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脂联素对高糖环境下人心肌细胞增生及 ,()&()"AJ#

5A钙黏蛋白表达的影响

李舒帆!李!兴

摘!要!目的!研究脂联素#F./=$对高糖环境下人心肌细胞#D?2$的增生及 GN6ON63_$(钙黏蛋白#@_GN4V3RM8$表达的

影响" 方法!

!

分为 $ 组'对照组(高糖组(高糖 d脂联素组+

"

分别干预 +(V(()V('+V 后用 2@@法测定细胞增生!HL̂CF法测定

上清液中 GN6ON63_$ 的含量!荧光定量 /?5法测定 @_钙黏蛋白的表达" 结果!高糖的持续作用可以抑制细胞增生!增加

GN6ON63_$ 的表达+加入脂联素后促进细胞增生!同时减少 GN6ON63_$ 的表达" @_钙黏蛋白在高糖组表达较对照组减少!脂联素

组表达较高糖组增加!且呈时间依赖性" 结论!脂联素可以纠正高糖诱导的人心肌细胞凋亡!通过上调 @_钙黏蛋白的表达发挥

对心肌细胞的保护作用"

关键词!脂联素!心肌细胞!@_钙黏蛋白!GN6ON63_$
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!!糖尿病心肌病可诱发心力衰竭(心律失常(心源

性休克和猝死!已经成为糖尿病患者最主要的死因之

一" 脂联素是来近年来发现的对糖尿病具有保护作

用的特殊蛋白质!脂联素与脂联素受体在糖尿病及其

并发症的发生发展中的作用日益受到重视!而 @_钙

黏蛋白做为一种新的脂联素受体逐渐为人们所关注"

本研究通过观察在高糖及脂联素的干预下人心肌细

胞的增生(凋亡及 @_钙黏蛋白的表达情况!旨在探

讨脂联素对人心肌细胞可能的保护机制以及脂联素

与 @_钙黏蛋白之间的相互关系"

材料与方法

"<D?2细胞的处理与培养'D?2细胞株培养于含 "&,

胎牛血清的 .2H2培养液中!置于含 *,?U

+

($'p恒温培养

箱中孵育!每 $ 0( 天用 &<+*,胰酶消化传代"

+<实验分组'分为 $ 组'对照组 # *<*KK:;>L葡萄糖!=

组$ (高糖组 # $&KK:;>L葡萄糖!-组 $(高糖 d脂联素组

#$&KK:;>L葡萄糖 d+<*

0

P>K;F./=!F组$!分别干预 +(V(

()V('+V"

$<2@@'取对数期 D?2接种于 #% 孔板!接种密度为 " n

"&

*

个>毫升!培养 +(V 后弃去旧液!按实验分组进行干预!加

入 +*

0

;2@@!继续孵育 (V!弃上清加入 .2CU溶解!于酶标仪

(*&8K处测吸光值#U.$"

(<HL̂CF'采用酶联免疫试剂盒!按说明书操作!将各时间

点收集到得细胞上清液在常温下溶解!各取 "&&

0

;分别加入

已包被好 GN6ON63_$ 抗体的 HL̂CF#% 孔板中" HL̂CF间接夹

心法检测反应终止后!用酶联免疫检测仪测定 (*&8K处的 F

值!根据 GN6ON63_$ 标准品 F值曲线!换算所测上清液中

GN6ON63_$ 的含量"

*<荧光定量 /?5'#"$总 5=F的提取'细胞生长达 )&,

融合状态时!弃去旧液!按实验分组进行干预!弃去上清液!加

入 @RMh:;试剂提取总 5=F" #+$反转录反应'反转录反应体系

))*)
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为 +&

0

;!按照反转录说明书合成 G.=F" #$$荧光定量 /?5引

物及探针'引物 @_GN4V3RM8 上游序列'*o_@-@@--?FF--[

@F-@?-F@F-@!-_$o+下游序列'*o_-F?-?@???@-@-@[

@?@?F@@_$o+@NbKN8 荧光探针序列'*o#YF2$ _FFF--@?[

?FF-!@@??--?@?F?@--F_#]=g"$ $o" 内参
)

_NGIM8 上

游序列'*o_--?F???F-?F?FF@-FF_$o+下游序列'*o_

--FF--@--F?F-?-F--_$o+ @NbKN8 荧光探针序列' *o

#YF2$ _?FF-F@?F@@-?@??@??@-F-?-?_#]=g" $ $o"

反应条件'荧光定量 /?5反应体系为 +&

0

;!在 /?5扩增仪上

按照 #(p!+KM8+然后 #(p +&6!%&p (&6!共 (& 个循环" 由

/?5反应曲线得到 ?I值!采用 +

_

22

?I

方法计算相对定量结果"

%<统计学分析'采用 C/CC"$<& 统计软件!各数据均以 J̀

/表示!采用方差分析进行组间比较!%l&<&* 差异有统计学

意义"

结!!果

"<细胞增生'由表 " 可知!-组与 =组比较 +(V

细胞增生能力增加!()V('+V 细胞增生受抑制 #%l

&W&*$+F组与 -组比较 +(V 差异无统计学意义!

()V('+V 细胞增生能力明显增加#%l&<&*$"

+<GN6ON63_$'由表 + 可知!-组与 =组比较 +(V

GN63ON63_$ 的表达差异无统计学意义!()V('+V 表达

明显增加#%l&<&*$+F组 +(V(()V('+V 其表达均较

-组明显减少#%l&<&*$"

$<@_钙黏蛋白'由图 " 可知!+(V(()V('+V-组

与 =组相比 @_钙黏蛋白的表达减少!F组与 -组相

比 @_钙黏蛋白的表达增加!且具有时间依赖性"

表 I6各实验组心肌细胞增生的比较#U.值$#* m$$

组别 +(V ()V #%V

对照组 &<+## J&<&"& &<$** J&<&"& &<(&# J&<&"$

高糖组
&<$') J&<&&'

$

&<$$* J&<&&)

$

&<+)" J&<&"%

$

高糖 d脂联素组 &<$%* J&<&++

&<(+% J&<&&(

t

&<(#) J&<&"#

t

!!

$与对照组相比!%l&<&*+

t与高糖组相比!%l&<&*

表 !6各实验组心肌细胞 ,()&()"AJ

表达的比较#8P>K;$#* m$$

组别 +(V ()V #%V

对照组 &<%#( J&<&)' &<*'& J&<&+& &<(+( J&<&"$

高糖组 &<'#% J&<&"%

+<))$ J&<&%&

$

$<$"+ J&<&"$

$

高糖 d脂联素组
&<%'+ J&<&+$

t

&<*&) J&<&"+

t

&<""$ J&<&"%

t

!!

$与对照组相比!%l&<&*+

t与高糖组相比!%l&<&*
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糖尿病心肌病是糖尿病最常见和最严重的微血

管并发症之一" 其典型病理改变为心肌细胞肥大(心

肌间质增生及纤维化(心肌局灶性坏死(心肌血管壁

图 I6各实验组心肌细胞 5A钙粘蛋白 *1V:的表达

!

增厚等!导致左室舒张功能障碍!逐步出现收缩功能

的受损!最终发展为充血性心力衰竭" 心肌细胞具有

不可再生的特点!在糖尿病心肌病变过程中存在心肌

细胞的凋亡!并随心脏功能的降低而加速!从而导致

心肌收缩单位的丧失!加速心力衰竭的形成" 心肌细

胞的凋亡与氧化应激增加(5UC 系统激活(/B?的活

化(@=Y_

*

(胰岛素样生长因子 _" 等多种因素的作

用有关" 研究证明!高血糖诱发细胞凋亡至少部分是

通过 5UC 系统刺激细胞色素 ?来激活 GN6ON63_$ 通

路而形成的
,"-

" 本研究观察到随着高糖的持续刺激

心肌细胞增生受到抑制!凋亡相关因子 GN6ON63_$ 的

表达增加!而脂联素则可以纠正由高糖诱导的该细胞

的凋亡" 脂联素是近年来发现的由脂肪细胞分泌的

蛋白质!通过抗炎(损伤后抗内膜增生(保护血管内皮

细胞(抗动脉粥样硬化(增加胰岛素敏感性等多种途

径发挥对抗糖尿病的作用" 国内外大量的研究表明

脂联素是糖尿病心肌病的保护因子!低脂联素水平是

糖尿病心肌病的发病机制之一
,+-

" 脂联素受体介导

了脂联素的各种生物学效应!脂联素及其受体 " 和受

体 + 的保护作用已有大量研究" @_钙黏蛋白是

+&&( 年 D7P用分子克隆技术发现的一种新的脂联素

受体!可与六聚体和高分子质量多聚体的脂联素结

合!在心血管系统中表达最高
,$-

"

田腊梅等证实 @_钙黏蛋白在 " 型糖尿病大鼠

的心肌细胞膜及核周都有表达!其表达量与血清脂联

素水平呈正相关!且随着病变的进展表达逐渐增

加
,'-

" 由于 @_钙黏蛋白缺乏胞内部分! 可以认为

其对脂联素信号转导通路及功能不起作用!可能仅是

脂联素的一个结合蛋白" 但也有学者认为! @_钙黏

蛋白可以通过与其他膜蛋白结合而参与信号转导!

从而引起后继事件的发生
,(-

" 研究发现!" 型糖尿病

心肌细胞在高糖环境下易发生氧化应激而凋亡!脂联

素可通过抑制高糖环境中活性氧簇的产生和升高一

氧化氮合酶的活性从而发挥抗氧化作用!抑制心肌细

)#*)
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胞的凋亡
,*-

" 本研究发现脂联素可以时间依赖性的

增加高糖环境下心肌细胞 @_钙黏蛋白的表达!可能

与氧化应激时 @_钙黏蛋白上调性表达有关!通过与

脂联素结合后激活磷脂酰肌醇 _$ _激酶信号途径从

而对抗氧化应激导致的细胞凋亡!并且可以提高细胞

在氧化应激状态下的生存能力
,%-

" 说明脂联素可以

通过上调受体 @_钙黏蛋白的表达发挥对心肌细胞

的保护作用!且这种保护作用呈时间依赖性!从而为

临床治疗糖尿病心肌病提供新的思路"
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叶绿素铜钠联合三黄三仙汤治疗免疫介导

再生障碍性贫血的动物实验研究

蒋慧芳!魏克民!王!勇

摘!要!目的!探讨叶绿素铜钠联合三黄三仙汤#fC@$对再生障碍性贫血的治疗作用及机制" 方法!动物实验研究'建立

免疫介导再生障碍性贫血#FF$小鼠模型!随机分为空白对照组(模型对照组(?6F对照组(叶绿素铜钠盐组(叶绿素铜钠联合三

黄三仙汤#fC@$组!每组 "& 只!+ 周后处死检测血象(骨髓像(骨髓病理切片(外周血 ?.(

d

(?.)

d

(@=Y_

*

( L̂_% 含量"

结果!fC@能延长模型小鼠生存!降低模型小鼠的死亡率+改善模型小鼠的外周血红细胞!白细胞及血小板+提高骨髓有核细胞

数+改善骨髓病理改变+降低外周血 ?.)

d

细胞!增加 ?.(

d

细胞比率!提高 ?.(

d

>?.)

d

@细胞比值+降低血 @=Y_

*

! L̂_% 水平+

与模型组比较有显著性差异# %l&<&*$" 结论!fC@对 FF模型小鼠有较好的治疗作用"

关键词!叶绿素铜钠盐!贫血!再生障碍性!治疗! L̂_%!@=Y_
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