
书书书

!论
!!

著!

!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$-&1-&%%$

甘草酸对高糖诱导的肾小球系膜细胞氧化应激损伤的影响"
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!伍智慧$
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"摘要#

!

目的
!

探讨甘草酸"

34

%对高糖诱导的肾小球系膜细胞氧化应激损伤的影响&方法
!

将
5678.$

细胞分为#正常对

照组"

93

组%'高糖组"

53

组%'高糖
:34

组"

53:34

组%&采用四甲基偶氮唑蓝"

;<<

%法检测细胞增殖活性&用紫外分光光

度法检测超氧化物歧化酶"

=>?

%和丙二醛"

;?4

%水平!用激光共聚焦检测活性氧"

@>=

%变化&采用免疫组织化学和
AB+CBD,

EF"C

检测锰超氧化物歧化酶"

;,.=>?

%蛋白的表达!用
G.HI@

检测
;,.=>?J@94

&结果
!

"
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%各组
5678.$

细胞形态变化#

5678.$

细胞为菱形!

93

组细胞形态正常!结构清晰可辨$

53:34

组细胞数量略增多!个别细胞胞体略肥大$

53

组细胞结构

不甚清晰!细胞扁平!数量明显增多!胞体略肥大&"

1

%各组
5678.$

细胞的增殖效应#与
93

组相比!

53

组
!"

值明显升高"
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组与
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组相比
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值降低"
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#
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含量#

53

组
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相对含量较
93

组有所上升!

53:34

组
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相对含量下降"

#

#

%&%2

%&"
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%各组细胞中
;,.=>?

的表达#与
93

组相比!

53

组
;,.=>?

相对表达减少"

#

#

%&%2
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53

:34

组与
53

组相比
;,.=>?

表达升高"

#

#

%&%2

%&结论
!

34

对高糖诱导的
5678.$

细胞异常增殖有一定的抑制作用!

34

可通过氧化应激保护高糖诱导肾小球系膜细胞所致的细胞肥大和细胞损伤!

34

能调节高糖诱导下
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的表达&
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糖尿病肾病$

!#MEBC#Q,B
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#
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&是最常见的糖尿

病微血管并发症之一#同时是导致终末期肾衰竭和影响糖尿病

患者生活质量的重要原因之一'

$

(

)

?9

的发病机制至今还未

完全阐明#有大量研究证实#在
?9

的发病过程中#血流动力学

改变*糖代谢紊乱*脂代谢紊乱*氧化应激*血管活性物质及细

胞因子激活等起了重要作用'

1.'

(

)由于糖*脂代谢紊乱#

?9

会

导致线粒体功能紊乱和体内氧化应激水平的升高'

0

(

)研究证

实#高糖诱导细胞线粒体呼吸链产生过量活性氧$

DBMQC#KB"T

R

.

L

B,+

V

BQ#B+

#

@>=

&是
?9

并发症发生的启动因素'

2

(

#而氧化应

激表现为
@>=

*丙二醛$

;?4

&增多和抗氧化酶超氧化物歧化

酶$

=>?

&活性下降)另外#过多的
@>=

会诱导多种细胞因子

表达#使肾小球滤过增加#基底膜增厚#参与
?9

的发病过程#

因此抑制肾脏的氧化应激可有效防治
?9

'

)

(

)

近年来#从中草药中寻找治疗
?9

可能的方法和药物成为

20-'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
1-

期
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防治
?9

的研究热点)甘草的主要成分甘草酸$

L

F

R

Q

R

DDN#S#Q

MQ#!

#

34

&具有明显的抗炎*抗病毒*抗氧化*调节免疫功能等

多种药理作用'

-

(

)已有研究表明#

34

能明显改善链脲佐菌素

$

=<7

&导致的糖尿病#降低高血糖*高脂血症及相关的氧化应

激#有望成为治疗糖尿病的药物)另外
34

还能明显缓解糖尿

病导致的胰脏和肾脏异常#并且降低氧化应激参数#激活糖异

生酶的作用)因此#本实验探讨
34

对高糖培养的肾小球系膜

细胞氧化应激损伤的影响#为
?9

的防治提供理论依据)

?

!

材料与方法
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!

仪器与试剂
!
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1

培养箱$

9W4Y@.9W.22$%[

#美国&#超

净工作台$

6I;.$'%%4

#苏净安泰&%

34

$日本东京化成工业公

司&#大鼠肾小球系膜细胞株
5678.$

$北纳创联生物技术研究

院&#

<<I

试剂盒 $南京凯基&#细胞培养基
?;[;

*胎牛血清

$

\6=

&*胰蛋白酶$

5

R

QF",B

公司&)

?&@

!

方法

?&@&?

!

5678.$

细胞培养及分组
!

当
5678.$

细胞生长达到

/%]

融合时#用胰酶消化传代#置于
2] I>

1

培养箱内
'-^

孵

育
10

*

0/N

)接种于
()

孔细胞培养板上#继续培养
0/N

使细

胞生长融合)将细胞分为!正常对照组$

93

组&*高糖组$

53

组&和高糖
:34

组$

53:34

组&)

?&@&@

!

采用四甲基偶氮唑蓝$

;<<

&法进行细胞增殖检测
!

取对数生长期的
5678.$

细胞#按实验分组分别处理
10N

#每

孔加入
2%

!

_$̀ ;<<

$

2

L

"

_

&孵育
0N

#镜下观察#

;<<

掺入

细胞内#吸出上清液#加入
$2%

!

_

二甲基亚砜$

?;=>

&使细胞

内甲
!

溶解#用平板摇床摇匀振荡
$%J#,

#待细胞完全溶解后#

放入自动酶标仪
0(%,J

波长读数#并记录光密度$

!"

&值)

?&@&A

!

5678.$

细胞中
@>=

的表达
!

按照
$a$%%%

用无血

清培养液稀释二氯荧光黄双乙酸盐$

?I\5.?4

&)按照原位装

载探针的方法#取出干预
10N

的培养板#去除细胞培养液#加

入
'%%

!

_

稀释好的
?I\5.?4

#阳性对照孔加入
@"+P

V

作为

阳性对照)

'-^

细胞培养箱内孵育
'%J#,

#利用激光共聚焦

显微镜观察$

0//,J

激发波长#

212,J

发射波长&)

?&@&B

!

各组细胞上清液
=>?

和
;?4

测定
!

取对数生长期

的
5678.$

细胞#

10N

贴壁换液后#按实验分组处理
10N

#收

集各组上清液#操作按试剂盒说明书进行)

?&@&C

!

免疫荧光检测
34

对锰超氧化物歧化酶$

;,.=>?

&表

达的影响
!

取对数生长期的
5678.$

细胞#

10N

贴壁换液后#

按实验分组处理
10N

进行免疫荧光检测)$

$

&多聚甲醛室温

固定
'%J#,

%$

1

&

%&1] <D#C",b.$%%

室温处理
1%J#,

%$

'

&

']

5

1

>

1

孵育
'%J#,

%$

0

&封闭血清
'-^1%J#,

%$

2

&

;,.=>?

一

抗孵育$

;,.=>?

滴度为
$a'%%

&

0^

过夜#阴性对照用
H6=

%

$

)

&荧光二抗工作液
'-^

孵育
'%J#,

%$

-

&

?4HY

复染核)

?&@&D

!

AB+CBD,EF"C

分析
!

提取蛋白后电泳#转膜#一抗孵

育#增强化学发光剂显像#曝光)膜洗脱后再次孵育#

"

.MQC#,

作

为内对照)用计算机图像处理系统分析阳性强度)

?&@&E

!

G.HI@

!

使用
<D#S"F

试剂提取
@94

#根据试剂说明

书#使用寡聚$

!<

&

$/

引物$

%&2

!

L

"

!

_

&以总体积为
1%

!

_

的

@<

试剂盒反转录)使用
Q?94

和
=86@3DBB,HI@ ;M+CBD

;#T

在荧光
HI@

仪$

YG.2

&上进行实时
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)引物为!
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正向
2c.443343I4433<I3I<<4I434.'c
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2c.I44 4<3 3I< <<I 434 <43 <I4 33<I.'c
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J@94

的相对量由
1

.

$$

IC值计算确定)

?&A

!

统计学处理
!

采用
=H==1%&%

进行统计分析#计量资料

以
Cd=

表示#采用单因素方差分析进行组间比较#以
#

#

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

34

对高糖诱导
5678.$

细胞增殖的影响
!

本研究预实

验证实
34

为
$%%

!

J"F

"

_

时对正常细胞无明显影响#但对高

糖组细胞有抑制作用#作为后续实验的浓度)

34

作用于高糖

诱导的
5678.$

细胞
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*

0/N

#

;<<

法检测各组细胞的增殖

情况)与
93

组相比#

53

组细胞增殖明显增加$

#

#

%&%2

&#与

53

组相比#

53:34

组细胞增殖受到抑制#差异有统计学意

义$

#

#
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&#见图
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!各组细胞
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染色$
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分析图#
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细胞
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的影响
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与
93

组相

比#

53

组中高糖诱导的
5678.$

细胞
@>=

产生增加#处理
10

N

后达峰值)

34

处理后#

@>=

降低)这些数据表明#在给予

34

后#似乎有
@>=

产生的损伤或内源性
@>=

清除"抗氧化能

力的增加)

34

可抑制
5678.$

在高糖刺激下
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的产生#

见图
1

)

!!

4

!处理
10N

各组细胞
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水平$

0̀%%
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34

对高糖诱导
5678.$

细胞
;?4

水平和
=>?

活性的

影响
!

5678.$

细胞在高糖诱导下的
;?4

水平升高#处理
10

N

达峰值#而
=>?

活性下降#见图
'

)

!!

4

!

;?4

水平%

6

!

=>?

活性#

""

!

#

#

%&%2

#与
93

组比较%

#

!

#

#

%&%2

与
53

组比较

图
'

!!

34

对高糖诱导的
5678.$

细胞
;?4

水平和

=>?

活性的影响

@&B

!

34

对高糖诱导
5678.$

细胞中
;,.=>?

蛋白表达的影

响
!

与
93

组相比#

53

组
;,.=>?

的表达水平降低)相比

之下#

34

治疗
10N

内引起
5678.$

细胞的
;,.=>?

蛋白表

达增加)在各组中#

;,.=>?J@94

水平上变化与蛋白水平

相似#见图
0

)

!!

4

!免疫荧光法检测各组中
;,.=>?

蛋白表达$

`0%%

&%

6

!免疫组

织化学检测
;,.=>?

的表达率%

"

!

#

#

%&%2

#与
93

组比较%

#

!

#

#

%&%2

#与
53

组比较)

I

!

AB+CBD,EF"C

检测各组中
;,.=>?

蛋白表达%

?

!

;,.=>?

蛋白率)

[

!

;,.=>?J@94

表达#

"

!

#

#

%&%2

#与
93

组

比较%

#

!

#

#
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#与
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组比较

图
0

!!

5678.$

细胞中
;,.=>?J@94

水平

A

!

讨
!!

论
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?9

作为糖尿病最常见的并发症#近年来已成为糖尿病致

死*致残的主要原因#因此许多国内外肾脏病学者把关注方向

定于
?9

致病因素及机制研究)

?9

发病过程包括氧化应激*

血管活性物质及细胞因子*糖代谢紊乱及由此导致的非酶糖

化*多元醇通路激活*蛋白激酶
I

信号途径活化*血管活性物

质及细胞因子等引起'

1

(

)目前研究表明#氧化应激在
?9

的发

病过程中起重要作用)氧化应激最主要的表现为
@>=

产生增

多#从而引起机体一系列的损伤)糖尿病状态下肾脏氧化应激

的发生与
'

个方面因素有关!机体
@>=

大量增加%非酶性抗氧

化分子减少%肾组织内的抗氧化酶活性改变)而
@>=

产生过

多#可激活细胞内信号传导系统如
V

'/

"

;4He

*

[@e

和
f9e

"

=4He

*活化转录因子*表达转化生化因子
.

"

$

<3\.

"

&等活性产

物#使细胞外基质$

[I;

&蛋白合成增加#降解减少#导致
?9

的发生和发展'

'

(

)在
?9

的发病机制中#如何有效降低氧化应

激损伤成为关注热点)本实验通过
;<<

法检测#发现
34

能

够显著提高高糖诱导产生氧化应激损伤的肾小球系膜细胞活

力#提高细胞存活率#降低细胞内由高糖诱导的
@>=

产生)

?9

的发病机制之一就是高血糖所导致的代谢异常#最终

导致氧化应激反应#即线粒体电子传递链形成的超氧化物增

多)而氧化应激的主要表现为
@>=

*

;?4

的增多和抗氧化酶

=>?

活性的下降)另外#有研究显示#高糖所致的肾皮质损伤

也与氧化应激有关)在
?9

的发病中#氧化应激起到了关键的

作用)在糖尿病"高血糖状态下#大多数组织都会产生大量的

活性氧)在
?9

时#肾小球系膜细胞能够产生过量的
@>=

)同

时#肾小球系膜细胞在高糖环境下生长#氧化应激是由自由基

在体内产生的一种负面作用)在高糖环境中#氧化应激反应的

主要表现为
@>=

产生增多'

/.(

(

)同时#

@>=

可以与蛋白质*核

酸等发生反应#从而引起炎性反应*细胞凋亡和细胞增殖等)

另外#在
?9

中
@>=

与细胞增殖和
?94

合成有密切的关系)

在糖尿病"高血糖中#活性氧
@>=

主要在线粒体产生#因此

@>=

也可以破坏线粒体'

$%

(

)除了
@>=

在氧化应激中起到重

要作用外#中和降解内源性抗氧化剂在细胞内氧化应激反应中

也起到了重要的作用)例如#

;,.=>?

也称作
=>?1

#是一种

重要的抗氧化酶#

;,.=>?

的主要作用是调节
@>=

的新陈代

谢)所以#当
;,.=>?

代谢紊乱时会导致
@>=

的产生增多#进

而引起
?9

损伤)

另外#有研究表明#白藜芦醇能够改善高脂饮食引起的肥

胖症和胰岛素抵抗#其主要作用也是通过调节
4;He

"

=Y@<$

通路而增加
;,.=>?

的合成'

$$

(

)还有研究表明#

=Y@<$

能够

改善糖尿病"高血糖导致的内皮细胞损伤#主要是通过上调

;,.=>?

的表达而发挥作用'

$1

(

)氧化应激反应能够导致

;?4

的产生过多#并且能够导致
/.>5!3

相应的增加而诱导

?94

氧化损伤)因此#

=>?

水平和
;?4

表达量是氧化应激

反应的重要标志物#引起氧化应激标志物变化的原因之一就是

抗氧化酶的活性降低#从而导致细胞损伤)另外有研究证实#

34

能够通过抗氧化作用减缓四氯化碳诱导的小鼠肝损伤)

前期实验证实
34

对
?9

具有保护作用#其涉及的可能分子机

制与氧化应激有关)本研究利用免疫组织化学及
AB+CBD,

EF"C

方法检测
;,.=>?

表达变化#结果表明
;,.=>?

在正常

肾小球系膜细胞中有表达#在高糖组中
;,.=>?

蛋白表达减

少#而
53:34

组中表达有所增加#说明
34

能促进高糖诱导

5678.$

细胞中
;,.=>?

蛋白的表达#抑制
@>=

#对高糖诱导

的
5678.$

细胞损伤具有保护作用)

综上所述#

34

可以减轻高糖诱导的肾小球系膜细胞的氧

化应激损伤#其主要机制与降低胞内
@>=

产生和增加
;,.

=>?

蛋白的表达有关)本实验中
34

减缓氧化应激损伤具体

机制并未阐明#还有待进一步的验证)
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