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【摘) 要】目的：观察亚硒酸钠对大鼠肾小球系膜细胞系
JUVW#! 表达 C+0 丝裂原活化蛋白激酶（C+0OIST）和单核细
胞趋化蛋白#!（OMS#!）的影响，从而研究硒在防治糖尿病肾
病（DZ）中的作用机制, 方法：分别以高葡萄糖、高胰岛素、过

氧化氢和糖基化终末产物（IY1H）刺激 JUVW#! 细胞；先给予
!"" 62</ [ \亚硒酸钠预处理后，再分别以上述 ( 种刺激因素
孵育 JUVW#! 细胞，分别检测 JUVW#! 细胞 C+0OIST和 OMS#
! 的表达并比较, 结果：( 种刺激因素均可作为独立因素，导
致 JUVW#! 细胞 C+0OIST和 OMS#! 表达量增加；亚硒酸钠能
抑制上述 ( 种因素所致的 C+0OIST和 OMS#! 的表达, 结论：
亚硒酸钠通过抑制 C+0OIST 和 OMS#! 在 JUVW#! 细胞的表
达，从而有效防治 DZ的发生发展，表明硒在 DZ的防治过程
中发挥积极作用,
【关键词】亚硒酸钠；C+0 丝裂原活化蛋白激酶；单核细胞趋

化蛋白#!；系膜细胞；糖尿病肾病
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IJ 引言
近年来国外研究表明单核细胞趋化蛋白#!

（2<6<;>F. ;9.2<3FFE3;F36F CE<F.46#!，OMS#!）与糖尿病
肾病（ 543Q.F4; 6.C9E<C3F9>，DZ）有密切关系［!］,
C+0OIST 是细胞信号传递的交汇点或共同通
路［$ ^ +］，但它在 DZ发生中的作用及其与 OMS#! 关系
仍不十分清楚；硒是机体必需微量元素之一，其缺乏

可加剧 DZ 的氧化应激，并可产生拟高血糖病理状
态，从而加剧 DZ 的发生发展［(］, 但其是否作用于
C+0OIST和 OMS#! 国内外未见文献报道, 我们分别
给予高葡萄糖（JY）、高胰岛素（JK）、过氧化氢
（J$X$）和糖基化终末产物（IY1H）孵育 JUVW#! 细
胞，观察 JUVW#! 细胞 C+0OIST 和 OMS#! 的表达以
及亚硒酸钠对 JUVW#! 细胞 C+0OIST 和 OMS#! 表
达的影响, 从而明确二者在 DZ 形成中的作用及硒
在防治 DZ中的作用机制,

*J 材料和方法
*, *J 材料J 大鼠肾小球系膜细胞系（JUVW#!，中国
典型培养物保藏中心 MM-MM）；新生牛血清、]SOK
!’(" 培养液、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 K7Y（二
抗）（北京中山生物技术有限公司）；亚硒酸钠（T3E<#
/46HR3 K6HF4F:F.赠送）；柱离心式总 ]ZI 抽提试剂盒、
]-#SM]两步法试剂盒、SM] 相对分子量标准（-3T3#
]3公司）；SM]引物合成（上海博亚生物技术有限公
司），蛋白质相对分子量标记物（U4<#]35 公司）；磷酸
化 C+0OIST兔多抗（（SE<2.73公司）,
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!! "# 方法
"! #! " $ 细胞系 %&’()" 的培养$ %&’()" 细胞常规
培养于 #** +, - , ./01 "23* 培养液中，培养条件为
456，饱和湿度 7* +, - , 89#，每 # : 4 日用 *! # ; - ,
乙二胺四乙酸（<=>?）消化传代! %&’()" 细胞长满
培养瓶底 3*@后分为 A 组，以无血清培养液饥饿 #3
B，然后按实验分组加入刺激（及干预）因素!
"! #! #$ 体外制备 ?C<D$ 参考文献［7］，按牛血清白
蛋白（EFGHIJ DJKL+ MNEL+HI，&O?）7* ; - ,，与葡萄糖
A* ; - ,，*! 7 ++FN - , <=>? 及 *! # ++FN - , /&O（P%
5! 3）混匀后过滤除菌，456恒温培养箱卵孵育 2* Q!
*! " +FN - , /&O（P% 5! 3）中透析 3R B，测定蛋白含量
及荧光强度，分装后存于 S R*6冰箱保存备用!
"! #! 4$ 实验分组$ 分别以一定浓度 %C，%1，%#9#

和 ?C<D刺激细胞系 %&’()" 一定时间；先给予亚硒
酸钠 "** I+FN - , 预处理 %&’()" 细胞 3R B 后，再分
别以上述 3 种刺激因素（浓度、时间同前）孵育
%&’()" 细胞，同时设对照组! 分组情况如下：! 对
照组：用等体积 /&O 培养细胞；" %C 组：用 #7
++FN - ,葡萄糖刺激 %&’()" 细胞 5# B；# %1 组：用
"** I+FN - ,胰岛素刺激 %&’()" 细胞 #3 B；$ %#9#

组：用 "** %+FN - , %#9# 刺激 %&’()" 细胞 " B；&
?C<D组：用 "** +; - , ?C<D 刺激 %&’()" 细胞 2 B；
’亚硒酸钠 T %C组：依次以 "** I+FN - ,亚硒酸钠和
#7 ++FN - ,葡萄糖分别刺激 %&’()" 细胞 3R B 和 5#
B；(亚硒酸钠 T %1组：依次以 "** I+FN - ,亚硒酸钠
和 "** I+FN - ,胰岛素分别刺激 %&’()" 细胞 3R B 和
#3 B；) 亚硒酸钠 T %#9# 组：依次以 "** I+FN - , 亚
硒酸钠和 "** %+FN - , %#9# 分别刺激 %&’()" 细胞
3R B 和 " B；* 亚硒酸钠 T ?C<D 组：依次以 "**
I+FN - ,亚硒酸钠和 "** +; - , ?C<D分别刺激 %&’()
" 细胞 3R B和 2 B!
"! #! 3$ .>)/8.法检测 08/)" +.U?表达$ 以柱离
心式总 .U? 抽提试剂盒提取细胞系 %&’()" 总
.U?，测定总 .U?浓度，计算纯度，!#2* I+ - !#R* I+均在

"! R : #! * 之间! 08/)" 引物序列按文献［2］：上游引
物： 7V)?>8?88?C8?C8?CC>C>888???C??C8>)
4V；下游引物：7V)?C??C>C8>>C?CC>CC>>C>C)
C????C?C)4V，扩增片段长度 #7R EP! +)MWXHI 引物
序列：上游引物：7V)>88>8>C?8>>8??8?C8C?)
8?88)4V；下游引物：7V)>8>8>8>>88>8>>C>C8>8>)
>CC)4V，扩增片段长度 ##R EP! 以两步法 .>)/8. 试
剂盒进行反转录扩增，扩增条件：A36变性 4* D，776
退火 " +HI，5#6延伸 " +HI，共 47 个循环，5#6最后
延伸 5 +HI! 每次 /8.反应至少重复 4 次! /8.产物

于 "7 ; - ,琼脂糖凝胶电泳，结果经图象分析系统扫
描存图，并对目的条带进行密度分析!
"! #! 7$ YJDXJKI ENFX法检测 P4R0?/Z蛋白表达$ 培
养的细胞系 %&’()"，经 36胞浆蛋白提取液裂解，提
取物在冰上孵育 # B，然后"# *** " 36离心 "* +HI，
沉淀加入 36预冷核蛋白提取液，震荡混匀，冰浴 "
B，再"# *** " 36离心 4* +HI，取上清为核蛋白，其蛋
白浓度经考马斯亮蓝法定量! 磷酸化 P4R0?/Z表达
量采用 YJDXJKI ENFX法检测，核蛋白中加入等体积# [
上样缓冲液煮沸 7 +HI! 进行 "* +FN - , O=O)/?C<，将
蛋白转至 /\=]膜后用 7 ; - , &O? 室温下封闭 # B，
分别用 "^#*** 抗磷酸化 P4R0?/Z兔多抗 36孵育过
夜，用 /&O充分洗涤，再用辣根过氧化物酶标记的羊
抗兔 1;C " ^ 7***，456孵育 " B，用 /&O 充分洗涤，
=?&显色试剂盒显色! 结果经图象分析系统对目的
条带进行扫描存图并进行密度分析!
统计学处理：资料采用 O?O R! * 进行统计分析，

组间两两比较用非参数统计分析，# _ *! *7 即认为有
统计学差异!

"# 结果
"$ !# 细胞系 %&’()! *+,)! -./0 表达# 细胞系
%&’()" 08/)" +.U?表达以 +)MWXHI 作为内参照物
调整后进行半定量分析，%C，%1，%#9# 和 ?C<D均可
作为独立因素使细胞系 %&’()" 08/)" +.U? 表达
量均明显增加（# _ *! *"，表 "，图 "）!

表 " $ 各组细胞系 %&’()" 08/)" .>)/8. 和磷酸化 P4R
0?/Z YJDXJKI ENFX半定量结果 （$ ‘ 2，% & ’）

组别
光密度

.>)/8. YJDXJKI ENFX

对照 *! 4*42 a *! *"RR *! #A2R a *! *"3*

%C "! "5A3 a *! *"*3E "! 723# a *! *774E

%1 "! *#A3 a *! *42E "! 353# a *! *3#*E

%#9# "! **7 a *! *4"7E "! 32A" a *! *7*2E

?C<D *! R2R7 a *! *"#4E "! 47A# a *! *375E

亚硒酸钠 T %C *! 37A4 a *! *"A#EQ *! 37*" a *! *"5AEQ

亚硒酸钠 T %1 *! 4572 a *! *"55EQ *! 4747 a *! *"34EQ

亚硒酸钠 T %#9# *! 3"*A a *! **A#EQ *! 4557 a *! *"7*EQ

亚硒酸钠 T ?C<D *! 4*A5 a *! *"A"Q *! 3#A# a *! *"7"EQ

E# _ *! *" (’对照；Q# _ *! *" (’相应刺激! %C：高葡萄糖组；%1：高胰

岛素组；?C<D：糖基化终末产物组；%#9#：过氧化氢组!

"$ "# 细胞系 %&’()! 磷酸化 123*0,4 蛋白表达
# 细胞系 %&’()" 磷酸化 P4R 0?/Z 蛋白表达以 +)
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!"#$%作为内参照物调整后进行半定量分，&’，&(，
&)*) 和 +’,- 均可作为独立因素激活 ./01+23，使
细胞系 &45678 磷酸化 ./0 1+23 蛋白表达明显增
加（! 9 :; :8，表 8，图 )）;

1：<=+ >!?@A?；8：对照；)：&’；/：&(；B：&)*)；C：+’,-；D：-AEA7

%$#A F &’；G：-AEA%$#A F &(；0：-AEA%$#A F &)*)；H：-AEA%$#A F +’,-; +：

1I278 >J=+；4：!7!"#$% >J=+;

图 8K JL72IJ法检测各组细胞系 &45678 1I278 >J=+和 !7
!"#$% >J=+表达

8：对照；)：&’；/：&(；B：&)*)；C：+’,-；D：-AEA%$#A F &’；G：-AEA7

%$#A F &(；0：-AEA%$#A F &)*)；H：-AEA%$#A F +’,-; +：./0 1+23；4：

!7!"#$%;

图 )K MA-#A?% NEO# 法检测各组细胞系 &45678 磷酸化 ./0
1+23蛋白和 !7!"#$%蛋白表达

!" #$ 细胞系 %&’()* +,-)* ./01 表达$ 细胞系
&45678 1I278 >J=+表达 以 !7!"#$%作为内参照物
调整后进行半定量分析; 亚硒酸钠预处理后，再分别
给予以上 B 种刺激因素孵育细胞系 &45678，可见
1I278 >J=+表达量分别较相应未经亚硒酸钠预处
理各组明显减少（! 9 :; :8，表 8，图 8）;
!" 2$ 细胞系 %&’()* 磷酸化 3#4+1-5 蛋白表达
的影响$ &45678 细胞磷酸化 ./0 1+23蛋白表达以
!7!"#$%作为内参照物调整后进行半定量分析; 先以
亚硒酸钠预处理细胞系 &45678 后，再分别给予上述
B 种刺激因素刺激细胞系 &45678，可见磷酸化 ./0
1+23蛋白表达量分别较相应未经亚硒酸钠预处理
各组显著减少（! 9 :; :8），但与对照组比较仍有显著
差异（! 9 :; :8，表 8，图 )）;

#$ 讨论
本研究结果显示 &’，&(，&)*) 和 +’,-均可单

独诱导细胞系 &45678，使其 1I278 >J=+表达量明

显增加; B 种刺激素诱导 &45678 细胞 1I278 >J=+
表达增加的机制，结合文献和实验结果我们认为有以

下几点：" 高糖有直接刺激 1I278 >J=+ 及蛋白表
达增高的作用，该作用是 23I，1+23- 所介导，这可
能是 <=时肾小球中单核巨噬细胞浸润的重要原因；
# 大量 +’,- 可以和系膜细胞上的 +’,- 受体
（J+’,）相互作用，使 ($4 磷酸化而导致 =P7$4 激
活；新近的研究表明［0］，+’,- 与 +’,- 受体（J+’,）
相互作用可消耗细胞内谷胱甘肽，产生大量的氧自由

基，从而导致细胞内信号传导改变，激活核转录因子

=P7$4 Q +278; 同时 =P7$4也是调节 J+’, 表达的一
个启动子，它的位点 8 和位点 ) 的激活可使 J+’,表
达上调，=P7$4的激活作为一种正反馈，又进一步促
进了 +’,- 与 J+’, 的结合，导致 =P7$4 的持续活
化，而活化的 =P7$4 可以上调 1I278 >J=+ 和蛋白
表达，从而在糖尿病所致肾脏损害中发挥重要作用；

% 过氧化氢可导致系膜细胞氧化应激加剧，诱导细
胞内 J*R产生，从而迅速激活 =P7$4，上调 1I278 表
达，在 <= 发生发展早期起重要作用［0］；& &( 可能
是通过激活 23I，1+23-信号通路，引起系膜细胞氧
化还原状态发生变化，使细胞内 J*R 产生增加，导致
=P7$4激活，从而使 1I278 表达上调;

1I278 介导糖尿病肾小球损伤; 1I278 不仅对
血液中单核细胞有很强的趋化活性，也能通过激活转

录因子 =P7$4和 +278 来诱导非炎症细胞产生细胞
因子和黏附分子，在诱导单核细胞迁入内皮下间隙及

渗入肾小球的过程中起重要作用［G S 0］；同时，渗入到

肾小球的单核巨噬细胞反过来又刺激局部肾小球细

胞，在巨噬细胞衍化生长因子如 2<’P和 L’P7!等作
用下导致系膜增生和细胞外基质聚集；此外通过炎症

细胞因子作用，还可上调黏附分子和趋化因子的分

泌，从而进一步有利于白细胞渗入到肾小球［G］; 近年
来通过细胞实验及对人和实验动物 <= 的研究发现，
1I278 在 <=的发病机制中起重要作用;

./01+23可被多种细胞外刺激激活，导致细胞
生长、增殖、分化和调控某些因子表达［H S 88］; 本研究
以糖尿病时存在的 B 种应激因素孵育大鼠肾小球系
膜细胞系 &45678，可见 ./01+23 被激活，磷酸化表
达增加;
硒是机体必需微量元素之一，是谷胱甘肽过氧化

物酶的重要组成部分，缺硒可出现拟高血糖症病理状

态，引起白蛋白尿和肾小球硬化，从而加剧 <= 的发
生发展；补充硒不仅可预防氧化应激，而且可防止肾

脏损伤［B，8)］; 本研究结果还显示，亚硒酸钠具有类似
./0 1+23 抑制剂所产生的作用，其机制可能是："
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通过保护系膜细胞免遭氧化损伤而抑制 !"#$% 的分
泌；!通过抑制 &’( !)#* 信号通路而抑制 !"#$%
在系膜细胞的表达+ 表明亚硒酸钠可能通过抑制
&’(!)#*而延缓 ,- 的发生发展，但亚硒酸钠是否
通过抗氧化而抑制 &’( !)#* 亦或作用于信号通路
的其它环节尚需进一步深入探讨，提示硒在防治 ,-
发生发展过程中发挥着积极作用+
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!# 临床资料# EFFF$F% a EFFI$%E 收治绒毛膜上皮癌 %Y 例，年
龄 EE b G(（平均 ’G+ H）岁，既往均有妊娠史或葡萄胎病史+ 有
明确停经史者 H 例，不规则阴道流血 K 例，无明确停经史者 E
例；本病距先行妊娠最近者为妊娠合并绒癌 % 例，最远者 ( /；
腹痛 ’ 例，咳嗽、咯血 % 例，黑便 % 例；U"T 升高 I 例；葡萄胎
清宫后正规随访 % 例，未正规随访 G 例+ 初次就诊查 U"T%’
例，出现异常阴道出血未查 U"T而误诊 ’ 例，依据 . 超提示
最终明确诊断者 ( 例（IY+ %c）+ 疑不全流产、胎盘残留等行
诊断性刮宫者 %F 例，（G(+ (c），第 % 次诊刮即送病检者 ’ 例，
第 E 次诊刮送病检者 % 例，均经病理学证实为绒癌+ 治疗前依
据病检明确诊断者 I 例，术后病检明确诊断者 I 例+ 未出现转

移或仅出现肺转移经化疗加手术治疗效果明显者 %’ 例（其中
% 例 %( /未复发）；无转移经化疗预后差者 % 例，为妊娠合并
绒癌；% 例出现肺转移，经化疗效果不明显，考虑与化疗剂量
不足产生耐药；% 例出现肠转移，化疗加手术切除转移灶效果
不佳，属于高危的晚期病例；% 例为子宫肌瘤合并绒癌，( / 前
有葡萄胎病史，因子宫肌瘤行全子宫切除术，术后 E 3; 出现
盆腔巨大包块，再次手术，病检为绒癌，化疗效果差，属于复发

型+ 出院后平均随访 ( 3;，治愈者 % 例，明显好转者 %E 例，I
例手术加化疗预后较差+

$# 讨论# 本组 %Y 例均有妊娠史或葡萄胎病史，仔细询问病
史有助于诊断+ 更年期妇女出现症状应尽早诊刮、送病检+ 绒
癌早期临床表现无特异性，仅凭临床经验误诊率高+ U"T 定
量检测在绒癌诊断上有重要价值+ 绒癌引起急腹症后并腹腔
内大出血少见，易误诊为异位妊娠［%］+ 盲目人流手术是导致
绒癌子宫穿孔的原因之一+ 早期恶性滋养细胞肿瘤患者治愈
率达 KFc以上，应告知患者坚持治疗可治愈，建立治疗疾病
的信心，勿中断治疗，防止发展为高危的晚期、耐药、复发病

例［E］+ 治疗上以化疗为主，手术为辅，早期治疗效果显著+
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