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高糖对培养肾小球内皮细胞细胞膜流动性影响的研究

闫振成1 ,贾昆霞1 ,张建国1 ,黄庆愿2 ,朱妙珍1 ,丁涵露1　　(第三军医大学:1 附属大坪医院野战外科研究所肾内科 , 重庆
400042;2 高原军事医学系病理生理学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　观察高糖状态下肾小球内皮细胞过氧化损伤与内皮细胞膜流动性改变的关系。方法　采用体外人肾小球内皮细

胞培养 ,八木组织测量之 TBA法测定脂质过氧化产物丙二醛 , Prendergast法测定细胞膜流动性 , Fura-2双波长荧光法检测细胞内钙离子
含量的变化。结果　高糖对肾小球内皮细胞可致过氧化损伤 ,使细胞膜流动性明显增高, 细胞内钙含量增加, 随着培养时间的延长 , 糖

浓度愈高 ,作用愈明显。结论　高糖致内皮细胞过氧化损伤影响细胞膜流动性改变 ,可能是糖尿病肾病发生的始动因素。
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Effect of high concentration glucose on membrane fluidity of cultured human

glomerular endothelial cells
YAN Zhen-cheng , JIA Kun-xia , ZHANG Jian-guo , HUANG Qing-yuan , ZHU Miao-zhen , DING Han-lu(Department of Nephrology , Daping Hospital ,

Third Mi litary Medical University , Congqing 400042, China)

　　Abstract:Objective　To observe the retationship of lipoperoxidation induced injury of human glomerular endothelial cells (GEC) and the

membrane fluidity of GEC in high concentration glucose.Methods　The culture of human GEC was established , thiobarbituric acid fluoriphotometry

was used to measured MDA , Prendergast' s method was used to detect the membrane fluidity of GEC , and the [ Ca2+] i was determined by Fura-2/

AM.Results　The membrane fluidity and [ Ca2+] i of GEC were increased significantly in high concentration glucose induced injury of GEC by lipid

peroxidation , and the higher the concentration of glucose , the more significant the effect as the cultured time went on.Conclusion　The increased

membrane fluidity caused by lipid peroxidation in high concentration glucose may be one of the initiating factors for diabetic nephropathogenesis.
　　Key words:glucose;endothelial cell;glomerulus;lipid peroxidation;cell membrane fluidity

　　内皮细胞是肾小球的重要细胞成分 ,在原发性或

继发性肾小球疾病发生发展过程中的作用日益受到重

视。内皮细胞直接暴露于循环因素 ,易受损伤或结构
改变 ,导致内皮细胞滤过功能损害 ,并产生活性致病因
子 ,从而引发肾小球损伤的瀑布效应。高血糖一直被
认为是与糖尿病并发症关系最为密切的因素之一 ,糖
尿病肾病(Diabetic nephropathy ,DN)的发生与血糖控制
的好坏及糖尿病病程密切相关 。我们曾研究发现高糖
可致内皮细胞损伤 ,但损伤对内皮细胞结构或功能影
响如何 ?我们观察高糖作用内皮细胞后 ,脂质过氧化
损伤 ,细胞膜流动性 ,细胞内钙含量变化 ,进一步揭示
高血糖在糖尿病肾病发生及发展中的作用。

1　材料与方法

1.1　肾小球内皮细胞的培养和鉴定
[ 1]

　　用无菌Hank 氏液洗净肾表面血迹 ,剥离肾包膜 , 剪碎肾皮

质于 100目筛网研磨后 , 过 150 目筛网 ,最后在 200 目筛网上收

集肾小球 ,镜下观察为 99%, 离心去上清 , 沉淀为肾小球 , 加入

0.02%Ⅱ型胶原酶(Sigma公司)消化后 , 离心去沉淀的细胞 , 置
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于培养瓶 ,加入内皮细胞培养液(20%FCS 的M199培养液 , 含肝

素5 U/ml , 内皮细胞生长因子(Sigma 公司)2 mg/ml , 胰岛素 , 转
铁蛋白及硒各 5μg/ml), 培养 4 h 后 ,洗去未贴壁细胞 , 贴壁的

细胞为内皮细胞 ,然后根据内皮细胞的形态 , 以机械划除法进

行纯化
[ 2]
。培养的内皮细胞用兔抗人 Ⅷ 因子抗体进行鉴定。

选择第 3代生长良好的内皮细胞为实验对象。

1.2　实验分组及时相点设置
　　内皮细胞分别在下列条件下实验 , 按培养液中葡萄糖浓度

不同 ,分为 3 组:A 组(对照组)上述内皮细胞培养液中葡萄糖
浓度为5 mmol/ L;B 组葡萄糖浓度为 30 mmol/ L的内皮细胞培

养液;C组葡萄糖浓度为 60 mmol/ L 的内皮细胞培养液 , 每组
10 复孔;于实验24、48 、72 h 后进行检测各项指标。

1.3　过氧化脂质的测定
　　采用八木组织测量之 TBA法[ 3] ,测定各组细胞及培养液中
过氧化脂质稳定产物丙二醛(MDA)的含量。

1.4　细胞膜流动性的测定
　　将实验各组收集的内皮细胞采用 Prendergast等的方法 , 用

胰酶将内皮细胞消化 ,用 PBS 缓冲液洗涤细胞 3 次 , 加入含有
1 ,6-二甲基-1 , 3 , 5 己三烯(1 , 6-phenylhexa-1 , 3 , 5triene , DPH)的

PBS 缓冲液 1 ml , 于 37 ℃水育箱温育 30 min , 在带有恒温荧光
偏振光Hitachi-800 型分光光度计上测 0°～ 0°、0°～ 90°、90°～ 90°、

90°～ 0°的荧光强度Ⅰ ,推算出细胞膜的微粘度。 DPH 作为一种

荧光剂 ,它能掺入到细胞膜的脂质区 , 使后者成为全反构型 , 即

唯一能发荧光的构型。而 DPH 长轴接近于和脂肪链分子长轴

平行 , 所以荧光偏振度能很好地反映膜脂质区的流动性 , 定量
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的说明膜脂质分子的运动情况。

　　校正因子G=I90°～ 0°/ I90°～ 90°

　　偏振度 P=(I90°～ 0°-GI90°～ 90°)/(I90°～ 0°+GI90°～ 90°)

　　微粘度=2P/(0.46-P)
　　P 值越大 ,微粘度越大 , 膜流动性越小 ,反之亦然。

1.5　细胞内 Ca
2+
浓度测定

[ 4]

　　将经胰酶消化的细胞立即测定 Ca2+, Fura-2 双波长荧光

法 ,激发和发射光栅均为 10 nm , 激发光波长 340 nm ,发射光波
长500 nm , 用荧光检测仪依次检测静息荧光强度 F , 加入Triton

X-100 破坏细胞膜后的最大荧光强度Fmax及再加入 EDTA 结合

全部 Ca2+后的最小荧光强度 Fmin ,按以下公式计算:Ca2+=kd·
(F-Fmin)/(Fmax-F)kd 常数 224 , 单位 nmol/ L。

1.6　统计学处理
　　采用 t检验。

2　结果

2.1　肾小球内皮细胞鉴定结果
　　倒置显微镜下可见细胞呈卵圆形 、圆形或小梭形 , 兔抗人
Ⅷ因子抗体染色呈阳性反应。

2.2　高糖作用肾小球内皮细胞后 MDA含量

　　表 1 所示 , 高糖作用内皮细胞 24 h 后 MDA 含量与对照组

差异无显著性(P>0.05);而在 48 h 作用后 , C 组和 B 组 MDA

含量明显高于A 组(P<0.01), B 组与 C 组间差异无显著性(P
>0.05);在 72 h 作用后 , B 组和 C 组 MDA 含量均明显高于 A

组(P<0.01), 且C 组明显高于 B 组(P<0.01)。

表 1　高糖作用肾小球内皮细胞后 MDA含量的比较

Tab 1　Comparison of MDA produced by high glucose cultured GEC

MDA(mmol/L)
Group

24 h 48 h 72 h

A 3.71±0.25 3.65±0.29 3.58±0.19

B 3.86±0.52 5.21±0.66■■ 6.61±0.82■■

C 3.95±0.27 5.63±0.30■■ 7.92±0.71■■★★

■■:P<0.01 vs group A;★★:P<0.01 vs group B

2.3　高糖对肾小球内皮细胞细胞膜流动性的影响
　　如表2 所示 ,高糖作用 24 h 后 , 3组间肾小球内皮细胞膜微
粘度无明显差异(P>0.05);48 h后 , C组明显低于 A组和 B 组

(P<0.05),且 A 组和 B组间无明显差异(P>0.05);作用 72 h

后 , A组明显高于 B 组和 C组(P <0.01), B 组明显高于 C组(P

<0.05);随着高糖作用时间的延长 ,肾小球内皮细胞细胞膜微
粘度明显下降(P<0.05)。

表 2　高糖对肾小球内皮细胞细胞膜微粘度(泊)的影响

Tab 2　Effect of high glucose on membrane fluidity of glomeru-

lar endothelial cells

Group 24 h 48 h 72 h

A 2.04±0.16 2.07±0.15 2.02±0.12

B 2.1±0.09 2.05±0.1 1.92±0.11■

C 2.03±0.17 1.94±0.11■★ 1.8±0.10■■★

■:P<0.05 , ■■:P<0.01 vs group A;★:P<0.05 vs group B

2.4　高糖对肾小球内皮细胞内钙的影响
　　如表3 所示 ,高糖作用 24 h 后 , 3组间内皮细胞内钙水平无
明显差异(P>0.05);48 h 后 , C 组细胞内钙水平明显较 A组增

高(P<0.05);72 h 后 , C 组明显高于 A组和 B组(P<0.05), 且

B 组明显高于 A组(P <0.05)。

表 3　高糖对肾小球内皮细胞内钙水平的影响

Tab 3　Effect of high glucose on the level of cytosilic free

calcium(Ca2+)i of glomerular endothelial cells

Group 24 h 48 h 72 h

A 128.1±10.97 127.6±10.42 127.1±7.58

B 129.6±10.73 131.8±8.45 134.4±6.78■

C 131.9±8.53 136.6±7.19■ 141.5±6.53■■★

■:P<0.05, ■■ :P<0.01 vs group A;★:P<0.05 vs group B

3　讨论

　　糖尿病肾病的发生及发展是多因素综合作用的结
果 ,其中糖代谢异常即高血糖 ,以令人信服的临床资料

肯定了其在糖尿病肾病发生及发展中的重要作用 。现
已证实内皮细胞在致病因素作用下 ,可分泌活性介质 ,

在肾小球疾病发生发展中的作用愈益受到重视
[ 5]
。肾

小球内皮细胞是特殊的毛细血管内皮细胞 ,从功能上

看它主要是滤过屏障而不是物质交换。由于内皮细胞
在肾小球的特殊位置 ,易受血液中物质如血糖和炎性

介质的影响 ,它的结构和功能改变可能是肾小球硬化
发生的始动因素 。

　　Sabina等[ 6]研究认为 ,高血糖可抑制内皮细胞复

制 ,内皮细胞长时间处于高血糖环境中 ,可导致细胞凋
亡加剧 ,甚至过度死亡 。研究主要是针对外周血管内

皮细胞 ,由于肾小球内皮细胞的特性与其它血管内皮
细胞差异较大 ,因而需要分离肾小球内皮细胞进行研

究 ,有助于进一步阐明糖尿病肾病的发生发展 。现在
大量的报道了高糖对肾小球系膜细胞的影响 ,由于肾

小球内皮细胞培养较为困难 ,现极少报道高糖对肾小
球内皮细胞的结构和功能的影响 ,尤其是对内皮细胞

膜流动性的影响 。本实验观察高糖作用内皮细胞后发
现其可导致过氧化损伤 ,随着时间的延长 ,损伤愈益明

显 ,糖浓度愈高 ,损伤愈益明显 。同时我们应用荧光偏
振的方法测定高糖对内皮细胞膜流动性的影响 ,该方

法目前仍是最佳的膜流动性的检测手段 ,被国内外所
采用 。高糖作用 48 h 后 ,内皮细胞膜流动性明显增

加 ,随着时间的延长更加明显 ,糖浓度愈高 ,影响愈益

明显。结果提示 ,高糖对肾小球内皮细胞可致过氧化
损伤 ,同时严重影响内皮细胞膜流动性 ,且内皮细胞内

钙含量明显增高 ,细胞内钙变化与脂质过氧化损伤和
膜流动性的变化较为一致 。Roger等[ 7]研究发现 ,肾小

球系膜细胞在高糖环境中 , 其收缩性改变呈细胞内
Ca2+依赖性 ,因而 ,高糖影响内皮细胞膜流动性的机制

可能也是 Ca2+依赖性。细胞膜为脂蛋白类构成的液

态双层膜 ,正常的细胞要求有适度的膜流动性 。从我
们的实验结果发现 ,高糖致内皮细胞过氧化损伤 ,可能

致细胞骨架发生改变 ,而引起膜流动性的增加 ,致肾小
球内皮细胞的屏障功能减低等发生一系列病理变化 ,
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导致对白蛋白和其他大分子物质的通透性增加。内皮

细胞过氧化损伤后膜流动性的增高 ,可能触发肾小球
局部血液动力学改变 ,血小板聚集 ,凝血酶活化 ,纤维

蛋白沉积和微血栓形成
[ 8]
;也可能使肾小球基底膜硫

酸乙酰肝素减少 ,而增加基底膜通透性[ 9] ;Lee 等[ 10]通

过动物实验证实 ,肾小球内皮细胞的损伤是引起肾小
球系膜病变及肾小球硬化的始动因素。损伤的内皮细
胞还可能通过细胞间通讯诱发而促进系膜细胞的病

变 ,这可能是糖尿病血管病变和糖尿病肾病肾小球硬
化发生发展的重要因素之一[ 11] 。

　　高糖对肾小球内皮细胞过氧化损伤主要是通过氧
化作用和非酶糖化机制 ,形成糖化终产物(Advanced

glycosylation end products , AGES),其能催化脂质过氧化
反应 ,随着时间延长 ,AGES形成的增多 ,脂质过氧化损

伤更加明显 , 明显影响组织和细胞的结构和功
能[ 11 ～ 13] 。另外高血糖还可引起二酯酰甘油(Diacyl-

glycerol ,DAG)含量增高 ,细胞内钙含量的增高 ,激活蛋
白激酶 C(Protein kinase C , PKC),而引起高凝 、低纤溶

和高血粘度的形成 , 促进糖尿病肾病的发生和发
展[ 14] 。糖代谢紊乱引起内皮细胞损伤不仅影响肾脏 ,
而且还可延及其它器官如脑 、胰腺 、心脏等 ,主要通过

改变血管张力及血液动力学 ,激活凝血系统和血小板
而导致糖尿病血管病变 ,因而 ,高血糖是糖尿病肾病发

生发展中的重要因素 。
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　　(上接 722页)
这些病人免疫功能低下有多种慢性疾病 , 抗病能力差 , 是院内

感染的高危人群。

　　在院内感染发生部位中呼吸道感染占首要地位 , 其原因:

①肿瘤患者免疫功能低下;②呼吸道同外界空气直接相通;③

院内空气中存在大量病菌 ,肿瘤患者住院时间较长且经常不愿

开窗保持室内空气流通 ,尤其在较寒冷的冬 、春季节;④空调的

广泛 、长时使用 , 在无良好通风 、换气条件下更易造成病菌繁

殖 ,增加感染发生机会;⑤对于长期卧床 、病情重的病人 , 没有

切实做到经常翻身 、拍背 , 加上咳痰无力 , 导致气道分泌物引流

不畅等。

　　院内感染与肿瘤治疗方法有较密切联系。 肿瘤患者采用

综合治疗的方法很有必要。 但手术 、放疗 、化疗对患者免疫功

能均有较大打击 ,尤其是手术及全身化疗 , 感染的发生同治疗

后机体免疫功能进一步下降有密切关系。 因此应安排好治疗

顺序 ,避免不必要的反复治疗 , 术中及术后注意加强感染防治 ,

掌握好放化疗时机 , 避免超剂量放疗和化疗 , 尽可能减少放疗

和化疗的副反应 ,减少并发症的发生 , 同时在术后及全身化疗

后恰当地预防性使用抗生素可能对防止感染发生有一定作用。

　　不合理地应用抗生素和激素与院内感染的发生有关。 肿

瘤患者在治疗过程中 , 对抗生素和激素的应用一定要有的放

矢 ,合理应用。抗生素和激素的滥用是造成院内感染的重要因

素之一。临床医生在预防性及经验性使用抗生素时应慎重 、恰

当 ,在明确存在感染时应及早进行细菌培养及药敏实验为正确

选择抗感染药物 、避免滥用提供依据 。但目前临床上在细菌培

养及药敏实验方面仍不够重视。

　　关键词:院内感染;肿瘤;放化疗
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