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内外研究结果[1-8]相符。 
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缬沙坦对高糖环境下大鼠肾小球系膜细胞氧化应激水平的影响 
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摘要：目的  观察缬沙坦对高糖环境下大鼠肾小球系膜细胞氧化应激水平的影响。方法  高糖(20 mmol·L1)体外培养大

鼠肾小球系膜细胞，不同浓度缬沙坦(107，106，105 和 104 mol·L1)干预，以 RT-PCR 技术检测细胞内还原型烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)氧化酶亚基 p22phox 的 mRNA 表达的变化，并以 DCFH-DA 和 HE 标记细胞内活性氧(ROS)，

流式细胞术检测细胞内 ROS 相对浓度。结果  高糖时间相关性诱导系膜细胞超氧阴离子(·O2
)与过氧化氢(H2O2)明显升

高，并引起 p22phox 的 mRNA 表达显著上调，缬沙坦对高糖引起系膜细胞 p22phox 的 mRNA 表达增加有下调作用，明显降

低细胞内·O2
和 H2O2 浓度，并呈浓度依赖性。结论  缬沙坦抑制高糖引起肾小球系膜细胞氧化应激可能和下调 p22phox

的 mRNA 表达有关。 
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Effect of Valsartan on Rat Glomerular Mesangial Cells Oxidative Stress Induced by High Glucose 
 
ZHANG Ying1, HUANG Guoliang2(1.Fuzhou Children’s Hospital of Fujian, Fuzhou 350005, China; 2.Fujian Institute of 

Endocrine, Union Hospital, Fujian Medical University, Fuzhou 350001, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the effect of valsartan on rat glomerular mesangial cells oxidative stress induced by 

high glucose. METHODS  Mesangial cell was cultured in high glucose(20 mmol·L1) and intervened by valsartan of different 

concentration(107, 106, 105 and 104 mol·L1). The mRNA of p22phox, which was the primary subunit of NADPH oxidase, was 
detected by semi-quantitative RT-PCR. The relative concentration of reactive oxygen species (ROS) in cells was measured by 
flow cytometry, using DCFH-DA and HE label, in order to observe the effect of valsartan on glomerular mesangial cells 
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oxidative stress induced by high glucose. RESULTS  The expression of p22phox mRNA as well as ·O2
 and H2O2 was 

up-regulated by glucose concentration and showed time dependent effect, and it was inhibited by valsartan, the inhibitory effect 
had dose dependent effect. CONCLUSION  Valsartan inhibits the up-regulated of oxidative stress induced by high glucose, and 
it could be concerned with down regulation of the expression of p22phox mRNA. 
KEY WORDS: diabetic nephropathy; valsartan; NADPH oxidase; oxidative stress 

 

缬沙坦对糖尿病肾病的治疗作用已经得到临

床证实，但具体机制未明。本研究以大鼠肾小球

系膜细胞为研究对象，模拟体内高糖环境，观察

缬沙坦对活性氧(ROS)及其产生的主要来源——

NADPH 氧化酶亚基 p22phox 表达的影响，观察系膜

细胞氧化应激水平的变化，从而为缬沙坦对糖尿

病肾病的治疗机制提供思路。p22phox 是 NADPH

氧化酶重要的跨膜亚基，而 NADPH 氧化酶是细胞

内 ROS 产生的主要来源，通过对 p22phox mRNA 表

达的观察，可以了解缬沙坦对高糖刺激下系膜细

胞氧化应激水平的影响。 

1  材料和方法 

1.1  大鼠系膜细胞分组 

大鼠肾小球系膜细胞株(HBZY-1，武汉大学中

国典型培养物保藏中心)；MEM 培养基，根据缬

沙坦浓度不同，分组如下，对照组(葡萄糖浓度 5.6 

mmol·L1)，高糖组(葡萄糖浓度 20 mmol·L1)，高

糖+缬沙坦组(高糖 20 mmol·L1，缬沙坦浓度分别

为 107，106，105，104 mol·L1)。 

1.2  半定量 RT-PCR 

按 Trizol 试剂(MBI 公司)说明书提取总 RNA，

DEPC 水(上海生物工程公司)溶解，80 ℃保存。

逆转录：以 β-actin 为内参照，按逆转录试剂盒(MBI

公司)的说明书步骤进行逆转录，取总 RNA 1 μg，

以多聚寡核苷酸 Oligo(dT)15 为引物，在 M-MuLV

逆转录酶的作用下合成 cDNA。反应条件为 42 ℃ 

60 min 逆转录，70 ℃ 10 min 灭活 M-MuLV。PCR：

p22phox引物：上游 5′-GACGCTTCACGCAGTGGTA 

CT-3′，下游 5′-CACGACCTCATCTGTCACTGG-3′；

扩增条件：97 ℃预热 5 min，95 ℃ 5 min，94 ℃ 60 s，

65 ℃ 60 s，72 ℃ 90 s，循环数 30，p22phox 终产物

485 bp。β-actin 引物：上游 5′-ATGCCATCCTGC 

GTCTGGACCTGGC-3′，下游 5′-AGCATTTGCGG 

TGCACGATGGAGGG-3′；β-actin 终产物 607 bp。

PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶(含溴化乙啶 0.5 mg·L1)

鉴定。英国 SYNGENE 公司 GENEGENIUS 凝胶

成像分析系统分析，以目标条带与 β-actin 荧光强

度的比值作为半定量值。 

1.3  流式细胞术 

接种于 6 孔板的系膜细胞培养至亚融合状态

后，加入各种实验因素作用，消化细胞成为细胞

悬液，离心，吸弃上清液，分别加入 DCFH-DA 50 

μmol·L1 或 HE 10 μmol·L1 避光 37 ℃孵育 45 min

后，立即 4 ℃中止反应，用 BD 公司的 FACScan

型 FCM 以激发波长 488 nm，发射波长 525 nm(测

H2O2)和 610 nm(测·O2)进行检测。由于 HE 容易氧

化为 EB，所以在检测·O2之前加入 10 μL 的 5.2 

mmol·L1 的台盼兰以消除 HE 中污染 EB 的影响，

以不加 DCFH-DA 和 HE 的为对照管，以扣除非特

异性荧光背景，以 Cell QuestTM 软件分析系膜细

胞平均荧光强度和阳性细胞数。 

1.4  统计分析 

实验结果以 sx  表述，多组间比较采用方差

分析，两组间比较采用 Q 检验，用 SPSS 12.0 版软

件进行统计分析。 

2  结果 

2.1  缬沙坦对高糖刺激下系膜细胞内 p22phox 

mRNA 表达的影响 

采用葡萄糖浓度为 20 mmol·L1的培养基作用

于大鼠系膜细胞，加入缬沙坦浓度分别为 0，107，

106，105，104 mol·L1 干预，同时设定对照组(葡

萄糖浓度为 5.6 mmol·L1)。于第 2 天、第 5 天提

取总 RNA 进行 RT-PCR，系膜细胞内 NADPH 氧

化酶亚基 p22phox 的 mRNA 相对表达量以 F′值表

示，F′＝p22phox/β-actin。结果发现，高糖作用 2 d

时，p22phox 的 mRNA 表达并没有明显的升高，加

入缬沙坦后也无明显改变；高糖作用时间延长至 5 

d 时，p22phox 的 mRNA 升高，而缬沙坦组较高糖

组有明显的下降，在缬沙坦浓度 107~104 mol·L1

内，可见随着浓度的增加，p22phox mRNA 的表达

逐渐下降，具有明显的浓度依赖性。 

2.2  缬沙坦对高糖刺激下系膜细胞内 ROS 的影

响 

2.2.1  缬沙坦对高糖刺激下系膜细胞内·O2
产生

的影响  HE 荧光探针标记细胞内·O2
，流式细胞

仪检测平均细胞荧光强度，实际荧光强度＝测定
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荧光强度对照管自发荧光强度。结果发现，高糖

作用 2 d 时，·O2
荧光强度高糖组为对照组荧光强 

表 1  缬沙坦对高糖刺激下系膜细胞内 p22phox mRNA表达

影响( sx  ，n=10) 

Tab 1  The effect of valsartan on the expression of p22phox 
mRNA induced by high glucose in rat glomerular mesangial 
cells( sx  , n=10) 

组  别 
作用 2 d 

F′值 

作用 5 d 

F′值 

对照组 0.379±0.014 0.372±0.011 

高糖组 0.395±0.015 0.677±0.0251) 

高糖+缬沙坦 107 mol·L1 组 0.394±0.016 0.598±0.0132) 

高糖+缬沙坦 106 mol·L1 组 0.383±0.006 0.499±0.0142) 

高糖+缬沙坦 105 mol·L1 组 0.373±0.008 0.392±0.0302) 

高糖+缬沙坦 104 mol·L1 组 0.367±0.027 0.373±0.0122) 

注：与对照组相比，1)P<0.05；与高糖组比，2)P<0.05 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05; compared with high 
glucose group, 2)P<0.05 

 

图 1  缬沙坦对高糖刺激 5 d 系膜细胞内 p22phox mRNA 表

达影响 
A对照组；B高糖组；C高糖+缬沙坦 107 mol·L1 组；D高糖+缬

沙坦 106 mol·L1 组；E高糖+缬沙坦 105 mol·L1 组；F高糖+缬沙

坦 104 mol·L1 组 
Fig 1  The effect of valsartan on the expression of p22phox 
mRNA induced by high glucose in rat glomerular mesangial 
cells after 5 days 

Acontrol group; Bhigh glucose group; Chigh glucose+valsartan 

107 mol·L1 group; Dhigh glucose+valsartan 106 mol·L1 group; 

Ehigh glucose+valsartan 105 mol·L1 group; Fhigh glucose+valsartan 

104 mol·L1 group 

度 3.9 倍，而作用 5 d 后升高更加显著，高糖组为

对照组 5.5 倍，并且，两个作用时间点中均可以看

见，在高糖加缬沙坦干预组中，随着缬沙坦浓度

在 107~104 mol·L1 内的增加，·O2
表达逐渐下降，

甚至低于对照组水平。 

2.2.2  高糖对系膜细胞内H2O2产生的影响  DCFH- 

DA 荧光探针标记细胞内 H2O2，流式细胞仪检测

平均细胞荧光强度，实际荧光强度＝测定荧光强

度对照管自发荧光强度。结果发现，高糖作用 2 d

时，H2O2 荧光强度高糖组为对照组荧光强度 3.9

倍，而作用 5 d 后升高更加显著，高糖组为对照组

5.1 倍，并且，两个作用时间点中均可以看见，在

高糖加缬沙坦干预组中，随着缬沙坦浓度在

107~104 mol·L1 内的增加，H2O2 表达逐渐下降，

甚至低于对照组水平。 

表 2  缬沙坦对高糖刺激下系膜细胞内 ·O2
表达影响

( sx  ，n=10) 

Tab 2  The effect of valsartan on the expression of ·O2
 

induced by high glucose( sx  , n=10) 

组  别 作用 2 d ·O2
值 作用 5 d ·O2

值

对照组 51.50±16.22 61.32±15.22 

高糖组 201.87±21.471) 340.45±53.021) 

高糖+缬沙坦 107 mol·L1 组 150.37±20.992) 211.73±40.552) 

高糖+缬沙坦 106 mol·L1 组 90.41±12.682) 107.02±28.452) 

高糖+缬沙坦 105 mol·L1 组 49.86±12.072) 58.48±20.402) 

高糖+缬沙坦 104 mol·L1 组 40.68±15.862) 42.18±12.612) 

注：与对照组相比，1)P<0.05；与高糖组相比，2)P<0.05 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05; compared with high 
glucose group, 2)P<0.05 

表 3  缬沙坦对高糖刺激下系膜细胞内 H2O2 表达影响

( sx  ，n=10) 

Tab 3  The effect of valsartan on the expression of H2O2 

induced by high glucose( sx  , n=10) 

组  别 作用 2 d H2O2 值 作用 5 d H2O2 值

对照组 26.87±8.75 41.87±10.24 

高糖组 104.82±15.881) 212.56±19.151) 

高糖+缬沙坦 107 mol·L1 组 70.27±8.582) 143.22±14.312) 

高糖+缬沙坦 106 mol·L1 组 41.65±8.992) 88.12±19.072) 

高糖+缬沙坦 105 mol·L1 组 30.09±13.512) 41.50±6.952) 

高糖+缬沙坦 104 mol·L1 组 22.97±13.172) 35.01±5.862) 

注：与对照组相比，1)P<0.05；与高糖组比，2)P<0.05 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05; compared with high 
glucose group, 2)P<0.05 

3  讨论 

糖尿病肾病是以细胞外基质在肾脏的过度积

聚，导致肾小球系膜增生和肾小管间质纤维化为

特征。氧化应激在糖尿病肾病的发病过程中为一

原发且独立的参与因素，ROS 是氧化应激的基本

环节，其能破坏组织蛋白、脂肪、核酸反应同时

产生过氧化脂质，如各种醛、酮等，从而放大氧

化损伤。肾脏能够产生 ROS，并且对氧化应激损

害敏感，在肾皮质和外髓质均检测到了超氧阴离

子的产生[1]，在高糖诱导的肾脏损害中，ROS 起
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着非常重要的作用，首先，ROS 引起细胞外基质

重构，细胞外基质沉积与肾功能的下降密切相关，

而细胞外基质的沉积多少在于其合成和降解的平

衡。ROS 促进肾内细胞外基质如 FN、Ⅳ型胶原合

成；下调纤溶酶原激活剂和基质金属蛋白酶；上

调 PAI 以及 TIMP[2-3]。其次，ROS 激活信号转导

级联(PKC，MAPK，JSK/STAT)、上调 TGF-β1。

再次，ROS 激活转录因子，NF-κB 和活化蛋白-1

是由 ROS 激活的普遍存在的转录因子[4-5]。此外，

ROS 还影响血液动力学，上调炎症因子表达，加

剧糖尿病肾病的发生和发展。 

ROS 产生的直接来源，在非吞噬细胞中，主

要来自 NADPH 氧化酶[6-8]，NADPH 氧化酶由膜

单位和胞浆内单位组成。膜单位包括两个跨膜亚

基 p22phox 和 gp91phox，gp91phox 家族作为这个细胞

色素的催化亚基，与 3 个辅基相连——一个黄素

腺嘌呤二核苷酸和两个亚铁血红素分子，胞浆内

单位则至少由 p47phox，p67phox 和 p40phox 等亚基组

成。当细胞受到刺激时，胞浆组分迁移到胞膜并

与膜组分结合，酶活化，还原底物 NADPH 在细胞

膜的胞质面与 gp91phox 结合并释放 2 个电子，最终

在膜的另一侧被 2 个相连的氧分子接受并产生两

个 ·O2
， ·O2

在超氧化物歧化酶的作用下转化为

H2O2。·O2
和 H2O2 均为 ROS 家族的重要成员。 

肾素-血管紧张素系统(RAS)在糖尿病肾病发

生发展时起重要作用，越来越多的证据显示不同

的组织，尤其是肾脏存在局部血管紧张素产生系

统。并且不依赖于循环 RAS 而起作用[9]。在肾脏，

局部 RAS 包括其组分定位于近端小管细胞，微穿

刺实验和微透析技术都证实了近端小管液和肾间

质液含有 AngⅡ[10]。糖尿病肾病的发病机制中，

AngⅡ发挥着血流动力学和非血流动力学的双重

作用。缬沙坦作为 ARB 类药物，是一种有效的非

肽类 AngⅡ受体阻滞剂，直接作用于 AT1R，具有

高度特异性，从而在受体水平全面阻断 AngⅡ的

效应。在 ROS 的产生过程中，除了高糖、高脂、

进展性糖基化终产物等能促进 ROS 的产生，近年

来研究已表明 AngⅡ在 ROS 的产生中也起了重要

的作用。在系膜细胞和小管上皮细胞，Ang Ⅱ可

诱导 ROS 产生[11]。所以，干预 AngⅡ效应的药物

AT1 受体拮抗剂可以作为抗氧化剂起作用，阻止

血管和肾脏变化。本次实验以系膜细胞为研究对

象，更进一步地证实了缬沙坦对氧化应激水平的

影响。 

笔者之前的研究已发现，高糖刺激系膜细胞

后，NADPH 氧化酶的表达并不呈现时间和剂量的

依赖关系，在作用的初期，无论是在正常葡萄糖糖

组还是在不同高糖浓度组，p22phox 的 mRNA 表达

均无明显的改变，只有达到一定的作用时间后， 

p22phox 才随着高糖作用时间的延长而上升。与此类

似的，本次试验中，缬沙坦对高糖刺激后 NADPH

氧化酶亚基 p22phox 的 mRNA 的干预作用也出现在

高糖刺激 5 d 后，而在高糖刺激 2 d 时，既没有高

糖组 mRNA 的升高，也没有出现缬沙坦干预组的

降低。出现这种现象的具体原因需要进一步研究和

探讨，考虑可能与非吞噬细胞内 NADPH 氧化酶的

组成和定位有关。在非吞噬细胞，NADPH 氧化酶

亚基有可能都位于胞浆中，尤其是胞核附近，处于

“预装配”状态，正常情况下，只有少量的预装配

的 NADPH 氧化酶处于激活的状态，早期细胞受到

刺激时，预装配的 NADPH 氧化酶稳定性改变，越

来越多的 NADPH 酶从“稳定态”转变为“激活态”，

当刺激持续时间足够长后，所有的 NADPH 氧化酶

已经激活，这时应对细胞外刺激的反应就是

NADPH 氧化酶合成增多，表达升高。同样，缬沙

坦对其的干预作用也方显现出来。 

本研究显示缬沙坦对高糖刺激后 NADPH 氧

化酶亚基 p22 phox的mRNA表达的上升有明显的抑

制作用，并且具有浓度依赖性。同时，在本次实

验中，笔者对 ROS 最重要成员·O2
和 H2O2 进行了

检测，发现缬沙坦对高糖刺激后引起的升高具有

明显的抑制作用。因此，缬沙坦能够通过对

NADPH 氧化酶表达的调控实现其对高糖刺激后

氧化应激水平的干预，从整个实验来看，缬沙坦

明显抑制了高糖引起的 NADPH 氧化酶的合成，抑

制了 ROS 的产生，逆转了高糖所致细胞外基质的

变化，而考虑到 NADPH 氧化酶及其产生的 ROS

对细胞外基质的影响，可以得出结论：缬沙坦至

少是在一定程度上通过对 NADPH 氧化酶的影响，

引起对细胞内 ROS 的调节，从而导致细胞外基质

的变化，这可能为缬沙坦在糖尿病肾病治疗机制

提供一个新的思路。 
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本刊有关斜体的使用说明 
 

撰写规范是给论文增光添色的一部分，也有利于普通读者阅读。因此，本刊在此给出斜体的使用说

明，供广大读者参考。斜体可适用于下述情况： 

(1)数学变量符号，如 a，b，c，x，y，z 等；变动附标如
1

n

i
i

a

 中的 i 与 n。 

(2)坐标图中的原点 O 及 x，y，z 轴。 

(3)函数符号 f，g，D，N，F，E 等。 

(4)物理量符号，如 p，P，V，T，，I，R，S 等。 

(5)化合物英文名称、缩写符号或少数中文名称前表示位置、异构方式、结合方式等意义的词汇。如

n-(正)，i-(异)，cis-(顺式)，trans-(反式)，o-(邻)，m-(间)，p-(对)，sec-(仲)，tert-或 t-(叔)，sym-(对称，

均)，unsym-(不对称，偏)，d-(右旋)，dl-(外消旋)，l-(左旋)、(E)-苯甲醛肟中的 E、(Z)-2-甲基-2-丁烯酸中

的 Z、(R)-甘油醛中的 R、(S)-甘油-1-甲醚中的 S 等。 

(6)化合物名称中表示与特定原子相连的符号。如 N-(与氮原子连接，大斜)，O-(与氧原子连接，大

斜)，S-(与硫原子连接，大斜)等。 

(7)化学命名中表示基团位置的-，-，-，-，稠环化合物中母体各边编号用 a，b，c 等表示。 

(8)配合物配体中的 键以及配体名称前所冠的词头 -， -均为斜体。 

(9)生物分类学中表示属名和种名的拉丁文字母。这在动物学、植物学、微生物学、中草药和病名中

较为常见。 

 
 
 
 
 
 




