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"高糖能够诱导内皮细胞
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流行病学研究结果表明糖尿病患者发生动脉粥样硬化的

危险性较健康人显著增加$动脉粥样硬化也是糖尿病患者死亡

和致残的主要原因)高血糖等刺激因素诱导的黏附因子如细

胞间黏附因子
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%的表

达增加则是粥样斑块形成的早期病理变化之一$可导致血管内

皮功能障碍$在动脉粥样硬化的形成和发展中起到重要作
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作为重要的转录调节因子$在高糖导致的内皮功

能障碍中起到关键作用*
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研究通过体外试验探讨了
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激动剂抑制高糖诱导的人

血管内皮细胞黏附因子表达的作用和机制)
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氧化后生成能够发出高强度绿色荧光的
G̀

$

Ì(O<NH:;(

7;M:P;745N4<8

)

-T,0*

用不同浓度的
M48;M<97L64

#

B"

'

$""

%

=

"

F.

%预处理
$H

后再高糖干预
JH

)细胞干预结束后$在培

养液中加入
-G(D*?D&

#终浓度
$"

%

F;:

"

.

%

EI \

培养
$H

)

%@1

洗涤细胞后用
"S"$Y

胰酶
(0D2&

消化细胞$用含有
$Y

@1&

的
%@1

制成细胞悬液$流式细胞仪进行检测#

BGB8F

波

长%)易通过细胞膜的二氢乙啡啶#

O<H

Q

O7;46H<O<PF

$

D-0

%在

细胞内和
'C1

反应后生成产生红色荧光的乙啡啶$在培养液

中加入
D-0

#

$"

%

F;:

"

.

%

EI\

培养
E"F<8

$通过共聚焦显微

镜检测红色荧光强度#

/$"8F

%)

$S/SL

!

>&D%-

氧化酶活性测定
!

采用化学发光法测定

>&D%-

氧化酶活性*

$"

+

)用含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液

将细胞裂解后$收集蛋白并溶于
2')1(

蔗糖缓冲液$

@7LOM;7O

法测定蛋白含量)在含有
$FF;:

"

.0W2&

$

$B"FF;:

"

.

蔗

糖$

B

%

F;:

"

.:PN<

=

48<8

和
>&D%-

#

$""

%

F;:

"

.

%#终体积为
$

F.

%的磷酸钠缓冲液#

B"FF;:

"

.

$

A

-IS"

%反应体系中测定

>&D%-

氧化酶活性$加入
$""

%

=

蛋白启动反应$用闪烁计数

仪#

C7<;8

$

$

@476H;:OD464N6<;81

Q

564F

$

W47FL8

Q

%测定光子发

射量$每隔
E"5

测定
$

次$共测定
E"F<8

)无蛋白的反应缓冲

液中测定值作为背景值)测定结果用
N

A

F

-

F

=

蛋白^$

-

F<8

^$表示)

$S/S(

!

统计学方法
!

数据用
<a8

表示$多组数据采用
;84(

UL

Q

&>C,&

作统计学分析$以
3

"

"S"B

为差异有统计学

意义)

/

!

结
!!

果

/S$

!

M48;M<97L64

,

>?(

"

@

和
>&D%-

氧化酶抑制剂均抑制高

糖诱导的内皮细胞
)*&+($

和
,*&+($

的表达
!

结果显示甘

露醇干预组与对照组的内皮细胞炎症因子的表达及细胞内

'C1

水平均无显著差别)分别用吡咯烷二硫代氨基甲酸盐

#

%D2*

%和二联苯碘#

D%)

%干预
-T,0*$H

后再在高糖环境

下培养
G!H

$细胞黏附试验结果显示高糖能够显著增加
-.(/"

细胞与
-T,0*

的黏附$

D%)

和
%D2*

可以显著对抗高糖所

产生的细胞黏附效应#表
$

%)研究结果也显示
M48;M<97L64

呈

浓度依赖性的抑制高糖诱导的
-.(/"

细胞与
-T,0*

的黏附

效应#表
$

%)与上述结果一致$

0.)1&

分析结果显示
M48;M<(

-

#JI

-

检验医学与临床
G"$$

年
!

月第
J

卷第
I

期
!
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97L64

,

%D2*

和
D%)

均可显著降低高糖诱导的
)*&+($

和

,*&+($

的生成和分泌#表
$

%)另外$

'2(%*'

结果表明

M48;M<97L64

,

%D2*

和
D%)

均可显著降低高糖诱导的
)*&+($

F'>&

水平的增加)同样$高糖导致的
,*&+($F'>&

水平

的升高也被
M48;M<97L64

,

%D2*

和
D%)

所抑制)

表
$

!

各组细胞黏附试验%

)*&+($

%

,*&+($

的生成和分泌&

<a8

'

组别
(

BI"8F )*&+($

生成
,*&+($

生成
)*&+($

分泌
,*&+($

分泌

对照组
"SEGa"S"$ "S"E/a"S""I "S$Ia"S"$B "S$$a"S"GI "S"IEa"S""J

高糖组
"S/a"S"G

#

"SGEBa"S"$G

#

"SGEa"S"$I

#

"SGIEa"S"E/

#

"SGE#a"S"E!

#

?48;M<97L64

#不同浓度%干预组

!

B"

%

=

"

F. "SBGa"S"E

$

"S$JBa"S"$E

$

"S$JEa"S"G

$

"SGEIa"S"$/

$

"SG$Ea"S"$$

$

!

IB

%

=

"

F. "S!$a"S"G

$%

"$/!a"S"$$

$%

"S$/Ja"S"G

$

"SGG$a"S"E#

$

"S$JBa"S""!

$%

!

$""

%

=

"

F. "SE#a"S"!

$%

"S$!Ja"S""/

$%&

"S$IIa"S""B

$

"S$#/a"S""B

$%

"S$IGa"S""/

$%&

%D2*

组
"S!Ga"S"$

$

"S$EGa"S""!

$

"S$IIa"S"$#

$

"S$BJa"S"$E

$

"S$B$a"S""I

$

D%)

组
"S!a"S"$

$

"S$!/a"S"$$

$

"S$/$a"S"G$

$

"S$/#a"S"$G

$

"S$BEa"S"$#

$

!!

注!与对照组比较$

#

3

"

"S"B

(与高糖组比较$

$

3

"

"S"B

(与
M48;M<97L64B"

%

=

"

F.

干预组比较$

%

3

"

"S"B

(与
M48;M<97L64IB

%

=

"

F.

干预组比

较$

&

3

"

"S"B

)

/S/

!

M48;M<97L64

抑制高糖诱导的
-T,0*

A

/B

亚基的核转位

和
)

"

@

!

的磷酸化
!

荧光检测结果显示生长在正常条件下

-T,0*

#

BSBFF;:

"

.

葡萄糖%其
A

/B

亚基位于胞浆内$高糖

干预
!BF<8

后胞核内的荧光强度明显增强#图
$

%$当
-T,0*

用
M48;M<97L64

预处理后$高糖对
A

/B

核转移的效应被明显抑制

#图
$

%)用免疫杂交对胞浆及胞核中的
A

/B

蛋白水平检测结

果显示!高糖干预
!BF<8

可以显著增加胞核内
A

/B

的蛋白水

平$其在胞浆内的水平显著下降$细胞内
A

/B

的总蛋白水平没

有变化$

M48;M<97L64

同样可以抑制高糖产生的这种效应)免疫

杂交结果显示高糖可以导致
)

"

@

的磷酸化水平增加和
)

"

@

的

降解$而
M48;M<97L64

则显著逆转高糖对
)

"

@

的效应)

!!

注!

$

为对照组(

G

为高糖组(

E

为
M48;M<97L64

组#

B"

%

=

"

F.

%(

!

为

M48;M<97L64

组#

$""

%

=

"

F.

%)

图
$

!!

各组细胞激光共聚焦显微镜下定位
A

/B

结果

/S'

!

M48;M<97L64

及高糖对细胞内
'C1

水平和
>&D%-

氧化

酶的影响
!

流式细胞仪检测胞内
'C1

水平$结果显示高糖显

著增加
-T,0*

内
'C1

水平$而
M48;M<97L64

#

IB

'

$""

%

=

"

F.

%

则显著降低高糖诱导的内皮细胞内
'C1

的生成)共聚焦显微

镜方法检测细胞内
'C1

产生的荧光强度结果同流式细胞仪检

测结果相似#图
G

%)

!!

注!

$

为对照组(

G

为高糖组(

E

为
M48;M<97L64

组#

B"

%

=

"

F.

%(

!

为

M48;M<97L64

组#

IB

%

=

"

F.

%(

B

为
M48;M<97L64

组#

$""

%

=

"

F.

%)

图
G

!!

各组细胞内
'C1

水平激光共聚焦检测结果

'

!

讨
!!

论

动脉粥样硬化是糖尿病患者的特征之一)血糖升高会增

加血浆中低密度脂蛋白#

.D.

%的跨细胞转运及其在血管内皮

下的沉积$改变
.D.

的物理和化学特性并促进巨噬细胞对

.D.

的吞噬)同时$高糖诱导的血管内皮细胞黏附因子的表

达增加也促进血浆中单核细胞与内皮细胞的黏附$对粥样硬化

斑块的形成起到核心作用*

$G

+

$也是粥样斑块形成这一炎症过

程中的重要环节)研究认为
%%&'

!

激动剂
M48;M<97L64

能够降

低动脉粥样硬化和
$

9

型高脂血症患者血浆中细胞因子的水

平$显著降低
*

反应蛋白诱导的单核细胞趋化因子的表达*

$E

+

)

本研究发现
M48;M<97L64

能够显著抑制高糖条件下内皮细胞炎

性因子
)*&+($

和
,*&+($

的表达)

本研究发现高糖可以显著增加内皮细胞
>&D%-

氧化酶

的活性及细胞内
'C1

的生成$这同先前的报道一致*

$!

+

)本研

究结果显示
>&D%-

氧化酶抑制剂具有同
M48;M<97L64

相似的

作用$说明高糖条件下细胞内
'C1

水平的增加参与了高糖诱

导的细胞炎症因子的表达过程)此外$高糖干预使得内皮细胞

中
>?(

"

@

的活性也显著增加$且
>?(

"

@

通路抑制剂
%D2*

可

下调高糖条件下细胞黏附因子的表达$进一步证实了
>?(

"

@

在高糖诱导的内皮细胞炎症反应过程中的重要作用)

%%&'

!

在调控衰老过程中细胞的氧化
^

还原状态起到重

要作用*

$B

+

$而
>&D%-

氧化酶是内皮细胞
'C1

的重要来源)

为此$本研究就
M48;M<97L64

在高糖条件下的抗氧化作用及其对

内皮细胞
>&D%-

氧化酶的活性所产生的效应进行了探讨$

发现
M48;M<97L64

可明显抑制该酶的活性$从而解释了
%%&'

!

激动剂在抑制细胞内
'C1

生成的机制)

%%&'

!

激动剂可一

定程度上抑制氧化型
.D.

诱导的内皮细胞蛋白激酶
*

#

A

7;(

64<8V<8L54*

$

%b*

%的表达*

$/

+

$所以
M48;M<97L64

可能通过
%b*

依赖途径抑制高糖引起的
>&D%-

氧化酶的激活)另一方

面$本研究初步的数据#本文未提供%提示某些核受体激动剂可

以显著抑制高糖诱导的
>&D%-

氧化酶各个亚基的表达$

M48;M<97L64

也可能通过抑制该氧化酶的表达水平来抑制其活

性$从而导致细胞内
'C1

水平的下降)另外$本研究还发现

M48M<97L64

可抑制高糖诱导的
)

"

@

磷酸化及降解$从而阻止高

糖条件下
>?(

"

@

A

/B

亚单位的核转位)所以
%%&'

!

激动剂

对
>?(

"

@

通路的抑制作用是其抗炎作用的另一机制)有研究

证实内皮细胞中激活的
>&D%-

氧化酶产生的
'C1

参与了

>?(

"

@

通路的激活*

/

+

$但相关机制还有待于进一步探讨)

-

"#I
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总之$本研究发现高糖可显著增加人内皮细胞黏附因子的

表达$

%%&'

!

激动剂
M48;M<97L64

通过降低
>&D%-

氧化酶活

性和细胞内
'C1

的水平及其抑制
>?(

"

@

通路的激活两个机

制来对抗高糖对内皮细胞的致炎效应)这一结果可能为治疗

糖尿病导致的粥样硬化提供新的药物治疗策略)
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