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高糖环境下持续性牵张力对子宫平滑肌细胞白介素 -1和
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摘要 目的：探讨高糖环境下持续性牵张力对大鼠子宫平滑肌细胞白介素 -1（IL-1）、白介素 -6（IL-6）表达的影响。方法：体外培养

大鼠子宫平滑肌细胞，高糖作用不同时间后，观察高糖状态下大鼠子宫平滑肌细胞 IL-1、IL-6表达变化情况。对高糖状态下的肌

细胞施加持续性牵张力，明确牵张力对肌细胞 IL-1、IL-6表达的影响以及高糖和牵张力之间的协同作用，同时采用晚期糖基化终

末产物（AGEs）抑制剂拮抗高糖作用作为参照，并对结果进行分析。结果：随着高糖作用时间增加，肌细胞 IL-1、IL-6表达也随之升

高。牵张力也可促进肌细胞 IL-1、IL-6表达增加，并可与高糖状态产生协同作用，这一过程可被高糖抑制剂部分阻断，但不能完全阻

断。结论：高糖状态及牵张力均可促进肌细胞 IL-1、IL-6表达增加，并有一定协同作用，AGEs参与了这一过程，但并不是唯一途径。
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Effect of Continuous Stretch on Inflammatory Factor Expression of Uterine
Smooth Muscle Under High Glucose Circumstance*

To analyze the effect of continuous stretch on Interleukin -1(IL-1) and Interleukin -6(IL-6) expression of u-

terine smooth muscle cells under high glucose circumstance. Rat uterine smooth muscle cells were separated and cultured un-

der high glucose circumstance for different durations, then we detected IL-1 and IL-6 expression changes of smooth muscle cells. Contin-

uous stretch was forced on cells under high glucose circumstance to determine synergistic effect of stretch and high glucose. At the same

time, the antagonistic effect of advanced glycation end products (AGEs) inhibitors on hyperglycemia was used as a reference, and the re-

sults were analyzed. With the increase of duration under high glucose circumstance, IL-1, IL-6 expression of muscle cell also in-

creased. Continuous stretch could also promote IL-1, IL-6 expressions and there exist a synergistic effect between stretch and high glu-

cose. This process could partly be blocked by high glucose inhibitor,but not completely. Both continuous stretch and high

glucose could promote IL-1, IL-6 expressions and there exist a synergistic effect between them. AGEs was involved in this process, but

this is not the only signal pathway.
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前言

妊娠期糖尿病临床非常常见，对孕妇和胎儿都会带来不同

程度的危害，容易引发流产、早产、胎盘功能不良及胎儿发育异

常等并发症[1-3]。平滑肌作为子宫最主要的组织成分，其活性在

整个妊娠过程中起重要作用，也是比较容易受到血糖影响的组

织[4,5]。研究表明，高糖状态下晚期糖基化终末产物（AGEs）的聚

集可影响子宫平滑肌的收缩功能[6]。妊娠期糖尿病患者在高糖

作用下的子宫平滑肌组织同时还要受到子宫增大带来的牵张

力的影响[7]。研究表明，高糖环境和牵张力均可导致多种细胞生

物学活性发生异常[8,9]，但对于高糖和牵张力双重作用下平滑肌

细胞收缩活性的变化情况及机制未见相关报道。本实验的目的

在于阐明在高糖环境下和牵张力双重作用下，子宫平滑肌细胞

炎性因子白介素 -1（IL-1）和白介素 -6（IL-6）表达的变化情况，

并探究 AGEs抑制剂对此过程的调控作用。

1 材料与方法

1.1 大鼠成肌细胞培养

取 14 天龄 SD雌性大鼠，75%酒精中浸泡消毒后断头处

死，解剖分离子宫平滑肌组织，在 DMEM培养液中剪碎，Ⅰ型

胶原酶 37℃水浴振荡消化 1 h，轻轻吹打后离心。弃上清液，平

铺接种于 25mL培养瓶内，加 4mL含血清 DMEM（美国 Gibco）
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培养液，在 3111型孵箱（美国 ThermoForma）中 37℃，5%CO2，

饱和湿度条件下培养，2 h翻瓶，72 h换液，以后每 48 h换液，

在 DMIL倒置相差显微镜（德国 Leica）下观察，待细胞长至

80%培养瓶底时传代，标为 1代，噻唑蓝（MTT）法绘制细胞生

长曲线。将细胞以 1× 104个 /孔的密度接种于 96孔培养板，

设立空白对照（无细胞培养液）培养 7d，每天每组细胞各取 3

孔，每孔加入 20 滋L MTT（5 mg/mL）孵育 4 h加入二甲基亚砜

（DMSO）150 滋L，振荡 10 min，选择 490 nm波长，在 ELx800uv

型酶联免疫检测仪（美国 Bio-Tek）上测各孔的吸光值（OD），以

时间为横轴，OD值为纵轴绘制生长曲线。取 5～8代细胞用于

后续实验[6]。

1.2 细胞应力加载

取对数生长期细胞以 1× 104个 /孔的密度接种于 6孔弹

性培养板（Flexcell公司），放置在 CO2恒温孵箱中培养。培养

24h后换液去除不贴壁细胞，然后采用美国 Flexercell细胞加

力装置对细胞施加持续性牵张力，将弹性培养板固定并密封在

底座上，形成一个密闭腔，抽吸空气，形成负压，拉长弹性培养

板底膜，增大表面积以拉长细胞。通过调节真空泵的抽吸力，以

调整密闭底座内的负压值从而改变弹性培养板底膜形变率达

到不同的牵张力强度，根据预实验及参考文献[10,11]，我们采用牵

张力强度为 20%细胞表面拉伸率的持续性牵张力作用于细胞，

作用时间为 24 h，整个加力过程细胞均在 37℃、5% CO2、饱和

湿度条件下培养。

1.3 Elisa测定 IL-1、IL-6含量

将对数生长期细胞，以相同的 1× 104个 /孔密度接种于 6

孔培养板。在生理糖浓度（5.5 mmoL/L）、37℃、5% CO2、饱和湿

度条件下培养 24 h，设为对照组（C）；在细胞培养基中加入葡萄

糖，使培养液中葡萄糖终浓度达到 35 mmoL/L，细胞在高糖状

态下培养 24 h，设为高糖组（G）；在浓度为 35 mmoL/L高糖培

养液中加入晚期糖基化终末产物 AGEs的抑制剂可溶性晚期

糖基化终产物受体（sRAGE）（浓度为 1 mg/L）以拮抗高糖作

用，培养 24 h，设为高糖 +抑制剂组（G+sRAGE）；细胞在牵张

力强度为 20%细胞表面拉伸率的持续性牵张力作用下，生理糖

浓度的培养液中培养 24 h，设为牵张力组（F）；在牵张力强度为

20%细胞表面拉伸率的持续性牵张力作用下，细胞在高糖浓度

的培养基中培养 24 h，设为高糖 +牵张力组（G+F）；在高糖培

养基中加入晚期糖基化终末产物 AGEs的抑制剂（sRAGE），同

时施加强度为 20%细胞表面拉伸率的持续性牵张力对细胞培

养 24 h，设为高糖 +抑制剂 +牵张力组（G +F+sRAGE）。使用

成品大鼠 IL-1、IL-6的 Elisa检测试剂盒(上海研域化学试剂有

限公司)，绘制浓度 -吸光度曲线。首先收集各组细胞弃去培养

板中孔内液体，PBS冲洗 3次，然后每孔加入细胞裂解液 0.5%

的 TrtonX-100（美国 Sigma）150 滋L过夜后，使用 TGL-16G型

高速台式离心机（上海安亭）离心取每组细胞上清液，参照

Elisa检测试剂盒说明书操作，检测吸光度值（OD），根据 OD值

计算 IL-1、IL-6浓度值。

1.4 统计学处理

对所得数据用 SPSS 17.0软件进行方差分析，以例数及率

的形式表示计数资料，组间比较行卡方检验。以均值± 标准差

的形式表示计量资料（均为正态资料），组间比较行成组 t检

验，组内治疗前后比较为配对 t检验。以 P＜0.05设定为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠子宫平滑肌细胞生长曲线

MTT实验结果显示，第 1天、第 2天，肌细胞增殖处于静

止期，无明显增长；第 3天开始，肌细胞进入快速增值期；第 6

天开始，肌细胞增殖进入平台期。选择第 3天的细胞进行后续

实验。见图 1表 1。

2.2 高糖对肌细胞 IL-1、IL-6表达的影响

Elisa结果发现，随着高糖作用时间增加，肌细胞中 IL-1和

IL-6表达量增加，差异有统计学意义（P<0.05），见图 2，表 2。

2.3 高糖环境下持续性牵张力对肌细胞 IL-1、IL-6表达的影响

Elisa结果发现，与对照相比，高糖、持续性牵张力均可增

加肌细胞中 IL-1和 IL-6表达量（P<0.05），且高糖、持续性牵张
力具有协同作用，进一步增加大鼠子宫平滑肌细胞中 IL-1和

IL-6表达量（P<0.05）。AGEs抑制剂 -sRAGE可一定程度上抑

制高糖、持续性牵张力促进肌细胞表达 IL-1和 IL-6的作用，见

图 3，表 3。

图 1 大鼠子宫平滑肌细胞生长曲线

Fig.1 Growth curve of uterine smooth muscle cells in rats

Note: Compared with 1 day, *P<0.05, **P<0.01.

Note: Compared with 1 day, *P<0.05, **P<0.01.

表 1 大鼠子宫平滑肌细胞的MTT结果（x± s）
Table 1 MTT results of uterine smooth muscle cells in rats（x± s）

Time (day) OD value

1 0.167± 0.025

2 0.183± 0.031

3 0.260± 0.044*

4 0.413± 0.026**

5 0.657± 0.042**

6 0.803± 0.041**

7 0.903± 0.047**

F value 15.385

P value 0.000
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Note: Compared with 0 h, *P<0.05, **P<0.01.

3 讨论

糖尿病是全球患病率最高的疾病之一，在我国糖尿病发病

率近年来也呈迅速增长之势。糖尿病对机体的影响是多方面

的，其对妊娠的影响也日益受到国内外学者的广泛关注[12-14]。妊

娠期糖尿病对母体，胎儿甚至新生儿均有较大危害，有学者通

过大样本的统计分析表明，妊娠期糖尿病单因素自身就可以引

起巨大儿的发病率升高，而并不依赖于妇女怀孕前体重和孕期

体重增加量[15]。国内有学者研究发现妊娠期糖尿病患者血清脂

联素水平降低与胰岛素抵抗程度独立相关，提示脂联素分泌

紊乱可能参与了妊娠期糖尿病患者胰岛素抵抗的病理生理机

制[16-18]。但总体而言，目前国内外对于妊娠期糖尿病机理及治疗

的研究多集中于调节糖代谢，加强监测，降低并发症等方

面 [19-21]，关于高血糖对子宫自身，特别是对其主要成分 -肌肉组

织的炎性因子表达有何影响，牵张力在其中又扮演什么样的角

色，目前尚无报道。

图 2 高糖对肌细胞 IL-1、IL-6表达的影响

Fig.2 Effects of high glucose on the expression of IL-1 and IL-6 in muscle cell

Note: Compared with 0 h, *P<0.05, **P<0.01.

表 2 高糖对肌细胞 IL-1、IL-6表达的影响（x± s）
Table 2 Effects of high glucose on the expression of IL-1 and IL-6 in muscle cell（x± s）

Time IL-1(mmol/L) IL-6(mmol/L)

0 h 0.323± 0.035 0.297± 0.047

6 h 0.370± 0.046 0.413± 0.045*

12 h 0.503± 0.062** 0.527± 0.058**

24 h 0.663± 0.081** 0.693± 0.087**

F value 16.694 14.747

P value 0.000 0.000

图 3 高糖环境下持续性牵张力对肌细胞 IL-1、IL-6表达的影响

Fig.3 Effects of continuous stretch on the expression of IL-1 and IL-6 in muscle cell under high glucose circumstance

Note: Comparison with control group(C), *P<0.05, **P<0.01; Comparison between two groups, ##P<0.01.
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Note: Comparison with control group(C), *P<0.05, **P<0.01; Comparison between two groups, ##P<0.01.

表 3高糖环境下持续性牵张力对肌细胞 IL-1、IL-6表达的影响（x± s）
Table 3 Effects of continuous stretch on the expression of IL-1 and IL-6 in muscle cell under high glucose circumstance（x± s）

Groups IL-1(mmol/L) IL-6(mmol/L)

C 0.313± 0.050 0.403± 0.055

G 0.623± 0.065**## 0.607± 0.071**##

G+sRAGE 0.433± 0.045*## 0.407± 0.055##

F 0.583± 0.091** 0.507± 0.075*

G+F 1.190± 0.125**## 1.179± 0.127**##

G+F+sRAGE 0.727± 0.115**## 0.650± 0.099**##

F value 69.386 42.494

P value 0.000 0.000

目前研究已证实子宫激活分娩是一个炎症反应过程，妊娠

末期的子宫肌层有大量白细胞浸润，临产子宫肌组织也表现出

明显的炎症反应状态，大量的白细胞浸润、组织肿胀以及一些

炎性因子和标志物的高表达等[22,23]。促炎因子可直接参与刺激

子宫肌的收缩活性，Chevillard G等的研究表明白细胞介素 1茁
（IL-1茁）可通过激活核因子 资B（NF-资B），正五聚蛋白 3

（PTX3），肿瘤坏死因子 琢(TNF-琢)，趋化因子（CXCL3），肌钙蛋
白 C（TnC）等多种途径促进子宫平滑肌的收缩[24]。Dubicke A等

通过对 59例早产，足月分娩，过期妊娠以及未怀孕妇女进行子

宫组织活检，证实诸多白介素家族成员，如白细胞介素 -1琢
（IL-1琢），IL-1茁，白细胞介素 -12（IL-12），白细胞介素 -18

（IL-18）等均参与到人类早产的发病机制中[25]。还有研究表明妊

娠期和分娩时分泌的促炎细胞因子如 IL-6、白细胞介素 -8

（IL-8）、Toll样受体 2（TLR-2）等通过自分泌或旁分泌作用于细

胞本身或附近细胞，形成复杂的细胞因子网络系统，并与机体

内分泌形成器官联络系统调节局部子宫活动而参与分娩发动

及分娩维持[26,27]。

我们的研究发现，随着培养液中高糖浓度作用时间的增

加，肌细胞 IL-1和 IL-6的分泌量显著上升，说明高糖可以呈时

间依赖性促进炎性因子的表达。高糖状态下，炎性因子分泌的

增加，有可能引起子宫平滑肌细胞收缩功能异常，导致妊娠期

糖尿病时各种并发症的产生[28,29]。进一步研究结果表明，牵张力

可以加剧高糖状态促进肌细胞 IL-1 和 IL-6 表达升高这一过

程，表现为二者具有一定的协同作用，在高糖和牵张力的共同

作用下，IL-1和 IL-6的表达会进一步升高，说明妊娠期子宫更

容易受到高糖环境的影响，导致炎性因子分泌增加。这一过程

可被AGEs的抑制剂 sRAGE部分抑制，但不能完全阻断[30]。加

入 sRAGE后，IL-1和 IL-6的表达虽然有所下降，但仍然高于

对照组，说明高糖状态下 AGEs的聚集虽然可以引起肌细胞

IL-1和 IL-6的表达升高，但高糖状态还可能通过其他途径引起

相应炎性因子表达升高，单一抑制剂不能完全阻断这一效果。
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