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"摘要#
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目的
!

分析过氧化酶体增殖物受体
$

"

PP+M

$

#在高糖介导血管内皮细胞活性氧"

M/\

#生成中的影响

与机制$方法
!

采用
$$,%BB<L

%

Z)#

葡萄糖"高糖#进行介导的人脐静脉内皮细胞作为高糖介导组!采用二甲基亚

砜处理的人脐静脉内皮细胞作为对照组$分别采用
$

种
PP+M

$

激动剂吡格列酮(

7V4993

(京尼平作用于高糖介

导组$采用一氧化氮与超氧阴离子荧光探针判定
$

种药物对血管内皮细胞一氧化氮与
M/\

的影响!采用蛋白免疫

印迹法评估解耦联蛋白
3

表达水平$结果
!

高糖介导组
M/\

与一氧化氮表达水平与对照组比较差异有统计学意

义"

H

$

%,%&

#$

$

种药物中!吡格列酮对血管内皮细胞
M/\

(一氧化氮与解耦联蛋白
3

的作用最强"

H

$
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#$

结论
!

PP+M

$

能够明显缓解高糖介导下血管内皮细胞
M/\

生成!主要通过上调解耦联蛋白
3

发挥作用$
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糖尿病是影响人类健康的常见疾病#也是诱发心脑血管病

变的主要风险因素#长期血糖异常极易发生心力衰竭,脑卒中,

脑梗死等并发症#致患者生命健康受到更严重的影响)

!

*

+血管

内皮损伤是心血管疾病发生的早期特征#高糖状态所形成的糖

基化终末产物,线粒体功能障碍等情况均会严重损伤血管内皮

细胞#而氧化应激是多种潜在风险损害过程的共同环节)

3

*

+既

往报道多认为#过氧化酶体增殖物受体
$

$

PP+M

$

%能够发挥良

好的代谢保护作用#也可通过抗氧化应激缓解心脑血管功能障

碍#但
PP+P

$

对血管内皮细胞活性氧$

M/\

%的影响情况及主

要机制尚缺乏准确定论)

$

*

+本研究通过建立内皮细胞损伤模

型#分析
PP+P

$

在高糖介导血管内皮细胞
M/\

中的影响情

况#现报道如下+

$

!

材料与方法

$,$

!

仪器与材料
!

采用上海汉博生物科技有限公司提供的人

脐静脉内皮细胞株+仪器!三洋二氧化碳培养箱#美国
YH<#MFK

电泳仪与凝胶成像系统#瑞士
2H=CBF?H(F

匀浆机#美国
8HLLH#

'

<@C

去离子水过滤器#上海光学仪器厂荧光显微镜#美国

YC(EBF=

'

0

剂与核酸蛋白分析仪+材料!

7HR(<

胎牛血清,

\H

S

BF"

#

&#

二氨基乙酰乙酸荧光素,二氢乙啶,抗菌药物,上海

通派生物科技有限公司提供的抗
7+P)0

抗体与抗解耦联蛋

白
3

抗体,

7XYQ/)8.8

培养基+

$,/

!

方法

$,/,$

!

细胞培养
!

采用低糖
)8.8

培养基装置人脐静脉内

皮细胞株#加入
!b

抗菌药物与
!%b

胎牛血清#混合均匀后置

于
&bQ/

3

与
$:a

环境中培养+采用同体积二甲基亚砜处理

后为对照组(采用
$$,%BB<L

"

Z)#

葡萄糖培养后作为高糖介

导组+分别在高糖介导培养中滴入
!%

*
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吡格列酮,

&
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B<L

"
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与
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B<L

"

Z

吡格列酮,

!%

*

B<L

"

Z

京尼平

与
!%

*

B<L

"

Z

吡格列酮#培养时间为
!K

+采用
9

孔板装置培

养细胞#各组培养均反复开展
$

次以上+

$,/,/

!

)0.

染色
!

采用
)0.

燃料与二甲基亚砜配置
%,%!

B<L

"

Z

储备液#并给予低温避光储存+将
"%=B<L

"

Z

的染色液

加入至处理的血管内皮细胞中#置于
$:a

环境中培养
$%BH=

+

采用
*FQL

,

2QZ

,

*F0Q/
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,
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QFQL
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与
'

0

剂

制成
2@CR>

溶液#再对荧光显微镜开展
$

次冲洗+

$,/,'
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内皮细胞一氧化氮检测
!

采用
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"
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加入至处理的血管内皮细胞中#置于
$:a

环境中培养
"&

BH=

#再应用
2@CR>

溶液冲洗的荧光显微镜观察#选择
_X;Q

滤

光片完成照相+

$,/,1

!

蛋白免疫印迹检测
!

提取
!%%B

S

细胞#并将裂解液加

入至细胞中#有效提取蛋白并进行浓度检测+获取
&%

*

S

蛋白

上样通过聚丙烯酰胺凝胶电泳转移至聚偏二氟乙烯膜上#封闭

并将
,

抗与
+

抗加入#给予化学发光试剂处理再行
[

线片曝

光#最后采用凝胶成像系统完成分析+

$,'

!

统计学处理
!

采用
\P\\!4,%

统计学软件进行处理#计

量资料以
MgF

表示#采用
?

检验#以
H

$

%,%&

为差异有统计学

意义+

/

!

结
!!

果

/,$

!

各组
M/\

荧光强度,一氧化氮荧光强度,解耦联蛋白
3

表达结果
!

见表
!

+高糖介导下
M/\

与一氧化氮表达与同体

积二甲基亚砜处理后比较差异有统计学意义$

H

$

%,%&

%#高糖

介导
1

吡格列酮处理后
M/\

,一氧化氮荧光强度与解耦联蛋

白
3

表达同高糖介导组比较差异有统计学意义$

H

$

%,%&

%#但

应用
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后
M/\

,一氧化氮荧光强度及解耦联蛋白
3

表

达与吡格列酮组比较差异有统计学意义$

H

$

%,%&

%#而应用京

尼平后#

M/\

与一氧化氮荧光强度同吡格列酮组比较差异有

统计学意义$

H

$

%,%&

%+

表
!

!

PP+M

$

对高糖介导人脐静脉内皮细胞
M/\

'一氧

!!

化氮与解耦联蛋白
3

表达的影响%

MgF

&

组别
M/\

荧光强度

一氧化氮

荧光强度

解耦联

蛋白
3

表达

对照组
!,!g%,$ !,%g%,3 d

高糖介导
$,$g%,5

F

%,$g%,!

F

%,:g%,3

高糖介导
1

吡格列酮
!,5g%,&

R

%,:g%,$

R

!,"g%,"

R

高糖介导
1

吡格列酮
17V4993 $,!g%,"

(

%,"g%,3

(

%,5g%,3

(

高糖介导
1

吡格列酮
1

京尼平
$,3g%,&

(

%,"g%,3

(

d
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注!与对照组比较#

F

H

$

%,%&

(与高糖介导组比较#

R

H

$

%,%&

(与高

糖介导
1

吡格列酮组比较#

(

H

$

%,%&

+

d

表示无数据+
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各组图像表现
!

见图
!

+

!!

注!

1

为高糖介导(

2

为高糖介导
1

吡格列酮(

3

为高糖介导
1

吡

格列酮
17V4993

(

4

为高糖介导
1

吡格列酮
1

京尼平(

5

为对照组+

图
!

!

各组图像表现
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讨
!!

论
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高糖介导氧化应激水平升高是糖尿病患者发生心脑血管

疾病的主要诱发因素#血管内皮细胞则为
M/\

的首要损伤区

域)

"

*

+伴随临床药物不断推陈出新#众多研究均证实
PP+M

$

可有效抑制人体代谢变化#对动,静脉血管发挥良好的保护作

用)

&#9

*

+吡格列酮是临床经常用的
PP+M

$

激动剂#可显著抑

制患者血糖水平#但其血管内皮细胞保护作用仍缺乏证实)

:

*

+

为进一步明确
PP+M

$

激动剂吡格列酮对高糖介导血管内皮

细胞
M/\

的影响#本研究通过建立损伤细胞模型#经不同方式

培养观察明确其药理机制+本研究结果显示#高糖介导下血管

内皮细胞
M/\

表达明显上升#而
M/\

生成抑制作用促使血管

内皮保护物一氧化氮水平降低#进而会严重加剧血管内皮的损

害程度+吡格列酮应用后高糖介导血管内皮细胞的氧化应激

受到显著拮抗作用#其
M/\

荧光强度显著低于未应用吡格列

酮细胞#而相应一氧化氮荧光强度提高#提示吡格列酮可预防

高糖缓解中一氧化氮水平降低情况#从而发挥血管内皮保护的

作用+

为进一步明确
PP+M

$

对高糖介导血管内皮细胞
M/\

产

生影响的主要机制#本研究还进一步开展解耦联蛋白免疫印迹

检验+国外研究显示#

PP+M

$

对解耦联蛋白
3M*+

转录表达

具有上调作用#而解耦联蛋白
3

是线粒体内膜中的主要组成蛋

白#其介导质子漏对
M/\

生成具有阻滞作用)

5#4

*

+解耦联蛋白

在氧化应激作用下会迅速提高#其表达提升后可增加抗氧化作

用#积极保护正常血管内皮细胞功能#通过调节其表达水平进

而加强糖尿病血管内皮损伤的预防性作用)

!%

*

+本研究采用蛋

白免疫印迹法检测
PP+M

$

对解耦联蛋白的影响#结果证实吡

格列酮能够提高高糖环境中的蛋白表达水平#吡格列酮应用

前,后解耦联蛋白
3

表达水平差异有统计学意义$

H

$

%,%&

%#

由此证实药物对
M/\

的主要影响机制为解耦联蛋白
3

表达的

变化+

综上所述#

PP+M

$

能够明显缓解高糖介导下血管内皮细

胞
M/\

的生成#主要通过上调解耦联蛋白
3

发挥其药物效果#

可为糖尿病患者的心血管疾病预防提供良好作用+
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现+随着病情的进展#血糖及
3"6

尿蛋白明显高于同期对照

组#出现肾脏病理损伤加重等
)*

表现#由此表明研究过程中

肾功能不断受损#其病理变化表现为肾小球,肾小管肥大#肾小

球,肾小管基膜增厚#肾小球系膜区细胞外基质堆积及肾小球

硬化+进一步检测反映肾小球硬化和肾小管间质纤维化
3

项

指标
Q;7_

和
.̀7_

的血清学表达水平发现#

)*

大鼠血清

Q;7_

和
.̀7_

水平显著高于对照组#且经过维格列汀治疗

后
)*

大鼠血糖及
3"6

尿蛋白及
Q;7_

和
.̀7_

水平显著下

降#且治疗
!3

周后以上各项指标比治疗
5

周下降更明显#与文

献)

:

*报道一致+薛菲等)

3

*认为#

.̀7_

与尿清蛋白排泄率呈

正相关#表明高水平
.̀7_

会促进蛋白尿产生#促进肾脏组织

损伤+本研究结果亦显示#经过维格列汀治疗后
Q;7_

和

.̀7_

水平均显著下降#且治疗前,后
Q;7_

和
.̀7_3

项指

标呈正相关关系#

)*

大鼠中
Q;7_

和
.̀7_3

项因子明显升

高于同期对照组#因此推测
Q;7_

和
.̀7_

在大鼠
)*

发生

和发展过程中起到加速作用#进一步导致肾脏病理损伤加重#

最终发展为
)*

所起的作用可能是一对相辅相成的免疫因子+

Q;7_

是介导肾间质炎性反应最重要炎性反应趋化因子之一#

在多种肾脏疾病的发病及进展中发挥作用#是关键性细胞因子

之一#参与
)*

的病理过程#是导致糖尿病肾损害的重要原

因)

5

*

+本研究结果显示#

Q;7_

与
)*

大鼠弥漫性肾小球硬化

与巨噬细胞浸润有关#提示长期高血糖刺激#使
Q;7_

促使血

管内皮细胞
.̀7_

表达增加#其结果导致白细胞黏附增加,血

管内皮细胞产生慢性炎性反应#进而促进
)*

形成+随
)*

进

一步加重
Q;7_

呈进行性上升趋势#导致肾小球高滤过,清蛋

白排泄,肾小球肥大等#由此提示
Q;7_

和
.̀7_

参与了
)*

发病及发生和发展+

肠促胰素类药物是目前用于治疗
3

型糖尿病较新的一类

药物#肠促胰素类药物有两类!一类是胰高血糖素样肽
#!

类似

物#一类是
)PP#"

抑制剂)

4

*

+临床研究显示#此类药物不仅可

有效控制血糖#还能减少体质量增加,降低低血糖发生的风险+

与此同时#临床试验及动物研究亦发现#肠促胰岛素类药物对

)*

具有保护作用#为
)*

的治疗提供了新的思路)

!%

*

+维格列

汀治疗组与
)*

组相比#不仅能明显降低血糖,尿蛋白#减轻肾

脏体积#用药后肾组织病理损伤也减轻+说明维格列汀具有一

定的肾脏保护作用#减少尿蛋白及肾脏保护作用更强+本研究

证实#糖尿病患者血
Q;7_

水平可作为诊断早期肾损害较敏

感的指标#其水平也与
)*

严重程度呈正相关#有助于监测,判

断其病程进展情况)

!!

*

+提示
Q;7_

与
.̀7_

参与
)*

的发病

过程#阻断或减弱其表达将成为
)*

更有效的治疗途径+早期

对
.̀7_

进行干预#如使用小分子
.̀7_

受体抑制剂及抗黏

附分子治疗#可降低血管高渗透性#减轻蛋白尿及肾小球肥大#

同时阻断或减弱
Q;7_

表达#将成为
)*

更有效的治疗途径+
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