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绞股蓝皂苷对晚期糖基化终末产物诱导人肾小球系膜细胞晚期糖基化终末
产物受体表达及氧化应激水平的影响=
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摘= =要：目的= =观察绞股蓝皂苷（dm）对晚期糖基化终末产物（Adbs）诱导下人肾小球系膜细胞（ejCs）中晚期糖基化

终末产物受体（oAdb）表达及氧化应激水平的影响。方法= =用含 NPB=c_p的 ajbj低糖培养液体外培养 ejCs细胞，将

细胞分为 S组：对照组（ajbj培养液），Adbs组（OMM=mgLi），dm低、中、高剂量（OR、TR、NRM=mgLi）组和阳性对照

组（氨基胍 MKN=mmolLi）。培养 TO=h后，采用实时荧光定量 mCo法检测各组细胞中 oAdb=mokA的表达水平，testern=blotting

法检测 oAdb 蛋白表达水平。应用试剂盒检测各组细胞上清液中超氧化物歧化酶（pla）、丙二醛（jaA）及细胞内微量

还原型谷胱甘肽（dpe）活性。结果= = Adbs显著促进 ejCs中 oAdb= mokA及蛋白表达（m＜MKMN），增强细胞氧化应激

水平。dm能有效抑制 oAdb=mokA及蛋白表达，增加上清液中 pla和细胞内 dpe水平，降低细胞上清液中jaA水平，

且呈浓度依赖效应，与 Adbs组比较差异显著（m＜MKMN）。结论= = dm下调 Adbs刺激后 ejCs细胞 oAdb的异常高表达，

同时改善细胞内氧化应激水平，其可能的机制是 dm 阻断了 oAdb 介导的 AdbsJoAdbJ氧化应激信号通路，表现为细胞上

清液中jaA水平降低和 pla水平增加及细胞内 dpe水平增加。=
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糖尿病肾病（di~betic= nephrop~thy，ak）是由

糖尿病引起的严重程度和危害性最大的慢性血管并

发症，其特点是微血管病变导致的肾小球硬化，起

病隐匿且进展缓慢，在欧美国家已成为终末期肾病

（bpoa）最常见的病因，具体发病机制目前尚不明

确。持续高血糖导致大量晚期糖基化终末产物

（Adbs）的形成与积聚，Adbs 与晚期糖基化终末

产物受体（oAdb）相结合，激活 AdbsJoAdb 信

号通路，诱导氧化应激与炎性反应，促进 ak的发

生与发展xNJOz。目前针对 ak现代医学尚无有效的治

疗措施，近年来研究显示，我国传统中药对延缓 ak

发生发展 有一定疗效。绞 股蓝 dynostemma 
pentaphyllum EqhunbKF=j~kino属多年生草本植物，

又名五叶参、七叶胆，具有极高药用价值及保健作

用，民间称其为“不老长寿药草”，亦有“南方人参”

之美誉。其主要成分是绞股蓝皂苷（dm），dm可明

显改善糖尿病大鼠肾脏的氧化应激水平xPJQz，但具体

机制尚不明确。dm 是否抑制 Adbs 生成及阻断

AdbsJoAdb 信号通路目前尚未见相关文献报道。

故本实验以人肾小球系膜细胞（ejCs）为研究对

象，观察 dm对 Adbs诱导的 ejCs=oAdb表达及

氧化应激水平的影响，初步探讨 dm 改善 ak 的可

能机制。=

N= =材料=

NKN= =药品与试剂=

dm（质量分数≥VUB，批号 gMQOPAp），大连美

仑生物技术有限公司；氨基胍盐酸盐（批号

jh_mVOPQs），美国 pigm~ 公司。Adbs，美国

_iovision公司；ajbj低糖培养基，美国 dibco公

司；胎牛血清（c_p），南美 dbjfkf公司；超氧化

物歧化酶（pla）、丙二醛（jaA）和微量还原型谷

胱甘肽（dpe）试剂盒均购自南京建成生物工程研

究所；qrizol试剂、O×q~q= mCo=j~sterjix及akA=

j~rker 均购自天根生化科技北京有限公司；逆转录

酶试剂盒和 mCo 引物均购自美国 fnvitrogen 公司；

兔抗人 oAdb抗体，美国A_dbkq公司；辣根酶标

记山羊抗兔 fgd，北京中杉金桥生物技术有限公司。=

NKO= =仪器=

ptJCgJOc 超净工作台，苏洁净化设备有限公

司；Axiovert=QMC倒置相差显微镜，weiss公司；mCo

扩增仪，_ioJo~d 公司；qaiJUMJO_ 低速离心机，

上海安亭科学仪器厂；iegend=jicro=NTo低温高速

离心机，qhermo=pcientifc；avvJSa=型电泳仪，北

京市六一仪器厂；gpJTUM培清全自动凝胶成像分析

仪，上海培清科技有限公司。=

O= =方法=

OKN= =细胞培养=

ejCs 细胞株由中南大学湘雅医学院中心实验

室细胞库提供，常规培养于完全培养基（含NPB=c_p

的 ajbj低糖培养基）中，置 PT=℃、RB= ClO培

养箱中培养。O～P=d后细胞贴壁达 UMB～VMB时，

用 MKORB的胰酶消化传代培养。所有细胞体外扩增

不超过 NM代。=

OKO= =药物配制=

Adbs用含 NPB= c_p的 ajbj低糖培养基配

制成质量浓度为 OMM= mgLi 的原液，加入不同量的

dm，配成含 dm的 Adbs溶液，使 dm的终质量浓

度分别为 OR、TR、NRM=mgLi，Q=℃保存备用。阳性

药物氨基胍用高压后的去离子水溶解，以含 NPB=

c_p的 ajbj低糖培养基（含 Adbs= OMM= mgLi）

配制成终浓度为 MKN=mmolLi溶液，滤过除菌，Q=℃

保存备用。=

OKP= =分组及给药=

将对数生长期的ejCs细胞以每瓶R×NMR个接

种于 RM=mi培养瓶中，置细胞培养箱中孵育过夜，

按照随机化原则分组：对照组（含 NPB= c_p 的

ajbj培养基），Adbs组（Adbs原液 OMM=mgLi），

dm低、中、高剂量（含 dm= OR、TR、NRM= mgLi的

Adbs溶液）组，阳性对照组（含氨基胍 MKN=mmolLi=

的 Adbs溶液）。各组细胞培养 TO=h后待用。=

OKQ= =实时荧光定量 mCo检测 oAdb=mojA表达=

qrizol法提取各组细胞总 okA，并检测其浓度。

按照逆转录试剂盒步骤合成 cakA，以 cakA为模

板进行 mCo反应。oAdb上游引物 R’JCAddAAqdJ=

dAAAddAdACCAAJP’，下游引物 R’JqAdCqqCCJ=

CqCCdACACACAJP’ ； dAmae 上 游 引 物

R’JqdCACCACCAACqdCqqAdCJP’，下游引物

R’JddCAqddACqdqddqCAqdAdJP’。mCo 反应

条件：预变性 VQ=℃、P=min，变性 VQ=℃、PM=s，退

火 N=min（oAdb退火温度为 RT=℃；dAmae退火

温度为 RV=℃），复性 TO=℃、PM=s，共 PM个循环，

延伸 TO=℃、R=min。取 mCo产物 R=μi进行琼脂糖

凝胶电泳 PM= min 后，于凝胶成像分析仪中拍照，

sensiAnsys 凝胶图像分析软件分析电泳图片，并测

量各条带灰度值，以 oAdb=mokALdAmae=mokA

表示各组 oAdb=mokA表达水平。=
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OKR= = testern=blotting检测 oAdb蛋白表达水平=

MKORB胰酶消化各组细胞，将细胞收集于 NKR=

mi=bm管中，加入 NRM=μi=ofmA细胞裂解液，冰上

裂解 PM=min，超声（超声 NM=s间隔 PM=s，反复 P次）

使细胞充分裂解。NO=MMM=rLmin、Q=℃离心 OM=min，

吸取上清液进行蛋白定量。配制 NOB分离胶与 RB

浓缩胶，取 PM= μg 蛋白，加入 R×缓冲液，沸水煮

NM=min使蛋白充分变性。聚丙烯酰胺电泳，NMM=s，

O= h后，Q=℃恒流 OSM=mA下转膜 VM=min将蛋白转

移到醋酸纤维膜上。RB脱脂奶粉封闭 NKR= h，分别

与dAmae鼠抗人单克隆抗体及oAdb兔抗人多克

隆抗体 Q=℃孵育过夜，洗膜每次 NM=min，P次后与

相应的辣根过氧化物酶标记的二抗共同孵育 N= h，

bCi发光，显影，定影，压片。=

OKS= = pla、jaA、dpe检测=

采用比色法、q_A法检测细胞上清液中 pla、

jaA水平，微量酶标法检测细胞内 dpe水平。均

严格按照试剂盒说明书操作。=

OKT= =统计方法=

实验数据以 –x s表示，采用 pmpp=NUKM统计软

件进行统计分析。多组间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用 t检验。=

P= =结果=

PKN= =对 ejCs=oAdb=mokA的影响=

Adbs 刺激促使 ejCs 内 oAdb= mokA 高表

达，与对照组比较，Adbs（OMM=mgLi）诱导 ejCs=

TO=h后，Adbs组和各加药组 oAdb=mokA表达量

显著增高（m＜MKMN）。给予 dm 干预后，可显著下

调 oAdb=mokA表达，与 Adbs组比较，各加药组

oAdb=mokA表达量随 dm剂量（OR～NRM=mgLi）

逐渐增加而下调，差异显著（m＜MKMN），并呈剂量

依赖性。结果见图 N。=

PKO= =对 ejCs=oAdb蛋白表达的影响=

Adbs刺激促使ejCs内 oAdb蛋白高表达，与

对照组比较，Adbs（OMM=mgLi）诱导ejCs=TO=h后，

Adbs 组和各加药组 oAdb 表达量显著增高（m＜
MKMN）。给予 dm干预后，可显著下调 oAdb蛋白表

达，与 Adbs组比较，各加药组 oAdb蛋白表达量

随 dm剂量（OR～NRM=mgLi）逐渐增加而下调I并呈

剂量依赖性，差异显著（m＜MKMN）。结果见图 O。=

PKP= =各组细胞上清液中 pla、jaA及细胞中dpe

水平比较=

Adbs 刺激可明显增加细胞上清液中 jaA 水=

=

=

=

=

=

=

与对照组比较：GGm＜MKMN；与 Adbs组比较：ΔΔm＜MKMN，下同=
GGm=Y=MKMN=vs=control=group；ΔΔm=Y=MKMN=vs=Adbs=groupI=s~me=~s=below=

图 N= =dm对ejCs=oAdb=mokA=表达的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigKN= = bffect=of=dm=on=expression=of=oAdb=mokA=in=ejCs=

E x±sI=n=Z=PF=
=

=

=

=

图 O= =dm对=ejCs=oAdb蛋白表达水平的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=O= = bffect=of=dm=on=expression=levels=of=oAdb=protein=in=

ejCs=E x±sI=n=Z=PF=

平，降低上清液中 pla和细胞内 dpe水平，增加

细胞内氧化应激水平。与对照组相比，Adbs 组及

不同剂量 dm 组 pla、dpe 水平显著降低，jaA

水平显著升高（m＜MKMN）。与 Adbs组比较，各 dm

加药组 pla、dpe 水平随着 dm 剂量（OR～NRM=

mgLi）逐渐增加而升高，jaA 水平下降，且呈剂

量依赖性，差异显著（m＜MKMN）。结果见表 N。=

Q= =讨论=

ak是糖尿病重要的微血管并发症之一，其病理

改变主要表现为肾小球系膜细胞的增殖肥大、基底

膜增厚及细胞外基质过度积聚，引起肾小球硬化，=

PMM=bp=
OMM=bp=
=

NMM=bp=
= oAdb=dAmae=

=
对照= Adbs=OR= = TR= = NRM=氨基胍= = =对照= Adbs=OR= = = TR= = NRM=氨基胍=

= = = = = = = = = = = dmLEmg·i−NF= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = dmLEmg·i−NF=

对照= = Adbs= = = = OR= = = = = TR= = = = = NRM= = = =氨基胍=
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表 N= =各组细胞中= pla、jaA及= dpe=水平比较= E x±sI=n=Z=PF=
qable=N= = Comparison=on=plaI=jaAI=and=dpe=levels=in=ejCs=of=each=group=E x±sI=n=Z=PF=

组别= 剂量LEmg·i−NF= plaLEnmol·mi−NF= jaALEnmol·mi−NF= dpeL(μmol∙g−NF=

对照= —= TUKP±UKV= NKUM±MKNR= SKVP±MKNS=

Adbs= OMM= QMKO±VKNGG= RKTM±MKOOGG= MKTV±MKONGG=

dm= = OR= QSKV±TKPGGΔΔ= RKNS±MKNOGGΔΔ= NKRO±MKNUGGΔΔ=

= TR= RTKS±UKPGGΔΔ= QKTV±MKORGGΔΔ= OKVT±MKOPGGΔΔ=

NRM= SRKT±TKVGGΔΔ= PKRS±MKPNGGΔΔ= PKSV±MKPOGGΔΔ=

氨基胍= MKN=mmol·i−N= SVKN±TKRGGΔΔ= OKQQ±MKNTGGΔΔ= QKVN±MKNRGGΔΔ=

=

最终可导致 bpoa 的发生，是糖尿病患者致残、致

死的主要原因。ak的发病机制复杂，目前尚未完全

阐明，近年来国内外研究均表明 Adbs 的形成及氧

化应激在 ak发生发展中发挥着重要作用。Adbs是

机体在长期的高血糖状态下葡萄糖分子可与体内蛋

白质发生非酶糖基化反应形成的产物。ak 的发生发

展与Adbs的积聚关系密切。使用免疫组化的方法可

在弥漫性或结节性改变的肾小球系膜、基底膜及小管

基底膜和血管壁上大量检出AdbsxRz。研究发现Adbs

可独立于高血糖引起系膜细胞的增殖及细胞外基质

（bCj）的聚集，促使肾小球硬化的发生xSJTz。此外，

Adbs还可通过与其细胞表面受体= oAdb结合，形成

AdbJoAdb系统，通过增强氧化应激、激活核因子JκB

（kcJκB）信号途径，调节下游基因表达，刺激多种细

胞因子和生长因子的表达，对肾小球及肾小管间质造

成不可逆转的损伤，引起肾小球硬化xUz。=

氧化应激在 ak 的进展中起着核心作用xVz。肾

脏是氧化应激的靶器官，容易受到 olp攻击，造成

氧化损伤，引起病理反应。jaA 是脂质过氧化进

而形成的产物。pla活力高低间接反映了机体清除

氧自由基的能力。dpe是机体内最重要的非酶性抗

氧化物，其水平的多少是衡量机体抗氧化能力大小

的重要因素。因而本实验测定三者水平来反映细胞

氧化应激水平。=

有研究发现 Adbs可直接刺激 olp的产生，降

低抗氧化酶如 pla和氢氧化物酶的活性，减少谷胱

甘肽水平xNMz。本研究显示，在 Adbs诱导下，ejCs=

oAdb=mokA=及蛋白表达水平明显上调，同时抗氧

化指标 pla和dpe水平下降，氧化指标jaA水平

升高。表明 Adbs刺激能促使 ejCs内 oAdb高表

达，增强细胞内氧化应激水平。olp 与蛋白质游离

氨基和巯基结合形成Am~dori（Adbs的前体）产物，

其进一步修饰后形成Adbs，所形成的 Adbs在细胞

膜上与= oAdb结合，活化kcJκB，进一步激活oAdb、

fiJS、fiJN、qkcJα 等基因的转录xNNJNOz。由此可见，

AdbsJoAdb系统与氧化应激关系密不可分，二者相

互作用。有日本学者提出AdbsJoAdbJ氧化应激轴的

观点，认为其参与糖尿病血管并发症，抑制该系统可

能为ak提供一个有前景的靶向干预措施xNPz。=

绞股蓝是我国传统中药，dm 为其主要成分，

在我国主要分布于秦岭及长江以南广大地区，研究

表明xNQz绞股蓝具有降血糖、调血脂、抗肿瘤、抗衰

老、增强免疫、镇静止痛、防治糖皮质激素不良反

应、保护心脏及抗溃疡等药理作用。近年研究发现

dm 在降血糖、防治 ak 方面有显著疗效xNRz。黄平

等xNSz研究表明绞股蓝颗粒可抑制ak状态下异常活

化的局部肾素血管紧张素系统，调节 ak大鼠血糖、

血脂代谢，减少尿蛋白保护肾功能，延缓 ak的发

展。本课题组前期发现dm可抑制Adbs诱导ejCs

过度增殖，抑制系膜增殖及细胞外基质产生和积聚，

从而延缓 ak进程xNTz。进一步研究发现，给予不同

剂量 dm 干预后，可下调 Adbs 刺激后系膜细胞

oAdb的异常高表达，同时改善细胞内氧化应激水

平。推测其可能的机制是 dm阻断了 oAdb介导的

AdbsJoAdbJ氧化应激信号通路，表现为细胞上清

液中jaA水平减低和pla水平增加及细胞内dpe

水平增加。=

综上所述，dm 改善细胞内氧化应激水平可能

通过阻断 AdbsJoAdb=信号通路，为 dm 防治 ak

提供了理论依据。此外，dm是否通过阻断 ak其他

信号通路如 kcJκB、pPUjAmh 等，改善细胞内氧

化应激水平从而延缓 ak进展尚不明确，有待进一

步深入的研究。仅从体外实验角度探讨 dm 对

AdbsJoAdb 信号通路和氧化应激之间的作用是本

实验的局限性，本课题组拟进行动物实验进一步深

入探讨。=
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