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目的
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利用细胞实验探讨高糖培养对
3(U1

细胞凋亡的影响!并探讨苯磺酸氨氯地平的保护作用&方法
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结合流式细胞仪检测细胞凋亡率!荧光染色观察)
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&结果
!

细胞凋亡率随着高糖刺

激时间和高糖浓度的增加而逐渐增高!加络活喜组细胞的凋亡率显著降低"
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光值均较
P$

组升高"

!

$

%&%2

%$

P1[V

'

P'[V

组单细胞平均)
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活性测定荧光值分别较
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活性测定荧光值差异无统计学意义"
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高糖培养
3(U1

细胞可增加)
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从而导致

细胞凋亡!苯磺酸氨氯地平可抑制
U=

1[内流从而抑制细胞凋亡&
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妊娠期糖尿病$
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PN6

&是临床上

最常见的妊娠期间糖代谢异常类型#约占糖尿病孕妇的
/%A

以

上'

$

(

*近年
PN6

呈上升趋势#其对胎儿影响巨大#

PN6

伴空

腹血糖增高者胎儿畸形发生率为
)&$A

#尤以心血管系统及神

经系统畸形最为常见*心脏比神经管更容易受到母体糖尿病的

影响#

PN6

胎儿心脏畸形发生率是一般孕妇的
)

$

/

倍'

1

(

*目

前针对
PN6

致胎儿心脏发育异常方面尚缺乏有效的治疗策

略#因此阐明
PN6

致胎儿心脏畸形发育之病理过程中可能存

在的发病机制#可为临床防治此种疾病提供新的靶点*
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材料与方法
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材料
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细胞购自中国科学院上海生命科学研究院

细胞资源中心%
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细胞培养
!

细胞解冻后#
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培养箱)饱和湿度)
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胎牛血清的
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培养液中*
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实验分组
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胎牛血清的
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&加苯磺酸

氨氯地平即络活喜$
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组!含
$%A

胎牛血清

的
N6T6

高糖培养基$糖浓度
2% GG"<

"

^

&加络活喜$
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&%每组均分为
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两亚组#
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亚组培养
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亚组培

养
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*
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流式细胞仪检测
!

按
4,,8L#,_.QOCU

细胞凋亡检测

试剂盒$碧云天#

U$%)1

&操作说明操作*

>&?&A

!

各组细胞内'

U=

1[

(

#

活性测定
!

无血清
N6T6

培养

基稀释
Q<H".'

至
1

&

G"<

"

^

%弃去细胞旧培养基#

RS5

洗涤细胞

$

次#

1

&

G"<
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^

的
Q<H".'

孵育
$E

$

'-]

#

2AUc

1

&%弃去
Q<H".

'

#

RS5

洗涤细胞
1

次#

1
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^

的
Q<H".'

孵育
'%G#,

$

'-]

#

2AUc

1

&%弃去
Q<H".'

#

RS5

洗涤细胞
1

次#加适量培养基后用

荧光显微镜观察#并使用
OG=

@

8.R:"R<H+)&%

软件进行图像

分析*

>&@
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统计学处理
!

采用
P:=

I

ER=!R:#+G2

进行统计分析#多

组均数间的比较采用方差分析#采用
7

检验比较样本均数#以

!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果
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不同浓度葡萄糖培养对细胞凋亡的影响
!

各组分别培养

后#

P1=

组细胞早期凋亡率较
P$=

组升高但低于
P'=

组#差异

有统计学意义$

!

$

%&%2

&*

P1;

组细胞早期凋亡率较
P$;

组

升高#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&#但
P1;

与
P';

组培养细

胞早期凋亡率差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&*

P1[V

)

P'[V

组凋亡率明显低于
P1

)

P'

组$

!

$

%&%2

&*

=

)

;

亚组间比较

P$;

)

P1;

)

P';

)$

P'[V

&

;

组早期凋亡率均对应高于
P$=

)

P1=

)

P'=

)$

P'[V

&

=

组$

!

$

%&%2

&#而$

P1[V

&

=

)

;

亚组间细

胞早期凋亡率差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见图
$
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图
$

!!

流式细胞仪检测细胞凋亡率

?&?

!

各组细胞内'

U=

1[

(

#

活性测定结果
!

=

)

;

亚组内单细胞

平均'

U=

1[

(

#

活性测定荧光值在
P$

)

P1

)

P'

组均呈阶梯上升#

P'

组达到最高点$

!

$

%&%2

&#而
P1[V

)

P'[V

组分别低于

P1

)

P'

组$

!

$

%&%2

&*各对应
=

)

;

亚组间单细胞平均'

U=

1[

(

#

活性测定荧光值差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见图
1

*

图
1

!!

各组培养后细胞内"

U=

1[

#

#

活性测定荧光值

@

!

讨
!!

论

!!

细胞凋亡主要是参与去除异常发育的细胞)清除多余的细

胞#最终有效地维持机体细胞数量与功能的动态平衡#进而促

进器官)组织的正常发育*研究表明凋亡途径主要包括内源

性)外源性#最终引起
>=+

I

=+8

激活'

'

(

*细胞凋亡除了与启动凋

亡程序引起凋亡外#还与细胞内的存活机制有关*高血糖刺激

胎儿体内的氧化应激过程及诱导过多的细胞凋亡发生均对胚

胎心肌细胞构成严重影响'

0.2

(

#妊娠期糖尿病的病理性内环境

可诱发心肌细胞过度凋亡#促使心脏发育畸形*

3(U1

细胞源于胚胎期大鼠心脏#保持很多心肌细胞的特

征#可用于高糖的体外研究*本实验发现各组不同糖浓度分别

培养
3(U1

细胞
0/

)

-1E

后#

P1=

组细胞早期凋亡率较
P$=

组

升高但低于
P'=

组#差异有统计学意义*

P1;

组细胞早期凋

亡率较
P$;

组升高#差异有统计学意义#但
P1;

与
P';

组培养

细胞早期凋亡率差异无统计学意义*

P1[V

)

P'[V

组凋亡

率明显低于
P1

)

P'

组*

=

)

;

亚组间比较
P$;

)

P1;

)

P';

)$

P'

[V

&

;

组早期凋亡率均对应高于
P$=

)

P1=

)

P'=

)$

P'[V

&

=

组#而$

P1[V

&

=

)

;

亚组间细胞早期凋亡率差异无统计学意

义*提示随着糖浓度的增加#细胞凋亡率也明显升高#高糖作

用
0/E

内凋亡率随糖浓度呈阶梯式上升*随着时间延长#培

养糖浓度的提高#细胞损伤加重#加入钙通道阻滞剂后细胞凋

亡减少#提示络活喜可保护心肌免于或减少受高糖损伤*

8̂8

等'

)

(的研究结果也表明#临床剂量胰岛素和二甲双胍均能降低

血糖峰值*二甲双胍可能会保护心肌细胞*暴露在胰岛素和

二甲双胍
10E

和
0/E

甚至
-1E

后细胞形态学均发生变化#两

组均出现细胞损伤*

在新生大鼠心肌细胞及
3(U1

细胞培养
0/E

中#高糖$

12

GG"<

"

^

&导致心肌细胞肥大和凋亡'

-

(

*在线粒体功能障碍方

面有研究发现高糖$

'2GG"<

"

^

的葡萄糖&培养
3(U1

细胞

10E

不仅显著诱导包括细胞毒性#细胞凋亡#活性氧$

Bc5

&过

剩和线粒体膜电位$

66R

&的降低在内的损伤#还上调$

I

&

.

I

'/

64RW

和
I

.TBW$

"

1

磷酸化水平#

V.=>89

K

<>

K

+98#,8

$

V4U

&通

过抑制
3(>1

细胞线粒体氧化应激损伤来对抗由葡萄糖及葡

萄糖氧化物所致氧化和凋亡活动'

/

(

*多项研究均证实#高糖可

通过多种途径导致
3(U1

细胞凋亡#本研究的结果也支持该

结论*

心脏是个极其复杂的器官#当其发挥功能时需要大量的各

种离子#其中
U=

1[被认为是最重要的一种*'

U=

1[

(

#

浓度升高

是心肌细胞因外界刺激或"和内在功能缺陷而发生肥大的中心

环节'

(

(

*在患糖尿病心肌病的大鼠心肌中高表达内质网
U=

1[

泵#改善心肌中
U=

1[的处置#可以使糖尿病心肌病大鼠的心脏

功能恢复正常'

$%

(

*

WHG=:

等'

$$

(通过研究高糖条件下细胞内

钙内移到线粒体#进一步了解了高血糖的条件下的心肌细胞凋

亡*他们的研究显示#高糖导致凋亡依赖或不依赖线粒体通

路#均伴随着细胞内钙升高*所以本研究立足于此#验证了

U=

1[是否在高糖培养的心肌细胞中发生明显变化#并拟进一

步研究其通过何种途径引起心肌细胞的变化*

本研究发现#

=

)

;

亚组内单细胞平均'

U=

1[

(

#

活性测定荧

光值在
P$

)

P1

)

P'

组均呈阶梯上升#

P'

组达到最高点#而
P1

[V

)

P'[V

组分别低于
P1

)

P'

组*各对应
=

)

;

亚组间单细

胞平均'

U=

1[

(

#

活性测定荧光值差异无统计学意义*提示高

糖可引起
3(U1

细胞内
U=

1[明显增加#

U=

1[可能参与了高糖

致
3(U1

细胞的肥大)凋亡过程*钙离子通过钙离子通道进入
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心肌细胞#作为一种重要的第二信使#心肌细胞的收缩是由胞

外的钙离子内流而引起的#在心肌中#

^

型钙离子通道是钙离

子进入细胞内的主要途径*加入
^

型钙离子通道抑制剂络活

喜后单细胞平均'

U=

1[

(

#

活性测定荧光值较相同条件不加络

活喜者降低#高糖导致的细胞内
U=

1[增加可被
^

型钙离子通

道抑制剂所抑制#支持
U=

1[通过
^

型钙离子通道进入细胞内

调节下游信号通路#参与
3(U1

细胞的凋亡)肥大的假设*本

研究还比较了同浓度同药物培养不同时长对应组间单细胞平

均'

U=

1[

(

#

活性测定荧光值差异无统计学意义#提示'

U=

1[

(

#

可能为瞬时改变#故培养时长对其影响不大*

根据本研究的结果#有理由认为高糖培养
3(U1

细胞可增

加'

U=

1[

(

#

从而导致细胞凋亡#苯磺酸氨氯地平可抑制
U=

1[内

流从而抑制细胞凋亡*
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