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高糖对原代培养人系膜细胞表达TGF—p1的影响
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【摘要】 目的了解高糖对原代培养的人肾小球系膜细胞表达TGF—Bl的影响，并进一步探讨糖尿病肾

病的发病机制。方法取自愿水囊引产的胎儿肾并解剖取肾皮质剪碎，应用肾皮质组织块法合优生选择法培

养人肾小球系膜细胞。以ELISA方法检测TGF一131的表达。结果与正常组相比较，高糖组TGF—B1在24、

48、72 h均显著升高(P<0．05或P<O．01)。结论高糖能够升高系膜细胞TGF一81分泌，这可能与肾小球系

膜细胞细胞外基质积聚和糖尿病肾病发病密切相关。
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[Abstract] Objective To observe the effect of higll gluc∞e on the expression of TGF-IM in primary cultured

human masangial cells，and to elucidate their possible role in diabetic nephropathy．Methods Fetal kidneys from vol-

untary induction of labor with water hg were cut into pieces；Human m∞锄【gial cells were cultivated而tll the method

of renal cortical tissue combined eugenic selection；ELISA W83 used to measure the expression of TGF·B1．Results

Compared to the normal group，the expression of TGF-131 in hish slu咖e group were significantly high at 24 h，48 h，

72 h(P<0．05 or P<0．01)．Conclusion High glu嘲e Call increase the expression of TGF-pI in mesangial

cells，which may contribute to the inhibition of ECM degradation in glomerulus and the possibility of diabetic ne-

phropathy．
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转化生长因子一Bl(transforming growth factor

B1，TGF一131)作为肾小球系膜基质的主要成分之一，

在ECM的动态变化中起着重要作用。本实验主要

研究高糖环境下体外培养人胚肾小球系膜细胞

(glomerular mesangial cells，GMCs)TGF—Bl的分泌及

其动态变化，模拟糖尿病(diabetes mellitus，DM)体

内病理环境，了解高糖环境下GMCs分泌TGF—Bl的

变化情况，以期进一步探讨其在糖尿病肾病(diabet-

ic nephropathy，DN)中的病理、生理机制。

1材料和方法

1．1材料

1．1．1主要试剂DMEM低糖培养基(美国Scien．

CeH)，胎牛血清(Gibco公司)，MsCM(含2％FBS和

M8CGs)(美国ScienCell)，胶原酶Ⅳ(Gibco公司)，

0．25％胰蛋白酶(含0．02％EDTA)(Gibco公司)，

牛血清白蛋白(美国Arnresco)，小鼠抗人a一肌动蛋

白、小鼠抗人抗肌球蛋白单克隆抗体、小鼠抗人抗波

形蛋白、小鼠抗人抗结蛋白、细胞角蛋白(武汉博士

德)，Ⅷ因子一抗(SantaCruz公司)，羊抗鼠IgG—FITC

(异硫氰酸荧光)荧光二抗(武汉博士德)，人TGF-

Bl ELISA试剂盒(武汉博士德)。

1．1．2肾组织来源取自愿水囊引产的妊娠16—

32周的胎儿肾。

1．2方法
1．2．1 GMCs体外培养 应用肾皮质组织块法合

优生选择法⋯培养GMCs，解剖取肾皮质，细剪成极

碎至肉泥状，置200目不锈钢筛网上过滤，收集筛网

上组织，加人含0．15％IV型胶原酶的DMEM低糖
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培养基，在37℃恒温电磁搅拌器上电磁搅拌热消化

30 min离心两次后，转入一次性培养皿，放入37℃，

5％CO：培养箱中培养。从第三代起更换为MsCM

培养基。实验选用3～7代细胞。
1．2．2 GMCs形态学观察选取3代的CMCs在相

差显微镜下观察其形态。

1．2．3免疫荧光化学鉴定依次经4％多聚甲醛

固定细胞、0．5％Triton X一100穿透、10％小牛血清

白蛋白封闭后，滴加PBS稀释的一抗，4℃冰箱过

夜，滴加IgG．FITC荧光二抗，37℃避光反应60 min，

50％缓冲甘油封片，荧光显微镜下观察并摄影。

1．2．4 ELISA方法检测TGF-p1取培养皿中对数

生长期的系膜细胞调成5×105／ml接种于96孔板

上。贴壁生长24 h以后，更改为含0．5％胎牛血清

的培养基培养24 h，再根据实验分组的不同加入相

应的培养液。正常组(简称NG)：葡萄糖5 mmoL／L；

高糖组(简称UC)：葡萄糖30 mmol／L。每组设6个

平行复孔分别在培养后24、48、72 h后收集细胞上

清，一20℃下保存待测，严格按照试剂盒说明书进

行操作。

1．3统计学方法计量资料数据以(露±s)表示，应

用SPSSl6．0统计软件进行配对样本t检验，P<

0．05为差异具有统计学显著意义。

2结果

2．1 GMCs形态学观察表现培养7—10 d后，相

差显微镜下可见大量细胞呈梭形，随着培养时间的

延长，部分细胞呈不规则星形和细长形，单核，密集

生长时可重叠，其中偶有鹅卵石样上皮细胞和扁平

的多边形内皮细胞长出(见图1)。

图1 人肾小球系膜细胞原代培养第2l天(×lOO)

2．2免疫荧光化学鉴定结果小鼠抗人Ct．肌动蛋

白、抗肌球蛋白单克隆抗体、抗结蛋白、抗波形蛋白

表达为阳性，其中波形蛋白表达(见图2)，细胞角蛋

白、Ⅷ因子一抗表达为阴性，符合系膜细胞特征。

图2原代培养的肾小球系膜细胞波形蛋白表达阳性(×400)

2．3高糖下GMCs表达TGF一[31的变化与正常组

相比，高糖组在24、48、72 h表达TGF—p1均显著升

高(P<0．05或P<0．01)。见表1。

袭1高糖对系膜细胞表达TGF-Bl

的影响(n=6，孟±s，pg／m1)

3讨论

3．1转化生长因子p是一种具有多种生物学功能

的蛋白多肽，在细胞的生长、分化和多种生理、病理

过程中均起着重要作用拉】。TGF—B是介导糖尿病肾

病发生、发展最主要的细胞因子，据报道l型和2型

糖尿病动物模型和患者的肾小球、肾小管间质TGF．

B的mRNA水平和蛋白表达均明显增加HJ，在以细

胞外基质降解失常为主要机理的器官纤维化疾病的

形成过程中起关键调节作用。在众多促纤维化细胞

因子中，TGF—B1被认为是最重要的促纤维化因子之

一L4J，它能增加细胞外基质(extracellular matrix，

ECM)的合成、抑制ECM的降解，而ECM在肾小球

的异常沉积是引起肾小球硬化的主要原因之一。

TGF—Dl是引起肾小球硬化的主要介质，可能是通过

促进系膜细胞合成细胞外基质，并促进其在系膜区

沉积而起作用po。

3．2糖尿病肾病的组织学特征为肾小球基底膜增
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厚、系膜体积增大和足细胞异常，肾小球系膜扩张，

使肾小球毛细血管腔和滤过膜表面积受损，高血糖

与糖尿病肾病密切相关，在糖尿病患者和动物模型

中进行的干预性研究证实了控制高血糖具有肾脏保

护作用，这与肾功能下降和蛋白尿的进展关系最为

密切，高糖环境可以使细胞外基质蛋白如Ⅳ型和I

型胶原、层粘连蛋白及纤维连接蛋白等产生增多和

降解减少哺J。对于原代培养的人胚肾小球系膜细

胞高糖环境下表达TGF—Bl变化一直鲜见报道，我

们的研究显示高糖环境下人系膜细胞TGF—Bl的分

泌在24、48、72 h均显著升高(P<0．05或JP<

0．01)，并且随着高糖培养时间的延长，系膜细胞分

泌TGF—Bl的量逐渐增加，其中24 h段高糖与低糖

组相比较P<0．05，48、72 h P均<0．01，提示随着

培养时间的延长，高糖对系膜细胞的影响愈加明显，

由此可以推断，在DN患者体内，由于高血糖的持续

存在，TCF—Bl逐渐增加是ECM积聚的一个因素，这

可能是糖尿病肾病的病理基础之一。
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[摘要】 目的探讨体外受精治疗周期中d3移植和冷冻后剩余胚胎的体外发育潜能。方法对剩余

胚胎继续培养至囊胚期，观察其囊胚发育率和质量，并分析治疗周期中剩余胚胎囊胚形成情况和妊娠结局的

关系。结果收集115个IVF／ICSI—ET周期中的603枚剩余胚胎，囊胚培养后获得了222枚囊胚(36．82％)，

其中优质囊胚49枚(8．13％)；36个周期(31．30％)共获得53枚冷冻囊胚(8．79％)；12例含有剩余胚胎来源

囊胚的解冻移植周期，临床妊娠4例；≥6细胞、2PN来源胚胎囊胚形成率显著高于其他组(P<0．05)；剩余胚

胎有囊胚形成的周期临床妊娠率显著高于无囊胚形成组(P<O．05)。结论根据d3胚胎形态学评分预测其

发育潜能有一定局限性；通过囊胚培养筛选出剩余胚胎中具有发育潜能的并冷冻保存，是提高病人每个治疗

周期可用胚胎数的可行方法；剩余胚胎囊胚形成情况可有效预测妊娠结局。

[关键词】剩余胚胎；发育潜能；囊胚；冷冻
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