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高糖诱导人肾近曲小管上皮细胞凋亡及其调控机制
袁育琚 ＼段惠芳

２

， 胡志坚 、 汪 渊
３

摘要 目 的 研究高糖诱导 人 肾近 曲 小管上皮细胞 凋亡及 、 、

其调控机制 。 方法 以 人 肾 近 曲 小管上皮 细 胞株 ＨＫ －

２ 为
１ 材料与方法

研究对象 ， 随机分 为对照组 、 高糖组 、 甘露醇组 。 Ｍ ＴＴ
、 流式＾ 材料 低糖 （

５ ＿ ５ ｍｍ〇 ｌ／ Ｌ
）
ＤＭ ＥＭ

（ 美 国 Ｇ ｉ ｂ ｉ ｃｏ

细胞术观察细胞 的增殖 和 凋 亡状况 ；
Ｅ Ｌ Ｉ ＳＡ 法检测 细 胞 内公司 ） ；

Ｄ －

ｇ
ｌｕ ｃｏ ｓｅ

、 医 用 甘 露 醇 （ 北 京 国 药 集 团 公
Ｃａｓ

ｐ
ａｓｅ 的活性 ；

Ｗ ｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 法分析 Ｂ 淋 巴 细胞瘤 －

２
（
Ｂ （

．

ｌ

－

２
）

司 ） ；
Ｇｉｂｃｏ 原装小牛血清 （ 北京索莱宝科技有 限公

及 Ｃ ａｓ
ｐ
ａｓ ｅ 家族蛋 白 的表达变化 。 结果 与对照组 比较 ， 高

司 ） ；

ＨＫ －２ 由 中 国科学技术 大学生命科学 院赠送 ，

糖组能抑制 Ｈ Ｋ －

２ 细胞的体外增殖 ， 下调抑 制 调亡作用麵
液氣保存 ；

Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ —ＦＩＴＣ
（ 安徽碧云天生物试剂公

白 Ｍ ２ 表达 ，
上调促 调 亡作腿 蛋 白 表达 （

Ｐ ＜

司 ） ；
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、
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＿

３
、
Ｃａｓ

ｐａ
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－９
、
聊

、
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、

〇 ． 〇５
） ； 流式细胞术显示 ＨＫ －２ 细胞周期有 明显 的变化 ，

且随ｃｒ八 二
！ 、 辛

葡萄糖浓度的升高 中 期 调亡和末期 凋亡所 占 的 比例 明 显上
；

升 （
Ｐ ＜ ０ ． ０ １

） ， 并且 Ｃ ａｓ
ｐ
ａｓｅ ｜｜原降解及活性表达也呈上 升

一抗 （ 美 国 １繼 么 司 ） 。

趋势 （
Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。 结论 高糖能抑 制 ＨＫ －

２ 细胞体外增殖 ，
＿节东
^

并诱导其凋亡 ， 其机制 可能是通 过 Ｂｃ ｌ

－

２ 及 Ｃａｓ
ｐａｓ ｅ 家族 ｉ周

１上 １ 细胞培养和 分组 液氮取 出 ＨＫ －２ 细胞 ，
３７

控 Ｈ Ｋ －

２ 细胞的 调亡 。 Ｔ 水 浴解 冻 ， 迅 速 接 种 于 含 １ ０％ 小 牛 血 清 低糖

类键 １Ｓ Ｉ汽糖 ． ＨＫ －２
？ 涸 ？ 弟 

１

＇

大 ＤＭＥＭ
（ 葡萄糖浓度５ ． ５ｍｍｏ ｌ／ Ｌ

） ，
３７

°

Ｃ
、
５％Ｃ０

２

中 图分类＾Ｒ ７ ３ ５ ／７
’

 饱和湿度 的细胞培养箱 中 。 胰酶消化传代 ， 备用 。
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０５分组 ： 对照组 （ 葡萄糖浓度 为 ５ ． ５ｍｍ〇 ］／Ｌ
） 、 咼糖组

（ 葡萄糖浓度 分别 为 ２５
、
４０ｒｍｎｏ ｌ／ Ｌ） 和甘露醇组

细胞凋亡是生理性过程 ，不同于细胞坏死 ； 凋亡 （ 葡 萄糖浓 度 ５ ． ５ｍｍｏ ｌ／Ｌ＋ 甘 露 醇 浓 度分别 为

细胞能产生吞噬和清除碎片 的凋亡小体 ， 避免周 围５
、
３４ ＿５ｍｍｏ ｌ／Ｕ 。

环境 中细胞损害 ， 维持 内 环境稳定
⑴

。 糖尿病肾病１ ． ２ ． ２ＭＴＴ 法检测 细胞增 殖 取生长旺盛的 ＨＫ －２

（
ｄ ｉ ａｂｅ ｔ ｉ ｃｎｅｐ

ｈｒｏ
ｐ
ａ ｔ ｈ

ｙ ，

ＤＮ
） 发病机制复杂 ，

ＤＮ 早期 ，

细胞 ，膜酶消化 ， 按 １ ．２ ． １ 分组 ，

ＭＴＴ 头验严格按照

肾脏通过细胞凋亡等应急反应来清除过度增殖的 内
前期报道

１
４

１

操作 ， 实验重复 ３ 次 。

皮细胞 ， 维持 内环境稳定 ；

ＤＮ 晚期 ， 随着 肾功能 障１ ． ２ ． ３Ａｎｎ ｅｘ ｉｎ Ｖ －ＦＩＴＣ 分析细胞 凋 亡 取对数期

碍 ， 内环境稳态破坏 ， 细胞凋亡过度 ， 致使 肾损害也
生长的 ＨＫ －２ 细胞 ， 胰酶消化传代 ， 制成细胞悬液 ，

加剧
［

２
＿

３
］

。 了解 和干预 肾小管 内 皮 细胞凋亡有助
取合适的量平均接种于 ６ 孔板 ， 次 日 按 １ ． ２ ． １ 分组 ，

于延缓 ＤＮ 进展 。 该研究采用体外培养人肾近 曲小
３

＂

７ 丈 刺激 ４８ｈ
， 各组胰酶消化制成约 １ｘ １ ０

６

个／ｍ ｌ

管上皮细胞株 ＨＫ －２ 细胞 ， 分析高糖坏境下 ＨＫ －２ 细
细胞悬液 。 ４００

ｐ
ｉＡｎｎ ｅｘ ｉ ｎＶ 结合液重悬 ， 加人 ５

ｐ ｉ

胞的增殖和 凋亡状况 、
Ｂ 淋 巴 细胞瘤 －２

（
Ｂ －

ｃ ｅ ｉｎ
ｙ
ｍ－Ａｎｎｅｘ ｉ ｎＶ － Ｆ ＩＴＣ 染色液 ，

２￣８避光孵育 １ ５ｍ ｉｎ
ｃ

ｐｈｏｍａ
－２

，

Ｂｄ －２
）及 Ｃａｓｐａｓｅ 家族蛋 白表达的变化 ， 并

４Ｔ 冷冻离心 ５ｍ ｉｎ
（

１ ００００ｒ／ｍ ｉ ｎ
） ， 去除上清液 ， 再

进一步探讨这些作用可能的分子雕机制 。用 ４〇〇
Ｗ

Ａ ｒｍ ｅｘ ｉ ｎＶ 结合液重悬 ，

１ ０
ｐｊ

／孔 Ｐ Ｉ 染色

 液 ，震动器轻轻混勻 ； 锡箔纸包裹置冰上孵育 ５ｍ ｉ ｎ
，

２０ １ ６  ０ １
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０ ８ 接收 然后上机检测 。
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５ １
（
４

）

按 丨 ． ２ ．３ 步骤操作 ， 分组后置于培养箱连续刺激 ２率达 ２６ ．６％
 （
Ｐ＜ ０ ．０５

，

Ｐ＜０ ．０ １

） ； 而甘露醇组与对

ｄ
， 胰酶消化 ， 冷冻离心 ５ｍ ｉ ｎ

（
１ ０〇〇〇ｒ／ｍ ｉ ｎ

） ， 按 照照组 比较 ， 差异无统计学意义 ， 表明体外高糖能抑制

Ｅ Ｌ Ｉ ＳＡ 法操作 ， 依次加人酶 、底物 、酶标仪检测 ， 实验Ｈ Ｋ －２ 细胞的体外增殖 ， 与高晶体渗透压无关 见表

重复 ３ 次 。 １
。

１ ． ２ ． ５Ｗ ｅｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 法检测 提取总蛋 白 ： 按 丨 ． ２ ．１

分组批量培养 ， 刺激 ４８ｈ 后 ， 弃去原液并用 Ｐ Ｂ Ｓ 洗神■賴＿冊－２ 会田＿＿＿向 （
” ＝ ５

）

去残 留液体 ， 置冰上 ， 每瓶加 裂解液 １ ５〇 … 充分裂
０ ０ ± －

＇

－

）

又汗 

Ｈ Ｈ Ｉ８４± ００９－

解 ， 细胞刮子收集细胞 ， 低温冷冻离心 ５ｍ ｉｎ
（

１ 〇〇〇〇

ｒ／ｍ ｉ ｎ
） ，上清液置于 －

８ ０ｔ 备用 ，

ＢＣＡ 测定蛋 白 浓＾５ 丨几 ！ ． ６ １± ０ ． ０８ 丨 ２ ． ５

＊

度 ，每组加入浓缩蛋 白 上样缓 冲液 ， 水浴煮沸 ， 分装 ！ － ３ ５ ± ０ ＇ ＂ ２６ － ６

＊ ＊

备用 ，
置于 － ２０ ＳＣ 保存。 配制 丨 ２ ． ５ ％ＳＤＳ － ＰＡＧＥ

，

 ，８ ２± （ ） ， 〇

微量加样针上样 ， 先用 ４０
￣

５０Ｖ 电泳浓缩胶 ，

Ｉ  （ ）０Ｖ ４０ｎ？ ｎ ｏ ｌ／ Ｌ １ ． ８ ０± ０ ． Ｍ


２ ． ２

电泳分离胶 ，

丨 （） （ ） ｎ ｉ Ａ 冰浴转膜 ，伊利脱脂牛奶封闭 ，与对照组 比较 ：

＊

／
，

＜ ０ ． ０５
，

？ ＊

／
）

＜ ０ ． ０ １

ＰＢＳ
洗膜 ， 置于

一抗为
Ｂｃｌ

－２
（

１ ：４００
） ，
ＣａＳｐａｓｅ

－７
 （

１

：

１ （ ）００ ） ，

Ｂ ａｋ
（

ｌ ： １０００
） ，

Ｂａｘ
 （

１ ：３ ００
） ， 

Ｃａｓ
ｐ
ａ ｓｅ

－

３２ ． ２局糖对ＨＫ
＿２细胞调 亡 的影 响 结果米用单

（
１ ：２０００

） ，

Ｃ ａ ｓ
ｐａ

ｓｅ
－

９
（

１ ：８００
） ，

ａｃ ｔ ｉ ｎ
（

１ ： １０００
） ，

４因素方差分析进行主体间效应检测 ， 差异有统计学

ｔ 过夜 。 相应二抗分别 为 山 羊抗小 鼠 （
Ｉ ：

丨 ５ ００
） ，

意义 （
／
７
＝

８ ２ ． ５４
，

／
）

＜ ０ ． ０ 丨

） 。 组间两两 比较显示 ： 与

山羊抗 鼠 （
１

？

？１５ ００
） ， 山羊抗兔 （

１ ： １０００
） ， 山羊抗 对照组 （

９ ． ９％
） 比较 ， 高糖组 （ 图 １ Ｂ

、
１ Ｃ

） 中期 凋亡

鼠 （
１ ： １０００

） ， 山 羊抗 鼠 （
１ ：１０ （ ）０ ） ， 山 羊抗兔 （

１与末期凋亡所 占 的 比例 明 显升高 ， 并且末期凋亡所

：

１０００
） ， 山 羊抗小 鼠 （

１ ：４０００
） ，

３ ７Ｔ ： 孵育 ２ｈ
，占 的 比例 随着葡萄糖浓度 的升高 而升高 ；

从 图 １Ｄ
、

ＰＢ Ｓ 洗膜 ３ 次 ， 暗室 内 胶 片显影 、 定影 ， 重复 实验 ３ １ Ｋ 中可 以观察到甘露醇对细胞的 阔亡影响不 明显 ‘

次 。 结果进行统计学分析 。
Ｗ ｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂｂ ｔ 条带 的灰提示高糖能 诱导 Ｈ Ｋ －２ 细胞 凋亡 ， 与高 晶 体渗透压

度值用 Ｉｍ ａ
ｇ
ｅＰ ｒｏ４ ．５ 分析软件测定 。无关 。 见 图 丨

、表 ２
。
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ＰＴＰ１Ｂ 及瘦素信号通路在奥曲肽抗大鼠肝纤维化中的作用
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摘要 目 的 研究蛋 白酪氨酸磷酸酶 １ Ｂ
（
ＰＴＰ １ Ｂ

） 在 奥 曲肽高 （
户 ＜ ０ ． ０５

） 。 模 型组 及 ０ （： １

＇

组 从 １（２
、
３丁４１３ 磷酸化水平

（
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） 治疗大 鼠肝纤维化过程 中 的作用机制 ， 及其对瘦素 和较空 白组升高 （
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） 。
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－

ＳＴＡＴ３ 信号通路 的影响 。 方法 将大 鼠随机分为 ： 空化指标改善 明 显 ， 病理改 变较轻 ， 血清瘦 素 含 量减 少 （
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Ｏ ｈ
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／
＞

＜ ０ ． ００ １
） 。 结论 应用 ０ （：１

＇

能一定程度

（
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ＡＬＴ
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拖織隸鏡
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－Ｒ 丨 ＞
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Ｈ
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