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白藜芦醇抑制高糖诱导的肾脏系膜细胞增殖的机制研究 
 

黄亮，刘辉，李建伟，胡斌(三峡大学仁和医院，湖北 宜昌 443001) 

 
摘要：目的  探讨白藜芦醇(resveratrol，RSV)对高糖诱导的大鼠肾脏系膜细胞 HBZY-1 cells(MCS)增殖的影响，并探讨其

潜在作用机制。方法  将对数生长期细胞随机分为对照组、高糖组、RSV 组。各组细胞培养 48 h 后，利用 MTT 检测各

组 HBZY-1 细胞增殖；RT -PCR 检测 Wnt、-catenin、Collagen-Ⅳ、TNF-、IL-6 和 MCP-1 基因表达；ELISA 检测 TNF-、

IL-6 和 MCP-1 表达；Western blotting 检测 Wnt、-catenin 和 Collagen-Ⅳ蛋白的变化。结果  与对照组相比，高糖组细

胞增殖率、Wnt、-catenin、Collagen-Ⅳ、TNF-、IL-6 和 MCP-1 表达水平均明显增高(P<0.05)。与高糖组相比，RSV

组细胞增殖率、Wnt、-catenin、p-p65、Collagen-Ⅳ、TNF-、IL-6 和 MCP-1 表达水平均明显降低(P<0.05)。结论  RSV

可通过抑制炎症而减轻高糖诱导的肾脏系膜细胞增殖，其机制与抑制 Wnt/-catenin/p65 信号通路激活有关。 
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Mechanism Study of Resveratrol Inhibited High Glucose-induced the Proliferation of Glomerular 
Mesangial Cell  

 
HUANG Liang, LIU Hui, LI Jianwei, HU Bin(Renhe Hospital of China Three Gorges University, Yichang 443001, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effect and potentail mechanism of resveratrol(RSV) on the high glucose-induced 
the proliferation of glomerular mesangial cell HBZY-1(MCs) cultured under high glucose conditions. METHODS  The 
HBZY-1(MCs) cells at logarithmic growth phase were randomly divided into control group, high glucose group and RSV group.  

The proliferation of the MCS cell was measured by MTT. The mRNA level of Wnt, -catenin, Collagen-Ⅳ, TNF-, IL-6 and 

MCP-1 were measured by RT-PCR. The expression of TNF-, IL-6 and MCP-1 were measured by ELISA. The expression of 

Wnt, -catenin and Collagen-Ⅳ were measured by Western blotting. RESULTS  Compared with the control group, the 

proliferation rate of HBZY-1 cells , the expression of and protein level of Wnt, -catenin, Collagen-Ⅳ, TNF-, IL-6 and MCP-1 

were significantly increased(P<0.05). Compared with the high glucose group, the proliferation rate of HBZY-1 cells, the 

expression of and protein level of Wnt, -catenin, p-p65, Collagen-Ⅳ , TNF-, IL-6 and MCP-1 were significantly 

decreased(P<0.05). CONCLUSION  RSV can inhibit the proliferation of HBZY-1 cell by suppressing inflammation and the 

mechanism may be achieved through attenuating Wnt/-catenin signal transduction pathway activation. 
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糖尿病是以血糖异常升高为主要特征的全身

代谢紊乱性疾病。随着经济的发展，人们生活方

式的改变，糖尿病患者明显增多，其严重的并发

症已严重威胁到人类身心健康[1-3]。其中糖尿病肾

病是糖尿病最常见、最严重的微血管并发症。据

报道，糖尿病肾病诱发的肾衰竭已占到血液透析

患者的 15%，其数量呈现飞速上升的趋势[4-5]。目

前研究认为糖尿病肾病的发生与炎症反应、氧化

应激、血流动力学改变等多种因素相关[6-7]。其中

炎症反应是导致肾脏系膜细胞增殖和细胞外基质

沉积的重要原因之一[8-10]。白藜芦醇(resveratrol，

RSV)是一种生物活性很强的天然多酚类物质，最

近研究发现其具有抗炎的作用[11-14]。本实验拟研

究 RSV 对高糖诱发的肾脏系膜增殖的影响及其作

用机制。 

1  材料与方法 

1.1  细胞株 

大鼠肾小球系膜细胞(HBZY-1，美国 ATCC 细

胞库)，置于含有 10%胎牛血清的 RPMI 1640 培养

液 中 ， 加 入 青 霉 素 (100 U·mL1) 和 链 霉 素

(100 U·mL1)，在 37 ℃、5% CO2 饱和湿度培养箱

中培养。 

1.2  试剂 

RSV(美国 Sigma，批号：R5010，纯度>99.5%)，
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用 DMSO 溶解并使 DMSO 终浓度<0.01 g·L1；

CCK-8 试剂盒(日本同仁，批号： CK04)；RPMI 

1640 培养基(美国 Gibgo)；小牛血清(杭州四季

青)；Wnt 抗体、-catenin 抗体、Collagen-IV 均购

自美国 CST；TNF-、IL-6 和 MCP-1 ELISA 试剂

盒(美国 Abgent，试剂盒批号分别为 BO015V，

AG0023，KT20273)；β-actin 抗体(Abmart)。Wnt、

-catenin、Collagen-Ⅳ、TNF-、IL-6 和 MCP-1

引物均购自美国 Invitrogen；蛋白裂解液 RIPA(碧

云天，武汉谷歌)；蛋白酶抑制剂 cocktail 及 Western 

blot(武汉谷歌)；BCA 蛋白定量试剂盒(碧云天，武

汉谷歌，试剂盒批号：AR0146)；ECL 试剂盒(碧

云天、武汉谷歌，批号：3010040001)；总 RNA 提

取试剂盒(Takara，批号：R1200)。 

1.3  仪器 

3111 型 CO2 细 胞 培 养 箱 ( 美 国 Forma 

Scientific)； AE2000 型倒置显微镜和激光共聚焦

显微镜均购自日本 Olympus；N1239 型酶标仪(赛

默飞)；胶片及 F3-7-6-058 型化学发光仪(美国柯

达)；PVDF 膜(美国 Roche)；PCNJ-752 型紫外分

光光度计(美国 Thermo Fisher)；41030 型实时定量

PCR(美国 Bio-Rad)。 

1.4  MTT 检测 HBZY-1 细胞增殖率 

取对数生长期的 HBZY-1 细胞，接种于 12 孔

板内，调整细胞密度为 2×105 ·mL1，每孔 100 μL，

待 细 胞 贴 壁 。 分 组 ： 对 照 组 ( 培 养 基 浓 度

40 mmol·L1)、高糖组(葡萄糖浓度 40 mmol·L1)、

RSV 组(葡萄糖浓度 40 mmol·L1+ RSV 组浓度为

10，20，40 μmol·L1；每组均设 3 个复孔。12 孔

板置于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养 48 h 后，加入

5 mg·mL1 的 MTT 溶液每孔 20 μL，继续培养 4 h，

然后加入三联裂解液[10% SDS＋5%异丁醇+1% 

HCL(10 mol·L1)，每孔 100 μL]，37 ℃放置过夜

后，用酶标仪于 570 nm 处读取吸光度(OD)值。根

据 OD 值计算细胞增殖抑制率：细胞增殖抑制率

(%)=(对照孔 OD 值实验孔 OD 值)/(对照孔 OD 值

空白孔 OD 值)×100%。 

1.5  Western blotting 检测 HBZY-1 细胞 Wnt、

-catenin、p65、p-p65 和 Collagen-Ⅳ的表达 

将各组收集的细胞按照蛋白裂解液RIPA操作

说明书提取蛋白，BCA 法进行蛋白定量，将各组

蛋白浓度调成一致，沸水煮 5 min，待用。取各

组细胞总蛋白样品 50 μg，以样品中的 β-actin 为

内参，经 SDS-PAGE 凝胶电泳，转膜，然后用含

5%脱脂奶粉的 PBS 封闭 2 h，分别加入适量含 2%

脱脂奶粉的 PBS 稀释抗体 Wnt(1∶1 000)、

-catenin(1∶500)、p65(1∶1 000)、p-p65(1∶500)、 

Collagen-Ⅳ(1∶1 000)、β-actin(1∶3 000)抗体，4 ℃

孵育过夜。PBS 洗膜 3 次，每次 10 min，根据一

抗的来源，再分别加入适量含 2%脱脂奶粉的 PBS

稀释的 HRP 标记羊抗兔 IgG(1∶500)、HRP 标记

羊抗鼠 IgG(1∶5 000)室温下作用 2 h，PBS 洗膜 3

次，每次 10 min，ECL 化学发光显色、压片、显

影、定影、胶片扫描保存。用 Ge-l Pro Analy zer 

(Ver.3.0)软件测定蛋白条带灰度值，Wnt、-catenin

和 Collagen-Ⅳ条带灰度值与 β-actin 内参条带灰度

值的比值分别表示上述蛋白表达量化。 

1.6  RT-PCR 检测 Wnt、-catenin、Collagen-Ⅳ、

TNF-、IL-6 和 MCP-1mRNA 水平 

按照总 RNA提取试剂盒说明提取各组细胞总

RNA，紫外分光光度计测量浓度，逆转录以及扩

增反应按试剂盒说明书进行，实时定量 PCR 检测。

引物均由 Invitrogen 公司合成。管家基因 β-actin

作为内参对照基因，用得到的各样本的 Ct 值按公

式 2ΔΔCT 计算相对表达量。引物序列参照表 1。 

表 1  PCR 引物序列 

Tab. 1  The primer for RT-PCR 

基因 正向引物序列 逆向引物序列 

TNF-α CTGAACTTCGGGGTGATCGG GGCTTGTCACTCGAATTTTGAGA

MCP-1 AGCTTCCTTGTGCAAGTGTCT GACAGCCCAGGTCAAAGGTT 

IL-6 CTGCAAGAGACTTCCATCCAG AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG

β-actin AGAGGGAAATCGTGCGTGAC CAATAGTGATGACCTGGCCGT 

1.7  ELISA 检测 TNF-、IL-6 和 MCP-1 的表达 

 按照 ELISA 试剂盒说明书操作步骤检测血

清中 TNF-、IL-6 和 MCP-1 表达水平 

1.8  统计学处理 

应用 SPSS 12.0 统计软件进行分析，实验数据

采用 sx  表示，资料采用单因素方差分析

(ANOVA)，多个样本之间的两两比较采用 t 检验，

P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  RSV 可明显减轻大鼠肾脏系膜细胞增殖 

与对照组比较，高糖组大鼠肾脏系膜细胞增

殖率明显增高，其细胞计数明显增高(P<0.05)；与
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高糖组比较，RSV 组肾脏系膜细胞增殖率明显下

降,其细胞计数明显减少(P<0.05)。最佳抑制系膜细

胞增殖的浓度为 40 mol·L1，结果见图 1。 

 
图 1  MTT 检测 RSV 对大鼠肾脏系膜细胞增殖的影响 
与对照组比较，1)P<0.05；与高糖组比较，2)P<0.05。 

Fig. 1  The effect of RSV in the proliferartion of HBZY-1 
by MTT 
Compared with control group, 1)P<0.05; compared with high glucose 
group, 2)P<0.05. 

2.2  RSV 可明显促进细胞凋亡/坏死 

与对照组比较，高糖组大鼠肾脏系膜细胞凋

亡/坏死受阻(P<0.05)；与高糖组比较，RSV 组肾

脏系膜系计数明显下降，提示凋亡/坏死明显增高

(P<0.05)，结果见图 2。 

 
图 2  RSV 对细胞凋亡/坏死的影响 

Fig. 2  The effect of RSV in the apoptosis and necrosis of 
HBZY-1. 

2.3  RSV 可明显减轻大鼠肾脏系膜细胞 Wnt、

-catenin 的表达 

RT-PCR 和 Western blotting 检测显示，与对照

组比较，高糖组大鼠肾脏系膜细胞在接受高糖

(40 mmol·L1)刺激 48 h 后，肾脏系膜细胞 Wnt 和

-catenin 表达明显增加(P<0.05)；与高糖组比较，

RSV组肾脏系膜细胞 Wnt和-catenin 表达明显减

少(P<0.05)。结果见图 3 和表 2~3。 

2.4  RSV 可明显减轻大鼠肾脏系膜细胞 p-p65 的

表达 

Western blotting 检测显示，与对照组比较，高

糖组大鼠肾脏系膜细胞在接受高糖(40 mmol·L1)

刺激 48 h 后，肾脏系膜细胞 p-p65 表达明显增加

(P<0.05)，而 p65 表达无明显差异。与高糖组比较，

RSV 组肾脏系膜细胞 p-p65 表达明显减少

(P<0.05)，而 p65 表达依然无明显差异。结果见图

4 和表 4。 

 
图 3  Western blotting 检测 RSV 对大鼠肾脏系膜细胞

Wnt、-catenin 的表达影响 

Fig. 3  The effect of RSV on the expression of Wnt and 

-catenin in HBZY-1 by Western blotting 

表 2  RT-PCR 检测 RSV 对 Wnt 和-catenin mRNA 表达水

平的影响 

Tab. 2  The effect of RSV on the mRNA level of Wnt and 

-catenin by RT-PCR 

组 别 Wnt(mRNA) -catenin(mRNA) 

对照组  1±0.1   1±0.05 

高糖组    5±0.351) 6.25±0.421) 

RSV 组 2.75±0.252) 3.15±0.272) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与高糖组比较，2)P<0.05。 

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

表 3  Western blotting 检测 RSV 对 Wnt 和-catenin 蛋白

水平的影响 

Tab. 3  The effect of RSV on the protein level of Wnt and 

-catenin by Western blotting 

组 别 Wnt/-actin -catenin/-actin 

对照组 0.25±0.07 0.28±0.05 

高糖组  1.15±0.121)  0.65±0.071) 

RSV 组  0.35±0.052)  0.45±0.062) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与高糖组比较，2)P<0.05。 

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

 
图 4  Western blotting 检测 RSV 对大鼠肾脏系膜细胞的

p65 和 p-p65 表达影响 

Fig. 4  The effect of RSV on the expression of p65and 
p-p65 in HBZY-1 by Western blotting 
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表 4  Western blotting 检测 RSV 对 p65 和 p-p65 蛋白水平

的影响 

Tab. 4  The effect of RSV on the protein level of p65 and 
p-p65 by Western blotting 

组 别 p-p65/-actin p65/-actin 

对照组 0.15±0.02 0.75±0.07 

高糖组 0.27±0.031) 0.71±0.04 

RSV 0.34±0.022) 0.82±0.07 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与高糖组比较，2)P<0.05。 

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

2.5  RSV 可明显减轻大鼠肾脏系膜细胞 TNF-、
IL-6 和 MCP-1 的表达和分泌 

与对照组比较，高糖组大鼠肾脏系膜细胞在

接受高糖(40 mmol·L1)刺激 48 h 后，大鼠肾脏系

膜细胞 TNF-、IL-6 和 MCP-1 表达和分泌明显增

加(P<0.05)；RSV 组与高糖组比较，大鼠肾脏系膜

细胞 TNF-、IL-6 和 MCP-1 表达和分泌明显减少

(P<0.05)，结果见图 5。 

 
图 5  RT-PCR 和 ELISA 检测 RSV 对大鼠肾脏系膜细胞

TNF-、IL-6 和 MCP-1 表达和分泌的影响 
与对照组比较，1)P<0.05；与高糖组比较，2)P<0.05。 

Fig. 5  The effect of RSV on the expression of TNF-, IL-6 
and MCP-1 in HBZY-1 by RT-PCR and ELISA 
Compared with control group, 1)P<0.05; compared with high glucose 
group, 2)P<0.05. 

2.6  RSV 可明显减轻大鼠肾脏系膜细胞基质聚积 

肾脏系膜细胞基质聚积是系膜细胞增殖的结

果，是诱发糖尿病肾病的重要原因之一，Collagen-

Ⅳ是基质聚积典型代表。与对照组比较，高糖组

大鼠肾脏系膜细胞在接受高糖(40 mmol·L1)刺激

48 h 后，大鼠肾脏系膜细胞 Collagen-Ⅳ表达明显

增加(P<0.05)。与高糖组比较，RSV 组肾脏系膜细

胞 Collagen-Ⅳ表达明显下降(P<0.05)。结果见图 6

和表 5。 

 
图 6  Western blotting 检测 RSV 对大鼠肾脏系膜细胞

Collagen-Ⅳ的表达影响 

Fig. 6  The effect of RSV on the expression of Collagen-Ⅳ 

in HBZY-1 by Western blotting 

表 5  RT-PCR 检测 RSV 对 Collagen-Ⅳ  mRNA 和

Collagen-Ⅳ蛋白表达水平的影响 

Tab. 5  The effect of RSV on the mRNA level and protein 

level of Collagen-Ⅳ by RT-PCR 

组 别 Collagen-Ⅳ(mRNA) Collage-IV/-actin 

对照组 1.00±0.10 0.18±0.04 

高糖组  4.75±0.451)  0.45±0.061) 

RSV 组  2.35±0.252)  0.23±0.052) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与高糖组比较，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 

糖尿病肾病是糖尿病最严重、最常见的微血

管并发症，是糖尿病脑、心、肾三大并发症之一，

是导致慢性肾功能衰竭的重要原因，其已占据慢

性肾衰竭透析患者>15%，且还有增加的趋势，这

不但给患者带来极大的痛苦和不便，还给家庭和

社会带来了极大的负担[2-5]。研究发现糖尿病肾病

的主要形态学改变为肾脏细胞外基质大量沉积，

诱发肾脏发生不可逆性肾纤维化。目前研究发现

多种机制参与了高糖诱导的糖尿病肾病的发生、

发展，与氧化应激、血流动力学异常和细胞因子

异常表达相关，最近研究发现炎症因子与氧化应

激、免疫反应相互作用可影响肾脏血流动力学，

造成细胞外基质沉积，继而导致系膜细胞增生肥

大而诱发肾脏病理改变，导致糖尿病肾病发生[8-10]。

核因子(NF-)是参与氧化应激和炎症反应的关

键因子之一，与血管内皮细胞损伤、组织细胞凋

亡等糖尿病血管并发症的多种病理生理过程相

关，其活性取决于亚基 p65 的激活，因此抑制炎

症反应表达是减轻细胞外基质沉积，进而减轻纤
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维化乃至糖尿病肾病肾脏损害的有效途径。RSV

是存在于花生、浆果、葡萄等多种植物中的天然

多酚类物质，迄今研究发现其具有抗肿瘤、抗氧

化应激、抗血小板、抗诱变和心脏保护作用[11-13]。

最近研究发现 RSV 具有改善胰岛素抵抗，降低血

糖，抑制炎症反应的作用[11-13]。而炎症反应是诱

发糖尿病肾病的重要原因[13-14]。实验结果显示高

糖可导致大鼠肾脏系膜细胞增殖，Collagen-Ⅳ表

达增加，p65 通过磷酸化激活增加，以及促炎症细

胞因子 TNF-、IL-6 和 MCP-1 的表达和分泌明显

增加，这提示高糖可通过激活 NF-B 信号通路而

诱发炎症反应，导致细胞外基质沉积和肾脏系膜

细胞增殖明显增加，诱发糖尿病肾病，这与既往

研究结论一致：高糖诱发的炎症反应是导致系膜

细胞增殖的重要原因[8-10]。RSV 可明显减少大鼠肾

脏系膜细胞增殖、Collagen-Ⅳ表达、p65 的磷酸化

以及促炎症细胞因子 TNF-、IL-6 和 MCP-1 的表

达和分泌。这显示 RSV 可通过抑制 NF-B 激活介

导的炎症反应而减轻细胞外基质的沉积和肾脏系

膜细胞增殖，从而减轻肾脏纤维化的发生，进而

削弱糖尿病肾病诱发的肾脏损害。但其抑制炎症

的具体机制不明。 

Wnt/-catenin 信号通路是生物进化中极为

保守的信号通路，可调节细胞的增殖、分化、成

熟[15-16]。Wnt 活化是调节-catenin 激活的关键信

号分子，最近研究发现 Wnt/-catenin 信号通路可

调节 p65 激活介导的炎症反应[15-16]。 

 实验结果显示，高糖可诱导 Wnt 和-catenin

表达明显增加，这提示高糖可刺激 Wnt/-catenin

信号通路明显激活。RSV 可明显减少 Wnt 和

-catenin 表达，这提示 RSV 可明显抑制 Wnt/ 

-catenin 信号通路激活。 

综上所述，RSV 可以通过抑制 Wnt/-catenin/ 

NF-B 信号通路激活而介导的炎症，进而减少细

胞外基质沉积和系膜细胞增殖，从而减少高糖导

致的糖尿病肾脏损害。然而 RSV 是直接作用于

Wnt 信号分子还是通过影响其上游激酶和(或)信

号分子而间接发挥作用目前仍不清楚，除

Wnt/-catenin 信号通路外，是否还有其他信号通

路参与其中，尚需进行更深入的研究。 
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