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摘  要 

目的：本实验目的是研究虫草素(Cordycepin)对HBSS平衡盐溶液诱导的原代培养的大鼠肾小球系膜细胞

(glomerular mesangial cells, GMCs)自噬的保护作用。方法：大鼠GMCs分离后分别在含有细胞培养基、

高糖溶液、HBSS溶液、HBSS溶液 + 虫草素培养基中培养，培养24 h、72 h后用Western blotting分析

方法检测细胞自噬标记LC3 I、II和p62/SQSTM1。结果：培养24 h，各组之间LC3和p62/SQSTM1表达

没有显著差异，72 h后在高糖培养基中的细胞LC3-I、LC3-II、p62/SQSTM1下调，在含HBSS溶液培养

基中的细胞LC3-I、LC3-II、p62/SQSTM1表达均上调，在含HBSS溶液 + 虫草素培养基中的细胞LC3-I、
LC3-II、p62/SQSTM1则相反，表达均下降。结论：虫草素可以抑制HBSS溶液诱导的肾小球系膜细胞的

自噬作用。 
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Abstract 
Objective: The aim of this study was to investigate the effects of cordycepin on the impairment of 
autophagy induced by HBSS in primary cultured rat glomerular mesangial cells (GMCs). Methods: 
Rat GMCs were isolated and cultured in cell medium, cell medium + high-glucose, HBSS and HBSS + 
cordycepin medium. At 24 h and 72 h of culture, the cells were examined for expression levels of 
the autophagy markers LC3 I, II and p62/sequestosome-1 (SQSTM1) using western blotting analy-
sis. Results: At 24 h, no significant difference in the expression of LC3 I, II and p62/SQSTM1 was 
observed among the groups; however, at 72 h the cells exposed to high-glucose medium showed 
down-regulated LC3 I, II and p62/SQSTM1 expression. The cells exposed to HBSS for 72 h showed 
up-regulated LC3 I, II and p62/SQSTM1 expression. These changes were reversed in the HBSS + 
cordycepin group at 72 h. Conclusions: In conclusion, Cordycepin can inhibit HBSS-induced auto-
phagy in rat GMCs. 
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1. 前言 

自噬是一种重要的细胞机制，在生理状态下，机体通过自噬清除老化的蛋白质，以此来维持细胞内

环境的稳定，起着“内务处理”的作用；自噬的另一个重要作用则是清除细胞内的细胞器及异常蛋白。

自噬活性减弱可导致胰岛素分泌减少、神经退行性病变、感染加重、系膜细胞氧化损伤与衰老[1]-[6]等多

种疾病，过度的自噬也可能诱导细胞死亡[7]。因此自噬在人类疾病发生发展过程中的作用具有两面性，

可以说是一把双刃剑。 
近年来，自噬在 IgA 肾病、糖尿病肾病、中毒性肾损伤、肾缺血–再灌注损伤等疾病的进程中发挥

着重要作用，既有保护作用，也有损伤作用[8] [9] [10] [11]。一些研究提示虫草素对肾脏疾病具有治疗作

用主要是通过以下机制：虫草素可以通过促进肝细胞生长因子表达、抑制 ROS 产生、抑制肿瘤坏死因子

-β、阻断未折叠蛋白反应[12] [13] [14] [15]。还有研究发现 mTORCl 可以增强 IRE-JNK 通路促进 ERS 引

起的凋亡[16]。然而，虫草素是否可以通过调节细胞自噬发挥作用鲜有报道，仍有待研究。本研究的目的

是通过使用 HBSS 平衡盐溶液饥饿诱导大鼠肾小球系膜细胞自噬，并探讨虫草素对肾小球系膜细胞自噬

的影响，对虫草素的肾脏保护作用提供新的见解。 

2. 材料和方法 

2.1. 大鼠 GMCs 分离和培养 

40 只 2 月龄雄性 Sprague Dawley 大鼠由河南省实验动物中心提供(郑州，中国)。本研究严格按照美

国国立卫生研究院颁布的《实验动物保健和使用指南》建议进行。新乡医学院第一附属医院(卫辉，中国)
《实验动物保健和使用委员会》对动物使用协议进行审查和批准。无菌分离 2 月龄 Sprague Dawley 大鼠

两侧肾脏，剥离肾被膜，碎成小块，放在 3 层不锈钢丝网上，不锈钢丝网在使用之前经过冲洗和研棒磨
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平。当显微镜下观察不到肾小管，98%以上肾小球与肾小球囊分离时终止洗涤。从第二层网收集肾小球

组织(<75 μm)，转移至离心管，15,000 × g，离心 5 分钟。弃去上清，沉积物用胶原蛋白 V (Sigma, St. Louis, 
MO, USA) 处理 10~15 分钟，37˚C，加入 RPMI-1640/15%胎牛血清(Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)
混合物终止反应，标本离心，15,000 × g，离心 5 分钟，弃去上清液。收集肾小球，接种于胶冻状培养瓶，

培养基含 RPMI-1640/15%胎牛血清，在 37˚C、5% CO2 条件下培养。第一阶段是 7~10 天之后进行的。24
小时后，细胞粘附，形成梭形或不规则的星状细胞。培养 3~4 天后，细胞形成一片。 

2.2. 免疫荧光染色 

免疫荧光显示单克隆鼠抗人 α-平滑肌肌动蛋白(1:200，碧云天生物技术研究所，上海，中国)和单克

隆兔抗人波形蛋白(1:200，碧云天生物技术研究所，上海，中国)呈阳性结果，单克隆细胞角蛋白(1:200，
碧云天生物技术研究所，上海，中国)和鼠单克隆 VIII 因子(1:200，碧云天生物技术研究所，上海，中国)
呈阴性。细胞培养三代后进行检测。 

2.3. 分组 

细胞分为四组，对照组：细胞在 RPMI-1640/15%胎牛血清 + PBS 溶液培养基中培养；高糖组，细胞

在 RPMI-1640/15%胎牛血清 + 30 mmol/l 糖培养基中培养；HBSS 组：细胞在 1 ml HBSS 溶液中培养；

HBSS + 虫草素组：细胞在 1 ml HBSS、5 μmol/ml 虫草素(Sigma，美国)溶液中培养。分别在培养 24 h、
72 h 后收集细胞进行检测。 

2.4. Western Blotting 检测 

收集上述实验步骤中的不同组别的细胞，弃去培养板中的培养液，用 PBS 清洗两次，每孔加入 100 μL
细胞裂解液，置于冰上充分震荡裂解 5 min，并用 200 μL 移液器在培养板上来回均匀刮动，使细胞裂解

更加充分，吹打混匀后装入 600 μL 微量离心管中。取等量蛋白质与 5 × SDS 上样缓冲液及 100 Mm DDT，
95℃煮沸 5 min，置冰上或−20℃冰箱备用。通过 SDS-PAGE 电泳分离蛋白质样品。浓缩胶电压为 8 V/cm
凝胶(约 80 V)，分离胶电压为 15 V/cm 凝胶(约 120 V)，继续电泳至溴酚蓝到达分离胶底部。梯度胶电压

为 200 V 恒压，100~125 mA/gel (开始时) 60~80 mA/gel (结束时)。用湿式电转法将蛋白质转移至硝酸纤维

素膜上(恒流 300 mA，4℃，1.5 h~3 h，转膜时间因目的蛋白分子量的大小而不同)。聚氧乙烯脱水山梨醇

单月桂酸酯(tris buffered saline tween, TBST)洗 5 min × 2 次，5% BSA 封闭 1 h。加入相对应的一抗，其中

LC3 I、II 和 p62 抗体 1:200 稀释，β-actin 抗体 1:2000 稀释，于 4℃冰箱中孵育过夜。TBS 漂洗膜在室温

下摇床快摇 10 min × 3 次；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG 抗体(二抗)孵育，室温下轻摇 2 h；TBS 漂

洗膜在室温下摇床快摇 10 min × 3 次；ECL 化学发光，胶片显影，得到的胶片置于凝胶成像仪中扫描成

像，Image J 软件分析电泳条带灰度值，目的蛋白的相对表达量用目的蛋白条带灰度值与同一标本 β-actin
的灰度值的比值来表示，SPSS 软件对 Western blotting 数据进行统计学分析。 

2.5. 统计分析 

采用 SPSS 22.0 统计软件处理实验数据，计量资料以均数 ± 标准差( x  ± S)表示。两组之间比较进

行独立样本 t 检验，以 P < 0.05 表示有统计学意义。 

3. 结果 

在目前的研究中，细胞培养 24 h，四组之间 LC3-I、LC3-II 和 p62/SQSTM1 蛋白没有显著差异(见图

1)。培养 72 h 后，高糖组和对照组相比，p62/SQSTM1 表达降低，LC3-I、LC3-II 降低(见图 2)。相比之
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下，HBSS 组细胞的 p62/SQSTM1、LC3-I、LC3-II 表达均增加，HBSS + 虫草素组 p62/SQSTM1、LC3-I、
LC3-II 表达均降低(见图 2)。这些结果表明，高糖可以抑制系膜细胞自噬，HBSS 可以诱导系膜细胞自噬，

虫草素可以抑制这种反应。 
 

 
Figure 1. LC3-I, LC3-II and p62/sequestosome-1 in the groups after cell culture for 24 hours. (A) Western blotting showed 
that there were no significant differences in LC3-I, LC3-II and p62/sequestosome-1 between the groups after cell culture for 
24 hours (P > 0.05). (B) Quantitative analysis with Image J software  
图 1. 细胞培养 24 h 后各组之间 LC3-I、LC3-II 和 p62/sequestosome-1 情况。(A) Western blotting 显示细胞培养 24 h
后对照组、高糖组、HBSS 组和 HBSS + 虫草素组之间 LC3-I、LC3-II 和 p62/sequestosome-1 情况没有显著差异(P > 
0.05)。(B) 用 Image J 软件对 A 中条带进行的量化 
 

 
Figure 2. LC3-I, LC3-II and p62/sequestosome-1 in the groups after cell culture for 72 hours. (A) Western blotting sho-
wedthe expression of LC3-I, II and p62/SQSTM1 decreased in the high glucose group compared with the control group after 
72 hours of cell culture (*P < 0.05), but LC3-I, II and p62/SQSTM1 in the HBSS group increased (**P < 0.01). Compared 
with the HBSS group, LC3-I, II and p62/SQSTM1 in the HBSS + cordycepin group decreased (##P < 0.01). (B) Quantitative 
analysis with Image J software 
图 2. 细胞培养 72 h 后各组之间 LC3-I、LC3-II 和 p62/sequestosome-1 情况。(A) Western blotting 显示细胞培养 72 h
后，和对照组相比，高糖组细胞 LC3-I、II 和 p62/SQSTM1 表达降低(*P < 0.05)，HBSS 组细胞 LC3-I、II 和
p62/SQSTM1均增加(**P < 0.01)。和HBSS组相比，HBSS + 虫草素组LC3-I、II和 p62/SQSTM1均降低(##P < 0.01)。
(B) 用 Image J 软件对 A 中条带进行的量化 

4. 讨论 

本研究将 HBSS 处理的大鼠肾小球系膜细胞作为诱导自噬的基础模型，发现 HBSS 能使系膜细胞中

LC3-I 和 II 的表达明显增加，而高糖能使 LC3-I 和 II 的表达降低，提示成功构建自噬模型，与多数研究

结果相一致。细胞自噬是广泛存在于真核细胞生物中的病理生理过程，“自噬”的意思是“自我进食”，

起源于希腊语，是克里斯蒂安·德·杜夫(Christian de Duve)于 1963 年前首次提出的。Yoshinori Ohsumi
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因其在控制自噬的分子原理方面的工作而获得 2016 年诺贝尔医学或生理学奖获[17]。目前关于自噬的分

子调控机制主要来自于对饥饿(即低水平的氨基酸、葡萄糖、ATP 和生长因子)的研究。HBSS 是细胞常用

的无机盐溶液和平衡盐溶液，可通过无血清的饥饿方法在细胞内诱导自噬发生[18]。LC3 前体分裂和形成

LC3-I，LC3-I 通过激活自噬相关基因 Atg7 转换成膜结合型 LC3-II，LC3-I 和 LC3-II 是自噬的指标，显示

自噬的激活[19]。p62/sequestosome-1 (SQSTM1)是一种泛素–结合蛋白，在哺乳动物体内能通过溶酶体和

LC3 作用诱导泛素化蛋白质的自我吞噬[20]。p62/(SQSTM1)高表达可导致自我吞噬过程加速，并可作为

自我吞噬的标志[21]。 
我们的前期研究发现高葡萄糖可以抑制肾细胞自噬，脂多糖可以诱导自噬，此外，促红细胞生成素

可以扭转脂多糖引起自噬和保护肾系膜细胞免受损伤[22]。本研究同样发现高葡萄糖可以抑制肾小球系膜

细胞自噬。Li 等人[23]的实验表明高浓度葡萄糖可以抑制肾小球系膜细胞的自我吞噬，而雷帕霉素可以

抑制其自噬，N-3-甲基腺嘌呤可以增强高糖引起的肾小球系膜细胞自噬。自噬在多种肾脏疾病中发挥作

用。Ling 等[24]建立了 Wistar 大鼠肾缺血–再灌注损伤(ischemia reperfusion injury, IRI)模型，自噬标记物

LC3-II、Beclin1、LAMP2、Rab7 的表达水平升高，提示肾小管上皮细胞自噬激活，特异性敲除鼠近端小

管 Atg7 (自噬相关基因)基因后，肾功能恶化，凋亡细胞增多，表明自噬在 IRI 中起到一定的保护作用。

Man 等[25]在顺铂诱导的肾损伤小鼠模型中发现胞质内 LC3-II 表达增加和 p62 降解，证实了肾小管近端

小管细胞发生了自噬，而且自噬减轻了其损伤和凋亡，这可能与干扰细胞杀伤机制有关。环孢霉素Ａ也

可在肾近端小管诱发自噬，Yadav 等[26]发现当暴露于环孢霉素Ａ时，表达 TMBIM6 的细胞可阻止自噬

体蓄积以维持自噬活性，且溶酶体活性高度增加，而敲除 TMBIM6 基因的小鼠对环孢霉素 A 诱导的肾损

伤是敏感的。以上实验提示自噬对器官损伤有保护作用，但长期的或持续性自噬在一定程度上会加重细

胞损伤，导致细胞程序性死亡，表现为损伤性作用。自噬在肾脏疾病中的作用还有待充分阐明。 
本研究观察到虫草素对 HBSS 诱导的肾小球系膜细胞自噬有抑制作用。虫草素(Cordycepin)是一种核

苷类似物，在结构上的类似于腺苷，是中国传统名贵中药材冬虫夏草和北虫夏草的主要活性成分之一。

虫草素具有调节免疫、抗炎、抗纤维化、延缓衰老等多种作用，百令胶囊是含有虫草素的中成药，在肾

脏病治疗中有明确的疗效，我们前期的多项研究结果也表明，百令胶囊能减轻肾脏纤维化[27] [28]，虫草

素可以通过多种机制对肾脏疾病发挥保护作用，虫草素是否可以通过调节细胞自噬发挥作用鲜有报道，

本研究观察到虫草素对肾小球系膜细胞自噬有抑制作用，有研究报道虫草素可以通过活化 Akt-mTOR 通

路抑制自噬。 
综上所述，HBSS 平衡盐溶液诱导细胞自噬的模型是成功的，高葡萄糖可以抑制大鼠肾小球系膜细

胞的自噬，可以证明饥饿是调控自噬的机制之一。虫草素对肾小球系膜细胞自噬有抑制作用，可能机制

是通过活化 Akt-mTOR 通路而抑制自噬的发生。 
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