
斑蝥素对G
1
/S期肾小管上皮细胞ATP的调节 

 

    斑蝥素是芫菁科药用甲虫主要成分，其药理机制主要与抑制细胞磷酸蛋白酶相关，具有稳定缺氧损伤肾

细胞肌动蛋白骨架系统[1][2]及促进细胞周期进程[3]的作用，然而其相关机制尚不明确。为此，本研究根据

细胞ATP代谢与肌动蛋白骨架系统的密切关系[4]，以G
1
/S界面肾小管上皮细胞(RTECs)作为氰化钠体外化学缺

氧的靶细胞，观察斑蝥素对RTECs缺氧后能量代谢的影响，旨在阐明斑蝥素稳定细胞肌动蛋白骨架系统的机

制。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    新生猪G1/S界面RTECs的获取参照文献[5]。DME/F-12、斑蝥素(Sigma)；低糖DMEM、1∶250胰蛋白酶

(Gibco)；胎牛血清(天津生物制品研究所)； ATP、ADP、AMP钠盐(华美公司产品，进口分装)；牛血清白蛋

白(华美公司产品)。HClO
4
、G-250CBB、乙腈(上海生化公司，分析纯)。BCM-100型生物洁净工作台、WJ-6C

型CO
2
培养箱(日本平泽产品)；倒置显微镜(Olympus, Nippon)；低温低速离心机、普通离心机、高效液相色

谱仪(贝克曼)；C-18反相色谱柱(5 mm ODS，250 mm×4.6 mm孔径)。 

    1.2  实验方法 

    1.2.1  G
1
/S RTECs缺氧模型建立   将G

1
/S界面细胞分为3组，即(1)缺氧组：将G

1
/S期细胞悬浮于10 

mmol/L的NaCN的DME/F-12培养液中；(2) 实验组：将诱导的G
1
/S细胞悬浮于含斑蝥素0.2 mmol/L和10 

mmol/L的NaCN的DME/F-12培养液中；(3)空白对照组：将诱导的G
1
/S细胞悬浮于DME/F-12培养液中，含配制

斑蝥素所用的稀释液0.1 ml和生理盐水0.1 ml。同时将3组细胞置于37 ℃、5% CO
2
培养箱中培养1 h，弃去

原培养液，PBS洗2次，迅速储存在-20 ℃冰箱中1 h，然后转移到-80 ℃冰箱中备用。 

    1.2.2  各组细胞ATP含量的检测[6]   应用HClO
4
/KClO

4
提取细胞核苷酸池。采用定量进样-校正曲线进

行ATP\ADP\AMP标准品混合液反相高效液相定量分析，应用外标法将各组细胞ATP所得峰面积与标准峰面积相

比，结果再用每样品中细胞蛋白质含量进行标定(mmol/g蛋白质)。 

    1.3  统计学处理 

    ATP峰面积所对应ATP的含量用均数±标准差表示。样本间ATP含量均数的比较应用SPSS统计软件，进行

单因素方差分析，两两均数的比较采用Dunnett检验。 

    

2  结果 

    2.1  ATP标准品定性与定量结果 

    由AMP\ADP\ATP各标准品及标准品混合液的色谱图显示AMP峰在色谱图的位置(t
R
值平均为12.56±
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0.32)、ADP峰的位置(t
R
值平均为11.25±0.27)和ATP峰的位置(t

R
值平均为5.89±0.70)。根据标准品混合液

加样量的不同(2.5、5、10、20、30、40、50 ml)，ATP色谱图单位面积与ATP的标准含量具有线性关系

(P<0.01，r=0.999)。 

    根据内加法和重复性试验原理，在样本中加入10 ml的ATP、ADP、AMP标准品混合液，结果显示ATP色谱

峰高在t
R
为5.95±0.44处明显增高，提示为样本细胞ATP的色谱图的位置。内加法与外标法检测结果基本一

致。 

    2.2  各照组细胞胞质ATP定量结果 

    应用外标法所检测ATP结果，经过细胞蛋白质含量的标定，实验组细胞内ATP的含量明显高于缺氧组和空

白对照组[分别为(14.50±0.26)、(4.25±0.11)和(8.58±0.13) mmol/g蛋白，F=2 414.068，P=0.001]，

其中实验组与缺氧组比较统计结果为q
1
=10.248、P

1
=0.001，实验组与对照组比较统计结果为q

2
=5.92、

P2=0.001。 

    

3  讨论 

    急性肾小管坏死是临床常见的急危重症，急性缺血缺氧肾损伤是其主要的发病危险因素之一[7]。肾小管

细胞肌动蛋白微丝骨架系统发生坍塌是急性缺血缺氧肾损伤早期小管细胞病理改变之一，与细胞ATP代谢障碍

密切相关[4]。那么，斑蝥素稳定低氧状态下肾小球内皮细胞和RTECs肌动蛋白骨架系统的作用[1][2][8]是

否与斑蝥素调节ATP的能量代谢相关，尚未见文献报道。本研究结果显示，实验组细胞缺氧后ATP的含量均较

缺氧组和对照组高，提示斑蝥素具有防止新生猪G
1
/S细胞低氧损伤后细胞内ATP消耗的功能。ATP的黏附、水

解及磷酸的释放对于F-actin的聚合与解聚、细胞内的分布及其相关的细胞功能具有关键性作用。其中，磷酸

蛋白酶通过使磷酸化蛋白质脱磷酸化，消耗ATP，导致细胞肌动蛋白微丝骨架系统解聚和再分布。因此，斑蝥

素稳定缺氧下细胞肌动蛋白微丝骨架系统可能与斑蝥素具有抑制磷酸蛋白酶的作用[9]相关，抑制细胞内ATP

的消耗，防止因缺氧所致的RTECs的损伤。 

    氰化物体外化学缺氧是细胞缺氧模型的经典方法。氰化物通过开放胞膜受体离子通道，使胞外Ca2+按电化

学梯度进入细胞[10]，最终导致线粒体Ca2+超载，激活氧自由基系统，使线粒体通透性转变孔(MPTP)由低阻

抗转化为高阻抗，开放MPTP通道，消耗大量的ATP。斑蝥素具有抑制内织网Ca2+的释放[11]，减少线粒体Ca2+

负荷的作用。而线粒体对肌动蛋白的聚合与功能具有关键性调节作用[12]。因此，斑蝥素可能通过调节线粒

体能量代谢功能，达到稳定缺氧条件下细胞肌动蛋白微丝骨架的功能和结构。 

    由上我们推论，斑蝥素稳定低氧条件下RTECs肌动蛋白骨架系统可能与抗细胞内ATP代谢紊乱密切相关。

但是，斑蝥素曾因作为壮阳药品被人们长期服用后发现具有肾毒性，为此，斑蝥素稳定细胞肌动蛋白微丝骨架

系统，防止RTECs缺氧损伤作用还有待于进一步深入研究和论证。 
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