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通络方剂对高糖条件下大鼠肾小球系膜细胞体外

增殖作用和氧化应激的影晌
张兰予邹俊杰冯晓云刘志民*

(上海长征医院内分泌科，上海 200∞3)

摘要 采用体外培养大鼠肾小球系膜细胞(rat mesangial cells, RMCs), MTT 法检测 RMCs

增殖， DCFH-DA探针检测活性氧(ROS)生成， RT-PCR 和 Western blot检测铜铸超氧化物歧化酶

(CuZnSOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷脱甘肤过氧化物酶(Gpx)、住超氧化物歧化酶(MnSOD)和纤维

连接蛋白σN) mRNA和蛋白表达，探讨不同浓度通络方剂对高糖条件下大鼠肾小球系膜细胞(RMCs)

体外增殖作用和氧化应激的影响。结果提示高糖条件下，通络方剂可抑制 RMCs 增殖(P<0.05)， 抑

制活性氧生成(P<0.05)， 该抑制作用呈浓度依赖模式;高糖作用于 RMC 后， MnSOD 和 FN mRNA

和蛋白水平升高，通络方剂可抑制高糖条件下 FN mRNA 的升高和提高正常糖浓度条件下 MnSOD

蛋白水平，浓度依赖性地抑制高糖条件下 FN蛋白的表达。因此，通络方剂可抑制高糖条件下大鼠

肾小球系膜细胞增殖，抑制氧自由基生成，提高抗氧化酶活性。
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糖尿病肾病。)N)是糖尿病常见的慢性并发症，是

终末期肾病的重要原因。肾脏肥大和细胞外基质积

聚是糖尿病肾病的早期特点[l-4}。大量动物模型和细

胞体外培养的结果提示高血糖症和高糖饮食介导肾

脏肥大和细胞外基质扩展(3.5.6) 0 

糖尿病肾病属于微血管病变，也属中医络病学范

畴。中医络病学认为"脉络-血管系统病"有共

同的发病机制和演变规律即络病口]。在糖尿病的发

病中，氧化应激已成为关键的致病因子[8-11}。糖尿病

常伴发包括肾脏在内的许多组织活性氧(ROS)的产
生[12-15} 。

通络方剂是根据中医络病学说研制的中药复方

制剂，由人参、水蛙、全蝇、娱蛤、土鳖虫、赤

苟等药物组成，具有活血通络，改善和调整血管内皮

细胞功能的作用，可通过抗氧化作用减轻糖尿病大鼠

肾脏损伤Iη。我们先前的研究表明通络方剂能减少

细胞外基质在肾小球的沉积，减少糖尿病大鼠尿蛋白

的排泄和肾脏肥大，表明通络方剂可减轻糖尿病大鼠

早期肾脏损伤[l6)。肾小球系膜细胞是肾脏细胞外基

质的重要组成成分，本实验拟研究通络方剂超微粉对

高糖条件下大鼠肾小球系膜细胞增殖和氧化应激的

影响，为其临~应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料及细胞培养

通络方剂超微粉由河北以岭药业赠送。 MTT

(Sigma), H2DCF-DA(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 

大鼠锺超氧化物歧化酶(MnSOD)单抗、大鼠 actin 单

抗、大鼠 Fibronectin(FN)多抗购自美国 Abcam 公

司。大鼠肾小球系膜细胞 RMCs 株(HBZY-l)由上海

长征医院肾内科梅长林教授赠送，胎牛血清(FBS)

(Kibbutz Beit Haemer，Isreal)及 DMEM 细胞培养液

(Gibco 公司)。该细胞接种于含 10% FBS 的 DMEM

(含 5.6 mmolJL 葡萄糖)中，于 37.C 、 5%C02 及饱和
温度条件下培养， 2-3 d 传代 1 次。

1.2 大鼠 RMCs 增殖的检测

采用 MTT 比色法。低糖(含 5.6 mmolJL 葡萄糖)

的 10% FBS 的DMEM培养细胞，用 10% FBS DMEM 

重悬成单细胞悬液。以 2x 1()4个/孔的密度将 RMCs

细胞接种于 96 孔细胞培养板，用 5.6 mmolι 葡萄糖

+ 10% FBS DMEM培养。待细胞长至 60%-80% 时，

给予 5.6 mmollL葡萄糖 +0.5% FBS 的 DMEM饥饿
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24 h。吸弃细胞培养液， 加入低糖(5.6 mmo1/L 葡萄

糖 +0.5% FBS)、高糖(25 mmollL葡萄糖 +0.5% FBS) 

和上述培养液配制的 12.5 μ，glml、 25μ.glml、 50μ，glml、

100μg/m1 的通络方剂培养液各 100μ1，每个浓度重

复4孔。上述 96 孔板培养 24h 后，每孔加入 5 mglml 

MTT溶液 10μ1，继续培养 4h后终止培养。小心吸

弃孔内液体，每孔加入二甲基亚枫(DMSO)100μ1，

3TC孵育 15 min，使结晶充分溶解，采用酶标分析仪

测定每孔的光吸收值(A490)。细胞生长抑制率(%) = 

(1- 实验组 A值/对照组 A值)xl00% 。

1.3 细胞活性氧(ROS)测定

细胞接种于96孔板，培养条件同前，加入 10阳m比

DCFH-DA 探针(100μν孔)， 3TC孵育 30min， PBS 洗

3 次以去除残留的探针然后给予不同浓度的葡萄糖

和通络方剂作用细胞 2h，运用荧光分光光度计(激发

光 488 nm，发射光 525 nm)测定荧光强度。

1.4 抗氧化酶 mRNA 水平测定

对数生长期大鼠RMCs接种于细胞培养皿中，低

糖(含 5.6 mmollL葡萄糖)的 10% FBS 的 DMEM培养，

适应性生长 48 h 后，待细胞生长至 60%-80% 时，

5.6 mmo11L葡萄糖 +0.5% FBS 饥饿 24 h，加入低糖

(5.6 mmo11L葡萄糖 +0.5% FBS)、高糖(25 mmo1/L 

葡萄糖 +0.5% FBS)和上述培养液配制的 12.5 μglml 、

25 问Iml 、 50 μglm1 的通络方剂培养液作用 12 h 后，

抽取总 RNA，采用 RT-PCR 检测，检测 MnSOD 、

CAT 、 CuZnSOD 、 Gpx mRNA 水平。引物序列:

MnSOD上游: 5' -CTC CCT GAC CTG CCT TAC GAC 

毛主'，下游: 5' -AAG CGA CCT TGC TCCπAπG-3'; 

CAT上游: 5' -GAG GCA GTG TAC TGC AAG TTC C-

3'，下游: 5' -GGG ACA GTT CAC AGG TAA CTG C-

3.'; C;~SOD上游: 5' -TCT AAG AAA CAT GGC GGT 

CC孔下游:5'-CAGπ'AGCAGGCCAGCAGAT-3'; 

GPX上游: 5'-TCCACCGTGTATGCCπCTCC-3' ， 

下游: 5'-CCT GCT GTA TCT GCG CAC TGG A-3' 。

以 actin 为内参，引物序列:上游: 5' -ACC CAC ACT 

GTG CCC ATC TA-3'，下游: 5'-GCC ACA GGA TTC 

CAT ACC CA-3'。反应总体积50 J.Ù，反应程序为: 94
0

C 

预变性 3 min; 94
0

C变性 30 s, 56
0

C退火 30 s, 72
0

C延

伸 20 s, 35 个循环; 72 0C 5 mino RT-PCR 扩增产物

经 2% 琼脂糖凝胶电泳检测， 其结果用凝胶扫描图像

处理系统进行分析，以 MnSOD/actin mRNA 的 A 比

值作为 MnSOD mRNA 变化指标。

1.5 纤维连接蛋白(FN)锚超氧化物歧化酶(Mn-

·研究论文·

SOD)蛋白水平测定

分别用不同浓度的葡萄糖和通络方剂作用邸，fCs，

采用蛋白质印迹法检测大鼠肾小球系膜细胞纤维连 ­

接蛋白 (FN)锺超氧化物歧化酶(MnSOD)蛋白水平。

加入蛋白质裂解缓冲液及蛋白酶抑制剂，考马斯亮蓝

法测定蛋白质含量。取蛋白提取液点样于 10% 聚丙

烯酷肢凝胶进行 SDS2PAGE 1.5 h; 用封闭液室温封

闭 1 h，加入一抗 40C过夜;加二抗 -HRP 室温孵育 lh。

加 ECL(enhanced chemiluminescent) 显色液，获取图

片结果。蛋白表达值为条带的灰度值并以 ß-actin 内

参照校正。 各目的条带与 ß-actin 的比值代表各蛋白

表达的相对量。

1.6 统计方法

每组实验在相同条件下重复 3 次，结果使用单

因素方差分析，组问两两比较使用 Dunnett-t 检验进

行分析。

2 结果

2.1 MTT 结果

高糖条件下RMCs增殖增加(P<0.05)， 随着通络

方剂作用浓度的增加， RMCs 的 A490 值逐渐下降(P<

0.0日，提示通络方剂对高糖条件下RMCs生长抑制作

用有剂量-效应依赖关系(图1) 。 抑制半数细胞生长

时的药物浓度约为 25-50 μg/m1 0

2.2 活性氧测定

高糖条件下大鼠肾小球系膜细胞(RMCs)活'性氧

生成增多(P<O.O日，通络方剂可浓度依赖性地抑制高

糖条件下RMC活性氧的生成(图匀，抑制活性氧生成

的浓度为 12.5-100μg/m1(P<0.05) 。

2.3 RT-PCR 结果

高糖条件下锺超氧化物歧化酶(MnSOD)、过

氧化氢酶(CAT)、铜铸过氧化物酶(CuZnSOD) mRNA 

表达增高， Gpx mRNA 变化不明显，纤维连接蛋白

mRNA升高。高糖条件下加入通络方剂后前三种抗

氧化酶的 mRNA 表达变化无统计学差异，纤维连接

蛋白mRNA表达随通络方剂浓度增加逐渐减少，呈浓

度依赖性(图 3) 。

2.4 蛋白水平

高糖条件下锤超氧化物歧化酶(MnSOD)和纤维

连接蛋白(Fibronectin)的蛋白水平随高糖作用时间的

延长而逐渐增加。通络方剂可浓度依赖性地抑制高

糖条件下 Fibronectin 的表达(P<O.O日，对高糖条件下

MnSOD 的表达作用不明显(P>0.05)。通络方剂可增
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Fig.l EtTects of TLR on mesangial cell proUferation under high glucose 

1: 5.6 mmollL glucose +0.5% FBS; 2: 25 mmollL glucose +0.5% FBS; 3: 5.6 mmoνL glucose +0.5% FBS+ TL 12.5μg/nù; 4: 5.6 mmollL glucose 

+0.5% FBS+ TL 25μ，g/nù; 5: 5.6 mmollL glucose +0.5% FBS+ TL 50μ，g/nù; 6: 5.6 mmollL glucose +0.5% FBS+ TL 100μg/nù; 7: 25 mmollL glucose 

+0.5% FBS+TL 12.5μg/ml ; 8: 25 mmollL glucose +0.5% FBS+ TL 25μg/nù; 9: 25 mmollL glucose +0.5% FBS+ TL 50μ，g/nù ; 10: 25 mmollL 

glucose +0.5% FBS+ TL 100μg/ml. *P<0.05 vs 5.6 mmollL glucose, #P<0.05 vs 25 mmol/L glucose. 
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Fig.2 Reactive oxygen spicies (ROS) generation on mesangial cells by dichlorofluorescein (DCF) 

1: 5.6 mmollL glucose; 2: 25 mmollL glucose; 3: 25 mmollL glucose +TL 12.5μg/nù; 4: 25 mmollL glucose + TL 25μg/rr咀; 5: 25 mmollL glucose 

+TL50μg/nù; 6: 25 mmollL glucose + TL 100μg/nù. TLR could reduce the ROS generation under high glucose. Three independent experiments 

were performed.*P<0.05 vs 5.6 mmol几 glucose， #P<0.05 vs 25 mmollL glucose. 

加正常糖浓度条件下 MnSOD 蛋白的表达(P<O.05)

(图的 。

3 讨论

RMCs 常作为体外研究肾脏病变发生机制和药

物疗效的细胞模型，该细胞增生和炎症介质的释放在

肾脏疾病的发生/发展及肾小球硬化中具有重要作

用(17) 。 临床上通过药物抑制 RMCs 增生及炎症介质

的释放时阻断肾脏病变进展的关键环节之一(18) 。

τLR 是以络病学说为指导研制出的复方制剂，它

具有活血、通络、阵脂、抗凝及改善血管内皮功

能等疗效。 我科以往研究表明，通络方剂能降低糖

尿病大鼠 KW/ BW 及尿自蛋白的排泄，增加 Ccr， 降

低肾小球系膜面积，减轻肾脏损伤口9) 。 本实验中， 笔

者发现RMCs高糖条件下增殖能力增强，其增殖能力

随着通络方剂作用浓度的增加而逐渐下降，表明通络

方剂呈浓度依赖性地抑制高糖条件下 RMCs增殖，为

通过RMCs 变化体外研究肾脏病变发生机制和药物

疗效的细胞模型的建立提供了基础。

糖尿病肾病是糖尿病的主要并发症， 以进行性肾

脏纤维化为特征，其典型的病理变化是细胞外基质

(ECM)积聚、肾小球基底膜(GBM)增生、肾脏肥
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Fig.3 Effects of TLR on mesangial cell mRNA levels of 

CuZnSOD, CAT, Gpx, MnSOD and FN 

FN 
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Fig .4 Effects of TLR on mesangiaI ceU protein of MnSOD 

andFN 
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大[20) 。 氧化应激被认为是各种糖尿病并发症的始动

环节IZM3]，高血糖诱导产生的活性氧可启动多种细胞

因子及生长因子的转录，促进ECM积聚，最终导致 ­

肾脏肥大、纤维化的发生(24-26) 。 正常情况下，机体

通过体内的抗氧化系统清除过多产生的氧自由基，从

而维持细胞内正常的氧化还原平衡。 CAT、 GSH-

Px , T-AOC及 SOD 是衡量细胞抗氧化能力的指标，

其水平的增高代表着细胞抗氧化能力的加强。本研

究结果显示，高糖条件下RMCs 活性氧生成增加， 锺

超氧化物歧化酶(MnSOD)的mRNA和蛋白水平明显

升高，提示高糖条件下细胞抗氧化能力代偿性增加 。

通络方剂可抑制高糖条件下 ROS 的产生，在正常糖

浓度条件下升高MnSOD 的蛋白水平，但对高糖条件

下MnSOD mRNA和蛋白水平作用不明显，提示通络

方剂可提高正常糖浓度条件下的大鼠肾小球系膜细

胞的抗氧化能力;高糖条件下 TLR抑制了 ROS 的生

成，故 MnSOD 无明显变化。

纤维连接蛋白σN)是一种高分子糖蛋白，由两条

多肤链经二硫键连接而成是肾脏ECM 的主要成分

之一。 分布于ECM 的 FN 是不溶性的，可通过表面

特别的识别位点与ECM的其他成分如胶原、糖肢聚

糖粘附，亦可与血浆蛋白如纤维蛋白结合，还可通过

细胞膜表面整合蛋白与细胞结合。有研究表明 FN

是最早出现在损伤组织中的基质蛋白成分[2飞因此，

阳的表达程度也可反映ECM积聚程度。本研究结

果显示: 高糖条件下大鼠肾小球系膜细胞阳表达随

高糖作用时间延长而增高，通络方剂可剂量依赖性地

抑制高糖条件下大鼠肾小球系膜细胞阳的表达，说明

通络方剂可能通过抑制FN表达参与减少 ECM积聚。

综上所述，通络方剂可抑制高糖条件下RMCs的

增殖，抑制 RMCs 活性氧的产生，提高正常糖条件下

RMCs锺超氧化物歧化酶(MnSOD)蛋白水平， 降低高

糖条件下大鼠肾小球系膜细胞阳的表达，可能在延

缓糖尿病肾病肾小球硬化的进程中发挥了积极的

作用 。
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884 · 研究论文·

Effects of Tongluo Recipe on Proliferation and Oxidative Stress of Rat 

Glomerular Mesangial Cells under High Glucose 

Lan-Yu Zhang, Jun-Jie Zou, Xiao-Yun Feng, Zhi-Min Liu* 

(Department of Endocrinology, Shanghai Changzheng Hospital, Second Military Medical Univers仰， Shanghai 200003, China) 

Abstract To investigate the effects of Tongluo Recipe (TLR) on proliferation and oxidative stress of rat 

glomerular mesangial cells under high glucose, Rat mesangial celllines (rat mesangial cells ,RMCs) under high 

glucose condition were treated with TLR. The proliferation of mesangial cells was detected by MTI assay.The 

reactive oxygen was detected by DCFH-DA probes. The expression of mRNA of CuZnSOD, CAT, Gpx, MnSOD 

and FN were detected by RT-PCR and the protein of MnSOD and FN were detected by Western blot. Tongluo 

Recipe significantly decreased the proliferation and ROS of rat mesangial cells under high glucose (P<Ü.05). Tongluo 

Recipe could increase the protein level of MnSOD under normal glucose conditions and decrease the protein level of 

Fibronectin (FN) in a dose-dependent manner. So the Tongluo Recipe could inhibit the proliferation, inhibit the 

generation of ROS and improve the antioxidative enzymes capacities of rat glomerul红 mesangial cells under high 

glucose. 

Key words Tongluo Recipe; rat; glomerul缸 mesangial cells; proliferation; oxidative stress 
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