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目的
!

基于线粒体分裂(融合探讨高糖刺激对足细胞的损伤作用及可能机制$方法
!

分别采用
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的葡萄糖刺激永生化的人足细胞
F@/

(

$'0/2

$光镜下观察细胞形态变化$采用
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法检测足细胞标志蛋白足突蛋白"
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#!线粒体分裂因子"
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#&线粒体动力蛋白"
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#及线粒体融

合蛋白
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&视神经萎缩症蛋白
$
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#表达$结果
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将足细胞置于
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培养箱
$%!

后可以分化

为成熟的足细胞!表现为足突的出现!而
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高糖刺激
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后足细胞足突明显减少$高糖刺激呈浓度

依赖性下调
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表达!其中以
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刺激组差异有统计学意义"
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#$此外高糖刺激可以上调线

粒体分裂相关蛋白
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表达!而下调
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表达$结论
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高糖刺激可诱导足细胞形态异

常&下调
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表达!其机制可能与线粒体分裂增加&融合减少有关$
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$是我国

终末期肾脏病#

HC<A

$的第二位原发病%并且其患病

率和发病率均呈现快速增长趋势&

$
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AX

患者因高糖

血症而引起肾小球基底膜增厚*系膜扩张及细胞外基

质增生%使肾小球高滤过*产生蛋白尿%最终由慢性肾

功能不全进展为
HC<A

&

1

'

)足细胞是肾小球脏层上皮

细胞%其结构的损伤及功能的改变都会影响肾小球滤

过膜的通透性%是评估肾小球滤过膜通透性的重要生
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!未分化细胞(

@

!对照组(

D
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组

图
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足细胞形态变化 %

b$%%

&

物标志物&

'
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)高糖对足细胞的损伤所导致的滤过膜

屏障破坏是
AX

产生蛋白尿的主要原因&

0

'

)
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作为足细胞裂孔隔膜的主要蛋白分子%是足细胞损伤

的重要标志%在维持足细胞的正常形态和功能及蛋白

尿发生中起重要作用&

;

'

)

近年来的研究表明%线粒体在
AX

发生*发展中

起重要作用)线粒体是一个动态细胞器%其形态的维

持依靠线粒体分裂和融合机制)线粒体分裂和融合

可增加细胞应激抵抗力%分裂"融合的异常与疾病的

发生密切相关&

)

'

)然而%目前有关高糖刺激对足细胞

线粒体分裂"融合影响的文献报道甚少)本研究拟通

过观察不同浓度葡萄糖对体外培养的人足细胞线粒

体分裂"融合相关蛋白的调控%以探讨高糖诱导足细

胞损伤的可能机制)
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.
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$*双

抗及胰酶#美国
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公司$)抗体!足突蛋白#
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$*线粒体融合蛋白
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#英国
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%
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$*线粒体动力蛋白#
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?J"37#,3762

公司$(视神经萎缩症蛋白
$
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%美国
@A@#"+6#7,67+

公司$(二抗#
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公司$)仪器!超净工作台#新加坡
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公司$(
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1

培养箱#美国
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像和化学发光图像分析系统#美国
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公司$*垂直电泳仪*转膜仪#美国

@#".<9!I9G"J93"J#7+

公司$(酶标仪#美国
@#"M75

公司$)
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方法
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足细胞培养
!

足细胞快速复苏后用含
$%̂

Y@C

*

$̂ >MC

及
$̂

双抗的
<?=>.$)0%

培养基于

''d

培养箱中进行增殖)每
$

$

1

天换液
$

次)细胞

生长融合至
/%̂

$

(%̂

时用
%&1;̂

胰蛋白酶&含

%&%1̂

乙二胺四乙酸#

HAMF

$'溶液消化*传代)将一

部分细胞转移至
'-d

培养箱用含
;̂ Y@C

及
$̂

双抗

的
<?=>.$)0%

培养基诱导分化
$%!

后用于后续实验)
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实验分组
!

对照组!普通
<?=>.$)0%

培养

基(高糖刺激组的葡萄糖浓度分别为
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组$*
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组$)刺激时间为
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蛋白免疫印迹#

L7+37J,G:"3
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细胞分组刺

激后吸除培养液%以预冷的
%&%$8":
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I?@C

洗涤
1

次)加入
$b

细胞裂解液
/%

$

$%%
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I

"皿并均匀覆

盖%置于冰上裂解
$%

$

$;8#,

)用细胞刮仔细刮下细

胞蛋白并吸入
H?

管内%离心#

0 d

%

$1%%%b

O
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$%

8#,

$后将上清液转入另一
H?

管(电泳*转膜*

;̂

脱

脂奶粉室温封闭
)%8#,

(孵育一抗*二抗%曝光显影%

图像分析)
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统计学处理
!

采用
C?CC$;&%

软件进行统计学

分析)计量数据以
EgC

表示%多组间比较采用单因

素方差分析%组间两两比较采用
ICA.*

检验%以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义)
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结
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果
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足细胞形态变化
!

与未分化细胞相比%经过
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!

分化的对照组足细胞可见足突生成#箭头所示$)

而经
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高糖刺激
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后足突广泛减少甚至

消失%见图
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各组细胞线粒体分裂相关蛋白表达
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各组细胞线粒体融合相关蛋白表达

A&A
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足细胞标志蛋白
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表达的变化
!
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结果显示%高糖刺激可呈浓度依赖性下调
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表达%其中
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蛋白表

达显著下调%与对照组比较差异有统计学意义#
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$%为正常对照组
%&)'

倍%见图
1

)

A&B
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线粒体分裂相关蛋白表达
!

高糖刺激可呈浓度

依赖性增加线粒体分裂相关蛋白
=#A0(

及
=KK

的表

达)其中%
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组与对照组比较%

=#A0(

表达

显著上调%差异有统计学意义#

!

$

%&%;

$)同时%
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表达较对照组上调%表达水平为对

照组的
$&''

倍%但差异无统计学意义#
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$%见

图
'

)

A&C

!

线粒体融合相关蛋白表达
!

各浓度的高糖刺激

对足细胞线粒体融合相关蛋白
=K,$

*

=K,1

*

E?F$

的

表达均有一定下调作用)其中%
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*
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均可显著下调
=K,$

表达%与对照组比较差异有统计

学意义#
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表达较对照组显著下调#
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组显著下调#

!

$

%&%;

$%见图
0F

*

A

)

B

!

讨
!!

论

!!

AX

表现的持续蛋白尿与足细胞裂孔隔膜密切相

关%裂孔隔膜的完整性是肾小球滤过机械屏障的关

键&

-

'

)

4

"!"6#,

是分布于裂孔膜的跨膜蛋白%起到细

胞骨架连接桥梁作用%是防止清蛋白滤出的关键分子

蛋白%但裂孔膜分子易受损害%一旦发生突变则会破

坏肾小球滤过膜的完整性%产生大量蛋白尿&

/
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)国内

外已有不少研究表明高糖环境下足细胞的增殖降低%

出现
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蛋白表达明显下调的现象&

(.$$
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线粒体的分裂与融合对其正常功能的发挥具有

非常重要的作用%线粒体通过不断活跃的分裂"融合

可稳定线粒体的形态及分布&
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'

)线粒体融合相关蛋

白
=K,$

*

=K,1

及
E?F$

等%其分裂蛋白则有
=#A0(

*

=KK

等)

=K,$

和
=K,1

是线粒体融合的关键介导蛋

白%

=K,$

主要在融合的前期促进线粒体间的彼此结

合%

=K,1

则主要在线粒体融合反应的后期起作用&

$'

'

)

E?F$

位于线粒体内膜上%具有促进线粒体融合的功

能%可使嵴连接处于关闭状态%以维持嵴的形态&

$0.$;

'

)

=#A0(

*

=KK

可以募集动力相关蛋白
$

促进线粒体裂

变%且
=#A0(

在
=KK

缺失的情况下%仍可推动分裂的

进行&

$)

'

)本研究用不同浓度葡萄糖对足细胞作用

0/2

%与对照组比较%

)%88":

"

I

的高糖刺激可引起

足细胞形态结构发生明显变化%细胞数量显著减少%

且由实验数据可知
4

"!"6#,

表达明显下调)同时%由

L7+37J,G:"3

结果可知
)%88":

"

I

高糖可上调线粒

体分裂相关蛋白*下调线粒体融合相关蛋白%表明线

粒体形态调控在高糖的作用下发生了明显的变化)

综上所述%高糖可能通过增加线粒体分裂*减少

线粒体融合诱导足细胞损伤及形态异常)该研究从

线粒体形态调控的角度阐明了高糖诱导足细胞损伤

的机制及可能靶点%为下一步治疗药物的筛选奠定了

实验基础)
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