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[摘要] 目的　探讨甘草酸 (GA) 对高糖诱导的肾小球系膜细胞 (SV40 MES13) 炎性因子及纤维化因子的影响。

方法　将培养的小鼠肾小球系膜细胞(SV40 MES13)分为对照(NG)组(5.6 mmol/L 葡萄糖)、高糖(HG)组(30 mmol/L 葡萄糖)

及 HG+GA 组(30 mmol/L 葡萄糖+200 μmol/L GA)。采用 Western blotting 检测各组细胞炎性因子白细胞介素-1β(IL-1β)、肿

瘤坏死因子-α(TNF-α)、IL-6、IL-8 及纤维化因子α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)蛋白表达水平，免疫荧光检测各组 IL-1β、

TNF-α、α-SMA 在细胞内的荧光表达强度，酶联免疫吸附实验(ELISA)检测各组细胞培养上清中 IL-1β、TNF-α、IL-6 及

IL-8 的表达水平。结果　Western blotting 检测结果显示，与 NG 组比较，HG 组 IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-8 及α-SMA 蛋白的

表达水平明显升高(P<0.01)；与 HG 组比较，HG+GA 组 IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-8 和α-SMA 蛋白表达量降低(P<0.05)。细

胞免疫荧光结果显示，与 NG 组比较，HG 组细胞内 IL-1β、TNF-α和α-SMA 因子的荧光强度明显增强(P<0.05)；与 HG 组

相比，HG+GA 组细胞内 IL-1β、TNF-α和α-SMA 因子荧光强度明显降低(P<0.05)。ELISA 检测结果显示，与 NG 组比较，

HG 组细胞培养上清中 IL-1β、IL-6、TNF-α和 IL-8 蛋白表达水平升高(P<0.01)；与 HG 组比较，HG+GA 组 IL-1β、IL-6、

TNF-α、IL-8 表达水平明显降低(P<0.05)。结论　甘草酸对高糖诱导的肾小球系膜细胞的炎性因子及纤维化因子的表达均

具有不同程度的抑制作用，可能在糖尿病肾病的预防方面发挥重要作用。
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[Abstract] Objective　 To investigate the effect of glycyrrhizic acid (GA) on the inflammatory and fibrotic factors in high 

glucose-induced glomerular mesangial cells (SV40 MES13). Methods　 Cultured mouse SV40 MES13 were divided into normal 

group (NG, 5.6 mmol/L glucose), high glucose group (30 mmol/L glucose) and HG+GA group (30 mmol/L glucose+200 μmol/L 

GA). The expression levels of inflammatory cytokines interleukin-1β (IL-1β), tumor necrosis factor- α (TNF- α), IL-6, IL-8 and 

α-smooth muscle actin (α-SMA) in different groups were detected by Western blotting. The fluorescence intensity of IL-1β, TNF-α 

and α -SMA in different groups were detected by immunofluorescence. The levels of IL-1β, TNF-α, IL-6 and IL-8 in the culture 

supernatant of different populations were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Results　 The protein 
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expressions of IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8 and α -SMA in HG group were significantly higher than those in NG group (P<0.01); 
Compared with HG group, the protein expression levels of IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8 and α-SMA decreased significantly in HG+GA 
group (P<0.05). The fluorescence intensity of inflammatory cytokines IL-1β, TNF-α and α-SMA increased in HG group than those in 
NG group (P<0.05); While compared with the HG group, the fluorescence intensity of IL-1β, TNF-α and α-SMA in HG+GA group 
decreased markedly (P<0.05). The experimental results of ELISA showed that compared with NG group, the levels of IL-1β, IL-6, 
TNF-α and IL-8 in cell supernatent increased in HG group (P<0.01); while the levels of IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8 in HG+GA group 
significantly lower than those in HG group (P<0.05). Conclusion　Glycyrrhizic acid has certain inhibitory effect on high glucose-
induced inflammatory factors and fibrotic factors in glomerular mesangial cells, which may play an important role in prevention of 
diabetic nephropathy.

[Key words] diabetic nephropathy; high glucose; glycyrrhizic acid; glomerular mesangial cells; inflammatory factor; fibrosis

近年来，由于饮食方式的改变和人口老龄化趋

势的加剧，糖尿病及糖尿病肾病(diabetic nephropathy，

DN)的发病率和病死率呈逐年上升趋势[1-2]。据文献

报道，DN 患者约占糖尿病患者的 40%[3-4]，全世界

30%~50% 的终末期肾病(ESRD)是由 DN 引起的[5-6]，

到 2030 年，DN 患者将超过 6.43 亿[7]。DN 进展的关

键因素包括系膜细胞数量的异常及细胞因子表达水

平的异常[8]。DN 有多种病理特征，较为关键的是系

膜区细胞外基质(ECM)积聚及肾小球硬化[9-10]。此

外，系膜细胞还分泌多种炎性因子参与肾小球纤维

化 过 程[11]， 炎 症 在 DN 的 发 展 过 程 中 起 重 要 作

用[12-13]，DN 患者血清中白细胞介素 -1β(interleukin-
1β， IL-1β)、 IL-6 及肿瘤坏死因子 -α(tumor necrosis 
factor-α，TNF-α)的过度表达[14]也支持这个理论。因

此，有效抑制肾小球系膜细胞炎症和纤维化是 DN
的重要治疗手段[13]。课题组前期研究结果表明，甘

草酸具有抑制高糖诱导的肾小球系膜细胞活性的功

效[15]，也能够在一定程度上减轻糖尿病小鼠肾组织

氧化应激损伤[16]。然而，甘草酸对高糖条件下肾小

球系膜细胞炎性因子的影响尚不明确。因此本实验

探讨甘草酸对高糖条件下肾小球系膜细胞炎性因子

的影响，旨在为 DN 的治疗提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验材料与试剂　小鼠肾小球系膜细胞(SV40 
MES13)购自武汉普诺赛公司；BCA 蛋白测定试剂盒

购自江苏凯基生物技术股份有限公司；6 cm 培养皿

购自无锡耐思生物科技有限公司；ELISA 试剂盒购自

江苏酶免实业有限公司；青霉素-链霉素混合液、甘

草酸(GA)购自北京索莱宝公司；IL-1β、IL-6、IL-8
及 TNF-α抗体购自安诺伦(北京)生物科技有限公司；

α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)购自美国 Proteintech 公司；

BSA 购自中山金桥公司；异硫氰酸荧光素(FITC)-共
轭二级抗体购自亚科因(武汉)生物技术有限公司。

胰 蛋 白 酶 -EDTA 消 化 液 、 DMEM 高 糖 培 养 基

(PM150210)、DMEM 低糖培养基(PM150220)、胎牛

血清(FBS)购自美国 Hyclone 实验室；D-葡萄糖粉末

购自美国 Sigma 公司；聚偏氟乙烯膜(PVDF)购买自

美国 Millipore 公司。

1.2　细胞培养及实验分组　将小鼠肾小球系膜细胞

分为对照(NG)组(5.6 mmol/L 葡萄糖)、高糖(HG)组

(30 mmol/L 葡萄糖)及 HG+GA 组(30 mmol/L 葡萄糖

+200 μmol/L GA)，分别干预培养 48 h。小鼠肾小球

系膜细胞分别于细胞培养基(DMEM 低糖及 DMEM
高糖培养基)中培养，并补充 10% 的胎牛血清及 1%
的抗生素(100 U/ml 青霉素和 100 μg/ml 链霉素)，将

细胞置于 37 ℃，5%CO2培养箱中生长培养。

1.3　Western blotting 检测炎性因子及纤维化因子的

表达水平　将贴壁的小鼠肾小球系膜细胞干预 48 h
后，弃去培养基，PBS 洗 3 次，加入适量胰酶消化系

膜细胞，室温消化 2~5 min 后加入培养基终止消化，

并于室温下 1500 r/min 的低速离心机中离心 5~10 min。

BCA 法 测 定 蛋 白 浓 度 。 以 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

(GAPDH)为内参蛋白，配制 SDS-PAGE 凝胶，12% 分

离胶、5% 浓缩胶，每孔上样 10 μl 蛋白液，80 V 条件

下行凝胶电泳实验，恒流 200 mA 湿转 1 h，10% 脱脂

牛奶封闭 2 h，采用兔抗 IL-1β、TNF-α、IL-6、IL-8
及α-SMA 多克隆抗体于 4 ℃冰箱孵育过夜，第 2 天

37 ℃孵育 30 min，1×TBST 溶液漂洗 10 min×3 次，采

用山羊抗兔 HRP 抗体室温摇床孵育 2 h，1×TBST 溶

液漂洗 10 min×3 次。最后于黑暗的环境下滴加 ECL
化学发光 HRP 底物反应液进行化学发光。

1.4　细胞免疫荧光检测各组细胞炎性因子的表达变

化　在 24 孔板内进行细胞爬片，干预 48 h 之后，用

4% 的多聚甲醛溶液固定，PBS 清洗 3 次，将细胞爬

片取出，置于载玻片上，滴加山羊血清于 37 ℃温箱

封闭 2 h，然后采用兔抗 IL-1β、TNF-α及 α-SMA 多

克隆抗体孵育，于 4 ℃冰箱过夜，第 2 天在室温下与

异硫氰酸荧光素(FITC)-共轭二级抗体常温避光孵育

1 h， DAPI 封片，随后在荧光显微镜下观察荧光

图像。

1.5　ELISA 检测细胞培养上清液中炎性因子的表达

变化　在显微镜下观察培养皿中的细胞生长密度至

80% 时，用胰酶消化细胞，再分别加入 NG 组、HG

215



解放军医学杂志 2024年2月28日 第49卷 第2期

组、HG+GA 组干预的培养基终止消化。以 1500 r/min

离心 10 min，在 6 cm 培养皿中接种 1×105 个细胞，待

细胞贴壁，干预 48 h 后，提取各组细胞培养上清，

根据 ELISA 试剂盒说明书，通过酶标仪测定的吸光度

(OD)值来测定细胞培养上清中相关因子表达量的

变化。

1.6　统计学处理　采用 SPSS 23.0 和 GraphPad Prism 

8.0 软件进行统计分析。各实验独立重复 3 次，所有

数据均以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较采用 LSD-t 检验。P<0.05 为差异

有统计学意义。

2　结　　果

2.1　甘草酸对高糖诱导的小鼠肾小球系膜细胞炎性

因子表达水平的影响　Western blotting 检测结果显

示 ， 与 NG 组 比 较 ， HG 组 的 IL-1β、 IL-6、 IL-8、

α-SMA 和 TNF-α蛋白表达水平明显升高(P<0.01)，而

HG+GA 组则无明显变化(P>0.05)；与 HG 组比较，

HG+GA 组 IL-1β、IL-6、IL-8、α-SMA 和 TNF-α蛋白

表达水平明显降低(P<0.05)(图 1)。

2.2　 免 疫 荧 光 检 测 各 组 肾 小 球 系 膜 细 胞 IL-1β、

TNF-α、α-SMA 的表达水平　免疫荧光检测结果显

示 ， 与 NG 组 比 较 ， HG 组 细 胞 IL-1β、 TNF-α 及

α -SMA 荧光强度明显增强(P<0.05)；而与 HG 组比

较，HG+GA 组的 IL-1β、TNF-α及α-SMA 的荧光强

度明显减弱(P<0.05)(图 2)。

2.3　甘草酸对高糖诱导的小鼠肾小球系膜细胞炎性

因子分泌的影响　ELISA 检测结果显示，与 NG 组比

较，HG 组 IL-1β、IL-8、TNF-α和 IL-6 分泌水平明显

升 高 (P<0.01 或 P<0.05)， 而 HG+GA 组 无 明 显 变 化

GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶；IL-1β. 白细胞介素-1β；IL-6. 白细胞介素-6；IL-8. 白细胞介素-8；TNF-α. 肿瘤坏死因子-α；α-SMA. α-

平滑肌肌动蛋白；NG. 对照；HG. 高糖；HG+GA. 高糖加甘草酸处理；A. Western blotting 检测各炎性因子蛋白的表达水平；B. 各炎性因子

蛋白表达水平的柱状图；*P<0.05，**P<0.01

图1　Western blotting 检测小鼠肾小球系膜 细胞 IL-1β、IL-6、IL-8、TNF-α、α-SMA 蛋白因子的表达水平

Fig.1　Protein expression of IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α and α-SMA in mouse glomerular mesangial cells were detected by Western blotting
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(P>0.05)； 与 HG 组 比 较 ， HG+GA 组 IL-8、 IL-1β、

TNF-α及 IL-6 分泌水平降低(P<0.05)(表 1)。

3　讨　　论

DN 的发病机制复杂，进展过程中的促炎症和促

纤维化过程往往源于代谢改变、超滤过、反应性氧

化 应 激 (ROS)、 免 疫 和 炎 症 激 活 及 随 后 的 纤 维

化[17-23]。DN 绝大多数集中在以糖尿病为主的患者和

肾脏功能发生减退的患者中，这类患者的肾脏因糖

尿病的影响而发生形态学或病理结构的变化[24]，最

终导致肾脏出现一系列的临床症状[25]。发挥主要过

滤功能的肾小球基膜主要由肾小球系膜细胞及系膜

基质共同构成，在病理条件下，系膜细胞被激活，

导致其过度增殖及分泌细胞外基质和多种炎性因子，

所有这些都参与了肾小球纤维化的过程[11]。许多证

据表明，炎症作为 DN 的重要致病机制[26]，在高糖

的刺激下，小鼠 SV40 MES13 细胞在形态学及相关蛋

白因子的表达发生了一系列变化[27]，IL-1β、IL-6、

IL-1β. 白细胞介素-1β；TNF-α. 肿瘤坏死因子-α；α-SMA. α-平滑肌肌动蛋白；NG. 对照；HG. 高糖；HG+GA. 高糖加甘草酸处理；

A. IL-1β；B. TNF-α；C. α-SMA；*P<0.05

图2　免疫荧光检测小鼠肾小球系膜细胞 IL-1β、TNF-α、α-SMA 因子荧光强度的表达

Fig.2　Fluorescence intensity of IL-1β, TNF-α and α-SMA in mouse glomerular mesangial cells were detected by immunofluorescence
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TNF-α炎性因子的蛋白表达水平明显升高[28]，且在

临床 DN 患者血清中也发现 IL-1β、IL-6 和 TNF-α存

在过度表达情况[14,29]。此外，本研究也发现，肾小

球系膜细胞炎性因子 IL-1β、IL-6、IL-8 及 TNF-α在

高糖条件下表达增高；甘草酸干预诱导后，IL-1β、

IL-6、IL-8、TNF-α表达降低。以上研究均提示促炎

细胞因子分泌过多很可能与肾损伤加剧有关[30]。

甘草酸是从豆科植物甘草的根、茎中浓缩提炼

所得，甘草的根、茎中含有甘草酸，即三萜皂甙，

为甘草中最主要的活性成分[31]。本课题组前期研究

发 现 ， 甘 草 酸 在 一 定 程 度 上 可 减 轻 DN 的 进

展[15-16,32-33]，但有关 GA 保护 DN 的具体机制尚未阐

明。有研究发现，Smad3 的高表达可促进糖尿病小

鼠肾纤维化的发展，这一过程可通过敲除 Smad3 被

抑 制[34]； 本 课 题 组 前 期 研 究 发 现 ， TGF- β1 和

P-Smad2、3 在高糖处理的肾小球系膜细胞中高表达，

甘草酸干预组可以减少高糖诱导的肾小球系膜细胞

TGF-β1 和 P-Smad2、3 的表达，提示甘草酸抑制高糖

诱导的肾小球系膜细胞细胞外基质的产生[15]可能与

TGF-β1-Smads 信号通路有关[15]。本课题组前期构建

了糖尿病小鼠动物模型，发现甘草酸可激活 AMPK/
SIRT1/PGC-1α信号通路从而预防 DN 的进展，且甘

草酸可抑制α-SMA 的表达从而发挥减缓肾纤维化的

作用[16]。本研究也验证了在高糖条件下肾小球系膜

细胞纤维化因子α-SMA 的表达升高，甘草酸干预诱

导后α-SMA 的表达降低。目前，有多种传统的中草

药用于 DN 的研究。胡芦巴碱(TRL)是胡芦巴种子提

取物中的一种活性成分，可通过调节 Wnt 信号通路

逆转高糖诱导的系膜细胞增殖和纤维化[35]。祛风通

络方可通过抑制 p38 MAPK 信号通路降低高糖诱导的

人肾小球系膜细胞炎性因子的表达，从而减轻炎症

反应[28]。这些药物对 DN 炎症的抑制作用提示长期

的炎症会促进肾纤维化过程，可导致发生终末期肾

病[36]，而服用适当的药物可减缓这一病变的进展，

也为研究甘草酸对于 DN 的预防作用提供了理论

思路。

综上所述，甘草酸作为有效的中草药，可通过

逆转高糖诱导的肾小球系膜细胞炎性因子的表达，

从而逆转细胞纤维化因子的表达，最终起到保护肾

小球系膜细胞的功效，为甘草酸作为 DN 的治疗药

物提供了理论支撑，可作为进一步探究 DN 发生机

制的关键环节。但是，本研究尚存在不足之处，仅

在细胞层面进行研究，未在 DN 的动物模型中进行

实验，因此，后续将进一步在 DN 动物模型中验证

甘草酸对肾炎症及纤维化的影响，以为甘草酸防治

DN 的临床应用提供参考。
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