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·基础研究·

辛伐他汀与阿托伐他汀对高糖培养大鼠

肾小球系膜细胞ｐ２７蛋白表达的影响

徐艳丽，李青菊△

（郑州大学第二附属医院内分泌科　４５００１４）

　　摘　要：目的　探讨辛伐他汀和阿托伐他汀对高糖培养的大鼠肾小球系膜细胞ｐ２７表达的影响。方法　将体外培养大鼠肾

小球系膜细胞分为正常对照组（葡萄糖浓度５．６ｍｍｏｌ／Ｌ）、高糖组（葡萄糖浓度３０ｍｍｏｌ／Ｌ）、高糖辛伐他汀组（葡萄糖浓度３０

ｍｍｏｌ／Ｌ，辛伐他汀浓度１０μｍｏｌ／Ｌ）、高糖阿托伐他汀组（葡萄糖浓度３０ｍｍｏｌ／Ｌ，阿托伐他汀浓度１０μｍｏｌ／Ｌ）。每组设置６个复

孔，于２４、４８、７２、１２０ｈ收集细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法测定大鼠肾小球系膜细胞ｐ２７蛋白的表达，逆转录ＰＣＲ测定ｐ２７ｍＲＮＡ的

表达。结果　高糖组ｐ２７蛋白浓度及ｍＲＮＡ水平均较正常对照组升高（犘＜０．０５）；高糖辛伐他汀组及高糖阿托伐他汀组ｐ２７蛋

白浓度及ｍＲＮＡ水平均较高糖组降低（犘＜０．０５）。结论　他汀类药物通过调节肾小球系膜细胞ｐ２７的表达，可发挥非依赖降脂

的肾脏保护作用。
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　　近年来他汀类药物对糖尿病肾病非依赖降脂的肾脏保护

作用越来越受到人们的重视。糖尿病肾病早期病理特征为肾

小球系膜细胞的增殖与肥大［１］。ｐ２７是一种重要的细胞周期

激酶抑制剂，其在肾小球系膜细胞增殖与肥大过程中起到重要

作用［２］。他汀类药物是否通过影响ｐ２７蛋白的表达来发挥非

依赖降脂的肾脏保护作用目前还不完全清楚。本实验采用体

外培养大鼠肾小球系膜细胞，观察辛伐他汀及阿托伐他汀对高

糖刺激大鼠肾小球系膜细胞ｐ２７蛋白表达的影响，以探讨他汀

类药物的非依赖降脂肾脏保护的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料　大鼠肾小球系膜细胞株（中国科学院典型培养物

保藏委员会，细胞数量５×１０７），葡萄糖浓度为５．６ｍｍｏｌ／Ｌ的

低糖ＤＭＥＭ（细胞培养基）培养液（Ｔｈｅｒｍｏ公司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），逆转录试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），辛伐他汀

（Ｍｅｒｃｋ公司），阿托伐他汀（辉瑞制药有限公司），兔抗ｐ２７单

克隆抗体（ＣＳＴ公司），鼠抗βａｃｔｉｎ单克隆抗体（武汉博士德公

司）等。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养及分组　将大鼠肾小球系膜细胞置于含５％

ＣＯ２，３７℃的培养箱中，用含１０％胎牛血清的低糖ＤＭＥＭ培养

液进行常规培养，每２天换液１次，待细胞铺满整个培养瓶底

的８０％时可行传代培养。传至第５～６代可进行实验。实验

前２４ｈ用不含胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养基进行培养。细胞分

为４组（各组细胞数量１０６）：正常对照组：培养液中葡萄糖浓

度为５．６ｍｍｏｌ／Ｌ；高糖组：葡萄糖浓度为３０ｍｍｏｌ／Ｌ；高糖辛

伐他汀组：葡萄糖浓度为３０ｍｍｏｌ／Ｌ，辛伐他汀浓度为１０

μｍｏｌ／Ｌ；高糖阿托伐他汀组：葡萄糖浓度为３０ｍｍｏｌ／Ｌ，阿托

伐他汀浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ。每组设置６个复孔，于２４、４８、７２、

１２０ｈ收集细胞进行蛋白及ｍＲＮＡ的测定。

１．２．２　观察细胞形态　４组细胞分别在２４、４８、７２、１２０ｈ在倒

置相差显微镜下观察细胞形态并拍照记录。

１．２．３　逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）测定细胞ｐ２７ｍＲＮＡ的表达　

采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞总ｍＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ试剂盒进行逆转

录。ＲＴＰＣＲ法测定大鼠肾小球系膜细胞ｐ２７ｍＲＮＡ 的表
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达，ＲＴＰＣＲ引物详细序列如下：ｐ２７引物序列：正链为５′

ＧＧＡＣＴＴＧＧＡＧＡＡＧＣＡＣＴＧＣ３′，反链为５′ＣＧＡＧＴＣ

ＡＧＧＣＡＴＴＴＧＧＴＣＣ３′，扩增片段大小为２８２ｂｐ。ＧＡＰＤＨ

引物序列：正链为５′ＧＡＣＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧ３′，

反链为５′ＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧＣ３′，扩增片段

大小为５３８ｂｐ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变

性４０ｓ，６０℃退火４０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循环结束后７２℃延伸７

ｍｉｎ，循环３８次。ＰＣＲ 产物加于２％的琼脂糖凝胶（０．５μｇ／

ｍＬＥＢ），１２０Ｖ电泳２０ｍｉｎ。通过凝胶成像分析系统扫描，测

定电泳条带的灰度，灰度值是将目的基因与内参基因的电泳条

带灰度值相比作为数据进行统计学分析。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ测定细胞ｐ２７蛋白的表达　裂解液

裂解细胞收集细胞总蛋白，采用ＢＣＡ法进行蛋白浓度的测定，

取总蛋白７５μｇ，经１２％的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，转移至聚偏二

氟乙烯膜上，并用丽春红染色观察转移效果。然后用含有封闭

液的ＴＢＳＴ室温封闭１ｈ，弃去原有封闭液，加入用５％脱脂奶

粉稀释的ｐ２７兔单克隆抗体（１∶１０００稀释）及βａｃｔｉｎ单克隆

抗体（１∶５００稀释），４℃过夜。洗膜后加辣根过氧化酶标记的

ＩｇＧ（１∶４０００稀释），置于脱色摇床上，使之充分反应２ｈ。再

次用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１５ｍｉｎ，再次洗膜后加入ＥＣＬ显色

剂，增强化学发光。采用凝胶图像分析系统及 Ｇｅｎｅｔｏｏｌ软件

对蛋白条带进行分析，用测量得到的ｐ２７／βａｃｔｉｎ光密度比值

作为ｐ２７蛋白的相对表达量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０分析软件进行统计学处

理，计量资料用狓±狊表示，组间比较用单因素方差分析，检验

水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组大鼠肾小球系膜细胞形态学　正常对照组肾小球系

膜细胞呈长梭形，核呈圆形，居中间。高糖组细胞数量增多，体

积增大，成旋涡状排列。高糖辛伐他汀组和高糖阿托伐他汀组

细胞数量减少。见图１。

２．２　各组大鼠肾小球系膜细胞ｐ２７ｍＲＮＡ转录水平　表１

结果显示，在不同时间段，高糖组、高糖辛伐他汀、高糖阿托伐

他汀组ｐ２７ｍＲＮＡ转录量均较正常对照组升高（犘＜０．０５）；在

不同时间段，高糖辛伐他汀组、高糖阿托伐他汀组大鼠肾小球

系膜细胞ｐ２７ｍＲＮＡ表达较高糖组降低（犘＜０．０５）。

２．３　各组大鼠肾小球系膜细胞ｐ２７蛋白表达水平　表２结果

显示，在不同时间段，高糖组、高糖辛伐他汀组、高糖阿托伐他

汀组ｐ２７蛋白表达均较正常对照组升高（犘＜０．０５）；在４８、７２

及１２０ｈ，高糖辛伐他汀组ｐ２７蛋白表达均较高糖组降低（犘＜

０．０５）；在２４、４８、７２及１２０ｈ，高糖阿托伐他汀组ｐ２７蛋白表达

均较高糖组降低（犘＜０．０５）。

　　Ａ：正常对照组４８ｈ（×４００）；Ｂ：高糖组４８ｈ（×４００）；Ｃ：高糖辛伐他汀组４８ｈ（×４００）；Ｄ：高糖阿托伐他汀组４８ｈ（×４００）。

图１　　各组大鼠肾小球系膜细胞形态学

表１　　各组大鼠肾小球系膜细胞ｐ２７ｍＲＮＡ转录水平（狓±狊，狀＝６）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ １２０ｈ

正常对照组 ０．３８４±０．１７５ ０．３８６±０．２１０ ０．３９２±０．１７２ ０．３９５±０．１８２

高糖组 １．００６±０．１８２ａ １．０１０±０．２１０ａ １．３８４±０．１７５ａ １．６３９±０．２７９ａ

高糖辛伐他汀组 ０．８８７±０．１７２ａ ０．６９７±０．２４９ａｂ ０．６５６±０．０９６ａｂ ０．５６０±０．１４４ａｂ

高糖阿托伐他汀组 ０．８６６±０．０８５ａｂ ０．６８８±０．２５６ａｂ ０．６３０±０．１６６ａｂ ０．５３７±０．１４１ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与高糖组比较。

表２　　各组大鼠肾小球系膜细胞ｐ２７蛋白相对表达量（狓±狊，狀＝６）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ １２０ｈ

正常对照组 ０．７２±０．１１ ０．７８±０．１３ ０．９８±０．２１ １．３０±０．２７

高糖组 １．２１±０．１０ａ １．４５±０．１８ａ １．７９±０．２０ａ ２．０９±０．１３ａ

高糖辛伐他汀组 １．０８±０．０５ａ １．２５±０．１４ａｂ １．４５±０．１５ａｂ １．４９±０．２１ｂ

高糖阿托伐他汀组 ０．８６±０．１４ａｂ １．２７±０．１１ａｂ １．３１±０．１６ａｂ １．５２±０．２０ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与高糖组比较。

３　讨　　论

有文献报道，高糖培养下肾小球系膜细胞前期以增殖为

主，进一步的高糖刺激，细胞复制停滞于Ｇ１ 期，引起细胞的肥

大［３６］。在高糖状态下，ｐ２７蛋白的过度表达，抑制了细胞周期

素激酶的活性，激酶活性的降低导致了肾小球系膜细胞停滞于

Ｇ１ 期，不能正常进入Ｓ期，出现肥大。国外研究报道，体外培
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养的小鼠系膜细胞在高糖刺激下也停顿于细胞周期的Ｇ１ 期，

且发生了细胞的肥大［７］，并且ｐ２７蛋白水平也呈增高趋势。与

本研究结果较为一致。

近年来他汀类药物的非依赖降脂的肾脏保护作用越来越

受到人们的重视。糖尿病肾病的重要病理特征之一便是转化

生长因子β１（ＴＧＦβ１）的过度表达，辛伐他汀可明显降低高糖

培养下肾小球系膜细胞上清液中ＴＧＦβ１的浓度的，并抑制肾

小球系膜细胞的增殖及减少细胞外基质蛋白的产生，从而发挥

肾脏保护作用［８］。也有研究发现，辛伐他汀可通过降低糖尿病

肾病患者血清相关炎症因子如ＣＲＰ、ＩＬ６及ＴＮＦα的水平进

而减少尿蛋白，保护肾脏功能［３，９］。阿托伐他汀可通过降低糖

尿病肾病患者超敏 Ｃ 反应蛋白、蛋白尿延缓肾功能的恶

化［４，１０］。阿托伐他汀也可抑制肾小球系膜细胞的增殖、抑制血

管紧张素Ⅱ、ＴＧＦβ１的表达及分泌，进而降低基质蛋白的生成

与沉积发挥保护肾脏的功能［１１］。本研究发现，辛伐他汀与阿

托伐他汀可明显降低高糖培养的大鼠肾小球系膜细胞ｐ２７蛋

白表达水平及ｍＲＮＡ转录水平，据此可以认为，辛伐他汀与阿

托伐他汀可通过抑制ｐ２７蛋白的表达，使细胞周期能够顺利地

进入Ｓ期，降低肾小球系膜细胞的肥大，减轻糖尿病肾病患者

的肾脏肥大，对肾脏发挥保护作用。因此本研究建议，无论糖

尿病患者有无脂质代谢异常，均可以使用他汀类药物治疗早期

糖尿病肾病［１２］。
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