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　　摘　要：目的　研究内质网应激（ＥＲＳ）在ＡｎｇⅡ所致肾小球足细胞损伤中的作用及ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）通路在ＡｎｇⅡ

所致肾小球足细胞凋亡中的促进作用及其特异性抑制剂ＳＰ６００１２５的保护。方法　足细胞诱导分化，随机分为对照组 （Ｎ组）；

ＡｎｇⅡ组 （Ａ组）；ＡｎｇⅡ＋ＳＰ６００１２５组（Ａ＋Ｓ组），作用４８ｈ后，倒置显微镜下观察足细胞形态变化，并用流式细胞仪测定细胞凋

亡率，实时定量ＰＣＲ测定ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ、ｐＪＮＫｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定ＧＲＰ７８蛋白、ｐＪＮＫ蛋白的表达。结果　经统

计学分析后，Ａ组与Ｎ组比较，细胞凋亡率增加，ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ、ｐＪＮＫｍＲＮＡ的表达增多，且ＧＲＰ７８蛋白、ｐＪＮＫ 蛋白的表达

较Ｎ组增多，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ａ＋Ｓ组足细胞凋亡率、ｐＪＮＫｍＲＮＡ、ｐＪＮＫ 蛋白的表达较 Ａ组均有减少，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。结论　高ＡｎｇⅡ可以在体外诱导足细胞发生凋亡。高 ＡｎｇⅡ诱导足细胞凋亡是由ＥＲＳ途径所介导的，

并通过了ＪＮＫ途径引起细胞凋亡。ＪＮＫ途径特异性抑制剂ＳＰ６００１２５通过抑制ｃＪｕｎ氨基末端激酶通路的激活抑制了足细胞的

凋亡。
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　　糖尿病肾病（ＤＮ）是糖尿病常见的并发症。足细胞作为肾

小球三种固有细胞之一，它的凋亡对ＤＮ发生、发展发挥着重

要的作用，内质网应激性凋亡途径是一条新近发现的凋亡途

径，在ＤＮ发生、发展中的作用成为研究的热点。许多研究证

实了糖尿病常常伴随着 ＲＡＳ系统不恰当的活化，促使血管紧

张素转换酶激活，血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）的生成增加，参与并

加重了肾脏的损伤。足细胞可表达ＡｎｇⅡ受体，是ＡｎｇⅡ的靶

细胞之一。本研究观察ＡｎｇⅡ是否通过激活内质网应激性凋

亡途径诱导足细胞凋亡。

１　材料与方法

１．１　材料　条件永生化小鼠足细胞由厦门大学细胞库提供，

诱导分化后随机分为对照组（Ｎ组）；ＡｎｇⅡ组（Ａ组，ＡｎｇⅡ浓

度为１０－８ｍｏｌ／Ｌ）；ＡｎｇⅡ＋ＳＰ６００１２５组（Ａ＋Ｓ组，１０
－８ ｍｏｌ／

ＬＡｎｇⅡ＋２０μｍｏｌ／ＬＳＰ６００１２５，其中 ＳＰ６００１２５预先处理

３０ｍｉｎ）。

１．２　仪器与试剂　ＦＣ５００流式细胞仪由美国贝克曼公司提

供；实时定量ＰＣＲ系统由美国 ＡＢＩ公司提供；数字凝胶成像

系统由 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ提供；ＡｎｇⅡ由Ｓｉｇｍａ公司提供；

ＳＰ６００１２５由ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司提供；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细

胞凋亡检测试剂盒由凯基生物有限公司提供；ＰＣＲ反应试剂

盒由大连宝生物工程有限公司提供；双色预染蛋白质标记物由

北京天根生化科技有限公司提供。

·８１２２· 国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７



１．３　方法

１．３．１　细胞培养与鉴定　培养条件永生化小鼠足细胞株：

ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液中加入１０％胎牛血清（ＦＢＳ）、１０～５０

Ｕ／ｍＬ小鼠重组γＩＦＮ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００Ｕ／ｍＬ链霉

素配置培养基，入３３℃、５％ＣＯ２ 培养箱中传代培养。将细胞

置于３７℃、不添加γＩＦＮ的条件下诱导分化７～１０ｄ，倒置显

微镜下观察未分化及已分化足细胞形态进行鉴定。

１．３．２　流式细胞仪测定细胞凋亡率　各环境作用４８ｈ收集

细胞进行凋亡检测。用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化后离心，用

ＰＢＳ清洗细胞２次（２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ），用５００μＬ的

ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞，再加５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ及５μＬ

碘化丙啶，混匀，室温、避光条件反应５～１５ｍｉｎ，注意检测应在

１ｈ内完成。

１．３．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定 ＧＲＰ７８、ｐＪＮＫ的 ｍＲＮＡ表达　

参照试剂盒说明提取ＲＮＡ、进行ＲＮＡｃＤＮＡ逆转录反应，取

合成好的ｃＤＮＡ进行实时荧光定量ＰＣＲ反应。引物设计如

下，内参（２３７ｂｐ）上游：５′ＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣ３′，

下游：５′ＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡ３′；ＧＲＰ７８（１４４ｂｐ）

上游：５′ＧＧＴＡＴＴＧＡＡＡＣＴＧＴＧＧＧＡＧＧＡＧ３′，下游：

５′ＴＡＧＧＧＧＴＣＧＴＴＣＡＣＣＴＴＣＡＴＡ Ｇ３′；ｐＪＮＫ（２３８

ｂｐ）上游：５′ＣＡＡＴＧＡＡＡＴＡＡＣＣＣＣＡＧＡＧＧＡＡ３′，下

游：５′ＴＣＡＡＡＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＴＧＴＧＣ３′。ＰＣＲ条件：

预变性９５℃３０ｓ，ＰＣＲ反应９５℃，５ｓ６０℃，３１ｓ，４０个循环。

用２ΔΔＣｔ，表示实验组的靶基因表达相对于 Ｎ组的变化倍数。

其 中，ΔΔＣｔ＝ （Ｃｔ靶基因 － Ｃｔ内参基因 ）实验组 － （Ｃｔ靶基因 －

Ｃｔ内参基因）Ｎ组。

１．３．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ测定 ＧＲＰ７８、ｐＪＮＫ的蛋白表达　分别

提取总蛋白，用ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、蛋白印迹、

ＥＣＬ显色，测定ＧＲＰ７８、ｐＪＮＫ的蛋白表达。用“灰度值靶蛋

白／灰度值内参”代表靶蛋白的相对表达量。

１．４　统计学处理　每个实验重复６次，所有数据经ＳＰＳＳ１３．０

统计软件进行处理，计量资料进行正态性检验后，统计结果以

狓±狊表示，两组比较狋检验，多组间比较采用单因素方差分析，

两两比较采用ＬＳＤ狋检验，若不满足正态性、方差齐性，采用秩

和检验，犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　倒置显微镜下观察足细胞形态变化　未分化足细胞表现

为卵圆形，呈上皮样细胞外观。胞体较小、胞核呈圆形或卵圆

形，位于细胞中央。当诱导分化４～６ｄ后细胞增殖的速度逐

渐减慢并开始出现分化态细胞的特征：胞体逐渐变大，伸出明

显的突起，并且相邻足细胞的突起相互交叉，形成连接。在高

ＡｎｇⅡ环境下，受损的足细胞可见细胞回缩，间隙变宽，形态多

样不规则，胞浆中出现空泡。足突变细、融合，直至消失。

ＳＰ６００１２５预先干预，足细胞受损情况好转。

２．２　细胞凋亡率、ＧＲＰ７８、ｐＪＮＫ表达的变化　与 Ｎ组凋亡

率［（１．２０±０．４２）％］比较，Ａ组凋亡率［（１４．０２±３．５２）％］增

加；与Ａ组凋亡率比较，Ａ＋Ｓ组凋亡率［（５．８０±１．０１）％］减

少。Ａ组ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ（３．５１±０．１９）、ＧＲＰ７８蛋白（１．５４±

０．２２）的表达上调，与 Ｎ 组［ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ（１．００±０．００）、

ＧＲＰ７８蛋白（０．６６±０．０８）］比较差异有统计意义（犘＜０．０５）。

Ａ＋Ｓ组与Ａ组比较，ｐＪＮＫｍＲＮＡ、ｐＪＮＫ蛋白的表达下调，

差异有统计意义（犘＜０．０５）同时Ａ＋Ｓ组与Ｎ组比较，细胞凋

亡率、ｐＪＮＫｍＲＮＡ、ｐＪＮＫ蛋白的表达仍较高，差异有统计意

义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　　各组ｐＪＮＫｍＲＮＡ、ｐＪＮＫ蛋白的变化

组别
ＰＪＮＫｍＲＮＡ

（２ΔΔＣｔ表示）

ｐＪＮＫ蛋白的相对表达量

（灰度值靶蛋白／灰度值内参表示）

Ｉ条带（４６×１０３） ＩＩ条带（５５×１０３）

Ｎ组 １．００±０．００ ０．６７±０．０６ ０．５６±０．０７

Ａ组 ３．６９±０．１４ １．３４±０．１２ １．３４±０．０６

Ａ＋Ｓ组 ２．１８±０．０９＃ １．００±０．０７＃ １．０８±０．０８＃

　　：犘＜０．０５，与Ｎ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ａ组比较。

３　讨　　论

伴随着生活方式的改变，糖尿病的发病率呈逐年上升的趋

势。它对肾脏的损害很广泛，可以引起肾脏多个结构的破坏。

ＤＮ无论是临床表现，进展速度还是远期预后都有别于其他原

因引起的肾脏疾病，严重影响着人类健康。

ＤＮ的多种发病机制不断提出，包括血流动力学的改变，

氧化应激与糖代谢紊乱，胰岛素抵抗，细胞因子的作用等，同时

也有越来越多的实验研究证据支持过度的细胞凋亡参与其发

生、发展［１２］，而具体的通路尚不明确。

肾小球的３种固有细胞（系膜细胞、内皮细胞、足细胞）在

维持肾脏的正常运行中各自发挥不同的作用，均参与了ＤＮ的

病理生理过程。其中，足细胞分布于基底膜外表面，形态为星

型多突起样，主要功能包括构成肾小球滤过屏障、对抗毛细血

管腔内的流体静水压、维持毛细血管扩张、合成肾小球基底膜

基质成分［３］、清除肾小囊腔中免疫复合物等大分子物质、合成

血管内皮生长因子等［４］。当足细胞受到各种刺激时，一旦无法

适应，则诱导凋亡或坏死，参与ＤＮ的发生、发展。

内质网应激为内质网在各种刺激因素作用下，损伤其折叠

蛋白的能力，未折叠的蛋白蓄积，促使内质网启动未折叠蛋白

反应（ＵＰＲ），起到早期保护作用，当ＥＲＳ强度较大或持续时间

过长，相关的细胞凋亡机制启动，从而损伤细胞。真核细胞内

质网中存在许多的分子伴侣［５］，参与ＥＲＳ信号通路，在新生蛋

白的折叠及错误折叠蛋白的降解中起着重要作用。其中糖调

节蛋白７８（ＧＲＰ７８）被广泛用于ＥＲＳ的研究，它属于热休克蛋

白家族（ＨＳＰ７０家族），又称为Ｂｉｐ（ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）。ＧＲＰ７８

的末端存在不同的结构域，发挥不同的功能，Ｎ′端具有 ＡＴＰ

酶活性，而未折叠蛋白则可以与Ｃ′端结合
［６］。本实验选它作

为ＥＲＳ的标志性蛋白进行研究。

ＤＭ患者肾脏中 ＡｎｇⅡ在组织局部聚集
［７］。ＡｎｇⅡ改变

肾脏血流动力学，也可以促进血管内皮功能的障碍，近年来，它

的非血流动力学效应开始受到人们的关注。ＡｎｇⅡ可以诱导

多种细胞的凋亡，其机制与内质网应激有关。已经有研究证实

了ＡｎｇⅡ可以通过激活ＥＲＳ诱导系膜细胞凋亡
［８］，而 ＡｎｇⅡ

通过ＥＲＳ诱导足细胞凋亡鲜有报道。ＡｎｇⅡ可能激活了氧化

应激从而引起内质网应激，此外，ＡｎｇⅡ促蛋白合成的效应使

未折叠蛋白过度蓄积于内质网中，也可能参与ＥＲＳ。

细胞凋亡可以由多种信号传导通路介导，ＥＳＲ引起细胞

凋亡的三条途径包括ＣＨＯＰ／ＧＡＤＤ１５３基因激活转录、ｃＪｕｎ
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氨基末端激酶通路（ＪＮＫ）活化、ｃａｓｐａｓｅ１３的激活
［９］。

ＪＮＫ信号通路是丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）中重要的

组成部分，参与从细胞表面向胞核传递信号。ＪＮＫ也被称为

应激活化蛋白激酶，可以被许多刺激（如生长因子、环境因素、

细胞因子等应激）激活，从而参与细胞增殖、分化及凋亡。ＪＮＫ

基因可以编码４６ｋＤａ及５５ｋＤａ两种不同蛋白，取决于是否存

在羧基。

对许多疾病的研究都支持ＪＮＫ通路在细胞凋亡中的促进

作用：Ａβ２５３５通过激活ＪＮＫ及其底物ｃＪＵＮ诱导海马神经

元凋亡，给予特异性抑制剂ＳＰ６００１２５后，抑制了ＪＮＫ 及ｃ

ＪＵＮ的激活，细胞凋亡减少
［１０］。Ｗａｎｇ等

［１１］研究证实ＪＮＫ途

径参与了甲基苯丙胺引起的神经母细胞瘤的细胞凋亡，同时证

实了ＳＰ６００１２５有保护作用。

ＳＰ６００１２５是一种常用的ＪＮＫ途径的高选择性抑制剂，通

过竞争性结合ＡＴＰ位点抑制ＪＮＫ激酶。ＳＰ６００１２５可以通过

抑制ＪＮＫ介导的ｃＪｕｎ磷酸化而发挥作用，因其高效、高选择

性常常被用于ＪＮＫ信号通路的研究
［１２］。当ＳＰ６００１２５浓度为

１０μｍｏｌ／Ｌ时可使ＪＮＫ通路抑制７５％，当浓度达２０μｍｏｌ／Ｌ

时可使ＪＮＫ通路抑制大于９０％，本实验用ＳＰ６００１２５预先干

预，可以抑制ｐＪＮＫ的表达，从而起到减少细胞凋亡的作用，

一方面验证了ＪＮＫ通路在高ＡｎｇⅡ所致足细胞损伤中的促凋

亡作用，另一方面也为足细胞的保护提供了新的治疗靶点。
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ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｇｅｎｏｍｉｃｄｉｓｏｒｄｅｒｄｉｓｔｉｎｃｔｆｒｏｍＤｉＧｅｏｒｇｅｓｙｎｄｒｏｍｅａｎｄ

ｖｅｌｏｃａｒｄｉｏｆａｃｉａｌｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＡｍＪＨｕｍ Ｇｅｎｅｔ，２００８，８２（１）：

２１４２２１．

［１１］ＴａｎＴＹ，ＣｏｌｌｉｎｓＡ，ＪａｍｅｓＰＡ，ｅｔａｌ．Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｓ

ｔａｌ２２ｑ１１．２ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＧｅｎｅｔＡ，

２０１１，１５５Ａ（７）：１６２３１６３３．

［１２］ＪａｗａｄＡＦ，ＭｃＤｏｎａｌｄＭｃｇｉｎｎＤＭ，ＺａｃｋａｉＥ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ

ｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ２２ｑ１１．２ｄｅｌｅｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＤｉＧｅｏｒｇｅ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ／ｖｅｌｏｃａｒｄｉｏｆａｃｉａｌｓｙｎｄｒｏｍｅ）［Ｊ］．ＪＰｅｄｉａｔｒ，２００１，１３９

（５）：７１５７２３．

［１３］ＢａｓｓｅｔｔＡＳ，ＣｈｏｗＥＷ，ＨｕｓｔｅｄＪ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆ７８ａ

ｄｕｌｔｓｗｉｔｈ２２ｑ１１ＤｅｌｅｔｉｏｎＳｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＧｅｎｅｔＡ，

２００５，１３８（４）：３０７３１３．

［１４］ＭａａｌｏｕｆＮＭ，ＳａｋｈａｅｅＫ，ＯｄｖｉｎａＣＶ．Ａｃａｓｅｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

２２ｑ１１ｄｅｌｅｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅｄｉａｇｎｏｓｅｄｉｎａ３２ｙｅａｒｏｌｄｍａｎｗｉｔｈｈｙ

ｐｏｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄｉｓｍ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，２００４，８９（１０）：

４８１７４８２０．

［１５］吴志俊，金玮．拷贝数变异：基因组多样性的新形式［Ｊ］．遗传，

２００９，３１（４）：３３９３４７．

［１６］马芬，吴凤霞，李宁，等．应用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ全基因组芯片检测染色

体７ｑ３６区域的 ＤＮＡ 拷贝数突变［Ｊ］．中华医学遗传学杂志，

２００９，２６（３）：３３６３３９．

（收稿日期：２０１３０４０１）

·０２２２· 国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７


