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近年来，糖尿病肾病（Diabetic nephropathy，DN）已成为常

见的终末期肾脏疾病，系膜区系膜细胞肥大和细胞外基质堆

积是DN肾小球硬化的主要原因之一。高糖可引起多元醇、蛋

白激酶C（Protein kinase C，PKC）/丝裂原活化蛋白激酶（Mito-

gen-activated protein kinase，MAPK）、转化生长因子（TGF）-β等

信号通路的异常，导致肾小球系膜细胞功能的紊乱，在DN的

发生和发展中起着至关重要的作用[1]。

芦丁广泛存在于苹果、槐米、芸香、荞麦等各种食物及中

药材中，具有抗氧化、抗基因突变、抗惊厥、抗癌、保护细胞、抗

血小板、抗凝血和保护血管等作用[2-4]。最近，有文献报道芦丁

可以通过抑制非糖基化终产物（AGEs）的形成[5]、改善链脲霉

素（Streptozotocin，STZ）诱导糖尿病大鼠的氧化应激[6]、改善糖

异生 [7]、部分反转损伤的心肌功能 [8]等发挥治疗糖尿病的功

效。同时，芦丁通过提高羟脯氨酸和胶原含量、降低基质金属

蛋白酶（Matrix metalloproteinases，MMPs）活性、增强基质金属

蛋白酶组织抑制剂（Tissue inhibitors of metalloproteinases，TI-

MPs）水平等环节，对STZ诱导的大鼠肾脏病变发挥保护作用[9]。

高糖可刺激活性氧及TGF-β1的表达，TGF-β1能够通过介

导MAPKs、Smads、PKC等信号通路诱导细胞外基质堆积，最

终导致DN的恶化和加剧。研究发现[8]，肾小球系膜细胞肥大

和肾小球系膜区细胞外基质堆积是导致肾小球硬化的重要因

素，而肾小球系膜细胞分泌细胞因子也是不可忽视的因素。

DN可能是细胞因子和生长因子共同作用的结果，因而肾小球

系膜细胞常常被选择作为研究 DN 的靶细胞，而研究药物对

TGF-β1/Smad信号通路的影响也是研究药物能否防治糖尿病

肾病的途径之一。本研究通过实验证实芦丁通过 TGF-β 1/

芦丁对高糖模型大鼠肾小球系膜细胞的保护作用
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摘 要 目的：研究芦丁对高糖模型大鼠肾小球系膜细胞的保护作用。方法：以高糖（25 mmol/L）培养鼠肾小球系膜细胞。试验

随机均分为正常对照（正常培养基）组、溶剂对照（0.1％ DMSO）组、模型（正常培养基）组、卡托普利（1 μmol/L）组与芦丁高、中、

低质量浓度（40、10、5 μg/ml）组，培养 48 h。采用实时荧光定量-聚合酶链反应（RT-PCR）法测定细胞转化生长因子（TGF）-β1

mRNA 的表达，Western blot 法检测细胞 Smad 2/3与 Smad 7的含量，分光光度法测细胞总超氧化物歧化酶（T-SOD）、丙二醛

（MDA）、过氧化氢酶（CAT）与谷胱甘肽过氧化酶（GSH-Px）水平。结果：与溶剂对照组比较，模型组细胞Smad 2/3、TGF-β1 mRNA

的表达增强，T-SOD、CAT 与 GSH-Px 活性减弱，MDA 含量增加，Smad 7的表达减弱，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比

较，芦丁高、中、低质量浓度组细胞Smad 2/3表达减弱，T-SOD、CAT活性增强，MDA含量减少，Smad 7的表达减弱；芦丁高、中质量

浓度组TGF-β1 mRNA表达减弱，GSH-Px 活性增强，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。结论：芦丁通过TGF-β1/Smad通路

对高糖培养的大鼠肾小球系膜细胞产生保护作用，具有潜在的防治糖尿病肾病作用。
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Protective Effects of Rutin on Mesangial Cells of High Glucose Model Rats
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the protective effect of rutin on mesangial cells of high glucose model rats. METHODS：

The mesangial cells of rats were cultured with high glucose. The cultured mesangial cells were randomly divided into normal con-

trol group（normal culture medium），solvent control group（0.1％ DMSO），model group（normal culture medium），captopril

group（1 μmol/L）and rutin high-concentration，medium-concentration and low-concentration groups（40，10，5 μg/ml），for cultur-

ing 48h. The mRNA expression of TGF-β1 in mesangial cells was detected by RT-PCR；the contents of Smad2/3 and Smad 7 were

determined by Western blot；the levels of T-SOD，MDA，CAT，and GSH-Px were measured by spectrophotometry. RESULTS：

Compared with solvent control group，the mRNA expression of Smad 2/3 and TGF-β1 and MDA content were increased in model

group，while the activities of T-SOD，CAT and GSH-Px and the expression of Smad 7 were decreased；there was statistical signifi-

cance（P＜0.01）. Compared with model group，the expression of Smad 2/3 Smad 7，and MDA content were decreased in rutin

high-concentration，medium-concentration and low-concentration groups，while the activities of T-SOD，CAT were increased；the

mRNA expression of TGF-β 1 mRNA were decreased ，GSH-Px was increased in rutin high-concentration，medium-concentration

groups，there was statistical significance（P＜0.01，P＜0.05）. CONCLUSIONS：Rutin can protect mesangial cells of high glucose

model rats via TGF-β1/Smad pathway，and is a potent protective agent against diabetic nephropathy.
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Smad通路逆转高糖培养大鼠肾小球系膜细胞指标的异常，对

大鼠肾小球系膜细胞具有保护作用，为临床治疗DN提供科学

的参考。

1 材料
1.1 仪器

Class 100型CO2培养箱（美国Sheldon公司）；聚合酶链反

应（PCR）仪（美国PE公司）；ZFP型紫外手提式分析仪（上海长

明光学电子仪器厂）；5417R 型台式高速冷冻离心机（德国

Eppendorf 公司）；128CE 型酶标仪（澳大利亚 Clinibio 公司）；

CX31型倒置显微镜（日本Olympus公司）；EV265型电泳转运

系统（瑞典Hoefer公司）；TS-1型脱色摇床（海门市麒麟医用仪

器厂）。

1.2 药品与试剂

芦丁对照品（中国食品药品检定研究院，批号：100037-

201106，纯度：99.9％）；卡托普利（常州制药厂有限公司，批号：

20111025）；DMEM培养基、胰蛋白酶（美国Gibco公司）；DNA

Marker Ⅲ（北京天根生物科技有限公司）；琼脂糖（美国 Bio-

Rad 公司）；碘化丙啶（美国 Sigma 公司）；BCA 蛋白分析试剂

盒、十二烷基硫酸钠聚丙烯酰氨凝胶电泳（SDS-PAGE）蛋白上

样缓冲液、Western抗稀释液、Western封闭液、Western及PI细

胞裂解液、碱性磷酸酯酶标记山羊抗兔 IgG（H+L）、碱性磷酸

酯酶标记驴抗山羊 IgG（H+L）及 PMS（上海碧云天生物技术研

究所）；山羊抗大鼠Smad7多克隆抗体（美国Santa Cruz公司）；

兔抗大鼠Smad2/3多克隆抗体（美国Bioworld公司）；蛋白预染

Marker（立陶宛Fermentas公司）；配制浓缩胶及分离胶、电泳液

缓冲液、转移液所需试剂（上海生工生物工程有限公司）；总超

氧化物歧化酶（T-SOD）、丙二醛（MDA）、过氧化氢酶（CAT）、

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）测试盒（南京建成生物工程研

究所）；二甲亚砜（DMSO，湖南九鼎制药有限公司，批号：

F25120801）；其余剂均为国产分析纯。

1.3 细胞

大鼠肾小球系膜细胞HBZT-1（武汉大学中国典型培养物

保藏中心）。

2 方法
2.1 细胞的培养与分组

取5～8代大鼠肾小球系膜细胞，在正常条件（5.56 mmol/L

葡萄糖、10％胎牛血清、100 u/ml 青霉素、100 u/ml 链霉素）下，

于37 ℃、5％ CO2培养箱中培养24 h后，随机均分为7组，即正

常对照（正常培养基）组、溶剂对照（0.1％ DMSO）组、模型（正

常培养基）组、卡托普利（1 μmol/L）组与芦丁高、中、低质量浓

度（40、10、5 μg/ml）组。加入相应药液培养48 h后，收集细胞

混悬液1 ml（1.5×106 ml－1），4 ℃下，以离心半径为30 cm、1 000

r/min离心8 min，离心3次。细胞沉淀重新悬浮于2 ml细胞裂

解液中，4 ℃下，以离心半径为 30 cm 、2 500 r/min离心 8 min，

收集上清液，－20 ℃贮藏，待测。

2.2 T-SOD、MDA、CAT与GSH-Px水平的测定

T-SOD、MDA、CAT与GSH-Px的水平分别用相应试剂盒，

采用分光光度法测定。

2.3 实时荧光定量（RT）-PCR法检测细胞中TGF-β1 mRNA

的表达

采用 Promega Total RNA 分离系统提取系膜细胞中的总

RNA。 大鼠 TGF-β 1 mRNA 的上 、下游引物序列分别为

5′-CCCGCATCCCAGGACCTCTCT-3′和 5′-CGGGGGACTG-

GCGAGCCTTAG-3′，扩增产物长度为 519 bp；β-actin 的上、下

游 引 物 序 列 分 别 为 5′-GCTGCGTGTGGCCCCTGAG-3′和

5′-ACGCAGGATGGCATGAGGGA-3′，扩增产物长度为 252

bp。取 3 µl 总RNA样品加到反应管，加入 50 µl 反应液，混匀

后滴加矿物油覆盖表面。将反应管放入 PCR 仪，48 ℃ 孵育

45 min 进行反转录，随后进行 TGF-β 1与β-actin 的 RT-PCR 扩

增，扩增条件如下：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 1 min、57 ℃

退火 50 s，72 ℃ 延伸 1 min 共 40个循环；72 ℃延伸 7 min。

RT-PCR 产物用 1％琼脂糖凝胶电泳分离，用凝胶图像分析系

统对电泳所得图像进行吸光度分析，以TGF-β1吸光度与β-actin

吸光度的比值表示目的基因TGF-β1 mRNA的相对表达量。

2.4 Western blot 法测定Smads蛋白的表达

参照文献采用Wstern blot法测定细胞中的Smads含量[10]。

各组细胞培养48 h后，去除培养基，所得细胞用PBS洗3次，然

后与含 5PMSF的细胞裂解液混合 30 min，细胞裂解液随后在

4 ℃下，以离心半径为30 cm 、12 000 r/min离心30 min，收集上

清液。采用BCA蛋白分析试剂盒测定上清液中蛋白含量，随

后裂解液用进行 SDS-PAGE 分析。所有样品均制备在

Laemmli 缓冲液中，上样前煮沸 5 min。将凝胶转膜至醋酸纤

维素膜上，室温下用Western封闭液将膜封闭在TBS-吐温液中

1 h，然后用一抗4 ℃下孵育过夜，取出膜用TBS-吐温溶液洗2

次（各10 min）、TBS溶液洗1次（10 min），随后将膜置二抗孵育

液，室温下孵育2 h，洗涤方法同上。将膜置于表面皿内，在膜

上滴加BCIP/NBT显色液，避光在摇床上显色 15 min左右，将

膜取出，用水冲洗，停止染色。利用凝胶定量分析软件

Quantity One对所得蛋白质条带进行吸光度分析，以Smads与

β-actin吸光度的比值表示目的蛋白的相对表达含量。

2.5 统计学方法

数据以x±s 表示，采用 SPSS13.0软件处理、分析试验数

据。多组间单因素比较先用单因素分析其正态性，再以LSD

法进行比较。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 芦丁对模型细胞T-SOD、MDA、CAT和GSH-Px水平的

影响

与正常对照组比较，溶剂对照组细胞 T-SOD、GSH-Px、

CAT 活性和 MDA 含量差异无统计学意义（P＞0.05），表明

0.1％的DMSO可以用于细胞培养并进行对细胞氧化应激状态

的研究。与溶剂对照组比较，模型组T-SOD、GSH-Px、CAT活

性减弱，MDA含量增加，差异有统计学意义（P＜0.01），表明高

糖环境下的肾小球系膜细胞处于较强的氧化应激状态。与模

型组比较，芦丁高、中、低质量浓度组T-SOD、CAT活性增强，
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MDA含量减少，芦丁高、中质量浓度组GSH-Px活性增强，差

异有统计学意义（P＜0.01或 P＜0.05），表明芦丁能改善高糖

培养的肾小球系膜细胞氧化应激状态。芦丁对模型细胞

T-SOD、MDA、CAT和GSH-Px水平的影响见表1。

表1 芦丁对模型细胞T-SOD、MDA、CAT和GSH-Px水平的

影响（x±±s，n＝6）

Tab 1 Effects of rutin on the levels of T-SOD，MDA，CAT

and GSH-Px in model cells（x±±s，n＝6）

组别
正常对照组
溶剂对照组
模型组
卡托普利组
芦丁低质量浓度组
芦丁中质量浓度组
芦丁高质量浓度组

T-SOD，U/mg

9.06±0.88

9.05±0.76

6.74±0.83＊

7.18±0.90

8.67±0.86##

9.76±0.81##

10.18±0.84##

MDA，nmol/mg

7.05±1.13

6.89±1.15

20.22±1.25＊

4.96±1.03##

4.54±1.07##

3.75±1.11##

3.62±1.13##

CAT，U/ml

2.56±0.31

2.70±0.30

1.78±0.39＊

1.67±0.31

2.56 ±0.42#

2.79±0.33##

3.25±0.31##

GSH-Px，U/ml

132.32±16.18

128.05±12.09

87.17±6.49＊

85.99±10.71

89.60±11.60

104.80±10.76#

129.39±13.98##

与溶剂对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs.solvent control group：＊P＜0.01；vs.model group：#P＜0.05，##P＜

0.01

3.2 芦丁对模型细胞TGF-β1 mRNA表达的影响

与正常对照组比较，溶剂对照组细胞中TGF-β1 mRNA表

达无明显改变（P＞0.05），表明0.1％的DMSO可以用于细胞培

养并进行 TGF-β1 mRNA 表达水平的研究。与溶剂对照组比

较，模型组TGF-β1 mRNA表达增强，差异有统计学意义（P＜

0.01）；与模型组比较，芦丁高、中质量浓度组TGF-β1 mRNA表

达减弱，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05），表明芦丁具

有减弱高糖导致的TGF-β1表达异常。TGF-β1 mRNA的表达见

图1；芦丁对模型细胞TGF-β1 mRNA表达的影响见表2。

3.3 芦丁对模型细胞Smad 2/3、Smad 7蛋白表达的影响

与正常对照组比较，溶剂对照组细胞中的 Smad 2/3、

Smad 7蛋白表达差异无统计学意义（P＞0.05），表明 0.1％的

DMSO对细胞的Smad 2/3和Smad 7表达无明显影响，可用于

细胞培养并进行细胞Smad 2/3和Smad 7蛋白表达的研究。与

溶剂对照组比较，模型组 Smad 2/3蛋白增强，Smad 7蛋白减

弱，差异有统计学意义（P＜0.01）；与模型组比较，芦丁高、中、

低质量浓度组的Smad 2/3蛋白表达减弱，Smad 7蛋白表达增

强，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05），表明芦丁可影响

细胞Smad 2/3和Smad 7蛋白的表达，能明显逆转高糖导致的

细胞内Smad 2/3和Smad 7蛋白的表达异常。Smad 2/3、Smad 7

蛋白的表达见图 2；芦丁对模型细胞Smad 2/3、Smad 7蛋白表

达的影响见表3。

表3 芦丁对模型细胞中 Smad 2/3与Smad 7蛋白表达的影响

（x±±s，n＝6）

Tab 3 Effects of rutin on protein expression of Smad 2/3 and

Smad 7 in model cells（x±±s，n＝6）

组别
正常对照组
溶剂对照组
模型组
卡托普利组
芦丁低质量浓度组
芦丁中质量浓度组
芦丁高质量浓度组

Smad 2/3/β-actin

5.72±0.77

5.96±0.71

7.87±0.74＊

7.56±0.46

6.80±0.53#

5.28±0.66##

5.08±0.86##

Smad 7/β-actin

3.13±0.99

3.14±0.83

1.55±0.54＊

1.98±0.60

2.26±0.64#

3.56±0.63##

3.28±0.61##

与溶剂对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs.solvent control group：＊P＜0.01；vs.model group：#P＜0.05，##P＜

0.01

4 讨论
DN的发展进程中，众多通路均与氧化应激产生的产物增

加有关[10]，高血糖可引起葡萄糖自氧化和非酶糖基化反应，致

使活性氧簇（ROS）的产生增加，加速DN进展。在本研究中，

与溶剂对照组比较，模型组T-SOD、GSH-Px、CAT活性明显减

弱，MDA生成增加，此结果与国内外研究报道一致[8，10]。芦丁

各质量浓度组对高糖引起的T-SOD、GSH-Px、CAT活性减弱均

有增强作用，并对高糖引起的MDA含量降低具有逆转作用，

1 2 3 4 5 6 7

250 bp
500 bp
750 bp
1 000 bp

307 bp

519 bp

图1 TGF-β1 mRNA的表达

Fig 1 mRNA expression of TGF-β1

1.芦丁高质量浓度组；2.芦丁中质量浓度组；3.芦丁低质量浓度组；4.卡

托普利组；5.模型组；6.溶剂对照组；7.正常对照组

1.rutin high-concentration group；2.medium-concentration group；3.

low-concentration groups；4.captopril group；5.model group；6. solvent

control group；7. normal control group

1 2 3 4 5 6 7

Smad 2/3

Smad 7

β-actin

图2 Smad 2/3与Smad 7蛋白的表达

Fig 2 Protein expression of Smad 2/3 and Smad 7
1.芦丁高质量浓度组；2.芦丁中质量浓度组；3.芦丁低质量浓度组；4.卡

托普利组；5.模型组；6.溶剂对照组；7.正常对照组

1.rutin high-concentration group；2. medium-concentration group；3.

low-concentration groups；4.captopril group；5.model group；6. solvent

control group；7. normal control group

表2 芦丁对模型细胞TGF-β1 mRNA表达的影响（x±±s，n＝6）

Tab 2 Effects of rutin on mRNA expression of TGF-β 1 in

model cell（x±±s，n＝6）

组别
正常对照组
溶剂对照组
模型组
卡托普利组
芦丁低质量浓度组
芦丁中质量浓度组
芦丁高质量浓度组

TGF-β1/mRNA相对表达量
2.34±0.12

2.49±0.19

3.49±0.18＊

2.55±0.17#

2.75±0.21

2.36±0.18#

2.23±0.14##

与溶剂对照组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01

vs.solvent control group：＊P＜0.01；vs.model group：#P＜0.05，##P＜

0.01
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说明芦丁可以提高机体氧化能力，明显增强肾功能，与CAP组

相比效果更好。

TGF-β1作为肾脏疾病发展的核心因子，直接介导DN肾脏

的肥大，DN中激活的代谢通路及血流动力学异常均与TGF-β1

异常有关[11-12]。TGF-β1通过系膜细胞的高亲和性受体促进系

膜细胞的增殖和系膜基质的分泌，在肾小球纤维化中起着重

要的作用。TGF-β1通过上调蛋白抑制因子，下调基质降解蛋

白酶如胶原酶的合成，阻止新合成的细胞外基质降解最终导

致肾小球硬化[13-14]。本研究中，芦丁能抑制高糖诱导的TGF-β1

高表达可能与其作用于多种信号转导途径有关。芦丁干预肾

小球系膜细胞，使TGF-β1 mRNA表达明显减弱，则可能减轻高

糖引起的系膜细胞的增殖和肥大，减少细胞外基质的合成，从

而延缓肾小球硬化的发生。

Smad家族蛋白是目前所知的TGF-β受体胞内激酶底物，

能介导TGF-β1的胞内信号转导，参与TGF-β1/Smad这一信号通

路的Smad家族蛋白主要有Smad 2、3、4、7。其中Smad2、3由

TGF-β1激活，Smad4与R-Smad结合参与TGF-β1的信号转导，

而Smad6、7对信号转导起负调控作用[15]。研究发现，高糖可明

显提高大鼠肾小球系膜细胞中 TGF-β1 mRNA、Smad2/3的表

达，降低Smad7的表达。本研究表明，芦丁可有效抑制高糖导

致的细胞Smad2/3蛋白表达，上调Smad7蛋白的表达，从而减

少细胞外基质的形成，保护DN肾小管功能、阻断肾纤维化，起

到肾脏保护作用。

总之，芦丁一方面可以对抗高糖引起的氧化应激；另一方

面可反转高糖引起的TGF-β1/Smad通路异常，为其防治DN和

延缓DN的进程提供了理论依据。
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