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醛固酮抑制肾小球系膜细胞的自噬激活加速其在氧化应激状态下的凋亡
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!摘要"

!

目的
!

探讨醛固酮对肾小球系膜细胞自噬激活的影响)

方法
!

通过
&

种经典的自噬活性检测方法检测醛固

酮对体外培养的系膜细胞自噬的影响!$

#

%蛋白质印迹法检测不同浓度的醛固酮干预肾小球系膜细胞系$

R7KS

%后自噬相关

的蛋白标记物
SK&

(

6̀ 6M7#

"

F'!

的表达水平变化'$

!

%向系膜细胞系转入
U[FGSK&

的真核表达质粒#用激光共聚焦显微镜观

察醛固酮干预下系膜细胞荧光自噬点数量的变化并进行统计学分析'$

&

%通过电子显微镜观察醛固酮干预下系膜细胞自噬泡

数量的变化并进行统计学分析)通过光镜下形态学观察及蛋白质印迹法检测凋亡相关蛋白聚腺苷二磷酸
G

核糖聚合酶

$

F(PF

%剪切体的表达情况#分析醛固酮干预下系膜细胞在过氧化氢刺激后凋亡水平的变化)

结果
!

&

种方法均证实高生理

剂量醛固酮可以抑制系膜细胞自噬激活!$

#

%

#"

mD

-04

"

S

醛固酮干预
#!J

后自噬标记蛋白
SK&

#

向
SK&

(

转化减少约
E"̂

'

$

!

%

#"

mD

-04

"

S

醛固酮干预
#!J

能够降低饥饿及雷帕霉素诱导的系膜细胞自噬点数量#降低的比率分别为
'"̂

和
ED̂

'$

&

%

醛固酮干预后可减少饥饿和雷帕霉素诱导的系膜细胞自噬泡的增加)

#"

mD

-04

"

S

醛固酮干预系膜细胞
#!J

后接受过氧化氢

!>$h#"

m'

-04

"

S

刺激较对照组细胞凋亡的比率明显增加$

<

$

">"$

%)

结论
!

高生理浓度的醛固酮能够抑制系膜细胞的基

础自噬激活并促进系膜细胞在氧化应激条件下的凋亡)
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慢性肾脏病$

)J203.)].+3,

9

+.<,*<,

#

KbA

%已成

为全球范围内越来越严重的公共卫生问题)肾小球

系膜细胞在
KbA

进展中的地位和作用逐渐受到研

究者的重视)系膜细胞在不同的损伤因素下#可出

现凋亡(裂解(迁移等现象#进一步造成其他肾脏固

有细胞的损害#从而引起
KbA

的持续进展)近年

来#醛固酮已成为公认的系膜细胞损伤因子之一#高

醛固酮刺激在肾脏的炎症状态及纤维化发展过程中

起重要作用+

#GE

,

)研究发现#醛固酮通过激活表皮生

长因子受体系统#进一步活化了
P(6

"

7(Fb

和

FC&b

"

(]8

信号通路#从而促进肾小球系膜细胞增

殖及向成纤维细胞表型转化#增加系膜基质的分

泌+

$G'

,

#促进
KbA

的发展)

自噬是体内最基本的生理过程之一)在炎症(

凋亡等生理及病理过程中#多伴随着细胞自噬活性

的变化#并发挥着极为重要的作用+

DG%

,

)已有研究表

明自噬活性的异常改变与肿瘤(神经退行性疾病(心

血管疾病以及感染等密切相关+

N

,

)自噬在肾脏疾病

中的作用正受到越来越多的关注)不同条件下细胞

自噬活性的变化对于肾脏的生理和病理都有着重要

的影响+

#"

,

)有研究发现#在敲除自噬关键基因

H/+1.,G#

纯合子小鼠的肾脏#系膜区
#

型胶原的沉

积明显较野生型增加#证实系膜细胞自噬活性的改

变参与了细胞内
#

型胶原的降解过程#进而参与了

肾脏纤维化的进程+

##

,

)

研究发现#醛固酮作为来自循环的系膜细胞损

伤因子#和维持系膜细胞自稳态及增加系膜基质清

除的生理过程自噬#都参与了系膜细胞的纤维化表

型转化及随之而来的
KbA

进展过程)不同的是#醛

固酮可以促进这一过程#而在系膜细胞内激活自噬

可以抑制这种转化)本研究通过观察在醛固酮干预

下系膜细胞自噬活性的变化#研究醛固酮与系膜细

胞自噬的关系#明确醛固酮对于系膜细胞自噬的影

响及其在系膜细胞氧化应激损伤中的作用#为后续

研究奠定基础)

9

!

材料和方法

#>#

!

实验材料
!

U[FGSK&

质粒由中国科学院赵慕

钧教授惠赠)人肾小球系膜细胞系$

R7KS

%来自第

二军医大学长征医院转化医学中心实验室)高糖

A7H7

培养基(胎牛血清$

[_6

%及胰蛋白酶购自

U.Z)0_PS

公司)血清饥饿培养基
H_66

(醛固酮购

自
6.

=

-*

公司)二甲亚砜$

A76B

%(过氧化氢

$

R

!

B

!

%购自上海试剂一厂)雷帕霉素购自
U,3,

B

L

,2*8.03

公司)多克隆兔及单克隆鼠抗
SK&

抗体

购自日本
7_S

公司)

6̀ 6M7#

"

F'!

抗体购自美国

K,446.

=

3*4.3

=

公司)聚腺苷二磷酸
G

核糖聚合酶

$

F(PF

%及其剪切体
K4,*;,+GF(PF

(

U(FAR

抗体

购自美国
(Z)*-

公司)荧光鼠(兔第二抗体购自上

海华舜生物技术有限公司)

#>!

!

实验仪器
!

蛋白电泳槽$

_.0GP*+

%(转膜仪

$

_.0GP*+

%(多功能酶标仪$

_.0M,]

公司%(

B+

9

<<,

9

荧光扫描仪$

S.3)043

公司%(激光共聚焦显微镜

$

S,.)*MK66F$

#德国莱卡显微系统有限公司%'透

射电子显微镜$

RGD'$"

#日立公司%)

#>&

!

醛固酮对体外培养的
R7KS

自噬的影响

#>&>#

!

蛋白质印迹法检测自噬相关蛋白的表达
!

$

#

%饥饿诱导自噬!对数生长期的细胞用高糖

A7H7

培养基$含
#"̂ [_6

%贴壁培养至融合度

$"̂

时#换用
H_66

培养基激活细胞自噬#并将细胞

分为空白对照组(醛固酮
#"

m'

-04

"

S

孵育组(醛固

酮
#"

mD

-04

"

S

孵育组和醛固酮
#"

m%

-04

"

S

孵育

组#分别加入
"

(

#"

m'

(

#"

mD

(

#"

m%

-04

"

S

醛固酮)然

后放入
&Dg

的
$̂ KB

!

培养箱中培养#于干预后
"

(

-

"E%

-



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
%

期
>

石红光#等
>

醛固酮抑制肾小球系膜细胞的自噬激活加速其在氧化应激状态下的凋亡

'

(

#!

(

!E

(

E%J

收取细胞样品#每个实验重复
&

次)

采用蛋白质印迹法检测
R7KS

中自噬相关蛋白标

记物
SK&

(

6̀ 6M7#

"

F'!

的表达)使用
B+

9

<<,

9

荧

光扫描仪自带程序进行荧光扫描及半定量分析)

$

!

%雷帕霉素诱导自噬!使用
#3

=

"

-S

雷帕霉素诱

导
R7KS

自噬激活并分为雷帕霉素组和雷帕霉

素
n#"

mD

-04

"

S

醛固酮组)观察时间点为
"

(

'

(

#!

(

!E

(

E%J

)采用蛋白质印迹法检测
R7KS

自噬相关

的蛋白标记物
SK&

(

F'!

"

6̀ 6M7#

的表达)

#>&>!

!

共聚焦荧光显微镜观察自噬点的变化
!

实

验分为
'

组!$

#

%高糖
A7H7

培养基培养$普通培

养#下同%转入
U[FGSK&

质粒的
R7KS

'$

!

%普通培

养的转入
U[FGSK&

质粒的
R7KS n#"

mD

-04

"

S

醛固酮组'$

&

%

H_66

培养组'$

E

%

H_66n#"

mD

-04

"

S

醛固酮组'$

$

%

#3

=

"

-S

雷帕霉素组'$

'

%

#3

=

"

-S

雷

帕霉素
n#"

mD

-04

"

S

醛固酮组)分组计数后传代#

每皿细胞
#h#"

$个)

!EJ

后转染
U[FGSK&

质粒#

转染成功后于
&Dg

孵育箱内培养
!EJ

)更换培养

基并调整每皿培养基体积为
!-S

)待细胞状态稳

定#约
&J

后给予分组刺激)醛固酮干预浓度选取

#"

mD

-04

"

S

#雷帕霉素干预浓度根据文献报道选

择+

#!

,

)根据预实验的结果选取系膜细胞自噬变化

最为明显的干预后
#!J

作为观察时间点#在激光共

聚焦显微镜下观察(拍照)镜下每组分别计数随机

$

个视野中所有细胞的荧光自噬点的数量#进行统

计学分析)

#>&>&

!

电子显微镜观察自噬泡数量的变化
!

实验

分为
'

组!$

#

%普通培养组'$

!

%

H_66

培养组'$

&

%

#

3

=

"

-S

雷帕霉素组'$

E

%

#"

mD

-04

"

S

醛固酮组'$

$

%

H_66n#"

mD

-04

"

S

醛固酮组'$

'

%

#3

=

"

-S

雷帕霉

素
n#"

mD

-04

"

S

醛固酮组)干预后
#!J

进行观察)

细胞分组干预后#常规冲洗消化后加入
#>$-SHF

管#常规离心及重悬后于
Eg

悬浮固定
&

"

EJ

)在

电镜观察前再次采用血清法固定标本#以
!>$̂

戊

二醛固定
#!-.3

后离心#然后沿
HF

管壁加入
#""

&

S

抗凝的大鼠血清'混合均匀后
$"""h

5

离心
#!

-.3

#细胞成团后弃去上清液#再次缓慢滴入
!>$̂

戊

二醛#避免细胞分散#静置于
Eg

冰箱中#使用电镜

专用铜网制作电镜标本并观察)对每组干预的细

胞#通过计数随机
$

个形态完整的细胞在
#""""

倍

下可明确分辨的自噬泡的数量#最后取平均值来代

表该组的自噬活性水平)

#>E

!

醛固酮干预对氧化应激下
R7KS

细胞凋亡的

影响
!

分为对照组(

!>$h#"

m'

-04

"

S

过氧化氢组(

#"

mD

-04

"

S

醛固酮组(

#"

mD

-04

"

S

醛固酮
n!>$h

#"

m'

-04

"

S

过氧化氢组)醛固酮干预
#!J

后给予

过氧化氢刺激#

'J

后在光镜下观察细胞形态并计数

凋亡细胞比率)在过氧化氢刺激
"

(

&

(

'

(

#!J

时收

集蛋白#用蛋白质免疫印迹法检测各组
F(PF

剪切

体的表达变化并进行半定量分析)

#>$

!

统计学处理
!

应用
6F66##>"

统计软件对资

料进行分析#计量资料以
'

:i(

表示#两组间比较采

用
"

检验)检验水准$

'

%为
">"$

)

:

!

结
!

果

!>#

!

醛固酮对
R7KS

自噬激活的影响

!>#>#

!

蛋白质印迹法检测自噬相关蛋白表达的变

化
!

H_66

可诱导
R7KS

细胞自噬激活#从饥饿
#!

J

开始#细胞
SK&

#

向
SK&

(

的转化明显增加'相应

的#细胞内
6̀ 6M7#

"

F'!

表达呈下降趋势)

#"

m'

(

#"

mD

(

#"

m%

-04

"

S

醛固酮均可抑制
R7KS

的自噬

激活#其抑制效应随醛固酮浓度的增加而增强)本

研究选择抑制自噬效应较强且更接近生理浓度的

#"

mD

-04

"

S

醛固酮作为后续研究的干预浓度)图
#

显示#经
#"

mD

-04

"

S

醛固酮干预后#

H_66

诱导的

R7KS

自噬激活被抑制#

SK&

(

表达增加的幅度及

6̀ 6M7#

"

F'!

表达降低的幅度减小#提示
R7KS

自

噬活性下降)半定量分析显示#抑制效果较为明显的

时间点为
#!

(

!EJ

#其抑制效应分别为
E"̂

和
&$̂

)

雷帕霉素可以时间依赖性地激活自噬#在施加

干预后
'

(

#!J

时这种激活作用较为明显)

#"

mD

-04

"

S

醛固酮可以抑制雷帕霉素对
R7KS

自噬激

活的作用$图
!

%)半定量分析结果显示#抑制效果

最为明确的时间点为
#!J

#其抑制效应为
&"̂

)本

研究选择干预
#!J

作为后续研究的观察时间点)

!>#>!

!

共聚焦荧光显微镜观察系膜细胞内自噬点

的变化
!

向
R7KS

细胞内转入
U[FGSK&

质粒#共

聚焦检测结果显示#饥饿可增加细胞自噬点的数量

$图
&(

%#给予
#"

mD

-04

"

S

醛固酮干预
#!J

可降低

饥饿导致的系膜细胞自噬点的增加$图
&_

%#降低比

率为
'"̂

$图
&H

%)

#"

mD

-04

"

S

醛固酮处理也可以

降低雷帕霉素导致的细胞自噬点增加#降低比率为

ED̂

$图
&K

(

&A

(

&[

%)

-

#E%

-
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图
9
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蛋白质印迹法检测醛固酮$

9K
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E

&对血清饥饿
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蛋白质印迹法检测醛固酮$
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雷帕霉素诱导的系膜细胞自噬的抑制作用
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图
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共聚焦荧光显微镜观察醛固酮干预后系膜细胞内自噬激活情况
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透射电镜下观察自噬泡数量的变化
!

与普

通培养组$图
E(

%比较#饥饿处理和雷帕霉素干预诱

导了系膜细胞自噬泡数量的增加并呈局部聚集状态

$图
E_

(

EK

%)醛固酮单独处理正常细胞对细胞自噬

无明显影响$图
EA

%)醛固酮处理后可明显减少饥

饿和雷帕霉诱导的系膜细胞自噬泡的增加$图
EH

(

E[

%)

!>!

!

醛固酮干预对自噬抑制细胞凋亡的影响
!

光

镜下观察细胞形态及计数凋亡细胞比率显示#经醛

固酮干预后增加了过氧化氢诱导的系膜细胞凋亡

$图
$(

%)蛋白质印迹结果$图
$_

%显示!

&

(

'

(

#!J

时醛固酮干预后明显增加了
F(PF

蛋白剪切体的

表达$

<

$

">"$

%#提示醛固酮诱导的自噬抑制使得系

膜细胞在面临氧化应激的刺激时更容易发生凋亡)

-

!E%

-
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醛固酮可以造成肾损伤#系膜细胞正是其主要

效应细胞之一)在原发性醛固酮增多症及
KbA

.醛

固酮逃逸/的患者之中#异常升高的醛固酮作为内源

性肾损伤因子#促进了肾小球系膜细胞的损伤和肾

纤维化+

#&

,

)而作为细胞基本的生理过程之一#自噬

的活性变化广泛参与了饥饿(氧化应激(缺血再灌注

等刺激下多种细胞复杂的生理及病理应激#并在其

中发挥着重要的作用+

D

,

)本研究关注于醛固酮干预

后系膜细胞自噬活性是否发生了变化以及这一变化

对细胞在进一步的氧化应激损伤中的影响)

正常细胞内
SK&

蛋白以
SK&

#

和
SK&

(

两种

形式存在#细胞发生自噬时
SK&

#

向
SK&

(

转化#

SK&

(

"

SK&

#

直接反映了细胞自噬活性的改变#其

中
SK&

(

定位于前自噬泡和自噬泡膜表面#被认为

是自噬活性的标志分子)本研究中#饥饿及雷帕霉

素都可成功激活系膜细胞的自噬#

SK&

(

的表达随

干预时间的延长而逐渐增加'而在此基础上增加醛

固酮干预后#细胞
SK&

(

蛋白表达明显降低#提示细

胞自噬激活被醛固酮所抑制)将
U[FGSK&

质粒转

染目标细胞#利用
SK&

(

定位于自噬泡表面的特征#

通过荧光强度的变化监测细胞自噬的进程是研究细

胞自噬的重要方法)本研究也用此方法证实了醛固

酮干预后系膜细胞的自噬激活受到了抑制#表现为

共聚焦显微镜下细胞内荧光自噬点数量的减少)电

镜下观察自噬泡的数量是检测自噬的金指标#本研

究通过电镜观察系膜细胞自噬泡数量的变化#同样

-

&E%

-
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证实了醛固酮干预可以抑制系膜细胞的自噬激活)

本实验还发现#单纯的高浓度醛固酮并不能明

显增加细胞的凋亡比率#但处于高醛固酮造成的自

噬抑制的状态下#细胞在受到氧化应激的刺激时更

容易发生凋亡)这与临床上观察到的.醛固酮逃逸/

的患者肾脏损害加重相吻合+

#EG#$

,

)因为
KbA

患者

本身可能存在肾脏血流量的不足#系膜区细胞数量

的增加以及低蛋白血症(缺氧等类似于营养不良状

态#这些因素在正常条件下可以激活自噬#激活的自

噬能够在一定程度保护细胞对抗外界不良的刺激)

但如果患者出现.醛固酮逃逸/#以及局部肾素
G

血管

紧张素
G

醛固酮系统的激活#造成高醛固酮血症持续

抑制细胞自噬#降低了自噬对于细胞的保护作用#则

必然加重系膜细胞的损伤#导致这些患者肾损害的持

续进展)因此#本研究结果在一定程度上佐证了醛固

酮的肾脏毒性可能与其抑制了包括系膜细胞在内的

肾脏细胞的自噬激活有关)

自噬是非常复杂又极为精密的体内调控系统#

在肾脏的细胞及不同的肾脏疾病中都有着重要的作

用)本研究还发现#醛固酮能够抑制雷帕霉素诱导

的系膜细胞自噬激活#基于此我们对于相关的信号

通路及靶点蛋白也进行了一系列的探索#包括

-MBP

通路上的多个关键信号分子以及自噬相关

的蛋白复合体#但是其确切的作用机制尚需更加深

入的研究)
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