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降糖益肾方对高胰岛素诱导的人肾小球系膜细胞

增殖及
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$
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蛋白表达的影响

吴勇军#

#喻#嵘!

#成细华&

#吴#慧!

#伍参荣&

#魏冠德!

#张#琴!

摘要#目的#观察降糖益肾方对高胰岛素诱导的人肾小球系膜细胞!

@<:-> J10:8=<1-= :8K->J;-1

B811K

"

L,'K

#增殖及其胰岛素受体底物$

#

!

;>K<1;> =8B8MA0= K<NKA=-A8 #

"

)FG

$

#

#$磷脂酰肌醇$

&

$激酶

!
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$
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$
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#蛋白表达的影响% 方法#将
L,'K

分为正常空白对照组!空白

组#$高胰岛素模型组$抑制剂组$中药组% 首先预实验确定胰岛素$抑制剂和降糖益肾方用药浓度% 各组分

别加入不同培养液"空白组予
FH,)#7$"

培养液"其余
&

组均予含
#"" >:01EQ

胰岛素的培养液"培养
!$ @

"

同时抑制剂组$中药组分别予
4" !:01E Q QR!5$""!

$

#!% :JEQ

降糖益肾方干预"继续培养
$4 @

% 采用

,**

法及流式细胞技术检测
L,'

增殖"采用免疫组化和
+8KA8=> N10A

技术检测
)FG

$

#

$

H)

$

&I

蛋白表达%

结果#在高胰岛素诱导下"中药组和抑制剂组
L,'

增殖均显著降低"

)FG

$

#

$

H)

$

&I

蛋白表达水平下调

!

H S"

!

"#

#&与抑制剂组比较"中药组
)FG

$

#

$

H)

$

&I

蛋白表达水平下调稍弱!

H S"

!

"%

#% 结论#降糖益肾方

具有降低高胰岛素诱导的
L,'

增殖的作用"其机制可能与干预胰岛素信号通路有关%

关键词#降糖益肾方&肾小球系膜细胞&胰岛素受体底物$

#

&磷脂酰肌醇$
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$激酶
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##肾小球系膜细胞的增殖在糖尿病肾病发生发展过

程中处于十分重要的地位(

#

)

!既往研究表明降糖益肾

方对糖尿病及肾病并发症具有一定的防治作用(

!

)

*

本研究采用细胞培养的方法!观察降糖益肾方对高胰

岛素诱导的人肾小球系膜细胞$

@<:-> J10:8=<1-=

:8K->J;-1 B811

!

L,'

&增殖以及其胰岛素受体底物$

#

$

;>K<1;> =8B8MA0= K<NKA=-A8 #

!

)FG

$

#

&'磷脂酰肌

醇$

&
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表达的影响!结果报道如下*

材料与方法

#

#细胞株#

L,'

细胞株由武汉大学中国典型

培养物保藏中心$

''*''

&提供!复苏'培养'传代!取

第
&

%

#"

代实验*

!

#药物#降糖益肾方以左归丸化裁!由熟地

#! J

'黄芪
#4 J

'山茱萸
#! J

'菟丝子
7 J

'牛膝
5 J

'

黄连
7 J

'丹参
5 J

'玉米须
#! J

'益母草
5 J

组成!饮

片购自湖南中医药大学附属第一医院药房!经鉴定为

正品后!经三蒸水煎煮
!

次!搅拌均匀后静置过滤!浓

缩制备成生药浓度为
# JE:Q

的药液!

! %"" = E:;>

离

心
% :;>

!除杂质取上清液!灭菌后
$

& 储存备用%胰

岛素注射液$

$"" )WE#" :Q

!江苏万邦生化医药公司!

批号#

[!""5"""!

&%青霉素
U

$

#7"

万
)W

!华北制药

厂!批号#

"5"#"!

&%链霉素$

#""

万
)W

!华北制药厂!

批号#

"4##"#

&*

&

#试剂及仪器#

FH,)

$

#7$"

$批号#

#&#&5$%

&'

新生牛血清 $

3^'G

!批号#

7&#&$5%

&均购自美国

U;NB0

公司%胰蛋白酶 $美国
C;T80

公司!批号#

!&75$"

&%牛血清白蛋白$杭州四季青生物工程公司!

批号#

,"4"5#7

&%

H)

$

&I

抑制剂 $

QR!5$""!

!美国

,'9

公司!批号#

G#6&6

&%免疫组化用兔抗大鼠

*U`

$

"

#

一抗'

LU`

一抗及即用型
G['^

试剂盒均购

自武汉博士德生物公司%细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽

提试剂盒购自上海碧云天生物技术研究所!批号#

H""!4

%蛋白
,-=P8=

购自杭州宝科生物科技有限公

司!批号#

G,#4##

* 细胞培养瓶'细胞培养板$

57

孔

和
!$

孔&'盖玻片均购自武汉亚法生物工程公司%

'D

!

培养箱#

GQ

$

!&""

型!美国
G@81Q-N

公司%遥控酶

标仪#

GW3F)9G

型!奥地利
*8B->

公司%倒置显微镜#

'I!

型!日本
D.1:M<K

公司%流式细胞仪#

`['G'-1

$

;N<=

型!美国
^C

公司%电泳和转膜装置#

G<N'811

!美

国
^;0

$

F-O

公司%高速离心机#

QU

$

#"[

型!北京京立

离心机有限公司*

$

#胰岛素'

QR!5$""!

'降糖益肾方用药浓度

确定

$

!

#

#胰岛素浓度的确定#培养的
L,'

分为空

白组!胰岛素
#"

'

!%

'

%"

'

#""

'

!"" >:01EQ

组!空白组

加入培养液$含
#"a3^'G

的
FH,)#7$"

培养液加

#"" !JE:Q

青霉素'

#"" !JE:Q

链霉素!用
6

!

%a

3-L'D

&

液调
ML

值至
6

!

!

%

6

!

$

&%其余组分别加入

含不同浓度胰岛素注射液的培养液$胰岛素
#"

'

!%

'

%"

'

#""

'

!"" >:01EQ

&!每组设
4

个复孔* 培养
!$ @

后!

,**

法检测胰岛素对
L,'

增殖的抑制作用及与

L,' ,'K

共培养的最佳时间* 结果显示!随着胰岛

素浓度的升高!光密度
DC

值越大!胰岛素浓度达

#"" >:01EQ

时
DC

值达最大值!

!"" >:01EQ

胰岛素

DC

值反而下降! 因而实验用胰岛素浓度选为

#"" >:01EQ

!此时细胞增殖最强* 胰岛素浓度为

#"" >:01EQ

时!结果显示!随着胰岛素与
L,'

共培养

时间的延长!

DC

值增大!

!$ @

达平台期!因此胰岛素

与
L,'

共培养时间选为
!$ @

*

$

!

!

#

QR!5$""!

浓度确定#培养的
L,'

分为

空白组!

QR!5$""! #""

'

4"

'

%"

'

!" !:01EQ

组!空白

组加入培养液$同前&!其余组分别加入含不同浓度胰

岛素 信 号 通 路 抑 制 剂
QR!5$""!

的 培 养 液

$

QR!5$""! #""

'

4"

'

%"

'

!" !:01EQ

&!每组设
%

个复

孔* 培养
!$ @

后!

,**

法检测
QR!5$""!

对
L,'

增殖的抑制作用* 结果显示!

QR!5$""!

浓度为
!"

'

%"

'

4" !:01E Q

时!对
L,'

增殖均有显著抑制作用!

其中浓度为
4" !:01E Q

时对
L,'

抑制率为
$&

!

6a

!

因而实验确定
QR!5$""!

浓度为
4" !:01E Q

*

$

!

&

#降糖益肾方用药浓度确定#培养的
L,'
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分为空白组'降糖益肾方
%""

'

!%"

'

#!%

'

7%

'

%"

及

!% :JEQ

组!空白组加入培养液$同前&!其余组分别加

入含不同浓度降糖益肾方的培养液$降糖益肾方
%""

'

!%"

'

#!%

'

7%

'

%"

及
!% :JEQ

&!每组设
#"

个复孔* 培

养
!$ @

后!

,**

法检测降糖益肾方对
L,'

毒性增

殖* 结果显示! 降糖益肾方浓度为
!%

'

%"

'

7%

'

#!% :JEQ

时!对
L,'

增殖均有显著抑制作用!其中

浓度为
#!% :JEQ

时!对
L,'

抑制率为
$#

!

!a

!因而

实验确定降糖益肾方浓度为
#!% :JEQ

*

%

#分组及干预方法#

L,'

按
#

'

#"

%

E:Q

的密

度接种于
!$

孔平底培养板盖玻片上!

!"" !Q E

孔!倒

置显微镜下观察!放入
'D

!

孵箱中继续进行爬片培

养!待细胞适当扩增$

!$ @

&后!吸弃旧培养液!加入

!"" !Q

新培养液!分为正常组$空白组&'模型组$胰

岛素诱导组&'抑制剂组$

QR!5$""!

&及中药组$降糖

益肾方&!每组设
%

个复孔* 模型组'抑制剂组'中药组

每孔加培养液稀释的
#"" >:01EQ

胰岛素注射液

!" !Q

!正常组加
!" !Q

培养液* 培养
!$ @

后!吸弃旧

培养液! 加入
!"" !Q

新培养液!同时抑制剂组每孔加

培养液稀释的
4" !:01E Q QR!5$""!

液
!" !Q

!中药组

每孔加培养液稀释的
#!% :JEQ

降糖益肾方液
!" !Q

!

正常组和模型组加
!" !Q

培养液!继续培养
$4 @

*

7

#

L,'

增殖及
)FG)

'

H)

$

&I

蛋白表达观察#收

集各组细胞!用预冷的
H^G

洗涤
!

次!重悬于结合缓

冲液中!采用碘化丙啶
H)

双染色法!以流式细胞仪检

测!

'811\<8KA

软件分析细胞周期和细胞凋亡%

+8KA

$

8=> N10A

技术检测
)FG)

'

H)

$

&I

蛋白质表达#以
F)H[

裂解液提取各组细胞总蛋白!测定蛋白含量后!取

!" !J

蛋白样品!进行
GCG

$聚丙烯酰胺凝胶垂直电

泳!湿转法将蛋白质转移至硝酸纤维素膜!

#

!

!a^G[

封闭后!加入一抗!室温
#

!

% @

!

*^G*

洗膜
&

次!再加

入二抗!室温孵育
# @

!

*^G*

洗膜
&

次!用
9GQ

发光

检测%同时采用免疫细胞化学染色技术$

G[^'

法&检

测各组细胞
)FG)

'

H)

$

&I

蛋白表达*

6

#统计学方法#数据结果采用
GHGG #7

!

"

软

件处理* 计量资料以
V

(

K

表示!多组计量资料符合正

态性'方差齐性采用方差分析!组间比较采用
b

检验!

不符合正态性'方差不齐采用非参数检验!

H S"

!

"%

为

差异有统计学意义*

结##果

#

#各组
L,'

增殖结果比较$表
#

!图
#

&#与正

常组比较!模型组
U#

期细胞显著减少!

U! cG

期细胞

显著增加!

L,'

凋亡率显著降低$

H S"

!

"#

&* 与模型

组比较!抑制剂组'中药组给药后
U#

期细胞显著减

少!

U! c G

期细胞显著增多!

L,'

凋亡率显著升高

$

H S"

!

"#

&%与抑制剂组比较!中药组
L,'

凋亡率降

低$

H S"

!

"%

&*

表
#

$各组
L,'

增殖结果比较#$

a

!

V

(

K

&

组别 干预浓度
>

凋亡率
U#

期
U! cG

期

正常 +

%

!&

)

%#

(

#

)

!#

!

6#

)

&

(

&

)

!

!

!4

)

6

(

!

)

"

!

模型 +

% #

)

6%

(

"

)

"5 %"

)

%

(

!

)

$ $5

)

%

(

!

)

!

抑制剂
4" >:01E:Q %

75

)

4#

(

$

)

#!

!

!#

)

!

(

&

)

#

!

64

)

4

(

6

)

4

!

中药
#!% :JEQ %

%!

)

&!

(

$

)

!4

!"

!!

)

$

(

!

)

$

!

66

)

7

(

7

)

$

!

##注#与模型组比较!

!

H S"

)

"#

%与抑制剂组比较!

"

H S"

)

"%

!

#

+8KA8=> N10A

技术检测各组
)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋

白表达结果比较$表
!

!图
!

&#与正常组比较!模型组

)FG

$

#

'

H)&I

的蛋白表达水平升高$

H S"

!

"%

&* 与模

型组比较!中药组和抑制剂组
)FG

$

#

'

H)

$

&I

的蛋白表

达水平明显降低$

H S"

!

"#

&%而与抑制剂组比较!中药

组下调
)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋白表达水平的作用稍弱$

H S

"

!

"#

&*

表
!

$

+8KA8=> N10A

技术检测各组
)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋白表达灰度值比较#$

V

(

K

&

组别 干预浓度
> )FG

$

#E"

$

-BA;> H)&IE"

$

-BA;>

正常 ##+

%

"

)

!7!

(

"

)

"!#

!

"

)

$&6

(

"

)

"&$

!

模型 ##+

% "

)

&$5

(

"

)

"!6 "

)

%76

(

"

)

"$"

抑制剂
4" >:01E:Q %

"

)

"4%

(

"

)

"##

!!

"

)

#4%

(

"

)

"#6

!!

中药
#!% :JEQ %

"

)

!"&

(

"

)

"#5

!!"

"

)

&7$

(

"

)

"&!

!!"

##注#与模型组比较!

!

H S"

)

"%

!

!!

H S"

)

"#

%与抑制剂组比较!

"

H S"

)

"#

##注#

[

为正常组%

^

为模型组%

'

为抑制剂组%

C

为中药组%蓝色区域为凋亡峰%红色区域为
U"EU#

峰

图
#

$各组
L,'

增殖结果
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注#

[

为正常组%

^

为模型组%

'

为拟抑剂组%

C

为中药组

图
!

$

+8KA8=> N10A

技术检测各组
)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋白表达结果

&

#

G[^'

法检测各组
)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋白表达结

果比较$表
&

!图
&

&#与正常组比较!模型组
)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋白表达水平升高$

H S "

!

"%

&* 与模型组比

较!中药组和抑制剂组
)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋白表达水平明

显降低$

H S "

!

"#

&%与抑制剂组比较!中药组
)FG

$

#

'

H)

$

&I

的蛋白表达水平升高$

H S"

!

"%

&*

表
&

$

G[^'

法检测各组
)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋白表达灰度值比较#$

V

(

K

&

组别 干预浓度
> )FG

$

# H)&I

正常 ##+

%

"

)

#!%

(

"

)

""4

!

"

)

#&4

(

"

)

""%

!

模型 ##+

% "

)

!"#

(

"

)

""$ "

)

!#%

(

"

)

"#6

抑制剂
4" >:01E:Q %

"

)

"6!

(

"

)

"#!

!!

"

)

"5&

(

"

)

""6

!!

中药
#!% :JEQ %

"

)

##&

(

"

)

"#5

!!"

"

)

#$#

(

"

)

""6

!!"

##注#与模型组比较!

!

H S"

)

"%

!

!!

H S"

)

"#

%与抑制剂组比较!

"

H S"

)

"%

讨##论

现代研究表明!胰岛素抵抗$

;>K<1;> =8K;KA->B8

!

)F

&及其所致的
"

细胞分泌障碍是
!

型糖尿病及其并

发症发病过程中的两个主要环节(

&

)

* 在,胰岛素抵

抗+糖尿病+糖尿病肾病-这一病理生理过程中!细胞

胰岛素信号传导的异常$靶细胞胰岛素受体及受体后

的功能缺失&!可导致
)F

!出现高胰岛素血症!形成糖

脂代谢紊乱及炎症因子'细胞因子等的产生(

$

)

* 现代

研究表明
L,'

内存在胰岛素受体底物$

;>K<1;> =8

$

B8MA0= K<NKA=-A8 #

!

)FG

&!是连接胰岛素
E

胰岛素样

生长因子$

;>K<1;>

$

1;P8 J=0_A@ T-BA0=K

!

)U`

&信号转

导途径上下游的信号分子(

%

)

!胰岛素
E)U`

信号途径能

够通过
H)

$

&I

途径激活下游相关蛋白激酶!可促进细

胞增殖和抑制细胞凋亡(

7

"

#"

)

* 高水平胰岛素可通过

胰岛素信号途径促进系膜细胞增殖!增强系膜细胞分

泌细胞外基质 $

8VA=-B811<1-= :-A=;V

!

9',

&!促进

9',

积聚(

##

!

#!

)

!从而在糖尿病肾病发生发展过程中

处于十分重要的地位*

降糖益肾方为本课题组临床治疗糖尿病肾病有效

方!以左归丸加减化裁!由熟地'黄芪'山茱萸'菟丝子'

黄连'丹参'牛膝'玉米须'益母草
5

味药组成!方中重

用熟地滋阴养肾为主药!以填真阴%山茱萸'菟丝子'牛

膝补益肝肾!强健腰膝%黄芪益气健脾%黄连清热解毒%

丹参'益母草活血化瘀%玉米须清热利湿!利尿消肿%诸

药合用!共奏滋阴益气!活血解毒!利尿消肿之功效*

课题组前期研究表明!降糖益肾方具有显著降低
,IF

转基因
!

型糖尿病小鼠空腹血糖'血清胰岛素水平!同

时能够显著降低糖尿病小鼠血清尿素氮'肌酐和尿微

量白蛋白'

"

!

$微球蛋白含量!明显改善肾脏血流动力

学异常!降低肾小球内高压及高滤过状态* 电镜下

,IF

鼠肾小球毛细血管基底膜节段性增厚!足突节段

性融合!系膜细胞及基质明显增生!可见散在电子高密

度沉积物!而降糖益肾方具有改善足细胞形态结构及

肾小球系膜细胞与基质增生的病理损害* 显著降低血

##注#

[

'

9

为正常组%

^

'

`

为模型组%

'

'

U

为抑制剂组%

C

'

L

为中药组%

[

$

C

为
)FG

$

#

蛋白表达%

9

$

L

为
H)

$

&I

蛋白表达

图
&

$各组
)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋白表达结果#$

G[^'

! '

$""

&



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

,-. !"#$

!

/012 &$

!

30

!

%

"'()$$"

清视黄醇结合蛋白
$

$

=8A;>01 N;>O;>J M=0A8;>

$

$

!

F^H

$

$

&和纤溶酶原激活物抑制剂$

M1-K:;>0J8> -B

$

A;]-A0= ;>@;N;A0=

!

H[)

&水平!显著改善肾脏基质金属

蛋白酶
,,H

$

!

蛋白表达!抑制系膜细胞增殖及细胞

外基质积聚的作用(

#&

"

#%

)

*

本实验在体外证明高胰岛素培养可诱导
L,'

增

殖!而胰岛素信号通路的激活参与了高胰岛素培养的

L,'

增殖* 实验研究显示!高胰岛素诱导的模型组

L,'

增殖活性增强%而胰岛素信号通路抑制剂

QR!5$""!

与降糖益肾方均能显著降低胰岛素诱导的

L,'

增殖!两药物作用后所诱导的
L,'

凋亡可能是

将细胞阻断在细胞周期的
G c U!

期* 进一步研究表

明!与胰岛素共培养的
L,'

内!

)FG

$

#

'

H)

$

&I

的蛋白

表达均增强%而胰岛素共培养的
L,'

中!给予
H)

$

&I

的抑制剂
QR!5$""!

后!

)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋白表达降低!

说明胰岛素可通过
H)

$

&I

来传导增殖信号* 而中药组

)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋 白 表 达 降 低 的 程 度 稍 弱 于

QR!5$""!

!表明中药组抑制高胰岛素诱导的
)FG

$

#

'

H)

$

&I

蛋 白 表 达 的 作 用 弱 于
H)

$

&I

抑 制 剂

QR!5$""!

* 笔者认为!胰岛素可通过
H)

$

&I

途径激

活细胞增殖信号途径!可能是
L,'

增殖的重要分子

机制(

7

!

6

)

* 增殖的
L,'

和堆积的系膜基质将导致肾

小球的肥大!可进一步导致肾小球纤维化*

本课题组前期研究已表明滋阴益气'解毒活血立

法的中药复方降糖益肾方可通过调控胰岛素信号通

路!改善
,IF

转基因
!

型糖尿病小鼠的肾损伤(

#7

)

!

本实验证实该中药复方通过调控胰岛素信号通路!改

善高胰岛素培养的人肾小球系膜细胞的增殖!在糖尿

病肾病肾小球损伤过程中发挥了保护作用* 由于本研

究工作尚初步开展!对调控胰岛素信号相关通路从而

影响糖尿病肾小球纤维化的作用与机制还有待进一步

深入*
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