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火把花根片对高糖诱导肾小管上皮间充质
转化的影响及机制探讨*

刘召燕,秦吉林,陈晓晓,胡爽爽,杨靖倩,郭明好,马东红△

(新乡医学院第一附属医院肾脏病医院肾内科,河南新乡453100)

  [摘要] 目的 研究火把花根片(CRT)对高糖诱导的肾小管上皮细胞(HK-2)上皮-间充质转化(EMT)的

影响并探讨其可能的作用机制。方法 体外培养 HK-2,将 HK-2分为以下5组:对照组(CON组)、高渗组

(MA组)、高糖组(HG组)、高糖+火把花根片组(HG+CRT组)、高糖+PI3K抑制剂组(HG+LY29400组)、
高糖+火把花根片+PI3K抑制剂组(HG+CRT+LY29400组)。采用实时荧光定量PCR(qPCR)检测各组E-
钙黏蛋白(E-cadherin)、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、磷酸酶和张力蛋白同系物(PTEN)mRNA表达水平;采用

Western
 

blot检测各组PTEN、磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)、蛋白激酶B(Akt)、磷酸化蛋白激酶B(p-Akt)、E-
cadherin、α-SMA的蛋白表达水平。结果 与CON组比较,HG组细胞α-SMA的蛋白及 mRNA表达水平、p-
Akt的蛋白表达水平、p-Akt/Akt比值升高,E-cadherin、PTEN的蛋白及 mRNA表达水平降低,差异有统计学

意义(P<0.05)。与HG组比较,HG+CRT组细胞中α-SMA的蛋白及 mRNA表达水平降低,E-cadherin的

蛋白及mRNA表达水平相对增加,差异有统计学意义(P<0.05);与 HG组比较,HG+LY29400组PI3K、p-
Akt、α-SMA蛋白表达水平和p-Akt/Akt比值降低,PTEN的蛋白及 mRNA表达水平、E-cadherin的蛋白表达

水平升高,差异有统计学意义(P<0.05)。与 HG+CRT组比较,HG+CRT+LY29400组E-cadherin、α-
SMA、PTEN、PI3K、Akt的蛋白表达水平及p-Akt/Akt比值差异均无统计学意义(P>0.05),而p-Akt蛋白表

达升高(P<0.05)。结论 在体外,CRT可以通过PTEN/PI3K/Akt信号通路逆转高糖诱导的肾小管上皮细

胞EMT。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

colquhounia
 

root
 

tablet
 

(CRT)
 

on
 

hyperglucose-in-
duced

 

epithelial-mesenchymal
 

transition
 

(EMT)
 

in
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cells
 

(HK-2),and
 

to
 

explore
 

its
 

possible
 

action
 

mechanism.Methods HK-2
 

was
 

cultured
 

in
 

vitro,and
 

HK-2
 

was
 

divided
 

into
 

the
 

following
 

five
 

groups:control
 

group
 

(CON
 

group),hyperosmolar
 

group
 

(MA
 

group),high
 

glucose
 

group
 

(HG
 

group),
high

 

sugar+CRT
 

group
 

(HG+CRT
 

group),high
 

sugar+phosphatidylinositol
 

3
 

kinase
 

inhibitor
 

group
 

(HG+LY29400
 

group),high
 

sugar+CRT+
 

phosphatidylinositol
 

3
 

kinase
 

inhibitor
 

group
 

(HG+CRT+
LY29400).The

 

real
 

time
 

immunofluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

E-cadherin,α-smooth
 

muscle
 

actin
 

(α-SMA)
 

and
 

phosphatase
 

and
 

tensin
 

homolog
 

(PTEN)
 

in
 

each
 

group.Western-blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

PTEN,phosphatidylinositol
 

3
 

kinase
 

(PI3K),protein
 

kinase
 

B
 

(Akt),phosphorylated
 

protein
 

kinase
 

B
 

(p-Akt),E-cadherin
 

and
 

α-SMA
 

in
 

each
 

group.Results Compared
 

with
 

the
 

CON
 

group,the
 

protein
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

α-SMA,p-
Akt

 

protein
 

expression
 

level
 

and
 

p-Akt/Akt
 

ratio
 

in
 

the
 

HG
 

group
 

were
 

increased,the
 

protein
 

and
 

mRNA
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

E-cadherin
 

and
 

PTEN
 

were
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
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0.05).Compared
 

with
 

the
 

HG
 

group,the
 

α-SMA
 

protein
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

HG+CRT
 

group
 

were
 

decreased,while
 

the
 

E-cadherin
 

protein
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

were
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

HG+CRT
 

group,there
 

was
 

no
 

significant
 

differ-
ence

 

in
 

the
 

E
  

cadherin,α
  

SMA,PTEN,PI3K
 

and
 

Akt
 

protein
 

expression
 

levels
 

and
 

p-Akt/Akt
 

ratio
 

in
 

the
 

HG
+CRT+LY29400

 

group
 

had
 

no
 

significant
 

differences
 

(P>0.05),while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

p-Akt
 

protein
 

was
 

increased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion In
 

vitro,CRT
 

could
 

re-
verse

 

hyperglucose-induced
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cell
 

EMT
 

via
 

the
 

PTEN/PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway.
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  糖尿病肾病(diabetic
 

kidney
 

disease,DKD)是引

起慢性肾衰竭的主要原因,其病理生理机制复杂,治
疗手段有限,部分患者的肾功能会逐渐进展至终末

期,因此,寻找新的治疗方法迫在眉睫。上皮-间充质

转化(epithelial
 

mesenchymal
 

transition,EMT)是指

上皮细胞逐渐向间质细胞转变的过程。研究发现,肾
小管间质纤维化在DKD发病过程中发挥了十分重要

的作用,而肾小管上皮细胞(renal
 

tubular
 

epithelial
 

cell,HK-2)发生的EMT是导致DKD患者肾脏纤维

化及肾功能受损的常见原因[1]。磷脂酰肌醇3激酶/
蛋白激 酶 B(phosphatidyl

 

inositol
 

3-kinase/protein
 

kinase
 

B,PI3K/Akt)信号通路在细胞增殖、分化、代
谢等方面都扮演了重要角色[2]。有研究表明,PI3K/
Akt通路与 DKD的细胞外基质(extracellular

 

ma-
trix,ECM)积聚和肾小管间质纤维化密切相关,Akt
的异常激活参与了高糖诱导的 HK-2中EMT的发

生[3]。1997年,LI等[4]在研究染色体10q23时发现

了磷酸酶和张力蛋白同系物(phosphatase
 

and
 

tense
 

homology
 

deleted
 

on
 

chromosome
 

ten,PTEN),它是

一种由403个氨基酸组成的蛋白质,具有蛋白磷酸酶

和脂质磷酸酶双活性,在信号转导过程中,负向调节

PI3K/Akt信号通路。火把花根片(colquhounia
 

root
 

tablet,CRT)在治疗DKD方面的具体机制尚不完全

清楚,因此,本研究在构建体外 HK-2纤维化模型的

基础上,探究CRT对EMT及PTEN/PI3K/Akt通

路的影响,为火把花根治疗DKD提供新的理论支撑。
1 材料与方法

1.1 材料

HK-2购于武汉普诺赛生命科技有限公司;CRT
购于重庆市药研院制药有限公司;总RNA抽提试剂

(TRIzol)购于美国Invitrogen公司;逆转录试剂盒、
实时 荧 光 定 量(qPCR)试 剂 盒(NovoStartSYBR

 

qPCR
 

SuperMix
 

Plus、ROX
 

Reference
 

Dye
 

Ⅱ)购于

苏州近岸蛋白质科技股份有限公司;二辛可宁酸

(bicinchoninic
 

acid,BCA)试剂盒、电化学发光试剂盒

均购于美国 Abbkine公 司;α-平 滑 肌 肌 动 蛋 白(α-
smooth

 

muscle
 

actin,α-SMA)兔单克隆抗体、PTEN
兔单克隆抗体、PI3K兔单克隆抗体、Akt兔单克隆抗

体、p-Akt兔单克隆抗体均购于美国 Cell
 

Signaling
 

Technology公司;E-钙黏蛋白(E-cadherin)兔单克隆

重组抗体购于杭州华安生物有限公司;GAPDH兔多

克隆 抗 体 购 于 武 汉 三 鹰 有 限 公 司;PI3K 抑 制 剂

(LY29400)购于美国Selleck
 

Chemicals公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞分组及干预方法

将HK-2均匀种植于含5
 

mL完全培养基(10%
胎牛血清、90%基础培养基、100

 

U/mL青-链霉素)的
T25瓶中,培养条件:37

 

℃、5%
 

CO2,2
 

d更换1次培

养基,细胞铺满培养瓶底部90%时进行1∶2传代,取
第3代活力在95%以上的细胞用于实验。将细胞分

为以下组别:对照组(CON组)、高渗组(MA组)、高
糖组(HG组)、高糖+火把花根片组(HG+CRT组)、
高糖+PI3K抑制剂组(HG+LY29400组)、高糖+火

把花根片+PI3K抑制剂组(HG+CRT+LY29400
组),分别培养48

 

h后进行后续实验。
1.2.2 qPCR检测各组α-SMA、E-cadherin、PTEN
的mRNA表达水平

以TRIzol法分别提取各组的总RNA,采用逆转

录试剂盒获取cDNA。反应体系(20
 

μL):2×No-
voStartSYBR

 

qPCR
 

SuperMix
 

Plus
 

10
 

μL,正、反向

引物各2
 

μL,模板cDNA
 

2
 

μL,ROX
 

Reference
 

Dye
 

Ⅱ
 

0.4
 

μL,无酶无菌水补足至20
 

μL。扩增条件:
95

 

℃
 

1
 

min预变性,95
 

℃
 

20
 

s变性,60
 

℃
 

1
 

min退

火,共45次循环,分别进行3次独立样本实验。引物

序列见表1。
表1  相关基因的引物序列

基因 方向 引物序列(5'-3')

α-SMA 正向 GTG
 

TTG
 

CCC
 

CTG
 

AAG
 

AGC
 

AT

反向 GCT
 

GGG
 

ACA
 

TTG
 

AAA
 

GTC
 

TCA

E-cadherin 正向 AAA
 

GGC
 

CCA
 

TTT
 

CCT
 

AAA
 

AAC
 

CT

反向 TGC
 

GTT
 

CTC
 

TAT
 

CCA
 

GAG
 

GCT

PTEN 正向 TTT
 

GAA
 

GAC
 

CAT
 

AAC
 

CCA
 

CCA
 

C

反向 ATT
 

ACA
 

CCA
 

GTT
 

CGT
 

CCC
 

TTT
 

C

GAPDH 正向 TTT
 

GGT
 

ATC
 

GTG
 

GAA
 

GGA
 

CTC
 

AT

反向 CAG
 

TAG
 

AGG
 

CAG
 

GGA
 

TGA
 

TGT

1.2.4 免疫荧光法检测各组α-SMA、E-cadherin蛋

白的表达

磷酸盐缓冲液洗涤各组细胞爬片,加入4%多聚
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甲醛溶液20
 

min,洗涤后加入0.2%聚乙二醇辛基苯

基醚破膜10
 

min,洗涤后加入5%牛血清白蛋白溶液

封闭30
 

min,分别加入稀释后的α-SMA、E-cadherin
一抗溶液置于湿盒中4

 

℃过夜。磷酸盐缓冲液清洗

后加入对应的荧光二抗,避光于室温下反应1
 

h。磷

酸盐缓冲液洗涤后加入二氨基苯基吲哚避光作用10
 

min,防淬灭剂封片,荧光显微镜下拍照。
1.2.5 Western

 

blot检测各组相关蛋白的表达

冰上裂解细胞,检测目标蛋白(PTEN、PI3K、
Akt、p-Akt、E-cadherin、α-SMA)水平,100

 

℃水浴锅

10
 

min充分变性。将变性后的目标蛋白于10%分离

胶电泳分离,电转移到聚偏二氟乙烯膜上,5%脱脂奶

粉处理90
 

min,在4
 

℃下一抗孵育过夜,在室温下二

抗孵育1
 

h,1×缓冲盐溶液漂洗后,扫描仪曝光,使用

Image
 

J软件测量灰度值。
1.3 统计学处理

使用SPSS23.0软件进行数据处理,GraphPad
 

Prism8软件绘制统计图表。计量资料以x±s表示,
组间比较采用t检验,多组间比较采用单因素方差分

析。计数资料以例数或百分比表示,组间比较采用χ2

检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 CRT对高糖诱导下HK-2中EMT的影响

与CON 组比较,HG组α-SMA 的荧光强度增

强,E-cadherin的荧光强度减弱,差异具有统计学意义

(P<0.05);与 HG组比较,HG+CRT组α-SMA的

荧光强度减弱,E-cadherin的荧光强度增强,差异有统

计学意义(P<0.05),见图1。与CON组比较,HG
组细胞α-SMA 的蛋白及 mRNA 表达水平升高,E-
cadherin的蛋白及 mRNA表达水平降低,差异有统

计学意义(P<0.05);与HG组比较,HG+CRT组细

胞中α-SMA的蛋白及 mRNA表达水平降低,E-cad-
herin的蛋白及mRNA表达水平升高,差异有统计学

意义(P<0.05),见图2。

  A:免疫荧光检测各组HK-2中α-SMA、E-cadherin的表达(40×);B:各组间α-SMA荧光强度比较;C:各组间E-cadherin荧光强度比较;a:P<

0.05,与CON组比较;b:P<0.05,与 HG组比较;①:CON组;②:MA组;③:HG组;④:HG+CRT组。

图1  免疫荧光检测各组细胞α-SMA、E-cadherin荧光强度

2.2 PTEN/PI3K/Akt通路参与高糖诱导 HK-2中

EMT的发生

与CON组比较,HG组p-Akt的蛋白表达水平、

p-Akt/Akt比值升高,PTEN的蛋白及 mRNA表达

水平降低,差异有统计学意义(P<0.05);与 HG组

比较,HG+LY29400组PI3K、p-Akt蛋白表达水平、

p-Akt/Akt比值降低,PTEN的蛋白及 mRNA表达

水平升高,差异有统计学意义(P<0.05);与 HG组

比较,HG+LY29400组α-SMA 的蛋白表达水平下

降,E-cadherin的蛋白表达水平上升,差异有统计学意

9752重庆医学2024年9月第53卷第17期



义(P<0.05),见图3。

  A:Western
 

blot检测各组 HK-2中α-SMA和E-cadherin蛋白表达;B:各组α-SMA灰度值与GAPDH灰度值比值的比较;C:各组E-cadherin
灰度值与GAPDH灰度值比值的比较;D:各组α-SMA的mRNA表达水平比较;E:各组E-cadherin的 mRNA表达水平比较;a:P<0.05,与CON
组比较;b:P<0.05,与 HG组比较;①:CON组;②:MA组;③:HG组;④:HG+CRT组。

图2  CRT对高糖诱导下 HK-2中EMT的影响

  A:Western
 

blot检测CON组、HG组、HG+LY29400组 HK-2中α-SMA、E-cadherin、PI3K、p-Akt、Akt、PTEN的蛋白表达;B~H:分别为

CON组、HG组、HG+LY29400组α-SMA、E-cadherin、PI3K、p-Akt、Akt、PTEN蛋白表达水平和p-Akt/Akt比值的比较;I:CON组、HG组、

HG+LY29400组PTEN
 

mRNA表达水平比较;a:P<0.05,与CON组比较;b:P<0.05,与 HG组比较;①CON组;②:HG组;③:HG+LY29
400组。

图3  PTEN/PI3K/Akt通路参与高糖诱导 HK-2中EMT的发生

2.3 CRT通过影响PTEN/PI3K/Akt信号通路逆

转高糖诱导下HK-2中EMT的发生

与HG组比较,HG+CRT 组及 HG+CRT+
LY29400组PI3K、p-Akt蛋白表达水平、p-Akt/Akt
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比值降低,PTEN的蛋白及 mRNA表达水平升高,差
异有统计学意义(P<0.05);与 HG组比较,HG+
CRT组及 HG+CRT+LY29400组α-SMA的蛋白

表达水平降低,E-cadherin的蛋白表达水平升高,差异

有统计学意义(P<0.05);与 HG+CRT组比较,

HG+CRT+LY29400组 E-cadherin、α-SMA、PTEN、
PI3K、Akt的蛋白表达水平及p-Akt/Akt比值差异均

无统计学意义(P>0.05),而p-Akt蛋白表达升高

(P<0.05),见图4。

  A:Western
 

blot检测CON组、HG组、HG+LY29400组 HK-2中α-SMA、E-cadherin、PI3K、p-Akt、Akt、PTEN的蛋白表达;B~H:分别为

CON组、HG组、HG+LY29400组α-SMA、E-cadherin、PI3K、p-Akt、Akt、PTEN蛋白表达水平和p-Akt/Akt比值的比较;I:CON组、HG+CRT
组、HG+CRT+LY29400组PTEN

 

mRNA表达水平组间比较;b:P<0.05,与HG组比较;①:HG组;②:HG+CRT组;③:HG+CRT+LY29400组。

图4  CRT通过影响PTEN/PI3K/Akt信号通路逆转高糖诱导下 HK-2中EMT的发生

3 讨  论

  DKD并非单纯的代谢性疾病,其发病过程中包

含一系列免疫、炎症反应,肾脏病理特征表现为肾小

球基底膜增厚、系膜扩张、肾小管间质纤维化、肾小球

硬化等[5]。既往研究表明,CRT能够减少炎症细胞因

子表达,降低血管通透性,减轻组织水肿[6-7],并通过

抑制T细胞的生成和黏附、增加调节性T细胞所占

比例发挥免疫抑制作用[8]。此外,CRT还能通过抑制

CD36的表达和腺苷5’-单磷酸活化蛋白激酶(adeno-
sine

 

5’-monophosphate-activated
 

protein
 

kinase,
AMPK)通路的激活,促进自噬并抑制细胞凋亡[9]。
CRT目前已应用于临床,可在一定程度上减少蛋白

尿[10-12],但具体的作用机制尚不清楚,笔者就此展开

了研究。
HK-2是肾小管间质中重要的细胞类型,糖尿病

高糖的环境会使其丧失上皮细胞特点,增强运动及迁

移能力,表现出间充质细胞的特征[13],进一步引发

ECM异常堆积、肾小管间质纤维化,最终导致肾功能

异常。笔者在研究中观察到正常的 HK-2大多为鹅

卵石样,使用高糖干预48
 

h后,细胞更加倾向于梭形,
突触明显增多,细胞排列变得紊乱,这与既往的研究

结果一致[14]。使用适当浓度 CRT 与 高 糖 共 处 理

HK-2
 

48
 

h后,细胞的形态更加趋于正常,本研究中

CRT逆转了高糖诱导的 HK-2中,EMT生物标志物

表达异常,提示CRT可能抑制EMT的发生。
EMT在整个DKD发生、发展过程中发挥作用,

与肾小管间质纤维化密切相关,因此抑 制 肾 小 管

EMT是预防肾间质纤维化的关键[15]。研究表明,
PI3K/Akt通路在EMT中起着至关重要的作用,糖
尿病患者高糖的内环境使该信号通路被异常激活,加
速肾脏的纤维化进程[16]。PTEN是PI3K/Akt通路

公认的负性调控因子,在信号转导过程中,它将磷脂

酰肌醇(3,4,5)-三磷酸降解为磷脂酰肌醇二磷酸,并
以这种方式对抗PI3K的作用,从而发挥一系列生理
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功能[17]。ZHENG等[18]研究表明,PTEN 在多种脏

器纤维化过程中均扮演着重要角色,增加PTEN的表

达可以减轻大鼠的肝纤维化;MIYOSHI等[19]研究表

明,PTEN可以通过阻止肺泡上皮细胞的EMT,减轻

急性肺损伤,延缓肺纤维化;XU等[20]证明PTEN可

以通过负向调控PI3K/Akt通路,发挥抗纤维化、保
护肾脏的作用。本研究结果表明,高糖干预下,PTEN
的表达水平降低,PI3K/Akt通路的活性升高,应用

PI3K抑制剂LY29400后,PTEN的表达水平有所升

高,PI3K/Akt通路的活性被抑制,LY29400可以通过

抑制 Akt的活化减轻高糖诱导的 HK-2中发生的

EMT,这与LIANG等[21]和ZHANG等[22]的研究结

果一致。使用CRT干预后,同样可以促进PTEN的

表达,促进PI3K/Akt通路的失活,阻止HK-2向间充

质细胞转化,这可能是CRT抗纤维化、保护肾脏的原

因之一。
综上所述,本研究证实高糖在体外可增加 HK-2

中α-SMA的表达,抑制E-cadherin的表达,一定浓度

的CRT可以逆转此过程,CRT可能通过影响PTEN/
PI3K/Akt信号通路的激活,干扰EMT过程,从而保

护肾脏,这也为临床CRT治疗DKD提供了新的实验

室证据。
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