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  [摘要] 目的 探讨山柰酚减轻高糖条件下人肾小球内皮细胞(HRGEC)氧化应激及凋亡的作用机制。
方法 培养HRGEC并分组,对照组用普通培养基处理、高糖组用高糖培养基处理、山柰酚组用含有50

 

μmol/L
山柰酚的高糖培养基处理;检测氧化应激产物丙二醛(MDA)、总抗氧化力(T-AOC)的含量、凋亡率、基因核因

子-E2相关因子2(Nrf2)、血红素加氧酶-1(HO-1)、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)、含半胱氨酸的天冬氨

酸蛋白水解酶-3(caspase-3)、AMP激活的蛋白激酶(AMPK)的表达量。结果 高糖组 MDA含量、凋亡率、
caspase-3的表达量高于对照组,T-AOC含量及 Nrf2、HO-1、mTOR、p-AMPK 的表达量低于对照组(P<
0.05);山柰酚组 MDA含量、凋亡率、caspase-3的表达量低于高糖组,T-AOC含量及 Nrf2、HO-1、mTOR、p-
AMPK的表达量高于高糖组(P<0.05)。

 

结论 山柰酚能减轻高糖条件下 HRGEC氧化应激及凋亡,激活

AMPK通路是介导这一作用的可能分子机制。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

kaempferol
 

in
 

reducing
 

oxidative
 

stress
 

and
 

apoptosis
 

of
 

human
 

glomerular
 

endothelial
 

cells
 

(HRGEC)
 

under
 

high
 

glucose
 

conditions.Methods Cul-
tivate

 

HRGEC
 

and
 

divide
 

into
 

groups,the
 

control
 

group
 

is
 

treated
 

with
 

normal
 

medium,the
 

high-sugar
 

group
 

is
 

treated
 

with
 

high-sugar
 

medium,and
 

the
 

kaempferol
 

group
 

is
 

treated
 

with
 

high-sugar
 

medium
 

containing
 

50
 

μmol/L
 

kaempferol.Detection
 

of
 

oxidative
 

stress
 

product
 

malondialdehyde
 

(MDA),total
 

antioxidant
 

capacity
 

(T-AOC)
 

content,apoptosis
 

rate,gene
 

nuclear
 

factor-E2
 

related
 

factor
 

2
 

(Nrf2),heme
 

oxygenase-1
 

(HO-
 

1)
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin
 

(mTOR),cysteine-containing
 

aspartate
 

proteolytic
 

enzyme-3
 

(caspase-3),and
 

AMP-activated
 

protein
 

kinase
 

(AMPK).Results The
 

MDA
 

content,apoptosis
 

rate,and
 

caspase-3
 

expression
 

in
 

the
 

high
 

glucose
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

T-AOC
 

content
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Nrf2,HO-1,mTOR,and
 

p-AMPK
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05),the
 

content
 

of
 

MDA,apoptotic
 

rate
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

caspase-3
 

in
 

kaempferol
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

high
 

glucose
 

group,the
 

content
 

of
 

T-AOC
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

Nrf2,HO-1,
mTOR

 

and
 

p-AMPK
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

high
 

glucose
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Kaempferol
 

can
 

alleviate
 

HRGEC
 

oxidative
 

stress
 

and
 

apoptosis
 

under
 

high
 

glucose
 

conditions.Activation
 

of
 

AMPK
 

path-
way

 

is
 

a
 

possible
 

molecular
 

mechanism
 

that
 

mediates
 

this
 

effect.
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  糖尿病肾病是常见的糖尿病微血管并发症,也是

临床上终末期肾脏病的常见病因[1-2]。高糖条件下肾

小球内皮细胞发生损伤是引起糖尿病肾病的关键因

素,针对内皮细胞损伤探寻糖尿病肾病的防治手段是

近些年内分泌领域的研究热点[3-4]。高糖条件下引起

肾小球内皮细胞损伤的机制包括刺激氧化应激、细胞

凋亡等,多种具有抗氧化、抗凋亡作用的药物被证实

能够减轻高糖条件下诱导的肾小球内皮细胞损伤。
山柰酚是一类黄酮醇类化合物,广泛存在于水果、蔬
菜、茶叶中,对氧化应激及细胞凋亡均有抑制作用。
已有研究证实,山柰酚对缺氧引起的心肌细胞损伤、
抑郁模型中神经元的损伤、氧化型低密度蛋白(ox-
LDL)引起的内皮细胞损伤均具有保护作用[5-7]。因

此,本实验在高糖条件下使用山柰酚干预人肾小球内

皮细胞(HRGEC),观察山柰酚减轻细胞氧化应激及

凋亡的作用机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 细胞与试剂

HRGEC(MZ-M0406)购自宁波明舟生物公司,
丙二醛(MDA)、总抗氧化力(T-AOC)的试剂盒购自

南京建成研究所,TUNEL细胞凋亡检测试剂、RIPA
裂解液购自上海碧云天公司,核因子-E2相关因子2
(nuclear

 

factor
 

E2-related
 

factor
 

2,Nrf2)、血红素加

氧酶-1(HO-1)、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)、
含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3(caspase-3)、
AMP激活的蛋白激酶(AMPK)的抗体购自 Abcam
公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养、分组及给药

HRGEC在含有10%胎牛血清的DMEM中贴壁

培养,细胞铺满90%后用0.25%胰蛋白酶消化传代,
传代后的细胞接种在培养板内并分组:对照组用普通

DMEM处理;高糖组用含有25
 

mmol/L葡萄糖的高

糖培养基处理;山柰酚组用含有50
 

μmol/L山柰酚的

高糖培养基处理,连续处理24
 

h后进行后续检测。
1.2.2 HRGEC中 MDA、T-AOC的检测

传代后的 HRGEC接种在24孔培养板内,分组

给药后24
 

h,收集培养基并采用试剂盒检测 MDA、T-
AOC的含量,操作均严格按照试剂盒说明书进行。
1.2.3 HRGEC凋亡率的检测

传代后的 HRGEC接种在24孔培养板内,分组

给药后24
 

h,弃去培养基、保留细胞,4%多聚甲醛固

定细胞后用TUNEL试剂盒检测细胞凋亡,按照试剂

盒说明书进行操作后在显微镜下观察TUNEL阳性

染色的细胞数并计算凋亡率。
1.2.4 HRGEC中基因表达的检测

传代后的 HRGEC接种在12孔培养板内,分组

给药后24
 

h,弃去培养基、保留细胞,RIPA裂解液裂

解细胞并提取蛋白,进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳(SDS-PAGE)、电转膜,5%脱脂牛奶室温封

闭NC膜1
 

h后,在4
 

℃孵育 Nrf2、HO-1、mTOR、
caspase-3、磷酸化 AMPK(p-AMPK)的抗体过夜;次
日,洗膜后室温孵育二抗1

 

h,最后在凝胶成像系统中

曝光得到蛋白条带,根据条带灰度值计算表达量。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行分析,计量资料以

x±s表示,3组间比较采用方差分析,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 山柰酚对高糖条件下 HRGEC氧化应激产物的

调节作用

与对照组比较,高糖组 HRGEC中 MDA的含量

显著增加,T-AOC的含量显著减少(P<0.05);与高

糖组比较,山柰酚组中 MDA 的含量显著减少,T-
AOC的含量显著增加(P<0.05),见表1。

表1  3组 HRGEC中 MDA、T-AOC比较(x±s)

组别 n MDA(nmol/mL) T-AOC(U/mL)

对照组 4 1.09±0.34 2.54±0.62

高糖组 4 3.27±0.71a 1.25±0.34a

山柰酚组 4 1.76±0.52b 1.89±0.45b

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与高糖组比较。

2.2 山柰酚对高糖条件下 HRGEC中氧化应激基因

表达的调节作用

与对照组比较,高糖组 HRGEC中 Nrf2、HO-1
的表达水平显著减少(P<0.05);与高糖组比较,山柰

酚 HRGEC 中 Nrf2、HO-1的 表 达 水 平 显 著 增 加

(P<0.05),见图1、表2。

图1  3组 HRGEC中Nrf2、HO-1的蛋白条带

表2  3组 HRGEC中Nrf2、HO-1表达水平的比较(x±s)

组别 n Nrf2 HO-1

对照组 4 0.81±0.18 0.98±0.22

高糖组 4 0.42±0.09a 0.36±0.08a

山柰酚组 4 0.80±0.17b 0.76±0.12b

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与高糖组比较。

2.3 山柰酚对高糖条件下 HRGEC凋亡率的调节

作用

与对照组比较,高糖组 HRGEC的凋亡率显著增

加(P<0.05);与高糖组比较,山柰酚 HRGEC的凋

亡率显著减少(P<0.05),见表3、图2。
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图2  3组 HRGEC的TUNEL染色图

表3  3组 HRGEC凋亡率的比较(x±s,%)

组别 n 凋亡率

对照组 4 2.11±0.52

高糖组 4 23.48±8.77a

山柰酚组 4 8.79±1.42b

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与高糖组比较。

2.4 山柰酚对高糖条件下 HRGEC中凋亡基因表达

的调节作用

与对照组比较,高糖组中 mTOR的表达量显著

减少,caspase-3的表达量显著增加(P<0.05);与高

糖组比较,山柰酚组中 mTOR的表达量的表达量显

著增加,caspase-3显著减少(P<0.05),见表4、图3。

图3  3组 HRGEC中 mTOR、caspase-3的蛋白条带

表4  3组 HRGEC中 mTOR、caspase-3表达

   水平的比较(x±s)

组别 n mTOR caspase-3

对照组 4 0.92±0.19 0.34±0.06

高糖组 4 0.39±0.09a 0.75±0.15a

山柰酚组 4 0.85±0.15b 0.41±0.08b

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与高糖组比较。

2.5 山柰酚对高糖条件下 HRGEC中 AMPK通路

的调节作用

与对照组比较,高糖组中p-AMPK的表达水平

显著减少(P<0.05),AMPK的表达水平差异无统计

学意义(P>0.05);与高糖组比较,山柰酚组中p-

AMPK的表达水平显著增加(P<0.05),AMPK的

表达水平差异无统计学意义(P>0.05),见表5、图4。

图4  3组 HRGEC中AMPK、p-AMPK的蛋白条带

表5  3组 HRGEC中p-AMPK、AMPK表达

   水平的比较(x±s)

组别 n p-AMPK AMPK

对照组 4 0.87±0.18 0.97±0.17

高糖组 4 0.42±0.09a 1.02±0.20

山柰酚组 4 0.89±0.19b 0.95±0.18

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与高糖组比较。

3 讨  论

内皮细胞在高糖条件下发生损伤是与糖尿病血

管并发症密切相关的环节,糖尿病肾病是常见的糖尿

病微血管并发症,在其发病过程中,高糖诱导的肾小

球内皮细胞损伤起到重要作用。已有多项研究报道,
高糖能够刺激脐静脉内皮细胞、肾小球内皮细胞的氧

化应激及细胞凋亡发生激活,氧化应激及细胞凋亡也

被认为是高糖诱导内皮细胞损伤的重要机制[8-9]。
在氧化应激过程中,脂质发生过氧化、产生 MDA

生成增多,抗氧化物质大量消耗、T-AOC减少;自由

基的堆积不仅直接引起细胞损伤,还能刺激细胞凋

亡。本实验在高糖处理的 HRGEC中观察到 MDA
含量及凋亡率均显著增加,T-AOC含量显著减少,说
明高糖引起了 HRGEC的氧化应激及凋亡。山柰酚

是从水果、蔬菜、茶叶提取得到的具有抗氧化、抗凋亡

作用的黄酮类化合物,本实验在高糖环境下将山柰酚

用于HRGEC的干预,旨在发挥其抗氧化和抗凋亡作

用,通过氧化应激产物及细胞凋亡率的观察可知:山
柰酚组的MDA含量及凋亡率均显著减少,T-AOC含

量显著增加,说明山柰酚能减轻高糖诱导的 HRGEC
氧化应激及凋亡,与既往关于山柰酚抗氧化、抗凋亡

活性的研究报道一致。
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内皮细胞的氧化应激及凋亡受到多种基因的调

控。Nrf2是调控氧化应激的上游信号,活化后能够启

动HO-1的表达并发挥抗氧化作用[10-11];mTOR是调

控增殖及凋亡的上游信号,活化后能够抑制下游

caspase-3的生成并发挥抗凋亡作用[12-13]。在高糖、

ox-LDL、缺血缺氧等病理因素引起的细胞损伤中,

Nrf2、mTOR表达减少,本实验在 HRGEC中也观察

到高 糖 处 理 能 够 使 Nrf2、HO-1、mTOR 表 达,

caspase-3表达增加。在使用山柰酚干预后,细胞中

Nrf2、HO-1、mTOR的表达量增加,caspase-3的表达

量减少,山柰酚在高糖条件下增加抗凋亡基因 Nrf2
及mTOR表达的作用与其在高糖条件下减轻氧化应

激及细胞凋亡的作用吻合。

AMPK是细胞中感受能量代谢的信号分子,以磷

酸化的形式发生活化并启动下游 Nrf2、mTOR等基

因的表达,增加Nrf2的表达能够减轻氧化应激,增加

mTOR的表达能够抑制细胞凋亡。已有研究表明,高
糖、缺血缺氧等刺激能够抑制 AMPK的磷酸化并削

弱其抗氧化、抗凋亡作用,进而激活细胞的氧化应激

及凋亡[14-15]。本实验在高糖处理的 HRGEC中观察

到p-AMPK的表达量明显减少,与尚粉青等[15]的研

究结果一致,说明高糖能够抑制 HRGEC中 AMPK
途径的激活。康桂兰等[6]在ox-LDL处理的脐静脉内

皮细胞中观察到,山柰酚能够促进AMPK途径激活;
本实验在使用山柰酚干预后观察到细胞中p-AMPK
的表达量明显增加,说明山柰酚能够在高糖条件下促

进HRGEC中AMPK途径激活,进而增加AMPK对

Nrf2、mTOR的调控并发挥减轻氧化应激及凋亡的

作用。
综上所述,本研究发现山柰酚能减轻高糖条件下

HRGEC氧化应激及凋亡,激活 AMPK通路是介导

这一作用的可能分子机制。本研究的不足之处是未

能得到山柰酚通过AMPK发挥抗氧化及抗凋亡作用

的直接证据,今后应进一步设计AMPK的siRNA或

使用AMPK的抑制物,以此来验证山柰酚通过激活

AMPK通路发挥生物学作用。
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