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　　［摘要］　目的　观察洛伐他汀对人常染色体显性遗传性多囊肾病（ＡＤＰＫＤ）囊肿衬里上皮细胞ＣＯＬⅠα１基因启动子活
性的影响。方法　用ＦｕＧＥＮＥ转染法将ｐＣＯＬＨ０．２７或ｐＣＯＬＨ２．５重组体瞬时转染至ＡＤＰＫＤ囊肿衬里上皮细胞，用不同
浓度的洛伐他汀和香叶基香叶基焦磷酸（ＧＧＰＰ）处理转染细胞，２４ｈ后，用ＥＬＩＳＡ法测定细胞报告基因ＣＡＴ表达量。以未加

入药物孔的ＣＡＴ值为１，计算出实验孔ＣＡＴ的相对表达量。结果　瞬时转染ｐＣＯＬＨ０．２７或ｐＣＯＬＨ２．５的 ＡＤＰＫＤ囊肿
衬里上皮细胞，经１０或５０μｍｏｌ／Ｌ洛伐他汀处理２４ｈ后，ｐＣＯＬＨ０．２７与ｐＣＯＬＨ２．５的活性均受明显抑制。１０μｍｏｌ／Ｌ洛伐

他汀使ｐＣＯＬＨ０．２７与ｐＣＯＬＨ２．５活性分别下降２２％和２６％（Ｐ＜０．０５），５０μｍｏｌ／Ｌ洛伐他汀使ｐＣＯＬＨ０．２７与ｐＣＯＬＨ２．５
活性分别下降３７％和３９％（Ｐ＜０．０１）。洛伐他汀对ｐＣＯＬＨ０．２７与ｐＣＯＬＨ２．５活性的抑制水平相近。ＧＧＰＰ可逆转这一作

用（Ｐ＜０．０１）。结论　洛伐他汀对ＡＤＰＫＤ囊肿衬里上皮细胞ＣＯＬⅠα１基因启动子活性有明显抑制作用。洛伐他汀的这一
作用可能与其抑制ＧＧＰＰ产生，从而阻断促纤维化细胞因子信号转导有关。
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　　Ⅰ型胶原（ＣＯＬⅠ）是器官纤维化时产生的各型胶原蛋

白中的主要成分。在常染色体显性遗传性多囊肾病（ＡＤＰ

ＫＤ）进展中，它的过度积聚可导致肾小球硬化、肾小管基底

膜增厚和间质纤维化的发生和发展。ＣＯＬⅠ基因表达的调

控主要在转录水平［１］。研究证实 ＨＭＧＣｏＡ还原酶抑制剂

（ＨＣＲＩ）能抑制ＣＯＬⅠ等多种细胞外基质（ＥＣＭ）成分的合

成［２］。我们前期研究发现洛伐他汀可减少 ＡＤＰＫＤ囊肿衬

里上皮细胞ＣＯＬⅠ和ＣＯＬⅣ的分泌［３］。但这一作用是否通

过对基因启动子活性的调控而发挥作用，目前尚不清楚。为

此，我们观察了洛伐他汀对ＡＤＰＫＤ囊肿衬里上皮细胞ＣＯＬ

Ⅰα１基因启动子活性的影响。

１　材料和方法

１．１　细胞　人ＡＤＰＫＤ肾囊肿衬里上皮细胞株由本院肾内

科实验室自建［４］。

１．２　 主要试剂和仪器 　 人 ＣＯＬⅠα１ 启动子重组体

ｐＣＯＬＨ０．２７与ｐＣＯＬＨ２．５由本院实验诊断科提供，均含

ＳＶ４０增强子、ＣＡＴ报告基因及ＣＯＬⅠα１启动子片段，经酶

切鉴定，证实重组体ｐＣＯＬＨ０．２７、ｐＣＯＬＨ２．５分别相应于人

ＣＯＬⅠα１基因上游－２６８～＋４２ｂｐ、－２４８３～＋４２ｂｐ序

列，报告基因测活显示两者均具有很强的启动表达活性［５］。

　　洛伐他汀为ＬＫＴＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ产品，香叶基香叶基

焦磷酸（ＧＧＰＰ）为Ｓｉｇｍａ公司产品，ＦｕＧＥＮＥ转染试剂、裂解

缓冲液、ＣＡＴＥＬＩＳＡ检测试剂盒为 Ｒｏｃｈｅ公司产品，βｇａｌ
质粒、βｇａｌａｓｓａｙ２×ｂｕｆｆｅｒ为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，ＣＡＴ表达

阳性质粒为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，Ｄｕ６００型紫外分光光度计

为Ｂｅｃｋｍａｎ公司产品，１２８型酶标仪为ＣｌｉｎｉｃＢｉｏ公司产品。

　　洛伐他汀溶液按照文献报道预先将洛伐他汀水解成活

性成分［６］。称取洛伐他汀粉末９０ｍｇ，加１．８１ｍｌ无水乙醇，

在５５℃下溶解，再加入０．６ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠０．９ｍｌ，室温下

放置３０ｍｉｎ，用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸将ｐＨ调至８．０，无菌水定容至

２２．５ｍｌ，洛伐他汀终浓度为４ｍｇ／ｍｌ，分装，－２０℃保存。使

用时用含２％胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养液配制成终浓度为

１０、５０μｍｏｌ／Ｌ的应用液。

１．３　细胞转染ｐＣＯＬＨ０．２７和ｐＣＯＬＨ２．５质粒　传代培养

的ＡＤＰＫＤ囊肿衬里上皮细胞经消化后，以３×１０５／孔接种

于６孔板。细胞培养至６０％～８０％融合后，用ＦｕＧＥＮＥ转

染试剂转染ｐＣＯＬＨ０．２７和ｐＣＯＬＨ２．５质粒各２μｇ，同时转

染βｇａｌ１μｇ作为内对照，ＣＡＴ表达阳性质粒作为阳性对

照。转染２４ｈ后，吸弃培养液，换含洛伐他汀１０、５０μｍｏｌ／Ｌ
或洛伐他汀５０μｍｏｌ／Ｌ＋ＧＧＰＰ２０μｍｏｌ／Ｌ的应用液，继续

培养２４ｈ，测定报告基因ＣＡＴ的活性。

１．４　蛋白定量　终止培养的细胞用预冷的ＰＢＳ洗３遍后以

裂解缓冲液裂解细胞，在紫外分光光度计上测定蛋白含量。
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１．５　βｇａｌ活性测定　１００μｌ细胞裂解液加入１００μｌβｇａｌ

ａｓｓａｙ２×ｂｕｆｆｅｒ混匀，置３７℃１２ｈ后加入１ｍｏｌ／Ｌ碳酸钠混

匀，酶标仪４２０ｎｍ处测光密度。

１．６　ＣＡＴ活性测定　采用ＥＬＩＳＡ法，按照试剂盒说明书操

作。２００μｌ细胞裂解液加入已包被抗体的９６孔板，经第一

抗体、第二抗体作用后，加入底物显色，酶标仪４０５ｎｍ～４９２

ｎｍ测定光密度值。

１．７　统计学处理　所有测得ＣＡＴ值用βｇａｌ值与蛋白浓度

校正，实验重复４次，采用４次的均值计算各重组体的相对

活性。以未加入药物孔的ＣＡＴ值为１，实验孔与之比值作

为实验孔ＣＡＴ的相对表达量。数据以珚ｘ±ｓ表示，用ｔ检验

进行统计学分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

　　洛伐他汀对ＡＤＰＫＤ囊肿衬里上皮细胞ｐＣＯＬＨ０．２７与

ｐＣＯＬＨ２．５的活性均有抑制作用，随洛伐他汀剂量增加，抑

制作用也增强，呈剂量依赖关系。１０μｍｏｌ／Ｌ洛伐他汀使

ｐＣＯＬＨ０．２７与ｐＣＯＬＨ２．５活性分别下降２２％和２６％（Ｐ＜
０．０５），５０μｍｏｌ／Ｌ洛伐他汀使ｐＣＯＬＨ０．２７与ｐＣＯＬＨ２．５
活性分别下降３７％和３９％（Ｐ＜０．０１）。同浓度洛伐他汀对

ｐＣＯＬＨ０．２７与ｐＣＯＬＨ２．５活性的抑制水平相近。ＧＧＰＰ
有逆转作用（Ｐ＜０．０１），见表１。

表１　各组ＡＤＰＫＤ囊肿衬里上皮细胞

ｐＣＯＬＨ０．２７与ｐＣＯＬＨ２．５的活性
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ）

组别 ｐＣＯＬＨ０．２７ ｐＣＯＬＨ２．５

对照 １．０ １．０
洛伐他汀ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

　　１０ ０．７８±０．０４ ０．７４±０．０５

　　５０ ０．６３±０．０５ ０．６１±０．０９

洛伐他汀（５０μｍｏｌ／Ｌ） ０．８７±０．０７△△ ０．８８±０．１１△△

　＋ＧＧＰＰ（２０μｍｏｌ／Ｌ）

　ＡＤＰＫＤ：常染色体显性遗传性多囊肾病；ＧＧＰＰ：香叶基香叶基焦

磷酸．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与对照组比较；△△Ｐ＜０．０１与５０

μｍｏｌ／Ｌ洛伐他汀组比较

３　讨　论

　　ＣＯＬⅠ由两条α１（Ⅰ）链与一条α２（Ⅰ）链组成。ＣＯＬⅠ
的生物合成在转录水平和转录后水平受多种因素影响，这些

因素包括细胞因子如 ＴＧＦβ、ＩＦＮγ，化学物质如ＣＣｌ４、乙醛

等。ＣＯＬⅠ等ＥＣＭ基因如何在纤维化相关病理条件下激活

转录尚不清楚。目前已发现在ＥＣＭ 基因特别是ＣＯＬⅠ基

因上游存在重要的转录调控序列，这些转录调控序列（顺式

调控元件）与核蛋白转录因子（反式作用因子）的相互作用是

病理条件下这些基因激活转录的关键始动因素。Ｚｆ９、ＳＰ１、

ＮＦⅠ、ＡＰ１、ＮＦκＢ等转录因子与ＣＯＬⅠ转录调控密切相

关［７９］。　

　　细胞因子对胶原蛋白基因的激活途径包括与细胞膜上

的受体结合，通过信号转导系统，激活核因子与胶原基因启

动子上的顺式作用元件结合，启动胶原 ｍＲＮＡ的合成。启

动子的激活是信号转导途径的最后一站。本研究针对启动

子激活这一环节，在转录水平研究细胞因子对胶原蛋白合成

的调控。本研究结果显示，洛伐他汀呈剂量依赖地抑制ＡＤ

ＰＫＤ囊肿衬里上皮细胞ＣＯＬⅠα１基因启动子ｐＣＯＬＨ０．２７
与ｐＣＯＬＨ２．５的活性，表明洛伐他汀可通过对ＥＣＭ 基因启

动子活性的调控，减少ＥＣＭ 的合成。ＧＧＰＰ在一定程度上

能阻断洛伐他汀的上述作用，提示洛伐他汀的这一作用可能

与其抑制ＧＧＰＰ产生，从而阻断促纤维化细胞因子信号转导

有关。洛伐他汀对ｐＣＯＬＨ０．２７与ｐＣＯＬＨ２．５活性均有明

显抑制作用，且抑制水平较为接近，提示洛伐他汀对ＣＯＬⅠ

α１基因启动子的作用部位主要在近端－０．２７ｋｂ的区域内。

此范围内的哪些顺式作用因子和反式作用因子参与这一作

用有待进一步研究。
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