
重庆医科大学学报 2006年第31卷第6期 (Journal of Chongqing Medical University 2006．Vo1．31 No．6) 一 801一  

文章编号：0253—3626(2006)06—0801—03 

高糖对脑微血管内皮细胞活力和内皮素一1的影响 

胡怀东-，陈莉芬 z，胡长林 

(1重庆医科大学附属第二医院内分泌科，重庆 400010；2重庆医科大学附属第二医院神经内科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨体外培养条件下高糖状态对大鼠脑皮质微血管内皮细胞(Brain microvascular endothelial cells，BMEC)的影 

响。方法：建立大鼠脑皮质微血管内皮细胞体外培养模型，用透射电镜观察正常浓度 (5．05mmol／L)和高浓度(15mmol／L、 

30mmol／L)葡萄糖培养基中培养 24h后内皮细胞的超微结构变化，用 M rr法评价内皮细胞活力，采用放射免疫方法测定 内皮 

素 一1(Endothelin一1，ET一1)含量，用原位杂交法测定 ET一1 mRNA表达。结果：高浓度葡萄糖可使内皮细胞超微结构损伤，细胞 

活力降低，ET一1分泌显著上调，并呈剂量依赖性损伤细胞，但 ET一1 mRNA表达无明显变化。结论：高糖对脑皮质微血管内皮细 

胞有显著的损伤作用 ，ET一1升高在糖尿病微血管病变早期可能起主要作用。 
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Effects of high glucose concentration On endothelin-1 and activity of cultured 

brain microvascular endotheliaI cells 

HU Huaidong。et al 

(Department ofEndocrinology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of high glucose on rat brain microvascular endothelial cells(BMEC)．Methods：Brain 

microvascular endothelial cells(BMEC)of Wistar rat cerebral cortex were cultured in 5．05mmol／L glucose．1 5 and 30mmol／L glucose media 

respectively for 24h，and then BMEC activity or injury was assayed by observing cell uhramicrostructures morphology and adopting methyl 

thiazolyl tetrazolium(MTr)assay．The ET一1 concentrations were evaluated by radioimmunoassay．Situ hybridization used to detect the ET一1 

mRNA expression~Results：The BMEC activity and viability assessed by M1Tr were decreased when glucose concentrations rose
．The ul— 

trastructure of BMEC Was damaged and the content of ET-1 in BMEC media was increased．Furthermore，ET一1 mRNA expression was not 

induced by high concentration of glucose．Conclusions：High concentration of glucose has a significant effect of BMEC injury．The data 

suggest that ET一1 may play important role in the early state of diabetic microvascular complications． 
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高糖血症既是糖尿病的病变特征又是导致糖 

尿病血管并发症的主要原因，糖尿病微血管病变是 

糖尿病并发多种器官损害的病理基础，而血管内皮 

损伤是糖尿病微血管病变发生的主要因素之一。本 

研究用含高浓度葡萄糖的培养液培养脑微血管内 

皮细胞后 ，观察内皮细胞的活力和 ET一1表达的变 

化规律，以了解高血糖在血管病变早期的作用。 

1 材料与方法 
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主要研究方向：1．糖尿病慢性并发症 ；2．病毒性肝炎、原发 

性肝癌免疫发病机制及免疫治疗。 

重庆市卫生局医学科研资助项目(20(M-B一86)。 

1．1 材料 

1～5天的 Wistar乳鼠由重庆医科大学实验动物中心提 

供。正常浓度葡萄糖(5．05 mmol／L)M199培养基和胎牛血清 

均购 自美国 Hyclone公司，Ⅶ胶原酶 、胰蛋白酶为美国 Sigma 

公司产品；Ⅷ因子相关抗原及免疫组化试剂盒为北京中山生 

物制品公司产品。ET一1放免试剂盒由北京东亚免疫技术研 

究所提供。 

1．2 脑微血管内皮细胞的培养与鉴定 

1—5天的Wistar新生大鼠取脑，去除大血管、软脑膜 、脑 

干、小脑和大脑髓质，匀浆，经孔径 75 m尼龙网过滤匀浆悬 

液，冰冷 Hank’s液洗涤、离心收集滤网上面的微血管段， 

0．1％c的Ⅶ胶原酶消化后离心 ，沉淀物加入含 15％胎牛血清 

的 M199培养液制成细胞悬液 ，转入 35ml塑料培养瓶中，放 

人 37~(2，5％CO 孵箱内静置培养，待细胞生长至融合单层 
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胞 管 皮圳 芷 i1~111因 _， 是抗 免疫卸I此 学山强搭 

定．汪宴为内崆细眦．纯度达95r4 h 车实箍均睫川培养 

第 _If riCj般血稍lql芷细胞 

1 3 宴验 分纽 
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球匪纽讣 培箨 24 h 

11 d-常组 ：lI常乍 长内 点 胞 ，培 斧液俏 曲蛳浓度 对 

5 05l1]l,il1)l／I 

2ll岛袖 1 !：州离糖 ⅥI99上卉葬液， 萄精终浓度 

I．-ini rno]，I 

3)商猕 2组：州高豫M1 9培养随．箭萄精终豫l蔓 3(1 
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透射电镜舭察其越1垃}占拘， 

1 5 MTT击细胞活力洲 定 
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杯仪卜删 每孔吸光度fm^伉1． 芒被【乏对57Oii r r- 

1 6 E r1】台量测定 

细胞以3 x lOVml接种子 24孔培养暖巾，坷 {六fL 秆 

绀绌胞培算至所选刚nd．收集J 养j 清液 1 0[】u1．按 E1 I 

ijI：剂盒说明#操作．删定 ET一1 量 

1 7 原值 杂交纷驯 g r_IIIlIIN．～表选 

Flr_l原化袭 掩删试剂盒蚴f武 卫博 I 德， 物 T 
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圳孢培捧丁放置盖玻片的24孔板内．将￡乏订 H坦fl{J盖 

玻片墩⋯后按如 r步骤操作：4％多求 醛㈣ 一i I)[fS 洗， 

掉甩预杂交渡十37 秆用2 hl ．， l：]。_I寡枉什陵探引杂 

空液i{i 431：孵育 30 l1_I：4(／11抗地高 抗体3” ：孵育4 I，． 

B~1P／NII’T监邑系统址包、 位杂交韧性I 麒录用t杂空液i1 

束加探针的方弦 ．其条frtb] 

i 8 数 据处理豆统计学奇析 

原 杂交的结果 ： 1救镜下经冈缘丹析系统 ( JE日“ 

M一20f)OIll进{r密度打描．删懈f=_}个说野 下均l埙光度  ̂

值．应用：41 s缝汁软件姓 骑数州用；±s ．组 比 

较采用 差分忻．Pc0135对差 舜订 苷意 _芷 

2 结 果 

2l BMEC超微结构的观察 

电镜观察 l常 BMEC呈长l椭嘲形，细胞七杰{̂I染 

包质细密，具 型的高尔堆体 内l匠网f『1线札作，梭 

8乜浆 { 寓，质膜乖̈核幞完协 rSL阐 11商浓崖 萄 

糖(I 5nm---l／L1剖淑 241]『l ．内发细岫 f1州胞质水 

肿 Iq质Iq硬线 休肿怅 fl11 11~2；#4亡Lff !j【} 的捌 

亡小体c 2) 高浓度衙菏梆f(301hi li lII刺激 

241t后．山皮-?11IIJl~梭染包质也集．眦浆f{：f椰 胞坏 

死( 3) 

2 2 不同浓度葡萄塘对 HMEC活力的影响f见表】) 

m附表可 ． 同浓噬商糖组 1数li[I管内皮圳 

咆话傩：均明显 f 降．。1正常组比鞍柏。 蒋性最 

(P<0．01) 箭萄糖浓睦越商 Iq．,x~fitl腱活性越低 

(，)(()01 1 

2．3 不同浓度葡萄糖对 BI％'l 一1舍量的彩响 

(见麦 l 1 

袁 1 不同浓 度葡萄糖对 IIM 活力、 I 1含量 、 I 

1---R、、水平的影响c、± } 

f ：：1~)41．I)5。j 常 It4'17． P<fI(】j J 悄引I比较． (1)05 I 

精 I绁比较． P 】I)1‘0焉精 I 二̈较 

图 l 正常组 ：内皮细胞超微结构基本正常c xSO(]0) 

m附丧可钼1．Ig％I1DI； b- q．商浓度简锎黼『刺激 ，培 

养 J 清液。I。E l1_1 量}卅显增1川cPc(1Ol J．J1 J葡 

葡螗浓度成1 捌荚 

2．4 不同琅度葡萄搪对nME(．F I'- R ．I表达水 

平 的影响(见表 【1 
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圈 ： 高糖 1组 ：内皮细胞凋亡，可见凋亡 小体 (x41)【】【l 

图3 高糖 2组：内皮细胞坏死，核边婆，胞浆溶解(x 】(I) 

Fh表 1̈ T妇i． 组 I~ME(2 l r_1I11R̂ ^水 比较 

叫 差异(P>n．05】，{篷浓嚏葡萄错刊刚1_ R、A 

丧 水下厄叫矬影响 

3 讨 论 

麟昧痫血管痫变址糖尿痫患者北t：的主- 咏 

嗣．j札管内皮细廿电岛受高l0l精损害． 皮细胞 

伤和功能的系 是导致糖尿病吡管痛变的重 

豢 为削 高血糖 特昧病墩m ：痫变 划发痫中 

的作用，我仃J利r『j博外培养 微血管 戍细胞进行 

r研究，发现高糖培养24h 徽山符 皮川胞趟做 

构̂ _『JJ 按伤 嵌小为核染包质Ⅲ缩．凝聚成『 块， 

洲胞肿lj长 佩 倒坏死等 Mqq’比包抒研址一科l榆 

则}lJj胞生K和俘活『10 破 』J 、．重复r{ 灯 淆卦̈胞 

线牲体的琥珀般悦毓晦H 辱黄色的 MTT 

紫色结晶物，而此Ⅲr’杆1胞川九此功能 ．通j』 定啵 

圯废即可反魄细胞活性 率文fi川=究显求高精卦̈  l勺A 

艇明显较Ili常组降低，井⋯随荇帮浓度的枷大卦̈胞 

的仃活率 降低 泣f1』】}̂细胞数¨城少 细魁 L 

K受到了{̈'制 总之，-岛浓度葡萄船列体外培本f『勺 

情澈101符内皮细胞 仃删 的 !伤 r『j 

【札书’ 皮圳胞参 机体的凝血 绝嫂 、物质转 

运垌I 物 物l黄符艘苷重婴f 命活动I。 内出 

胞功能异常扯}}]f昧病m竹螨变叶1发挥雨 怍刖， 

其主要特 之一表现 ’勾 戍细咂 蚌常悯 l二导致 L 

营结构异常及仳凝 、雠黏附等功能 化I 受损内成 

lH胞与 流及 符 他细胞 作川．舒泌多 

胞『 ．从 动动脉 样趔化肜成过 

高槠导数内皮功能紊乱曲机制尚 充 清楚， 

『_1前认为1三 0以下环 j乏： 】：高精刺激能他内 

皮绷也发生氧化喧激 ．氰化心瀚 足能f 。 大量 『 

造成山J芝 眦损伤．埘特艰墒 嘲皿僻病变的产 

起 一定的作川 2：特琏化终水产物增JJII．r；l世 皮 

翔川坦增生异常．井促进细胞北I’一I 生过多的 

氧 堆}6i蔷圳胞膜蚩闩 酶 核簸．使 胞增殖 

率下降． 多 孵途径的激活．导数 、AI)H堆积．进 

步7 生功能性缺氧，同时伴何从内 删酸剖乳陵的 

转 竖 萝通过直接刺激皓孵解途 宴观的 『 ’ 粞 

导卸il血复制 61害的l_『能机制 卜j乙{- (：”一̂ f j 多产 

l 有关．而乙眦 ( ̈_A来自加强衄耱艚椰过程 b。一 

些细l也闪子如 m卜 B I产物的 舒泌释放Ii这 

帆剐Hf能i虫立或共同磬 jl0I管 腹j_5i伤．宵助于精 

硪病lnI管jf：发症n目发，f 乖“发0怒 

E r-I是fl前 的最 的帆管收缩剂．是m 

锊 受细胞{奇!伤或过仔活化闷 f 标 之一．它的 

稳定丧丛对于维持m管毖础张力 艾重 一1 

增多诅!动脉粥样硬化J亡 糖尿病m符 1：发症巾 

有重 的f1 用 本 验结粜 ，高浓度简萄精 

呈浓度依赖性健 世 I T—l的分泌． 外 增疗仃 

c下转 茸 I1酉j 
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