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血管紧张素Ⅱ及氯沙坦对大鼠肾系膜细胞ＳＵＭＯ蛋白表达的影响
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　　摘　要：目的　探讨血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）及氯沙坦对大鼠肾系膜细胞ＳＵＭＯ蛋白表达的影响。方法　将体外培养的大鼠

肾系膜细胞分别设正常对照组（ＮＣ组）、不同浓度的ＡｎｇⅡ干预组（Ａ１、Ａ２、Ａ３组）、氯沙坦预处理组（ＭＴ组）；用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和

ＲＴＰＣＲ法检测培养不同时间后各组细胞ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３蛋白和ｍＲＮＡ表达。结果　与 ＮＣ组比较，ＡｎｇⅡ干预组和 ＭＴ

组ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３蛋白和ｍＲＮＡ表达增强（犘＜０．０１）；与ＡｎｇⅡ干预组比较，ＭＴ组ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３蛋白和ｍＲＮＡ表达

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＡｎｇⅡ呈一定浓度依赖性地上调大鼠肾系膜细胞ＳＵＭＯ蛋白表达，该效应不被氯沙坦所

阻断，可能参与糖尿病肾病的发病。
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　　糖尿病肾病（ＤＮ）是糖尿病特有而严重的微血管并发症，

其发病机制尚不清楚，是终末期肾病和肾功能衰竭的主要原因

之一。血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）是目前公认的参与ＤＮ发病的

重要致病因子，其受体拮抗剂（ＡＲＢ）在临床上也被广泛应用，

但严格的血糖、血压等控制并不能完全阻止ＤＮ的发生、发展，

因此，进一步研究ＤＮ发病机制具有重要意义。小泛素相关修

饰物（ｓｍａｌｌｕｂｉｑｕｉｔｉｎｒｅｌａｔｅｄｍｏｄｉｆｉｅｒ，ＳＵＭＯ）修饰是与泛素化

修饰类似的蛋白质翻译后修饰，在细胞信号转导、核质运输与

转录调控等方面发挥重要作用，参与多条信号通路（包括

ＴＧＦβ、ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ信号通路）的调控。最新的研究发现，

ＳＵＭＯ化修饰在多种炎症性疾病和器官纤维化进程中发挥着

重要的作用，并且参与了糖尿病的发病，但ＳＵＭＯ蛋白与ＤＮ

的关系鲜见文献报道。为明确ＳＵＭＯ蛋白与ＤＮ的关系，本

研究观察ＡｎｇⅡ及氯沙坦刺激的大鼠肾系膜细胞不同亚型

ＳＵＭＯ蛋白（ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３）的表达，进一步研究ＤＮ发

生机制并为其防治提供理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　大鼠肾系膜细胞（ＨＢＺＹ１，中国典型培养物保藏

中心），兔抗大鼠ＳＵＭＯ１单克隆抗体（英国Ａｂｃａｍ），兔抗大鼠

ＳＵＭＯ２／３多克隆抗体（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），小鼠抗大鼠 ＧＡＰＤＨ

抗体（碧云天公司），ＡｎｇⅡ（美国ｓｉｇｍａ），氯沙坦钾（中国食品

药品检定研究所），总蛋白抽提试剂盒（美国Ｃｈｅｍｉｅｏｎ），５×

Ｗｅｓｔｅｒｎ上样缓冲液（碧云天公司），总ＲＮＡ提取试剂盒（北京

天根生化），ＲＴＰＣＲ试剂盒（大连宝生物），ＢＣＡ蛋白定量试

剂盒（美国Ｐｉｅｒｃｅ），ＦＴＣ２０００型ＰＣＲ仪，ＥＣＬ化学发光试剂盒

（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　ＨＢＺＹ１常规培养于含１０％小牛血清的低

糖（５．６ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）ＤＭＥＭ 培养基中，培养条件３７℃、

５％ＣＯ２，对数生长期细胞用于实验。

１．２．２　实验分组　在大鼠肾系膜细胞的ＤＭＥＭ 培养液中加

入以下处理因素，将细胞分为５组：（１）正常对照组（ＮＣ组），

不加处理因素；（２）１０－９ ｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ 组（Ａ１组）；（３）１０－７

ｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ 组（Ａ２组）；（４）１０
－５ ｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ组（Ａ３组）；

（５）氯沙坦预处理组（ＭＴ组）：１０－５ｍｏｌ／Ｌ氯沙坦预处理０．５ｈ

后再加入１０－５ｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ。分别作用２４、４８、７２ｈ后，收获

细胞。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３蛋白表达　取

３７２重庆医学２０１４年１月第４３卷第３期

 基金项目：四川省教育厅科研项目资助（１１ＺＢ２２３）。　作者简介：黄炜（１９８６－），住院医师，硕士，主要从事糖尿病肾病研究。　△　通讯

作者，Ｔｅｌ：（０８３０）３１６１５４６，Ｅｍａｉｌ：ｘｙｗｙｌｌ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。



细胞加蛋白抽提液，吹打，４℃离心后取上清液。ＢＣＡ法测蛋

白浓度，加５×Ｗｅｓｔｅｒｎ上样缓冲液混匀，沸水煮５ｍｉｎ致蛋白

变性。加样品电泳，转膜，封闭，分别加兔抗大鼠ＳＵＭＯ１单克

隆抗体（１∶８００），兔抗大鼠ＳＵＭＯ２／３多克隆抗体（１∶６００），

小鼠抗大鼠ＧＡＰＤＨ单克隆内参抗体（１∶２０００）４℃过夜，然

后加 ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ 孵育（ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３）、

ＨＲＰ标记的羊抗小鼠ＩｇＧ（内参），化学发光显影，ＬＡＳ３０００

紫外凝胶成像系统成像，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件测蛋白条带光密度

值。实验重复３次。ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３蛋白浓度以 ＳＵ

ＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３与 ＧＡＰＤＨ 蛋白条带平均光密度值之比

表示。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ 法测定 ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３ ｍＲＮＡ　 总

ＲＮＡ提取试剂盒提取各组肾系膜细胞总 ＲＮＡ，取总 ＲＮＡ４

μＬ为模板反转录成ｃＤＮＡ于ＰＣＲ反应管中扩增，ＳＵＭＯ１上

游引物：５′ＴＡＴＧＧＡＣＡＧＧＡＣＡＧＣＡＧ３′，下游引物：５′

ＣＣＡＴＴＣＣＣＡＧＴＴＣＴＴＴＴＧ３′，扩增产物为１７０ｂｐ；ＳＵ

ＭＯ２／３上游引物：５′ＧＡＣＧＡＧＡＡＡＣＣＣＡＡＧＧＡ３′，下游

引物：５′ＣＴＧＣＣＧＴＴＣＡＣＡＡＴＡＧＧ３′，扩增产物为１４１

ｂｐ；内参 ＧＡＰＤＨ 上游引物：５′ＣＣＴＣＡＡ ＧＡＴＴＧＴＣＡＧ

ＣＡＡＴ３′，下游引物：５′ＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴ

３′扩增产物为１４１ｂｐ。反应条件：预变性９４℃２ｍｉｎ，变性９４

℃３０ｓ，退火（退火温度为ＳＵＭＯ１：５０．８℃，ＳＵＭＯ２／３：５１．６

℃）３０ｓ，延伸７２℃１ｍｉｎ；扩增３０个循环后上样２％琼脂糖凝

胶电泳，采用紫外凝胶成像系统成像，以ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３

的灰度值除以ＧＡＰＤＨ的灰度值分别得到各检测指标相对灰

度值，该相对灰度值代表各指标ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析数据，计量

资料以狓±狊表示，各组间比较用单因素方差分析，两两比较采

用狇检验，检验水准α＝０．０５，犘＜０．０５表示有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ａ３组作用不同时间对系膜细胞ＳＵＭＯ蛋白表达的影

响　与ＮＣ组比较，作用２４ｈＡ３组ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３蛋白

表达均明显增强（犘＜０．０１）；随作用时间延长（４８、７２ｈ），ＳＵ

ＭＯ１和ＳＵＭＯ２／３蛋白表达量均逐步减弱，作用７２ｈ后ＳＵ

ＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３表达量与 ＮＣ组相比，差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。见表１、图１。

２．２　不同浓度ＡｎｇⅡ和氯沙坦对肾系膜细胞ＳＵＭＯ蛋白表

达的影响　作用２４ｈ后，Ａ１、Ａ２、Ａ３组与ＮＣ组比较，ＳＵＭＯ１

蛋白表达分别增加３０％、４０％和５０％，ＳＵＭＯ２／３蛋白表达分

别增加３０％、７０％和１４％，ＡｎｇⅡ呈浓度依赖性影响ＳＵＭＯ１

蛋白表达（犘＜０．０１）。ＭＴ组与 ＮＣ组比较，ＳＵＭＯ１和ＳＵ

ＭＯ２／３表达均增加（犘＜０．０１）。见表２、图２。

２．３　不同浓度ＡｎｇⅡ和氯沙坦对肾系膜细胞ＳＵＭＯｍＲＮＡ

表达的影响　与 ＮＣ组比较，Ａ１、Ａ２、Ａ３、ＭＴ 组２４ｈＳＵ

ＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３ｍＲＮＡ 的表达增加（犘＜０．０１）。见表３、

图３。

图１　　ＮＣ组与Ａ３组不同时间点ＳＵＭＯ

蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

图２　　各组２４ｈ后ＳＵＭＯ蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

图３　　各组作用２４ｈ后ＳＵＭＯｍＲＮＡ表达（ＲＴＰＣＲ）

表１　　ＮＣ组与Ａ３组不同时间点ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３

　　　　蛋白表达（狓±狊）

组别 ＳＵＭＯ１ ＳＵＭＯ２／３

ＮＣ组 ０．３４１±０．００１ ０．１１２±０．０１１

Ａ３组２４ｈ １．２２４±０．０７８ ０．４４０±０．０３２

Ａ３组４８ｈ ０．８４２±０．０２０ ０．１８４±０．００６

Ａ３组７２ｈ ０．５２２±０．０３０ ０．１４５±０．０３２

表２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组２４ｈＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３

　　　蛋白的表达（狓±狊）

组别 ＳＵＭＯ１ ＳＵＭＯ２／３

ＮＣ组 ０．１１８±０．０３７ ０．５４８±０．００１

Ａ１组 ０．３３３±０．０３４ ０．７２１±０．０１０

Ａ２组 ０．４８８±０．０８３ ０．９４０±０．０４２

Ａ３组 ０．５００±０．００９ ０．６２７±０．０５１

ＭＴ组 ０．５４１±０．０１１ ０．９５０±０．１００

表３　　ＲＴＰＣＲ检测各组２４ｈＳＵＭＯ１、

　ＳＵＭＯ２／３ｍＲＮＡ表达（狓±狊）

组别 ＳＵＭＯ１ ＳＵＭＯ２／３

ＮＣ组 ０．２９５±０．０６０ ０．６１５±０．０６１

Ａ１组 ０．５４５±０．０３０ １．３３０±０．１０１

Ａ２组 ０．７４０±０．０５０ １．８６０±０．１１８

Ａ３组 ０．８１１±０．０６４ １．５４１±０．１３９

ＭＴ组 ０．８４２±０．０５０ １．５２０±０．１６８

３　讨　　论

ＳＵＭＯ蛋白是广泛存在于真核生物的高度保守的小蛋白

家族（相对分子质量约为１１×１０３），在细胞信号转导、核质运

输与转录调控等方面发挥重要作用［１］。目前已发现有４个亚

型：ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２、ＳＵＭＯ３和 ＳＵＭＯ４，ＳＵＭＯ２与 ＳＵ

ＭＯ３氨基酸序列非常接近，常合写成ＳＵＭＯ２／３。因各亚型

ＳＵＭＯ蛋白在组织和细胞结构中的分布与动态变化不同，其

功能也不尽相同。ＳＵＭＯ１和ＳＵＭＯ２／３在各种组织中均有

表达，ＳＵＭＯ１主要修饰生理蛋白；ＳＵＭＯ２／３主要修饰应激蛋
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白，参与渗透压、热休克、氧化应激和 ＤＮＡ 损伤等过程
［２］。

ＳＵＭＯ化参与了 ＮＦκＢ、ＰＰＡＲγ、ＴＧＦβ和 ＭＡＰＫ等多信号

通路的调控［３４］。

已有研究表明，ＳＵＭＯ化修饰参与了糖尿病发病。有学

者发现，ＳＵＭＯ４通过与ＩκＢ作用，负性调节 ＮＦκＢ的转录活

性，与１型糖尿病相关
［５６］。此外，与糖尿病发病相关的葡萄糖

转运蛋白４（ＧＬＵＴ４）也受到ＳＵＭＯ化调节
［７］。Ｗｏｏ等

［８］证

实ＡＧＥｓ可通过ＳＵＭＯ化修饰介导糖尿病血管内皮功能障

碍，参与了糖尿病大血管并发症的发生。

ＡｎｇⅡ是目前公认的参与ＤＮ发病的重要致病因子，糖尿

病患者肾脏局部 ＡｎｇⅡ活性增高，促进肾小球硬化
［９］。研究

证实ＡｎｇⅡ能维持并增强肾脏的微炎症反应，激活 ＮＦκＢ、

ＴＧＦβ等信号，参与肾小球损伤
［１０］。ＡｎｇⅡ与血管紧张素受

体（ＡＴ受体）结合后发挥作用，目前 ＡＴ受体按其作用、结构

差异等主要分为ＡＴ１和 ＡＴ２受体。查阅相关文献并结合临

床实践后发现，严格的血糖、血压控制（ＡＣＥＩ、ＡＲＢ、ＣＣＢ等），

并不能完全阻止ＤＮ的发生、发展，因此，进一步研究ＡｎｇⅡ在

ＤＮ发病中的作用具有重要意义
［１１］。

本研究将ＤＮ发病的重要致病因子ＡｎｇⅡ与ＳＵＭＯ化结

合起来，探讨ＡｎｇⅡ及氯沙坦对大鼠肾系膜细胞ＳＵＭＯ表达

的影响。研究结果提示，ＡｎｇⅡ可刺激肾系膜细胞ＳＵＭＯ１、

ＳＵＭＯ２／３表达增加，并具有一定的浓度依赖性，提示ＳＵＭＯ

化修饰可能参与了ＤＮ发病的相关信号通路（如 ＮＦκＢ）中重

要信号蛋白的翻译后修饰，激活其靶基因的转录和翻译。相关

研究表明：大鼠肝纤维化模型ＳＵＭＯ１表达增加，大鼠低氧性

肺动脉高压（ＨＰＨ）形成过程中ＳＵＭＯ１表达增强
［１２］；以及

ＳＵＭＯ１ｓｉＲＮＡ沉默肝癌细胞（ＳＭＭＣ７７２１）ＳＵＭＯ１基因表

达后，肝癌细胞生长明显受到抑制［１３］。提示ＳＵＭＯ作为应激

诱导蛋白，广泛参与上述组织器官病变。本研究发现，ＡｎｇⅡ

介导的ＳＵＭＯ表达增强不能被氯沙坦所逆转，据此作者推测，

氯沙坦是非肽类的选择性 ＡＴ１受体拈抗剂，竞争性的拮抗

ＡｎｇⅡ的生物学效应。本实验中，ＡｎｇⅡ可能通过作用于

ＡＴ２受体或其他旁路途径激活ＳＵＭＯ化相关特异性修饰酶，

上调ＳＵＭＯ基因和蛋白的表达。研究中作者还发现，对 Ａｎｇ

Ⅱ的刺激，ＳＵＭＯ蛋白的表达表现出很强的时效性，各刺激组

ＳＵＭＯ蛋白表达在２４ｈ达在高峰后随之递减，作用７２ｈ后

ＳＵＭＯ２／３表达量与ＮＣ组相当；并且不同亚型的ＳＵＭＯ蛋白

反应并不一致，如肾系膜细胞ＳＵＭＯ２／３在１０－７ｍｏｌ／ＬＡｎｇ

Ⅱ干预组表达最强，未发现１０－５ｍｏｌ／Ｌ的 ＡｎｇⅡ 进一步促进

ＳＵＭＯ２／３的表达，分析原因，一方面各亚型ＳＵＭＯ蛋白在细

胞中动态变化和功能状态不尽相同，ＳＵＭＯ２／３主要修饰应激

蛋白，其合成与降解有较强的时效性［１４］；另一方面可能与受体

数量下降和受体饱和度有关［１５］。

综上所述，ＡｎｇⅡ 可呈一定的浓度依赖性地刺激大鼠肾

系膜细胞ＳＵＭＯ蛋白表达，ＳＵＭＯ１、ＳＵＭＯ２／３对 ＡｎｇⅡ刺

激的反应不尽相同，这种改变不能被氯沙坦所阻断，可能参与

ＤＮ的发病，其确切机制有待进一步研究。
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