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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨胰岛素对 SD 大鼠平滑肌细胞表达基质金属蛋白酶 9(MMP鄄9)、组织抑制因子 1(TIMP鄄1)
以及内皮细胞表达可溶性 E鄄选择素(sES)的影响。 方法摇 原代培养 SD 大鼠颈内动脉平滑肌细胞及主动脉内皮细

胞,用不同剂量的胰岛素作用后,以酶联免疫吸附实验(ELISA)分别测定上清液 MMP鄄9、TIMP鄄1 及 sES 的水平。 结

果摇 与对照组(无胰岛素)相比,胰岛素组 MMP鄄9 及 sES 水平显著增高,TIMP鄄1 则显著降低(P < 0郾 05)。 经 Pearson
相关分析显示,胰岛素浓度与 MMP鄄9( r = 0郾 815,P < 0郾 001)及 sES( r = 0郾 841,P < 0郾 001)呈正相关,与组织抑制因子

1( r = - 0郾 740,P < 0郾 001)呈负相关。 结论摇 胰岛素促进 SD 大鼠平滑肌细胞 MMP鄄9 及内皮细胞 sES 表达,抑制平

滑肌细胞 TIMP鄄1 表达,并呈剂量依赖性。
[中图分类号] 摇 R543郾 3 [文献标识码] 摇 A
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of insulin on expression of MMP鄄9,TIMP鄄1 and sES. 摇 Methods摇
Primary cultured smooth muscle cells from the internal carotid artery and endothelial cells from the aorta of SD rats treated
with different doses of insulin,MMP鄄9, TIMP鄄1 and sES released by cells into medium were quantified by ELISA. 摇 Re鄄
sults摇 摇 MMP鄄9 and SES levels were higher in insulin group compared with control group,while TIMP鄄1 was less than con鄄
trol group(P < 0郾 05). 摇 Significant positive correlation was observed between insulin and MMP鄄9( r = 0郾 815,P < 0郾 001)as
well as sES( r = 0郾 841,P < 0郾 001), negative correlation was observed between insulin and TIMP鄄1 ( r = - 0郾 740,P <
0郾 001). 摇 Conclusion摇 Insulin augmented the secretion of SES and MMP鄄9, attenuated the secretion of TIMP鄄1 in de鄄
pendence on the concentration.

摇 摇 基质金属蛋白酶家族(matrix metallo鄄proteina鄄
ses,MMP)是一系列对细胞外基质各种成分有降解

作用的酶类,可以降解动脉壁组织中的胶原及弹力

蛋白成分,造成动脉壁重塑,进而使动脉壁逐渐扩

张形成动脉瘤[1鄄3]。 E 选择素是选择素家族的一员,
是在炎症过程中最初出现的黏附分子。 已有报道

基质 金 属 蛋 白 酶 9 ( matrix metalloproteinase鄄9,
MMP鄄9)及 E 选择素(E鄄selectin,sES)可能与主动脉

瘤及冠状动脉扩张的发生有关[4鄄13]。 组织抑制因子

1(tissue inhibitor of metalloproteinase鄄1,TIMP鄄1)能够

抑制 MMP鄄9 的作用[1]。 临床研究发现,与非冠状动

脉扩张病人相比,冠状动脉扩张病人血浆胰岛素水

541CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2016 年第 24 卷第 2 期



平更高[14],胰岛素能否促进冠脉扩张的形成尚不清

楚。 在本研究中,我们将观察胰岛素对 SD 大鼠颈

内动脉平滑肌细胞 MMP鄄9、TIMP鄄1 及及主动脉内皮

细胞可溶性 E 选择素(soluble E鄄selectin,sES)表达

的影响。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料

SD 大鼠(6 ~ 12 月龄)雌雄不限,无既往病史,
喂养于湿度和温度适中、饮食良好的环境,均由南

华大学实验动物中心提供。 所有动物实验经南华

大学伦理委员会批准。 酶联免疫分析试剂盒分别

为 sES(奥地利 Bender鄄Medsystems 公司),MMP鄄9 和

TIMP鄄1 (美国 Quantikine 公司) ,分光度以 Bio鄄tech
酶标仪测定(A450nm,芬兰)。 根据标准管光密度

值制定标准曲线 ,由标准曲线计算样品 sES、MMP鄄9
及 TIMP鄄1 含量。
1郾 2摇 细胞培养和处理

因中动脉富含平滑肌细胞,血管平滑肌细胞选

用 6 ~ 12 个月龄 SD 大鼠颈内动脉,严格无菌条件

下取单侧颈内动脉,加入 5 mL 含 0郾 1%玉型胶原酶

(美国 Sigma 公司)的无血清 DMEM 培养液,4益过

夜,收集细胞加入含 10% 胎牛血清(美国 Gibcol 公
司)的 DMEM 培养液,置 37益,5% CO2 培养箱中培

养。 细胞生长达 80%融合时吸出培养液,进行胰酶

消化传代,经鉴定后第 2 ~ 3 代用于实验。 本研究中

内皮细胞选用 SD 大鼠主动脉内皮细胞。 无菌条件

下取 SD 大鼠主动脉,将其浸泡于含 1 伊 106 U / mL
肝素钠和 20% FBS 的 DMEM 培养基中。 去除残余

的血管鞘脂肪和结缔组织,剪成宽约 2 ~ 3 mm 的血

管环,置于 2%明胶预包被的培养皿中,加入含 20%
FBS, 1 伊 105 U / L 青霉素 G, 100 mg / L 链霉素, 1 伊
105 U / L 肝素钠的 DMEM 培养基,置于 5% CO2(V /
V)、37益培养箱中进行培养,待细胞长至 80% 鄄90%
融合时,进行胰酶消化传代,经鉴定后第 2 ~ 3 代用

于实验。
1郾 3摇 细胞的鉴定与纯化

血管内皮细胞原代及传代培养过程中,可以诱

导成为平滑肌样细胞,因而在培养内皮细胞过程中

需仔细鉴定并纯化后再开展实验研究。 本研究采

用细胞形态学结合免疫细胞荧光的方法鉴定内皮

细胞和平滑肌细胞。 内皮细胞覆盖在血管腔面,呈
单层排列,血管平滑肌细胞在动脉内呈多层排列。
体外培养时内皮细胞成典型的铺路石样生长,平滑

肌细胞呈 “峰鄄谷冶 样生长。 同时内皮细胞表达

CD31, CD31 抗体针对的是抗原的胞浆段,故免疫

细胞荧光检测呈胞浆鲜红色,平滑肌细胞表达 琢鄄
SMA 和 SM22琢,这两种抗原均表达在平滑肌细胞的

肌丝上,故在免疫细胞荧光染色上,呈现出肌丝的

形态,沿细胞的长轴排列(图 1)。

图 1. 细胞在显微镜下形态(600 伊物镜)摇 摇 A 为平滑肌细胞,B 为内皮细胞。

Figure 1. Appearance of cells under Microscope.

1郾 4摇 统计学方法

应用 SPSS 18郾 0 统计软件包进行统计分析。 计

量资料用x 依 s 表示。 多个样本均数比较用单因素

方差分析,两组间比较用 LSD鄄t 检验,用 Pearson 相

关分析检验两变量之间关系,以 P < 0郾 05 表示差异

有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 胰岛素对大鼠颈内动脉平滑肌细胞 MMP鄄9 和

TIMP鄄1 的影响

SD 大鼠颈内动脉平滑肌细胞在血糖浓度为 10
mmol / L 的培养基培养 1 天后,用不同浓度的胰岛素
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直接作用 30 min 后,测定不同胰岛素浓度下 MMP鄄
9、TIMP鄄1 的水平。 与对照组(无胰岛素)比,胰岛素

组 MMP鄄9 的浓度显著增高 (图 2A),而 TIMP鄄1 的

浓度显著降低(图 2B)。 为排除血糖的干扰,将平

滑肌细胞在无糖培养基培养 1 天后,用不同浓度的

胰岛素直接作用于细胞 30 min 后,测定不同胰岛素

浓度下 MMP鄄9 和 TIMP鄄1 的水平。 与对照组(无胰

岛素培养基)比,胰岛素组 MMP鄄9 的浓度显著增高

(图 2C),而 TIMP鄄1 的浓度显著降低(图 2D)。

图 2. 胰岛素对 SD 大鼠平滑肌细胞MMP鄄9、TIMP鄄1 表达的影响摇 摇 A 和 B 培养基中血糖浓度为 10 mmol / L,C 和 D 为无糖培养基。
a 为 P < 0郾 05,与无胰岛素组相比;n = 3。

Figure 2. Effect of insulin on expression of MMP鄄9 and TIMP鄄1 in SD rats smooth muscle cells

2郾 2摇 胰岛素刺激 SD 大鼠主动脉内皮细胞 sES 分泌

SD 大鼠主动脉内皮细胞在血糖浓度为 10
mmol / L 的的培养基培养 1 天后,用不同浓度的胰岛

素直接作用 30 min 后,测定不同胰岛素浓度下 sES
的含量。 与对照组(无胰岛素)比,胰岛素组 sES 的

浓度显著增高 (图 3A)。 为排除血糖的干扰,将内

皮细胞在无糖培养基培养 1 天后,用不同浓度的胰

岛素直接作用于细胞 30 min 后,测定不同胰岛素浓

度下 sES 的水平。 与对照组(无胰岛素培养基)比,
胰岛素组 sES 的浓度显著增高 (图 3B)。

图 3. 胰岛素对大鼠内皮细胞 sES 表达的影响摇 摇 A 培养基中血糖浓度为 10 mmol / L,B 为无糖培养基。 a 为 P < 0郾 05,与无胰岛素组相

比,n = 3。

Figure 3. Effect of insulin on expression of sES in SD rats endothelial cells
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2郾 3摇 胰岛素对 MMP鄄9、 sES 和 TIMP鄄1 表达的影响

呈剂量依赖性

经 Pearson 相关分析显示,胰岛素与 MMP鄄9( r
= 0郾 815,P < 0郾 001,n = 24)及 sES( r = 0郾 841,P <
0郾 001,n = 24)呈正相关(图 4A 和图 4C),与 TIMP鄄1

( r = - 0郾 740,P < 0郾 001,n = 24)呈负相关(图 4B)。
为探讨 MMP鄄9、TIMP鄄1 和 sES 水平随时间变化情

况,分别在 30 min、2 h、24 h 测定各指标值,结果显

示在 2 h、24 h 时 MMP鄄9 及 sES 水平明显高于对照

组(30 min),TIMP鄄1 则显著降低(图 4D)。

图 4. 胰岛素浓度与MMP鄄9、TIMP1 及 sES 的相关性(ABC)时间对MMP鄄9、TIMP鄄1 及 sES 分泌的影响(D)。 摇 摇 a 为 P <
0郾 01,与对照组相比,n = 3。

Figure 4. Correlation between insulin and MMP鄄9,TIMP1,sES. Time course studies on MMP鄄9,TIMP1 and sES

3摇 讨摇 论

MMP鄄9 能够降解芋、郁型胶原酶, 纤维连接蛋

白和层黏连蛋白,使细胞外基质增加,并导致弹性

肌层破坏降解,进而引起血管顺应性扩张能力增

强,导致血管扩张。 MMP鄄9 在主动脉瘤及冠状动脉

扩张的发生中发挥了重要作用[7鄄8,11,15鄄17]。 ES 作为

黏附分子选择素家族成员之一,其主要介导中性粒

细胞、单核细胞、嗜酸性细胞和血小板与内皮细胞

的黏附。 研究报道 ES 可能参与冠状动脉扩张形成

的病理过程[5鄄6,18],sES 是内皮细胞膜表面 ES 表达

后 24 h 内释放入血的。 MMP鄄9 与 TIMP鄄1 能够反映

平滑肌细胞的受损情况,sES 能反映内皮受损及炎

症向中膜的侵犯,选择这三个指标作为检测的标志

物,能够反映炎症对血管壁的损伤。
我们发现,胰岛素能刺激 MMP鄄9 的分泌,这与

Fischoeder 等[19] 的研究结果一致。 Arne 等将不同

剂量的胰岛素作用于人单核细胞,证明胰岛素能促

进 MMP鄄9 分泌,并具有浓度依赖性[19]。 胰岛素与

血糖有交互作用,为排除血糖的干扰,我们在无糖

环境下观察胰岛素对 MMP鄄9、TIPM1 及 sES 分泌的

影响,证明胰岛素能独立影响 MMP鄄9、TIPM1 及 sES
的表达。

Murase 等[14] 通过比较患有冠状动脉扩张与非

冠状动脉扩张的家族性高胆固醇血症患者,发现冠

状动脉扩张组的血浆胰岛素水平显著高于非冠状

动脉扩张组,但两者的血糖水平无明显差异,提示

胰岛素可能参与血管扩张的形成。
研究已证明若积极补充胰岛素可延缓冠状动

脉弥漫性狭窄病变的进程[20鄄21],是否与胰岛素升高

MMP鄄9 / TIMP鄄1 及 sES 有关尚不清楚。 在临床中,
我们发现,低血浆胰岛素水平的糖尿病患者合并有

冠心病时,其冠状动脉虽也表现为弥漫性狭窄及广

泛钙化,却极少见到冠状动脉扩张病变,我们推测

低胰岛素降低了 MMP鄄9 及 sES 的表达,进而避免冠

状动脉病变向扩张方向发展。
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基于本实验仅是一个初步性的探究,因而我们

仅检测了胰岛素对细胞分泌功能的影响,以期为我

们后续的研究提供一定的理论依据。 本实验结果

表明胰岛素能独立影响 SD 大鼠血管平滑肌细胞

MMP鄄9、TIPM1 及内皮细胞 sES 的表达,并在一定浓

度范围内呈剂量依赖性;但胰岛素对血管平滑肌细

胞及内皮细胞的其它功能是否有一定影响,以及其

作用机制如何这些尚不清楚。 接下来我们将深入

探讨胰岛素对平滑肌细胞的增殖、迁移或分化等相

关功能的影响及对内皮细胞结构、炎症等的影响,
必要时完善其作用机制的研究,并进一步在动物体

内加以证实,从而为冠状动脉扩张及弥漫性狭窄病

变的治疗提供新的方向。
胰岛素促进小鼠颈内动脉平滑肌细胞 MMP鄄9

及 SD 大鼠主动脉内皮细胞 sES 表达,抑制小鼠颈

内动脉平滑肌细胞 TIMP鄄1 的表达,并呈剂量依

赖性。
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