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体外胰岛素样生长因子结合蛋白-1对人血管内皮细胞生长的抑制作用
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　　提　要:目的　观察胰岛素样生长因子结合蛋白-1 对人血管内皮细胞的影响及其对胰岛素样生长因子的调节作用。

方法　MTT比色法观察 IGFBP-1及与 IGF-1 预混后对脐静脉内皮细胞(ECV304 细胞株)生长影响。结果　IGFBP-1 对内皮

细胞 ECV304的生长具有抑制作用且与剂量成正比;预混后各组 IGF-1 促细胞生长作用明显被抑制。结论　IGFBP-1既可

以直接也可以通过调节 IGF-1抑制血管内皮细胞生长。
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Inhibitive effect of insulin-like growth factor binding protein-1 on proliferation of cul-
tured human umbilical vein endothelial cells
WEI Ping , SHI Zong-ping , WANG Yan-zhang , XU Dong-gang , PENG Shan-yun , WANG Jia-xi (Department of Endocrinology ,

Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the biological activity of the human insulin-like growth factor binding protein-1

(IGFBP-1)and insulin-like growth factor(IGF-1)on endothelial cell proliferation.Methods　The dynamic changes of

proliferation of cultured human umbilical vein endothelial cells(ECV304)were determined by MTT method.Results　

IGFBP-1 had inhibitive effect on the cell growth in a dose-dependent manner.The mixture of IGFBP-1 and IGF-1 re-

sulted in significant inhibition of cell proliferation.Conclusion　IGFBP-1 can inhibit endothelial cell growth directly

and by means of regulation of IGF-1 as well.
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　　胰岛素样生长因子结合蛋白-1(Insulin-like growth

factor binding protein-1 , IGFBP-1)是 20世纪80年代初发

现的蛋白质因子 ,已证实 IGFBP-1参与了多种生理病

理过程 ,它主要通过与胰岛素样生长因子-1(Insulin-

like growth factor-1 , IGF-1)结合发挥作用。 IGF-1具有

降血糖等作用 ,并已应用于糖尿病治疗 ,目前发现大量

使用 IGF-1在降血糖的同时 ,某些并发症更加明显 ,特

别是微血管并发症 ,其机制尚不十分清楚 ,减少或避免

这些问题成为 IGF-1在治疗糖尿病过程中关注的重

点
[ 1]
。近年大量临床相关性研究表明 IGFBP-1与糖尿

病多数并发症呈负相关 ,这引起了对 IGFBP-1生物学

作用的重视 ,目前认为 IGFBP-1主要是通过调节 IGF-1

发挥作用 ,对 IGFBP-1本身的直接作用尚不清楚 。

　　内皮细胞是血管的主要组成部分 ,它的增殖变化
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关系到糖尿病血管并发症的形成 、发展 ,同时内皮细胞

增殖也是肿瘤生长的重要特征 ,为此我们观察 IGFBP-

1对血管内皮细胞生长的影响 ,有助于阐明和了解 IG-

FBP-1在血管并发症中的作用 。

　　本研究观察了 IGFBP-1 、IGF-1在体外对人脐静脉
血管内皮细胞 ECV304细胞生长的影响。目前未见这

方面报道 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　IGFBP-1 购于 Cabiochem 公司 , 来源:人羊水 , 分子质量为

34 000 , 纯度大于 90%。 用 DMEM 溶解后备用;重组人 IGF-1

(1 mg L):军事医学科学院三所刘农乐惠赠 , 用 DMEM 稀释备

用;ECV304 细胞:系人脐静脉内皮细胞株 , 军事医学科学院三

所3 室提供;DMEM 培养基:GIBICO 公司;小牛血清:北京军区
军马场提供;噻唑蓝[ MTT] :100 mg+20 ml PBS , 0.2 μl滤膜除菌

(进口);10%SDS :Sigma公司产品;超净台 、CO2 孵箱;96 孔培养

板:NUNC;Bio-Rad Model 550酶联仪:美国 Bio-Rad 公司。

1.2　方法
　　在 100 mm3 培养瓶中复苏 ECV304 细胞株 , 37 ℃, 5%CO2
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培养 ,待细胞生长良好时 , 胰蛋白酶消化 、用无血清 DMEM洗涤

2 次 、计数后稀释至1.1×105 ml , 种入96 孔培养板中 , 每孔细胞

终浓度为 9×104 mm。 ①空白对照(调零用):100 μl DMEM;②

阴性对照:80 μl细胞稀释液+20 μl DMEM;③单用 IGFBP-1 组

(共分 3 小组):IGFBP-1 终浓度分别为 2 μg ml(B1 组);1 μg ml

(B2组);0.5 μg ml(B3 组);④IGFBP-1 IGF-1 预混组:为模拟体

内真实状况 ,将 IGF-1 和 IGFBP-1在实验前按一定比例混合 , 使

二者充分结合 , 中和 IGF-1 的作用 , 达到观察 IGFBP-1 对 IGF-1

的调节作用。根据文献[ 2] 报道 , IGFBP-1 与 IGF-1混合比例 , 在

体内 IGF-1 与 IGFBP-1 物质的量之比大约为 1∶5。我们观察了

IGF-1∶IGFBP-1 的物质的量之比为 1∶5(AB 组)及 1∶2.5(BA 组)

预混后对 ECV304生长的影响 , 见表 1。

表 1　预混各组中 IGF-1 、IGFBP-1终浓度

Tab 1　The final concentrations of IGF-1 and IGFBP-1 in various

premixed groups

Group IGF-1(ρB μg·ml-1) IGFBP-1(ρB μg·ml-1)

AB1 0.050 1.0

AB2 0.025 0.5

AB3 0.100 2.0

BA1 0.100 1.0

BA2 0.050 0.5

BA3 0.200 2.0

　　每组3 孔;培养 48 h后 ,每孔加MTT 20μl(5 mg ml), 4 h 后 ,

加100μl 10%SDS 终止反应 , 37 ℃, 5%CO2 培养至次日晨 ,用酶

联仪比色(A 值)。共重复 3 次。

1.3　统计学方法
　　数据以 x±s表示 , 统计学分析采用统计软件 SPSS10.0 作

配对样本 t检验。

2　结果

2.1　IGFBP-1对 ECV304生长的影响
　　IGFBP-1对内皮细胞 ECV304 的生长具有抑制作用且与剂

量成正比 ,见图 1。

图 1　MTT法观察不同剂量 IGFBP-1 、IGF-1对 ECV304

生长影响( x±s)

Fig 1　Effect of different doses of IGFBP-1 and IGF-1 on ECV304

growth observed by MTT( x±s)

2.2　IGFBP-1对 IGF-1促 ECV304生长作用的影响
　　预混后各组 IGF-1 促细胞生长作用明显被抑制 , 提示 IG-

FBP-1 具有抑制 IGF-1促细胞增殖作用 , 见图 2。

图 2　MTT法观察不同剂量的预混 IGFBP-1 IGF-1对 ECV304

生长影响( x±s)

Fig 2　Effect of different doses of mixed IGFBP-1 IGF-1 on ECV304

growth observed by MTT( x±s)

3　讨论

　　在 IGFBP 家族中 ,根据发现的先后顺序 ,分别命名

为 IGFBP-1 ～ 6。其中 IGFBP-1是惟一的呈现快速 、昼

夜周期性变化的结合蛋白 ,和胰岛素特征非常相似。

现已证实胰岛素是 IGFBP-1主要调控因子 ,它的调控

序列结构和调节糖异生的关键酶磷酸烯醇丙酮酸羧激

酶(PEPCK)的启动子结构很相似 , 提示 IGFBP-1 和糖

代谢关系密切。综合现有研究结果显示 IGFBP-1是其

家族中与糖代谢及糖尿病关系最为密切 ,对糖尿病及

其并发症有着重要影响的因子 。大量临床研究也显示

了 IGFBP-1参与了多种糖尿病病理过程 ,如:胰岛素抵

抗 、黎明现象 、血管并发症等
[ 3]
。

　　IGF-1已经用于临床 ,目前阻碍其广泛应用于治疗

糖尿病的重要因素之一是其促使某些并发症进展 ,特别

是血管并发症 ,如何减少或避免这些问题成为研究重

点
[ 4]
。IGFBP-1扮演着调节 IGF-1作用 ,因此 IGFBP-1是

否对糖尿病并发症也有影响成为人们关注的重点之

一
[ 5]
。我们研究显示:IGFBP-1在体外对 IGF-1促内皮

细胞生长的作用具有明显的抑制作用 ,更值得重视是

IGFBP-1在 IGF-1不存在条件下同样具有抑制内皮细

胞生长的作用 ,并且与剂量正相关;也就是说 IGFBP-1

抑制内皮细胞的生长可以不通过抑制 IGF-1 实现 ,而

是直接的作用。目前众多研究 IGFBP-1 对组织 、细胞

的影响都是观察其与 IGF-1的关系为主 ,比如:血管平

滑肌 、骨骼肌等。我们的研究表明 IGFBP-1不仅通过

与 IGF-1结合达到抑制内皮细胞的生长 ,而且游离状

态下的 IGFBP-1对抑制新生血管形成同样具有重要意

义 ,这与Krsek等
[ 6]
的临床研究结果一致。此外 ,我们

设想如果能够使体内结合状态下的 IGF-1 IGFBP-1分
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离可能是一个非常有效的既降低血糖又增加游离 IG-

FBP-1的途径 ,从而达到减少并发症的目的 ,这可能成

为糖尿病治疗新的途径和方法 。我们的实验显示若有

IGF-1存在条件下 , IGFBP-1 可以更明显抑制一些组

织 、细胞的生长 ,这与 Gustafsson等
[ 7]
的研究基本一致 ,

他们发现 500 ng ml的 IGFBP-1可以强烈抑制 IGF-1刺

激的蛋白质合成 ,并认为在 IGFBP 家族中对 IGF-1抑

制效应最强的是 IGFBP-1。

　　IGFBP-1在体内存在两种形式-磷酸化 、非磷酸化 ,

根据文献[ 8]报道 ,这两种形式的 IGFBP-1的生物学作

用截然相反 ,磷酸化的 IGFBP-1具有抑制 IGF-1作用 。

我们使用的 IGFBP-1是从人羊水中提取的 ,它主要是以

磷酸化的形式的存在 ,所以我们的研究支持这一观点。

　　总之 ,根据我们研究的结果 , IGFBP-1可以抑制血

管内皮细胞生长 、增殖并对 IGF-1促生长的作用都有

重要影响 ,有助于我们了解 IGF-1 、IGFBP-1 在糖尿病

并发症发生发展中的作用 。
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　　有些糖尿病病例常首先出现神经系统损害症状 , 比较容易

误诊。现就 2型糖尿病合并周围神经损害的早期发现 、诊断及

相关因素分析如下。

1　资料和方法

　　2 型糖尿病人 110 例 ,糖尿病诊断符合 1985 年WHO 标准 ,

糖尿病周围神经病变(Diabetic peripheral neuropathy , DPN)的诊断

参照 1988年 San Antonio 的标准[ 1] 。植物神经病变的诊断标准

参照张红总结的标准[ 2] 。临床症状:对称性肢体麻木 41 例 , 刺

痛19 例 ,感觉异常32 例 ,腱反射减弱或消失 58 例。按病程分5

组 ,采用肌电图仪(Nicolet Viking Ⅳ型)测量肢体正中神经 ,腓总

神经的运动传导速度(MCV)和感觉传导速度(SCV)。

2　结果

　　110例中 ,MCV异常 54 例(49%), SCV异常 66 例(60%), 肌
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电图异常 31例(28%)。病程 5 年以上者 , 神经电生理检查异常

率超过 60%。神经症状与神经电生理检查异常之间明显相关 ,

有神经症状者 67 例 , MCV 异常 32 例(48%), SCV 异常 50 例

(75%),肌电图异常 21 例(31%);无神经症状的 43 例 ,MCV 异

常18例(42%), SCV 异常13 例(30%), 肌电图异常7 例(16%)。

　　62 例植物神经病变的患者全部合并周围神经病变 ,病例在

10 年以上者发病率高达 97%;各组间有显著差异(χ2=23.625 ,

P<0.005)。

3　讨论

　　糖尿病周围神经病变是糖尿病常见的慢性并发症之一 , 其

发病机制尚未完全明确。目前认为高血糖引起山梨醇 、果糖在

神经细胞中的蓄积可引起胞内渗透压增高 , 造成水钠潴留 , 致

使神经细胞水肿 、变性 、坏死 , 引起神经纤维脱髓鞘和轴突变

性;高血糖可竞争性地抑制一种调控肌醇运输系统的钠依赖载

体 ,使细胞对肌醇的摄取减少 , 此代谢环路的变化可导致

Na+ K+-ATP 酶活性下降 ,直接影响神经组织中Na+依赖性的氨基

(下转 1148页)
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