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　　［摘要］　目的　观察炎症状态下高脂介导的内质网应激在人肾脏系膜细胞（ＨＭＣｓ）损伤中的作用，并探讨高脂在肾脏

损伤中的作用机制。方法　体外培养 ＨＭＣｓ，分为对照组、高脂组、炎症组、高脂＋炎症组、高脂＋炎症＋４苯基丁酸（４ＰＢＡ）
干预组（４ＰＢＡ干预组），分别培养２４、４８和７２ｈ。用油红Ｏ染色观察ＨＭＣｓ胞内脂质沉积水平；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检

测细胞增殖变化；实时荧光定量ＰＣＲ检测ＧＲＰ７８、纤连蛋白（ＦＮ）ｍＲＮＡ水平；免疫细胞化学半定量分析糖调节蛋白７８

（ＧＲＰ７８）蛋白水平。结果　（１）与对照组比较，高脂组、炎症组、高脂＋炎症组 ＨＭＣｓ胞内脂质沉积增多（Ｐ 均＜０．０１），细胞
增殖增快，且呈时间依赖性（Ｐ均＜０．０１），同时ＦＮ ｍＲＮＡ表达升高（Ｐ 均＜０．０１）；与高脂＋炎症组比较，４ＰＢＡ干预组胞内

脂质沉积减少（Ｐ均＜０．０１），细胞增殖减慢（Ｐ均＜０．０１），且ＦＮ ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。（２）与对照组比较，

高脂组、炎症组、高脂＋炎症组ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ和蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；而４ＰＢＡ干预组ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ和蛋白

表达较高脂＋炎症组降低（Ｐ均＜０．０１）。（３）在２４、４８及７２ｈ，细胞脂质沉积水平与其增殖、ＧＲＰ７８蛋白及ＦＮ ｍＲＮＡ水平均

呈正相关（Ｐ均＜０．０１），ＧＲＰ７８蛋白表达水平与细胞增殖和ＦＮ ｍＲＮＡ水平呈正相关（Ｐ均＜０．０５）。结论　炎症状态下，高
脂可通过启动 ＨＭＣｓ内质网应激致细胞损伤。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（４）：３７５３８１］

　　自 Ｍｏｏｒｈｅａｄ等［１］于１９８２年提出“脂质肾毒性学

说”以来，越来越多的研究表明脂质代谢紊乱或持续

的高脂血症是肾脏损害的独立危险因素，可致慢性肾

损伤或肾小球硬化［２４］，但其机制尚未完全阐明。

　　近年来大量研究揭示内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ

ｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）参与多种肾脏疾病包括膜性

肾病、膜增生性肾小球肾炎、糖尿病肾病等的发生发

展［５７］。有报道高糖［８］、高半胱氨酸［９］刺激诱导人肾

小球系膜细胞（ｈｕｍａｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ，

ＨＭＣｓ）发生ＥＲＳ、促进系膜细胞增殖、系膜外基质

产生增多，但高脂能否通过诱导系膜细胞发生ＥＲＳ
致肾损伤尚无报道。本研究通过体外实验，观察炎

症状态下高脂对 ＨＭＣｓ的影响，探讨高脂ＥＲＳ肾

损伤之间的可能发病机制，为进一步临床治疗提供

新的理论与实验依据。

１　材料和方法

１．１　细胞株与试剂　ＨＭＣｓ由英国伦敦皇家自由

医学院阮雄中教授惠赠。ＲＰＭＩ１６４０培养基购自

Ｇｉｂｃｏ公司，ＥＲＳ阻断剂４苯基丁酸（４ＰＢＡ）、油红

Ｏ均购自Ｓｉｇｍａ公司，重组人ＩＬ１β购自ＳＡＢ公司，

四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，兔抗人

糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）单克隆抗体购自Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ
公司，核酸提取试剂盒购自百泰克公司，荧光定量

ＰＣＲ试剂盒（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）购自北京天根生化科技

有限公司。引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．２　低密度脂蛋白（ＬＤＬ）的分离纯化［１０］　采用低

温超速离心法分离正常人新鲜血浆ＬＤＬ，脱盐层析

柱纯化，０．２２μｍ无菌滤器滤过除菌，Ｌｏｗｒｙ法定量

ＬＤＬ浓度。

１．３　细胞培养与分组　ＨＭＣｓ复苏后，培养于含

１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中。将处于对

数生长期的细胞平均接种于各孔板，培养２４ｈ后，

按下列分组进行处理。（１）对照组：给予正常培养液

（ＲＰＭＩ１６４０＋１０％ＦＢＳ）；（２）高脂组：给予含２００

μｇ／ｍＬＬＤＬ的培养液
［１１］；（３）炎症组：给予含２０

ｎｇ／ｍＬＩＬ１β的培养液；（４）高脂＋炎症组：在高脂

组基础上加２０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β
［１１］；（５）４ＰＢＡ干预组：

在高脂＋炎症组基础上加５ｍｍｏｌ／Ｌ４ＰＢＡ。各组

均置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵育２４、４８、７２ｈ后进

行各项实验分析。

１．４　油红 Ｏ染色观察细胞脂质积聚　ＨＭＣｓ爬

片，干预后弃培养液，ＰＢＳ洗涤３次，４％多聚甲醛固

定３０ｍｉｎ，ｄｄＨ２Ｏ冲洗２次，１，２丙二醇孵育２ｍｉｎ
后吸尽，室温下油红 Ｏ工作液染色３０ｍｉｎ，ｄｄＨ２Ｏ
冲洗３次。苏木精复染３０～６０ｓ，自来水漂洗５

ｍｉｎ，中性树胶封片，显微镜下观察并照相。每张爬

片随机选取５个区域，采用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ软件分

析，细胞内脂滴含量以细胞平均累积光密度（ｉｎｔｅ

ｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）值表示。实验重复３
次，每组３复孔。

１．５　ＭＴＴ 法检测细胞增殖　将对数生长期的

ＨＭＣｓ按７×１０３个／孔接种于９６孔板，给予实验干

预，终止前４ｈ加２０μＬ／孔 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ），

继续孵育４ｈ，弃上清，加１５０μＬＤＭＳＯ，室温振荡

至结晶溶解，于４９０ｎｍ波长处用酶标仪测定各孔光

密度（Ｄ）值。实验重复３次，每组６复孔。

１．６　实时荧光定量 ＰＣＲ检测ＧＲＰ７８、纤连蛋白

（ＦＮ）ｍＲＮＡ 表达水平　将处于对数生长期的

ＨＭＣｓ以５×１０５个／孔接种于６孔板，干预后收集细

胞，按说明书提取细胞总ＲＮＡ，各组取等量ＲＮＡ为

模板，反转录合成ｃＤＮＡ。取１μＬｃＤＮＡ进行实时

定量ＰＣＲ，以βａｃｔｉｎ为内参照。扩增条件：９５℃预

变性３ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６１．４℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共４０
个循环。采用ＢｉｏＲａｄ公司ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＡｎａｌ

ｙｓｉｓｆｏｒｉＣｙｃｌｅｒｉＱ○ＲＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓ

ｔｅｍ（ｖ１．１０）软件计算各样本目的基因相对表达量。

实验重复３次，每组３复孔。ＰＣＲ引物序列见表１。

１．７　免疫细胞化学检测ＧＲＰ７８蛋白表达　ＨＭＣｓ
爬片，干预后弃培养液，ＰＢＳ洗涤３次，４％多聚甲醛

室温固定３０ｍｉｎ。１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温处理１０

ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，滴加一抗，浓度为１２００，４℃
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过夜。ＰＢＳ洗涤３次，加二抗３７℃孵育３０ｍｉｎ。

ＤＡＢ显色，苏木素复染３０～６０ｓ，自来水漂洗５

ｍｉｎ，中性树胶封片，显微镜下观察并照相，采用Ｉｍ

ａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ图像分析软件半定量分析ＧＲＰ７８蛋白

表达量。实验重复３次，每组３复孔。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｕｐｐｅｒｓｔｒｅａｍｐｒｉｍｅｒ（５′３′） Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

ＧＲＰ７８ ＴＣＡＡＣＣＡＡＣＴＧＴＴＡＣＡＡＴＣＡＡＧＧＴＣ ＴＣＡＣＴＣＧＡＡＧＡＡＴＡＣＣＡＴＴＣＡＣＡＴＣ
ＦＮ ＴＧＧＡＧＧＡＡＧＣＣＧＡＧＧＴＴＴ ＣＡＧＣＧＧＴＴＴＧＣＧＡＴＧＧＴＡ

βａｃｔｉｎ ＣＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧＡＴＴＣＣＴＡＴＧＴ ＡＴＴＴＴＣＴＣＣＡＴＧＴＣＧＴＣＣＣＡＧＴＴＧ

１．８　统计学处理 　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

分析，计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析，

对有相关趋势的变量采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。检验

水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　油红Ｏ染色观察 ＨＭＣｓ胞内脂质积聚　油红

Ｏ染色（图１）及半定量分析（表２）结果显示：对照组

ＨＭＣｓ中见少许脂质沉积。与对照组比较，在２４、

４８及７２ｈ时间点，高脂组、炎症组、高脂＋炎症组胞

内脂质沉积量增加（Ｐ 均＜０．０１）；而高脂＋炎症组

胞内脂质沉积量较高脂组、炎症组明显增多（Ｐ均＜
０．０１），提示炎症可加重高脂处理细胞的胞内脂质沉

积。４ＰＢＡ干预组胞内脂质沉积在２４、４８及７２ｈ
时间点均减少，与高脂＋炎症组比较差异均有统计

学意义（Ｐ均＜０．０１）。

图１　各组ＨＭＣｓ油红Ｏ染色结果

Ｆｉｇ１　ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＨＭＣｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

４ＰＢＡ：４ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．２　ＭＴＴ法检测细胞增殖结果　结果（表３）显

示：与对照组相比，高脂组、炎症组和高脂＋炎症组

在２４、４８及７２ｈ时间点细胞增殖均增快，且呈时间

依赖性（Ｐ 均＜０．０１）。与高脂组、炎症组相比，高
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脂＋炎症组在２４ｈ时间点细胞增殖水平无明显差

异，而在４８ｈ、７２ｈ时间点明显增高（Ｐ均＜０．０１）。
４ＰＢＡ干预组与高脂＋炎症组比较，细胞增殖水平

在３个时间点均明显降低（Ｐ均＜０．０１）。

表２　各组ＨＭＣｓ油红Ｏ染色半定量分析结果

Ｔａｂ２　ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＨＭＣｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｈｉｇｈｌｉｐｉｄ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓ Ｈｉｇｈｌｉｐｉｄｐｌｕｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓ ４ＰＢＡ

２４ｈ ０．３２±０．０６ ０．４４±０．０４△△ ０．５３±０．０７△△ ０．７５±０．０６ ０．４２±０．０６△△

４８ｈ ０．４３±０．０４ ０．７１±０．０４△△ ０．６９±０．０８△△ ０．９７±０．１６ ０．５９±０．０８△△

７２ｈ ０．４９±０．１２ ０．８２±０．１１△△ ０．７８±０．１０△△ １．１０±０．０５ ０．８１±０．１１△△

　４ＰＢＡ：４ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｈｉｇｈ

ｌｉｐｉｄｐｌｕｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ

表３　各组ＨＭＣｓ增殖结果

Ｔａｂ３　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＭＣｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｈｉｇｈｌｉｐｉｄ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓ Ｈｉｇｈｌｉｐｉｄ
ｐｌｕｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓ ４ＰＢＡ

２４ｈ ０．６６±０．０３ ０．７５±０．０３ ０．７２±０．０４ ０．７６±０．０４ ０．６４±０．０５△△

４８ｈ １．１７±０．０３ １．３４±０．０４△△ １．３１±０．０５△△ １．５３±０．０５ ０．９２±０．０５△△

７２ｈ １．２７±０．０３ １．５８±０．０３△△ １．４２±０．０６△△ １．９５±０．０５ １．２３±０．０３△△

　４ＰＢＡ：４ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｈｉｇｈ

ｌｉｐｉｄｐｌｕｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ

２．３　 各组 ＨＭＣｓＧＲＰ７８ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达　实时荧光定量ＰＣＲ结果（表４）显示：对照组

ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ 表达始终处于较低水平；高脂组

ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达在早期（２４ｈ）即较对照组显著

升高，而后逐渐下降，但仍高于对照组（Ｐ＜０．０１，

Ｐ＜０．０５）；炎症组各时间点ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达均

较对照组升高（Ｐ 均＜０．０１）；而高脂＋炎症组中，

４８、７２ｈ时间点ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达水平明显高于

高脂组及炎症组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）；４ＰＢＡ干预

组在各时间点ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达均较高脂＋炎症

组明显降低（Ｐ 均＜０．０１）。免疫细胞化学结果（图

２、表 ５）显示：高脂组、炎症组及高 脂＋炎 症组

ＧＲＰ７８蛋白表达均高于对照组（Ｐ 均＜０．０１），高

脂＋炎症组ＧＲＰ７８蛋白表达较高脂组、炎症组升高

（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），而４ＰＢＡ干预可明显抑制其

表达（Ｐ均＜０．０１）。

表４　各组ＨＭＣｓＧＲＰ７８ｍＲＮＡ的表达

Ｔａｂ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＲＰ７８ｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｈｉｇｈｌｉｐｉｄ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓ Ｈｉｇｈｌｉｐｉｄｐｌｕｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓ ４ＰＢＡ

２４ｈ ０．４０±０．０１ ０．８８±０．１５ ０．８７±０．０９ ０．７８±０．０６ ０．４３±０．０４△△

４８ｈ ０．４２±０．０８ ０．８２±０．０１△△ １．００±０．１１△ １．２８±０．０８ ０．８５±０．０６△△

７２ｈ ０．４６±０．０５ ０．６７±０．０８△△ １．０７±０．２２△ １．２７±０．１７ ０．５５±０．１３△△

　４ＰＢＡ：４ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜
０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｈｉｇｈｌｉｐｉｄｐｌｕｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ

２．４　各组 ＨＭＣｓＦＮ ｍＲＮＡ的表达　实时荧光定

量ＰＣＲ结果（表６）显示：与对照组比较，在２４ｈ和

４８ｈ时间点，高脂组ＦＮ ｍＲＮＡ表达明显升高（Ｐ

均＜０．０１），而在７２ｈ时间点，两组表达水平差异无

统计学意义；高脂＋炎症组ＦＮ ｍＲＮＡ表达水平在

各时间点较对照组均升高，分别为２倍、１．５１倍、
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１．４５倍（Ｐ＜０．０１），其中，７２ｈ时ＦＮｍＲＮＡ的表达

水平较高脂组和炎症组明显升高（Ｐ＜０．０５）。与高

脂＋炎症组比较，４ＰＢＡ干预组ＦＮ ｍＲＮＡ表达在

各时间点均降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

图２　免疫细胞化学法检测各组ＨＭＣｓＧＲＰ７８蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧＲＰ７８ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＭＣｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

４ＰＢＡ：４ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

表５　各组ＨＭＣｓＧＲＰ７８蛋白表达的半定量分析结果

Ｔａｂ５　ＩｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｍｅｔｈｏｄｆｏｒｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＲＰ７８ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＭＣｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｈｉｇｈｌｉｐｉｄ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓ Ｈｉｇｈｌｉｐｉｄｐｌｕｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓ ４ＰＢＡ

２４ｈ ０．５２±０．０３ １．０４±０．０７△△ ０．９６±０．０７△ １．２３±０．０９ ０．８２±０．０６△△

４８ｈ ０．５５±０．０６ １．４２±０．３１△△ １．１１±０．０５△△ １．６１±０．０５ １．０４±０．０９△△

７２ｈ ０．６６±０．０７ １．１５±０．０６△△ １．２２±０．０７△ １．７４±０．０７ １．１１±０．１０△△

　４ＰＢＡ：４ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜
０．０１ｖｓｈｉｇｈｌｉｐｉｄｐｌｕｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ

表６　各组ＨＭＣｓＦＮｍＲＮＡ的表达

Ｔａｂ６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＮｍＲＮＡｉｎＨＭＣｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｈｉｇｈｌｉｐｉｄ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓ Ｈｉｇｈｌｉｐｉｄｐｌｕｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓ ４ＰＢＡ

２４ｈ ０．４１±０．０５ ０．６９±０．１５ ０．７２±０．１２ ０．８２±０．１２ ０．５４±０．０５△△

４８ｈ ０．６７±０．１１ １．００±０．１１ ０．８１±０．０４△ １．０１±０．２０ ０．８０±０．１３△

７２ｈ ０．７７±０．０６ ０．８４±０．０９△ ０．９３±０．０９△ １．１２±０．０５ ０．６２±０．１０△△

　４ＰＢＡ：４ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ；ＨＭＣｓ：Ｈｕｍａｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜
０．０１ｖｓｈｉｇｈｌｉｐｉｄｐｌｕｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ
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２．５　脂质沉积、ＧＲＰ７８水平与细胞增殖及ＦＮ水

平的相关性分析　线性回归分析结果显示：在２４、

４８及７２ｈ时间点，ＨＭＣｓ胞内脂质沉积与细胞增殖

（ｒ值分别为０．７５９、０．６６１、０．７６１，Ｐ 均＜０．０１）、

ＧＲＰ７８蛋白表达水平（ｒ值分别为０．８０８、０．８１４、

０．９４７，Ｐ均＜０．０１）和ＦＮ ｍＲＮＡ 水平呈正相关

（ｒ值分别为０．８１１、０．６４６、０．５０６，Ｐ 均＜０．０１）。

ＧＲＰ７８蛋白表达水平与细胞增殖（ｒ 值分别为

０．７０９、０．５５９、０．７５９，Ｐ均＜０．０５）和ＦＮ ｍＲＮＡ水

平（ｒ值分别为０．７４９、０．７４、０．５３７，Ｐ 均＜０．０５）呈

正相关。

３　讨　论

　　多种肾脏疾病均伴随或并发脂质代谢紊乱，且

常伴有不同程度的炎症反应。肾小球硬化是各种肾

脏疾病的终末病理阶段，多种因素导致的肾小球硬

化和肾间质纤维化是慢性肾功能衰竭的共同通路。

研究证实胆固醇，尤其ＬＤＬ是慢性肾脏疾病发生肾

小球硬化的独立危险因素［２］，而炎症可通过影响肾

脏细胞的胆固醇稳态平衡来加速脂质介导肾脏损

伤［１２］。

　　本研究通过建立高脂、高脂＋炎症状态细胞模

型，发现炎症可明显加重 ＨＭＣｓ胞内脂质异常沉

积。本课题组前期研究也证实了高脂可诱导多柔比

星肾病鼠足细胞发生足突融合及泡沫样变，致肾小

球硬化发生［３］；同时还证实炎症通过干预ＳＣＡＰ

ＳＲＥＢＰ２ＬＤＬｒ／ＨＭＧＣｏＡ还原酶途径加重胞内脂

质沉积，进而加重脂质对足细胞、系膜细胞损伤，诱

导泡沫细胞形成［４］，这些研究表明炎症是加重脂质

介导肾脏损伤并向肾小球硬化发展的主要原因。

　　有关脂质介导肾脏损伤甚至诱发肾小球硬化的

机制较多，如“ＬＤＬ的氧化修饰学说”［１３］、清道夫受

体代谢途径等［１４１５］，但均不能完全阐明脂质引发肾

小球硬化的作用机制。越来越多的证据提示高脂、

ＥＲＳ与疾病之间存在一定联系。Ｔａｂａｓ［１６］报道巨噬

细胞内脂质向内质网异常转运或沉积启动ＥＲＳ是

动脉粥样硬化的重要机制。体外实验用ＥＲＳ阻断

剂４ＰＢＡ可有效减轻脂毒性效应、缓解动脉粥样硬

化的发生［１７］。提示脂质在内质网异常沉积启动

ＥＲＳ是动脉粥样硬化的重要机制，但ＥＲＳ在脂质肾

毒性中的作用尚不明确。

　　ＧＲＰ７８是ＥＲＳ的主要分子伴侣，在调控ＥＲＳ
信号通路活化过程中发挥重要作用，被认为是ＥＲＳ

的一种重要标记蛋白。本研究发现高脂状态下，炎

症可加重 ＨＭＣｓ胞内脂质异常沉积，进而上调

ＧＲＰ７８表达，且脂质沉积量与ＥＲＳ状态呈正相关，

提示脂质在胞内异常沉积、进而激活ＥＲＳ／ＧＲＰ７８
信号通路可能是“脂质毒性”的关键环节。有报道在

蛋白过载的足细胞及动物模型中，通过主动预处理

上调ＧＲＰ７８或转染ＧＲＰ７８载体使ＧＲＰ７８过表达，

可有效缓解肾脏局部ＥＲＳ、减轻肾脏损害［１８］，提示

适度的ＥＲＳ能够使未折叠蛋白质恢复正确构象并

能够进一步加工，是一种细胞自我保护的机制，但严

重或持续的ＥＲＳ则可能损伤内质网功能，导致细胞

损伤。本研究也意外发现随着ＬＤＬ刺激时间延长，

ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达水平降低，可能由于ＬＤＬ刺激

ＨＭＣｓ后，细胞通过自身反馈调节系统的严密控制

来维持脂质稳态平衡，进而诱发轻度ＥＲＳ，启动了相

关保护机制，具体机制尚待进一步研究。

　　ＦＮ是 ＨＭＣｓ分泌的细胞外基质的重要组成部

分［１９］。在肾小球病变发生发展过程中，ＦＮ含量增

多是促进肾脏纤维化或硬化的一个重要因素。本研

究观察到单独高脂或炎症刺激均可使细胞增殖明显

增快，ＦＮ ｍＲＮＡ表达上调，而二者联合刺激时细胞

增殖、ＦＮ ｍＲＮＡ表达均较单独炎症刺激明显增加，

且脂质沉积水平与ＧＲＰ７８、细胞增殖及ＦＮ ｍＲＮＡ
水平呈正相关性，ＧＲＰ７８水平与细胞增殖、ＦＮ ｍＲ

ＮＡ水平呈正相关，提示 ＨＭＣｓ胞内脂质代谢紊乱

可能通过激活ＥＲＳ／ＧＲＰ７８信号通路，进而加重系

膜细胞增殖及基质合成等，从而致肾脏损伤。

　　４ＰＢＡ是一种重要的化学分子伴侣，既可改善

内质网的折叠能力，也可稳定蛋白的构象以利于其

转运或降解，从而减轻ＥＲＳ。有报道４ＰＢＡ通过抑

制ｎｅｐｈｒｉｎ突变相关蛋白错误折叠缓解ＥＲＳ，从而

减轻肾脏损伤［２０］。我们也进一步通过４ＰＢＡ干预

实验发现４ＰＢＡ不仅明显减轻高脂诱导的ＧＲＰ７８
高表达，还逆转 ＨＭＣｓ的过度增殖、抑制ＦＮ ｍＲ

ＮＡ的表达，提示ＥＲＳ／ＧＲＰ７８信号通路在高脂介

导的系膜细胞损伤中起关键作用，４ＰＢＡ可通过缓

解或阻断ＥＲＳ对系膜细胞发挥保护作用，进一步证

实了高脂诱导ＥＲＳ可能与启动系膜细胞增殖及基

质合成的分子信号相关联。该发现可能为临床干预

脂质代谢紊乱介导的肾损伤提供了新的治疗靶点和

思路，然而目前对于４ＰＢＡ在脂质代谢中作用及其

具体分子机制尚不明确。

　　综上所述，炎症可促进 ＨＭＣｓ胞内脂质沉积，
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进而诱导系膜细胞发生ＥＲＳ，通过ＥＲＳ／ＧＲＰ７８信

号通路加重细胞损伤：如过度增殖及ＦＮ合成增多

等；应用４ＰＢＡ阻断ＥＲＳ可在一定程度上缓解细

胞损伤、减轻肾脏损害。这些研究提示炎症状态下，

高脂ＥＲＳ肾损伤之间可能有一定的相关性，为阐述

炎症加重高脂介导的肾脏损害甚至进展至肾小球硬

化提供了实验依据，也为延缓脂质肾损害提供了新

的治疗靶点。

　　（志谢　感谢本课题组的万俊丽、邱桂霞和王志

铁给予的帮助和支持！）
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