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缬沙坦对高糖诱导大鼠肾小球系膜细胞活性
损伤的干预作用

蔡承敏∗ꎬ何玉茂ꎬ余亚东

(九江市中医医院ꎬ 江西 九江　 ３３２０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨缬沙坦对高糖诱导的大鼠肾细胞增殖和凋亡的影响与机制ꎮ 方法　 利用高糖诱导大鼠

肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 损伤ꎬ并给予不同浓度的缬沙坦ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测增殖凋亡相关蛋白细胞周期蛋白 Ｄ１
(ＣｙｃｌｉｎＤ１)、活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 ３(Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３)、Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)、Ｂ 细胞淋巴

瘤 /白血病－２(Ｂｃｌ￣２)和 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路蛋白 ｊａｇｇｅｄ１、ＮＯＴＣＨ１ 的表达ꎬ噻唑蓝(ＭＴＴ)比色法测定细胞增殖活力ꎬ
流式细胞仪评估细胞周期与凋亡ꎮ 采用 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂 Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 融合蛋白和缬沙坦处理高糖诱导的

ＨＢＺＹ￣１ꎬ观察其对细胞的增殖、周期和凋亡的影响ꎮ 结果　 高糖诱导的 ＨＢＺＹ￣１ 中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达水平、
２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的细胞增殖活力、Ｓ 期细胞比例显著降低ꎬＧ０~ Ｇ１ 期细胞比例、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ、ｊａｇｇｅｄ１ 和

ＮＯＴＣＨ１ 蛋白表达水平、细胞凋亡率明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ０􀆰 ０１、０􀆰 １、１ μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦显著提高 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ￣２ 蛋

白表达水平、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 的细胞增殖活力和 Ｓ 期细胞比例ꎬ明显降低 Ｇ０~ Ｇ１ 期细胞比例、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、
Ｂａｘ、ｊａｇｇｅｄ１、ＮＯＴＣＨ１ 蛋白表达水平与细胞凋亡率ꎬ且均呈浓度依赖性(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂

Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 融合蛋白部分逆转缬沙坦对高糖处理的 ＨＢＺＹ￣１ 增殖、周期和凋亡的影响ꎮ 结论　 缬沙坦通过抑制

ＮＯＴＣＨ１ 信号通路ꎬ促进高糖处理的大鼠肾小球系膜细胞增殖与周期ꎬ并减轻细胞凋亡ꎮ
【关键词】 　 缬沙坦ꎻＮＯＴＣＨ１ 信号通路ꎻ高糖ꎻ大鼠肾小球系膜细胞ꎻ增殖ꎻ凋亡
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ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣｙｃｌｉｎＤ１ꎬ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｃｅｌｌ
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ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ Ｇ０￣Ｇ１￣ｐｈａｓｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏꎬ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ Ｂａｘꎬ ｊａｇｇｅｄ１ ａｎｄ ＮＯＴＣＨ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｇｒｅａｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ <０􀆰 ０５). ０􀆰 ０１ꎬ ０􀆰 １ꎬ １ μｍｏｌ / Ｌ ｖａｌｓａｒｔａｎ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｖａｌｓａｒｔａｎꎻ ＮＯＴＣＨ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｒａｔ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 糖尿病肾病是糖尿病最严重的微血管并发症

之一ꎮ 它已经成为终末期肾病发展的主要危险因

素[１] ꎮ 但是ꎬ糖尿病肾病的发病机理尚未完全确

定ꎬ并且尚无用于预防和治疗糖尿病肾病发生的

药物ꎬ这已成为世界范围内公共卫生的负担ꎮ 最

近ꎬ肾小球系膜细胞功能障碍已被证明在糖尿病

肾病的发病机制中起着至关重要的作用[２] ꎮ 缬沙

坦(ｖａｌｓａｒｔａｎꎬ Ｖａｌ)是血管紧张素 ＩＩ 受体拮抗剂抗

高血压类药物ꎬ对糖尿病大鼠足细胞损伤具有显

著的保护作用[３] ꎬ通过上调骨形态发生蛋白 － ７
(ＢＭＰ￣７)的表达发挥保护糖尿病肾病的功能[４] ꎮ
在糖尿病小鼠肾小球组织中ꎬ缬沙坦影响 ＮＯＴＣＨ１
信号通路表达[５] ꎮ 尽管缬沙坦的临床使用有所增

加ꎬ但其对糖尿病肾病治疗作用的潜在机制仍不

清楚ꎬ需要进一步研究ꎮ 作为高度保守的信号调

节剂ꎬＮＯＴＣＨ 信号通路在诸如细胞增殖ꎬ分化ꎬ凋
亡和 成 熟 等 生 理 过 程 中 起 着 重 要 作 用[６] ꎮ
ＮＯＴＣＨ１ 蛋白是 ＮＯＴＣＨ１ 蛋白家族中具有代表性

的受体ꎬ其下游细胞内结构域被认为是治疗各种

肾疾病的关键靶标[７] ꎮ 根据上述研究结果ꎬ推测

缬沙坦对糖尿病肾病治疗作用与 ＮＯＴＣＨ１ 信号传

导途径有关ꎮ 因此ꎬ当前的研究建立了高葡萄糖

(ＨＧ)诱导的大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 损伤模

型ꎬ模拟糖尿病肾病来对细胞增殖、周期和凋亡进

行评估ꎬ采用不同浓度缬沙坦干预细胞ꎬ并结合

ＮＯＴＣＨ１ 信号通路ꎬ以确定缬沙坦对糖尿病肾病

治疗作用的潜在机制ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验细胞

大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 购自美国模式培

养物保存中心(ＡＴＣＣ)ꎮ

１􀆰 ２　 主要试剂

缬沙坦购自北京诺华制药公司ꎬ Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ ( ＤＭＥＭ 培养基) 购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂 Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ
融合蛋白购自于美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍ 公司ꎻ磷酸盐缓冲

液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)购自上海君瑞生

物公司ꎻ噻唑蓝(ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬＭＴＴ)购
自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ二喹啉甲酸(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＢＣＡ)蛋白质分析试剂盒、细胞周期检测试剂盒、
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ /碘化丙啶(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ)细

胞凋亡试剂盒购自南京凯基生物公司ꎻ兔抗细胞周

期蛋白 Ｄ１(ＣｙｃｌｉｎＤ１)抗体、兔抗活化的天冬氨酸特

异性半胱氨酸蛋白酶 ３(Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３)抗体、兔
抗 Ｂｃｌ￣２ 相关 Ｘ 蛋白 ( Ｂｃｌ￣２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
Ｂａｘ)抗体、兔抗 Ｂ 细胞淋巴瘤 /白血病 － ２( Ｂ ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ / ｌｅｗｋｍｉａ－ ２ꎬＢｃｌ￣２)抗体、兔抗 ｊａｇｇｅｄ１ 抗

体、兔抗 ＮＯＴＣＨ１ 抗体、辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标

记的Ⅱ抗购自上海艾博抗公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 在含 １０％胎牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养基中培养ꎬ并置于饱和湿润、３７℃、
５％ ＣＯ２ 的培养箱中生长ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞分组与处理

将 ＨＢＺＹ￣１ 分为 ＮＣ 组(即对照组ꎬ未处理的细

胞)ꎬＨＧ 组(即模型组ꎬ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理细胞

４８ ｈ)ꎬＶａｌ １ μｍｏｌ / Ｌ 组(１ μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦处理细胞

４８ ｈ)ꎬＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖

和 ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦处理细胞 ４８ ｈ[８] )ꎬＨＧ＋Ｖａｌ
０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖和 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 缬

沙坦处理细胞 ４８ ｈ)ꎬ ＨＧ ＋ Ｖａｌ １ μｍｏｌ / Ｌ 组 ( ３０
ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖和 １ μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦处理细胞 ４８ ｈ)ꎬ

６３ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ 组(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖、０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ
缬沙坦和与激活剂等量的 ＰＢＳ 处理细胞 ４８ ｈ)ꎬＨＧ
＋Ｖａｌ ＋ Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 组 ( ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖、 ０􀆰 ０１
μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦和终浓度为 ２ μｇ / ｍＬ ＮＯＴＣＨ１ 信号

通路激活剂 Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 融合蛋白处理细胞 ４８
ｈ[９])ꎮ 其中ꎬ缬沙坦使用培养基配制出 ０􀆰 ０１、０􀆰 １、１
μｍｏｌ / Ｌ 的浓度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣
３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２、ｊａｇｇｅｄ１ 和 ＮＯＴＣＨ１ 的表达

收集不同处理的 ＨＢＺＹ￣１ꎬ在 ＲＩＰＡ 缓冲液中进

行蛋白的抽提ꎮ 使用 ＢＣＡ 蛋白质分析试剂盒对蛋

白定量ꎮ 然后取 ５０ μｇ 蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ
蛋白分离后ꎬ转至聚偏二氟乙烯膜ꎬ然后用 ５％脱脂

奶粉封闭膜 ２ ｈꎮ 随后将膜与Ⅰ抗在 ４℃孵育过夜ꎬ
并与 ＨＲＰ 标记的Ⅱ抗(１ ∶５０００)室温孵育 ２ ｈꎮ Ⅰ
抗包括抗 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ￣２、
ｊａｇｇｅｄ１、ＮＯＴＣＨ１(均为 １ ∶１０００ 稀释)和抗 β 肌动蛋

白(β￣ａｃｔｉｎ)(１ ∶２０００ 稀释)ꎮ 通过增强的化学发光

系统显影、曝光ꎮ 以 β￣ａｃｔｉｎ 为对照ꎬ采用凝胶成像

分析各蛋白的表达水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＭＴＴ 比色法检测细胞增殖活力

各组 ＨＢＺＹ￣１ 经不同的处理后ꎬ分别在 ９６ 孔板

中接种 ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈꎮ 接下来ꎬ每孔细胞中加入

２０ μＬ ５ ｍｇ / ｍＬ 的 ＭＴＴ 溶液ꎬ并继续孵育ꎮ ４ ｈ 后ꎬ
加入 ２００ μＬ 的二甲基亚砜充分溶解反应结晶ꎮ 在

Ｂｉｏ Ｔｅｋ 酶标仪读取 ４５０ ｎｍ 的吸光度ꎬ以实验组与

对照组吸光度的比值表示细胞的增殖活力ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞周期与凋亡

各组 ＨＢＺＹ￣１ 经不同的处理后ꎬ根据细胞周期

检测试剂盒的指示ꎬ收集 １×１０５ 个细胞ꎬ经 ７０％冷

乙醇固定后ꎬ加入 ５００ μＬ ＰＩ / ＲＮａｓｅ Ａ 染色工作液ꎬ
避光孵育 ３０ ~ ６０ ｍｉｎꎬ于流式细胞仪检测波长 ４８８
ｎｍ 处的红色荧光ꎬ分析细胞周期ꎮ 遵循 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣
ＦＩＴＣ / ＰＩ 试剂盒的规程ꎬＨＢＺＹ￣１ 使用 ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ
重悬ꎬ收集 １ × １０５ 个细胞ꎬ加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣
ＦＩＴＣ 混匀和 ５ μＬ ＰＩ 工作液混匀ꎬ之后遮光反应 １５
ｍｉｎꎬ通过 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪评估细胞凋亡ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

数据采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计与分析ꎬ计
量资料表示为平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)ꎮ 两组间数据

比较采用 ｔ 检验ꎬ多组间数据比较用单因素方差分

析ꎬ组间多重比较用 ＳＮＫ￣ｑ 检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示差异

显著ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 缬沙坦促进高糖处理大鼠肾小球系膜细胞

ＨＢＺＹ￣１增殖

注:与 ＮＣ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＨＧ 组相比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 缬沙坦促进高糖处理大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 增殖

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ

ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｖａｌｓａｒｔａｎ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ
ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ ａｆｔｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＭＴＴ 检测结果见图 １ꎮ 与 ＮＣ 组相比较ꎬＶａｌ １
μｍｏｌ / Ｌ 组大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ ２４ ｈ、４８ ｈ
和 ７２ ｈ 的增殖活力无显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ而 ＨＧ 组

大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的

增殖活力明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＨＧ 组相比较ꎬ
ＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组、ＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组和

ＨＧ＋Ｖａｌ １ μｍｏｌ / Ｌ 组 ＨＢＺＹ￣１ ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的

细胞增殖活力显著升高ꎬ且呈浓度依赖性 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２　 缬沙坦促进高糖处理大鼠肾小球系膜细胞

ＨＢＺＹ￣１细胞周期

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和流式细胞术检测结果见图 ２ꎮ 与

ＮＣ 组相比较ꎬＨＧ 组大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１
中 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达显著降低ꎬＧ０￣Ｇ１ 期细胞比例

明显增加ꎬＳ 期细胞比例显著减少(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＧ２￣Ｍ
期细胞比例无明显变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＨＧ 组相比

较ꎬＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组、ＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ
组和 ＨＧ＋Ｖａｌ １ μｍｏｌ / Ｌ 组 ＨＢＺＹ￣１ 的 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白

表达和 Ｓ 期细胞比例显著升高ꎬＧ０￣Ｇ１ 期细胞比例

明显降低ꎬ且呈浓度依赖性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ同时ꎬＧ２￣Ｍ
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注:Ａ:流式细胞术检测大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 细胞周期ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白的表达ꎮ 与 ＮＣ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与

ＨＧ 组相比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ２　 缬沙坦促进高糖处理大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１(４８ ｈ)细胞周期和 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白的表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｙｃｌｉｎＤ１

ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｖａｌｓａｒｔａｎ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ (４８ ｈ) ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

期细胞比例无显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３　 缬沙坦抑制高糖处理大鼠肾小球系膜细胞

ＨＢＺＹ￣１凋亡

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测和流式细胞术检测结果见图

３ꎮ 与 ＮＣ 组相比较ꎬＨＧ 组大鼠肾小球系膜细胞

ＨＢＺＹ￣１ 的 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 蛋白表达水平明

显增加ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白表达水平显著减少ꎬ细胞凋亡率

明显升高 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＨＧ 组相比较ꎬＨＧ ＋Ｖａｌ
０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组、ＨＧ＋Ｖａｌ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组和 ＨＧ＋Ｖａｌ
１ μｍｏｌ / Ｌ 组 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 蛋白表达水平显

著降低ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白表达水平明显升高ꎬ细胞凋亡率

显著减少ꎬ均呈浓度依赖性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ４　 缬沙坦抑制高糖处理大鼠肾小球系膜细胞

ＨＢＺＹ￣１ ＮＯＴＣＨ１ 信号通路

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果见图 ４ꎮ 与 ＮＣ 组相比

较ꎬＨＧ 组大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 中 ｊａｇｇｅｄ１
和 ＮＯＴＣＨ１ 蛋白表达水平显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与

ＨＧ 组相比较ꎬＨＧ ＋Ｖａｌ ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组、ＨＧ ＋Ｖａｌ
０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 组和 ＨＧ＋Ｖａｌ １ μｍｏｌ / Ｌ 组 ｊａｇｇｅｄ１ 和

ＮＯＴＣＨ１ 蛋白表达水平明显降低ꎬ且呈浓度依赖性

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
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注:Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测缬沙坦抑制高糖处理 ４８ ｈ 大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白的表达ꎻＢ:流式

细胞术检测大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 凋亡ꎮ 与 ＮＣ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＨＧ 组相比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 缬沙坦抑制高糖处理大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 凋亡

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｌｓａｒｔａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＢＺＹ￣１ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ

ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｆｏｒ ４８ ｈ. Ｂꎬ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ ＨＢＺＹ￣１ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｖａｌｓａｒｔａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＢＺＹ￣１ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

２􀆰 ５　 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂部分逆转缬沙坦对

高糖处理的大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 的增殖

和细胞周期的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测、ＭＴＴ 检测和流式细胞术检测

结果见图 ５ꎮ 与 ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ 组相比较ꎬＨＧ＋Ｖａｌ＋
Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 组大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 的

ＮＯＴＣＨ１、ｊａｇｇｅｄ１ 蛋白表达水平明显升高ꎬＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白表达水平降低ꎬ且 ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的细胞增

殖活力明显降低ꎬＧ０￣Ｇ１ 期细胞比例显著增加ꎬＳ 期

细胞比例明显减少(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＧ２￣Ｍ 期细胞比例无

显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ６　 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂部分逆转缬沙坦对

高糖处理的大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 凋亡的

影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测和流式细胞术检测结果见

图 ６ꎮ 与 ＨＧ ＋ Ｖａｌ ＋ ＰＢＳ 组 相 比 较ꎬ ＨＧ ＋ Ｖａｌ ＋
Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 组大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 的

Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 蛋白表达水平升高ꎬＢｃｌ￣２
蛋白 表 达 水 平 降 低ꎬ 且 细 胞 凋 亡 率 显 著 增

加(Ｐ<０􀆰 ０５) ꎮ

３　 讨论

临床上ꎬ糖尿病肾病具有多种症状特征ꎬ例如

蛋白尿ꎮ 作为肾小球的固有细胞之一ꎬ肾小球系膜

细胞在糖尿病肾病的发病机理中发挥着重要的作

用[９]ꎮ 越来越多的证据已经确认ꎬ肾小球系膜细胞

凋亡有助于蛋白尿的加重和糖尿病性肾小球硬化

的发展[１０]ꎮ 因此ꎬ确定导致肾小球系膜细胞凋亡的

９３中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:与 ＮＣ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＨＧ 组相比较ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ ｊａｇｇｅｄ１ 和 ＮＯＴＣＨ１ 蛋白的表达

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＢＺＹ￣１ ｊａｇｇｅｄ１ ａｎｄ ＮＯＴＣＨ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ

可能机制对于深入了解糖尿病肾病的发病机理是

十分必要的ꎮ 本研究实验结果表明ꎬ大鼠肾小球系

膜细胞暴露于高糖条件下可导致细胞增殖减少ꎬ阻
滞细胞周期ꎬ且细胞凋亡增加[１１]ꎮ 而缬沙坦的处理

可以减轻高糖诱导的大鼠肾小球系膜细胞损伤ꎬ并
且ꎬ可以抑制高糖诱导的大鼠肾小球系膜细胞中

ＮＯＴＣＨ１ 信号通路活性ꎬ证明了缬沙坦在预防或治

疗糖尿病肾病方面的潜力ꎮ
缬沙坦是临床常用的降血压药物ꎬ此外ꎬ其在

糖尿病肾病中的功能得到了广泛关注ꎮ 各种研究

已经证明ꎬ缬沙坦可以保护高糖刺激的肾小球足细

胞或系膜细胞损伤ꎬ产生治疗糖尿病肾病的功

效[１２－１３]ꎮ 目前的研究评估了缬沙坦在高糖损伤大

鼠肾小球系膜细胞中的作用ꎮ 与 ＨＧ 模型组相比ꎬ
０􀆰 ０１、０􀆰 １、１ μｍｏｌ / Ｌ 缬沙坦干预细胞 ４８ ｈ 后ꎬ细胞

的增殖活力、 Ｓ 期细胞比例、细胞增殖相关蛋白

ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达明显增强ꎬＧ０￣Ｇ１ 期细胞比例、细
胞的凋亡率、促凋亡蛋白 Ｂａｘ、凋亡执行蛋白酶

Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达显著降低ꎬ抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ￣２ 表达显著提高ꎮ 当前研究的结果表明ꎬ缬沙坦

对高糖诱导大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 损伤表现

出治疗作用ꎮ 值得注意的是ꎬ缬沙坦的浓度越高ꎬ
其治疗效果越显著ꎮ

ＮＯＴＣＨ 信号通路在维持进化过程中起着高度

保守的信号调节系统的作用ꎬ并在细胞的正常增殖

和分化中发挥重要作用ꎮ 在脊椎动物中ꎬ配体

(Ｄｅｌｔａ￣ｌｉｋｅ 或 Ｊａｇｇｅｄ 蛋白)激活跨膜受体 ＮＯＴＣＨ１－
４ꎮ 激活后ꎬＮＯＴＣＨ 细胞内结构域(ＮＩＣＤ)的切割允

许其易位至细胞核ꎬ从而通过途径核效应子 ＲＢＰＪ
激活目标基因ꎬ例如 ＨＥＳ ｂＨＬＨ 转录因子[１４]ꎮ 该通

路的失调与多种疾病有关ꎬ包括糖尿病肾病ꎮ 越来

越多的研究检测到ꎬ糖尿病肾病中 ＮＯＴＣＨ１ 信号传

０４ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



注:Ａ:ＭＴＴ 检测细胞增殖活性ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠肾小球系膜 ＨＢＺＹ￣１ ｊａｇｇｅｄ１、ＮＯＴＣＨ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白的表达ꎻＣ:流式细胞术检测大鼠肾

小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 的细胞周期ꎮ 与 ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
图 ５　 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂部分逆转缬沙坦对高糖处理的大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 的增殖和周期的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ＭＴＴ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ＨＢＺＹ￣１ ｊａｇｇｅｄ１ꎬ ＮＯＴＣＨ１ꎬ ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.
Ｃꎬ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｈｅ ＮＯＴＣＨ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｖａｌｓａｒｔａｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

注:Ａ:流式细胞术检测大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 凋亡ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠肾小球系膜 ＨＢＺＹ￣１ Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白的表

达ꎮ 与 ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ 组相比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
图 ６　 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂部分逆转缬沙坦对高糖处理的大鼠肾小球系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 凋亡的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１
Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＧ＋Ｖａｌ＋ＰＢＳ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｔｈｅ ＮＯＴＣＨ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｖａｌｓａｒｔａｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＢＺＹ￣１ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

１４中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



导途径转导的异常激活[１５]ꎮ 在糖尿病肾病的病理

过程中ꎬ高血糖和血液动力学改变会诱导 ＮＯＴＣＨ
信号通路的 ｊａｇｇｅｄ１ 配体和 ＮＯＴＣＨ１ 受体表达增

加ꎬ从而导致受体结构发生改变[１６]ꎮ 一些研究已证

明ꎬ阻断 ＮＯＴＣＨ１ 信号传导途径对糖尿病肾病是一

种有效的治疗策略[１７]ꎮ 本研究表明ꎬ不同浓度的缬

沙坦均可抑制高糖诱导的 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路活性ꎬ
降低 ｊａｇｇｅｄ１、ＮＯＴＣＨ１ 蛋白表达ꎬ并呈浓度依赖性ꎬ
与文献[５]报道的缬沙坦降低糖尿病小鼠肾小球组

织中 ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１ 表达的结果相同ꎮ 进一步的研

究发现ꎬＮＯＴＣＨ１ 信号通路激活剂 Ｊａｇｇｅｄ １ / Ｆｃ 融合

蛋白处理细胞后ꎬ缬沙坦对高糖诱导的大鼠肾小球

系膜细胞 ＨＢＺＹ￣１ 增殖、周期的促进作用被部分逆

转ꎬ其对细胞凋亡的抑制作用也被部分逆转ꎮ 由此

可见ꎬ缬沙坦可以保护大鼠肾小球系膜细胞免受高

糖诱导的损伤ꎬ其潜在机制是通过抑制 ＮＯＴＣＨ１ 传

导途径来实现的ꎮ
综上所述ꎬ０􀆰 ０１、０􀆰 １、１ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的缬沙坦

可以浓度依赖性的促进高糖诱导的大鼠肾小球系

膜细胞增殖和周期ꎬ并抑制期凋亡ꎬ其发挥保护作

用的机制与抑制 ＮＯＴＣＨ１ 信号通路活性有关ꎬ这为

糖尿病肾病治疗药物的开发提供了新的途径和

依据ꎮ
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