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己酮可可碱联合骨髓间充质干细胞对高糖诱导的肾小球系膜细胞炎症

因子及 NF-κB 信号通路的影响 
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摘要：目的  探讨己酮可可碱(pentoxifylline，PTX)联合骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)对高糖作用下

肾小球系膜细胞炎症因子及 NF-κB 信号通路的影响。方法  体外高糖培养小鼠肾小球系膜细胞，分为 6 组：对照组、糖

尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)组、MSCs 组、MSCs+PTX 0.1 mmol·L−1 组、MSCs+PTX 0.3 mmol·L−1 组和 MSCs+ PTX 
1 mmol·L−1 组。采用 ELISA 检测各组系膜细胞 IL-6 和 TNF-α 含量，采用 Western blotting 检测各组系膜细胞中 NF-κB p65，

IKKα 及 IKKβ 蛋白的表达。结果  与对照组相比，DN 组系膜细胞的 IL-6 和 TNF-α 含量显著增高(P<0.05)，NF-κB p65、

IKKα 及 IKKβ 蛋白相对表达量显著升高(P<0.05)。与 DN 组相比，MSCs 组及 MSCs 组联合不同浓度 PTX 干预组的系膜

细胞分泌的 IL-6 及 TNF-α 含量出现明显降低(P<0.05)，NF-κB p65、IKKα 及 IKKβ 蛋白表达量显著降低(P<0.05)。与 MSCs
组比较，MSCs+PTX 0.1 mmol·L−1 组、MSCs+PTX 0.3 mmol·L−1 组及 MSCs+PTX 1 mmol·L−1 组的 IL-6 和 TNF-α 含量显著

下降(P<0.05)，NF-κB p65、IKKα 和 IKKβ 的蛋白相对表达量明显降低(P<0.05)，且呈现 PTX 浓度依赖性。结论  PTX
联合 MSCs 通过抑制高糖诱导下肾小球系膜细胞中 NF-κB 信号通路的表达及炎症因子水平对 DN 具有一定的治疗作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effect on pentoxifylline(PTX) combined with bone marrow mesenchymal stem 
cells (MSCs) on inflammatory factors and NF-κB signaling pathways of glomerular mesangial cells induced by high glucose. 
METHODS  Mice mesangial cells were cultured in high glucose in vitro and divided into 6 groups: control group, DN(diabetic 
nephropathy) group, MSCs group, MSCs+PTX 0.1 mmol·L−1 group, MSCs+PTX 0.3 mmol·L−1 group and MSCs+PTX 1 
mmol·L−1 group. The levels of IL-6 and TNF-α in mesangial cells of each group were detected by ELISA. The expressions of 
NF-κB p65, IKKα and IKKβ proteins in mesangial cells were detected by Western blotting. RESULTS  Compared with the 
control group, the levels of IL-6 and TNF-α in the injured mesangial cells of DN group were significantly increased(P<0.05), and 
the relative expression of NF-κB p65, IKKα and IKKβ proteins were significantly increased(P<0.05). Compared with the DN 
group, the levels of IL-6 and TNF-α secreted by mesangial cells in MSCs group and MSCs combined with different 
concentrations of PTX groups were significantly decreased(P<0.05), and the expression levels of NF-κB p65, IKKα and IKKβ 
proteins were significantly decreased (P<0.05). Compared with the MSCs group, IL-6 and TNF-α levels in MSCs+PTX 0.1 
mmol·L−1 group, MSCs+PTX 0.3 mmol·L−1 group and MSCs+PTX 1 mmol·L−1 group were significantly decreased(P<0.05), and 
the relative expression levels of NF-κB p65, IKKα and IKKβ were significantly decreased(P<0.05), and it was PTX 
concentration dependence. CONCLUSION  PTX combined with MSCs can treat DN by inhibiting the expression of NF-κB 
signaling pathway and the level of inflammatory factors in glomerular mesangial cells induced by high glucose. 
KEYWORDS: pentoxifylline; bone marrow mesenchymal stem cells; glomerular mesangial cells; inflammatory factors; NF-κB 
signaling pathway 
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糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)是一种

严重的糖尿病慢性并发症，是终末期肾脏疾病的

主要病因[1]。肾小球系膜细胞通过产生细胞外基质

以及吞噬免疫复合物调节肾小球滤过率，当系膜



 

中国现代应用药学 2020 年 10 月第 37 卷第 19 期                     Chin J Mod Appl Pharm, 2020 October, Vol.37 No.19       ·2329· 

细胞受到炎症刺激或者免疫因素影响时，可产生

大量的炎症因子造成或加重机体肾损伤，因此，

炎症因子在 DN 的发生和发展中具有关键作用[2]。

高血糖可通过激活肾小球系膜细胞，增加炎症因

子的表达，从而加重 DN[3]。因此，探讨抑制 DN
中系膜细胞炎症因子表达的药物治疗意义重大。骨

髓间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)是
一种具有多向分化潜能的成体干细胞，其在多种肾

脏疾病的研究中均已取得良好进展，亦广泛应用于

细胞治疗领域[4-5]。己酮可可碱(pentoxifylline，PTX)
是一种甲基黄嘌呤衍生物，能增加细胞内 cAMP，

可改善血流动力学，并具有抗炎、免疫抑制以及

抗纤维化的作用[6]。研究证实 PTX 可显著减少 DN
患者的尿蛋白并改善肾脏功能[7]。因此，本研究采

用高糖培养肾小球系膜细胞构建 DN 体外模型，将

MSCs 和高糖诱导的肾小球系膜细胞共培养后，探

讨不同浓度 PTX 联合 MSCs 对共培养后肾小球系

膜炎症因子的影响，并初步探讨其抗炎作用机制。 
1  材料与方法 
1.1  材料   

4 只 6 周龄野生清洁型 C57BL/6 小鼠，♂，体

质量 20~22 g，实验动物许可证号：SYXK(鄂)2018- 
0104，购自湖北省疾控中心；DMEM-LG(美国

Hyclone，货号：SH30021.01)；PBS、胰蛋白酶(货
号：P1010、T1350)均购自北京索莱宝；FITC 标记

的羊抗兔二抗(货号：PAB160027)、白细胞介素

(interleukin-6，IL-6)ELISA 试剂盒(货号：RA20607)、
肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α，TNF-α) 
ELISA 试剂盒(货号：RA20035)、HRP 标记的羊抗

鼠 IgG(货号：PAB160011)和 HRP 标记的羊抗兔

IgG(货号：PAB160009)均购自武汉 Bioswamp；

CD30-APC( 美 国 Biolegend ， 货 号 ： 102312) ；

CD90-APC(货号：17-0909-41)、CD105-APC(货号：

17-1051-82)均购自美国 eBioscience；兔抗 α-SMA
抗体(货号：ab5694)、兔抗 nephrin 抗体(货号：

ab216341)、兔抗 NF-κB p65 抗体(货号：ab16502)、
小鼠抗 IKKα 抗体(货号：ab227852)、兔抗 IKKβ
抗体(货号：ab124957)购自英国 Abcam；化学发光

试剂(美国 Millipore，货号：WBKLS0010)。 
1.2  方法 
1.2.1  MSCs 分离与培养  取 6 周龄野生清洁型

C57BL/6 小鼠，颈椎脱臼处死后在超净台上取出

胫骨和股骨，并剪断两端暴露骨髓腔。用注射器

抽取 DMEM-LG 培养液冲洗出骨髓并制成单细胞

悬液，用 Percoll 分离液(1.073 g·mL−1)分离出 MSCs
细胞。将 MSCs 培养于含 10%胎牛血清及 1%双抗

的 DMEM-LG 培养基中，置于 37 ℃、5% CO2 培

养箱中培养。在显微镜下观察细胞融合达 80%~ 
90%时，进行传代培养。 
1.2.2  流式细胞术鉴定 MSCs  取第 3 代 MSCs
细胞，利用流式细胞术进行细胞表面分子标记鉴

定，鉴定分子标记物有：CD105、CD90、CD30。

实验操作根据说明书进行。 
1.2.3  肾小球系膜细胞鉴定  小鼠颈椎脱臼处死

后剥取肾脏，收集肾皮质并剪碎，通过网筛过滤

得到肾小球系膜细胞。用 DEME 完全培养基培养

肾小球，待细胞密度达到 80%时，胰蛋白酶消化，

再将细胞悬液置于新的培养皿中培养。传代至 6~8
代可得到原代肾小球系膜细胞。 

将生长良好的肾小球系膜细胞取出，多聚甲

醛 固 定 10 min ， 0.5% Triton X-100 破 膜 通 透

20 min。加入兔抗 α-SMA 抗体(稀释比 1∶50)及兔

抗 nephrin 抗体(稀释比 1∶100)作为一抗，4 ℃孵

育过夜；加入经 FITC 标记的二抗，37 ℃孵育 1 h
后进行免疫荧光鉴定。 
1.2.4  PTX 对细胞毒性检测   将 PTX 溶解于

PBS，并配置成浓度为 1 mmol·L−1 的 PTX 溶液。

取指数生长期的系膜细胞和 MSCs 细胞并制成单

细胞悬液接种于 96 孔板中(接种密度：每孔 1×103

个细胞)，37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h。然

后加入 1 mmol·L−1 PTX 溶液，孵育 48 h。接着通

过 MTT 法检测系膜细胞和 MSCs 细胞的存活率。 
1.2.5  DN 模型构建及分组处理  用 30 mmol·L−1

高浓度葡萄糖刺激肾小球系膜细胞构建 DN 体外

模型。实验分组：①对照组：正常系膜细胞；②

DN 组：高糖刺激后的损伤系膜细胞；③MSCs 组：

将 损 伤 系 膜 细 胞 和 MSCs 细 胞 间 接 共 培 养 于

Transwell 小室中，MSCs 细胞培养于下室，系膜

细胞培养于上室，下室培养液可以影响上室细胞

生 长 ； ④ MSCs+PTX 0.1 mmol·L−1 组 ： 用

0.1 mmol·L−1 的 PTX 干 预 MSCs 组 细 胞 ；⑤

MSCs+PTX 0.3 mmol·L−1 组：用 0.3 mmol·L−1 的

PTX 干预 MSCs 组细胞；⑥MSCs+PTX 1 mmol·L−1

组：用 1 mmol·L−1 的 PTX 干预 MSCs 组细胞。 
1.2.6  ELISA 检测 IL-6、TNF-α 表达  收集培养
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48 h 后的各组系膜细胞，根据 IL-6 和 TNF-α 的

ELISA 试剂盒说明书处理细胞并在酶标仪上测取

OD450 值，然后计算并比较各组系膜细胞 IL-6、

TNF-α 水平。 
1.2.7  蛋白质印迹法检测 NF-κB p65、IKKα 及

IKKβ蛋白表达  提取各组系膜细胞总蛋白，经过

SDS-PAGE 电泳、转膜和封闭过夜后进行抗体孵

育。先加入一抗(NF-κB p65 1∶2 000；IKKα 1∶

1 000；IKKβ 1∶2 000)，室温孵育 1 h 后，用 PBST
洗涤 3 次。然后再加入经 HRP 标记的羊抗鼠或羊

抗兔 IgG(稀释比 1∶10 000)，室温孵育 1 h 后进行

化学发光显影。 
1.3  统计学分析 

采用 SPSS 20.0 软件进行统计学分析，实验数

据以 sx ± 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，P<0.05 为差异具有统计学意义。 
2  结果 
2.1  MSCs 培养与鉴定   

第 3 代 MSCs 主要呈涡旋状生长，且细胞形

状为梭形，见图 1A。流式细胞术检测细胞表面分

子标记物，阳性标记物：CD105(96.06%)、CD90 
(91.97%)；阴性标记物：CD30(0.20%)，见图 1B。

形态及流式鉴定结果符合 MSCs 特征。 

2.2  免疫荧光鉴定系膜细胞   
系膜细胞 α-SMA 抗体阳性，nephrin 抗体阴

性，鉴定结果符合系膜细胞生物学特征，结果见

图 2。 
2.3  PTX 对细胞存活率的影响   

1 mmol·L−1 PTX 干预 MSCs 细胞和肾小球系

膜细胞后，MTT 检测 2 种细胞的增殖率：MSCs
细胞的增殖率为(75.7±0.71)%，系膜细胞的增殖率

为(74.7±0.67)%。结果说明 1 mmol·L−1 PTX 对细胞

不良反应较小，为避免 PTX 的毒性影响，本研究

中 PTX 均采用≤1 mmol·L−1 的浓度干预细胞。 
2.4  PTX 联合 MSCs 对高糖损伤系膜细胞 IL-6、

TNF-α 水平的影响   
ELISA 检测各组系膜 IL-6 和 TNF-α 含量，比

较各组之间的水平，结果显示：与对照组比较，

DN 组系膜细胞分泌的 IL-6 及 TNF-α 含量显著增

高(P<0.05)。与 DN 组比较，MSCs 组及 MSCs 组

联合不同浓度 PTX 干预组系膜细胞分泌的 IL-6 及

TNF-α 含量出现明显降低(P<0.05)。与 MSCs 组比

较 ， MSCs+PTX 0.1 mmol·L−1 组 、 MSCs+PTX 
0.3 mmol·L−1 组及 MSCs+PTX 1 mmol·L−1 组的

IL-6 和 TNF-α 含量显著下降(P<0.05)，且联合组呈

现 PTX 浓度依赖性，结果见表 1。 
 

 
 

图 1  MSCs 形态观察及鉴定 
A−第 3 代 MSCs(100×)；B−流式检测 MSCs 分子标记物：CD105、CD90 和 CD30。 
Fig. 1  Morphological observation and identification of MSCs 
A−MSCs of third generation(100×); B−MSCs molecular markers: CD105, CD90 and CD30 were identified by flow cytometry. 
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图 2  肾小球系膜细胞鉴定(400×) 
蓝色标记为细胞核，绿色标记为 α-SMA。 
Fig. 2  Identification of glomerular mesangial cells(400×) 
Blue color was nucleus, and the green color was α-SMA. 

 

表 1  各组 IL-6、TNF-α 水平比较( x s± ) 
Tab. 1  Comparison of IL-6 and TNF-α levels in each group 
( x s± )                                  pg·mL‒1 

组别 IL-6 TNF-α 

对照组 69.19±0.72 64.05±1.58 

DN 组 208.29±1.371) 325.31±2.121) 

MSCs 组 144.40±0.662) 238.74±3.882) 

MSCs+PTX 0.1 mmol·L−1 组  128.63±0.562)3)  190.68±1.532)3)

MSCs+PTX 0.3 mmol·L−1 组  105.57±0.662)3)  158.71±0.902)3)

MSCs+PTX 1 mmol·L−1 组   93.68±0.462)3)  126.75±1.192)3)

注：与对照组比较，1)P<0.05；与 DN 组比较，2)P<0.05；与 MSCs 组

比较，3)P<0.05。 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05; compared with DN group, 
2)P<0.05; compared with MSCs group, 3)P<0.05. 

 
2.5  PTX 联合 MSCs 对高糖损伤系膜细胞 NF-κB
通路表达的影响   

Western blotting 检测了各组系膜细胞中 NF-κB 
p65、IKKα 及 IKKβ 的蛋白表达，与对照组比较，

DN 模型组系膜细胞中 NF-κB p65、IKKα 及 IKKβ 
蛋白相对表达量显著升高 (P<0.05)；MSCs+PTX 

1 mmol·L−1 组各蛋白表达水平与对照组无明显差

异。与模型组比较，MSCs 组及 MSCs 组联合不同

浓度 PTX 干预组系膜细胞中 NF-κB p65、IKKα 及

IKKβ 蛋白表达量显著降低(P<0.05)。与 MSCs 组相

比 ， MSCs+PTX 0.1 mmol·L−1 组 、 MSCs+PTX 
0.3 mmol·L−1 组 及 MSCs+PTX1 mmol·L−1 组 的

NF-κB p65、IKKα 和 IKKβ 的蛋白相对表达量明显

降低(P<0.05)，联合组呈现出 PTX 浓度依赖性，结

果见图 3。 
3  讨论 

在肾小球的解剖结构中，系膜占据中心位置，

并通过积极参与局部炎症反应在免疫介导的肾小

球疾病中具有关键调控作用，系膜细胞调控炎症

反应正是对肾小球损伤的病理刺激进行应答[8]。

TNF-α 可介导炎症反应、免疫调节以及生长调节

等多方面效应。研究表明，在 DN 患者的血清、外

周血单核细胞及尿液中 TNF-α 水平均升高[9]。糖

尿病大鼠肾脏内 TNF-α 的 mRNA 表达水平显著高

于正常大鼠[10]。研究显示 IL-6 参与机体的炎症反

应，糖尿病患者血清中 IL-6 水平显著升高[11]。本

研究结果显示，MSCs 组及 MSCs 联合不同浓度

PTX 干预的系膜细胞分泌的 IL-6 及 TNF-α 含量均

显著低于 DN 组，且联合组呈现 PTX 浓度依赖性，

即 PTX 联合 MSCs 具有抑制高糖诱导肾小球系膜

细胞 DN 模型炎症反应的重要作用。TNF-α 广泛分

布在血管内皮细胞，其可刺激血管细胞增殖、刺

激血管外基质过量产生以及增加肾小球血管通透

性[12]。TNF-α 和 IL-6 等炎症细胞因子可刺激细胞

外基质的产生以及肾小球系膜细胞的增殖，使肾

小球滤过膜增厚，促进血管内皮因子释放，诱导 
 

 
 

图 3  Western blotting 检测 NF-κB p65、IKKα 和 IKKβ 的蛋白表达 
1−对照组；2−DN 组；3−MSCs 组；4−MSCs+PTX 0.1 mmol·L−1 组；5−MSCs+PTX 0.3 mmol·L−1 组；6−MSCs+PTX 1 mmol·L−1 组。与对照组比较，
1)P<0.05；与 DN 组比较，2)P<0.05；与 MSCs 组比较，3)P<0.05。 

Fig. 3  Expression of NF-κB p65, IKKα and IKKβ were detected by Western blotting 
1‒control group; 2‒DN group; 3‒MSCs group; 4‒MSCs+PTX 0.1 mmol·L−1 group; 5‒MSCs+PTX 0.3 mmol·L−1 group; 6‒MSCs+PTX 1 mmol·L−1 group. 
Compared with control group, 1)P<0.05; compared with DN group, 2)P<0.05; compared with MSCs group, 3)P<0.05. 
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合成黏附分子和促凝血因子，黏附炎症细胞，促

进血管内血栓形成，增加毛细血管通透性，从而

加重肾组织损伤，促进 DN 的发生发展[13-14]。 
众所周知，NF-κB 是一种重要的转录调节因

子，广泛存在于细胞中，其受多种刺激因素激活

后参与多种生理病理过程。NF-κB 的激活对先天

性免疫反应至关重要，通过调节炎性细胞因子在 
炎症反应过程中起着的关键作用[15]。IKK 是胰岛

素信号转导的联系枢纽，也是 NF-κB 激活过程中

的关键酶，IKK 由 KKα、IKKβ 和 IKKγ 3 个亚单

位组成，其中 IKKα 和 IKKβ 具有丝氨酸蛋白激酶

的活性。活化的 IKK 可降解κB，使 NF-κB 能快速

从 p50/p65/κB 异源三聚体中游离并活化。降低 IKK
活性，可抑制 NF-κB p65 活化，从而影响 NF-κB
信号通路的传导[16]。本研究结果显示与 DN 组比

较，MSCs 组及 MSCs 组联合不同浓度 PTX 干预

组系膜细胞中 NF-κB p65、IKKα 及 IKKβ 蛋白表

达量均显著降低，且联合组呈现出 PTX 浓度依赖

性。由此可见，PTX 联合 MSCs 可通过抑制 NF-κB
信号通路中 NF-κB p65、IKKα 及 IKKβ 蛋白的表

达对 DN 发挥作用。MSCs 具有旺盛的分化以及增

殖潜能，这些潜能为其治疗 DN 提供了理论基础，

周虹等[17]将 MSCs 移植入 DN 大鼠体内的研究证实

MSCs 对 DN 具有一定的治疗作用。本研究通过体

外细胞实验进一步证实 MSCs 对 DN 的治疗作用以

及不同浓度的 PTX 联合 MSCs 对 DN 的治疗作用。 
综上所示，PTX 联合 MSCs 可通过抑制 NF-κB

信号通路的表达以及促炎细胞因子水平对 DN 产

生治疗作用，且呈 PTX 浓度依赖性。后期将从动

物实验和细胞实验等不同角度开展更深入的分子

机制研究，以期为 PTX 联合 MSCs 治疗 DN 提供

更多的理论基础。 
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