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［摘要］　目的：观察富含半胱氨酸酸性分泌型糖蛋白（ＳＰＡＲＣ）２．１肽段对体外培养人肾小球系膜细胞（ＨＭＣ）超微结构及其

分泌细胞外基质的影响。方法：５０μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣ２．１肽段作用４８ｈ、９６ｈ后，倒置显微镜下观察 ＨＭＣ形态变化，透射电镜观

察其超微结构，以正常培养的 ＨＭＣ作空白对照组。荧光定量ＲＴＰＣＲ法检测空白对照组和５０μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣ２．１肽段作用

９６ｈ后 ＨＭＣ分泌细胞外基质［Ⅰ型和Ⅳ型胶原（ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅣ）、层粘连蛋白（ＬＮ）、纤维连接蛋白（ＦＮ）］相关基因 ｍＲＮＡ表达

的变化；ＥＬＩＳＡ法比较两组 ＨＭＣ培养上清中细胞外基质（ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅣ、ＬＮ、ＦＮ）的蛋白含量。结果：空白对照组 ＨＭＣ无明

显变化；５０μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣ２．１肽段作用４８ｈ电镜可见少数ＨＭＣ发生凋亡早期改变；９６ｈ可见较多细胞发生典型凋亡改变，电

镜下可见典型的凋亡小体。与空白对照组相比，ＳＰＡＲＣ２．１肽段作用９６ｈ后，ＨＭＣ的ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅣ、ＦＮｍＲＮＡ和蛋白含量显

著下调（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），ＬＮｍＲＮＡ及其蛋白含量无明显变化。结论：ＳＰＡＲＣ２．１肽段可在体外诱导 ＨＭＣ细胞的凋亡，

超微结构可见典型凋亡小体，并抑制其分泌细胞外基质。

［关键词］　富含半胱氨酸的酸性分泌糖蛋白２．１肽段；系膜细胞；细胞凋亡；细胞外基质
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［作者简介］　张黎明，硕士，副主任医师．

Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｌｉｍｉｎｇ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｃｈｌｍｅｉ＠ｐｕｂｌｉｃｌ．ｓｔａ．ｎｅｔ．ｃｎ

　　系膜细胞增殖是多种肾小球疾病共同的病理改

变，系膜细胞的过度增殖以及由此引起的各种细胞

因子的分泌及细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，

ＥＣＭ）的表达在肾小球硬化的发生、发展中起着重

要作用。富含半胱氨酸酸性分泌型糖蛋白（ｓｅｃｒｅｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎａｃｉｄｉｃａｎｄｒｉｃｈｉｎｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＳＰＡＲＣ）可与细

胞因子、细胞膜表面蛋白及一些ＥＣＭ 蛋白相互作

用而体现出抗增殖活性［１２］。前期研究［３］发现
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ＳＰＡＲＣ蛋白及其２．１肽段体外可能通过抑制人肾

小球系膜细胞（ｈｕｍａｎｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌ，ＨＭＣ）Ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１表达、上调ｐ２１Ｗａｆｌ蛋白，使细胞阻滞于Ｇ０／Ｇ１
期，从而剂量依赖性地抑制 ＨＭＣ增殖，诱导其凋

亡。但前期研究缺乏ＳＰＡＲＣ２．１肽段诱导体外培

养 ＨＭＣ凋亡的形态学证据，而且对ＳＰＡＲＣ２．１肽

段诱导后 ＨＭＣ分泌ＥＣＭ 的能力也未作深入的观

察。因此，本研究进一步观察了ＳＰＡＲＣ２．１肽段对

体外培养 ＨＭＣ超微结构及ＥＣＭ表达的影响，探讨

ＳＰＡＲＣ２．１肽段抗肾小球硬化的可能机制。

１　材料和方法

１．１　试剂和仪器　人系膜细胞株（东南大学附属中

大医院肾内科刘必成教授惠赠），人源性ＳＰＡＲＣ２．１
（ＣＱＮＨＨＣＫＨＧＫＶＣＥＬＤＥＮＮＴ）肽段（美国 Ｍａｙｏ

Ｃｌｉｎｉｃ，ＱｉＱｉａｎ教授惠赠）。ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１１）培

养液（美国Ｇｉｂｃｏ公司），新生小牛血清（杭州四季青

公司），ＴＲＩｚｏｌ、ＲＮａｓｉｎ及实时荧光定量ＰＣＲ试剂

盒（日本ＴａＫａＲａ公司），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ和Ｃａｌｉｂｒａ

ｔｉｏｎ（美国 ＢｉｏＲａｄ公司），逆转录酶 ＳＳⅡ（美国

Ｓｔｒａｔａｇｅｍ 公司），ＤＥＰＣ（上海实生细胞生物技术有

限公司，为进口分装分析纯），ＥＬＩＳＡ试剂盒由上海

森雄科技实业有限公司提供，Ⅰ型和Ⅳ型胶原

（ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅣ）、层粘连蛋白（ＬＮ）、纤维连接蛋白

（ＦＮ）、内参照ＧＡＰＤＨ的引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成，其他试剂均为Ｓｉｇｍａ公司

产品及进口分析纯。仪器有ＣＯ２细胞培养箱（Ｔｈｅｒ

ｍｏＦｏｒｍａ３７１）、超净工作台（ＣｌａｓｓⅡ ＴｙｐｅＡ／Ｂ３

ＢａｋｅｒＣｏｍｐａｎｙ）、倒置显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＣＫ２）、透

射电镜（Ｈ８００，Ｈｉｔａｃｈｉ），荧光定量 ＰＣＲ 仪（美国

ＢｉｏＲａｄｉＣｙｃｌｅｒ），以及电泳系统、凝胶成像系统（上

海复日科技公司），计算机生物图像分析系统（美国

ＬａｂＷｏｒｋｓ软件）。

１．２　透射电镜观察细胞形态　取对数生长期的

ＨＭＣ接种于６孔板（３×１０５／孔），用含１０％小牛血

清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液孵育２４ｈ（３７℃，５％ＣＯ２）

后，换无血清ＤＭＥＭ 培养液同步２４ｈ。弃上清，加

入含５０μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣ２．１肽段的无血清ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液分别作用４８ｈ和９６ｈ，倒置显微镜下观

察细胞形态，ＰＢＳ洗涤细胞２次，０．２５％胰酶消化后

用ＰＢＳ收集细胞，加入２％戊二醛固定，包埋、制片，

电镜观察并照片。以不加ＳＰＡＲＣ２．１肽段处理的

正常培养细胞作为空白对照组，同样应用倒置显微

镜和透射电镜观察细胞形态。

１．３　荧光定量ＲＴＰＣＲ检测 ＨＭＣ细胞外基质分

泌相关基因的表达

１．３．１　引物设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ上的序列设计本

研究中ＥＣＭ分泌相关基因引物序列，交由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成，具体序列见表１。

表１　荧光定量ＲＴＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　Ｐｒｉｍｅｒ’ｓｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔ
（ｂｐ）

ＣｏｌⅠ Ｆ：５′ＧＣＣＴＡＧＣＡＡＣＡＴＧＣＣＡＡＴＣ３′ １８１
Ｒ：５′ＧＣＡＡＡＧＴＴＣＣＣＡＣＣＧＡＧＡＣ３′

ＣｏｌⅣ Ｆ：５′ＧＴＧＧＣＧＧＡＧＴＴＴＧＴＧＧＡＴ３′ １６９
Ｒ：５′ＣＴＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＧＴＡＧＴＧＧＣ３′

ＦＮ Ｆ：５′ＣＣＡＴＣＡＣＣＣＴＣＡＣＣＡＡＣＣＴ３′ ２２６
Ｒ：５′ＣＣＴＣＣＴＧＴＣＴＣＴＣＣＧＴＡＡＧＴＧ３′

ＬＮ Ｆ：５′ＣＴＴＴＧＧＡＡＧＣＡＣＣＴＡＣＴＣＡＣＣ３′ １８４
Ｒ：５′ＡＣＧＡＣＣＧＴＴＴＡＴＣＡＡＧＧＡＣＡＣ３′

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′ＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴ３′ ２２２
Ｒ：５′ＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ３′

　ＣｏｌⅠ：ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ；ＣｏｌⅣ：ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅣ；ＦＮ：Ｆｉｂｒｏｎｅｃ

ｔｉｎ；ＬＮ：Ｌａｍｉｎｉｎ；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ

ｇｅｎｓｅ

１．３．２　荧光定量ＲＴＰＣＲ检测　取对数生长期的

ＨＭＣ接种于６孔板（５×１０５／孔），用含１０％小牛血

清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液孵育２４ｈ（３７℃，５％ＣＯ２）后，

换无血清ＤＭＥＭ 培养液同步２４ｈ。弃上清，分别

用含０、５０μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣ肽段的无血清 ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液（空白对照组和实验组）作用９６ｈ，

０．２５％胰酶消化后收集细胞。加入１ｍｌＴＲＩｚｏｌ裂

解，氯仿／异戊醇抽提细胞ＲＮＡ，并进行ＲＮＡ定量

及纯度测定。去除基因组ＤＮＡ，逆转录体系５０μｌ，

内含 总 ＲＮＡ １０ μｇ，４０ Ｕ ＲＮａｓｉｎ１ μｌ，５ Ｕ

ＤＮａｓｅⅠ１μｌ，在上述体系中加入 １００ ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰ２μｌ，５０Ｕ／μｌ逆转录酶１μｌ，２５℃１０ｍｉｎ，

４２℃１ｈ，９０℃５ｍｉｎ。荧光定量ＰＣＲ为２５μｌ反应

体系，内含上下游引物各 １０μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ
２＋ ２５０

ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ２５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶５Ｕ／μｌ，２５×

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，ｃＤＮＡ 模板、双蒸水、１０－３×调校

液。反应程序为９５℃预变性９０ｓ，９５℃变性５ｓ，

５５℃退火１５ｓ，７２℃延伸２０ｓ，５个循环后。９５℃变

性５ｓ，５８℃退火３０ｓ，４０个循环后达到荧光信号监

测点，９５℃变性１ｍｉｎ，５８℃退火１ｍｉｎ，之后每１０ｓ
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增加０．５℃共７０个循环。以ＧＡＰＤＨ作为内参照，

用同样体系实时检测荧光强度的变化，定量扩增后

得到各样本的拷贝值。

１．４　ＥＬＩＳＡ法测定 ＨＭＣ细胞培养上清中细胞外

基质蛋白含量　取对数生长期的 ＨＭＣ接种于６孔

板（５×１０５／孔），用含１０％小牛血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培

养液孵育２４ｈ（３７℃，５％ＣＯ２）后，换无血清ＤＭＥＭ
培养液同步２４ｈ，弃上清，分别用含０、５０μｇ／ｍｌ

ＳＰＡＲＣ２．１肽段的无血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液作用

９６ｈ后，取细胞上清液检测细胞外基质的含量（按试

剂盒要求操作）。

１．５　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示，数据分

析采用ｔ检验及单因素方差分析。

２结　果

２．１　ＨＭＣ透射电镜观察结果　ＨＭＣ经５０μｇ／ｍｌ

ＳＰＡＲＣ２．１肽段作用４８ｈ、９６ｈ后，倒置显微镜下

可见部分细胞收缩、变圆，部分由贴壁细胞变为悬浮

细胞，但细胞膜完整。透射电镜观察发现，空白对照

组 ＨＭＣ形态无显著变化，胞核完整，胞质饱满，富

有纤毛结构（图１Ａ），５０μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣ２．１肽段作

用细胞４８ｈ时可见少数细胞发生染色质聚集（图

１Ｂ）；９６ｈ则表现非常明显，电镜下可见典型的凋亡

改变：细胞核边聚、染色质浓缩、核碎裂、胞质内出现

沟裂和空泡、胞质脱落等（图１Ｃ），部分细胞可见典

型的凋亡小体（图１Ｄ）。

图１　ＳＰＡＲＣ２．１肽段作用后及空白对照组ＨＭＣ超微结构的比较

Ｆｉｇ１　ＵｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＨＭＣａｆｔｅｒ５０μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣｐｅｐｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＥＭ，×１０００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ（９６ｈ）；Ｂ：５０μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣｐｅｐｔｉｄｅ（４８ｈ）；Ｃ，Ｄ：Ｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｃｈｒｏｍａｔｉｎａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ（Ｃ）

ａｎｄｔｙｐｉｃａｌａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｙ（Ｄ）ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５０μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣｐｅｐｔｉｄｅｆｏｒ９６ｈ

２．２　ＳＰＡＲＣ２．１肽段对 ＨＭＣＥＣＭ 分泌相关基因
表达 的 影 响 　 与 空 白 对 照 组 相 比，５０μｇ／ｍｌ
ＳＰＡＲＣ２．１肽段作用９６ｈ后，ＨＭＣＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅣ、

ＦＮｍＲＮＡ的表达明显下调（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）；

ＬＮｍＲＮＡ无明显变化（表２）。

表２　ＳＰＡＲＣ２．１肽段处理ＨＭＣ９６ｈ后ＥＣＭ相关基因和分泌蛋白表达结果

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＰＡＲＣｐｅｐｔｉｄｅｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ

ｍＲＮＡａｎｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＨＭＣｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ９６ｈ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

ＥＣＭ
ｍＲＮＡ（ｃｏｐｉｅｓ／ｍｉｌｌｉｏｎＧＡＰＤＨ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５０μｇ／ｍｌ
ＳＰＡＲＣｐｅｐｔｉｄｅ

Ｐｒｏｔｅｉｎ（ρＢ／ｐｇ·ｍｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５０μｇ／ｍｌ
ＳＰＡＲＣｐｅｐｔｉｄｅ

ＣｏｌⅠ （１．５７±０．０８）×１０２ （８．５９±０．１３）×１０ ６７．６２±８．１８ ４５．１３±７．１９

ＣｏｌⅣ （６．２６±０．３９）×１０５ （３．１１±０．３１）×１０５ ５８．１６±７．８１ ４２．５６±６．９２

ＦＮ （１．１６±０．０４）×１０４ （５．７９±０．２２）×１０３ ４９．９８±６．３９ ３３．３６±５．８４

ＬＮ （２．６８±０．４０）×１０３ （２．３３±０．３７）×１０３ ３５．７６±４．４８ ３２．９２±４．３９

　ＥＣＭ：Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ；ＣｏｌⅠ：ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ；ＣｏｌⅣ：ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅣ；ＦＮ：Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ；ＬＮ：Ｌａｍｉｎｉｎ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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２．３　ＳＰＡＲＣ２．１肽段对ＨＭＣ分泌ＥＣＭ蛋白的影
响　与空白对照组相比，经５０μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣ２．１肽
段作用９６ｈ后，ＨＭＣ培养上清中ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅣ、ＦＮ
蛋白的含量明显下降（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），ＬＮ无显
著变化（表２）。

３　讨　论

　　系膜增生性肾小球肾炎是我国原发性肾小球疾
病中最常见的病理类型［４］，肾小球系膜增殖及细胞
外基质产生增加是导致肾小球硬化的主要原因，如
何有效防治系膜增殖及ＥＣＭ 的积聚，对延缓肾小
球硬化的发生、发展起到关键性作用［５］。ＳＰＡＲＣ又
名骨结合素或ＢＭ４０，该蛋白可由多种细胞分泌，尤
其是增殖明显的细胞，通过与ＥＣＭ 的相互作用表
现出多种生物学活性，其中最主要的是抑制增殖和
抗黏附作用［６８］。近年来研究［９１０］表明，ＳＰＡＲＣ与
系膜增生性肾小球肾炎和糖尿病肾病等多种肾脏疾

病有关。一些研究［１１］表明ＳＰＡＲＣ能够抑制原代大
鼠系膜细胞的增殖，并呈剂量依赖性，最高抑制率可
达５０％。

　　ＳＰＡＲＣ２．１肽段为５５～７４位氨基酸残基，位于
位区Ⅱ。前期研究［３］发现ＳＰＡＲＣ２．１肽段剂量依
赖性抑制 ＨＭＣ的增殖；明显影响细胞周期，使Ｇ０／

Ｇ１期细胞增多，Ｓ期细胞减少；抑制ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白
表达，上调ｐ２１Ｗａｆｌ蛋白表达。这提示ＳＰＡＲＣ２．１肽
段可能通过抑制ＣｙｃｌｉｎＤ１，上调ｐ２１Ｗａｆｌ，阻止细胞通
过Ｇ１／Ｓ调控点，从而抑制 ＨＭＣ增殖，诱导细胞凋
亡。本研究进一步应用电镜观察ＳＰＡＲＣ２．１肽段
作用后 ＨＭＣ形态的变化，结果发现ＳＰＡＲＣ２．１肽
段作用９６ｈ，ＨＭＣ细胞出现典型凋亡表现，证实

ＳＰＡＲＣ２．１肽段可诱导 ＨＭＣ凋亡。

　　ＥＣＭ的大量积聚是肾小球硬化的重要因素，系
膜细胞是肾小球内产生细胞外基质的重要来源。正
常生理情况下，ＥＣＭ的合成与降解保持在一种动态
平衡之中；但系膜细胞增殖后会打破平衡，导致

ＥＣＭ大量积聚［５］。本研究结果表明，ＨＭＣ经５０

μｇ／ｍｌＳＰＡＲＣ２．１肽段作用９６ｈ后，ＨＭＣ分泌的
基质蛋白ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅣ、ＦＮ明显减少，相关基因的
表达明显低于空白对照组。这提示ＳＰＡＲＣ２．１肽
段对ＥＣＭ的产生具有抑制作用。

　 　 本研究在以往研究［３］的基础上再次证实

ＳＰＡＲＣ２．１肽段体外能抑制 ＨＭＣ增殖，促进细胞
凋亡。此外，本研究还发现其能抑制 ＨＭＣ分泌

ＥＣＭ，在系膜增生性肾小球肾炎及肾小球硬化的研
究及治疗中有潜在的应用价值，但仍有待体内研究
进一步证实。
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