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摘要: 糖尿病患者常出现高血糖性肾损伤 (hyperglycemic kidney injury, HKI) 并发症。本文研究了高血糖致肾

脏 5-羟色胺 (5-hydroxytryptamine, 5-HT) 系统表达异常与HKI的关系。动物实验用高脂饲料喂养结合腹腔注射链

脲佐菌素建立小鼠 2型糖尿病 (type 2 diabetes mellitus, T2DM) 模型, 用 5-HT2A受体 (5-HT2A receptor, 5-HT2AR) 拮抗

剂盐酸沙格雷酯 (sarpogrelate hydrochloride, SH) 及 5-HT合成抑制剂卡比多巴 (carbidopa, CDP) 分别或联合给药治

疗。细胞实验用D-葡萄糖 (D-glucose, D-Glu) 刺激人肾小球系膜细胞 (human glomerular mesangial cells, HMC), 并

用SH、CDP或单胺氧化酶A (monoamine oxidase A, MAO-A) 抑制剂氯吉兰分别抑制 5-HT2AR、5-HT合成及 5-HT降

解。实验用PAS染色法 (periodic acid-Schiff stain) 和Masson染色、免疫组化和Western blot、荧光探针、酶联免疫吸

附剂测定 (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) 和酶试剂分别检测组织病理学、蛋白表达、细胞内活性氧和

生化指标。本文中, 动物福利和实验过程均遵循中国药科大学动物伦理委员会的规定。结果表明, 小鼠肾脏的肾小球

基底膜、肾小管上皮细胞和HMC细胞均存在5-HT2AR、5-HT合成酶及MAO-A表达, 且在T2DM小鼠及高浓度D-Glu

刺激HMC细胞时被上调; 以肾功能异常、肾小球肿胀及基底膜增厚和纤维化为主要表现的HKI与肾脏 5-HT2AR表

达上调、5-HT合成及 5-HT降解的增加密切相关。其中, 5-HT2AR可介导细胞的 5-HT合成酶及MAO-A的表达; 而

MAO-A通过催化5-HT降解、使线粒体活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 产生增多, 导致核因子κB (nuclear factor

kappa B, NF-κB) 的磷酸化、炎症因子产生及基质金属蛋白酶-2 (matrix metalloproteinases-2, MMP-2)、α-平滑肌肌动

蛋白 (α-smooth muscle actin, α-SMA) 表达上调及胶原产生。用SH和CDP可有效治疗HKI, 且联合用药有协同效应。
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Abstract: Hyperglycemic kidney injury (HKI) is a common complication of diabetic patients. We examined
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the relationship between HKI and the abnormal expression of 5-hydroxytryptamine (5-HT) system induced by

hyperglycemia in type 2 diabetes mellitus (T2DM). In animal experiments, a T2DM model was established in mice

by feeding a high-fat diet with intraperitoneal injection of streptozotocin. The mice were treated with the 5-HT2A

receptor (5-HT2AR) antagonist sarpogrelate hydrochloride (SH) and 5-HT synthesis inhibitor carbidopa (CDP)

(respectively or in combination). In cell culture experiments, human glomerular mesangial cells (HMC) were

stimulated with D-glucose (D-Glu), and 5-HT2AR, 5-HT synthesis, and 5-HT degradation were inhibited by SH,

CDP, or monoamine oxidase A (MAO-A) inhibitor clorgyline. Periodic acid-Schiff (PAS) staining and Masson

staining, immunohistochemistry and Western blot, fluorescent probe, and enzyme linked immunosorbent assay

(ELISA) and enzyme reagent were respectively used to detect histopathology, protein expression, intracellular

reactive oxygen species (ROS), and biochemical indexes. The animal experiments were in accordance with the

regulations of the Animal Ethics Committee of China Pharmaceutical University. The results showed that 5-HT2AR,

5-HT synthases, and MAO-A were expressed in glomerular basement membrane and kidney tubular epithelial cells

of mouse kidney and HMC. The expression of these proteins was significantly up-regulated in T2DM mice or

when HMC cells were exposed to high concentration of D-Glu. HKI, characterized by abnormal renal function,

glomerular swelling, and glomerular basement membrane thickening and fibrosis, is closely associated with an

increase in kidney 5-HT2AR, 5-HT synthesis, and 5-HT degradation. Among them, 5-HT2AR can mediate the expres‐

sion of 5-HT synthases and MAO-A; MAO-A can catalyze the degradation of 5-HT to increase the production of

mitochondrial ROS, leading to the phosphorylation of nuclear factor kappa B (NF- κB) with the production of

inflammatory cytokines, and the up-regulation of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and α-smooth muscle actin

(α-SMA) with the production of collagens. SH and CDP can effectively treat HKI, and the combination of SH and

CDP has a clear synergistic effect.

Key words: hyperglycemic kidney injury; 5-HT2A receptor; 5-HT synthesis; 5-HT degradation; reactive oxygen

species; glomerular mesangial cell

高血糖性肾损伤 (hyperglycemic kidney injury,

HKI) 是糖尿病患者常见的严重并发症之一, 其主要特

点是出现蛋白尿、肾小球肥大、细胞外基质过度积累和

肾小球基底膜增厚, 最终导致肾功能衰竭[1]。有关HKI

的发生机制至今没有弄清, 目前的主要治疗手段是通

过胰岛素和肾素-血管紧张素抑制剂调节血糖和血压,

以及使用钠-葡萄糖协同转运蛋白 2 (sodium-glucose

cotransporter 2, SGLT-2) 抑制剂[2]。然而, 这些药物的临

床疗效并不令人满意, 且SGLT-2抑制剂的不良反应众多。

5-羟色胺 (5-hydroxytryptamine, 5-HT) 广泛存在

于中枢和外周[3]。目前认为, 外周5-HT主要来源于肠嗜

铬细胞 , 以色氨酸为底物 , 经色氨酸羟化酶 1 (trypto‐

phan hydroxylase 1, Tph1)、芳香族氨基酸脱羧酶 (aro‐

matic amino acid decarboxylase, AADC) 两步催化形成[4]。

5-HT 被线粒体外膜上的单胺氧化酶 A (monoamine

oxidase A, MAO-A) 降解失活[5], 此过程会产生活性氧

(reactive oxygen species, ROS)[6]。5-HT还可作用于其

受体 (5-HT receptor, 5-HTR), 发挥生物学作用。5-HTR

可分为 7大类, 其中 2A受体 (5-HT2AR) 在脂代谢、糖代

谢和炎症反应中发挥明显作用[7]。研究表明, 高血糖

导致血管内皮细胞损伤, 进而激活凝血系统, 导致血小

板释放 5-HT, 使毛细血管处于收缩及高凝状态[7], 加重

糖尿病及其并发症的发生和发展。

作者发现, 5-HT系统在2型糖尿病 (type 2 diabetes

mellitus, T2DM) 或应激导致肝脏脂代谢紊乱、炎症及

纤维化[8,9], 以及T2DM导致骨骼肌代谢异常、ATP产生

减少和身体疲劳[10]时起关键作用。肝脏及骨骼肌均存

在 5-HT 合成酶 Tph1 和 AADC、5-HT2AR、MAO-A 表

达, T2DM时其表达上调, 从而不仅导致脂代谢紊乱, 还

导致 5-HT在线粒体的降解增加、ROS产生增多, 使细

胞产生氧化应激、线粒体ATP合成减少, 由此还可引起

细胞的炎症信号通路激活、炎症因子产生等异常[8,10]。

作者推测, HKI可能也与肾脏 5-HT系统相关。本研究

通过长期高脂饲料 (high fat diet, HFD) 喂养联合链脲

佐菌素 (streptozotocin, STZ) 刺激建立小鼠 T2DM 模

型, 再经长期HFD喂养导致HKI[11]。通过高糖诱导人

肾小球系膜细胞 (human glomerular mesangial cells,

HMC) 损伤, 并经动物和细胞实验研究来验证推测。

材料与方法

主要药品和试剂 动物实验用盐酸沙格雷酯

(sarpogrelate hydrochloride, SH, 上海乾劲化工科技有

限公司) 和卡比多巴 (carbidopa, CDP, 浙江手心制药有

限公司); 细胞实验用 SH、CDP 和氯吉兰 (clorgyline,

·· 1613



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(6): 1612 −1620

CGL) (上海CSNpharm公司); STZ (北京博爱港商贸中

心); 5-HT (Celleck公司); D-葡萄糖 (D-glucose, D-Glu,

美国 Sigma-Aldrich 公司); 丙二醛 (malondialdehyde,

MDA)、总超氧化物歧化酶 (total superoxide dismutase,

T-SOD)、肌酐 (creatinine, CRE)、尿素氮 (blood urea

nitrogen, BUN)、白蛋白 (albumin, Alb) 和还原型谷胱

甘肽 (glutathione, GSH) 检测试剂盒 (南京建成生物工

程研究所); 5-HT、白介素 1β (interleukin-1β, IL-1β)、肿

瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor α, TNF-α) 和胶原

Ⅳ (collagen Ⅳ, Col Ⅳ) ELISA检测试剂盒 (上海酶联

生物科技有限公司); ROS 荧光探针 (2,7-dichlorodi-

hydrofluorescein diacetate, DCFH-DA, 上海碧云天生物

技术有限公司); 5-HT2AR 抗体和 MAO-A 抗体 (美国

Santa Cruz Biotechnology 公司); Tph1 抗体、AADC 抗

体和α-平滑肌肌动蛋白 (α-smooth muscle actin, α-SMA)

抗体 (美国Signalway Antibody公司); 3-磷酸甘油醛脱氢

酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)

抗体、胶原Ⅰ (Col I) 抗体 (武汉三鹰生物技术有限公

司); 核因子 κB (nuclear factor kappa B, NF-κB) p65 抗

体、核因子 κB 抑制因子 (inhibitor of NF-κB, IκB) α抗

体及其磷酸化抗体 , 以及基质金属蛋白酶 -2 (matrix

metalloproteinases-2, MMP-2)抗体 (沈阳万类生物公司)。

实验动物 无特定病原体 (specific pathogen free,

SPF) 级 C57BL/6J 雄性小鼠 , 体重 20 ± 2 g, 合格证编

号: NO. 201904706 (扬州大学比较医学中心)。动物饲

养于中国药科大学动物实验中心的清洁动物房。实验

规程和方案符合中国药科大学药学动物实验中心伦理

审查标准。

小鼠 T2DM 模型的建立 将小鼠按体重随机分

成两组 : 对照组 (control, Ctrl) 和 T2DM 模型组。Ctrl

组用普通饲料喂养; T2DM模型组用HFD喂养 8周后

连续腹腔注射 (ip) STZ (55 mg·kg-1·day-1) 5天。Ctrl组

ip等体积生理盐水。造模 1周后禁食 6 h, 测定空腹血

糖 (fasting blood glucose, FBG), FBG ≥ 11.1 mmol·L-1作

为成模标准。

小鼠HKI模型建立、分组及给药 T2DM小鼠继续

HFD喂养 7周后, 选择 FBG ≥ 18 mmol·L-1的小鼠作为

HKI动物模型。小鼠随机分组: 模型组 (model, Mod),

灌胃 (ig) 0.5%羧甲基纤维素钠 (CMC-Na) 溶液; SH给

药组 (SH), ig SH, 每次 50 mg·kg-1; CDP给药组 (CDP),

ig CDP, 每次 50 mg·kg-1; SH + CDP 联合给药组 (SC),

ig SH + CDP, 每次50 mg·kg-1, 其中SH∶CDP = 2∶1 [依据

前期研究结果[8], 该比率复方疗效最佳, 其中 SH、CDP

接近等摩尔剂量 (SH、CDP 分子量分别为 465、226)]。

Ctrl组也 ig等体积0.5% CMC-Na溶液。每天给药2次,

连续给药 9周。给药期间, 小鼠继续用HFD喂养。实

验期间Mod组小鼠死亡则用备用动物补充, 而给药组

在 5周内死亡用备用动物补充、否则不再补充。连续

给药9周后, 动物经戊巴比妥钠麻醉 (45 mg·kg-1), 取血

浆 (血液加抗凝剂提取血浆)、肾脏、胃肠, 在-80 ℃冷

冻备用。

细胞培养与处理 HMC细胞购自中国科学院干

细胞库。常规细胞培养, 用含 10%胎牛血清的DMEM

培养, 待细胞生长至占培养皿 80%～90%时进行传代。

实验加药时采用无血清培养基。用高浓度的D-Glu连

续刺激 48 h 建立 HMC 损伤模型 , 分别用 SH、CDP 和

CGL抑制5-HT2AR、AADC及MAO-A, 每24 h换药1次。

生化指标检测 采用比色法测定 CRE、BUN、

Alb、MDA、T-SOD 和 GSH 水平 , 采用 ELISA 法检测

5-HT、TNF-α、IL-1β和Col Ⅳ, 酶标仪 (M200 Pro, 瑞士

Tecan Group Ltd.公司) 测量吸光度A值。

蛋白表达检测 采用 Western blot法检测组织及

细胞内 5-HT2AR、AADC、Tph1、MAO-A、NF-κB p65炎

症信号通路、Col I、MMP-2和 α-SMA表达。全自动化

学发光仪 (Tanon 5200, 上海天能有限公司) 检测条带

灰度。

免疫组化、PAS染色和Masson染色 取用福尔马

林固定的肾脏制成 3 μm 厚的石蜡切片 , 应用免疫组

化、PAS染色和Masson染色后, 进行光镜观察 (IX51型

荧光倒置显微镜, Olympus 公司), 按免疫组化两步法

检测肾组织相关蛋白表达。Image-Pro Plus 6.0图像分

析软件计算肾小球面积及肾小球内纤维化面积 (纤维

化面积/% = 肾小球内 Masson 染色面积/肾小球总面

积×100%)。

细胞内 ROS 含量测定 采用 ROS 荧光探针

DCFH-DA 检测细胞内 ROS含量, 激光共聚焦显微镜

(LSM700, 德国ZEISS公司) 观察并拍照。

统计学分析 数据用均值 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示,

SPSS 17软件进行统计分析。“肾小球面积”和“肾小球

纤维化面积”用 Mann-Whitney U 检验 ; 其他多组间

比较数据用单因素方差分析 , 选择 LSD 检验 (方差

齐) 或 Games-Howell 检验 (方差不齐); 两组间比较

用 Student-t 检验。P < 0.05 表示有显著统计学差异 ,

P < 0.01表示有非常显著统计学差异。

结果

1 抑制外周 5-HT2AR或/和 5-HT合成对 HKI小鼠肾

功能的影响

作者已在T2DM小鼠骨骼肌ATP合成减少、产生

疲劳的研究中报道了 SH、CDP 以及两者联合给药对
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T2DM小鼠进食量、体重、血糖及血脂的影响[10]。本研

究所用小鼠与已报道所用小鼠无本质区别, 仅选择了

FBG更高、HFD喂养时间更长的T2DM小鼠。两次研

究结果相似, 故数据省略。简要说明, SH、CDP和 SC

可减少 HKI 小鼠 HFD 喂养时的进食量 , 但可升高体

重、降血糖和血脂。然而, 降血糖、血脂效果是轻度的,

尤其对血糖的影响中 , SH、CDP 和 SC 组间无显著差

异。实验期间 , 模型组死亡动物 3 只 , 用备用动物补

充; SH组及CDP组分别在给药第 3、4周各死亡动物 1

只, 用备用动物补充; SH和CDP联合给药 (SC) 组未见

动物死亡。小鼠死亡应是血糖过高、过度的失重等糖

尿病性原因造成。

尿糖 (图 1A)、24 h 尿量 (图 1B)、24 h 尿蛋白 (图

1C) 检测结果表明, 上述指标在Mod组小鼠明显升高,

同时也检测到血浆CRE (图1D)、BUN (图1E) 明显升高,

及Alb (图1F) 明显降低, 提示肾功能损伤。SH、CDP及

SC治疗明显改善肾功能指标。除尿糖、尿蛋白外, 其

他肾功能指标在SC组均改善更明显。结果表明, SH、

CDP治疗明显改善HKI小鼠肾功能, 依据 SH、CDP及

SC 组的给药剂量 (相同剂量), 及 SC 组中 SH、CDP的

用量 (分别只有SH、CDP组的 2/3及 1/3), 可推测SH和

CDP联合给药的疗效具有“1+1>2”的效果, 即协同效

应, SC组几乎完全恢复了血浆CRE、BUN指标。

2 HKI小鼠肾脏氧化应激、炎症的发生与 5-HT2AR、

5-HT合成及MAO-A表达的关系

免疫组化 (图 2A) 和 Western blot分析 (图 2B) 结

果表明, 小鼠肾小球基底膜和肾小管上皮细胞均存在

5-HT2AR、Tph1和AADC表达, 而肾小球内毛细血管上

皮细胞没有它们的表达, 且在HKI小鼠的表达量显著

升高; 小肠 (十二指肠) 的 Tph1、AADC表达在HKI小

鼠中也明显上调 (图 2C)。同时, 与Ctrl比较, HKI小鼠

肾组织MAO-A表达上调 (图 2D)、血浆及肾脏 5-HT水

平升高 (图 2E、F)。SH及CDP治疗可明显降低HKI小

鼠肾组织 MAO-A 表达、血浆和肾脏的 5-HT 水平 , 且

SC 组水平更低。HKI 小鼠肾脏指数升高 (图 2G), 而

SH、CDP和 SC治疗则降低肾指数, 且 SC最明显。同

时, HKI小鼠肾脏发生氧化应激, 表现为肾组织MDA

(图 2H) 含量升高、SOD (图 2I) 活力下降、GSH (图 2J)

含量降低; HKI小鼠肾脏也发生炎症, 表现为炎症因子

TNF-α (图 2K) 和 IL-1β (图 2L) 含量明显升高, NF-κB

p65和 IκBα的磷酸化表达上调、而 IκBα总蛋白表达下

调 (图 2M)。SH或/和 CDP治疗则明显降低肾脏氧化

应激和炎症, 且联合给药显示协同效应。

结果表明, 不仅小肠存在 5-HT合成, 肾小球内和

肾小管上皮细胞也存在 5-HT合成, 且在HKI小鼠被上

调, 导致肾脏内及血浆 5-HT水平升高。HKI小鼠还出

现肾脏 5-HT2AR和MAO-A表达上调, 提示 5-HT2AR的

激活及 5-HT降解的增多; 同时, 肾脏发生氧化应激和

炎症。通过抑制外周 5-HT2AR和 5-HT合成, 可明显抑

制HKI时肾脏的氧化应激及炎症, 且联合抑制有协同

效应。

3 HKI 小鼠肾小球病变与 5-HT2AR 和 5-HT 合成的

关系

肾组织切片PAS染色结果显示 (图 3A), Mod小鼠

Figure 1 The effects of sarpogrelate hydrochloride (SH) and carbidopa (CDP) (alone or in combination) on the renal function indexes of

hyperglycemic kidney injury (HKI) mice. Urine glucose (A), urine volume (B), 24 h urine protein (C), plasma creatinine (CRE, D), blood

urea nitrogen (BUN, E), and albumin (Alb, F) levels in the control (Ctrl) and HKI model (Mod) mice, as well as SH or CDP-treated and both

co-treated (SC) HKI mice were shown. n = 10,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01. NS: Not significant
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肾小球内出现明显的糖原沉积和基底膜增厚, 且肾小

球面积明显增大 (图 3A)。SH、CDP 治疗明显降低肾

小球内糖原沉积并抑制基底膜增厚, 且使肾小球面积

明显缩小, 联合给药显示协同效应。蛋白表达检测结

果表明, Mod组肾脏MMP-2、α-SMA和Col Ⅰ的表达显

著上调 (图 3B); 且Masson染色 (图 3C) 显示肾小球内

和肾小管间质出现明显纤维化, 计算表明肾小球内纤

维组织面积增大 (图 3C) 且Col Ⅳ (图 3D) 含量升高。

SH、CDP治疗可明显改善肾脏纤维化, 且联合治疗有

协同效应。

4 高糖诱导HMC细胞线粒体ROS产生、炎症及纤维

化病理改变与 5-HT2AR、5-HT 合成和 5-HT 降解的

关系

前期研究已揭示, 高糖、饱和脂肪酸诱导的肝细

胞、骨骼肌细胞线粒体ROS产生及相应的炎症信号通

路激活是因为 5-HT2AR、5-HT 合成及 5-HT 降解激

Figure 2 The relevance of expression of 5-HT2A receptor (5-HT2AR), 5-HT synthetases tryptophan hydroxylase 1 (Tph1), aromatic amino

acid decarboxylase (AADC), and monoamine oxidase A (MAO-A) with oxidative stress and inflammation in kidney tissues of HKI mice.

Immunohistochemistry staining (40×; scale bar: 20 μm; A), Western blot analysis of 5-HT2AR, Tph1, and AADC in the kidney tissues (B),

and small intestine tissues (C) of Ctrl and Mod mice. Expression of renal MAO-A (D), levels of plasma 5-HT (E) and renal 5-HT (F), kidney

index (kidney weight as % of body weight, G), levels of renal malondialdehyde (MDA, H), superoxide dismutase (SOD, I), glutathione

(GSH, J), tumor necrosis factor α (TNF-α, K), and interleukin-1β (IL-1β, L), and phosphorylation (p-) and expression of renal inhibitor of

NF-κB (IκBα), nuclear factor kappa B (NF-κB) p65, and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, M) in the Ctrl and Mod

mice, as well as SH or CDP-treated and SC HKI mice. n = 10,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01
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活[8,10]。本研究用HMC细胞来观察高糖诱导肾小球损

伤是否也是这种机制。MTT法检测表明, SH和 CDP

以 5 μmol·L-1或 CGL 以 10 μmol·L-1浓度可用于实验 ,

D-Glu 以 33 或 66 mmol·L-1 处理细胞 48 h 不降低细

胞活力。用两种浓度 D-Glu 刺激 HMC 48 h 可使其

5-HT2AR、Tph1 和 AADC 表达上调 , 且表达水平接近

(图4A), 故以下实验用33 mmol·L-1 D-Glu造模。

D-Glu诱导的Tph1、AADC和MAO-A表达上调可

被 SH抑制 (图 4B); 而D-Glu 诱导的 5-HT含量升高可

被SH和CDP抑制, 但被CGL (抑制MAO-A) 进一步升

高 (图 4C)。相应地, D-Glu诱导的细胞内ROS增多也

可被 SH、CDP和 CGL明显抑制, 且 SH + CDP及 CGL

均强烈抑制 ROS 产生 (图 4D)。结果提示 , 高糖诱导

HMC细胞内ROS产生是通过增加5-HT合成及5-HT在

线粒体的降解实现的; 其中, 5-HT2AR可通过介导5-HT

合成及 MAO-A 表达 , 从而调控 5-HT 降解 , 与在肝细

胞、骨骼肌细胞的作用机制相同。

进一步研究5-HT2AR和5-HT降解对高糖诱导HMC

细胞内炎症和纤维化激活的调控作用。可发现, D-Glu

诱导HMC细胞内NF-κB p65和 IκBα的磷酸化表达上

调、IκBα表达下调 (图 4E), Col Ⅰ、MMP-2和 α-SMA的

表达上调 (图 4F), 以及培养基中TNF-α (图 4G)、IL-1β

(图 4H)、Col Ⅳ (图 4I) 浓度升高 , 可被 SH 明显抑制

(P < 0.01或 P < 0.05), 而被 CGL 强烈抑制 (P < 0.01),

CGL的抑制效应明显好于 SH, 表明高糖诱导HMC细

胞的肌成纤维细胞化、炎症及纤维化病理改变是由

5-HT降解导致的。

讨论

本实验建立的小鼠HKI模型, 与临床患者相似[1],

出现多饮多食多尿、体重减轻、高血糖和尿糖等特征,

同时也检测到明显肾功能损伤及肾小球病变特征。作

Figure 3 The relevance of 5-HT2A receptor, 5-HT synthesis with the lesions of kidney glomerular basement membrane and fibrosis in HKI

mice. PAS staining and the analysis of glomerular area (40×; n = 8, A), expression of Col Ⅰ , MMP-2, α -SMA, and GAPDH (B), Masson

staining (40×) and the analysis of glomerular fibrosis area (n = 8, C), and levels of Col Ⅳ (n = 10, D) in the renal tissues of Ctrl and Mod

mice, as well as SH or CDP-treated and SC HKI mice. Scale bar: 20 μm.
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01. Col Ⅰ, Collagen I; MMP-2: Matrix

metalloproteinases-2; α-SMA: α-Smooth muscle actin
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者发现, 高血糖不是HKI的直接原因。SH、CDP分别

或联合给药的降血糖作用没有差异, 但对HKI的治疗

效果明显不同, 联合给药有协同效应, 治疗效果明显。

结合动物及细胞研究结果, 推测HKI的肾小球病变与

高血糖刺激肾小球系膜细胞 5-HT2AR、5-HT合成酶和

MAO-A表达上调密切相关, 导致 5-HT合成及 5-HT在

线粒体的降解增多、ROS产生增多, 从而使细胞发生

氧化应激。这与T2DM时肝细胞及骨骼肌细胞病理损

伤的机制是相同的[8,10], 刺激因子可以是高糖或高浓度

脂肪酸。因此, T2DM患者出现肝脏、骨骼肌和肾脏损

伤具有相同机制, 是器官 5-HT系统被激活的后果。同

时, 小肠 5-HT合成也被激活, 这可能是血浆 5-HT浓度

Figure 4 The relationship between 5-HT2AR, 5-HT synthesis, and 5-HT degradation and D-glucose (D-Glu)-induced ROS production,

inflammation, and fibrosis in human glomerular mesangial cells (HMC). SH (5 μmol · L-1), CDP (5 μmol · L-1), and clorgyline (CGL,

10 μmol·L-1) were added to HMC. Except for Ctrl, the cells exposed to D-Glu were treated with or without drugs for 48 h. Expression of

5-HT2AR, Tph1, AADC, and GAPDH in the Ctrl and D-Glu (33 or 66 mmol·L-1)-treated cells (A). Expression of Tph1, AADC, MAO-A, and

GAPDH in the Ctrl, D-Glu (33 mmol·L-1)-treated with or without SH-treated cells (B). Levels of intracellular 5-HT in the Ctrl, D-Glu

(33 mmol·L-1)-treated with or without SH, CDP, and CGL-treated cells (C). Intracellular ROS distribution (63×) determined by fluorescent

dye staining in the Ctrl, D-Glu (33 mmol·L-1)-treated with or without SH or CDP-treated (alone or in combination), and CGL-treated cells

(D). Phosphorylation (p-) and expression of IκBα, NF-κB p65, and GAPDH (E), expression of Col Ⅰ, α-SMA, MMP-2, and GAPDH (F), and

levels of medium TNF-α (G), IL-1β (H), and Col Ⅳ (I) in the Ctrl, D-Glu (33 mmol·L-1)-treated with or without SH and CGL-treated cells.

n = 4,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01
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升高的主要原因 (胃肠道是外周 5-HT的主要来源); 而

肾小管上皮细胞的 5-HT系统激活, 可能是导致其间质

纤维化的主要原因。

Kim等[12]报道, SH对HKI动物模型具有明显的肾

脏保护作用, 且证实 5-HT2AR在肾小球系膜细胞存在

表达。Lee等[13]研究表明, SH可通过抗炎和抗纤维化

作用来治疗HKI, 认为 5-HT增加了HMC的增殖、细胞

外基质 (extracellular matrix, ECM)的合成和纤维化。

但尚不清楚 SH对HKI有益作用的确切机制。依据本

研究及肝细胞和骨骼肌的研究[8,10], 5-HT2AR通过调控

5-HT合成、MAO-A表达介导线粒体的5-HT降解和ROS

产生, 导致肾小球炎症及纤维化的发生, 其信号通路可

能是G蛋白Gq/PLC (phospholipase C) 途径, 介导蛋白

激酶 Cε (PKCε) 的激活[8,14]; PKCε激活后调控 Tph1、

AADC及MAO-A的表达。确切的机制有待研究。

本研究及文献都支持高糖刺激时肾小球系膜细胞

ROS 产生会增多 , 从而使细胞发生氧化应激 , 激活

NF-κB 信号通路引发炎症[15], 导致基底膜增厚、ECM

蛋白合成增加及内皮功能障碍, 而ECM的主要成分就

是Col Ⅰ和Col Ⅳ等。HKI发生时, 系膜细胞肌成纤维

细胞化, α-SMA表达上调[16]。另外, MMP活性失调与

纤维化发生也存在联系。MMP介导ECM更新, 激活与

肾体积增大、肾细胞增生、肾瘢痕形成及纤维化有关的

生长因子释放[17]。有研究认为, 过多葡萄糖的氧化造成

线粒体过度负荷, 导致 ROS产生过多[18]。然而, 本研

究表明, 高糖诱导系膜细胞ROS产生的机制是激活了

线粒体 5-HT降解, 其机制是使 5-HT2AR、5-HT合成酶

及MAO-A表达同时上调, 导致线粒体ROS产生增多。

目前, HKI的新药开发遇到困难, 在Ⅲ期临床试验

中极少成功, 常因疗效不佳、毒副作用而宣告失败[19]。

本研究发现, 使用 5-HT2AR拮抗剂和 5-HT合成抑制剂

联合给药可以有效地治疗HKI, 且具有协同效应, 这为

新药开发提供了新思路。
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