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霉酚酸酯与雷帕霉素对多囊肾囊肿衬里上皮细胞增殖和凋亡影响的比较
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［摘要］　目的：观察霉酚酸酯（ＭＭＦ）对多囊肾囊肿衬里上皮细胞增殖和凋亡的影响，并与雷帕霉素（ＲＡＰＡ）比较。方法：采

用原代培养的人多囊肾囊肿衬里上皮细胞，用不同浓度 ＭＭＦ和ＲＡＰＡ分别作用４８ｈ和７２ｈ。ＭＴＴ法检测细胞增殖情况；

流式细胞术检测细胞周期变化；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ流式细胞术测定细胞凋亡率；透射电镜观察细胞超微结构改变。结果：

ＭＭＦ和ＲＡＰＡ均能抑制囊肿衬里上皮细胞增殖，呈明显的量效和时效关系。作用４８ｈ后 ＭＭＦ使细胞阻滞在Ｓ期，ＲＡＰＡ
使细胞阻滞在Ｇ０／Ｇ１期。ＭＭＦ和ＲＡＰＡ均可诱导细胞凋亡，最大凋亡率分别为（５．５３±０．２７）％和（４．３６±０．１０）％；电镜下可

见典型的凋亡改变。结论：ＭＭＦ与ＲＡＰＡ相比同样能明显抑制囊肿衬里上皮细胞增殖，诱导细胞凋亡，但其对细胞增殖的

抑制作用较ＲＡＰＡ弱。
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　　常染色体显性多囊肾病（ＡＤＰＫＤ）是人类最常
见的单基因遗传性肾脏疾病，通过药物抑制囊肿生
长，延缓肾功能进展是目前治疗 ＡＤＰＫＤ的主要研
究方向［１］。临床研究发现肾移植术后应用免疫抑制
剂的多囊肾病患者，肾脏体积未进一步增大［２］。在
多囊肾病动物模型中，免疫抑制剂雷帕霉素（ＲＡ

ＰＡ）可抑制肾脏增大及囊肿生长，保护肾功能［３］。
应用免疫抑制剂治疗多囊肾病日益引起人们关注，
国外已开始进行ＲＡＰＡ治疗 ＡＤＰＫＤ的多中心临
床试验，但是其长期应用的不良反应不容忽视［４］。
近年来用于临床的新型免疫抑制剂霉酚酸酯

（ＭＭＦ）具有独特的高效、低毒的免疫抑制作用，目



·９２２　　 · 第二军医大学学报　２００８年８月，第２９卷

前尚未见关于 ＭＭＦ治疗 ＡＤＰＫＤ的报道，本研究
通过观察 ＭＭＦ对多囊肾囊肿衬里上皮细胞增殖和
凋亡的影响，并与ＲＡＰＡ比较，旨在从细胞水平探
讨 ＭＭＦ是否同样具有治疗ＡＤＰＫＤ的潜在作用。

１　材料和方法

１．１　药物和试剂　ＭＭＦ胶囊为瑞士Ｒｏｃｈｅ公司
产品，内容物用二甲亚砜（ＤＭＳＯ）配成１０ｍｇ／ｍｌ母
液，置－２０℃备用。ＲＡＰＡ片为美国 Ｗｙｅｔｈ公司产
品，用ＤＭＳＯ配成５０μｇ／ｍｌ母液，置４℃备用。其
他主要试剂包括ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液、胎牛血清（美
国Ｇｉｂｃｏ公司），四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ，美国Ｓｉｇｍａ
公司），ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ检测试剂盒（深圳晶美）。

１．２　ＭＴＴ法检测细胞增殖活性　人原代培养多囊
肾囊肿衬里上皮细胞由本实验室建立并保存［５］，取
对数生长期细胞，按１×１０４／孔接种于９６孔板，细胞
生长至７０％融合时，加入无血清ＤＭＥＭ 培养液同
步化２４ｈ，弃上清，加入含不同浓度 ＭＭＦ（０、

０．００５、０．０５、０．５、５μｇ／ｍｌ）和 ＲＡＰＡ（０、０．００５、０．
０５、０．５、５μｇ／ｍｌ）的２％胎牛血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养
液，每个剂量组设４个复孔，０μｇ／ｍｌ组为对照组，
无细胞ＤＭＥＭ培养液为空白对照组，作用４８ｈ和

７２ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ）１０μｌ，４ｈ后，弃
上清，加入１００μｌＤＭＳＯ，在４９２ｎｍ波长处酶标仪
检测各孔光密度（Ｄ）值，以空白对照调零，并计算细
胞生长抑制率，细胞生长抑制率（％）＝（１－实验组
光密度平均值／对照组光密度平均值）×１００％。

１．３　应用流式细胞术测定细胞周期　取对数生长
期囊肿衬里上皮细胞按２×１０５／孔接种于６孔板，孵
育２４ｈ（３７℃，５％ＣＯ２）后，予无血清ＤＭＥＭ培养液
同步２４ｈ，弃上清，根据预实验结果，ＭＭＦ浓度为

０～５μｇ／ｍｌ对细胞周期影响不明显，故增加５０μｇ／

ｍｌ组，分别加入含不同浓度（０、０．０５、０．５、５、５０μｇ／

ｍｌ）ＭＭＦ和 ＲＡＰＡ的２％胎牛血清 ＤＭＥＭ 培养
液，每浓度设３个复孔，４８ｈ后收集细胞连同培养
液，离心后以ＰＢＳ清洗２次，用７５％的预冷乙醇固
定细胞，４℃过夜。离心后再以ＰＢＳ清洗２次，ＲＮＡ
酶消化，碘化丙啶（５０μｇ／ｍｌ）避光染色后，用流式细
胞仪检测，ＭｕｌｔｉＣｙｃｌｅ软件分析细胞周期。

１．４　应用ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ流式细胞术测定细胞凋
亡率　取对数生长期囊肿衬里上皮细胞按２×１０５／孔
接种于６孔板，孵育２４ｈ（３７℃，５％ＣＯ２）后，予无血清

ＤＭＥＭ培养液同步２４ｈ，弃上清，分别加入含不同浓
度 ＭＭＦ（０、０．００５、０．０５、０．５、５μｇ／ｍｌ）和ＲＡＰＡ（０、

０．００５、０．０５、０．５、５μｇ／ｍｌ）的２％胎牛血清ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液处理细胞，每浓度设３个复孔，４８ｈ后收
集细胞，离心后再ＰＢＳ清洗２次，加入 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ
ＦＩＴＣ（５μｌ）和碘化丙啶（２０μｇ／ｍｌ，１０μｌ）避光染色１５
ｍｉｎ，流式细胞仪检测，Ｍｏｄｆｉｔ软件分析结果。

１．５　透射电镜观察细胞超微结构的改变　细胞按

２×１０５／孔接种于６孔板，观察细胞贴壁且生长良好
后，分别加入含５μｇ／ｍｌＭＭＦ或ＲＡＰＡ的２％胎牛
血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，每组２个复孔，以非药物
处理组为对照。４８ｈ后消化、收集细胞，ＰＢＳ洗涤后
用２．５％ 戊二醛前固定，１％锇酸后固定，然后经包
埋、超薄切片，醋酸铀和柠檬酸铅染色后，用 Ｈ８００
透射电镜（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ）观察。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件分析，
计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采用方差分析和ｔ检验比较
均值，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＭＭＦ和ＲＡＰＡ对囊肿衬里上皮细胞增殖的
抑制作用　不同浓度（０．００５、０．０５、０．５、５μｇ／ｍｌ）

ＭＭＦ作用于囊肿衬里上皮细胞４８ｈ后，均能显著
抑制细胞增殖，细胞生长抑制率分别为（８．１±
２．１）％、（１１．２±２．７）％、（２２．７±２．２）％和（２４．１±
２．３）％；作用７２ｈ后细胞生长抑制率分别为（８．５±
１．６）％、（１７．９±４．２）％、（３２．３±２．７）％和（３４．０±
２．４）％。不同浓度（０．００５、０．０５、０．５、５μｇ／ｍｌ）ＲＡ
ＰＡ作用４８ｈ后，囊肿衬里上皮细胞的增殖明显受
到抑制，细胞生长抑制率分别为（２４．８±１．６）％、
（２５．０±０．３）％、（３０．８±１．５）％和（３５．２±１．４）％，
作用７２ｈ后抑制率分别为（２５．３±１．６）％、（２５．３±
２．０）％、（３２．２±２．５）％和（３９．３±１．３）％。与

ＭＭＦ相比，ＲＡＰＡ对细胞增殖的抑制作用更强，差
异具有统计学意义（图１）。

图１　ＭＭＦ和ＲＡＰＡ对囊肿衬里上皮细胞生长的抑制作用

Ｆｉｇ１　Ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｙｓｔｌｉｎｉｎｇ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｂｙＭＭＦａｎｄＲＡＰＡ

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＭＭＦ４８ｈｇｒｏｕｐ；△ Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜

０．０１ｖｓＭＭＦ７２ｈｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ
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２．２　ＭＭＦ和ＲＡＰＡ对囊肿衬里上皮细胞细胞周
期的影响　ＭＭＦ浓度为０～５μｇ／ｍｌ时作用４８ｈ
后对细胞周期影响不明显，而浓度为５０μｇ／ｍｌ时，
作用４８ｈ后Ｓ期细胞明显增加，Ｇ２／Ｍ期细胞减少，
表明 ＭＭＦ能使囊肿衬里上皮细胞细胞周期阻滞在

Ｓ期。见表１。ＲＡＰＡ 作用４８ｈ后，随浓度增加，

Ｇ０／Ｇ１期细胞逐渐增多，Ｓ＋Ｇ２／Ｍ 期细胞逐渐减

少，表明ＲＡＰＡ能使囊肿衬里上皮细胞细胞周期阻
滞在Ｇ０／Ｇ１期。见表２。

表１　不同浓度 ＭＭＦ作用４８ｈ对细胞周期的影响

Ｔａｂ１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＭＭＦｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｆｔｅｒ４８ｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

０ ３７．１６±０．５３ ４４．０±２．９２ １８．８４±２．４１
０．０５ ３７．４３±１．５７ ４４．１２±２．２１ １８．４５±２．５３
０．５ ３９．２８±２．７２ ４４．２５±１．４３ １６．４７±３．５７
５ ３７．６６±０．４１ ４５．６４±３．０７ １６．７０±２．６６
５０ ２５．５６±７．６５ ５８．８６±５．８８ １５．５８±１．７９

　Ｐ＜０．０５ｖｓ０μｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ

２．３　ＭＭＦ和 ＲＡＰＡ 诱导囊肿衬里上皮细胞凋
亡　经ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ流式细胞术检测，不同浓
度（０．０５、０．５、５μｇ／ｍｌ）ＭＭＦ作用４８ｈ后，囊肿衬
里上皮细胞的凋亡率分别为（１．８７±０．１６）％、
（４．５５±０．３９）％、（５．５３±０．２７）％，均显著高于０μｇ／ｍｌ

组的（０．５２±０．０９）％（Ｐ＜０．０１）；不同浓度（０．０５、

０．５、５μｇ／ｍｌ）ＲＡＰＡ作用４８ｈ后，囊肿衬里上皮细
胞的凋亡率分别为 （１．８２±０．０８）％、（２．１７±
０．１４）％、（４．３６±０．１０）％，与０μｇ／ｍｌ组的（０．５１±
０．０７）％相比差异显著（Ｐ＜０．０１）。但是同浓度

ＭＭＦ和ＲＡＰＡ相比，诱导细胞凋亡率间无显著差
异（Ｐ＞０．０５）。

表２　不同浓度ＲＡＰＡ作用４８ｈ对

囊肿衬里上皮细胞周期的影响

Ｔａｂ２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＲＡＰＡｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｆｔｅｒ４８ｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

０ ７３．０２±２．５３ １９．５１±２．８７ ７．４７±０．３４
０．０５ ７９．２８±７．６６ １４．０１±７．８３ ６．７１±０．７９
０．５ ８２．４６±６．３１ １１．１８±６．０８ ６．３６±０．７０
５ ８４．４２±３．１２ ９．６７±２．９０ ５．９１±０．５９

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ０μｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ

２．４　透射电镜观察 ＭＭＦ和 ＲＡＰＡ 诱导细胞凋
亡　透射电镜观察发现，对照组细胞形态无显著变
化，胞核完整，胞质饱满，细胞膜上覆盖有微绒毛。

ＭＭＦ和ＲＡＰＡ作用４８ｈ后，囊肿衬里上皮细胞出
现典型的凋亡细胞超微改变，部分发生细胞核浓缩，
染色质聚集，胞质内出现空泡、沟裂，胞质脱落，裸核
形成，部分出现凋亡小体。见图２。

图２　ＭＭＦ和ＲＡＰＡ诱导囊肿衬里上皮细胞凋亡的透射电镜观察结果

Ｆｉｇ２　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｙｓｔｌｉｎｉｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＭＭＦａｎｄＲＡＰＡｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＭＭＦｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＲＡＰＡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｉｎｔｏｍａｓｓｅｓａｎｄｏｎｔｈｅｂｏｕｎｄａｒｙｏｆ

ｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅ；Ｄ：ＭＭＦｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｎｅｔｓｗｏｌｌｅｎａｎｄｖａｃｕｏｌａｔｅｄ，ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｏｄｙ；Ｅ：ＲＡＰＡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ：Ｎａｋｅｄ

ｎｕｃｌｅｏｌｕｓ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗ）；Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×５０００

３　讨　论

　　关于ＡＤＰＫＤ发病机制的研究日益深入，细胞
增殖和凋亡异常在ＡＤＰＫＤ的发生发展中起着重要
作用［６］。Ｅｃｄｅｒ等［７］和Ｔａｏ等［８］发现多囊肾动物模

型 Ｈａｎ：ＳＰＲＤ大鼠的肾小管上皮细胞存在异常增
殖和凋亡，而 ＲＡＰＡ可以抑制 Ｈａｎ：ＳＰＲＤ大鼠肾
脏囊肿增长，延缓疾病进展［３］。目前尚没有关于

ＭＭＦ治疗ＡＤＰＫＤ的报道，ＭＭＦ除抑制Ｔ淋巴细
胞和Ｂ淋巴细胞增殖外，还可抑制血管平滑肌细胞、
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内皮细胞和肾小球系膜细胞增殖，在非移植领域如
糖尿病肾病和狼疮性肾炎等的治疗研究中都取得了

一定效果［９１０］。

　　本实验通过 ＭＴＴ法显示 ＭＭＦ和ＲＡＰＡ对囊
肿衬里上皮细胞都具有抑制增殖的作用，这种作用
具有时间和剂量依赖性，两者相比ＲＡＰＡ对细胞的
增殖抑制作用更强。细胞周期是细胞生命活动的基
本过程，我们通过流式细胞术观察到，ＭＭＦ将细胞
周期阻滞在Ｓ期，使得进入Ｇ２ 期的细胞减少，与文
献报道［１１］相同，随着药物浓度增加，这种阻滞作用
越强。但是也有文献报道［１２］ＭＭＦ将细胞周期阻滞
在Ｇ１ 期，可能与研究的细胞株不同有关，该研究为
肿瘤细胞。ＲＡＰＡ作用４８ｈ后，处于Ｇ１ 期细胞增
多，Ｓ期细胞减少，并呈一定的剂量依赖性，与文献
报道相同，ＲＡＰＡ将细胞周期阻滞在Ｇ０／Ｇ１ 期可能
与抑制哺乳动物雷帕霉系靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒ
ｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）有关。ｍＴＯＲ为哺乳动
物ＲＡＰＡ靶蛋白，属于蛋白激酶家族，ｍＴＯＲ 抑制
剂可阻断Ｔ淋巴细胞及其他细胞由Ｇ１ 期至Ｓ期的
进程［１３］。本研究结果说明 ＭＭＦ和ＲＡＰＡ抑制囊
肿衬里上皮细胞增殖可能与其阻滞细胞周期的有序

进行有关，但是两者将细胞周期阻滞的间期不同，导
致细胞周期阻滞的机制可能也有所不同，推测两者
共同应用可能有协同作用。

　　本研究检测细胞凋亡采用流式细胞术Ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅴ／ＰＩ双染色法，这是目前定量检测凋亡的首选方
法，结果显示 ＭＭＦ引起细胞周期阻滞的同时，还引
起大量细胞凋亡，并随着药物浓度增加和作用时间
延长，凋亡指数增加。在动物模型已证实ＲＡＰＡ可
以抑制囊肿衬里上皮细胞的增殖和凋亡［８］，我们的
实验再次证实ＲＡＰＡ可以诱导细胞凋亡，随浓度增
加凋亡指数增加。两种药物相比，凋亡率无显著差
异。凋亡最经典的检测方法是形态学观察，本实验
研究通过透射电镜观察到细胞凋亡的形态学变化，
细胞核边聚、染色质浓缩、核碎裂、胞质内出现沟裂
和空泡，胞质脱落，部分可见典型的凋亡小体。但是
对于 ＭＭＦ和ＲＡＰＡ所诱导的凋亡是否具有周期
时相特异性尚无定论，并有待进一步探讨。

　　本实验为 ＭＭＦ治疗ＡＤＰＫＤ提供了一定的实
验依据，对其抑制细胞增殖、诱导细胞周期阻滞和凋
亡的机制值得进一步深入研究。ＭＭＦ与ＲＡＰＡ在
作用机制上存在差异，两者联合应用可能具有协同
作用，从而减少用药剂量，降低不良反应，增加疗效，

这一设想有待于在多囊肾病动物模型上加以验证。
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