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［摘要］　目的：观察氧化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）对大鼠肾小球系膜细胞表达血凝素样氧化低密度脂蛋白受体１（ＬＯＸ１）、转

化生长因子β１（ＴＧＦβ１）及分泌细胞外基质（ＥＣＭ）的影响，并观察ＬＯＸ１抑制剂多聚肌苷酸（ＰＩＡ）对ｏｘＬＤＬ上述作用的影

响。方法：体外培养肾小球系膜细胞，ＲＴＰＣＲ检测不同浓度（０、２５、５０、１００μｇ／ｍｌ）ｏｘＬＤＬ组肾小球系膜细胞ＬＯＸ１ｍＲＮＡ
的表达；ＲＴＰＣＲ观察空白组、ｏｘＬＤＬ组（５０μｇ／ｍｌ）和ＰＩＡ组（５０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ＋２５０μｇ／ｍｌＰＩＡ）肾小球系膜细胞 ＬＯＸ１、

ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ的表达，ＥＬＩＳＡ法检测上述３组肾小球系膜细胞培养上清中ＴＧＦβ１、纤连蛋白（ＦＮ）、Ⅳ型胶原（ＣｏｌⅣ）的含

量。结果：ＲＴＰＣＲ结果表明，２５、５０、１００μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ组ＬＯＸ１ｍＲＮＡ表达明显高于０μｇ／ｍｌ组（Ｐ＜０．０５），其中５０μｇ／

ｍｌ组表达最高；５０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ组肾小球系膜细胞 ＬＯＸ１、ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ表达明显高于空白组和ＰＩＡ组（Ｐ＜０．０１）。

ＥＬＩＳＡ结果表明５０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ组肾小球系膜细胞培养上清中ＴＧＦβ１、ＦＮ、ＣｏｌⅣ的含量明显高于空白组和ＰＩＡ组（Ｐ＜

０．０５）。结论：ｏｘＬＤＬ体外可促进大鼠肾小球系膜细胞表达ＬＯＸ１、ＴＧＦβ１及分泌细胞外基质，ＰＩＡ可抑制ｏｘＬＤＬ的上述

作用，提示ＬＯＸ１可能介导了ｏｘＬＤＬ对肾小球系膜细胞的损伤，参与了肾小球硬化的发生和发展。
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　　糖尿病肾病是以肾小球基底膜增厚和系膜区细
胞外基质（ＥＣＭ）进行性合成增加为特征的肾小球
硬化。研究［１］表明氧化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）在
糖尿病肾病中起重要作用，可导致系膜细胞内脂质
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沉积增多、细胞因子分泌增多、细胞外基质产生增多
和降解减少，从而导致肾小球硬化。然而ｏｘＬＤＬ
的作用是一个受体介导的过程，血凝素样氧化低密
度脂蛋白受体１（ＬＯＸ１）是在牛主动脉内皮细胞上
发现的ｏｘＬＤＬ受体。研究认为，血管内皮细胞表
达的ＬＯＸ１可特异性地结合ｏｘＬＤＬ，引起血管内
皮细胞的激活、功能紊乱及损伤，在动脉粥样硬化
（ＡＳ）病理变化过程中起着关键的作用。近年来发
现ＬＯＸ１在肾小球内皮细胞和系膜细胞上也有表
达，并且晚近较多的研究提示糖尿病两大主要并发
症和糖尿病肾病存在共同的病理生理基础［２］。由高
脂血症引起的肾小球硬化的病理特征与ＡＳ极其相
似。因此，本研究观察ｏｘＬＤＬ对大鼠系膜细胞表
达ＬＯＸ１、转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）及分泌细胞外
基质（ＥＣＭ）的影响，并观察ＬＯＸ１抑制剂多聚肌苷
酸（ｐｏｌｙｉｎｏｓｉｎｉｃａｃｉｄ，ＰＩＡ）对ｏｘＬＤＬ上述作用的
影响，以探讨ＬＯＸ１／ｏｘＬＤＬ系统在肾小球硬化发
生发展中的作用。

１　材料和方法

１．１　细胞株及主要试剂　大鼠肾小球系膜细胞由
杭州市中医院肾病中心王永军教授惠赠。ｏｘＬＤＬ
购自中国协和医科大学基础医学院生物化学与分子

生物学系；纤连蛋白（ＦＮ）、Ⅳ型胶原（ＣｏｌⅣ）及

ＴＧＦβ１试剂盒（ＥＬＩＳＡ法）购自上海森雄科技有限
公司；ＲＮＡ 抽提试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；ＰＣＲ所用引物由上
海生工公司合成。ＰＩＡ购自杭州万马药业有限公
司。

１．２　大鼠肾小球系膜细胞的培养　肾小球系膜细
胞培养于 １０％ 胎牛血清的 含 ＨＥＰＥＳ 的 低 糖

ＤＭＥＭ培养液中，培养条件为３７℃，饱和湿度５％
ＣＯ２，每２～３ｄ用含０．２５％胰蛋白酶／０．０２％ＥＤＴＡ
的消化液消化传代。

１．３　不同浓度ｏｘＬＤＬ对肾小球系膜细胞 ＬＯＸ１
ｍＲＮＡ表达的影响　大鼠肾小球系膜细胞经常规
消化后以每孔５×１０４／ｍｌ细胞接种于２４孔板内，常
规培养２４ｈ后更换无血清培养基，使细胞周期同步
化后，加入含ｏｘＬＤＬ的无血清培养基。ｏｘＬＤＬ浓
度梯度为０、２５、５０、１００μｇ／ｍｌ。每组３个复孔，分别
刺激２４ｈ后终止培养，收集细胞，ＲＴＰＣＲ检测各
浓度组ＬＯＸ１ｍＲＮＡ表达。

１．４　ＰＩＡ对ｏｘＬＤＬ刺激作用的影响　肾小球系
膜细胞经常规消化后接种于２４孔板，每孔含细胞

５×１０４／ｍｌ，每孔１ｍｌ，常规培养２４ｈ。更换无血清

培养基，继续孵育２４ｈ，使细胞周期同步于 Ｇ０／Ｇ１
期，然后分３组，空白组：无血清 ＤＭＥＭ 培养液；

ｏｘＬＤＬ组：含５０μｇ／ｍｌ的ｏｘＬＤＬ无血清ＤＭＥＭ
培养液；ＰＩＡ组：含５０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ和２５０μｇ／ｍｌ
ＰＩＡ无血清ＤＭＥＭ培养液，每组设３个复孔。分别
刺激２４ｈ后，终止培养。收集细胞用于抽提ＲＮＡ，
取培养上清－８０℃保存待测。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞ＬＯＸ１、ＴＧＦβ１ ｍＲ
ＮＡ的表达　以 ＴＲＩｚｏｌ试剂抽提细胞的总 ＲＮＡ，
使用逆转录试剂盒，以 Ｏｌｉｇｏ（ＤＴ）为引物，取２μｇ
总ＲＮＡ进行逆转录反应，之后以５０μｌ反应体系进
行体外ＰＣＲ扩增，以βａｃｔｉｎ作为内参。ＴＧＦβ１引
物序列为：上游 ５′ＣＡＣ ＣＡＴ ＣＣＡ ＴＧＡ ＣＡＴ
ＧＡＡＣＣ３′；下游５′ＴＣＡ ＴＧＴＴＧＧ ＡＣＡ ＡＣＴ
ＧＣＴＣＣ３′，扩增产物大小为３８５ｂｐ。ＬＯＸ１引物
序列为：上游５′ＧＡＣＴＧＧＡＴＣＴＧＧＣＡＴＡＡＡ
ＧＡ３′；下游５′ＣＣＴ ＴＣＴ ＴＣＴ ＴＣＴ ＧＡＣ ＡＴＡ
ＴＧＣＴＧ３′，扩增产物大小为３２８ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物
序列为：上游５′ＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧ
３′，下游５′ＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴ
３′，扩增产物大小为２０６ｂｐ。反应条件为预变性

９４℃１ｍｉｎ；然后进入９４℃变性３０ｓ，５５℃退火４５
ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，ＬＯＸ１和βａｃｔｉｎ共３５个循环，

ＴＧＦβ１共２７个循环；反应结束前７２℃１０ｍｉｎ以充
分延伸。ＰＣＲ产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳，凝
胶成像系统拍照并进行半定量分析，βａｃｔｉｎ值校正，
得出目的条带与内参照条带的光密度比值。

１．６　肾小球系膜细胞培养上清中ＴＧＦβ１、ＦＮ、Ｃｏｌ
Ⅳ的含量　收集细胞培养上清液，参照ＥＬＩＳＡ试剂
盒说明书操作，检测待测样品中 ＴＧＦβ１、ＣｏｌⅣ和

ＦＮ含量。

１．７　统计学处理　计量数据用珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１０．０软件对实验资料进行统计学处理，采用
单因素方差分析比较各组间差异。

２　结　果

２．１　ｏｘＬＤＬ对大鼠系膜细胞表面ＬＯＸ１ｍＲＮＡ
表达的影响　ＲＴＰＣＲ结果显示，与对照组比较，肾
小球系膜细胞经ｏｘＬＤＬ（２５、５０、１００μｇ／ｍｌ）刺激

２４ｈ后，ＬＯＸ１ｍＲＮＡ表达明显升高（Ｐ＜０．０５或

０．０１），５０μｇ／ｍｌ组升高最明显（图１）。

２．２　ＰＩＡ对ｏｘＬＤＬ刺激作用的影响

２．２．１　ＰＩＡ对系膜细胞ＬＯＸ１、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表
达的影响　ＲＴＰＣＲ结果表明，５０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ
组肾小球系膜细胞 ＬＯＸ１、ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ表达明



·８４８　　 · 第二军医大学学报　２００７年８月，第２８卷

显高于空白对照组和ＰＩＡ组（Ｐ＜０．０１，图２）。

图１　不同浓度ｏｘＬＤＬ对大鼠肾小球

系膜细胞ＬＯＸ１ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｏｘＬＤＬａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｎＬＯＸ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＧＭＣｓ
Ｍ：１００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１：０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ；２：２５μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ；３：５０

μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ；４：１００μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ

图２　ＰＩＡ对大鼠肾小球系膜细胞ＬＯＸ１（Ａ）、

ＴＧＦβ１（Ｂ）ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＩＡｏｎｏｘＬＤＬｉｎｄｕｃｅｄＬＯＸ１（Ａ）ａｎｄ

ＴＧＦβ１（Ｂ）ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＧＭＣｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐ；３：ＰＩＡｇｒｏｕｐ

２．２．２　ＰＩＡ对肾小球系膜细胞分泌 ＴＧＦβ１、ＦＮ、

ＣｏｌⅣ的影响　５０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ组肾小球系膜细
胞培养上清中ＴＧＦβ１含量明显高于空白对照组和

ＰＩＡ组（Ｐ＜０．０１）；５０μｇ／ｍｌｏｘＬＤＬ组肾小球系膜
细胞培养上清中ＦＮ含量明显高于空白对照组和

ＰＩＡ组（Ｐ＜０．０５或０．０１），ＣｏｌⅣ的含量亦明显高
于空白对照组和ＰＩＡ组（Ｐ＜０．０１）。详见表１。

表１　ＰＩＡ对大鼠肾小球系膜细胞

分泌ＴＧＦβ１、ＣｏｌⅣ、ＦＮ的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＩＡｏｎＴＧＦβ１，ＣｏｌⅣａｎｄ

ＦＮｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙＧＭＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｏｘＬＤＬ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＴＧＦβ１

（ρＢ／ｐｇ·ｍｌ
－１）

ＣｏｌⅣ
（ρＢ／ｎｇ·ｍｌ

－１）
ＦＮ

（ρＢ／ｎｇ·ｍｌ
－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３４．２２±１．０４ ２６．２３±０．７２ １０３．１５±８．１４
ｏｘＬＤＬ ４１．２２±１．３２ ３０．０５±０．９６ ２６２．６５±１．６３

ＰＩＡ ３２．２５±１．７５△△ １９．１８±０．７７△△ ７１．６５±０．７９△△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｏｘＬＤＬ
（５０μｇ／ｍｌ）ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＬＯＸ１是由Ｓａｗａｍｕｒａ等［３］于１９９７年首次在
牛主动脉内皮细胞上发现的ｏｘＬＤＬ的受体，后来
发现ＶＳＭＣ、巨噬细胞也可以诱导表达。ＬＯＸ１属
于Ⅱ型单链跨膜蛋白，有一个短的Ｎ端胞质亲水结
构和一个长的Ｃ端胞外亲水结构域，中间为疏水区
域，从结构上看属于Ｃ型选择素家族。ＬＯＸ１作为

ｏｘＬＤＬ的受体与以往的清道夫受体（如ＣＤ３６）不
同，它具有高度的配体特异性，可以结合、内吞、降解

ｏｘＬＤＬ，但对天然低密度脂蛋白 （ｎａｔｉｖｅＬＤＬ，

ｎＬＤＬ）和乙酰化低密度脂蛋白（ａｃｅｔｙｌＬＤＬ，ＡＣ
ＬＤＬ）无作用［４５］。这表明ｏｘＬＤＬ与ＬＯＸ１的结合
是特异的，此过程可被ＬＯＸ１阻滞剂ＰＩＡ和角叉菜
胶抑制，但不被岩藻多糖或甲基化牛血清白蛋白抑
制。许多研究［６］表明ＬＯＸ１在动脉粥样硬化的形
成中起重要作用：在离体实验中，ｏｘＬＤＬ、ＴＮＦα、

ＴＧＦβ１、血管紧张素等刺激因素可以诱导ＬＯＸ１快
速表达；在体实验研究发现，一些促动脉粥样硬化因
素，如高血压、高胆固醇血症、糖尿病等可诱导其表
达；动脉粥样斑块内ＬＯＸ１表达增加，在粥样斑块
核心新生血管亦有大量表达。相反，减少其表达则
可减轻ｏｘＬＤＬ介导的内皮细胞损伤，进而抑制动
脉粥样硬化的发生［７８］。

　　有研究［９］表明ｏｘＬＤＬ／ＬＯＸ１系统不仅作用
于动脉粥样硬化，在高血压性肾小球硬化的过程中
也起作用。该研究发现ＬＯＸ１在肾脏的表达亢进，
能进一步增加肾小球内压，并通过系膜细胞过度摄
取ｏｘＬＤＬ，产生与血管平滑肌相似反应，即系膜细
胞增生和系膜基质产生过多，进入肾小球硬化的前
期，进而产生黏附分子、生长因子及细胞因子等异常
增加，损伤肾小球及间质，促进肾脏硬化。最近的研
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究［１０１１］发现，ＬＯＸ１在慢性肾功能衰竭及移植肾的
血管损伤等发展过程中也起关键的作用。本研究发
现在系膜细胞上ＬＯＸ１有少量表达；ｏｘＬＤＬ作用
后，可浓度依赖性的上调ＬＯＸ１表达，在５０μｇ／ｍｌ
时最高。这说明对于系膜细胞而言，ＬＯＸ１也是其
结合或内吞ｏｘＬＤＬ的重要受体。但当ｏｘＬＤＬ浓
度达１００μｇ／ｍｌ时，ＬＯＸ１表达量比５０μｇ／ｍｌ时
下降，这与 Ｍｅｈｔａ等［１２］在内皮细胞中研究一致，但
机制还不清楚。

　　肾小球硬化与动脉粥样硬化在病理改变和病理
机制上很相似。许多实验证明脂质代谢紊乱是导致
肾小球硬化的重要因素，其中ｏｘＬＤＬ及其受体起
关键作用。研究表明ｏｘＬＤＬ可以通过刺激系膜细
胞增生和肾小球细胞外基质的分泌增多，引起肾小
球硬化。为了进一步说明ＬＯＸ１是否介导ｏｘＬＤＬ
引起的纤维化作用，本实验选择ＦＮ、Ⅳ型胶原等

ＥＣＭ成分作为观察指标，观察ＬＯＸ１阻滞剂ＰＩＡ
对ｏｘＬＤＬ诱导的系膜细胞分泌ＥＣＭ 的影响。结
果显示，ｏｘＬＤＬ可以诱导系膜细胞分泌细胞外基质
增多，相反，ＰＩＡ的应用则明显抑制了ｏｘＬＤＬ对系
膜细胞诱导的ＥＣＭ 的分泌。此结果与内皮细胞、
平滑肌细胞中的作用一致，说明ＬＯＸ１不仅在内皮
细胞、平滑肌细胞中介导ｏｘＬＤＬ的作用，在系膜细
胞中也起重要作用，阻滞 ＬＯＸ１的作用对防止

ｏｘＬＤＬ引起的肾纤维化有重要作用。

　　ＴＧＦβ１在细胞外基质的积聚中起着重要作用。
本实验以前的研究发现ｏｘＬＤＬ可以刺激促纤维化
因子ＴＧＦβ１表达增加。本研究进一步从基因水平
和蛋白水平观察ＰＩＡ对ＴＧＦβ１表达的影响。结果
同样显示，ＰＩＡ 能下调ｏｘＬＤＬ诱导的系膜细胞

ＴＧＦβ１的表达，其分泌量也减少。

　　以上结果提示，ＬＯＸ１在ｏｘＬＤＬ诱导的肾小
球纤维化中可能起重要作用，阻断该受体也许可以
作为防治肾小球硬化的措施之一。
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