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【摘 要】目的 探讨大电导钙激活钾通道（large conductance calcium-activated potassium channel ，BKCa）在糖尿病肾病中的作用及其机

制。 方法 ①用激动剂NS11021和抑制剂Tet及BKCa-siRNA干预后观察糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）细胞模型的细胞增殖率、上清

液中Ⅳ型胶原蛋白（collagen Ⅳ，ColⅣ）及纤连蛋白（fibronectin ，FN）的表达变化，揭示 BKCa的作用；②用激动剂 NS11021 和抑制剂 Tet 及

BKCa-siRNA干预后观察DN细胞模型TGF-β1、Smad2/3的含量变化；用激动剂TGF-β1、抑制剂SB431542干预TGF-β1/ Smad2/3信号通路

后，观察BKCa作用的变化，揭示BKCa作用与该信号通路相关性。 结果 ①与高糖组比较，药理学激动BKCa使模型细胞BKCaβ亚基蛋白表达增

加、细胞增殖率增高，差异均具有统计学意义（P < 0.05）；与高糖组比较，药理学和基因抑制BKCa，使其α、β亚基蛋白表达减少，从而出现模型

细胞增殖率下降、ColⅣ和FN分泌明显减少（P < 0.01）。②与高糖组比较，药理学激动BKCa引起Smad2/3含量增高，药理学和基因抑制BKCa，

引起TGF-β1、Smad2/3含量明显降低，差异均具有统计学意义（P < 0.05）；与NS11021组比较，用SB431542阻断TGF-β1/ Smad2/3信号通路

后，细胞增殖率明显降低，ColⅣ和FN分泌减少，差异均具有统计学意义（P < 0.05）。 结论 高糖诱导的DN细胞模型存在BKCa高表达，抑制

BKCa后细胞增殖率、ColⅣ和FN的分泌明显降低，从而改善DN病变，此作用与TGF-β1/Smad2/3信号通路相关。
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【Abstract】 Objective To explore the role and mechanism of BKCa（large conductance calcium-activated potassium channel，
BKCa）in DN（diabetic nephropathy，DN）. Methods ①After the intervention of agonist NS11021 and inhibitor Tet and BKCa -siRNA，the
changes of cell proliferation rate，collagen Ⅳ（ColⅣ）and fibronectin（FN）in the DN cell model were observed to reveal the role of
BKCa;②After the intervention of agonist NS11021 and inhibitor Tet and BKCa -siRNA on BKCa，the changes of TGF-β1（Transforming
growth factor beta 1）and Smad2/3 were observed in DN cell model ；After the intervention of agonist TGF-β1 and inhibitor SB431542
on TGF-β1/ Smad2/3 signaling pathway，we observed the change of effects of BKCa on model cells，in order to reveal the correlation be‑
tween BKCa action and this signaling pathway. Results ①Compared with high glucose group，pharmacologically excited BKCa increased
the proliferation rate of model cells，and the expression of BKCa β subunit protein was enhanced，the differences were statistically signifi‑
cant（P < 0.05）；compared with high glucose group，pharmacological and genetic inhibition of BKCa decreased the expression of α and β
subunit protein，the proliferation rate of model cells decreased，and the secretion of ColⅣ and FN decreased significantly（P < 0.01）.
②Compared with the high glucose group，the content of Smad2/3 was increased due to the pharmacological excitation of BKCa，the con‑
tent of TGF-β1 and Smad2/3 was significantly decreased due to the pharmacological and gene inhibition of BKCa（ the differences were
statistically significant（P < 0.05）；compared with NS11021 group，after blocking TGF-β1/ Smad2/3 signaling pathway with SB431542，
the cell proliferation rate was significantly decreased，and the secretion of ColⅣ and FN were decreased，and the differences were statis‑
tically significant（P < 0.05）. Conclusion BKCa was highly expressed in DN cell models induced by high glucose，and cell proliferation
rate，ColⅣ and FN secretion were significantly reduced after BKCa inhibition，thus improving DN lesions. This effect was related to TGF-
β1/Smad2/3 signaling pathway.
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糖尿病（diabetes mellitus，DM）中，2型糖尿病（type
2 diabetes mellitus ,T2DM）约占总病例的 90%，其主要

并发症（心、脑、肾、眼、神经等部位病变）是导致患者残

疾和死亡的主要原因，其死亡率仅低于肿瘤、心血管疾

病，居于第三位。 T2DM 患者 64%合并糖尿病肾病

（diabetic nephropathy，DN），目前已成为终末期肾病的

第二原因[1]，仅次于各种肾小球肾炎。DN最主要的病

理改变是肾小球硬化，以基底膜增厚和系膜基质增多

为主要病变，其中系膜细胞（mesangial cells,MCs）能分

泌系膜基质，并在应激状态下转变表型为成纤维细胞，

是参与DN的肾小球硬化的重要因素之一[2]。而转化生

长因子β1（transforming growth factor beta 1,TGFβ1）作为

糖尿病肾病中细胞外基质（extracellular matrix，ECM）合
成和降解的关键调节因子[3]，可激活 Smad（drosophila
mothers against decapentaplegic protein）信号通路，通过

磷酸化 Smad2 / 3并转位入细胞核调节TGF-β1靶基因

转录，如Ⅳ型胶原蛋白（collagenIV ,ColⅣ）、纤连蛋白

（fibronectin，FN）[4]表达增多，从而引起ECM沉积，最终

导致肾小球硬化，这一过程构成了 DN肾小球硬化发生

发展的经典信号通路。

目前围绕DN发生的生化机制研究较多[5-6]，代谢

紊乱如糖基化终产物（advanced glycation end products，
AGEs）增多、血流动力学异常如肾素-血管紧张素-醛
固酮系统（renin-angiotensin-aldosterone system,RAAS）
过高、氧化应激等致病因子既独立，又相互促进，通过

不同的胞内信号通路，诱导共同的下游因子 TGFβ1高
表达，并通过TGFβ1- Smad2 / 3通路，促进ColⅣ、FN沉

积，最终导致肾小球硬化。基于该机制，尽管采取如血

压、血糖控制及 RAAS阻断的策略，但最终发展成进行

性肾损伤的患者数量仍然很多，而针对多元醇通路的

依帕司他仅用于 DM 神经病变，针对 AGEs 的药物尚

在研制阶段，可见目前尚无有效措施能完全阻止DN的

发生与发展，因此，寻找阻抑DN肾小球硬化进程的其

他分子靶点或路径将是可能取得突破的领域。

大电导钙激活钾通道（1arge-conductance calcium-
activated potassium channels，BKCa）是血管平滑肌上表

达密度最高、最重要的钙激活钾通道，主导控制动脉平

滑肌的膜电位，以往认为BKCa 参与癫痫、哮喘、高血压

等疾病发生[7]。近年发现分布在除血管外的气管、胃肠

道、脑、肾及免疫细胞的BKCa，在细胞增殖、炎症免疫等

过程中具有重要作用[8]。最近，在肾小球足细胞和系膜

细胞中也发现有BK通道亚型表达[9]。我们先前的研究

也发现DN大鼠肾动脉上BKCaβ1 亚基的基因、蛋白表

达确实存在异常，并与肾脏病变程度呈正相关[10]，可见

BKCa参与细胞增殖和迁移，与MCs的这部分功能和作

用有较高的相似性，值得进一步探究其内在联系，但目

前尚无BKCa与MCs存在相关性的研究报道。因此，假

设BKCa可能通过TGF-β1-Smad2 / 3途径促进高糖诱导

的大鼠肾小球系膜细胞HBZY-1增殖并高表达ColⅣ、

FN，从而导致 DN的发生发展。本研究首次探讨了

BKCa在DN中的作用，并初步探讨其可能作用机制，为

DN的临床治疗和药物研发提供新靶点、新思路。

1 材料与方法

1.1 细胞株

大鼠肾小球系膜细胞EC（HBZY-1），购于上海中

乔新舟生物科技有限公司，批号：ZQ0540。
1.2 药品

粉防己碱（Tet），购自中国药品生物制品检定所，

批号：110713-201613；NS11021购自Sigma公司，批号：

023M4736V；TGF-β1购自北京义翘神州科技股份有限

公司，批号：LC12AU0608；SB431542（TGF-β/Smad抑制

剂）购自上海碧云天生物技术有限公司，批号：SF7890。
1.3 HBZY-1细胞形态学特征及实验分组

在显微镜下观察HBZY-1细胞在高糖和低糖环境

下的形态特征，选择对数生长期的细胞进行实验；

BKCa-siRNA转染细胞并观察转染结果，以BKCa激动剂

NS11021和抑制剂 Tet干预系膜细胞。实验共分为 9
组：低糖对照组（NG，5.5 mmol/L葡萄糖），高糖对照组

（HG，24.5 mmol/L葡萄糖），BKCa-siRNA组（HG + BKCa
基因抑制），Tet组（HG + Tet 10 μM），NS11021组（HG
+ NS11021 10 μM），TGF-β1组（HG + TGF-β12 ng/mL），
SB431542 组（HG + SB431542 10 μM），NS11021+
SB431542组（HG + NS11021 10 μM + SB431542 10 μM），
Tet + TGF-β1组（HG + Tet 10 μM + TGF-β12 ng/mL）。
1.4 系膜细胞增殖

以MTT测定干预后 48 h细胞存活率以计算增殖

率，当HBZY-1细胞的汇合达到 80%时开始实验，PBS
润洗、胰酶消化离心后用低糖DMEM完全培养基重悬，

计数细胞并将密度调节至5 × 104后接种于96孔板中，

每孔 100 μL，37 ℃、5% CO2培养箱培养；24 h后，按照

实验设计加入相应干预药物；孵育24/48 h后，每孔加5
μL MTT溶液，继续培养 4 h使其充分反应；吸弃上清

液，每孔加DMSO 150 μL，摇床振摇 10 min，待结晶完

全溶解后，酶标仪检测各孔490 nm波长处的OD值（吸

光度）；细胞存活率=（OD给药孔－OD空白孔）/（OD对

照孔－OD空白孔）×100%。

1.5 HBZY-1细胞BKCa-α、β，ColⅣ，FN蛋白表达

按密度 12 × 104接种，24 h后按“1.3实验分组”干

预，再培养 48 h后作为待测样本，采用Western Blot测
BKCa-α、β、ColⅣ、FN。
1.6 ELISA法检测 HBZY-1细胞 TGF-β1、Smad2/3
表达

以 12 × 104的密度接种HBZY-1细胞于 6孔板中，
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每孔2 mL，37℃、5% CO2培养箱孵育；24 h后，弃去旧培

养液，按1.3分组干预后再培养48 h；吸取细胞培养液，

4℃、8000 rpm/min离心 15 min，只取上清液，分装后-
80℃保存备用。

1.7 统计学分析

应用SPSS 17.0软件对实验数据进行统计学分析。

计量资料以均数 ±标准差（x ± s）表示；多组间比较采

用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t检验，P <
0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 DN细胞模型建立

高糖诱导的HBZY-1细胞损伤明显。倒置显微镜

下观察HBZY-1细胞，正常组（低糖对照组）HBZY-1细
胞呈长梭形、纺锤形或不规则形，立体感强，部分细胞

甚至可见（卵）圆形的细胞核（图1A）；高糖对照组细胞

饱满密集，增殖显著，融合趋势明显并且细胞重叠生长

（图 1B）。与低糖对照组比较，高糖对照组BKCaα、β亚

基蛋白表达增强（P < 0.01，图 2），细胞增殖率高（P <

0.01，图3），ColⅣ和FN分泌增多（P < 0.01，图4）。

图1 倒置显微镜下观察低糖、高糖对照组HBZY-1细胞形态（× 200）
Figure 1 Morphology of HBZY-1 cells in low-glucose group and

high-glucose group was observed by inverted microscope（× 200）
注：A. 低糖对照组；B. 高糖对照组。

2.2 BKCa对DN细胞模型的作用

2.2.1 激动或抑制BKCa对肾小球系膜细胞BKCa-α、β
蛋白表达影响 与NG组比较，HG组在干预 48 h后的

BKCa-α、β蛋白表达量均升高（P < 0.01）。与HG组比

较，NS11021组细胞 BKCa-α蛋白表达量差别无意义

（P > 0.05），BKCa-β蛋白表达量升高（P < 0.01）；Tet降低

细胞BKCa-α、β蛋白表达量（P < 0.05）；BKCa-siRNA降

低细胞BKCa-α、β蛋白表达量（P < 0.01）；见图2各组的

对比结果。

2.2.2 激动或抑制BKCa对肾小球系膜细胞增殖的影响

与 NG组比较，HG组细胞增殖明显增多（P <
0.01）。与HG组比较，药理性激动剂NS11021促进细

胞增殖（P < 0.01）；Tet、BKCa-siRNA抑制细胞增殖

（P < 0.01），Tet与BKCa-siRNA相较，抑制作用差异不具

有统计学意义（P > 0.05），见图3。
2.2.3 激动或抑制BKCa对肾小球系膜细胞ColⅣ，FN
蛋白表达的影响 与NG组比较，HG组在干预 48 h后
的ColⅣ、FN表达量均升高（P < 0.01）。与HG组比较，

NS11021组细胞ColⅣ、FN表达量差异不具有统计学意

义（P > 0.05）；Tet、BKCa-siRNA组均出现细胞ColⅣ、FN
表达量降低（P < 0.01），见图4A、B、C。

图3 不同干预措施对细胞活力的影响

Figure 3 The effects of different interventions on cell viability
注：与NG组比较**P<0.01；与HG组比较##P < 0.01。

图2 采用Western Blot检测各组对BKCa-α和β蛋白表达的影响
Figure2 The effects of each group on the expression of BKCa-α and β protein were detected by Western Blot

注：与NG组比较**P < 0.01；与HG组比较#P < 0.05，##P < 0.01；△△P < 0.01。

A B C

D E F

** **

**
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2.3 BKCa对DN细胞模型的作用与TGF-β1/Smad2/3
通路的相关性

2.3.1 同步激动或抑制BKCa与TGF-β1/Smad2/3通路

的作用变化 与高糖组比较，药理性激动BKCa 与通路

激动组 TGF-β1作用变化一致，均促进细胞增殖（P <
0.01，图 3），ColⅣ、FN表达有增高的趋势（P > 0.05，图
4）；药理性抑制 Tet 和 BKCa-siRNA 与通路抑制组

SB431542都明显抑制细胞增殖（P < 0.01，图 3）,减少

ColⅣ、FN表达（P < 0.01，图4）。
2.3.2 激动或抑制 BKCa 同时抑制或激动 TGF-β1/
Smad2/3 通路的作用变化 与高糖组、NS11021组比

较，NS11021+SB431542细胞增殖率降低（P < 0.01，图
3），ColⅣ、FN表达量均减少（P < 0.01，图4.D.E.F）；与高

糖组、Tet组比较，Tet+TGF-β1细胞增殖率提高（P < 0.01，
图3），ColⅣ、FN表达量均增加（P< 0.01，图4.D.E.F）。
2.3.3 激动或抑制 BKCa 对肾小球系膜细胞上清液

TGF-β1、Smad2/3 的含量影响 与NG组相比，HG组

TGF-β1、Smad2/3表达量均增多（P < 0.01）。与HG组

比较，NS11021组 Smad2/3表达量增多（P < 0.05），

TGF-β1表达量变化无统计学意义（P > 0.05）；Tet、BKCa-
siRNA组 TGF-β1、Smad2/3表达量均减少（P < 0.01），

见图5。

图4 采用Western Blot检测各组对 IV型胶原和纤连蛋白表达的影响
Figure 4 The effects of each group on the expression of collagen IV and fibronectin were detected by Western Blot

注：与NG组比较*P < 0.05，**P < 0.01；与HG组比较#P < 0.05，##P < 0.01；△△P < 0.01。

A B C

D E F

A B C D

3 讨论

DM是目前全球发病率最高的三大疾病之一，DN
则是DM的最常见并发症之一，目前的研究证据表明，

DN的病变核心在肾小球[11-12]。MCs是肾小球中最活跃

的固有细胞，可以在肾小球受到损伤时受某些细胞因

子的调控异常生长、分泌细胞外基质，是导致肾小球硬

化的重要致病因素[13-14]。DN的肾小球病变包括MCs
增殖和肥大、ECM以异常增加的系膜基质形式过度积

聚及肾小球基底膜增厚，并最终导致结节性肾小球硬

化[15-16]，可见MCs的异常增殖以及ECM的异常积聚对

肾小球病变过程起到了关键作用。本课题组前期研究

发现DN大鼠肾动脉上β1 亚基的基因、蛋白表达确实

存在异常，并与肾脏病变程度相关[10]，而文献报道存在

于血管外的BKCa能参与细胞增殖和迁移，HUANG等在

肾小球足细胞和系膜细胞中发现有 BK通道亚型表

达[9]，而系膜细胞中是否有BKCa高表达，并与DN肾脏

病变有无相关性尚无报道。本实验首先发现，与NG组

比较，模型组 BKCa-α、β蛋白表达量均升高，阻断剂

Tet，尤其 BKCa-siRNA对其下调明显；进而通过MTT、

图5 各干预组TGF-β1和Smad2/3的表达
Figure 5 The expression of TGF-β1 and Smad2/3 in each intervention group

注：A. 各组TGF-β1浓度定量图；B. 各组Smad 2/3浓度定量图；与NG组比较**P < 0.01；与HG组比较#P < 0.05，##P < 0.01。
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Western Blot法证实其作用：与HG组对比，NS11021激
动BKCa可以显著促进HBZY-1细胞增殖，相反，Tet及
BKCa-siRNA会明显抑制其增殖，提示可以通过抑制

BKCa的方式部分抑制HBZY-1细胞的增殖，进而改善

肾小球病变情况。与HG组相比，NS11021促进HBZY-
1细胞分泌ColⅣ和FN的作用不强，具体原因有待进一

步研究，怀疑是高糖环境BKCa的开放率较高导致激动

剂的作用不强；但是，Tet及BKCa-siRNA会明显抑制细

胞分泌ColⅣ和 FN，提示可以通过抑制BKCa的方式部

分抑制HBZY-1细胞ECM中的ColⅣ和FN的分泌，从

另一个方面改善肾小球病变情况。

TGF-β是DN发生发展的中心因子之一，可以诱导

系膜细胞增殖和胶原分泌，甚至从转录水平直接诱导

Col、FN等 ECM的合成[17-19]。进而促进肾脏的纤维化

进程。目前在哺乳动物中鉴定出了TGF-β1、2、3三种亚

型[20-21]，以 TGF-β1与肾脏关系最密切[22-23]。而作为

TGF-β信号通路的主要下游效应蛋白，Smad2和Smad3
可以在磷酸化后与 Smad4结合，再转入细胞核调控基

因转录，其中以Smad3作用更大，是公认的致纤维化因

子[24-25]。那么 BKCa的作用是否与 TGF-β1 /Smad2/3通
路有关？本实验发现：激动BKCa使 Smad2/3表达量增

多，TGF-β1变化不明显，抑制或下调 BKCa，TGF-β1、
Smad2/3表达量均减少；药理性激动BKCa 与通路激动

组TGF-β1作用相似，使增殖率提高，ColⅣ、FN分泌增

多，抑制或下调BKCa与通路抑制组SB431542作用与之

相反，提示同步激动或抑制BKCa与TGF-β1/Smad2/3通
路的作用变化一致，说明BKCa作用与该通路存在相关

性；实验进一步发现：激动 BKCa同时抑制 TGF-β1/
Smad2/3通路使细胞增殖率降低，ColⅣ、FN表达量均

减少，反之抑制BKCa同时激动该通路，出现相反的作

用，提示TGF-β1/Smad2/3与BKCa调控细胞增殖、ColⅣ
和FN的分泌是同一条信号通路，且TGF-β1/Smad2/3在
BKCa的下游。

4 结论

本研究探讨了BKCa在糖尿病肾病中的重要作用及

其机制，发现高糖诱导的DN细胞模型存在BKCa高表

达，抑制BKCa后细胞增殖率、ColⅣ和FN的分泌明显降

低，从而改善DN病变，此作用与TGF-β1/Smad2/3信号

通路的活化相关。这一结果提示，BKCa可能是临床实

践中预防和治疗DN的潜在靶点。
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