRPA1）最

为经典的激动剂，近年发现桂皮醛还可调控核因子 E2相关因

子 2（Nuclear factor erythroid 2 related factor 2，Nrf2），而该信号

通路被认为是目前体内最强的抗氧化应激通路，是治疗 DM相

关心血管病变的一个重要靶点[6,7]。在本研究中，我们为初步探

索桂皮醛对高糖致血管内皮损伤的作用，采用人脐静脉内皮细

胞结合 TRPA1的特异性拮抗剂，利用 TRPA1敲除（TRPA1-/-）

及相应的野生型（WT）小鼠的血管组织建立高糖血管损伤模型

进行相关的研究。

1 材料与方法

1.1 实验用细胞、动物及主要试剂

人脐静脉内皮细胞（HUVEC）购于齐氏生物科技有限公司

（江苏省）。实验用 TRPA1-/-小鼠购于美国 Jakson 实验室，与

C57BL/6J小鼠杂交后筛选出野生型小鼠及敲除型小鼠用于实

验。桂皮醛、HC030031、苯肾上腺素（Phenylephrine，PE）、内皮

一氧化氮合酶（eNOS）的抑制剂（L-NAME）、硝酸甘油（Nitro-

glycerin，NTG）、乙酰胆碱（Acetylcholine，ACh）等试剂均购于

Sigma 公司。Nrf2、eNOS、p-eNOS、P22phox 等抗体均购于美国

Santa cruz公司。高糖与低糖 DMEM、双抗均购于 Gibco公司，

胎牛血清购于 Hyclone公司。

1.2 实验分组及干预

1.2.1 细胞实验分组 细胞实验分组：HUVEC以低糖（含 5.5

mM D-葡萄糖）DMEM培养基 (含 10%胎牛血清 +1%抗生素)

于 37℃，5% CO2条件下培养。实验分组处理如下：① 低糖对

照组(干预时给予等体积 DMSO)；② 高糖对照组(含 30 mM D-

葡萄糖 DMEM培养基培养)；③ 高糖 +桂皮醛(10 滋M)；④ 高

糖 +桂皮醛(10 滋M)+TRPA1拮抗剂（HC030031，10 滋M）组；干
预时间为 24 h。细胞种于六孔板中，每组至少重复 3次[8]。

1.2.2 离体血管组织实验分组 按既往建立的方法[8]，在无菌

操作下获得的小鼠胸主动脉用低糖（5.5 mM）DMEM培养基

(含 10%胎牛血清和 1%抗生素)于 37℃，5% CO2条件下培养；

干预方式及分组同 1.2.1细胞实验。

1.3 观察指标

1.3.1 细胞 NO与超氧阴离子水平的测定 参考本研究团队

既往建立的实验方法[9]，参照试剂说明书，细胞在干预结束后进

行 DAF-2DA（观察 NO水平）和 DHE（观察超氧阴离子水平）

染色，在倒置荧光显微镜下进行观察，拍照，计算平均光密度。

1.3.2 血管功能的检测 参照本研究团队既往建立的方法[10]：

ACh或 NTG诱导的血管舒张反应观察：血管在平衡后先以 PE

(10-5 mmol/L)预收缩血管，在收缩反应进入平台期后，加入梯度

浓度的 ACh或 NTG(10-9~10-5 mmol/L)观察每一浓度对血管张

力的影响。

计算方法：舒张反应(%)，某一药物浓度所引起的最大舒张

幅度与血管收缩剂引起的最大收缩幅值之比值，以百分比表

示。将数据输入 Graghpad Prism 6.01软件，制作拟合曲线，通过

软件计算最大舒张反应(Emax)进行比较。

1.3.3 Western blotting分析相关蛋白在 HUVEC与主动脉组织

的表达 参照既往建立的方法[11]，以 Bradford法进行蛋白定

量后进行 western blotting 操作，检测 Nrf2、eNOS、p-eNOS、

P22phox水平。

1.4 统计方法

实验数据以均数± 标准误（x± SEM）表示，以 SPSS18.0进

行数据录入，两组间比较采用非配对 t 检验进行分析，以

prism6.01软件制图，P <0.05为有统计学差异。

2 结果

2.1 桂皮醛激活 TRPA1防止高糖介导的 HUVEC超氧阴离子

水平增加及 NO水平下降

与低糖培养的 HUVEC相比，高糖显著增加 HUVEC超氧

阴离子水平，NO水平显著下降，P均 <0.01；而同时给予桂皮醛

（10 滋M）孵育可显著拮抗超氧阴离子水平的增加，防止 NO水

平的下降，但上述作用可被 TRPA1的特异性阻断剂 HC030031

（10 滋M）所拮抗，提示桂皮醛作为 TRPA1的激动剂拮抗高糖

介导的血管内皮细胞氧化应激水平的升高，防止 NO水平下

降，结果见图 1（A-D）。

2.2 桂皮醛防止高糖介导的血管内皮功能障碍依赖于 TRPA1

我们进一步分析桂皮醛的上述作用是否能对抗高糖介导

的血管功能障碍。结果发现，与低糖对照组比较，高糖可致培养

的小鼠胸主动脉血管内皮依赖性舒张功能下降，P <0.01；各组

血管非内皮依赖性舒张功能无显著性差异，P >0.05；同时给予

桂皮醛则可显著防止WT小鼠胸主动脉血管内皮依赖性舒张

功能下降，但上述作用在 TRPA1 敲除后消失（结果见图

2A-2D）。上述结果进一步提示桂皮醛防止高糖介导的血管内

皮功能障碍依赖于 TRPA1。

2.3 桂皮醛剂量依赖性上调 Nrf2的表达，但可被 TRPA1拮抗

剂阻断

桂皮醛（10 nM~1 mM）呈剂量依赖性的上调 Nrf2的表达，

且在 10 滋M时已达最大效应，与 1 滋M比较，P <0.05，与 100
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图 1 TRPA1激动剂桂皮醛防止高糖介导的内皮细胞超氧阴离子水平增加及 NO水平下降

Fig.1 TRPA1 agonist cinnamaldehyde prevents the increased of superoxide anion and decreased of NO in HUVEC induced by high glucose

Note: LG: Lowl glucose, 5.5mM; HG: High glucose, 30.0 mM; HG+CA: High glucose+CA(10 滋M): CA: cinnamaldehyde; HC030031(10 滋M):

TRPA1antagonist; Compared with LG group, **P <0.01; compared with HG group, ##P <0.01; compared with HG+CA group, △ △ P <0.01, N=3.

滋M或 1 mM比较，P均 >0.05。我们以 TRPA1的拮抗剂进一步

分析发现，HC030031（10 滋M）可显著拮抗桂皮醛对 Nrf2的上

调作用（结果见图 3A-D）。上述结果提示桂皮醛对 Nrf2的上调

作用依赖于 TRPA1。

2.4 桂皮醛作为 TRPA1激动剂减少 P22phox水平，促进 eNOS

磷酸化

高糖或 DM 环境下还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

(Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate，NADPH)

氧化酶活性增加[8]。我们观察了与 DM相关血管病变密切相关

的 P22phox 亚型，结果发现桂皮醛可显著降低高糖环境下

P22phox，并促进血管内皮细胞 eNOS的磷酸化水平，但上述作用

均可被 TRPA1的拮抗剂 HC030031阻断（结果见图 4A-B）。

3 讨论

在本研究中，我们利用 HUVEC及小鼠的胸主动脉组织进

行体外实验，分析了桂皮醛对高糖介导的内皮细胞氧化应激及

血管内皮功能障碍的影响并初步探讨了相关的机制。实验结果

表明，桂皮醛可显著拮抗高糖介导的内皮细胞氧化应激水平的

升高，防止高糖介导的血管内皮功能损害，而同时我们观察到桂

皮醛还可上调 Nrf2，减少 P22phox的生成，促进 eNOS的磷酸化。

已知 DM或高糖环境下通过多种机制可致血管内皮进行

性损伤，包括糖基化终末产物形成与堆积、多元醇途径激活、内

质网应激、己糖胺途径激活、一氧化氮合酶（eNOS）脱偶联、慢

性炎症、线粒体功能障碍等[12]，而氧化应激被认为是上述途径

激活且持续存在的核心环节[13]。既往的研究发现桂皮醛具有降

糖，舒张血管和拮抗氧化应激的作用[4,5]，但其在 DM或高糖介

导的血管内皮损害中的作用和机制尚不明确。在本实验中，我

们首先发现，桂皮醛可显著拮抗高糖介导的血管内皮细胞氧化

应激水平的升高，预先给予桂皮醛可显著防止血管内皮依赖性

舒张功能的下降。

既往对 TRPA1的研究主要聚焦在感觉神经系统方面，近

年发现其在心血管代谢系统中有表达和功能，发挥代谢和血管
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图 2桂皮醛防止高糖介导的血管内皮功能障碍依赖于 TRPA1

Fig.2 Cinnamaldehyde prevents endothelial dysfunction induced by high glucose in a TRPA1 dependent manner

Note: Compared with LG group, **P <0.01; compared with HG group, ##P <0.01, N=6.

图 3桂皮醛剂量依赖性上调 Nrf2的表达，但可被 TRPA1拮抗剂阻断

Fig.3 Cinnamaldehyde upregulating Nrf2 in a dose dependent manner, but antagonized by TRPA1 blocked

Note: Compared with 10 nM group, **P <0.01(Figure 3A and C). Compared with LG group, *P<0.05, **P <0.01; compared with HG group, ##P <0.01;

compared with HG+CA group, △ △ P <0.01, N=3(Fig. 3C and D).

张力调节的作用[14]。激活 TRPA1可促进胰岛 茁细胞释放胰岛
素，调节肠道饥饿激素、胰高血糖素样肽 -1等的分泌[15]。血管内

皮细胞中存在 TRPA1的表达，激活 TRPA1可介导脑血管内皮

依赖性舒张[16]。桂皮醛是 TRPA1最经典的激动剂，故我们观察

6235窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.32 NOV.2017

图 4桂皮醛作为 TRPA1激动剂减少 P22phox水平，促进 eNOS磷酸化

Fig.4 Cinnamaldehyde decreased P22phox levels and promoted eNOS phosphorylation as a TRPA1 agonist

Note: Compared with LG group, **P <0.01; compared with HG group, ##P <0.01; compared with HG+CA group, △ △ P <0.01, N=3.

TRPA1特异性拮抗剂 HC030031对桂皮醛作用的影响，分析桂

皮醛的作用是否依赖于 TRPA1。结果发现同时给予 TRPA1的

拮抗剂可显著减弱桂皮醛的上述作用，从而提示桂皮醛是作为

TRPA1的激动剂起到保护内皮细胞免受高糖介导的氧化应激

损伤。

既往研究证实，桂皮醛可上调 Nrf2改善 STZ诱导的 DM

模型代谢紊乱。Nrf2是体内最重要的抗氧化应激通路之一[7]。

在 ROS的刺激下胞浆中的 Nrf2与 Kelch样环氧氯丙烷相关蛋

白 -1 (Kelch-like ECH-associated protein 1, Keap1)解离后转位

至细胞核，促进血红素氧合酶 1（HO-1）、超氧化物歧化酶

(SOD）、过氧化氢酶（CAT）、醌氧化还原酶（NQO1）等抗氧化分

子的转录和表达，提高体内清除 ROS的能力，是机体维持氧化

还原稳态的重要反馈调节机制[14]。为此，我们进一步观察了桂

皮醛对 Nrf2的调节作用，结果发现，桂皮醛呈剂量依赖性的上

调 Nrf2的表达，但桂皮醛对 Nrf2的上调作用同样可被 TRPA1

的拮抗剂 HC030031所阻断。

DM病理状态下 NADPH过度激活，线粒体呼吸链产生大

量的活性氧（Reactive oxygen species, ROS），机体内氧化还原稳

态失衡，产生的 ROS可与具有血管内皮保护作用的 NO结合，

一方面猝灭 NO，另一方面生成具有强氧化损伤能力的过氧亚

硝酸盐阴离子(ONOO-)[8]，造成血管内皮的持续性损伤。与既往

的研究一致，我们观察到高糖环境下 NADPH-P22phox的表达显

著增加，磷酸化的 eNOS显著下降，而桂皮醛则可减少 P22phox

的表达，促进 eNOS的磷酸化，但上述作用同样可被 TRPA1的

拮抗剂所阻断。

综上，根据实验结果，我们认为桂皮醛通过激活 TRPA1显

著防止高糖介导的血管内皮细胞氧化应激水平的升高及血管

内皮功能障碍，其作用可能与其上调 Nrf2表达，减少 P22phox促

进 eNOS磷酸化有关。TRPA1属非选择性阳离子通道，兼有受

体功能，激活后主要介导细胞外阳离子如 Na+、H+，尤其是 Ca2+

的内流。氧化应激产物，如 ROS、活性氮、H2O2、脂质过氧化物、

15-去氧 -△ -(12,14)前列腺素 J2（15d-PGJ2）、4-羟基壬烯酸等

均可激活 TRPA1，可能是机体一种保护性的反馈调节[15]。根据

我们目前的研究结论，那么 TRPA1对 Nrf2的确切调控机制是

什么？有待进一步深入研究。
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