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亚硒酸钠对大鼠肾小球系膜细胞表达 COX一2 mRNA的调控 
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【摘 要】目的：观察哑硒酸钠埘人鼠肾小球系膜细胞(R(；Mc)表达环氧化酶一2(COX 2)的影响，从而研究硒在抗糖尿病 

肾病l}1的作月】机制。方法：分别以高葡绚糖 、糖皋化终产物，高胰岛素和过氧化氛孵育 RGMC；先给予亚硒酸钠预处理细胞 

后，再分别给 f 述 4利，因素孵育 RGM(7，观察细胞 COX 2 mRNA的表达。结果：4种刺激因素均 可作为独立 素，导致 

RGMC COX 2 mRNA表达蜒的增加；、 硒酸钠能抑制 述 4种因素所致的COX一2 nLRNA的表达。结论：亚硒酸钠通过抑 

制 COX 2 mRNA在 RGMC r{t的表达，从Inj有效地防治糖尿病肾病的发生发展。 
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A role of sodium selenite in regulating expression of 

CycIooxygenase一2(COX一2)mRNA in rat mesangial cel ls 

WE，Qianping．et al 

(Department 、Endocrinolgy，the First A f Hospital，(2ho,lgqing Medical Uniwersity) 

【Abstract】Objective：，r0 observe the effect of c,<~lium．selenite on expression of Cyclooxygenase 2(( )x一2)mP,NA in rat mesangial 

cells(RGMC)，and to study the mechanism of．sodium selenite in anti—diabetic nephropathy．Metlu~ls：RGMC was incubated with 

high glucose，advanced glyc~xsylation end products(ABE)，high insulin and H2o2 respectively；simultaneously，RGMC pre—treated 

with,'sodium selenite was incubated with above factors． Fhe exprexsion of COX一2 nLRNA WglS detected and compared．尺esults：The 

four factors increased the expre,ssion of COX——2 nLRNA independently；,'sodium selenite inhibited the expression of COX——2 mRNA by 

the four factors distinctly．( ／usion：,％)dium selenite suppresses the expression of COX 2 mRNA in RGMC，which suggests that 

．
-sodium selenite may play a signi ficant role in the prevention of diabetic nephropathy by inhibition of the exprexsion of COX 2 mRNA 

in RGMC． 
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糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)是糖尿 

病(diabetes，DM)最常见、最严 的慢性并发症，随 

着 DM发病率的逐年提尚，DN已成为导致慢性肾 

功能衰竭的主要病【大j之一。其主要病理变化表现为 

肾小球和肾小管肥大、基底膜增厚、肾小球系膜区细 

胞外基质(extracellular matrix，ECM)堆积以及肾小 

球硬化。近年来 外研究表明，环氧化酶 一2( y— 

clooxygenase一2，COX一2)住精尿病肾病发生发展 

中起重要作 ll J。硒足机体一一种必需微量元素，其 

作者介绍：魏倩萍(1966 )，女，副教授 ，博士， 

主要研 究方向：糖尿病 肾病 
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作为 一种抗氧化剂叮预防氧化应激；硒缺乏可加剧 

糖尿病肾病的氧化应激，还町产生拟高血糖病理状 

态，从而加剧糖尿病肾病的发生和发展。因此硒不 

仪可以预防氧化应激，而 R．还能阻止肾脏损害 J。 

但其是否作用于COX一2未 文献报道。本研究在 

体外模拟糖尿病状态，探讨糖尿病时存在的各种应 

激如高葡萄糖 、糖基化终产物(advanced glycosyla— 

tion end products，AGEs)、高胰 岛素、过氧化氢对 

RGMC COX一2表达的影响，及亚硒酸钠在 RGMC 

COX一2表达中的作用，从而明确 COX一2在糖尿 

病肾病形成中的作用及硒在抗糖尿病肾病中的作用 

机制。 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

大鼠肾小球 系膜 细胞，(中国典 型培养物 保藏 中心 

CCTCC)；新生牛血清及 RPMI 1640培养液(北京中山生物 

技术有限公司)；柱离心式总 RNA抽提试剂盒、RT—PCR两 

步法试剂盒(TaKaRa公司)；亚硒 酸钠(Karolinska Institute 

赠送)；PCR相对分子量标准(TaKaRa公司)；PCR引物合成 

(上海生物工程公司)。 

1．2 方 法 

1．2．1 大鼠肾小球系膜细胞(RGMC)的培养 

RGMC培养于含 20％灭活新生牛血清的 RPMI 1640 

培养液中，培养条件为 37℃，饱和湿度 5％032，每 2～3天用 

0．02％乙二胺四乙酸(EUFA)消化传代。 

1．2．2 体外制备 BSA—AGES 

参考文献l ，按牛血清 白蛋 白(bovine serLlm albumin， 

BSA)50mg／ml与葡萄糖 90mg／ml，在体外于 3712孵 育 60 

天，制备结束后 BSA AGES用考马斯亮蓝法测定蛋 白含 

量 ，并测定其荧光强度。 20℃避光保存备用。 

1．2．3 实验分组 

分别以一定浓度高葡萄糖 、糖基化终末产物、高胰岛素 

和过 氧 化 氢 刺 激 RGMC 一 定 时 间；先 给 予 sodium 

mlenitel00nmol／g预处理 RGMC 48h，再分别以上述 4种刺 

激因素(浓度、时间同前)孵育 RGMC，同时设对照组。分组 

情况如下：(1)对照组 (control组 )：无任何刺激 因素孵育 

RGMC。(2)高糖组 (high gluco~w，HG组 )：用 25mmol／L 

glucose刺激 RGMC 72h。(3)高胰 岛素组(high insulin，HI 

组)：用 100nmol／L的insulin刺激 RGMC 24h。(4)过氧化氢 

组(H2()2组)：用 100／mlol／L的 H2(YeN激 RGMC lh。(5)糖 

基化终末 产物组 (AGEs组 )：用 100mg／L的 AGEs刺激 

RGMC 6h。(6),'sodium selenite 高糖组(sodium selenite 

HG组)：依次以 lOOnmol／L：,~dium selenite和 25mmol／L的 

glumse分别刺激 RGMC 48h和 72h。(7)sodium selenite一 

胰岛素组 ("sodium selenite HI组)：依次以 100nmol／L 的 

sodium,selenite和 100nmol／L的 insulin分别刺激 RGMC 48h 

和 24h。(8),'sodium selenite 过氧化氢组(sodium  selenite— 

H202组)：依次以 100nmol／L的 sodiurn selenite和 lO0~ ol／ 

L的 H202分别刺激 RGMC 48h和 lh。(9)sodium selenite一 

糖基 化 终 产 物组 (sodium selenite—AGES组 )：依 次 以 

100nmol／L的sodium  selenite和 100mg／L的 AGEs分别刺激 

RGMC 48h和 6h。 

1．2．4 逆转录聚合酶链反应(RT PCR)法检测 COX一2 

mRNA表达 

以柱离心式总 RNA抽提试剂盒提取 RGMC总 RNA， 

测定总 RNA浓度，计算其纯度 ，A260／A280均在 1．8～2．0 

之间。COX一2引 物 序 列 按 文 献l J：上 游 引 物：5’一 

A( rT( _r(：A 兀vr(肌 AGT( r一3’；下游 引物：5’一 

1v兀bA rTA(汀A(_rGTA(XX TTAA1b一3’。扩增片段长度 

583bp。内参 D actin引物序列：上游引物：5’一TCC'TCT— 

GA 几℃AAG ( GAC CC 3’，下 游 引 物：5’一 

GTC,CTCFTGG一3’，扩增片段 长度 

228bp。以两步法 RT—PCR试剂盒进行反转录扩增 ，扩增 

条件：94℃性 30s，55℃退火 lmin，72℃延伸 1min，共 35个循 

环。72℃最后延伸 7min。每 次 PCR反应至少重 复 3次。 

PCR产物于 1．5％琼脂糖凝胶电泳，结果经图象分析系统扫 

描存图，并对 目的条带进行密度分析。 

1．3 统计学处理 

所有数据用 ±S表示，多组间计量资料 比较采用 SAS 

统计分析软件包进行 F分析具有统计学意义，再作两两 比 

较 t检验 ，P<0．05表示有统计学意义，P<0．001表示有显 

著意义。 

2 结 果 

2．1 HG、HI、H202和 AGEs对 RGMC COX一2表 

达 的影 响 

以一定浓度 HG、HI、H202和 AGES刺激因素 

孵育 RGMC一定时间后，各刺激组 RGMC CO X一2 

mRNA表达量均明显增加，与对照组(CO N组)比较 

有非常显著差异(P<0．001)(图 1)，内参 l3一actin 

mRNA表达(图2)，条带密度扫描后的统计结果见 

(表 1) 

表 1 RGMC COX一2mRNA表达结果( ± ) 

组 别 标本数 平均光密度 

注 ：与对照组 比较 ， P<0．001， 

亚硒酸钠预处理组与刺激组比较 P<0．001 

2．2 亚硒酸钠预处理后，4种刺激因素对 RGMC 

CO X一2表达量的影响 

亚硒酸钠预处理后，再分别给予 4种刺激因素 

孵育 RGMC，可见各预处理组 RGMC CO X一2 mR— 

NA表达被显著抑制，其表达量分别较相应未经亚 

硒酸钠预处理各组明显减少(P<0．001)，但与对照 
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膜细胞，可见 COX一2表达被显著抑制。表明亚硒 

酸钠可能通过抑制 CO X一2而有效地防治糖尿病肾 

病的发生发展。 
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