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高糖和LY294002干预影响足细胞内IV型胶原表达
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摘要      探讨高糖和PI3K/Akt通路对足细胞内IV型胶原(Col IV)表达的影响。体外培养小鼠

足细胞, 给予高糖(30 mmol/L)处理后, 分别于0, 12, 24, 48 h收集细胞, 采用免疫细胞化学染色法和

Western blot技术检测Col IV的表达; Western blot技术检测Akt的活化及LY294002对Col IV表达的抑

制效应。结果表明, 高糖诱导足细胞内Col IV蛋白表达增多, 24 h明显, 各时间点与高糖刺激前相比

均有统计学差异(P<0.05); 高糖激活Akt蛋白磷酸化, p-Akt随刺激时间延长表达增多。PI3K/Akt通
路抑制剂LY294002孵育细胞24 h后, 可减弱高糖诱导的足细胞内Col IV的表达(P<0.05)。因此, 高
糖可能通过激活PI3K/Akt通路上调足细胞内IV型胶原表达。

关键词      PI3K/Akt通路; 足细胞; IV型胶原

收稿日期: 2011-05-21   接受日期: 2011-08-08
河北省卫生厅医学科学研究重点课题(No.20090055)资助项目

*通讯作者。Tel: 0311-86265734, E-mail: xingll99@sina.com

糖尿病肾病(diabetic nephropathy, DN)基本病理

改变包括肾小球肥大、足细胞损伤、肾小球基底膜

(glomerular basement membrane, GBM)增厚、系膜基

质增多以及结节性肾小球硬化。最近研究认为, 足
细胞损伤是导致肾小球硬化的关键因素[1]。足细胞

合成分泌细胞外基质IV型胶原(collogen IV, Col IV)、
层粘连蛋白、集聚蛋白等, 参与GBM病理生理过程。

研究表明, 高糖环境、血管紧张素II、转化生长因子-β1 
(transforming growth factor-β1, TGF-β1)等均可导致足

细胞分泌IV型胶原增多, 促进GBM增厚[2]。对于高

糖通过何种途径引起足细胞内Col IV表达增多, 目前

尚不清楚。

磷酸酰肌醇3激酶/蛋白激酶B (phosphoinositide 
3 kinase/protein kinase B, PI3K/Akt)信号通路调节细

胞分化、增殖、凋亡以及迁徙等, 其特异性阻断剂

LY294002可以抑制Akt的磷酸化, 从而影响细胞生

物学功能。新近研究表明, PI3K/Akt信号通路参与

高糖诱导的肾小管上皮细胞脂代谢和细胞外基质沉

积[3], 提示该通路在肾小管上皮细胞损伤中的作用。

然而, 该途径及其特异性阻断剂在足细胞损伤方面

的研究未见报道。本文拟通过体外培养小鼠足细胞, 
观察高糖刺激足细胞内p-Akt和Col IV的表达, 以及

LY294002对Col IV表达的影响, 探讨PI3K/Akt通路

在高糖诱导足细胞内Col IV表达的可能机制。

1   材料与方法
1.1  材料

小鼠足细胞株从中国协和医科大学细胞中心购

买。LY294002试剂购自美国Promega公司, 兔抗p-Akt
多克隆抗体购自美国Cell Signaling Technology公司 , 
兔抗Col IV多克隆抗体购自北京博奥森公司, SP法免

疫组化试剂盒购自北京中杉金桥公司。

1.2  方法

1.2.1　足细胞培养        小鼠足细胞按Mundel等[4]的方

法进行培养: 将冻存的足细胞复苏后置于含10 U/mL 
γ-干扰素和10%胎牛血清的DMEM-F12培养液中, 在
33 ºC细胞培养孵箱中培养传代, 然后转入不含γ-干
扰素和10%胎牛血清的DMEM-F12培养液中, 37 ºC

培养孵箱中使足细胞分化10~14 d后使用。

1.2.2　高糖对足细胞p-Akt的时效测定        分别以高

糖(浓度为30 mmol/L)培养0, 12, 24, 48 h收集细胞, 同
时以正常糖浓度(5 mmol/L)培养相同时间作为对照。

1.2.3　LY294002阻断实验        根据以上实验p-Akt
的高峰确定孵育时间后进行实验分组。I组: 正常糖

对照组; II组: 高糖组; III组: LY294002干预组, 该组细

胞培养液中含葡萄糖(浓度为30 mmol/L)和LY294002 
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(20 μmol/L)。
1.2.4　免疫细胞化学检测足细胞Col IV的表达        采
用6孔板, 置无菌盖玻片爬片, 每组6孔细胞, 70%乙

醇固定细胞30 min; 3% H2O2甲醇室温孵育10 min; 
羊血清封闭, 37 ºC孵育30 min; 甩掉多余血清, 勿清

洗, 滴加兔抗Col IV抗体(1:50稀释), 4 ºC过夜, 以PBS
缓冲液代替一抗作为对照; 二抗37 ºC孵育30 min; 三
抗37 ºC孵育25 min; 以上每步之间应用PBS缓冲液

冲洗5 min, 3次。DAB显色, 光镜观察足细胞Col IV
的表达。

1.2.5　Western blot分析        收集细胞用冰盐水冲洗

3次, 吸走残余的液体, 加入300 μL蛋白裂解液裂解

细胞, 低温离心机离心, 12 000 r/min, 20 min后提取蛋

白上清液, 用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度, –80 ºC保
存。每个样品取50 μg总蛋白, 10% SDS-PAGE凝胶

电泳后电转移至PVDF膜, 5%脱脂奶粉37 ºC封闭2 h, 
再分别加入抗p-Akt抗体(1:1 000稀释)和抗Col IV抗

体(1:500稀释), 4 ºC过夜。ECL化学发光法显色。以

β-actin (1:1 000稀释)作为内参照。Western blot条带

信号强度应用LabWork 45图像分析软件进行定量分

析, 测定各条带的吸光度值(D)。以上实验过程独立

重复4次以上。

1.2.6　统计学方法        采用SPSS 13.0统计软件包

分析, 实验数值用x－ ±s表示, 多组之间比较采用方差

分析进行显著性检验, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1  足细胞内Col IV的表达

免疫细胞化学染色显示高糖刺激后Col IV表达

增多, 主要表达在足细胞胞浆中, 与刺激前相比24 h
表达明显(图1A和图1B)。Western blot检测Col IV的

蛋白水平与免疫细胞化学检测结果基本一致, 随高

糖刺激时间延长表达增多, 24 h达高峰, 各刺激时间

点与未刺激前相比均有统计学差异(P<0.05, 图2)。
2.2  足细胞内p-Akt的水平

Western blot检测显示, 高糖刺激足细胞12 h后, 
p-Akt表达增多, 24 h达高峰, 48 h后逐渐下降, 各时

间段与刺激前相比均有统计学差异(P<0.01, 图2)。
2.3  LY294002对足细胞内p-Akt、Col IV表达水

平的影响

与高糖组(II组)相比, LY294002干预组(III组)足
细胞孵育24 h后, p-Akt明显降低, Col IV蛋白水平也

明显下降(P<0.05), LY294002可以减弱高糖引起的足

细胞内Col IV的表达(图3)。

A: 高糖刺激0 h; B: 高糖刺激24 h。
A: podocytes treated by high glucose for 0 h; B: podocytes treated by high glucose for 24 h. 

图1　Col IV免疫细胞化学染色(200×)
Fig.1　Immunocytochemistry staining for Col IV in podocytes (200×)
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3   讨论
GBM增厚是糖尿病肾病的典型病理改变, Col 

IV作为GBM的主要成分之一, 其异常堆积是引起

GBM增厚的重要原因。足细胞合成分泌Col IV, 参与

GBM病理生理过程。高糖和糖基化终末产物均可以

引起糖尿病组织和足细胞内IV型胶原表达增强[5-6]。

本研究结果显示, 高糖刺激足细胞分泌Col IV, 与国

内外报道一致; 随刺激时间延长, 足细胞内Col IV表

达增多, 高峰在24 h, 48 h后表达开始减弱, 这种表达

的时间规律性与Akt的激活具有一定的一致性。

PI3K/Akt通路的激活是一个多步骤的过程: 受
体酪氨酸激酶与其配体结合发生磷酸化后激活PI3K, 
PI3K活化后磷酸化磷脂酰肌醇二磷酸(PIP2)生成磷

脂酰肌醇三磷酸 (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphos-
phate, PIP3), PIP3和Akt N端的PH结构域结合, 使Akt
进一步被磷酸化, 并作用于一系列底物, 发挥其生物

学作用。该通路特异性阻断剂LY294002通过抑制

PI3K的活化, 影响Akt的磷酸化, 从而阻断Akt发挥生

物学效应[7]。

我们在前期预实验中发现, 高糖短时间(1 h内)
刺激足细胞, p-Akt表达迅速升高(文章待发表), 本实

验中维持长时间高糖刺激(>12 h) p-Akt表达逐渐升

高, 24 h达高峰, 这可能与不同时间影响PI3K/Akt通
路激活的因素有关。Sandhya等[8]通过删除Smad和
CD2AP基因培养足细胞发现, TGF-β1激活PI3K/Akt通
路在1 h内依赖于CD2AP表达, 8 h以后则依赖于Smad
途径。另外本研究中也发现, 高糖诱导足细胞内p-Akt
和Col IV的表达高峰均在24 h。应用PI3K/Akt通路特

异性阻断剂LY294002干预后, Col IV的表达下降, 提
示高糖可能通过激活PI3K/Akt信号通路, 上调足细

胞内Col IV的表达, 导致GBM增厚, 这也进一步提示

PI3K/Akt信号通路可能介导了足细胞损伤, 参与了糖

尿病肾病的发展。

当然, Col IV的表达受多因素的影响, 足细胞 损

*P<0.05, 与0 h相比。

*P<0.05, vs 0 h.
图2　Western blot检测高糖刺激足细胞不同时间p-Akt、

Col IV蛋白的表达

Fig.2　Western blot analysis of the expression of p-Akt, Col 
IV in podocytes cultured with high glucose for different time

*P<0.05, 与II组相比。

*P<0.05, vs II group.
图3　Western blot检测各处理组足细胞p-Akt、Col IV蛋白

的表达

Fig.3　Western blot analysis of the expression of p-Akt, Col 
IV in podocytes of each group
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Effects of High Glucose and LY294002 on the Expression of 
Collagen IV in Mouse Podocyte

Xing Lingling1,2, Liu Qingjuan1, Fu Shuxia2, Cao Yanping3, Liu Wei1, Duan Huijun1*
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Abstract        To investigate effects of high glucose and phosphoinositide 3 kinese/protein kinase B (PI3K/
Akt) pathway on the expression of collagen IV (Col IV) in mouse podocyte, we divided cultured mouse podocytes 
into high glucose (30 mmol/L, HG) group and normal glucose (5 mmol/L, NG) group. Cells were collected respec-
tively at 0, 12, 24, 48 h after stimulation. The expression of collogen IV was detected by immunocytochemistry and 
Western blot analysis. The expression of phospho-Akt and the inhibition of LY294002 on collogen IV were analized 
by Western blot. Compared with control group, the level of Col IV in mouse podocytes treated by high glucose was 
significantly increased (P<0.05), with reaching the peak at 24 h. The phosphorylation of Akt was observed in mouse 
podocytes induced by high glucose. The level of phospho-Akt was increased in a time-dependent manner. However, 
inhibition of activation of Akt with LY294002, a specific PI3K/Akt pathway inhibitor, attenuated the high glucose-
induced expression of Col IV at 24 h after intervention. We conclude that high glucose maybe up-regulate the ex-
pression of Col IV in mouse podocytes by activating PI3K/Akt pathway.
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伤也非单一途径发挥作用, 而高糖诱导足细胞内PI3K/
Akt通路的激活也受其它信号通路的调控, 这些有待

更深入更完善的研究加以证实。随着体外足细胞研

究的发展, PI3K/Akt信号通路为了解足细胞损伤的机

制及糖尿病肾病的防治提供了一条新的途径。
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