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基于 TGF-β1/AKT 信号通路的西格列汀对人肾小管	

上皮细胞转化的干预及机制

张玫1，李进冬1，凌亚2

(1. 泰州市人民医院药学部，江苏 泰州 225300；2. 苏州大学附属第一医院药学部，江苏 苏州 215006)

[摘　要]	 目的：观察西格列汀(sitagliptin，SIT)对高糖诱导的肾小管上皮-间充质转化(epithelial-mesenchymal 

t r a n s i t i o n ， E M T ) 的干预效应及对 A K T 信号通路的影响，探讨西格列汀防治早期糖尿病肾病

(d i a b e t i c  n e p h ro pat hy，D N)的作用机制。方法：将体外培养的人肾小管上皮细胞(H K- 2 )分为

正常组(N G ，5 . 5 6  m m o l / L葡萄糖) 、高糖组(H G ，6 0  m m o l / L葡萄糖) 、西格列汀组(S I T 组， 

60 mmol/L葡萄糖+1，5，10 μmol/L西格列汀)、TGF-β1抑制剂组(60 mmol/L葡萄糖+5 μmol/L  

SB-431542)。MTT法检测细胞活力；ELISA法检测细胞中TGF-β1蛋白分泌；蛋白质印迹法检测细

胞中Akt蛋白磷酸化水平及EMT指标蛋白质变化。结果：高糖提高了肾小管上皮细胞的活力，促进

TGF-β1蛋白分泌，激活AKT蛋白磷酸化，降低细胞中上皮表型蛋白质E-cadherin的表达，并增加间质

表型蛋白质α-SMA的表达。西格列汀显著降低HK-2细胞的活力，降低高糖环境下TGF-β1蛋白分泌，

降低AKT蛋白磷酸化水平，改善E-cadherin表达的减少及α-SMA表达的增加。结论：西格列汀可以改

善高糖诱导的HK-2细胞上皮-间充质转分化，此效应可能与抑制TGF-β1/AKT信号通路有关。
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Intervention and mechanism of sitagliptin based on  
TGF-β1/AKT signaling pathway in epithelial-mesenchymal 

transition of human renal tubular epithelial cells
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Abstract Objective: This investigation is to observe the effects of sitagliptin (SIT) on epithelial-mesenchymal transition 

(EMT) of human renal tubular epithelial cells (HK-2) under high glucose involving AKT signaling pathway, 

and elucidate the possible mechanism of SIT in the prevention and treatment of early diabetic nephropathy.  
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糖尿病肾病(diabet ic  nephropathy，DN)是糖

尿病常见的并发症之一，近年来的发病率呈逐年

上升趋势，已成为引起糖尿病患者死亡的主要原

因，其发病及病因机制复杂，涉及血流动力学、

糖代谢、遗传、氧化应激等多个方面的因素 [ 1 ]。

研究 [ 2 ]表明：高血糖是引起糖尿病肾病发生及发

展的关键因素，但作用机制尚不清楚。研究 [ 3 ]表

明 ： 肾 小 管 间 充 质 损 伤 是 糖 尿 病 引 发 的 D N 中 的

重要环节，肾小管上皮 -间充质转分化(ep ithel ia l -
mesenchymal transition，EMT)是肾小管间充质纤

维化发生的关键环节。研究 [4]表明：在DN病情进

展过程中，转化生长因子-β1(transforming grow th 
factor-β1，TGF-β1)过度激活PI3K/Akt信号通路，

介 导 肾 小 管 E M T 进 程 ， 备 受 研 究 者 关 注 。 西 格

列汀是一种新型口服的二肽基肽酶 - 4 (d i p e p t i d y l 
peptidase-4，DPP-4)抑制剂，是一类新的基于肠促

胰岛素的抗糖尿病药物，可通过抑制DPP-4活性、

减少胰高血糖素样肽-1(glucagon-l i ke peptide-1，

G L P- 1 )的失活，有效提高内源性G L P- 1水平、抑

制胰高血糖素的分泌，从而降低糖尿病患者的血

糖，控制并降低糖尿病患者微血管并发症的发病

率 [5]。DPP-4抑制剂不仅能通过降低血糖水平阻断

高血糖对糖尿病患者肾的损伤作用，还具有GLP-1
依赖性肾脏保护作用，因此西格列汀在DN治疗中

意义重大[6]。

本研究将通过体外实验探讨高糖环境下人肾

小管上皮细胞(HK-2)中TGF-β1/AKT信号途径介导

的E MT进程中指标蛋白质的表达情况，并采用西

格列汀进行干预，分析该信号通路因子及E MT的

变化，探讨西格列汀改善DN进程的分子机制。

1  材料与方法

1.1  细胞、仪器、试剂

细胞：HK-2购自上海复祥生物科技有限公司

(来源于ATCC，CRL -2190)。

仪 器 ： 恒 温 C O 2 培 养 箱 购 自 美 国 T h e r m o 
Scientific公司；酶标仪购自美国BioTek公司；高速

离心机购自美国Sigma公司；倒置显微镜购自日本

O l y m p u s公司；立式压力蒸汽灭菌器购自上海博

讯实业有限公司医疗设备厂；半干转印系统购自

美国Bio-R ad公司；双红外激光成像系统购自美国

Odyssey公司。

试剂：DMEM培养基购自美国Invitrogen Gibco
公司(REF31600-034)；西格列汀购自美国SANTA
公司(SC-364620)；TGF-β1抑制剂SB -431542购自

美国Sigma公司(S4317-5MG)；兔抗α- SMA单克隆

抗体(货号：1184-1)、兔抗E-Cadherin单克隆抗体

(货号：5409-1)购自英国Abcam公司；Akt抗体购

自万类生物公司(货号：WL0003b)，β-actin抗体购

自美国Bioworld公司(货号：AP0060)；荧光二抗购

自美国奥德赛公司(批号：C40721-02)；PMSF(编

号：ST506)、青霉素 -链霉素溶液(100×，编号：

C 0 2 2 2 ) 、 B C A 蛋 白 质 浓 度 测 定 试 剂 盒 ( 编 号 ：

P0010)、一抗稀释液(编号：P0023A)、二抗稀释

液(编号：P0023D)、R API裂解液(编号：P0013B)
均购自于碧云天生物技术研究所。

1.2  方法

药液配制：西格列汀用DMSO配成50 mmol/L
母液，− 2 0  ℃保存。临用前用D M E M高糖稀释成

Methods: Human renal tubular epithelial cells were randomly divided into normal group (NG, 5.56 mmol/L 

glucose), high glucose group (HG, 60 mmol/L glucose) and sitagliptin group (SIT, 60 mmol/L glucose +1, 5, 

10 μmol/L sitagliptin), TGF-β1 inhibitor group (60 mmol/L glucose +5 μmol/L SB-431542). Cell viability was 

determined by MTT assay. The secretion of TGF-β1 was detected by ELISA. Western blot analysis was used to 

monitor the phosphorylated AKT and EMT indicator proteins. Results: Under high glucose, the viability of 

renal tubular cells was increased. Meanwhile, increased secretion of TGF-β1, up-regulated phosphorylated AKT, 

down-regulated E-cadherin as well as up-regulated α-SMA were observed. However, in the presence of sitagliptin, 

the viability of renal tubular cells was reduced. Accordingly, TGF-β1 and α-SMA were down-regulated, AKT was 

inactivated, while E-cadherin was up-regulated. Conclusion: Sitagliptin improves the epithelial-mesenchymal 

transition of HK-2 cells under high glucose, which may be closely associated with the inhibition of TGF-β1/AKT 

signaling pathway. 

Keywords high glucose; renal tubular epithelial cells; sitagliptin; epithelial-mesenchymal transition; TGF-β1/AKT signaling 

pathway
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1，5，10 μmol/L。

H K - 2 细 胞 培 养 ： 用 含 1 0 % 新 生 牛 血 清 、 
1 × 1 0 5 U / L青霉素、1 0 0  m g / L链霉素、3 . 7  mg / L 
NaHCO 3的DMEM培养液，于37 ℃，5% CO 2条件

下培养，每2~3 d传代1次。

分 组 与 给 药 ： H K - 2 细 胞 以 适 当 密 度 接 种 ，

分为正常组(N G，5 . 5 6  m m ol / L葡萄糖)、甘露醇

组(M A，5.56 mmol/L葡萄糖+54.44 mmol/L甘露

醇 ) 、高糖组 ( H G ， 6 0  m m o l / L 葡萄糖 ) 、溶剂组

(5.56 mmol/L葡萄糖+0.1% DMSO)、西格列汀组

(SI T组，6 0  m m ol / L葡萄糖+ 1，5，1 0  μ m ol / L西

格列汀 ) 和 TG F - β 1 抑制剂组 ( 6 0  m m o l / L葡萄糖 + 
5 μmol/L SB-431542组)。

1.3  观察指标

HK-2细胞活力：用DMEM培养基制成4×107/L细

胞悬液，接种于96孔培养板，培养24 h弃上清，加

人无血清DMEM培养基，同步化12 h后，在DMEM
的基础上给予不同浓度的西格列汀，培养72 h后，

每孔加入MTT溶液20 μL，于37 ℃，5% CO2，培养

箱中孵育4 h后，用酶标仪在波长490 nm处测定各孔

光密度值(OD)，实验重复3次。

TGF-β1蛋白分泌水平：用DMEM培养基制成

1 × 1 0 6/ L 细胞悬液，接种于 1 2 孔培养板，同步化

12 h后，分别加入处理因素的培养基2 mL，培养

72 h后，收集上清，12 000 r/min离心15 min以沉淀

碎片。TGF-β1 ELISA检测试剂盒说明书测定其中

TGF-β1蛋白质浓度。在450 nm波长测各孔的吸光

度值，在回归方程上计算出对应的样品浓度。

Akt蛋白磷酸化及EMT指标蛋白质表达水平：

HK-2细胞按各处理因素处理72 h后，提取细胞总

蛋白，BCA蛋白质定量试剂盒测定蛋白质浓度。取 
5 5  μ g 蛋 白 质 上 样 量 ， 经 8 % 的 S D S - PA G E 电 泳 ，

将凝胶上的蛋白质转移至N C膜，室温封闭1  h，

加 抗 p - A K T ， t - A K T ， E - c a d h e r i n ， α - S M A 抗 体 
(1:1 000)，4 ℃过夜，PBST(5 min/3次)洗涤后，

孵荧光二抗(1:1  000)，室温1 h，Odyssey仪器拍

照，Image J软件分析条带灰度值。

1.4  统计学处理

应 用 S P S S  1 7 . 0 统 计 软 件 进 行 数 据 分 析 。 数

据 均 以 均 数 ± 标 准 差 ( x ± s ) 表 示 ， 两 组 间 比 较 采

用 t检验，多组间比较采用单因素方差分析(O n e -
w ay  A N OVA )，若数据不符合方差齐性，则采用

Dunnett’s T3检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2  结果

2.1  HK-2 细胞活力

MTT结果显示：HG培养HK-2 48，72 h细胞活

力显著高于NG(P<0.01)，提示高糖能够能够使HK-2
细胞增殖；1，5，10 μmol/L西格列汀在48，72 h时

均能抑制HK-2的增殖(P<0.05)。甘露醇、0.1%DMSO
对HK-2的生长没有显著影响(P>0.05，图1)。
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图1 西格列汀对HK-2细胞活力的影响

Figure 1 Effect of sitagliptin on the viability of HK-2 cells

NG，MA，0.1%DMSO，HG，SIT L，SIT M，SIT H分别代表正常组(5.56 mmol/L葡萄糖)，甘露醇对照组(5.56 mmol/L葡萄 

糖+54.44 mmol/L甘露醇)，溶剂对照组(5.56 mmol/L葡萄糖+0.1% DMSO)，高糖组(60 mmol/L葡萄糖)，西格列汀低、中、高剂量

组(1，5，10 μmol /L西格列汀)。x±s，n=3。与NG比较，**P<0.01；与HG比较，#P<0.05，##P<0.01。

NG, MA, 0.1% DMSO, HG, SIT L, SIT M, SIT H represent normal group (5.56 mmol/L glucose), mannitol group (5.56 mmol/L glucose +  

54.44 mmol/L mannitol), solvent group (5.56 mmol/L glucose + 0.1% DMSO), high glucose group (60 mmol/L glucose), low, medium and high dose 

of sitagliptin group (1, 5, 10 μmol/L sitagliptin). x±s, n=3. Compared with the NG, **P<0.01; Compared with the HG, #P<0.05, ##P<0.01.
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2.2  HK-2 细胞中 TGF-β1 蛋白分泌水平

E L I S A 结 果 显 示 ： 与 N G 比 较 ， H G 细 胞 中

TGF-β1蛋白分泌显著(P<0.01)；与HG比较，1，

5，10 μmol /L西格列汀处理能显著降低高糖诱导

的 TG F - β 1 蛋白分泌 ( P < 0 . 0 5 或 P < 0 . 0 1 ) ， TG F - β 1
抑制剂( 5  μ m o l / L  SB - 4 3 1 5 4 2 )处理能显著降低高

糖诱导的TGF-β1蛋白分泌(P<0.01)，表明西格列

汀能够降低高糖诱导的 H K - 2 中 TG F - β 1 蛋白分泌

(图2)。

2.3  HK-2 细胞中 Akt 蛋白磷酸化水平

蛋白质印迹法结果显示：与N G比较，H G中

A k t蛋白磷酸化水平显著升高( P < 0 . 0 1 )；与H G比

较，西格列汀中剂量组 ( 5 μ m o l  / L) A k t 蛋白磷酸

化水平显著下降( P < 0 . 0 1 )；与H G比较，TG F - β 1
抑 制 剂 组 A k t 蛋 白 磷 酸 化 水 平 也 下 降 ( P < 0 . 0 1 ，

图3 )。

2.4  HK-2 细胞中 EMT 指标性蛋白质表达水平

蛋白质印迹法结果显示：与N G比较，H G中

E - c a d h e r i n 蛋白表达显著下调 ( P < 0 . 0 1 ) ， α - S M A
蛋 白 表 达 显 著 上 调 ( P < 0 . 0 1 ) ； 与 H G 比 较 ， 西

格 列 汀 组 ( 5  μ m o l  / L ) E - c a d h e r i n 蛋 白 表 达 上 调

( P < 0 . 0 5 ) ， α - S M A 蛋 白 表 达 下 调 ( P < 0 . 0 5 ) ； 与

H G 比较， TG F - β 1 抑制剂组 E - c a d h e r i n 蛋白表达

上 调 ( P < 0 . 0 1 ) ， α - S M A 蛋 白 表 达 下 调 ( P < 0 . 0 1 ，

图4)。
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图2 西格列汀对高糖培养的HK-2细胞中TGF-β1蛋白分泌的

影响

Figure 2 Effect of sitagliptin on TGF-β1 protein secretion in 
HK-2 cells cultured in high glucose
NG，MA，0.1%DMSO，HG，SIT L，SIT M，SIT H，SB-
431542分别代表正常组(5.56 mmol/L葡萄糖)，甘露醇对照

组(5.56 mmol/L葡萄糖+54.44 mmol/L甘露醇)，溶剂对照

组(5.56 mmol/L葡萄糖+0.1% DMSO)，高糖组(60 mmol/L 
葡萄糖)，西格列汀低中高剂量组(1，5，10 μmol/L西格列

汀)，TGF-β1抑制剂组(5 μmol/L SB-431542)。x±s，n=3。

与NG比较，**P<0.01；与HG比较，#P<0.05，##P<0.01。

NG, MA, 0.1% DMSO, HG, SIT L, SIT M, SIT H, SB-431542 
represent  normal group (5.56 mmol/L glucose), mannitol group 
(5.56 mmol/L glucose+54.44 mmol/L mannitol), solvent group 
(5.56 mmol/L glucose + 0.1% DMSO), high glucose group  
(60 mmol/L glucose), low, medium and high dose of sitagliptin 
group (1, 5, 10 μmol/L sitagliptin), TGF-β1 inhibitor group  
(5 μmol/L SB-431542). x±s,  n=3. Compared with the NG, 
**P<0.01; Compared with the HG, #P<0.05, ##P<0.01.

图3 西格列汀对HK-2细胞中Akt蛋白磷酸化的影响

Figure 3 Effect of sitagliptin on Akt phosphorylation in HK-2 cells

NG，HG，SIT M，SB-431542分别代表正常组(5.56 mmol/L葡萄糖)，高糖组(60 mmol/L葡萄糖)，西格列汀中剂量组 

(5 μmol/L西格列汀)，TGF-β1抑制剂组(5 μmol/L SB-431542)。x±s，n=3。与NG比较，**P<0.01；与HG比较，##P<0.01。

NG, HG, SIT M, SB-431542 represent normal group (5.56 mmol/L glucose), high glucose group (60 mmol/L glucose), medium dose 

of sitagliptin group (5 μmol/L sitagliptin), TGF-β1 inhibitor group (5 μmol/L SB-431542). x±s, n=3. Compared with the NG, **P<0.01; 

Compared with the HG, ##P<0.01.
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3  讨论

肾小管 E M T 是 D N 进展到终末期肾病的主要

病理特征，钙黏素(Ca d h e r i n)在不同的组织中分

布， E - c a d h e r i n 主要集中在上皮细胞，广泛参与

细胞间的连接，可维持正常上皮细胞的完整，而

异常表达的E - c ad h er i n与上皮 -间充质的转化有直

接 联 系 [ 7 ]。 α - S M A是肌纤维成熟细胞表达的一个

特征蛋白质，近些年研究 [8-9]显示：病理状态下的

肾小球壁层内皮细胞、上皮细胞、肾小管间充质

细胞、系膜细胞可转化为肌纤维细胞而使α - S M A
表达，肾组织中α - S M A表达的高低可直接反应纤

维化的程度。有研究 [ 1 0 ]指出： D N 中可通过降低
α- SMA，升高E-cadherin的表达抑制肾小管间充质

的纤维化。目前已发现多种因子及信号通路参与

EMT的调控。TGF-β1作为促纤维化的核心因子，

尤其通过非Smad途径中的Akt信号通路调节EMT，

研究 [11]发现：Akt的激活是TGF-β1 诱导EMT的关

键 环 节 。 高 血 糖 被 认 为 是 D N 肾 纤 维 化 发 生 发 展

的 始 动 因 素 ， 可 诱 发 肾 小 管 E M T 。 二 肽 基 肽 酶

4 ( D P P-I V ) 抑制剂作为一类新型的糖尿病治疗药

物，最近的研究发现西格列汀能够减轻糖尿病动

物模型中的肾损伤和减少尿白蛋白排泄 [12]，这种

保护作用可能是独立于降糖的作用机制。

本 实 验 中 正 常 培 养 的 H K - 2 细 胞 表 型 规 则 的

细胞形态，在高糖的刺激下形态接近肌成纤维细

胞，细胞增殖，TGF-β1蛋白显著分泌，激活Akt磷
酸化，此时TGF-β1/Akt信号通路被高糖激活。高

糖显著降低H K- 2细胞中E - c ad h er i n的表达以及其

在细胞膜的分布，且增加α - S M A的蛋白表达。给

予西格列汀处理后，西格列汀不仅显著降低高糖

诱导的H K-2细胞中TGF-β1蛋白分泌及A kt蛋白磷

酸化水平，并且逆转了高糖诱导的E-cadherin表达

下调以及α - S M A沉积，说明西格列汀能够抑制高

糖诱导的TGF-β1/Akt信号通路的激活，从而延缓

EMT进程。

综上所述，HK-2细胞在高糖刺激的情况下经

历了E M T过程，D P P- 4抑制剂西格列汀可以有效

图4 西格列汀对HK-2细胞中EMT指标性蛋白质的影响

Figure 4 Effect of sitagliptin on EMT index protein in HK-2 cells

NG，HG，SIT M，SB-431542分别代表正常组(5.56 mmol/L葡萄糖)，高糖组(60 mmol/L葡萄糖)，西格列汀中剂量组

(5 μmol/L西格列汀)，TGF-β1抑制剂组(5 μmol/L SB-431542)。x±s，n=3。与NG比较，**P<0.01；与HG比较，#P<0.05，
##P<0.01。

NG, HG, SIT M, SB-431542 represent normal group (5.56 mmol/L glucose), high glucose group (60 mmol/L glucose), medium dose 

of sitagliptin group (5 μmol/L sitagliptin), TGF-β1 inhibitor group (5 μmol/L SB-431542). x±s, n=3. Compared with the NG, **P<0.01; 

Compared with the HG, #P<0.05, ##P<0.01.
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保护或减缓这个过程，这种保护作用可能与抑制

TGF-β1/Akt信号通路有关。
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