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摘
!

要"目的
!

通过观察二甲双胍在高糖环境下对体外培养人肾小管上皮细胞"

VE+!

细胞#的影响!探讨二甲双胍在高糖环

境下对
VE+!

细胞的保护机制$方法
!

采用不同水平的二甲双胍及二硫代氨基甲酸吡咯烷"

,I*-

#高糖培养基!分别对
VE+!

细

胞进行体外培养
!K

&

KS

&

J!=

!然后利用噻唑蓝"

B**

#及蛋白质印迹法"

#./0.123450

#检测
VE+!

细胞的不规则趋化因子"

GA2

#蛋

白表达水平$结果
!

和低糖去血清组比较!高糖去血清组细胞增殖受到抑制%分别加入不同水平的二甲双胍后可促进细胞增殖!

其中加入
'%NN54

'

C

二甲双胍的
VgB'%

组促细胞增殖作用最为明显%高糖培养基中加入
,I*-

也可逆转高糖抑制细胞增殖的

作用$

#./0.123540

结果显示!

GA2

蛋白表达在高糖去血清组中明显升高!随着加入的二甲双胍水平升高!

GA2

蛋白水平明显下

降!在加入的二甲双胍水平为
'%NN54

'

C

及培养
J!=

时下降幅度最明显!且呈时间依赖性$结论
!

高糖状态可抑制
VE+!

细胞

增殖!减少
GA2

蛋白分泌!而
'%NN54

'

C

及以上水平的二甲双胍可通过抑制
GA2

蛋白分泌来保护高糖诱导的
VE+!

增殖$

关键词"人肾小管上皮细胞%

!

二甲双胍%

!

不规则趋化因子%

!

糖尿病肾病
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随着经济水平的不断提高#世界范围内糖尿病的发病率越

来越高#糖尿病肾病作为糖尿病的主要微血管并发症亦随之出

现明显增长(

&

)

*糖尿病肾病在病理学上主要表现为肾小球系

膜细胞肥大'肾小球硬化'肾小管间质纤维化等#涉及的机制包

括高血糖'氧化应激'高灌注等等(

!

)

*二甲双胍属于双胍类降

血糖药物#在临床上用于治疗糖尿病已有多年历史(

'

)

*近期#

多项研究发现二甲双胍除降血糖作用之外#尚有抗肿瘤'心血

管保护作用'抗氧化应激及血小板活化作用(

K

)

*然而#关于二

甲双胍对糖尿病肾病的肾脏保护作用#国内外研究较少#本研

究探讨二甲双胍对于高糖诱导人肾小管上皮细胞$

VE+!

细

胞%的保护作用及其可能的作用机制*现报道如下*

$

!

材料与方法

$P$

!

材料
!

VE+!

细胞株购于
9N.1;:H2*

7>

.-.44-?40?1.

&

低糖和高糖杜尔伯科改良伊格尔培养基$

IBUB

培养基%'胰

酶'双抗购于
R;3:5

公司&胎牛血清'细胞计数试剂盒$

--E

%

+S

及二甲双胍购于美国
";

O

NH

公司&不规则趋化因子$

GA2

%

-c'-C

一抗$兔抗鼠%'二抗$羊抗兔'

V),+D

O

R

%和内部参照

$

&

+H:0;2

%均购于美国
93:HN

公司*

$P/

!

方法

$P/P$

!

细胞培养
!

VE+!

细胞使用
&%Z

胎牛血清的
IBUB

完全培养液#于
'J[

'

LZ -\

!

培养箱中孵育#待细胞贴壁生

长进行常规培养#

!

#

'8

换液
&

次#养至细胞进入对数生长期#

采用
%P!LZ

胰酶消化传代*

$P/P/

!

噻唑蓝$

B**

%检测
!

将二甲双胍用
$%NN54

"

C

高糖

培养基溶解#配成
&%%NN54

"

C

母液#分别稀释至
&

'

L

'

&%

'

!%

'

'%

'

$%

'

(%NN54

"

C

等不同水平*在
'J[

'

LZ -\

!

培养箱中

常规培养对数生长期的
VE+!

细胞#采用
%P!LZ

胰酶消化传

代#

($

孔板接种细胞数每孔
K%%%

个#

!K=

贴壁后换低糖无血

+

S!''

+

检验医学与临床
!%&J

年
&&

月第
&K

卷第
!!

期
!

CH3B.8-4;2

!

Q5<.N3.1!%&J

!

X54P&K

!

Q5P!!

"

基金项目!上海市浦东新区医学领先人才项目$

,#)4!%&!+%L

%&上海市浦东新区卫生系统重点学科建设项目$

,#bM!%&K+&&

%&上海市医学

重点专科建设项目$

bE!%&L9&L

%*

!!

作者简介!乔青燕#女#主治医师#主要从事糖尿病肾病方面的研究*

!

%

!

通信作者#
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清培养基培养
!K=

使其同步化#然后采用不同水平的二甲双

胍及二硫代氨基甲酸吡咯烷$

,I*-

%对
VE+!

细胞进行体外培

养
!K

'

KS

'

J!=

*每组设定
'

复孔#继续培养
J!=

后#分别在每

个孔加入
&%

"

C

的
--E+S

试剂#培养箱继续孵育
K=

后#采用

酶标仪在
K$%2N

波长处检测吸光度$

<

%*细胞凋亡率$

Z

%

]

$

<

对照组
f<

药物组%"
<

对照组
&̀%%Z

*

$P/P'

!

蛋白质印迹法$

#./0.126450

%

!

采用不同水平的二甲

双胍及
,I*-

培养基#分别对
VE+!

细胞进行体外培养#孵育

J!=

后#收集细胞#裂解相应细胞提取蛋白#煮沸
&%N;2

#

fS%

[

保存备用*将相应蛋白$每孔
'%

"

O

%进行十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳$

"I"+,9RU

%#待溴酚蓝到达底部后进行转

膜$聚偏氟乙烯膜%*用牛奶$

LZ

脱脂牛奶%封闭$室温
&=

%#然

后将聚偏氟乙烯膜与
GA2

$

&_&%%%

%抗体在
K [

恒温过夜

$

&!

#

&$=

%*用吐温三乙醇胺缓冲盐溶液$

*6"*

%洗
'

次#每

次
&%N;2

#孵育二抗$室温
&=

%#再用
*6"*

洗
'

次#每次
&%

N;2

#采用化学发光显影*试验重复
'

次#取其平均值*

$P'

!

统计学处理
!

采用统计学软件
",""&JP%

进行相关分

析*计量资料以
Aa>

表示#组间比较采用
7

检验*以
=

#

%P%L

表示差异有统计学意义*

/

!

结
!!

果

/P$

!

不同水平二甲双胍对高糖诱导
VE+!

的保护作用
!

将低

糖培养基培养的细胞作为低糖去血清组$

QR

组%&将高糖培养

基培养的细胞作为高糖去血清组$

VR

组%&将高糖培养基中加

入
&

'

L

'

&%

'

!%

'

'%

'

$%

'

(%NN54

"

C

二甲双胍培养的细胞#分别

作为
VgB&

组'

VgBL

组'

VgB&%

组'

VgB!%

组'

Vg

B'%

组'

VgB$%

组及
VgB(%

组&将高糖培养基中加入

,I*-

培养的细胞作为
Vg,I*-

组*经
J!=

孵育后#

QR

组

的
--E+S<

值为
!P%'a%P!!

#

VR

组的
--E+S<

值为
&PL!a

%P&!

#

VgB&

组的
--E+S<

值为
&PL'a%P&'

#

VgBL

组的

--E+S<

值为
&PLKa%P&&

#

VgB&%

组的
--E+S<

值为

&PL'a%P&(

#

VgB!%

组的
--E+S<

值为
&P$!a%P&$

#

Vg

B'%

组的
--E+S<

值为
!P%'a%P!'

#

VgB$%

组的
--E+S<

值为
!P%$a%P!$

#

VgB(%

组的
--E+S<

值为
!P%La%P!!

*

与
QR

组比较#

VR

组细胞增殖受到抑制&分别加入不同水平的

二甲双胍后可促进细胞增殖#其中#加入
'%NN54

"

C

二甲双胍的

VgB'%

组促细胞增殖作用最为明显#

VgB'%

组
--E+S<

值

与
QR

组比较差异有统计学意义$

=

#

%P%L

%*当加入的二甲双

胍水平提高至
$%NN54

"

C

及
(%NN54

"

C

时#细胞增殖未见明显

增加#

VgB$%

组'

VgB(%

组
--E+S<

值与
VgB'%

组比较

差异无统计学意义$

=

$

%P%L

%*

/P/

!

二甲双胍'

,I*-

对于高糖诱导
VE+!

细胞的保护作用

!

高糖培养基中加入
'%NN54

"

C

二甲双胍'高糖培养基中加

入
,I*-

'高糖培养基中加入
'%NN54

"

C

二甲双胍及
,I*-

均能逆转高糖诱导的细胞增殖抑制#差异有统计学意义$

=

#

%P%L

%#但在逆转高糖细增殖抑制方面的差异无统计学意义

$

=

$

%P%L

%*

/P'

!

#./0.123540

结果
!

加入不同水平二甲双胍及
,I*-

的

高糖培养基分别对
VE+!

细胞进行体外培养
!K

'

KS

'

J!=

#提取

细胞蛋白#进行
#./0.123540

#结果显示
GA2

在
VR

组明显升

高#随着加入二甲双胍水平的升高#

GA2

蛋白水平的相对表达

明显下降#加入二甲双胍水平为
'%NN54

"

C

的
VgB'%

组的

GA2

蛋白相对表达量最低#与
VR

组比较#差异有统计学意义

$

=

#

%P%L

%&

VgB$%

组'

VgB(%

组
GA2

蛋白的相对表达量

与
VgB'%

组比较差异无统计学意义$

=

$

%P%L

%*见图
&

*

!!

经
!K=

'

KS=

及
J!=

孵育细胞后#结果显示#与
VR

组比

较#

VgB'%

组在
KS

'

J!=

时均能明显抑制
GA2

蛋白的相对表

达#且呈时间依赖性#在
J!=

时抑制作用最为明显#差异有统

计学意义$

=

#

%P%L

%*见图
!

*

图
&

!!

各组
GA2

蛋白表达情况

图
!

!!

!K

#

KS=

及
J!=

时
GA2

蛋白表达情况

'

!

讨
!!

论

!!

大量研究发现#糖尿病肾病的发病机制主要是细胞外基质

在肾小球过度积聚#导致肾小管出现纤维化#患者
-

反应蛋白

$

-),

%'肿瘤坏死因子$

*QG

%

+

%

'白细胞介素$

DC

%

+$

'单核细胞

趋化蛋白$

B-,

%

+&

表达水平易随蛋白尿的增加而上升(

L

)

*其

中#肾小管纤维化作为慢性肾病发展成终末期的共同通路#其

纤维化的严重程度可作为糖尿病肾病的预后指标#因此#早期

防治肾小管间质纤维化对糖尿病肾病的转归意义重大*

R548+

3.1

O

等(

$

)发现#糖尿病肾病患者肾小管上皮细胞在高糖环境

下可刺激肾小管上皮细胞合成大量胶原#释放大量
*RG+

&

&

#导

致其肾间质纤维化*二甲双胍作为经典的降糖药物#可以通过

降低糖基化终产物的分泌#减轻患者的肾脏损伤&此外#二甲双

胍还可以抑制患者
-),

'

*QG+

%

'

DC+$

'谷胱甘肽还原酶等的分

泌#降低组织的炎性反应及氧化应激反应#恢复其纤溶功能#从

而达到降低血小板聚集'黏附#改善微循环等目的(

J

)

*

!!

本试验发现#高糖去血清可抑制细胞增殖#高糖培养基分

别加入不同水平的二甲双胍后可促进细胞增殖#其中#加入二

甲双胍
'%NN54

"

C

的
VgB'%

组促细胞增殖作用最为明显&

此外#加入
,I*-

亦可以促细胞增殖*提示高糖可抑制
VE+!

细胞增殖#在高糖条件下加入
'%NN54

"

C

二甲双胍及
&%%

"

N54

"

C,I*-

均可促进细胞增殖*其原因可能是
VE+!

细胞

在高糖状态下可激活
6

淋巴细胞瘤$

6-C

%

+!

及
-H/

>

H/.

家族

蛋白#进一步释放细胞色素
-

#引起
-H/

>

H/.

酶原降解#诱导细

胞发生凋亡*二甲双胍可通过降血糖'减少糖基化终产物和活

性氧簇$

)\"

%的产生#抑制
VE+!

细胞
*RG+

&

&

的分泌#从而达

到抑制细胞增殖的目的*

,I*-

作为
QG+

/

6

抑制剂#可抑制

QG+

/

6

激活#阻断高糖状态下
6-C+!

及其下游
-H/

>

H/.

信号通

路#从而促使细胞增殖(

S

)

*

#./0.123540

结果显示#

GA2

蛋白在

VR

组明显升高#随着加入的二甲双胍水平升高#

GA2

蛋白水平

明显下降#其在
VgB'%

组及培养
J!=

时下降幅度最明显#且

呈时间依赖性*提示高糖可促进
GA2

蛋白表达#而二甲双胍可

抑制
GA2

蛋白表达*其原因可能是高糖促进
VE+!

细胞的
)\"

生成#进而激活
GA2

蛋白表达(

(

)

&而二甲双胍可通过抑制
)\"

及糖基化终末产物的表达来抑制下游
GA2

蛋白分泌*

!!

综上所述#高糖状态可抑制
VE+!

细胞增殖#减少
GA2

蛋

白分泌#而
'%NN54

"

C

及以上水平的二甲双胍可通过抑制
GA2

蛋白分泌来保护高糖诱导
VE+!

细胞增殖*$下转第
'''&
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验*计数资料以例数或率表示#组间比较采用
!

! 检验*以

=

#

%P%L

表示差异具有统计学意义*

/

!

结
!!

果

!!

!

组患者空腹及三餐后
!=

血糖水平比较差异无统计学意

义$

=

$

%P%L

%*见表
&

*

表
&

!!

!

组患者空腹及三餐后
!=

血糖比较%

Aa>

&

NN54

)

C

'

组别
#

空腹 早餐后
!=

午餐后
!=

晚餐后
!=

观察组
L% LP'a!P& JPSa!P$ $P$a!PK $P(a!PJ

对照组
L% LPKa&P! JPKa!P' $PJa!P! $P'a!P'

7 &P$'! &P'LJ &PJS' &PL%!

=

$

%P%L

$

%P%L

$

%P%L

$

%P%L

'

!

讨
!!

论

!!

目前#较多大型综合医院均已实现医院信息化管理#信息

化血糖管理系统是住院糖尿病患者血糖管理的发展趋势*通

过信息化血糖管理系统#医师能及时'快速地获得患者的血糖

数据资料#对患者血糖的临界值作出快速响应#及时调整治疗

方案(

L

)

*妊娠糖尿病患者由于糖代谢发生改变#且胎盘'胎儿

对血糖变化的影响比较复杂#因此#临床上对产妇血糖的控制

要求较高(

$

)

*本研究中#

!

组患者空腹及三餐后
!=

血糖水平

差异无统计学意义$

=

$

%P%L

%*与普通床旁血糖仪检测比较#

信息化血糖管理系统有较多优势!$

&

%通过对血糖数据的准确

采集'下载'存储#可将其通过医院信息管理系统与电子病历整

合#提供强大的数据分析和支持能力#满足临床对糖尿病管理

的工具需求$临床分析'报告总结等%*同时#血糖数据快速'直

观#临床医师可通过系统的移动端快速浏览结果#及时和患者

沟通#调整降糖治疗方案*$

!

%可简化工作流程#信息电子化后

可减少数据记录的时间和劳动力#有效降低护理人力成本(

J

)

*

$

'

%科室管理人员可全面掌握病区内妊娠糖尿病患者降糖方案

的实施情况'效果分析#从而进行质量控制*$

K

%可建立本院高

血糖快速高效的会诊模式#其在改善医疗服务水平'提高医疗服

务质量方面可发挥重要作用#能提升医院管理质量与医疗安全

水平(

S

)

*

!!

妊娠糖尿病是因多种因素导致胰岛素抵抗及胰岛
&

细胞

分泌功能受限(

(

)

#血糖控制不佳时会对母婴造成不同程度的危

害*因此#控制血糖成为控制病情发展的重中之重(

&%

)

*胰岛

素泵是目前最符合生理状态的胰岛素输注方式#可较好地模拟

生理性胰岛素的分泌(

&&

)

*根据信息化血糖管理系统存储的血

糖波动分段设置基础率#可有效降低高'低血糖的发生率*因

此#信息化血糖管理系统联合胰岛素泵治疗是目前住院妊娠糖

尿病患者降糖治疗的较好模式#值得推广应用*
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