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Ｃ型利尿钠肽对ＡＧＥｓ抑制的利尿钠肽Ｂ受体及受体后信号的调节作用
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［摘要］　目的：探讨Ｃ型利尿钠肽（ＣＮＰ）对晚期糖基化终末产物（ＡＧＥｓ）抑制的利尿钠肽Ｂ受体（ＮＰＲＢ）及受体后信号的影

响。方法：体外培养人肾小球系膜细胞，分别用免疫荧光染色法、酶联免疫吸附分析法和流式细胞术观察ＣＮＰ和 ＡＧＥｓ作用

下的ＮＰＲＢ免疫荧光表达、细胞内ｃＧＭＰ水平和 ＮＦκＢｐ６５活性亚基的表达。结果：ＣＮＰ可以显著上调 ＮＰＲＢ的荧光表

达、显著升高ＡＧＥｓ抑制的细胞内ｃＧＭＰ浓度（Ｐ＜０．００１）及抑制ＡＧＥｓ刺激的ＮＦκＢｐ６５活性亚基的表达。结论：ＣＮＰ能够

调节ＡＧＥｓ影响的ＮＰＲＢ／ｃＧＭＰ信号及ＮＦκＢ活性，并且可能通过ＮＰＲＢ／ｃＧＭＰ途径发挥抑制ＮＦκＢ活性的作用。
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　　肾小球系膜细胞的异常增殖、迁移所致的系膜
重塑，在糖尿病肾病的发生发展中具有重要意义。Ｃ
型利尿钠肽（ＣＮＰ）具有扩张血管、拮抗内皮素系统
和肾素血管紧张素系统、抑制平滑肌细胞增殖迁
移、抑制肾小球系膜细胞外基质积聚和炎症因子分

泌等作用［１３］，对肾小球疾病具有一定的保护作用，

而晚期糖基化终末产物（ＡＧＥｓ）则是引起糖尿病肾
病的重要因素。我们前期研究发现，糖尿病大鼠肾
皮质组织中存在着ＣＮＰ和利尿钠肽Ｂ受体（ＮＰＲ
Ｂ）表达的异常，以及 ＡＧＥｓ水平的升高，但 ＣＮＰ／

ＮＰＲＢ系统与 ＡＧＥｓ的作用信号之间是否存在着
相互影响，目前还不清楚。因此，本研究观察了

ＣＮＰ和 ＡＧＥｓ对细胞 ＮＰＲＢ表达、细胞内ｃＧＭＰ
与核因子κＢ（ＮＦκＢ）ｐ６５活性亚基的影响，旨在探
讨ＣＮＰ对糖尿病肾病时系膜细胞可能的保护机制。

１　材料和方法

１．１　材料　人肾小球系膜细胞（ＨＭＣ，长征医院梅

长林教授惠赠）；ｃＧＭＰＥＬＩＳＡ 分析试剂盒（美国

ＡＤＬＩＴＴＥＲＡＭ 诊断实验公司）；ＣＮＰ２２、ＡＧＥｓ、

ｃｙ３标记羊抗鼠ＩｇＧ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；兔抗人ＮＦ
κＢｐ６５单克隆抗体、ＦＩＴＣ标记羊抗兔ＩｇＧ（博士德
生物工程有限公司）；兔抗人糖基化终末产物受体
（ＲＡＧＥ）单克隆抗体（ＲＡＧＥＩｇＧ，美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）；小鼠抗人增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ，福建迈新生物
技术有限公司）；蛋白酶抑制剂混合液（ＲＩＰＡ）、苯甲基
磺酞氟（ＰＭＳＦ），上海申能博生物科技公司。

１．２　ＮＰＲＢ免疫荧光染色　将传代培养的 ＨＭＣ
按每孔１×１０５移至预先放入盖玻片的６孔细胞培养
板，观察到细胞贴壁爬片生长后，更换培养液，分组
进行干预（ＡＧＥｓ组：１００ｍｇ／ＬＡＧＥｓ；ＡＧＥｓ＋ＣＮＰ
组：１００ｍｇ／ＬＡＧＥｓ和１０－４ｍｏｌ／ＬＣＮＰ），继续观察

４８～７２ｈ，使细胞达５０％～６０％融合。
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　　荧光染色步骤：细胞爬片经ＰＢＳ洗涤、３．７％多
聚甲醛固定后，以正常山羊血清封闭３０～６０ｍｉｎ，吸
去多余液体（勿洗），同时加入小鼠抗人ＰＣＮＡ和兔
抗人ＮＰＲＢ，４℃孵育过夜，然后同时加入荧光标记
二抗（ＦＩＴＣ羊抗兔ＩｇＧ和ｃｙ３羊抗小鼠ＩｇＧ），３７℃
孵育３０ｍｉｎ，激光共聚焦显微镜下观察。ＦＩＴＣ吸
收波长与激发波长分别为５２５ｎｍ、４９５ｎｍ；ｃｙ３吸收
波长与激发波长分别为５５２ｎｍ、５６５ｎｍ。ＮＰＲＢ
ＦＩＴＣ呈绿色荧光，ＰＣＮＡｃｙ３呈红色荧光。

１．３　ＥＬＩＳＡ法测定细胞裂解液ｃＧＭＰ水平　将传
代培养的 ＨＭＣ按每孔１×１０５移至２４孔细胞培养
板，５００μｌ／孔，细胞贴壁生长后更换培养液，加入不
同的干预试剂分组进行实验，每组设３复孔，继续观
察７２ｈ，使每孔细胞含量达到５×１０５以上。ＣＮＰ
组，１０－４ｍｏｌ／Ｌ、１０－３ｍｏｌ／Ｌ２个浓度；ＡＧＥｓ组，

ＡＧＥｓ终浓度为１００ｍｇ／Ｌ；ＡＧＥｓ＋ＣＮＰ组，ＡＧＥｓ
终 浓 度 １００ ｍｇ／Ｌ，ＣＮＰ 终 浓 度 １０－４ ｍｏｌ／Ｌ；

ＡＧＥｓ＋ＩｇＧＲＡＧＥ组，将ＩｇＧＲＡＧＥ抗体按１

１００（１０μｇ／ｍｌ）加入ＤＭＥＭ培养基，培养２ｈ后，再
加入ＡＧＥｓ（终浓度１００ｍｇ／Ｌ）。

　　细胞裂解液制备：取出２４孔培养板，置于冰盘
上，吸弃培养液。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤２次，加入

５００μｌＲＩＰＡ及５μｌＰＭＳＦ，振荡３０ｓ（使细胞裂解
液浓度相当于１×１０６／ｍｌ）。ＪＹ９２Ⅱ超声细胞粉碎
机工作时间３ｓ，间歇时间３ｓ。４℃，２００００×ｇ高速
离心３０ｍｉｎ，取上清液，检测前用生理盐水混匀稀释

２倍。ＥＬＩＳＡ步骤按试剂盒说明书进行，检测波长

４５０ｎｍ，读取各孔光密度（Ｄ）值，进行曲线拟合，计
算各样品浓度。

１．４　流式细胞术检测 ＮＦκＢｐ６５荧光强度　将传
代培养的 ＨＭＣ按１×１０５移至６ｃｍ细胞培养皿，

３７℃、５％ＣＯ２ 及饱和湿度条件下培养１２ｈ，细胞贴
壁生长后更换培养液，分组进行实验干预，加入不同
的干预试剂（同１．３），继续观察４８ｈ，每天更换培养
液，使细胞达７０％～８０％融合［约（１～２．５）×１０６］。

　　用０．２５％胰酶消化、收集 ＨＭＣ细胞，以ＰＢＳ
制成单细胞悬液，ＰＢＳ洗涤后用１％多聚甲醛固定
（４℃，３０ｍｉｎ）；加正常山羊血清封闭液１００μｌ（室
温，３０～６０ｍｉｎ）；然后加入１００μｌ兔抗人 ＮＦκＢ
ｐ６５抗体，混匀，３７℃孵育２ｈ；ＰＢＳ洗涤后加入荧光
标记二抗（ＦＩＴＣ抗兔ＩｇＧ），３７℃避光孵育３０ｍｉｎ；

ＰＢＳ洗涤并按１×１０６／ｍｌ重悬细胞，３００目尼龙膜
过滤细胞，样品加入流式细胞仪上机检测。

１．５　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１１．０分析软件进行方差分析Ｆ检验。

２　结　果

２．１　ＮＰＲＢ的免疫荧光表达　结果表明，ＡＧＥｓ干
预下细胞ＮＰＲＢ表达受到抑制，仅ＰＣＮＡ表达（显
红色荧光，图１Ａ），而ＡＧＥ＋ＣＮＰ组ＮＰＲＢ表达增
强（显绿色荧光，图１Ｂ）。

图１　共聚焦显微镜观察

ＰＣＮＡＮＰＲＢ免疫荧光染色（×１０００）

Ａ：ＡＧＥｓ组；Ｂ：ＡＧＥｓ＋ＣＮＰ组

２．２　ＣＮＰ对细胞内及ＡＧＥｓ刺激的细胞内ｃＧＭＰ
水平的影响　ＣＮＰ对 ＨＭＣ内ｃＧＭＰ含量呈促进
作用，且呈浓度依赖性，１０－４、１０－３ ｍｏｌ／ＬＣＮＰ组

ｃＧＭＰ含量分别为（４０．０８±８．１９）、（８２．３４±２０．７９）

μｇ，后者与对照组［（２４．４５±５．３９）μｇ］比较有显著
差异（Ｐ＜０．０１）。与对照组比较，ＡＧＥｓ能使 ＨＭＣ
内ｃＧＭＰ 水平轻度下调［（１６．９３±３．５２）μｇ］，而

ＣＮＰ能使ＡＧＥｓ抑制的细胞内ｃＧＭＰ水平显著升
高［（５２．０６±１０．８３）μｇ，Ｐ＜０．００１］，而ＲＡＧＥ阻断
剂ＲＡＧＥ抗体则无明显影响［（１９．５８±６．８６）μｇ］。

２．３　ＣＮＰ对ＡＧＥｓ刺激的细胞内ＮＦκＢｐ６５荧光
强度的影响　ＡＧＥｓ明显增加细胞内ＮＦκＢ活性亚
基ｐ６５亚基的荧光表达强度；ＣＮＰ和ＲＡＧＥ阻断剂
能明显降低 ＡＧＥｓ刺激下的细胞内 ＮＦκＢ活性亚
基的ＦＩＴＣ荧光表达强度（图２）。

３　讨　论

　　肾小球系膜细胞的增殖及细胞外基质积聚，是
糖尿病肾病肾小球硬化的病理特征之一，导致肾小
球硬化的确切机制目前尚不完全清楚，高血糖与氧
化应激造成的 ＡＧＥｓ增加、蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）激活
等对肾小球系膜细胞的直接损伤有一定的关系。

　　本实验证实，ＣＮＰ在上调受ＡＧＥｓ抑制的ＮＰＲ
Ｂ和提高细胞内ｃＧＭＰ水平的同时，能够抑制ＡＧＥｓ
刺激的ＮＦκＢｐ６５活性亚基的表达，该作用与阻断

ＲＡＧＥ的结果相近。结果提示，ＣＮＰ／ＮＰＲＢ系统与

ＡＧＥｓ之间存在着相互拮抗的作用信号，ＡＧＥｓ能够
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抑制细胞的ＮＰＲＢ／ｃＧＭＰ作用信号，而ＣＮＰ则能促
进受ＡＧＥｓ抑制的利尿钠肽受体表达及受体后的信

号调节。本实验结果表明，ＣＮＰ可能通过 ＮＰＲＢ／

ｃＧＭＰ途径发挥抑制ＮＦκＢ活性的作用。

图２　流式细胞术检测ＨＭＣｓ细胞内ＮＦκＢｐ６５荧光强度

Ａ：对照组；Ｂ：ＡＧＥｓ＋ＣＮＰ组；Ｃ：ＡＧＥｓ组；Ｄ：ＡＧＥｓ＋ＲＡＧＥＩｇＧ组

　　氧化应激是糖尿病慢性并发症的共同发病机
制，高血糖诱导的线粒体活性氧产生增多，激活多元
醇、ＡＧＥｓ、ＰＫＣ和己糖胺途径，引起糖尿病微血管
病变［４］。ＡＧＥｓ是持续性高血糖引起还原糖与游离
氨基酸发生非酶促反应，而形成的不可逆性非酶糖
化反应产物。ＡＧＥｓ可直接和（或）间接通过与细胞
膜的ＲＡＧＥ结合而介导氧自由基生成增加［５６］，在
糖尿病肾病的发生发展中起着十分重要的作用。

ＡＧＥｓ与其受体ＲＡＧＥ结合后，一方面激活下游的
信号通路，发挥ＡＧＥｓ对机体的调节作用；另一方面
使细胞内活性氧簇（ＲＯＳ）产生增加，激活多效转录
因子ＮＦκＢ，后者作用于ＲＡＧＥ基因启动子上的两
个ＮＦκＢ样结合位点上，最终增强ＲＡＧＥ基因的表
达。Ｈａｓｌｂｅｃｋ等［７］也研究证实，ＡＧＥｓ与其受体

ＲＡＧＥ的结合能引起ＮＦκＢ持续活化，进而调控下
游一系列细胞因子的表达，认为ＮＦκＢ的持续活化
与ＲＡＧＥ和ＡＧＥｓ的相互作用有关。

　　ＡＧＥｓ抑制细胞的ＮＰＲＢ／ｃＧＭＰ的作用，可能
与ＡＧＥｓ介导的氧化应激信号有关，但本实验观察
到，此作用可能并非通过与 ＲＡＧＥ结合的受体途
径。ＡＧＥｓ是否能直接或者通过 ＲＡＧＥ以外的途
径间接刺激细胞内ＲＯＳ产生，目前还不清楚。有证
据表明，很多物质可以不经过受体途径而直接刺激
细胞内ＲＯＳ产生，例如ＰＰＡＲα和ＰＰＡＲγ受体激
动剂可以通过受体途径及非受体依赖的途径介导细

胞内活性氧的产生［８９］。

　　已有研究［１０］表明，氧化应激介导的ＰＫＣ激活能
够使ＮＰＲＢ发生去磷酸化，而使其降低敏感性，从而
抑制ＣＮＰ／ＮＰＲＢ的信号产生。本研究发现，ＡＧＥｓ
也能抑制细胞ＮＰＲＢ／ｃＧＭＰ信号，而ＣＮＰ则能促进
受ＡＧＥｓ抑制的利尿钠肽受体表达及受体后的信号

调节，提示两者之间可能具有相互拮抗的作用。
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