
黄芪甲苷通过抑制PKC/MAPK通路修复损伤人足细
胞裂孔膜

徐蕾,任现志*

(南京中医药大学第一临床医学院,江苏 南京 210023)

摘要:目的 探讨核苷酸嘌呤霉素对人足细胞的损伤作用及黄芪甲苷的修复作用,并探索PKC/MAPK通路是否参与其中,寻
找可能存在的作用机制。方法 用CCK8法筛选合适的核苷酸嘌呤霉素造模浓度及黄芪甲苷的最大无毒浓度,予核苷酸嘌

呤霉素刺激人足细胞造成损伤,予不同浓度的黄芪甲苷处理后,应用 Westernblot法检测nephrin、podocin、PKC、JNK及p38
蛋白水平的表达情况。结果 核苷酸嘌呤霉素刺激后,nephrin、podocin的蛋白的表达明显降低,而PKC、JNK、p38的表达明

显上升,用药后渐趋正常,且呈浓度依赖性,差异有统计学意义(P<0.05),溶剂对照组无明显改变,无统计学差异(P>0.05)。
结论 核苷酸嘌呤霉素能造成人足细胞裂孔膜损伤,黄芪甲苷对这种损伤有修复作用,而PKC/MAPK通路参与修复过程,同
时这种修复作用与黄芪甲苷浓度呈正相关。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toinvestigatethedamageeffectsofpuromycinaminonucleoside PAN onhumanpodocyteand
therepaireffectofastragalosideⅣ Atthesametime toexplorewhetherPKC MAPKpathwayisinvolvedinittoseekpossi-
blemechanisms METHODS TofilterappropriateconcentrationofmodelestablishmentofPANandthemaximumnontoxic
concentrationofastragalosideⅣbycytotoxicitytestCCK8 Intheexperiment PANwasusedtocausethedamageofhuman

podocytesandthendifferentconcentrationsofastragalosideⅣ wastreatedwithcells Finally theproteinexpressionlevelsof
nephrin podocin PKC JNKandp38weredetectedbyWesternblotting RESULTS Theproteinexpressionlevelsofnephrin
andpodocinweredeclinedaswhereasPKC JNKandp38wereascendedobviouslyafterstimulatingbyPANandtendedto
nomalgraduallyaftertreatmentwithastragalosideⅣ furthermore thesechangeswereinadosedependentmanner Thediffer-
encewasstatisticallysignificant P<0 05  However thechangesbetweensolventcontrolgroupandmodelgroupwereuncon-
spicuous whichshowednosignificantdifference CONCLUSION PANcancausethedamageofhumanpodocyteslitdia-

phragmandastragalosideⅣ canrepairtheinjurywhichispositivelycorrelatedwithastragalosideⅣ Meanwhile PKC 
MAPKpathwayisinvolvedintherepairprocess ThismaybethepossiblemechanismofAstragalosideⅣontherepairofhu-
manpodocyte 
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  蛋白尿是肾脏疾病最常见的临床表现之一,有
研究表明肾小球足细胞裂孔膜(GPSD)结构和功能

的完整对蛋白尿的发生尤为重要[1]。Nephrin及

podocin是人足细胞裂孔膜的特异性蛋白,参与裂孔

膜的构成与维持。西医对蛋白尿的治疗缺乏有效药

物,而传统医学应用辨证论治,予以益气、化瘀等药

物进行治疗,疗效显著,其中以黄芪最为多用。本研

究选用黄芪中活性较高的黄芪甲苷治疗核苷酸嘌呤
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霉素(PAN)诱导损伤的人足细胞,观察nephrin及

podocin蛋白表达的改变,旨在探讨PAN对人足细

胞的 损 伤 作 用 及 黄 芪 甲 苷 的 修 复 作 用,并 探 索

PKC/MAPK通路是否参与其中,寻找可能存在的

作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞

人肾小球足细胞,由南京军区总医院馈赠,此次

实验所用细胞均为第2~3代处于对数分裂期的细

胞。

1.2 主要实验试剂与仪器

核苷酸嘌呤霉素(MedChenExpress公司,批
号:58606);黄芪甲苷(四川维克奇公司,纯度:98%,
批号:150927)。胎 牛 血 清 (Gibco 公 司),Cell
CountingKit8(CCK8)(日本同仁公司),nephrin
兔多克隆一抗(密理博,批号:VP1605059),podocin
兔多克隆一抗(批号:GR2269445)、PKC兔单克隆

一抗(批号:GR13662727)、JNK兔单克隆一抗(批
号:GR2094477)均购自 Abcam 公司,p38兔单克

隆一抗(CST公司,批号:8690S),tubulin兔单克隆

一抗(proteintech公司,批号:AA00111)。CO2培养

箱(日本SANYO公司)、电子天平(上海天平仪器

厂)、OlympusBX51光学显微镜(日本Olympus公

司)、超灵敏化学发光成像仪(美国Biorad公司)、
蛋白半干转仪、WesternBlottingBox(美国Biorad
公司)。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养 取冻存的人肾小球足细胞于37
℃水浴锅中快速融化,用含10%FBS的培养基(即
全培,每100mL培养基中含有FBS10mL,RPMI
1640单培90mL,双抗1mL,ITS1mL及支原体祛

除剂1mL)稀释后1200r/min离心5min后,弃掉

上清,加全培重悬,于33℃,5% CO2恒温培养箱培

养至约60%~70%后转移至37℃,5%CO2恒温培

养箱进行分化,7d后用于实验。

1.3.2 模型的制备、分组及给药 人足细胞接种于

6孔板中,同步化后除正常组外,每孔加2.0mL
PAN,孵育24h,吸弃细胞培养液,给药组加不同浓

度的黄芪甲苷及溶剂对照,正常组、模型组加维持

液,37℃,5%CO2恒温培养箱继续培养24h。

1.3.3 CCK8法测定最大无毒浓度 在96孔板中

培养细胞至贴壁后,用含有2%血清的维持液(每

100mL中含有FBS2mL,RPMI1640单培98mL,

双抗1mL,ITS1mL及支原体祛除剂1mL)同步化

12h,再依次加入不同浓度的PAN,分别孵育8、24、

48h后,每孔加10μLCCK8,再孵育2h,用全自动

酶标分析仪检测OD值。同法测定黄芪甲苷对人足

细胞的最大无毒浓度。

1.3.4 Westernblot法检测各组细胞中相关蛋白的

表达 根据Invitrogen的Trizol说明书,提取各组

细胞中的蛋白后,检测蛋白浓度,100℃加热5min
进行变性,选用8%的SDSPAGE电泳后转移至

PVDF膜上,用10%脱脂奶粉封闭后先后与一抗、
二抗孵育,ECL检测样本免疫活性,凝胶成像系统

分析,ImageJ软件得出灰度值。各一抗抗体均按1
∶1000稀释后使用,二抗按1∶5000稀释后使用。

1.4 统计学方法

实验数据采用SPSS17.0软件进行分析处理,
结果以x±s表示,多组间两两比较采用单因素方

差分析,方差不齐采用 KruskalwallisTest检验。

P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PAN造成足细胞损伤的最佳浓度及作用时间

见表1。
表1 不同浓度的PAN及作用时间下人足细胞的

存活率(x±s,n=4)

时间 浓度/(μg·mL-1) OD值 存活率/%
8h 12.5 0.66±0.03 74.7

25 0.61±0.02 68.1
50 0.65±0.00 73.4
100 0.60±0.02 66.4

24h 12.5 0.65±0.02 73.0
25 0.60±0.02 66.5
50 0.53±0.05 57.4
100 0.47±0.02 48.5

48h 12.5 0.38±0.02 35.9
25 0.31±0.01 26.8
50 0.27±0.03 21.0
100 0.19±0.02 11.1

  由上表可知,PAN浓度为50μg/mL作用24h
时人足细胞的存活率在50%左右,故实验选择50

μg/mL作用24h进行造模。

2.2 黄芪甲苷对人足细胞的最大无毒浓度

根据表2中实验结果,本次实验中选择100μg/

mL作为最大无毒浓度,同时选用25μg/mL及50

μg/mL作为低、中浓度组,且设同等浓度的DMSO
进行溶剂对照。
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表2 不同浓度的黄芪甲苷作用于人足细胞后的细胞

存活率(x±s,n=4)

浓度/(μg·mL-1) OD值 存活率/%
0.8 0.64±0.01 91.0
4 0.62±0.12 86.9
20 0.64±0.05 91.2
50 0.63±0.02 89.8
100 0.68±0.09 97.9
200 0.81±0.04 118.8
500 0.66±0.04 89.0

2.3 各组中nephrin、podocin、PKC、JNK、p38的蛋

白表达

结果如表3及图1所示。与正常组相比,PAN
作用于人足细胞后,导致nephrin及podocin蛋白表

达的下降,而应用不同浓度的黄芪甲苷后,两者表达

均上升,且中浓度组及高浓度组的蛋白表达与模型

组相比均有统计学差异(P<0.05),亦可以看出这

种蛋白表达的上升呈浓度依赖性,而溶剂对照组的

蛋白表达与模型组基本没有差异(P>0.05)。这一

实验结果证明,PAN确实能造成人足细胞裂孔膜的

损伤,而黄芪甲苷对其有修复作用。同时,与正常组

相比,模型组中PKC、JNK及p38的蛋白表达均有

上升,有统计学差异(P<0.05),且黄芪甲苷处理

后,三者的蛋白表达均趋于正常组,其中JNK 及

p38的蛋白表达与模型组相比在中剂量组时即有统

计学差异(P<0.05),而PKC的表达仅达高剂量时

才有统计学差异(P<0.05),但总体而言,3种蛋白

表达的改变均存在浓度依赖性,这与nephrin及

podocin的表达量改变呈正相关,故可认为PKC/

MAPK通路确实参与了黄芪甲苷对损伤人足细胞

裂孔膜的修复。
表3 各组中nephrin、podocin、PKC、JNK、p38的蛋白表达(x±s,n=4)

组别 nephrin podocin PKC JNK p38
正常组 0.87±0.11 1.10±0.13 0.59±0.10 0.56±0.11 0.82±0.10
模型组 0.44±0.09* 0.55±0.04* 0.92±0.18* 1.04±0.23* 1.34±0.19*

黄芪甲苷低剂量组 0.53±0.12 0.64±0.14 0.81±0.11 0.88±0.25 1.05±0.06
黄芪甲苷中剂量组 0.70±0.12# 0.80±0.05# 0.76±0.13 0.70±0.14# 0.82±0.07#

黄芪甲苷高剂量组 0.78±0.27# 0.91±0.16# 0.65±0.16# 0.62±0.21# 0.75±0.16#

溶剂对照组 0.39±0.13 0.57±0.09 0.89±0.16 1.04±0.23 0.94±0.09

       注:与正常组相比,*P<0.05;与模型组相比,#P<0.05。

注:1.正常组;2.模型组;3.黄芪甲苷低浓度组;

4.黄芪甲苷中浓度组;5.黄芪甲苷高浓度组;6.溶剂对照组

图1 各组中nephrin、podocin、PKC、JNK、p38的蛋白表达

3 讨论

蛋白尿在传统医学中没有具体的病名,但可以

归属于“水肿”“阴水”等范畴,病属本虚标实。中医

认为蛋白是人体精微物质,为脾胃运化水谷而来,由
肾脏固摄封藏。脾虚则运化升清乏能,转输无权,精
微不布,导致清气下注膀胱;肾虚则开阖失司,水湿

停聚,固摄无权,精气下泄,二者均可发为蛋白尿。
现代医学认为肾小球滤过屏障(GFB)完整性破

坏是蛋白尿发生的主要原因[2],而足细胞作为GFB
的最外层,已有研究表明,其 能 预 测 蛋 白 尿 的 发

生[3]。Nephrin是足细胞足突上的一种跨膜蛋白,相
邻足突的nephrin分子之间相互作用,形成“拉链状”
结构,成为裂孔膜的主要构架分子。Podocin则呈发

夹样插入细胞膜,折叠处位于膜表面[4],胞内段可与

nephrin与CD2相关蛋白(CD2AP)形成复合体,介
导裂孔膜与足突细胞骨架相连,同时能使激酶的活

化程度大大提高而明显增强nephrin诱导的信号转

导作用。蛋白激酶C(ProteinkinaseC,PKC)是一

类由多种同工酶组成的钙磷依赖性的苏氨酸/丝氨

酸蛋白激酶[5],受到外界刺激后PKC向细胞膜移

动,并由于多种膜蛋白的磷酸化改变构象,可以识别

和激活通路[6],参与细胞增殖、分化、凋亡等多种信

号传导过程。有一些证据表明PKC可能参与肾小

球损伤和间质纤维化的病理过程[7]。PKC是多种生

物信号通路上游因子,其中 MAPK链就是其下游的

真核生物信号传递网络中的重要途径之一,哺乳动

物体内已知5种不同的 MAPK信号转导通路,p38
及JNK信号转导通路在炎症与细胞凋亡等应激反

应中发挥重要作用,有研究证明p38及JNK通路活

化均可导致蛋白尿的发生[89]。
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黄芪甲苷(AstragalosideⅣ)是黄芪中生物活性

较高的成分,也是近年来研究最多的黄芪的有效成

分之一,其作用与黄芪多糖相似,具有调节免疫、缺
血保护、心脏保护、抗炎、抗病毒和抗肿瘤等作用[10],
但其药效强度远高于黄芪多糖。有研究表明,黄芪

甲苷能促进淋巴细胞增殖和某些细胞因子分泌,调
节免疫水平[11],亦有实验发现[12]黄芪甲苷能够通过

减少内质网应激降低CHOP及Caspase3的蛋白表

达,抑制足细胞凋亡,减少蛋白尿。
本研究结果显示,应用PAN刺激后,人足细胞

裂孔膜上的nephrin及podocin的蛋白表达明显降

低,表示PAN能造成足细胞裂孔膜与细胞骨架之间

的结构破坏,导致滤过屏障完整性破坏,这种改变在

体内及可引起蛋白尿的发生,而给予不同浓度的黄

芪甲苷后,nephrin及podocin的蛋白表达均有不同

程度的上升,且表现为浓度依赖性,证明黄芪甲苷在

一定程度上能够对损伤的人足细胞裂孔膜具有修复

作用,亦证明了“补益肾气”在治疗肾病综合征中的

意义。但是黄芪甲苷是通过什么作用机制而达到

“补益肾气”的作用,是值得思考的。笔者在查阅文

献及利用BATMANTCM 分析黄芪甲苷的潜在通

路后,发现其作用机制可能与 MAPK通路相关。同

时,Langham等[13]认为PKC通路在调控nephrin蛋

白表达和功能中发挥了重要作用。因此,本研究选

择进一步检测各组中PKC、p38及JNK的蛋白表达

量来探索PKC/MAPK通路是否参与其中,结果证

明,损伤足细胞中的PKC、p38及JNK的蛋白表达

呈上升趋势,而经黄芪甲苷处理后表达渐趋正常,与

nephrin及podocin的改变呈负相关,亦表现为浓度

依赖性,故可以认为,PAN 刺激人足细胞后激活

PKC/MAPK通路,在引起炎症反应及细胞凋亡等

生物过程的同时也导致了nephrin及podocin的表

达下降,而应用黄芪甲苷后可以抑制这些反应,修复

损伤的人足细胞,减轻蛋白尿的发生,延缓肾脏病的

进程。
综上所述,PAN能够造成人足细胞裂孔膜的损

伤,而黄芪甲苷能修复这一损伤,且呈浓度依赖性,
并且根据实验结果,推测PKC/MAPK通路参与这

种修复作用,但是具体如何参与,哪些蛋白是关键因

子仍不清楚,这也是我们后续研究的重点。此次研

究证明了益气药物在治疗PNS中的作用,亦表明气

虚在PNS病程的发生发展中有着重要的意义,为中

医药理论的正确性提供了现代医学的证据。
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