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%*对血管紧张素
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"
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%诱导的大鼠肾小管上皮细胞"
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%表型转

化及
GHQ!

(

"

信号分子在转分化过程中的作用'方法
!

体外培养
]HQ$"G

!经
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后!应用细胞免疫化学法检测
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的表达$干预
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作用
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表型转化!
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信号通路参与了肾小管上皮细胞转分化过程'
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肾间质纤维化$

8L̂

&是各种原因引起的慢性肾脏疾病进

展为终末期肾衰竭的共同途径*肾小管上皮细胞转分化

$

8GS8

&为
8L̂

发生的重要机制(

!7"

)

#并成为当今学者研究的

热点*血管紧张素
&

$

)6

E&

&作为肾素
7

血管紧张素
7

醛固酮系

统$

H)O

&的主要成员#已证实在
8L̂

中发挥重要作用*血管

紧张素
7

$

!7'

&(

)6

E

7

$

!7'

&)具有抗细胞增殖'扩张血管'抑制组

织细胞重塑等多种拮抗
)6

E&

的生理作用*但
)6

E

7

$

!7'

&能

否抑制
)6

E&

诱导的
8GS8

以及其可能的细胞内信号通路尚

未阐明*本实验通过
)6

E&

刺激体外培养的大鼠
8GS8

#观

察
)6

E

7

$

!7'

&对其转分化的影响以及
GHQ!

"

"

信号传导通路

在转分化发生机制中的作用#为慢性肾脏疾病的防治提供新的

思路和治疗靶点*
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材料与方法
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购自美国
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E
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公司#免疫细

胞化学试剂盒购自武汉博士德公司#蛋白提取试剂盒购自碧云

天生物技术研究所#蛋白定量测定试剂盒购自普利莱基因技术

有限公司#化学发光试剂购自碧云天生物技术研究所#
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S159B)C
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公司#
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单克隆抗体购自博士德公司#

G7+A0?9=26

单克隆抗体购自博士德公司#
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标记羊抗兔
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购自博士

德公司#
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标记小鼠抗大鼠
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E
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购自博士德公司#
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标

记羊抗小鼠
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购自碧云天生物技术研究所*
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方法
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细胞培养及实验分组
!

正常大鼠肾小管上皮细胞

$%/

重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期

"

基金项目"国家自然科学基金资助项目$
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&由泸州医学院中心实验室提供*将细胞用体积分

数为
!&R

胎牛血清的低糖
TSGS

培养基置
%'X

'含体积分

数为
$#&&R

的恒温恒湿
F_

"

孵箱中培养*

/
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!"?

细胞贴壁

则换成无血清的
TSGS

培养基培养
".?

#吸去上清液#调整

细胞浓度为
"Y!&
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B*

#并接种于
-

孔接种板中#每孔
"B*

*

分为对照组$仅加入培养液&'

)6

E&

组'

)6

E

7
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!7'

&组及
)6

E

7

$

!7'
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[)6

E&

组*各组
)6

E

7
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!7'

&和
)6
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终浓度均为
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Z-

B1<
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*

*培养
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*

@#A#A

!

免疫细胞化学法测
G7

钙黏附蛋白$

G7+A0?9=26

&和
%

7

平

滑肌肌动蛋白$

%

7OS)

&的表达
!

采用
O)(F

#分别对各组细胞

爬片的
G7+A0?9=26

和
%

7OS)

进行免疫化学染色#

T)(

显色#

W(O

液代替一抗作阴性对照#以细胞胞质出现棕黄色颗粒为阳

性信号*采用
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E

97

;

=1
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<K5-#&

分析系统进行半定量分析*
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!

\95>9=6C<1>

法测
GHQ!
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的表达
!

用
. X

预冷的

W(O

液洗细胞
%

次#刮下细胞#加入
.&&

#
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含有蛋白酶抑制剂

的裂解缓冲液#置冰浴中超声破碎细胞#
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B26

离

心
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#取上清液#用
()F

法测蛋白质浓度#各组取
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待测蛋白质样本#与蛋白相对分子质量标准品共同进行
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电泳#配制
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分离胶和
$R

浓缩胶#将蛋白质转移至
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膜上#置 封 闭 缓 冲 液 中 过 夜#与 小 鼠 抗 大 鼠 一 抗

$

!V!$&&

&孵育#充分洗膜后与辣根过氧化物酶标记山羊抗小

鼠二抗$

!V!&&&

&孵育#暗室化学发光准确显影*结果由计算

机凝胶图像分析系统$美国
(21HA0

&分析*
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统计学处理
!

所有数据使用
OWOO!%#&

统计软件作统计

学分析*计量资料采用
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表示#采用单因素方差分析#多个

样本均数两两比较采用
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检验$
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检验#以
!

$

&#&$

为差异有统计学意义*
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结
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时与对照组比

较#差异无统计学意义#
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时#

)6
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组细胞
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表达显
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组比较#

%

7OS)

表达明显减少#差异

有统计学意义$
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时#
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%相对分子质量分别为
..

'

."NT

*用
(L_7

H)T

软件分析#结果见图
.

*培养
'"

'

3-?

后#与对照组比较#

)6

E&

组
W7GHQ!

"

"

的表达明显增加$

!

$

&#&$

&#

)6

E

7

$

!7'

&单

独作用于细胞后#

W7GHQ!

"

"

的表达稍有降低$

!

%

&#&$

&%与

)6

E&

组比较#

)6

E

7

$

!7'

&

[)6

E&

组
W7GHQ!

"

"

的表达明显降

低$

!

$

&#&$

&*

!!

!

!

'"?

对照组%

"

!

'"?)6

E

7

$

!7'

&组%

%

!

'"?)6

E&

组%

.

!

'"?

)6

E

7

$

!7'

&

[)6

E&

组%

$

!

3-?

对照组%

-

!

3-?)6

E

7

$

!7'

&组%

'

!

3-?

)6

E&

组%

/

!

3-?)6

E

7

$

!7'

&

[)6

E&

组*

图
%

!!

]HQ$"G

;

7GHQ!

&

"

的免疫印迹结果

!!

!

!

'"?

对照组%

"

!

'"?)6

E

7

$

!7'

&组%

%

!

'"?)6

E&

组%

.

!

'"?

)6

E

7

$

!7'

&

[)6

E&

组%

$

!

3-?

对照组%

-

!

3-?)6

E

7

$

!7'

&组%

'

!

3-?

)6

E&

组%

/

!

3-?)6

E

7

$

!7'

&

[)6

E&

组*

图
.

!!

)6

E

7

$

!7'

%对
)6

E&

诱导的
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表达的影响
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讨
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论

肾脏纤维化是各种原因所致的终末期肾病的共同病理表

现#包括肾小球硬化和
8L̂

*大量研究表明#

8L̂

的程度与肾

功能损害的相关性比肾小球硬化更为密切#动物实验证实#在

不伴有
8L̂

的肾脏疾病中#肾功能的恶化较慢#因此
8L̂

越来

越多地受到关注和重视(

%

)

*在
8L̂

的过程中#

%&R

"

$&R

的新

增纤维细胞来源于
]HQ$"G7

间充质细胞转分化(

.

)

*如何阻止

]HQ$"G

发生转分化#减少肌成纤维细胞的生成#已成为抑制

8L̂

的另一突破口*
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)6

E&

是
H)O

系统的主要活性肽#它能促进左心室肥厚

的形成(

$

)

*现已证实它在
8L̂

中发挥重要作用*给大鼠持续

静脉输入
)6

E&

#可诱导肾小管萎缩#肾间质表达
%

7OS)

#胞

外基质积聚(

-

)

%也有研究发现#

)6

E&

可时间依赖性地增加

UQ"

细胞
%

7OS)

的表达#导致转分化的发生(

'

)

*

近来发现
)6

E

7

$

!7'

&是一种具有抗纤维化的细胞因子#其

可通过抑制细胞增殖及细胞外基质积聚而发挥其抗纤维化作

用*研究证实
)6

E

7

$

!7'

&可抑制
)6

E&

诱导的心肌肥大和间

质纤维化#从而改善心肌重塑#并且可同时降低血浆中
8ĉ7

(

!

的水平(

/

)

*

8ĉ7

(

!

能影响
]HQ$"G

的凋亡与增殖#导致肾纤

维化的发生(

3

)

*越来越多的研究表明#

S)WQ

家族成员所主

导的信号通路是将细胞外生物信号转入核内#是引起细胞核生

物反应的重要途径*其中以
GHQ!

"

"

与细胞增殖反应的关系

最为密切*

OK

等(

!&

)发现
)6

E

7

$

!7'

&可抑制
)6

E&

诱导的

W%/S)WQ

'

GHQ!

"

"

'

]̀Q

等的磷酸化#进而减少肾近端小管

细胞增殖及细胞外基质$

GFS

&的分泌而发挥其抑制肾纤维化

的作用*

但
)6

E

7

$

!7'

&能否抑制
)6

E&

诱导的体外培养的
8GS8

呢+ 并且这一作用是通过什么途径实现的呢+

8GS8

表现为

细胞失去极性#失去上皮细胞标志物
G7+A0?9=26

及表达肌成纤

维细胞的标志物
%

7OS)

*本研究结果显示#在
)6

E&

中同时

加入
)6

E

7

$

!7'

&

3-?

后#

)6

E

7

$

!7'

&可抑制
)6

E&

诱导的

]HQ$"G

%

7OS)

表达增加$

!

$

&#&$

&#减少
)6

E&

对
G7+A07

?9=26

的表达抑制$

!

$

&#&$

&#提示
)6

E

7

$

!7'

&可以抑制
)6

E&

诱导的
8GS8

%本实验还发现#培养
'"

'

3-?

后#

)6

E&

组
W7

GHQ!

"

"

的表达明显高于对照组$

!

$

&#&$

&%在
)6

E&

中同时

加入
)6

E

7

$

!7'

&

3-?

后#与
)6

E&

组比较#

W7GHQ!

"

"

的表达明

显减少$

!

$

&#&$

&#提示
GHQ!

"

"

信号通路在
)6

E

7

$

!7'

&抑制

转分化过程中有重要作用*

总之#本研究结果表明#

)6

E

7

$

!7'

&作为
)6

E&

的内源性拮

抗因子#可以从蛋白水平抑制
)6

E&

诱导的
8GS8

#并且这一

作用是通过
GHQ!

"

"

信号通路来实现的#提示
)6

E

7

$

!7'

&作为

8L̂

的负性调节因子#可能用于肾纤维化的治疗#从而为临床

肾纤维化的防治提供新的思路和治疗靶点*
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