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#在高糖环境下足细胞转分化效应中的作用$方法
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培养基处理足细胞
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与间接免疫荧光的方法检测足细胞表面标记蛋白
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小室检测不同处理组足细胞清蛋白流入量的变化$
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表达量及活性的变化(应用
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干扰高糖组
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后检

测足细胞表型及功能变化$结果
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#$高糖组足细胞
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处理组与对照组相比足细

胞表面标记蛋白
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表达减少$结论
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足细胞在高糖环境下发生表型改变与

功能受损(
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参与高糖环境下足细胞的转分化过程$
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目前中国糖尿病患者人数已超过
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的糖尿病患者可能会发展为糖尿病肾病&
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*蛋白尿是糖尿病

肾病最常见的临床表现之一#尿蛋白水平与疾病的严重程度及

病情进展密切相关*足细胞作为肾小球滤过屏障的重要组成

部分#其结构和功能改变在糖尿病肾病蛋白尿发生)发展的过

程中起到了关键的作用&

'

'

*上皮间充质转分化$
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%是指上

皮细胞在某些条件下通过特定程序转化为间充质细胞的过程#

在胚胎发育)组织重建)癌症转移和多种纤维性疾病中发挥重

要作用*足细胞作为一种终末分化的上皮细胞#在某些条件的

刺激下也会发生
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*有研究发现#在高糖环境下#小鼠肾小管

上皮细胞可发生转分化#进而引起肾脏间质纤维化&
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与介导了足细胞
SP:

#而广泛存在于真核生物体内的糖原合

成酶激酶
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#有文献报道其参与高糖环境下肾小管上

皮细胞转分化&

/

'

#但是否参与高糖环境下足细胞的转分化过程

尚不明确*本文旨在通过研究
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在高糖环境下足细胞

转分化中的作用#从而为糖尿病肾病蛋白尿的发生及治疗提供
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新的理论依据*
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材料与方法
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材料
!

主要试剂!

5TP4$)0%

培养基$美国#

c4Z3b

%(胎

牛血清$杭州四季青%(小鼠抗小鼠
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#

单克隆抗体

$

?C('(1)

%)兔抗小鼠
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多克隆抗体$

?C-2-02
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兔抗小鼠
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多克隆抗体$
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%)兔抗小鼠
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多

克隆抗体$
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多克隆抗体$
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兔抗小鼠
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$
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%均购自
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公司(
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#

活

性检测试剂盒$

c<,8<!O7#<,=#A#7

#美国%#兔抗小鼠
E

O<B(cO].

'

#

单克隆抗体购自
3<DDO#

>

,?D#,

>

公司(小鼠抗小鼠
#

.?7=#,

单

克隆抗体购自中衫金桥生物工程公司(碱性磷酸酶标记马抗小

鼠二抗)碱性磷酸酶标记山羊抗兔二抗购自北京鼎国昌盛生物

技术公司(荧光二抗$
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显色试剂盒购自武汉博士德

生物工程公司*
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方法
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细胞培养与干预
!

条件永生化小鼠足细胞使用
5T.

P4$)0%Y$%MeZO

培养基#在
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)
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1

条件下生长*细

胞长至
/%M

融合时进行消化#调节细胞密度至
$g$%

) 个"
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接种到
)

孔板*待细胞生长至
-%M

!
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融合时进行后续干

预实验*
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检测不同浓度葡萄糖对足细胞表型的影响
!

用含不同

浓度葡萄糖$
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培养基

处理足细胞
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#并设正常对照组$
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组#

2&)88"D

"
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葡萄

糖%和高渗对照组$

JcYP
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葡萄糖
Y00&0
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甘露醇%#采用
U<+=<B,CD"=

与间接免疫荧光的方法检

测足细胞表面标记蛋白
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和间充质细胞表型标

志物
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的表达*
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!

不同浓度葡萄糖刺激足细胞
')@

后观察清蛋白流入

量的变化
!

将分化成熟的足细胞以一定密度$

2g$%

'

%接种于

:B?,+H<DD

$

3"B,#,

>

#美国%小室上层的聚酯纤维膜上#待细胞

融合后#换无血清培养基饥饿
/@

#然后使用含不同浓度葡萄糖
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培养基处理足

细胞
')@

#
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后使用灭菌
TZO

洗涤细胞
1

次#然后给
:B?,.

+H<DD

滤过膜的上部换上
%&'8[

的
5TP4$)0%

培养基#下部充

满
$8[

含
0%8

>

"

8[eZO

的
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培养基#于
'-f

孵育

$@

后#取上层培养液#用
Z39

蛋白浓度测定试剂盒测定滤过

膜上部培养基的清蛋白浓度#即清蛋白流入量*
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!

高糖环境下足细胞
cO].'

#

活性的变化
!

足细胞按上

述浓度分组培养
')@

后#按照
cO].'

#

活性检测试剂盒说明书

处理足细胞#依次加入各种试剂#于分光光度计上检测各组样

品的
b\

值#按试剂盒说明书中的公式计算
cO].'

#

的活性*
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印记
!

冰上裂解小鼠足细胞后抽提总蛋

白#用
Z39

蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度*取变性的蛋白
1%

$

[

"孔#用相应的
O\O.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

O\O.T9cS

%法进

行电泳*恒压下将蛋白转至聚偏氟乙烯$

Ti\e

%膜#

2M

脱脂

牛奶封闭
'%8#,

#分别加入稀释的一抗#

'-f

孵育
1@

或
0f

过夜*

:ZO:

洗膜
'

次后#用相应二抗
'- f

孵育
1@

#再次

:ZO:

缓冲液洗膜#用显色试剂盒显色试剂盒
2.

溴
.0.

氯
.'.

吲

哚基
.

磷酸盐"氯化硝基四氮唑兰$

Z34T
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%显色*
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间接免疫荧光
!

将分化成熟的足细胞消化后以一定密

度接种于
10

孔中#长至
/%M

融合后#换用无血清培养基饥饿
/

@

#然后按上述分组给予相应的培养基培养
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*然后用
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多聚甲醛固定
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#用
:ZO:

洗涤
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次#每次
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#再用
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封闭
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#孵育相应抗体如
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#然后用相应的荧光二抗

按相应浓度稀释后于
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孵育
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后在荧光显微镜$
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#日本%下观察*
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应用
+#5J9

干扰
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#

后检测足细胞表型及功能
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根据
c<,<Z?,L

数据库提供的小鼠的
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全长基因$
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%由上海吉凯基因化学技术有限公司
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浓度转染足细胞
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后检测各组足细胞
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表达量的变化(同时应用
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检测各组的清蛋白

流入量以评估足细胞的单层屏障功能*

>&@

!

统计学处理
!

采用
OTOO$-&%

统计软件进行分析#计量

资料以
I6"

表示#组间比较采用单因素方差分析#然后用
[O\

法进行两两比较#检验水准
%

W%&%2

#以
$

$

%&%2

为差异有统

计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

高糖环境下足细胞表型发生改变
!

U<+=<B,CD"=

结果和

间接免疫荧光结果显示!

Jc

组与各高渗对照组比较#

,<

E

@B#,

)

E

"!"7#,

和
%

.OP9

在蛋白水平的表达量差异无统计学意义

$

$

%

%&%2

%(而高糖刺激下
,<

E

@B#,

)

E

"!"7#,

蛋白表达水平较

Jc

)

JcYP

组降低#且随葡萄糖浓度的升高#蛋白表达量减

少#呈剂量依赖性下调$

$

$

%&%2

%(与
Jc

)

JcYP

组比较#各

Nc

组
%

.OP9

蛋白表达水平升高#且随糖浓度升高呈剂量依

赖性上调$

$

$

%&%2

%#见图
$

)

1

*

?&?

!

高糖环境下足细胞单层屏障功能受损
!

用
:B?,+H<DD

小

室检测清蛋白流入量以评估足细胞的单层屏障功能*发现

Nc$1&2

组)

Nc12&%

组较
Jc

组清蛋白流入量增大$图
'

%#差

异有统计学意义$

$

$

%&%2

%#说明足细胞发生表型改变后单层

屏障功能受损*

!!

?

!

$

$

%&%2

#与
Jc

组比较*

图
$

!!

各组
,<

E

@B#,

'

E

"!"7#,

及
%

.OP9

蛋白表达水平比较

%$)$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$1

期



图
1

!!

各组
,<

E

@B#,

'

E

"!"7#,

'

%

.OP9

及
e#CB",<7=#,

蛋白间接免疫荧光结果

!!

?

!

$

$

%&%2

#

C

!

$

$

%&%$

#与
Jc

组比较*

图
'

!!

不同浓度葡萄糖处理组足细胞清蛋白流入量比较

?&@

!

不同浓度葡萄糖处理组细胞
cO].'

#

表达量比较
!

高糖

环境下足细胞
cO].'

#

表达量增多#

Nc

组与
Jc

)

JcYP

组

比较#差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%#见图
0

*

?&A

!

应用
+#5J9

干扰
cO].'

#

后足细胞表型改变
!

结果发现

用
'%,8cO].'

#

+#5J9

干扰足细胞
')@

时干扰效率最高*

发现经高糖$

12&%88"D

"

[

%处理的足细胞#

NcYcO].'

#

+#5.

J9

组与
NcYO7B?8CD<!+#5J9

组比较#足细胞表面标记蛋

白
,<

E

@B#,

)

E

"!"7#,

表达量增多$图
29

%#间充质标记蛋白
%

.

OP9

表达减少$图
2Z

%(正常糖浓度下干扰与非干扰组比较#

足细胞表面蛋白表达量差异无统计学意义$

$

%

%&%2

%*

!!

?

!

$

$

%&%2

#与
Jc

)

JcYP

组比较(

C

!

$

$

%&%$

#与
Jc

组比较*

图
0

!!

各组细胞
cO].'

#

表达量比较

!!

9

!足细胞表面标记蛋白
,<

E

@B#,

)

E

"!"7#,

表达量(

Z

!间充质标记蛋白
%

.OP9

表达量(

$

!

Jc

组(

1

!

JcYO7B?8CD<!+#5J9

组(

'

!

JcYcO].'

#

+#5J9

组(

0

!

Nc

组(

2

!

NcYO7B?8CD<!+#5J9

组(

)

!

NcYcO].'

#

+#5J9

组*

?

!

$

$

%&%2

#与
Jc

组比较(

C

!

$

$

%&%2

#与
Nc

$

1288"D

"

[

%组及

NcYO7B?8CD<!+#5J9

组比较*

图
2

!!

应用
+#5J9

干预
cO].'

#

的表达后足细胞表型

@

!

讨
!!

论

!!

足细胞是贴附于肾小球基底膜表面的脏层上皮细胞*由

细胞体)主突和次级足突组成#两相邻足突之间有直径为
'%

!

0%,8

的裂隙称为裂孔#裂孔上附着的一层拉链状蛋白结构称

为裂孔隔膜#裂孔隔膜上有多种足细胞标记蛋白及骨架蛋白#

相互联系共同组成血浆蛋白滤过的最终屏障&

(

'

*有研究表明#

足细胞的损伤是多种肾脏疾病发生)发展的重要环节&

$%

'

*

有学者提出#在某些损伤刺激下#足细胞会丧失上皮细胞

特异性的蛋白标志物#而表达间充质细胞的标志物&

/

'

#即足细

胞向间充质细胞发生转分化*发生转分化的足细胞功能紊乱#

进而导致蛋白尿的形成*

,<

E

@B#,

)

E

"!"7#,

均是足细胞裂孔膜

上的跨膜蛋白#分别由
JTNO$

)

JTNO1

基因编码#可与细胞骨

$$)$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$1

期



架蛋白等其他裂孔膜成份相互作用#共同维持足细胞足突的完

整性及裂孔膜的正常功能*有学者认为
,<

E

@B#,

)

E

"!"7#,

的减

少参与了糖尿病肾病蛋白尿的发生&

$$

'

*而
%

.OP9

和
e#.

CB",<7=#,

是间充质细胞的特异性表型标志蛋白#非平滑肌细

胞表达
%

.OP9

是细胞激活)转分化的重要依据*其过高表达

常标志着间充质转分化过程的发生*

:B?,+H<DD

小室检测经不同浓度葡萄糖处理的足细胞清蛋

白流入量的变化#提示高糖环境下足细胞单层屏障功能受损*

提示高糖刺激可以诱导足细胞发生间充质转分化#造成维持其

上皮细胞表型的功能蛋白丢失#进而破坏裂孔隔膜的完整性#

导致肾小球滤过功能异常#可能是糖尿病肾病蛋白尿形成的重

要机制之一#但仍需进一步的体内实验来证实*

cO].'

#

是一种遗传保守的丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶#可以

调控基因转录)细胞周期代谢)细胞凋亡)肿瘤发生等#但其调

控机制仍不清楚&

$1

'

*有关高糖刺激对
cO].'

#

表达及活性的

影响目前研究的尚不多#有文献报道#

cO].'

#

在高糖诱导的肾

小管上皮细胞转分化的过程中活性增强(也有文献报道#

cO].

'

#

在高糖诱导肾脏系膜细胞凋亡的过程中#活性也增强&

$'

'

*

cO].'

#

在细胞内作为众多信号转导通路的主要调控酶之一#

可以影响多种细胞的生长及凋亡&

$0

'

#研究证明#其表达量的过

度增高及活性过度增强会引起细胞的凋亡)分化等*但也有研

究证明#持续的
cO].'

#

抑制是肿瘤发生的一个标志#

cO].'

#

活性抑制可能是肿瘤细胞化学耐药的一种机制&

$2

'

*因此#

cO].'

#

在体内的作用有利有弊*在病理或一定条件下
cO].

'

#

的过度激活会引起机体的病理改变(过度抑制
cO].'

#

的活

性及表达量同样会产生负面影响*

cO].'

#

表达量与活性的改变对足细胞功能的影响#还需

进行体内实验等更深入研究#以进一步明确
cO].'

#

)转分化及

糖尿病肾病蛋白尿形成之间的关系#为寻找糖尿病肾病新的治

疗靶点提供理论依据*
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