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　　［摘要］　目的　研究高糖记忆对人系膜细胞（ＨＭＣｓ）表达局部醛固酮系统、活性氧（ＲＯＳ）及癌胚纤维连接蛋白（ｏｎｃｏｆｅ
ｔａｌＦＮ）ｍＲＮＡ水平的影响，并进一步探讨局部醛固酮系统在其中的作用。方法　实验细胞分组如下：正糖组（ＮＧ，５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｄ葡萄糖培养２ｄ）、高糖组（ＨＧ，２５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养２ｄ）、记忆组（Ｍ，２５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养２ｄ→５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄

糖培养４ｄ）、记忆＋依普利酮组（ＭＹ，２５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养２ｄ→５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖＋１０μｍｏｌ／Ｌ依普利酮培养４ｄ）、正

糖＋依普利酮组（ＮＹ，５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养２ｄ→５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖＋１０μｍｏｌ／Ｌ依普利酮培养４ｄ）、持续正糖组（ＳＮ，５

ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养６ｄ）。荧光显微镜及酶标仪检测细胞内ＲＯＳ水平，蛋白质印迹法检测醛固酮合酶蛋白（ＣＹＰ１１Ｂ２）水

平，ＲＴＰＣＲ检测１１β羟基类固醇脱氢酶Ⅱ、ＣＹＰ１１Ｂ２、ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ表达水平，激光共聚焦显微镜观察盐皮质激素受

体（ＭＲ）表达及转位，放射免疫法测定上清液醛固酮水平。结果　（１）ＨＧ组和 Ｍ组诱导人系膜细胞ＣＹＰ１１Ｂ２ｍＲＮＡ及蛋
白分别为ＮＧ组的３．４５、２．０９倍和３．１４、２．０６倍，ＨＧ组和 Ｍ组细胞上清液醛固酮含量分别为ＮＧ组的２．０１、１．８１倍（Ｐ均＜
０．０５），ＨＧ组和 Ｍ组均可促进 ＭＲ蛋白发生核转位，定量分析示 ＨＧ组和 Ｍ组胞质／胞核荧光强度较ＮＧ组分别降低３０％、

２１％（Ｐ均＜０．０５）。（２）ＨＧ组和 Ｍ 组ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ、ＲＯＳ表达增加，分别为 ＮＧ组的２．２３、１．９９倍和２．１６、１．９０倍

（Ｐ均＜０．０５），ＭＹ组ＲＯＳ、ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ表达分别较 Ｍ组降低３５％、５１％ （Ｐ均＜０．０５）。结论　ＨＭＣｓ存在高糖记
忆效应，局部醛固酮系统可能介导了高糖致系膜细胞损伤的记忆作用。

　　［关键词］　局部醛固酮系统；代谢记忆；高糖；癌胚纤维连接蛋白；活性氧
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１１）：１１６６１１７１］

　　糖尿病控制和并发症研究［１］表明，强化控制血糖
能降低蛋白尿的发生，其后续的研究［２］显示：在早期
强化组与非强化组 ＨｂＡ１ｃ无显著差异的情况下，糖
尿病的发生率在早期强化治疗组远低于非强化组，首
次提出高血糖存在“代谢记忆”效应。强化血糖控制
与２型糖尿病患者的血管转归研究［３］与控制糖尿病

心血管危险行动研究［４］亦提示，对于既往血糖控制不
佳、病程已达８～１０年的２型糖尿病患者，即使经强化
治疗血糖持续达标，亦难以阻止微血管病变的发生与
发展，高糖记忆被认为是上述临床试验效果不佳的重
要原因。肾脏局部肾素血管紧张素系统（ＲＡＳ）过度
兴奋是糖尿病进展的关键因素之一，然而，阻断ＲＡＳ
并不能完全阻止糖尿病的进展，且长期应用该类药物
可引起血浆醛固酮水平先下降再升高，此即“醛固酮
逃逸”现象，导致肾功能进一步恶化，已有研究［５］证实

肾脏局部醛固酮系统在糖尿病状态下被激活，通过促
进炎症、纤维化、氧化应激的发生加重肾脏损伤，但局
部醛固酮系统是否参与高糖的代谢记忆作用并不清

楚，本研究以人系膜细胞（ｈｕｍａｎｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ，

ＨＭＣｓ）为研究对象，通过模拟高糖记忆，观察局部醛
固酮系统元件在其中的表达规律，以期为阐明高糖记
忆致肾脏损伤的机制提供更多实验依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂与仪器　ＲＰＭＩ１６４０培养液及小牛
血清购于美国Ｇｉｂｃｏ公司，依普利酮购于美国Ｓｉｇｍａ
公司。ＲＴＰＣＲ试剂盒购于宝生物工程（大连）有限
公司，ＰＣＲ所用引物均为上海生工生物工程技术服
务有限公司合成。蛋白质印迹法相关试剂盒购于江
苏碧云天生物技术研究所，实验中相关抗体购于美
国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。活性氧（ＲＯＳ）检测试剂盒购自江
苏碧云天公司。醛固酮监测试剂盒购于北京北方生
物技术研究所。凝胶成像仪、ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公
司），激光共聚焦显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司），γ计数仪
（国营二六二厂），荧光酶标仪（美国 ＭＤ公司）。

１．２　人系膜细胞培养与分组　ＨＭＣｓ（重庆医科大
学基础医学研究所惠赠）培养于含１０％小牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液中，在３７℃恒温、５％浓度ＣＯ２孵
箱中孵育。（１）观察高糖激活系膜细胞局部醛固酮

系统是否存在记忆现象。分组如下：正糖组（５
ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖２ｄ），高糖组（２５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄
糖培养２ｄ），记忆组（２５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养２ｄ，
再换５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖分别培养２、４、６ｄ）；持续
正糖组（５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养８ｄ）。（２）基于上
述研究发现，我们选择高糖培养２ｄ→正糖培养４ｄ
模拟体内代谢记忆过程，观察局部醛固酮系统是否
参与高糖致ＲＯＳ、纤维连接蛋白（ＦＮ）ｍＲＮＡ的记
忆作用分组如下：正糖组（ＮＧ，５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖
培养２ｄ）；正糖＋依普利酮组（ＮＹ，５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡
萄糖培养２ｄ→５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖＋１０μｍｏｌ／Ｌ依
普利酮培养４ｄ）；高糖组（ＨＧ，２５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖
培养２ｄ）；记忆组（Ｍ，２５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养

２ｄ→５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养４ｄ）；记忆＋依普利
酮组 （ＭＹ，２５ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｄ葡 萄 糖 培 养 ２ ｄ→
５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖＋１０μｍｏｌ／Ｌ依普利酮培养４
ｄ）；持续正糖组（ＳＮ，５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖培养６ｄ）。

１．３　ＲＴＰＣＲ 法检测１１β羟基类固醇脱氢酶Ⅱ
（１１βＨＳＤ２）、ＣＹＰ１１Ｂ２、ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮ ｍＲＮＡ 表

达　提取各组细胞总 ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ，再进
行ＰＣＲ反应，各目的基因引物、产物长度及退火温
度见表１。扩增条件如下：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变
性３０ｓ，适当温度下退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３５个
循环后７２℃延伸１０ｍｉｎ。产物经ＢｉｏＲａｄ凝胶成像
系统采集图像，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析各目的基
因的相对表达量。

表１　ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒＲＴＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′３′）

Ｓｉｚｅ
（ｂｐ）

ＰＣＲ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
θ／℃

１１βＨＳＤ２ ＴＧＡＣＣＡＡＡＣＣＡＧＧＡＧＡＣＡＴＴＡＧＣＣＧ ４９１ ６０
ＧＴＧＣＴＣＧＡＴＧＴＡＧＴＣＣＴＴＧＣＣＧＴＡＧ

ＣＹＰ１１Ｂ２ ＡＧＣＧＡＧＴＧＴＴＧＧＧＴＣＣＴＣＴＧＣＴ ５６６ ６０
ＧＡＡＡＧＣＡＡＣＣＴＧＣＧＧＴＣＡＣＡＧＧ

ＯｎｃｏｆｅｔａｌＦＮ ＣＣＧＣＣＡＴＴＡＡＴＧＡＧＡＧＴＧＡＴ １３３ ５５
ＡＧＴＴＡＧＴＴＧＣＧＧＣＡＧＧＡＧＡＡＧ

βａｃｔｉｎ ＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧ ２５２ ５８
ＴＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡ

　ＦＮ：Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ；１１βＨＳＤ２：１１βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｔｙｐｅ２

１．４　蛋白质印迹法检测ＣＹＰ１１Ｂ２蛋白表达　细胞
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裂解后测定各分组蛋白浓度，取４０μｇ总蛋白电泳，
转膜，封 闭，然 后 以 山 羊 抗 人 ＣＹＰ１１Ｂ２ 多 抗
（１５００）或小鼠抗人βａｃｔｉｎ单抗（１１０００）４℃孵育
过夜。再以ＨＲＰ标记的驴抗山羊或山羊抗小鼠二抗
（１２０００）３７℃孵育１ｈ，ＥＣＬ化学发光法显色。凝胶
成像系统照相，分析目的蛋白的相对表达量。

１．５　激光共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ）检测盐皮质激素受
体（ＭＲ）蛋白表达及转位　ＨＭＣｓ分组培养后，４％
多聚甲醛常温下固定１０ｍｉｎ，在４℃下，以０．３％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化细胞１５ｍｉｎ，蛋白封闭３０ｍｉｎ，在
细胞面滴加１１００小鼠抗人 ＭＲ单抗，４℃过夜后滴
加１１００的ＴＲＩＴＣ标记山羊抗小鼠二抗，３７℃孵
育１ｈ，封片后送激光共聚焦显微镜下拍照（激发波
长为５５０ｎｍ），然后以ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件分
析。

１．６　醛固酮水平检测　留取各分组细胞上清液，按
试剂盒说明书操作。

１．７　细胞内ＲＯＳ的检测　细胞内ＲＯＳ可氧化无
荧光的二氢二氯荧光素（ＤＣＦＨＤＡ）为荧光物质二
氯荧光黄（ＤＣＦ），且ＲＯＳ水平决定其荧光强度。细
胞分组培养于６孔板，按 ＲＯＳ检测试剂盒说明操
作，每孔滴加１ｍｌ１０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＦＨＤＡ，３７℃下
孵育２０ｍｉｎ，荧光显微镜照相或收集细胞后荧光酶
标仪测定荧光强度（激发与发射波长分别为４８８
ｎｍ、５２５ｎｍ）。

１．８　统计学处理　各实验重复３次，结果以珚ｘ±ｓ
表示，以ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，多组间差
异显著性检验使用 ＡＮＯＶＡ 法，两两比较采用

ＳＮＫｑ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　高糖记忆对 ＨＭＣｓ表达ＣＹＰ１１Ｂ２ｍＲＮＡ及
蛋白的影响　ＲＴＰＣＲ检测结果显示，ＨＧ培养２ｄ
后ＣＹＰ１１Ｂ２ｍＲＮＡ表达水平升高，为ＮＧ培养２ｄ

的３．４５倍（Ｐ＜０．０５），高糖培养２ｄ后，在记忆的第

２、４、６天ＣＹＰ１１Ｂ２ｍＲＮＡ表达分别为ＮＧ培养２ｄ
的３．４４、３．１４、２．３２倍（Ｐ 均＜０．０５，图１、表２），表
明高糖培养后，随正糖培养时间的延长，ＣＹＰ１１Ｂ２
ｍＲＮＡ表达仍较正常对照组为高，提示存在记忆效
应，且至少可持续６天（Ｐ＜０．０５）。

图１　各分组人系膜细胞（ＨＭＣｓ）ＣＹＰ１１Ｂ２（Ａ）、

１１βＨＳＤ２ｍＲＮＡ（Ｃ）及ＣＹＰ１１Ｂ２蛋白（Ｂ）表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＰ１１Ｂ２（Ａ），１１βＨＳＤ２ｍＲＮＡ（Ｃ）ａｎｄ

ＣＹＰ１１Ｂ２（Ｂ）ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＭＣｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＮＧ２ｄ；２：ＨＧ２ｄ；３：ＨＧ２ｄ→ＮＧ２ｄ；４：ＨＧ２

ｄ→ＮＧ４ｄ；５：ＨＧ２ｄ→ＮＧ６ｄ；６：ＮＧ８ｄ．ＮＧ：Ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ；

ＨＧ：Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ．ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ；１１βＨＳＤ２：１１β

ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｔｙｐｅ２

　　蛋白印迹法检测结果显示，ＨＧ 培养２ｄ后

ＣＹＰ１１Ｂ２蛋白表达水平升高，为 ＮＧ 培养２ｄ的

２．０９倍（Ｐ＜０．０５），高糖培养２ｄ后，在记忆的第２、

４、６天ＣＹＰ１１Ｂ２蛋白表达水平分别为ＮＧ培养２ｄ
的２．０４、２．０６、１．５９倍（Ｐ 均＜０．０５，图１、表２），表
明ＣＹＰ１１Ｂ２蛋白表达也存在记忆效应。

表２　各分组人系膜细胞（ＨＭＣｓ）表达ＣＹＰ１１Ｂ２ｍＲＮＡ及蛋白、１１βＨＳＤ２ｍＲＮＡ、醛固酮水平

Ｔａｂ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＰ１１Ｂ２ａｎｄ１１βＨＳＤ２ｍＲＮＡ，ＣＹＰ１１Ｂ２ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅｌｅｖｅｌｓｉｎＨＭＣｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＣＹＰ１１Ｂ２ｍＲＮＡ ＣＹＰ１１Ｂ２ｐｒｏｔｅｉｎ １１βＨＳＤ２ｍＲＮＡ
Ａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅ
ｐｇｐｅｒ１０６ｃｅｌｌｓ

ＮＧ２ｄ ０．２２６±０．０２１ ０．１４７±０．０１５ ０．４１９±０．０１３ ２４．０００±３．６０６
ＨＧ２ｄ ０．７８０±０．０２０ ０．３０７±０．０１６ ０．４１４±０．０１１ ４８．２００±４．７２９

ＨＧ２ｄ→ＮＧ２ｄ ０．７７８±０．０１９ ０．３００±０．０１９ ０．４３７±０．０１７ ４８．１００±２．８４８

ＨＧ２ｄ→ＮＧ４ｄ ０．７１０±０．０２８ ０．３０３±０．０１７ ０．４２３±０．０１８ ４３．４４３±２．７３９

ＨＧ２ｄ→ＮＧ６ｄ ０．５２５±０．０４６ ０．２３３±０．０２１ ０．４１８±０．０１７ ３８．３３３±２．４５４

ＮＧ８ｄ ０．２５１±０．０１８ ０．１６３±０．００８ ０．４２１±０．００８ ２４．９３３±１．００７

　ＮＧ：Ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ；ＨＧ：Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ；１１βＨＳＤ２：１１βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｔｙｐｅ２．Ｐ＜０．０５

ｖｓＮＧ２ｄｇｒｏｕｐ
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２．２　 高 糖 记忆对 ＨＭＣｓ表 达 １１βＨＳＤ２ 的 影
响　ＲＴＰＣＲ显示高糖不增加１１βＨＳＤ２条带亮度，
各分组１１βＨＳＤ２条带与βａｃｔｉｎ内参条带光密度之
比差异无统计学意义（图１，表２）。

２．３　 高 糖 记 忆 对 ＨＭＣｓ 上 清 液 醛 固 酮 的 影
响　ＨＧ培养２ｄ后上清液醛固酮水平升高，为 ＮＧ
培养２ｄ的２．０１倍，ＨＧ培养２ｄ后，在记忆的第２、

４、６天醛固酮水平分别为 ＮＧ 培养２ｄ的２．００、

１．８１、１．６０倍（Ｐ均＜０．０５，表２），表明高糖培养后，
随正糖培养时间的延长，醛固酮水平仍较正常对照
组为高，提示存在记忆效应，且至少可持续６ｄ。

２．４　高糖记忆对 ＨＭＣｓ表达 ＭＲ的影响　正糖培
养 ＨＭＣｓ时，ＭＲ呈细颗粒状较均匀分布于细胞质
中，胞核表达相对较弱；高糖培养２ｄ后 ＭＲ呈胞质
向胞核转位，浆核比为正糖培养２ｄ的７０％；在高糖
培养２ｄ后换正糖再培养２、４、６ｄ，此效应仍然存在，
浆核比分别为正糖培养２ｄ的７０％、７９％、８３％（Ｐ＜
０．０５，表３、图２），表明高糖介导的 ＭＲ核转位效应
也存在记忆效应。

２．５　高糖记忆对 ＨＭＣｓ表达ＲＯＳ的影响及依普利

酮的作用　结果显示，ＮＧ组、ＮＹ组荧光亮度相似，
均较淡，ＨＧ组、Ｍ 组荧光强度较亮，ＭＹ组荧光强
度比 Ｍ 组淡（图３）。荧光酶标仪定量检测结果显
示：ＨＧ组、Ｍ 组 ＲＯＳ表达分别为 ＮＧ组的１．９９、

１．９０倍 （Ｐ均＜０．０５，表４），ＭＹ组ＲＯＳ表达与 Ｍ
组比较降低３５％（Ｐ＜０．０５，表４），表明高糖增加

ＨＭＣｓＲＯＳ的表达，换为正糖培养４ｄ后ＲＯＳ水平
仍较对照组为高，而依普利酮可抑制该效应。

表３　各组人系膜细胞（ＨＭＣｓ）ＭＲ平均荧光强度

Ｔａｂ３　ＭｅａｎＭＲｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｉｎＨＭＣｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｃｙｔｏｓｏｌ Ｎｕｃｌｅｕｓ Ｃｙｔｏｓｏｌ／ｎｕｃｌｅｕｓ

ＮＧ２ｄ ３３．８６５±４．８５９１６．４４２±２．９３０ ２．０６９±０．１５５
ＨＧ２ｄ ３０．９６５±３．５６４２１．４６６±１．６５１ １．４４０±０．０６３

ＨＧ２ｄ→ＮＧ２ｄ ３１．８６６±１．４１１２１．９４６±１．８７０ １．４５２±０．０７８

ＨＧ２ｄ→ＮＧ４ｄ ３１．８５４±１．７５９１９．４８２±１．７０１ １．６３５±０．０５４

ＨＧ２ｄ→ＮＧ６ｄ ３１．８１１±１．６０９１８．６３２±０．７６８ １．７０８±０．０８６

ＮＧ８ｄ ３４．１１７±３．９３２１４．８１４±０．５４９ ２．３０８±０．３１６

　ＮＧ：Ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ；ＨＧ：Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ；ＭＲ：Ｍｉｎｅｒａｌｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＮＧ２ｄｇｒｏｕｐ

图２　ＬＳＣＭ观察各组人系膜细胞细胞（ＨＭＣｓ）ＭＲ蛋白表达

Ｆｉｇ２　ＭＲｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＭＣｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓｕｎｄｅｒｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
ＮＧ：Ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ；ＨＧ：Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ；ＭＲ：Ｍｉｎｅｒａｌｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×８００

图３　各分组人系膜细胞（ＨＭＣｓ）ＲＯＳ水平

Ｆｉｇ３　ＬｅｖｅｌｓｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｉｎＨＭＣｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）
ＮＧ：Ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ；ＮＹ：Ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ＋ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ；ＨＧ：Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ；Ｍ：Ｍｅｍｏｒｙ；ＭＹ：Ｍｅｍｏｒｙ＋ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ；ＳＮ：Ｓｔａｂｌｅｎｏｒｍａｌｇｌｕ

ｃｏｓｅ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．６　高糖记忆对 ＨＭＣｓ表达ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ
的影响及依普利酮的作用　ＲＴＰＣＲ 检测结果显
示，各分组βａｃｔｉｎ内参条带亮度相似，ＮＧ组、ＮＹ

组ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮ目的条带亮度接近，均较淡，Ｍ 组

ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮ 目的条带最亮，ＭＹ 组ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮ
条带较Ｍ组稍淡（图４）。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析结
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果表明，ＨＧ组和 Ｍ组ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ表达增
加，分别为ＮＧ组的２．２３、２．１６倍 （Ｐ 均＜０．０５），

ＭＹ组ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮ ｍＲＮＡ表达较 Ｍ 组下调，较

Ｍ组降低５１％ （Ｐ＜０．０５，表４），表明高糖增加

ＨＭＣｓｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ的表达，换为正糖培养

４ｄ后ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ水平仍较对照组为高，
而依普利酮可抑制该效应。

表４　各组人系膜细胞（ＨＭＣｓ）ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ
表达及ＲＯＳ水平变化

Ｔａｂ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡａｎｄ

ＲＯＳｌｅｖｅｌｉｎＨＭＣｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ ＲＯＳ

ＮＧ ０．２４８±０．０１０ １０２．４７７±５．２９９
ＮＹ ０．２５５±０．００６ １０６．９２３±４．５４６
ＨＧ ０．５５４±０．０４８ ２０３．９７７±８．７９３

Ｍ ０．５３５±０．０３８ １９４．８４９±１０．１４０

ＭＹ ０．２６２±０．００９△ １２７．５１３±６．４０５△

ＳＮ ０．２４２±０．０１４ １００．６５８±４．４２９

　ＮＧ：Ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ；ＮＹ：Ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ＋ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ；ＨＧ：

Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ；Ｍ：Ｍｅｍｏｒｙ；ＭＹ：Ｍｅｍｏｒｙ＋ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ；ＳＮ：Ｓｔａｂｌｅ

ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ；ＦＮ：Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ；ＲＯＳ：Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；

ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜

０．０５ｖｓＭｇｒｏｕｐ

图４　各分组人系膜细胞（ＨＭＣｓ）癌胚型

纤维连接蛋白（ＦＮ）ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ

ｉｎＨＭＣｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ；２：Ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ＋ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ；３：

Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ；４：Ｍｅｍｏｒｙ；５：Ｍｅｍｏｒｙ＋ｅｐｌｅｒｅｎｏｎｅ；６：Ｓｔａｂｌｅｎｏｒ

ｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ．ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ

３　讨　论

　　糖尿病控制和并发症研究、英国前瞻性糖尿病
研究及其后续研究等均证实：早期血糖控制不良将
会持续加重后期糖尿病患者的靶器官损伤，如糖尿
病肾病、糖尿病视网膜病变的持续进展，高糖记忆可
能是导致上述结果的主要因素［１６］。本实验以

ＨＭＣｓ为研究对象，通过模拟高糖记忆，显示高糖诱
导的ＨＭＣｓ局部醛固酮系统活化、ＲＯＳ及ｏｎｃｏｆｅｔａｌ
ＦＮｍＲＮＡ表达上调在葡萄糖浓度恢复正常后仍持
续存在，而依普利酮可减轻高糖记忆致 ＨＭＣｓＲＯＳ

及ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ的表达，表明局部醛固酮系
统可能在介导高糖致 ＨＭＣｓ损伤记忆效应中起到
重要作用。

　　ＲＡＳ的激活系糖尿病微血管并发症发生、发展
的关键环节，然而，Ｍａｕｅｒ等［７］却发现阻断ＲＡＳ并
不能阻止糖尿病患者肾脏的病理进展。同时，长期
阻断ＲＡＳ常伴有醛固酮逃逸的发生，研究均发现

ＭＲ拮抗剂可减轻醛固酮逃逸患者肾小球滤过率的
下降和减少蛋白尿的发生［８］。本课题组既往研究已
证实，ＨＭＣｓ内存在局部醛固酮系统，且高糖可激活
该系统并导致 ＨＭＣｓ损伤［９］。醛固酮由肾上腺皮
质球状带合成而参与机体水盐平衡的调控，受体位、

ＡｎｇⅡ、钾钠摄入等多种因素调节，醛固酮系由胆固
醇经一系列酶促反应而成，其中ＣＹＰ１１Ｂ２是最为关
键的限速酶。本研究发现高糖记忆可促进系膜细胞

ＣＹＰ１１Ｂ２ｍＲＮＡ及蛋白表达水平上调，目前国内
外尚无类似研究。在肾上腺皮质球状带细胞的研究
中发现蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）参与调节ＣＹＰ１１Ｂ２的表
达［１０］，而本课题组既往已证实高糖记忆可激活

ＰＫＣ［１１］，但高糖记忆是否通过激活 ＰＫＣ 而增加

ＨＭＣｓＣＹＰ１１Ｂ２的表达仍不清楚，有待进一步研
究。我们同时发现高糖记忆上调 ＨＭＣｓ培养液醛
固酮水平，醛固酮与其配体 ＭＲ结合而发挥广泛的
生物学效应。静息状态下 ＭＲ与分子伴侣结合而锚
定于胞质内［１２１４］，当配体与之结合后其构象改变，与
分子伴侣分离，ＭＲ配体复合物转位进入细胞核，参
与特定基因的转录及翻译。本实验表明高糖记忆可
促进 ＭＲ从胞质至胞核转位。众所周知，ＭＲ对皮
质醇及醛固酮均有高度亲和力，１１βＨＳＤ２的存在可
有效保护醛固酮与 ＭＲ的特异性结合，主要通过降
解皮质醇为皮质酮而发挥上述作用，本研究证实在
高糖环境中１１βＨＳＤ２表达并不增加，说明高糖记忆
诱导的 ＭＲ移位激活与皮质醇作用无关。总结以上
结果表明高糖可活化局部醛固酮系统元件，且此作
用在血糖正常化后仍持续存在。

　　细胞外基质聚集是糖尿病肾病的重要病理改
变，ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮ被认为是反映新合成细胞外基质
的有效标记［１５１６］。依普利酮系螺内酯改造体，已在
美国上市近１０年，其以甲酯基取代７α乙酰巯基，并
增加９α、１１α环氧桥键，使其对黄体酮受体和雄激素
受体作用显著减弱而成为选择性 ＭＲ受体拮抗剂。
本实验发现高糖记忆可诱导 ＨＭＣｓｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮ
ｍＲＮＡ表达上调，且依普利酮可抑制这一效应，说明

ＨＭＣｓ在高糖记忆模式下被激活的局部醛固酮系统
参与了高糖记忆致 ＨＭＣｓｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ的
作用，但其具体机制不清。高血糖促进氧化应激、增
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加ＲＯＳ的产生在糖尿病肾病的发生发展中扮演重
要角色［１７］。林雪波等［１１］证实高糖增加脐静脉内皮

细胞ＲＯＳ水平，再恢复正糖浓度以后，在一段时间
内其ＲＯＳ水平仍较长期正糖浓度培养组高，魏伟平
等［１８］的研究也表明，大鼠胰岛瘤细胞株在高糖培养

２ｄ，换正糖培养３ｄ或５ｄ后其细胞内ＲＯＳ水平仍
较持续正糖培养组高，在本实验中，我们证实高糖增
加 ＨＭＣｓＲＯＳ的产生，同时此效应存在记忆作用，
此与Ｃｏｒｇｎａｌｉ等［１９］和Ｉｈｎａｔ等［２０］研究结果相似，然
而，高糖下ＲＯＳ的记忆机制尚不清楚。我们的实验
观察到依普利酮干预高糖记忆诱导的 ＨＭＣｓＲＯＳ
表达水平降低，表明局部醛固酮系统参与了高糖记
忆致 ＨＭＣｓＲＯＳ的作用。

　　综上所述，本研究发现高糖记忆激活 ＨＭＣｓ局
部醛固酮系统，且其介导了高糖记忆对 ＨＭＣｓＲＯＳ
及ｏｎｃｏｆｅｔａｌＦＮｍＲＮＡ的表达，该研究为揭示糖尿
病肾病的发病机制提供了又一新的思维，因此，临床
上应早期积极控制糖尿病患者血糖水平，以减轻高
糖记忆的危害，联合应用依普利酮可能有助于阻止
和延缓糖尿病的发生与发展。

　　（志谢　感谢眼科学重庆市市级重点实验室在
本研究中予以的支持！）
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