
作者简介：曾慧妍（１９８０－），博士，住院医师，主要从事糖尿病及其并发症的发病机制研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２０）６２７８７１４０；Ｅｍａｉｌ：ｘｕ

ｅｙａｏｍｉｎｇ９９９＠１２６．ｃｏｍ。

论著·临床研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．２４．０２２

不同葡萄糖培养浓度对健康成人外周血白细胞

Ｇ６ＰＤ活性及呼吸爆发功能的影响

曾慧妍１，曹　瑛
２，薛耀明２△

（１．广东省中医院内分泌科，广州５１０１２０；２．南方医科大学附属南方医院内分泌及代谢病科，广州５１００００）

　　摘　要：目的　探讨健康成人离体外周血白细胞经葡萄糖不同浓度培养８ｈ后，白细胞内葡萄糖６磷酸脱氢酶（Ｇ６ＰＤ）活性

的改变，及其对白细胞呼吸爆发功能的影响。方法　观察不同浓度葡萄糖培养环境下健康成人外周血白细胞Ｇ６ＰＤ活性变化，并

通过检测白细胞细胞内活性氧（ＲＯＳ）产量观察其呼吸爆发功能，研究葡萄糖培养浓度对白细胞呼吸爆发功能的影响。结果　与

正常对照组比较，１５ｍｍｏｌ／Ｌ组及２５ｍｍｏｌ／Ｌ组的Ｇ６ＰＤ活性及ＲＯＳ产量均出现下降（犘＜０．０１）。而上述改变以２５ｍｍｏｌ／Ｌ组

更为显著，与１５ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　随着培养基里葡萄糖浓度的升高，白细胞Ｇ６ＰＤ活性明

显降低。白细胞的呼吸爆发功能改变与葡萄糖培养浓度存在负相关关系。
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　　糖尿病患者存在易感染的特点，既往研究显示这与白细胞

功能受损密不可分［１２］。外周血白细胞是固有免疫系统的主要

组成部分，其杀菌能力在抵御外界微生物侵袭方面发挥着至关

重要的作用。白细胞杀灭细菌的主要手段为呼吸爆发。因此，

呼吸爆发功能正常与否决定了白细胞是否能有效实现机体免

疫，减少感染发生。同时，呼吸爆发功能与糖代谢存在密切联

系。葡萄糖６磷酸脱氢酶（Ｇ６ＰＤ）作为戊糖磷酸途径的关键

酶，为呼吸爆发提供必需物质———还原型辅酶Ⅱ（ＮＡＤＰＨ）。

因此，Ｇ６ＰＤ活性直接关系到呼吸爆发功能的正常发挥。作者

的前期研究已发现，与健康成人相比，２型糖尿病患者外周血

白细胞Ｇ６ＰＤ活性及细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，

ＲＯＳ）水平均明显降低，存在明显的白细胞呼吸爆发功能障

碍［３］。那么，正常人外周血白细胞在高浓度葡萄糖培养环境下

是否也会和糖尿病患者一样出现白细胞呼吸爆发功能障碍呢？

白细胞呼吸爆发改变是否与葡萄糖培养浓度有关？本实验拟

以健康成人外周血离体白细胞为研究对象，探讨高糖环境培养

浓度与健康成人白细胞Ｇ６ＰＤ活性及呼吸爆发功能之间的关

系，为进一步研究糖尿病患者易感染的发病机制提供理论

依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集健康成人外周血标本２４例，其中，男１４

例，女１０例，平均年龄（２５．０±１．３）岁，为南方医院和广东省中

医院健康体检者。无糖尿病家族史、无Ｇ６ＰＤ缺乏症家族史。

无冠心病、肝肾功能不全等慢性病史。无恶性肿瘤、结缔组织

病、器官移植术后、白血病等需使用细胞毒制剂和非选择性免

疫抑制剂的病史。近期无服药史。白细胞计数在正常范围

（４～１０）×１０９／Ｌ；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自Ｇｉｂｃｏｌ公司；胎牛血

清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；Ｇ６ＰＤ活性检

测试剂盒购自中山生物工程有限公司；ＲＯＳ检测试剂盒购自

江苏碧云天生物技术研究所。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　收集健康成人外周血标本（ＥＤＴＡ抗凝）

后，使用红细胞裂解液进行外周血白细胞的分离，离心后取管

底白色沉淀，加入含有１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液，轻轻吹

打使其彻底混匀，３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中静置培养，培养液

中加青霉素、链霉素为１×１０５Ｕ／Ｌ。

１．２．２　实验分组　根据实验需要随机分为４组：５ｍｍｏｌ／Ｌ组

（５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养）、１５ｍｍｏｌ／Ｌ组（１５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄

糖培养）、２５ｍｍｏｌ／Ｌ组（２５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养）、高渗对照

组（ＬＧＬＵ组，２０ｍｍｏｌ／ＬＬ葡萄糖＋５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培

养）。培养８ｈ后，每组分别取样本检测 Ｇ６ＰＤ活性及 ＲＯＳ

产量。
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１．３　检测指标　四氮唑蓝定量测定法检测Ｇ６ＰＤ活性、荧光

探针法检测细胞内ＲＯＳ产量，操作均按照相关试剂盒说明书

进行。各组细胞装载ＤＣＦＨＤＡ荧光探针后，用激光共聚焦显

微镜观察。每例样本随机抽取３０个细胞，用Ｌｅｉｃａ专用图像

分析处理软件，对细胞内荧光密度进行分析。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　４组Ｇ６ＰＤ活性及ＲＯＳ产量的比较　５ｍｍｏｌ／Ｌ组与Ｌ

ＧＬＵ组的 Ｇ６ＰＤ 活性及 ＲＯＳ产量均无明显差异（均 犘＞

０．０５）。与５ｍｍｏｌ／Ｌ组相比，１５ｍｍｏｌ／Ｌ组及２５ｍｍｏｌ／Ｌ组

均出现不同程度的 Ｇ６ＰＤ活性降低及 ＲＯＳ产量减少，且２５

ｍｍｏｌ／Ｌ组Ｇ６ＰＤ活性及ＲＯＳ产量均显著低于１５ｍｍｏｌ／Ｌ组

（犉＝９．０９５，犘＜０．００１），见表１。

２．２　４组Ｇ６ＰＤ活性及ＲＯＳ产量变化　４组ＲＯＳ荧光激光

共聚焦显微镜下观察培养８ｈ后，５ｍｍｏｌ／Ｌ组及ＬＧＬＵ组细

胞内荧光无明显改变，保持中等强度荧光，多数细胞可见细胞

核，部分细胞可见高强度荧光。１５ｍｍｏｌ／Ｌ组及２５ｍｍｏｌ／Ｌ

组细胞内均出现荧光分布不均，荧光强度弱，个别细胞肉眼难

以辨认细胞外形（图１）。

表１　　４组Ｇ６ＰＤ活性及ＲＯＳ产量变化（狓±狊）

组别 Ｇ６ＰＤ活性 ＲＯＳ产量

５ｍｍｏｌ／Ｌ组 １．３７±０．１４ １９６．７３±１９．７９

１５ｍｍｏｌ／Ｌ组 ０．９８±０．１３ １３０．３０±１７．５９

２５ｍｍｏｌ／Ｌ组 ０．７３±０．０９＃ １０６．４８±１８．０９＃

ＬＧＬＵ组 １．３２±０．１１ １９７．６８±１９．３４

犉 ５３．６０１ １１１１．６３４

犘 ０．０００ ０．０００

　　：犘＜０．０１，与５ｍｍｏｌ／Ｌ组比较；＃：犘＜０．０１，与１５ｍｍｏｌ／Ｌ组

比较。

　　Ａ：５ｍｍｏｌ／Ｌ组；Ｂ：１５ｍｍｏｌ／Ｌ组；Ｃ：２５ｍｍｏｌ／Ｌ组；Ｄ：ＬＧＬＵ组。

图１　　各组ＲＯＳ荧光变化

２．３　４组Ｇ６ＰＤ活性及ＲＯＳ产量与葡萄糖培养浓度的相关

性分析　培养８ｈ后，５ｍｍｏｌ／Ｌ组、１５ｍｍｏｌ／Ｌ组及２５ｍｍｏｌ／

Ｌ组Ｇ６ＰＤ活性逐渐降低，ＲＯＳ产量亦随之减少，Ｇ６ＰＤ活性、

ＲＯＳ产量分别与葡萄糖培养浓度呈负相关（狉＝－０．９１６，犘＜

０．００１；狉＝－０．９５１，犘＜０．００１）。而 ＬＧＬＵ 组 ＲＯＳ产量及

Ｇ６ＰＤ活性与葡萄糖浓度之间无相关性。

３　讨　　论

糖尿病患者易感染部分归咎于白细胞的吞噬杀菌作用降

低。吞噬细胞的吞噬杀菌作用降低是糖尿病患者免疫功能紊

乱的主要表现之一，这为细菌的侵入及繁殖创造了有利条件。

大量研究发现，糖尿病患者血中的中性粒细胞的黏附、趋化、吞

噬和杀菌能力均显著低于正常对照组，提示其易感染性与白细

胞功能有一定的关系［４５］。有学者将糖尿病患者外周血白细胞

与葡萄糖和胰岛素一起培养可恢复其趋化性，提示其功能与糖

代谢有关。血糖控制不良的糖尿病患者，其白细胞杀菌能力明

显低于血糖控制良好者，提示白细胞内的杀菌能力与血糖控制

程度有关。但高血糖改变白细胞功能的具体机制尚未有明确

答案，目前关于该方面的国内外研究甚少。既往有学者研究发

现，与健康成人相比，糖尿病患者中性粒细胞的吞噬能力明显

下降且与血糖呈负相关关系，高糖环境是导致白细胞吞噬功能

降低的重要因素［６］。

呼吸爆发是白细胞激活后行使杀菌功能的主要途径。当

白细胞被激活后，能产生大量的 ＲＯＳ，并通过 ＲＯＳ杀死入侵

的微生物和病原体。由于在这个过程中，白细胞的耗氧量急剧

上升，甚至可达正常量的２～２０倍，葡萄糖的代谢活动也明显

增加，故将该现象称为“呼吸爆发”。ＮＡＤＰＨ作为呼吸爆发反

应的惟一供氢体，是呼吸爆发的必需物质，其产量直接影响

ＲＯＳ的产生。而ＮＡＤＰＨ的生成仅仅来源于细胞内磷酸戊糖

途径。因此，Ｇ６ＰＤ作为磷酸戊糖途径的限速酶，其活性对于

呼吸爆发的正常发挥就显得尤为重要。前期研究发现，与健康

成人比较，２型糖尿病患者存在明显的白细胞功能障碍，该结

果与既往研究结果相符［４］。在本研究中，通过离体外周血白细

胞培养再次验证了高糖培养环境对白细胞呼吸爆发功能的影

响。本研究结果发现，在培养８ｈ后，１５ｍｍｏｌ／Ｌ 组和２５

ｍｍｏｌ／Ｌ组均出现 Ｇ６ＰＤ 活性及 ＲＯＳ产量显著下降，而５

ｍｍｏｌ／Ｌ组无明显改变，ＬＧＬＵ组用２０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｌ葡萄糖

＋５ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｄ葡萄糖联合培养细胞作为高渗对照则排除

了渗透压引起各指标的改变。该结果进一步证实了上述葡萄

糖浓度增高可导致白细胞呼吸爆发功能降低的观点。本研究

还发现，随着培养基葡萄糖浓度的升高，健康成人白细胞的

Ｇ６ＰＤ活性减弱，ＲＯＳ释放量也随之下降且 Ｇ６ＰＤ活性、ＲＯＳ

产量分别与培养基葡萄糖浓度呈负相关，提示细胞吞噬杀菌功

能与其所处环境有关，高糖环境对离体培养的白细胞是一个刺

激因素，糖浓度越高刺激强度越大。因此，推测高糖环境中

Ｇ６ＰＤ活性降低导致细胞吞噬杀菌功能低下可能是糖尿病患

者易于感染的主要原因之一。目前对两者关系的研究较少，国

外仅ＡｌｂａＬｏｕｒｅｉｒｏ等
［７］对此进行了研究，发现糖尿病可导致

小鼠白细胞代谢与功能的明显改变，与正常小鼠相比，糖尿病

小鼠的中性粒细胞、巨噬细胞和淋巴细胞Ｇ６ＰＤ活性均明显降

低，提出白细胞Ｇ６ＰＤ缺乏可导致吞噬功能障碍、杀菌能力下

降及过氧化物生成减少的观点，这与 Ｍｏｕｔｓｃｈｅｎ
［８］的观点一

致。国内暂未发现类似的研究报道。本研究通过人离体细胞

培养，对葡萄糖培养浓度、白细胞Ｇ６ＰＤ活性及呼吸爆发功能

三者的内在联系进行了探讨，其结果与上述（下转第３１８６页）
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２．３　药动学参数　每例受试犬血药浓度时间数据采用计算

机３ｐ９７程序自动拟合，结果表明空腹和进食脂质状态下Ｌｆｏｘ

的药时数据均符合二室药动学模型。求得有关药动学参数见

表３。由图１、表２可见，ｔｍａｘ加快，但对ｔ１／２β、Ｃｍａｘ和ＡＵＣ０→ｔ均

无影响。

３　讨　　论

国内外早期对Ｌｆｏｘ血药浓度测定采用微生物法，由于专

属性不强，误差大。采用Ｌ／ＭＳ／ＭＳ价高，一般医院难于承受；

采用 ＨＰＬＣ测定较为准确，但 ＨＰＬＣ法在配制流动相中，配方

各有不同。本文参照文献［１４］，采用甲醇、磷酸盐缓冲液和离

子极化剂四丁基溴化铵，其比例为２５∶７５∶４，结果Ｌｆｏｘ和ＣＦ

分离良好，准确性高，其检测范围为９．７６００～０．０９７６μｇ／ｍＬ，

结果较为满意，符合实验要求。

文献报道，空腹或进食对口服Ｌｆｏｘ药动学无影响
［１１］。而

本研究结果显示，进食脂质较空腹Ｋａ、ｔ１／２Ｋａ、狋ｍａｘ、ｔ１／２β和Ｃｌ／Ｆ

（ｓ）明显改变，且（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。脂质使药物吸收速

度加快，达峰时间提前，消除延长，其原因可能是药物在脂质的

作用下，吸收迅速，达峰时间加快，更易达到组织，使药物更快

地到达血和周围组织，如文献报道［１５１６］。Ｌｆｏｘ相对分子质量

相对较小，脂溶性高，血浆蛋白结合率低，在结构上具有促进水

溶性的恶嗪环与具有适度脂溶性的 Ｎ甲基哌嗪，使其穿透性

增高，吸收不易受到食物的干扰，脂质反而促进了Ｌｆｏｘ的吸

收。就其ｔ１／２β参数而言，与空腹组间虽无显著差异，但明显延

长，也符合Ｌｆｏｘ广泛分布于组织中，被动转移消除延缓。

总之，脂质饮食同Ｌｆｏｘ同时服用，可加快Ｌｆｏｘ的吸收，而

消除减慢。提示脂质饮食对Ｌｆｏｘ的吸收和消除有一定的帮

助，有益于Ｌｆｏｘ在体内的储留，与文献［１１］有不同的见解。
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国外的研究结果相符［７８］。

结合作者的前期研究，本研究从人离体细胞培养和临床研

究两个层面对糖尿病血糖控制水平、白细胞Ｇ６ＰＤ活性及呼吸

爆发功能三者的内在联系进行了初步探讨。然而，高糖是否单

纯通过抑制Ｇ６ＰＤ活性来抑制白细胞呼吸爆发功能？是否还

通过其他机制来抑制白细胞呼吸爆发呢？高糖导致Ｇ６ＰＤ活

性降低的机制是什么？有待进一步的研究。
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