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高糖对人脐静脉内皮细胞基质金属蛋白酶及细胞周期的影响 

彭 惠 ·，洪苏玲 z，李平华 -，李 静 ，，周 希 -，张 黎 

(1．重庆医科大学附属第一医院眼科，重庆 400016；2．重庆医科大学附属第一医院耳鼻喉科，重庆 400016； 

3．重庆医科大学组织胚胎学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨高浓度葡萄糖作用于脐静脉内皮细胞后，对脐静脉血管内皮细胞系的基质金属蛋白酶(MMP一2)表达、超微 

结构及细胞周期的影响，为阐明高血糖在糖尿病血管病变 、糖尿病视网膜病变的早期发病中作用与机制提供依据。方法：在高 

浓度葡萄糖条件下培养人脐静脉内皮细胞 ，采用 RT—PCR、Western—blot法检测细胞基质金属蛋白酶(MMP一2)mRNA和蛋白表 

达情况、电镜观察超微结构及流式细胞仪检测细胞周期的变化。结果：高浓度葡萄糖可使内皮细胞 MMP一2表达增加、细胞增生 

活跃，细胞出现肿胀，体积增大，细胞质溶解、核溶解，异染色质边集，内质网扩张，出现固缩线粒体、环形线粒体，髓样结构等改 

变。结论：高糖诱导的 MMP一2mRNA和蛋白表达增加，可能在糖尿病视网膜病变的早期发病中起重要作用。 
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Effects of high glucose concentration On MMP-2 expression and cell cycle 

in cultured human umbilical vein endothelial cells 

PENG Hui。et al 

(Department of ophthalmology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To examine the effects of glucose on the expression of matrix metalloproteinases一2(MMP一2)and the 

changes of ultramicrostructure，cell cycle in cultured human umbilical vein endothelial cells．Methods：Human umbilical vein 

endothelial cells(hUVEC were incubated in a culture medium witll 11．2mmol／L．16．8mmol／L and 33．6mmol／L glucese concentra- 

lions for 24h，48h，72h respectively．The expression of MMP一2 was measured by RT—PCR an d Western—blot．Resu／ts：When 

D—glucose concentrations rose，hUVEC exposed to hish glucose concentration(11．2mmol／L，16．8mmol／L and 33．6mmol／L)increased 

in cell expression of MMP-2 after 48 h and 72 h of exposure，as compared with those cultured in medium with a low glucose 

concentration(5．6mmol／L)．And cell cycle changed too．Conclusion：High concentration of glucese Can arrest the proliferative 

response and show that even a short-term exposure of endothelial cells(ECs)to hish glucose concentration leads to their activa— 

lion associated with increased expression of MMP-2 and that this effect may appear more significantly along with time of expo — 

sure to hish concentration of glucose． 

【Key words】Vascular endothelial cell；Glucose concentrations；MMP一2；Diabetic refinopathy 

糖尿病视网膜病变 (Diabetic retinopathv，DR) 

是糖尿病最为常见和严重的并发症之一 ，也是糖尿 

病主要的致盲原因。糖尿病视网膜新生血管形成、 

细胞外基质(ECM，包括基底膜)的代谢异常被认为 

是发生DR时血管功能障碍的病理学基础。这一过 

程中，基质金属蛋白酶 (Matrix ITIetalloproteinases， 

MMP)活化引起 ECM的降解，被认为是新生血管形 

成及血管浸润的一个重要生物化学及细胞学调节 

作者介绍：彭 惠(1967一 )，女，副教授，副主任医师，博士生， 

主要研究方向：眼底病。 

因素。我们在高葡萄糖浓度条件下培养人脐静脉内 

皮细胞，观察细胞 MMP一2mRNA和蛋白表达情况及 

细胞周期的变化。为 MMP一2参与糖尿病视网膜病 

变的发病机制提供实验依据。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

1．1．1 细胞培养 复苏后的人脐静脉血管内皮细胞(Human 

umbihcal vein endothehal cells，hUVEC)放在 75cm2的细胞 

培养瓶中，加入含有 l0％新生牛血清、青霉素 too~#m]、链 
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霉素 100 咖 l的 RPMI1640低糖完全培养液，37％ 5％CO2 

条件下培养 ，约 2～3天细胞铺满 80％瓶底后 ，用 0．25％胰 

酶 ／0．5mol／1 EDTA液消化约 2 min后传代。部分细胞继续传 

代培养，部分收集计数后加入细胞冻存液二甲亚砜(DMSO)， 

一 80％冻存备用。 

1．1．2 实验分组 对照组：正常生长内皮细胞 ，培养液葡萄 

糖浓度为 5．6mmol／L。实验组：分为 3组，培养液葡萄糖浓度 

分别为 11．2、16．8、33．6mmol／L，各浓度组分别培养不同时间 

(24、48、72h)。 

1．2 方 法 

1．2．1 RT-PCR法检测 MMP-2mRNA表达 按照 Tripure产 

品说明提取细胞总 RNA。l％甲醛凝胶电泳测定 RNA的完整 

性。提取的RNA用紫外分光光度仪分别检测 260、280nm吸 

光度 ，并求出 A ，结果示所提 RNA比值在 1．8～2．0之 

间，说明纯度符合要求。 

MMP-2上 游 ：5’-TCTYGACCAGAATACCATCG’和 下 

游 ：5’一CACATCGCTCCAGACTYG一3’，扩增片段长度为 199 

bp；B—actin上游 ：5’一GTGGGGCGCCCCGGCACCA一3’和下 

游：5’一CTCC1丫rAA1BT℃ACGCACGAT丌一3’扩增片段长度为 

500 bp。先逆转录成 cDNA，反应条件：42~C60min；合成的 

cDNA用 B—actin引物扩增作为内参照进行 MMP-2的扩增， 

其反应条件 ：94％预变性 5min；94℃变性 1min，49％ 退火 

50s，72％延伸 50s，共进行 27个循环 ；最后 72％延伸 5min。 

PCR产物用 1．5％琼脂糖凝胶电泳，Bio—RAD凝胶成像系统 

照相，SXimage软件分析，以同一标本的 B—actin校正作相对 

量分析。 

1．2．2 MMP-2蛋白表达的检测 取等量的细胞(5 X 10s个) 

用磷酸缓冲液清洗后，经 RIPA细胞裂解液(50mmol／L Tris· 

CI (pH8．0)，150mmol／L NaCI，0．02％ NaN3，0．1％ SDS，l％ 

NP--40，0．5％去氧胆酸钠 ，0．1mmo1]L钒酸钠 ，1mmo1]L氟化 

钠 )裂解 ，之前加入蛋 白酶抑制剂 4O0 mol／L PMSF和 

40 g／ml Leupeptin，提取细胞总蛋白，经考马斯亮蓝法定量。 

MMP-2表达量采用 Western—blot法检测，取 40 g总蛋 

白加 人等量 2×上样缓 冲液 ，100~C加热 5rain。进行 

SDS—PAGE，转膜后用 5％BSA室温下封闭 2h、用 1：200 

MMP-2小鼠单克隆抗体 40℃孵育过夜，第二抗体为抗兔 

HRP-IgG(1：5000)，37％孵育 lh，化学发光试剂显色，实验重 

复3次。结果经北航 CM-2000B生物医学图像分析系统，对 

目的条带进行密度分析，结果用积分光密度表示。 

1．2．3 流式细胞仪检测 hUVEC细胞周期的变化 取 10s个 

／ml浓度 hUVEC细胞用 0．25％胰蛋白酶消化，待细胞回缩成 

单个细胞 ，加 PBS终止消化 ，离心收集细胞 ，PBS漂洗细胞 

后，加入 80％冷乙醇与细胞混匀 ，放在 一20％冰箱过夜 。用 

TACSCalibur型流式细胞仪检测。 

1．2．4 人脐静脉内皮细胞超微结构的观察 用 0．25％胰蛋 

白酶消化使细胞脱落后 ，用 PBS液清洗两遍 ，3000 r／min离 

心 15min，使细胞沉淀结块；去上清液，用电镜固定液(2．5％ 

戊二醛及 l％四氧锇酸)固定 ；常规脱水 ，包埋，超薄切片，醋 

酸铀 一柠檬酸铅双染色，透射电镜观察超微结构变化并摄 

片 。 

1．3 统计学方法 

本研究数据以均值 ±标准差( ±s)表示，采用方差分析 

进行统计学分析，P<0．05有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 不 同浓度 葡萄糖 培养液作 用不 同时间对 

MMP一2mRNA的影响 

细胞在不同培养时间与不同浓度的情况下。对 

照组与 3个实验组相比，MMP一2mRNA的表达随浓 

度和时间的增加有增加 ，除 24h外 ，其余差异均有 

统计学意义(P<O．05，表 1，图 1)。 

2．2 不 同浓度 葡萄糖培 养液作 用不 同时间对 

MMP一2蛋白表达的影响 

细胞在不同培养时间与不同浓度的情况下。对 

照组与3个实验组相比，MMP-2蛋白表达随浓度和 

时间的增加有增加 ，除 24h外 ，其余差异有统计学 

意义(P<O．05，表 2。图2)。 

2．3 流式细胞仪检测细胞周期结果 

暴露于高浓度葡萄糖，培养 24h后细胞数量随 

浓度增加较对照组明显增加，增生活跃。继续暴露 

于高浓度葡萄糖 48h和 72h随浓度增加出现增生 

反应减慢(表 3)。 

2．4电镜观察细胞超微结构的改变 

表 1 不同浓度葡萄糖作用不同时间对MMP-2mRNA的影响(互±s) 

P《0．05 
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MMP一2 

1．M~ker 2．5．6mmo~ Group 3．1 1．2mmo~ Group 4．16．8mmo~ Group 5．33．6mmo~ Group 

图 l B一肌动蛋白、MMP一2 R~PCR产物电泳图 (Marker DL 2000) 

表 2 不同浓度葡萄糖作用不同时间对 MMP一2蛋白表达的影响(X~S) 

)<0．05 

蹲 

·__- ——_ —■■● ■— 
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一 ·—· ·—● ●——● MMP-2 

2 3 4 

1．5．6mmo~ Group 2．1 1．2mmo~ Group 3．16．8mmo~ Group 4．33．6mmo~ Group 

图2 各组 MMP一2蛋白表达 

表 3 流式细胞仪检测不同时间不同浓度组细胞周期 S期结果(％) 
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细 胞 暴 露 于 高 浓 度 葡 萄 糖 l1．2mmoVL、 

16．8mmoIlL和 33．6mmol，l 72h，细胞出现肿胀，体积 

增大 ，细胞质溶解 、核溶解，异染色质边集 ，内质网 

扩张 ，出现固缩线粒体 、环形线粒体 ，髓样结构等 

(图3～6)。 

图 3 正常的 hUVEC细胞x6000 

图 4 细胞体积增大。可见环形线粒体x5000 

图 5 细胞质内可见固缩的线粒体x30~0 

图 6 细胞核肿胀、核溶解、细胞质溶解×8000 

3 讨 论 

糖尿病视网膜病变(DR)是糖尿病的常见并发 

症 ，也是主要致盲眼病之一，其特点是视网膜前新 

生血管和纤维血管膜的形成。目前，DR的发病机制 

还不十分清楚。DR的早期表现为选择性视网膜毛 

细血管周细胞丧失 ，视网膜内屏障的破坏 ，随后由 

于致血管生成因子的产生和细胞外基质 (ECM)的 
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合成，引起新生血管的形成。同时，视网膜组织在新 

生血管附近逐渐发生纤维增殖，最终导致视网膜前 

增殖膜的形成[1】。近年来，国内外对DR的发病机制 

进行了大量的研究 ，但都主要集中在对致血管形成 

因子的研究，对 ECM在 DR发病机制中所发挥的作 

用研究较少。 

基质金属蛋白酶(MMPs)是一组降解细胞外基 

质 (ECM)的内源性蛋白酶系。MMP-2、MMP-9是 

MMPs最主要的两个成员 ，能降解明胶 、Ⅳ型胶原、 

V型胶原、Ⅶ型胶原、纤维连接蛋白和弹性蛋白，在 

ECM降解和组织重建中起非常重要的作用f21。已有 

研究表明，MMP-2、MMP-9与肿瘤浸润、肝纤维化以 

及新生血管形成密切相关。目前 ，对 MMP一2和 

MMP一9在 DR纤维血管膜形成过程中是否发挥作 

用，尚不十分清楚。目前在玻璃体内和视网膜下液都 

发现多种 MMPs，这些 MMPs的细胞来源尚不明了， 

玻璃体细胞有分泌这些 MMPs的能力，但玻璃体切 

除术后的玻璃体腔内仍然发现有 MMPs的存在[31。 

Vaughan-Thomas A等吩 析尸体眼玻璃体MMPs的 

含量，发现“正常”玻璃体内不仅含有 MMP一2，也含 

有MMP-9前体，但不随着年龄的增加而增加。而 

Plantner JJ等 在玻璃体内发现 MMP-3以及 MMPs 

的组织抑制因子 (Tissue inhibitors of meta11opro— 

teinases，TIMPs)，这些酶是玻璃体内源性 MMPs，为 

人眼玻璃体中最重要的胶原酶，对于在偶然损伤中 

的胶原重建起着“监视”作用。 

糖尿病造成 DR的病理原因是高血糖对微小血 

管的损伤，它使视网膜毛细血管的内皮细胞与周细 

胞受损，从而导致毛细血管失去正常的屏障功能， 

出现渗漏现象，造成周围组织水肿、出血，继而毛细 

血管的闭塞引起视网膜缺血，血供与营养缺乏，导 

致组织坏死及新生血管生长因子的释放及因之而 

产生的新生血管 ，从而将引起视网膜大量出血与玻 
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suppressor inhibits apoptosis by activating NF—kappaB[J]．Nature，2003； 

424：797—801． 

【8】8 Damm—Welk C FUWWBA．Targeting oncogenic fusion genes in 

leukemias and lymphomas by RNA interference叨．Semin Cancer Bi— 

ol，2003；13：283—292． 

【9】 Ge Q MMNTSCSPEHea．RNA interference of iIffluenza virus 

璃体的大量积血 ，导致视网膜增殖性改变，甚至视 

网膜脱离，或并发白内障[61。我们研究采用逆转录聚 

合酶链反应(Reverse transcription polymerase chain 

reaction，RT—PCR)法、免疫印迹(Western—blot)法等 

分析了培养的血管内皮细胞中 MMP随不同葡萄糖 

培养液浓度和时间的变化，细胞周期的变化情况及 

超微结构的改变。结果显示高浓度葡萄糖可使内皮 

细胞 MMP一2表达增加、细胞增生活跃，细胞出现肿 

胀，体积增大，细胞质溶解、核溶解，异染色质边集， 

内质网扩张，出现固缩线粒体、环形线粒体，髓样结 

构等改变。此对于MMPs的进一步研究为早期诊治 

DR等微血管病变提供了实验依据。 
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