
的改善[15]。
综上,基于糖尿病视网膜病变围术期敏感指标体

系的干预,可有效控制患者血糖,提高患者配合度,促
进视力恢复,减少并发症,并提高患者对服务的满意

度,提升整体服务质量。
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不同浓度游离脂肪酸对HA-VSMC增殖活性的影响*
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  摘 要:目的 探讨不同浓度的游离脂肪酸(FFA)对人主动脉血管平滑肌细胞(HA-VSMC)增殖活性的影

响。方法 体外培养HA-VSMC,采用不同浓度的FFA(25、50、100、200、300、400、500、600
 

μmol/L)处理 HA-
VSMC

 

24、48
 

h,同时以未经处理的HA-VSMC作为对照组;通过倒置显微镜观察细胞形态学变化,用 MTT法

和EdU荧光染色法两种方法检测FFA对 HA-VSMC存活率和增殖活性的影响。结果 100、200和400
 

μmol/L组较对照组HA-VSMC存活率和增殖活性均明显增强;500、600
 

μmol/L组较对照组 HA-VSMC存活

率和增殖活性均明显减低;各实验组中400
 

μmol/L组 HA-VSMC存活率和增殖活性最强。
 

结论 低浓度的

FFA(≤400
 

μmol/L)能诱导HA-VSMC增殖,且有时间和剂量依赖性。
关键词:游离脂肪酸; 人主动脉血管平滑肌细胞; 存活率; 增殖
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  游离脂肪酸(FFA)又称非酯化脂肪酸,大部分 FFA与清蛋白结合存在于血液中,正常情况下血清
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FFA含量很少。血清中FFA水平与脂类代谢、糖代

谢、内分泌功能有关。在某些病理状态(如糖尿病、代
谢综合征和脂代谢紊乱)下,血清FFA水平升高。过

高的FFA水平引起的高FFA血症与代谢综合征、动
脉粥样硬化、急性冠脉综合征、心力衰竭等疾病的发

生和发展显著相关[1]。FFA是导致氧化应激的物质

之一[2],其水平升高引起的氧化应激是心血管疾病尤

其是糖尿病大血管病变的主要原因。有研究发现,

FFA通过多种途径诱导血管内皮细胞功能紊乱和血

管平滑肌细胞(VSMC)增生,促进血管疾病的发生发

展[3-4]。本研究通过培养的人主动脉血管平滑肌细胞

(HA-VSMC),了解不同浓度FFA和不同作用时间对

HA-VSMC增殖活性的影响。

1 材料与方法

1.1 材料来源 正常HA-VSMC购买自美国ATCC
细胞库;胎 牛 血 清 购 买 自 杭 州 四 季 青 生 物 公 司;

DMEM培养基、棕榈酸和 MTT试剂购买自美国Sig-
ma公司;0.25%胰蛋白酶和磷酸盐缓冲液(PBS)购买

自北京索莱宝生物公司;无游离脂肪酸胎牛血清清蛋

白购买自上海生工生物公司;5-乙炔基-2'脱氧尿嘧啶

核苷(EdU)荧光染色试剂盒购买自广州锐博生物公司;

DMSO购买自碧云天生物公司。Thermo􀆿RMK3型酶

标仪购买自上海普林斯顿生物科技发展有限公司;

RIX71-A12FL/PH型荧光倒置显微镜购买自日本 O-
lympus公司。

1.2 方法

1.2.1 HA-VSMC的体外培养 将 HA-VSMC接

种于 含 10% 胎 牛 血 清、100
 

U/mL 青 霉 素 和 100
 

μg/mL链霉素的DMEM 培养基的100
 

mm 细胞培

养皿中,于37
 

℃、50%CO2 饱和湿度条件下培养,根
据细胞生长状况每1~2天更换培养液1次,当细胞

在对数生长期时,用于实验。

1.2.2 MTT法检测细胞存活率 (1)0.25%胰蛋白

酶消化对数生长期的 HA-VSMC;(2)PBS吹打,收集

于15
 

mL离心管中以1
 

000
 

r/min离心5
 

min;(3)弃
去PBS后加入含10%胎牛血清的DMEM 培养液吹

打成单细胞悬液后细胞计数;(4)以1.4×105 个/毫

升密度接种于96孔板,空白组只加培养液和DMSO,
对照组和实验组加培养液、MTT、DMSO,每组设5个

复孔,待细胞贴壁后,在实验组中加含不同浓度FFA
(25、50、100、200、300、400、500、600

 

μmol/L)的

DMEM完全培养液孵育24、48
 

h;(5)每孔加20
 

μL
 

5
 

mg/mL的 MTT溶液后继续孵育4
 

h,弃培养液,每
孔加150

 

μL
 

DMSO,振荡10
 

min;(6)用酶标仪在490
 

nm波长处测吸光度(A)值,计算细胞存活率,细胞存

活率=(A实验组-A空白组)/(A对照组-A空白组)。以上步

骤1~4均在无菌条件下进行。

1.2.3 EdU荧光染色法检测细胞增殖活性 (1)96
孔板接种和处理细胞同1.2.2所述;(2)每孔加入100

 

μL
 

50
 

μmol/L的EdU培养基孵育2
 

h,弃培养基;(3)

PBS清洗2次,每次5
 

min;(3)每孔加入50
 

μL
 

4%多

聚甲醛室温固定30
 

min,弃固定液;(4)每孔加入50
 

μL
 

2
 

mg/mL甘氨酸,脱色摇床孵育5
 

min,弃甘氨酸

液;(5)每孔加入100
 

μL渗透剂(0.5%Triton
 

X-100
的PBS)渗透10

 

min;PBS洗1次,5
 

min;(6)每孔加

入100
 

μL
 

1×Apollo􀆿488荧光染料避光、室温、孵育

30
 

min后,弃染色反应液;(7)每孔加入100
 

μL渗透

剂(0.5%Triton
 

X-100的PBS)脱色摇床清洗3次,每
次10

 

min,弃渗透剂;(8)每孔加入100
 

μL甲醇清洗2
次,每次5

 

min;PBS清洗1次,每次5
 

min;(9)每孔加

入100
 

μL
 

Hoechst33342反应液避光、室温孵育30
 

min,弃染色反应液;(10)每孔加入100
 

μL后PBS清

洗1~3次后用荧光显微镜(蓝光激发)观察并拍照记

录结果。

1.3 统计学处理 采用SPSS17.0软件进行数据处理

及统计分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,
多组间比较采用单因素方差分析,两组间比较采用独立

样本t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 不同浓度FFA对 HA-VSMC形态学的影响 
不同浓度FFA对 HA-VSMC形态学的影响见图1,

100、200和400
 

μmol/L组较对照组 HA-VSMC浓

密,紧贴细胞瓶底,细胞间连接紧密且有剂量依赖性;

500、600
 

μmol/L组较对照组 HA-VSMC稀疏,开始

出现凋亡的形态学改变。

2.2 不同浓度FFA处理后 HA-VSMC存活率 采

用不同浓度FFA处理 HA-VSMC
 

24和48
 

h后检测

细胞存活率,结果显示,处理24
 

h后,100、200、300、

400、500、600
 

μmol/L组存活率均高于对照组(P<
0.01);处理48

 

h后,50、100、200、300、400、500、600
 

μmol/L组存活率均高于对照组(P<0.01)。两个时

间段400
 

μmol/L组存活率均最高。见表1。

2.3 EdU 荧光染色法检测不同浓度FFA 对 HA-
VSMC增殖活性的影响 EdU 荧光染色法结果显

示,100、200和400
 

μmol/L组较对照组 HA-VSMC
增殖活性明显增强;500和600

 

μmol/L组较对照组

HA-VSMC 增 殖 活 性 明 显 减 低;各 实 验 组 中 400
 

μmol/L组HA-VSMC增殖活性最强。见图2。
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  注:A~F分别表示对照组及100、200、400、500、600
 

μmol/L组 HA-VSMC培养48
 

h形态。

图1  不同浓度FFA对 HA-VSMC形态学的影响(×400)

  注:A、B、C、G、H、I分别为对照组及100、200、400、500、600
 

μmol/L组 Hoechst染色结果;D、E、F、J、K、L分别为对照组及100、200、400、500、

600
 

μmol/L组EdU染色结果。

图2  不同浓度FFA对 HA-VSMC增殖活性的影响(×400)
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表1  不同浓度FFA处理后 HA-VSMC存活率(%)

组别 24
 

h 48
 

h

对照组 100.00±0.00 100.00±0.00

25
 

μmol/L组 106.17±3.13 106.67±4.59

50
 

μmol/L组 108.50±2.88 111.50±10.39*

100
 

μmol/L组 113.00±4.00* 117.67±5.01*

200
 

μmol/L组 124.17±6.52* 132.83±6.05*

300
 

μmol/L组 136.33±9.31* 140.17±6.08*

400
 

μmol/L组 145.17±13.66* 146.17±8.38*

500
 

μmol/L组 121.00±7.93* 140.00±8.25*

600
 

μmol/L组 112.33±8.64* 115.17±10.65*

  注:与对照组比较,*P<0.01。

3 讨  论

心脑血管疾病已成为危害中国及世界人口健康

的“第一杀手”,如何提高心脑血管疾病的诊治和预防

水平已成为迫切需要解决的重大医学和社会问题。
近年来研究发现,FFA与血管病变的发生、发展紧密

相关[5],FFA在诱导血管炎症和动脉粥样硬化中起重

要作用,脂代谢紊乱产生大量FFA参与动脉粥样硬

化的形成[6-7],2型糖尿病、糖耐量减低、肥胖、代谢综

合征等患者血清FFA水平显著升高[8]。FFA水平的

升高刺激血管壁细胞发生一系列应答反应,其中引起

的内皮细胞活化和VSMC增殖和迁移是最显著的[9]。

VSMC开始增殖并朝着血管内腔迁移,从而引起血管

壁的增厚及狭窄产生动脉粥样斑块,可导致冠心病及

中风等严重临床后果[10]。
本实验采用不同浓度的FFA处理 HA-VSMC,

尝试在体外建立FFA对血管作用模型,用MTT法和

EdU荧光染色法来观察 HA-VSMC存活率和增殖活

性。MTT法是一种检测细胞存活和生长的方法,其
检测原理为活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外

源性 MTT还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲瓒,并沉

积在细胞中,而死细胞无此功能。EdU是一种胸腺嘧

啶核苷类似物,其炔羟基团在天然化合物中很少见,
在细胞增殖时能够插入正在复制的DNA分子中,基
于EdU与染料的共轭反应可以进行高效快速的细胞

增殖检测分析,可以有效地检测处于S期的细胞数。

EdU荧光染色法可直接通过DNA复制检测细胞增

殖,该方法简单、灵敏、快速、准确,适合各种细胞系和

动物体内组织器官的细胞增殖检测,目前在细胞增殖

方面的应用逐渐增多[11]。本研究发现,低浓度的

FFA(≤400
 

μmol/L)能诱导 HA-VSMC增殖,且有

时间和剂量依赖性,随着浓度的增高和时间的延长,
细胞增殖活性增强;高浓度的FFA(>500

 

μmol/L)
能使HA-VSMC增殖减弱并出现凋亡的形态改变。

近几十年中,心脏病学家在研究动脉粥样硬化、
冠心病机制及冠心病预防的临床试验中发现,多种炎

症细胞、炎症介质参与了动脉粥样硬化 和 血 栓 形

成[10]。研究认为,血管病变是一种慢性炎症反应性疾

病。炎症过程中涉及多种因素以不同的形式参与血

管疾病的发生、发展[10]。高啸波等[12]也发现,FFA能

引起HA-VSMC表达单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1),

TLR4/核因子(NF)-κB信号通路介导了软脂酸诱导

的HA-VSMC的 MCP-1基因表达。以上研究结果说

明,FFA引起的HA-VSMC增殖可能与FFA引起的

血管无菌性炎症有关,这为临床通过抗炎治疗动脉硬

化等血管疾病提供了新思路和实验依据,具体机制有

待进一步研究。
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  摘 要:目的 探讨妊娠期糖尿病(GDM)患者不同孕期同型半胱氨酸(Hcy)水平的变化及临床应用价值。
方法 选取2018年1月至2020年12月于该院产检并住院分娩的71例GDM产妇作为GDM组,另选取该院

同期80例健康产妇作为对照组。分别在孕早期、孕中期和孕晚期采用速率法检测血清 Hcy水平,免疫透射比

浊法测定血胱抑素C(Cys-C)、β2 微球蛋白(β2-MG)、视黄醇结合蛋白(RBP)水平。比较两组及不同孕期GDM
患者各生化指标的水平;并根据GDM组是否发生微血管病变进行分组,比较两组各生化指标水平及不良妊娠

结局发生情况。结果 GDM 组 Hcy、Cys-C、β2-MG及 RBP水平在孕早期、孕中期及孕晚期均高于对照组

(P<0.05);GDM组Hcy、Cys-C、β2-MG及RBP水平,在不同孕期间的变化差异有统计学意义(P<0.05);伴

有微血管病变的GDM患者Hcy、Cys-C水平及不良妊娠结局发生率均明显高于未伴有微血管病变的GDM 患

者(P<0.05)。结论 Hcy、Cys-C、β2-MG水平随着孕周的增加呈上升趋势,孕晚期 Hcy、Cys-C水平与GDM
患者的微血管病变及不良妊娠结局可能相关,监测GDM 患者孕期 Hcy、Cys-C水平对预测肾损伤、微血管病

变、妊娠结局均有一定的临床价值。
关键词:妊娠期糖尿病; 不同孕期; 同型半胱氨酸; 临床价值
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  妊娠期糖尿病(GDM)是确认妊娠后,首次发现的

各种程度的糖耐量减低或糖尿病。它的发病率在孕

期女性中达5%,并逐年增高,若不及时控制血糖则可

能引发不良妊娠结局[1]。GDM的病因和发病机制极

为复杂,至今未完全阐明。妊娠期糖代谢的主要特点

是葡萄糖需要量增加、胰岛素抵抗加重和胰岛素分泌

相对不足,这可能导致部分妊娠期女性发生 GDM。
血清同型半胱氨酸(Hcy)水平的增加,除已被证实是

心血管疾病的危险因素外,也有研究表明其与GDM
有关[2]。在妊娠期间,Hcy水平较高的GDM女性,其
产后有较高的风险发展成为糖尿病。Hcy水平升高

可导致机体血管内皮细胞受损,使缩血管因子内皮素

的分泌增加,进而引起妊娠期高血压的发生。Hcy还

与GDM 病变程度及不良妊娠结局有着密切的关

系[2-3]。但是Hcy在不同孕期的变化鲜有报道。本研

究通过对本院71例GDM患者血清 Hcy水平的监测

和分析,探讨和评估不同孕期血清Hcy水平的变化及

其临床应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年1月至2020年12月在

本院门诊进行建卡产检并住院分娩的GDM 产妇71

例作为GDM组,年龄22~39岁,平均(31.97±4.72)
岁;孕周32~41周,平均(37.97±1.69)周。再选取

同期在本院进行产检并分娩的80例健康产妇作为对

照组,年龄21~38岁,平均(30.91±3.87)岁;孕周

34~41周,平均(38.13±1.85)周。两组在孕周、年龄

比较差异均无统计学意义(P>0.05)。
1.2 纳入和排除标准 (1)均在妊娠24~26周进行

葡萄糖耐量测试(OGTT),符合2011版原国家卫生

部规定的GDM诊断标准[4];(2)年龄20~40岁,并为

单胎妊娠;(3)首次检查孕周在8~12周;(4)所有研

究对象知情同意,本研究通过本院伦理委员会批准。
排除标准:有糖尿病家族史;合并心血管系统疾病及

其他内科疾病。
1.3 仪器与试剂 仪器采用罗氏C702全自动生化

分析 仪,β2 微 球 蛋 白(β2-MG)试 剂 盒(试 剂 批 号

20062106)购 自 北 京 德 曼 公 司,Hcy(试 剂 批 号

200327)、胱抑素C(Cys-C)(试剂批号200309)、视黄

醇结合蛋白(RBP)(试剂批号20200311)试剂盒购自

北京九强公司,操作均按照试剂盒说明书进行,并做

好相应的质量控制。
1.4 方法
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