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[ 摘要 ] 目的：观察去甲斑蝥素 (NCTD) 对高糖刺激的 HK-2 细胞外基质和 TGF-β1 表达的影响。方法：常规

培养 HK-2 细胞，无血清 DMEM 培养基同步培养 24 h，细胞分为正常葡萄糖组 (C，D-glucose 5.5 mmol/L)、甘

露醇对照组 (M，5.5 mmol/L D-glucose+24.5 mmol/L mannitol)、高糖组 (HG，30 mmol/L D-glucose)、高糖 +NCTD 干

预组 (30 mmol/L D-glucose+0.5~40 mg/L NCTD)。台盼蓝排斥实验检测 NCTD 对高糖刺激的细胞毒性。MTT 法

检测 NCTD 对高糖刺激的细胞增殖的影响。收集培养 6，24，48 h 后细胞总 RNA 及蛋白，用 RT-PCR 检测细

胞 FN，Col Ⅳ和 TGF-β1 mRNA 的表达，采用 Western 印迹检测 FN，Col Ⅳ和 TGF-β1 蛋白的表达。结果：不

同浓度 NCTD 作用 72 h 后，浓度超过 5 mg/L 的 NCTD 对高糖环境下的 HK-2 细胞有明显的毒性。RT-PCR 和

Western 印迹结果显示 : 30 mmol/L D- 葡萄糖可引起 HK-2 细胞 FN，Col Ⅳ和 TGF-β1 mRNA 及蛋白水平的升高

(P<0.05)，而 5 mg/L NCTD 可抑制高糖刺激的 FN，Col Ⅳ和 TGF-β1 的表达 (P<0.05)。相同渗透浓度的 D- 甘露

醇组对上述指标均无影响 (P>0.05)。结论：NCTD 能下调 HK-2 细胞 FN，Col Ⅳ及 TGF-β1 的表达。

[ 关键词 ]   去甲斑蝥素；纤粘连蛋白；胶原Ⅳ；转化生长因子 -β1
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ABSTRACT Objective: To observe the effect of norcantharidin (NCTD) on the expression of mRNA and protein 
of fibronectin (FN), collagen IV(Col IV) and transforming growth factor-β1(TGF-β1) in human kidney 
proximal tubular epithelial (HK)-2 cells induced by high glucose.
Methods: HK-2 cells were incubated with serum-free DMEM for 24 h to synchronize cell growth, and then 
the cells were divided into 4 groups: Group C (5.5 mmol/L D-glucose), Group M (5.5 mmol/L D-glucose + 24.5 
mmol/L-mannitol), Group HG (30 mmol/L D-glucose), and Group HG + NCTD (30 mmol/L D-glucose + 
0.5–40 mg/L NCTD). Cytotoxicity of HK-2 cells induced by high glucose of NCTD was detected by Trypan 
blue dye exclusive assay. The effect of NCTD on the proliferation of HK-2 cells in high glucose was determined 
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糖尿病肾病 (diabetic nephropathy，DN) 已成为
终末期肾衰竭的重要原因之一。DN 早期即可出现
肾小管间质纤维化，且不依赖肾小球病变直接导致
肾功能恶化 [1-3]。以往的研究认为糖尿病肾病的病
变主要是肾小球的硬化，但近期的大量研究 [1-4] 证
实糖尿病肾损伤同时也发生在肾小管，在糖尿病
肾病的早期即可观察到肾小管细胞的氧化损伤和
凋亡。在病理状态下，损伤的肾小管上皮细胞不
仅是被动的受害靶细胞，还主动活跃地参与肾间
质 纤 维 化 的 进 展。Iwano 等 [5] 证 实 产 生 基 质 的 肾
间质成纤维细胞 36% 是肾小管上皮来源的。阻止
DN 肾 小 管 间 质 纤 维 化 已 成 为 当 前 的 研 究 热 点，
然而目前尚没有理想的逆转 DN 肾小管间质纤维
化的药物。

去 甲 斑 蝥 素 (norcantharidin，NCTD) 是 人 工
合成的斑蝥素衍生物。本课题组以往研究 [6-11] 发
现：NCTD 能减轻蛋白负荷大鼠和梗阻性肾病大鼠
以及糖尿病肾病大鼠模型的肾间质纤维化程度；
体外实验证实 NCTD 能抑制白蛋白刺激的肾小管
上皮细胞 NF-κB 和 CTGF(connective tissue growth 
factor) 的表达，阻止 TGF-β1 介导的肾小管上皮细
胞转分化。故推测 NCTD 是一种极有前景的抗肾
间质纤维化药物，但 NCTD 对 DN 肾小管间质纤维
化的作用尚不清楚。

本 实 验 旨 在 观 察 NCTD 对 高 糖 刺 激 的 HK-
2(human kidney proximal tubular epithelial  cell 
line) 细 胞 细 胞 外 基 质 (extracellular matrix，ECM)
纤粘连蛋白 (fibronectin，FN)，Ⅳ型胶原 (collagen  
Ⅳ，Col Ⅳ ) 和 TGF-β1 表达的影响，为开发延缓
DN 肾功能恶化的有效药物提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1��实验细胞

人 近 端 肾 小 管 上 皮 细 胞 株 HK-2 购 于 美 国
ATCC 公司，为人近曲肾小管上皮细胞的永生系，
它保持了肾小管上皮细胞基本的生物学特性。
1.1.2��主要试剂

去甲斑蝥素购自北京双鹤高科天然药物有限
责 任 公 司，DMEM 培 养 基、Opti-MEM Ⅰ 培 养 基
为 美 国 Gibco 公 司 产 品， 胰 酶、D-葡 萄 糖 为 美 国
Sigma 公司产品；胎牛血清为杭州四季青公司产品；
兔抗人 ( 大、小鼠 )FN 多克隆抗体为 Santa Cruz 公
司产品，兔抗人 ( 大、小鼠 )Col Ⅳ多克隆抗体为
英国 Abcam 公司产品，兔抗人 ( 大、小鼠 )TGF-β1
多 克 隆 抗 体 为 美 国 Santa Cruz Biotechnology 公 司
产品，细胞蛋白裂解液 RIPA 购自北京鼎国生物公
司，细胞浆蛋白抽提试剂盒购自碧云天生物公司，
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit 为美国
Fermentas 公司产品，ECL 显影剂、 PVDF 膜 为美
国 Millipore 公司产品。

1.2  方法 
1.2.1� � 台盼蓝排斥实验检测 NCTD 在高糖环境下

对 HK-2 细胞毒性

 HK-2 细胞均用低糖 DMEM+10%FBS 培养基
进行培养，在 37℃，5%CO2 条件下生长至 80% 汇
合时进行传代。倾倒去除培养器皿内的培养基，
用 PBS 洗 涤 细 胞 1 次， 弃 去 PBS， 根 据 培 养 面
积 加 入 适 量 0.1% 胰 酶 溶 液 消 化，37 ℃ 放 置 3~5 
min，并在倒置显微镜下观察，待绝大部分细胞变
圆即加入培养基终止消化，吹吸几次以离散成团

by MTT. The cells were collected to extract total RNA and protein at 6, 24 and 48 h after the incubation. The 
expression of FN, Col IV and TGF-β1 mRNA was examined by RT-PCR, and  FN, Col IV and TGF-β1 protein 
was analyzed by Western blot.
Results: Trypan blue dye exclusive assay showed NCTD concentrations over 5 mg/L were rather toxic in 
HK-2 cells. The proliferation of HK-2 cells in high glucose was interrupted by interfered with 5 mg/L NCTD 
as measured by MTT (P<0.05). NCTD at 5 mg/L had a stronger inhibitory effect than NCTD at 2.5 mg/L. 
Real-time PCR and Western blot showed that the mRNA and protein expression of FN, collagen IV and 
TGF-β1 increased in HK-2 cells treated with high glucose (P<0.05), while that in cells treated by NCTD was 
dramatically inhibited (P<0.05). No change in these parameters was detected in the 30 mmol/L D-mannitol 
control group (P>0.05).
Conclusion: NCTD can downregulate FN, collagen IV and TGF-β1 mRNA and protein expression in 
HK-2 cells stimulated by 30 mmol/L D-glucose..

KEY WORDS norcantharidin; fibronectin; collagen IV; TGF-β1
 .



中南大学学报 ( 医学版 ), 2012, 37(3)    http://www.csumed.org; http://xbyx.xysm.net280

的细胞，HK-2 细胞按 1∶4~1∶5 比例进行传代。传
代后的细胞于 37℃，5%CO2 培养 24 h 后换液一次，
以去除消化后死亡的细胞，以后每 2 天换液一次。
将 HK-2 细胞接种于 24 孔板培养至亚融合状态时，
DMEM 无血清培养液同步 24 h；换用 30 mmol/L D-
葡 萄 糖 + 浓 度 梯 度 的 NCTD(0~40.0 mg/L) 干 预，
10% 胎牛血清培养基培养 24 h。细胞分组为：5.5 
mmol/L D-葡萄糖刺激组 (C)，30 mmol/L D-葡萄糖
刺 激 组 (HG)，30 mmol/L D- 葡 萄 糖 +NCTD 干 预
组，NCTD 终浓度为 0.5，2.5，5.0，10.0，20.0，
40.0 mg/L( 结合参考文献 [6] 以及前期预实验选择
NCTD 预 干 预 15 min 后 再 加 入 30 mmol/L D-葡 萄
糖刺激 )，为排除渗透压的影响而以 5.5 mmol/L D-
葡萄糖 +24.5 mmol/L D-甘露醇刺激组 (M) 为对照；
各组设 3 个复孔。吸取孔内培养基上清液收集至
离心管中，PBS 清洗 2 次，胰酶消化，各孔消化后
的细胞悬液与上清液混合后离心，制备单个细胞
悬液，稀释为 1×106/mL；染色 : 取 9 滴细胞悬液
移入小试管中，加 1 滴 0.4% 台盼蓝溶液，混匀。
随机选取 5 个视野，镜下观察，死细胞被染成淡
蓝色，而活细胞拒染。在 3 min 内用血球计数板分
别计数活细胞和死细胞。细胞活力 : 活细胞率 = 活
细胞总数 /( 活细胞总数 + 死细胞总数 )×100%。
1.2.2� �细胞增殖实验 (MTT) 检测 NCTD 对高糖环

境下 HK-2 细胞增殖的影响

将 HK-2 细胞以 10% 胎牛血清的培养基制成
1×104/mL 悬液接种于 96 孔板，每孔加 100 μL；
培养至亚融合状态时，DMEM 无血清培养液同步
24 h； 根 据 台 盼 蓝 排 斥 实 验 设 定 NCTD 终 浓 度 为
0，0.5，2.5，5.0 mg/L。30 mmol/L D-葡萄糖，10%
胎牛血清培养基培养 24，48，72 h，不加药物组为
对照组，各组设 3 个复孔；然后每孔加入 5 mg/mL 
MTT 溶液 20 μL，37℃，5%CO2 继续孵育 4 h 后终
止培养，小心吸弃各孔内培养上清液；每孔加入
150 μL DMSO，振荡 10 min，使甲瓒充分溶解。在
酶联免疫检测仪上 490 nm 波长处测定各孔 A 值，
以空白孔调零。
1.2.3� �RT-PCR 检测 NCTD 对高糖刺激的 HK-2
细胞产生 FN，Col Ⅳ，TGF-β1 基因水平的影响 

用 TRIzol 试 剂 盒 ( 美 国 Invitrogen 公 司 ) 提
供 的 方 法 抽 提 细 胞 总 RNA， 按 RevertAidTM First 
Strand cDNA Synthesis Kit 说 明 书 的 步 骤 进 行 反
转 录 合 成 cDNA。 运 用 荧 光 染 料 法 检 测 NCTD 对
HK-2 细胞中 FN，Col Ⅳ，TGF-β1 基因水平的影响。
通 过 测 定 PCR 扩 增 过 程 中 与 双 链 DNA 非 特 异 性
结合的 SYBR GREEN 染料强度反映 PCR 产物表达
量。每次实验设 3 个复孔，独立实验重复 3 次。引
物序列由上海英俊生物技术有限公司合成，FN 引
物序列 : 上游为 5′-TGGAGGAAGCCGAGGTTT-3′，

下 游 为 5′-CAGCGGTTTGCGATGGTA-3′；Col Ⅳ 引
物序列 : 上游为 5′-GGCCCCTGCTGAAGCGTT-3′，
下 游 为 5′-GATTCCACGAGCCCCTTG-3′；TGF-β1
引 物 序 列 : 上 游 为 为 5 ′-CGAGGTGACCTGGGCA
CCATCCATGAC-3′， 下 游 为 5′-CTGCTCCACCTT
GGGCTTGCGACCCAC-3′；β-actin 引 物 序 列 : 上
游 为 5′-ACTCTTCCAGCCTTCCTTCC-3′， 下 游 为
5′-GAGGAGCAATGATCTTGATCTTC-3′；PCR 反应
程序 :50℃ 2 min 1 个循环； 95℃ 10 min，1 个循
环； 95℃ 10 s，60℃ 60 s，72℃ 60 s，40 个循环； 
72℃ 10 min 终止反应。

实验同时以双蒸水代替模板为阴性对照。以
管 家 基 因 β-actin 的 转 录 数 量 作 为 内 源 性 RNA 参
照。以 2- △△ Ct 表示基因的相对表达量 : 待测基因
的 相 对 表 达 量 =2– △ △ Ct， 其 中 △ △ Ct = △ Ct 样
品 - △ Ct 基准 =( 样品待测基因 Ct 值 - 样品 β-actin 
Ct 值 )-( 基准待测基因 Ct 值 - 基准 β-actin Ct 值 )。
1.2.4��Western 印迹检测 NCTD 对高糖刺激的 HK-2
细胞中 FN，Col Ⅳ，TGF-β1 蛋白表达的影响

在 收 集 的 细 胞 中 加 入 苯 甲 基 磺 酰 氟
(PMSF)+RIPA 细胞裂解液，4℃，12000  r/min 离
心 30  min，留取上清液为总蛋白，并用 Bradford
法测定蛋白浓度。蛋白质与 loading  buffer 混合后
95 ℃ 变 性 5  min， 进 行 SDS-PAGE 电 泳， 然 后 湿
转 至 PVDF 膜。2%BSA 室 温 封 闭 2  h， 加 入 稀 释
的 一 抗 ( 兔 抗 人 FN 多 克 隆 抗 体 1∶1000， 兔 抗 人
Col Ⅳ多克隆抗体 1∶1000，兔抗人 TGF-β1 多克隆
抗体 1∶1000)，4℃过夜。加辣根过氧化物酶偶联
的山羊抗兔 IgG，室温反应 1  h，化学发光剂 ECL
反应，置于柯达化学发光成像仪中曝光。根据条
带的深浅适当调整曝光时间使之更清晰；采用图
像分析软件进行吸光度分析。以测得的各指标的
吸 光 度 与 内 参 照 β-actin 吸 光 度 的 比 值 代 表 相 对
定量值。

1.3  统计学处理

应用 SPSS13.0 软件系统进行统计分析，结果
用均数 ± 标准差 (x±s) 表示。计量资料采用单因素
方差分析 (one-way ANOVA)，两两比较采用 SNK-q
检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  NCTD 对高糖环境下 HK-2 细胞活力的影响

台 盼 蓝 实 验 显 示 : 不 同 浓 度 NCTD 作 用 72 h
后，NCTD 5 mg/L 及 以 下 的 浓 度 细 胞 死 亡 率 小 于
5%，而 5 mg/L 以上浓度的 NCTD 有明显的细胞毒
性 ( 图 1)。
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2.2  NCTD 对 HG 刺激后的 HK-2 细胞增殖的影响
30 mmol/L D-葡 萄 糖 作 用 48 至 72 h 后 HK-2

细胞的 MTT 吸光度值高于普通培养基组 (P<0.05)。
由于 5 mg/L 以上浓度的 NCTD 有明显的细胞毒性，
本实验选择不高于 5 mg/L 的 NCTD 作用于高糖刺
激的 HK-2 细胞，MTT 吸光度值随浓度的增高渐趋
下降，其中 NCTD 2.5 mg/L 和 5 mg/L 干预组与 HG

组比较，MTT 吸光度值降低有统计学意义 (P<0.05)。
说明这两个浓度的 NCTD 能抑制高糖刺激的 HK-2
细胞的增殖，5 mg/L NCTD 的抑制作用更强。24 h
组不同浓度 NCTD 对高糖刺激的 HK-2 细胞增殖无
影响 ( 图 2)。根据台盼兰和 MTT 实验，以下实验
采用 NCTD 干预浓度为 5 mg/L。
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图 1  台盼蓝法检测 NCTD 对高糖环境下 HK-2 细胞活力的

影响。与 0 mmol/L NCTD 组比较，*P<0.05。
Figure 1  Impact of NCTD on HK-2 cell viability by Typan blue 
staining.  *P<0.05 vs 0 mmol/L NCTD group.
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图 2  MTT 法检测 NCTD 对高糖环境下 HK-2 细胞增殖的

影响。与对照组 (5.5 mmol/L D-glucose) 比较，*P<0.05；与

HG 组 (0 mg/L NCTD 组 ) 比较，# P<0.05。
Figure 2  Influence of NCTD on proliferation of HK-2 cells by 
MTT assay.  *P<0.05 vs 5.5 mmol/L D-glucose, # P<0.05 vs 0 mg/L 
NCTD group.
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2.3  NCTD 对 HG 刺激后 HK-2 细胞 FN mRNA 和
蛋白表达的影响

RT-PCR 显示：与对照组相比，30 mmol/L D-
葡 萄 糖 刺 激 6 h 后 FN mRNA 的 表 达 开 始 上 调，
24 h 后 FN mRNA 的表达明显增加，48 h 表达最强
(P<0.05)。 与 HG 组 比 较，5 mg/L NCTD 干 预 6 h
后，FN mRNA 的表达较 HG 组下降，NCTD 对 FN 
mRNA 的表达抑制持续至 48 h (P<0.05，图 3)。说
明高糖可特异性引起 HK-2 细胞表达 FN mRNA 升
高，而 NCTD 可特异性抑制这一现象。30 mmol/L D-
甘露醇对 FN mRNA 表达无影响，所以在蛋白检测
中没有设计甘露醇组。

Western 印迹显示 : 与对照组相比，30 mmol/L 
D-葡萄糖刺激 6 h 后 FN 表达较对照组无明显差异
(P>0.05)；24 h 后 FN 蛋 白 表 达 上 调，48 h FN 蛋
白也较对照组增加 (P<0.05)，但是增加幅度略低于
24 h 组。 与 30 mmol/L D-葡 萄 糖 组 比 较，5 mg/L 
NCTD 干预 24 h 后，FN 蛋白表达明显下调，持续
至 48 h ( 图 4)。

2.4  NCTD 对 HG 刺激后 HK-2 细胞 Col Ⅳ mRNA
和蛋白表达的影响

RT-PCR 显 示 : 与 对 照 组 相 比， 在 6 h 时 间
点，30 mmol/L D-葡萄糖刺激组 Col IV mRNA 的表
达开始上调，24 h 后 Col IV mRNA 的表达明显增
加，48 h 表达最强 (P<0.05)。与 30 mmol/L D-葡萄

糖刺激组比较，5 mg/L NCTD 在 6 h 时间点就开始
下调 Col Ⅳ mRNA 的表达，NCTD 抑制 HG 刺激的
HK-2 细胞 Col IV mRNA 持续至 48 h，且在 48 h 抑
制程度最明显 (P<0.05，图 5)。由于 30 mmol/L D-甘
露醇对 Col Ⅳ mRNA 表达无影响，故在蛋白检测中
没有设计甘露醇组。

Western 印迹显示 : 与对照组相比，30 mmol/L 
D-葡萄糖刺激 24 h 后 Col Ⅳ的蛋白表达开始上调，
效 应 持 续 至 48 h(P<0.05)。 与 HG 组 比 较，5 mg/L 
NCTD 干 预 24 h 后，Col Ⅳ 蛋 白 的 表 达 减 少， 到
48 h 时仍有明显的抑制作用 (P<0.05)，在 6 h 未观
察到明显差异 (P>0.05，图 6)。即 NCTD 可下调高
糖刺激的 HK-2 细胞 Col Ⅳ 的表达。

2.5  NCTD 对 HG 刺 激 后 HK-2 细 胞 TGF-β1 
mRNA 和蛋白表达的影响 

RT-PCR 显示：6 h 时间点各组无差异 (P>0.05)。
30 mmol/L D-葡萄糖刺激 24 h 组，48 h 组 TGF-β1 
mRNA 的表达与对照组相比均明显上调 (P<0.05)。
与 30 mmol/L D-葡 萄 糖 组 比 较，5 mg/L NCTD 干
预 24 h 后，TGF-β1 mRNA 的表达降低 (P<0.05)，
NCTD 下 调 其 表 达 持 续 至 48 h( 图 7)。 由 于 30 
mmol/L D- 甘 露 醇 对 TGF-β1 mRNA 表 达 无 影 响
(P>0.05)，故在蛋白检测中没有设计甘露醇组。

Western 印 迹 结 果 表 明 : 高 糖 刺 激 24 h 后
HK-2 细胞表达 TGF-β1 明显增加，48 h 表达更强
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图 5  各组 Col Ⅳ mRNA 的相对表达量 (n=3)。C: 5.5 mmol/L 
D-葡 萄糖刺激组；HG:30 mmol/L D-葡萄糖刺激组；M:30 

mmol/L D-甘露醇刺激组；HG+NCTD:30 mmol/L D-葡萄糖 +5 

mg/L NCTD 刺激组。与 C 组对应时间点比较，*P<0.05； 与

HG 组对应时间点比较，#P<0.05。
Figure 5  mRNA  expression of  Col IV  in each  group  according 
to Ct values (n=3).  C group: 5.5mmol/L D-glucose; HG group: 30 
mmol/L  D-glucose; HG + NCTD  group: 30 mmol/L  D-glucose+ 
5 mg/L NCTD; M group: 5.5 mmol/L  D-glucose+24.5 mmol/L 
mannitol. *P<0.05 vs C group;  #P<0.05 vs HG group.
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图 3  各组 FN mRNA 的相对表达量 (n=3)。C:5.5 mmol/L D-
葡萄糖刺激组；HG:30 mmol/L D-葡萄糖刺激组；M:30 

mmol/L D-甘露醇刺激组；HG+NCTD:30 mmol/L D-葡萄糖 +5 

mg/L NCTD 刺激组。与 C 组对应时间点比较，*P<0.05；与

HG 组对应时间点比较，#P<0.05。
Figure 3  mRNA  expression of  FN  in each  group  according to 
Ct values (n=3).  C group: 5.5mmol/L D-glucose; HG group: 30 
mmol/L D-glucose; HG + NCTD  group: 30 mmol/L D-glucose+ 
5 mg/L NCTD;  M group:5.5 mmol/L  D-glucose+ 24.5 mmol/L 
mannitol. *P<0.05 vs C group; #P<0.05 vs HG group.

(P<0.05)。而 NCTD 可下调高糖刺激的 HK-2 细胞
TGF-β1 蛋白的表达 (P<0.05，图 8)。6 h 时间点各
组蛋白表达差异无统计学意义 (P>0.05)。

图 6  各 组 Col  IV 蛋 白 的 相 对 表 达 量 (n=3)。C:5.5 mmol/L 
D- 葡 萄 糖 刺 激 组；HG:30 mmol/L D- 葡 萄 糖 刺 激 组； 

HG+NCTD:30 mmol/L D-葡萄糖 +5 mg/L NCTD 刺激组。与

C 组比较，*P<0.05；与 HG 组相应时间点比较，#P<0.05。
Figure 6  Protein  expression of Col IV  in each  group according 
to grey values (n=3).  C group: 5.5 mmol/L  D-glucose; HG 
group:30 mmol/L D-glucose; HG + NCTD  group: 30 mmol/L  
D-glucose+5 mg/L NCTD. *P<0.05 vs C group; #P<0.05 vs HG 
group.
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图 4  各组 FN 蛋白的相对表达量 (n=3)。C:5.5 mmol/L D-
葡 萄 糖 刺 激 组；HG:30 mmol/L D- 葡 萄 糖 刺 激 组；

HG+NCTD:30 mmol/L D-葡萄糖 +5 mg/L NCTD 刺激组。与

C 组比较，*P<0.05；与 HG 组相应时间点比较，#P<0.05。
Figure 4  Protein  expression of  FN  in each  group according to 
grey values (n=3).  C group: D-glucose 5.5 mmol/L; HG group: 30 
mmol/L D-glucose; HG + NCTD  group: 30 mmol/L  D-glucose+5 
mg/L NCTD.  *P<0.05 vs C group; #P<0.05 vs HG group.
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图 7  各组 TG F-β 1  mRNA 的相对表达量 (n=3)。C：

5.5 mmol/L D-葡萄糖刺激组；HG:30 mmol/L D-葡萄糖刺激

组；HG+NCTD:30 mmol/L D-葡萄糖 +5 mg/L NCTD 刺激组；

M:30 mmol/L D-甘露醇刺激组。与 C 组对应时间点比较，
*P<0.05；与 HG 组对应时间点比较，#P<0.05。
Figure 7  mRNA  expression of TGF-β1  in each  group  
according to Ct values (n=3).  C group: 5.5 mmol/L  D-glucose; 
HG group: 30 mmol/L D-glucose; HG + NCTD  group: 30 mmol/L  
D-glucose+ 5 mg/L NCTD; M group:5.5 mmol/L  D-glucose+ 24.5 
mmol/L mannitol. *P<0.05 vs C group; #P<0.05 vs HG group.  

图 8  各 组 TGF-β1 蛋 白的 相 对 表 达 量 (n=3)。C：5.5 mmol/L 
D- 葡 萄 糖 刺 激 组；HG:30 mmol/L D- 葡 萄 糖 刺 激 组；

HG+NCTD:30  mmol /L  D-葡 萄 糖 +5 mg/L NCTD 刺 激

组。与 C 组比较，*P<0.05；与 HG 组相应时间点比较，
#P<0.05。
Figure 8  Protein  expression of TGF-β1  in each  group according 
to grey values (n=3).  C group: 5.5mmol/L  D-glucose; HG 
group:30 mmol/L D-glucose; HG + NCTD  group: 30 mmol/L  
D-glucose+5 mg/L NCTD. *P<0.05 vs C group;   #P<0.05 vs HG 
group.
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3  讨  论

细胞外基质 (ECM) 为肾组织结构框架的重要
组成成分，糖尿病肾病时 ECM 的合成增加、降解
减少，大量 ECM 积聚并沉积于肾小球、肾间质内，
导致弥漫性或结节性肾小球硬化，并发展成为不
可逆的肾功能衰竭。因此，抑制 ECM 异常合成，
减少 ECM 过度沉积在肾间质纤维化的治疗中具有
重要意义。

FN 是主要的细胞外基质成分，具有结合纤维
蛋白、纤维蛋白原和胶原的能力。其分泌增加常
出现于肾小管间质纤维化的早期阶段，为其他细
胞外基质成分提供支架结构；因此，其合成增加
是肾小球细胞外基质积聚甚至是肾脏硬化的重要
信号。此外，FN 尚可通过对成纤维细胞的趋化作
用 而 促 进 间 质 纤 维 化 的 进 展。Kreisberg 等 [12] 认
为高糖可以通过 FN 基因启动上游 TPA 反应元件
和 cAMP 反应元件直接刺激 FN 转录。FN 基因表
达的增强发生于 -170 bp 处的 cAMP 反应元件水平。

Ⅳ型胶原是正常生理条件下肾小管基底膜最
丰富的基质蛋白，Ⅳ型胶原是糖尿病肾病时 ECM
增殖的主要成分，主要沉积在肾小球、肾小管基
底膜和鲍曼囊。其合成增加或聚集是导致肾脏组
织纤维化、形成早期肾损害的主要物质基础及早
期肾形态改变的一个重要标志，是 DN 发病机制中
一个重要环节 [13]。糖尿病肾病情况下Ⅳ型胶原的
大量积聚使肾小球基底膜 (GBM) 的结构发生改变，
同时形成更多的孔隙，而使蛋白滤出增多。链脲
酶 素 (STZ) 诱 导 第 3 天 的 糖 尿 病 大 鼠 肾 间 质 细 胞
α1 Ⅳ 型前胶原 mRNA 表达及相应的蛋白产物已明
显高于正常对照组，并与尿蛋白水平呈正比 [14]。
高 糖 能 显 著 增 加 Col-IVα1 链、α3 链 和 α5 链 
mRNA 和蛋白质的表达 [15-16]。

TGF-β1 是最关键的促小管间质纤维化生长因
子，在纤维化过程中起核心作用，TGF-β1 的表达上
调是所有人类和实验动物肾间质纤维化的特征 [16]。
它可以自分泌方式作用于自身，又可以旁分泌方
式作用于间质的成纤维细胞，促其增殖并产生大
量细胞外基质。

引 起 ECM 过 度 沉 积 因 素 诸 多， 过 程 复 杂，
笔者前期研究表明 [6-11]：NCTD 能够减少 ECM 成
分，在多种肾病大鼠模型中 NCTD 均有较好的抑
制肾小管间质纤维化的作用。NCTD 不仅可降低蛋
白超负荷肾病大鼠尿蛋白水平，还能在 UUO 大鼠
模型中抑制上皮细胞转分化的发生。本研究关于
HK-2 细胞的体外实验发现 24 h 高糖刺激后能增加
HK-2 细胞中 FN，Col Ⅳ mRNA 以及蛋白的表达，
NCTD 能减少高糖诱导的肾小管 FN，Col Ⅳ的表达。
高 糖 刺 激 24 h 后 人 肾 小 管 上 皮 细 胞 中 TGF-β1 的
表达增强，而 5 mg/L NCTD 能下调 TGF-β1 mRNA
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和蛋白水平的的表达。这就证实 NCTD 能抑制高
糖 刺 激 肾 小 管 上 皮 细 胞 的 TGF-β1 的 表 达。 由 于
TGF-β1 能增加 ECM 蛋白的合成，包括蛋白多糖，
Col Ⅰ， Ⅲ， Ⅳ 及 FN， 层 粘 连 蛋 白 (LN) 等， 所
以 NCTD 可能是通过下调 TGF-β1 表达从而减少高
糖 刺 激 后 的 HK-2 细 胞 FN，Col Ⅳ 的 表 达。 但 尚
不清楚 NCTD 是通过何种机制发挥上述作用的。
Yoshiyasu 等 [17] 证实 NCTD 能抑制钙调蛋白磷酸
酶 (calcineurin，CaN) 的 活 性， 笔 者 在 糖 尿 病 肾
病大鼠模型中也证实 NCTD 能下调 CaN 的表达。
CaN 是 受 Ca2+/ 钙 调 素 (calmodulin，CaM) 调 控 的
Ser/Thr 蛋白磷酸酶，参与了众多信号通路和生理
活 动。 国 内 外 研 究 [18-20] 表 明 CaN 通 路 在 糖 尿 病
状态下可被活化，然而 CaN 通路在对糖尿病肾病
动物模型以及高糖环境下肾小管上皮细胞损伤中
的研究还很少，NCTD 下调高糖刺激的 HK-2 细胞
FN，Col Ⅳ以及 TGF-β1 的表达是否与调节 CaN 有
关尚待进一步研究。总之，NCTD 作为潜在的抗纤
维化的药物很有研究前景，为我国开发具有自主
知识产权的新型抗肾间质纤维化药物提供了新的
思路和靶点。
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