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商陆皂苷甲对ＩＬ１β诱导的肾小球系膜细胞增殖及ＣＤＫ２、Ｐ２７的影响


张祥贵，汤杰印

（遵义医学院第五附属医院肾内科，广东珠海５１９１００）

　　摘　要：目的　观察商陆皂苷甲（ＥｓＡ）对白细胞介素（ＩＬ）１β诱导的大鼠肾小球系膜细胞（ｒＧＭＣ）增殖和细胞周期依赖性蛋

白激酶（ＣＤＫ２）及其抑制蛋白（Ｐ２７）表达的影响。方法　噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测ＥｓＡ对ｒＧＭＣ增殖与毒性的影响；碘化丙啶（ＰＩ）

染色法，流式细胞仪检测细胞周期；蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测ＣＤＫ２、Ｐ２７的表达。结果　观察剂量中ＥｓＡ对ｒＧ

ＭＣ没有细胞毒作用，ＥｓＡ（２．５～５．０ｍｇ／Ｌ）作用ｒＧＭＣ４８ｈ后明显抑制其增殖；ＩＬ１β减少了ｒＧＭＣ的Ｇ１ 期细胞数并增加了Ｓ

期的细胞数，促进了ｒＧＭＣ的ＣＤＫ２的表达，抑制了Ｐ２７的表达；ＥｓＡ增加了ＩＬ１β诱导的ｒＧＭＣ的Ｇ１ 期的细胞数并减少了Ｓ期

的细胞数，抑制了ＩＬ１β诱导的ｒＧＭＣ的ＣＤＫ２的表达，并促进了Ｐ２７的表达。结论　ｒＧＭＣ可能是ＥｓＡ的作用靶细胞，ＥｓＡ通

过抑制ＣＤＫ２及激活Ｐ２７的表达抑制了ＩＬ１β诱导的ｒＧＭＣ的增殖，阻滞了细胞周期的进程。
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　　肾小球系膜细胞（ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌ，ＧＭＣ），正常

时几乎不增殖，炎症时被活化而增殖，引起细胞外基质（ｅｘｔｒａ

ｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＭＣ）增加，并释放各种生物活性物质，终致肾

小球硬化及终末期肾脏病（ＥＳＲＤ）。ＧＭＣ增殖是狼疮性肾炎

（ｌｕｐｕｓｎｅｐｈｒｉｔｉｓ，ＬＮ）等多种肾小球疾病的共同病理表现。商

陆皂苷甲（ｅｓｃｕｌｅｎｔｏｓｉｄｅＡ，ＥｓＡ）是从商陆块根中提纯的三萜

皂苷，有调节免疫、抗炎、抑制细胞增殖和促凋亡的作用［１２］，对

自身免疫性肾炎动物模型疗效显著［３４］，本课题组前期研究发

现，ＥｓＡ可显著抑制狼疮模型小鼠（ＢＸＳＢ）血清中炎症因子的

表达，抑制了肾组织的增殖并促进了其凋亡，改善了肾脏的病

理［５８］。本实验用大鼠肾小球系膜细胞（ｒａｔｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅ

ｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌ，ｒＧＭＣ）为对象，探讨ＥｓＡ对体外培养的ｒＧＭＣ增

殖影响及其机制，为其治疗系膜增殖性肾病提供实验和理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料　ｒＧＭＣ细胞株（ＨＢＺＹ１）由中国典型培养物保藏

中心（ＣＣＴＣＣ）提供；ＥｓＡ（上海同田公司），批号：１００７２４３１，白

色粉剂（不溶于水），于实验前溶于０．１％ ＤＭＳＯ溶液中；ＩＬ１β

（Ｐｒｏｓｐｅｃ公司），生产批号：＃４０７ＩＬ１Ｂ０１；噻唑蓝［３（４，５Ｄｉｍ

ｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］、二

甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、胰酶购自Ｓｉｇｍａ公司；

ＭＥＭ培养液（Ｇｅｎｏｍ公司）；优级胎牛血清（ＦＢＳ）购自杭州四

季青公司；细胞周期与凋亡检测试剂盒购自碧云天生物技术研

究所；兔抗大鼠细胞周期素依赖性激酶抑制剂（Ｐ２７）、细胞周

期素依赖性激酶（ｃｙｅｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，ＣＤＫ）购自武汉博士

德公司；Ａｃｔｉｎ单克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、ＨＲＰ标记山羊抗兔

（ＫＰＬ）、ＰＶＤＦＷｅｓｔｅｒｎ转印膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、流式细胞仪（ＦＡＣＳ

ＶａｎｔａｇｅＤｉＶａ，ＢＤ）、酶标仪（ＥＬＸ８００）购自 ＢｉｏＴｅｋＩｎｓｔｒｕ

ｍｅｎｔｓＩＮＫ（美国）公司。

１．２　方法

１．２．１　ｒＧＭＣ培养　ｒＧＭＣ购回后于倒置显微镜下见细胞呈

梭形生长，铺满瓶底，培养液透明清亮，适应性培养４ｈ后吸取

全部培养液（５％ＦＢＳ的 ＭＥＭ）入无菌瓶内，并将ＦＢＳ浓度由

５％调整为１０％做ｒＧＭＣ培养备用。用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清
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洗细胞２次，加入胰酶（含０．２５％胰蛋白酶、０．０２％ 乙二胺四

乙酸和酚红）消化细胞，见细胞变圆，呈片状脱落时，加入１０％

ＦＢＳ的 ＭＥＭ，终止消化，将细胞悬液移入离心管中，８００ｒ／

ｍｉｎ，４ｍｉｎ离心后，弃去上清液，加入３ｍＬ１０％ＦＣＳ的 ＭＥＭ

培养液重悬细胞，按１∶３接种于２５ｍｍ２ 培养瓶，每瓶加入

１０％ＦＢＳ的 ＭＥＭ培养液至５ｍＬ，吹打均匀，放入３７℃，５％

ＣＯ２ 培养箱中培养，２ｄ换１次液，细胞生长迅速，３ｄ传１次

代。本实验采用６～９代ｒＧＭＣ。

１．２．２　ＭＴＴ法测定不同浓度ＤＭＳＯ对ｒＧＭＣ增殖影响　本

实验欲用ＤＭＳＯ溶解ＥｓＡ，故需先选择合适浓度的ＤＭＳＯ，使

其对ｒＧＭＣ增殖无影响又能充分溶解 ＥｓＡ。取对数生长期

ｒＧＭＣ，用胰酶消化，离心收集细胞弃上清液，用１０％ＦＢＳ的

ＭＥＭ培养液将细胞浓度调制１×１０４／ｍＬ，每孔２００μＬ接种

于９６孔培养板，３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中孵育２４ｈ后，换用无

血清的 ＭＥＭ培养液培养ｒＧＭＣ２４ｈ，使细胞同步化生长于

Ｇ０ 期。对照组加入１０％ＦＢＳ的 ＭＥＭ培养液，实验组除加入

上述培养液外，还分别加入终浓度为１．２％、１．０％、０．８％、

０．５％、０．１％的ＤＭＳＯ，上述各组分别培养至２４、４８、７２ｈ时，

换新鲜培养液，每孔加入０．５％ ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ后，

吸弃上清，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充

分溶解，在酶联免疫检测仪４９０ｎｍ波长处测定各孔吸光值

（ＯＤ值）。实验重复４次。

１．２．３　ＭＴＴ法测定不同浓度ＥｓＡ对ｒＧＭＣ增殖的影响　按

上述培养方法，取对数生长期ｒＧＭＣ接种于９６孔培养板，培养

箱中孵育２４ｈ后使ｒＧＭＣ同生长于Ｇ０ 期。对照组加入１０％

ＦＢＳ的 ＭＥＭ培养液，实验组除加入上述培养液外，还分别加

入终浓度为２０．００、１０．００、５．００、２．５０、１．２５、０．６３ｍｇ／Ｌ用

ＤＭＳＯ溶解的ＥｓＡ，上述各组分别培养至２４、４８及７２ｈ时，换

新鲜培养液，按上述方法加入 ＭＴＴ培养４ｈ后，加入ＤＭＳＯ

振荡１０ｍｉｎ溶解结晶物，在酶联免疫检测仪４９０ｎｍ波长处测

定各孔ＯＤ值。实验重复４次。

１．２．４　ＭＴＴ法测定ＥｓＡ对ｒＧＭＣ毒性影响
［９］
　方法同上，

在无血清同步后行药物干预时，各组均改为无血清的 ＭＥＭ培

养液。

１．２．５　流式细胞仪检测ＥＳＡ对ＩＬ１β诱导的ｒＧＭＣ周期　

取对数生长期的ｒＧＭＣ，用１０％ ＦＢＳ的 ＭＥＭ 培养液调整细

胞浓度０．５×１０５／ｍＬ，２毫升／孔细胞悬液，接种于６孔板，置

入３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养２４ｈ后，换为 ＭＥＭ培养液继续

培养２４ｈ，使细胞生长同步化，弃去上清液，分为正常对照组：

加入５％ＦＢＳ的 ＭＥＭ培养液；ＩＬ１β组：５％ ＦＢＳ的 ＭＥＭ 培

养液含终浓度１０μｇ／Ｌ的ＩＬ１β溶液；ＩＬ１β＋ＥＳＡ 组：５％

ＦＢＳ的 ＭＥＭ 培养液含终浓度１０μｇ／Ｌ的ＩＬ１β、５ｍｇ／Ｌ的

ＥｓＡ溶液。每组设４个复孔，继续培养４８ｈ，收集细胞，１０００

ｒ／ｍｉｎ，４ｍｉｎ离心去上清液，重悬于４℃预冷的ＰＢＳ液中，

１０００ｒ／ｍｉｎ，４ｍｉｎ离心去上清液，加入７０％冰浴预冷的乙醇

重悬、固定细胞，４℃过夜。检测前，ＰＢＳ洗涤细胞２次，每个

样本加１０μＬＲＮａｓｅ（５０×）、２５μＬＰＩ（２０×）和０．５ｍＬ染色缓

冲剂，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，滤过网过滤，上流式细胞仪检测，

用 Ｍｏｄｆｉｔ软件分析数据。实验重复４次。

１．２．６　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测ＣＤＫ２、Ｐ２７

的表达　提取按上述方法接种、培养、分组作用４８ｈ后各组细

胞总蛋白，每组１×１０６ 个细胞，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白质浓

度，并置于－２０℃备用。每个样品取３０μｇ蛋白质加入５×

ＳＤＳ凝胶加样缓冲液使其终浓度成为１×，１００℃煮沸５ｍｉｎ，

经１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳（浓缩胶４５Ｖ４０ｍｉｎ，分离胶１２０

Ｖ９０ｍｉｎ）后，２００ｍＡ电转移转至ＰＶＤＦ膜１ｈ，用５％脱脂牛

奶封闭１ｈ，加入稀释的Ｐ２７（１∶４００）、ＣＤＫ２（１∶４００）一抗和

ａｃｔｉｎ单克隆抗体（１∶１０００），室温下孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，加

１∶３０００ＴＢＳＴ稀释的二抗室温孵育４５ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜，加

入等体积混溶的Ａ、Ｂ化学发光试剂，保持１．５ｍｉｎ，去尽残液，

曝光成像。照片用ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶成像系统进行分析，确定

杂交条带的光密度值，用各组的光密度值／内参照光密度值进

行统计学分析，实验重复３～５次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

资料用狓±狊表示，组间均数比较用方差分析；多个样本均数的

两两比较，方差齐性者用ＬＳＤ狋检验，方差不齐者用Ｔａｍｈａｎｅ′

ｓＴ２检验。检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　肾小球系膜细胞生长形态观察　ｒＧＭＣ经传代２４ｈ后

几乎全部伸展贴壁，生长迅速，约２～３ｄ铺满瓶底。在倒置显

微镜下观察，ｒＧＭＣ呈梭形、不规则形、纺锤形、胞核居细胞中

央呈卵圆状，胞体多突起，生长密集时，细胞接触间隙可消失，

见图１。

图１　　正常培养的肾小球系膜细胞形态（×２００）

表１　　不同ＥｓＡ浓度在不同时间点对ｒＧＭＣ增殖

　　　作用的影响（狓±狊，狀＝６）

ＥＳＡ浓度（ｍｇ／Ｌ） ＯＤ（２４ｈ） ＯＤ（４８ｈ） ＯＤ（７２ｈ）

０．０００ ０．５２９±０．０８１ ０．８０８±０．０２１ １．３３１±０．２１９

２０．０００ ０．５４７±０．３６２ ０．８６３±０．９０３ １．２１８±０．１６５

１０．０００ ０．５４７±０．０９７ ０．８８０±０．０８０ １．３３０±０．１４６

５．０００ ０．５０８±０．０１８ ０．６４２±０．０６００．９６６±０．３２５

２．５００ ０．４７８±０．０４３ ０．７１６±０．０８１＃１．０３２±０．１２３＃

１．２５０ ０．４７９±０．０２６ ０．８１５±０．０５６ １．２７１±０．１８５

０．６２５ ０．４７３±０．０５３ ０．８０５±０．０４１ １．２３２±０．２１８

　　：犘＜０．０１，＃：犘＜０．０５，与ＥｓＡ浓度为０．０００ｍｇ／Ｌ比较。

２．２　ＤＭＳＯ对ｒＧＭＣ增殖的影响　与未加ＥｓＡ比较，０．１％
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ＤＭＳＯ对ｒＧＭＣ在２４、４８、７２ｈ的细胞增殖无明显抑制作用，

差异无统计学意义（犘＞０．０５），其余各组对ｒＧＭＣ的细胞增殖

在２４、４８、７２ｈ的，３个时间点或者某１～２个时间点有明显的

影响，差异有统计学意义（犘＜０．０５），故宜用０．１％ ＤＭＳＯ溶

解ＥｓＡ。

２．３　ＥｓＡ对ｒＧＭＣ的毒性影响　与未加ＥｓＡ比较，ＥｓＡ浓度

在０．６２５～２０．０００ｍｇ／Ｌ间，ＥｓＡ对ｒＧＭＣ活力无明显抑制作

用，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．４　ＥｓＡ对ｒＧＭＣ的增殖影响　与未加ＥｓＡ比较，ＥｓＡ浓度

为２．５０～５．００ｍｇ／Ｌ，在４８、７２ｈ，明显抑制了细胞的增殖（犘＜

０．０５或犘＜０．０１），见表１。

２．５　ＥｓＡ对ＩＬ１β诱导的ｒＧＭＣ细胞周期的影响　与正常对

照组比较，ＩＬ１β组ｒＧＭＣ的Ｓ期细胞比例明显增多（犘＜

０．０５），Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例明显减少（犘＜０．０５），促进了ｒＧＭＣ

的增殖；与ＩＬ１β组比较，ＩＬ１β联合ＥｓＡ组ｒＧＭＣ的 Ｇ０／Ｇ１

期细胞比例明显增多（犘＜０．０５），Ｓ期细胞比例明显下降（犘＜

０．０５），对ＩＬ１β诱导的细胞增殖有显著的抑制作用；与正常对

照组比较，ＩＬ１β＋ＥｓＡ组Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例有所减少，Ｓ期细

胞比例有所增加，但差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＥｓＡ可将

ＩＬ１β诱导的ｒＧＭＣ增殖抑制至正常范围。３组均未见凋亡

峰，无明显的细胞坏死和晚期凋亡，见图２。

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＩＬ１β组；Ｃ：ＩＬ１β＋ＥｓＡ组。

图２　　ＥｓＡ对ｒＧＭＣ细胞周期分的影响

２．６　ＥｓＡ对ＩＬ１β诱导ｒＧＭＣ的ＣＤＫ２、Ｐ２７表达的影响　与

正常对照组比较，ＩＬ１β组ＣＤＫ２表达明显增强（犘＜０．０１），

Ｐ２７表达明显减弱（犘＜０．０１）；与ＩＬ１β组比较，ＩＬ１β联合

ＥｓＡ组ＣＤＫ２表达明显减弱（犘＜０．０１）；Ｐ２７表达明显增强

（犘＜０．０１）；与正常对照组比较，ＩＬ１β＋ＥｓＡ组ＣＤＫ２、Ｐ２７表

达明显增强（犘＜０．０１）。见图３。

图３　　各组ｒＧＭＣ的ＣＤＫ２、Ｐ２７、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达情况

３　讨　　论

ＥｓＡ是从中国商陆块根中提纯的一种三萜类皂苷化合

物，本实验组前期研究表明ＥｓＡ具有抗炎、抑制细胞增殖和促

凋亡的作用。由于ＬＮ的主要病理变化是ＧＭＣ增殖，为明确

ＥｓＡ在ＬＮ等系膜增殖性肾炎肾组织中的作用靶点及机制，考

虑ＩＬ１β是活化ＧＭＣ的主要炎症因子之一，且具有典型性，建

立了体外ＩＬ１β诱导ＧＭＣ增殖的模型，ＩＬ１β作用后促进了

ｒＧＭＣ增殖，表明ＩＬ１β诱导的ＧＭＣ增殖模型符合实验所需。

细胞增殖和毒性实验结果显示ＥｓＡ（２．５～５．０ｍｇ／Ｌ）对

血清诱导的ｒＧＭＣ增殖４８～７２ｈ有显著的抑制作用，实验研

究浓度范围内 ＥｓＡ 无明显引起ｒＧＭＣ坏死，提示 ＧＭＣ是

ＥｓＡ作用的靶细胞，抑制细胞增殖不是通过细胞毒作用。

细胞增殖是通过细胞周期实现的，细胞周期调节蛋白在细

胞周期水平最终决定细胞的命运［１０］，其分为细胞周期正控蛋

白和负控蛋白，正控蛋白包括细胞周期素（ｃｙｃｌｉｎ）和ＣＤＫ，负

控蛋白主要是细胞周期素依赖性激酶抑制剂（ｃｙｃｌｉｎｋｉｎａｓｅｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒ，ＣＫＩ）。

ＣＤＫ２是一种丝氨酸／苏氨酸激酶，在细胞周期Ｇ１ 期和Ｓ

期分别与ＣｙｃｌｉｎＥ和ＣｙｃｌｉｎＡ结合，形成全酶活性的周期素，

促进细胞周期度过 Ｇ１ 期和Ｓ期。正常ｒＧＭＣ静止期ＣＤＫ２

表达水平极低，病理状态下ＧＭＣ增生同ＣＤＫ２表达增加显著

相关［１１］。Ｐ２７是细胞周期调节负控蛋白ＣＩＰ／ＫＩＰ家族成员之

一，Ｐ２７以同源的 Ｎ末端与ＣｙｃｌｉｎＣＤＫ复合物中的ＣＤＫ结

合，抑制其磷酸激酶活性，Ｐ２７表达增强时细胞停滞在Ｇ１ 期，

抑制其增殖［１２］。研究证实Ｐ２７是肾脏对免疫和非免疫损伤反

应的至关重要的决定者，是调控 ＧＭＣ 增生的一个关键

因素［１３］。
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本实验结果显示，ＥｓＡ可抑制了ＩＬ１β诱导的ｒＧＭＣ增

殖，可能机制是ＥｓＡ激活并促进了ｒＧＭＣ的Ｐ２７表达，使其抑

制了ＣＤＫ磷酸激酶活性，从而降低了ＣｙｃｌｉｎＣＤＫ复合物活

性，同时也下调了ＣＤＫ２的表达，减少了ＣｙｃｌｉｎＣＤＫ２复合物

的生成，进而延缓了细胞周期的进程及抑制了细胞的生长，抑

制了ＧＭＣ的炎症，减缓了其硬化，改善了肾脏的病理表现，改

善了系膜细胞增殖性肾小球疾病的病情，说明了ＥｓＡ在系膜

增殖性肾脏病中具有一定的应用前景，为临床运用ＥｓＡ提供

了一定的实验基础和理论依据。ＥｓＡ在体外作用和经体内生

物转化对细胞的作用是否同等，有待于今后进一步研究。
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