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五没食子酰基葡萄糖对H2O2诱导的肾小球

系膜细胞氧化损伤及凋亡的影响
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(1.皖南医学院医学生物学教研室,安徽 芜湖 241002;
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摘 要:目的 研究五没食子酰基葡萄糖(PGG)对过氧化氢(H2O2)诱导的大鼠肾小球系膜细胞(GMCs)活性氧(ROS)

水平、细胞凋亡和氧化相关因子的影响。方法 通过CCK8试剂盒筛选出对GMCs细胞无毒性的PGG浓度和能够引起

GMCs细胞产生凋亡的 H2O2 浓度。实验设置6组,分别为正常组、阳性组、10μMPGG组、5μMPGG组、1μMPGG
组、0.1μMPGG组,正常组为不做处理的GMCs细胞,阳性组细胞给予600μM 的 H2O2 刺激,PGG组细胞给予600

μM 的 H2O2 和不同浓度PGG刺激,18h后通过流式细胞仪检测活性氧(ROS)和细胞凋亡水平;试剂盒检测各组超氧

化物歧化酶(SOD)和总谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)的活性。结果 PGG能够降低GMCs细胞ROS水平,减少细胞

凋亡;提高抗氧化酶SOD和GSH-Px活性,从而减少 H2O2 诱导的系膜细胞氧化损伤程度,其中10μMPGG组抗氧化

程度最明显。结论 PGG对于 H2O2 诱导GMCs细胞的凋亡有一定抑制作用,能够抑制GMCs细胞产生ROS,减少氧

化应激的水平,从而起到对细胞的保护作用。
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  Abstract: Objective TostudytheeffectsofPenta-O-galloyal-D-glucose(PGG)onreactiveoxygenspe-
cies(ROS)levels,apoptosisandoxidation-relatedfactorsinH2O2-inducedglomerularmesangialcells(GMCs)
ofrats. Methods TheconcentrationofPGGthatisnottoxictoGMCsandtheconcentrationofH2O2that
cancauseapoptosisinGMCswerescreenedbyCCK8kit.Sixgroupsweresetupforexperiment:normal
group,positivegroup,10μMPGGgroup,5μMPGGgroup,1μMPGGgroup,0.1μMPGGgroup.The
normalgroupconsistedofuntreatedGMCs,thepositivegroupcellswerestimulatedwith600μM H2O2,and
thePGGgroupcellswerestimulatedwith600μMH2O2anddifferentconcentrationsofPGG.ThelevelofROS
andcellapoptosislevelweremeasuredbyflowcytometryafter18h.Theactivitiesofsuperoxidedismutase
(SOD)andtotalglutathioneperoxidase(GSH-Px)ineachgroupweredetectedbykit. Results PGGcould
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reducetheROSlevelofGMCs,reducecellapoptosis,increasetheactivityofantioxidantenzymesSODand
GSH-Px,andthusreducethedegreeofoxidativedamageinducedbyH2O2inmesangialcells.Theanti-oxida-
tiondegreeof10μMPGGgroupwasthemostobvious. Conclusion PGGhasacertaininhibitoryeffecton
H2O2-inducedapoptosisofGMCs,anditcaninhibittheproductionofROSbyGMCs,reducethelevelofoxi-
dativestressandthusplayaprotectiveroleoncells.
  Keywords: Penta-O-galloyal-D-glucose;oxidativestress;apoptosis;reactiveoxidativespecies

  五没食子酰基葡萄糖(英文全称Penta-O-galloy-
al-D-glucose,简称PGG)广泛存在于自然界的植物

中,其中五倍子中的含量最高,其次为牡丹皮、白芍、赤
芍、黄芩等[1]。由于PGG分子中含有多个酚羟基[2],
从而它具有了独特的理化性质和生理活性,表明PGG
将可能成为一种天然抗氧化剂而具有潜在的广泛应用

前景。正常情况下,机体不断产生活性氧(ROS)、超
氧阴离子等,同时机体中的超氧化物歧化酶(SOD)、维
生素E、谷胱甘肽还原酶等进行抗氧化清除,而剩余的

ROS参与维持血管紧张和一系列信号传导过程,当机

体在外部刺激下,ROS增多,氧化程度超过了抗氧化

清除能力,机体出现了氧化应激(OS)[3]。本研究通过

一定浓度的过氧化氢(H2O2)刺激大鼠肾小球系膜细

胞(GMCs)产生氧化应激,了解不同浓度的PGG对

GMCs细胞抗氧化能力的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞株 GMCs细胞株来源于皖南医学院弋

矶山医院中心实验室。

1.1.2 实验试剂 PGG,上海源叶生物科技有限公

司;30%H2O2,国药集团化学试剂有限公司;低糖

DMEM培养基,美国 Hyclone公司;胎牛血清,澳洲

CLARKBioscience公司;CCK8试剂盒,碧云天生物

技术有限公司;活性氧检测试剂盒,碧云天生物技术有

限公司;细胞凋亡试剂盒,碧云天生物技术有限公司;
总SOD活性检测试剂盒,碧云天生物技术有限公司;
总谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)试剂盒,碧云天生

物技术有限公司。

1.1.3 主要的实验仪器设备 多功能微孔检测仪(瑞
士TECAN,M200PRO),流 式 细 胞 仪(BD 公 司,

FACSVerseTM),超 净 工 作 台 (苏 州 苏 净,SW-CJ-
2FD),高速离心机(美国Eppendorf)。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 将细胞株从液氮罐中取出迅速在

37℃水浴锅中水浴,复苏后接种于完全培养基(含有

10%胎牛 血 清 的 低 糖 DMEM 培 养 基)中。在5%
CO2、37℃的细胞培养箱中培养,待细胞生长至80%
时进行消化传代,本实验选取5~7代对数生长期细胞

进行研究。

1.2.2 H2O2 和PGG最佳浓度的筛选 用完全培养

基将GMCs细胞稀释成单个细胞悬液并接种于96孔

板中,24h细胞贴壁后,换用无血清的低糖DMEM 培

养基饥饿12h,用无血清低糖DMEM 培养基配制不

同浓度H2O2(100μM、200μM、300μM、400μM、500

μM、600μM),PGG用 DMSO溶解后用无血清低糖

DMEM培养基稀释成不同浓度(0.1μM、1μM、5

μM、10μM、20μM),CCK8试剂盒检测分别筛选出最

佳浓度的H2O2(对细胞产生一定损伤的浓度)和PGG
(对细胞不产生毒性的浓度)。

1.2.3 流式细胞术检测各组ROS和细胞凋亡水平 
取对数生长期细胞均匀接种于6孔板上,分为6组:正
常组、阳性组、10μM PGG组、5μM PGG组、1μM
PGG组、0.1μMPGG组,每组3个复孔,待贴壁后换

无血清培养基饥饿3h各组进行加药处理,正常组为

不做处理的GMCs细胞,阳性组细胞给予600μM 的

H2O2 刺激,PGG各组细胞给予600μM 的 H2O2 和

不同浓度PGG刺激,各组在处理18h后,通过流式细

胞仪上机检测,采用Flowjo7.6软件对结果进行分

析,计算ROS和凋亡水平。

1.2.4 试剂盒检测各组SOD和GSH-Px水平 各

组细胞按上述方法在6孔板中处理后,分别加入裂解

液,蛋白裂解后制成样品,用试剂盒检测每个样品中

SOD和GSH-Px含量,再检测样品的蛋白含量,最终

结果以单位总蛋白中的目的蛋白的含量为准。

1.3 统计学方法 采用SPSS17.0统计软件进行数

据分析,数据用(췍x±s)表示,两组间的比较采用t检

验,以P<0.05为差异有统计学意义。作图工具为

Graphpad5.0软件。

2 结果

2.1 H2O2 和PGG最佳浓度的筛选 当 H2O2 浓度

达到500μM 时,OD值与正常组开始产生显著差异

(P<0.05),在600μM浓度下,与正常组间差异更明

显(P<0.01),因此,600μM 的 H2O2 可作为较合适

的浓度,刺激细胞产生氧化作用。见表1。PGG浓度

在达到20μM 时,其 OD值明显低于正常组(P <
0.01),说明此浓度对GMCs细胞产生了一定毒性,细
胞发生凋亡,所以本实验选择PGG的最高浓度为10

μM。见表2。
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表1 不同浓度 H2O2 对GMCs细胞产生

的影响(n=5,췍x±s)

组别 剂量 OD
正常对照组 - 1.654±0.096
H2O2 100μM 1.538±0.041
H2O2 200μM 1.689±0.151
H2O2 300μM 1.578±0.190
H2O2 400μM 1.529±0.096
H2O2 500μM 1.443±0.115a

H2O2 600μM 1.317±0.125b

 注:与正常对照组比较,a:P<0.05,b:P<0.01

表2 不同浓度PGG对GMCs细胞产生的

毒性影响 (n=5,췍x±s)

组别 剂量 OD
正常对照组 - 1.378±0.088
PGG 0.1μM 1.267±0.164
PGG 1μM 1.360±0.130
PGG 5μM 1.511±0.240
PGG 10μM 1.353±0.080
PGG 20μM 1.076±0.178a

 注:与正常对照组比较,a:P<0.01

2.2 不同浓度 PGG 对 H2O2 诱导 GMCs细胞中

ROS含量的影响 流式细胞仪检测结果(见图1)显
示,随着PGG浓度的升高,GMCs细胞产生的ROS逐

渐减少,0.1μMPGG组虽然减少但与阳性对照组比

较差异无统计学意义(P>0.05)。从1μMPGG浓

度开始,PGG各组与阳性对照组的ROS含量有明显

差异(P<0.05),其中10μMPGG组与正常组间已

无差异,表明在一定浓度范围内PGG的抗氧化作用

随着浓度的升高而增强。

图1 不同浓度PGG对 H2O2 诱导的

GMCs细胞产生ROS的影响

注:与正常组比较,*P <0.05,**P <0.01,***P <
0.001;与阳性组比较,#P <0.05,##P <0.01,###P
<0.001

2.3 不同浓度PGG对 H2O2 诱导GMCs细胞凋亡

的影响 氧化应激可引起GMCs细胞产生细胞凋亡,
本实验结果显示(见图2),在600μM H2O2 的浓度

下,细胞凋亡最多,达到38.76%,当加入PGG保护

时,随着PGG浓度升高,细胞凋亡率逐渐减少,但仍

存在一定凋亡,与阳性组相比,有显著降低(P <
0.05)。

图2 不同浓度PGG对 H2O2 诱导的

GMCs细胞凋亡的影响

注:与正常组比较,*P <0.05,**P <0.01,***P <
0.001;与阳性组比较,#P <0.05,##P <0.01,###P
<0.001
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2.4 不同浓度 PGG 对 H2O2 诱导的 GMCs细胞

SOD、GSH-Px活力的影响 10μM、5μM 和1μM
PGG组的SOD水平均明显高于阳性组,10μMPGG
组的SOD活性较其他加药组最高,与正常组间差异无

统计学意义(P>0.05),0.1μMPGG组则与阳性组

间差异无统计学意义(P >0.05)。PGG组细胞的

GSH-Px水平均明显高于阳性组,但低于正常组,差异

有统计学意义(P <0.5),随着PGG 浓度的升高,

GSH-Px活力水平也相应增加。见表3。

表3 不同浓度PGG对 H2O2 诱导的GMCs细胞

产生氧化应激的相关因子活性 (n=5,췍x±s)

组别 SOD(U/mg) GSH-Px(mU/ml)

正常组 20.77±1.11e 41.97±2.90f

阳性组 12.81±2.19b 9.78±1.74c

PGG(10μM) 19.19±0.42e 33.42±3.31af

PGG(5μM) 17.61±0.50ad 26.00±1.61bf

PGG(1μM) 16.59±0.17bd 23.54±2.58cf

PGG(0.1μM) 15.44±0.62b 21.17±3.52cf

 注:与正常组比较,a:P<0.05,b:P<0.01,c:P<0.001;
与阳性组比较,d:P<0.05,e:P<0.01,f:P<0.001

3 讨论

糖尿病肾病作为糖尿病主要慢性并发症之一,近
年来临床及实验研究表明其发病机制与很多因素有

关,主要包括氧化应激、蛋白激酶C、蛋白非酶糖基、多
元醇通路4种学说,其中氧化应激在其发展中起到关

键作用[4-5]。氧化应激指的是机体遭受到各种刺激后,
体内的ROS产生过多,引起氧化系统和抗氧化系统的

失衡,细胞产生脂质过氧化,导致溶酶体和线粒体损

伤,进而导致组织损伤的一系列过程[6]。ROS作为机

体代谢过程中氧化还原反应产物,参与调节杀菌、解毒

等多种代谢途径[7],也是细胞凋亡的前期产物。而过

量的ROS是引起糖尿病肾损伤多条通路激活的共同

途径[8]。过氧化氢(H2O2)是一种强氧化剂,能够诱导

机体产生大量的ROS,导致机体产生氧化应激反应,
从而引起氧化损伤。目前由于H2O2 比较容易获得并

且其性质相对稳定,易透过细胞膜,从而生成活性氧自

由基,因而很多研究都是通过 H2O2 作为诱导细胞产

生氧化应激模型[9-10]。
当细胞内ROS产生和清除的动态平衡被打破时,

就会启动有效地抗ROS防御体系,如SOD、GSH-Px
等因子[11]。SOD和 GSH-Px是细胞内重要的抗氧化

酶,具有降解细胞内ROS的作用[12]。SOD能够催化

ROS生成 H2O2 和 O2,其活性在一定程度上体现了

机体对活性氧自由基的清除能力[13],通过特异地与超

氧化物阴离子(O-2)发生歧化反应,清除 O-2,保护机

体免受自由基的损害。GSH-Px进一步代谢 H2O2,
加速H2O2 的分解形成分子O2 和 H2O[14],阻断氧化

反应发挥拮抗脂质过氧化作用,避免 H2O2 对细胞的

影响。

PGG具有多种生物及药理活性,如抗炎、抗氧化、
抗肿瘤、抗血管再生以及延长寿命等,近年来有研究发

现PGG在治疗糖尿病方面具有较高的价值[15]。本实

验通过600μM H2O2 刺激GMCs细胞并同时加入不

同浓度PGG,检测ROS水平及细胞凋亡程度,并检测

细胞中抗氧化相关因子SOD和 GSH-Px水平,从而

研究不同浓度PGG是否对氧化应激损伤下的GMCs
细胞产生一定的抗氧化作用。最终结果表明,随着

PGG浓度的升高,GMCs细胞中ROS水平逐渐降低,
细胞凋亡程度减轻,当PGG浓度达到10μM时,与正

常组间无显著差异,说明此浓度下的PGG能有效减

少H2O2 诱导细胞产生的ROS,从而减少细胞凋亡程

度;PGG各组的SOD和GSH-Px活性均显著高于阳

性组,其中10μMPGG组表达量最高,说明氧化应激

水平明显降低,所以,PGG可能通过影响细胞内SOD
和GSH-Px的水平,减少H2O2 对GMCs细胞产生的

氧化应激,减少ROS产生,进一步减少细胞凋亡,从而

对细胞起到一定的保护作用。
综上所述,PGG对于H2O2 引起的GMCs细胞产

生的氧化应激有一定抗氧化作用,提示PGG可能作

为一种抗氧化途径解决糖尿病肾病损伤,为后续PGG
在糖尿病肾病方面的研究提供了一定的理论依据和实

验基础。
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