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糖尿病肾病是终末期肾病患者的首要病因，而足细

胞损伤是糖尿病肾病发生、发展的关键环节[1]。既往研究
显示，糖尿病患者早期就可出现足细胞黏附功能下降，

足细胞脱落，导致肾小球基底膜裸露，加速糖尿病肾病

进展[2]。粘着斑激酶（FAK）在细胞黏附和迁移中发挥重
要作用，若缺乏 FAK，细胞迁移能力会出现显著降低，
且 FAK磷酸化可改变细胞的黏附能力[3]。有不少研究显
示，传统中药黄芪的重要活性成分黄芪甲苷（AS-IV）对
足细胞具有保护作用[4-6]，但作用机制尚未完全阐明。基
于此，本研究旨在观察 AS-IV对高糖环境下足细胞黏
附能力的影响，并探讨其作用机制，现报道如下。

何东元 郑志贵 陈宜方 陈建国

【摘要】 目的 观察黄芪甲苷（AS-IV）对高糖环境下足细胞黏附能力的影响，并探讨其作用机制。方法 将条件永生化小鼠

足细胞分为正常对照组、高糖组、高糖 +低剂量 AS-IV组、高糖 +高剂量 AS-IV组，采用细胞黏附荧光定量试剂盒检测足细胞黏附能

力，白蛋白流量率检测法测定足细胞单层屏障功能，Western blot法检测粘着斑激酶（FAK）与磷酸化 FAK（p-FAK）表达。观察并比较

4组足细胞黏附能力、单层屏障功能、FAK与 p-FAK表达情况。结果 4组足细胞黏附能力、单层屏障功能比较差异均有统计学意义

（均 P＜0.05），高糖环境会降低足细胞的黏附能力、单层屏障功能，而 AS-IV可明显增强高糖环境下足细胞的黏附能力、单层屏障功

能，且对黏附能力的影响具有时间和剂量依赖性。4组足细胞 FAK表达情况比较无统计学差异（均 P＞0.05），而 p-FAK表达情况比

较有统计学差异（均 P＜0.05）；高糖环境对足细胞 FAK表达无明显影响，但会明显增加 FAK磷酸化；AS-IV可明显抑制高糖环境下足

细胞 FAK蛋白磷酸化，且该作用具有时间和剂量依赖性。结论 AS-IV或通过抑制 FAK磷酸化改善高糖环境下足细胞的黏附能力。

【关键词】 黄芪甲苷 足细胞 糖尿病肾病 粘着斑激酶 磷酸化

Astragaloside IV improves podocyte adhesion by inhibition of FAK phosphorylation HE Dongyuan, ZHENG Zhigui, CHEN Yifang,
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【 Abstract】 Objective To investigate the effect of astragaloside IV (AS-IV) on podocyte adhesion function under high

glucose circumstances and explore its mechanisms. Methods Conditionally immortalized mouse podocytes were divided into

normal control group, high glucose group, high glucose with low dose AS-IV group and high glucose with high dose AS-IV group.

Podocyte adhesion was measured by fluorescence. The filtration barrier function of podocyte monolayer was measured by albumin

influx. The expression of focal adhesion kinase (FAK) and phosphorylated FAK (p-FAK) were measured by Western blot. The results

of 4 groups were compared. Results The adhesion ability and monolayer barrier function of podocytes among 4 groups were

significantly different (all P＜0.05). Compared with normal control group podocyte adhesion with basement membrane complex and

monolayer filtration barrier function reduced significantly under high glucose circumstances and were improved by AS-IV. AS-IV

attenuated podocyte adhesion reduction induced by high glucose in a time and dose dependent manner. The protein expression of

FAK had no significant difference among 4 groups (all P＞0.05), but there were significant differences in p-FAK expression among

4 groups(all P＜0.05). The p-FAK expression in podocytes was increased significantly under high glucose circumstances, and was

inhibited by AS-IV time- and dose-dependently. Conclusion The study indicates that AS-IV may improve podocyte adhe-

sion function in diabetic nephropathy, which may be associated with the inhibition of FAK phosphorylation.
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1 材料和方法

1.1 材料 条件永生化小鼠足细胞（浙江医院实验室）；

AS-IV单体（TLC纯度 98%）、D-葡萄糖和 酌-IFN（美国
Sigma公司）；FBS、青霉素、链霉素和 RPMI 1640培养液
（美国 Gibco公司）；抗 FAK抗体、抗磷酸化 FAK（p-FAK）
抗体、抗 GAPDH抗体、辣根过氧化物酶标记的二抗和
ECL化学发光剂（美国 Santa Cruz公司）；RAPA蛋白裂
解缓冲液（中国上海联硕生物科技有限公司）；BCA试剂
盒（美国 Pierce公司）；Transwell-Col PTFE过滤器（3滋m
孔，美国 Corning公司）；细胞黏附荧光定量试剂盒（美
国 Calbiochem公司）；Bio-Rad 2000 凝胶成像系统（美国
Bio-Rad公司）；FlexStation 3荧光读板仪（美国 Molecu原
lar Devices公司）。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和分组 条件永生化小鼠足细胞生长

在 RPMI 1640培养液（含 10% FBS、100U/ml 青霉素和
100mg/L链霉素）中。在 33益、10U/ml 酌-IFN条件下传
代，在 37益、无 酌-IFN条件下诱导分化。分化后的足细
胞用 1% FBS培养液培养 24h同步化后分为以下 4组。
正常对照组（Con 组）：D-葡萄糖 5mmol/L；高糖组（HG
组）：D-葡萄糖 30mmol/L；高糖+低剂量 AS-IV组（HG+
LD组）：D-葡萄糖 30mmol/L + AS-IV 50mg/L；高糖+高
剂量 AS-IV组（HG+HD组）：D-葡萄糖 30mmol/L+ AS-
IV 100mg/L。
1.2.2 足细胞黏附能力测定 使用细胞黏附荧光定量

试剂盒检测足细胞黏附能力。分化的足细胞种植在分别

铺有基底膜复合物（BMC）、小牛血清白蛋白（阴性对照）
和多聚赖氨酸（阳性对照）的 96孔培养板中，按上述分
组进行干预。各组于干预 3、6、12和 24h后分别随机选
取 24孔弃去培养液，每孔 200滋l PBS冲洗 2次除去未

黏附的细胞，每孔加入 100滋l 荧光 Calcein-A M 工作
液，37益、5% CO2细胞培养箱中孵育 1h，荧光读板仪
（FlexStation 384）上检测每孔相对荧光强度（RFU），激
发波长 485 nm、发射波长 520 nm。RFU值越大，说明黏
附的细胞数量越多，细胞黏附能力越强。

1.2.3 白蛋白流量率检测法测定足细胞单层屏障功能

（单层渗漏白蛋白浓度） 5伊105个分化的足细胞接种于
玉型胶原包被 Transwell上室（3滋m孔），不同条件下培
养 48h。丢弃培养液，用含 1mmol/L CaCl2和 1mmol/L
MgCl2的 PBS洗 2次。然后，上室填充 0.15ml的 RPMI
1640，底腔填充 1ml含 40mg/ml小牛血清白蛋白的 RP原
MI 1640培养液 37益孵育 6h。BCA试剂盒检测上室培
养液白蛋白浓度。

1.2.4 Western blot法检测 FAK与 p-FAK表达 各组

细胞干预 24、48h后，蛋白裂解液裂解各组细胞，10%
SDS-PAGE凝胶电泳分离，2%小牛血清白蛋白的 TBST
室温封闭 60min，加入抗 FAK、抗 p-FAK 和抗 GAPDH
抗体 4益孵育 24h，加入辣根过氧化物酶标记的二抗室
温孵育 60min，ECL 发光剂在 X线片上曝光显影。Bio-
Rad 2000 凝胶成像系统扫描光密度。实验重复 3次，得
出目的蛋白与 GAPDH光密度比值作为目的蛋白表达
水平。

1.3 观察指标 观察并比较（1）4组足细胞黏附能力；
（2）4 组足细胞单层屏障功能；（3）4 组足细胞 FAK 与
p-FAK表达情况。
1.4 统计学处理 应用 SigmaStat 12.0 统计软件；计量
资料以 表示，多组比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用 LSD-t检验；P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 4组足细胞黏附能力比较 见图 1。

注：a：干预 12h；b：干预 3、6、12、24h（实验只观察了 Con组、HG组、HG+HD组）；与 Con组比较，*P＜0.05；与 HG组比较，△P＜0.05

图 1 4组足细胞黏附能力比较
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由图 1可见，干预 12h后，4组足细胞黏附能力比
较差异有统计学意义（P＜0.05），干预 3、6、12、24h 后，
Con、HG、HG+HD组足细胞黏附能力比较差异亦均有统
计学意义（均 P＜0.05）。即高糖环境会降低足细胞的黏
附能力，而 AS-IV可明显增强高糖环境下足细胞的黏
附能力，且该作用具有时间和剂量依赖性。

2.2 4组足细胞单层屏障功能比较 见图 2。
由图 2可见，4组足细胞单层屏障功能比较差异有

统计学意义（P＜0.05）。即高糖环境会降低足细胞单层
屏障功能，而 AS-IV可剂量依赖性地增强高糖环境下
足细胞单层屏障功能。

2.3 4组足细胞 FAK与 p-FAK表达情况比较 见图 3。
注：与 Con组比较，*P＜0.05；与 HG组比较，△P＜0.05

图 2 4组足细胞单层屏障功能比较

注：a：干预 24h，FAK与 p-FAK表达电泳图；b：干预 48h，FAK与 p-FAK表达电泳图；c、d：干预 24h，FAK与 p-FAK的半定量分析；e、

f：干预 48h，FAK与 p-FAK的半定量分析；与 Con组比较，*P＜0.05；与 HG组比较，△P＜0.05

图 3 4组足细胞 FAK与 p-FAK表达情况比较

由图 3可见，干预 24、48h后，4组足细胞 FAK表
达情况比较均无统计学差异（均 P＞0.05），p-FAK表达

情况比较均有统计学差异（均 P＜0.05）。即高糖环境对
足细胞 FAK表达无明显影响，但会明显增加 FAK磷酸
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化；AS-IV可明显抑制高糖环境下足细胞 FAK蛋白磷
酸化，且该作用具有时间和剂量依赖性。

3 讨论

祖国传统医学认为黄芪具有补气升阳、益卫固表、

利水消肿等功效。黄芪用于治疗糖尿病和肾脏疾病已有

上千年的历史[4]。AS-IV是黄芪主要活性成分，具有调节
免疫、抗炎症因子、抗间质纤维化、抗凋亡和抗氧化应激

等多方面药理作用。AS-IV被 2005版《中国药典》纳作
评估黄芪药材质量的指标。既往研究显示，AS-IV可通
过抑制 PERK-ATF4-CHOP信号通路抑制高糖环境下
足细胞凋亡[5]，抑制 NF-资B改善糖尿病大鼠足细胞足突
融合，降低蛋白尿[6]，但 AS-IV对足细胞的保护作用机
制尚未完全阐明。足细胞是肾小球滤过屏障的重要组成

部分，足细胞数量减少和/或功能障碍与蛋白尿的发生、
发展密切相关[7]。高糖环境下足细胞黏附能力减弱是足
细胞从肾小球基底膜脱落的重要原因，也是早期糖尿病

肾病进展的重要原因[1]。足细胞是终末分化细胞，几乎没
有增殖能力[7]。足细胞脱落或坏死将导致足细胞数量不
可逆性减少，基底膜裸露，肾小球壁层上皮细胞和裸露

的基底膜粘连，最终导致肾小球硬化和肾脏功能衰竭[8]。
研究显示，1型糖尿病和 2型糖尿病早期均有足细胞脱
落和数量减少现象[9]。减少足细胞脱落可能成为未来糖
尿病肾病治疗的靶点。本研究采用细胞黏附荧光定量试

剂盒检测足细胞和 BMC之间的黏附能力，采用白蛋白
流量率检测法检测足细胞单层屏障功能。结果显示，高

糖环境下足细胞与 BMC之间的黏附能力明显下降，足
细胞单层屏障功能明显下降，而 AS-IV干预可增强高
糖环境下足细胞黏附能力，增强足细胞单层屏障功能，

其作用具有时间和剂量依赖性。

FAK是一种非受体络氨酸激酶，在细胞黏附中起
重要作用。目前认为 FAK和 茁整合素直接相连，是整合
素信号传导的中枢介质，也是其他细胞表面受体信号传

递的重要组成部分[10]。FAK磷酸化是整合素、生长因子
和细胞外基质蛋白启动的信号通路中的早期事件，FAK
调节细胞迁移在许多类型细胞中已被证实。表皮伤口愈

合过程中迁移的角质形成细胞 FAK表达或激活增加，
在体外培养的内皮细胞迁移过程中也观察到相同现

象 [11-12]。FAK 在肾脏发育和细胞分化中起重要作用。
FAK基因敲除的小鼠出现严重的中胚层缺陷，在胚胎早
期死亡[13]。FAK沉默的成纤维细胞迁移能力严重缺陷[14]。
抑制 FAK磷酸化可导致成纤维细胞和内皮细胞迁移能
力下降，过度表达 FAK可导致多种细胞迁移能力增加[15]。

既往研究显示，足细胞表达 FAK，足细胞损伤后 FAK磷
酸化增加。FAK磷酸化后可以激活多个下游信号通路，
其中 FAK/p38 MAPK 通路是重要的一条。p38 MAPK
属于丝氨酸/苏氨酸激酶家族，在炎症、氧化应激、衰
老、自噬以及细胞凋亡中均有重要作用 [16]。FAK/p38
MAPK通路参与阿霉素 [17]和转化生长因子 茁1 诱导的
足细胞损伤[18]。足细胞特异性敲除 FAK基因或药物抑
制 FAK/p38 MAPK信号通路可缓解蛋白尿和足细胞足
突融合[17，19]。本研究结果与既往研究结果相符，高糖环
境对足细胞 FAK表达无明显影响，但会明显增加 FAK
磷酸化；AS-IV可明显抑制高糖环境下足细胞 FAK蛋
白磷酸化，且该作用具有时间和剂量依赖性。

综上所述，AS-IV可能通过抑制 FAK磷酸化改善
高糖环境下足细胞的黏附能力。本研究结果或将为糖尿

病肾病的早期治疗提供理论参考。
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作用而致病。

7 DM治疗进展

目前无特殊有效方法，重点是改善肌无力和肌强直

症状，监测和防治并发症。肌无力的治疗：早期研究认为

脱氢异雄酮（DHEA）可以改善肌强直和肌无力，但 2005
年在法国进行的多中心随机双盲研究中，75例 DM1型
成人患者口服 DHEA 100mg/d，主要终点为徒手肌力试
验评分从基线至 12周的相对改变，但没有证据证明有
效。早期研究表明胰岛素样生长因子可以改善胰岛素不

敏感性和 DM肌原细胞功能，但实验不能重复。肌酸的应
用：磷酸肌酸对肌纤维三磷酸腺苷储备有潜在缓冲作用。

运动训练：阻力训练和有氧训练可能会增加肌肉的力量、

改善心肺功能、预防肌萎缩，研究表明适当强度训练对

DM患者无害。肌强直的治疗：钠离子通道阻滞剂如慢心
律、苯妥英钠等；三环类抗抑郁药；苯二氮卓类；钙离子拮

抗剂；激素、丙咪嗪、牛磺酸等。心律失常治疗：30%的
DM患者死于快速性心律失常和传导阻滞，需用电生理
检查评估心律失常的危险性，必要时植入埋藏式除颤器

或起搏器。呼吸道疾病：白天睡眠过多及呼吸睡眠暂停

需进行肺活量测定以预测患者是否发展为神经肌肉呼吸

衰竭，必要时适量使用兴奋剂。

8 基因治疗策略

理论上基因治疗可通过以下途经：DNA水平：防止
（C/CTG）n重复序列扩增，减少异常基因转录；RNA水
平：切断（C/CTG）n折叠成 RNA发卡二级结构，有效抑
制 RNA聚集灶与 MBNL1蛋白异常结合；蛋白水平：增
加游离 MBNL1蛋白表达水平，抑制 PKC通路过度磷酸
化激活，降低 CUGBP1表达水平。
9 小结

DM具有丰富的临床和遗传异质性，给临床分型诊
断带来一定难度，肌强直伴肌营养不良是 DM特征性
的临床表现，电生理检查可见肌强直与肌源性损害并

存，基因分析成为诊断、分型诊断 DM 的金标准，基因
治疗是治疗 DM的最大希望，目前针对中国人 DM流
行病学、临床表型、基因变异特点的临床总结较少，并

缺乏产前诊断平台，建立 DM分子生物学研究、诊断平
台是今后的任务。

（收稿日期：2019-02-22）
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