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螺内酯对清蛋白诱导人肾小管上皮细胞转分化的影响"
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要"目的
!

探讨螺内酯对人清蛋白诱导的人近端肾小管上皮细胞"

!f:&

细胞$发生转分化的影响!以及该过程是否通过

转化生长因子
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W4$K.

信号通路发挥作用%方法
!

体外培养
!f:&

细胞!将其随机分为
H

组+

;

组"未加刺激物$&

D

组

"加入
%)
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49#

'

+

螺内酯$&

<
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N

'

4+

清蛋白$&

Y
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'
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清蛋白及
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螺内酯$&
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螺内酯$&

7
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04

N

'

4+

清蛋白及
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_I

49#

'

+

螺内酯$&

[

组"先加
%)

#

49#

'

+6[7:

$

%

拮抗剂!

*)4>B

后加入
04

N

'

4+

清蛋白$%采用
V6:P<V

检测
6[7:

$

%

和整合素连接激酶"

R+f

$的
4Vd;

表达#细胞免疫荧光检测上皮钙黏素

"

Q:3$KF"A>B

$&

(

:

平滑肌肌动蛋白"

(

:W5;

$的表达#

Q+RW;

法检测纤维连接蛋白"

7d

$的蛋白水平%结果
!

<

组
R+f 4Vd;

!

(

:

W5;

&

7d

蛋白较其他各组表达明显增高"

!

$

)')0

$!

Q:3$KF"A>B

蛋白表达明显下降"

!

$

)')0

$!而
6[7:

$

%4Vd;

表达高于除
[

组以外其余各组"

!

$

)')0

$%与
[

组相比!

<

组
6[7:

$

%4Vd;

表达差异无统计学意义"

!

(

)')0

$!而
R+f4Vd;

!

(

:W5;

&

7d

蛋白表达明显下降"

!

$

)')0

$!

Q:3$KF"A>B

表达明显升高"

!

$

)')0

$%
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7

组
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%
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R+f4Vd;
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!

7d

蛋白表达逐渐下

降!组间两两比较差异有统计学意义"

!

$

)')0

$#

Q:3$KF"A>B

的表达逐渐增高"

!

$

)')0

$%结论
!

一定浓度的清蛋白可以诱导体外

培养的
!f:&

细胞发生转分化#螺内酯可抑制人清蛋白诱导
!f:&

细胞转分化作用!且呈剂量依赖性#
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W4$K.

信号通路可

能是此过程中的重要通路%

关键词"螺内酯#肾小管#上皮细胞#细胞分化#转化生长因子
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肾间质纤维化$

A"B$#>B@"A.@>@>$#O>CA9.>.

#

VR7

&是慢性肾脏病

$

3FA9B>31>KB"

U

K>."$."

#

<fY

&进展为终末期肾衰竭的共同病理

途经*肾小管上皮细胞$

!f:&

&转分化可介导细胞外基质$

"E:

@A$3"##8#$A4$@A>E

#

Q<5

&的过量沉积#被视为
VR7

发生)发展的重

要机制*研究表明#蛋白尿是导致
VR7

的独立危险因素*大量

清蛋白在体外可诱导
!f:&

发生转分化'

%

(

*近年来一些研究已

证实螺内酯具有抑制肌成纤维细胞转分化)减少蛋白尿)抑制

Q<5

堆积等作用*有实验表明螺内酯可抑制高糖诱导的
!f:&

细胞发生转分化'

&

(

#但对清蛋白诱导的
!f:&

发生转分化是否

有影响#目前尚无报道*本实验通过使用人清蛋白刺激导肾小

管上皮细胞#并使用不同浓度螺内酯进行干预#检测转化生长因

子
$
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&)整合素连接激酶

$

>B@"

N

A>B:#>B1"K1>B$."

#

R+f

&

4Vd;

#上皮钙黏素$

Q:3$KF"A>B

&)

(

:

平滑肌肌动蛋白$

(

:.499@F48.3#"$3@>B

#

(

:W5;

&)纤维连接蛋白

$

O>CA9B"3@>B

#

7d

&蛋白水平等表达情况#以探讨螺内酯对清蛋白

诱导的
!f:&

细胞发生转分化的影响及其可能的作用机制*

@
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材料与方法

@'@

!

主要试剂与仪器
!

!f:&

细胞由中山大学第一附属医院

JJH%

重庆医学
&)%&

年
I

月第
(%

卷第
%,

期

"

基金项目"江西省卫生厅科技计划$

&)%&%)HH

&*

#

!

通讯作者*
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余学清教授惠赠%胎牛血清$

7DW

&)

6Va/9#Y5Q5

"

7%&

培养基

为美国
[>C39

公司产品%人纯化清蛋白为北京
W9#$AC>9

公司产

品%螺内酯为美国
W>

N

4$

产品%单克隆小鼠抗人
6[7:

$

%

中和

抗体为
VqY

公司产品%

Q+RW;

试剂盒为上海森雄公司产品%

兔抗人
Q:3$KF"A>B

抗体)兔抗人
(

:W5;

蛋白抗体)

7R7<

标记

羊抗兔二抗为上海博奥森公司产品%

V"M"A@;>K65

逆转录试

剂盒为美国
RBM>@A9

N

"B+>O"6"3FB9#9

N

>".

公司产品%

0X

二氧化

碳培养箱为
6F"A4979A4$

公司产品%倒置显微镜为日本
d>:

19B

公司产品%

P<V

扩增仪为美国
DRZ<;Y

公司产品%核酸)

微量蛋白测定仪)凝胶成像和化学发光图像分析系统为美国

DRZ<;Y

公司产品*
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方法
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!

细胞培养与分组
!

!f:&

细胞培养于规格为
&034

& 的

培养瓶#以
%)X

胎牛血清)含
&449#

"

+

谷氨酰胺的
Y5Q5

"

7%&

$

%o%

&培养基进行培养#培养条件为
*H\

)

0X<Z

&

*倒置

显微镜下观察细胞长至融合度为
H)X

"

,)X

时#用无血清的

Y5Q5

"

7%&

培养基同步
&(F

后#随机分为
H

组#即
;

组未加

刺激物#

D

组加入
%)

_H

49#

"

+

螺内酯#

<

组加入
04

N

"

4+

清蛋

白#

Y

组加入
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N

"

4+

清蛋白及
%)

_,

49#

"

+

螺内酯#

Q

组加入

04

N

"

4+

清蛋白及
%)

_H

49#

"

+

螺内酯#

7

组加入
04

N

"

4+

清

蛋白及
%)

_I

49#

"

+

螺内酯#

[

组先加
%)

#

49#

"

+6[7:

$

%

拮抗

剂#

*)4>B

后加入
04

N

"

4+

清蛋白*实验重复
*

次*

@'A'A
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V6:P<V

检测
6[7:

$

%

和
R+f

的
4Vd;

表达
!

分别

收集各组细胞#提取总
Vd;

#均按
6VR/9#

说明书进行*提取

物用微量蛋白"核酸测定仪测定
Vd;

纯度和浓度*取总

Vd;0

#

+

作逆转录操作#按
V6:P<V

试剂盒说明书进行操

作#总反应体积为
&0

#

+

*聚合酶链反应引物序列如下#

[;P:

Y!

!正义链
0k:;[6<<;<6[[<[6<66<;<:*k

#反义链

0k:[<66[;<;;;[6[[6<[66[;:*k

%

6[7:

$

%

!正义链

0k:;<<[<;;<;;<[<;;6<6;6[:*k

#反义链
0k:;66

<<[6<6<<66[[66<;[<:*k

%

R+f

!正义链
0k:[<;<6<

;;6;[<<[6;[6[:*k

#反义链
0k:<<6;<66[6<<6

<;6<66<:*k

*反应条件为!预变性
J0\(4>B

#扩增
J(\

*).

#退火
*).

#

H&\%4>B

*退火温度及循环数分别为
R+f

00\

#

*0

个循环%

6[7:

$
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0( \

#

*0

个循环#最后一个循环后

H&\

延伸
04>B

*取各检测物
P<V

产物
,

#

+

#

%'&X

的琼脂糖

凝胶电泳#凝胶成像系统成像#用图像分析处理系统进行灰度

扫描分析
Yd;

条带含量#以所得积分吸光度与内参照
[;P:

Y!

积分吸光度的比值作为半定量值进行分析*

@'A'B

!

免疫荧光检测
Q:3$KF"A>B

)

(

:W5;

蛋白的表达
!

!f:&

细胞接种于
I

孔板备置细胞玻片#各组培养
&(F

后#

(X

多聚

甲醛室温固定
&)4>B

*参照试剂盒说明书#滴加
Q:3$KF"A>B

单

抗)

(

:W5;

蛋白单抗$

%o%))

&

(\

过夜#滴加
7R6<

标记二抗

孵育
()4>B

#中性树胶封片*在荧光显微镜下观察#随机取
*

个视野观察#采用
R4$

N

":PA9P#8.I')

软件进行分析
Q:3$KF"A:

>B

)

(

:W5;

积分光密度$

RZY

&值*

@'A'C

!

Q+RW;

检测
7d

蛋白的水平
!

根据试剂盒说明书对

标准品和细胞培养上清液进行检测*在酶标仪
(0)B4

处#以

空白对照孔调零#测取吸光度
;

值#以
;

(0)

值对
7d

标准品

$

B

N

"

4+

&在
QE3"#

上作标准曲线#根据表本的
;

值求出
7d

含

量$

B

N

"

4+

&*

@'B
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统计学处理
!

用
WPWW%H')

统计分析软件进行处理#计

量资料数据以
KG>

表示#组间采用单因素方差分析#两两比较

采用最小显著差
+WY:6

检验法#以
!

$

)')0

为差异有统计学

意义*

A

!

结
!!

果

A'@

!

细胞
6[7:

$

%

和
R+f

的
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表达结果
!
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D

组
!f:&

细胞
6[7:

$

%

和
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的
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均有微量表达%

<

组
6[7:

$

%

4Vd;

表达水平高于除
[

组以外其余各组$

!

$

)')0

&#

R+f

4Vd;

表达水平较其他各组均明显增高$

!

$

)')0

&%

Y

)

Q

)

7

组

!f:&

细胞
6[7:

$

%

和
R+f

的
4Vd;

表达逐渐下降#两组间比

较差异统计学意义$

!

$

)')0

&%与
<

组比较#

[

组
!f:&

细胞

6[7:

$

%

4Vd;

表达差异无统计学意义$

!

(

)')0

&#而
R+f

4Vd;

表达明显下降$

!

$

)')0

&*见图
%

和表
%

*

!!

5

!

Yd;:5$A1

%

;

"

[

!

;

"

[

组*

图
%

!!

各组
!f:&

细胞
6[7:

$

%

和
R+f

的
4Vd;

的表达

表
%

!!

各组细胞
6[7:

$

%

和
R+f

的
4Vd;

的相对

!!!

表达量#

KG>

%

组别
6[7:

$

%

R+f

;

组
)'*J%G)')%0 )'*,HG)')&*

D

组
)'*,0G)')%, )'*,)G)')*)

<

组
)'J&%G)')(( )'II&G)')&H

Y

组
)'HH%G)')%H )'0,,G)')&(

Q

组
)'0J)G)')&) )'(H*G)')%H

7

组
)'(%(G)')*( )'()HG)')%*

[

组
)'J%%G)')*H )'*,(G)')%I

A'A

!

细胞免疫荧光检测细胞
Q:3$KF"A>B

)

(

:W5;

蛋白的表达

!

各组
!f:&

细胞
Q:3$KF"A>B

和
(

:W5;

蛋白均有微量表达%

<

组
!f:&

细胞
(

:W5;

蛋白表达较其他各组明显增高$

!

$

)')0

&#而
Q:3$KF"A>B

表达则明显下降$

!

$

)')0

&%

Y

)

Q

)

7

组

!f:&

细胞
(

:W5;

蛋白的表达逐渐下降#

Q:3$KF"A>B

蛋白的表

达逐渐增高#且组间两两比较差异有统计学意义$

!

$

)')0

&%

与
<

组比较#

[

组
!f:&

细胞
Q:3$KF"A>B

表达明显升高$

!

$

)')0

&#而
(

:W5;

蛋白表达下降$

!

$

)')0

&*见表
&

*

表
&

!!

各组细胞
Q:3$KF"A>B

(

(

:W5;

蛋白的表达#

KG>

%

组别
(

:W5; Q:3$KF"A>B

;

组
)'*H%G)')%& %')HIG)')00

D

组
)'*IIG)')%0 %')IJG)')*I

<

组
)'J(*G)')0) )'0(JG)')),

Y

组
)'HJIG)')%0 )'I*%G)')&*

Q

组
)'I%*G)')%J )'H&&G)'))I

7

组
)'(&&G)')&0 )'JI0G)')*J

[

组
)'H)JG)')** )',JIG)')%H

A'B

!

Q+RW;

法检测上清液
7d

蛋白的水平
!

<

组细胞上清液

)),%

重庆医学
&)%&

年
I

月第
(%

卷第
%,

期



中
7d

蛋白的水平显著高于其他各组$

!

$

)')0

&%

Y

)

Q

)

7

组上

清液中
7d

蛋白的水平逐渐降低#组间两两比较#差异有统计

学意义$

!

$

)')0

&%与
<

组比较#

[

组上清液中
7d

蛋白的水平

明显降低$

!

$

)')0

&*见表
*

*

表
*

!!

各组细胞上清液中
7d

蛋白的水平#

KG>

$

-N

)

4+

%

组别
7d

;

组
%J(')(G0)'I&

D

组
&)0',JG0*'HH

<

组
,(J'0HG%&('*

Y

组
IH%',%G%))'0H

Q

组
00)'HJGH&')*

7

组
*H0'I*G,('&J

[

组
0,*'*&G%)H'(0

B

!

讨
!!

论

肾小管上皮细胞转分化发展为
VR7

#主要经历了
(

个关键

的阶段!$

%

&上皮细胞间黏附因子$如
Q:3$KF"A>B

&的丢失%$

&

&

间质细胞标记物
(

:W5;

及中间丝波形蛋白表达的增加%$

*

&细

胞骨架重塑及表型的转变致肾小管基底膜的破坏%$

(

&细胞迁

移侵袭能力增强致间质纤维化的发展'

*

(

*大量研究表明#

6[7:

$

%

是诱导肾小管上皮细胞
Q56

的主要介质#在介导

Q56

中发挥着至关重要的作用'

(

(

#且此作用依赖
W4$K.

信号

通路'

0

(

*

R+f

是一种位于细胞内主要调节细胞黏附)细胞形态

以及细胞外基质沉积的丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶#很多临床表

现为蛋白尿的肾脏病模型的研究发现
R+f

是蛋白尿发生的关

键性介质之一'

I:H

(

*

6[7:

$

%

可促进
R+f

表达'

,

(

*研究表明#

R+f

作为
6[7:

$

%

"

W4$K.

信号通路的下游因子参与了
Q56

的

(

个关键步骤'

J

(

*

Q:3$KF"A>B

是肾小管上皮细胞转分化过程中

的重要的标记蛋白之一'

%)

(

#其表达的下调被视为是肾小管上

皮细胞发生
Q56

的第一步#是肾间质纤维化的始动环

节'

%%:%&

(

*实验表明#

R+f

表达的增加使
Q:3$KF"A>B

表达下调#

并上调
(

:W5;

及
7d

的表达'

%*

(

*

本研究观察提示清蛋白诱导组的
6[7:

$

%

)

R+f4Vd;

#

(

:

W5;

)

7d

蛋白的表达较其他组均明显上调#而
Q:3$KF"A>B

表

达较其他组明显下调*说明大量清蛋白在体外诱导
!f:&

细

胞发生
Q56

*此结果与文献报道'

%

(有相似*另外#在螺内酯

干预组中#随着螺内酯浓度的加大#

6[7:

$

%

)

R+f 4Vd;

)

(

:

W5;

蛋白)

7d

蛋白的表达均有所下调#

Q:3$KF"A>B

表达上调*

螺内酯可一定程度的抑制清蛋白诱导的
!f:&

细胞发生

Q56

#而且呈一定的剂量依赖性*与此同时实验发现#

6[7:

$

拮抗剂组较清蛋白诱导组的
R+f4Vd;

表达明显下调#而
Q:

3$KF"A>B

)

(

:W5;

蛋白)

7d

蛋白的有所下调#

6[7:

$

%

表达无明

显差异*此结果与
D>$B3F>W

等研究报道相似'

%(

(

*作者认为

此过程可能有
6[7:

$

%

"

W4$K.

信号通路参与#并可能为主要通

路*

螺内酯是醛固酮非选择性拮抗剂#与其在细胞质膜的盐皮

质激素受体$

4>B"A$#939A@>39>KA"3"

-

@9A

#

5V

&的水平上发生直

接的拮抗作用#具有利尿)降低血压等作用*在临床研究中发

现#给予
<fY

患者服用
,

周螺内酯后#可以显著降低其蛋白尿

的水平'

%(

(

%部分研究证实小剂量螺内酯联合
;<QR

尚可以有

效减少
<fY

的尿蛋白排泄'

%0

(

*动物实验表明#醛固酮选择性

拮抗剂也能显著降低糖尿病大鼠肾脏组织
5V4Vd;

的表

达#从而减少蛋白尿'

%I

(

%

6$>A$

等'

%H

(报告螺内酯在单肾切除的

糖尿病大鼠中#可降低肾组织
6[7:

$

%

#减缓小管间质纤维化*

笔者认为本实验从细胞分子水平上#进一步阐述了螺内酯对清

蛋白导致肾脏损害的保护作用*但其具体作用机制有待进一

步研究*

综上所述#清蛋白可上调
6[7:

$

%

)

R+f4Vd;

和
(

:W5;

)

7d

蛋白#而下调
Q:3$KF"A>B

蛋白表达#螺内酯则反之#提示一

定浓度的人清蛋白可以诱导体外培养的
!f:&

细胞发生

Q56

#螺内酯可一定程度的抑制此过程*另外本实验提示%螺

内酯抑制清蛋白诱导的
!f:&

发生
Q56

呈一定的剂量依赖

性#而且与
6[7:

$

%

"

W4$K.

信号通路有关*但其具体的作用机

制仍不明确*本实验提示螺内酯对肾脏疾病具有保护效应#为

寻找缓解肾脏疾病进展的新策略有一定意义*
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干化学法尿隐血检测因其操作简便)快速)获得数据多等

优点极大提高了实验室尿液分析的工作效率'

,:J

(

*其原理是利

用尿液中红细胞内或红细胞破坏后释放出来的血红蛋白的过

氧化酶样活性#在氧化茴香素或过氧化氢烯枯存在的情况下#

催化邻甲联苯胺脱氢#从而发生颜色的改变'

%)

(

*临床工作中

可能造成干化学法尿隐血检测假阳性的原因有以下几点!$

%

&

尿液中存在游离的血红蛋白或肌红蛋白%$

&

&尿路感染#尿中出

现一些细菌或真菌的代谢产物%$

*

&化学污染#如次氯酸盐等%

$

(

&尿液中存在热不稳定过氧化物酶%$

0

&试纸条过期)污染)保

存不当)操作不正确等'

%%:%*

(

%$

I

&尿液标本保存不当或放置时

间过长*可能造成干化学法尿隐血检测假阴性的原因主要是

尿液中的维生素
<

含量过高*在实验设计中#排除可能造成

干化学法尿隐血检测阳性而镜检阴性的病理性干扰因素#确保

镜检的结果能真实准确地反映患者的健康情况*收集尿液标

本时做到及时妥当#保证标本不被污染*操作中确保试纸条的

质量)操作的正确性#同时检测尿液中维生素
<

的含量#排除

尿液维生素
<

阳性标本*在以上前提下#通过同时对标本进

行干化学法尿隐血检测和镜检#分析二者结果的相符性#从而

判断干化学法尿隐血检测的可靠性*

本研究显示#在
,(*

例泌尿外科住院患者和
()*

名体检人

员的尿液标本中#干化学法尿隐血检测结果为
G

)

=

时#两种方

法检测结果的相符率远低于干化学法尿隐血检测结果为阴性)

==

)

===

时两种方法检测结果的相符率*

,(*

例泌尿外科

住院患者和
()*

名体检人员的尿液标本中两种方法检测阳性

的相符率比较#差异无统计学意义$

!

(

)')0

&#这表明干化学

法尿隐血检测在泌尿外科住院患者及体检人员中的可靠性是

稳定的*

在不同疾病患者中#观察到两种方法检测阳性的相符率高

低不一#且以结石患者为最低#推测可能是由于结石患者干化

学法尿隐血检测结果为
G

)

=

的检出率最高#导致两种方法检

测阳性的相符率最低*

综上所述#干化学法尿隐血检测可靠性欠佳#所以仍无法

替代镜检#只能作为过筛检测*当干化学法尿隐血检测结果异

常时#应结合镜检报告结果进行综合判断*
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