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氢气饱和生理盐水对高糖所致内皮细胞内活性氧生成和凋亡的影响
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探讨氢气"
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#饱和生理盐水对高糖所致内皮细胞内活性氧"

/_<

#生成和凋亡的影响$方法
!

细胞分为对照

组%高糖组%高糖
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饱和生理盐水组"

Q

@

组#
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组!流式细胞仪检测细胞内
/_<

!

/"%#$1K"6*6

检测氧化物歧化酶"

<_!

#和谷胱

甘肽过氧化物酶"

U<Q56F

#

K/&0

!细胞凋亡
SVT<0

试剂盒检测细胞凋亡$结果
!
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@

组内皮细胞内
/_<

较高糖组明显减少
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#!而
<_!

和
U<Q56FK/&0

水平明显增高"
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->(=a->-ER2->).a->-,
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#!细胞凋亡水平明显降低"

->)=a->-@R2->=Ca->-E
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#$结论
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饱和

生理盐水可减少高糖诱导的内皮细胞内
/_<

增多和抗氧化酶的消耗!并减少高糖诱导的细胞凋亡$
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糖尿病时持续高血糖是动脉粥样硬化形成的重要危险因

素'既往研究表明#高血糖可以刺激血管内皮产生氧化损伤#

促进动脉粥样硬化的发生*发展(

.5@

)

'体内虽存在多种抗氧化

酶#如超氧化物歧化酶$

2J

'

"8;F1B"B12KJ$%2"

#

<_!

%和谷胱甘

肽过氧化物酶$

L

#J$%$31;9"

'

"8;F1B%2"

#

U<Q56F

%等#但在糖尿

病时均明显减少#导致机体自身抗氧化能力降低(

)5,

)

'外源性

补充抗氧化剂成为糖尿病抗氧化治疗的热点#但以往使用维生

素
*

作为抗氧化剂进行治疗的临床试验均不理想#寻找新的

有效抗氧化剂很有必要'新近研究发现氢气$

Q

@

%在生物体内

并非惰性气体#可以发挥抗氧化作用(

E5(

)

#但
Q

@

对高血糖诱导

的内皮细胞氧化损伤是否有影响目前尚不清楚'作者认为
Q

@

饱和生理盐水可能对高血糖所致内皮细胞氧化损伤具有保护

作用#期望为糖尿病的抗氧化治疗提供新的思路'
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材料与方法

A>A

!

材料
!

人脐静脉内皮细胞$
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QhZS*

%购自美国
0!V

公司'葡萄糖购自北京鼎

国生物公司#用
->-.W6O<

配制成
@K;#

"

V

后
\@-^

保存'

胎牛血清和
!WSW5Q

培养基购自美国
U1:I;

公司#

!*d5!0

购自美国
21

L

K%

公司#细胞凋亡
SVT<0

检测试剂盒购自美国

O!

公司'

<cO/U8""9

)

购自
40+0/0

公司'
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饱和生

理盐水按
_32%M%

等(

E

)所述方法配制!将
Q

@

加入
@E-KV

软

袋生理盐水中#

->,KW6%

加压
,3

'抽出袋内气体重新注入

Q

@

加压
.

次#制成饱和生理盐水溶液#其中
Q

@

浓度可达
->(

KK;#

"

V

以上'

A>B

!

方法

A>B>A

!

细胞培养及分组
!

QhZS*

用含
.-A

胎牛血清和双

抗$青霉素
.--h

"

KV

#链霉素
.--

#

L

"

KV

%的
!WSW5Q

培养

基#在
)?^

*

EA *_

@

孵箱中培养'按添加物不同分为!对照

组$以等量
6O<

替代添加物%#高糖组$加入终浓度为
@-KK;#

"

V

的葡萄糖%#

Q

@

组$

@-KK;#

"

V

的葡萄糖
g Q

@

饱和生理盐

水%'添加物作用
?@3

后进行各项指标检测'

A>B>B

!

流式细胞仪$

d0*<

%检测细胞内活性氧水平
!

以
!*d5

!0

作为荧光探针对细胞内活性氧$

8"%I$1R";F

GL

"92

'

"I1"2

#

/_<

%进行检测#

d0*<

检测各组细胞荧光强度'将未加
!*d5

!0

的阴性对照管的自发荧光强度值定义为
.

#其他各组的荧

光强度值均为阴性对照的相对值$检测荧光强度"阴性对照荧

光强度%'取各组处理后细胞#加
EKV

无血清培养基和
E

#

V

!*d5!0

到
E-KV

培养瓶中#

)?^

#

EA *_

@

孵育
,EK19

&

6O<

清洗
)

次后
->@EA

胰酶消化#终止消化后
6O<

清洗
@

次#用
@

KV

无血清培养基重悬细胞'其中阳性对照组加阳性药物
/;5

2J

'

E

#

V

#常温下孵育
.3

#

6O<

冲洗
)

次后
d0*<

检测待测管

荧光强度即为细胞内
/_<

含量'

A>B>C

!

抗氧化酶检测
!

使用
/"%#$1K"6*/

法测定细胞
<_!

*

U<Q56FK/&0

含量'收集各组细胞
,^

离心#按照试剂盒使

E?E

重庆医学
@-.@

年
@

月第
,.

卷第
(

期



用说明书提取细胞
/&0

'将
/&0

逆转录为
I!&0

'

6*/

反

应液包括
.@>E

#

V

消毒的去离子水#

.-

#

V<cO/U8""9

)

#上

下游引物各
->?E

#

V

和
.

#

VI!&0

'

<_!

引物!上游
E]5**0

*4U*0U U0**4*044445)]

#下游
E]54*4 0*4 U00

***U444**0*5)]

#产物片段大小
@.(:

'

&

U<Q56F

引物!

上游
E]5U4**0**U4U404U**45)]

#下游
E]50*4*44

*0*U*4**0*440*5)]

#产物片段大小
).?:

'

'

U06!Q

引物!上游
E]5044U4*0U*004U*04**4U*05)]

#下

游
E]50U0*00**4UU4**4*0U4U405)]

#产物片段大

小
)@-:

'

'

6*/

反应条件为!

C,^

预变性
EK19

#

C,^

变性
E-

2

#

E=^

退火
,-2

#

?@^

延伸
.K19

#循环
)-

次&

?@^

保温
.-

K19

处理'

0OT?E--2

G

2$"K

软件$

O1;2

G

2$"K2

公司%分析'以

U06!Q

作为内参#目的基因
K/&0

的量以
U06!Q

相对量

表示$目的基因拷贝数"
U06!Q

基因拷贝数%'

A>B>D

!

细胞凋亡检测
!

细胞凋亡
SVT<0

试剂盒检测细胞凋

亡'取等量各组对数生长期细胞#

->-.W6O<

洗涤
@

次后用

@--

#

V

溶细胞缓冲液重新悬浮#室温下作用
)-K19

'取细胞

裂解液
.---8

"

K19

离心
.-K19

后#吸取
@-

#

V

上清液加入链

霉亲合素包被的培养板孔中'另加入
=-

#

V

免疫反应试剂$含

抗
5!&056_!

*抗组蛋白
5

生物素%#置
@E-8

"

K19

摇床上#室温

孵育
@3

'取上清液#

)--

#

V

缓冲液洗涤
)

次#小心移去洗涤

液'加入
.--

#

V

底物缓冲液#置摇床上室温孵育使颜色变化

至适合'立即行比色分析#以用底物缓冲液作空白对照#检测

波长
,-E9K

处
_!

值'以检测孔平均
_!

值减去底物
_!

值

大小代表细胞释放的单"低聚核小体片段的多少'核小体片段

越多则凋亡细胞越多'

A>C

!

统计学处理
!

采用
<6<<.->-

软件完成统计学分析'数

据以
Ea>

表示#

)

组间均数比较采用单因素方差分析'

!

$

->-E

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B>A

!

Q

@

饱和生理盐水对高糖诱导的内皮细胞内
/_<

生成的

影响
!

与对照组比较#高糖组细胞内
/_<

含量明显增多$

(>)E

a.>@CR2>@>(=a->@@

#

!

$

->-.

%#提示高糖能诱导内皮细胞

/_<

生成&但
Q

@

组
/_<

含量较高糖组明显减少$

@>?Ea->)?

R2(>)Ea.>@C

#

!

$

->-.

%#与对照组比较差异无统计学意义

$

@>?Ea->)?R2@>(=a->@@

#

!

%

->-E

%#提示
Q

@

饱和生理盐

水可以有效降低高糖诱导的
/_<

增多'

B>B

!

Q

@

饱和生理盐水对高糖诱导的内皮细胞抗氧化酶

K/&0

表达的影响
!

高糖组细胞内
<_!

和
U<Q56F

的
K/&0

含量与对照组相比明显降低'但
Q

@

饱和生理盐水处理后#

Q

@

组细胞内
<_!

和
U<Q56F

的
K/&0

含量较高糖组明显增高#

见表
.

'

表
.

!!

Q

@

饱和生理盐水对高糖诱导的内皮细胞抗氧

!!!

化酶
K/&0

表达的影响#

Ea>

$

组别
<_! U<Q56F

Q

@

组
->?,a->-(

'

->(=a->-E

'

高糖组
->@(a->-)

"

->).a->-,

"

对照组
->=Ca->-= ->?Ca->-(

!!

"

!

!

$

->-.

#与对照组比较&

'

!

!

$

->-.

#与高糖组比较'

B>C

!

Q

@

饱和生理盐水对高糖诱导的内皮细胞凋亡的影响
!

通过细胞凋亡
SVT<0

试剂盒检测发现#高糖组细胞
_!

值明

显高于对照组$

->=Ca->-ER2->)?a->-,

#

!

$

->-.

%#提示高

糖可以诱导内皮细胞凋亡#而
Q

@

组
_!

值与对照组相似#明

显低于高糖组$

->)=a->-@R2->=Ca->-E

#

!

$

->-.

%#提示
Q

@

具有保护高糖诱导的内皮细胞凋亡的作用'

C

!

讨
!!

论

糖尿病时持续高血糖可激活烟酰胺腺嘌呤二核苷酸$磷

酸%氧化酶($

91I;$19%K1B"%B"919"B1J9I#";$1B"

$

'

3;2

'

3%$"3

G

5

B8;

L

"9

%#

&0!

$

6

%

Q

)#刺激细胞内
/_<

生成#造成细胞氧化损

伤(

?5=

)

'血管内皮是血液与血管壁之间的屏障#高血糖的氧化

应激作用在血管内皮中尤为突出#表现为氧自由基生成增多*

一氧化氮合酶表达降低*细胞凋亡增加等'血管内皮的氧化损

伤是动脉粥样硬化最重要的始动和促进因素之一(

C5.-

)

'增强

内皮细胞抗氧化能力是防治糖尿病并发动脉粥样硬化的重要

途径之一'

本研究发现#高糖可以诱导内皮细胞凋亡增加#而
Q

@

饱

和生理盐水可以保护高糖诱导的细胞凋亡'内皮细胞凋亡破

坏内膜完整性#使得血液中具有丝裂原作用的细胞因子进入中

膜#刺激平滑肌细胞增生和炎性细胞浸润#促发动脉粥样硬化

进程'细胞内
/_<

生成过多#可激活线粒体途径和死亡受体

途径诱导细胞凋亡'本研究还发现#

Q

@

饱和生理盐水可有效

减少高糖诱导的细胞内
/_<

生成过多#逆转高糖引起的抗氧

化酶表达下降#这可能是
Q

@

饱和生理盐水发挥凋亡保护作用

的机制'

氧化应激中产生的
/_<

#包括强氧化性的羟自由基

$1

_Q

%和过氧化亚硝酸阴离子$

_&__

\

%#还有中度或弱氧

化性的一氧化氮$

&_

%*超氧阴离子$

_

@

\

%等'其中1

_Q

和

_&__

\能破坏具有重要功能的生物大分子$如
!&0

*蛋白质*

脂类等%的结构和功能#加重内皮氧化损伤#通常被认为是有害

自由基'而
&_

*

_

@

\等则被认为对内皮细胞具有保护作用#是

有益的氧自由基'传统的抗氧化剂$如维生素
*

%等只能非特

异性地清除自由基#在发挥保护作用的同时又清除了有益的自

由基 (

..

)

#因此#维生素
*

等非特异抗氧化剂对内皮氧化损伤

的保护作用是不确定的#只有特异性的有害自由基清除剂才能

更有效地保护内皮细胞氧化损伤'

Q

@

是自然界最简单的气体分子#以往被人们认为是一种

生物学范畴的惰性气体#在生物体中没有任何作用'近期有研

究证明#

Q

@

作为一种小气体分子#易通过细胞膜等膜性结构#

可特异性中和细胞内的有害自由基$如1

_Q

和
_&__

\

%#保

护
!&0

*蛋白质等不被破坏#维持正常的线粒体功能#阻止细

胞凋亡'动物实验也证明#吸入
Q

@

或口服含氢生理盐水在

心*脑和肝缺血再灌注损伤后有明确的保护作用#还可以减少

低密度脂蛋白的氧化修饰#延缓
%

'

;S

5

"

5小鼠动脉粥样硬化发

展(

.@5.E

)

'另外#

Q

@

作为新发现的抗氧化气体#与以往许多有

抗氧化作用的气体$

&_

*

*_

等%相比#有如下明显的优势!惰

性气体#没有毒性&与自由基反应的产物是水&多余的
Q

@

可以

通过呼吸等方式释放到体外#不会在人体残留'

综上所述#体外实验中#

Q

@

可有效降低高糖引起的内皮细

胞内
/_<

生成和抗氧化酶减少#发挥抗细胞凋亡作用#

Q

@

可

能成为新的抗氧化剂保护细胞氧化损伤'
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