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氯沙坦抑制高糖及间歇性高糖诱导ＮＲＫ５２Ｅ细胞的转分化作用
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梁华晟，钟宇华，苏会璇
广西医科大学第九附属医院内分泌科，北海５３６０００

　　［摘要］　目的　探讨氯沙坦对高糖及间歇性高糖诱导大鼠肾小管导管上皮细胞株 ＮＲＫ５２Ｅ转分化的抑制作用。
方法　实验分为空白组（０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、正常葡萄糖组（５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、高糖干预组（２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、间歇性高
糖干预组（５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖／２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖交替）、氯沙坦干预组（１０μｍｏｌ／Ｌ氯沙坦）、氯沙坦高糖干预组（１０μｍｏｌ／Ｌ氯

沙坦预处理后再高糖培养）、氯沙坦间歇性高糖干预组（１０μｍｏｌ／Ｌ氯沙坦预处理后再间歇性高糖培养），根据分组对 ＮＲＫ

５２Ｅ细胞施加相应因素作用７２ｈ后，蛋白免疫印迹法检测转分化标志物转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）、Ⅰ型胶原、金属蛋白酶２
（ＭＭＰ２）、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）以及甲状旁腺素相关肽（ＰＴＨｒＰ）在细胞中的表达，ＣＭ２Ｈ２ＤＣＦＤＡ试剂盒检测细胞

ＲＯＳ含量。结果　高糖干预及间歇性高糖干预组ＴＧＦβ１、Ⅰ型胶原、ＭＭＰ２、αＳＭＡ和ＰＴＨｒＰ表达上调，ＲＯＳ含量明显
上升，间歇性高糖作用更显著。应用氯沙坦干预后可以部分下调高糖或间歇性高糖诱导的 ＴＧＦβ１、Ⅰ型胶原、ＭＭＰ２、

αＳＭＡ以及ＰＴＨｒＰ表达，降低细胞 ＲＯＳ含量。结论　氯沙坦可抑制高糖及间歇性高糖诱导的 ＮＲＫ５２Ｅ细胞转分化
作用。　　　　
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　　糖尿病血糖间歇波动对于糖尿病并发症的发生、发展起

着重要的作用，其危害性甚至高于血糖升高［１２］。肾小管上

皮细胞转分化是糖尿病肾病纤维化的重要病理基础。高糖

或间歇性高糖对肾小管导管上皮细胞是否存在转分化的作

用，二者间对于转分化作用效果如何，血管紧张素Ⅱ受体拮

抗剂作为糖尿病肾病首选药物，对在不同状态葡萄糖条件

下的转分化作用又如何，有待于深入研究。本实验观察了

不同条件葡萄糖状态及氯沙坦干预下大鼠肾小管导管上皮

细胞株ＮＲＫ５２Ｅ中转分化主要指标转化生长因子β１（ＴＧＦ

β１）、Ⅰ型胶原、金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）、α平滑肌肌动蛋白

（αＳＭＡ）和甲状旁腺素相关肽（ＰＴＨｒＰ）表达以及活性氧

（ＲＯＳ）含量的变化，以探讨氯沙坦对不同葡萄糖条件对肾

小管导管上皮细胞转分化作用的影响。

１　材料和方法

１．１　材料　大鼠肾小管导管上皮细胞株 ＮＲＫ５２Ｅ购于中

国科学院细胞库；ＤＭＥＭ 无糖基础培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公

司），基本配备为含１０％胎牛血清（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），青、链霉素

各１００Ｕ／ｍｌ），ＥＤＴＡ１ｍｍｏｌ／Ｌ；氯沙坦（Ｓｉｇｍａ公司，纯度

＞９９％）；ＰＴＨｒＰ抗体、Ⅰ型胶原抗体均购于美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司，ＴＧＦβ１抗体、ＭＭＰ２抗体购于英国 ＡＢＣａｍ 公司，

αＳＭＡ购于美国Ｄａｋｏ公司。

１．２　实验分组与处理　细胞于３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养，

每周传代２～３次。先用基础培养基培养至对数生长期。根

据实验分为７组。（１）空白对照组：无糖培养基培养７２ｈ。

（２）正常葡萄糖组：含５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖ＤＭＥＭ培养基培养

７２ｈ。（３）高糖组：含２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖ＤＭＥＭ 培养基培

养７２ｈ。（４）间歇性高糖组：分别应用含５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的

ＤＭＥＭ培养基培养２ｈ及２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的ＤＭＥＭ 培

养基培养３ｈ交替干预，每天重复３次，夜间维持在５

ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖过夜，培养７２ｈ。（５）氯沙坦干预组：应用含

１０μｍｏｌ／Ｌ氯沙坦的无糖培养基预处理７２ｈ后，无糖培养

基培养７２ｈ。（６）氯沙坦高糖干预组：经应用１０μｍｏｌ／Ｌ氯

沙坦培养基预处理７２ｈ后，再用含２５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＤＭＥＭ
培养基培养７２ｈ。（７）氯沙坦间歇性高糖干预组：经应用含

１０μｍｏｌ／Ｌ氯沙坦的基础培养基预处理７２ｈ后，改用含５

ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的ＤＭＥＭ培养基培养２ｈ及２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡

萄糖的ＤＭＥＭ 培养基培养３ｈ交替干预，每天重复３次，

夜间维持在５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖过夜，培养７２ｈ。

１．３　蛋白免疫印迹法检测蛋白表达　应用裂解液进行细胞

裂解并提取蛋白，进行ＳＤＳＰＡＧＥ，完毕后将蛋白质电转印

到ＰＶＤＦ膜上，脱脂奶粉封闭，４℃过夜，然后与ＰＴＨｒＰ抗

体、ＴＧＦβ１抗体、ＭＭＰ２抗体、Ⅰ型胶原抗体、αＳＭＡ抗体

分别按１１００、１１２５、１７５、１７５、１５０的比例孵育（前
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三者室温９０ｍｉｎ，后二者４℃过夜），ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３
次，将膜与辣根过氧化物酶标记的相应二抗（１１０００）室温

孵育４５ｍｉｎ后，ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３次，ＥＣＬ显色试剂盒

（北京普利莱基因技术有限公司）显示目的条带。采用Ｇｅｌ．

ＤｏｃＩｔｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ扫描分析仪扫描凝胶图谱，ＴｏｔａｌＬａｂ
分析软件对条带进行密度扫描分析。

１．４　ＲＯＳ 检 测 　 各 组 细 胞 加 入 １０μｌ的 １ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＣＭ２Ｈ２ＤＣＦＤＡ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ）

染色液，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，离心，ＰＢＳ洗２次，重悬于

１ｍｌ含１０％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ培养液中。用ＢｉｏＴｅｋ公司全自

动定量绘图酶标仪进行检测，激发波长４８５ｎｍ，发射波长

５２８ｎｍ，以Ｄ 值表示ＲＯＳ含量。

１．５　统计学处理　所有实验均重复３次以上，数据以珚ｘ±ｓ
表示，采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行分析，ＯｎｅＷａｙＡＮＯ

ＶＡＳＮＫ法比较总体和组间差异。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　不同葡萄糖状态及氯沙坦干预对转分化标志物表达的

影响　蛋白免疫印迹结果（图１）显示，与空白组及正常葡萄

糖组相比，高糖及间歇性高糖均能显著上调 ＴＧＦβ１、Ⅰ型

胶原、ＭＭＰ２、αＳＭＡ和ＰＴＨｒＰ表达（Ｐ＜０．０１），而间歇性

高糖组 ＴＧＦβ１、ＭＭＰ２及αＳＭＡ 表达高于高糖组（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）。应用氯沙坦预处理后，高糖或间歇性高

糖诱导的ＴＧＦβ１、Ⅰ型胶原、ＭＭＰ２、αＳＭＡ和ＰＴＨｒＰ表

达均明显下调（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。

图１　蛋白免疫印迹检测ＮＲＫ５２Ｅ细胞中ＴＧＦβ１、

Ⅰ型胶原、ＭＭＰ２、αＳＭＡ和ＰＴＨｒＰ表达

１：空白对照组；２：正常葡萄糖组；３：高糖组；４：间歇性高糖组；５：

氯沙坦干预组；６：氯沙坦高糖干预组；７：氯沙坦间歇性高糖干预

组。Ｐ＜０．０１与空白组比较；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１与高糖组比

较；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１与间歇性高糖组比较

２．２　不同葡萄糖状态及氯沙坦干预对 ＲＯＳ含量的影

响　结果（图２）提示高糖及间歇性高糖均能明显升高 ＲＯＳ
含量（Ｐ＜０．０１），而间歇性高糖升高ＲＯＳ作用明显高于高

糖组（Ｐ＜０．０１）；氯沙坦预处理后，间歇性高糖及高糖诱导

的ＲＯＳ水平均明显下降（Ｐ＜０．０１）。

图２　各组细胞ＲＯＳ含量检测

１：空白对照组；２：正常葡萄糖组；３：高糖组；４：间歇性高糖组；５：

氯沙坦干预组；６：氯沙坦高糖干预组；７：氯沙坦间歇性高糖干预

组。Ｐ＜０．０１与空白组比较；△△Ｐ＜０．０１与正常葡萄糖组比较；
▲▲Ｐ＜０．０１与高糖组比较；□□Ｐ＜０．０１与间歇性高糖组比较

３　讨　论

　　细胞转分化作为普遍存在的一种细胞分化过程，参与

糖尿病许多慢性并发症的病程［３］。既往研究已经明确肾小

管上皮细胞转分化为含αＳＭＡ细胞是糖尿病肾病纤维化主

要病理基础，是糖尿病肾病功能衰竭重要原因之一［４］。本

研究中ＴＧＦβ１、Ⅰ型胶原、ＭＭＰ２、αＳＭＡ及ＰＴＨｒＰ在不

同葡萄糖状态下表达水平的变化，提示无论是高糖或间歇

性高糖均可明显促进转分化作用，而间歇性高糖较高糖可

能更容易通过促进ＴＧＦβ１、ＭＭＰ２及αＳＭＡ表达从而诱

导肾小管导管上皮细胞转分化，加重糖尿病肾病进程。而

经过氯沙坦干预处理后，无论是高糖或间歇性高糖培养的

ＮＲＫ５２Ｅ细胞中 ＴＧＦβ１、Ⅰ型胶原、ＭＭＰ２、αＳＭＡ以及

ＰＴＨｒＰ表达均有不同程度的下调，说明氯沙坦可能具有抑

制ＮＲＫ５２Ｅ细胞转分化作用。

　　为进一步阐明高糖及间歇性高糖对于肾小管导管上皮

细胞转分化作用的影响，本研究还观察了在不同葡萄糖条

件及氯沙坦干预下的 ＮＲＫ５２Ｅ细胞株 ＲＯＳ含量，结果发

现，无论是高糖或间歇性高糖培养的 ＮＲＫ５２Ｅ细胞 ＲＯＳ
含量均明显升高，而间歇性高糖较高糖更能促进 ＮＲＫ５２Ｅ
细胞株的ＲＯＳ水平升高。Ｑｕａｇｌｉａｒｏ等［５］研究也提示间歇性

高糖能通过促进ＲＯＳ积聚，诱导各种炎症因子包括 ＭＭＰ
等表达，而该系列炎症因子已经被证实参与诱导肾小管导

管上皮转分化的进程，故此有理由相信由于间歇性高糖比

较高糖转分化更严重，诱导肾小管导管上皮细胞凋亡相应

也更加严重。应用氯沙坦干预后能明显降低高糖和间歇性

高糖培养的细胞中ＲＯＳ含量，提示氯沙坦可能通过抗氧化

作用使ＮＲＫ５２Ｅ细胞免于转分化。
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