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雷公藤甲素通过抑制TLR4基因对糖尿病肾病足细胞的保护作用

李乔，张博

(中国中医科学院广安门医院南区内分泌科，北京 102618)

[摘　要]	 目的：研究雷公藤甲素对糖尿病肾病足细胞的保护作用及作用机制。方法：体外培养永生化小鼠

肾小球足细胞，以高糖刺激足细胞诱导足细胞损伤，雷公藤甲素进行干预，采用qRT-PCR技术和

蛋白质印迹法检测雷公藤甲素对高糖诱导的足细胞中Toll样小体4(Toll-l ike receptor 4，TLR4)表

达水平的影响，采用慢病毒感染过表达TLR4，qRT-PCR和蛋白质印迹法检测感染效果，噻唑蓝

比色法(MTT)检测各组足细胞增殖能力，流式细胞仪检测各组足细胞凋亡情况；酶联免疫吸附法

(ELISA)检测各组足细胞培养上清液中IL -6和TNF-α的含量。结果：qRT-PCR和蛋白质印迹法检测

结果显示雷公藤甲素下调高糖诱导的足细胞中TLR4的表达；MTT结果显示雷公藤甲素增加高糖诱

导的足细胞的增殖活力；流式细胞术检测结果显示雷公藤甲素抑制高糖诱导的足细胞凋亡；ELISA

检测结果显示雷公藤甲素抑制高糖诱导的足细胞分泌IL -6和TNF-α；过表达TLR4逆转雷公藤甲素

对高糖诱导的足细胞保护作用。结论：雷公藤甲素能够通过抑制TLR4对糖尿病肾病足细胞起保护

作用。
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Protective effect of triptolide on podocytes of diabetic 
nephropathy by inhibiting TLR4 gene

LI Qiao, ZHANG Bo

(Department of Endocrine, South District of Guang’anmen Hospital of China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 102618, China)

Abstract Objective: To investigate the protective effect and mechanism of triptolide on diabetic nephropathy podocytes. 

Methods: The immortalized glomerular podocytes of mice were cultured in vitro, and stimulating podocytes to 

induce podocyte injury with high glucose. Triptolide was intervened by real-time quantitative PCR (qRT-PCR) 

and Western blotting. The effect of triptolide on the expression of Toll-like receptor 4 (TLR4) in podocytes 

induced by high glucose were detected by qRT-PCR and Western blotting. The overexpressed TLR4 were 

infected by lentivirus, and the infection effect was detected by qRT-PCR and Western blotting. The proliferation 

of podocytes in each group was detected by MTT. Flow cytometry was used to detect the apoptosis of podocytes 

in each group. The levels of IL-6 and TNF-α in the culture supernatant of podocytes of each group were detected 

by ELISA. Results: qRT-PCR and Western blotting showed that triptolide down-regulated the expression of 
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糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)是一种

常见的糖尿病慢性并发症，目前是终末期肾病的第

二大原因，可造成肾严重损伤[1]。足细胞是一种终

末分化的内脏肾小球上皮细胞，在维持肾小球滤过

屏障的结构和功能完整性方面起重要作用。糖尿病

肾病的早期病理变化主要包括足细胞损伤、脱离和

凋亡 [2-3]。目前临床上糖尿病肾病患者的治疗选择

非常有限，主要包括严格控制血糖，低蛋白饮食，

使用血管紧张素II1型(AT1)受体拮抗剂，血管紧张

素II转换酶抑制剂以及其他药物[4]。缺乏有效的治

疗药物保护细胞免于凋亡。雷公藤甲素(triptolide)
是从卫矛科植物雷公藤中提取的有效活性单体，具

有抗炎、抗氧化和免疫抑制等作用[5]。目前雷公藤

甲素在糖尿病肾病中研究已成为广大学者的研究

热点[6]，然而糖尿病肾病足细胞保护作用及其作用

机制鲜见报道。糖尿病肾病的发病机制涉及很多方

面，包括糖脂代谢紊乱、血流动力学异常、炎症介

质释放等[7]。Toll样小体4(Toll-like receptor，TLR4)
是在天然免疫过程中发挥重要作用的一类蛋白质分

子，目前关于TLR4在糖尿病肾病中的功能逐渐被

发掘[8]。最近有研究[9]显示：雷公藤甲素对TLR4介

导的糖尿病性心肌病心肌纤维化自身免疫和炎症

反应起保护作用，提示雷公藤甲素可能具有调节

TLR4的功能。因此本实验以高糖诱导足细胞模拟

糖尿病肾病体外模型，探讨雷公藤甲素对糖尿病肾

病足细胞的保护作用及机制。

1  材料与方法

1.1  材料

永 生 化 小 鼠 肾 小 球 足 细 胞 购 自 美 国 ATC C 细

胞库；雷公藤甲素(纯度>99%)购自上海融禾医药

科技发展有限公司；R PM I  1 6 4 0培养基购自美国

Hyclone公司；胰蛋白酶、胎牛血清购自杭州四季

青公司；MTT试剂、二甲基亚砜购自美国Sigma公

司；TRIzol试剂购自美国Inv itrogen公司；反转录

试剂盒、SYBR Prime Ex Taq试剂盒购自大连宝生

物生物工程有限公司；蛋白质印迹法检测所需试

剂购自上海碧云天生物技术研究所；TLR4抗体、

G APDH抗体、二抗购自美国Cell  Signaling公司；

AnnexinV-FITC/PI凋亡检测试剂盒购自广州贝博生

物科技有限公司；IL -6，TNF-α ELISA检测试剂盒

购自美国R&D公司。

1.2  细胞培养

肾小球足细胞培养在含10%胎牛血清的RPMI-
1640培养基中，放置到CO2体积分数为5% 37 ℃培

养箱中培养，待足细胞分化成熟后进行后续实验。

足 细 胞 分 组 如 下 ： 含 5 . 3  m m o l / L 葡 萄 糖

的 R P M I - 1 6 4 0 培 养 基 培 养 4 8  h 为 C o n t r o l 组 ； 含 
30 mmol/L葡萄糖的RPMI-1640培养基培养48 h为

HG组；含30 mmol/L葡萄糖和8 ng/mL雷公藤甲素

的RPMI-1640培养基培养48 h为HG+TP组；足细胞

感染TLR4过表达对照后以含30 mmol/L葡萄糖和  
8 ng/mL雷公藤甲素的RPMI-1640培养基培养48 h
为HG+TP+NC组；足细胞感染TLR4过表达载体质

粒后以含30 mmol/L葡萄糖和8 ng/mL雷公藤甲素

的RPMI-1640培养基培养48 h为HG+TP+TLR4组。

1.3   qRT-PCR检测各组足细胞中TLR4基因mRNA
的相对表达水平

收集干预4 8  h后各组足细胞，采用T R I z o l试
剂提取各组足细胞中总R NA，使用反转录试剂盒

将R NA反转录成cDNA，参照S YBR Pr ime E x  Taq
试剂盒说明书进行qRT-PCR检测。TLR4正向引物

5'- CA AG A ACATAG ATCTG AGCTTCA ACCC -3'，
反向引物5 ' - G CTGTCC A ATAG G G A AG CT T TCT-
AGAG-3'。β-actin正向引物5'-GGGAAATCGTGCGT-
GACATTAAG-3'，反向引物5'-TGTGTTGGCGTACAGG-
TCTTTG-3'。反应程序设为：94 ℃ 5 min，共1个循

环，94 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 20 s，共40个循

环。以β-act in为内参，采用2 −ΔΔCt法计算各组足细

TLR4 in podocytes induced by high glucose; MTT results showed that triptolide increased the proliferation of 

podocytes induced by high glucose; the results of cytometry showed that triptolide inhibited the apoptosis of 

podocytes induced by high glucose; ELISA results showed that triptolide inhibited the secretion of IL-6 and 

TNF-α by podocytes induced by high glucose; overexpression of TLR4 reversed the protective effect of triptolide 

on high glucose-induced podocytes. Conclusion: Triptolide can protect the podocytes of diabetic nephropathy 

by inhibiting TLR4.

Keywords triptolide; Toll-like receptor 4; diabetic nephropathy; podocyte
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胞中TLR4基因mRNA相对表达水平。

1.4   蛋白质印迹法检测各组足细胞中TLR4蛋白表

达水平

干预48 h后足细胞，使用细胞裂解液在冰上提

取各组足细胞中总蛋白。采用BCA蛋白质浓度检测

试剂盒测定蛋白质浓度，将蛋白质与加样缓冲液混

合，沸水中加热使蛋白质变性。取等量变性蛋白质

样品行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳。待

蛋白质分离后转印至硝酸纤维素膜上，在5%脱脂

奶粉封阻1 h。加入1:1 000稀释的TLR4一抗，4 ℃
孵育过夜。PBST洗膜后加1:3 000稀释的二抗，在

室温下孵育1 h。PBST洗膜后使用ECL化学发光试

剂进行显影，在暗室中使用凝胶成像系统拍照，以

Image J软件分析各条带灰度值，以GAPDH进行标

定，计算各组足细胞中TLR4蛋白相对表达水平。

1.5  MTT 法检测足细胞活力

将对数生长期的足细胞以1×104个接种于96孔

板中，于37 ℃培养箱孵育24 h。按照上述1.2方法

分组并处理细胞，48 h后向每孔细胞中加入浓度为

5 mg/mL的MTT溶液20 μL，置37 ℃培养箱中继续

孵育4 h，取出细胞培养板，除去上清培养液，再

向各孔细胞中加入二甲基亚砜1 0 0  μ L，振荡溶解 
15 min，使用全自动酶标仪测定450 nm波长处细胞

光密度值(OD值)。计算各组足细胞存活率，存活

率=实验组OD值/对照组OD值×100%。

1.6  流式细胞仪检测各组足细胞凋亡情况

处理48 h后各组足细胞以胰蛋白酶进行消化，

离心收集细胞，以PBS洗涤2次，加入适量Bingding 
Bu f f er重悬细胞，调整细胞密度至1 × 1 0 5个/ m L，

依次向细胞中加入Annex in Ⅴ-FITC染色液和PI染

液各5 μL，避光孵育20 min，立即上流式细胞仪检

测，检测结果使用Cell Quest Pro软件分析各组足细

胞凋亡率。

1 .7   E L I S A检测各组足细胞培养上清中 I L -6和
TNF-α含量

各组肾足细胞干预48 h后，分别收集细胞培养上

清液，分别使用IL-6和TNF-α ELISA检测试剂盒按照

试剂盒说明书测定上清液中IL-6和TNF-α的含量。

1.8  统计学处理

使用SPSS 21.0统计学软件对数据进行分析，

实验数据均以均数±标准差(x±s)表示，采用单因素

方差分析多组间差异，采用SNK-q检验分析两两组

间差异。以P<0.05表示差异具有统计学意义。

2  结果

2.1   雷公藤甲素对高糖诱导的足细胞中TLR4表达

的影响

q RT-P CR和蛋白质印迹法检测结果显示：与

Control组比，HG组中足细胞中TLR4 mRNA和蛋

白表达均明显上调(P<0.05)；与HG组比，HG+TP
组中足细胞中TLR4 mRNA和蛋白表达均明显下调

(P<0.05，表1，图1)。

2.2  过表达TLR4的效率验证

q R T- P C R 和 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 结 果 显 示 ：

与 H G 组比， H G + T P 组中足细胞中 T L R 4  m R N A
和 蛋 白 表 达 均 明 显 下 调 ( P < 0 . 0 5 ) ； 与 H G + T P 组

比，H G + T P + T L R 4组足细胞中T L R 4  m R N A和蛋

白 表 达 均 明 显 上 调 ( P < 0 . 0 5 ) ； 与 H G + T P 组 比 ，

HG+TP+NC组足细胞中TLR4 mRNA和蛋白表达无

明显改变(P>0.05，图2，表2)。

表1 雷公藤甲素对高糖诱导的足细胞中TLR4 mRNA和蛋

白表达的影响(x±s)
Table 1 Effect of triptolide on TLR4 mRNA and protein 

expression in podocytes induced by high glucose (x±s)

组别 TLR4 mRNA TLR4 蛋白

Control组 1.00±0.10 0.03±0.01

HG组 3.11±0.35* 0.42±0.04*

HG+TP组 1.91±0.20& 0.17±0.02&

F 58.437 167.286

P <0.001 <0.001

与Control组比，*P<0.05；与HG组比，&P<0.05

Compared with the Control group, *P<0.05; Compared with the 

HG group, &P<0.05.

图1 蛋白质印迹法检测各组足细胞中TLR4蛋白表达情况

Figure 1 TLR4 protein expression in podocytes of each group 

detected by Western blotting

Control

TLR4

GAPDH

HG HG+TP
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2.3   过表达TLR4对雷公藤甲素处理的高糖诱导的

足细胞增殖活力的影响

M T T 实 验 检 测 结 果 显 示 ： 与 H G 组 比 ，

HG+TP组中足细胞增殖活力明显升高(P<0.05)；

与HG+TP组比，HG+TP+TLR4组足细胞增殖活力

明显降低(P<0.05)；与HG+TP组比，HG+TP+NC
组足细胞增殖活力无明显改变(P>0.05，表3)。

2.4  过表达 TLR4 对雷公藤甲素处理的高糖诱导的

足细胞凋亡的影响

流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 显 示 ： 与 H G 组 比 ，

HG+TP组中足细胞凋亡率明显降低(P<0.05)；与

HG+TP组比，HG+TP+TLR4组足细胞凋亡率明显

升高(P<0.05)；与HG+TP组比，HG+TP+NC组足

细胞凋亡率无明显改变(P>0.05，表3，图3)。

2.5  过表达 TLR4 对雷公藤甲素处理的高糖诱导的

足细胞分泌 IL-6 和 TNF-α 的影响

E L I S A 检测结果显示：与 H G 组比， H G + T P

组 中 足 细 胞 分 泌 I L - 6 和 T N F - α 的 量 明 显 降 低

(P<0.05)；与HG+TP组比，HG+TP+TLR4组足细

胞分泌 I L - 6 和 T N F - α 的量明显升高 ( P < 0 . 0 5 ) ；与

H G + T P 组比， H G + T P + N C 组足细胞分泌 I L - 6 和

TNF-α的量无明显改变(P>0.05，表4)。

表3 各组足细胞存活率与凋亡率比较(x±s)
Table 3 Comparison of proliferation and apoptotic rate of 

podocytes in each group (x±s)

组别 存活率/% 凋亡率/%

HG组 38.69±4.02 16.18±2.24

HG+TP组 52.37±5.16* 6.65±1.02*

HG+TP+NC组 52.79±5.61 6.58±0.96

HG+TP+TLR4组 34.55±4.01& 17.14±2.11&

F 16.041 35.468

P 0.001 <0.001

与HG组比，*P<0.05；与HG+TP组比，&P<0.05。

Compared with the HG group, *P<0.05; compared with the 

HG+TP group, &P<0.05.

图3 流式细胞仪检测各组足细胞凋亡率

Figure 3 Apoptosis rate of podocytes in each group detected by flow cytometry
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HG+TP+TLR4

表2 过表达TLR4对足细胞中TLR4 mRNA和蛋白表达的

影响(x±s)
Table 2 Effect of overexpression of TLR4 on TLR4 mRNA 

and protein expression in podocytes (x±s)

组别 TLR4 mRNA TLR4 蛋白

HG组 1.00±0.09 0.42±0.04

HG+TP组 0.63±0.06* 0.17±0.02*

HG+TP+NC组 0.61±0.06 0.18±0.02

HG+TP+TLR4组 1.52±0.16& 0.47±0.05&

F 53.301 60.571

P <0.001 <0.001

与HG组比，*P<0.05；与HG+TP组比，&P<0.05。

Compared with the HG group, *P<0.05; compared with the 

HG+TP group, &P<0.05.

图2 蛋白质印迹法检测足细胞中TLR4蛋白表达水平

Figure 2 TLR4 protein expression in podocytes detected by 

Western blotting

TLR4

GAPDH

HG HG+TP HG+TP+NC HG+TP+TLR4
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3  讨论

糖尿病肾病是糖尿病的主要并发症之一，是全

球终末期肾病的主要原因，具有较高的致死率[10]。 
目前研究 [11]显示：糖尿病肾病的病因和发病机制

涉及多种因素，如遗传、血流动力学、高血糖造

成的代谢异常和慢性炎症因子等。最近观察到肾

小球足细胞的功能异常是糖尿病肾小球损伤发展

过程中最早发生的事件之一。糖尿病肾病患者在

早期阶段经常观察到足细胞丢失和损伤，这可能

是导致肾脏病变发展的重要原因[12-13]。足细胞位于

过滤屏障的外层，足细胞的损伤参与糖尿病肾病

的炎症过程。雷公藤甲素具有抗炎、抗氧化、调

节脂质代谢、抗肿瘤等多种生物活性。研究[14-15]发

现：雷公藤甲素在延缓糖尿病肾病进展中发挥重

要作用，然而关于其潜在的作用机制目前尚不完

全清楚。因此本实验以高糖诱导肾小球足细胞构

建糖尿病肾病足细胞模型，探讨雷公藤甲素对糖

尿病肾病足细胞保护作用的机制，以期为糖尿病

肾病的治疗提供新的研究方向。

以往研究 [ 1 6 - 1 7 ]发现雷公藤甲素能够减轻糖尿

病肾病的一系列指标，如改善蛋白尿，减少巨噬

细胞浸润及肾中相关炎症因子的表达等。本实验

结 果 发 现 ： 雷 公 藤 甲 素 能 够 增 加 高 糖 诱 导 的 足

细胞增殖活力，降低高糖诱导的足细胞凋亡，减

少炎症因子 I L - 6和 T N F - α 的分泌。总之，这些结

果说明雷公藤甲素通过增加足细胞增殖活力，抑

制足细胞凋亡，抑制炎症反应来保护糖尿病肾病

中的足细胞。这与雷公藤甲素对糖尿病肾病足细

胞具有保护作用的研究 [ 1 8 - 1 9 ]相符。此外本实验发

现 ： 高 糖 诱 导 的 足 细 胞 中 T L R 4 的 表 达 水 平 显 著

上 调 ， 而 施 加 雷 公 藤 甲 素 后 T L R 4 的 表 达 水 平 明

显下调。Ya ng等 [ 2 0 - 2 1 ]证明了敲低血管生成素样蛋

白2(angiopoiet in-l i ke protein 2，ANGP TL2)表达

可通过抑制TLR4的表达来改善糖尿病肾病，该过

程与降低炎性细胞因子(I L -6，TNF-α，MCP-1，

I L -1β)的表达有关。R en等 [22]也发现抑制TLR4信 
号 的 激 活 能 够 抑 制 嘌 呤 霉 素 氨 基 核 苷 诱 导 的 足

细 胞 损 伤 。 T L R 4 信 号 通 路 在 糖 尿 病 肾 病 中 发 挥

重要作用，L i等 [ 2 3 ]研究发现：冬凌草甲素通过抑

制TLR4/p38-M APK和TLR4/NF-κB信号通路来预

防糖尿病肾病的炎症反应；Z h u等 [ 2 4 ]发现：小檗

碱 通 过 抑 制 T L R 4 通 路 改 善 糖 尿 病 肾 病 ； S i e r r a -
Mo n d rago n等 [ 2 5 ]研究表明全反式维甲酸改善糖尿

病肾病发病过程中TLR4介导的炎症反应。结合以

上研究结果表明雷公藤甲素可能通过调节TLR4的

表达发挥保护糖尿病肾病足细胞的功能。为验证

该推断，本实验通过慢病毒感染在雷公藤甲素干

预 的 高 糖 诱 导 的 足 细 胞 中 过 表 达 T L R 4 ， 结 果 发

现：过表达TLR4后足细胞增殖活力下降，细胞凋

亡增加，炎症因子IL -6和TNF-α含量增多，提示过

表达TLR4能够逆转雷公藤甲素对高糖诱导的足细

胞保护作用。以上数据表明雷公藤甲素保护糖尿

病肾病引起的炎症反应是通过抑制TLR4的表达实  
现的。

综上，本研究发现雷公藤甲素下调高糖诱导

的足细胞中TLR4的表达，过表达TLR4能够逆转雷

公藤甲素对高糖诱导的足细胞保护作用。提示雷

公藤甲素通过抑制TLR4的表达，减少炎症反应对

糖尿病肾病足细胞起保护作用。
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