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洛伐他汀对人肾小球系膜细胞胰岛素样

生长因子-1表达的影响
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【摘　要】　目的:观察 HMG-CoA 还原酶抑制剂洛伐他汀对人肾小球系膜细胞胰岛素样生长因子-1(IGF-1)

表达及纤维连接蛋白 、层连蛋白和Ⅳ型胶原分泌的影响。方法:分别于体外低糖(5.6 mmol/ L)和高糖(30 mmol/

L)环境中培养人胎肾小球系膜细胞 ,用 RT-PCR法检测系膜细胞 IGF-1 mRNA 表达水平 , 用酶免和放免法测定细

胞上清液中纤维连接蛋白 、层黏连蛋白和Ⅳ型胶原含量。分别在培养液中加入洛伐他汀或/和西拉普利 , 观察不

同刺激时间和药物浓度对上述基质蛋白指标的影响。选择刺激时间 48 h 和刺激浓度 10μmol/L , 观察单用或联

用洛伐他汀和西拉普利对系膜细胞 IGF-1 mRNA 表达的影响。结果:高糖环境下肾小球系膜细胞过度增殖 , 细胞

上清液中纤维连接蛋白 、层黏连蛋白和Ⅳ型胶原含量增加 , IGF-1 mRNA 表达明显增加。洛伐他汀和西拉普利均

可明显抑制系膜细胞增殖 , 降低细胞上清液中基质蛋白浓度 , IGF-1 mRNA 表达亦显著下降。 洛伐他汀对 IGF-

1mRNA表达的抑制作用略强于西拉普利 ,但两者联用未显示更强的抑制效果。结论:高糖可刺激人肾小球系膜

细胞 IGF-1 高表达 ,并增加基质蛋白的分泌 , 洛伐他汀与西拉普利类似 , 均可一定程度逆转上述现象 , 提示他汀

类药物可能有益于早期糖尿病肾病的防治。
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　　糖尿病肾病(DN)是糖尿病最常见慢性并发症

之一 ,也是导致终末期肾脏疾病(ESRD)的主要原因

之一 ,其特征性病理改变是细胞外基质(ECM)蛋白

在肾小球过度沉积 ,转化生长因子-β1(TGF-β1)是这

一过程的主要介导物。DN早期肾脏体积增大 ,并伴

有局部胰岛素样生长因子-1(IGF-1)表达增加。有研

究发现他汀类药物(statin)可减少糖尿病大鼠尿蛋白

排泄量 ,阻止肾小球硬化病变的进展[ 1] 。我们以前

的研究亦发现他汀类药物可抑制肾小球系膜细胞

TGF-β1的表达和 ECM蛋白的分泌(待发表)。那么他

汀类药物对系膜细胞 IGF-1的表达是否有直接的影

响呢?为此我们开展了本研究。

1　材料和方法

1.1　实验材料

肾组织:孕 4 ～ 6月水囊引产胎儿肾脏。

药品:洛伐他汀由韩国汉城 Soon Chun Hyang

大学Hyonam 肾脏病研究所 Hi Bahl Lee 博士提供 ,

西拉普利由 Roche 公司提供 。

试剂:RPMI 1640 培养基 、胰蛋白酶购自美国

Gibco 公司 , HEPES 、胶原酶 、4-甲基偶氮四唑蓝

(MTT)、二甲亚砜(DMSO)、TRIzol均购自美国 Sigma

公司 ,RT-PCR二步法试剂盒由Sigma公司提供。

1.2　主要方法

1.2.1　细胞培养和刺激试验　肾小球系膜细胞培

养及鉴定参照于力方等[ 2]方法 ,并加以改良 。用结

蛋白抗体 、波形蛋白抗体和角蛋白抗体分别进行间

接免疫荧光染色 ,细胞免疫病理鉴定结果证实为系

膜细胞(图1)。取第 4 ～ 8代系膜细胞用于刺激试

验 ,分为低糖(5.6 mmol/L)对照组(LG)、高糖(30

mmol/L)对照组(HG)、高糖 +洛伐他汀组(HG +

Lov)、高糖+西拉普利组(HG+Cil)和高糖+洛伐

他汀 +西拉普利组(HG +Lov +Cil)。选择 10

μmol/L药物浓度分别观察 24 , 48 ,72 h 刺激时间对

细胞增殖的影响;选择刺激时间 48 h ,分别观察 1 ,

10 ,100 和 500 μmol/L 药物浓度对细胞增殖的影

响。系膜细胞培养于 75 cm3培养瓶内 ,传代后 48 h

换液 ,加入含相应刺激药物(浓度均为 10 μmol/L)
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的低糖或高糖培养液 ,置 37 ℃孵箱继续培养 48 h

后 ,吸取细胞上清液 ,用于纤维连接蛋白(FN)、层

黏连蛋白(LAM)和Ⅳ型胶原测定 ,并立即抽提系膜

细胞总 RNA ,用于 RT-PCR。

1.2.2　逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR)　细胞总

RNA抽提采用 TRIzol 法 , RT-PCR采用二步法在

Perkin Elmer公司 2400PCR仪上进行 。引物序列设

计如下。人 IGF-1:上游引物 , 5′-CTA , GGC , ACT ,

CTG , CTT , GC-3′, 下游引物 , 5′-CTT , GGG , CAT ,

GTC ,AGT ,GTG ,GC-3′,扩增产物 296bp[ 3] ;GAPDH:

上游引物 ,5′-CAC ,CCT ,GTT ,GCT ,GTA ,GCC ,ATA ,

TTC-3′, 下游引物 , 5′-GAC , ATC , AAG , AAG , GTG ,

GTG ,AAG , CAG-3′,扩增产物 196bp[ 4] 。以上引物

均由上海生物工程公司合成。取 10 μg 总 RNA标

本 ,采用 AMV 逆转酶系统进行逆转录 ,反应体积

20μl。PCR反应体系:Taq 10×Buffer 5.0 μl 、MgCl2

1.5 mmol/L、dNTP 200 μmol/L 、上游引物1.25μmol/

L 、下游引物 1.25μmol/L 、Taq酶 1.5 u 、cDNA 2.0μl

(20 ～ 40 ng)和灭菌双蒸水 37.5 μl(反应体积 50

μl)。反应条件:预变性 94 ℃5 min进入循环 ,变性

94 ℃1 min ,退火 58 ℃1 min ,复性 72 ℃1 min ,共

30个循环 ,最后 72 ℃7min延伸 。取 PCR产物 10

μl在 1.5%琼脂糖凝胶(含溴化乙锭)上电泳 , 以

pUC19 为 DNA Marker , 用 Kodak Digital 1D Image

Analysis Software(Eastman Kodak Company)成像系统

扫描电泳结果 ,测定光密度值并计算 IGF-1/GAPDH

光密度比值。

1.2.3　细胞上清蛋白测定　纤维连接蛋白(Ameri-

can Diagnositca Inc.,USA)采用 ELISA 检测 ,层黏连

蛋白和Ⅳ型胶原采用RIA测定(上海海军医学研究

所生物技术中心试剂盒)。

1.3　统计学处理

表中数值以 x±s表示 ,两组间比较用 t 检验 ,

多组间比较用 F 检验 ,全部数据应用 SPSS10.0统

计分析软件处理。

Fig 1.Identification of cultured mesangial cells by immunohistochemistry method

2　结　果

2.1　对系膜细胞增殖的影响

时间曲线:与低糖组相比 ,高糖可促进系膜细

胞(MC)增殖;单用或联用洛伐他汀和西拉普利 24 ,

48 h后均可使高糖环境下MC的增殖受到抑制;药

物刺激72 h后可使MC增殖低于正常(图 2)。

浓度曲线:1μmol/L浓度的洛伐他汀和西拉普

利对MC增殖抑制作用较弱 ,药物浓度为 10 , 100 ,

500μmol/L 时 ,MC 增殖受到显著抑制 ,此 3种浓度

的抑制作用无显著性差异(图 3)。

2.2　对系膜细胞上清液基质蛋白含量的影响

高糖环境下系膜细胞上清液中纤维连接蛋白 、

层黏连蛋白和Ⅳ型胶原含量明显高于低糖环境 。

洛伐他汀和西拉普利(均为10μmol/L)刺激 48 h后

可明显降低高糖环境中系膜细胞上清液中上述基

— ★—LG;— ■—HG;— △—HG+Lov;— ◇—HG+Cil;

— □—HG+Lov+Cil

LG:low glucose;HG:high glucose;Lov:lovastatin;Cil:cilazapril

Fig 2.The effect of lovastatin and cilazapri l on the proliferation of cultured

mesangial cells in different stimulus duration

质蛋白含量 ,洛伐他汀组层黏连蛋白和Ⅳ型胶原水

平明显低于西拉普利组 ,洛伐他汀+西拉普利组上

述 3种基质蛋白含量显著低于西拉普利组(表 1)。
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— ◆—HG+Lov;— △—HG+Cil

HG:high glucose;Lov:lovastatin;Cil:ci lazapri l

Fig 3.The effect of lovastatin and cilazapril on the prolif eration of cultured

mesangial cells in different stimulus concentration

Tab 1.The effect of lovastatin and cilazapril on the concent rations of ECM

proteins in the supernatant of mesangial cells(n=6)

Groups
Fibronectin

(μg/ml)

Laminine

(ng/ml)

Type IV Collagen

(μg/ L)

LG 4.39±0.11 21.47±1.44 9.89±1.41

HG 5.16±0.38 28.50±4.08 14.52±3.15

HG+Lov 4.65±0.35＊ 22.31±3.72＊＊ 7.70±1.70＊＊

HG+Cil 4.62±0.21＊ 24.80±3.64＊ 11.55±1.39＊

HG+Lov+Cil 4.13±0.46# 21.67±1.27# 7.42±0.88#

Compared wi th HG , ＊P<0.05 , ＊＊P<0.01;with HG+Cil , #P<0.05

2.3　对肾小球系膜细胞 IGF-1 mRNA表达的影响

高糖环境中肾小球系膜细胞 IGF-1mRNA表达

较低糖环境明显升高 ,加入洛伐他汀 、西拉普利均

可一定程度逆转高糖介导的 IGF-1 mRNA 过度表

达 ,洛伐他汀对 IGF-1 mRNA表达的抑制作用强于

西拉普利 ,但二者联用未显示更强的抑制效果(图

4 ,图 5)。

Fig 4.The effect of lovastatin on the expression of IGF-1 mRNA in the cul-

tured mesangial cells

Marker:pUC19 DNA

1.LG group;2.LG+Lov group;3.LG+Cil group;4.LG+Lov+Cil group;

5.HG group;6.HG+Lov group;7.HG+Cil group;8.HG+Lov+Cil group

Fig 5.The effect of lovastatin and cilazapril on the expression of IGF-1mR-

NA , compared with HG group , ＊＊P<0.01, with HG+Lov group , #P<

0.05

3　讨　论

DN早期主要病理生理改变是肾脏肥大和高血

流状态 ,有研究认为与 GF/ IGFs 系统紊乱有关 ,

IGF-1在上述过程中起一定作用。目前认为 IGF-1

与 DN关系主要有DN早期 IGF-1表达增加等几个

方面
[ 5]
。

既然 DN早期 IGF-1表达增加是不利的 ,所以

抑制 IGF-1在肾脏局部的表达 ,则可能有益于防治

DN的进展 。我们此前的研究发现 ,洛伐他汀可抑

制高糖环境中系膜细胞 TGF-β1 mRNA 的过度表达 ,

并降低细胞上清液中 TGF-β1和细胞外基质蛋白含

量。那么洛伐他汀对系膜细胞 IGF-1表达是否有

影响呢?

我们的研究显示 ,高糖可刺激系膜细胞 IGF-1

mRNA表达 ,并伴有细胞上清液中纤维连接蛋白 、

层黏连蛋白和Ⅳ型胶原含量升高 ,与以往文献报道

是一致的 。洛伐他汀和西拉普利干预均能一定程

度抑制高糖环境中 IGF-1 mRNA的过度表达 ,并降

低细胞培养液中基质蛋白含量 ,提示他汀类药物可

直接抑制系膜细胞 IGF-1 表达 ,从而可能有益于对

早期 DN的防治 。

血胆固醇升高是糖尿病肾病(DN)发生的独立

危险因素[ 6] ,控制血脂水平对预防和延缓 DN进展

有重要意义。他汀类药物可竞争性抑制内源性胆

固醇合成酶—HMG-CoA 还原酶 ,从而抑制 HMG-

CoA转变为甲羟戊酸 ,阻断甲羟戊酸代谢途径 ,使

细胞内胆固醇合成减少 。近年研究发现 ,他汀类药

物在降低胆固醇同时 ,可减少尿蛋白量 ,抑制细胞

外基质形成 ,阻止肾小球硬化病变的进展。以往他
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汀类药物的这种作用被看作是降低血脂后带来的

益处 ,但最近的研究显示 ,他汀类药物能够直接抑

制肾小球系膜细胞 TGF-β1表达 ,这种抑制作用加入

甲羟戊酸后可被逆转[ 7] 。在 DN发生发展中 ,有多

种生长因子和细胞因子参与发病 。TGF-β1和 IGF-1

过度表达是 DN病理生理机制的重要环节 ,不同的

是 ,在 DN 病程中 TGF-β1是持续性表达增强 ,而

IGF-1是早期表达升高 ,以后降至正常水平 。二者

的共同点是都可以引起肾小球系膜细胞产生和积

聚大量纤维连接蛋白 、层黏连蛋白和Ⅳ型胶原 ,后

者是 DN最为显著的病理特点。

IGF-1有胰岛素样生物学作用 ,更重要的是又

具有促进细胞增殖 ,刺激组织细胞生长与分化的作

用。近年来 IGF-1及其受体和结合蛋白在 DN发病

中的作用日益受到重视。动物实验发现 ,DM 模型

建立后 ,肾脏 IGF-1表达立即升高 ,伴有肾脏体积

增大 ,并持续1 ～ 4个月 ,以后 IGF-1表达水平逐渐

降至正常[ 8] 。IGF-1可刺激系膜细胞合成纤维连接

蛋白 、层黏连蛋白和 Ⅳ型胶原等细胞外基质蛋

白
[ 9]
。

本研究结果提示他汀类药物与 ACE 抑制剂类

似 ,可抑制高糖引起的肾脏局部 IGF-1过度表达 ,减少

细胞外基质蛋白的产生。另外 ,他汀类药物对 IGF-1

表达的抑制作用亦提示它对TGF-β1的抑制并非特异

的。因此 ,他汀类药物可能有益于早期DN的防治 ,但

其肾脏保护作用还有待于进一步研究证实。
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Effect of Lovastatin on the Expression of Insulin-like Growth

Factor-1 in the Cultured Human Mesangial Cells
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【ABSTRACT】　AIM:To observe the effect of lovastatin(statin)on the expression of insulin-like growth factor-1

(IGF-1)in the cultured human mesangial cells and the secretion of fibronectin , laminin and type IV collagen proteins

from them.METHODS:The human mesangial cells was respectively cultured in the medium with low glucose(5.6

mmol/L)and high glucose(30 mmol/L).The expression of IGF-1 mRNA in mesangial cells were observed by RT-

PCR method and the concentrations of fibronectin , laminin and type IV collagen in the supernatant were determined by

ELISA and radioimmunoassay methods.The extracelluar matrix(ECM)proteins in the supernatant were detected again

after addition of lovastatin , cilazapril and both of them on different stimulation time and dosage.The IGF-1mRNA ex-

pression of mesangial cells were also detected on 48 h after stimulation of lovastatin(10 μmol/L)and cilazapril(10
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μmol/L).RESULTS:High glucose induced over proliferation of mesangial cells , excessive IGF-1 mRNA expression

and the increased secretion of fibronection , laminin and type IV collagen of mesangial cells.Both lovastatin and cilaza-

pril decreased the cell proliferation , the IGF-1mRNA expression and the level of above extracellular matrix(ECM)pro-

teins.Lovastatin has more suppressive effect on the expression of IGF-1 mRNA than cilazapril.But combination of

them has no more suppressive effect than that single of them.CONCLUSIONS:High glucose stimulates the cultured

human mesangial cells to excessively express the IGF-1 and ECM proteins.The high glucose-induced changes can be

suppressed by lovastatin and cilazapril.The results suggest that statin has a direct cellular impact on the expression of

IGF-1 of mesangial cells.They also indicate that statin have potential preventive action for diabetic nephropathy.

【KEY WORDS】　Mesangial cells;Statin;IGF-1;Expression;Cilazapril
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能力作为培养目标和指导思想 ,以学科建设作为发展主线 ,并结合生命科学发展前沿 ,不断更新办学理念 ,

拓宽办学思路 ,在学科发展和建设 、人才培养 、师资队伍建设 、改善办学条件 、科学研究和科技开发等方面

均给予大力支持和必要的投入 。通过广大师生共同努力 ,我校在生命科学教学 、科研 、科技开发和科技成

果转化应用等领域均取得了较为显著的成绩 。30多年来 ,学科发展从原来单一的生物制药专业发展成为

现在拥有药学 、生物学和工程学三个一级学科的 5个二级学科 ,具有硕士和博士学位授予权和药学博士后

流动站。专业从原来单一的“生物制药专业”发展成现在包括“生物技术” 、“生物工程” 、“海洋药物” 、“生化

药学强化班”(国家理科基础科学研究与教学人才培养基地)和“国家生命科学与技术人才培养基地”等 5

个本科专业。在生物医药领域先后为国家培养出具有大学本科学历从事生物药物研究与开发专门人才

2000余名 ,硕士 、博士近 300名 。生命科学与技术学院的成立 ,将为把我校建设成国际知名的以药学为特

色 ,理 、工 、经 、管 、文多学科协调发展的高水平多科性大学宏伟目标的实现做出更大的贡献。
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