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硒酸钠对大鼠肾小球系膜细胞 p38MAPK 

和 VEGF表达的调控 

魏倩萍 ，邓华聪 ，赵 勃 

(1．重庆医科大学临床学院内分泌科；2．重庆医科大学超声工程研究所，重庆 400016) 

【摘 要J目的：探讨丝裂素活化蛋白激酶 p38(p38MAPK)和血管内皮生长因子(VEGV)的关系，从而研究 p38MAPK和 

VEGF在糖尿病肾病中的作用及硒在抗糖尿病肾病中的作用机制。方法：分别以高葡萄糖、糖基化终产物，高胰岛素和过氧化 

氢孵育大鼠肾小球系膜细胞(RMCs)；以p38MAPK特异抑制剂SB203580和亚硒酸钠分别预处理RMCs，再给予上述四种刺 

激因素孵育RMCs，观察RMC．s p38MAPK和 VEGF蛋白表达。结果：高葡萄糖、糖基化终产物、高胰岛素和过氧化氢均可独立 

激活p38MAPK，使其磷酸化表达量增加，VEGF表达也明显增加：SB203580预处理后，VEGF表达被显著抑制；亚硒酸钠预处 

理后，p38MAPK磷酸化被明显抑制，同时 VEGF表达显著降低。结论：p38MAPK调控 VEGF的表达，表明 p38MAPK和 

VEGF参与了糖尿病肾病的发生发展；亚硒酸钠可通过抑制p38信号通路而抑制VEGF的表达，从而有效地防治糖尿病肾病 
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A role of sodium selenite in regulating expression of p38 mitogen——activated protein 

kinase(p38MAPK)and vascular endothelial growth factor(VEGF)in rat mesangial cells 

WE，Qianping，et al 

(Department ofEndocrinology，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the relationship between p38 mitogen—activated protein kiaase(p38MAPK)and vascular en— 

dothelial growth factor(VEGF)，and to study the role of p38 mitogen—activated protein kinase and vascular endothelial growth factor 

for diabetic nephropathy，and therefore tO study the mechanism of sodium selenite in anti diabetic nephropathy．Methods：W e initially 

investigated protein expression of p38MAPK and VEGF in rat mesangial cells(RMC．s)which were incubated respectively with 25 

mmol／L glucose，100mg／L BSA — AGEs，100nmol／L,insulin and 100 ／~mol／L H2o2．We also studied the relatiorkship between 

p38MAPK and VEGF protein expression by using SB203580，a specific inhibitor of p38MAPK．W e then evaluated the direct effects of 

sodium selenite on the regulation of p38MAPK and VEGF protein expres．sion．Results：p38MAPK and VEGF had significantly higher 

expression in RMCs incubated with 25mmol／L glucose，100mg／L BSA —AGEs，100nmol／L,insulin and 100／xmol／L,H2o2 respectiv— 

ely．VEGF activity was significantly reduced when p38MAPK WaS inhibited by SB203580．Furthermore，both p38MAPK and VEGF 

protein expression were significantly decreased in RMCs with sodium  selenite treatment．Conclusion：p38M APK and VEGF are in— 

volved in development of diabetic nephropathy and p38MAPK stimulation is essential for VEGF expres．sion，and also suggests that 

sodium selenite may play a role in the prevention of diabetic nephropathy by down——regu lation of bo th p38MAPK and VEGF expres— 

SlOn ． 

【Key words】Sodium selenite；P38 mitogen activated protein kinase；Vascular endothelial growth factor；Diabetic nephropathy；Rat 

mesangial cells 

糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)是糖尿 
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病(diabetes，DM)最常见、最严重的慢性并发症，随 

着 DM发病率的逐年提高，DN已成为导致慢性肾 

功能衰竭的主要病因之一。其主要病理变化表现为 

肾小球 、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 
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球硬化。血 管 内皮生 长因子 (vascular endothelial 

growth factor，VEGF)是一种血管渗透性因子，属于 

生长因子的一种，在正常人组织和血浆渗出液中呈 

低水平表达ll J。目前认为 VEGF参与了微血管病 

变的病理过程。p38MAPK(p38mitogen—activated 

protein kinase，p38MAPK)信号通路是细胞信号传 

递的交汇点或共同通路 2，但它在 DN形成 中的作 

用及它与 VEGF关系的研究报道甚少。硒作为一 

种抗氧化剂可减少蛋白尿的生成及减轻肾小球硬化 

的形成【3 2，但其是否通过信号通路发挥作用还不清 

楚。本研究在体外模拟 DM状态，探讨 DM时存在 

的各种应激如高葡萄糖 、糖基化终末产物(Advanced 

glycation end product，AGEs)、高胰岛素、过氧化氢 

对 RMCs p38MAPK、VEGF蛋白表达的影响及二者 

的关系，明确 p38MAPK和 VEGF在 DN形成中的 

作用以及硒在抗 DN中的作用机制。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

大鼠 肾小球系膜细胞系(HBZY一1，中国典型培养物保 

藏中心CCTCC)；新生牛血清及 RPMI一1640培养液(北京 

中山生物技术有限公司)；Sodium~Cyelenite(Karolinska lnsti— 

tute赠送 )；磷酸化 P38MAPK兔多抗 (Promega公 司)； 

p38MAPK特异性抑制剂 SB203580(Promega公司)；VEGF 

兔多抗(Santa cruz公司)；第二抗体为生物素化羊抗兔 lgG 

(北京中山生物技术有限公司)；S—P试剂盒(北京中山生物 

技术有限公司)。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞系 HBZY一1的培养 HBZY一1常规培养于 

20％RPMI1640培养液中，培养条件为 37℃，饱和湿度 5％ 

c02，每2～3天用 0．02％乙二胺四乙酸(ED1、A)消化传代。 

1．2．2 体外制备糖基化终末产物(AGEs) 参考文献，按牛 

血清白蛋白(bovine serum albumin，BSA)50g／L，与葡萄糖 

90g几，0．5mmol／L EDTA及 0．2retool／L PBS(pH7．4)混匀 

后过滤除菌，37'17恒温培养箱孵育 60天。0．1mol／L PBS 

(pH7．4)中透析48h，测定蛋白含量及荧光强度，分装后存于 

一

80℃冰箱保存备用。 

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细胞系HBZY一1一定时问 

后，给予 p38MAPK特异性抑制剂 SB203580 10／~mol／L和 

．sodium selenitel00nmol／L分别预处理 30min和 48h，再分别 

以上述4种刺激因素(浓度、时问同前)孵育细胞系 HBZY一 

1，同时设对照组。分组情况如下：(1)对照组(control组)：尢 

任何刺激因素孵育细胞系 HBZY一1。(2)高糖组(high glu— 

cose，HG组)：用25mmol／L glucose刺激HBZY一1细胞 72h： 

(3)糖基化终末产物组(BSA—AGEs 组)：用 100mg／L的 

BSA—AGEs刺激 HBZY一1细胞 6h。(4)高胰岛素组(high 

insulin，HI组)：用 100nmol／L的 insulin刺激 HBZY一1细胞 

24h。(5)过氧化氢组( 组)：用 100tlmol／L的 ()，刺激 

HBZY一1细胞 1h。(6)SB一高糖组 (SB—HG组)：用 

10／~mol／L的 SB203580预处 HBZY一1细胞 30min，再 以 

25mmol／L的glucose刺激 72h。(7)SB一糖基化终末产物组 

(SB—BSA—AGEs组)：先以 10tmaol／L的 SB203580预处理 

HBZY一1细胞 30min，再以 100mg／L的BSA—AGEs刺激 

6h。(8)SB一高胰岛素组(SB—HI组)：依次以 10／~mol／L的 

SB203580和 100nmol／L的insulin分别刺激 HBZY一1细胞 

30min和24h。(9)SB一过氧化氢组(SB—H， 组)：依次以 

10／~mol／L的 SB203580和 100／~mol／L的 分别刺激 

HBZY一1细胞 30min和 1h。(10)sodium selenite一高糖组 

(sodium selenite—HG组)：依次以 100nmol／L sodium selenite 

和25mmol／L的 glucose分别刺激 HBZY一1细胞 48h和 

72h。(11)sodium selenite一糖基化终产物组(sodium  selenite 

— BSA—AGEs 组)：依次以 100nmol／L的 sodium selenite和 

100mg／L的BSA—AGEs 分别刺激 HBZY一1细胞 48h和 

6h。(12)．sodium  selenite一胰岛素组 (s()dium selenite—HI 

组)：依次以 100nmol／L的 sodium selenite和 100nmol／L的 

insulin分别刺激 HBZY一1细胞48h和 24h。(13)~mdium se— 

lenite一过氧化氢组 (sodium selenite—H202组)：依次以 

lOOnmol／L的sodium selenite和 lO0,umol／L的H， 分别刺 

激 HBZY一1细胞48h和1h。 

1．2．4 免疫细胞化学法检测p38MAPK、VEGF蛋白表达 

预先在 24孔板中加入无菌爬片，将调整好密度的RMC(2× 

10 )lrnl／7L接种至 24孔培养板中，用含 20％新生牛血清的 

RPMI1640培养液使其贴壁培养24h；换为无血清的培养液， 

饥饿培养24h后，按上述实验分组加入一定浓度的刺激及／ 

或抑制剂再培养一定时间，每组设4个半行孔；吸去培养液， 

95％乙醇固定 30min；吸去固定液。采用链霉卵白素一生物 

素一辣根过氧化物酶法(SP法)进行免疫细胞化学染色 按 

试剂盒说明步骤进行染色。 

1．2．5 结果判断 应用 SAS统计分析软件包完成，所有数 

据用M±Q表示，组问比较用秩和检验。P<0．05表示有统 

计学意义，P<0．001表示有极显著意义。 

2 结 果 

2．1 HG，HI，BSA—AGEs，H202对 细胞 系 HBZY 

一 1磷酸化 p38MAPK表达量的影响 

CON组细胞系 HBZY一1胞核内仅有微弱磷酸化 

p38MAPK蛋白表达；分别以一定浓度 HG，HI，BSA 

AGEs， 02四种刺激因素孵育细胞系 删 1一定 
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时间后，各刺激组细胞系HBZY一1磷酸化p38MAPK 常显著差异(P<O．001)。见表1，图2、图3。 

蛋白表达量均明显增加。与对照组(∞ N组)比较有非 

表 1 各组HBZY一1 p38MAPK蛋白表达比较(M±Q) 

注：与CON组比较 P<0．05；。。P<0．001 

表2 SB203580预处理各组 HBZY一1 VEGF蛋白表达比较(M±Q) 

注：与对照组比较 P<0．05；。 P<0．001； 

SB预处理各组与相应刺激组比较 P<0．05；一P<0．001。 

表3 Selenite预处理各组HBZY 1 p38MAPK蛋白表达比较(M±Q) 

注：与CON组比较 P<0．05； 。P<0．001 

Selenite预处理各组与相应刺激组比较 P<0．05；一 P<0．001 

表4 Selenite预处理各组HBZY 1VEGF蛋白表达比较(M±Q) 

注：与CO N组比较 P<0．05；。 P<0．001 

Selenite预处理各组与相应刺激组比较 P<0．05；一 P<0．001 
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图 I 对照组大鼠肾小球系膜细胞 、'E -F表选呈阴性 sl】 

， 4【Il】 

围 3 刺激组太吼肾小球綦艟细胞 p38MAI’I、呈强阳眭表 

选。 ， 4tIO 

圈 5 亚硒醴钠干预蛆太鼠肾小球系膜细胞 VI 表选茎 

怄水平袁选 ：；I’ 409 
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vE【 蟹向表达时『1Jj 增加 与州 H兰n【l，较11彳11：常 

显著崖异(P<0．㈣l1 见发 2． 1．圈4 

2 3 SB203580预处理后．四种刺教 固隶对细胞系 

圈  ̂ j{干1煎组大鼠肾小球系膜耋田胞．VEGF呈低水 下表 

谜。SP 41)f】 

HBZY—IVEGF蛋白缸迅量的彤 E；j 

SB20358(I l处州  ̂．再分别杵 1 4种刺激 求 

噼育 细胞 祭 HT疆Y 1．可 薛 处理组细 盱乜系 
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丧这齄丹圳鞍相成术经S1k203580侧处 符 娃 

跳少(P<n 001．， <0 05)． 与对照纰比轻仍 叫 

!l 芹(fJ<0 05，P<(1 0111)：她走2围 5 

2 4 亚硒酸钠对 Hl Y 1 p38MAPK厦 VI-GI：蚤 
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白表达量的影响 

亚硒酸钠预处理后，再分别给予 HG、HI，BSA— 

AGEs，H202孵育细胞系 HBZY—l，可见各预处理 

组细胞系 HBZY—l p38MAPK磷酸化蛋白表达被 

显著抑制；VEGF蛋白表达量分别较相应未经 Selen— 

ite预处理各组明显减少(P<0．001，P<0．05)，但与对 

照组比较仍有明显差异(P<0．05，P<0．001)，见表 3， 

表 4，图5 

3 讨 论 

DN是 DM 血管并发症中最常见的慢性并发 

症 ，也是 DM患者死亡的主要原因，其危害性极大。 

目前认为，在 DM状态下，高血糖、胰岛素抵抗 、非酶 

糖基化 、氧化应激 、血液流变学及血液动力学异常是 

致 DN的主要原因及结构基础，其中高血糖是首要 

致病因素。DN早期的变化是以肾脏增大，肾小球 

高滤过率 以及 ECM 合成增加为特点，有 25％～ 

40％DM患者可出现微量蛋白尿，最终发展为晚期 

DN。VEGF是一种血管渗透性因子，属于生长因子 

的一种，研究表明，一定数量的 VEGF对维持正常肾 

小球的结构和功能是必需的，一旦这种细微的平衡 

被打破，VEGF水平降低或过度表达都可能引起肾 

小球滤过屏障功能变化，从而导致高滤过率，白蛋白 

尿和肾小球肥大。近年来，国外研究已证明 VEGF 

可能参与 DN和糖尿病视网膜病变的发生发展 ， ， 

其主要是通过PKC依赖机制而发挥作用，但 VEGF 

是否通过p38MAPK而参与 DN的发生发展日前尚 

未见文献报道。本研究结果表明：HG、AGEs、HI及 

H2O2可分别作为独立因素诱导细胞系 HBZY一1 

VEGF蛋白表达增加。总之 ，在促进 DM 内皮功能 

紊乱以及血管病理变化中，VEGF可能起着主要作 

用 。 

蛋白质磷酸化是快速传递细胞内信号的重要途 

径，也 是 快 速 调 节 细 胞 对 外 界 反 应 的 基 础。 

p38MAPK是通过非磷酸化转化为磷酸化状态而促 

进下游底物的磷酸化来快速实现信号传递的。最近 

的研究提示，p38MAPK是细胞信号传递的交 [点， 

在高糖、氧化应激、非酶糖基化和高胰岛素血症等因 

素作用下所致 的 p38MAPK激活而引起的细胞生 

长、增殖和分化，可能是 DM 血管并发症发生发展的 

共同通路。本实验中，HG、AGEs、HI和 H2O2均可 

独立激活p38MAPK，使其磷酸化表达增加；以其特 

异性抑制剂 SB203580预处理细胞系 HBZY—l，再 

分别以上述四种因素刺激细胞系 HBZY—l，可见其 

表达 VEGF被显著抑制，表明 p38MAPK是 VEGF 

的上 游 激 酶，p38MAPK 调 控 VEGF 的 表 达 ， 

p38MAPK和 VEGF可 能参 与 了 DN 的 发生 发 

展[ ，8l。 

硒是机体必需微量元素之一，它与人类健康密 

切相关。近年来硒与心血管疾病，肾脏疾病以及癌 

症的关系已引起人们普遍关注_9』。自Rotruck等发 

现硒是谷胱甘肽过氧化物酶必需的结构成分以来 ， 

人们日益重视硒在细胞抗氧化系统巾的重要作用； 

研究表明，硒是谷胱甘肽过氧化物酶的重要组成部 

分，该酶的主要功能是清除体内脂质过氧化物，维持 

细胞膜的完整性，缺硒可出现拟高血糖症病理状态， 

引起白蛋白尿和肾小球硬化，从而加剧 DN的发生 

发展；补充硒不仅可预防氧化应激，而且 可防止肾脏 

损伤 』。然而许多研究均集中在硒作为一种抗 

氧化剂而抗DN，但硒是否作用于信号传导通路目前 

尚未见文献报道。本研究以亚硒酸钠顶处理细胞系 

HBZY—l，再分别给予四种刺激因素孵育该细胞系， 

可见其 p38MAPK磷酸化被抑制，同时 VEGF蛋白 

表达也减少。表明硒可通过抑制 p38MAPK而调控 

下游因子，从而证明在未来防治 DN形成中，硒可能 

是极有前途的药物之一。 
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C0 43n1RNA的表达降低，进而蛋 白表达的降低 

降低或缺失，上皮细胞问的物质和信号传递因此而 

减弱或消失，细胞失去彼此问调控和粘附、从而侵袭 

于它处。 

此外 ，本研究发现 CON43蛋 白主要表达于子 

宫内膜腺上皮细胞浆中，在基质细胞几乎无表达。 

Risek，Grununer[ ， ]等发现 CON43仅在小鼠内膜的 

基质细胞中表达，而另外两种间隙连接蛋白 CON32 

和 CON26在小鼠内膜腺上皮表达。 

Jahn[9_等研究发现在增生早期 CON43蛋白有 

弱的表达，在增生晚期 CON43表达增加，排卵后在 

分泌早期表达受抑，而在分泌晚期则完全消失，指出 

问隙连接蛋白的表达受激素调控。本研究发现在月 

经周期中，对照组 CON43在增生期中强表达较多， 

分泌期强表达减少，其趋势和上述研究结果一致；而 

在内异症组中增生期、分泌期强表达均少，我们推测 

雌、孕激素对内异症在位内膜间隙连接的调节作用 

和正常内膜有差异。 
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