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［摘要］　目的：探讨α硫辛酸对高糖诱导的大鼠系膜细胞增殖及细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）表达的影响。方法：体外条件

下采用正常糖浓度（５．６ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮＧ）、高糖浓度（２５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＧ）及ＨＧ＋不同浓度α硫辛酸（５０、１００、２００、３００μｍｏｌ／Ｌ）分别

与大鼠系膜细胞共同培养不同时间（１２、２４、４８ｈ）。ＭＴＴ法测定系膜细胞增殖；ＲＴＰＣＲ法检测细胞ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达；

ＥＬＩＳＡ法测定细胞培养上清ＩＣＡＭ１蛋白的浓度。结果：５０～３００μｍｏｌ／Ｌ的α硫辛酸可抑制系膜细胞增殖。高糖刺激２４ｈ
时，２００μｍｏｌ／Ｌ的α硫辛酸干预组ＩＣＡＭ１的蛋白浓度［（２８８．４±２３．４）ｎｇ／ｍｌ］明显低于 ＨＧ组［（５４２．３±３５．６）ｎｇ／ｍｌ，Ｐ＜

０．０１］。１００μｍｏｌ／Ｌ及２００μｍｏｌ／Ｌ的α硫辛酸均可下调高糖诱导的ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达。结论：一定浓度的α硫辛酸可

抑制高糖诱导的系膜细胞增殖，并可降低ＩＣＡＭ１蛋白和ｍＲＮＡ的表达。
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Ｅｍａｉｌ：ｃａｔｅ２０４６＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　糖尿病肾病早期表现为肾小球系膜细胞增生，
系膜区和小管间质细胞外基质积聚。其中过度分泌
的细胞黏附分子可造成内皮细胞损伤，使血管通透
性增强，形成蛋白尿。近年来有学者发现万能抗氧
化剂α硫辛酸有抗氧化应激、保护内皮细胞、减少尿
白蛋白排出的作用［１］。但有关α硫辛酸对肾小球系

膜细胞作用的体外研究却少见报道。本研究旨在探
讨α硫辛酸对高糖诱导的大鼠系膜细胞增殖及细胞
黏附分子１（ＩＣＡＭ１）表达的影响。

１　材料和方法

１．１　材料　α硫辛酸（ＬＡ）纯品由上海现代浦东药

厂有限公司提供，溶剂为二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），ＤＭ

ＳＯ在细胞培养液中的终浓度为０．１％（Ｖ／Ｖ）。大
鼠系膜细胞株由第二军医大学长征医院肾内科梅长

林教授惠赠。ＤＭＥＭ培养基及ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美
国ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司；ＭＴＴ试剂购自Ｓｉｇｍａ公司；

ＩＣＡＭ１试剂盒（ＥＬＩＳＡ）购自美国ＴＰＩ公司。ＰＣＲ
引物由上海生工生物工程服务有限公司合成。

１．２　细胞培养　大鼠系膜细胞常规培养于含１０％
胎牛血清和抗生素的ＤＭＥＭ 培养液中。覆盖瓶壁
面积达７０％～８０％时，以０．２５％胰蛋白酶消化２～３
ｍｉｎ，制成细胞悬液，分瓶继续培养，每周传代１～２
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次。

１．３　ＭＴＴ法测定细胞增殖　系膜细胞按每孔约

３×１０４个接种于９６孔培养板中。按下列分组进行
处理：对照组（ＮＧ）为正常糖浓度（５．６ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＤＭＥＭ培养液，实验组（ＨＧ、ＬＡ５０、ＬＡ１００、ＬＡ２００、

ＬＡ３００）为分别含α硫辛酸０、５０、１００、２００、３００μｍｏｌ／

Ｌ的高糖浓度（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）ＤＭＥＭ 培养液（根据预
实验确定的刺激浓度，＞３００μｍｏｌ／Ｌ剂量后，细胞
成活率＜９５％），分别培养１２、２４、４８ｈ，终止前４ｈ
在每个孔内加入２０μｌ的 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍｌ），

３７℃继续孵育４ｈ。弃上清，加入ＤＭＳＯ１５０μｌ，振
荡至结晶溶解，应用ＳｐｅｃｔｒａｆｌｕｏｒＰｌｕｓ光度仪（ＴＥ
ＣＡＮ公司）在４９０ｎｍ波长处测定光密度（Ｄ４９０）值。
每组设６个平行孔，设空白对照用于调零。结果重
复３次。采用锥虫蓝排除法检测细胞毒性。取３个
复孔滴加锥虫蓝染液，１５ｍｉｎ计数总细胞数及被锥
虫蓝染成蓝色的细胞数。按下式计算细胞成活率：
细胞成活率＝（细胞总数—蓝染细胞数）／细胞总
数×１００％。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测系膜细胞ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表
达　细胞用０．２５％胰蛋白酶消化后，以３×１０５／ｍｌ
接种于 ５０ ｍｌ培养瓶，对照组 （ＮＧ）为正常糖

ＤＭＥＭ培养液，实验组（ＨＧ、ＬＡ１００、ＬＡ２００）为分别
含α硫辛酸０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ的高糖 ＤＭＥＭ 培
养液。每组均设３个样本。作用２４ｈ后按ＴＲＩｚｏｌ
试剂说明书方法提取细胞总ＲＮＡ。ＲＮＡ的含量和
纯度在紫外分光光度计中检测。所有标本 Ｄ２６０／

Ｄ２８０比值在１．８～２．０，ＲＮＡ完整性的检测在琼脂糖
变性凝胶电泳上进行，经Ａｇｉｌｅｎｔｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ分析，
所有标本２８Ｓ与１８Ｓ之比大于２．０。取２μｌ总

ＲＮＡ加入随机引物及 ＭＭＬＶ逆转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ
公司）进行反转录。加入ＬｏＴｅｍｐＴＭ低温全息反应
液（孟德尔公司）进行ＰＣＲ反应。反应条件为：８５℃
变性２ｍｉｎ后，进入８５℃变性３０ｓ，５５℃退火２０ｓ，

６５℃延伸２ｍｉｎ的热循环，循环３５次后，终末延伸

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳分离，紫
外灯下拍照，应用Ｋｏｄａｋ１Ｄ型凝胶成像分析系统对
各扩增条带进行光密度扫描。以目的ＩＣＡＭ１／

ＧＡＰＤＨ条带光密度比值计算ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的
相对表达量。引物设计参照参考文献［２］。引物序
列和扩增片段如下：ＩＣＡＭ１，上游引物５′ＡＧＧ
ＴＡＴＣＣＡ ＴＣＣＡＴＣＣＣＡＣＡ３′，下游引物５′
ＧＣＣＡＣＡＧＴＴＣＴＣＡＡＡＧＣＡＣＡ３′，扩增片段
为２１０ｂｐ；ＧＡＰＤＨ，上游引物５′ＧＡＡＧＧＧＴＧＧ
ＧＧＣＣＡＡＡＡＧ３′，下游引物５′ＧＧＡＴＧＣＡＧＧ
ＧＡＴＧＴＴＣＴ３′，目的片段为２８４ｂｐ。

１．５　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养上清液ＩＣＡＭ１的含
量　细胞用０．２５％胰蛋白酶消化后，以３×１０５／ｍｌ
分别接种于２４孔培养板中。对照组（ＮＧ）为正常糖

ＤＭＥＭ培养液，实验组（ＨＧ、ＬＡ１００、ＬＡ２００）为分别
含α硫辛酸０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ的高糖 ＤＭＥＭ 培
养液，分别培养２４ｈ后收集上清液，置－８０℃保存
待测。ＥＬＩＳＡ检测按试剂盒说明书进行操作。

１．６　 统计学处理 　 数据以 珚ｘ±ｓ 表示，应用

ＳＰＳＳ１０．０软件对实验数据进行统计学处理，采用单
因素方差分析进行组间比较，两组结果的比较采用ｔ
检验。

２　结　果

２．１　α硫辛酸对高糖刺激的系膜细胞增殖的影
响　在高糖培养的４８ｈ以内，高糖可促进系膜细胞
的增殖（与对照组相比Ｐ＜０．０５）。作用早期（１２ｈ）

α硫辛酸对细胞生长的抑制作用不显著；随作用时
间的延长（２４及４８ｈ），各浓度组的抑制作用明显增
强。对于同一浓度的α硫辛酸而言，随着作用时间
的延长抑制能力升高；对于同一时间而言（２４及４８
ｈ），随α硫辛酸浓度的升高，抑制作用加强。α硫辛
酸对细胞生长的抑制作用具有时间、剂量依赖效应，
见表１。

表１　不同浓度、时间的α硫辛酸作用于大鼠系膜细胞的Ｄ４９０值

Ｔａｂ１　Ｄ４９０ｖａｌｕｅｏｆｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆαｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｕｒｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

ＮＧ １．６５±０．０５ １．７８±０．０６ １．７９±０．０４△

ＨＧ １．８６±０．０６ ２．０７±０．０８△ ２．０１±０．１１

ＬＡ５０ １．８９±０．０５ １．８５±０．０６▲ １．４４±０．２８▲

ＬＡ１００ １．８９±０．０２ １．７４±０．０７▲▲ ０．８６±０．１７▲▲△△

ＬＡ２００ １．８１±０．０８ １．６５±０．０６▲▲△ ０．５９±０．０５▲▲△△

ＬＡ３００ １．６２±０．１８ １．２１±０．１４▲▲△ ０．３２±０．１４▲▲△△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ１２ｈ
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　　锥虫蓝排除法表明，５０～３００μｍｏｌ／Ｌ剂量处理
组细胞存活率均达９５％以上，说明α硫辛酸在此浓
度范围内对细胞无明显毒性。

２．２　α硫辛酸对高糖刺激的系膜细胞ＩＣＡＭ１蛋
白分泌的影响　高糖刺激２４ｈ时，ＨＧ组上清液中

ＩＣＡＭ１的浓度［（５４２．３±３５．６）ｎｇ／ｍｌ］较 ＮＧ组
［（１７３．６±３５．６）ｎｇ／ｍｌ］明显升高（Ｐ＜０．０１）；

ＬＡ２００组ＩＣＡＭ１的浓度［（２８８．４±２３．４）ｎｇ／ｍｌ］明
显低于 ＨＧ组（Ｐ＜０．０１）。ＬＡ１００组［（１３７６．５±
４０．１）ｎｇ／ｍｌ］与 ＨＧ组相比差别无显著性。

２．３　α硫辛酸对ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达的影响　经
半定量ＲＴＰＣＲ检测发现，正常糖培养的系膜细胞
可低水平表达ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ。高糖作用２４ｈ后，

ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ 表达明显增强［（４．０５±０．１８）ｖｓ
（１．２４±０．１２），Ｐ＜０．０１］。１００μｍｏｌ／Ｌ 及２００

μｍｏｌ／Ｌ的α硫辛酸均可下调高糖诱导的ＩＣＡＭ１
ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０１）。见图１。

图１　半定量ＲＴＰＣＲ检测α硫辛酸对

系膜细胞ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆαｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｏｎＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＣｓｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ
Ｐ＜０．０１ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　Ｐａｒｋ等［２］报道高糖通过ＰＫＣＮＦκＢ通路激活

ＮＦκＢ，刺激肾小球系膜细胞增殖，并促进ＩＣＡＭ１
ｍＲＮＡ和蛋白的表达。我们用高糖刺激系膜细胞

４８ｈ，实验结果与其基本一致。Ｃｏｓｉｏ等［３］认为体外

高糖环境对系膜细胞的生长具有双重作用。在培养

的２４～４８ｈ内可刺激细胞增殖，培养７２～９６ｈ则抑
制细胞增殖，促使细胞发生肥大，这种现象的产生可
能与细胞内葡萄糖代谢增加而细胞外渗透压未增加

有关。４８ｈ之后细胞的生长状态本研究未做观察，
故在本实验的时间范围内，基本可排除高糖对细胞
增殖所造成的抑制作用。Ｍｉｌｏｓ等［４］发现 １００

μｍｏｌ／Ｌ的α硫辛酸可抑制ＰＤＧＦ刺激的系膜细胞
增殖。本实验结果显示，一定浓度的α硫辛酸（５０～
３００μｍｏｌ／Ｌ））对高糖刺激的系膜细胞增殖的抑制作
用具有时间、剂量依赖效应。低于３００μｍｏｌ／Ｌ的α
硫辛酸对系膜细胞无明显毒性。

　　α硫辛酸作为一种高效抗氧化剂被广泛用于多
种与氧化应激有关疾病的辅助治疗。近年来，其在
改善糖尿病血管并发症方面的作用倍受关注。

Ｍｏｒｃｏｓ小组的系列研究［１，５］发现，有微量白蛋白尿
的糖尿病患者服用α硫辛酸（６００ｍｇ／ｄ）１８个月后，
与对照组相比尿白蛋白浓度未继续升高。糖尿病肾
病患者外周血单核细胞ＮＦκＢ的活性明显升高，服
用α硫辛酸３ｄ后ＮＦκＢ的活性下降３８％，反映氧
化应激的Ｅｎａｌｄｅｈｙｄｅ浓度下降４８％。表明α硫辛
酸具有抗氧化应激，降低 ＮＦκＢ的活性，减少尿白
蛋白排出的作用。在主动脉内皮细胞［６］及人单核细

胞［７］中研究发现α硫辛酸可抑制 ＴＮＦα诱导的

ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ 的表达并可降低 ＮＦκＢ的活性。
对系膜细胞的研究尚未见报道。我们的实验结果显
示，１００及２００μｍｏｌ／Ｌ的α硫辛酸可抑制高糖刺激
的系膜细胞ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达。但在蛋白水
平检测时只发现２００μｍｏｌ／Ｌ的α硫辛酸对ＩＣＡＭ
１的抑制作用，可能与检测方法的敏感性有关。α硫
辛酸在治疗早期糖尿病肾损害中具有一定的辅助作

用，其作用机制尚需更多的实验研究加以证实。
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