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提 要 观察了高葡萄糖对MDCK细胞蛋白激酶C(PKC)信号转导通路的影响．结果表明MDCK细胞在高葡 

萄糖环境一F．PKC从细胞浆到细胞膜移位活化，同时细胞Na 
，K 一ATP酶活性下降．此可为PKC抑制剂staurospo 

rine所阻止 因此．高糖引起肾小管细胞PKC信号系统异常可能是糖尿病肾病发生的重要机制 

关键词 蛋白激酶C：Na ，K 一ATP酶 

中凰分类号 R73719 

糖尿病肾病(DN 是糖尿病最常见的 

发症之一。近年来细胞信号转导系统与DN的关 

系倍受关注 蛋白激酶C(PKC)是细胞内诸多信号 

转导系统相互影响(Cross Talk1的中心环节。国 

外研究证实高葡萄糖可诱导肾小球细胞pKC信 

号通路活化，进而导致细胞外基质增多等病理改 

变 ．但高葡萄糖对肾小管细胞中该通路的影响国 

内 外均未见报道。本文选择来源于犬肾近曲及远 

曲小管的上皮细胞株Madin—Darby Canine 

Kidney(MDCK)为研究对象．旨在探讨高葡萄糖 

对肾小管细胞中PKC信号系统的作用及机制 

1 材料与方法 

1 1 材料 

l 1．1 MDCK细胞株来~American Type Culture Co1． 

1ection(ATCC) 

1．1．2 试剂 UI—S型组蛋白和StaⅥosporine(8S)购 自美 

国sigma公司， 一”p}ATP(>500~Ci／mmo1)k~自北京亚 

辉生物医学工程公司．余为国产分析纯化学试剂 

1 2 方法 

1,21 实验分组 

分为对照组和高糖组 其葡萄糖浓度分别为5．5mmo． 

1／L和22mmol／L．实验时将细胞培养至融合状态以后．换 

成含2％血清的培养液．在不同条件下孵育3天后作PKC活 

性等检测． 

1 2．2 PKC活性测定 本文采用LeeI 的方法检测细胞 

PKC活性 

用磷酸缓冲液(PBs1~bufferA各冼涤细胞两次，洗涤 

女 1968—12出生．博士生 

- 236 

并从培养皿上刮下 ufferA组 

成 ：Tris—HC1 20mM (PH7．5]、2 0mM 乙二 胺 四 己 

酸 0．5mM乙二醇双( 氨基 乙醚 四己醢、2mM苯甲硫酰 

氟化物、25~g／ml亮抑蛋白酶肽、0 33M蔗糖 用玻璃匀浆 

器于冰浴 中制匀浆，离心30rain(100．OOOg) 上清液作为 

PKC检测的细胞浆部分 沉淀用bufferA再悬浮和诜涤 离 

~'60rain(100，O00g)．弃上清．沉淀加^5ml古0 2％TritonX 

一 100的bufferA进行悬浮，于0℃摇动孵育lh．再离心 

60rain(t00，O0Og)，上清液作为PKC检测的细胞膜部分 测 

定各部分蛋白质含量 以Ⅲ一S型组蛋白为底物．在反应体 

系中加^[ 一”pJATP 通过测定底物的磷酸化分别测定 

各组细胞总PKC活性及细胞膜 细胞浆PKC活性。 

1．2．3 细胞Na ．K 一ATP酶活性测定 

各组细胞用PBS悬浮、制匀浆．并作蛋白定量．取0 Iml 

匀浆加1．Oral孵育液于37℃保温15rain．孵育液的主要成分： 

2O0mraol／L Tris HCI(pH7．4)2．5m1．左旋味唑6m冒，lm0． 

1／LNaCllm1．200mmol／L KCl tm1．20mmol／L MgCI 21 

ml，底物为ATP 2Na 12rag 然后加^15％三氰乙酸lml 

终止反应，离心取上清液lm功口̂ 钼酸氨0．5ml、1—2—4氢 

基萘酚磺酸2ml，充分混匀15min后使酶分解产物无机磷 

呈色．分光光度计测定680nm处读数．与标准无机磷酸呈色 

进行比较，以含有或无1．5mmol／L哇巴因时ATP水解释放 

无机磷之差作为Na ．K 一ATP酶活性 

1．3统计学处理 

结果以i土s差表示 组问比较用SAS6．12版统计软件 

包作z检验或方差分析． 

2 结果 

2．1 两组细胞PKC活性的变化 
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如图1所示，对照组和高糖组细胞各孵育3天 

后分别测PKC总活性及细胞膜、细胞浆PKC活 

性，发现高糖组较对照组PKC总活性无显著性差 

异，但细胞膜PKC活性显著增高 细胞浆PKC活性 

显著下降。 

刊照组 高糖组 
■总 

墨 细胞膜 
口细胞浆 

与对照组比较 P<0 001 

图1 两组细胞PCK活性(pmol磷酸化／rain mg蛋白1 

2．2 高糖及PKC抑制剂SS对MDCK细胞Na ．K 

+一ATP酶活性的影响 

对照组与高糖+SS组比较Na ，K 一ATP酶 

活 性 无 明 显 变 化 ，而 高 糖组 与 此 二组 比较 

Na ，K 一ATP酶活性显著降低(见图2)。 

()】 

z 0 ¨ 
对照组 高糖组 高糖~SS组 

与对照组比较 P<O．05 

与高糖+SS组比较 P<0．o5 

图2 各组细胞Na ．K ATP酶活性 

(~lmolPi／mg蛋白／h1 

3 讨论 

PKC是一组丝一苏氢酸激酶的总称，广泛存 

在于机体的许多组织内，通过对底物蛋白(如膜蛋 

白 酶蛋白及第三信使等)的磷酸化而参与激素和 

细胞因子等的细胞内信号转导、离子通道调节 基 

因表达调控等机体的一系列重要过程、成为生物 

界和医学界研究的一大热点．已证实高糖能够影 

响的重要代谢调节通路之一就是PKC信号转导 

系统。 

长期以来，人们一直推测在高葡萄糖环境下． 

继发于山梨酵通路活化 肌肌酵耗竭．肾脏细胞 

PKC活性应下降 本研究发现MDCK细胞在高葡 

萄糖环境下，PKC总活性较对照无明显改变．但细 

胞膜部位PKC活性显著增加．细胞浆部位则相应 

降低，提示高葡萄糖可能引起MDCK细胞内PKC 

由胞浆到胞膜移位活化。此与Ayo' 等研究高葡萄 

糖培养的肾小球系膜细胞时的结果相似．表明高 

葡萄糖既可诱导肾小球细胞也可诱导肾小管细 

胞PKC信号转导系统发生改变 细胞膜是PKC发 

挥活化作用的重要部位．胞膜PKC活性增加必然 

引起其下游一系列底物蛋白的改变．如磷酸化原 

癌基因产物Raf-1，后者再启动MEK MAPK系 

统，经MAPK核转位调节细胞核反应．进而导致细 

胞功能及结构的异常。 

研究表明二脂酰甘油(DAG)是PKC重要的 

内源性激活物，它可来源于磷酸肌醇酯(IP)的转化 

和磷脂酰胆碱(PC)的裂解，亦可从葡萄糖氧化的 

中间产物合成而来 经IP或PC裂解 而形成的 

DAG通常是快速而短暂的(几秒到几分钟)，而本 

文中MDCK细胞在高葡萄糖环境下培养3天后发 

现PKC移位活化，显然此与转化裂解途径而来的 

DAG无关，提示高葡萄糖可能通过糖酵解，即从头 

合成途径增加DAG合成 进而诱导PKC活化。 

本文进一步探讨了高葡萄糖介导PKC活性 

改变后对MDCK细胞的影响．发现高葡萄糖引起 

的细胞Na．K 一ATP酶活性下降可为PKC抑制 

剂SS所阻止。SS是作用于PKC C3调节区域ATP 

结台位点的抑制剂，对PKC活性有较强的抑制作 

用 】。提示高糖可能通过诱导PKC活性变化进而 

咖 ∞ 。 
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导致Na ．K 一ATP酶活性降低．其机制可能为 

PKC活化后致胞浆型磷脂酶A (ePLA )活性增 

高．并促使花生四烯酸及其产物油酸的释放．已证 

实后者可抑制Na ．K 一ATP酶的活性 I 肾小管 

上皮细胞富含Na ．K 一ATP酶，该酶是构成钠泵 

的必要成分．在细胞完整性的维持及细胞功能等 

的调节中起重要作用[71．其活性下降势必引起细胞 
一 系列生理过程的异常 

综上所述，高葡萄糖可诱导MDCK细胞内 

DAG含量增加．促使PKC从胞浆到胞膜移位活化 

然后再引起细胞Na ．K 一ATP酶活性下降，并进 
一

步 导致MDCK细胞一系列重要生理功能发生 

改变。因此．高糖引起肾小管细胞PKC信号转导通 

路发生异常可能在DN发生中起重要作用，关于它 

的研究，有可能从细胞和分子水平上进一步揭示 

DN的发病机制．而PKC抑制剂的研制、开发有可 

能为DN防治带来新的希望 
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The activation of protein kinase C mediated 

by high glucose in M DCK cells 

Jiang Tao，et al 

Department of endocrinology，college of clinical medicine 

The effect of high glucose on the signal transduction pathway of larotein kinase C fPKC)in MDCK cells was 

observed．It was found that PKC was activated via transl0cati0n frOh CytOSOl to membrane in cultured MDCK 

cells exposed to high dextrose However the activity of Na ．K 一ATPase was decreased and dfis can be 

prevented bv PKC inhibitor staurosporine(SS) These findings suggested that the activation of PKC signal 

transduction pathway induced by elevated  glucose in renal tubular epithelial cells may be involved in the 

pathogenesis of diabetic nephmpathy． 

KEY W OR DS Protein kinase C：Na’，K 一ATPase；Nephropathy，diabetic 
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