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  摘 要:目的 基于核转录因子-κB(NF-κB)信号通路的变化探讨低分子量肝素(LMH)对糖尿病肾病足细

胞增殖、凋亡和炎症的影响。方法 体外培养人肾小球足细胞(HGPC),将 HGPC分为对照(Con)组(以含5
 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基培养)、高D-葡萄糖(Glu-H)组(以含30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基培养)、LMH
组(以含30

 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基培养,并分别给予1、5、10、15、20
 

μmol/L的LMH进行干预)、BAY11-
7082组(以含30

 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基培养,并给予1
 

μmol/L的BAY11-7082干预)、LMH+BAY11-
7082组(以含30

 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基培养,并给予最适剂量LMH 联合1
 

μmol/L的BAY11-7082干

预)、LMH+Prostratin组(以含30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基培养,并给予最适剂量LMH联合20
 

μmol/L的

Prostratin干预)。先用细胞计数试剂盒-8(CCK-8)将不同浓度LMH 对高糖诱导的 HGPC细胞活力进行检

测,以筛选出最适的LMH;采用 Hoechst
 

33258染色法检测 HGPC的凋亡情况;采用5-乙炔基-2'-脱氧尿苷

(EDU)法检测HGPC的增殖情况;采用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测 HGPC裂解液中肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)、白细胞介素(IL)-1β水平;采用蛋白免疫印迹法检测 HGPC中NF-κBp65、磷酸化(p)-NF-κBp65、半

胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶(Caspase-3)、细胞周期蛋白D1(Cyclin
 

D1)的表达量。结果 经1、5、10、15、20
 

μmol/L
 

LMH处理的HGPC细胞活力逐渐升高,选用20
 

μmol/L作为LMH最适剂量。与Con组比较,Glu-
H组细胞凋亡率升高(P<0.05),TNF-α、IL-1β水平及Caspase-3、p-NF-κBp65蛋白相对表达量升高(P<
0.05),细胞增殖率及Cyclin

 

D1蛋白相对表达量则下降(P<0.05);与Glu-H组比较,LMH组和BAY11-7082
组细胞凋亡率降低(P<0.05),TNF-α、IL-1β水平及Caspase-3、p-NF-κBp65蛋白相对表达量下降(P<0.05),
细胞增殖率及Cyclin

 

D1蛋白相对表达量明显升高(P<0.05);与LMH组比较,LMH+BAY11-7082组细胞

凋亡率降低(P<0.05),TNF-α、IL-1β水平及Caspase-3、p-NF-κBp65蛋白相对表达量下降(P<0.05),细胞增

殖率及Cyclin
 

D1蛋白相对表达量明显升高(P<0.05);与LMH
 

组比较,LMH+Prostratin组细胞凋亡率升高

(P<0.05),TNF-α、IL-1β水平及Caspase-3、p-NF-κBp65蛋白相对表达量升高(P<0.05),细胞增殖率及Cy-
clinD1蛋白相对表达量明显降低(P<0.05)。结论 LMH可抑制高糖诱导的糖尿病肾病足细胞凋亡和炎症

反应,并促进细胞增殖,这种作用可能是通过抑制NF-κB信号通路的活化来完成的。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

low
 

molecular
 

heparin
 

(LMH)
 

on
 

podocyte
 

prolifera-
tion,apoptosis

 

and
 

inflammation
 

of
 

podocytes
 

in
 

diabetic
 

nephropathy
 

based
 

on
 

the
 

changes
 

of
 

nuclear
 

factor-
κB

 

(NF-κB)
 

signaling
 

pathway.Methods Human
 

glomerular
 

podocytes
 

(HGPC)
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro,
then

 

HGPC
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

Control
 

(Con)
 

group
 

(culture
 

medium
 

with
 

5
 

mmol/
 

LD-glucose),
high

 

D-glucose
 

(Glu-H)
 

group
 

(culture
 

medium
 

containing
 

30
 

mmol/L
 

D-glucose),LMH
 

group
 

(cultured
 

in
 

medium
 

containing
 

30
 

mmol/L
 

D-glucose,and
 

given
 

1,5,10,15,20
 

μmol/L
 

LMH
 

intervention),BAY11-7082
 

group
 

(cultured
 

in
 

medium
 

containing
 

30
 

mmol/L
 

D-glucose
 

and
 

treated
 

with
 

1
 

μmol/L
 

BAY11-7082),
LMH+BAY11-7082

 

group
 

(cultured
 

in
 

medium
 

containing
 

30
 

mmol/L
 

D-glucose
 

and
 

given
 

the
 

optimal
 

dose
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of
 

LMH
 

combined
 

with
 

1
 

μmol/L
 

BAY11-7082
 

intervention),LMH+Prostratin
 

group
 

(cultured
 

in
 

medium
 

containing
 

30
 

mmol/L
 

D-glucose
 

and
 

given
 

the
 

optimal
 

dose
 

of
 

LMH
 

combined
 

with
 

20
 

μmol/L
 

Prostratin
 

in-
tervention).The

 

viability
 

of
 

HGPC
 

cells
 

induced
 

by
 

high
 

glucose
 

was
 

measured
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

LMH
 

by
 

cell
 

counting
 

kit-8
 

(CCK-8),so
 

as
 

to
 

screen
 

out
 

the
 

most
 

suitable
 

LMH.Hoechst
 

33258
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

of
 

HGPC.The
 

proliferation
 

of
 

HGPC
 

was
 

detected
 

by
 

5-acetylidene-2'-de-
oxyuridine

 

(EDU)
 

method.The
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α
 

and
 

interleukin(IL)-1β
 

in
 

HGPC
 

ly-
sate

 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

NF-
κBp65,phosphorylated

 

(p)-NF-κBp65,Caspase-3
 

and
 

Cyclin
 

D1
 

in
 

HGPC
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Re-
sults The

 

viability
 

of
 

HGPC
 

cells
 

treated
 

with
 

1,5,10,15
 

and
 

20
 

μmol/L
 

LMH
 

increased
 

gradually,and
 

20
 

μmol/L
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

optimal
 

dose
 

of
 

LMH.Compared
 

with
 

Con
 

group,the
 

apoptosis
 

rate
 

increased
 

in
 

Glu-H
 

group
 

(P<0.05),TNF-α
 

and
 

IL-1β
 

level,Caspase-3
 

and
 

p-NF-κBp65
 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

increased
 

in
 

Glu-H
 

group
 

(P<0.05),while
 

the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

and
 

Cyclin
 

D1
 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

Glu-H
 

group,the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

LMH
 

group
 

and
 

BAY11-7082
 

group
 

decreased
 

(P<0.05),levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-1β,Caspase-3
 

and
 

p-NF-κBp65
 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

LMH
 

group
 

and
 

BAY11-7082
 

group
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

and
 

Cyclin
 

D1
 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

increased
 

significantly
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

LMH
 

group,the
 

apop-
tosis

 

rate
 

decreased
 

in
 

LMH+BAY11-7082
 

group
 

(P<0.05),levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-1β,Caspase-3
 

and
 

p-NF-
κBp65

 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

decreased
 

in
 

LMH+BAY11-7082
 

group,while
 

the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

and
 

Cyclin
 

D1
 

protein
 

relative
 

expression
 

levels
 

increased
 

significantly
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

LMH
 

group,the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

the
 

LMH+Prostratin
 

group
 

increased
 

(P<0.05),the
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-1β,the
 

relative
 

expressions
 

of
 

Caspase-3
 

and
 

p-NF-κBp65
 

protein
 

increased
 

(P<0.05),the
 

cell
 

prolifera-
tion

 

rate
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

CyclinD1
 

protein
  

decreased
 

(P<0.05).Conclusion LMH
 

can
 

inhibit
 

the
 

apoptosis
 

and
 

inflammatory
 

response
 

of
 

podocytes
 

in
 

diabetic
 

nephropathy
 

induced
 

by
 

high
 

glucose,and
 

promote
 

the
 

proliferation
 

of
 

podocytes.This
 

effect
 

may
 

be
 

achieved
 

by
 

inhibiting
 

the
 

activation
 

of
 

NF-κB
 

sig-
naling

 

pathway.
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pathway

  糖尿病肾病是糖尿病的主要并发症之一,且发病

率在全世界范围内急剧升高,流行病学研究表明,与
2017年比较,到2045年的糖尿病发病率预计将增加

50%以上[1]。糖尿病发病率的升高使糖尿病肾病上
升为当前重要的公共卫生问题之一,而糖尿病肾病是

终末期肾衰竭的主要原因,给卫生系统带来了沉重的
负担。目前,糖尿病肾病的临床治疗方法包括血压和

血糖控制,以及旨在减少清蛋白尿的疗法[2]。然而,
这些策略只会减缓终末期肾病的进展。

肾单位和足细胞损伤在糖尿病肾病的发病中起
重要作用。一些研究报告显示,各种蛋白尿肾病和肾
小球疾病动物模型中的肾单位和足细胞出现损伤或

缺失[3-4],长期肾单位缺失的小鼠体内发现肾小球基

底膜增厚、内皮下区扩大和足细胞凋亡[5]。因此,肾
单位缺乏被认为是肾小球损伤的病理特征[6]。低分
子量肝素(LMH)能够在一定程度上改善受损的肾小
球滤过屏障,进而对肾损伤及糖尿病肾病有极大的改

善作用[7]。慢性高血糖会激活各种炎症途径诱导氧
化应激,并增加晚期糖基化终末产物,导致肾小管和

足细胞损伤、细胞凋亡、细胞外基质沉积和清蛋白

尿[8-9]。炎症在糖尿病肾病的发病机制中起关键作
用,炎症因子的高表达与糖尿病肾病的进展紧密相

关[10]。核转录因子-κB(NF-κB)能够对与炎症、氧化

应激及免疫相关的一系列转录基因发挥重要的调节

作用,与肾脏疾病发展关系密切。NF-κBp65的蛋白
质复合物与NF-κB抑制蛋白α(IκBα)结合,并以非活

性形式存在于细胞质中,从而阻断NF-κB核易位[11]。
作为细胞内转录因子系统,NF-κB信号通路响应于各
种刺激而被激活。既往研究表明,LMH 可能通过抑

制NF-κB通路来改善妊娠期肝内胆汁淤积症患者病

情,改善患者肝功能[12]。本研究通过高糖刺激人肾小
球足细胞(HGPC)建立糖尿病肾病的体外模型,并基
于NF-κB通路探究LMH对损伤模型细胞增殖、凋亡

及炎症的影响。
1 材料与方法

1.1 细胞株来源 HGPC购自河南省工业微生物菌
种工程技术研究中心。
1.2 仪器与试剂 使用仪器主要包括iD3型酶标仪
(美国 Molecular

 

Devices公司)、BX51型荧光倒置显

微镜(日本Olympus)、IX71型光学倒置显微镜(日本

Olympus)、Gel
 

Doc3000型凝胶成像系统(美国Back-
man公司)等。肝素钠购自上海源叶生物科技有限公
司,纯 度≥99%;D-葡 萄 糖、NF-κB 通 路 抑 制 剂

BAY11-7082购自上海源叶生物科技有限公司,纯
度≥98%;NF-κB通路激活剂 Prostratin购自美国

Sigma公司;胎牛血清(FBS)、DMEM-H 培养基购自
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美国Gibco公司;细胞计数试剂盒-8(CCK-8)购自南

京诺唯赞生物科技股份有限公司;酶联免疫吸附试验
(ELISA)试剂盒购自北京贝博生物科技有限公司;
Hoechst

 

33258染色试剂盒购自江西艾博因生物科技

有限公司;5-乙炔基-2'-脱氧尿苷(EDU)法细胞增殖

检测试剂盒购自艾美捷科技有限公司;鼠抗人肌动蛋

白(β-actin)、细 胞 周 期 蛋 白 D1(Cyclin
 

D1)、NF-
κBp65、磷酸化(p)-NF-κBp65、半胱氨酸天冬氨酸蛋白

水解酶(Caspase-3)一抗、辣根过氧化物酶(HRP)-山
羊抗鼠IgG二抗购自美国CST公司。
1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养方法 HGPC接种于含10%
 

FBS
的DMEM-H完全培养基中,并置于37

 

℃,5%
 

CO2
培养箱中培养,待细胞贴壁(80%~90%)后传代,并
置于37

 

℃、5%CO2、70%~80%湿度培养箱中培养。
实验开始前需要将 HGPC接种于无血清、无糖的

DMEM中,并置于培养箱中同化24
 

h。
1.3.2 细胞分组与给药 将 HGPC分为对照(Con)
组(以含5

 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基培养)、高D-葡
萄糖(Glu-H)组(以含30

 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基

培养[13])、LMH 组(以含30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培

养基培养,并分别给予1、5、10、15、20
 

μmol/L 的

LMH进行干预)、BAY11-7082组(以含30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基培养,并给予1
 

μmol/L的BAY11-
7082干 预[14])、LMH+BAY11-7082 组 (以 含 30

 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基培养,并给予最适剂量

LMH联合1
 

μmol/L的BAY11-7082干预)、LMH+
Prostratin组(以含30

 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基培

养,并给予最适剂量LMH 联合20
 

μmol/L的Pros-
tratin干预[15])。每个实验重复3次并设置3个复孔。
1.3.3 HGPC的细胞活力检测 采用CCK-8试剂

盒检测HGPC的细胞活力。将细胞以6×103 个细

胞/孔的密度接种在96孔板中。在高糖诱导建立模

型的同时,给予不同浓度的LMH 处理24
 

h或48
 

h
来筛选LMH 的最适剂量。实验结束后先在显微镜

下观察细胞的生长状态,之后加入10
 

μL
 

CCK-8孵育

2
 

h后检测光密度(A)值(酶联免疫检测仪,450
 

nm)。
1.3.4 HGPC的细胞凋亡率检测 采用 Hoechst

 

33258染色法检测 HGPC的细胞凋亡率。采用LMH
进行24

 

h处理,用 Hoechst
 

33258染色液(10
 

μL)在避

光条件下染色(10
 

min),进行固定,之后于荧光显微镜

下(×20)进行观察,分析细胞凋亡状况,进行拍照记录。
凋亡细胞数占总细胞数的百分比为细胞凋亡率。
1.3.5 HGPC的细胞增殖率检测 采用EDU试剂

盒检测HGPC的细胞增殖率。将干预24
 

h的各组细

胞进行EDU处理,每组设置3个复孔,按照试剂盒说

明书对待测细胞进行固定、EDU染色,Hoechst
 

33342
(Hoechst)染色装片之后在荧光倒置显微镜下(×20)
随机选取3个不同的视野进行拍照,并对荧光细胞计

数。EDU阳性细胞(红色)占总细胞(蓝色)百分比即

为细胞增殖率。

1.3.6 肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-
1β水平检测 采用ELISA检测 HGPC中 TNF-α、
IL-1β水平。收集干预24

 

h的各组细胞,使其悬浮在
细胞裂解液中,并低温离心(12

 

000
 

r/min)获得上清
液。为了评估各组HGPC的炎症因子分泌水平,按照

ELISA试剂盒说明书操作步骤对 HGPC上清液中的

TNF-α、IL-1β水平进行检测。
1.3.7 蛋白免疫印迹法 采用蛋白免疫印迹法检测

HGPC中 NF-κBp65、p-NF-κBp65、Caspase-3、Cyclin
 

D1蛋白的相对表达量。取干预后细胞重悬并裂解;
以4

 

℃,12
 

000
 

r/min离心10
 

min后取上清液。采用
凝胶电泳(80~120

 

V恒压法)进行蛋白分离,再采用
电泳法(300

 

mA恒流法)进行蛋白转膜。载有蛋白的

PVDF膜在5%脱脂牛奶中进行1
 

h的封闭处理(室
温环境),对一抗进行过夜孵育处理(4

 

℃冰箱),对二
抗进行2

 

h孵育处理(室温环境)。封闭、一抗孵育、二
抗孵育和显影之间分别用Tris洗膜缓冲液进行3~5
次膜洗涤。使用凝胶成像系统对实验结果进行拍照
并记录,采用Image

 

J软件对蛋白电泳图进行灰度值
计算。磷酸化蛋白的相对表达量以磷酸化蛋白与未
磷酸化蛋白的比值表示,即p-NF-κBp65相对表达
量=NF-κBp65/p-NF-κBp65。
1.4 统计学处理 采用SPSS

 

26.0统计软件进行数
据处理及统计分析。符合正态分布的计量资料以

x±s表示,多组间比较采用方差分析,多组间中的两
两比较采用SNK-q检验。以P<0.05为差异有统计
学意义。使用GraphPad

 

Prism
 

8软件进行作图,Im-
age

 

J软件计算灰度值。
2 结  果

2.1 不同浓度的LMH对高糖诱导的糖尿病肾病模
型HGPC活力的影响 与Con组比较,Glu-H 组处
理24

 

h或48
 

h后细胞活力下降,差异有统计学意义
(P<0.05);与 Glu-H 组 比 较,在1、5、10、15、20

 

μmol/L
 

LMH组处理24
 

h或48
 

h后,HGPC细胞活
力均升高,且随LMH 水平升高而升高,呈剂量依赖
性,因此后续实验选用20

 

μmol/L作为LMH的最适
剂量。见表1。

表1  各组 HGPC活力比较(x±s)

组别 n 24
 

h 48
 

h

Con组 3 0.55±0.05 0.83±0.05

Glu-H组 3 0.33±0.04a 0.41±0.01a

LMH组

 1
 

μmol/L 3 0.44±0.03b 0.55±0.04b

 5
 

μmol/L 3 0.50±0.04b 0.67±0.01b

 10
 

μmol/L 3 0.50±0.06b 0.68±0.04b

 15
 

μmol/L 3 0.53±0.04b 0.73±0.03b

 20
 

μmol/L 3 0.58±0.04b 0.77±0.06b

F 10.522 77.436

P <0.001 <0.001

  注:与Con组比较,aP<0.05;与Glu-H组比较,bP<0.05。
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2.2 LMH 单独用药及与 BAY11-7082、Prostratin
联合用药对高糖诱导的HGPC凋亡的影响 Con组、
Glu-H组、LMH组、BAY11-7082组、LMH+BAY11-
7082组、LMH+Prostratin组的细胞凋亡率分别为
(8.55±0.76)%、(39.49±1.90)%、(21.38±
2.09)%、(23.99±2.39)%、(10.36±2.52)%、
(31.52±1.30)%。与Con组比较,Glu-H 组细胞凋

亡率明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);与
Glu-H组比较,LMH 组和BAY11-7082组细胞凋亡

率明显下降,差异有统计学意义(P<0.05);与LMH
组比较,LMH+BAY11-7082组细胞凋亡率下降,
LMH+Prostratin组则升高,差异有统计学意义(P<
0.05)。见图1。

2.3 LMH 单独用药及与 BAY11-7082、Prostratin
联合用药对高糖诱导的 HGPC增殖能力的影响 
Con组、Glu-H组、LMH组、BAY11-7082组、LMH+
BAY11-7082组、LMH+Prostratin组的细胞增殖率

分别 为 (32.79±2.79)%、(13.35±0.74)%、
(29.29±1.42)%、(32.32±1.02)%、(35.06±
2.62)%、(23.18±2.72)%。与Con组比较,Glu-H
组细胞增殖率明显下降,差异有统计学意义(P<
0.05);与Glu-H组比较,LMH组和BAY11-7082组

细胞增殖率明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);
与LMH组比较,LMH+BAY11-7082组细胞增殖率

明显升高,LMH+Prostratin组则明显下降,差异有

统计学意义(P<0.05)。见图2。

图1  LMH和BAY11-7082、Prostratin对高糖诱导的 HGPC凋亡的影响(×20)
 

  注:Merge为 Hoechst染色和EDU染色叠加组合图。
图2  LMH和BAY11-7082、Prostratin对高糖诱导的 HGPC增殖能力的影响(×20)
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2.4 LMH 单独用药及与 BAY11-7082、Prostratin
联合用药对高糖诱导的 HGPC上清液中TNF-α、IL-
1β水平的影响 LMH 单独用药及与BAY11-7082、
Prostratin联合用药处理细胞24

 

h后,与Con组比

较,Glu-H组细胞TNF-α、IL-1β水平升高,差异有统

计学意义(P<0.05);与 Glu-H 组比较,LMH 组和

BAY11-7082组TNF-α、IL-1β水平下降,差异有统计

学意义(P<0.05);与LMH组比较,LMH+BAY11-
7082组 TNF-α、IL-1β水平下降,LMH+Prostratin
组则升高,差异有统计学意义(P<0.05)。见表2。

表2  各组 HGPC上清液中TNF-α、IL-1β水平

   比较(x±s,pg/mL)

组别 n TNF-α IL-1β

Con组 3 3.61±0.10 4.36±0.21

Glu-H组 3 12.12±0.27a 16.06±0.56a

LMH组 3 9.45±0.05b 10.52±0.21b

BAY11-7082组 3 8.15±0.20b 8.28±0.21b

LMH+BAY11-7082组 3 6.40±0.20c 7.51±0.28c

LMH+Prostratin组 3 11.30±0.45c 12.69±0.28c

F 492.114 508.564

P <0.001 <0.001

  注:与Con组比较,aP<0.05;与 Glu-H 组比较,bP<0.05;与

LMH组比较,cP<0.05。

2.5 LMH和BAY11-7082、Prostratin对高糖诱导的

HGPC中 NF-κBp65与p-NF-κBp65表达量的影响 
Con组、Glu-H 组、LMH 组、BAY11-7082组、LMH+
BAY11-7082组、LMH+Prostratin组的p-NF-κBp65相

对表达量分别为0.46±0.03、0.84±0.03、0.66±0.04、
0.52±0.02、0.20±0.01、0.85±0.03。与Con组比

较,Glu-H组细胞中p-NF-κBp65相对表达量明显上

升,差异有统计学意义(P<0.05);与Glu-H组比较,
LMH组和BAY11-7082组p-NF-κBp65相对表达量

下降,差异有统计学意义(P<0.05);与LMH 组比

较,LMH+BAY11-7082组p-NF-κBp65相对表达量

下降,LMH+Prostratin组则升高,差异均有统计学

意义(P<0.05)。见图3。

图3  LMH和BAY11-7082、Prostratin对高糖诱导的

HGPC中NF-κBp65和p-NF-κBp65表达的影响

2.6 LMH 和BAY11-7082、Prostratin对高糖诱导

的HGPC中Caspase-3、Cyclin
 

D1蛋白表达的影响 

与Con组比较,Glu-H组Caspase-3蛋白相对表达量

升高,Cyclin
 

D1蛋白相对表达量则下降,差异均有统

计学意义(P<0.05);与 Glu-H 组比较,LMH 组和

BAY11-7082组 Caspase-3蛋白相对表达量明显下

降,Cyclin
 

D1蛋白相对表达量明显升高,差异均有统

计学意 义(P<0.05);与 LMH 组 比 较,LMH
 

+
 

BAY11-7082组 Caspase-3蛋白相对表达量明显下

降,Cyclin
 

D1蛋白相对表达量明显升高,Cyclin
 

D1蛋

白相对表达量下降,差异均有统计学意义(P<0.05);
而与LMH 组比较,LMH+Prostratin组 Caspase-3
蛋白相对表达量升高,Cyclin

 

D1蛋白相对表达量下

降,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图4和表3。
 

图4  LMH和BAY11-7082、Prostratin对高糖诱导的

HGPC中Caspase-3、Cyclin
 

D1蛋白表达的影响

表3  各组 HGPC细胞中Caspase-3、Cyclin
 

D1蛋白相对

   表达量比较(x±s)

组别 n Caspase-3蛋白 Cyclin
 

D1蛋白

Con组 3 0.55±0.02 1.05±0.02

Glu-H组 3 0.84±0.01a 0.54±0.01a

LMH组 3 0.40±0.01b 0.91±0.01b

BAY11-7082组 3 0.39±0.01b 0.92±0.01b

LMH+BAY11-7082组 3 0.16±0.01c 1.19±0.01c

LMH+Prostratin组 3 0.78±0.04c 0.50±0.01c

F 497.700 1
 

530.733

P <0.001 <0.001

  注:与Con组比较,aP<0.05;与 Glu-H 组比较,bP<0.05;与

LMH组比较,cP<0.05。

3 讨  论

  LMH由普通肝素钠制备,具有使用方便、半衰期

长、不易引起出血、较少引起骨质疏松等特点,对基质

增生及系膜细胞增殖均有抑制作用,并且还能够抑制

肾病的进展。围绕肾小球毛细血管的足细胞是构成

肾小球血液过滤屏障的主要组成部分之一,肝素、肝
素样氨基葡聚糖能够使异常升高的清蛋白排泄率降

低,在一定程度上LMH能够对肾小球滤过屏障功能

的改善起积极作用。本研究结果显示,LMH 对高糖

诱导的 HGPC增殖、凋亡均有逆转作用,且BAY11-
7082加强了LMH的作用,提示了LMH对HGPC具

有保护作用。足细胞损伤和功能障碍是蛋白尿和肾
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小球硬化发病机制的主要原因[16]。因此,解码参与足

细胞功能障碍的复杂分子和信号机制是开发糖尿病

肾病治疗方法的重要途径。本研究分析了高糖诱导

的HGPC损伤中NF-κB信号通路在糖尿病肾病中的

参与程 度,结 果 显 示 高 糖 诱 导 的 HGPC 中 p-NF-
κBp65相对表达量升高,给予 LMH 可以抑制 NF-
κBp65的 磷 酸 化,这 与 NF-κB 信 号 通 路 抑 制 剂

BAY11-7082作用效果一致,与NF-κB信号通路激活

剂 Prostratin作 用 效 果 相 反,且 既 往 研 究 也 指 出

LMH能够通过抑制NF-κB通路改善肾功能[12],提示

NF-κB信号通路活化很可能是 HGPC高糖损伤的一

种机制。
既往研究结果显示,在糖尿病肾病的发病机制中

免疫反应、炎症反应均起着重要作用[17],多项报道说

明了TNF-α、IL-1β在糖尿病肾病发展中的作用[18-19],
也表明了糖尿病肾病发生的风险与炎症生物标志物

有关。循环系统与肾组织持续性炎症是在糖尿病肾

病发生中较为重要的病理生理学基础,其合成与分泌

的一类促炎性细胞因子和纤维化细胞因子均可对肾

脏结构造成直接损伤,除了合成一些促炎性细胞因子

外,化学引诱细胞因子和黏附分子在糖尿病患者肾细

胞中也呈现表达上调,这些分子能够吸引循环白细

胞,并且促进白细胞在肾组织中的转移,属于肾损伤

的关键介质。此类浸润的细胞也属于细胞因子与一

些其他介质的来源,这些介质对肾损伤的进展有促进

作用,能够加强并延续已经发生的炎症反应。本研究

结果显示,LMH可以通过抑制炎症因子TNF-α、IL-
1β水平的异常升高来抑制高糖诱导的糖尿病肾病模

型HGPC的炎症反应,然而与炎症相关的 NF-κB水

平未受高糖和LMH的影响。
Cyclin

 

D1是G1 期细胞增殖的关键蛋白[20]。具

有天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶的Caspase-3激活

后可能参与细胞凋亡[21]。本研究结果发现,糖尿病肾

病模型HGPC(Glu-H组)中Caspase-3蛋白相对表达

量升高,Cyclin
 

D1蛋白相对表达量降低,而LMH可

以抑制Caspase-3蛋白的表达,促进Cyclin
 

D1蛋白表

达,并且Cyclin
 

D1、Caspase-3蛋白表达分别与细胞增

殖率、凋亡率变化趋势一致,提示LMH 可能是通过

下调Caspase-3蛋白表达及上调Cyclin
 

D1蛋白表达

来抑制糖尿病肾病相关的HGPC凋亡,并促进细胞增

殖。且本研究结果显示Caspase-3蛋白及Cyclin
 

D1
蛋白表达也同样受NF-κB通路抑制剂BAY11-7082和

激活剂Prostratin的影响,提示LMH下调Caspase-3蛋

白表达、上调Cyclin
 

D1蛋白表达受NF-κB通路调控的

影响。陈亚琼等[22]的研究也指出Caspase-3、Cyclin
 

D1
蛋白表达与NF-κB通路关系密切。

综上所述,本研究阐述了 LMH 对高糖诱导的

HGPC中NF-κB信号通路活化、炎症因子释放、凋亡

的抑制作用和对细胞增殖的促进作用,说明LMH可

缓解糖尿病肾病 HGPC炎症损伤和凋亡。这为阐明

糖尿病肾病的发病机制及LMH 的临床应用提供了

一定的理论依据。
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