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高糖对大鼠结肠平滑肌细胞表达内源性胰岛素样生长因
子1的影响
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■背景资料
糖尿病胃肠动力
障碍与胃肠自主
神经、Cajal间质
细胞及平滑肌细
胞 病 变 相 关 ,  胰
岛 素 样 生 长 因
子-1(IGF-1)可促
进平滑肌细胞分
化、增殖, 并保护
Cajal间质细胞, 该
因子缺乏是本疾
病病理基础之一. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of high glucose 
on the expression of endogenous insulin-like 
growth factor-1 (IGF-1) in rat colonic smooth 
muscle cells (SMCs). 

METHODS: Rat colonic SMCs were separated, 
cultured, identified by immunofluorescence stain-
ing of α-actin, and divided into three groups: nor-
mal glucose group (5.5 mmol/L glucose), man-
nitol control group (5.5 mmol/L glucose plus 19.5 

mmol/L mannitol) and high glucose group (25 
mmol/L glucose). After treatment, cell prolifera-
tion was determined using Cell Counting Kit-8, 
and cell cycle analysis was performed by flow 
cytometry. ELISA was designed to measure the 
content of IGF-I in SMCs culture supernatants. 
Real-time quantitative-PCR and Western blotting 
were performed to analyze the mRNA and pro-
tein expression of IGF-1 in SMCs.

RESULTS: Compared to the normal glucose 
group, treatment with high glucose signifi-
cantly inhibited the proliferation of rat colonic 
SMCs (0.494 ± 0.0030 vs 0.597 ± 0.044, P < 0.05), 
resulted in cell accumulation in the G1 phase 
(90.850% ± 0.706% vs 55.202% ± 3.807%, P < 0.05) 
and a significant decrease in the percentage of 
cells in the S phase (3.622% ± 0.156% vs 30.780% 
± 3.808%, P < 0.05), and decreased the content of 
IGF-I in SMCs culture supernatants (208.000 ng/
L ± 31.443 ng/L vs 265.750 ng/L ± 26.538 ng/L, 
P < 0.05) and the expression of IGF-I mRNA and 
protein (2.037 ± 0.196 vs 2.257 ± 0.273; 0.247 ± 
0.045 vs 0.906 ± 0.103, both P < 0.05). However, 
there were no significant differences in the above 
parameters between the normal glucose group 
and mannitol control group.

CONCLUSION: High glucose inhibits the pro-
liferation of rat colonic SMCs and decreases the 
expression of endogenous IGF-1 in SMCs.

Key Words: High glucose; Smooth muscle cell; Cell 
cycle; Insulin-like growth factor-1
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摘要

目的: 探讨高糖对大鼠结肠平滑肌细胞(SMCs)
表达内源性胰岛素样生长因子1(IGF-1)的影响.

方法: 酶解法分离培养S D大鼠结肠S M C s, 
α-actin免疫荧光鉴定, 然后将大鼠结肠SMCs
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■研发前沿
糖尿病胃肠动力
障碍时可发生平
滑肌萎缩、纤维
化 ,  但 平 滑 肌 细
胞病变在糖尿病
胃肠动力障碍机
制中的作用仍不
清楚.

随机给予葡萄糖不同浓度(5.5 mmol/L和25 
mmol/L)组及甘露醇对照组(5.5 mmol/L葡萄
糖+19.5 mmol/L甘露醇)刺激, CCK8实验检测
SMCs增殖情况; 流式细胞术检测SMCs细胞
周期; ELISA检测培养液上清中IGF-1的含量; 
Western blot、Real-time PCR法检测SMCs合
成内源性IGF-1的表达变化.

结果: 高糖(25 mmol/L)抑制大鼠结肠SMCs
的增殖 ,  在24 h与正常糖浓度间差异最大
(0.494±0.003 vs  0.597±0.044, P <0.05); 高糖
使约90%的结肠SMCs停滞在G1期(90.850%
±0.706% vs  55.202%±3.807%, P <0.05), 进
入S期的SMCs明显减少(3.622%±0.156% vs  
30.780%±3.808%, P <0.05); 高糖环境中, 结
肠SMCs合成分泌的IGF-1减少(208.000 ng/L
±31.443 ng/L vs  265.750 ng/L±26.538 ng/L, 
P <0.05), SMCs表达内源性的IGF-1 mRNA和
蛋白也均减少(2.037±0.196 vs  2.257±0.273; 
0.247±0.045 vs  0.906±0.103, P <0.05).

结论: 高糖抑制大鼠结肠SMCs增殖, 使SMCs
内源性IGF-1表达减少.

关键词: 高糖; 结肠平滑肌细胞; 细胞周期; 胰岛素

样生长因子1
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0  引言

糖尿病胃肠动力障碍是糖尿病(diabetes mellitus, 
DM)的慢性并发症之一, 发生于30%-50%的糖

尿病患者[1,2]. DM胃肠动力障碍不仅使患者出

现诸多胃肠症状, 且使患者血糖更加难以控制, 
严重影响患者生存质量, 并带来沉重的经济负

担[3,4]. 目前有学者认为DM胃肠动力障碍是一种

胃肠道神经肌肉的营养障碍, 而非单纯的“功

能性”障碍. 其发病与胃肠自主神经、Cajal间
质细胞(interstitial cells of Cajal, ICC)及平滑肌细

胞(smooth muscle cells, SMCs)病变有关, 而营养

因子缺乏在细胞损伤中亦有不可或缺的作用[5,6]. 
胰岛素样生长因子1(insulin-like growth factor 1, 
IGF-1)是胃肠道SMCs生长、增殖、分化的重要

营养因子, 对胃肠道起搏细胞ICC亦具有保护作

用. 有研究证实该病与胃肠道IGF-1信号的缺乏

密切相关[6-8]. 本文旨在探讨高糖是否影响结肠

SMCs表达内源性的IGF-1, 为进一步探讨糖尿病

胃肠动力障碍的相关机制提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠, 雌雄不拘, 体质量150-200 g, 
由南京医科大学医学实验动物中心提供 .  低
糖/高糖DMEM培养液(Gibco, USA)、甘露醇

(Amresco)、胎牛血清(Gibco, USA)、Ⅱ型胶

原酶(S i g m a)、大豆胰蛋白酶抑制剂(G i b c o, 
USA)、青链霉素混悬液(Gibco, USA)、α-actin
抗体(北京博奥森), Cell Counting Kit-8(CCK-8
试剂盒, 碧云天)、PI/RNase Staining Buffer(BD 
Pharmingen, USA)、IGF-1抗体(ab36532; Abcam, 
Cambridge, MA)、Quantikine Mouse/Rat IGF-I 
Immunoassay(R&D, UK). 
1.2 方法 IGF-1引物由Invitrogen公司合成, 序列

参照文献[9,10].
1.2.1 结肠SMCs的分离和培养[11-13]: SD大鼠以

10%水合氯醛腹腔麻醉后, 快速自肛门上2 cm
取结肠10 cm左右, 用含抗生素的Hepes-Ringer
缓冲液反复冲洗, 去除黏膜层和浆膜层. 将平滑

肌组织剪碎, 置入消化液(0.1%的Ⅱ型胶原酶

和0.01%的大豆胰蛋白酶抑制剂)中消化、离

心, DMEM培养液重悬细胞, 过筛; 于950 mL/L 
O2和50 mL/L CO2, 37 ℃孵育箱中培养, SMCs
长至致密单层时, 传代培养. 采用第2代SMCs
进行实验. 
1.2.2 结肠SMCs的鉴定[11-13]: 取对数生长期的

S M C s, 胰蛋白酶消化 ,  制成单细胞悬液;  将
SMCs接种到放置载玻片的培养皿中, 置CO2孵

箱中培养1-3 d待SMCs长至单层时, 取出载玻

片. PBS冲洗、丙酮固定, 3% H2O2阻断内源性过

氧化物酶; 滴加α-actin一抗(1∶100), 4 ℃过夜, 
PBS冲洗, 滴加罗丹明标记的羊抗兔IgG二抗, 室
温避光湿盒中孵育1 h, PBS冲洗, 滴加Hoechst染
核, PBS冲洗、封片, 观察特异性荧光. 
1.2.3 分组与处理: 将2.5×108/L的SMCs接种于

含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液中培养

至70%融和后, PBS洗涤, 加入含2.5 mL/L胎
牛血清的培养基饥饿24 h. 分别给予正常糖浓

度组(5.5 mmol/L葡萄糖)、甘露醇高渗对照组

(5.5 mmol/L葡萄糖+19.5 mmol/L甘露醇)和高

糖浓度组(25 mmol/L)的培养液刺激. 
1.2.4 CCK8实验检测细胞增殖情况: 收集对数期

细胞, 调整细胞悬液浓度为5 000个细胞/100 μL, 
接种于96孔板, 入CO2孵育箱培养过夜后显微镜下

观察细胞单层铺盖满孔的60%, 给予含2.5 mL/L胎
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■相关报道
Kuemmerle等学
者发现胃肠平滑
肌 合 成 内 源 性
IGF-1; Horvath等
发 现 I G F - 1 促 进
胃肠平滑肌细胞
合成干细胞因子
(SCF), 以保护胃
肠起搏细胞ICC.

牛血清的培养液饥饿24 h, 给予3种不同的培养

液刺激, 收集不同时间点的细胞; 每孔加入10 μL
的CCK8溶液, 在培养箱内继续孵育1 h, 450 nm
测定吸光度(A )值. 
1.2.5 流式细胞术检测细胞周期: 将3组不同培养

液处理的SMCs培养24 h, 胰酶消化收集细胞, 冰
PBS洗2遍, 弃上清, 加入1 mL 70%预冷乙醇中, 
吹打均匀, 4 ℃固定过夜; 固定好的细胞离心, 弃
上清, PBS洗2遍; 1 mL PBS重悬细胞后过滤, 离
心弃上清后, 加入PI/RNase至终浓度50 g/L, 避光

染色至少30 min, 上机检测. 
1.2.6 ELISA法检测培养液上清中IGF-1的浓度: 
收集不同组细胞培养液, 离心取上清, 加1∶2稀
释的待检样品100 μL于上述已包被的反应孔中, 
室温孵育2 h(同时做空白孔和标准孔); 洗涤5次后

每孔加酶标抗体100 μL, 室温孵育2 h; 洗涤5次后

每孔加底物显色液100 μL, 室温避光显色30 min; 
每孔加入100 μL的终止液终止反应, 在450 nm波

长下读板. 
1.2.7 Real-time PCR检测IGF-1 mRNA表达: 按
TRIzol试剂提取各组细胞的总mRNA, 以cDNA
为模板进行PCR扩增. PCR的反应条件: 95 ℃
预变性30 s; 95 ℃退火5 s, 60 ℃延伸30 s, 共
循环40次. IGF-1上游引物: 5'-GGCATTGTG-
GATGAGTGTTG-3'; 下游引物: 5'-GTCTT-
GGGCATGTCAGTGTG-3'. 18 S RNA上游引物: 
5'-GGCATCGTTTATGGTCGGAAC-3'; 下游引

物: 5'-GCGAAAGCATTTGCCAAGAA-3'.  
1.2.8 Western blot法检测IGF-1蛋白表达: 蛋白裂

解液提取各组细胞蛋白, BCA法测定蛋白浓度. 
120 μg蛋白/泳道加样, 恒流30 mA电泳, 恒压100 
V转膜45 min, 封闭2 h. 加入IGF-1一抗(1∶100),  
4 ℃过夜; 二抗(1∶10 000), 37 ℃孵育, 曝光、

显影. 
统计学处理 所有数据录入SPSS13.0软件包

分析, 以mean±SD表示, 采用成组t检验, P <0.05
为有显著性差异. 

2  结果

2.1  不同浓度葡萄糖对大鼠结肠S M C s增殖

的影响  与正常糖浓度组相比, 从12 h起高糖

(25 mmol/L)在各时间点(24、48、72、96 h)均
可抑制大鼠结肠SMCs的增殖, 差异有统计学

意义(0.420±0.025 vs  0.527±0.069; 0.494±
0.003 vs  0.597±0.044; 0.540±0.024 vs  0.634
±0.049; 0.509±0.118 vs  0.568±0.008; 0.463

±0.109 vs  0.516±0.008, P <0.05), 在24 h两者

间差异最为显著; 因此选用不同浓度葡萄糖培

养第24小时的SMCs进行后续试验. 甘露醇对

照组与正常糖浓度组比, 结肠SMCs增殖无差异

(P >0.05, 图1). 
2.2 不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs细胞周

期的影响 与正常糖浓度组相比, 高糖(25 mmol/
L)使约90%的S M C s停滞在G1期(90.850%±

0.706% vs  55.202%±3.807%, P <0.05), S期细

胞明显减少(3.622%±0.156% vs  30.780%±

3.808%, P <0.05), 提示高糖抑制SMCs进入S期; 
而甘露醇对照组与正常糖浓度组比, 结肠SMCs
的细胞周期变化无差异(P >0.05, 表1). 
2.3 不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs培养液上

清中IGF-1含量的影响 与正常糖浓度组相比, 高
糖(25 mmol/L)环境下, SMCs合成分泌IGF-1明
显减少(208.000 ng/L±31.443 ng/L vs  265.750 ng/L
±26.538 ng/L, P <0.05), 而甘露醇对照组与正

常糖浓度组比, SMCs合成分泌的IGF-1无差异

(247.000 ng/L±36.833 ng/L vs  265.750 ng/L±
26.538 ng/L, P >0.05, 表2). 
2.4 不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs表达内

源性IGF-1 mRNA的影响 高糖(25 mmol/L)可抑

制内源性IGF-1 mRNA的表达(2.037±0.196 vs  
2.257±0.273, P <0.05); 而甘露醇对照组与正常

糖浓度组比, SMCs表达内源性IGF-1mRNA无差

异(P >0.05, 图2A). 
2.5 不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs表达内源

性IGF-1蛋白的影响 Western blot结果与Real-time 
PCR结果一致, 即高糖(25 mmol/L)抑制内源性

IGF-1蛋白的表达(0.247±0.045 vs  0.906±0.103, 
P <0.05); 而甘露醇对照组与正常糖浓度组比, 
SMCs表达内源性IGF-1蛋白无差异(P>0.05, 图2B). 
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图  1  不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs增殖的影响. NG: 
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■应用要点
本研究提示高糖
影响大鼠结肠平
滑肌细胞合成内
源性IGF-1, 可能
是糖尿病时胃肠
局部营养因子缺
乏的原因之一, 为
临床治疗糖尿病
胃肠动力障碍提
供治疗靶点.

3  讨论

DM胃肠动力障碍临床上主要表现为胃肠排空

延迟[14-16]. 有研究报道: 在病程长、血糖控制差

的糖尿病患者 [17,18]及某些糖尿病动物模型 [8,19]

的胃组织标本中发现平滑肌萎缩、纤维增生, 
SMCs超微结构破坏, 出现凋亡甚至坏死的现

象. 然而在链脲霉素(streptozotocin, STZ)诱导的

糖尿病大鼠[20,21]和NOD小鼠[22]中均发现有结肠

SMCs肥大的现象. 是由于长期高糖作用, 还是

其他因素导致胃肠平滑肌病变尚不明确. 因此, 
本文探讨了高糖对体外培养大鼠结肠SMCs的
直接作用. 本实验证实高糖可减少SMCs的DNA
复制, 抑制结肠SMCs的增殖. 高糖是否促进大

鼠结肠SMCs的凋亡, 尚需进一步研究. 

IGF-1是体内重要的生长因子, 可在机体的

多数组织中表达, 通过内分泌、旁分泌、自分

泌的途径发挥生物学作用[23]. 在胃肠道, IGF-1可
刺激肠上皮细胞、成纤维细胞、胃肠SMCs增
殖, 且相比于血循环中的IGF-1, 由胃肠局部合

成分泌的内源性IGF-1可能对肠道SMCs生长、

分化及胃肠起搏细胞ICC体积的维持发挥更重要

的作用[24,25], 因为: (1)转基因小鼠模型中, 肠道局

部过表达的IGF-1能促进小肠SMCs增生[26,27]; (2)
特异性敲除肝源性IGF-1的小鼠, 肠道局部IGF-1
仍可刺激SMCs生长发育[28]; (3)内源性IGF-1可
促进体外培养的人肠道SMCs增殖, 抑制其凋

亡[24,29]; (4)在血糖正常的小鼠, 发现使其胃肠道

局部IGF-1的合成减少可使胃肠起搏细胞ICC
的体积明显下降[6]. 本实验证实高糖使大鼠结

肠SMCs内源性的IGF-1 mRNA表达减少, 且合

成分泌的IGF-1蛋白亦减少. 我们推测: 糖尿病

时, 可能由于高糖抑制胃肠道SMCs合成内源性

IGF-1, 因而SMCs增殖受抑制. 
在胃肠道中, ICC、肠神经元和SMCs构成

“功能元件”, 共同调节胃肠道的生理功能[30,31]. 
ICC作为胃肠道的起搏细胞, 对胃肠道的动力

调节起主导作用[32]. 而维持ICC成熟表型所需

的干细胞生长因子(stem cell factor, SCF)主要来

自SMCs. Horváth等[7,8]在DM胃轻瘫小鼠的研究

中发现: DM时IGF-1信号减弱, 导致SMCs萎缩, 
SCF表达减低, 从而使ICC数量缺失及功能障碍, 
使小鼠出现胃轻瘫症状. 我们的前期实验亦证

实: 体外培养大鼠胃窦、结肠SMCs, 给予外源

性IGF-1, 可促进SMCs增殖和SCF表达[33,34]. 因此

IGF-1可能通过促进胃肠SMCs生长、抑制其凋

亡、诱导其表达SCF而对ICC起保护作用, 因此

在糖尿病胃肠动力障碍中, 高糖可能作为上游

影响因子, 抑制SMCs合成分泌IGF-1, 进而导致

SCF表达减少、ICC功能及网络结构受损. 
总之, 本实验初步证实了高糖可抑制结肠

SMCs增殖, 减少结肠SMCs表达内源性的IGF-1, 
为进一步探讨DM胃肠动力障碍相关机制提供

表  1  不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs细胞周期的影响 (%, mean±SD)

     分组             G0/1              S          G2/M

正常糖浓度组 55.202±3.807 30.780±3.808 13.918±1.112

甘露醇对照组 53.232±4.110 26.753±5.541 12.837±0.849

高糖浓度组 90.850±0.706a   3.622±0.156a   5.530±0.597a

aP<0.05 vs  正常糖浓度组.
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图  2  不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMCs表达内源性IGF-1
的影响. A: IGF-1 mRNA; B: IGF-1蛋白. NG: 正常糖浓度组; 

HG: 高糖浓度组; Mannitol: 甘露醇对照组. aP<0.05 vs  NG.

表  2  不同浓度葡萄糖对大鼠结肠SMC培养液上清中
IGF-1含量的影响 (n  = 3, mean±SD)

     分组   IGF-1浓度(ng/L)

正常糖浓度组 265.750±26.538

甘露醇对照组 247.000±36.833

高糖浓度组 208.000±31.443a

aP<0.05 vs 正常糖浓度组.
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了新的依据, 也为DM胃肠动力障碍的治疗拓展

了新的思路. 但是高糖是否通过影响结肠SMCs
内源性IGF-1的表达, 进一步影响SMCs内SCF的
合成, 从而导致ICC的受损; 以及高糖是如何影

响结肠SMCs内源性IGF-1的表达, 是否与IGF-1
相关信号通路有关, 有待进一步研究. 
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