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5- 氨基乙酰丙酸对持续性高糖致内皮细胞
氧化损伤的干预作用研究
杨正丽a，陶功华a，肖萍b，洪新宇a

上海市疾病预防控制中心 a. 化学品毒性检定所 b. 科研管理处，上海  200336

摘要 ：

[ 背景 ]　5- 氨基乙酰丙酸（5-ALA）是一种天然存在的氨基酸，广泛存在于植物和动物中。目
前研究发现，5-ALA 具有增强胰岛素敏感性和改善糖耐量水平的作用，而其在高糖诱导的内
皮细胞损伤中的作用及其机制尚不清楚。

[ 目的 ]　探讨 5-ALA 在持续性高糖致人脐静脉内皮细胞（HUVECs）氧化损伤中的作用。

[ 方法 ]　设置阴性对照组、持续性高糖组、5-ALA 干预组（1.0、10.0、50.0、100.0、200.0 mmol·L-1）。
用 5-ALA 预处理 HUVECs 24 h，而后在细胞培养液中加入葡萄糖至终浓度为 30 mmol·L-1，持续
性高糖组细胞在含 30 mmol·L-1 葡萄糖的培养基中培养，阴性对照组细胞在正常培养基中培
养，各培养 48 h。处理结束后，用 CCK-8 检测细胞活性，用相应试剂盒检测活性氧（ROS）水平、
抗氧化酶［总超氧化物歧化酶（T-SOD）、过氧化氢酶（CAT）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）］
活性和丙二醛（MDA）含量。

[ 结果 ]　与阴性对照组相比，持续性高糖组 HUVECs 活性降低（t=6.620，P < 0.01），HUVECs 内
ROS 的水平增加（t=-10.671，P < 0.01），HUVECs 内抗氧化酶 T-SOD、CAT 和 GSH-Px 的活性降低，
MDA 的含量增加（t=11.348、14.302、14.951、-12.562，均 P < 0.01）。经 5-ALA 预处理后，与持
续性高糖组相比，干预组 HUVECs 活性在不同程度上增加，其中 50.0 mmol·L-1 5-ALA 组增加
最明显（t=-5.032，P < 0.01）；HUVECs 内 ROS 的水平降低，其中 200 mmol·L-1 5-ALA 组降低最
明显（t=11.232，P < 0.01）。5-ALA 可增加抗氧化酶的活性，并降低 MDA 的含量。对于 T-SOD、
GSH-Px 和 MDA 而 言，50.0 mmol·L-1 5-ALA 干 预 效 果 最 佳（t=-8.562、-14.273、12.526，均 P < 

0.01）；对于 CAT 而言，100.0 mmol·L-1 5-ALA 干预组升高最明显（t=-21.467，P < 0.01）。

[ 结论 ]　持续性高糖可增加内皮细胞内 ROS 的水平，降低 T-SOD、CAT 和 GSH-Px 的活性和增加
MDA 的含量，而 5-ALA 在一定程度上减轻持续性高糖引起的氧化损伤。
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Abstract: 

[Background] 5-aminolevulinic acid (5-ALA) is a naturally occurring amino acid found in plants 
and animals. Current studies have found that 5-ALA can enhance insulin sensitivity and improve 
glucose tolerance, but its role and mechanism in hyperglycemia-induced endothelial cell injury 
are still unclear.

[Objective] This experiment investigates the role of 5-ALA in the oxidative injury of human 
umbilical vein endothelial cells (HUVECs) induced by persistent hyperglycemia. 

[Methods] The experiment was designed to include a negative control group, a persistent 
hyperglycemia group, and 1.0, 10.0, 50.0, 100.0, and 200.0 mmol·L-1 5-ALA intervention groups. 
The treatment protocol was that the cells in the 5-ALA intervention groups were pretreated with 
5-ALA for 24 h, and then glucose was added to the cell culture solution to a final concentration of 
30 mmol·L-1 for 48 h; the cells in the persistent hyperglycemia group were cultured in a medium 
with a glucose concentration of 30 mmol·L-1 for 48 h; the cells in the negative control group were 
cultured in regular medium for 48 h. After the treatment, the cell viability was detected by CCK-8, and 
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the reactive oxygen species (ROS) level, the activities of intracellular antioxidant enzymes [total superoxide dismutase (T-SOD), catalase 
(CAT), and glutathione peroxidase (GSH-Px)], and malondialdehyde (MDA) content were detected with corresponding kits. 

[Results] Compared with the negative control group, the persistent hyperglycemia group showed decreased HUVECs viability (t=6.620, 
P < 0.01), increased ROS level (t=-10.671, P < 0.01), decreased activities of antioxidant enzymes T-SOD, CAT, and GSH-Px, and increased 
content of MDA (t=11.348, 14.302, 14.951, and -12.562, respectively, P < 0.01). After the designed 5-ALA intervention, compared with the 
persistent hyperglycemia group, the intervention groups showed increased HUVECs viability to varying degrees, of which the 50.0 mmol·L-1 
5-ALA intervention group was the most obvious (t=-5.032, P < 0.01); the intervention groups showed reduced ROS levels in HUVECs to 
different degrees, of which the 200 mmol·L-1 5-ALA group had the sharpest reduction (t=11.232, P < 0.01). The 5-ALA intervention also 
increased the antioxidant enzyme activities and reduced the MDA content. For T-SOD, GSH-Px, and MDA, the effect in the 50.0 mmol·L-1 
5-ALA intervention was the best (t=-8.562, -14.273, and 12.526, respectively, P < 0.01); for CAT, the 100.0 mmol·L-1 5-ALA intervention had 
the best effect (t=-21.467, P < 0.01).

[Conclusion] Persistent hyperglycemia can increase the level of ROS in endothelial cells, reduce the activities of T-SOD, CAT and GSH-Px, 
and increase the content of MDA; 5-ALA can extenuate the oxidative injury induced by persistent hyperglycemia to a certain extent.

Keywords: diabetes mellitus; persistent hyperglycemia; endothelial cells; 5-aminolevulinic acid; oxidative stress

糖尿病是一种以慢性高血糖为特征的代谢性疾
病，其发生是由于胰岛素分泌不足或是机体对产生的
胰岛素无法正确响应（即胰岛素抵抗）［1］。据国际糖
尿 病 联 合 会（International Diabetes Federation，IDF）
估计，2017 年全球已有 4.51 亿成年人患有糖尿病，到
2045 年将增加至 6.93 亿［2］。其中，中国糖尿病患者数
量于 2017 年已高达 1.21 亿［3］。糖尿病会损害心血管、
眼睛、肾脏和神经系统，并增加患心脏病和中风的风
险［4］，其主要并发症是心血管疾病，约 65% 的糖尿病
患者死于心血管疾病［5］。

慢性高血糖是糖尿病患者发生大血管或微血管
并发症的主要原因［6］。慢性高血糖是指禁食过夜后，
血浆葡萄糖水平高于正常血浆葡萄糖水平的一种长
期的稳定的状态，包括慢性持续性高血糖和慢性波动
性高血糖［7-8］。研究发现，慢性持续性高血糖会增加
细胞质和线粒体内的活性氧（reactive oxygen species，
ROS）并破坏抗氧化防御系统，并且高血糖诱导内皮细
胞产生的氧化应激被认为是引起糖尿病并发症的主要
原因之一［9］。Quan 等［10］的研究亦发现，高血糖可诱导
内皮细胞产生氧化损伤，促进血管并发症的发生。

5- 氨 基 乙 酰 丙 酸（5-aminolevulinic acid，5-ALA）
是在动植物体中发现的一种天然的氨基酸，是血红蛋
白和叶绿素的前体。内源性 5-ALA 在线粒体中由琥珀
酰辅酶 A 和甘氨酸合成，外源性 5-ALA 和内源性 5-ALA

具有相同的代谢途径［11］。研究发现，5-ALA 缺乏会损
伤老年小鼠葡萄糖耐量水平并产生胰岛素抵抗，而补
充外源性 5-ALA 和亚铁离子可改善糖耐量水平［12-13］。
姜华凤等［14］报道 5-ALA 可通过提高胰岛素敏感性，增
强二甲双胍降血糖与改善糖耐量的作用。

然而，5-ALA 在高糖诱导的内皮细胞损伤中的作

用及其机制尚不清楚。因此，本研究以人脐静脉内皮
细胞（human umbilical vein endothelial cells，HUVECs）为
研究对象，探讨 5-ALA 在持续性高糖致 HUVECs 氧化损
伤中的作用，探究 5-ALA 在糖尿病治疗中的潜在用途。

1   材料与方法
1.1   实验细胞

HUVECs 购于中国科学院细胞所。
1.2   主要试剂与仪器

主要试剂 ：5- 氨基乙酰丙酸磷酸盐（苏州益安
生物科技有限公司赠送），胎牛血清、DMEM 培养基

（GIBCO 公司，美国），CCK-8 试剂盒、细胞裂解液、二氯
二氢荧光素 - 乙酰乙酸酯（dichlorodihydrofluorescein-

acetoacetate，DCFH-DA）活性氧检测试剂盒（上海碧
云天生物科技有限公司，中国），总超氧化物歧化
酶（total superoxide dismutase，T-SOD）试剂盒、过氧
化氢酶（catalase，CAT）试剂盒、谷胱甘肽过氧化物
酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）试剂盒和丙二醛

（malondialdehyde，MDA）试剂盒（南京建成生物工程
研究所，中国）。主要仪器 ：荧光显微镜（Nikon 公司，
日本）和 ELx808 全自动酶标仪（BIO-TEK 公司，美国）。
1.3   细胞培养与处理

设 置 阴 性 对 照 组、持 续 性 高 糖 组、1.0 mmol·L-1 

5-ALA 干预组、10.0 mmol·L-1 5-ALA 干预组、50.0 mmol·L-1 

5-ALA干预组、100.0 mmol·L-1 5-ALA干预组和200.0 mmol·L-1 

5-ALA 干 预 组。按 每 孔 1×104 个 细 胞 接 种 HUVECs 于
96 孔板中，用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，在
37℃、5% CO2 和饱和湿度的培养箱中培养。待细胞生
长至约 70% 汇合度时，分别以终浓度 1.0、10.0、50.0、
100.0、200.0 mmol·L-1 的 5-ALA 预处理 HUVECs 24 h，而后
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在细胞培养液中加入葡萄糖至终浓度为 30 mmol·L-1，
继续培养 48 h。持续性高糖组细胞在含 30 mmol·L-1 葡
萄糖的培养基中培养，阴性对照组细胞在正常培养基
中培养，各培养 48 h。

本研究中采用的 30 mmol·L-1 葡萄糖浓度是参考
预实验与其他学者的研究［15］。对于 5-ALA 选择 1.0~ 

200 mmol·L-1 的浓度范围，是因为通过预实验发现，当
5-ALA 浓度大于 200 mmol·L-1 时，5-ALA 可降低 HUVECs

活性 ；而在 1.0~200 mmol·L-1 的浓度范围内，5-ALA 对
HUVECs 活性无影响。
1.4   CCK-8 法测定细胞活性

将 HUVECs 悬 液 接 种 于 96 孔 板 中，每 孔 100 μL，
待细胞贴壁后，按照上述方法处理细胞。细胞处理结
束后，每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，继续培养 4 h。培养
结束后，采用酶标仪于 450 nm 处测每孔光密度值并
计算细胞活性。每组设置 3 个复孔。
1.5   DCFH-DA 法测定细胞内 ROS 水平

细胞处理结束后，弃培养基，用胰蛋白酶消化细
胞，消化结束后移至离心管中，493×g 离心 5 min，弃
上清液，用磷酸盐缓冲液重悬细胞，于细胞中加入
荧光探针 DCFH-DA 至终浓度为 10 μmol·L-1，于培养箱
中孵育 20 min。采用荧光显微镜观察细胞并拍照，用
Image J 1.8.0 软件计算各组图片中的平均荧光强度。
1.6  测定细胞内抗氧化酶（T-SOD、CAT 和 GSH-Px）
活性和 MDA 含量

细胞处理结束后，采用细胞裂解液裂解细胞，
493×g 离心 5 min 后，取上清液，测定蛋白浓度。取含
等量蛋白的上清液，分别按试剂盒说明书测定 T-SOD、
CAT、GSH-Px 活性及 MDA 含量。
1.7   统计学分析

采用 SPSS 16.0 软件进行统计学分析，计量资料
采用均数 ± 标准差表示。组间比较采用单因素方差分
析。方差齐时，两两比较采用 LSD-t 检验 ；方差不齐时，
两两比较则采用 Dunnett-t 检验。检验水准为 α=0.05。

2   结果
2.1   5-ALA 干预改善持续性高糖对 HUVECs 活性的
影响

与阴性对照组相比，持续性高糖组 HUVECs 活性
降低（t=6.620，P < 0.01）。经 5-ALA 干预处理 24 h 后，与
持续性高糖组相比，10.0~100.0 mmol·L-1 5-ALA 干 预 组
HUVECs 活性呈不同程度的升高，其中 50.0 mmol·L-1 

5-ALA 干预组升高最明显（t=-5.032，P < 0.01）。见图 1。
 

［注］1= 阴性对照组 ；2= 持续性高糖组 ；3=1.0 mmol·L-1 5-ALA 干预组 ；
4=10.0 mmol·L-1 5-ALA 干 预 组 ；5=50.0 mmol·L-1 5-ALA 干 预 组 ；
6=100.0 mmol·L-1 5-ALA 干 预 组 ；7=200.0 mmol·L-1 5-ALA 干 预 组。
与阴性对照组相比，* ：P < 0.05 ；** ：P < 0.01。与持续性高糖组相
比，## ：P < 0.01。

图 1   5-ALA 干预对 HUVECs 活性的影响（n=3）
Figure 1   Effects of 5-ALA intervention on the cell viability of 

HUVECs (n=3)

2.2   5-ALA 干预降低持续性高糖所致的 ROS 水平
与 阴 性 对 照 组 相 比，持 续 性 高 糖 组 HUVECs 内

ROS 的水平升高（t=-10.671，P < 0.01）。经 5-ALA 干预
处理 24 h 后，与持续性高糖组相比，各干预组 HUVECs

内 ROS 的水平呈不同程度的降低，其中 200 mmol·L-1 

5-ALA 干预组降低最明显（t=11.232，P < 0.01）。见图 2。

［ 注 ］1= 阴 性 对 照 组 ；2= 持 续 性 高 糖 组 ；3=1.0 mmol·L-1 5-ALA 干 预
组 ；4=10.0 mmol·L-1 5-ALA 干预组 ；5=50.0 mmol·L-1 5-ALA 干预组 ；
6=100.0 mmol·L-1 5-ALA 干预组 ；7=200.0 mmol·L-1 5-ALA 干预组。与
阴性对照组相比，** ：P < 0.01 ；与持续性性高糖组相比，## ：P < 

0.01。
图 2   5-ALA 干预对 HUVECs 所产生 ROS 水平的影响（n=3）

Figure 2   Effects of 5-ALA intervention on the level of ROS of 
HUVECs (n=3)

2.3   5-ALA 干预减轻持续性高糖所致的氧化损伤
与阴性对照组相比，持续性高糖降低 HUVECs 内

抗氧化酶 T-SOD、CAT 和 GSH-Px 的活性，并增加 MDA

的 含 量，差 异 有 统 计 学 意 义（T-SOD ：t=11.348，P < 
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0.01 ；CAT ：t=14.302，P < 0.01 ；GSH-Px ：t=14.951，
P < 0.01 ；MDA ：t=-12.562，P < 0.01）。 经 5-ALA 干 预
处理 24 h 后，与持续性高糖组相比，干预组抗氧化酶
的活性呈不同程度的增加，MDA 的含量呈不同程度
的降低。对 T-SOD、GSH-Px 和 MDA 而言，50.0 mmol·L-1

5-ALA干预效果最佳（T-SOD ：t=-8.562，P < 0.01 ；GSH-Px ：
t=-14.273，P < 0.01 ；MDA ：t=12.526，P<0.01）。对 CAT 而
言，100.0 mmol·L-1 5-ALA 干预组升高最明显（t=-21.467，
P < 0.01）。见表 1。

表 1   各实验组氧化损伤指标结果（n=3）
Table 1   Results of oxidative injury indicators in all 

experimental groups (n=3)

组别 T-SOD/
（U·mL-1）

CAT/
（U·mL-1）

GSH-Px/
（U·mg-1）

MDA/
（mmol·L-1）

阴性对照组 27.77±2.28 80.30±6.40 30.38±2.17 2.16±0.20

持续性高糖组 11.16±1.10** 23.88±2.39** 10.06±0.90** 9.15±0.94**

1.0 mmol·L-1 
5-ALA 干预组 17.17±1.47**## 46.08±3.91**## 11.58±1.58** 3.76±0.31**##

10.0 mmol·L-1 
5-ALA 干预组 17.14±1.53**## 98.52±9.68## 14.73±1.38**## 2.33±0.12##

50.0 mmol·L-1 

5-ALA 干预组 24.42±2.45## 86.68±2.60## 27.74±1.95## 2.28±0.11##

100.0 mmol·L-1 
5-ALA 干预组 21.80±1.47*## 115.11±6.96**## 26.16±1.10*## 2.35±0.18##

200.0 mmol·L-1 
5-ALA 干预组 22.47±2.55## 98.90±10.16## 26.00±2.75## 2.80±0.14*##

［注］与阴性对照组相比，* ：P < 0.05 ；** ：P < 0.01。## ：与持续性高糖
组相比，P < 0.01。

3   讨论
内皮细胞是血管的重要组成部分。血管内皮细胞

功能障碍在糖尿病患者发生血管病变过程中发挥着
关键作用［16-17］。本研究发现，持续性高糖可诱导内皮
细胞产生氧化损伤，而 5-ALA 在一定程度上可保护内
皮细胞，减轻持续性高糖所致的氧化损伤。

氧化应激是指体内活性氧产生过多或体内固有
的抗氧化防御系统功能减弱而倾向于氧化的一种不
平衡状态，可损伤血管内皮细胞并破坏其屏障功能，
被认为是血管内皮细胞功能障碍的机制之一［18-20］。持
续性高血糖可增加 ROS 的产生［21］。ROS 是指在调节各
种细胞功能和生物过程中起关键作用的一组活性小
分子，在维持血管平衡中起着不可或缺的作用［22］。过
量的 ROS 可氧化 DNA、蛋白质、脂质和碳水化合物等
各种生物分子，产生氧化应激，进而促使双链 DNA 的
组蛋白产生氧化损伤并影响 DNA 修复酶的表达，最
终导致细胞凋亡［21］。在本研究中，持续性高糖明显增
加内皮细胞 ROS 的产生，蔡珠兰等［23］的研究中亦发

现了稳定性高糖可增加内皮细胞中的 ROS。除此之外，
本研究同时检测了反映氧化损伤的其他指标。抗氧化
酶系统是机体内抗氧化系统之一，包括 SOD、GSH-Px

和 CAT 等，酶活性可以反映机体组织细胞抗氧化损伤
效应的强弱［24］。MDA 是由氧自由基引发不饱和脂肪
酸发生过氧化而生成的脂质过氧化物，从而可通过
MDA 的水平间接反映氧化损伤的程度［25］。本研究发现
持续性高糖可降低抗氧化酶（T-SOD、CAT 和 GSH-Px）活
性并增加 MDA 的水平。在其他研究中亦有类似的结
果，如廖加抱［26］报道发生糖尿病大血管病变的大鼠
体内血清抗氧化酶 SOD、GSH-Px 活性降低，并且血清
MDA 水平升高，苏海燕等［27］的研究发现高糖可降低
内皮细胞中 SOD 和 CAT 的活性，增加 MDA 的水平。上
述研究结果均提示持续性高糖可诱导内皮细胞产生
氧化损伤，因此，这为预防和治疗糖尿病血管病变提
供了靶点与方向。

5-ALA 具有保护心脏、抗纤维化、抗肿瘤、抗炎
和抗氧化作用［28-30］。Liu 等［31］的研究发现，暴露于环
孢菌素 A 的肾近端小管上皮细胞，经 5-ALA 和柠檬酸
亚铁钠联合干预处理后，可抑制 ROS 的产生，进而
缓解细胞凋亡。除此之外，Hua 等［32］发现基于 5-ALA

的光动力学治疗可有效预防紫外线对人表皮角质形
成细胞和无毛小鼠皮肤造成的氧化损伤。本研究发
现 5-ALA 可减少 ROS 和 MDA 的产生，提高抗氧化酶

（T-SOD、CAT 和 GSH-Px）的活性，表明 5-ALA 在一定程
度上可保护内皮细胞，减轻持续性高糖造成的氧化
损伤。值得注意的是，CAT 在 5-ALA 干预后活性虽有
恢复，但又高于了阴性对照组的活性，一方面可能是
由于 CAT 在高糖环境刺激后，出现了一个代偿性增加
的现象 ；另一方面可能是由于 5-ALA 本身可能会增加
CAT 的活性。在后续的研究中，课题组将深入探讨持
续性高糖造成内皮细胞氧化损伤的机制。
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