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!论!!著!

波动性高糖对人脐静脉内皮细胞炎症因子表达的影响

刘挺松!宫剑滨!程训民!王立军!彭永平!刘!晶!王!静!江时森

!!!摘要"!目的!研究体外波动性和持续性高糖对人脐静脉内皮细胞""#$%& #$'()(*%)+,(& ,&-./",)(%)*,))0#12345$炎症

因子表达的影响% 方法!分别在正常葡萄糖"676 $$.)89#:;$&持续性高糖"<6 $$.)89#=1;$&波动性高糖"676 $$.)89和

<6 $$.)89葡萄糖每 <> "交替#?1;$和波动性高渗环境"不加入葡萄糖#加入不同量甘露醇控制渗透压与波动性高糖组一

致#?5$中连续培养12345@-% 采用49ABC法和实时定量=5D法分别检测12345在不同血糖环境中白细胞介素EF"A9EF$&

肿瘤坏死因子E

!

"G:HE

!

$ 和细胞间黏附因子EI"A5CJEI$中蛋白和$D:C的表达% 结果!与:;组和?5组比较#发现持续性

高糖可以显著升高12345的A9EF&G:HE

!

和 A5CJEI 蛋白表达"!KL7L6$#而波动性高糖可以进一步放大这种差异"!K

LML6$% 在$D:C水平#=1;组较:;组和?5组显著增加A9EF&G:HE

!

和A5CJEI 表达"!KLML6$#而这一趋势在波动性高糖

组最为明显"!KL7L6$% 结论!持续性高糖可以显著增强12345炎症反应#而波动性高糖进一步放大这一效应%

!关键词"!波动性高糖'内皮细胞'炎症
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!
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!!糖尿病心血管并发症是危害人类健康和生命安

全的严重疾患#虽然多年来在研究和认识这一系列

病变的领域取得了长足的进展#但其内在复杂机制

仍不明了% 当前的观点认为#糖尿病是一种慢性系

统性炎性疾病#其进展特征伴随一系列具备多效生

物学活性的炎症因子的激活#包括细胞间黏附因子

I "(&/,U*,))#)%U%-",0(.& $.),*#),EI#A5CJEI$&白介

素EF"(&/,U),#Y(&EF#A9EF$和肿瘤坏死因子E

!

"/#$.U
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作者单位# <ILLL< 江苏南京#南京军区南京总医院心脏内

科

通讯作者# 江时森#4E$%()*XXXQ(%&S0"(0,&\0(&%7*.$

&,*U.0(0T%*/.UE

!

#G:HE

!

$等% 血糖波动目前被认为

是独立于血糖水平和糖化血红蛋白的第三种糖尿病

糖代谢异常状况% 不断有临床研究表明#异常升高

的血糖波动会放大机体氧化应激反应#并且和心血

管不良预后密切相关(IEO)

% 体外实验也证明波动性

高糖培养的血管内皮细胞其氧化应激程度较在持续

性高糖环境培养下明显增强#细胞凋亡趋势显著增

加(>E6)

% 但关于波动性高糖环境下血管内皮细胞的

局部炎症反应#迄今仍未见报道% 本实验以人脐静

脉内皮细胞""#$%& #$'()(*%)+,(& ,&-./",)(%)*,))0#

12345$为研究对象#探讨体外模拟波动性高糖对

内皮细胞炎症反应的影响%
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AB材料与方法

A7AB主要材料BDJ=AEIF>L 培养液和胎牛血清购

自美国;('*.公司'12345细胞株&A9EF&G:HE

!

和

A5CJEI 49ABC检测试剂盒均购自南京凯基生物科

技发展有限公司% GU(̂.)试剂盒购自美国 A&+(/U.S,&

公司% 实时定量 =5D扩增试剂盒购自日本 G?_?E

?̀公司%

A7CB细胞培养及分组B取 12345接种于含胎牛

血清的 DJ=AEIF>L 培养液中#置于 O@ a&含 6b

5?

<

的饱和湿度培养箱中培养#细胞呈单层贴壁生

长后#每 < -更换培养液 I 次#每 < cO - 传代一次%

培养 I< "后将细胞依培养条件不同分为 > 组*第 I

组#正常葡萄糖组"&.U$%)S)#*.0,#:;$#葡萄糖浓度

为67L $$.)89'第 < 组#持续性高糖组 " W,U0(0/,&/

"(S" S)#*.0,#=1;$#葡萄糖浓度为 <6 $$.)89'第 O

组#波动性高糖组".0*())%/(&S"(S" S)#*.0,#?1;$葡

萄糖浓度为 67L $$.)89和 <6 $$.)89#每 <> " 更

替'第 > 组#渗透压对照组".0$./(**.&/U.)#?5$#不

加入葡萄糖#加入不同量甘露醇控制渗透压#操作同

波动性高糖组%

A7D!A9EF"G:HE

!

和A5CJEI 蛋白测定!在 12345

培养于不同葡萄糖水平 @ - 后#测定细胞培养液中

A9EF&G:HE

!

和A5CJEI 蛋白浓度#具体操作见厂家

技术说明书%

A7EB实时定量 =5D分析B在 12345暴露于不同

葡萄糖水平 @ -后按说明书进行实时定量=5D扩增

测定 A9EF&G:HE

!

和 A5CJEI 的 $D:C表达% 使用

GU(̂.)试剂提取细胞总 D:C#经纯化后反转录为单

链*d:C#再利用实时定量 =5D测定% 扩增过程包

括 P6 e56 $(&&P6 e5I6 0&FL e5<L 0和 @< e5>L 0#

共 >L 个循环%

A7FB统计学处理B采用 B=BB II76 软件包进行统

计学处理#正态分布的计量数据以均数 f标准差"I

f*$表示#组间比较采用单因素方差分析#以 !K

L7L6为差异有统计学意义%

CB结B果

C7AB不同葡萄糖环境下 12345的 A9EF"G:HE

!

和

A5CJEI 蛋白表达差异!在不同葡萄糖浓度环境集

中连续培养 @ - 后#与 :;组和 ?5组比较#=1;组

A9EF&G:HE

!

和 A5CJEI 蛋白水平显著升高 "!K

LML6$#而?1;组较其他 O 组上述炎症因子升高更

为显著"!KLML6#表 I$%

表 I!不同葡萄糖环境下12345的A9EF$G:HE

!

和A5CJEI 蛋白表达差异%If*&

组别 A9EF"WS8$)$ G:HE

!

"WS8$)$ A5CJEI"&S8$)$

:; IL@7IP f>7>N <F@7IP fIO7N< O7O> fL7IL

=1;

INI76L fIN7@6

!

6<I7N< f<P7FN

!

67@N fL7II

!

?1;

O><7PF fI@7N<

!

g

NI<7@I fIN7<N

!

g

IL7IN fL7@O

!

g

?5 II@7LN fN76N <@>7ON fI@7IF O7>@ fL7O6

!注*与:;组比较#

!

!KL7L6'与=1;组比较#

g

!KL7L6

C7CB不同葡萄糖环境下 12345的 A9EF"G:HE

!

和

A5CJEI 的$D:C表达差异!在连续 @ - 培养后#

=1;组的12345的 A9EF&G:HE

!

和 A5CJEI $D:C

表达显著高于 :;组和 ?5组"!KL7L6$#而 ?1;

组较所有其他组均明显升高"!KL7L6#表 <$%

表 <!不同葡萄糖环境下12345的A9EF$G:HE

!

和A5CJEI 的$D:C表达差异%If*&

组别 A9EF"WS8$)$ G:HE

!

"WS8$)$ A5CJEI"&S8$)$

:; L7P@ fL7LF I7L< fL7II L7P@ fL7LP

=1;

<7IF fL7O@

!

<7@6 fL7<<

!

<7IN fL7>>

!

?1;

F7IP fL7FO

!

g

N7F6 fL7NP

!

g

>7LF fL7>I

!

g

?5 I7L> fL7IF I7LP fL7II I7LP fL7IO

!注*与:;组比较#

!

!KL7L6'与=1;组比较#

g

!KL7L6

DB讨B论

!!血糖波动异常对于人体慢性代谢性疾病的影响

已引起广泛关注(F)

#其和心血管不良预后的密切关

系更是愈来愈受到国内外专家的重视(@)

% 炎症反

应全程参与糖尿病及其心血管并发症的发生发展已

得到公认#炎症因子已成为评估糖尿病患者罹患动

脉粥样硬化风险的重要生物学标志% 在住院患者

中#高血糖已被证明能够触发包括A9EF&G:HE

!

和黏

附分子等炎症因子的过表达(N)

% 作为白细胞介素

家族的重要成员之一#A9EF 可以由多种细胞合成分

泌并作用于一系列组织和器官% 有研究表明 A9EF

水平为冠心病的一个独立危险因素(PEIL)

#而且实验

研究也证明其在动脉粥样硬化中的作用(IIEI<)

% 在

本实验中#暴露于持续性高糖环境的 12345的 A9E

F 的分泌量明显高于:;及?5组#而这一差异在波

动性高糖中则更为明显% 我国学者在体外波动性高

糖环境下培养的人巨噬细胞中亦观察到类似趋

势(IO)

#但本实验结果中波动性高糖诱导 12345表

达A9EF 的作用较单核细胞更强#这可能和本实验选

择了不同的细胞来源有关%

!!本实验同时测定了不同葡萄糖环境下 G:HE

!

的表达量#持续性高糖可以显著升高 12345的
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G:HE

!

分泌#而波动性高糖环境下其分泌量进一步

增加% G:HE

!

是一种多功能炎症因子#它在介导糖

尿病大血管并发症发生中发挥重要作用% G:HE

!

水

平升高亦被证明和老年患者动脉粥样硬化高发生率

密切相关(I>)

% 更值得注意的是#40W.0(/.等(I6)发现

急性高血糖可以诱导G:HE

!

水平升高#而这一作用

则会被抗氧化剂谷胱甘肽完全消除% 这些发现提示

血糖骤升在短期内对于细胞因子浓度的影响可能要

超过持续性高血糖% 本文研究结果表明#波动性高

糖较之持续性高糖更易引起 G:HE

!

的高表达% 作

为一种重要的自分泌和内分泌器官#血管内皮部分

通过调节血管局部炎症反应来维持内皮功能的稳

定% 血管内皮细胞过多分泌的 G:HE

!

不仅可以加

入机体循环#还可以作用于自身#从而产生一种恶性

生物反馈作用%

!!本实验中可溶性细胞间黏附因子在不同葡萄糖

培养液中含量亦不相同#其中以波动性高糖培养基

中浓度最高% A5CJEI 是一种重要的细胞黏附分子#

部分由内皮细胞合成#往往出现在冠状动脉受损部

位% 糖尿病患者较无糖尿病患者可溶性 A5CJE)水

平更高(IFEI@)

% 从本实验的结果可以看出#以A5CJEI

过表达为特征的局部血管炎性反应的增强可能参与

白细胞的跨膜迁移% 因此#可认为波动性高糖促进

了炎症介导的动脉粥样硬化的形成和进展%

!!在本研究中?5组中渗透压的大小和改变方式

和?1;组完全一致#但其诱导炎症因子表达的能力

却和:;组基本一致% 这就说明波动性高糖诱导炎

症因子的过表达主要是由于葡萄糖水平而非渗透压

的频繁更替所致% 综上所述#在本研究中发现持续

性高糖可以显著促进炎症因子 A9EF&G:HE

!

和

A5CJEI 的表达#而波动性高糖进一步放大这一效

应% 这一不良效应有可能部分参与了糖尿病动脉粥

样硬化的形成和加速#因此全面阻断这一低强度的

冠状动脉局部炎症反应#有可能为防治糖尿病心血

管并发症提供新的干预靶点%
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