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双氢青蒿素抑制 TLR4/NF-κB信号通路对高糖刺激的足细胞功能
障碍的改善作用
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2.福建医科大学附属第二医院风湿免疫科，福建 泉州 362000）

摘要：目的 探究双氢青蒿素通过调控 Toll 样受体 4（TLR4）/核因子-κB（NF-κB）信号通路对 D-葡萄糖诱导的

人肾小球足细胞（HGPC）炎症、增殖、迁移和侵袭的影响。方法 体外培养 HGPC 细胞，将 HGPC 细胞分为对

照组（5 mmol·L-1 D-葡萄糖）、高糖组（30 mmol·L-1 D-葡萄糖）和不同浓度双氢青蒿素组（30 mmol·L-1 D-葡萄

糖+5、10、20、40 μmol·L-1双氢青蒿素），筛选出合适的双氢青蒿素作用浓度；随后将细胞分为对照组、高糖

组、双氢青蒿素组（30 mmol·L-1 D-葡萄糖+20 μmol·L-1 双氢青蒿素）、抑制剂组（30 mmol·L-1 D-葡萄糖+
5 μmol·L-1 NF-κB 通路抑制剂 BAY 11-7082）、双氢青蒿素＋抑制剂组（30 mmol·L-1 D-葡萄糖+20 μmol·L-1双

氢青蒿素+5 μmol·L-1 BAY 11-7082）和双氢青蒿素+激活剂组（30 mmol·L-1 D-葡萄糖+20 μmol·L-1双氢青蒿素+
1 μmol·L-1 NF-κB 通路激活剂 Prostratin），干预 24 h。细胞计数试剂盒细胞 8（CCK-8）法检测细胞活力；酶联

免疫吸附试验（ELISA）法检测炎症因子白细胞介素（IL）-1β 和 IL-8 的表达水平；5-乙炔基-2’脱氧尿嘧啶核苷

（EdU）法检测细胞的增殖能力；Transwell 小室法检测细胞迁移和侵袭能力；蛋白免疫印迹（Western Blot）法检

测细胞周期蛋白 D1（CyclinD1）、基质金属蛋白酶 9（MMP-9）和 TLR4/NF-κB 通路相关蛋白表达水平。结果

CCK-8 法检测结果显示 20 μmol·L-1 双氢青蒿素对 D-葡萄糖 HGPC 细胞活力恢复效果最好，因此选择

20 μmol·L-1双氢青蒿素用于后续实验。与对照组比较，高糖组细胞增殖率和 CyclinD1 蛋白相对表达量明显降

低（P＜0.05），炎症因子（IL-1β 和 IL-8）、迁移数、侵袭数、MMP-9、TLR4 和磷酸化（p）-NF-κB p65 蛋白相

对表达量明显升高（P＜0.05）；双氢青蒿素组、抑制剂组、双氢青蒿素＋抑制剂组及双氢青蒿素＋激活剂组中

双氢青蒿素和 BAY11-7082 明显抑制了 D-葡萄糖对 HGPC 细胞的上述作用（P＜0.05）；与双氢青蒿素组比较，

双氢青蒿素＋抑制剂组中 BAY11-7082 增强了双氢青蒿素对 D-葡萄糖诱导的 HGPC 细胞的作用（P＜0.05），双

氢青蒿素+激活剂组中 Prostratin 则削弱了双氢青蒿素对 D-葡萄糖诱导的 HGPC 细胞的作用（P＜0.05）。结论

双氢青蒿素能抑制 D-葡萄糖诱导的 HGPC 细胞迁移和侵袭，并促进其增殖，能有效改善 D-葡萄糖刺激对

HGPC 细胞的炎症损伤，其作用机制可能与阻滞 TLR4/NF-κB 信号通路信号转导有关。
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Dihydroartemisinin Improves High Glucose- Stimulated Podiatocyte Dysfunction by Inhibiting TLR4/
NF- κB Signaling Pathway
ZHANG Yun1，CHEN Xiaoqing2，LI Yueting1，SHI Shuhan1，LIN Changda1（1. Department of Nephrology，the Second
Affiliated Hospital of Fujian Medical University，Quanzhou 362000 Fujian，China；2. Department of Rheumatology
and Immunology，the Second Affiliated Hospital of Fujian Medical University，Quanzhou 362000 Fujian，China）
Abstract：Objective To investigate the effects of dihydroartemisinin on D-glucose-induced inflammation，proliferation，
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糖尿病肾病是糖尿病常见的微血管并发症之

一，同时也是导致慢性终末期肾病的主要原因。糖

尿病肾病是一个多因素疾病，发病率和致死率一直

居高不下，严重影响患者的生活质量。目前临床上

主要采用控制血糖、控制血脂和降蛋白尿等对症性

的治疗药物，但治疗效果并不理想且预后差，因

此，寻找新的治疗药物成为广大学者研究的热

点 [1- 2]。中医将糖尿病肾病归属于“消渴”“水肿”

“虚劳”“关格”等范畴，主要与肺、胃、肾等相

关，其致病机理主要以阴虚为本，燥热为标，治疗

应以补虚为本，祛瘀为辅，化滞为助[3]。中药青蒿功

能退虚热、凉血、兼透散，其提取物双氢青蒿素是

青蒿素的主要活性代谢产物，早期主要用于抗疟

疾。近年来，许多研究[4]证明双氢青蒿素在抗炎、免

疫调节等方面具有重要作用。梁春娜等[5]研究表明双

氢青蒿素可延缓肾脏纤维化，发挥肾脏保护作用。

但目前双氢青蒿素治疗糖尿病肾病的作用机制尚不

十分明确。

Toll样受体4（Toll-like receptor 4，TLR4）/核因子

κB（nuclear factor κB，NF-κB）信号通路是调控炎症反

应的关键通路，可通过激活大量的促炎、趋化因

子，引起慢性炎症发生，在糖尿病肾病的发生与发

展中发挥重要作用。Zhu等[6]研究发现，小檗碱通过

抑制TLR4/NF-κB信号通路降低糖尿病肾病大鼠血清

中肌酐和尿素氮的含量以缓解糖尿病肾病大鼠全身

炎症反应和肾功能损伤。另有研究[7]显示，双氢青蒿

migration and invasion of human glomerular podocytes （HGPC） by regulating Toll-like receptor 4（TLR4） / nuclear
factor-κB （NF-κB） signaling pathway. Methods HGPC cells were cultured in vitro and divided into control group
（5 mmol·L-1 D-glucose），high glucose group（30 mmol·L-1 D-glucose） and dihydroartemisinin groups（30 mmol·L-1

D-glucose +5，10，20，40 μmol·L-1 dihydroartemisinin）， the appropriate concentration of dihydroartemisinin was
screened. The cells were then divided into control group，high glucose group，dihydroartemisinin group（30 mmol·L-1

D- glucose + 20 μmol ·L- 1 dihydroartemisinin）， inhibitor group （30 mmol ·L- 1 D- glucose + 5 μmol ·L- 1 NF-κB
inhibitor BAY11-7082），dihydroartemisinin + inhibitor group（30 mmol·L-1 D-glucose + 20 μmol·L-1 dihydroartemisinin
+5 μmol ·L- 1 BAY11-7082）， and dihydroartemisinin + activator group （30 mmol ·L- 1 D-glucose + 20 μmol ·L- 1

dihydroartemisinin+1 μmol·L-1 NF-κB activator Prostratin） and intervened for 24 hours. Cell counting kit-8（CCK-
8）was used to detect cell viability. The expression levels of interleukin-1β and interleukin-8 were detected by enzyme-
linked immunosorbent assay （ELISA）. The proliferation ability of cells was detected by 5- ethynyl- 2'- deoxyuridine
（EdU）method. Cell migration and invasion ability were detected by Transwell cell assay. The expression levels of
CyclinD1，matrix metalloproteinase-9（MMP-9）and TLR4/NF-κB pathway related proteins were detected by Western
Blot（WB）. Results CCK-8 assay showed that 20 μmol·L-1 dihydroartemisinin，which had the best effect in restoring
viability of D-glucose HGPC cells，was selected for the follow-up experiment. Compared with the control group，cell
proliferation rate and the relative expression of CyclinD1 protein in the hyperglycemic group were significantly decreased
（P＜0.05），while migration number， invasion number， the relative expression of inflammatory factors （IL-1β and
IL-8），MMP-9，TLR4 and phosphorylated（p）-NF-κB p65 were significantly increased（P＜0.05）. Dihydroartemisinin
and BAY11-7082 significantly inhibited the above effects of D-glucose on HGPC cells in dihydroartemisinin group，
inhibitor group，dihydroartemisinin + inhibitor group and dihydroartemisinin + activator group （P＜0.05）. Compared
with dihydroartemisinin group， BAY11- 7082 in the dihydroartemisinin + inhibitor group enhanced the effect of
dihydroartemisinin on D-glucose- induced HGPC cells （P＜0.05）， while Prostratin in the dihydroartemisinin +
activator group weakened the effect of dihydroartemisinin on D-glucose-induced HGPC cells （P＜0.05）. Conclusion
Dihydroartemisinin can inhibit the migration and invasion of D- glucose- induced HGPC cells， promote their
proliferation，and effectively improve the inflammatory damage of D-glucose-stimulated HGPC cells. The mechanism of
action may be related to blocking TLR4/NF-κB signaling pathway.
Keywords：diabetic nephropathy；human glomerular podocyte；D-glucose；dihydroartemisinin；Toll-like receptor
4/nuclear factor-κB signaling pathway（TLR4/NF-κB）；inflammation；proliferation；migration；invasion
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素通过阻滞 TLR4/NF-κB通路转导抑制小胶质BV-2
细胞炎症因子的释放，发挥其神经炎症性疾病的治

疗作用。但目前未见有关双氢青蒿素通过调节TLR4/
NF-κB信号通路对高糖刺激的足细胞功能障碍影响

的研究。因此，本研究利用D-葡萄糖诱导人肾小球

足细胞HGPC构建体外糖尿病肾病细胞损伤模型，

探讨双氢青蒿素通过干预 TLR4/NF-κB信号通路对

D-葡萄糖诱导的人肾小球足细胞HGPC细胞炎症、

增殖、迁移和侵袭的影响，以期为糖尿病肾病相关

机制研究与预防治疗提供更多的体外数据支撑。

1 材料与方法
1.1 细胞株 人肾小球足细胞HGPC，购自青旗（上海）

生物技术发展有限公司。

1.2 主要药品及试剂 双氢青蒿素（纯度≥98%）、D-
葡萄糖（纯度≥98%）、NF-κB 通路抑制剂 BAY11-
7082，上海源叶生物科技有限公司，批号分别为：

Y29J11C117004、330U022、 J07HS173399；NF-κB
通路激活剂 Prostratin，美国 Sigma 公司，批号：

0000112801；胎牛血清，美国 Gibco 公司，批号：

2176404；DMEM-F12培养基，北京索莱宝生物科技

公司，批号： 20211223；细胞计数试剂盒 8（cell
counting kit-8，CCK-8），上海翌圣科技有限公司，

批号：C6205060；酶联免疫吸附试验（enzyme-linked
immunoassay，ELISA）检测试剂盒，上海茁彩生物科

技有限公司，批号：Mar2022；5-乙炔基-2'脱氧尿嘧

啶核苷（5- ethynyl- 2'- deoxyuridine，EdU）试剂盒、

RIPA裂解液，上海碧云天生物技术有限公司，批号

分别为：042621211123、051322220531；0.1%结晶

紫水溶液、基质胶，北京索莱宝科技有限公司，

批号分别为：20220318、20210435；鼠抗人周期蛋

白D1（CyclinD1）、基质金属蛋白酶 9（matrix metallo⁃
proteinase，MMP-9）、TLR4、NF-κB p65、磷酸化

（phosphorylation，p）-NF-κB p65及β-actin一抗、辣

根过氧化物酶标记的山羊抗鼠 IgG（二抗），武汉三

鹰生物技术有限公司，批号分别为： 10016419、
10024418、 10025319、 10021394、 09、 10021787、
20000374。
1.3 主要仪器 WMS-1033型倒置荧光显微镜，上海

无陌光学仪器有限公司；Infinite F200型Spark多功能

酶标仪，帝肯（上海）贸易有限公司；311型二氧化碳

培养箱，赛默飞世尔科技；ZF-288型凝胶成像系

统，上海金鹏分析仪器有限公司。

1.4 HGPC 细胞培养 复苏人HGPC细胞，加入适量

DMEM-F12培养基（含 10%胎牛血清和 1%青-链霉

素），置于37℃、5% CO2培养箱中培养，隔2～3 d更
换1次培养液，待细胞贴壁后生长密度达到80%以上

时进行细胞传代，选取对数期生长细胞用于实验。

1.5 CCK-8 法检测细胞活力 将HGPC细胞以每孔

5×103个的密度接种于 96孔板，分为对照组、高糖

组、不同浓度双氢青蒿素组。对照组用 5 mmol·L-1

D-葡萄糖干预24 h；高糖组用30 mmol·L-1 D-葡萄糖

刺激HGPC细胞24 h构建体外炎症模型[8] ，再加入千

分之一DMSO处理 24 h；不同浓度双氢青蒿素组用

30 mmol·L-1 D-葡萄糖刺激HGPC细胞 24 h，再用不

同浓度5、10、20、40 μmol·L-1双氢青蒿素分别处理

24 h。药物孵育 24 h后每孔加入 10 μL CCK-8溶液，

混匀，在37 ℃、5% CO2培养箱中孵育培养2 h，在酶

标仪上检测各孔细胞在 450 nm处的光密度（OD）值。

细胞活力（%）=（高糖组或不同浓度双氢青蒿素组OD
值/对照组OD值）×100%。

1.6 分组及给药 根据CCK-8实验结果选出20 μmol·L-1

双氢青蒿素用于后续实验。随后将细胞分为对照

组、高糖组、双氢青蒿素组、抑制剂组、双氢青蒿

素＋抑制剂组和双氢青蒿素＋激活剂组。对照组、

高糖组干预同“1.5”项下；双氢青蒿素组先用

30 mmol·L-1 D-葡萄糖干预24 h，再加入20 μmol·L-1

双氢青蒿素处理24 h；抑制剂组先用30 mmol·L-1 D-
葡萄糖干预24 h[9]，再加入5 μmol·L-1 BAY11-7082处
理24 h；双氢青蒿素+抑制剂组是在双氢青蒿素组的

基础上同时加 5 μmol·L-1 BAY11-7082处理 24 h；双

氢青蒿素+激活剂组是在双氢青蒿素组的基础上同时

加1 μmol·L-1 Prostratin[10] 处理24 h，于37 ℃，5% CO2

培养箱中培养。每组设置3个复孔。

1.7 ELISA 试剂盒检测 HGPC 细胞炎症因子表达水平

将细胞按每孔5×103个接种于96孔板上，每孔100 μL，
分组及给药方法同“1.6”项下。分别按照白细胞介

素（IL）-1β和 IL-8试剂盒说明书操作步骤，测定细胞

炎症因子 IL-1β和 IL-8的表达情况。

1.8 EdU 法测定 HGPC 细胞的增殖能力 将细胞按

每孔5×103个接种于12孔板中，每孔100 μL，分组及

给药方法同“1.6”项下。去除培养液，用0.5 mL 4%
多聚甲醛固定，室温 15 min，用 0.5 mL 3% BSA洗涤

3 次；用 0.5 mL 0.3% TritonX-100 进行通透，室温

10 min，再用 BSA 洗涤 3 次； 12 孔板中每孔加

200 μL Click反应液（现配现用），室温避光孵育30 min，
3% BSA洗涤3次去除Click反应液；每孔加入0.5 mL
Hoechst，室温避光孵育 10 min；再用 3% BSA洗涤
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3次去除Hoechst；装片，荧光显微镜拍照，用 ImageJ
1.8.0软件处理图片。以EdU阳性染色细胞数（红色）

占总细胞数（蓝色）的百分比表示细胞增殖率。

1.9 Transwell 小室法检测 HGPC 细胞的迁移和侵袭

能力 将细胞按每孔5×103个接种于24孔板中，每孔

1 mL，分组及给药方法同“1.6”项下。迁移实验：

在Transwell小室的上室中，每孔加 200 μL无血清的

细胞悬液，下室加入 600 μL 含有 10% FBS 的培养

基；继续培养 24 h 后，取出 Transwell 小室，弃上

清， PBS清洗后，4%甲醇固定 30 min；晾干后，用

0.1%结晶紫染色 10 min，PBS清洗 3次。侵袭实验：

小室需用先用基质胶处理，即取-20 ℃保存的基质胶

放4 ℃过夜融化，用无FBS培养基稀释基质胶浓度至

1 mg·mL-1，每小室加入 100 μL基质胶稀释液，置于

37 ℃、5% CO2培养箱培养5 h，使其呈干胶状，之后

进行与迁移实验相同的步骤。在显微镜下观察拍

照，每孔随机选 5个不同区域。用 ImageJ 1.8.0分析

软件计算迁移或侵袭细胞数。

1.10 蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测 HGPC
细胞相关蛋白表达水平 将细胞按照每孔2×105个接

种于 6 孔板中，每孔 2 mL，分组及给药方法同

“1.6”项下。用RIPA裂解液冰上裂解细胞，收集细

胞裂解混合液，于4 ℃离心机上以12 000 r·min-1的转

速离心 15 min，离心半径为 8 cm，收集上清液，于

100 ℃水浴锅中高温变性20 min。按照待检测蛋白分

子量配置适宜浓度分离胶和 5%浓缩胶，每孔 20 μL
点样后进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳。

电泳结束后进行转膜，转膜结束后用5%脱脂牛奶封

闭2 h，三羟甲基氨基甲烷-盐酸-吐温清洗后参照抗

体说明书加入一定稀释比例的一抗（CyclinD1、MMP-9、
TLR4、NF-κB p65、p-NF-κB p65及 β-actin），4 ℃
过夜孵育；TBST洗涤后加入二抗（1：2 000），室温

摇床孵育2 h，TBST后均匀滴加显影液，使用凝胶成

像系统拍照记录。蛋白灰度值用G表示，蛋白相对表

达量=G目的蛋白/G内参蛋白β-actin。

1.11 统计学处理方法 采用SPSS 26.0软件进行统计

分析，计量资料以均数 ±标准差（x ± s）表示，图片采

用GraphPad Prism 8.0软件处理，以 ImageJ 1.8.0软件

计算侵袭、迁移细胞数和蛋白灰度值。多组间比较

采用单因素方差分析；两组间比较，符合正态分布

且方差齐时，采用Dunnett’s t检验；不符合正态分布

时，采用秩和检验。P＜0.05表示差异具有统计学

意义。

2 结果
2.1 双氢青蒿素对 D-葡萄糖诱导的 HGPC 细胞活力

的影响 见图1。与对照组比较，高糖组细胞活力明

显降低（P＜0.05）；与高糖组比较，5 μmol·L-1双氢青

蒿素组的差异无统计学意义（P＞0.05），而 10、20、
40 μmol·L-1双氢青蒿素组HGPC细胞活力明显增加

（P＜0.05），其中 20 μmol · L- 1 浓度双氢青蒿素组

HGPC细胞活力恢复效果较好，所以选择20 μmol·L-1

为双氢青蒿素最适浓度用于后续实验。

细
胞
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力
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120

80

40

0

*
#

# #

对照组 高糖组 5 10 20 40
双氢青蒿素/（μmol·L-1）

注：与对照组比较，
*
P＜0.05；与高糖组比较，#P＜0.05

图 1 不同浓度双氢青蒿素对 D-葡萄糖诱导的 HGPC 细胞

活力的影响（x ± s，n=3）
Figure 1 Effect of different concentrations of dihydroartemisinin
on the viability of HGPC cells induced by D- glucose（x ± s，

n=3）
2.2 双氢青蒿素通过阻滞 TLR4/NF-κB 通路抑制

D-葡萄糖诱导的 HGPC 细胞炎症反应 见图 2。与

对照组比较，高糖组细胞炎症因子 IL-1β和 IL-8表

达水平明显升高（P＜0.05）。与高糖组比较，双氢青

蒿素组、抑制剂组、双氢青蒿素＋抑制剂组及双氢

青蒿素+激活剂组细胞炎症因子 IL-1β和 IL-8表达水

平明显降低（P＜0.05）。与双氢青蒿素组比较，双氢

青蒿素＋抑制剂组细胞炎症因子 IL-1β和 IL-8表达

水平明显降低（P＜0.05），双氢青蒿素＋激活剂组细

胞炎症因子 IL-1β 和 IL-8 表达水平明显升高（P＜

0.05）。以上说明，双氢青蒿素可通过阻滞 TLR4/
NF-κB 通路抑制 D-葡萄糖诱导的 HGPC 细胞炎症

反应。

2.3 双氢青蒿素通过阻滞 TLR4/NF-κB 通路逆转 D-
葡萄糖诱导的 HGPC 细胞增殖能力下降 见图3。与

对照组比较，高糖组细胞增殖率明显降低（P＜

0.05）。与高糖组比较，双氢青蒿素组、抑制剂组、

双氢青蒿素＋抑制剂组及双氢青蒿素+激活剂组细胞

增殖率明显升高（P＜0.05）。与双氢青蒿素组比较，

双氢青蒿素+抑制剂组细胞增殖率明显升高（P＜0.05），
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双氢青蒿素＋激活剂组细胞增殖率明显降低（P＜

0.05）。以上说明，双氢青蒿素可通过阻滞TLR4/NF-κB
通路改善D-葡萄糖诱导的HGPC细胞增殖能力下降。

2.4 双氢青蒿素通过阻滞 TLR4/NF-κB 通路抑制

D-葡萄糖诱导的 HGPC 细胞迁移能力 见图 4。与

对照组比较，高糖组细胞迁移数明显升高（P＜

0.05）。与高糖组比较，双氢青蒿素组、抑制剂组、

双氢青蒿素＋抑制剂组及双氢青蒿素＋激活剂组细

胞迁移数明显降低（P＜0.05）。与双氢青蒿素组比

较，双氢青蒿素＋抑制剂组细胞迁移数明显降低

（P＜0.05），双氢青蒿素＋激活剂组细胞迁移数明显

升高（P＜0.05）。以上说明，双氢青蒿素可通过阻滞

TLR4/NF-κB通路抑制 D-葡萄糖诱导的HGPC细胞

迁移。
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图 2 ELISA法检测各组 HGPC细胞炎症因子表达水平（x ± s，
n=3）
Figure 2 The expression levels of inflammatory factors in HGPC
cells of each group were detected by ELISA（x ± s，n=3）
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图 3 EdU法检测各组 HGPC细胞增殖能力（x ± s，n=3）
Figure 3 Detection of HGPC cell proliferation by EdU method（x ± s，n=3）

A. EdU增殖图片（×20） B. 细胞增殖率

注：与对照组比较，
*
P＜0.05；与高糖组比较，#P＜0.05；与双氢青蒿素组比较，&P＜0.05

图 4 Transwell小室法检测各组 HGPC细胞迁移能力（x ± s，n=3）
Figure 4 Migration ability of HGPC cells in each group was detected by Transwell chamber method（x ± s，n=3）
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2.5 双氢青蒿素通过阻滞 TLR4/NF-κB 通路抑制 D-
葡萄糖诱导的 HGPC 细胞侵袭能力 见图 5。与对

照组比较，高糖组细胞侵袭数明显升高（P＜0.05）。

与高糖组比较，双氢青蒿素组、抑制剂组、双氢青

蒿素＋抑制剂组及双氢青蒿素＋激活剂组细胞侵袭

数明显降低（P＜0.05）。与双氢青蒿素组比较，双氢

青蒿素＋抑制剂组细胞侵袭数明显降低（P＜0.05），

双氢青蒿素＋激活剂组细胞侵袭数明显升高（P＜

0.05）。以上说明，双氢青蒿素可通过阻滞TLR4/NF-κB
通路抑制D-葡萄糖诱导的HGPC细胞侵袭。

2.6 双氢青蒿素通过阻滞 TLR4/NF-κB 通路对 D-葡

萄糖诱导的 HGPC 细胞 CyclinD1 及 MMP-9 蛋白

的影响 见图6。与对照组比较，高糖组细胞CyclinD1
蛋白相对表达量明显降低（P＜0.05），MMP-9蛋白相

对表达量明显升高（P＜0.05）。与高糖组比较，双氢

青蒿素组、抑制剂组、双氢青蒿素＋抑制剂组及双

氢青蒿素＋激活剂组细胞CyclinD1蛋白相对表达量

明显升高（P＜0.05），MMP-9蛋白相对表达量明显降

低（P＜0.05）。与双氢青蒿素组比较，双氢青蒿素＋

抑制剂组细胞 CyclinD1 蛋白相对表达量明显升高

（P＜0.05），MMP-9蛋白相对表达量明显降低（P＜

0.05）；双氢青蒿素＋激活剂组CyclinD1蛋白相对表

达量明显降低（P＜0.05），MMP-9蛋白相对表达量明

显升高（P＜0.05）。以上说明，双氢青蒿素可通过阻

滞 TLR4/NF-κB通路升高 CyclinD1蛋白表达、降低

MMP-9蛋白表达。

2.7 双氢青蒿素抑制 D-葡萄糖诱导的 HGPC 细胞

中 TLR4/NF-κB 通路活化 见图7。各实验组NF-κB
p65蛋白表达水平无明显变化（P＞0.05）。与对照组

比较，高糖组TLR4和p-NF-κB p65蛋白相对表达量

明显升高（P＜0.05）。与高糖组比较，双氢青蒿素

组、抑制剂组、双氢青蒿素＋抑制剂组及双氢青蒿

素+激活剂组细胞 TLR4和 p-NF-κB p65蛋白相对表

达量明显降低（P＜0.05）。与双氢青蒿素组比较，双

氢青蒿素+抑制剂组细胞 TLR4和 p-NF-κB p65蛋白

相对表达量明显降低（P＜0.05），双氢青蒿素+激活剂

组 TLR4和 p-NF-κB p65蛋白相对表达量明显升高

（P＜0.05）。
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图 5 Transwell小室法检测各组 HGPC细胞侵袭能力（x ± s，n=3）
Figure 5 Detection of HGPC cell invasion ability by Transwell chamber method（x ± s，n=3）

A. HGPC细胞迁移（×20） B. 各组HGPC细胞侵袭能力
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注：与对照组比较，
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P＜0.05；与高糖组比较，#P＜0.05；与双氢青蒿素组比较，&P＜0.05

图 6 蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测各组 HGPC细胞 CyclinD1和 MMP-9蛋白表达水平（x ± s，n=3）
Figure 6 Protein expression levels of CyclinD1 and MMP-9 in HGPC cells of each group were detected by WB method（x ± s，n=3）
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图 7 蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测各组 HGPC细胞 TLR4/NF-κB通路相关蛋白表达水平（x ± s，n=3）
Figure 7 The expression levels of TLR4/NF-κB pathway-related proteins in HGPC cells of each group were detected by Western Blot
method（x ± s，n=3）

A. TLR4、NF-κB p65和p-NF-κB p65的蛋白条带图 B. 各组TLR4、NF-κB p65和p-NF-κB p65蛋白相对表达水平

3 讨论
糖尿病肾病是由糖尿病演化而来，主要以持续

性高血糖、蛋白尿和肾功能逐渐丧失为主要临床症

状。糖尿病肾病是一种多因素疾病，其发生受多种

致病因素的影响。足细胞是位于肾小球基底膜外侧

的一种高度分化的细胞，是肾小球滤过屏障的主要

组成部分，当机体受到外界环境刺激时，炎症介质

大量释放，肾小球足细胞形态结构和功能发生损

伤，致使肾小球滤过屏障受损，滤过率降低，因此

肾小球足细胞损伤在糖尿病肾病的发生中起着重要

作用[11-13]。CyclinD1是与细胞增殖相关的蛋白，可反

映细胞的增殖能力 [14]；MMP-9蛋白是与细胞迁移、

侵袭相关的蛋白，可反映细胞迁移、侵袭能力[15]。相

关研究[16]显示，肾小球足细胞在高糖条件下，存活性

和增殖能力下降，迁移率升高，肾脏功能发生损

伤。本研究以 30 mmol·L-1 D-葡萄糖刺激HGPC细

胞，结果发现，30 mmol·L-1 D-葡萄糖可明显增加炎

症因子 IL-1β和 IL-8的释放量；同时细胞功能实验

发现，30 mmol·L-1 D-葡萄糖能明显抑制HGPC细胞

活性、增殖率和CyclinD1蛋白表达水平，增加迁移

数、侵袭数和 MMP-9 蛋白的表达水平，说明

30 mmol·L-1 D-葡萄糖刺激能诱导HGPC细胞炎症、

迁移和侵袭，抑制其细胞活性和增殖，提示体外糖

尿病肾病模型构建成功。

中医对糖尿病肾病认识最早，并根据其临床症

状及病机不同将糖尿病肾病分为 “消瘅”“肺消”

“膈消”“消中”等。中医认为糖尿病肾病实质是排

熵不畅或产熵过多所导致的动态平衡被打破，治疗

则应从帮助机体排出积熵并恢复失调的负熵化机制

为主要原则[17]。双氢青蒿素是青蒿素在体内的主要活

性成分，具有抗肿瘤抗疟疾、抗炎、抗纤维化等多

种药理作用。双氢青蒿素因其具有分布广、吸收

快、毒性小的特点受到人们越来越多的重视[18]。有研

究[19]发现，双氢青蒿素通过改善糖尿病大鼠糖脂代谢

紊乱和胰岛素抵抗，减缓大鼠糖尿病的发展进程。

另有研究[20]发现，双氢青蒿素通过抑制肾脏病大鼠肾

脏上皮细胞间质转化，改善了肾脏病大鼠肾脏组

织学结构和肾脏纤维化。本研究采用 5、10、20、
40 μmol·L-1浓度双氢青蒿素干预 D-葡萄糖诱导的

HGPC细胞，结果发现，20 μmol·L-1浓度的双氢青蒿

素对 D-葡萄糖诱导的 HGPC 细胞活性恢复效果最

好，因此选择 20 μmol·L-1为双氢青蒿素最适作用浓

度用于后续实验。后续实验中，双氢青蒿素能促进

D-葡萄糖诱导的HGPC细胞增殖率和 CyclinD1蛋白

相对表达水平，抑制其炎症因子（IL-1β和 IL-8）水平、

迁移数、侵袭数和MMP-9蛋白的表达水平，说明双

氢青蒿素能增加D-葡萄糖诱导的HGPC细胞增殖，

抑制其炎症、迁移和侵袭，提示双氢青蒿素能缓解

D-葡萄糖刺激对HGPC细胞造成的炎症和功能损伤。

TLR4/NF-κB信号通路是调控机体氧化应激、炎

症反应和细胞增殖与迁移的重要途径，TLR4是NF-κB
上游的重要转录因子，TLR4活化可致使NF-κB从细

胞质进入细胞核，激活 p-NF-κB蛋白的产生，使得

p-NF-κB/NF-κB蛋白表达比值升高，进而启动下游

程序进行目标基因的转录，参与细胞的增殖、迁移

及侵袭 [21]。NF-κB p65是NF-κB较为常见的一类亚

基，其蛋白表达的激活是促进疾病进展的关键[22]。Qi
等[23]研究发现，淫羊藿苷通过降低TLR4和 p-NF-κB
p65蛋白的表达，可降低糖尿病肾病小鼠肾血清中和

脏组织中炎症因子的释放，改善其肾脏病理变化和
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功能损伤。杨宁等[24]报道双氢青蒿素通过减少TLR4
和 p-NF-κB蛋白表达，减轻失血性休克大鼠肺部病

理改变和功能损伤。但是双氢青蒿素是否通过调控

TLR4/NF-κB通路活性对糖尿病肾病的影响鲜有报

道。因此，本研究探讨了双氢青蒿素对D-葡萄糖诱

导的HGPC细胞 TLR4/NF-κB通路关键蛋白的影响，

结果发现，D-葡萄糖诱导的HGPC细胞后，HGPC细

胞内 TLR4和 p-NF-κB p65蛋白表达水平明显升高，

说明 D-葡萄糖能激活 D-葡萄糖诱导HGPC细胞内

TLR4/NF-κB信号通路。用双氢青蒿素干预D-葡萄

糖诱导 HGPC 细胞，结果发现，双氢青蒿能抑制

HGPC细胞内 TLR4和 p-NF-κB p65表达水平，说明

双氢青蒿素能抑制 TLR4和 p-NF-κB p65蛋白的表

达，随后在双氢青蒿素的基础上联合应用TLR4/NF-
κB通路抑制和 BAY11-7082和激活剂 Prostratin，结

果发现BAY11-7082增强了双氢青蒿素对D-葡萄糖

诱导HGPC细胞的保护作用，而Prostratin则削弱了双

氢青蒿素对D-葡萄糖诱导HGPC细胞的保护作用。

以上结果说明双氢青蒿素通过阻滞TLR4/NF-κB信号

通路转导促进D-葡萄糖诱导HGPC细胞增殖，并抑

制其炎症、迁移和侵袭，以缓解 D-葡萄糖刺激对

HGPC细胞造成的损伤。

综上所述，D-葡萄糖能够诱导 HGPC 细胞炎

症、迁移和侵袭，并抑制其增殖，而双氢青蒿素对

D-葡萄糖诱导的HGPC细胞炎症和功能损伤发挥抑

制作用，其作用机制可能与阻滞TLR4/NF-κB通路信

号转导相关。但是本研究仅在TLR4/NF-κB信号通路

上进行炎症和细胞功能方面的研究，是否还存在其

他通路参与糖尿病肾病的生物学行为有待进一步研

究。此外，本研究仅为体外实验研究，下一步将更

深入地进行体内实验验证，为双氢青蒿素的临床应

用提供更有力的参考。
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