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"摘要#
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目的
!

探讨晚期氧化蛋白产物"

4_LL+

#对人肾小管上皮细胞"

[U.1

#自噬的影响%方法
!

4_LL+

刺激
[U.1

细

胞!采用
NF.

T

LJN

和
Q:+7:9,>B"7

检测自噬相关蛋白
XJ'.

)

/

XJ'.

&

$

3:<B#,$

和
@

)1

的表达*

Q:+7:9,>B"7

检测
@

'/E4LU

通路

的激活*加入
@

'/E4LU

抑制剂"

I31%'2/%

#与
4_LL+

共处理!观察自噬的改变!加入自噬诱导剂雷帕霉素与
4_LL+

共处理!并

用
NF.

T

LJN

和
Q:+7:9,>B"7

检测细胞周期抑制蛋白
@

1-

的表达!用
3J4

法检测细胞总蛋白!观察细胞肥大的改变%结果
!

4_LL+

下调
XJ'.

)

/

XJ'.

&

$

3:<B#,$

!上调
@

)1

的表达!并激活
@

'/ E4LU

通路*与
4_LL+

单独处理组相比!

I31%'2/%

与

4_LL+

共处理组
XJ'.

)

/

XJ'.

&

和
3:<B#,

升高而
@

)1

降低*雷帕霉素与
4_LL+

共处理组
@

1-

的表达和细胞总蛋白下调%结论

!

4_LL+

通过激活
@

'/E4LU

通路抑制
[U.1

细胞自噬!自噬抑制参与
[U.1

细胞肥大%
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晚期氧化蛋白产物#

4_LL+

$是血清蛋白被自由基和反应

性氧系统氧化后的产物'在糖尿病肾病#

P5

$患者血浆中明显

增加'参与
P5

肾脏实质和间质的损害+

$

,

&本课题组前期研究

证明
4_LL+

导致人肾小管上皮细胞#

[U.1

$肥大+

1

,

'然而其机

制尚未完全明确&自噬是普遍存在于真核细胞中的一种依赖

溶酶体的胞内降解系统'能清除细胞中受损或衰老的细胞器和

大分子物质'维持细胞内环境稳定&自噬受到多种信号通路的

精密调控'

@

'/E4LU

属于其中的非哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白#

CF_N

$依赖途径+

'

,

&前期研究表明'

4_LL+

可诱导
[U.1

细胞中
@

'/E4LU

信号通路活化+

0

,

&然而'

4_LL+

对
[U.1

细胞自噬有无影响'是否与
@

'/E4LU

信号通路有关尚不明

确&本实验通过研究
4_LL+

对
[U.1

细胞自噬的影响及其可

能机制'以明确自噬在
4_LL+

导致
[U.1

细胞肥大中的作用&

!

!

材料与方法

!&!

!

材料
!

[U.1

细胞株为条件永生性细胞系'购自美国

4FJJ

细胞库%胎牛血清#

]3I

'美国
Z#><"

$%

PEKE

"

]$1

细胞

培养基#美国
[

D

<B",:

$%无毒素牛血清清蛋白#

3I4

'美国
I#

?

.

C6

$%

F9#̂"B

试剂(

<P54

第一链合成试剂盒和
Ì 3NL9:C#Y

KYF6

T

FE荧光定量
LJN

试剂盒#日本
F6=696

$%

@

1-

(

@

)1

(

3:<.

B#,$

及内参
Z4LP[

引物由生物工程上海#股份$有限公司合

成%

@

1-

(

XJ'3

(

3:<B#,$

(

@

)1

(

@

A"+

@

A".

@

'/ E4LU

#

FA9$/%

"

F

D

9$/1

$(

@

'/E4LU

兔抗人一抗及
@

'/E4LU

信号通路特异

性抑制剂
I31%'2/%

'自噬诱导剂雷帕霉素 #美国
JIF

$%

Z4L.

P[

兔抗人一抗#美国
3#"M"9B!

$%

[NL

标记的羊抗兔二抗#北

京
3#"++

$%

KJX

检测试剂盒#美国
E#BB#

@

"9:

$&

!&"

!

方法

!&"&!

!

体外制备
4_LL+

!

4_LL+

的制备参见文献+

0

,&

!&"&"

!

[U.1

细胞的培养
!

将
[U.1

细胞培养于含
$%;]3I

和青霉素链霉素双抗的
PEKE

"

]$1

培养基中'胰酶消化后接

种'加药前换用无血清培养基同步过夜&加
I31%'2/%

和雷帕

霉素组先分别用
$%

$

C"B

"

XI31%'2/%

和
$%%,C"B

"

X

雷帕霉

素预处理细胞
$A

'再与
4_LL+

共同处理细胞
10A

&

!&"&#

!

实验分组
!

为明确
4_LL+

对
[U.1

细胞自噬和
@

'/

E4LU

信号通路的影响'将细胞分为
'

组!#

$

$

J79B

组%#

1

$

3I4

%/0'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
12

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目#

/$1%1/01

$&

!

作者简介$章俊#

$())S

$'博士'主任医师'主要从事糖尿病肾病(晚期氧化蛋白产

物的研究&

!

'

!

通信作者'
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!
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组!

1%%

$

?

"

CX3I4

%#

'

$

4_LL+

组!

1%%

$

?

"

CX4_LL+

作用

10A

&为明确
@

'/E4LU

信号通路是否参与
4_LL+

对
[U.1

细胞自噬的调节'将细胞分为
'

组!#

$

$

J79B

组%#

1

$

4_LL+

组!

1%%

$

?

"

CX 4_LL+

%#

'

$

4_LL+fI31%'2/%

组!

$%

$

C"B

"

X

I31%'2/%

预处理
$A

后'与
1%%

$

?

"

CX4_LL+

共同作用
10

A

&为明确自噬在
4_LL+

导致
[U.1

细胞肥大中的作用'将细

胞分为
'

组!#

$

$

J79B

组%#

1

$

4_LL+

组!

1%%

$

?

"

CX4_LL+

%

#

'

$

4_LL+f

雷帕霉素组!

$%%,C"B

"

X

雷帕霉素预处理
$A

后'与
1%%

$

?

"

CX4_LL+

共同作用
10A

&

!&"&$

!

NF.

T

LJN

!

按实验分组处理
[U.1

细胞后'用
F9#̂"B

提取各样本细胞总
N54

'于核酸分析仪中检测
N54

的浓度

和纯度&参照试剂盒说明操作反转录合成
<P54

&采用

Ì 3NL9:C#YKYF6

T

FE荧光定量
LJN

试剂盒检测'管家基因

Z4LP[

作为内参'引物序列见表
$

'反应条件为
(2b

预变性

$%C#,

'

(2b

变性
$%+

'

)%b

退火延伸
'%+

'扩增
0%

个循环&

上述实验重复
'

次'采用
1.PPJ7

法进行统计学分析&

!&"&B

!

单位细胞蛋白含量测定
!

按实验分组处理
[U.1

细胞

后'胰酶消化细胞取出微量细胞混悬液稀释后在细胞计数板下

计数'

NOL4

裂解液裂解细胞提取细胞总蛋白'梯度稀释
%&1

$

?

"

$

X

蛋白标准品'向
()

孔板中加入标准品或待测样品'加入

3J4

工作液
1%%

$

X

#

4

液
h3

液为
2%h$

$&将酶标板振荡
'%

+

后'

'-b

避光孵育
'%C#,

'用酶标仪测定
2)1,C

波长处吸光

度值&用
KY<:B

绘制标准曲线方程'要求
5

1

$

%&((2

'根据所测

样品的吸光值和回归方程'计算出待测样品的蛋白浓度#

$

?

"

$

X

$和总蛋白含量'用总蛋白含量和总细胞数量的比值表示单

位细胞总蛋白含量&

!&"&F

!

Q:+7:9,>B"7

!

按实验分组处理
[U.1

细胞后'用
NO.

L4

裂解液提取细胞总蛋白'采用
3J4

法测定蛋白浓度'配平

上样量和上样体积&取
1%

!

2%

$

?

总蛋白行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳#

IPI.L4ZK

$后'转膜至聚偏氟乙烯

#

L\P]

$膜&用
2;

脱脂奶粉室温封闭
1A

后'放入稀释的一

抗中'

0b

孵育过夜&一抗稀释比分别为
XJ'3

#

$h2%%

$'

3:.

<B#,$

#

$h$%%%

$'

@

)1

#

$h1%%%

$'

@

1-

#

$h2%%

$'磷酸化
.

@

'/

E4LU

#

FA9$/%

"

F

D

9$/1

$#

$h$%%%

$'

@

'/ E4LU

#

$h

$%%%

$'

Z4LP[

#

$h2%%%

$&回收一抗'

F3IF

洗膜
$%C#,g

'

次&二抗#稀释比
$h$%%%%

$室温孵育
$A

后
F3IF

洗膜
$%

C#,g'

次'

KJX

显色&以
Z4LP[

作为内参'用
OC6

?

:R

软件

进行条带定量&

表
$

!!

基因引物序列及扩增产物大小

基因 引物
产物大小

#

>

@

$

Z4LP[

上游!

2m.JZZ4ZFJ44JZZ4FFFZZFJZF4F.'m '%-

下游!

2m.4ZJJFFJFJJ4FZZFZZFZ44Z4J.'m

@

1-

上游!

2m.J4J4ZFZ4ZZZZ44ZJJJJFZ44.'m 10%

下游!

2m.J44ZJJFJFFJJ4Z4FJJFF4FZJ.'m

3:<B#,$

上游!

2m.ZFZZJFFFJJFZZ4JFZFZF.'m $1$

下游!

2m.J4JFZJJFJJFZFZFJFFJ4.'m

@

)1

上游!

2m.F4ZZ44JJJZJF4J44ZFZJ.'m $''

下游!

2m.Z4Z44ZJJJFJ4Z4J4ZZFZ.'m

!&#

!

统计学处理
!

采用
ILII1%&%

统计学分析软件进行数据

分析'计量资料以
Ia"

表示'多组间比较采用单因素方差分

析&方差齐时'组间两两比较采用
XIP

法%方差不齐时'组间

两两比较采用
P8,,:77m+=

法&以
#

#

%&%2

为差异有统计学

意义&

"

!

结
!!

果

"&!

!

4_LL+

抑制
[U.1

自噬
!

根据文献+

2

,报道和前期研

究+

1

,结果'笔者将
1%%

$

?

"

CX

未修饰的
3I4

或者
1%%

$

?

"

CX

4_LL+

分别刺激
[U.1

细胞
10A

&

NF.

T

LJN

和
Q:+7:9,>B"7

结果显示'

4_LL+

刺激使
[U.1

细胞
3:<B#,$

基因和蛋白表达

降低而
@

)1

基因和蛋白的表达增高&此外'

Q:+7:9,>B"7

结果

显示'

4_LL+

作用下'

XJ'.

&

向
XJ'.

)

的转化减少#

XJ'.

)

"

XJ'.

&

$'

#

#

%&%2

'而未经修饰的
3I4

组与
J79B

组相比上述

三者表达差异无统计学意义#

#

$

%&%2

$'见图
$

'提示
4_LL+

可能抑制
[U.1

自噬&

!!

4

!

3:<B#,$CN54

表达分析图%

3

!

@

)1CN54

表达分析图%

J

!

XJ'.

)

"

XJ'.

&

(

3:<B#,$

(

@

)1

蛋白
Q:+7:9,>B"7

条带%

P

!

XJ.'

)

"

XJ'.

&

蛋白表达分析图%

K

!

3:<B#,$

蛋白表达分析图%

]

!

@

)1

蛋白表达分

析图%

"

!

#

#

%&%2

'与
J79B

组比较

图
$

!!

4_LL+

抑制
[U.1

自噬

"&"

!

L'/E4LU

信号通路介导
4_LL+

抑制
[U.1

自噬
!

为

进一步观察
4_LL+

抑制
[U.1

自噬是否与其激活
@

'/E4LU

信号通路有关'本研究使用磷酸化
@

'/E4LU

特异性抑制剂

I31%'2/%

与
4_LL+

共同刺激
[U.1

细胞&与前期研究+

0

'

)

,一

致'

4_LL+

导致
@

'/E4LU

磷酸化'而
$%

$

C"B

"

XI31%'2/%

抑制该通路#图
14

(

3

'

#

#

%&%2

$&与
4_LL+

组相比'

4_LL+

fI31%'2/%

组自噬相关基因和蛋白
3:<B#,$

和
@

)1

表达分别

上调和下调'

XJ'.

)

"

XJ'.

&

也增高#图
1J

!

]

'

#

#

%&%2

$'说

明磷酸化
@

'/ E4LU

特异性抑制剂可部分逆转
4_LL+

对

[U.1

细胞的自噬抑制作用'因而提示
@

'/E4LU

信号通路介

导了
4_LL+

抑制
[U.1

自噬&

"&#

!

自噬抑制介导
4_LL+

导致
[U.1

肥大
!

本课题组前期

研究+

1

,证明
4_LL+

导致
[U.1

肥大&为明确
4_LL+

诱导细

胞肥大的机制是否与自噬抑制有关'根据文献+

-

,报道'笔者使

用
$%%,C"B

"

X

雷帕霉素增强
[U.1

细胞自噬'进一步观察了

4_LL+

诱导的肥大是否随之改善&本研究显示'与
4_LL+

组

相比'

4_LL+f

雷帕霉素组单位细胞蛋白含量减少'

@

1-

基因

和蛋白表达降低#

#

#

%&%2

$'见图
'

'说明自噬增加后
[U.1

肥

大减轻&提示自噬抑制可能为
4_LL+

导致
[U.1

肥大的机制

之一&
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图
'

!!

4_LL+

抑制自噬介导
[U.1

肥大

#

!

讨
!!

论

!!

本研究发现
4_LL+

抑制
[U.1

自噬'并提示自噬抑制受

@

'/E4LU

信号通路调控'且自噬抑制参与了
4_LL+

导致的

[U.1

肥大&

[U.1

肥大是肾小管细胞遇到急慢性应激反应时的早期

表现'其主要表现为蛋白和
CN54

水平的升高'细胞阻滞在

Z

$

期+

/

,

&细胞周期受周期蛋白的调控'

@

1-

为周期抑制蛋白

家族成员之一'在
[U.1

肥大时可观察到
@

1-

上调+

(

,

&本研究

发现
[U.1

肥大与自噬抑制有关&

自噬是一个动态的生物学过程'包括自噬起始'自噬体与

溶酶体融合及在溶酶体内的降解+

$%.$$

,

&近年来大量的研究报

道'自噬参与
P5

(药物性肾损害(遗传性肾脏病(肾脏缺血再

灌注等肾脏疾病的发生(发展&其中'在自噬参与
P5

进展的

研究方面'

369>"+6

等+

$1

,早在
$((1

年就已证明
P5

中
[U.1

自

噬功能受损&

U#76!6

等+

$'

,用高脂建立小鼠的
P5

模型'发现

其
[U.1

内长寿蛋白
@

)1

"

IWIFE$

堆积'证实
1

型糖尿病导

致的
P5

中'

[U.1

的自噬受到抑制'而限制饮食后'观察到自

噬增加'

P5

症状得到改善&在研究不同刺激物对
[U.1

自噬

的影响方面'

X#8

等+

$0

,的研究证明从微小病变肾病综合征患者

中提取的尿蛋白体外刺激
[U.1

'表现为自噬起始激活&而在

P5

患者体内明显升高的晚期糖基化终末产物#

4ZK+

$则使

[U.1

自噬起始激活'而自噬在溶酶体降解阶段流量受阻'自

噬被抑制+

$2

,

&而
5"B#,

等+

$)

,的研究表明'尿蛋白能抑制自噬

体和溶酶体的融合'抑制自噬&本研究结果表明'

4_LL+

使

[U.1

中
XJ'.

)

"

XJ'.

&

(

3:<B#,$

降 低'

@

)1

升 高'提 示 在

4_LL+

的作用下'自噬可能在起始环节受到抑制&

自噬起始受到各种信号通路的精密调节'其中
@

'/E4LU

对自噬起双重调节作用+

$-

,

&一方面'

L6#BB6+

等+

$/

,的研究证明'

@

'/E4LU

磷酸化诱导自噬导致化疗药物耐药%另一方面'

J98̂.E"9<#BB"

等+

$(

,研究证明化疗药物五氟尿嘧啶#

2.]d

$通过

抑制
@

'/ E4LU

通路磷酸化激活自噬&最近的研究表明'

4_LL+

激活
[U.1

@

'/E4LU

信号通路+

0

,

&于是本研究进一

步观察了
4_LL+

抑制自噬是否与
@

'/E4LU

信号通路有关&

研究表明抑制
@

'/

通路'可以观察到自噬上调'表明
@

'/

E4LU

信号通路介导了
4_LL+

抑制
[U.1

自噬&

本实验发现
4_LL+

激活
@

'/E4LU

信号通路抑制
[U.1

自噬'自噬抑制介导
4_LL+

导致的
[U.1

胞肥大'进一步阐明

了
P5

的进展机制&然而仍有许多信号通路有效调控自噬活

动'尚待进一步研究&
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肺肠合治法在对过敏性哮喘呼吸功能的恢复上优于单纯治肺

法和单纯治肠法&这与国内其他学者利用肺肠合治法治疗过

敏性哮喘的实验结果一致+

$0

,

&

综上所述'肺肠合治的治疗方法对于治疗肠道菌群失调合

并过敏性哮喘大鼠在肺功能和肠道菌群恢复上都具有明显的

优势和疗效'可作为治疗该病的首选治疗方案'为中医治疗肠

道菌群失调合并过敏性哮喘提供了实验依据&治肠方在肠道

菌群多样性的恢复上具有明显优势'而且治肺组对肠道致病菌

梭状芽孢杆菌的抑制作用最优'因此可通过重新配伍的方法找

到一个更优的肺肠合治方&
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