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揖摘要铱 摇 目的: 通过观察阿魏酸对高糖诱导的肾小球系膜细胞炎症及自噬水平的影响,探讨阿魏酸对糖尿病肾病

的保护作用及其可能机制。 方法: 将 SV40 MES 13 细胞进行传代培养,随机分为:正常组(Control,5. 6 mmol / L 葡

萄糖)、甘露醇组(Man,30 mmol / L 甘露醇)、高糖组(HG,30 mmol / L 葡萄糖)、阿魏酸组(FA,30 mmol / L 葡萄糖 +
12. 5、25、50、100、200 滋mol / L 阿魏酸)。 采用 MTT 法观察各组系膜细胞增殖情况;酶联免疫吸附试验(ELISA)法检

测细胞上清液肿瘤坏死因子鄄琢(TNF鄄琢)、单核细胞趋化蛋白鄄1(MCP鄄1)和白介素鄄1茁( IL鄄1茁)的含量;免疫印迹法

(Western blot)检测系膜细胞 NLRP3、IL鄄1茁、LC3鄄域 / 玉、p62 蛋白的表达水平。 结果: 淤与 Control 组相比,HG 组肾

小球系膜细胞增殖活力显著升高(P<0. 01),与 HG 组相比,不同浓度 FA 组的肾小球系膜细胞增殖活力则有不同

程度的下降(P<0. 05 ~ 0. 01);于与 Control 组相比,HG 组细胞上清液中 TNF鄄琢、MCP鄄1 和 IL鄄1茁 含量均显著增加(P
<0. 01),与 HG 组相比,FA 组 TNF鄄琢、MCP鄄1 和 IL鄄1茁 含量均显著减少(P<0. 01);盂与 Control 组相比,HG 组细胞

LC3鄄域 / 玉比值减小,p62、NLRP3 和 IL鄄1茁 蛋白表达则均显著升高(P<0. 01),与 HG 组比较,FA 组细胞 LC3鄄域 / 玉
比值明显增大(P<0. 05),p62、NLRP3 和 IL鄄1茁 蛋白水平均显著降低(P<0. 01)。 结论: FA 可抑制高糖诱导的

SV40 MES 13 细胞异常增殖,FA 可通过抑制炎症、提高自噬水平而保护系膜细胞。
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Effects of ferulic acid on inflammation and autophagy levels in
glomerular mesangial cells induced by high glucose
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揖ABSTRACT铱 Objective: To investigate the protective effects and possible mechanisms of ferulic acid on diabetic nephropathy by ob鄄
serving the effects of ferulic acid on the level of inflammation and autophagy in glomerular mesangial cells induced by high glucose.
Methods: SV40 MES 13 cells were cultured and randomly divided into the following groups: normal group (Control, 5. 6 mmol / L glu鄄
cose), mannitol group (Man, 30 mmol / L mannitol), high glucose group (HG, 30 mmol / L glucose), ferulic acid group (FA, 30
mmol / L glucose + 12. 5, 25, 50, 100, 200 滋mol / L ferulic acid), and the proliferation of SV40 MES 13 cells in each group was ob鄄
served by MTT method. The levels of tumour necrosis factor鄄琢 (TNF鄄琢), monocyte chemotactic protein鄄1 (MCP鄄1) and interleukin
1茁(IL鄄1茁)in cell supernatant were determined by enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA). The expressions of NLRP3, IL鄄1茁,
LC3鄄II / I and p62 proteins in SV40 MES 13 cells were detected by Western blot. Results: 淤The proliferative activity of SV40 MES 13
cells was significantly higher in the HG group compared to the control group (P<0. 01), while the proliferative activity of SV40 MES
13 cells was decreased to different degrees in the FA group compared to the HG group (P<0. 05 ~ 0. 01). 于Compared to the control
group, the levels of TNF鄄琢, MCP鄄1 and IL鄄1茁 were increased significantly in the cell supernatant of HG group (P<0. 01). Compared
with the HG group, the levels of TNF鄄琢, MCP鄄1 and IL鄄1茁 were decreased significantly in the FA group (P<0. 01). 盂Compared with
the control group, LC3鄄II / 玉 protein expression was decreased in the HG group, while the levels of p62, NLRP3 and IL鄄1茁 protein
were increased significantly (P<0. 01). Compared with the HG group, the expression of LC3鄄II / 玉 protein was elevated significantly
(P<0. 05) in the FA group, while the levels of p62, NLRP3 and IL鄄1茁 protein in the FA group were decreased significantly (P<
0. 01). Conclusion: FA can inhibit the abnormal proliferation of SV40 MES 13 cells induced by high glucose. FA can protect glomer鄄
ular mesangial cells by inhibiting inflammation and increasing the level of autophagy.
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摇 摇 糖尿病肾病(diabetic nephropathy, DN)是糖尿

病(diabetes mellitus, DM)的常见并发症,一度占据

终末期肾病(end鄄stage renal disease, ESRD)患病人

数的 40% 左右,严重降低人类生活质量及正常寿

命[1]。 在 DN 的病程中,炎症反应是导致 DN 发生

发展的关键因素[2, 3]。 促炎因子如单核细胞趋化蛋

白鄄1(monocyte chemoattractant protein鄄1,MCP鄄1)、肿
瘤坏死因子鄄琢( tumour necrosis factor鄄琢,TNF鄄琢)、白
介素鄄1茁( interleukin 1茁,IL鄄1茁)等的大量分泌可使

DN 条件下的肾损伤进一步恶化与加重[4]。 此外,
持续的高血糖可致肾血流动力学发生异常改变,并
引起代谢紊乱诱发肾损伤[5],而通过应激方式介导

发生的细胞自噬被认为是一种适应性和防御性的机

制,在维持细胞稳态方面具有重要意义[6, 7]。 众多

研究表明,炎症和自噬均与 DN 有着密不可分的联

系。 目前,临床对于 DN 的治疗主要是针对异常升

高的血糖和血压,但大多治疗预后不理想,这些治疗

方法只能延缓 DN 的发展进程而并不能阻止它的进

一步恶化[8]。 因此迫切需要开发 DN 的新型治疗策

略。 阿魏酸(Ferulic acid,FA)广泛存在于当归、川
芎、酸枣仁等中药材中,具有镇静、增加冠脉血流量、
改善心肌缺血、抗血小板聚集、抗炎等功效[9, 10]。
近年来有文献报道,阿魏酸对糖尿病并发症、胰岛素

抵抗具有治疗作用[8]。 本研究小组前期的研究表

明阿魏酸对糖尿病大鼠肾病有良好的干预作用[11],
但 FA 对高糖诱导的系膜细胞炎症反应和自噬的影

响尚不清楚。 本实验以高糖诱导小鼠肾小球系膜细

胞(SV40 MES 13)建立糖尿病肾损伤细胞模型,通
过观察 FA 对细胞增殖情况及炎症、自噬相关蛋白

的表达水平的影响,探讨 FA 对 DN 的干预作用及其

机制,为 DN 的临床治疗提供新思路。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

小鼠肾小球系膜细胞(SV40 MES 13)购自中国

科学院上海生命科学研究院。
1. 2摇 试剂

阿魏酸(FA,HPLC 逸 98% ),西安开来生物工

程有限公司;胎牛血清,杭州四季青生物工程材料有

限公司;DMEM 低糖培养液,浙江森瑞生物科技有

限公司;二甲基亚砜 ( DMSO)、四甲基偶氮唑盐

(MTT)、BCA 蛋白浓度测定试剂盒(增强型)均购自

上海碧云天生物技术有限公司;ELISA 检测试剂盒,
美国 R&D 公司;LC3 抗体,美国 CST 公司;p62、NL鄄
RP3、IL鄄1茁 抗体、GAPDH(内参)均购自英国 Abcam

公司。
1. 3摇 MTT 法检测细胞增殖情况

1. 3. 1摇 细胞培养与分组摇 将细胞株从液氮中取出

复苏,接种于含 10%胎牛血清的 DMEM 低糖培养液

(葡萄糖浓度 5. 6 mmol / L)中, 置 37益, 5% CO2孵

箱中培养, 2 ~ 3 d 消化传代 1 次,取 5 ~ 7 代对数

生长期细胞用于后续实验。 取 96 孔板接种处于对

数生长期的细胞(5伊104 cells / well),常规培养 24 h,
待细胞贴壁生长至 70% 后更换为不含胎牛血清的

培养液同步化培养 24 h。 随后弃上清液,并按照以

下随机分组给予相应刺激:正常组( Control),5. 6
mmol / L 低糖完全培养基培养;甘露醇高渗对照组

(Man),30 mmol / L 高渗完全培养基培养;高糖组

(HG),30 mmol / L 高糖完全培养基培养;阿魏酸组

(FA)(12. 5、25、50、100、200 滋mol / L),含相应浓度

阿魏酸的 30 mmol / L 高糖完全培养基培养。
1. 3. 2摇 MTT 检测摇 以上各组细胞于 37益、5% CO2

培养箱中孵育 48 h 后,各孔加入 20 滋l MTT(5 mg /
ml),避光培养 4 h。 弃上清液,每孔加入 150 滋l
DMSO 终止反应,震板 10 min 后,置于酶标仪测定

570 nm 处的吸光度值(A570),根据计算所得细胞增

殖抑制率确定最适药物干预浓度。
1. 4摇 ELISA 法测定细胞上清液 TNF鄄琢、MCP鄄1 和

IL鄄1茁含量

取对数生长期的系膜细胞,胰酶消化后吹打混

匀,配成 2. 5 伊10 7 cells / L 细胞悬液,以每孔 5 伊104

细胞总数接种于 6 孔板中(每孔 2 ml),细胞经同步

化处理后,随机分为 3 组:正常组(Control),以 5. 6
mmol / L 低糖完全培养基培养;高糖组(HG),以 30
mmol / L 高糖完全培养基培养;阿魏酸组( FA, 50
滋mol / L),以含 50 滋mol / L 阿魏酸的 30 mmol / L 高

糖完全培养基培养,各组均刺激 48 h。 收集各组细

胞上清液,参照 ELISA 试剂盒说明书分别测定 TNF鄄
琢、MCP鄄1 和 IL鄄1茁 含量。
1. 5 摇 Western blot 检测 NLRP3、 IL鄄1茁、LC3鄄域 /
玉、p62 蛋白的表达

将细胞随机分为 4 组:正常组(Control),以 5. 6
mmol / L 低糖完全培养基培养;甘露醇高渗对照组

(Man),以 30 mmol / L 高渗完全培养基培养; 高糖

组(HG),以 30 mmol / L 高糖完全培养基培养;阿魏

酸组(FA, 50 滋mol / L),以含 50 滋mol / L 阿魏酸的

30 mmol / L 高糖完全培养基培养,各组均刺激 48 h。
收集待检细胞,提取蛋白,BCA 法蛋白定量,30% 丙

烯酰胺电泳分离,转膜,脱脂奶粉封闭后分别加入第

一、二抗体孵育,Western ECL 发光试剂显色后拍
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照,用凝胶图像分析软件(Image J)分析不同条带的

光密度值,计算目的蛋白相对表达量。
1. 6摇 统计学处理

所有统计数据均以均值依标准差( 軃x依 s)表示。
实验数据应用 GraphPad Prism 6. 0 进行统计分析,
并使用单因素方差分析 (OneWay ANOVA),以及

Tukey 检验进行组间比较。

2摇 结果

2. 1摇 FA 对 HG 诱导的 SV40 MES 13 细胞增殖的

影响

MTT 实验结果显示,与 Control 组相比,Man 组

细胞生存无显著差异(P>0. 05),而 HG 组细胞增殖

显著提升(P<0. 01),表明高糖能显著促进系膜细胞

增殖并可排除高渗环境的影响。 与 HG 组相比,FA
12. 5 滋mol / L 组细胞增殖无显著性差异(P>0. 05),
FA 25 滋mol / L 组增殖明显减少(P<0. 05),而 FA 浓

度为 50、100、200 滋mol / L 时,细胞增殖显著降低(P
<0. 01),提示 FA 能使 HG 诱导的系膜细胞增殖受

不同程度的抑制。 同时,通过计算细胞增殖抑制率,
最终确定以 50 滋mol / L FA 作为后续实验刺激条件

(表 1)。
Tab. 1 摇 Effects of different concentrations of ferulic acid on

proliferation of SV40 MES 13 cells induced by high
glucose(軃x依s, n=6)

Group Absorbance Inhibition rate(% )
Control 0. 64依0. 03 摇 摇 鄄
Man 0. 72依0. 07 摇 摇 鄄
HG 0. 86依0. 04** 摇 摇 鄄
12. 5 0. 81依0. 04 5. 61依3. 97
25 0. 76依0. 04# 10. 90依6. 07
50 0. 64依0. 02## 24. 99依2. 86
100 0. 66依0. 05## 22. 90依5. 79
200 0. 67依0. 09## 22. 39依10. 09

摇 摇 **P<0. 01 vs control; #P<0. 05,##P<0. 01 vs HG

2. 2 摇 FA 对 HG 诱导的 SV40 MES 13 细胞 TNF鄄
琢、MCP鄄1 和 IL鄄1茁水平的影响

ELISA 结果显示,与 Control 组相比,HG 组细胞

上清液 TNF鄄琢、MCP鄄1 和 IL鄄1茁 含量显著增加(P<
0. 01);与 HG 组比较, FA 组 TNF鄄琢、MCP鄄1 和 IL鄄
1茁 蛋白的水平均显著降低(P<0. 01), 提示 FA 能

抑制 HG 诱导的肾小球系膜细胞中 TNF鄄琢、MCP鄄1
和 IL鄄1茁 的分泌(表 2)。

Tab. 2摇 Levels of TNF鄄琢, MCP鄄1 and IL鄄1茁 in the supernatant
of SV40 MES鄄13 cells in each group(ng / ml, 軃x依s, n=
3)

Group 摇 TNF鄄琢 摇 MCP鄄1 IL鄄1茁
Control 56. 2依 5. 7 98. 7依13. 5 13. 7依1. 3
HG 146. 4依11. 4** 200. 7依12. 6** 75. 6依2. 6**

FA 75. 1依 7. 9## 120. 9依10. 3## 26. 7依1. 9##

摇 摇 **P<0. 01 vs control; ##P<0. 01 vs HG

2. 3 摇 FA 对 HG 诱导的 SV40 MES 13 细胞 NL鄄
RP3、IL鄄1茁炎症因子的影响

Western blot 结果显示,与 Control 组比较, Man
组细胞内 NLRP3 和 IL鄄1茁 表达水平均无显著性差

异(P>0. 05),HG 组细胞内 NLRP3 和 IL鄄1茁 的表达

水平均显著上升(P<0. 01);与 HG 组比较, FA 组中

细胞的 NLRP3 和 IL鄄1茁 蛋白含量均显著下降(P<
0. 01), 由此可知,FA 可逆转 HG 诱导的系膜细胞

NLRP3 和 IL鄄1茁 的表达水平(图 1,表 3)。

Fig. 1摇 Effects of ferulic acid on the expressions of NLRP3 and
IL鄄1茁 in SV40 MES 13 cells induced by high glucose

Tab. 3摇 Effects of ferulic acid on the expressions of NLRP3 and
IL鄄1茁 in SV40 MES 13 cells induced by high glucose
(% Control, 軃x依s, n=3)

Group NLRP3 IL鄄1茁
Control 100. 00依 4. 02 100. 00依14. 07
Man 81. 38依 2. 88 102. 23依10. 51
HG 301. 60依 7. 86** 419. 42依 8. 10**

FA 186. 44依10. 83## 256. 25依11. 33##

摇 摇 **P<0. 01 vs control; ##P<0. 01 vs HG

2. 4摇 FA 对 HG 诱导的 SV40 MES 13 细胞 LC3鄄
域 / 玉、p62 自噬因子的影响

Western blot 结果显示,与 Control 组相比,Man
组细胞内 LC3鄄域 / 玉和 p62 表达水平均无显著性差

异(P>0. 05),HG 组细胞内 LC3鄄域 / 玉的比值显著

降低(P<0. 01),p62 表达量显著升高(P<0. 01);与
HG 组比较,FA 组细胞内 LC3鄄域 / 玉表达显著上升

(P<0. 05),p62 表达水平显著降低(P<0. 01),表明

FA 能提高 HG 诱导的系膜细胞 LC3鄄域 / 玉的表达水

平,并抑制 p62 蛋白的表达(图 2,表 4)。
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Fig. 2摇 Effects of ferulic acid on the expression of LC3鄄II / I and
p62 in SV40 MES 13 cells induced by high glucose

Tab. 4摇 Effects of ferulic acid on the expressions of LC3鄄II / I
and p62 in SV40 MES 13 cells induced by high glu鄄
cose(% Control, 軃x依s, n=3)

Group LC3鄄域 / 玉 p62
Control 100. 00依 5. 73 100. 00依9. 66
Man 116. 97依11. 38 100. 58依0. 88
HG 11. 50依 0. 71** 244. 83依6. 52**

FA 31. 32依 2. 40# 175. 26依7. 55##

摇 摇 **P<0. 01 vs control; #P<0. 05,##P<0. 01 vs HG

3摇 讨论

糖尿病肾病(Diabetic nephropathy, DN)已成为

全球终末期肾病(end鄄stage renal disease, ESRD)的
主要病因[12],但是其详细的发病机制以及具体的治

疗方法在临床领域仍然缺乏足够的证据。 本实验通

过高糖刺激肾小球系膜细胞建立体外 DN 模型,旨
在对 DN 的治疗提供更多依据。 实验结果显示,HG
组细胞 TNF鄄琢、MCP鄄1、NLRP3 和 IL鄄1茁 炎症蛋白明

显增加,而自噬相关蛋白 LC3鄄域 / 玉的比值显著降

低,p62 表达量明显升高,提示了高糖刺激使得肾小

球系膜细胞炎症反应增强,而自噬反应则受到抑制。
并且 Man 组的上述指标与 Control 组无明显差异,可
以排除高渗环境对肾小球系膜细胞的影响。

炎症作为 DN 发生发展的主要因素,在 DN 发

展过程起着重要作用[8, 13]。 MCP鄄1 (monocyte che鄄
moattractant protein鄄1),又称趋化因子(CC鄄motif)配

体 2 (CCL2),是 CC 趋化因子家族的成员,可在炎

症过程中与其受体 CCR2 结合,激活调控细胞迁移

的信号通路。 MCP鄄1 被认为是 DN 的生物标志物,
其与肾小管损伤有关,且其水平随肾功能损害进展

而升高[14]。 除 MCP鄄1 外,炎症因子 TNF鄄琢 的合成

与释放也可影响 DN 的进程。 此外,当细胞受一定

刺激信号时,经 Toll 样受体(TLR)的激活、pro鄄IL鄄18
和 pro鄄IL鄄1茁 的转录与激活、NLRP3鄄ASC 复合物的

形成、Caspase鄄1 的活化等步骤,炎性小体 NLRP3 被

活化,并使 IL鄄18、IL鄄1茁 等炎性通路下游信号分子得

以成熟和释放[15]。 在 DN 病程中,NLRP3 和 IL鄄1茁
水平的异常增高能使炎症状态持续,并最终导致肾

脏功能损伤[16]。 本实验采用 ELISA 与免疫印迹等

手段检测系膜细胞炎症水平的变化,结果显示 HG
能诱导 TNF鄄琢、MCP鄄1、NLRP3 及 IL鄄1茁 的表达,而
FA 具有显著降低上述蛋白表达的作用,进而抑制炎

症,保护系膜细胞。
近年来,在 DN 研究领域,自噬(autophagy)机制

同样吸引着人们的眼球[17]。 自噬是机体内清除大

分子物质及损伤细胞器等成分,最终实现细胞自我

更新的独特机制。 值得注意的是,机体内细胞所处

的环境状态并非一成不变,当外来的有害理化因素

刺激细胞时,自噬机制将引发细胞自噬的诱导激活,
发挥细胞保护功能。 LC3鄄域是一类自噬体结构蛋

白,其生成过程与磷脂酰乙醇胺和 Atg8 同源物 LC3
的水解物 LC3鄄玉的耦联密切相关[18],在形成自噬

体及自噬体膜的扩大与伸长中扮演者重要角色。 因

此 LC3鄄域 / LC3鄄玉的比值大小可作为评判细胞自噬

活动活跃与否的依据。 此外,p62(又称 SQSTM1 蛋

白)作为一类重要的自噬相关蛋白,其含量的异常

增多在一定程度上反映细胞内自噬水平的抑制。
Zhang 等人证实 DN 小鼠肾组织存在自噬缺陷,增强

肾细胞的自噬可能改善 DN 的疾病状态[19]。 在本

实验中,根据 Western blot 检测结果显示,与 HG 组

相比,FA 的干预可使细胞内 LC3鄄域 / 玉比值明显上

升,p62 蛋白水平显著下降,表明 FA 能增强 HG 诱

导的系膜细胞的自噬水平。
有文献报道,自噬可以减弱机体过度的免疫鄄炎

症反应,并可能在 NLRP3 炎症小体信号通路中发挥

调节作用。 在 DN 状态下,自噬功能受损导致体内

炎症反应失调,最终加剧肾损伤[20]。 本实验从细胞

水平证明阿魏酸可恢复 DN 状态下的自噬水平,并
抑制过度的炎症反应,这可能是阿魏酸发挥肝脏保

护作用的重要靶点,其主要机制值得深入研究。
综上,本实验通过高糖诱导肾小球系膜细胞损

伤,观察阿魏酸的保护作用。 结果表明,阿魏酸能抑

制高糖诱导肾小球系膜细胞增殖、降低 TNF鄄琢、
MCP鄄1、NLPR3、IL鄄1茁 炎症因子及 p62 蛋白的水平,
增强 LC3鄄域 / 玉蛋白表达,由此推测阿魏酸可能通

过抑制炎症、提高肾脏自噬水平等机制发挥对肾脏

的保护作用。 目前,阿魏酸对于 DN 的作用已有报

道,但阿魏酸对自噬影响的相关研究还较少,本实验

发现阿魏酸可通过影响炎症和自噬水平来改善

DN,为阿魏酸的研究与开发提供理论依据,以及为

DN 的临床治疗提供新的策略。
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