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诱导的肾小球足细胞

转分化抑制作用研究

杨汝春　朱晓玲　张华琴　李卫冬

摘要　目的　研究白藜芦醇（
K,LM,0=N023

）对转化生长因子 β
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）诱导的肾小球足细胞转分化的影响。方法　体外分化条件下培养小鼠足细胞
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天，分为正常组、

模型组和白藜芦醇高、低剂量组。白藜芦醇高、低剂量组分别用
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诱导的足细胞表型异常可能是其维持肾小球

滤过屏障的完整性，降低蛋白尿的重要机制。
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　　肾小球足细胞（
[2R2-?N,

）损伤是决定蛋白尿发

生的关键因素［
#

，
!

］。最新研究表明，足细胞在病理损

伤因素刺激下可发生上皮细胞向间充质细胞的逆转

（
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
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），导

致细胞表型去分化，从而失去复杂的足细胞形态学结

构和高度特异性功能，最终损害了肾小球滤过屏障的

完整性而引发蛋白尿［
$

，
c

］。抑制足细胞逆向分化，维

持足细胞正常形态对于阻断肾病进展异常关键。但目

前尚无针对足细胞表型去分化进行干预的措施。近年

来研究显示，白藜芦醇具有显著降低蛋白尿和肾保护

的功能［
:

］。目前尚无白藜芦醇对足细胞的干预作用

的相关研究，本项研究将在体外观察白藜芦醇对转化

生长因子 β
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）诱导足细胞转分化的抑制作用。

材料与方法
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　细胞　永生化温度敏感小鼠足细胞株由
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　细胞培养及鉴定　将复苏的细胞用含有 γ－
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周，采用免疫荧光技术检测
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的表达鉴定足细胞。
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　实验分组及干预方法　实验分为正常组、模型
组和白藜芦醇高、低剂量组，根据检测细胞存活率选择

白藜芦醇最佳干预浓度。白藜芦醇高、低剂量组分别
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　检测指标及方法
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　细胞存活率检测　采用四唑盐（
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表达检测　采用免疫荧
光技术。将小鼠足细胞接种于明胶处理的预置玻片
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表达检测　采用流式细胞术检
测。用
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"


:e_VW

的
S_V

悬浮细胞（胞内蛋白用
#"" μQ 破

膜剂悬浮细胞，室温
!" .>@

），并包被
#" .>@

；加一

抗，室温
# C

；含
"


:e_VW

的
S_V

洗
#

次；加
J'(%


二抗，避光

$" .>@

；含
"


:e_VW

的
S_V

洗
#

次；用

S_V

悬浮细胞后，上流式细胞仪检测。

F


c

　
S


-=RC,0>@

、αV*W

、
TG


#

、
5<SU#

表达

检测　采用
),LN,0@


/32N

检测。收集处理好的足细

胞用预冷的
S_V

洗细胞
!

次，加入细胞裂解液［含

有
:" ..23HQ (0>L


U%3

（
[U 8


c

）、
#:" ..23HQ

5=%3

、
#e 5S


c"

、
"


:e

脱氧胆酸钠、
"


#e V+V

、

钒酸钠、氟化钠、
<+(W

、亮抑酶肽及
S*VJ

］，
c

℃
#" """ 0 H.>@

离心
: .>@

，取上清，用
_%W

蛋白质

分析试剂盒检测蛋白浓度。采用
),LN,0@


/32N

技术

检测上述指标蛋白表达水平。在聚丙烯酰胺（
V+V


SWI<

）凝胶上电泳分离蛋白，转移至硝酸纤维素膜，

:e

脱脂奶粉封闭
# C

，加入一抗，
c

℃过夜，去一抗，
S_V(

缓冲液洗
$

次，每次
#" .>@

，再加入相应辣根

过氧化物酶标记的二抗，室温孵育
#


: C

，
<%Q

试剂

显色并曝光成像，凝胶成像系统成像，用
_>2 K=R

^B=@>N? 2@,

软件对条带进行半定量分析，目标蛋白

质相对含量分别用其与 β=-N>@ 特异性条带的积分
光密度之比值表示。

F


:

　单层足细胞白蛋白滤过功能检测　参考文
献［

$

］。建立双层培养小室，上层为直径
$ μ. 的半

透膜，铺有Ⅰ型胶原。将足细胞传代培养于双层培养
小室的上层，

$8

℃分化培养
#"

天，根据不同分组，用

不同试剂刺激或干预
8! C

。细胞用含有
# ..23HQ

*A%3

!

和
# ..23HQ %=%3

!

的
S_V

洗
!

次。上层换

无血 清
KS*'#Fc"

培 养 液
#:" μQ，下 层 换 含

c" .AH.Q

牛血清白蛋白的
KS*'#Fc" # .Q

，
$8

℃

图
#

　双层培养小室简图

培养
c C

后用
_%W

蛋白质分析试剂盒检测上层培养

液蛋白浓度。双层培养小室见图
#

。

8

　统计学方法　用
VSVV #$


"

软件对数据进

行分析处理，计量资料用
a

±
L

表示，方差齐者，多组间

采用单因素方差分析，组间两两比较用
QV+

法；如方

差不齐，采用
(=.C=@,

′
L (

!

，
S Y"


":

为差异有统计

学意义。

结　　果

#

　足细胞标志蛋白
5,[C0>@

、
S2R2->@

的表达

（图
!

）　免疫荧光技术检测到在
$8

℃分化的小鼠足
细胞胞质胞膜处有

5,[C0>@

、
S2R2->@

表达，
5,[C0>@

表达较弱。

!

　各组足细胞
<


-=RC,0>@

X 细胞百分率比较

（表
#

，图
$

）　与正常组比较，模型组
<


-=RC,0>@

X细

胞百分率显著降低（
S Y"


":

）；与模型组比较，白藜芦

醇高、低剂量组
<


-=RC,0>@

X 细胞百分率均升高

（
S Y"


":

）。白藜芦醇浓度与
<


-=RC,0>@

X细胞百分

率呈显著正相关（
0 Z"


88!

，
S Y"


":

）。

表
#

　各组足细胞
<


-=RC,0>@

X

细胞百分率比较　（％，
a

±
L

）

组别 剂量（μ.23HQ

）
@

<


-=RC,0>@

X细胞百分率

正常 —
$

!"

．
:

±
:

．
:



模型 —
$ !

．
;

±
"

．
;

白藜芦醇低剂量
! $

:

．
:

±
"

．
;



　　　　高剂量
: $

;

．
#

±
$

．
#



　　注：与模型组比较，
S

＜
"

．
":

$

　各组足细胞
S


-=RC,0>@

、
TG


#

、
5<SU#

及

αV*W

蛋白表达比较（表
!

，图
c

）　与正常组比较，
模型组

S


-=RC,0>@

、
TG


#

、
5<SU#

蛋白表达显著降

低，αV*W

蛋白表达升高（
S Y "


":

）。与模型组比

较，白藜芦醇低剂量组
S


-=RC,0>@

及
5<SU#

蛋白表

达均升高（
S Y "


":

），白藜芦醇高剂量组
S


-=RC,0


>@

、
TG


#

及
5<SU#

蛋白表达均升高，αV*W

蛋白表

达降低（
S Y"


":

）。白藜芦醇浓度与
S


-=RC,0>@

及

5<SU#

蛋白表达水平呈显著正相关（
0

S


-=RC,0>@

Z

"


8:F

，
0

5<SU#

Z"


;"7

，
S Y"


":

），具有剂量依赖性。
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　　注：
W

为
5,[C0>@

；
_

为
S2R2->@

图
!

　足细胞
5,[C0>@

、
S2R2->@

表达　（×
c""

）

表
!

　各组足细胞
S


-=RC,0>@

、
TG


#

、
5<SU#

及αV*W

蛋白表达比较　（
a

±
L

）

组别 剂量（μ.23HQ

）
@ S


-=RC,0>@ TG


# 5<SU# αV*W

正常 —
$

#

．
""

±．
"

．
""


#

．
""

±
"

．
""


#

．
""

±
"

．
""


#

．
""

±
"

．
""



模型 —
$ "

．
$#

±
"

．
"7 "

．
c$

±
"

．
#c "

．
F$

±
"

．
#! !

．
""

±
"

．
$"

白藜芦醇低剂量
! $

"

．
F!

±
"

．
#;


"

．
:!

±
"

．
#"

#

．
"8

±
"

．
#F


#

．
8"

±
"

．
c"

　　　　高剂量
: $

"

．
8"

±
"

．
#"


"

．
:;

±
"

．
"8


#

．
!"

±
"

．
#;


#

．
:"

±
"

．
$"



　　注：与模型组比较，
S

＜
"

．
":

　　注：
W

为正常组；
_

为模型组；
%

为白藜芦醇低剂量组；
+

为高剂量组；模型组作为参照

图
$

　各组足细胞
<


-=RC,0>@

表达比较

　　
c

　各组透过单层足细胞的蛋白浓度比较（表
$

）

与正常组比较，模型组透过单层足细胞的蛋白浓度升

高（
S Y"


":

）；与模型组比较，白藜芦醇高、低剂量组

蛋白浓度降低（
S Y"


":

）。
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　　注：
#

为正常组；
!

为模型组；
$

为白藜芦醇

低剂量组；
c

为白藜芦醇高剂量组

图
c

　各组足细胞
S


-=RC,0>@

、
TG


#

、

5<SU#

及αV*W

蛋白表达

表
$

　各组透过单层足细胞的蛋白浓度比较　（
.AH.Q

，
a

±
L

）

组别 剂量（μ.23HQ

）
@

蛋白浓度

正常 —
$

F

．
$F

±
"

．
!7



模型 —
$ 7

．
#:

±
"

．
!7

白藜芦醇低剂量
! $

8

．
:"

±
"

．
!7



　　　　高剂量
: $

8

．
!:

±
"

．
$"



　　注：与模型组比较，
S

＜
"

．
":

:

　各组足细胞存活率比较（表
c

）　各组足细胞
存活率比较，差异无统计学意义。

表
c

　各组足细胞存活率比较　（
e

，
a

±
L

）

组别 剂量（μ.23HQ

）
@

存活率

正常 —
$ #""

．
"

±
!

．
!

白藜芦醇低剂量
! $ #"!

．
#

±
!

．
;

　　　　高剂量
: $ #""

．
c

±
$

．
F

讨　　论

足细胞是肾小球脏层上皮细胞，象“八爪鱼”附

着于肾小球基底膜（
I_*

）的外侧，与基底膜、血管

内皮细胞共同构成肾小球滤过屏障，是阻止蛋白质

丢失的最后一道防线。由于足细胞属终末分化细

胞，体外原代培养的足细胞不能传代生长，因此限制

了足细胞的体外研究。由
U


!b

/
NLW:;

转基因小鼠

建立的足细胞系是目前被普遍接受的、接近体内足

细胞生理特性的细胞系，为足细胞的研究提供了条

件。本研究在
$8

℃分化的足细胞上采用免疫荧光
技术检测到肾小球足细胞标志蛋白

5,[C0>@

、
S2R2


->@

的表达，明确了肾小球足细胞来源，并标志了足

细胞体外分化成熟。

以往认为，受肾足细胞增殖能力的限制，足细胞脱

落或凋亡不可避免的导致足细胞密度降低和肾小球滤

过受损，引发蛋白尿。然而蛋白尿往往发生在多数原

发性肾小球疾病的早期，在一些表现为大量蛋白尿的

肾脏疾病中，足细胞并未脱落或凋亡，而是牢牢地附着

在基底膜上［
F

］。足细胞脱落或凋亡导致的足细胞缺

损通常发生在表现为大量蛋白尿的慢性肾脏疾病的晚

期［
8

］。在获得性肾小球疾病的研究中发现，足细胞特

异性表型的异常可能是最早导致肾小球滤过屏障完整

性损伤的“罪魁祸首”。

在本项研究中，
: .AH.Q

的
(IJ

β
#

可诱导小鼠

足细胞上皮细胞标志
<


-=RC,0>@

表达较正常组细胞

显著降低，足细胞裂孔隔膜组成分子
S


-=RC,0>@

、

TG


#

以及
5<SU#

等表达均显著下调，而 αV*W

表

达水平显著增加。本研究亦发现，
(IJ

β
#

诱导可使透

过单层足细胞的蛋白滤过量显著增加。

足细胞属于上皮细胞，表达上皮细胞标志
<


-=R


C,0>@

，与其他肾脏上皮细胞不同的是，足细胞亦表达

肌成纤维细胞标志物αV*W

。
%C,@ %W

等［
;

］也在体

外分化的足细胞中检测到 αV*W

的表达。
V=3,,.

*W

等［
7

］发现，成熟的足细胞具有平滑肌细胞的关键

表型，可表达平滑肌细胞标志蛋白
L.22NC,3>@

、钙调

蛋白和心肌蛋白等，并且在体外观察到足细胞活跃的

收缩过程。αV*W

可能与
L.22NC,3>@

等一样参与了

足细胞的收缩运动。在
(IJ

β
#

诱导下，足细胞中
<


-=RC,0>@

表达降低，αV*W

表达则在原来的基础上

进一步显著增高，提示足细胞的上皮表型发生了改变。

S


-=RC,0>@

和
5<SU#

既是足细胞表型分子，亦

是裂空隔膜（
L3>N R>=[C0=A.

，
V+

）的重要组成分子，

与
5,[C0>@

、
JW(

等一起构成
V+

的拉链式结构。

K,>L, &

等［
#"

］认为
V+

是以
S


-=RC,0>@

为基础的黏

附连接，并提出
S


-=RC,0>@

是
V+

的核心蛋白，而
V+

特异的选择通透功能则是由其他蛋白如
5,[C0>@

实

现的。
5<SU#

不仅是
V+

上的重要组成蛋白，还参与

了信号传导，与
5,[C0>@

、
S2R2->@

、
TG


#

等有着密切

的结构和功能上的联系。
TG


#

是一种连接蛋白，在足

细胞足突部位表达，一侧嵌入到裂孔隔膜的胞膜表面，

另一侧则链接在细胞内
=-N>@

骨架上。
TG


#

作为裂

孔隔膜的组成元件，通过连接裂空隔膜和细胞骨架对
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维持足突结构和裂孔隔膜的完整性以及肾小球滤过功

能起着关键性作用。高糖环境或
WI<L

等诱导足细

胞
TG


#

的表达异常，同时伴随着蛋白尿的产生［
##

］。

(IJ

β
#

诱导的足细胞
S


-=RC,0>@

、
5<SU#

、

TG


#

这些蛋白表达水平显著降低，一方面提示足细胞

特异性表型发生转化，另一方面这些组成
V+

的蛋白

分子的异常使
V+

结构完整性和稳定性遭到破坏，从

而导致透过单层足细胞蛋白的滤过量增加。

有效抑制足细胞表型转化将有利于促进足细胞恢

复正常表型或延缓足细胞脱落或凋亡的进程。本研究

采用白藜芦醇预先干预
$" .>@

，观察其对足细胞损害

的预防作用，方法借鉴于刘志红等［
#!

］研究。该研究显

示，白藜芦醇预干预可显著抑制
(IJ

β
#

对足细胞上

皮细胞标志
<


-=RC,0>@

以及裂空隔膜组成分子

S


-=RC,0>@

、
5<SU#

和细胞连接蛋白
TG


#

蛋白表达

的诱导作用，并具有剂量依赖性；白藜芦醇干预还可降

低肌成纤维细胞标志 αV*W

的表达水平。提示白藜

芦醇具有维持足细胞上皮表型和裂孔隔膜完整性的作

用。白藜芦醇干预可显著降低透过单层足细胞的牛血

清白蛋白量，可能与其维持足细胞正常表型的作用有

关。而
! μ.23HQ

或
: μ.23HQ

白藜芦醇有效浓度对足

细胞存活率无显著影响，提示无显著细胞毒性。

白藜芦醇是一种植物抗毒素，存在于约
8!

种植

物中，其中在新鲜葡萄皮中的含量最高，具有天然、多

功能、无毒副作用等特点，可作为促进人体健康的天然

植物添加剂。本研究也表明在有效浓度范围内，白藜

芦醇对足细胞无显著毒性。有研究显示，白藜芦醇具

有降低蛋白尿和肾脏保护作用。白藜芦醇可显著降低

顺铂诱导的中毒性肾损害所产生的蛋白尿，对肾脏结

构和功能均有显著改善作用［
#$

］。白藜芦醇在
:HF

肾

切除慢性肾衰大鼠模型中也有显著的降低蛋白尿和肾

保护功能［
:

］。白藜芦醇降低蛋白尿、改善肾脏结构和

功能的作用可能与其保护足细胞的作用有关。

但目前白藜芦醇抑制
(IJ

β
#

诱导的足细胞表型

转化的分子机制及信号途径尚未阐明，而且对肾脏病

模型动物及患者的足细胞损伤的干预作用也不明确，

需要进一步进行探讨。尽管白藜芦醇对肾脏疾病具有

保护作用，但研究尚处在体外实验和动物实验阶段，尚

需临床试验加以研究和证实。
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