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ATRA对高糖培养条件下HMC炎性因子表达的影响及其机制研究*
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  [摘要] 目的 探讨全反式维甲酸(ATRA)对高糖培养条件下人肾小球系膜细胞(HMC)炎性因子表达的

干预作用。方法 体外培养HMC,予以高糖、ATRA等进行干预,将HMC分为正常对照组(Ⅰ组,未加任何刺

激物)、高糖干预组(Ⅱ组,加入高糖)、渗透压对照组(Ⅲ组,加入甘露醇)、NF-κB通路抑制剂组(Ⅳ组,高糖+
Bay11-7082)、高糖+低剂量ATRA组(Ⅴ组,高糖+低剂量ATRA)、高糖+中剂量ATRA组(Ⅵ组,高糖+中

剂量ATRA)、高糖+高剂量ATRA组(Ⅶ组,高糖+高剂量ATRA);Ⅰ、Ⅲ组D-葡萄糖水平为5.5
 

mmol/L,
Ⅱ组D-葡萄糖水平为30.0

 

mmol/L;Ⅲ组甘露醇水平为24.5
 

mmol/L;Ⅳ组Bay11-7082水平为30
 

μmol/L;

Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ组D-葡萄糖水平均为30.0
 

mmol/L,ATRA水平分别为1×10-7、1×10-6、1×10-5
 

mol/L。予以干

预后各组细胞均培养48
 

h,荧光定量PCR(RT-PCR)检测各组细胞NF-κB、白细胞介素(IL)-6、IL-1、肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)mRNA的表达,收集细胞培养上清液,ELISA法检测各组IL-6、TNF-α的表达水平。结果 
NF-κB、IL-6、IL-1、TNF-α

 

mRNA的表达水平及IL-6、TNF-α表达水平,Ⅰ组与Ⅲ组比较,差异无统计学意义

(P>0.05);Ⅱ组最高,Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ组较Ⅱ组明显降低(P<0.05),且随着 ATRA水平升高,NF-κB、IL-6、IL-1、
TNF-α

 

mRNA表达水平及IL-6、TNF-α表达水平逐渐降低。结论 高糖能促进 HMC炎性因子表达,ATRA
可抑制这些炎性因子表达,其发挥肾脏保护作用的机制可能与ATRA阻断NF-κB信号通路有关。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

all-trans
 

retinoic
 

acid
 

(ATRA)
 

on
 

expression
 

of
 

in-
flammatory

 

factors
 

in
 

human
 

mesangial
 

cells
 

(HMC)
 

cultured
 

with
 

high
 

glucose.Methods HMC
 

was
 

cul-
tured

 

in
 

vitro,and
 

high
 

glucose
 

and
 

ATRA
 

were
 

given,then
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

(group
 

Ⅰ,
without

 

any
 

stimulants),the
 

high
 

glucose
 

intervention
 

group
 

(group
 

Ⅱ,high
 

glucose),the
 

osmotic
 

pressure
 

control
 

group
 

(group
 

Ⅲ,mannitol),the
 

NF-κB
 

pathway
 

inhibitor
 

group
 

(group
 

Ⅳ,high
 

glucose+Bay11-
7082),the

 

high
 

glucose+low
 

dose
 

ATRA
 

group
 

(group
 

Ⅴ,high
 

glucose+low
 

dose
 

ATRA),high
 

glucose+
middle

 

dose
 

ATRA
 

group
 

(group
 

Ⅵ,high
 

glucose+middle
 

dose
 

ATRA),the
 

high
 

glucose+high
 

dose
 

ATRA
 

group
 

(group
 

Ⅶ,high
 

glucose+high
 

dose
 

ATRA).In
 

group
 

Ⅰ
 

and
 

Ⅲ,the
 

final
 

concentration
 

of
 

D-glucose
 

was
 

5.5
 

mmol/L,which
 

in
 

group
 

Ⅱ
 

was
 

30.0
 

mmol/L,the
 

final
 

concentration
 

of
 

mannitol
 

in
 

group
 

Ⅲ
 

was
 

24.5
 

mmol/L.In
 

group
 

Ⅴ,Ⅵ,Ⅶ,the
 

final
 

concentration
 

of
 

D-glucose
 

was
 

30.0
 

mmol/L,the
 

final
 

concentra-
tion

 

of
 

ATRA
 

was
 

1×10-7,1×10-6
 

and
 

1×10-5
 

mol/L,respectively.All
 

the
 

cells
 

were
 

cultured
 

for
 

48
 

hours,RT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB,interleukin
 

(IL)-6,IL-1
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

fac-
tor-α

 

(TNF-α)
 

mRNA
 

in
 

each
 

group.The
 

cell
 

culture
 

supernatant
 

was
 

collected.ELISA
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

IL-6
 

and
 

TNF-α.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

expressions
 

of
 

NF-κB,IL-6,IL-1,TNF-α
 

mRNA
 

and
 

the
 

expressions
 

of
 

IL-6,TNF-α
 

between
 

group
 

Ⅰ
 

and
 

Ⅲ
 

(P>0.05).
All

 

the
 

expressions
 

were
 

the
 

highest
 

in
 

group
 

Ⅱ,and
 

these
 

in
 

group
 

Ⅴ,Ⅵ
 

and
 

Ⅶ
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

group
 

Ⅱ
 

(P<0.05),with
 

the
 

increasing
 

of
 

ATRA,the
 

expressions
 

of
 

NF-κB,IL-6,IL-1,TNF-α
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mRNA
 

and
 

the
 

expressions
 

of
 

IL-6,TNF-α
 

decreased
 

gradually.Conclusion High
 

glucose
 

can
 

promote
 

the
 

expression
 

of
 

HMC
 

inflammatory
 

factors,and
 

ATRA
 

can
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

factors.The
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

blocking
 

of
 

NF-κB
 

signaling
 

pathway
 

by
 

ATRA.
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  糖尿病的相关并发症是全球重大的健康问题之

一,其中糖尿病肾病(diabetic
 

nephropathy,DN)是糖

尿病并发症中最重要的医学问题,约有1/3的糖尿病

患者并发了 DN[1],也成为终末期肾脏病的主要原

因[2-3],产生了严重的社会和经济负担[4]。近年来,对
DN病理生理机制的认识和了解发生了一些变化,既
往观点认为DN的肾脏损害是由于代谢和血流动力

学的影响导致肾小球内压力增加,以及高血糖状态本

身对肾脏的损伤作用。目前DN的发病机制演变成

了更为复杂的情况,由多因素影响造成,甚至遗传和

环境因素都参与触发了DN复杂的病理生理机制[5]。
近年来的研究越来越关注炎症在DN发病机制中的

关键作用,深入了解炎症在DN发病机制中的作用特

征将可能成为DN治疗策略的潜在新靶点。因此,本
研究观察了全反式维甲酸(all-trans

 

retinoic
 

acid,
ATRA)对高糖培养条件下人肾小球系膜细胞(hu-
man

 

mesangial
 

cells,HMC)炎性因子表达的干预作

用,探讨ATRA对DN的保护作用,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 细胞、试剂与仪器 HMC购自美国菌种保藏中

心(ATCC),ATRA、NF-κB 通 路 抑 制 剂 (Bay11-
7082)、D-葡萄糖、甘露醇均购自美国Sigma公司。
DMEN/F12培养基购自美国 Hyclone公司,胎牛血

清购自澳大利亚 GIBCO公司,Trizol引物购自美国

Invitrogen公司,荧光定量PCR(RT-PCR)试剂盒购

自北京全式金公司,ELISA试剂盒购自武汉优尔生商

贸有限公司。核酸微量蛋白测定仪、PCR扩增仪、凝
胶图 像 成 像 系 统 购 自 美 国 Bio-Rad公 司,DYPC-
31DN型电泳仪购自北京六一仪器厂。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及实验分组 HMC培养条件:用含

10%胎牛血清的DMEM/F12培养基进行培养,细胞培

养箱温度调整为37
 

℃,CO2 水平为5%,待HMC在培

养瓶中生长至80%~85%融合时进行传代至6孔培

养板,传代生长至约80%融合后改不含胎牛血清的

DMEM/F12培养基继续培养24
 

h,将细胞分为7个

组,分别为正常对照组(Ⅰ组,未加任何刺激物)、高糖

干预组(Ⅱ组,加入高糖)、渗透压对照组(Ⅲ组,加入

甘露醇)、NF-κB通路抑制剂组(Ⅳ组,高糖+Bay11-
7082)、高糖+低剂量ATRA组(Ⅴ组,高糖+低剂量

ATRA)、高糖+中剂量ATRA组(Ⅵ组,高糖+中剂

量ATRA)、高糖+高剂量ATRA组(Ⅶ组,高糖+高

剂量 ATRA)。Ⅰ 组、Ⅲ 组 D-葡 萄 糖 水 平 为 5.5
 

mmol/L;Ⅱ组D-葡萄糖水平为30.0
 

mmol/L;Ⅲ组

甘露醇水平为24.5
 

mmol/L;Ⅳ组Bay11-7082水平

为30.0
 

μmol/L;Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ组D-葡萄糖水平均为30.0
 

mmol/L,ATRA水平分别为1×10-7、1×10-6、1×
10-5

 

mol/L。所有组干预48
 

h,实验重复3次。
1.2.2 RT-PCR检测 各组细胞培养48

 

h后,分别

进行RNA的提取,RT-PCR检测各组NF-κB、白细胞

介素(IL)-6、IL-1、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)
 

mRNA
的表达。NF-κB、IL-6、IL-1、TNF-α、β-actin的引物由

美国
 

Invitrogen
 

公司设计合成,NF-κB正向引物:5'-
GAT

 

TTC
 

GTT
 

TCC
 

GTT
 

AGT-3',反向引物:5'-
TTT

 

GCT
 

GGT
 

CCC
 

ACA
 

TAG-3',产物长度为540
 

bp。IL-6正向引物:5'-AGG
 

AGA
 

CTT
 

GCC
 

TGG
 

TGA
 

AA-3',反 向 引 物:5'-CAG
 

GGG
 

TGG
 

TTA
 

TTG
 

CAT
 

CT-3',产物长度为180
 

bp。IL-1正向引

物:5'-GAA
 

TGACGCCCTCAATCAAAGT-3',反向

引物:5'-TCA
 

TCT
 

TGG
 

GCA
 

GTC
 

ACA
 

TAC
 

A-
3',产物长度为400

 

bp。TNF-α正向引物:5'-TCT
 

TCT
 

CGA
 

ACC
 

CCG
 

AGT
 

GA-3',反 向 引 物:5'-
TGA

 

GGT
 

ACA
 

GGC
 

CCT
 

CTG
 

AT-3',产物长度为

163
 

bp。β-actin正向引物:5'-CGG
 

GAA
 

ATC
 

GTG
 

CGT
 

GAC-3',反向引物:5'-TGG
 

AAG
 

GTG
 

GAC
 

AGC
 

GAG
 

G-3',产物长度为443
 

bp。反应条件为94
 

℃预变性5
 

min,55
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸5
 

min,共
32个循环。使用2%琼脂糖凝胶进行PCR产物的电

泳。使用凝胶成像系统成像后图片使用 Quantity
 

One软件进行定量分析。
1.2.3 ELISA检测IL-6、TNF-α表达水平 各组细

胞培养48
 

h后,分别收集各组上清液,按IL-6、TNF-α
 

ELISA检测试剂盒的说明进行操作,获得吸光度

(OD)值,用Excel绘制标准曲线,根据标准曲线方程

求出各组IL-6、TNF-α表达情况。
1.3 统计学处理 采用SPSS17.0软件进行数据分

析,计量资料以x±s表示,比较采用单因素方差分析

和t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组NF-κB、IL-6、IL-1、TNF-α
 

mRNA表达水

平比较 Ⅰ组与Ⅲ组NF-κB、IL-6、IL-1、TNF-α
 

mR-
NA表达水平比较,差异无统计学意义(P>0.05);Ⅱ
组NF-κB、IL-6、IL-1、TNF-α

 

mRNA表达水平均较其

他组高(P<0.05);Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ组 NF-κB、IL-6、IL-1、
TNF-α

 

mRNA表达水平较Ⅱ组低(P<0.05);且随

着ATRA水平升高,NF-κB、IL-6、IL-1、TNF-α
 

mR-
NA表达水平逐渐降低,见图1、2。
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图1  各组NF-κB、IL-6、IL-1、TNF-α
 

mRNA表达水平比较

  1:Marker;2:Ⅰ组;3:Ⅱ组;4.Ⅲ组;5:Ⅳ组;6:Ⅴ组;7:Ⅵ组;8:Ⅶ组

图2  各组PCR情况比较

2.2 各组IL-6、TNF-α表达水平比较 Ⅰ组与Ⅲ组

IL-6、TNF-α表达水平比较,差异无统计学意义(P>
0.05);Ⅱ组IL-6、TNF-α表达水平均较其他组明显升

高(P<0.05);Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ组IL-6、TNF-α表达水平较

Ⅱ组明显降低(P<0.05),且随着ATRA水平升高,
IL-6、TNF-α表达水平逐渐降低,见图3。

图3  各组IL-6、TNF-α表达水平比较

3 讨  论

  有证据明确显示糖尿病的并发症与炎性因子有

关[6],DN患者血浆中炎性因子的水平明显升高[7]。
有研究发现,DN 患者血浆中炎性因子的水平随着

DN的进展而升高[8],且与尿清蛋白的排泄相关[9],是
肾小球和肾小管间质损害的直接临床标志物。炎性

细胞在肾脏的沉积与DN的发生密切相关[10]。炎性

因子如细胞因子、趋化因子、生长因子及细胞黏附分

子在DN的肾损伤中发挥关键作用[11]。已被证实,抑
制炎性细胞在肾脏的沉积对DN有保护作用[12]。总

之,这些结果均表明炎症是DN发生、发展的重要的

致病因素[13]。在糖尿病肾小球中的巨噬细胞和T淋

巴细胞[14]及一些分子如趋化因子[15]、黏附分子[16]、生
长因子[17]、核因子[18]和细胞因子[13]等均与DN的多

种致病途径有关。
NF-κB的激活是炎性反应的基础,DN 患者中

NF-κB的水平明显升高[19]。NF-κB在炎性反应中起

着调控的作用,其活性受细胞内和细胞外的双重正负

反馈调节[20]。当炎性反应发生的时候,细胞外的正反

馈调节促进炎性反应的信号扩大,同时激活 TNF-α
和IL-1的转录,这两种细胞因子又可以反过来调节

NF-κB的分泌。有研究发现,促炎症免疫受体(Fcγ
 

Rs)与NF-κB有关,Fcγ
 

Rs通过外周血中性粒细胞发

挥作用,促进NF-κB信号通路的激活。且Feγ
 

Rs有

两种表型———激活型和抑制型,当Feγ
 

Rs被激活时,
意味着NF-κB信号通路的激活,C反应蛋白为炎症状

态的指标,当NF-κB信号通路被激活时,其在血清中

的水平明显升高,提示DN患者的炎性反应与
 

NF-κB
信号通路的调节有关。因此,抑制NF-κB的活性及抗

炎治疗为DN的潜在治疗策略。
ATRA是天然维生素 A的主要衍生物,主要通

过与细胞核上的受体结合而发挥作用,对细胞及组织

具有抑制增生、调节凋亡及诱导分化等作用,不仅如

此,其还对多种细胞因子、生长因子和激酶具有调节

作用,尤其在炎症及免疫反应中发挥着重要的调控作

用[21]。KARKENI等[22]采用人的脂肪细胞及脂肪组

织进行实验,予以ATRA进行干预后发现,ATRA对

脂肪细胞及脂肪组织的炎性因子如TNF-α、IL-6及趋

化因子等的产生发挥显著的抑制作用,意味着ATRA
可对肥胖及其并发症的治疗发挥作用,其机制可能与

抑制NF-κB信号通路的活性有关。SIERRA-MON-
DRAGON等[23]发现链脲佐菌素诱导的DN动物模

型中,IL-1、TNF-α及转化生长因子-β(TGF-β)的表达

明显增多,同时细胞因子(CCL2、CCL20、CXCL5、CX-
CL7)、黏附分子[细胞间黏附分子-1(ICAM-1)、L选

择素(L-selectin)]和生长因子[巨噬细胞集落刺激因

子(GM-CSF)、血管内皮生长因子(VEGF)、血小板衍

生生长因子(PDGF)]在肾小球和肾小管的表达也明

显升高,而 ATRA可以明显降低上述炎性因子的表

达,并发现ATRA减轻炎性反应的机制与ATRA抑

制TLR4/NF-κB信号通路从而阻止NF-κB在肾小球

和肾小管中的核易位有关。有研究发现在急性早幼

粒细胞白血病的治疗中,ATRA可以通过 NF-κB信

号通 路 的 活 化 改 善 急 性 早 幼 粒 细 胞 炎 性 因 子 的

表达[24]。
本研究结果显示,予以高糖干预的 HMC其NF-

κB、IL-6、IL-1、TNF-α
 

mRNA 的表达水平及IL-6、
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TNF-α表达水平明显升高;予以ATRA干预后,观察

到ATRA可以显著抑制HMC炎性因子的表达,且随

着ATRA水平的升高,其抑制作用更加明显,提示高

糖能促进HMC炎性因子的表达,ATRA可干预高糖

培养条件下HMC炎性因子的表达。本实验阻断NF-
κB信号通路后,Ⅳ组 HMC表达IL-6、IL-1、TNF-α

 

mRNA及IL-6、TNF-α水平较Ⅱ组减少,提示ATRA
通过抗炎发挥肾脏保护作用的机制可能与阻断 NF-
κB信号通路有关。

DN的发病机制与炎症密切相关,而ATRA对于

高糖诱导的HMC具有明显改善炎症状态的作用,因
此,其有望成为治疗DN的新策略。
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