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信号通路参与高糖高胰岛素诱导的心肌细胞肥大研究
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#在高糖高胰岛素诱导的心肌肥大中的作用$方法
"

用高糖高胰岛素刺激体外培养

的乳鼠心肌细胞!以细胞表面积&蛋白含量和心房利钠因子"
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表达为心肌细胞肥大的反映指标!观察
]?g,:

特异性

抑制剂,,,赛来昔布对高糖高胰岛素致肥大作用的影响$利用
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检测细胞中
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的表达$结果
"

高糖高胰岛素

诱导细胞表面积&总蛋白含量以及
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的表达增加"
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#(赛来昔布可以抑制高糖高胰岛素诱导的心肌细胞

肥大"

!
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)4)G

#!同时抑制
]?g,:

的表达"

!
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)4)G

#$结论
"

赛来昔布可以通过抑制
]?g,:

的表达!从而对抗高糖高胰岛素诱导

的心肌肥大$
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Ê"0/

J

0

J

#O56E".FC/FEO#/FI6.5I/H.I"I0"5O#IOK"CF"6F.I.#K.I5.KC/6-

P

65

P

I"E

!

.FCI.Q"I0"5"##EOK,

N.5".K".

!

L

K6I"/F56FI"FI

!

.FC.IK/.#F.IK/OK"I/5.K".

&

9;A

'

-[;9"S

L

K"EE/6F.EI0"/FC"S"E6N5.KC/6-

P

65

P

I"0

PL

"KIK6

L

0

P

!

.FC

I0"F6ME"KH"I0""NN"5I6N]?g,:6F5.KC/6-

P

65

P

I"0

PL

"KIK6

L

0

P

5.OE"CM

P

0/

J

0

J

#O56E".FC/FEO#/F4K".#,I/-"8][2.EOE"CI6.E,

E.

P

I0""S

L

K"EE/6F6N]?g,:-[;94?#'684'

"

W/

J

0

J

#O56E".FC/FEO#/F/FCO5"C

L

K6N6OFC50.F

J

"6N0

PL

"KIK6

L

0/5-6K

L

06#6

JP

!

I0"

E/

J

F/N/5.FI/F5K".E"/F5"##EOKN.5".K".

!

L

K6I"/F56FI"FI

!

9;A.FC]?g,:-[;9"S

L

K"EE/6F56-

L

.K"CI656FIK6#

J

K6O

L

&

!

#

)4)G

'

4

W62"H"K

!

5"#"56S/M

&

)4%

$

-6#

%

<

'

56O#C/F0/M/II0"5.KC/6-

P

65

P

I"0

PL

"KIK6

L

0

P

.FCI0""S

L

K"EE/6F6N]?g,:-[;94@)*/86'()*

"

]"#"56S/M5.F.II"FO.I"E5.KC/6-

P

65

P

I"0

PL

"KIK6

L

0

P

/FCO5"CM

P

0/

J

0

J

#O56E".FC/FEO#/FM

P

C"5K".E/F

J

I0""S

L

K"EE/6F6N]?g,:4

A#

:

5)&,'

"

>/.M"I"E-"##/IOE

#

5#66S

PJ

"F.E":

#

5.KC/6-

P

65

P

I"0

PL

"KIK6

L

0

P

#

0/

J

0

J

#O56E".FC/FEO#/F

""

糖尿病是当前世界的流行性疾病之一!糖尿病在世界范围

内的流行趋势日趋严重)

$
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$有研究发现!糖尿病本身可引起心

脏结构和功能的损伤!出现以心肌肥厚(心室顺应性降低和峰

充盈率减少为主要特征的糖尿病性心肌病&
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$心肌肥厚是糖尿病性心肌病关键的结构改

变!与糖尿病患者心力衰竭(猝死等密切相关)
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$环氧化酶
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'是由花生四烯酸合成前列腺素&
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'的

限速酶!分为
]?g,$

和
]?g,:

两种!

]?g,$

组成性表达!存在

于正常组织中!一般浓度较低!外源性刺激不能诱导其表达#

]?g,:

在内皮细胞(血管平滑肌细胞和心肌细胞中!可受活性

氧中间产物诱导性表达!并参与氧化应激过程!其产物在炎症

等病理过程中起重要作用)
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$有研究发现!糖尿病是一种与

炎症有关的疾病!
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(肿瘤坏死因子
,
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'等多种

促炎性细胞因子参与了糖尿病的发生(发展过程)
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特异性抑制剂111赛来昔布是否可以抑制糖尿病心肌肥厚!目

前尚未见相关报道$现将本研究利用高糖高胰岛素作为刺激

因子!在离体培养的乳鼠心肌细胞进行的相关研究报道如下$

B

"

材料与方法
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实验动物
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龄的
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乳鼠由重庆医科大学实验动

物中心提供$
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"

实验试剂
"

赛来昔布(多聚甲醛(

8e>A

膜购自
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公
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裂解液(
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蛋白试剂盒购自江苏碧云天公司!

8][

逆转录试剂盒(

![=16#

购自
!.\.[.

生物工程公司!

>R+R

培

养基购自
ZM/56

公司!胎牛血清购自杭州四季青公司$
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"

心肌细胞原代培养)

$$
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"

将乳鼠心脏剪成
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% 左右小

块!加
)4$:GT

的胰蛋白酶为单细胞悬液!调整细胞浓度至
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接种于
3

孔细胞培养板!检测细胞

表面积#调整细胞浓度至&
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!接种于
:G

-<

细胞培养瓶内!检测
-[;9

#接种于
:'

孔细胞培养板!检

测蛋白含量$置于
GT]?

:

(

%(U

培养箱中培养$心肌细胞在

$&

"

%)0

后可贴壁生长!在
'&0

后出现自发搏动$开始培养

时加入
)4$--6#

%

<Gq,@KĈ

抑制非心肌细胞生长$

'&0

后

更换培养液继续培养
:'0

!至
(:0

换无血清培养液并加入相

应试药!继续孵育
'&0

后用于检测$
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实验分组
"

将原代培养的心肌细胞分为
%

组!&
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'对照

组"葡萄糖
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'模型组"葡萄糖
:G4G--6#
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<

加胰

岛素
)4$

$
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'实验组"在模型组的基础上加用赛来昔

布
)4%

$
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"

心肌细胞表面积测量
"

取有心肌细胞生长的盖玻片!用

磷酸盐缓冲液&

8@7

'清洗
%

次!

*GT

的乙醇固定
$%

"

$&-/F

!

W+

染色后用
h2/Fe%

图像分析系统&德国
<"/5.

公司'检测单

个细胞的表面积!每张玻片测量
$)

个视野!每个视野测
:)

"
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个细胞!取均值$每组重复
3

次$

B4Q

"

心肌细胞蛋白浓度的测定
"

收集心肌细胞!加入裂解液!

在冰浴条件下用超声破碎仪破碎细胞!
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离心

$)-/F

!取上清液按照
@]9

蛋白检测试剂盒说明书操作!用标

准曲线计算心肌细胞的蛋白含量$

B4S

"

检测心房利钠因子&
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的表达
"

用
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重庆医学
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年
*

月第
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!引物序列如下"
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$扩增片段分别为
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(
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$引物由

!.\.[.

生物工程公司合成$扩增完成以后进行凝胶电泳分

离验证
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结果$
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"

统计学处理
"

采用
7877$%4)

进行统计学处理!计量资

料以
CX>

表示!以
!

#
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为差异有统计学意义$
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结
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果
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组高糖高胰岛素诱导的心肌细胞肥大见表
$

!图
$

$对

照组和实验组心肌细胞
]?g,:-[;9

表达值&

G%4%XG43

和

%*4GX:4&

'与模型组&

$%G4&X$$4'

'比较!差异有统计学意义

&

!

#
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'!见图
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$

图
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高糖高胰岛素诱导的心肌细胞肥大
W+

染色%
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表
$
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组高糖高胰岛素诱导的心肌细胞肥大

"""

比较%
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对照组
%*&4GXG$4: :)43X%4& %$4:XG4*

模型组
$))34&X3%4$

+

G)4'X34G

+

$334%X$&4*
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实验组
':G43XG%4:

,

:*4'X%43

,

':4&X(4%

,

""

+
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!

#
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!与对照组比较#

,

"

!

#
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!与模型组比较$

""

$

"对照组#

:

"模型组#

%

"实验组#

'
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图
:
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高糖高胰岛素诱导的心肌细胞肥大凝胶

电泳分离结果
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讨
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论

心肌肥厚是
:

型糖尿病等代谢性疾病患者常见的并发症!

是糖尿病患者并发心力衰竭和猝死的根本原因)

$:,$%

*

$患者在

糖尿病情况下血糖升高!与此同时机体的调节机制促使胰岛素

分泌增加$虽然短期代偿机制能有效降低血糖水平!但长时间

高血糖会干扰胰岛素通路而降低其敏感性!从而影响葡萄糖转

运!导致血糖水平和胰岛素浓度持续升高!形成高糖高胰岛素

血症$目前有文献报道!高糖高胰岛素亦可作为独立的因素参

与心肌肥大的形成)

$%,$'

*

$本研究用
)4$

$

-6#

%

<

胰岛素与
:G4

G--6#

%

<

葡萄糖刺激心肌细胞!模拟糖尿病患者高糖高胰岛

素血症环境!发现心肌细胞表面积(总蛋白含量和
9;A-[,

;9

的表达均明显升高!出现心肌细胞肥大$

@"##

和
R5>"K-6II

)

$G

*发现炎症反应在心肌肥厚和糖尿病

的发生(发展过程中均起主要作用!提示糖尿病心肌肥厚的发

生可能与促炎性细胞因子有一定相关性$

]?g,:

是炎症反应

过程中重要的促炎性细胞因子!可以催化花生四烯酸产生

8ZE

!引起连锁炎症反应!

]?g,:

的表达水平与炎症反应的严

重程度密切相关)

3

*

!

]?g,:

的表达时间也明显早于
!;A

(

=<,$

和
=<3

等促炎性细胞因子$也有研究显示!

]?g,:

参与了心

肌肥厚的发生(发展过程!提示
]?g,:

可能在糖尿病心肌肥厚

中起重要作用$

本研究结果显示!高糖高胰岛素刺激心肌细胞肥大的同

时!

]?g,:-[;9

的表达明显增加!二者呈正相关!提示高糖

高胰岛素诱导心肌细胞肥大可能与其激活
]?g,:

的表达有

关$为进一步确定
]?g,:

在心肌细胞肥大中的作用!本研究

还采用了
]?g,:

特异性阻断剂111赛来昔布进行了更深入的

研究$结果表明!赛来昔布在抑制
]?g,:

表达的同时!可以对

抗高糖高胰岛素诱导的心肌细胞肥大!进一步证实
]?g,:

参

与了高糖高胰岛素诱导的心肌细胞肥大$

综上所述!本研究利用高糖高胰岛素诱导心肌细胞肥大模

型证明
]?g,:

与其致肥大机制密切相关!为糖尿病心肌肥厚

的治疗提供了新的思路和途径!并为开发低毒高效(价格便宜

的治疗糖尿病心肌肥厚的药物提供了基础理论支持$
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表
%

""

分娩方式$新生儿出生体质量$喂养方式

"""

对产后妇女骨密度的影响

影响因素
% ;"5Q

<

$

"

'

分娩方式

"

剖腹宫产
G': )4&%X)4$' $4)GX)4$:

"

自然分娩
:%' )4&'X)4$' $4)GX)4$%

新生儿出生体质量&

J

'

"#

:G)) %* )4*)X)4$' $4))X)4$%

"

:G))

"#

'))) 33( )4*:X)4$3 $4):X)4$:

")

'))) () )4*GX)4$G $4)'X)4$%

喂养方式

"

人工喂养
$%% )4*)X)4$% $4)*X)4$:

"

混合喂养
%&' )4&'X)4$3 $4)3X)4$:

"

纯母乳喂养
:G*

)4('X)4$G

$

)4*(X)4$%

$

""

$

"

!

#

)4)G

!与人工喂养和混合喂养比较$

D

"

讨
""

论

世界卫生组织&

BW?

'将骨质疏松症定义为由骨量低下(

骨微细结构破坏!导致骨骼脆性增加和骨折为特征的全身性骨

病$骨质疏松症是一种与增龄相关的疾病!同时也是一种与遗

传和环境因素密切相关的疾病$骨峰值及骨丢失率两因素决

定一个人的骨量)

'

*

!因此!建立足够的峰值骨量是预防骨质疏

松的关键$妇女
:)

"

%)

岁为骨量缓慢增长期!

:G

"

%)

岁骨量

达到峰值!

%)

"

')

岁为骨峰值相对稳定期$本研究入选产后

妇女的平均年龄&

:&4(3X%4'*

'岁!已经达到骨峰值期$产后

妇女骨量减少和骨质疏松的发生率分别为
':4$'T

和
:4'GT

!

需要引起足够重视!及时采取各种措施帮助产后妇女恢复骨

量!以利于减少或延缓女性围绝经期骨质疏松症的发生$

本研究结果显示!产后妇女年龄与骨密度关系不大!体质

量(身高(

@R=

与骨密度呈正相关!与其它研究结果相符)

G,3

*

$

提示身材矮小(

@R=

较小的产后妇女发生骨量减少或骨质疏

松的可能性较大!应及早采取措施!如补钙(运动等预防骨量的

丢失$

本研究中!分娩方式对产后骨密度无影响!剖宫产和自然

分娩的产后妇女骨密度没有差别!与刘建建和杨桂莲)

(

*研究结

果不一致!可能与剖宫产手术已经是妇产科医生掌握得较好的

手术方式(术中出血量不大(加之目前国内三级甲等医院术后

镇痛运用广泛(产后妇女剖宫产术后下床活动较早有关$新生

儿出生体质量对产后妇女骨密度没有影响$新生儿出生体质

量与产后妇女文化程度(孕次(新生儿性别等多因素相关)

&

*

$

有多项研究表明!哺乳可导致妇女骨量降低)

*,$)

*

$本研究

发现!喂养方式影响产后妇女骨密度!纯母乳喂养会降低骨密

度!人工喂养者骨密度最高$哺乳会增加产后妇女钙流失!通

过乳汁供给新生儿及婴幼儿赖以生长的钙$哺乳期妇女每天

需消耗
$%))

"

:'))-

J

钙!而我国成人膳食中每日钙的摄入

量仅为
G))

"

3))-

J

!钙摄入不足必然会动员骨钙入血!以满

足哺乳所需及产后妇女生理需求$因此!对产后哺乳期妇女定

期(定量补钙能增加骨密度)

$$

*

!有利于降低骨质疏松症的发

生率$
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