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雷帕霉素对高糖诱导的足细胞增殖、迁移

及上皮–间质转化的作用机制研究
赵学慧1*  王淮淮1  李维维2  李迎婕1  贾军利1

(1河北北方学院附属第二医院肾内科, 张家口 075000; 2张家口市第二医院肾内科, 张家口 075000)

摘要      为探讨雷帕霉素对D-葡萄糖诱导的人肾小球足细胞增殖、迁移和上皮–间质转化(EMT)
的影响及磷脂酰肌醇 -3-激酶 /丝氨酸–苏氨酸激酶 (PI3K/AKT)信号通路的调控作用 , 该研究体外培养

人肾小球足细胞HGPC细胞系, 并将其分为对照组(5 mmol/L的D-葡萄糖)、高糖组(30 mmol/L的D-葡
萄糖 )、低 /中 /高浓度组 (在30 mmol/L的D-葡萄糖的基础上加入2.5、5.0、10.0 μmol/L雷帕霉素 ), 用
酶联免疫吸附实验 (ELISA)、细胞计数试剂盒8(CCK-8)测定炎症因子白细胞介素 -8(IL-8)和肿瘤坏死

因子 -α(TNF-α)的表达水平及细胞活力 , 筛选出最适雷帕霉素后 , 又将细胞分为对照组、高糖组、雷

帕霉素组、LY294002组 (30 mmol/L的D-葡萄糖+10 μmol/L PI3K/AKT通路抑制剂LY294002)、雷帕

霉素+LY294002组 (30 mmol/L的D-葡萄糖+10.0 μmol/L雷帕霉素+10 μmol/L PI3K/AKT通路抑制剂

LY294002)和雷帕霉素+SC79组(30 mmol/L的D-葡萄糖+10.0 μmol/L雷帕霉素+10 μmol/L PI3K/AKT通
路激动剂SC79), 干预24 h。5-乙炔基-2’脱氧尿嘧啶核苷(EdU)检测细胞增殖情况; 划痕法测定细胞的

迁移能力; 蛋白免疫印迹(WB)法测定EMT及PI3K/AKT通路相关蛋白表达水平。结果表明, 与对照组

相比, 高糖组细胞炎症因子IL-8和TNF-α表达水平显著升高, 细胞活力显著降低, 与高糖组相比, 高浓

度组细胞炎症因子IL-8和TNF-α表达水平降低, 细胞活力升高(P<0.05), 所以确定10.0 μmol/L雷帕霉素

是最佳作用浓度 , 进行进一步的实验。与对照组相比 , 高糖组细胞增殖率和E-钙粘蛋白 (cadherin)
蛋白表达水平显著降低 , 细胞迁移率和N-cadherin、波形蛋白 (Vimentin)、纤连蛋白 (FN)、p-PI3K/
PI3K及p-AKT/AKT比值显著升高 (P<0.05); 与高糖组相比 , 雷帕霉素组和LY294002组逆转了上述

指标的变化趋势(P<0.05); 与雷帕霉素组相比, 雷帕霉素+LY294002组中LY294002增强了上述指标

变化趋势 , 雷帕霉素+SC79组SC79削弱了这些指标变化趋势 (P<0.05)。总之 , 雷帕霉素可促进D-
葡萄糖诱导的人肾小球足细胞HGPC细胞的增殖 , 抑制其迁移和EMT进程 , 作用机制可能与阻断

PI3K/AKT通路的信号转导相关。
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Abstract       The aim of this study was to investigate the effects of rapamycin on D-glucose-induced proliferation, 
migration, EMT (epithelial-mesenchymal transition) and PI3K/AKT (phosphatidylinositol-3-kinase/serine-threonine 
kinase) signaling pathway of human glomerular podocytes. The human glomerular podocyte HGPC cell lines were cul-
tured in vitro and divided into control group (5 mmol/L D-glucose), high glucose group (30 mmol/L D-glucose), and low/
medium/high concentration group (30 mmol/L D-glucose+2.5, 5, 10 μmol/L rapamycin). The optimum concentration 
of rapamycin was selected by the expression levels of inflammatory factor IL-8 (interleukin-8), TNF-α (tumor necrosis 
factor-α) detected by ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) and cell viability measured by CCK-8 (cell counting 
kit-8). The supplementation groups were further divided into LY294002 group (30 mmol/L D-glucose+10 μmol/L PI3K/
AKT pathway inhibitor LY294002), rapamycin+LY294002 group (30 mmol/L D-glucose+10.0 μmol/L rapamy-
cin+10 μmol/L PI3K/AKT pathway inhibitor LY294002) and rapamycin+SC79 group (30 mmol/L D-glucose 
+10.0 μmol/L rapamycin+10 μmol/L PI3K/AKT pathway agonist SC79), intervened for 24 h. Cell proliferation 
was detected by EdU (5-ethynyl-2’deoxyuridine); the migration ability of cells was determined by wound heal-
ing; the expression levels of EMT and PI3K/AKT pathway-related proteins were determined by WB (Western 
blot). The results showed that compared with the control group, the expression levels of the inflammatory factor 
IL-8 and TNF-α in the high glucose group were significantly increased, and the cell viability was significantly 
decreased. Compared with the high glucose group, the expression level of inflammatory factor IL-8 and TNF-α in 
high concentration group were decreased, while the cell viability was increased (P<0.05). Therefore, 10.0 μmol/L 
rapamycin was determined to the optimal concentration for further experiments. Compared with the control group, 
the cell proliferation rate and E-cadherin protein expression level in the high glucose group were significantly 
decreased, while the cell migration rate and the proteins expression levels of N-cadherin, Vimentin, FN, p-PI3K/
PI3K and p-AKT/AKT were significantly increased in the high glucose group (P<0.05). Compared with the high 
glucose group, the change trend of above indexes was reversed by rapamycin group and inhibitor group (P<0.05). 
Compared with the rapamycin group, LY294002 in the rapamycin+LY294002 group enhanced the trend of these 
indexes, while SC79 in the rapamycin+SC79 group weakened the trend of these indexes (P<0.05). In conclusion, 
rapamycin could promote the proliferation and inhibit the migration and EMT process of human glomerular podo-
cyte HGPC cells induced by D-glucose, and the mechanism may be related to blocking PI3K/AKT pathway signal 
transduction.

Keywords       diabetes nephropathy; podocytes; rapamycin; phosphatidylinositol-3-kinase/serine-threonine 
kinase signaling pathway; D-glucose; proliferation; migration; epithelial-mesenchymal transformation

糖尿病肾病是糖尿病患者常见的三大并发症之

一, 是糖尿病患者致残或死亡的重要原因。随着糖

尿病发病率的迅猛增长, 以及糖尿病患者存活时间

的延长, 由糖尿病导致的慢性肾脏疾病患者的数量

也在逐年增加, 糖尿病肾病已成为终末期肾脏病的

主要病因[1]。我国糖尿病肾病防治原则就是注意患

者饮食及习惯、控糖、控血压、控蛋白尿, 现有治

疗糖尿病肾病方法效果不理想, 亟待寻求新的治疗

方法或药物。雷帕霉素是一种新型大环内酯类免

疫抑制剂, 对许多疾病都具有免疫抑制效应, 能够

抑制恶性细胞的增殖和迁移[2]。GAO等[3]报道, 雷
帕霉素能够抑制内皮细胞增殖和迁移以及血管生

成。WANG等[4]研究发现, 雷帕霉素可以降低糖尿

病大鼠模型的蛋白尿水平, 减轻早期糖尿病肾病足

细胞损伤。但雷帕霉素在糖尿病肾病中的作用机制

尚不完全明确。磷脂酰肌醇-3-激酶/丝氨酸–苏氨酸

激酶(PI3K/AKT)信号通路在细胞增殖、存活、迁移

和上皮–间质转化(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT)等细胞过程中可以介导生长因子信号在细胞

生理学中发挥核心作用, PI3K/AKT信号通路是正常

代谢所必需的, 因此与糖尿病的发展密切相关[5]。研

究显示, 香豆素苷可通过调控PI3K/AKT信号通路减

轻糖尿病肾病模型大鼠足细胞损伤[6]。雷帕霉素可

以抑制肾小管上皮细胞发生的EMT作用[7], 雷帕霉
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素通过阻断PI3K/AKT信号通路可抑制食管癌细胞

活力和迁移[8]。然而, 目前尚不清楚雷帕霉素是否可

以通过调控PI3K/AKT信号通路影响D-葡萄糖诱导

的HGPC细胞的生物学行为。本研究通过D-葡萄糖

诱导HGPC细胞构建体外高糖细胞模型, 探讨雷帕

霉素干预对D-葡萄糖诱导的HGPC细胞增殖、迁移

和EMT的影响以及对PI3K/AKT信号通路的调控机

制, 以期为肾小球足细胞高糖模型的相关治疗研究

提供新的理论参考。

1   材料与方法
1.1   材料

人肾小球足细胞 HGPC购自河南省工业微生

物菌种工程技术研究中心。雷帕霉素、D-葡萄糖、

PI3K/AKT通路抑制剂LY294002、PI3K/AKT通路

激动剂 SC79购自上海源叶生物科技有限公司 ; 胎
牛血清 (fetal bovine serum, FBS)、DMEM-F12培养

基购自美国Gibco公司; 酶联免疫吸附实验 (enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA)检测试剂盒购

自杭州主诺生物技术有限公司; 活细胞计数试剂盒

(CCK-8)购自上海翌圣生物科技有限公司; 5-乙炔

基 -2’脱氧尿嘧啶核苷 (EdU)细胞增殖检测试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司 ; RIPA裂解液购自

美国Abw公司; 二喹啉甲酸(bicinchoninic acid, BCA)
蛋白试剂盒购自英国Abcam公司 ; 鼠抗人 [PI3K、p-
PI3K、AKT、p-AKT、E-钙粘蛋白(E-cadherin)、N-
钙粘蛋白 (N-cadherin)、波形蛋白 (Vimentin)、纤

连蛋白 (fibronectin, FN)及β-actin一抗 ]、辣根过氧

化物酶标记的山羊抗鼠 IgG(二抗 )购自美国CST公
司。MF52-N型倒置荧光显微镜购自州市明美光电

技术有限公司 ; HWO301型二氧化碳培养箱购自美

国FORMA公司; Multiskan Ascent型酶标仪购自美国

Thermo公司; Gel Doc2000型凝胶成像系统购自美国

Backman公司。

1.2   实验方法

1.2.1   人肾小球足细胞HGPC细胞培养      将HGPC
细胞培养于DMEM-F12培养基(含10%胎牛血清、1%
青–链霉素)中, 置于37 °C、5% CO2培养箱中进行培

养。待细胞贴壁达80%以上时进行细胞传代, 取第4
代对数期生长HGPC细胞用于实验。

1.2.2   分组及给药      选取第4代对数期生长的人

HGPC细胞, 调整密度至2×105个/mL, 将其接种到96孔

板中 , 每孔100 μL。将人HGPC细胞分为对照组、高

糖组、低 /中 /高浓度组并进行预实验 , 对照组细胞中

加入5 mmol/L的D-葡萄糖, 高糖组加入30 mmol/L的D-
葡萄糖, 低/中/高浓度组在30 mmol/L的D-葡萄糖的基础

上分别加入2.5、5.0、10.0 μmol/L雷帕霉素进行干预。

根据预实验结果选择有显著作用的10 μmol/L雷帕霉素

进行后续实验, 又将HGPC细胞分为对照组、高糖组、

雷帕霉素组、LY294002组、雷帕霉素+LY294002组
和雷帕霉素+SC79组 , 对照组细胞5 mmol/L的D-葡萄

糖 , 高糖组加入30 mmol/L的D-葡萄糖 , 雷帕霉素组

是在30 mmol/L的D-葡萄糖基础上加入10.0 μmol/L雷
帕霉素 , LY294002组是在30 mmol/L的D-葡萄糖基础

上加入10 μmol/L PI3K/AKT通路抑制剂LY294002, 雷
帕霉素+LY294002组是在30 mmol/L的D-葡萄糖基础

上加入10.0 μmol/L雷帕霉素再加入10 μmol/L PI3K/
AKT通路抑制剂LY294002, 雷帕霉素+SC79组是在

30 mmol/L的D-葡萄糖基础上加入10.0 μmol/L雷帕霉

素再加入10 μmol/L PI3K/AKT通路激动剂SC79, 每
组设置3个复孔 , 后置于37 °C、5% CO2培养箱中培

养。

1.2.3   ELISA试剂盒检测HGPC细胞培养液中炎症因

子白细胞介素 -8(IL-8)和肿瘤坏死因子 -α(TNF-α)的表

达水平      收集各组干预24 h后的细胞上清液 , 按照

IL-8和TNF-α ELISA试剂盒说明书的操作步骤 , 测定

细胞炎症因子IL-8和TNF-α的表达水平。将细胞培养

液在4 °C、1 500 ×g条件下离心10 min, 收集上清液 , 
将100 μL标准品及待测上清液加入酶标板中, 37 °C孵
育2 h, 弃去上清液 ; 加100 μL生物素化抗体工作液和

酶结合物工作液37 °C孵育1 h; 洗涤后用90 μL底物溶

液37 °C孵育10 min; 再加入50 μL终止液, 于5 min内
测量各孔在波长为450 nm处的D值。根据标准曲线

计算炎症因子IL-8和TNF-α的表达水平。

1.2.4   CCK-8法测定HGPC细胞的活力      选取第4
代对数期生长的细胞, 调整密度至2×105个/mL, 将其

接种到96孔板中 , 每孔加100 μL, 实验重复3次。各

组干预24 h后, 加入CCK-8溶液10 μL, 在37 °C、5% 
CO2培养箱中继续孵育2 h, 使用酶标仪测定各组D值

(450 nm)。细胞活力(%)=[(高糖组或低/中/高浓度组

D值–空白组D值)/(对照组D值–空白组D值)]×100%。

1.2.5   EdU法测定HGPC细胞的增殖率      取各组干预

24 h的细胞, 进行EdU处理, 去除培养液, 用0.5 mL 4%
多聚甲醛室温固定15 min, 用0.5 mL 3% BSA洗涤3次; 



737赵学慧等: 雷帕霉素对高糖诱导的足细胞增殖、迁移及上皮–间质转化的作用机制研究

200

150

100

50

0

10

8

6

4

2

0

IL
-8

 e
x
p
re

ss
io

n
 l

ev
el

 /
p
g
∙m

L
–

1

T
N

F
-α

 e
x
p
re

ss
io

n
 l

ev
el

 /
p
g
∙m

L
–

1

C
on

tro
l

H
ig

h 
gl

uc
os

e

Low
 c
on

ce
nt

ra
tio

n

M
ed

iu
m

 c
on

ce
nt

ra
tio

n

H
ig

h 
co

nc
en

tra
tio

n

C
on

tro
l

H
ig

h 
gl

uc
os

e

Low
 c
on

ce
nt

ra
tio

n

M
ed

iu
m

 c
on

ce
nt

ra
tio

n

H
ig

h 
co

nc
en

tra
tio

n

*
*

# #

用0.5 mL 0.3% TritonX-100去除BSA, 室温10 min, 再用

BSA洗涤3次; 12孔板中每孔加200 μL Click反应液(现
配现用), 室温避光孵育30 min, 3% BSA洗涤3次去除

Click反应液 ; 每孔加入0.5 mL Hoechst, 室温避光孵

育10 min; 再用3% BSA洗涤3次去除Hoechst; 装片 , 
荧光显微镜拍照 , 再用 ImageJ软件处理图片。EdU
阳性染色细胞 (红色 )占总细胞 (蓝色 )的百分比表示

细胞增殖率。

1.2.6   划痕法测定HGPC细胞的迁移情况      将各组

处于对数期的HGPC细胞, 调整密度至2×105个/mL, 
接种到6孔板中, 每孔1 mL。细胞密度达90%后, 采
用200 μL移液器枪头进行划痕, 后置于37 °C、5% 
CO2培养箱中培养24 h。放置显微镜下拍照记录0和
24 h划痕情况, 划痕面积分别记为S0与S24。细胞迁移

率(%)=(S0–S24)/S0×100%。

1.2.7   蛋白免疫印迹法(WB)检测HGPC细胞中EMT
和PI3K/AKT通路相关蛋白的表达水平      干预24 h
时, 收集各组细胞于RIPA液在冰上进行裂解, 4 °C、
12 000 r/min离心20 min, 取上清进行蛋白变性后, 制
胶, 上样, 进行十二烷基硫酸钠–聚丙烯酰胺凝胶电

泳(SDS-PAGE)凝胶电泳, 300 mA恒流转聚偏二氟乙

烯(PVDF)膜, 5%脱脂牛奶室温封闭2 h, 然后参照抗

体说明书加入一定稀释比例的一抗[PI3K(1000 3׃)、
AKT(1000 10׃)、p-PI3K(1000 1׃)、p-AKT(1000 5׃)、
E-cadherin(1000 5׃)、N-cadherin(1000 5׃)、Vimen-
tin(1000 20׃)、FN(1000 5׃)及β-actin(1000 10׃)], 4 °C

孵育过夜, TBST洗涤3次后加入辣根过氧化物酶标

记山羊抗鼠IgG二抗(1:2 000), 室温孵育2 h, 弃去液

体, TBST洗涤3次, 最后加显影液, 使用凝胶成像系

统拍照记录。蛋白灰度值用G表示, 蛋白相对表达

量=G目的蛋白/G内参蛋白(β-actin)。

1.3   统计学分析

采用SPSS 23.0软件进行统计分析, 数据以

(x
_
±s)表示。多组间比较采用单因素方差分析法, 符

合正态分布且方差齐时, 两组间比较Dunnett’s t检
验; 不符合正态分布时, 采用秩和检验, P<0.05表示

差异具有统计学意义。使用GraphPad Prism 8软件

进行作图, ImageJ计算细胞增殖数、划痕面积和蛋

白灰度值。

2   结果
2.1   雷帕霉素最佳作用浓度筛选

分别使用ELISA和CCK-8法检测雷帕霉素对D-
葡萄糖诱导的HGPC细胞炎症因子(IL-8和TNF-α)的
表达水平以及细胞活力的影响(图1和图2), 实验结

果显示, 干预24 h时, 与对照组比较, 高糖组细胞炎

症因子IL-8和TNF-α表达水平显著升高, 细胞活力

则显著降低(P<0.05); 与高糖组相比, 加入雷帕霉素

处理后, 低/中/高浓度组细胞炎症因子IL-8和TNF-α
表达水平降低, 细胞活力升高, 其中低/中浓度组差

异无统计学意义(P>0.05), 高浓度组差异有统计学

意义(P<0.05), 所以本研究选择高浓度组进行后续

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与高糖组相比。

*P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with high glucose group.
图1   雷帕霉素对D-葡萄糖诱导的HGPC细胞中IL-8和TNF-α表达的影响

Fig.1   Effects of rapamycin on the expression of IL-8 and TNF-α in HGPC cells induced by D-glucose
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PI3K/AKT通路验证实验。

2.2   雷帕霉素通过抑制PI3K/AKT通路促进D-葡
萄糖诱导的HGPC细胞的增殖并抑制其迁移

分别使用EdU法和划痕法检测雷帕霉素对D-
葡萄糖诱导的HGPC细胞增殖和迁移情况的影响 , 
结果显示 , 与对照组相比 , 高糖组细胞增殖率显著

降低 , 细胞迁移率显著升高 (P<0.05); 与高糖组相

比 , 雷帕霉素组和LY294002组细胞增殖率显著升

高 , 细胞迁移率显著降低 (P<0.05); 与雷帕霉素组

相比 , 雷帕霉素+LY294002组细胞增殖率进一步显

著升高 , 细胞迁移率进一步显著降低 , 而雷帕霉素

+SC79组细胞增殖率显著降低 , 细胞迁移率显著升

高(P<0.05)(图3和图4)。
2.3   雷帕霉素通过抑制PI3K/AKT通路抑制D-葡
萄糖诱导的HGPC细胞EMT相关蛋白表达

用WB对E-cadherin、N-cadherin、Vimentin
和 FN蛋白表达水平进行检测 (图 5)。与对照组相

比 , 高糖组N-cadherin、Vimentin和FN蛋白表达水
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图2   雷帕霉素对D-葡萄糖诱导的HGPC细胞活力的影响

Fig.2   Effect of rapamycin on D-glucose-induced HGPC cell viability
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A: 细胞EdU增殖图; B: 细胞增殖率; *P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与高糖组相比; &P<0.05, 与雷帕霉素组相比。

A: cell proliferation EdU image; B: cell proliferation rate; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with high glucose group; &P<0.05 
compared with rapamycin group.

图3   雷帕霉素对D-葡萄糖诱导的HGPC细胞增殖的影响

Fig.3   Effect of rapamycin on D-glucose-induced HGPC cells proliferation
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平显著升高 , 而E-cadherin蛋白表达水平显著降低

(P<0.05); 与高糖组相比 , 雷帕霉素组和LY294002
组N-cadherin、Vimentin和FN蛋白表达水平显著降

低, E-cadherin蛋白表达水平显著升高(P<0.05); 与雷

帕霉素组相比 , 雷帕霉素+LY294002组N-cadherin、
Vimentin和 FN蛋白表达水平进一步显著降低 , E-
cadherin蛋白表达水平进一步显著升高 , 而雷帕霉

素 +SC79组N-cadherin、Vimentin和 FN蛋白表达

水平显著升高 , E-cadherin蛋白表达水平显著降低

(P<0.05)。
2.4   雷帕霉素抑制 D-葡萄糖诱导 HGPC细胞

PI3K/AKT通路的活化

为了确定雷帕霉素对 PI3K/AKT信号通路活

化状态的影响 , 本研究检测了该通路的关键性蛋白

PI3K、AKT、p-PI3K和p-AKT的表达水平 (图6A)。
蛋白定量分析结果 (图6B)显示 : 与对照组相比 , 高
糖组p-PI3K/PI3K和p-AKT/AKT表达水平显著升高

(P<0.05); 与高糖组相比 , 雷帕霉素组和LY294002

组 p-PI3K/PI3K和 p-AKT/AKT表达水平显著降低

(P<0.05); 与雷帕霉素组相比 , 雷帕霉素+LY294002
组p-PI3K/PI3K和p-AKT/AKT表达水平进一步显著

降低, 雷帕霉素+SC79组p-PI3K/PI3K和p-AKT/AKT
表达水平则显著升高(P<0.05)。

3   讨论
糖尿病肾病是糖尿病的常见并发症之一 , 是由

于胰岛素缺乏引起的糖代谢失调 , 进而导致肾脏功

能障碍 [9]。目前主要治疗手段是通过饮食与习惯来

控制的, 治疗效果不明显, 终末期肾脏病治疗手段是

透析和肾移植手术, 但预后不佳、副作用大, 开发新

的药物势在必行 [10]。足细胞损伤是原发性肾小球疾

病的主要发病机制 , 可导致大量蛋白尿发生和肾功

能衰竭 , 所以本研究选择肾小球足细胞HGPC细胞

来进行实验 [11]。雷帕霉素是土壤链霉菌分泌的次生

代谢物 , 具有抗肿瘤和免疫抑制活性 [12]。有研究报

道, SI等[13]发现, 雷帕霉素以浓度依赖的方式诱导人
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图4   雷帕霉素对D-葡萄糖诱导的HGPC细胞迁移的影响

Fig.4   The effect of rapamycin on D-glucose-induced HGPC cell migration
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静脉畸形内皮细胞凋亡、抑制其增殖和迁移 ; LIU
等[14]发现, 雷帕霉素能有效抑制人气管成纤维细胞的

增殖和迁移 , 并诱导其凋亡。雷帕霉素还能够减轻高

糖诱导的足细胞损伤 [15]。但雷帕霉素对高糖诱导的

肾小球足细胞的作用机制仍不完全清楚 , 因此 , 本文

在体外利用D-葡萄糖诱导肾小球足细胞进行造模, 造
模成功后利用雷帕霉素干预, 研究其对D-葡萄糖诱导

的肾小球足细胞的增殖和迁移及对PI3K/AKT信号传

导的调控机制 , 结果发现 , 与对照组相比 , 高糖组D-
葡萄糖诱导后细胞炎症因子 IL-8和TNF-α表达水平

A: WB检测细胞中EMT相关蛋白表达水平; B: EMT相关蛋白相对表达量; *P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与高糖组相比; &P<0.05, 与雷帕霉

素组相比。

A: the expression levels of EMT related proteins in cells were detected by WB; B: EMT relative protein expression; *P<0.05 compared with control 
group; #P<0.05 compared with high glucose group; &P<0.05 compared with rapamycin group.

图5   WB检测雷帕霉素对D-葡萄糖诱导的HGPC细胞中EMT相关蛋白表达水平的影响

Fig.5   The effect of rapamycin on EMT-related protein expression in D-glucose-induced HGPC cells detected by WB
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显著升高, 细胞活力显著降低, 表明D-葡萄糖可以诱

导HGPC细胞的炎症发生 , 提示模型构建成功 , 且高

糖组抑制了正常HGPC细胞的活力。与高糖组相比 , 
高浓度组IL-8和TNF-α表达水平显著降低 , 细胞活力

显著升高 , 说明10.0 μmol/L雷帕霉素可以抑制D-葡
萄糖诱导的HGPC细胞炎症 , 增加细胞的活力 , 提示

其减轻了D-葡萄糖诱导的HGPC足细胞损伤 , 所以

本研究选择10.0 μmol/L雷帕霉素进行后续的实验 , 
结果显示, 与对照组相比, 高糖组D-葡萄糖诱导后细

胞增殖率显著降低, 细胞迁移率显著增加, 提示D-葡
萄糖诱导可抑制HGPC细胞增殖 , 促进其迁移 , 加入

10.0 μmol/L雷帕霉素和10.0 μmol/L PI3K/AKT通路

A: WB检测细胞中PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达水平; B: PI3K/AKT信号通路相关蛋白相对表达量; *P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与高

糖组相比; &P<0.05, 与雷帕霉素组相比。

A: the expression levels of PI3K/AKT signaling pathway related proteins in cells were detected by WB; B: relative protein expression of PI3K/AKT 
signaling pathway; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with high glucose group; &P<0.05 compared with rapamycin group.

图6   WB检测雷帕霉素对D-葡萄糖诱导HGPC细胞PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达的影响

Fig.6   The effect of rapamycin on PI3K/AKT signaling pathway expression in D-glucose-induced HGPC cells detected by WB
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抑制剂LY294002处理 , 转变了HGPC细胞的增殖和

迁移变化 , 证明了雷帕霉素可以促进D-葡萄糖诱导

的HGPC细胞的增殖、抑制其迁移, 有良好的医学应

用前景。

EMT在糖尿病肾病细胞的迁移及转移中发挥

重要作用 , 对其间质基质沉积有显著影响 [16]。潘春

勤等[17]报道, TGF-β抑制剂能够减少糖尿病肾病大鼠

促炎因子的分泌, 抑制肾小管上皮细胞EMT的发展, 
提示EMT与糖尿病肾病细胞的发展密切相关, 因此, 
本文检测了EMT相关因子E-cadherin、N-cadherin、
Vimentin和FN蛋白的表达水平 , 结果发现 , 与对照

组相比 , 高糖组D-葡萄糖诱导后细胞N-cadherin、
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Vimentin和FN蛋白表达水平显著升高, 而E-cadherin
蛋白表达水平显著降低 , 说明D-葡萄糖诱导HGPC
细胞促进了EMT进程 , 加入10.0 μmol/L雷帕霉素和

10.0 μmol/L PI3K/AKT通路抑制剂LY294002处理, 显
著扭转了EMT相关蛋白的表达变化趋势, 提示雷帕霉

素可以抑制D-葡萄糖诱导肾小球足细胞的EMT进程 , 
以上结果说明雷帕霉素可能是通过阻断EMT抑制D-
葡萄糖诱导的HGPC细胞的迁移。PI3K/AKT信号通

路作为一条基础信号通路 , 可调节细胞增殖、迁移

和糖代谢等活动 , 也是胰岛素主要下游的通路 , 与糖

尿病肾病发生发展相关 [18]。OU等 [19]研究表明 , 黄芩

苷通过抑制PI3K/AKT信号通路的活性 , 延缓糖尿病

肾病足细胞损伤。张春晓等 [20]报道雷帕霉素可通过

抑制PI3K-AKT信号通路来减轻心肌细胞损伤。但

关于雷帕霉素对D-葡萄糖诱导的肾小球足细胞中

PI3K/AKT信号通路的调控作用未见报道 , 因此本

研究分析了雷帕霉素对PI3K/AKT通路相关关键蛋

白的表达水平 , 结果显示 , 与对照组相比 , D-葡萄糖

诱导后细胞p-PI3K/PI3K和p-AKT/AKT蛋白表达水

平显著升高 , 说明D-葡萄糖激活了HGPC细胞PI3K/
AKT通路 , 此结果与OU等 [19]研究一致 , 但与鲁庆红

等 [6]的研究相反 , 分析原因可能是由PI3K/AKT受到

上游多种分子的调节 , 在不同的细胞来源及细胞培

养条件下上游因子对PI3K/AKT产生的不同作用导

致的。与高糖组相比 , 加入10.0 μmol/L雷帕霉素和

10.0 μmol/L PI3K/AKT通路抑制剂LY294002处理后, 
p-PI3K/PI3K和p-AKT/AKT蛋白表达水平比值显著

降低 , 这提示雷帕霉素可能抑制了D-葡萄糖诱导的

HGPC细胞中PI3K/AKT通路的信号转导。雷帕霉

素抑制高糖诱导的肾小球足细胞PI3K/AKT通路的

原因可能是因为抑制雷帕霉素靶蛋白 (mTOR)磷酸

化后 , 在高糖条件下 , PI3K发生磷酸化 , 激活p-AKT
和p-mTOR, 而雷帕霉素作为一种mTOR的抑制剂, 能
够同时抑制通路中mTORC1和mTORC2的活性, 其中

抑制p-mTORC2的活化可以抑制AKT的磷酸化, 通过

核糖体蛋白S6激酶β1(S6K1)调控PI3K上游信号, 进而

导致p-PI3K水平的降低 [21], 故而阻滞了PI3K/AKT信
号通路的转导。本研究进一步在雷帕霉素组中加入

PI3K/AKT信号通路抑制剂LY294002和激动剂SC79
分别作为雷帕霉素+LY294002组和雷帕霉素+SC79组
进行PI3K/AKT通路验证实验 , 发现与雷帕霉素组相

比 , 雷帕霉素+LY294002组细胞增殖率和E-cadherin

蛋白表达水平显著增加 , 细胞迁移率和N-cadherin、
Vimentin、FN、p-PI3K/PI3K及p-AKT/AKT蛋白表

达显著降低 , 雷帕霉素+SC79组结果趋势与雷帕霉

素+LY294002组相反 , 提示雷帕霉素可能是通过阻

断PI3K/AKT信号通路抑制EMT进程进而促进细胞

的增殖、抑制细胞迁移的。

综上所述 , 雷帕霉素可通过抑制EMT进程 , 促
进D-葡萄糖诱导的人肾小球足细胞HGPC细胞增

殖、抑制其迁移, 其作用机制可能与抑制PI3K/AKT
信号通路的活化有关。本研究从细胞增殖和迁移方

面揭示了雷帕霉素对D-葡萄糖诱导的人肾小球足细

胞系HGPC中的作用 , 证实了PI3K/AKT信号通路可

以介导D-葡萄糖诱导的肾小球足细胞的增殖和迁移

机制 , 但是否存在其他通路调控机制参与其生物学

过程以及是何种基因启动诱发细胞的增殖和迁移有

待进一步研究。
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