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罗格列酮对高糖环境下人脐静脉内皮细胞作用的研究
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　　［摘　要］　目的　研究罗格列酮对高糖环境下人脐静脉内皮细胞促血管生成功能的影响及其机制。方法　通过 ＭＴＴ检测
法、细胞划痕实验，探讨罗格列酮在高糖环境下对人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）的增殖与迁移能力的影响，并用 ＥＬＩＳＡ方法检测经
罗格列酮作用后高糖培养上清中ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１的含量，进行统计分析。结果　经罗格列酮药物处理后的 ＨＵＶＥＣ增殖和迁移能力
明显高于高糖组，且培养基中ＶＥＧＦ和ＳＤＦ１的含量也有显著升高。ＡＫＴ阻断剂可以阻断罗格列酮对ＨＵＶＥＣ增殖、迁移和分泌功
能的促进作用。结论　罗格列酮在高糖环境下可显著促进ＨＵＶＥＣ的增殖、迁移和分泌功能，ＡＫＴ信号通路在这一过程中发挥着重
要的作用。
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　　糖尿病是一种严重威胁人类健康的代谢性疾病，
糖尿病的心血管病变是其最常见的一种并发症，也是

导致患者死亡的重要原因［１３］。因此糖尿病患者对组

织工程血管的需求十分大，然而高糖引起的血管内皮

细胞受损使得组织工程血管在糖尿病患者手术移植后

通畅率很低，因此维持内皮细胞在高糖状态下的正常

功能对于保持组织工程血管的通畅具有十分重要的意

义［４］。ＡＫＴ通路是血管生成过程中至关重要的一个
信号通路，研究表明它的阻断可以抑制内皮细胞分泌

ＶＥＧＦ和 ＳＤＦ１等促血管生成因子［５］。罗格列酮

（Ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ）是一种降血糖药物，研究表明其具有控
制血糖和改善胰岛素抵抗的作用［６］，此外也有文献报

道罗格列酮可减轻心肌缺血、抑制炎症，减少氧化应激

反应，并对糖尿病慢性并发症有一定的预防和治疗作

用［７８］。然而目前还没有文献报道罗格列酮对高糖环

境下内皮细胞功能的影响。内皮细胞具有抑制血栓形

成和内膜增生的重要作用，然而高血糖环境下血管内

皮细胞受到直接损伤，致使其功能发生紊乱，因此维持

内皮细胞的正常功能对于组织工程血管的替代治疗具

有十分重要的意义。本实验使用人脐静脉内皮细胞

（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ），通过
观察罗格列酮对高糖环境下内皮细胞促血管生成功能

的影响，探讨其对糖尿病条件下病变血管替代治疗的

潜在意义。

１　材料与方法

１．１　实验主要试剂
　　罗格列酮（Ｓｉｇｍａ），ＲＰＭＩ１６４０基础培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，

美国），胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，美国），血管内皮生长因子

（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、基质细胞衍生因子１

（ＳＤＦ１）、ＥＬＩＳＡ试剂盒皆购于厦门慧嘉生物科技有限公司，Ｔｒ
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ａｎｓｗｅｌｌ细胞培养小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司），４％多聚甲醛（Ｂｏｓｔｅｒ公
司），０．５％结晶紫（Ｓｉｇｍａ），ＡＫＴ抑制剂ｔｒｉｃｉｒｉｂｉｎｅ（Ｓｉｇｍａ）。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及实验分组　　人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）
购自ＡＴＣＣ（美国）。使用ＲＰＭＩ１６４０培养基，１０％胎牛血清作
为基础培养基，含５．６ｍｍｏｌ和３０ｍｍｏｌ葡萄糖做为 ＨＵＶＥＣ低
糖和高糖培养基［８］，３７℃、５％ＣＯ２孵箱常规培养。采用加入低
糖培养基常规培养方法为对照组、加入高糖培养基为高糖组、

高糖组加入１０μｍｏｌ罗格列酮［９］为罗格列酮组，ＡＫＴ信号通路
抑制组为在加入罗格列酮的同时加入５μｍｏｌ的ｔｒｉｃｉｒｉｂｉｎｅ。
１．２．２　细胞增殖实验　　我们采用 ＭＴＴ实验检测 ＨＵＶＥＣ的
增殖能力［１０］。取对数生长期的 ＨＵＶＥＣ，用胰酶消化后，按照
４０００个／孔的密度传代到９６孔板中。细胞贴壁后，根据对ＨＵＶＥＣ
的分组给予因子刺激。２４ｈ后，每孔加入２０μｌ的５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ，
３７℃孵育４ｈ，去上清后每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ。使用Ｅｍａｘ酶标
仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ），ＯＤ４９０ｎｍ处测量各孔的吸光值。
１．２．３　细胞划痕实验　　将ＨＵＶＥＣ种植于６孔板中，待其长
满，除对照组采用０．１％ＦＢＳ的正常培养基外，其余 ３组均用
０．１％ＦＢＳ的高糖培养基培养２４ｈ。取已消毒的 Ｐ１０００枪头，垂
直进行细胞划痕［１１］，洗去除划下的细胞。按照实验分组给予因

子刺激，之后放入３７℃，５％ＣＯ２孵箱继续培养２４ｈ。ＰＢＳ洗３
次后，用４％多聚甲醛固定后０．５％结晶紫对其染色。ＯＬＹＭ
ＰＵＳＢＸ５０显微镜（Ｊａｐａｎ）拍摄划痕图像（４０×），使用 ＩＰＰ软件
（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ）测量０ｈ以及２４ｈ的细胞创痕面积。
１．２．４　培养基中细胞因子检测　　将３组ＨＵＶＥＣ孵箱３７℃，
５％ＣＯ２常规培养４８ｈ后，将各组培养基用０．２２μｍ针式滤器
抽滤，采用ＲＤ公司生产的 ＥＬＩＳＡ试剂盒，检测各组培养基中
ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１的含量，进行的各种操作严格按照说明书上进行。

１．３　统计学方法
　　每组实验至少重复３次。采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行统
计分析，描述性数据采用平均值和百分比分析表示，实验数据

采用ｔ检验或 χ２检验闭合率，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　罗格列酮对ＨＵＶＥＣ增殖的影响
　　从图１可以看出相对于对照组，高糖可以显著抑制ＨＵＶＥＣ
的增殖，使细胞的增殖速率下降了５５％；罗格列酮可以降低高
糖对ＨＵＶＥＣ增殖的抑制作用，使细胞的增殖速率增加了
１０２％；而ＡＫＴ抑制剂阻断了罗格列酮对 ＨＵＶＥＣ增殖的影响，
使其增殖速率下降了５８％，各组之间差异明显，结果均具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．２　罗格列酮对ＨＵＶＥＣ迁移的影响
　　我们采用划痕实验研究罗格列酮对 ＨＵＶＥＣ迁移的影响。
图２结果显示，相对于对照组，高糖组的 ＨＵＶＥＣ的划痕闭合面
积下降了５２％。罗格列酮降低了高糖对ＨＵＶＥＣ迁移功能的影

响，使ＨＵＶＥＣ的划痕闭合面积相对于高糖组增加了 ６４％。
ＡＫＴ信号通路在这一过程中发挥着十分重要的作用，ＡＫＴ信号
通路的阻断降低了罗格列酮对 ＨＵＶＥＣ迁移的促进作用，ＨＵ
ＶＥＣ的划痕闭合面积是罗格列酮组的２１％。各组之间差异明
显，结果均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．２　培养基中ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１含量的测定结果
　　用ＥＬＩＳＡ试剂盒对各组培养基中 ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１进行检测，
结果见图３，从图中可以看出罗格列酮组培养基里ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１
的含量分别是高糖组的 ３．２倍和 ３倍。而 ＡＫＴ抑制组中
ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１的含量分别是罗格列酮组的１／２和１／３。各组之
间差异明显，结果均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。这提示在高
糖环境中，罗格列酮药物可以促进 ＨＵＶＥＣ分泌细胞因子
ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１分泌。ＡＫＴ信号通路的阻断抑制了罗格列酮对
ＨＵＶＥＣ细胞因子的作用效果。
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ａ：对照组；ｂ：高糖组；ｃ：罗格列酮组；ｄ：ＡＫＴ抑制剂组；：与高
糖组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与罗格列酮组相比，Ｐ＜０．０５

图１　罗格列酮对ＨＵＶＥＣ增殖的影响
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ａ：对照组；ｂ：高糖组；ｃ：罗格列酮组；ｄ：ＡＫＴ抑制剂组；：与高
糖组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与罗格列酮组相比，Ｐ＜０．０５

图２　罗格列酮对ＨＵＶＥＣ迁移的影响划痕实验
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ａ：对照组；ｂ：高糖组；ｃ：罗格列酮组；ｄ：ＡＫＴ抑制剂组；：与高

糖组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与罗格列酮组相比，Ｐ＜０．０５

图３　培养基中ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１含量

３　讨论

　　目前全球糖尿病并发症的发病率逐年升高，而它
在微血管病变和动脉硬化的基础上能产生多种慢性并

发症，糖尿病的血管病变则是引起患者致残甚至致死

的首要原因［１２］。研究表明内皮细胞具有抑制血栓形

成和内膜增生的重要作用，因此在组织工程血管移植

后长期通畅的维持中发挥着关键性作用。然而高血糖

环境下内皮细胞受到直接的损伤，使其功能发生紊乱，

所以维持血管内皮细胞的正常功能对于组织工程血管

的替代治疗具有十分重要的意义。在心血管系统的发

生和重建过程中，ＰＩ３ＫＡｋｔ信号转导通路是至关重要
的，研究［５］表明它的阻断可以抑制内皮细胞分泌

ＶＥＧＦ和 ＳＤＦ１等促血管生成因子，通过研究证实
ＡＫＴ信号通路发挥着重要作用。
　　罗格列酮作为降血糖药物，已经广泛应用于糖尿
病的治疗缓解，国外文献［７８］报道罗格列酮可以具有减

轻心肌缺血、抑制炎症、减少氧化应激反应，并对糖尿

病慢性并发症有一定的预防和治疗作用，然而在高糖

环境下罗格列酮对血管内皮细胞的影响尚不明确。在

实验中，我们使用降糖药物罗格列酮作用于高糖环境

培养的ＨＵＶＥＣ，研究发现在罗格列酮组在药物作用的
影响下，ＨＵＶＥＣ的增殖明显高于高糖组。在细胞划痕
实验中，罗格列酮组的 ＨＵＶＥＣ划痕闭合率同样高于
高糖组，并且效果十分明显。可见在高糖环境下，降糖

药物罗格列酮能够促进 ＨＵＶＥＣ的增殖和迁移，而增
殖、迁移以及旁分泌是血管内皮细胞发挥促血管生成

功能的重要机制。国外已有研究［１６］表明，ＶＥＧＦ（血管
内皮生长因子）、ＳＤＦ１（基质细胞衍生因子１）均能刺
激血管的形成，其中 ＶＥＧＦ是血管内皮细胞的特异性
生长因子，是现阶段最有效的血管生成因子，能增加血

管通透性，促进ＨＵＶＥＣ分裂和增殖，和血管新生密切
相关。ＳＤＦ１可以促进 ＨＵＶＥＣ增殖，加速血管生
成［１７］。各组培养基采用ＥＬＩＳＡ检测的方法，显示出罗
格列酮组ＶＥＧＦ、ＳＤＦ１含量明显高于高糖组。这再次
证实了相关结论，并且提示我们高糖环境下罗格列酮

不仅能够促进 ＨＵＶＥＣ的增殖和迁移，同时在旁分泌
方面也起着促进 ＨＵＶＥＣ分泌相应的细胞分子的作
用，对血管新生有着重要的影响。通过本研究我们发

现降糖药物罗格列酮可以在高糖环境下保护血管内皮

细胞免受高糖环境的损伤，维持内皮细胞的正常促血

管生成功能。因此，我们认为罗格列酮可以作为组织

工程血管移植后的一种治疗药物，在降低血糖的同时

保护迁移到组织工程血管表面的内皮细胞正常功能。

　　综上所述，通过罗格列酮对高糖环境下血管内皮
细胞的作用研究表明，此药物对高糖环境下的 ＨＵＶＥＣ
有着活化作用，ＡＴＫ信号通路在这一过程中发挥着关
键性作用，而这种活化作用的具体机制有待进一步

研究。
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腹腔镜左半肝切除治疗原发性肝癌４７例临床疗效研究
钟　爱，陈　健，郑树国，范毓东，李建伟，郭　鹏　（第三军医大学西南医院肝胆研究所，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　分析腹腔镜左半肝切除治疗原发性肝癌的安全性与可行性。方法　回顾性分析２００７年至２０１４年第三军
医大学西南医院肝胆外科行左半肝切除术治疗原发性肝癌患者９３例的临床资料，其中腹腔镜左半肝切除术４７例，开腹左半肝切
除术４６例。对比分析２种手术方式患者术中、围手术期及随访数据资料，评价腹腔镜左半肝切除术治疗原发性肝癌是否具有安全
性与可行性。结果　腹腔镜与开腹的肿瘤直径分别为（５６．５７±２４．５６）ｍｍ与（６４．１１±３３．３９）ｍｍ，Ｐ＝０．２１８，差异无统计学意义。
腹腔镜和开腹手术时间分别为（２１７．５３±６０．２２）ｍｉｎ与（３０６．８０±１１９．９１）ｍｉｎ，Ｐ＜０．０５，差异有统计学意义。腹腔镜和开腹术中
失血量分别为（３５０．２１±１９７．９８）ｍＬ与（５５６．７４±４７１．４１）ｍＬ，Ｐ＜０．０５，差异有统计学意义。术中输血率腹腔镜和开腹分别为
１２．８％与３２．６％，Ｐ＜０．０５，差异有统计学意义。术后ＩＣＵ时间、术后胃肠道恢复功能时间、术后住院时间腹腔镜均短于开腹左半肝
切除，Ｐ＜０．０５，差异有统计学意义。术后并发症发生率腹腔镜与开腹分别为１４．９％与２３．９％，Ｐ＝０．２７１差异无统计学意义。术
后１年与３年生存率腹腔镜为９１．５％、８３．０％，开腹为８４．８％、７６．１％。术后１年与３年无瘤生存率腹腔镜为７４．５％、５９．６％，开腹
为６５．２％、５４．３％。结论　腹腔镜左半肝切除术治疗原发性肝癌是安全可行的，可作为左半肝切除治疗原发性肝癌的标准术式推
广应用。

　　［关键词］腹腔镜手术；开腹左半肝切除；原发性肝癌；临床对照试验
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
２０１５０３２６

［１０］ＺｅｎｇＷ，ＹｕａｎＷ，ＬｉＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
ｃｅｌｌｓｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔｂｙｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓｉｎｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｂｌｏｏｄ
ｖｅｓｓｅｌｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２０１０，３１（７）：１６３６－１６４５．

［１１］ＳｈｅｎＬ，ＺｅｎｇＷ，ＷｕＹＸ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ－３ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓｗｏｕｎｄ
ｈｅａｌｉｎｇｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇａｐａｒａｃｒｉｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＴｒａｎｓｐｌａｎｔ，２０１３，２２（６）：１０１１－１０２１．

［１２］ＺｕｃｃｈｉＰ，ＦｅｒｒａｒｉＰ，ＳｐｉｎａＭＬ．Ｄｉａｂｅｔｉｃｆｏｏｔ：ｆｒｏｍｄｉａｇｎｏｓｉｓｔｏｔｈｅｒａｐｙ
［Ｊ］．ＧＩｔａｌＮｅｆｒｏｌ，２００５，２２（３１）：２０－２２．

［１３］ＺｉｍｎｙＳ，ＤｅｓｓｅｌＦ，ＥｈｒｅｎＭ，ｅｔａｌ．Ｅａｒｌｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙ
ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｆｏｏｔａｔｒｉｓｋ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＣａｒｅ，
２００１，２４（１０）：１８１０－１８１４．

［１４］ＪｅｆｆｃｏａｔｅＷＪ，ＰｒｉｃｅＰ，ＨａｒｄｉｎｇＫＧ．Ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｆｏｒ
ｐｅｏｐｌｅｗｉｔｈｄｉａｂｅｔｉｃｆｏｏｔｕｌｃｅｒｓ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｔａｂＲｅｓＲｅｖ，２００４，

２０（１）：７８－８９．
［１５］ＪａｑｕｉｎａｎｄｉＶ，ＭａｈｅＧ，ＬｅｆｔｈｅｒｉｏｔｉｓＧ，ｅｔａｌ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｖａｌｕｅｏｆｔｒａｎｓｃｕ

ｔａｎｅｏｕｓｏｘｙｇｅｎｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｎｄｉ
ａｂｅｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＶａｓｃＳｕｒｇ，２００９，４９（１）：２７９－２８０．

［１６］ＴｕｌｌａｖａｒｄｈａｎａＴ，ＡｋｒａｎｕｒａｋｋｕｌＰ，ＵｎｇｋｉｔｐｈａｉｂｏｏｎＷ，ｅｔａｌ．Ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＣｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｓａｂｉｏｍａｒｋｅｒｏｆｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ
ｉｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ：ａｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌ
ＲｅｓＴｒｅａｔ，２０１５，３８（３）：１１０－１１４．

［１７］ＧｉｌｌｉｔｚｅｒＲ，ＧｏｅｂｅｌｅｒＭ．Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓｉｎｃｕｔａｎｅｏｕｓｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ［Ｊ］．
ＬｅｕｋｏｃＢｉｏｌ，２００１，６９（４）：５１３－５２１．

（编辑：魏　源）
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