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白藜芦醇对高糖诱导的肾小管上皮细胞转分化的抑制作用

何　婷，管　旭，孙　蕾，杨　可，肖堂利，徐新丽，杨　琴，赵景宏　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院肾内科）

　　［摘要］　目的　探讨白藜芦醇对高糖诱导人肾小管上皮细胞（ＨＫ２）发生上皮间充质细胞转分化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的抑制作用及机制。方法 　体外培养 ＨＫ２细胞，分为正常对照组（ＮＧ，５．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、高糖
组（ＨＧ，３０ｍｍｏｌ／Ｌ）、白藜芦醇组（ＲＥＳ，１０μｍｏｌ／Ｌ）、高糖（３０ｍｍｏｌ／Ｌ）＋白藜芦醇（１０μｍｏｌ／Ｌ）组（ＨＧ＋ＲＥＳ）、二苯基碘
（ｄｉｐｈｅｎｙｌｅｎｅｉｏｄｏｎｉｕｍ）组（ＤＰＩ，１０μｍｏｌ／Ｌ）、高糖（３０ｍｍｏｌ／Ｌ）＋ＤＰＩ（１０μｍｏｌ／Ｌ）组（ＨＧ＋ＤＰＩ）。倒置显微镜下观察高糖
对细胞形态的影响。免疫荧光检测上皮细胞标志物波形蛋白（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ）及间充质细胞标志物波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）的表
达变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基（ＮＯＸｓ）的表达变化，
ＤＣＦＨＤＡ法检测细胞内ＲＯＳ水平。结果　 与正常对照组相比，高糖处理后的ＨＫ２细胞失去原有形态，呈长梭形改变，
上皮细胞标志物ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ及Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达明显减少，间充质细胞标志物ｖｉｍｅｎｔｉｎ及αＳＭＡ表达明显升高（Ｐ＜０．０１），
同时ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基 ＮＯＸ１、ＮＯＸ４表达明显升高（Ｐ＜０．０１），ＮＯＸ２无明显变化，ＲＯＳ产生明显增多［（１７２３．８２±
３０３９７）ｖｓ（２５７９．３６±３５３．７６），Ｐ＜０．０１］，而加入白藜芦醇或 ＮＡＤＰＨ氧化酶抑制剂 ＤＰＩ预孵育后，均能抑制高糖诱导
的ＨＫ２细胞ＥＭＴ（Ｐ＜０．０１）和ＲＯＳ［（１８０３．３６±１９９．５４）或（１８３７．４５±２６６．８３）ｖｓ（２５７９．３６±３５３．７６），Ｐ＜０．０１］产生
增多，并且白藜芦醇可以明显抑制高糖诱导的 ＮＯＸ１以及 ＮＯＸ４表达升高（Ｐ＜０．０１）。结论　 白藜芦醇可能通过抑制
ＮＡＤＰＨ氧化酶降低肾小管上皮细胞ＲＯＳ生成，进而抑制高糖状态下ＨＫ２细胞ＥＭＴ的发生。
　　［关键词］　 白藜芦醇；高糖；上皮间充质转分化；ＮＡＤＰＨ氧化酶
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００１）ｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ｗｈｉｌｅｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄＮＯＸ１ａｎｄＮＯＸ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＲｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｍａｙｒｅｄｕｃｅＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅｉｎ
ｒｅｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｕｓｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅＥＭＴｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ；ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７０２９０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺｈａｏＪｉｎｇｈｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｏｊｈ＠ｔｍｍｕ．
ｅｄｕ．ｃｎ

　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）作为糖尿
病的并发症之一，是慢性肾功能衰竭的重要原因，增加

了糖尿病患者的早期病死率［１］。肾小管间质纤维化
被认为是糖尿病肾病最重要的病理改变之一。研究发

现肾小管上皮细胞间充质细胞转分化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是肾间质纤维化的主要
原因及中心环节［２－３］。Ｌｅｅ等［４］在对 ＥＭＴ发生机制
的进一步研究中发现高糖可以促进肾小管上皮细胞活

性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生，并且ＲＯＳ在
ＥＭＴ以及肾间质纤维化过程中发挥了重要作用。此外
还原型烟酰胺腺嘌呤二核甘酸（ＮＡＤＰＨ）氧化酶作为肾
脏ＲＯＳ的重要来源，也参与了ＥＭＴ的过程［５－６］。

　　白藜芦醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ）是广泛存在于葡萄、花生、
虎杖等植物中的一种非黄酮类多酚化合物，是一种天

然的具有生物活性的抗氧化剂［７］。有研究表明，白藜

芦醇可以抑制高糖诱导的 ＮＡＤＰＨ氧化酶表达以及
ＲＯＳ升高引起的血管内皮细胞凋亡［８］，据此我们推测

白藜芦醇或许可以通过抑制 ＮＡＤＰＨ氧化酶来源的
ＲＯＳ生成来抑制高糖诱导的肾小管上皮细胞 ＥＭＴ。
本研究以人近端肾小管上皮细胞株（ＨＫ２）为实验对
象，探讨白藜芦醇对高糖诱导的肾小管上皮细胞转分

化的影响及机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　ＨＫ２细胞株购于美国 ＡＴＣＣ细胞库，ＤＭＥＭ低糖培养基、
胰酶（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；胎牛血清（杭州四季青公司）；
ＮＡＤＰＨ氧化酶抑制剂二苯基碘（ＤＰＩ）、ＤＧｌｕｃｏｓｅ、ＤＭａｎｎｉｔｏｌ
（美国Ｓｉｇｍａ公司）；白藜芦醇（美国 Ｓｉｇｍａ公司）以 ＤＭＳＯ稀
释，储备浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ，－２０℃保存，使用时用含血清培
养基稀释；α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）抗体（北京博奥森公
司）；Ｅ钙黏着糖蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体和 ＮＯＸ２、ＮＯＸ４抗体
（Ａｂｃａｍ公司）；ＮＯＸ１抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；波形蛋白
（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）抗体和角蛋白（ｃｙｔｏｋｅｒｉｎ）抗体（武汉博士德公司）；
βａｃｔｉｎ抗体（北京碧云天生物技术研究所）。
１．２　ＨＫ２细胞培养与分组
　　复苏冻存的ＨＫ２细胞株，置于含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养液中于３７℃，５％ ＣＯ２的恒温培养箱进行培养，当细胞贴
壁融合至８０％以上用 ０．２５％胰酶进行消化并传代。实验分
组：①正常对照组（ＮＧ）：培养基含 ５．５ｍｍｏｌ／ＬＤｇｌｕｃｏｓｅ和
２４５ｍｍｏｌ／ＬＤｍａｎｎｉｔｏｌ；②高糖组（ＨＧ）：培养基含３０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｄｇｌｕｃｏｓｅ；③ 白藜芦醇组 （ＲＥＳ）：培养基含 ５．５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｄｇｌｕｃｏｓｅ和１０μｍｏｌ／Ｌｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ；④高糖＋白藜芦醇组（ＨＧ＋
ＲＥＳ）：培养基含５．５ｍｍｏｌ／ＬＤｇｌｕｃｏｓｅ和１０μｍｏｌ／Ｌｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ
预孵育１ｈ后，再加入 Ｄｇｌｕｃｏｓｅ，使培养基 Ｄｇｌｕｃｏｓｅ终浓度达
到３０ｍｍｏｌ／Ｌ继续培养；⑤ＤＰＩ组（ＤＰＩ）：培养基含５．５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｄｇｌｕｃｏｓｅ和１０μｍｏｌ／ＬＤＰＩ；⑥高糖＋ＤＰＩ组（ＨＧ＋ＤＰＩ）：培养基
含５．５ｍｍｏｌ／ＬＤｇｌｕｃｏｓｅ和１０μｍｏｌ／ＬＤＰＩ预孵育１ｈ后，再加
入 Ｄｇｌｕｃｏｓｅ，使培养基 Ｄｇｌｕｃｏｓｅ终浓度达到３０ｍｍｏｌ／Ｌ继续
培养。

１．３　细胞形态学观察
　　ＨＫ２细胞融合至８０％以上用０．２５％胰酶进行消化，以细
胞数１×１０５／ｍＬ接种于６孔板中，每孔２ｍＬ，待细胞贴壁后改
用无血清 ＤＭＥＭ培养使其同步化，２４ｈ后换含 ３０ｍｍｍｏｌ／Ｌ
Ｄｇｌｕｃｏｓｅ培养基继续培养４８ｈ后在普通光学显微镜下观察细
胞形态并拍照。

１．４　免疫荧光染色
　　ＨＫ２细胞消化后按上述步骤接种于预置玻片的 ６孔板
中，分别加入ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ和ＤＰＩ预孵育１ｈ，再按分组条件继续
培养４８ｈ。取出细胞爬片，经４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，０．１％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透 １５ｍｉｎ，１０％羊血清封闭 ２０ｍｉｎ后加入
ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１∶２００）和 ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ（１∶１００）抗体，放入湿盒４℃过
夜。ＰＢＳ洗涤２次后，加入二抗（１∶１０００），ＤＡＰＩ染核并封片，
与激光共聚焦显微镜下观察细胞形态并拍照。

１．５　ＤＣＦＨＤＡ法检测ＲＯＳ
　　二氯荧光黄双乙酸盐（２’７’ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，
ＤＣＦＨＤＡ）是非标记的氧化敏感的荧光探针，用于检测细胞内活
性氧的水平。ＨＫ２细胞１×１０５／ｍＬ按上述步骤接种于９６孔板
中，每孔１００μＬ，待细胞贴壁后分别加入ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ、ＤＰＩ预孵育
１ｈ，再按分组条件继续培养２ｈ。无血清培养基清洗后加入终浓
度为１０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＦＨＤＡ并在３７℃培养箱里孵育３０ｍｉｎ，清
洗去除未进入细胞内的ＤＣＦＨＤＡ，每孔加入１００μＬＰＢＳ，酶标
仪在激发波长４８８ｎｍ，发射波长５２５ｎｍ下检测荧光强度。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　ＨＫ２细胞１×１０６／ｍＬ按上述步骤接种于６孔板中，分别
加入ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ、ＤＰＩ预孵育１ｈ，再按分组条件继续培养４８ｈ后
收集细胞，加入蛋白抽提液在冰上裂解３０ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心
１５ｍｉｎ收集上清，ＢＣＡ法测蛋白浓度。８％的聚丙烯酰胺凝胶
按每孔等量样本５０μｇ上样，积层胶８０Ｖ，分离胶１２０Ｖ电泳，
半干转印机２４Ｖ转膜３０ｍｉｎ。转印好的 ＰＶＤＦ膜用５％脱脂
奶粉封闭１ｈ，加入ａｓｍａ（１∶１００）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（１∶１０００）、ＮＯＸ１
（１∶２００）、ＮＯＸ２（１∶５００）、ＮＯＸ４（１∶５００）、和βａｃｔｉｎ（１∶１０００）抗
体，４℃过夜。洗涤后滴加二抗（１∶１０００），３７℃孵育１ｈ，显影
成像。用 ＩｍａｇｅＪ分析软件扫描特异性条带净灰度值，以
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βａｃｔｉｎ作为内参，计算两者比值分析蛋白相对表达量。
１．７　统计学分析
　　实验重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软
件，两组间比较用ｔ检验，多组间比较用单因素方差分析。

２　结果

２．１　高糖对ＨＫ２细胞形态和ＥＭＴ的影响
　　在倒置显微镜下观察 ＨＫ２细胞形态，正常的 ＨＫ２细胞
贴壁生长，分布较密集，形态呈椭圆形或者是多边形（图１Ａ）；
ＨＫ２细胞在经高糖（３０ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导４８ｈ后，部分变为长梭
形，并且细胞间隙增大（图１Ｂ）。免疫荧光显示，与对照组相比，
加入高糖诱导ＨＫ２细胞４８ｈ后，上皮细胞标志物ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ表
达显著下降，而间充质细胞标志物 ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达显著上升（图
２）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，高糖组上皮细胞标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
的表达较对照组显著下降［（０．０２０±０．００５）ｖｓ（０．１０３±０．０１１），
Ｐ＜０．０１，图３］，高糖组间充质细胞标志物αＳＭＡ的表达较对照
组显著上升［（０．８４０±０．０５０）ｖｓ（０．５０６±０．０５１），Ｐ＜０．０１，图
３］，证明了高糖可以诱导ＨＫ２细胞ＥＭＴ。

!

"

Ａ：ＮＧ组 Ｂ：ＨＧ组
图１　倒置显微镜观察各组ＨＫ２细胞形态变化　（×２００）

２．２　白藜芦醇对高糖诱导ＨＫ２细胞ＥＭＴ的影响
　　免疫荧光结果显示，与高糖组相比，白藜芦醇和ＮＡＤＰＨ氧

化酶抑制剂 ＤＰＩ预孵育可以减弱高糖诱导的 ＨＫ２细胞
ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ表达升高和ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下降（图２）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示，白藜芦醇和ＤＰＩ预孵育均可以显著抑制高糖诱导的
ＨＫ２细胞αＳＭＡ和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达变化（Ｐ＜０．０１，图３），
提示白藜芦醇和ＤＰＩ均可以显著抑制高糖诱导的ＥＭＴ。
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１：ＮＧ组；２：ＨＧ组；３：ＲＥＳ组；４：ＨＧ＋ＲＥＳ组；５：ＤＰＩ组；６：ＨＧ＋ＤＰＩ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：αＳＭＡ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ半定量分析　ａ：Ｐ＜
００１，与ＮＧ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＨＧ组比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＨＫ２细胞αＳＭＡ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达

２．３　白藜芦醇对高糖诱导ＨＫ２细胞ＲＯＳ水平的影响
　　ＤＣＦＨＤＡ法检测 ＲＯＳ水平显示，与对照组相比，高糖组
ＨＫ２细胞ＲＯＳ水平显著升高［（１７２３．８２±３０３．９７）ｖｓ（２５７９．３６±
３５３．７６），Ｐ＜０．０１］，而白藜芦醇和 ＮＡＤＰＨ氧化酶抑制剂 ＤＰＩ
可以显著抑制高糖诱导的 ＲＯＳ水平升高［（１８０３．３６±１９９．５４
和１８３７．４５±２６６．８３）ｖｓ（２５７９．３６±３５３．７６），Ｐ＜０．０１，图
４］，提示白藜芦醇及ＤＰＩ可以抑制高糖诱导ＨＫ２细胞ＲＯＳ水
平升高。
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图２　免疫荧光观察各组ＨＫ２细胞ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达　（×４００）
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Ａ：ＮＧ组；Ｂ：ＨＧ组；Ｃ：ＨＧ＋ＲＥＳ组；Ｄ：ＨＧ＋ＤＰＩ组

图４　ＤＣＦＨＤＡ法检测各组ＨＫ２细胞ＲＯＳ水平变化

２．４　高糖和白藜芦醇对ＨＫ２细胞ＮＡＤＰＨ氧化酶活
性的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组相比，高糖组 ＨＫ２细胞
ＮＯＸ１和ＮＯＸ４表达升高（Ｐ＜０．０１），而白藜芦醇可以显著抑
制高糖诱导的ＮＯＸ１和ＮＯＸ４的表达升高（Ｐ＜０．０１，图５），提
示高糖可以诱导 ＨＫ２细胞中 ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基 ＮＯＸ１、
ＮＯＸ４表达升高，而非 ＮＯＸ２，而白藜芦醇可以抑制高糖诱导
ＨＫ２细胞ＮＯＸ１、ＮＯＸ４的表达升高。
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１：ＮＧ组；２：ＨＧ组；３：ＲＥＳ组；４：ＨＧ＋ＲＥＳ组

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＧ组及ＨＧ＋

ＲＥＳ组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＨＫ２细胞ＮＯＸ１、ＮＯＸ４表达

３　讨论

　　本研究发现高糖能够诱导 ＨＫ２细胞发生形态学
上的改变，细胞由典型的铺路石样变为长梭形，间隙增

大，并且间充质细胞标志物 αＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达明显
升高，上皮细胞标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ表达明
显下降，说明高糖能诱导ＨＫ２细胞发生ＥＭＴ。同时，
高糖能显著升高 ＨＫ２细胞中 ＲＯＳ水平以及上调
ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基ＮＯＸ１、ＮＯＸ４的表达，而白藜芦醇
可以抑制高糖诱导的 ＨＫ２细胞 ＲＯＳ水平升高及
ＮＯＸ１、ＮＯＸ４表达上调，并抑制了 ＨＫ２细胞发生
ＥＭＴ。
　　既往对糖尿病肾病的研究大多集中在肾小球病
变，认为肾小球炎症及硬化最终导致了肾功能衰竭，但

越来越多的证据显示，肾小管病变与肾间质纤维化并

非继发于肾小球病变之后，而是作为一个独立的发病

机制，并且与肾功能损害关系更为密切［９］。Ｉｗａｎｏ
等［１０］在实验中证明，肾间质纤维化的间充质细胞，

３６％来源于肾小管上皮细胞，说明ＥＭＴ是间质成纤维
细胞的主要来源，也是肾间质纤维化的中心环节。此

后对ＥＭＴ的研究受到了广泛关注。
　　高血糖是糖尿病相对独立的生化特征，也是导致
糖尿病肾病发病的重要诱因，故本实验选取高糖作为

刺激因子，检测高糖对 ＨＫ２细胞形态的影响以及细
胞中与表型转化相关蛋白的表达，证实了 ＨＫ２细胞
在高糖的诱导下逐渐失去了上皮细胞表型，获得了间

充质细胞的表型，发生了ＥＭＴ，与文献［１１］报道一致。
　　目前高糖诱导肾小管上皮细胞发生 ＥＭＴ的具体
机制还未完全阐明。Ｂｒｏｗｎｌｅｅ［１２］认为，糖尿病并发症
的产生是由于在高糖刺激下，线粒体呼吸链产生的氧

自由基增多，通过 ＰＫＣ激活的 ＮＡＤＰＨ氧化酶在相关
的组织细胞中增多，引起了氧化应激及 ＲＯＳ水平升
高，导致靶器官损伤，提示我们 ＮＡＤＰＨ氧化酶和 ＲＯＳ
在糖尿病肾病的发病过程中起重要作用。ＮＡＤＰＨ氧
化酶最早发现于吞噬细胞，是由催化亚基ｇｐ９１ｐｈｏｘ，跨
膜亚基ｐ２２ｐｈｏｘ，胞浆亚基ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ６７ｐｈｏｘ、ｐ４０ｐｈｏｘ和
小 ＧＴＰａｓｅ（Ｒａｃ１、Ｒａｃ２）组成的多酶复合体，其中
ｇｐ９１ｐｈｏｘ（ＮＯＸ２）是最重要的活性亚基。ｇｐ９１ｐｈｏｘ在
非吞噬细胞中还有一系列同源体，包括 ＮＯＸ１、ＮＯＸ３、
ＮＯＸ４、ＮＯＸ５、Ｄｕｏｘ１、Ｄｕｏｘ２［１３］。ＮＯＸ１主要在平滑肌
细胞表达，ＮＯＸ２主要在吞噬细胞和内皮细胞中表达，
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而ＮＯＸ４在肾脏尤其是肾小管上皮细胞表达最丰富，
是肾脏 ＲＯＳ的重要来源，也被称为 ＲｅＮＯＸ。除了
ＮＯＸ４，肾脏中能够检测到的 ＮＡＤＰＨ氧化酶活性亚基
还有 ＮＯＸ１、ＮＯＸ２，但是它们在肾脏中所起作用尚不
清楚［１４］。在本实验中我们观察到高糖能够诱导肾小

管上皮细胞 ＥＭＴ，并导致 ＲＯＳ水平升高和 ＮＯＸ１、
ＮＯＸ４表达上调，而 ＮＯＸ２的表达无明显变化，在加入
ＮＡＤＰＨ氧化酶抑制剂ＤＰＩ预孵育细胞后，能显著抑制
高糖诱导的ＨＫ２细胞ＲＯＳ水平升高以及 ＨＫ２细胞
发生ＥＭＴ。这些都提示 ＮＡＤＰＨ氧化酶是高糖诱导
ＨＫ２细胞产生 ＲＯＳ的重要来源，并参与了高糖诱导
的ＥＭＴ。由此我们推测抑制高糖诱导的ＮＡＤＰＨ氧化
酶来源的ＲＯＳ生成或许可以部分逆转肾小管上皮细
胞ＥＭＴ，减轻肾间质纤维化和延缓糖尿病肾病进展。
　　白藜芦醇作为一种天然的抗氧化剂，体内和体外
实验已经证实了它对糖尿病及多种并发症均具有良好

的保护作用。如白藜芦醇可以通过 ＮＡＤＰＨ氧化酶／
ＲＯＳ途径抑制高糖诱导的内皮细胞凋亡以及系膜细
胞的增殖和纤维粘连蛋白的表达［１３，１５］，但白藜芦醇能

否影响高糖诱导的肾小管上皮细胞 ＥＭＴ及其具体机
制尚少见报道。本实验则证实白藜芦醇可以抑制高糖

诱导的ＨＫ２细胞发生 ＥＭＴ，在进一步的机制研究中
发现白藜芦醇能够显著下调高糖诱导的 ＲＯＳ升高以
及ＮＯＸ１、ＮＯＸ４的表达升高。上述实验不仅说明白藜
芦醇可以抑制高糖诱导的 ＨＫ２细胞 ＥＭＴ，并且证实
ＮＡＤＰＨ氧化酶ＮＯＸ１、ＮＯＸ４及其产生的 ＲＯＳ在此过
程中起重要作用，而白藜芦醇可能正是通过下调

ＮＡＤＰＨ氧化酶抑制了ＲＯＳ生成，并最终逆转了 ＨＫ２
细胞发生ＥＭＴ。但白藜芦醇抑制ＮＡＤＰＨ氧化酶表达
的机制尚不清楚，这将是我们今后研究工作的重要关

注点。

　　综上所述，我们在前期工作中发现高糖对肾小管
上皮细胞有转分化作用，在此基础上对既往文献报道

的可能导致转分化的机制进行了研究，发现白藜芦醇

正是通过抑制ＮＡＤＰＨ／ＲＯＳ通路来抑制肾小管上皮细
胞发生转分化。本研究为延缓糖尿病肾间质纤维化及

糖尿病肾病的进展提供了新的防治思路。
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