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照组（５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖）、甘露醇组（５ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖＋２５ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇）、高糖组（３０ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖）与肾胺酶处
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ｍＲＮＡ表达水平；酶联免疫吸附试验测定Ⅳ型胶原α、ＴＧＦβ１、ＭＣＰ１蛋白表达水平、凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ３活性和细胞周期

蛋白依赖性激酶抑制剂１（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ｐ２１）活性。结果：与对照组相比，高糖组足细胞Ⅳ型胶原α、ＴＧＦ

β１、及ＭＣＰ１表达水平显著增高，ｃａｓｐａｓｅ３活性增加并伴有ｐ２１活性增加（犘＜０．０５）；与高糖组相比，肾胺酶处理组足细胞Ⅳ

型胶原α、ＴＧＦβ１、和ＭＣＰ１表达水平下调，ｃａｓｐａｓｅ３活性和ｐ２１活性下调（犘＜０．０５）。结论：肾胺酶可减轻高糖诱导的足细

胞损伤，可能与其抗炎、抗纤维化、抗凋亡和降低ｐ２１的活性有关。
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　　糖尿病是一种常见的代谢性疾病，其特征为患

者血糖长期高于标准值。２０１９年，全世界有４．６３

亿成人患糖尿病；国际糖尿病联合会估计，到２０４５

年全世界范围内将有成年７亿糖尿病患者
［１］。糖尿
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病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿病的严

重并发症，是终末期肾脏疾病的主要原因［２３］。ＤＮ

的早期病理变化涉及多种机制，包括小血管病变、

肾小球肥大、肾小球基底膜（ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｂａｓｅｍｅｎｔ

ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＧＢＭ）增厚和肾小管损害，随着病程进

展，最终出现肾小球硬化和肾小管间质纤维化。足

细胞是肾小球滤过屏障的关键组成部分，实验与临

床研究［４５］均表明，肾小球足细胞损伤是导致糖尿病

肾小球硬化症的主要机制。目前ＤＮ的治疗措施有

限，血糖控制和血压控制只能部分缓解ＤＮ进展，因

此，迫切需要寻找ＤＮ的治疗新靶点和药物。

肾胺酶是２００５年耶鲁大学华人学者Ｘü等
［６］

发现的一种黄素蛋白，主要表达在肾脏和心脏，结

构中含有单胺氧化酶结构域，可分解儿茶酚胺，调

节血压与心血管功能［７］。以往研究［８］表明，肾胺酶

对啮齿动物有强大而快速的降压作用，可降低心脏

的收缩力和心率，提示肾胺酶这种作用可能通过降

解循环儿茶酚胺而介导。

除了作为酶发挥作用，肾胺酶还有细胞与组织

保护功能［９１０］，在多种急性和慢性肾脏疾病的动物

模型中均显示抗凋亡和抗炎作用，可减轻肾脏损

伤［１１１３］。肾胺酶在完全单侧输尿管梗阻模型和５／６

肾切除模型中显著减轻慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）纤维化
［１２，１４］，参与局部和远程缺血预

处理对急性肾损伤的保护作用［１５１６］。肾胺酶缺失

的肾缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）的小鼠

炎症和细胞凋亡增加及显著肾小管坏死；而重组肾

胺酶能改善这些变化［１７］。本课题组以往研究［１８］发

现，用肾胺酶进行预处理，可减轻对比剂诱发的肾

病大鼠（ｃｏｎｔｒａｓｔｉｎｄｕｃｅｄｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＣＩＮ）肾功能

的恶化，减轻肾小管坏死、氧化应激、细胞凋亡和炎

症。另有研究［１９］发现，肾胺酶可改善单侧输尿管梗

阻（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）大鼠的肾

间质纤维化，通过抑制氧化应激来发挥抗纤维化作

用。然而，肾胺酶对高糖诱导的足细胞损伤是否有

减轻作用尚未明确。本研究通过高糖培养足细胞

并补充肾胺酶，来探讨肾胺酶对高糖诱导的足细胞

损伤的作用及其可能的机制。

１　材料与方法

１．１　细胞来源　条件性永生的小鼠足细胞 ＭＰＣ５

细胞系由复旦大学儿童医院徐虹教授友情赠送。

１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基购于美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；胎牛血清（ＦＰＳ，

ＦｅｔａｌＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ）购于美国Ｇｉｂｃｏ公司；甘露醇

购于美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；反转录试剂盒 Ｍ

ＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ购于美国Ｐｒｏｍｅｇａ公

司；实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒购于美国Ｔｈｅｒｍｏ

ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；Ｔｒｉｚｏｌ购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ预混液购于ＴａＫａＲａ公司；

ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍｓ 购 于 美 国 Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒购于碧

云天公司；Ⅳ型胶原α酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ

ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒购于

美国 ＣｌｏｕｄＣｌｏｎｅ 公 司；转 化 生 长 因 子 β１

（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）及单核细

胞趋化因子１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１，

ＭＣＰ１）ＥＬＩＳＡ试剂盒均购于美国Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ

公司；ｐ２１ＥＬＩＳＡ试剂盒购于英国Ａｂｃａｍ公司；重

组肾胺酶由本实验室制备［２０］。

１．３　细胞处理　足细胞先于３３℃、５％ＣＯ２培养箱

中扩增性培养５ｄ：用含１０Ｕ／ｍＬγ干扰素的

ＲＰＭＩ１６４０完全培养基（含１０％灭活ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ

青霉素和０．１ｇ／Ｌ链霉素）培养细胞。培养瓶内铺

０．１ｇ／ＬⅠ型胶原并于３７℃培养箱孵育１ｈ，将上述扩

增性培养的细胞接种到培养瓶，且培养基不含干扰

素，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养１４ｄ，促其分化成

熟。具体培养方法参考相关文献［２１２２］。

将同步化处理（１％ＦＢＳ培养２４ｈ）的分化成熟

的足细胞随机分为对照组（Ｄ葡萄糖５ｍｍｏｌ／Ｌ培

养）、甘露醇组（Ｄ葡萄糖５ｍｍｏｌ／Ｌ＋甘露醇２５

ｍｍｏｌ／Ｌ培养）、高糖组（Ｄ葡萄糖３０ｍｍｏｌ／Ｌ培

养）和肾胺酶处理组（重组肾胺酶蛋白６０μｇ／ｍＬ预

处理６ｈ＋Ｄ葡萄糖３０ｍｍｏｌ／Ｌ培养）。肾胺酶使

用浓度经既往实验［１３］及 Ｗａｎｇ等
［２３］测试为最适浓

度。４８ｈ后收集细胞进行分析。实验重复３次。

１．４　 Ⅳ 型胶原 α、ＴＧＦβ１、ＭＣＰ１ 与 Ｆａｃｔｉｎ

ｍＲＮＡ检测　收集各组细胞以 Ｔｒｉｚｏｌ提取总

ＲＮＡ，用ＭＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒反

转录 成 ｃＤＮＡ，用 ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ ＰＣＲ 系 统 和

ＳＹＢＥＲＧｒｅｅｎＰＣＲ ｍａｓｔｅｒＭｉｘ实时荧光定量

ＰＣＲ，反应体系和反应条件按照说明书配制和设置。

以１８ｓｒＲＮＡ为内参基因。各基因引物序列见表１。

１．５　Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测　用胰酶消化各组细胞，

并收集至备用的细胞培养液中。离心后收集细胞，

按照每２００万细胞加入１００μＬ裂解液的比例加入
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裂解液，重悬沉淀，冰育裂解１５ｍｉｎ后离心，取上清

测定ｃａｓｐａｓｅ３酶的活性。依次加入底物和待测样

品及标准品。ｃａｓｐａｓｅ３催化底物ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ

产生黄色的ｐＮＡ，ｐＮＡ在４０５ｎｍ附近有强吸收，

通过测定吸光度来检测ｃａｓｐａｓｅ３的活性。

表１　各基因引物序列

　基因 方向 引物序列（５′３′）

小鼠ＭＣＰ１ Ｆ ＧＡＡＴＧＴＧＡＡＧＴＴＧＡＣＣＣＧＴＡＡＡＴＣＴ

Ｒ ＴＡＡＧＧＣＡＴＣＡＣＡＧＴＣＣＧＡＧＴＣＡ

Ｒ ＧＡＧＣＧＡＴＴＴＣＡＴＴＣＴＴＡＴＴＣＴＧＧＡ

小鼠ＴＧＦβ１ Ｆ ＡＧＧＡＣＣＴＧＧＧＴＴＧＧＡＡＧＴＧＧ

Ｒ ＧＣＣＣＧＧＧＴＴＧＴＧＴＴＧＧＴＴ

小鼠Ⅳ型胶原α Ｆ ＡＧＣＧＣＡＣＴＴＧＧＴＴＴＴＣＧＴＣＴ

Ｒ ＴＧＧＧＴＴＴＧＧＣＴＴＴＧＧＣＴＡＴＣＴ

小鼠Ｆａｃｔｉｎ Ｆ ＧＡＡＣＡＴＧＧＣＡＴＴＧＴＴＡＣＣＡＡＣＴ

Ｒ ＴＣＡＡＡＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴ

１．６　Ⅳ型胶原α、ＴＧＦβ１和ＭＣＰ１蛋白表达的检

测　细胞上清１０００×犵离心２０ｍｉｎ，取上清，分别

在预先包被小鼠Ⅳ型胶原α、ＴＧＦβ１和 ＭＣＰ１蛋

白捕获抗体的微孔中，依次加入待测样品、标准品、

ＨＲＰ标记的检测抗体，经过温育后彻底洗涤。用底

物ＴＭＢ显色，ＴＭＢ在过氧化物酶的催化下转化成

蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。颜色的

深浅与样品中的蛋白含量正相关。用酶标仪在４５０

ｎｍ波长处测定吸光度（犃值），计算样品浓度。

１．７　ｐ２１活性的检测　采用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测上

清中ｐ２１活性，预先包被小鼠ｐ２１捕获抗体的微孔

中，依次加入标本、标准品、ＨＲＰ标记的检测抗体，

经过温育后彻底洗涤。用底物ＴＭＢ显色，ＴＭＢ在

过氧化物酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下

转化成最终的黄色。颜色的深浅与样品中的ｐ２１活

性正相关。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计

分析，符合正态分布的计量资料以珔狓±狊表示，组间

比较用狋检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　足细胞Ⅳ型胶原α表达水平　结果（图１）表

明，与对照组相比，高糖诱导使足细胞Ⅳ型胶原α的

表达水平显著升高（犘＜０．０５）；肾胺酶处理足细胞

Ⅳ型胶原α表达水平显著下调（犘＜０．０５）。甘露醇

组与对照组差异无统计学意义。

图１　肾胺酶使高糖诱导的足细胞Ⅳ型胶原α表达水平下调

犘＜０．０５与对照组相比；△犘＜０．０５与高糖组相比

２．２　足细胞ＴＧＦβ１表达水平　结果（图２）表明，

与对照组相比，高糖诱导足细胞ＴＧＦβ１表达水平

显著升高（犘＜０．０５）；肾胺酶处理使高糖诱导的足

细胞ＴＧＦβ１表达水平显著下调（犘＜０．０５）。甘露

醇组与对照组差异无统计学意义。

２．３　足细胞 ＭＣＰ１表达水平　结果（图３）表明，

与对照组相比，高糖诱导细胞ＭＣＰ１表达水平增高

（犘＜０．０５）；肾胺酶处理使高糖诱导的足细胞ＭＣＰ１

表达水平显著下调（犘＜０．０５）。甘露醇组与对照组

差异无统计学意义。

２．４　足细胞ｐ２１的活性　结果（图４）表明，与对照

组相比，高糖诱导足细胞ｐ２１活性增强（犘＜０．０５）；

肾胺酶使高糖诱导的足细胞ｐ２１活性降低（犘＜

０．０５）。甘露醇组与对照组差异无统计学意义。
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图２　肾胺酶使高糖诱导的足细胞犜犌犉β１表达水平下调

犘＜０．０５与对照组相比；△犘＜０．０５与高糖组相比

图３　肾胺酶使高糖诱导的足细胞犕犆犘１表达水平下调

犘＜０．０５与对照组相比；△犘＜０．０５与高糖组相比

图４　肾胺酶下调高糖诱导的足细胞狆２１活性

　　犘＜０．０５与对照组相比；△犘＜０．０５与高糖组相比

２．５　足细胞ｃａｓｐａｓｅ３活性　结果（图５）表明，与

对照组相比，高糖诱导足细胞ｃａｓｐａｓｅ３活性显著升

高（犘＜０．０５）；肾胺酶下调高糖诱导的足细胞

ｃａｓｐａｓｅ３活性（犘＜０．０５）。甘露醇组与对照组差异

无统计学意义。

２．６　足细胞Ｆａｃｔｉｎ表达比较　结果（图６）表明，

各组足细胞骨架蛋白ＦａｃｔｉｎｍＲＮＡ表达差异无统

计学意义。

图５　肾胺酶下调高糖诱导的足细胞犮犪狊狆犪狊犲３活性

　　犘＜０．０５与对照组相比；△犘＜０．０５与高糖组相比

图６　各组足细胞犉犪犮狋犻狀表达情况

３　讨　论

ＤＮ已成为全球范围内终末期肾病的主要原因

之一。临床以蛋白尿、高血压和肾功能的逐渐丧失

为特征。ＤＮ一旦发展到终末期肾病甚至肾衰竭，

将需要进行替代治疗，这对患者和社会来说都是非

常大的负担。因此，探寻其更加有效的治疗方式极

为迫切。
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病理上，ＤＮ主要体现在细胞外基质的沉积、肾

小球基底膜增厚、肾小球增殖性变化以及肾小管萎

缩，最终导致不可逆的肾小球硬化和间质纤维化，

这也是多种肾脏疾病的最终共同途径［２４］。足细胞

即肾小囊脏层上皮细胞，附着于肾小球基底膜的外

侧，连同血管内皮细胞和肾小球基底膜构成了肾小

球血液滤过屏障。足细胞是肾小球滤过屏障的关

键组成部分，也是产生胶原的重要细胞之一，容易

受到多种因素的损伤［２５２６］。足细胞损伤和凋亡在

ＤＮ的发生发展中起关键作用
［２７］。在ＤＮ中，足细

胞损伤伴随复杂的生物学变化，包括细胞代谢异常

和细胞完整性丢失及凋亡。足细胞形态变化主要

包括足细胞肥大、足细胞上皮间质转化、足细胞脱

离和凋亡［２８］。足细胞损伤最终导致蛋白尿，细胞外

基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）成分的积聚和肾

小球硬化［２９］。

本研究采用体外高糖培养足细胞，模拟了ＤＮ

的生理环境，并用肾胺酶重组蛋白预处理足细胞以

研究其作用。胶原蛋白是细胞外基质的主要成分，

且Ⅳ型胶原是基底膜网状结构的关键组成成分。

本研究发现，在高糖刺激下，足细胞Ⅳ型胶原α表达

水平显著增加，而肾胺酶可降低足细胞Ⅳ型胶原α

表达水平，减少细胞外基质积聚。本研究还证明肾

胺酶可抑制高糖诱导的足细胞凋亡，可显著降低足

细胞凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ３活性，这与 Ｗａｎｇ

等［２３］的研究结果一致。

ＴＧＦβ１是转化生长因子β细胞因子超家族的

多肽成员，具有控制细胞生长、增殖、分化和凋亡等

多种细胞功能。以往研究［３０］证明糖尿病环境增强

氧化应激并诱导 ＴＧＦβ１的表达。ＴＧＦβ１诱导

ＥＣＭ的过量产生和抑制ＥＣＭ的降解，是导致大多

数慢性肾脏病纤维化的主要细胞因子［３１］。ＴＧＦβ１

还通过增加肾小球通透性和减少近段小管的重吸

收来调节尿白蛋白排泄和诱导上皮间质转化
［３２３３］。

此外，ＴＧＦβ１还是促进足细胞凋亡的重要细胞因

子之一［３４］。与上述结论一致，本研究证明高糖培养

的足细胞ＴＧＦβ１表达显著增加，而重组肾胺酶可

抑制高糖培养的足细胞ＴＧＦβ１表达。

单核细胞／巨噬细胞是ＤＮ肾脏中最丰富的浸

润细胞［３５］。趋化因子及其受体在免疫细胞向肾脏

组织的迁移中起关键作用，其中重要的趋化因子之

一为ＭＣＰ１。ＭＣＰ１趋化单核细胞到肾脏，介导肾

脏炎症和纤维化［３６３７］，是识别肾纤维化危险的潜在

生物标志物［３８３９］。ＭＣＰ１可反映ＤＮ中肾小管损

伤和肾脏炎症的水平［４０］，是预测ＤＮ进展的重要因

子［４１４２］。同样地，本研究证明肾胺酶可显著降低高

糖培养的足细胞ＭＣＰ１表达水平。

足细胞肥大是糖尿病肾病最早的肾小球形态

变化之一，在ＤＮ的进展中发挥重要作用
［４３４４］。其

中ｐ２１又叫ｐ２１Ｗａｆ１／Ｃｉｐ１，也称为细胞周期蛋白依

赖性激酶抑制剂１，能够抑制细胞周期蛋白，干扰细

胞周期进程，使细胞周期停滞，导致细胞肥大［４５４６］。

ｐ２１在ＤＮ的肾小球肥大中起关键作用
［４７］。ｐ２１还

与肾脏纤维化密切相关。研究［４８］表明ｐ２１基因敲

除可显著抑制肾脏纤维化，降低ＴＧＦβ表达水平。

本研究发现，高糖诱导足细胞中ｐ２１活性增加，肾胺

酶可显著抑制该效应。因此肾胺酶可能通过抑制

ｐ２１活性恢复足细胞细胞周期、抑制细胞肥大和减

轻纤维化。

综上所述，本研究利用体外试验证实肾胺酶可

减轻高糖诱导的足细胞损伤和凋亡，可能与抑制炎

症、纤维化和ｐ２１活性有关。因此，肾胺酶可能具有

保护肾功能的作用，为临床治疗ＤＮ提供了新的思

路。然而，本研究仅限于体外试验，且暂时没有发

现高糖和肾胺酶对足细胞骨架蛋白的影响，因此，

肾胺酶对ＤＮ患者肾功能的保护作用以及其详细机

制尚需要进一步探究。

利益冲突：所有作者声明不存在利益冲突。
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