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%%!摘%要"%目的%旨在探讨高糖对肾小管上皮细胞B+55样受体 #$B[G#%表达的影响及安体舒通$O/(3+)+52SH

,+)-'F0%对其表达的干预作用& 方法%体外培养肾小管上皮细胞$7GgH>"X%'分成低糖组$> ..+5̂[葡萄糖的

?]X]%)高糖组$"> ..+5̂[葡萄糖的?]X]%'F0组$"> ..+5̂[葡萄糖的 ?]X]@!$

:<

.+5̂[安体舒通%& 采用

细胞免疫化学)GBH0&G)k-O,-3) T5+,检测各组细胞B[G# 蛋白和.G78表达情况'同时取细胞培养上清液用X[WF8

法检测白介素H=$W[H=%)肿瘤坏死因子H

#

$B7DH

#

%水平& 结果%高糖组培养 = ' B[G# .G78出现表达增高'"# '仍

高于低糖组#F0组B[G# .G78明显低于同时期高糖组的表达'但仍高于低糖组& 高糖组培养 "# ' B[G# 蛋白较低

糖组升高'#K ' B[G# 蛋白表达进一步升高#F0组 B[G# 蛋白表达明显低于同时期高糖组表达'但仍高于低糖组&

高糖组W[H=)B7DH

#

较低糖组明显升高#而 F0组 W[H=)B7DH

#

高于低糖组'但明显低于高糖组& 结论% 高糖促使

7GgH>"X细胞的B[G# 的表达上调'B7DH

#

)W[H= 等炎性因子表达升高'B[G# 参与了糖尿病肾病的微炎症反应#安

体舒通可通过下调B[G# 表达水平'减少相关炎症介质的生成'这可能是其在糖尿病肾病中具有肾脏保护作用的机

制之一& !中国当代儿科杂志#'()(#)'$*%&'Q( +'Q&"

!关%键%词"%安体舒通#高糖#B+55样受体 ##肾小管上皮细胞
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.9++7 !?6'8'G*:'+/ P);)*6G5 B)/:)6WJ)<*6:D)/:+8$)<56+<*:5A' &'*/3A* 0+;<':*9+8B)/:6*9K+?:5 -/'@)6;':A' B5*/3;5*

#!$$$K' B5'/* $=5+? Q(,' CD*'9* >5+?S9'/3MA*5++4G+D4G/%

%%?</7-697* @<A.970B.%B+O,Q1R,'--E/3-OO(+) +PB+55H5(U-3-S-/,+3# $B[G#% () 3-)25,QTQ523-/(,'-5(25S-55O

-E/+O-1 ,+'(C' C5QS+O-2)1 ,'--PP-S,+PO/(3+)+52S,+)-+) ,'-B[G# -E/3-OO(+)6C.7;#:/%M/ @':6+3-)25,QTQ523-/(,'-5(25

S-55O$7GgH>"X% A-3-32)1+.5R-E/+O-1 ,+?]X] SQ5,Q3-O+5Q,(+) A(,' 5+AC5QS+O-$> ..+5 [̂%' '(C' C5QS+O-

$"> ..+5̂[% +3!$

:<

.+5̂[O/(3+)+52S,+)-/5QO"> ..+5̂[C5QS+O-6W..Q)+'(O,+S'-.(O,3R' GBH0&G2)1 k-O,-3) T5+,

A-3-QO-1 ,+1-,-3.()-B[G# /3+,-() 2)1 .G78-E/3-OO(+)6B'-5-N-5O+PW[H= 2)1 B7DH

#

() ,'-S-55SQ5,Q3-OQ/-3)2,2),

A-3-1-,-3.()-1 QO()CX[WF86D./457/%B'--E/3-OO(+) +PB[G# .G78() ,'-'(C' C5QS+O-C3+Q/ T-C2) ,+()S3-2O-= '3O

2)1 3-.2()-1 2,2'(C'-35-N-5Q/ ,+"# '3O2P,-3-E/+OQ3-2OS+./23-1 A(,' ,'-5+AC5QS+O-C3+Q/6B'-B[G# .G78

-E/3-OO(+) () ,'-O/(3+)+52S,+)-,3-2,.-),C3+Q/ A2OO(C)(P(S2),5R5+A-3,'2) ,'2,() ,'-'(C' C5QS+O-C3+Q/' 25,'+QC' (,A2O

'(C'-3,'2) ,'2,() ,'-5+AC5QS+O-C3+Q/ T-,A--) = 2)1 "# '3O2P,-3-E/+OQ3-6B[G# /3+,-() -E/3-OO(+) ()S3-2O-1

O(C)(P(S2),5R() ,'-'(C' C5QS+O-C3+Q/ "# 2)1 #K '3O2P,-3-E/+OQ3-S+./23-1 A(,' ,'2,() ,'-5+AC5QS+O-C3+Q/6B'-B[G#

/3+,-() -E/3-OO(+) () ,'-O/(3+)+52S,+)-,3-2,.-),C3+Q/ A2O5+A-3,'2) ,'2,() ,'-'(C' C5QS+O-C3+Q/' TQ,'(C'-3,'2) ,'2,

() ,'-5+AC5QS+O-C3+Q/6W[H= 2)1 B7DH

#

-E/3-OO(+) () ,'-OQ/-3)2,2),P3+.,'-7GgH>"XS-55O() ,'-'(C' C5QS+O-C3+Q/O

()S3-2O-1 O(C)(P(S2),5R2OS+./23-1 A(,' ,'-5+AC5QS+O-C3+Q/6B'-O/(3+)+52S,+)-,3-2,.-),C3+Q/ '21 O(C)(P(S2),5R

3-1QS-1 W[H= 2)1 B7DH

#

-E/3-OO(+) S+./23-1 A(,' ,'-'(C' C5QS+O-C3+Q/6E#1954/0#1/%d(C' C5QS+O-,3(CC-3O2) ()S3-2O-

() ,'--E/3-OO(+) +PB[G# 2)1 ()P52..2,+3RP2S,+3O() 7GgH>"XS-55O6B[G# .2R/23,(S(/2,-() ,'-/3+C3-OO+P1(2T-,(S

)-/'3+/2,'R6F/(3+)+52S,+)-S2) 3-1QS--E/3-OO(+) +PB[G# 2)1 ()P52..2,+3RP2S,+3O' A'(S' .(C',T-2,,3(TQ,-1 ,++)-+P

,'-.-S'2)(O.O+P/3+,-S,(+) TRO/(3+)+52S,+)-2C2()O,1(2T-,(S)-/'3+/2,'R6

!E;01F E#17.>%G.:067-' '()(' )' $*%*'Q( +'Q&"

%%H.8 =#-:/*%F/(3+)+52S,+)-# d(C' C5QS+O-# B+55H5(U-3-S-/,+3## G-)25,QTQ523-/(,'-5(25S-55

($K"(
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%%糖尿病肾病$1(2T-,(S)-/'3+/2,'R%是由于长期

糖代谢异常而导致的一种慢性肾损伤'其发病过程

是多因素参与的病理生理过程'如肾小球血流动力

学改变)多元醇H肌醇代谢异常)凝血机制的异常)蛋

白质的非酶糖基化)氧化应激等& 新近有关文献报

道'炎症因子及促炎症因子与糖尿病肾病的发生有

着十分密切的关系'甚至有学者认为糖尿病肾病亦

是一种炎症性疾病!!"

& B+55样受体 #$B+55H5(U-3-H

S-/,+3#'B[G#%是一种
'

型跨膜蛋白'通过激活核

因子
,

Z$7DH

-

Z%'诱导炎症细胞因子和细胞表面共

刺激分子基因转录& 我们前期研究!"H;"和李贞琼

等!#"的研究证实B[G# 在高血压肾损害和糖尿病肾

病模型鼠肾组织中出现高表达'提示它可能参与了

高血压肾损害)糖尿病肾病的微炎症反应& 安体舒

通作为醛固酮受体拮抗剂'最近的研究表明有强的

抑制炎症的作用!>"

'但安体舒通是否对肾小管上皮

细胞B[G# 的表达存在影响尚无文献报道& 本研究

旨在研究高糖环境下肾小管上皮细胞 B[G# 表达情

况及安体舒通对其表达的干预作用&

)I材料与方法

)J)IPDHOM',的培养及实验分组

7GgH>"X$中山大学余学清教授惠赠%于含

!$L胎牛血清的 ?]X]低糖培养液中 ;<a)>L

&e

"

贴壁培养'$6">L胰酶消化'!t# 传代& 用无血

清?]X]培养7GgH>"X同步化 !" '后'分为 ; 组*

低糖组采用低糖?]X]$葡萄糖 >6$ ..+5̂[%'高糖

组采用高糖?]X]$葡萄糖 "> ..+5̂[%培养'F0组

采用加入 !$

:<

.+5̂5安体舒通$F(C.2公司' 美国%

的高糖?]X]培养&

)J'I细胞免疫化学法检测!VD* 蛋白表达

7GgH>"X以 " i!$

# 接种于 = 孔板置备细胞爬

片'#L多聚甲醛室温固定 " '& 免疫细胞化学法参

照 F80试剂盒$福建迈新%说明书'B[G# 兔抗大鼠

多克隆抗体$F2),2&3Q\'jF% $!t!$$% #a过夜'生

物素标记的羊抗兔抗体$福建迈新%孵育 ;$ .()'链

霉菌抗生物素蛋白H碱性磷酸酶$福建迈新%孵育

;$ .()'?8Z显色'苏木素复染'中性树胶封片镜检&

每张细胞片于 #$$ 倍镜下随机选取 !$ 个视野'采用

W.2C-H03+05QO=6$ 软件计算B[G# 阳性表达的平均

We?值&

)J&ID!OGED检测!VD* >DP?表达

按 !$

< 个细胞 ! .[B3(\+5$W)N,3+C-) 公司' 美

国%提取总 G78'用逆转录试剂盒$D-3.-),2O' [(,'H

Q2)(2%合成S?78模板'引物由上海生工合成'引物

序列*B[G# 正向引物*> H̀Y88BY8YY8&BYYYBY8H

; '̀反向引物*> H̀B&BY&B88Y88YY&Y8B8H; '̀合成

产物为 ;"= T/& Y80?d正向引物*> H̀&B8&&&8&YH

Y&88YBB&88BH; '̀ 反 向 引 物* > H̀YY8BY&8YYH

Y8BY8BH; '̀合成产物为 !!! T/#退火温度均为

>#a& GBH0&G反应条件*9#a预变性 > .()#9#a

变性 #$ O'<"a延伸 #> O';" 个循环'<"a < .() 终

止反应& 0&G.(E-O)?78]23U-3由北京天根提供&

取产物 >

!

[在 !6>L琼脂糖凝胶上电泳'紫外灯下

观察电泳结果'相同实验条件重复实验 = 次'凝胶摄

像分析系统定量分析'比较目的基因平均光密度值

$8值%&

)J*I^./7.-1<5#7检测!VD* 蛋白表达

收集各组细胞加入 !$$

!

[细胞裂解液提取总

蛋白& Z&8法$蛋白定量试剂盒'南京凯基%检测蛋

白浓度& 取 #$

!

C蛋白样品 F?FH08YX电泳 ; ''

!$$ 4转膜 9$ .() 至聚偏氟乙烯膜上'置于 >L脱

脂奶 BZF 中室温封闭 " ''羊抗大鼠 B[G# 多抗

$F2),2&3Q\公司' 美国'!t!$$$%#a过夜'! iBZFB

漂洗 !$ .()'; 次'辣根过氧化物酶标记抗羊 WCY

$!t; $$$%室温 ! ''! iBZFB漂洗 !$ .()'; 次'X&[

$F2),2&3Q\公司' 美国%显色成像& 相同实验条件

重复实验 = 次'凝胶分析系统定量'比较目的条带吸

光度值$8值%&

)JMI,VTS?检测TVOZ'!P"O

#

的表达

; 组7GgH>"X以接种于 = 孔板培养 "# ')#K '

后收集上清液'具体实验步骤参照试剂盒说明书

$Gu?公司' 美国%'以酶标仪在 #>$ ).测定e?值

$校正波长 =;$ ).%'根据标准曲线及e?值计算各

样本的相应浓度&

)6ZI统计学处理

数值用均数 J标准差$FJ;%表示'应用 F0FF

!;6$ 软件进行统计学处理& 两组间比较采用 :检

验'多组间比较采用方差分析及 [F?多重比较'

!I$6$>为差异有统计学意义&

'I结果

'J)IPDHOM',中!VD* >DP?的表达

低糖组的 7GgH>"X中 B[G# .G78呈低表达'

各时间点间差异无统计学意义$!b$6$>%#培养 = '

后高糖组 B[G# .G78表达较低糖组明显升高'并

维持较强表达至 !" ''"# '后虽表达有所下降'但仍

高于低糖组$!I$6$>%#而 F0组 B[G# .G78表达

(!K"(
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明显低于同期高糖组的表达$!I$6$>%'但其仍高

于低糖组$!I$6$>%& 见表 !&

表 )IPDHOM',!VD* >DP?表达比较I

$/ c=%

= ' !" ' "# '

低糖组 $6$K; J$6$!K $6$== J$6$!; $6$K> J$6$"=

高糖组
$69!# J$6!>>

T

$6=#> J$6!!"

T

$6><" J$6$99

T

F0组
$6=<< J$6$K9

T'1

$6##! J$6$9$

T'1

$6";$ J$6$#$

2'S

%%与低糖组比较' 2*!I$6$>' T*!I$6$!#与高糖组比较' S*!I

$6$>' 1*!I$6$!&

'J'IPDHOM',!VD* 蛋白的表达

免疫组化结果显示*B[G# 表达于 7GgH>"X的

细胞浆和少部分细胞膜'低糖 ?]X]培养下 "# ' )

#K ' B[G# 表达差异无统计学意义 $!b$6$>%#与

低糖组比较'高糖组培养 "# ' 时 B[G# 的表达有所

上调'培养 #K ' 后 B[G# 表达进一步上调$!I$6

$>%#F0组 B[G# 表达高于其同时期低糖组的表达

$!I$6$>%'但与高糖组比较'其表达明显下调$!I

$6$>%& 见图 !& k-O,-3) T5+,检测结果显示*高糖明

显升高B[G# 蛋白表达#安体舒通干预后'安体舒通

组B[G# 表达明显低于同期的高糖组'与免疫组化

结果一致'见表 "&

表 'IPDHOM',!VD* 蛋白表达情况I

$/ c=%

"# ' #K '

低糖组 $6$;! J$6$$9 $6$#= J$6$"$

高糖组
$6##! J$6$9#

2

$6#9= J$6!!>

2

F0组
$6">> J$6$<"

2'T

$6;$< J$6$<=

2'T

%%2*与低糖组比较'!I$6$!#T*与高糖组组比较'!I$6$!&

!"# $"# !"#

%%图 )I免疫组化PDHOM',!VD* 表达情况
$ i#$$%%上排为培养 "# ''下排为培养 #K ' B[G# 蛋白表达& B[G# 蛋白表

达于7GgH>"X细胞膜和胞浆'其在高糖组表达明显高于低糖组'而安体舒通干预后表达明显下调&

'J&IPDHOM',上清中TVOZ'!P"O

#

水平

各组培养 #K ' 后'低糖组 7GgH>"X培基上清

中W[H=)B7DH

#

呈较低水平'高糖组上清中 W[H=)

B7DH

#

水平明显升高$!I$6$>%#而 F0组上清中

W[H=)B7DH

#

明显低于高糖组$!I$6$>%'但仍高于

低糖组$!I$6$>%& 见表 ;&

表 &IPDHOM',上清中TVOZ'!P"O

#

水平I

$/ c='/Ĉ.[%

W[H= B7DH

#

低糖组 9"6; J!!6> !<6" J=6#

高糖组
"!#6! J;!6>

T

>#6! JK6K

T

F0组
!>!6# J"=6$

2'S

;K6= J<69

2'S

%%与低糖组比较' 2*!I$6$>' T* !I$6$!# S*与高糖组组比较'

!I$6$>&

&I讨论

糖尿病肾病是糖尿病严重的微血管并发症之

一& 早在 !99! 年d2O-C2A2等!="首次证实前炎症细

胞因子参与了糖尿病肾病的发展& ?2552等!<"发现

" 型糖尿病和明显肾病的患者体内的 &反应蛋白

$&G0%'W[H=)纤维蛋白原$P(T3()+C-)%等炎症的急性

期标志明显的升高'肾小球基底膜$YZ]%的厚度与

这些炎性产物呈正相关& 有实验表明'糖尿病大鼠

肾脏肿瘤B7DH

#

.G78明显高于正常大鼠'细胞间

黏附分子 !$(),32S-55Q52321'-O(+) .+5-SQ5-H!'W&8]H

!%也明显升高!K"

& 因而炎症被认为在糖尿病肾病

("K"(
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的发病中起到十分重要的作用'甚至有学者认为糖

尿病肾病是一种炎症性疾病!!"

&

B+55样受体$,+55H5(U-3-S/,+3O' B[GO%是属一类

重要的信号转导型模式识别受体'在免疫应答和炎

症反应中发挥重要的作用& B[G# 是 B[GO家族成

员'能够诱导7DH

,

Z激活'启动W[H!)W[H=)B7DH

#

和

辅助刺激因子&?K$)&?K= 等基因的转录& B[G# 表

达于肾小管上皮细胞'在肾缺血再灌注模型鼠)环孢

素8$&O8%肾病大鼠!9"

)感染性炎症!!$"

)糖尿病肾

病!#"中其表达明显升高'可能参与上述疾病的发生&

我们前期的研究表明!"H;"

'在高血压肾损害中'8)CWW

上调B[G#和W[H=)B7DH2表达水平#阻断B[G# 可显

著降低8)C

+

上调的W[H=)B7DH2表达水平'证明B[G#

可能参与了高血压肾损害微炎症状态的产生&

本研究观察到低糖组 7GgH>"X细胞在培养

"# ')#K '后'其B[GH# .G78和蛋白均呈低水平表

达#高糖培养 = ' 出现 B[G# .G78表达明显升高'

且 !" ')"# '后持续高表达'高糖培养 "# '后B[G#

蛋白表达升高'#K ' 后其蛋白高表达水平更加明

显'表明高糖刺激能上调 7GgH>"X的 B[G# 表达&

与此同时本实验发现高糖组 7GgH>"X细胞培养上

清液中炎症介质W[H=)B7DH

#

较低糖组明显升高'推

测高糖刺激 7GgH>"X后可能通过上调 B[G# 而促

进炎症介质的表达&

安体舒通是醛固酮受体拮抗剂'具有利尿'降低

血压等作用'近来的研究表明其具有很强的抑制炎

症的作用!>"

& ](Q32等!!!"研究表明安体舒通能抑制

8)C

+

诱导的人单个核细胞$0Z]&%的单核细胞趋

化因子 $ ]&0H! %) B7DH

#

等炎性因子的分泌&

]+)321等!!""证实安体舒通能减轻狼疮小鼠肾脏的

炎性细胞浸润'下调 B7DH

#

等炎性因子& 在人类和

动物研究均表明安体舒通能通过抑制肾组织和尿中

]&0H! 的表达'抑制炎性细胞的浸润!!;"

& 本研究发

现'安体舒通干预后'高糖培养的 7GgH>"X上清液

中B7DH

#

)W[H= 炎症介质表达明显低于高糖组的表

达'B[G# .G78和蛋白的表达与高糖组比较明显下

调'表明安体舒通抑制高糖诱导的7GgH>"X炎症因

子的分泌'可能与下调B[G# 的表达有关&

综上所述'高糖可诱导 7GgH>"X上调 B[G# 和

W[H=)B7DH

#

等因子的表达'提示 B[G# 参与了糖尿

病肾病的微炎症反应& 安体舒通能下调 B[G# 表达

水平'减少相关炎症介质的生成'这可能是其在治疗

糖尿病肾病中具有肾脏保护作用的机制之一&
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