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金蝉花水提物对高糖诱导的肾小管上皮细胞转分化的影响 
   
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摘要：目的  研究金蝉花水提物对高糖诱导下肾小管上皮细胞(HK-2)发生上皮-间充质细胞转分化的影响。方法  采用高

糖诱导 HK-2 细胞建立糖尿病肾病模型，将细胞分为正常组，高糖组，贝那普利组，金蝉花水提物低、高剂量组(0.1，

0.5 mg·L1)，培养 24 h 后，ELISA 测定转化生长因子 β1(transforming growth factor-1，TGF-β1)、纤维连接蛋白(fibronectin，

FN)，Western blot 测定 α-平滑肌肌动蛋白(-smooth muscle actin，α-SMA)的表达情况。结果  与正常组比，高糖组 TGF-β1、

α-SMA 和 FN 蛋白表达显著增高(P<0.01)；与高糖组比，贝那普利组和金蝉花水提物高剂量组 TGF-β1、α-SMA 和 FN 蛋

白表达显著降低(P<0.01)。结论  金蝉花水提物可能通过降低 TGF-β1、α-SMA 和 FN 蛋白的表达，从而缓解甚至逆转肾

小球的硬化与肾间质细胞纤维化，发挥治疗糖尿病肾病的作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the effect of cicada aqueous extract on epithelial-mesenchymal transition of renal 
tubular epithelial cells(HK-2) induced by high glucose. METHODS  HK-2 cells induced by high glucose were used to establish 
diabetic nephropathy model. The cells were divided into normal group, high glucose group, benazepril group, and cicada aqueous 

extract low and high dose group(0.1, 0.5 mg·L1). After 24 hours of culture, the expression of TGF-β1 and FN were determined 
by ELISA, α-SMA was determined by Western blot. RESULTS  Compared with the normal group, the expression of α-SMA, 
TGF-β1 and FN protein in the high glucose group was significantly increased(P<0.01). Compared with high glucose group, the 
indexs in benazepril group and cicada aqueous extract high dose group were significantly decreased(P<0.01). CONCLUSION  
Cicada aqueous extract may reduce the expression of TGF-β1, α-SMA and FN proteins, so as to relieve or even reverse 
glomerular sclerosis and renal interstitial cell fibrosis and achieve the effect of treating diabetic nephropathy. 
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糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)是糖尿

病最常见的慢性微血管病变之一，也是慢性肾功

能衰竭的主要原因。近年来研究表明肾间质纤维

化与 DN 进展紧密相关，其中促进肾间质纤维化的

转化生长因子 β1(transforming growth factor-1，

TGF-β1)，肾小管上皮细胞转分化的标志物 α-平滑

肌肌动蛋白(-smooth muscle actin，α-SMA)，均受

到了广泛重视[1]。金蝉花(Isaria cicadae Miq)为麦

角菌科真菌大蝉草及其寄主山蝉若虫的干燥体，

为冬虫夏草的无性型同属，体外实验表明人工培

养的蝉花菌丝具有延缓肾衰竭的作用，但是机制

尚不明确[2]。本研究通过观察金蝉花提取物对高糖

诱导的肾小管上皮细胞(HK-2)发生上皮-间充质细

胞转分化的作用，为临床应用金蝉花治疗 DN 提供

理论依据。 

1  材料与仪器 

1.1  细胞培养   

人 HK-2 细胞购自中国科学院上海细胞库，加

入含 10%优质胎牛血清的 DMEM(5.5 mmol·L1 

D-葡萄糖)培养液，置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中

常规培养。细胞生长至 80%~90%融合后进行传代，

3~4 d 以移液管吹打传代 1 次。收集对数生长期细
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胞进行试验。 

1.2  药品与试剂 

金蝉花(江苏省宜兴市竹海，批号：20160615)

经无锡第二人民医院霍军副主任中药师鉴定为金

蝉花 Isaria Cicadae Miq；贝那普利对照品(中国食

品药品检定研究院，批号：20151012；纯度：99.8%)；

优质胎牛血清(杭州天杭生物有限公司，批号：

20151207)；TGF-β1 酶联免疫(ELISA)试剂盒(批

号：228230515)、纤维连接蛋白(fibronectin，FN) 

ELISA 试剂盒(批号：2201B30611)均购自联科生物

技术有限公司；α-SMA 抗体(Santa Cruz 公司，批

号：sc-53142)；RIPA 裂解液(批号：P0013B)、BCA

蛋白定量试剂盒(批号：P0012)、ECL 化学发光试

剂盒(批号：P0018)均购自碧云天生物有限公司。 

1.3  仪器 

KQ-500B 超声波提取仪(昆山市超声仪器有限

公司)；FreeZone6 冻干机(美国 Labconco 公司)；

低速离心机(湖南赫西仪器装备有限公司)；BioRad 

680 酶标仪、垂直电泳仪及转膜仪均购自美国伯乐

公 司 ； Alpha Innotech 凝 胶 成 像 系 统 ( 美 国

ProteinSimple 公司)。 

2  方法 

2.1  金蝉花水提物的制备[3] 

取干燥金蝉花药材，经组织粉碎机粉碎，过 6

号筛。准确称取粉末 10 g，放入样品瓶，按照料

液比 1∶10 加入蒸馏水，轻轻摇匀，置于超声提

取仪中，40 ℃，300 W 超声 40 min，处理 2 次，

加压抽滤分离水溶液，合并提取液，减压浓缩至

20 mL，将上清液置于4 ℃冰箱中预冻处理 24 h

后，置于冻干机中冻干 48 h，得到金蝉花水提取

物冻干粉，于 4 ℃冰箱中保存。 

2.2  细胞模型及给药分组 

待细胞长至 60%~70%融合时，用无血清培养基

饥饿细胞 24 h。弃上清液，根据实验分组更换为含

或不含干预因素的无血清培养基。①正常组

(5.5 mmol·L1 D-葡萄糖)；②高糖组(30 mmol·L1 D-

葡萄糖)，高糖组作为模型对照组[4]；③贝那普利组

(30 mmol·L1 D-葡萄糖+贝那普利 0.5 mg·mL1)作为

阳性对照组；④金蝉花水提物低剂量组(30 mmol·L1 

D-葡萄糖+金蝉花水提物 0.1 mg·mL1)；⑤金蝉花水

提物高剂量组(30 mmol·L1 D-葡萄糖+金蝉花水提

物 0.5 mg·mL1)。 

2.3  ELISA 法测定 TGF-β1、FN 表达的变化   

收集对数生长期细胞，以 10%优质胎牛血清

的 DMEM 培 养 液 调 整 细 胞 悬 液 浓 度 为

2×105 ·mL1，每孔 100 μL 细胞悬液接种于 96 孔

细胞培养板中，接种 24 h 后分别给予相应药物。

于加药后 24 h，收集细胞上清液，按说明书方法，

于 450，570 nm 双波长检测 TGF-β1、FN。 

2.4  Western blot 测定 α-SMA 表达的变化 

取对数生长期细胞，调节细胞数为 2×105 ·mL1，

每瓶 5 mL 于 25 T 培养瓶中。培养 24 h 后分别给

予相应药物。于加药后 24 h，收集细胞、裂解、

BCA 蛋白定量后，按照 Western blot 常规操作，采

用 ECL 化学发光试剂，Alpha Innotech 凝胶成像系

统进行图像采集，Image J 软件进行图像数据分析。 

2.5  统计学分析 

采用 SPSS 16.0 软件进行统计学分析，数据以

sx  表示，两组间比较采用 t 检验，以 P<0.05 为

差异具有统计学意义。 

3  结果 

3.1  金蝉花水提物对 HK-2 细胞 TGF-β1、FN 表

达的影响 

高糖组 TGF-β1、FN 浓度显著高于对正常组

(P<0.01)；金蝉花水提物组 TGF-β1、FN 水平明显

低于高糖组(P<0.05 或 P<0.01)，且随剂量的增加，

TGF-β1、FN 降低更显著，见表 1。 

表 1  金蝉花水提物对 HK-2 细胞 TGF-β1、FN 表达的影

( sx  ，n=3) 

Tab. 1  Effects of cicada aqueous extract on the expression 
of TGF-β1, FN in HK-2 cells( sx  , n=3)  

组 别 TGF-β1/μg·mL1 FN/pg·L1 

正常组 422.84±19.012) 96.91±1.552) 

高糖组 547.39±12.76 317.62±9.54 

贝那普利组 425.39±14.582) 113.08±6.362) 

金蝉花水提物低剂量组 490.77±20.651) 284.89±10.031) 

金蝉花水提物高剂量组 448.32±16.502) 116.27±15.332) 

注：与高糖组比，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Note: Compared with the high glucose group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3.2  金蝉花水提物对HK-2细胞 α-SMA表达的影响 

α-SMA 主要在发生转分化的肾小管上皮细胞

胞质内表达。正常组 HK-2 细胞表达量较少，高糖

组 α-SMA 表达明显增多，金蝉花水提物可减少高

糖诱导的 α-SMA 的表达，且呈剂量依赖关系，见

图 1。 
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图 1  金蝉花提取物对 HK-2 细胞 α-SMA 表达的影响

( sx  ，n=3) 

与高糖组比，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 1  Effects of cicada aqueous extract on the expression 
of α-SMA in HK-2 cells( sx  , n=3) 
Compared with the high glucose group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

4  讨论 

糖尿病属中医消渴范畴，DN 属“消渴病肾

病”[5]，古代医家多认为是肺、胃、肾三脏之阴亏

虚，而冬虫夏草具有益肺、肾，补精气的功效，

自古便有治疗消渴病肾病的记载[6]。近年来冬虫夏

草由于过度开采，价格攀升，而金蝉花为冬虫夏

草的无性型同属，成分相近，其临床价值却被长

期忽视。本研究结果表明金蝉花水提物对高糖诱

导的 HK-2 细胞 TGF-β1、FN 和 α-SMA 表达均有

良好的抑制作用，并呈一定的剂量依赖性，提示

其对 DN 具有一定的疗效。 

研究表明，肾脏在高血糖病理状态下，受到

巨噬细胞大量浸润，肾脏固有细胞会产生 TGF-β1

等多种炎症因子，进而促进核转录因子表达、活

性氧生成，最终引起肾小球硬化及肾小管间质纤

维化[7]。TGF-β1 作为一种与 DN 发病密切相关的

生长因子，参与了肾间质纤维化的各个环节[8]，因

此如能有效减少 TGF-β1 表达，能够为缓解 DN 进

展提供新的治疗方案。肾小管上皮细胞正常情况

下表达上皮细胞的标志蛋白角蛋白，不表达间质

细胞的标志蛋白-SMA、FN 蛋白，但伴随 DN 进

展，肾小管上皮细胞转化为间质肌成纤维细胞的

过程中-SMA、FN 蛋白出现表达[9]。在本研究中，

高糖培养后的 HK-2 细胞 TGF-β1 表达增加并伴随

-SMA、FN蛋白显著增加，与既往研究结果一致[10]。

通过金蝉花水提物的干预，TGF-β1、-SMA 与 FN

蛋白明显下降，提示金蝉花水提物可有效减少炎

症因子的释放，延缓 HK-2 细胞间质化过程，从而

缓解或治疗 DN。 

综上，本研究表明金蝉花水提取物能有效治

疗 DN。但具体有效成分，还有待更深入的成分分

离与鉴定，其详尽的作用机制还有待进一步研究。 
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