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晚期糖基化终末产物对中性粒细胞 

生物学行为的影响 

董炜 谢挺 董叫云 金曙雯 花兰女 宋菲 青春 陆树 良 
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· 难 愈 创 面 的 研 究 · 

【摘要】 目的 观察晚期糖基化终末产物(AGE)对中性粒细胞生物学行为的影响，了解皮肤组 

织中 AGE蓄积与糖尿病愈合 中异常炎性 反应 的关系 。 方 法 体外分 离培养 SD大鼠 中性 粒细胞 。 

在细胞悬液中加入不同的刺 激物 ，根据 所加物 质 分 为：对 照组 ，加 入 RPMI 1640培养 液 ：A组 ，加 入 

0．315 mg／mL AGE+RPMI 1640；B组 ，加 入 0．625 nl【g／mL AGE + RPMI 1640 ；C组 ，加 入 1．250 

mg／mL AGE+RPMI 1640。噻 唑蓝法检测 中性 粒细胞 活力 ；反转 录一PCR法 检测 L一选择 素 mRNA 表 

达 ；酶联免疫 吸附测定法检测 中性粒 细胞 弹性 蛋 白酶释放量 ；二氢 二氯 荧光 黄二醋酸盐法检测 中性粒 

细胞 内活性氧水平 。 结 果 A、B、c组 中性 粒 细胞 活 力 (0．320±0．030、0．380±0．020、0．290± 

0．010)均高于对照组(0．170±0．040，P<0．05)。各实验组 L一选择素 mRNA表达水平(A组0．95± 

0．08、B组 1．36±0．27、C组 0．50±0．26)、弹性 蛋 白酶释 放量 (A组 1．98±0．43、B组 2．50±0．43、C 

组 2．01±0．18)、活性氧水平(A组 1．64±0．20、B组 2．16±0．26、C组 3．26±0．75)也均 高于对 照组 

(此 3项指标分别为 0．36±0．26、0．91±0．21、0．72±0．15，P <0．05)。 结论 AGE能增 强中性 

粒细胞活力 ，使细胞的多种生物学行为发生改变 ，这 可能是糖 尿病异常炎性反应 的主要原 因之一 。 
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【Abstract] 0bjective To investigate the effects of advanced glycation end products(AGE)on the 
biological behavior of neutrophils in vitro ，to look for the relationship between accumulation of AGE and ab— 

normal inflammation in wound healing in diabetic mellitus patients． Methods Neutrophils were isolated 

from SD rats and incubated in vitro．The cells were divided into four groups according to difierent concentra． 

tions of AGE in cell suspension：control group(C，with treatment of RPMI一1640)，A group(with treatment 

0f 0．315 mg／mL AGE+RPMI一1640)，B group(with treatment of0．625 mg／mL AGE+RPMI一1640)，D 

group(with treatment of 1．250 i／1 g／mL AGE+RPMI一1640)．Activity of neutrophils were determined by 

M1vr colorimetric assay．Selectin—L mRNA expressions were analyzed by reversible transcription polymerase 

chain reaction(RT—PCR)technique．The levels of reactive oxygen species(ROS)in neutrophils were 

measured with DCFH—DA method．The protein concentration of neutrophil elastase(NE)was assayed by 

ELISA． Results The activity of neutrophils were obviously increased in A ，B，and D groups when corn— 

pared with that in C group[(0．170±0．040)in C group。(0．320±0．030)in A group，(0．380±0．020)in 

B group，(0．290±0．010)in D group，P <0．05]．The expression of Selectin—L mRNA in A，B，D groups 

were significantly higher than that in C group(0．95±0．08，1．36±0．27，0．50±0．26．vs．0．36±0．26，P < 

0．05，respectively)．The ROS levels in A，B，D groups was markedly higher than that in C group(1．64± 

0．20．2．16±0．26．3．26±0．75．vs．0．72±0．15，P <0．05，respectively)．The levels of NE in A，B，D 

groups were significantly increased when compared with that in C group(1．98±0．43，2．50±0．43，2．O1± 

0．18 vs 0．91±0．21．P <0．05．respectively)． Conclusion AGE can enhance the activity of neutro— 

Dhil，with change in cellular biological behaviors，which may be one of main reasons for abnormal inflamma— 

tion in wounds of diabetes mellitus patients． 
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研究表明，在无创伤 的糖尿病皮肤中可见局灶 

性的慢性炎性细胞浸润 ，创伤后皮肤组织中的炎性 

细胞呈急性弥散分布 ，而非正常创伤后所见的炎性 

反应带⋯。这提示 ，糖尿病皮肤组织 中存在着异常 

的炎性反应应答。糖尿病是 以持续高血糖为基本生 

化特征的代谢性疾病 ，长期高血糖 引发 的非酶促糖 

基化反应是主要 的代谢活动之一 ，其生化结局是局 

部高糖及 晚期糖 基化终末产 物 (advanced glycation 

end products，AGE)蓄积 。AGE具有广泛的生物学 

活性 ，通过与膜受体结合引起组织、细胞功能紊乱，已 

证实其参与了糖尿病并发症 ，包括难愈创面发生、发 

展的诸多环节 。本研究通过观察 AGE对 中性粒 

细胞生物学行为的影响，拟探讨皮肤组织 中糖基化产 

物蓄积与糖尿病创面愈合之间的关系。 

1 材料与方法 

1．1 体外制备 AGE修饰 的蛋白质 

将 1．75 g纯化的人血 白蛋 白加入到每升含 200 

mmol D一葡萄糖 、100 mg青霉素、50 mg庆大霉素 和 

1．5 mmol苯甲基磺酰氟的磷 酸盐缓 冲液 (PBS)中 ， 

于 37℃ 、体积分数 5％CO 中孵育 60 d。用不含 D一 

葡萄糖的人血白蛋 白作对照。孵育结束后 ，透析 除 

去未结合的葡萄糖 。 

1．2 细胞来源及处理 

清洁级雄性 SD大 鼠(中国医学科学 院上海 实 

验动物中心)，体质量 200～220 g，8一l0只。经腹 

主动脉采血约 10 mL，肝 素抗 凝 ，200×g离心 20 

min。收集富白细胞层 (LRP)，用 PBS稀释。在另 

一 玻璃管中依次加入 Percoll、Lymphoprep分离液各 

3 mL、LRP 5 mL，800 g离心 60 min。取第 2层细 

胞沉淀 ，经 PBS反复洗涤后 ，用 RPMI 1640培养液 

(美国 Gibco公司)重新悬浮 。锥虫蓝计数 ，调整细 

胞浓度为1×10。个／mL。根据在细胞悬液 中所加干 

预物质 的不 同分 为：对照组 ，加 入 RPMI 1640培养 

液 ；A组 ，加入 0．315 mg／mL AGE+RPMI 1640；B 

组 ，加入 0．625 mg／mL AGE + RPMI 1640；C组 ， 

加入 1．250 mg／mL AGE+RPMI 1640。各组均置于 

37℃、体积分数 5％CO，孵育箱中培养30 min。 

1．3 检测指标 

1．3．1 噻唑蓝(MTT)法检测细胞活力 将干预 

后 的中性粒细胞悬液离心后 ，接种于 96孔板。每 

孔加入 100 L MTT液 (美 国 Sigma公司)，37℃ 、 

体积分数 5％CO，孵育 4 h后 ，离心半径 18 cm，1500 

r／min离心 10 min。弃上清液 ，加入 300 L二甲亚 

砜 (美国 Sigma公司)，37℃孵育 15 min，充分振荡 

至颗粒溶解，用酶标仪(美国 Beckman公司)在波长 

570 nm处测定吸光度值。 

1．3．2 L一选择素 mRNA水平的检测 参照 Trizol 

试剂盒(美国 Gibco公司)说明书 ，提取中性 粒细胞 

总 RNA，测吸光 度值 ，定量至 25 nmol／L。反 转录一 

PCR法检测 L一选择素 mRNA表达。引物为 5 一CAC— 

CCAGAGGGACTTATGGA一3 ．5 一GTTCCATTTGCCTG— 

CATCTT一3 ，终 产 物 403 bp。PCR 反应 条 件 为： 

94℃预变性 5 min、变性 40 S，60℃退火 40 S，72℃ 

延伸 90 S，共 30个循环 。PCR产物用凝胶扫描分析 

仪(美国 Bio—Rad公司)行半定量分析。 

1．3．3 弹性蛋 白酶释放量 收集各组 中性粒细 

胞培养上清液 ，参 照酶联免疫吸附测定试 剂盒(上 

海森雄科技实业有 限公 司)说 明书 ，测定 中性 粒细 

胞弹性蛋白酶的释放量。 

1．3．4 中性粒细胞 内活性 氧水平 的检测 二氢 

二氯荧光黄二醋酸盐检测 中性粒 细胞 内活性 氧水 

平 ，操作按试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司) 

说明书进行 。 

1．4 统计学处理 

数据以 x±s表示 ，采用 SAS 6．02统计软件行 

数据处理 。均数间的两两比较采用双样本等方差假 

设 t检验。 

2 结果 

2．1 中性粒细胞活力 

经不同浓度 AGE干预 30 min后 ，各 实验组 中 

性粒细胞活力均明显增强 (P <0．05)，当 AGE浓 

度为 0．625 mg／mL时细胞活力达峰值。见图 1。 

～1I_ 
对照组 枷  嘲  咖  

图 1 晚期糖基化终末 产物 (AGE)对 各组 中性粒 细胞活 

力的影 响。A组 0．315 mg／mL AGE+RPMI 1640刺 激 ，B 

组 0．625 mg／mL AGE+RPMI 1640刺 激 ，C 组 1．250 

mg／mL AGE+RPMI 1640刺激 ：与对照组 比较 ， P <0．05 

2．2 L一选择素 mRNA的表达 

与对照组相比，各实验组 中性粒细胞 L一选择素 

mRNA的表达均上调(P <0．05)。见图 2。 
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围2 晚期糖基化终末产物(AGE)对各组中性粒细胞 L．选 

择素 mRNA表达的影响。A组 0．315 mg／mL AGE+RPMI 

1640刺激 ，B组 0．625 mg／mL AGE+RPMI 1640刺激 ，C组 

1．250 mg／mL AGE+RPMI 1640刺激 ；与对 照组 比较 ． P < 

0．05 

2．3 中性粒细胞弹性蛋白酶释放量 

AGE干预后各实验组 中性粒细胞 弹性 蛋 白酶 

释放量均高于对照组 (P <0．05)。见图 3。 
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3 讨论 

炎性反应是机体消除有害 因素的防御反应，是 

组织修复的基础 。炎性细胞通过活性氧及酶类的释 

放等机制 ，产生抗菌和清除坏死组织等一系列效应， 

同时通过自分泌、旁分泌等方式分泌多种细胞因子 

* 
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图 4 晚期糖基化终末产物 (AGE)对各组 中性粒 细胞细胞 

内活性 氧水平 的影响。数据 以二 氢二氯荧 光黄二 醋酸盐荧 

光值表示；A组 0．315 mg／mL AGE+RPMI 1640刺激 ，B组 

0．625 mg／mL AGE+RPMI 1640刺 激 ，C组 1．250 mg／mL 

AGE+RPMI 1640刺激 ；与对照组 比较 ． P <0．05 

介导修复过程的序贯发生 ，适度 的炎性反应在创 面 

修复中具有积极的意义。但炎性反应过程中激活和 

释放的炎性介质也可造成组织损伤。因此 ，炎性反 

应被称为一把“双刃剑” 。 

L一选择素作为黏 附分子家族 中的重要成员 ，有 

助于中性粒细胞在损 伤部位 的募 集 。本实验 结 

果表明，AGE可 以显著促进 中性粒 细胞 L一选择 素 

mRNA的表达。我们前期的实验 也观察到，正常皮 

肤创伤后在坏死组织和正常组织之间可见清晰的以 

中性粒细胞浸润为主的炎性反应带 ，而糖尿病皮肤 

伤后表现为中性粒细胞 弥散分布的组织学改变⋯ 。 

我们认 为，这可能与 AGE通过上调中性粒细胞膜表 

面黏附分子的表达 ，使得 中性粒细胞 的迁移趋化功 

能亢进有关 。中性粒细胞迁移趋化功能亢进使其不 

仅对创伤局部的坏死组织和细胞因子等趋化因素产 

生应答，而且可能对于皮肤组织 中存在的经糖基化 

修饰 的蛋 白质等也表现 出过度的反应，从而呈 现弥 

散分布的组织学特征。 

正常机体 中，适度的氧化应激反应 和适量的蛋 

白水解酶的释放 ，是 中性 粒细胞发挥其正常功 能的 

体现，但过度的氧化应激反应和蛋白水解酶 的释放 

则会引起组织损伤。一些活性氧成分能通过脂质过 

氧化作用破坏细胞 DNA结构 ，氧化蛋白质 中的巯基 

基团即降解细胞外基质成分 ，破坏细菌关键蛋白质 、 

脂质 、血红蛋白及核 酸成分 ，最终导致细胞死亡 。 

中性粒细胞所含的中性蛋白水解酶可消化多种生物 

活性物质 ，降解 细胞壁和细胞膜 ，增加 细胞毒性作 

用。本实验结果显示 ，与正常状态 比较 ，AGE提高 

了中性粒细胞的氧化应激水平 ，同时诱导细胞释放 

过量的弹性蛋白酶 ，这些异 常改变不仅不利于组织 

修复的顺利进行 ，而且将加重组织损伤。中性粒细 
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胞介导的炎性反应强度不仅决定 于细胞 的趋化 、黏 

附、分泌等功能 ，也与细胞本身的活力密切相关。本 

实验显示，AGE干预后 中性 粒 细胞 的活力显 著增 

强 ，提示 AGE可以导致 中性粒细胞在数量和功能上 

过度活化 ，共同参与组织损伤。研究表明 ，糖尿病患 

者存在所谓的“亚临床炎性反应”，患者并没有明显 

的炎性反应表现 ，但是其血液 中的炎性 因子含量超 

过正常人 。本研究证实 ，经糖基化产物导致的中 

性粒细胞生物学行为的改变 ，可能是介导糖尿病异 

常炎性反应的主要因素之一 ，而这一系列异常炎性 

反应 ，也是糖尿病 皮肤 “隐性 损害”的发 生机制之 

一

，将导致创伤后创面难以愈合。 

值得注意的是 ，本 实验条件下 ，AGE对 中性 粒 

细胞功能的影响并非均一地呈现剂量依赖性 。这种 

现象提示 ，AGE对中性粒细胞的影 响可能存在某个 

阈值 ，即当体内糖基化产物蓄积达到一定程度时，即 

可导致中性粒细胞 的功能异常。 
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第六届全国创伤修复(愈合)与组织再生学术交流会征文通知 

由中华医学会创伤学分会组织修复学组主办、苏州市医学会和苏州大学附属第一医院承办的第六届全国创伤修复(愈 

合 )与组织再生学术交流会定于 2008年 l0月 24～27 13在江苏苏州举行 。 

征文内容：创(烧)伤修复与组织再生的基础研究与临床治疗，创(烧)伤修复失控的基础研究与临床治疗，高新技术与创 

伤修复和组织再生，传统医学与创伤修复与组织再生，内脏损伤发生机制与修复，机体其他部位的损伤与修复，与修复有关的 

护理问题，与修复相关的其他医药产业化等 ，与修复及再生有关的伦理遗传与法规 ，与组织修复及再生有关的管理与教育等。 

征文要求：未曾发表过论文或摘要 1份，摘要 500字以内，摘要内容按文题、目的、方法、结果、结论顺序排列。来稿注明作 

者单位及邮编、城市 、作者姓名。请邮寄打印稿并盖公章，信封上注明会议征文同时附寄该文的软盘，或发送电子邮件。拟参 

加优秀论文评选者，另附第一作者年龄、职务与职称。符合发表要求的论文将优先发表在国家级统计源期刊。截稿 13期：2008 

年 7月 3l 13。证书颁发：参加会议者授予国家级 I类继续教育学分 10分。 

收稿地址：江苏省苏州市苏州大学附属第一医院烧伤整形外科李永林主任，邮编：215006，电子邮件：yonglinl@hotmail．com 

或 sdfyyqq@ 163．com。联 系电话 ：0512—67780113，67780120 

中华医学会创伤学分会组织修复学组 

更正启事 

发表于本刊2007年第 23卷第 6期《肠内营养添JJn-~氨酰胺对烧伤患者的免疫调理作用》一文中，营养方案的补给量应为 

“直 至 2—3 L／d”，特此更正 。 

本刊编辑部 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?


