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  [摘要] 目的 探讨秦皮甲素(ESCL)对高糖(HG)诱导肾小球系膜细胞(GMCs)的影响,以及ESCL对糖

尿病肾病(DNP)的保护作用与相关炎症机制。方法 选取GMCs建立DNP细胞模型,将细胞分为5组:NG
组、HG组、ESCL-L、ESCL-M组和ESCL-H组。观察不同浓度ESCL对 HG诱导GMCs总蛋白含量、体积和

生存率的影响,并测定各组白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)及基质细胞衍生因子-1(SDF-1)的水

平,采用Western
 

blot方法检测其作用是否通过影响蛋白激酶B(PKB)途径而实现。结果 与NG组比较,HG
诱导的GMCs数量减少、存活率下降、体积增大、总蛋白含量增加,差异有统计学意义(P<0.05)。与 HG组相

比,经不同浓度ESCL处理后的GMCs数量增多、体积缩小、存活率升高、总蛋白含量降低,差异有统计学意义

(P<0.05)。与HG组相比,不同浓度ESCL能降低IL-6、TNF-α和SDF-1水平,升高p-Akt并降低Akt表达,
差异有统计学意义(P<0.05)。结论 ESCL可能是通过影响p-Akt-Akt信号通路,下调多种相关炎症因子和

炎性趋化因子的表达,对DNP具有一定保护作用。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

esculin
 

(ESCL)
 

on
 

glomerular
 

mesangial
 

cells
 

(GMCs)
 

exposed
 

to
 

high
 

glucose
 

(HG).To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

ESCL
 

on
 

diabetic
 

nephropathy
 

(DNP)
 

and
 

its
 

associated
 

inflammatory.Methods GMCs
 

were
 

used
 

for
 

establishe
 

DNP
 

cell
 

model
 

and
 

divided
 

into
 

5
 

groups,included
 

the
 

NG
 

group,the
 

HG
 

group,the
 

ESCL-L
 

group,the
 

ESCL-M
 

group
 

and
 

the
 

ESCL-H
 

group.The
 

total
 

protein
 

content,volume
 

and
 

survival
 

rate
 

of
 

GMCs
 

exposed
 

to
 

HG
 

by
 

different
 

concentrations
 

of
 

ESCL
 

were
 

observed.The
 

contents
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin-6
 

(IL-6)
 

and
 

stromal
 

cell
 

derived
 

factor-1
 

(SDF-1).In
 

addition,the
 

expression
 

of
 

protein
 

kinase
 

B
 

(PKB)
 

was
 

tested
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

NG
 

group,the
 

amount
 

of
 

GMCs
 

decreased
 

in
 

the
 

HG
 

group,the
 

survival
 

rate
 

decreased,the
 

volume
 

and
 

total
 

protein
 

content
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

HG
 

group,the
 

amount
 

of
 

GMCs
 

and
 

survival
 

rate
 

increased,and
 

volume
 

of
 

GMCs
 

and
 

the
 

total
 

protein
 

content
 

decreased
 

by
 

different
 

concentration
 

of
 

ESCL
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

HG
 

group,the
 

contents
 

of
 

SDF-1,IL-6
 

and
 

TNF-α
 

decreased
 

by
 

different
 

concentration
 

of
 

ESCL,by
 

which
 

also
 

increased
 

the
 

expression
 

of
 

p-Akt
 

and
 

de-
creased

 

Akt
 

(P<0.05).Conclusion ESCL
 

could
 

protect
 

GMCs
 

from
 

DNP
 

injury
 

through
 

regulating
 

p-Akt-
Akt

 

pathway,inhibiting
 

inflammatory
 

factors
 

and
 

chemokines.
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  糖尿病肾病(diabetic
 

nephropathy,DNP)是糖尿

病(diabetic
 

melitus,DM)的慢性微循环并发症之一,
在DM人群中的发病率为30%~35%,是临床上导致

慢性肾衰竭(chronic
 

renal
 

failure,CRF)的首要原因,
也是DM患者的主要致死原因之一[1-2]。早期的积极

干预对DNP患者的预后至关重要。DNP是以肾脏

细胞肥大、凋亡及肾细胞间质纤维增生为主要病理特

征的病变。DNP的发病机制非常复杂,致病因素包括

高血糖、氧化应激反应和脂质代谢紊乱、血流动力学

改变及遗传基因易感性等[3-4],有研究发现,炎症应激

在DNP的发生过程中发挥重要作用[5]。
秦皮甲素(Esculin,ESCL)又名七叶苷,具有多重

药理作用,如抗氧化应激、抗炎、镇痛、降血脂和对糖

尿病视网膜病变等具有保护作用[6-7],ESCL可能对

DNP具有防治作用,但具体机制尚不明确。本实验在

以往研究工作的基础上,以高糖(high
 

glucose,HG)
诱导 肾 小 球 系 膜 细 胞(glomerular

 

mesangial
 

cells,

GMCs)肥大为模型,通过研究ESCL对GMCs体积、总
蛋白含量、生存率及炎性细胞因子表达等影响,探讨

ESCL对DNP的防治作用及可能的相关炎症机制。

1 材料与方法

1.1 细胞和试剂

GMCs株购于北京协和细胞中心。ESCL为实验

室自行提取。三七叶晒干,经乙醇(70%)大网离子交

换柱粗提,洗脱的皂苷成分烘干后经盐酸(18%)水
解,乙醇萃取,硅胶及反向色谱法分离提纯。该方法

可行、成分稳定,纯度大于98%,可用于科学研究。白

细胞介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)及基质

细胞衍生因子-1(SDF-1)等试剂盒均购自博士德生物

制剂有限公司;MTT检测试剂盒购自碧云天试剂

公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞分组及处理

细胞复苏:将冻存管内已复苏融化的GMCs移至

培养瓶中,吹打混匀。倒置显微镜下观察GMCs完全

分散,12
 

h更换细胞培养液。细胞传代:PBS缓冲液2
次清洗GMCs,胰蛋白酶1

 

mL消化,随后加入3
 

mL
 

PBS缓冲液并吹打细胞至均匀,500
 

r/min离心5
 

min,弃上清液,加1
 

mL培养液,吹打混匀,将GMCs
移至细胞培养瓶,加6

 

mL培养液。按照1∶3传代。
取上述传代冻存备用的GMCs细胞,48

 

h换液。换液

时更换体积分数为0.04%的小牛血清的培养基及各

种浓度的试剂,分成5组:空白对照组(NG组)、高糖

诱导模型组(25
 

mmol/L,HG组)、ESCL低剂量组

(HG
 

25
 

mmol/L+ESCL
 

1
 

μmol/L,ESCL-L组)、

ESCL中剂量组(HG
 

25
 

mmol/L+ESCL
 

5
 

μmol/L,

ESCL-M 组)、ESCL 高剂量组(HG
 

25
 

mmol/L+

ESCL
 

10
 

μmol/L,ESCL-H组)。上述细胞分别加入

不同浓度ESCL孵育30
 

min,然后分别加入HG培养

48
 

h后测定指标。

1.2.2 细胞总蛋白含量测定

PBS缓冲液快速冲洗细胞3次,10
 

g/L十二烷基

硫酸钠(SDS)0.5
 

mL溶解细胞,观察各组GMCs形

态,应用细胞计数板计算每孔细胞数约为5×105 个,
采用Lowry法测定每孔GMCs总蛋白含量,上述过

程重复3次。

1.2.3 细胞体积测定

24孔培养板培养GMCs
 

(每组6孔)48
 

h,倒置显

微镜(400倍)下观察
 

GMCs形态,每组随机选择
 

4个

视野,每个视野测定
 

20个细胞,重复上述操作。用计

算机CIAS大恒细胞图像分析系统,测量单个GMCs
的体积,单位为μm

3。

1.2.4 细胞存活率测定

采用 MTT试剂盒检测GMCs活性,GMCs接种

于96孔板,加入
 

MTT(5
 

g/L)20
 

μL,置37
 

℃
 

5%
 

CO2 培养箱中孵育4
 

h后去除培养基,DMSO(150
 

μL)溶解结晶,置酶标仪于波长570
 

nm
 

处测定吸光

度。每组设置6个复孔,重复3次。各组/NG组比值

表示GMCs存活率。

1.2.5 炎性细胞因子测定

取各组对数生长期GMCs,以每孔2×105 个的细

胞数将GMCs接种于6孔板,采用ELISA法并按照

说明书测定各组SDF-1、IL-6及 TNF-α水平。酶标

仪于530
 

nm测定吸光度。上述实验重复3次。

1.2.6 蛋白激酶B(PKB)的表达测定

取对数生长期Akt,以每孔2×105 细胞数接种于

6孔板,加SDS样品缓冲液后离心,加10%分离胶和

5%浓缩胶,依次灌胶,连接电极,上样。SDS-PAGE
电泳分离蛋白后取出凝胶,应用半干转印仪将凝胶上

的条带信息转至PVDF膜,封闭滤膜,分别加Akt、p-
Akt、β-actin一抗(1∶1

 

000)和二 抗(1∶5
 

000),

TBST洗 膜 3 次,ECL 试 剂 法 显 色。应 用Image
 

Quant
 

LAS
 

4000凝胶成像系统获得扫描图像后Im-
age

 

J软件分析条带灰度值,并与内参对比计算蛋白

相对表达量。

1.3 统计学处理

采用SPSS13.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,两组比较采用独立样本t检验,多组比较

采用单因素方差分析,以P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 各组细胞形态比较

NG组细胞生长状态旺盛,伸展性良好,形态规

则,见图1A;HG组出现皱缩现象,细胞拉长并体积增
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大,数量明显减少,见图1B;ESCL各组随着用药浓度

的增加,GMCs形态和生长状态趋于正常,细胞数量

增多,见图1C~E。

  A:NG组;B:HG组;C:ESCL-L组;D:ESCL-M组;E:ESCL-H组。

图1  各组细胞形态比较(×400)

2.2 各组细胞总蛋白含量比较

与NG相比,HG组细胞总蛋白含量增加45.73%
(P<0.05);与 HG组相比,各浓度ESCL组总蛋白含

量均降低,差异有统计学意义(P<0.05),见图2。

  1:NG组;2:HG组;3:ESCL-L;4:ESCL-M 组;5:ESCL-H 组;a:

P<0.01,与NG组比较;b:P<0.05,与 HG组比较。

图2  各组GMCs总蛋白含量比较

2.3 各组细胞体积比较

与NG相比,HG组细胞呈球状,体积明显增大

(P<0.05);与HG组相比,各浓度ESCL组细胞体积

均明显缩小,差异有统计学意义(P<0.05),见图3。

2.4 各组细胞存活率比较

与NG组相比,HG 组细胞的存活率明显降低

(P<0.05);与HG组相比,各浓度ESCL组细胞存活

率增加,差异有统计学意义(P<0.05),见图4。

2.5 各组炎症介质水平比较

与NG组比较,HG组SDF-1、IL-6及TNF-α水

平明显升高,差异有统计学意义(P<0.05)。与 HG
组相比,各浓度ESCL组SDF-1、IL-6及TNF-α水平

明显下降,差异有统计学意义(P<0.05),见图5。

  1:NG组;2:HG组;3:ESCL-L;4:ESCL-M 组;5:ESCL-H 组;a:

P<0.01,与NG组比较;b:P<0.05,与 HG组比较。

图3  各组细胞体积比较

  1:NG组;2:HG组;3:ESCL-L;4:ESCL-M 组;5:ESCL-H 组;a:

P<0.01,与NG组比较;b:P<0.05,与 HG组比较。

图4  各组细胞存活率比较

2.6 各组Akt、p-Akt表达水平比较

3783重庆医学2020年12月第49卷第23期



与NG组相比,HG组Akt表达明显升高,p-Akt
表达明显下降,差异有统计学意义(P<0.05)。与

HG组相比,各浓度ESCL组 Akt表达明显下降,p-
Akt表达明显升高,差异有统计学意义(P<0.05),见
图6。

  1:NG组;2:HG组;3:ESCL-L;4:ESCL-M 组;5:ESCL-H 组;a:

P<0.01,与NG组比较;b:P<0.05,与 HG组比较。

图5  各组SDF-1、IL-6及TNF-α水平比较

  1:NG组;2:HG组;3:ESCL-L;4:ESCL-M 组;5:ESCL-H 组;a:

P<0.01,与NG组比较;b:P<0.05,与 HG组比较。

图6  各组Akt、p-Akt表达水平比较

3 讨  论

  肾脏组织肥厚、肾小球细胞肥大是DM常见的并

发症,也是DNP最典型的病理改变之一[8]。DNP的

防治是目前DM慢性并发症研究的热点。
GMCs肥大主要表现为细胞体积增大、GMCs内

总蛋白合成增加及胚胎型基因表达上调[9-10]。在实验

中,HG诱导的GMCs不仅总蛋白含量明显增加,而
且细胞 体 积 明 显 增 大。给 予 不 同 浓 度 ESCL 后,
GMCs总蛋白含量和细胞体积较 HG组明显下降。
细胞肥大将刺激及诱导细胞核内相关基因转录活化

的耦联环节[11-12],并将进一步引起增殖和肥厚。本研

究结果提示:ESCL对DNP的增殖、肥厚有抑制作用。
实验中发现:在 HG诱导的GMCs肥大模型中,

低、中、高浓度的ESCL均能提高 GMCs的存活率,
ESCL是否通过参与细胞能量代谢,抑制 HG环境下

GMCs炎症因子的产生,从而保护 GMCs,还需要进

一步研究验证。

本实 验 还 发 现,HG 诱 导 GMCs内 的 SDF-1、
TNF-α及IL-6均明显升高。不同浓度的ESCL均能

下降上述炎症因子的表达,提示ESCL可能通过降低

炎症因子的表达治疗DNP。SDF-1是小分子炎性细

胞因 子,属 于 趋 化 因 子 蛋 白 家 族 中 的 新 成 员[13]。
SDF-1与特异性受体结合后通过趋化炎症细胞浸润、
诱导内皮祖细胞分化,参与新生血管形成和神经修

复,在糖尿病慢性并发症的发展过程中扮演重要角

色。它在肾脏组织中高度表达,SDF-1对GMCs有强

烈的趋化作用,在肾病,特别是DNP的增殖、肥厚中

发挥了重要的趋化促进作用,是导致DNP的原因之

一[14-15]。研究表明:IL-6是重要的炎性因子,它来源

广泛,T淋巴细胞、B淋巴细胞、血管内皮细胞、单核/
巨噬细胞、胰岛β细胞等均可产生,以自分泌或旁分

泌作用于局部。IL-6是肾小球细胞的自分泌因子,可
直接刺激该细胞的增殖,使基质成分扩张,并且刺激

成纤维细胞合成细胞外基质增多,导致间质纤维化,
还可以促进血管损害,最终发展为肾小球硬化[16]。
TNF-α作为炎症因子可以诱导细胞外基质增加,促进

肾小球纤维化,激发氧化应激,诱导炎症介质和细胞

因子的生成,加速肾小球硬化,同时也能导致 GMCs
的胰岛素抵抗[17-19],由于ESCL能减少游离脂肪酸的

浓度,增加细胞对胰岛素的敏感性,提示ESCL可能

参与GMCs的能量代谢过程,但ESCL是否能抑制

HG诱导的GMCs所产生的胰岛素抵抗,需要进一步

研究证明。
实验结果证实,ESCL能降低培养GMCs内Akt

的表达,升高p-Akt的表达。提示ESCL对 HG诱导

的GMCs的保护作用可能是通过影响p-Akt-Akt信

号通路实现的。Akt是一种丝氨酸/苏氨酸激酶,在
多种细胞和组织的生理及病理活动中发挥作用,在某

些疾病中出现高表达。它能够调控细胞生长、增殖、
凋亡等生物活性,并参与炎性反应和调 节 免 疫 应

答[20]。本研究进一步说明了 ESCL可能通过影响

Akt及p-Akt的表达,降低炎性因子和炎性趋化因

子,在DNP的预防及治疗中可能发挥重要作用。
总之,不同浓度的ESCL能减少GMCs内总蛋白

含量,降低细胞体积和提高细胞存活率,证明ESCL
对DNP具有明显的保护作用,其机制可能是通过影

响p-Akt-Akt信号通路,继而下调多种相关的炎性因

子和炎性趋化因子表达,发挥其防治DNP的作用。
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