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糖尿病肾病是糖尿病发展的长期并发症#患者晚期基底膜

增厚*系膜基质增加#肾小球滤过率下降#部分肾小球功能荒

废#患者肾功能下降#出现氮质血症#水肿及高血压等症状'
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高血糖可以刺激肾小球系膜细胞增生和肥大#最终引起肾小球

滤过率下降及肾功能减退'
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)目前#他汀类药物在糖尿病肾病

治疗中的应用得到了临床的重视'
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)本次研究旨在研究辛伐
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&增殖和细胞周
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F

!

材料与方法

F&F

!

材料
!

$

$

&

Z]=

!

27ba.$

细胞由上海蔚通实业有限公司

提供)$

1

&药物!

?U]

由杭州默沙东制药有限公司提供#批号

1%$9%1%$

)$

'

&试剂!

><]U.$)0%

培养基$

>$'/'

&*

%&9\

胰蛋

白酶和
5.2D,QT+

溶液由美国
Z#HL"

公司提供#小牛血清

$

X=?

&由上海浦东高桥畜牧厂提供#

0.

甲基偶氮四唑蓝$

];;

&

01

重庆医学
1%$)

年
$

月第
09

卷第
$

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$%%%1($

&)

!

作者简介%林志鑫$

$(-)V

&#副主任医师#硕士#主要从事主要从事肾脏疾病#血液

透析*腹膜透析方面的研究)

!

#

!

通讯作者#

W.KD#G

!

RJ

*

fE"J

!

$)'&L"K

)



和二甲亚砜$

5]?_

&均由美国
?#

C

KD

公司提供#转化生长因子

$

$

$

;ZX.

$

$

&

W3U?4

试剂盒和纤维黏连蛋白$

X:

&

W3U?4

试剂

盒由上海岚派生物科技有限公司提供#

/

型胶原$

=_30

&化学

发光免疫试剂盒由北京盛世中方生物科技有限公司提供)

F&G

!

方法

F&G&F

!

液体配制
!

标准
><]U.$)0%

培养液配制!取
><]U.

$)0%

粉剂一袋溶于
'%%K3

三蒸水中#称取
1

C

碳酸氢钠粉

末*

1

C

$

$$&$KK"G

&葡萄糖$

ZGJ

&和
1&'/

C

谷氨酰胺粉末溶于

上述液体#加三蒸水调剂体积至
$%%%K3

#并用
%&$K"G

"

3

的

碳酸氢钠和
%&$K"G

"

3

的盐酸溶液调节
N

2

至
)&(

#用滤菌纸

滤过后
0g

保存备用)低糖
><]U.$)0%

培养液配制!配制高

糖培养基时#取
><]U.$)0%

粉剂一袋溶于
'%%K3

三蒸水中#

称取
1

C

碳酸氢钠粉末*

$

C

$

9&)KK"G

&

ZGJ

*

1&'/

C

谷氨酰胺

粉末溶于上述液体#其余方法同标准
><]U.$)0%

培养基的配

制)配制高糖培养基时#取
><]U.$)0%

粉剂一袋溶于
'%%K3

三蒸水中#称取
1

C

碳酸氢钠粉末#

9&0

C

$

'%&%KK"G

&

ZGJ

#

1&

'/

C

谷氨酰胺粉末溶于上述液体#其余方法同标准
><]U.

$)0%

培养基的配制)

F&G&G

!

细胞培养及传代
!

将
V/%g

保存的
27ba.$

细胞于

'-g

水浴快速溶化#用
9&%K3

培养基混匀于已融化的细胞悬

液#离心机
$9%%F

"

K#,

离心
'K#,

)弃上清#再吸取
9&%K3

培养基混匀细胞沉淀#再
$9%%F

"

K#,

离心
'K#,

#弃上清液#细

胞沉淀用
9&%K3

培养基混匀加入
-9LK

1 方瓶#另加入
$0&%

K3

培养基)于
'-g

*

9\ =_

1

孵育箱中培养)当细胞长至

-%\

"

/%\

开始进行传代!弃
Z]=+

原培养液#加入
%&19\

的

胰蛋白酶
'

"

0K3

消化
1K#,

#弃胰蛋白酶溶液)加入
$%K3

的标准
><]U.$)0%

培养液反复吹打至细胞脱落#将制备的细

胞悬液接种于培养基或培养板中继续传代培养)

F&G&H

!

];;

法检测细胞增殖
!

取对数生长期的细胞#制备细

胞密度为
1[$%

9 个"
K3

的单细胞悬液#将
$%%

&

3

的细胞悬液

加入
()

孔板中)设置
0

组#包括!低糖组$

3Z

组#

ZGJ9&)

KK"G

"

3

&

$/

孔#

'

个时间点#每个时间点
)

个复孔#高糖组$

2Z

组#

ZGJ'%KK"G

"

3

&

$/

孔#

2Zj?U]

$

$%

&

C

"

3

&组
$/

孔#

2Z

j?U]

$

19

&

C

"

3

&组
$/

孔#

0

组实验并列同时进行)分别检测

各组细胞生长
10

*

0/

*

-1E

的细胞浓度!每孔加入
$%%

&

3

的
9

K

C

"

K3

的
];;

溶液%将
10

孔板于
'-g

下孵育
0E

#弃去液

体#每孔加入
9%%

&

35]?_

#振荡
$%K#,

后采用
4]>.$%%

酶

标仪在
09%,K

处测吸光度$

>

&值#根据
>

值绘制细胞的生长

曲线)

F&G&I

!

细胞周期检测
!

取对数生长期的细胞#制备细胞密度

为
1[$%

9 个"
K3

的单细胞悬液#将
9%%

&

3

的细胞悬液置于

$1

孔板中#细胞的分组及处理方式同
$&0

)将各组细胞于
'-

g

*

9\=_

1

孵育箱中培养
-1E

后进行细胞周期检测!抽取上

清液#做好标记后置于
V1%g

中保存)加入
%&19\

的胰蛋白

酶
%&1K3

消化
1K#,

#弃胰蛋白酶溶液#加入
%&9K3

的
><.

]U.$)0%

培养液反复吹打至细胞脱落)将单细胞悬液加入
1

K3

圆底离心管中#

$9%%F

"

K#,

离心#

9K#,

#弃上清液)加入

<7?$K3

离心洗涤
$

次#弃上清液)加入
1K3

预冷的
-%\

乙醇#

0g

固定
'%K#,

#或
V1%g

固定过夜)离心#弃上清液)

用
$[<7?$K3

洗涤
$

次#离心)加入含
9%K

C

"

3

的含
>:4

酶的
9%%

&

3$[<7?

中#

'-g

孵育
'%K#,

#离心)用
$[<7?$

K3

洗涤
$

次#离心)用
9%

C

"

3

碘化丙啶$

<U

&溶液进行避光染

色
'%K#,

后用流式细胞仪分析
Z

%

"

Z

$

*

Z

1

j]

期和
?

期细胞

所占的比例)

F&G&R

!

细胞上清液
;ZX.

$

$

*

X:

及
=_30

检测
!

将
$&9

中制

备的细胞上清液于
'-g

下快速解冻#使用
W3U?4

检测上清液

中的
;ZX.

$

$

和
X:

水平#

=_30

检测采用化学发光免疫法)

F&H

!

统计学处理
!

采用
?<??$9&%

软件对数据进行分析#计

量资料用
FY:

表示#比较采用单因素方差分析#不同时刻的
>

值比较采用重复测量的方差分析#以
!

$

%&%9

为差异有统计

学意义)

G

!

结
!!

果

G&F

!

各组细胞不同时刻的
>

值比较
!

2Z

组上不同时刻的
>

值高于
2Zj?U]

$

$%

&

C

"

3

&组*

2Zj?U]

$

19

&

C

"

3

&和
3Z

组#差异有统计学意义$

!

$

%&%9

&)见图
$

)

图
$

!!

各组细胞不同时刻的
>

值

G&G

!

各组细胞的细胞周期比较
!

各组细胞的
Z

%

"

Z

$

*

Z

1

j]

期和
?

期细胞所占的比例差异有统计学意义$

!

$

%&%9

&#见表

$

)各组细胞
-1E

时的细胞形态见图
1

)

3Z

组细胞呈椭圆形#

细胞质多有突出#与周围细胞发生接触%

2Z

组细胞呈近圆形#

体积增大#突出减少%

2Zj?U]

$

$%

&

C

"

3

&组细胞呈椭圆形#突

出减少#部分细胞内出现空泡%

2Zj?U]

$

19

&

C

"

3

&组细胞呈

椭圆形#形态与
3Z

组相比无明显改变)

!!

4

!

3Z

组%

7

!

2Z

组%

=

!

2Zj?U]

$

$%

&

C

"

3

&组%

5

!

2Zj?U]

$

19

&

C

"

3

&组)

图
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期
?
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和
=_30

水平比较
!
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$
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和
=_30

水平差异有统计学意义
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;ZX.

$

$

"

X:

和
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水平&

FY:

(

&

C

)

3

'

组别
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$

$

X: =_30

3Z

组
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组
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研究发现#高血糖是糖尿病肾病发病的重要原因之一!高

血糖可以刺激
Z]3

增生和肥大#细胞外基质增多#肾小球血

管硬化和肾间质纤维化#最终引起肾小球滤过率下降及肾功能

减退'

0.9

(

)研究发现#他汀类药物在糖尿病肾病的治疗中具有

一定的价值#

?U]

可以延缓糖尿病肾病的进展'

9

(

)但他汀类药

物改善糖尿病肾病患者肾功能的机制目前尚未明确)

本次研究中#

2Z

刺激的
'

组大鼠
Z]=

的增殖活性明显

高于
3Z

培养的
Z]=

#

'

组细胞不同时刻的
>

值明显高于
3Z

组)

?U]

处理的细胞增殖能力明显低于
2Z

组#说明
?U]

可

以抑制
Z]=

的增殖)比较各组细胞的细胞周期#

-1E

后#

2Z

刺激的
'

组细胞的
Z

%

"

Z

$

明显低于
3Z

组细胞)研究发现#高

浓度的
ZGJ

可以阻碍
Z]3

的细胞周期从
Z

$

期至
?

期的转

化#

Z]=

的
5:4

的合成受阻#而
>:4

与蛋白质的合成增加#

导致细胞发生肥大)本次研究中#由于
2Z

的刺激#

Z]=

在

Z

%

期活化后便停滞于
Z

$

期#细胞不能顺利进入
?

期#故
Z

%

"

Z

$

和
?

期细胞比例减少'

).-

(

)

?U]

干预的细胞
Z

%

"

Z

$

和
?

期

细胞比例高于
2Z

组)故
?U]

可以改善
Z]=

的肥大#且与剂

量相关)

糖尿病患者多伴有脂类代谢的紊乱#他汀类药物可以通过

有效的降低血脂而保护肾脏'

/

(

)同时#

?U]

可以影响多种细胞

因子及生长因子#调节炎症性细胞因子的信号传导和细胞增殖

及凋亡'

(

(

)本次研究中#

2Z

刺激细胞的上清液
;ZX.

$

$

水平

明显高于
3Z

组#而
?U]

可以降低
;ZX.

$

$

和细胞外基质蛋白

的水平#且与剂量相关)

;ZX.

$

$

在糖尿病肾病发生发展中起

着重要作用'

$%

(

)而
2Z

可能通过形成糖基化终末产物*增加

活性氧浓度及增高血管紧张素
#

*活化己糖胺通路等上调

;ZX.

$

$

的表达#该细胞因子可以通过细胞信号转化途径促进

肾小球系膜细胞合成
N

1-

#阻止细胞从
Z

$

期进入
?

期#导致细

胞肥大'

)

#

$$

(

)同时#

;ZX.

$

$

可以促进
Z]=

合成细胞基质蛋

白#促进
Z]=

的增生)

目前#关于
?U]

降低
;ZX.

$

$

水平的机制尚未研究明确)

?U]

可能是通过影响细胞因子*生长因子及激素的跨膜信号传

导而抑制
;ZX.

$

$

基因的表达)他汀类药物可以减少法尼酯

焦磷酸的合成#从而抑制生长因子与其受体的结合#减少

N

1$FD+

途径的激活#有效抑制
N

1$FD+

介导的有丝分裂信号传

导'

$1

(

)同时#他汀类药物可以抑制
L.R"+

和
L.

*

J,

的表达#减轻

细胞的炎性反应'

$'

(

)综上所述#

?U]

可以通过降低
;ZX.

$

$

水

平来抑制
Z]=

的增殖并调整细胞周期#抑制
Z]=+

肥大)
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