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白藜芦醇改善高糖引起肾小球系膜细胞损伤的作用
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糖尿病肾病（CE@X89E= ;8B4:UB@94Y，62）是以渐

进性肾功能损伤为特征的一种微血管病性合并症。

与单纯糖尿病相比，62 的死亡风险高 &+"! 倍，是

引起糖尿病患者死亡的主要并发症之一]"^。新近研究

表明 62也是一种炎症性疾病，炎性反应以及肾脏细

胞发生的程序性死亡（B:US:@DD8C =8>> C8@94，_/6）

被认为是导致 62 进展的主要原因之一]!$&^。其中凋
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亡造成的肾细胞损伤在减少肾小球数量和肾小管

密度方面发挥关键作用!"#$%。而焦亡作为一种新的炎

症性 &'(，可通过调节胰岛 ! 细胞存活、加重心肌

缺血)再灌注损伤等方式参与到糖尿病及其并发症

的发病机制中!*+,%，但焦亡在 (- 中的作用分子机制

仍未完全阐明。

白藜芦醇（./01/.23.45，678）是一种天然多酚类

物质，可降低多种疾病中的炎症反应!9#:;%，但其在 (-

中的作用机制尚不明确。本研究以大鼠肾小球系膜

细胞（.23 <54=/.>52. =/02?<@25 A/550，6BC'0）为研究

对象，旨在探究 678 对体外高糖刺激引起6BC'

损伤的潜在分子保护机制，从而为临床治疗 (- 提

供新的思路。

! !"#$%

:D: !"#$% 6BC'0 细胞株购自上海中乔新

舟生物科技有限公司；678（纯度!EEF）购自德国

7@<=2#G5H.@AI 公司，用二甲基亚砜（(C7J）配成

K$ "=45LM 的储存液；高糖和正常糖 (CNC 培养基、

胎牛血清、青霉素及链霉素购自美国 B@OA4 公司；

M(P 试剂盒购自南京建成生物工程研究所；NMQ7G

试剂盒购自中国 R@4+7S2=T 公司；!+2A3@? 抗体购

自美国 GUU@?@3V 公司；R 淋巴细胞瘤+K 基因（RA5+K）、

RA5+K 相关 W 蛋白（R2X）抗体购自美国 72?32+'.>Y

公司；半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（'20T20/）+: 抗体

购自美国 '7Z 公司；B20H/.=@? N（B7(CN）、'20!

T20/+[、白细胞介素（QM）+:! 抗体购自美国 GOA2=

公司；辣根过氧化物酶标记的酶标二抗购自美国

&.4=/<2 公司；硝酸纤维素膜购自美国 C@55@T4./ 公

司；Z.@34? W+:;; 购自北京索莱宝科技有限公司；电

泳仪、电源、垂直电泳槽以及凝胶成像仪购自美国

R@4+62H公司；'J
K

培养箱购自美国 7PNMMGR 公司；

低温高速离心机购自德国 P/33@AI公司；酶标仪购自

美国 R@4Z/\公司。

:]K &'

:]K]: 细胞培养及干预 6BC'0 接种于正常糖

(CNC培养基（含 :;F胎牛血清和 :F青霉素和链霉

素），置于 [,"、$F的 'J

K

培养箱中培养。取对数生

长期细胞，将其接种于 *; == 培养皿中生长，待细

胞汇合度达到 9;F时进行实验。进行实验前，将细胞

铺在相应孔板并用不含有血清的培养基培养过夜。

实验时弃去培养皿中的培养基，更换为正常糖（含

$]$ ==45LM (+葡萄糖）、高糖（含 K$ ==45LM (+葡萄

糖）、甘露醇高渗对照（含 $]$ ==45LM (+葡萄糖^

:E]$ ==45LM 甘露醇）以及高糖并含有 K$ "=45 LM

678 的新鲜培养基分别处理 K"、"9 I，在相应的时

间点收集上清和蛋白。678 经二甲基亚砜（(C7J）

稀释至 K$ "=45LM 后，放置+K;"储存。

:]K]K M(P 试剂盒检测不同时间点各组 6BC'0

M(P 的释放水平 将细胞以 $#:;

"

L=M 的密度均匀

接种于 "9 孔板中，分别设置空白孔、标准孔、测定

孔、对照孔。每组细胞平行设置 K 个复孔，在不同处

理条件下（同 :]K]:），分别收取每孔细胞上清液和 :F

Z.@34? W+:;; 裂解的胞内 M(P 各 K; "M 置于 E* 孔

板中，严格按照 M(P 试剂盒说明书操作进行，使用

酶标仪于 "$; ?= 波长处读取各组细胞 J( 值。M(P

活性（_LM）̀（测定 J(值+对照 J(值）L（标准 J(值+

空白 J( 值）#标准品浓度#: ;;;。其中 M(P 释放水

平`上清中 M(PL（胞内^上清）M(P。

:]K][ a/03/.? 印迹法检测不同时间点各组 6BC!

'0 死亡相关蛋白的表达 将细胞以 K#:;

$

L=M 的密

度均匀接种于 * 孔板中，分为上述各组。在相应的时

间点从细胞培养箱中取出细胞，弃上清，用无菌 &R7

清洗 [ 次，加入细胞裂解液冰上裂解 :; =@?，""，

:K ;;; .L=@? 离心 :; =@?，取上清液，R'G 法测定蛋

白浓度。经 7(7+&GBN 凝胶电泳分离后，将蛋白转

移到 &8(b 膜上，根据抗体说明书用脱脂奶粉或牛

血清白蛋白 8（R7G）室温封闭 K I，一抗 !+2A3@?

（:$$ ;;;）、RA5+K（:$: ;;;）、R2X（:$: ;;;）、'20T20/+:

（:$: ;;;）、'20T20/+[（:$: ;;;）、B7(CN（:$: ;;;）、QM+:!

（:$: ;;;）""过夜孵育。转天用 ZR7Z 缓冲液洗 [

次，每次 :; =@?，用带有 P6& 标记的羊抗兔或羊抗

鼠 Q<B（:$$ ;;;）二抗室温孵育 : I，ZR7Z 缓冲液洗

[ 次，每次 :; =@?。使用化学发光成像系统采集图

像，Q=2</ c 软件进行分析统计，其中以 !+2A3@? 为

内参，以目的蛋白条带与 !+2A3@? 条带灰度值的比

值反映目的蛋白表达水平。

:]K]" NMQ7G 检测不同时间点各组 6BC'0 培养上

清中 QM+:! 的水平 收集不同时间点各组培养上

清液于 :]$ =M N& 管中，置于冰上备用。提前配制标

准品溶液和 :%洗液，在酶标包被板上分别设空白孔

（空白孔不加样品、酶标试剂、生物素标记的 QM+:!

抗体，其余各步骤相同）、待测样品孔、标准孔。严格

按照试剂盒说明书依次加入样品、生物素标记的抗

QM+:! 抗体（其中标准孔中加入不同浓度标准品）、

酶标试剂，每组均设两个平行孔。用封板膜封板，[,"

孵育 [; =@? 后用 :#洗液冲洗 $ 次，拍干。每孔先后

加入显色剂 G液和 R 液，[,"室温避光显色 :; =@?，

加入终止液以终止反应（此时蓝色立转黄色）。最后

以空白孔调零，在 "$; ?= 波长处测量各孔吸光度，

并根据标准品绘制的标准曲线计算样品浓度。
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!"# !"#$% 采用 $%&'( )、*+**!#", 数据分

析软件对上述 -(./(01 印迹法结果进行数据采集和

分析，采用 20&34+&5 +06.% 7",!（8%(069&）作图软件

绘制统计图。对所有数据进行统计学分析，计量资

料以 !"!

!

表示。所有实验至少重复 # 次，组间比较

采用析因设计方差分析，其他采用单因素方差分

析，"!,",7 为差异有统计学意义。

! !"

:"! ;*< &'()* ;2=>. +,-./ ?@A

实验结果显示，与 B2 组相比，随高糖处理时间的

延长，;2=>. 死亡率逐渐上升，且在 CD 4 达到最高

（"E,",,, !），而 ;*< 处理后则明显降低其死亡率

（"E,",7）（其中 ;*< 处理因素 # 值为 !:"7F，时间因

素 # 值为 !!"!G，两者存在交互作用 # 值为 #"C77），

见图 !。

:": ;*< &'()* ;2=>. 012345-.

/ -(./(01 印迹法结果显示，与 B2 组相比，A2 组

;2=>.胞内%$?H!!的水平在 :C 4明显升高（"E,",!），

;*< 处理后则降低（"E,",7）（其中 ;*< 处理因素

#值为 ##"F!，时间因素 # 值为 7",:G，两者存在交互

作用 # 值为 I"ICD），而在高糖刺激 CD 4 时，A2 组

;2=>.胞内 %$?H!!含量明显降低（"E,",7），甚至低

于B2组，见图 :8、:J。K?$*8检测显示A2组;2=>.

上清液中 $?H!! 的含量相比于 B2 组显著升高

（"E,",,, !），且 ;*< 降低其上清中的含量（"E,",!）

（其中 ;*< 处理因素 # 值为 :,"#G，时间因素 # 值为

!D"!!，两者存在交互作用 # 值为 F"!!I），见图 :>。

:"# ;*< &'()* ;2=>. 67+,89:;

45-./ -(./(01 印迹法检测显示与 B2 组相

比，A2 组 ;2=>. 仅在 :C 4 检测到 J&L 的表达升

高（"E,",,, !），J9MH: 则没有明显变化，而 ;*< 可

降低 J&L 的表达（"E,",,!），升高 J9MH: 的表达（"E

,",7）（其中 ;*< 处理因素 # 值分别为 #,"C、!C"7:，

时间因素 # 值分别为 7!"7D、G"G，两者存在交互作用

# 值分别为 :C"FD、F",,D），且 A2 组 ;2=>. 的 J&LN

J9MH:比值在 :C 4明显高于 B2组（"E,",,, !），;*<

处理后比值明显降低（"E,",,, !）（其中 ;*< 处理

因素 # 值为 !7"#，时间因素 # 值为 !#7"I，两者存在

交互作用 # 值为 7G"D），见图 #；与 B2 组相比，A2

组 ;2=>. 在 :C 4 检测到 3:,、3!I、2*@=KHB 的

表达升高，其中 3:,、3!I 的升高有统计学意义（均

"E,",!），而 ;*< 处理后 3:, 的表达下降（"E,",!）

（其中 ;*< 处理因素 # 值为 !D"7G，时间因素#值为

:D"FD，两者存在交互作用 #值为#"#7:）；此外，A2 组

;2=>. 可在 CD 4 检测到 3!I、2*@=KHB 的表达显

著升高（均 "E,",,!），;*< 处理后其表达均降低

（均 "E,",7）（其中 ;*< 处理因素 # 值分别为 :"I!:、

!"#I:，时间因素 # 值分别为 7"D,:、!"C:C，两者存在交

互作用 # 值分别为 :I、!G"DI），见图 C。

注：OOOO"E,",,, !；与 B2 组比较，&

"E,",7；与 A2 :C 4 不加 ;*<

组比较；P

"E,",7，与 A2 CD 4 不加 ;*< 组比较，9

"E,",7

# " $%&'()* #$%+,-./

&'( " )*+ ,+-+./+ -+0+- 12 #$% '3 +.4* (,156 .7 8'22+,+37 7'9+ 61'37/

注：OOO"E,",,!，OOOO"E,",,, !；与 B2 组比较，&

"E,",7；与 A2 :C 4

不加 ;*< 组比较，P

"E,",7；与 A2 CD 4 不加 ;*< 组比较，9

"E,",7

# ! :;<01234 :=>?/56789:+;<

&'( ! @22+47 12 :;< 13 7*+ +A6,+//'13 12 '32-.99.71,B 2.471,/ '3

:=>?/ '3854+8 CB *'(* (-541/+
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! !"

近年来，!"# 因在改善糖尿病心脏功能和肾脏

功能保护方面具有潜在的治疗价值$%%&%'(，在)* 相关

研究中引起越来越多的关注。研究发现 !"#可通过

减少氧化应激介导的足细胞凋亡改善高糖引起的肾

脏损伤$%+(，也可通过调控 ",!-%./010+2 通路改善高

血糖引起的肾小管氧化应激损伤$%3(，然而少有在肾小

球系膜细胞方面的研究。糖尿病肾小球病变的演变

包括早期、短暂的肾小球系膜细胞增生以及随后的

细胞肥大，后缓慢发展为肾小球硬化$%4(，同样，本研究

早期成功构建了糖尿病大鼠模型，其肾脏 56"和 78

染色显示肾小球肥大和系膜扩张$%9(。因此，在这里笔

者在体外水平选择了 !:;<=进行进一步的探究。

本研究发现在高糖刺激后，随着时间的延长

!:;<= 死亡率逐渐上升，且在 3> ? 达到最高，!"#

处理后则明显降低其死亡率。由于细胞死亡往往伴随

炎症反应，笔者在 '3 ?检测到7:组胞内@,A&%!、B'C

显著升高，表明高糖处理 '3 ? 后细胞内发生了炎症

注：DDD!ECFCC%，DDDD!ECFCCC %；与 *: 组比较，2

!ECFC4；与 7:

'3 ?不加 !"#组比较，G

!ECFC4；与7: 3> ?不加 !"#组比较，H
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反应，而在 !" # 时，$% 组胞内 &'()*! 含量大大降

低甚至低于 +% 组，同时 ,('-. 检测发现其上清中

'()/! 的含量明显升高，表明 !" # 时 0%123 细胞

膜发生破损导致 &'()/!被释放到胞外，而胞内和上

清中 '()/!含量在 0-4处理后均降低，提示 0-4减

少了炎性因子 '()/! 的生成和向胞外的释放。

由于炎性反应和 526 在 6+ 的发生过程中有

重要作用，而 526 包括细胞凋亡及焦亡等多种模

式，因此笔者进一步检测了相关蛋白的表达，发现

在 7! #，$% 组 89: 的表达升高，而 0-4 处理后其

表达降低，同时 8;<=7 的表达升高，表明 0-4 一方

面通过降低促凋亡蛋白的表达，另一方面增强抗凋

亡蛋白的表达来减少高糖诱导的早期细胞凋亡。

细胞焦亡是近年来新发现的一种半胱氨酸天门

冬氨酸依赖的炎症性 526 形式，其机制多与 >93?@A!

&BC3（%-613）家族有关，其中作为成员之一的 %-

61, 在肾脏中的选择性表达。笔者发现 $% 组

0%123在 !" #检测到明显活化的 293D93@=E 和 %-!

61,，在以往的研究中 293D93@=E 主要通过调控细

胞凋亡而特异性调节程序性细胞死亡F*G=*"H。%-61,

作为新发现的焦亡相关分子，可在肿瘤中发挥作用F*IH。

而最近研究证明，%-61, 能被 293D93@=E 特异性裂

解，形成 %-61, 的 +=末端结构域，后者可与质膜

特异性靶向结合成孔，并在 293D93@=E 活化剂（如化

疗药物）的作用下引发溶解细胞死亡F7JH。所以推测 !" #

时高糖处理进一步激活了293D93@=E，引起 %-61,的

活化，产生具有活性的 +=末端引起膜成孔，从而导致

&'(=/!释放到胞外，而最终其活化均被 0-4所抑制。

综上所述，本研究在体外实验证明了 0-4 可

改善高糖引起的 0%123 损伤，其可减少炎症相关

分子的表达，抑制高糖刺激引起的细胞早期凋亡

和晚期 %-61, 介导的焦亡。而对于 293D93@=E 是

否在上游调控 %-61, 信号通路、293D93@=E 在凋

亡和焦亡之间如何转换以及是否有其他分子的参

与，需进一步的研究。
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