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时的观察条件，未能对细胞分裂过程作动态观

察。曾有作者报道鼠雪旺细胞分裂前后的细胞

结构和行为的特点。11. 在人雪旺细胞培养过程

中，我们注意到:分裂后的两个子细胞有形态和

运动时相的不同。细胞的形态和运动(位置和形

态的改变〉由构成细胞骨架的微丝和微管维持。

微丝微管的重聚合已被证明和雪旺细胞的形态

和髓黯基因的表达有直接联系。 当用细胞松驰

素干扰微丝组分的肌动蛋白的聚合，雪旺细胞

成圆形而非梭形，也不表达髓鞠特异性蛋

白 [12] 。两个子细胞运动时相和形态的差异反映

了各自微丝和微管重聚合的时间差异 。 这是否

和雪旺细胞与轴突形成一对一及长度匹配的关

系有关，有待进一步研究。

摘 要

为了显示体外培养条件下三维结构上人雪

旺细胞的形态和运动方式，将引产人胎儿坐骨

神经的雪旺细胞培养在聚醋纤维上，用带培养

室的显微镜观察。结果显示:人雪旺细胞呈梭

形，绕聚醋纤维作螺旋式迁移 F有的细胞同时抓

住两根纤维 F在相对静止期，细胞虽无位置的迁

移，但有频繁的形态变化 E分裂后的子细胞有形

态和运动时相的不同 。

关键词 2 人雪旺细胞豪酶纤维 体外培养
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OBSERVATION ON TH E M ORPHOLOGY AND MOTILITY OF 
HUMAN SCHW ANN CELL UNDE R MICROSCOPE IN VITRO 

YANG Qin Q IU Yun Fang WANG YANG' SHEN Xin Ya LlU Cai Dong 

(De户artment 0/ Anatomy ,Shanghai Medical University 200032 

• Key Laboratory 0/ Neurobiology , Shanghai Institute 0/ Physiology , Chinese A cademy 0/ Science 200031) 

A BSTR ACT 

The purpose of present study is to demonstra te the morphology and the motility of human fetal schwann cells cul­
tu red on the three-diamentional framework in vitro. Schwann cells were cultured on the polyester fibers and were ob­
served continuously under the microscope with the culturing setting. The results were as follows : Schwann cells were 
spindle shape and had bipolar processes; They migrated in a spiral fashion; one cell could connected to two fibers; 
Schwann cells changed their shape in the res t stage. There were different in shape and motility between the both 
schwann cells after mitosis. 

Key words: Human schwann cells Po)yester flber In vltro 

Tolres tat 对高糖所致肾小球系膜细胞
肌动蛋白去组装的影响

李才用晓朋侯芳玉蔡璐
(白求恩医科大学应用基础医学研究所 长春 130021) 

平滑肌样肾小球系膜细胞 (MC)的收缩可

调节毛细血管口径和肾小球滤过率，在糖尿病 本文 1999 年 3 月 24 日收到， 6 月 29 日接受.
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肾病发病中起重要作用。 MC 的收缩功能主要

由以肌动蛋白 (actin) 占优势的微丝骨架的空

间排布来调控。球形 actin (G-actin) 与纤维形

acti n (F -actin )相互转换，调节 MC 的收缩状

态。最近 Zhou 等报告，高糖 (HG)能引起肾小

球 MC F-actin 部分去组装(disassembly ) ，可能

是由于 HG 激活蛋白激酶 C(PKC) 的结果旧。

由于 PKC 可调节细胞骨架的排列方式凶，那么

活化多元醇通道激活 PKC 有可能改变 actin 的

组装形式，影响 MC 的收缩状态。然而这一推

测尚未得到证实。本研究应用双荧光标记技术

和双通道共焦激光扫描显微镜，定量研究醒糖

还原酶抑制剂 Tolrestat 对 HG 引起 MC actin 

去组装的影响，以探讨多元醇通道激活在 HG

改变 actin 组装及 MC 收缩中的作用。

材料和 方法

I.材料 z 培养基 CDMEM)和胎牛血清 (FBS )购自

Life 实验室。罗丹阳-鬼笔环肤 (rhodamine-phalloidin.

R-P ) 、异硫氨基荧光素-脱氛核糖核酸酶-1 (FITC­

DNase-1.F-D)和未交联的上述单一标记物从 Molecu­

lar Probes 购得.M糖还原酶抑制剂 Tolrestat 和

ARI509 由 Wyeth-Ayerst 实验室提供。其他试剂购自

Sigma 公司。

2. MC 培养和处理 2 按 Hurst 等的方法[2]分离成

年大鼠肾小球，培养和鉴定 MC.DMEM 补充 10%FßS

和抗菌素。 MC 在放置盖波片的 6 孔培养板中 37 "C、

5%CO，培养，本研究使用 5-10 代细胞。 MC 融合时

FBS 降至 0.5 %使细胞同步生长，培养基改为正常浓度

葡萄糖 (NG. 5. 6mmol /L)、巾浓度葡萄糖 (MG.

15mmol/L)和 HG(30mmol/L)加入或不加入 Tolcestat

(0.3mmol/L)继续培养 2 天后 ，进行荧光标记。为排除

HG 和 MG 高渗作用的影响，用等分子量甘露醉代替

相应糖作为对照.

3. 荧光标记 :3.7% 甲应固定和 O. 1 % Tciton X-

100 穿透后，用 O . 165μmol/L R-P 和 0.3μmol/L F-D 

在室温暗处分别对忆和 G-actin 进行荧光标记和对照

染色[ J] 每步操作后用 PBS 洗涤 3 次.

4. 荧光强度和 MC 面积测定: F-和 G-actin 用双

通道共焦激光扫描显微镜 (LSM410 型 .Zei ss. 德国〉转

换到监视器上，用相应操作程序同时测量两种 actin 荧

光强度和 MC 平面面积，并计算 F-与 G-actin 荧光强度

比值。为使测量标准化，用微机控制系统调节各测量背

景参数水平，使它们在整个测量过程保持恒定.

5. 统计学方法: 组间均数差异显著性用方差分析

检验.

结果

在用等分子量甘露醇代替 HG 和 MG 的

高渗对照研究中，未见 actin 组装方式有明显改

变，故可排除 HG 和 MG 的高渗作用对 actin

组装的影响。荧光标记物特异性对照实验结果

均为阴性，说明本研究所用的两种荧光标记物

是特异的。

在共焦扫描显微镜下 F-和 G-actin 同时显

现，并可分别测量各自的荧光强度。在 NG 培养

的 MC 中 F-actin 微丝组装成粗大束状结构，

即形成应力纤维(stress fiber) 。这些纤维束大

致平行，走向与细胞长轴其本一致，横跨细胞全

长并终止于浆膜下。 G-actin 散布于胞浆中，在

核周围区较密集(图版图 1) 。培养于 NG+Tol­

restat 的 MC ， F 和 G-ac tin 组装方式与 NG 培

养者无明显差异。与 NG 培养相比， HG 培养

MC，大多数 F-actin 微丝失去束状外观，变成

无定形网状，即 F-actin 发生部分去组装(图版

图 2) 。同时， F -actin 荧光强度明显降低， G­

actin 荧光强度明显增加， F/G-actin 荧光强度

比值下降，MC 平面面积明显小于 NG 培养者

(表1)。

在 HG+Tolrestat 培养时，大部分 MC 的

F -actin 又呈现粗大束状，网状结构相对少见

〈图版图 3) ， F-actin 荧 光强度显著上升， G­

actin 荧光强度明显下降， F/G-actin 荧光强度

比值和细胞面积与 NG 培养者无明显差异(表

1 )。当用另一种醒糖还原酶抑制剂 ARl509

(O.lmmol/L) 进行对比研究时，所得结果与

Tolrestat 一致(资料未列出〉。在 MG 培养 MC

中， F-actin 的去组装状态、 F-actin 和 G-actin

荧光强度及 F/G-actin 荧光强度比值均与 HG

培养时有相同的改变趋势，但变化的程度明显

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



102 细胞 生 物 学杂志

要 1 各组系膜细胞 actin 费光强度和平面面积测量结果(X士Sx)

组 别 细胞数
平均荧光强度/细胞

F-actin G-actin F-/G-actin 

NG 50 183土 4 61 士 3 3.18土 0.10

NG+Tol 40 180土 3 58土 1 3.17土 0.06

HG 50 155土俨 85土俨 1. 93土 0.07夜

HG+Tol 50 175士 3ð 62士 2ð 2. 84 士 0.07ð

2000 年

细胞面积(μm')

3394士 208(27)

3215士 144(24)

24 3 9土 11俨 (30)

3169士 159L江 (28)

注:Tol =Tolrestat ，括号内为测量系膜细胞面积的细胞数。
※，与 NG 组比较 .P<O. 01d~.与 HG 组比较 .P<O.01.

轻于 HG 培养者(图1. 2) 。在 MG +Tolrestat

培养时，所测得的参数有的已接近或达到 NG

培养时的水平。
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图 1 各组 MC F-actin 荧光强度

•• P<O. 01 VS NG 。

f'::. P<O. 05 VS HG 。
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图 2 各组 MC G-actin 荧光强度
•• P<0.01VSNG. 

P<0.01 VS HG 。

讨论

MC含有以 actin 为主的微丝骨架，其中以

actin 对调控 MC 的形态、功能最为重要。 actin

与肌球蛋白轻链建立横桥联系，actin 的组装方

式调节 MC 的收缩状态。后者可调节毛细血管

口径及肾小球滤过率。

本研究结果显示，与 NG 培养的 MC 相比，

在 HG 培养 MC 中，粗大束状的 F-actin 明显减

少，呈现网状外观，荧光强度也显著减少，而 G­

actin 密度和荧光强度明显升高，F/G-actin 荧

光强度比值下降，同时 MC 面积也明显缩小

(表 1) ，这可能是 F-actin 部分去组装的结果。

因为 F-actin 的空间结构和含量对维持 MC 的

形态是必要的[1]。本研究结果还显示，MG 对

actin 组装的影响与 HG 的趋势一致，但程度上

较 HG 培养时明显减轻(图1. 2) ，提示葡萄糖

对 actin 组装的影响是取决于糖浓度的。本研究

还证明， Tolrestat 加入到IJ HG 培养 MC 后， F­

actin 又呈粗大束状，且增加了荧光强度， F­

actin 的改变和 MC 面积已接近 NG 培养者(表

1)。在用 ARI509 的研究中也得到与 Tolrestat

相似的结果。这些结果表明，醒糖还原酶抑制剂

阻抑多元醇通路撒活，能有效防止 HG 引起的

F -actin 去组装。

然而，多元醇通路激活通过何种机制影响

actin 的组装状态，目前尚不完全清楚，很可能

是通过激活蛋白撒酶 CCPKC)这一环节。糖尿

病情况下当生理糖酵解途径被高浓度葡萄糖所

饱和时，MC 中的醒糖还原酶被活化，激活多元
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醇:ìil路，使大量葡萄糖经此通路代谢。其后果是

引起胞浆 NADH/NAD+ 比值明显升高问。后者

能增加二醋酷甘油 (DAG) 再合成， DAG 作为

PKC 活性的重要调节物质，其含量增加可激活

PKcE'. S] 。已有研究证明 ，MC 对缩血管多肤的

收缩反应取决于肌球蛋白轻链激酶磷酸化和

F-actin 去组装[1.川大量细胞骨架蛋白磷酸化

涉及 PKC 介导的 F-acti n 去组装【飞可见 PKC

激活与 actin 组装之间存在密切联系。我们不久

前的研究证明，在 HG 时 DAG 敏感的 PKca 荧

光强度和活性明显增加，Tolrestat 可防止 PKC

S 荧光强度和活性增加，表明 HG 引起 F-actin

去组装可能通过激活 PKC 同功酶 PKca 活性

的途径〔础。

醒糖还原酶抑制剂在防治糖尿病肾病中有

一定效果，除了知道它们抑制醒糖还原酶之外，

对更深入的作用机制了解较少。本研究结果扩

展了醒糖还原酶抑制剂防治糖尿病肾病机理的

认识。醒糖还原酶抑制剂可能通过抑制多元醇

通路撒活，改变 MC 以及可能包括入球小动脉

微丝骨架的组装方式，使这些细胞对缩血管多

肤的反应性恢复正常， 由此改善肾小球血流动

力学异常 。

摘要

研究了醒糖还原酶抑制剂 Tolrestat 对高

浓度葡萄糖 (HG)所致肾小球系膜细胞 (MC)

肌动蛋白 (actin)组装的影响。结果证明，与正

常浓度葡萄糖 (NG)相比，在 HG 培养的 MC ，

F -actin 失去束状外观呈不规则网状，显示 F­

actin 部分去组装; F-actin 荧光强度降低， G­

actin 荧光强度升高和 F-/G-actin 荧光强度比

值下降。 Tolrestat 加入培养后，明显防止 HG

引起的 F-actin 去组装及 F和 G-actin 荧光强

度的变化。提示多元醇通路撒活在 HG 引起的

MC actin 去组装改变中起一定作用。

关键词:多元醇通路 肾小球系膜细胞肌动蛋

自组装
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EFFECT OF TOLRESTAT ON HIGH GLUCOSE-INDUCED ACTIN 
DISASSEMBLY IN GLOMERULAR MESANGIAL CELLS 

Ll Cai ZHOU Xiao Peng HOU Fang Yu CAI Lu 
C/nslilule 0/ Predinical Sciences.Norman Belhun l? U1Iiversity 0/ Medical Sciences.Changchun.130021) 

AßSTRACT 

The effect of Tolrestat .an aldose reductase inhibitor .on high glucose-induced actin disassembly in rat glomerular 
mesangial cells CMC) was quantitatively studied using dual fluorescence labeling technique and confocal laser scanning 
microscopy. The results showed that MC incubated in high glucose CHG). F -actin bundles appeared less prominent 
and changed to irregular network.displaying partial disassembly of F-actin.with decreased F-actin fluorescence inten­
sity and increased G-actin f1 uorescence intensity .and consequently reduced F-/G-actin f1 uorescence intensity ratio as 
compared with those in normal glucose. In MC incubated in Tolrestat added to HG.the changes in F-and G-actin f1 uo­
rescence intensities and the F-actin disassembly were significantly prevented by addition of Tolrestat. These findings 
indicate that the activation of the polyol pathway may play a role in HG altered actin assembly. 

Key words ,Polyol pathway Glomerular mesangial cell Actin assembly 
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