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［摘要］ 　 目的　 探讨硒通过抑制线粒体分裂而减轻血管平滑肌钙化的作用机制。 方法　 将

大鼠平滑肌细胞分为低糖组、高糖组、低糖 ＋硒组及高糖 ＋ 硒组。 低糖组用低糖培养液培养细胞，
高糖组用高糖培养液培养细胞，低糖 ＋ 硒组用低糖培养液和亚硒酸钠共培养细胞，高糖 ＋ 硒组用

高糖培养液和亚硒酸钠共培养细胞，每组细胞均培养 １４ ｄ。 采用茜素红染色检测钙沉积情况、碱
性磷酸酶（ＡＬＰ）活性试剂盒检测细胞 ＡＬＰ 活性、荧光定量 ＰＣＲ 检测平滑肌细胞收缩表型 α⁃ＳＭＡ、
成骨表型 ＲＵＮＸ２、ＯＣＮ 及线粒体分裂因子 Ｄｒｐ１、融合因子 Ｍｆｎ１ 相对表达水平，用 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 探针

检测细胞内活性氧（ＲＯＳ）的生成情况。 结果　 茜素红染色结果显示，高糖组细胞钙沉积明显高于

低糖组及高糖 ＋硒组。 低糖组、高糖组及高糖 ＋硒组细胞 ＡＬＰ 活性逐渐下降（Ｐ ＜ ０． ０５）。 高糖组

细胞成骨表型 ＲＵＮＸ２、ＯＣＮ 相对表达水平均显著高于低糖组，收缩表型 α⁃ＳＭＡ 相对表达水平明显

低于低糖组；高糖 ＋硒组细胞收缩表型 α⁃ＳＭＡ 相对表达水平明显高于高糖组，但低于低糖 ＋硒组，
成骨表型 ＲＵＮＸ２、ＯＣＮ 相对表达水平均明显低于高糖组，但高于低糖 ＋ 硒组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 高糖组

细胞线粒体分裂因子 Ｄｒｐ１ 相对表达水平显著高于低糖组，而线粒体融合因子 Ｍｆｎ１ 相对表达水平

显著低于低糖组；低糖 ＋硒组细胞 Ｄｒｐ１ 相对表达水平明显低于低糖组，而线粒体融合因子 Ｍｆｎ１
相对表达水平明显高于低糖组；高糖 ＋ 硒组细胞线粒体分裂因子 Ｄｒｐ１ 相对表达水平显著低于高

糖组，而线粒体融合因子 Ｍｆｎ１ 相对表达水平显著高于高糖组，但低于低糖 ＋ 硒组（Ｐ ＜ ０． ０５）。
ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 检测结果显示，高糖组细胞 ＲＯＳ 荧光信号显著多于低糖组及高糖 ＋ 硒组，而加入 Ｄｒｐ１
抑制剂 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 后，仅高糖组细胞 ＲＯＳ 荧光信号较同组加入前明显降低。 结论　 硒通过抑制高糖

诱导的线粒体分裂而稳定线粒体动力学变化，进而减少细胞内氧化应激的产生，最终有效抑制血

管平滑肌钙化的进展。
［关键词］ 　 硒；　 线粒体功能障碍；　 血管钙化；　 氧化应激
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｌｏｗ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ｓｅ ｇｒｏｕｐ，ｂｕｔ ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｎｇ Ｄｒｐ１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｍｄｉｖｉ⁃１，ｏｎｌｙ ｔｈｅ ＲＯＳ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｉｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ
ｂｅｆｏｒｅ ａｄｄｉｎｇ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｓｅ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｈｉｇｈ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ａｎｄ ｆｉｎａｌｌｙ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ．

［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］　 Ｓｅｌｅｎｉｕｍ；　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ；　 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ；　 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 血管钙化表现为钙磷等物质在血管壁内异常沉

积，使血管壁僵硬度增加且弹性降低，从而易造成血栓

形成和血管破裂，因此血管平滑肌钙化被认为是评估

机体发生心血管死亡风险的重要指标［１⁃２］。 过去研究

认为，血管钙化是血管衰老的病理过程；而越来越多的

研究结果表明，血管钙化不是单纯的细胞老化过程，而
是在缺氧、高糖、氧化应激等各种病理刺激下受到信号

分子严密调控而主动发生的，表现为平滑肌细胞由收

缩表型转换为成骨表型［３⁃４］，但其调控机制尚不清楚。
硒是人体必需的微量元素之一，通过日常膳食被摄取

并以硒蛋白的形式发挥作用，是体内许多抗氧化酶的

重要组成部分［５］。 氧化应激是心血管疾病的主要发病

基础之一，表现为细胞内过多的氧自由基累积［６⁃７］；而
线粒体被认为是细胞内氧自由基产生的主要场所［６］，
当病理刺激过强或持久超出线粒体的自我调节能力

时，其结构和功能受损，最终导致细胞内氧化应激损伤

的发生［８］。 近几年的研究结果表明，线粒体功能障碍

与血管钙化密切相关：Ｗａｎｇ 等［９］发现动力相关蛋白 １
（Ｄｒｐ１）的过度激活会促使线粒体分裂和线粒体膜电

位下降，最终导致血管平滑肌钙化的发生；Ｚｈｕ 等［１０］

认为线粒体过度分裂和自噬障碍是导致慢性肾病中血

管钙化发生的重要机制；此外，硒的抗氧化作用已被证

实［１１⁃１２］，但其维持线粒体功能的作用机制尚不清楚，
硒是否通过调控线粒体的分裂与融合而减轻氧化应激

损伤，从而减缓血管钙化的进展还有待进一步研究，这
些问题的阐明将为心血管疾病的预防及治疗提供理论

依据，对降低恶性心血管事件的发生率和死亡率具有

重要意义。

材料与方法

１． 材料：实验动物：６ 只雄性 ＳＤ 大鼠（６ ～ ８ 周龄，
１６０ ～ １８０ ｇ）购自三峡大学实验动物中心［动物生产许

可证号：ＳＹＸＸ（鄂）２０１９⁃０１０６］，饲养条件：温度 ２４ ～
２６ ℃、环境湿度 ５５％ ～ ６０％ 、光 ／暗周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ，可
自由饮水和进食。 实验材料：亚硒酸钠（Ｓｉｇｍａ），高糖

ＤＭＥＭ（Ｈｙｃｌｏｎｅ，ＳＨ３００２２． ０１），低糖 ＤＭＥＭ（Ｈｙｃｌｏｎｅ，
ＳＨ３００２１． ０１），胎牛血清（Ｂｉｏｅｘｐｌｏｒｅｒ，ＢＳ１６１２⁃１０９），磷
酸盐缓冲液（ＰＢＳ，Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；青链霉素混合液（ Ｐ ／ Ｓ，
Ｓｏｌａｒｂｉｏ），０． ２５％ 胰蛋白酶（ Ｓｏｌａｒｂｉｏ，Ｔ１３００），多聚甲

醛（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ），茜素红染料（Ｓｏｌａｒｂｉｏ），２’，７’⁃二氯荧

光素二乙酸酯（ＤＣＦＨ⁃ＤＡ），碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性检

测试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ），Ｔｒｉｚｏｌ（ＴＡＫＡＲＡ），ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ）；ＳｗｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｉ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ），Ｍｄｉｖｉ⁃１ 抑制剂（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）。

２． 方法

（１）大鼠原代主动脉平滑肌细胞培养、钙化模型

的构建及分组处理：ＳＤ 大鼠腹腔注射 ３％ 戊巴比妥钠

（５０ ｍｇ ／ ｋｇ），麻醉固定、备皮消毒，从剑突处打开胸腔，
再将大鼠调整至右侧卧位，取出胸主动脉置于含有

ＰＢＳ 的无菌培养皿中，用巴氏吸管反复冲洗，清除残留

血液；再将主动脉转移至另一含 ＰＢＳ 皿中，在超净工

作台中剥离血管外结缔组织，沿纵轴剪开血管，将其转

移至含 ０． ２５％胰蛋白酶的无菌皿中，内皮面朝下并消

化 １ ｍｉｎ 使内皮脱落；再将其转移另一低糖培养液（低
糖 ＤＭＥＭ ＋１０％ ＦＢＳ ＋ １％ Ｐ ／ Ｓ）的皿中剪碎，铺在培养

瓶中并加入 ５ ｍｌ 培养液，将培养瓶直立放入 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 的培养箱中，１ ｈ 后若剪碎的组织块周围液体蒸
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干，再将培养瓶轻轻放平。 ５ ｄ 后首次换液，显微镜下观

察到平滑肌细胞已从组织块中爬出，而后每隔 １ ｄ 换

液直至细胞长满至 ８０％ ～ ９０％进行传代，传至 ３ ～ ５ 代

用于后续实验。 将 ３ ～ ５ 代细胞分为 ４ 组：低糖组继续

采用低糖培养液培养；高糖组采用高糖培养液（高糖

ＤＭＥＭ ＋１０％ ＦＢＳ ＋ １％ Ｐ ／ Ｓ）诱导钙化，当细胞生长达

到 ８０％汇合时，用胰蛋白酶消化收集细胞调整细胞悬

液水平，接种于 ６ 孔板中，待细胞贴壁融合至 ８０％ 时

采用高糖培养液处理平滑肌细胞，每隔１ ｄ 换液；低糖 ＋
硒组用低糖培养液加亚硒酸钠（２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）共培养细

胞；高糖 ＋ 硒组用高糖培养液和亚硒酸钠（２００ ｎｍｏｌ ／
Ｌ）共培养细胞。 每组细胞均培养 １４ ｄ，所有细胞在下

一步处理前均需用 ＰＢＳ 洗 ３ 遍。
（２）茜素红染色：４ 组细胞分别加入 ４％ 多聚甲醛

固定 ２０ ｍｉｎ，吸去多余多聚甲醛溶液，每孔加 １ ｍｌ 茜素

红染液，５ ｍｉｎ 后用蒸馏水轻轻洗净，再移至倒置显微

镜下观察钙沉积情况。
（３）ＡＬＰ 的活性检测：４ 组细胞分别于每孔加入

１５０ μｌ 样品裂解液，用枪吹打数下，使样品裂解液和细

胞充分接触。 根据试剂说明书测定 ＡＬＰ 活性。
（４）荧光定量 ＰＣＲ（ ｑＰＣＲ）：采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取

ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ 为模板，进行实时荧光

定量 ＰＣＲ 扩增。 反应程序为：９５ ℃，３０ ｓ；９５ ℃，１５ ｓ；
６０ ℃，１０ ｓ；７２ ℃，３０ ｓ；９５ ℃，１５ ｓ，６０ ℃，１ ｍｉｎ，９５ ℃，
１５ ｓ，循环 ４０ 次。 以 ２⁃ΔΔＣｔ 法计算平滑肌细胞的收缩

表型 α⁃ＳＭＡ、成骨表型 ＲＵＮＸ２、ＯＣＮ 及线粒体分裂因

子 Ｄｒｐ１、融合因子 Ｍｆｎ１ 相对表达水平。
（５）活性氧（ＲＯＳ）检测：４ 组细胞及加入 Ｄｒｐ１ 抑

制剂 Ｍｄｉｖｉ⁃１（５０ｕＭ）４８ｈ 后的细胞用不含血清的低糖

培养液按 １∶ １ ０００ 比例稀释 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 探针，再将稀释

后的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 以每孔 １ ｍｌ 加入孔中覆盖细胞，轻轻

摇晃 ６ 孔板使细胞与探针充分接触，然后置于 ３７ ℃细

胞培养箱内孵育 ２０ ｍｉｎ。 最后用无血清细胞培养液洗

涤细胞 ３ 次，以充分去除未进入细胞内的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ。
用倒置荧光显微镜观察并采集图像。

３． 统计学处理：应用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ８ 进行统计分

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。 以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计

学意义。

结　 　 果

１． ４ 组细胞钙沉积情况比较：茜素红染色结果显

示，高糖组细胞钙沉积明显高于低糖组及高糖 ＋硒组，
低糖 ＋硒组细胞钙沉积较低糖组无明显变化。 见图 １。
　 　 ２． ４ 组细胞 ＡＬＰ 活性比较：低糖组［（２１４． ００ ±６． ６４）
Ｕ／ ｍｇ］、高糖组［（２８５． ７０ ± １． ３９）Ｕ ／ ｍｇ］及高糖 ＋ 硒组

［（１９６． ３０ ±６． ８９）Ｕ ／ ｍｇ］细胞 ＡＬＰ 活性逐渐下降（Ｐ ＜
０． ０５）。 而低糖组与低糖 ＋硒组［（１８２． ４０ ±３２． １２）Ｕ／ ｍｇ］
细胞 ＡＬＰ 活性比较差异无统计学意义（Ｐ ＞０． ０５）。

３． ４ 组细胞收缩表型 α⁃ＳＭＡ 及成骨表型 ＲＵＮＸ２、
ＯＣＮ 相对表达水平比较：高糖组成骨表型 ＲＵＮＸ２、ＯＣＮ
相对表达水平均显著高于低糖组，收缩表型 α⁃ＳＭＡ 相

对表达水平明显低于低糖组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 高糖 ＋ 硒组

收缩表型 α⁃ＳＭＡ 相对表达水平明显高于高糖组，但低

于低糖 ＋硒组；成骨表型 ＲＵＮＸ２、ＯＣＮ 相对表达水平明

显低于高糖组，但高于低糖 ＋硒组（Ｐ ＜０． ０５）。 见表 １。

表 １　 ４ 组细胞收缩表型 α⁃ＳＭＡ 及成骨表型 ＲＵＮＸ２、
ＯＣＮ 相对表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 α⁃ＳＭＡ ＲＵＮＸ２ ＯＣＮ

低糖组 １． ００ １． ００ １． ００
高糖组 ０． ６５ ± ０． ０９ａ ３． ７９ ± ０． １４ａ ４． ３７ ± ０． ５４ａ

低糖 ＋ 硒组 １． ２１ ± ０． １７ ０． ９４ ± ０． ０５ ０． ７７ ± ０． １５
高糖 ＋ 硒组 ０． ９５ ± ０． ０３ｂｃ １． ２７ ± ０． ０２ｂｃ １． ８５ ± ０． ４５ｂｃ

　 　 注：与低糖组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与高糖组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与低糖 ＋
硒组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５

　 　 ４． ４ 组细胞线粒体分裂因子 Ｄｒｐ１ 及融合因子

Ｍｆｎ１ 相对表达水平比较：高糖组细胞线粒体分裂因子

Ｄｒｐ１ 相对表达水平显著高于低糖组，而线粒体融合因

子 Ｍｆｎ１ 相对表达水平显著低于低糖组；低糖 ＋硒组细

胞 Ｄｒｐ１ 相对表达水平明显低于低糖组，而线粒体融合

因子 Ｍｆｎ１ 相对表达水平明显高于低糖组；高糖 ＋硒组

细胞线粒体分裂因子 Ｄｒｐ１ 相对表达水平显著低于高

糖组，而线粒体融合因子 Ｍｆｎ１ 相对表达水平显著高于

高糖组，但低于低糖 ＋硒组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见表 ２。
　 　 ５． ４ 组细胞 ＲＯＳ 情况比较：ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 检测结果显

示，高糖组细胞 ＲＯＳ 荧光信号显著多于低糖组及高糖

＋硒组，而加入 Ｄｒｐ１ 抑制剂 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 后，仅高糖组细胞

ＲＯＳ 荧光信号较同组加入前明显降低。 见图 ２。

图 １　 ４ 组细胞茜素红染色结果［Ａ：低糖组；Ｂ：高糖组；Ｃ：低糖 ＋ 硒组；Ｄ：高糖 ＋ 硒组；橘红色结节代表钙沉积； × １００］
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图 ２　 ４ 组细胞 ＲＯＳ 染色结果［Ａ：低糖组；Ｂ：高糖组；Ｃ：低糖组 ＋ Ｍｄｉｖｉ⁃１；Ｄ：高糖组 ＋ Ｍｄｉｖｉ⁃１；Ｅ：低糖 ＋ 硒组；
Ｆ：高糖 ＋ 硒组；绿色荧光代表 ＲＯＳ； × ２００］

表 ２　 ４ 组细胞线粒体分裂因子 Ｄｒｐ１ 及融合因子 Ｍｆｎ１
相对表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 Ｄｒｐ１ Ｍｆｎ１

低糖组 １． ００ １． ００
高糖组 １． ８４ ± ０． １２ａ ０． ４５ ± ０． ０３ａ

低糖 ＋ 硒组 ０． ６５ ± ０． ０１ａ １． １８ ± ０． ０５ａ

高糖 ＋ 硒组 ０． ８８ ± ０． １３ｂ ０． ６４ ± ０． ０３ｂｃ

　 　 注：与低糖组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与高糖组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与低糖 ＋
硒组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５

讨　 　 论

既往研究结果认为，血管钙化的发生是在多种病

理刺激下受到严密调控的复杂过程，而高糖是血管钙

化的重要发病因素之一，学者们发现高糖通过诱发氧

化应激损伤而促进血管平滑肌钙化发生，其过程受到

ＭＡＰＫｓ、ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 等信号分子调控［１３］；且还发现高糖

和线粒体功能障碍密切相关，其可促进 Ｄｒｐ１ 介导的线

粒体过度分裂并抑制 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导的线粒体自

噬，从而使线粒体质量控制失调和功能障碍［１４］。 但线

粒体功能障碍是否在高糖诱导的血管钙化中扮演重要

角色尚不清楚。 线粒体是 ＲＯＳ 的重要来源，线粒体功

能障碍可导致细胞内 ＰＯＳ 水平升高，而硒被认为是体

内抗氧化体系的重要组成部分，可通过增强过氧化物

酶的活性而促进 ＲＯＳ 的清除［１５］。 因此，硒能否发挥

保护线粒体功能的作用，其作用机制是否与线粒体动

力学变化密切相关还有待进一步探究。
因此，在前人研究的基础之上，本研究致力于深入

探讨硒在高糖诱导血管平滑肌钙化中的作用机制，首
次提出了硒的抗氧化机制与线粒体功能障碍密切相

关。 本研究首先探讨高糖诱导血管平滑肌钙化的具体

机制从而明确发病的关键靶点，结果显示与低糖组相

比，高糖组细胞线粒体分裂因子 Ｄｒｐ１ 表达显著增高而

线粒体融合因子 Ｍｆｎ１ 表达显著降低；同时检测细胞内

的活 ＲＯＳ，结果发现高糖组细胞 ＲＯＳ 显著增多；说明

高糖通过促进线粒体分裂并抑制线粒体融合，进而导

致细胞内 ＲＯＳ 水平升高并促进平滑肌钙化发生；然而

加入 Ｍｄｉｖｉ⁃１ 抑制 Ｄｒｐ１ 活性后，高糖组细胞内 ＲＯＳ 荧

光信号较加入前明显降低，提示 Ｄｒｐ１ 是高糖诱发平滑

肌细胞内氧化应激的关键因子。 本研究结果显示与高

糖组相比，高糖 ＋ 硒组细胞 Ｄｒｐ１ 表达显著减少、Ｍｆｎ１

表达显著增加；此外，高糖 ＋ 硒组细胞 ＲＯＳ 荧光信号

比高糖组明显降低，说明硒可抑制线粒体分裂因子

Ｄｒｐ１ 表达并促进线粒体融合因子 Ｍｆｎ１ 表达，进而减

轻氧化应激损伤和血管平滑肌钙化。 既往研究结果认

为，线粒体分裂伴随着线粒体膜电位的变化，过度线粒

体分裂可诱使线粒体膜电位的下降，可能会破坏线粒

体膜上的氧化磷酸化和过氧化物酶系，从而促使细胞

内 ＲＯＳ 水平的升高［１６⁃１７］，由此可见硒可能通过抑制

Ｄｒｐ１ 介导的线粒体分裂使线粒体膜电位丢失和抗氧

化物酶失活，从而减轻氧化应激损伤和平滑肌钙化发

生，这表明硒可稳定高糖诱导的线粒体动力学变化进

而促进受损线粒体结构和功能的恢复，这对于维持线

粒体稳态和阻碍血管平滑肌层功能障碍具有重要意

义。 此外，本研究发现与低糖组相比，低糖 ＋ 硒组的

Ｄｒｐ１ 表达明显降低，而 Ｍｆｎ１ 表达明显增加，说明硒对

正常平滑肌细胞也有一定的保护作用，其可抑制正常

线粒体分裂并促进线粒体融合，有利于维持线粒体结

构和功能完整，对于预防线粒体功能障碍相关疾病的

发生具有重要意义。 本研究尚存在以下不足之处：
（１）仅建立体外钙化模型并验证硒的治疗作用，应构

建糖尿病大鼠的血管钙化模型进一步验证硒的治疗作

用；（２）本研究采用的药物是亚硒酸钠，而硒在人体中

主要以硒蛋白形式发挥作用，因此未能明确硒是通过

合成硒蛋白发挥作用还是通过激活受体单独发挥作

用；（３）提出硒通过抑制线粒体分裂而减轻血管钙化，
却并未上调线粒体分裂因子 Ｄｒｐ１ 的表达回复验证硒

对线粒体动力学变化的作用。 因此，还需开展进一步

的基础研究阐明硒和线粒体功能障碍在血管病变发生

发展中的重要作用，为临床上研究血管病变的治疗靶

点及拓展硒的适应证提供理论基础。
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　 　 代谢相关脂肪性肝病（ＭＡＦＬＤ）的主要病理表现为肝细胞

的脂肪沉积超过正常范围，与胰岛素抵抗、遗传等关系密切，是
一种与代谢关联紧密的疾病［１⁃２］ 。 ＭＡＦＬＤ 是一种进行性疾病，
可直接导致肝硬化、肝癌等肝病，且可能参与 ２ 型糖尿病、代谢

综合征、动脉粥样硬化性心血管疾病、慢性肾脏病及相关恶性

肿瘤的发病［３⁃４］ 。 目前，ＭＡＦＬＤ 的全球患病率约为 ２５％且呈持

续增长趋势，由于其对公众健康的影响日益严重，研究防治

ＭＡＦＬＤ 具有重要意义。 代谢组学已成为现代研究中发现各个

系统疾病相关标志物的新工具［５⁃７］ ，可更好地阐述机体变化的

代谢结果，提供内源性代谢物的全面概况。 基于液相色谱⁃质谱

技术（ＬＣ⁃ＭＳ）的代谢组学技术已成功应用于涵盖 ＭＡＦＬＤ 在内

的多领域疾病的研究。 本文回顾性将其与生物体中发生的潜

在生物过程联系起来，可为临床提供更加客观准确的信息。
对象与方法

１． 对象：选取 ２０１９ 年 ３ 月 ～ ２０２０ 年 ３ 月沈阳市第六人民

医院的非糖尿病 ＭＡＦＬＤ 患者 １０ 例作为 ｎＤＭ⁃ＭＡＦＬＤ 组，均符

合《非酒精性脂肪性肝病防治指南 （ ２０１８ 更新版）》 ［１］ 中

ＭＡＦＬＤ 的诊断标准，其中男、女各 ５ 例，年龄 １８ ～ ７２ 岁，平均年

龄（５５． ３ ± ９． ４）岁；再选取同期该院健康体检者 １０ 例作为健康

对照组（对照组），其中男、女各 ５ 例，年龄 １８ ～ ７２ 岁，平均年龄

（５５． １ ± ８． １）岁。 两组受试者年龄、性别比较差异均无统计学

意义（Ｐ ＞ ０． ０５），具有可比性。 排除标准：（１）肝硬化、肝脏恶性

肿瘤、急性胆道感染性疾病、正在服用或近 ３ 个月服用过具有

肝毒性的药物；（２）经标准抗高血压治疗后舒张压 ＞ １００ ｍｍＨｇ，
和（或）收缩压 ＞ １６０ ｍｍＨｇ；（３）患有恶性肿瘤、先天性心脏病、
急性心肌梗死、经皮冠状动脉介入治疗术后、心功能不全Ⅲ级

及以上、严重心律失常、急性脑梗塞及出血、肺心病、呼吸衰竭、
肾功能不全、造血系统疾病等严重原发病；（４）精神疾病；（５）糖
尿病；（６）严重腹泻或便秘；（７）妊娠及哺乳期；（８）近 ３ 个月服

用过甾体类抗炎药物、抗菌素和微生态制剂；（９）近 １ 周食用过

含有益生菌类食物。 本研究经沈阳市第六人民医院伦理委员

会审核批准，所有受试者均签署知情同意书。
２． 方法

（１）一般资料及实验室检查指标收集：收集所有受试者一

般资料（性别、年龄及 ＢＭＩ） 及实验室检查指标 ［甘油三酯

（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬ⁃Ｃ）、低密度

脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ⁃Ｃ）、ＡＬＴ、ＡＳＴ、谷氨酰转移酶（ＧＧＴ）、载脂

蛋白（ＡＰＯＡ）、载脂蛋白 Ｂ（ＡＰＯＢ）、血糖、尿酸、尿素、总蛋白、
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