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论著·实验研究

多球壳菌素对高糖诱导肾小球系膜
细胞 ｃｙｃｌｉｎＤ１表达的影响

肖朝华　周建华　吴衡生

（华中科技大学附属同济医院儿科，湖北 武汉　４３００３０）

　　［摘　要］　目的　多球壳菌素（ＩＳＰ１）是冬虫夏草中提取的一种新型免疫抑制剂，本研究旨在观察其对高浓
度葡萄糖诱导的离体大鼠肥大肾小球系膜细胞（ＧＭＣ）细胞周期蛋白Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１）表达的影响，并探讨其机制。方
法　利用体外培养大鼠ＧＭＣ，予以高浓度葡萄糖（４５０ｍｇ／ｄＬＤｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）诱导ＧＭＣ细胞肥大模型，同时以正常
浓度糖 （１００ｍｇ／ｄＬＤｇｌｕｃｏｓｅ，ＮＧ）培养作对照，并以加用ＩＳＰ１（４５０ｍｇ／ｄＬＤｇｌｕｃｏｓｅ＋１００μｇ／ｍＬＩＳＰ１，ＩＳＰ１）干
预作为干预组。采用流式细胞术检测ＧＭＣｃｙｃｌｉｎＤ１的表达。结果　与 ＮＧ组相比，ＨＧ组 ｃｙｃｌｉｎＤ１表达明显增高
（Ｐ＜０．０５），且随时间的增加逐渐增强。ＩＳＰ１干预后可明显抑制高糖上调的 ｃｙｃｌｉｎＤ１表达，其在干预后４８ｈ和
７２ｈ的表达水平与ＮＧ组相比差异无统计学意义。结论　高浓度葡萄糖可上调ＧＭＣｃｙｃｌｉｎＤ１的表达，而ＩＳＰ１可
明显抑制高糖上调的ｃｙｃｌｉｎＤ１表达的作用，这可能是ＩＳＰ１抑制高糖诱导ＧＭＣ肥大的重要机制。
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ｉｎｄｕｃｅｄｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｒａｔｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ（ＧＭＣｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＲａｔＧＭＣｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１ｉｎＧＭＣｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎａｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＩＳＰ１ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｌｕｃｏｓｅ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１ｗａｓｒｅｓｔｏｒｅｄｔｏｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ４８ａｎｄ
７２ｈｒｓａｆｔｅｒＩＳＰ１ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＨｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅｃａｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１ｉｎ
ＧＭＣｓ．ＩＳＰ１ｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＩＳＰ１
ａｇａｉｎｓｔＧＭＣｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（８）：６７７－６７９］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｍｙｒｉｏｃｉｎ；ＣｙｃｌｉｎＤ１；Ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌ；Ｒａｔｓ

　　肾小球系膜细胞（ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌ，
ＧＭＣ）是肾小球中三种固有细胞成分之一，在炎症
因子、血生化改变或血流动力学等多种因素刺激下

可出现增生或肥大等改变［１］。其发生增生、肥大及

细胞外基质的集聚是多种肾病的早期重要病理改

变，并最终导致肾小球硬化，肾功能衰竭［２］，糖尿病

肾病、高血压肾脏病等常见肾脏疾病的发病率逐年

增高，已成为慢性肾功能衰竭的最主要病因之一。

而多球壳菌素（ｍｙｒｉｏｃｉｎ，ＩＳＰ１）是从虫草中提取的
一种小分子新型免疫抑制剂，具有抑制细胞增生及

诱导鼠 ＩＬ２依赖细胞毒性 Ｔ淋巴细胞凋亡作
用［３５］。本课题组前期研究已发现其可显著抑制
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ＧＭＣ肥大、细胞外基质的分泌及调节细胞周期蛋白
作用［６７］。细胞周期蛋白 Ｄ１（ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｐｒｏｔｅｉｎＤ１，ｃｙｃｌｉｎＤ１）作为细胞周期的启动子在细胞
周期调节中发挥重要作用，其过度表达将导致细胞

增生、肥大。本研究在高糖环境下体外培养 ＧＭＣ，
观察了其对高糖诱导的ＧＭＣ肥大的干预效果，并从
其对肾小球系膜细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１表达的影响探讨其作
用机制。

１　材料与方法

１．１　主要仪器及试剂
ＤＭＥＭ和小牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司，Ｄ葡萄糖

和Ｄ甘露糖购自北京中山公司，ＩＳＰ１由本实验室
参照Ｋｌｕｅｐｆｅｌ等的方法［８］自虫草菌丝粉中提取（先

用甲醇抽提，经二氯甲烷结晶，再用丙酮洗涤纯化两

次，然后真空干燥），并经红外光分光光度计检测其

吸收光谱、熔点及其比旋度鉴定。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养与分组　　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠
ＧＭＣ为经ＳＶ４０转染的永生性细胞株，购自武汉大
学中国典型培养物保藏中心（ＣＣＴＣＣ），以含１０％
小牛血清的ＤＭＥＭ培养，青霉素１００Ｕ／ｍＬ，链霉素
１００ｍｇ／ｍＬ，常规置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，
每周传代 ２～３次。实验前行无血清正常糖培养
２４ｈ，使细胞同步化，然后加２％血清的培养基，分为
正常糖浓度组（１００ｍｇ／ｄＬｇｌｕｃｏｓｅ，ＮＧ）、高糖浓度组
（４５０ｍｇ／ｄＬｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）、ＩＳＰ１组（４５０ｍｇ／ｄＬｇｌｕ
ｃｏｓｅ＋１００μｇ／ｍＬＩＳＰ１，ＩＳＰ１）等３组培养。ＩＳＰ１
的剂量参照国内外相关资料，并经预实验选取其最

佳作用剂量为１００μｇ／ｍＬ［６７］。
１．２．２　流式细胞仪检测 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达　　各组
细胞加入刺激因素即 ＮＧ、ＨＧ及 ＩＳＰ１后，于２４ｈ、
４８ｈ、７２ｈ收获细胞，中和胰酶后用 ＰＢＳ洗一遍，
５００ｒｐｍ离心 ５ｍｉｎ，加入纯甲醛（－２０℃）固定
５ｍｉｎ；ＰＢＳ洗一遍，弃上清；纯甲醇（－２０℃）固定过
夜；去固定液，ＰＢＳ洗一遍，加入 １％的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００
放置３ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤，离心，去上清吸干；加一抗（用
１％的ＢＳＡ以１∶５００稀释），加二抗：用１％的 ＢＳＡ以
１∶１０００稀释 ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠的 ＩｇＧ抗体，室温
避光放置３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗一次，再用 ＰＢＳ调整细胞数
为５×１０５／ｍＬ；流式细胞仪检测 ＦＩＴＣ的荧光强度
（阳性细胞百分率）。实验重复３次。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，数据用

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方
差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组ＧＭＣ细胞体积比较
培养７２ｈ后，ＨＧ组ＧＭＣ细胞体积较 ＮＧ组明

显增大（图１）。
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　　图１　流式细胞仪检测细胞体积图　培养７２ｈ后，ＨＧ组
ＧＭＣ的ＦＳＣ（前向散射光）强度较ＮＧ组明显增强，提示ＨＧ组ＧＭＣ

细胞明显增大。

２．２　各组ＧＭＣｃｙｃｌｉｎＤ１的表达情况
ＨＧ组各时间点 ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达较 ＮＧ组明显

升高（Ｐ＜０．０５），且随培养时间的增加而增加
（Ｆ＝１４．３６，Ｐ＝０．００５）；而ＩＳＰ１组ｃｙｃｌｉｎＤ１表达在
２４ｈ时明显高于 ＮＧ组，与 ＨＧ组差别无统计学意
义，４８ｈ和７２ｈ表达则明显低于ＨＧ组（Ｐ＜０．０５），
与ＮＧ组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表 １，
图２。

　　表１　ｃｙｃｌｉｎＤ１在不同组别、不同时间的表达（阳性细
胞百分率）　（ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ Ｆ值 Ｐ值

ＮＧ组 ４５±３ ５２±２ ５８±４ｄ １３．１４０．００６
ＨＧ组 ６３±４ａ ７７±５ａ，ｃ ８３±５ａ，ｃ，ｄ １４．３６０．００５
ＩＳＰ１组 ６３±４ａ ５７±２ｂ ５３±３ｂ，ｃ，ｄ ７．８６０．０２１
Ｆ值 ２３．７１ ４４．７３ ４６．５０
Ｐ值 ０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与ＮＧ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与 ＨＧ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与同

组２４ｈ比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与同组４８ｈ比较，Ｐ＜０．０５
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　　图２　３组ＧＭＣｃｙｃｌｉｎＤ１的表达及其动态变化　ａ：与
同时间点 ＮＧ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同时间点 ＨＧ组比较，

Ｐ＜０．０５。

３　讨论

ＧＭＣ增生肥大、系膜基质堆积及肾纤维化，最
终导致肾小球硬化是多种肾小球疾病的共同病理特

征。肾小球系膜区基质成分主要来源于 ＧＭＣ，
ＧＭＣ表型转化导致系膜基质大量分泌并堆积，在系
膜增生及肾纤维化中起重要作用［９］。

细胞周期是细胞生命活动中的一个最重要过

程，在细胞周期的４个时相中，Ｇ１期是启动细胞周
期循环的关键。ｃｙｃｌｉｎＤ１主要作用于 Ｇ１期，是
Ｇ０／Ｇ１时相转换必需的调节蛋白，正常静息状态
下，ｃｙｃｌｉｎＤ１缺乏或保持低水平表达，在分裂原或体
外刺激因子作用后，ｃｙｃｌｉｎＤ１过量表达导致Ｇ１期缩
短，经过一系列的过程后，导致 ＧＭＣ增生、肥
大［１０１１］。既往研究表明，高糖可通过上调细胞周期

正调节蛋白ｃｙｃｌｉｎＤ、ｃｙｃｌｉｎＥ等 Ｇ１期细胞周期素表
达，使进入 Ｇ１期的 ＧＭＣ增多；同时可上调细胞周
期负调节蛋白ｐ２１ｃｉｐ１、ｐ２７ｋｉｐ１，而后者可结合并灭
活Ｇ１期相应的周期素与细胞周期蛋白依赖性激酶
的复合物，阻止Ｇ１期向Ｓ期转变，使细胞周期阻滞
于Ｇ１末期，表现为细胞肥大、细胞外基质合成增多
等［１２］。本研究结果显示，高糖刺激作用下 ＧＭＣ早
期（２４ｈ）即有 ｃｙｃｌｉｎＤ１表达的增加，且有时间依赖
性，随时间的推移逐渐增加，表明高糖诱导后 ＧＭＣ
早期即发生增生、肥大。

冬虫夏草是一种传统中药，具有多种药理作用，

其用于慢性肾病治疗的临床与实验研究由来已久，

但大多从改善营养状况及药理学方面入手［１３］。

ＩＳＰ１是从虫草中提取的一种新型免疫抑制剂，具有
抑制细胞增生及诱导细胞凋亡作用［３５］。在以往的

研究中，已发现其可显著抑制 ＧＭＣ肥大、细胞外基

质的分泌以及调节细胞周期调节蛋白的表达［６７，１４］。

本研究发现ＩＳＰ１可拮抗高糖上调ｃｙｃｌｉｎＤ１，限制了
Ｇ１期ｃｙｃｌｉｎＤ１的过度表达，从而抑制 ＧＭＣ过度增
生、肥大，这可能是ＩＳＰ１延缓肾脏病变进展的关键
机制，为 ＩＳＰ１治疗糖尿病肾病提供理论依据。
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