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摘要 目的 :研究块化钾对染铅份小管上皮细胞 X】A P的表达及凋亡的影响
,

探讨其对抵杭铅导致的近曲 肾小甘上皮细胞报

伤的可能机制
。

方法 : 应用流式细她术检浏染铅 KII
一 2 细胞及对照组细她中 X】AP 的表达及凋亡情况

。

结果 : 染铅 KII
一 2 细胞

中 x 认 p 的表达明显低于对照组
,

且虽然铅浓度的增高而 降低 ( p
< 0

.

05 / p < 0
.

01 )
,

映化钾能够减弱上述文化 ( p < 0
.

05 / p < 0
.

01 ) ; 染铅 KII
一 2 细胞的凋亡率明显高于对照组

,

且虽然铅浓度的增高而升高 ( p < 0
.

脚 p < 0
.

0 1 )
,

琪化钾能够降低染铅细胞的凋

亡率 ( p < 0
.

05 / p < 0
.

01 )
。

结论 :琪化钾能够上调染铅 HK
一 2 细胞中杭凋亡蛋白刀A P 的表达

,

降低凋亡率
,

在一定程度上降低铅

对细胞的报伤
。
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前言

铅对人体全身各个器官均可造成不同程度的损害
,

而肾

脏是仅次于大脑的第二个铅靶器官
,

铅对儿童肾脏比成人更

易造成伤害
。

但其损害机理尚不清楚
,

有学者认为从分子水

平阐明铅对细胞的毒理
,

并在分子水平予以预防
,

有可能达到

根治的目的
。

近年来铅的神经独立研究较多
,

但对肾脏细胞

的毒理研究报道甚少
。

凋亡抑制蛋白 ( i汕` otr ` 甲喇佣1
5

帅
-

俪朋
,

】A几 ) 家族是一种内源性的凋亡抑制因子
,

能抑制不同

原因引起的细胞凋亡
。

刀AP 是 IAP 家族中最具有潜在抑制活

性的蛋白
。

本文旨在研究铅对肾小管上皮细胞凋亡抑制因子

的作用
,

并用 KI 对凋亡抑制蛋白犯AP在染铅 bk
一 2 细胞中的

表达变化及凋亡的影响
,

以探讨其对铅导致的近曲肾小管上

皮细胞的抗损伤作用
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

液 RPM l l翻O 购自美国 G田】oc 公司
;胎牛血清购自天津

生物制品公司 ; 醋酸铅
,

碘化钾均为 si , l坦公司产品
。

A川记石 n

V 凋亡检测试剂盒购自北京宝赛生物技术有限公司
。

犯人P单

克隆抗体及 万们℃ 一

nati 够 (鼠 )购自美国 . 川.

~ 公司
。

1
.

2 仪. 设备主要实脸仪份包括

流式细胞仪 ( FA 6 C目2违ur
,

美国 DB 公司 )
,

相差显徽镜

(日本 。如娜灿 公司 )和超速离心机 (美国 且父如皿
1

公司 )等
。

1
.

3 细胞培养

近端肾小管上皮细胞系 (】仪 一 2) 购自美国 川代 C 公司
,

采

用含 5%胎牛血清的 RR旧 l翻 0 培养基培养
,

培养条件为 5 %

二氧化碳
、

37 ℃恒温孵箱
。

细胞生长至 即% 融合后
,

换不含胎

牛血清的 RPMl l翻O培养液
,

继续培养解 h
,

使细胞处于相对生

长
。

1
.

4 实脸分组

上述条件下培养的细胞分为
:

( )l 空白对照组
,

在正常条

件下培养 ( 2) 加上终浓度为 1伽m ” F I的醋酸铅 ( 3 )加人终浓度

为即肠加功 的醋酸铅 ( 4) 加人终浓度为 义腼加盯 l的醋酸铅
,

分

别于培养箱内孵育 l h ; ( 5 )加人终浓度为 l伽刃阂F l 的醋酸铅

(6) 加人终浓度为太腼服方 1的醋酸铅 ( 7) 加人终浓度为 父脑加 F

1的醋酸铅 ; ( 5 ) 一 ( 7) 组
,

分别加人终浓度为 峋州d 的 红
.

37 ℃孵育 30 分钟后
,

加人不同浓度的醋酸铅
,

于培养箱内孵育

ht
。

然后以上各组 P璐洗两遗
,

备用
。

1
.

5 流式细胞仪检侧 X】AP 蛋白衰达含,

收集 5 x l护个细胞
,

4℃
,

70 % 乙醉固定 30 分钟后
,

加含
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l %的 T 阴笼` 刃穿透级冲液洗 2次
。

加 刀 P A单克隆抗体 (1 :

1伪 )殉d
,

4℃牌育 1小时
,

P璐 洗 2次
,

加人 R 代 标记的羊抗

暇够 (l
: 1的 )殉 d

,

4℃孵育 30 分钟
, P璐 洗 2 次

,

上机侧定
。

各组均作复管检侧 ( n 二 3)
,

未处理细胞不加抗体作为阴性对

照
,

未处理细胞加抗体作为空白对照组
。

1
.

` 月亡检侧

按试剂盒操作要求进行
,

简要过程如下
: 腆蛋白酶消化获

取各组 1 x l护细胞
,

用 4℃预冷的 1理5 洗涤 2 次
,

1X( X) r/ , 离

心 5 1亩 n , 弃上清
,

用结合级冲液悬浮细胞
,

分别加人 儿侧浦
n -

v 一 可况和 H 混匀
,

避光 4℃反应 加面 ” ,

再加人适量结合缓冲

液
,

立即于流式细胞仪 ( FA。 祀心` 叮
, 一

C及以班. 软件
,

美国 DB

公司 )获取 岌刀刃 个细胞进行分析
。

儿侧泪n 一 V 和 n 均阴性

者为正常细胞
,

均阳性或 PI 单阳者性为坏死的细胞
,

儿此痴
” -

V单阳性者为凋亡细胞
。

结果以凋亡细胞占全部细胞的百分

比表示
。

1
.

7 统计学分析

数据采用均数 土 标准差 ( x 土 )s 表示
,

使用 s只弥10
.

0统计

学软件
,

采用单因素方差分析和卡方检验
,

以 P < 0
.

仍 为有显

著性差异
。

2 结果

2
.

i X】A P 班白裹达

刀AP蛋白表达
,

见图一
。

表达最以流式细胞仪检侧到的

荧光强度表示
,

各组的荧光强度均减去阴性对照组本底
,

见表

一
。

犯AP蛋白表达盆与染铅的浓度成反比
,

加 KI 后 刀AP 蛋

白表达 t 均较相应染铅组为高
,

提示 KI 对铅的损伤有保护作

用
。

. ` 白日
二

目 ,

圈 1:刀人P 班白襄达检侧摘.
,
N 为阴性对服

,
C 为空白对照组

, a
为

1加咐刃】的
二

铅组
,

b 为侧、 盯d 月 的. 吸铅组
, 。
为 , 腼曰曰的, .

铅组
,

. 色为确化钾千顶组
,

红色为欢化钾加千顶组
。
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`

以百分比表示
,

凋亡率与染鹅浓度的呈正相关
,

加人 KI

后
,

凋亡率均较相应染铅组降低
。

见表一
。

衰 l 刀 P̂ 蛋白衰达与脚亡检侧

乳心 e l 乃. e in E甲瀚 1. 了儿印 耐 A脚种画.

分组 XAI P 表达 调亡 (% )

( 1) 空白对照组 刀 5
.

34 士刃
.

D7 .0 41

( 2 ) 1加叮刀】的醋酸铅组 187
.

75 生沁
.

印
,

7
.

13
.

( 3) 刀汤m d 月的醋酸铅组 177
.

65 土加
.

钻二 12
.

75
. ’

(4) , 以川 d / 1的醋酸铅组 161
.

以
全 1.5 以

。 ’

31
.

肠二

( 5) 1认 . l
d / l的醋酸铅

+ 心 组 2 1.4 加 土 27
.

21
.

5
.

43
’

( 6) 加腼心 /】的醋酸铅
+ KI 组 21 .2 53 士 25 65

.

.8 仍
.

( 7) , 灿
. d /】的醋酸铅

+ KI 组 187
.

52 土 27
.

印
. ’

26
.

3二

各组均作复管检侧 (
n 二

3)
,

未处理细胞不加抗体作为阴性对照
,

未处理细胞加抗休作为空白对照组各
。
X】A P 蛋白表达 t 以流式细胞

仪检侧到的荧光强度减去阴性对照组本底
, .

p < 。
.

仍… p < .0 仍
。

N. . :

l̂l 乎. IP

~
花详川曰 3 ti

~
,
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廿 d

, .

p

< 0
.

仿
,

二 p < 0
.

仍
.

3 讨论

慢性进行性肾脏病变是导致慢性肾功能衰竭的主要原

因
。

大量研究证实慢性肾脏病变的主要病理特点是肾脏正常

固有的细胞的凋亡和肾小球及肾间质的纤维化
,

因而揭示肾

细胞凋亡和纤维化机理
,

以终止和预防肾脏的细胞凋亡和纤

维化是延缓肾功能衰竭的关键
。

70 年代 B口na T 则发现慢性

铅性肾病患者的肾单位因纤维化而破坏
,

另一部分
“

肾单位则

不留痕记地消失
,

川
。

在人类
,

细胞凋亡的分子机制是复杂的
,

受到多种因素的

调控近年来
,

人们逐渐发现一组广泛存在于许多物种细胞内

的具有凋亡抑制作用的蛋白质
,

被称为凋亡抑制蛋白家族 ( in
-

址`姗 ` 即甲比认 详议` ,
,

认几 )
。

认几最早在杆状病毒中被鉴

定
,

进化上高度保守
,

在许多物种中行使阻止细胞凋亡的功

能
。

刀A P是 X染色体连镇的 认P
,

是 】AP 家族中最具有潜在

抑制活性的蛋白其在人体内的分布最广
,

主要生物学功能是

抑制细胞凋亡 2[, 3]
。

凋亡发生是一个复杂的由伽钾嘴 介导的

蛋白醉级联反应过程
,

。明声既 是凋亡的中心执行者
。

x IA p 可

以直接与 峨远卿. 一

叨刀结合
,

抑制伽声即 活性
,

从而抑制细

胞凋亡的发生〔4
一

6]
。

本研究发现
,

染铅浓度与犯人P 的表达呈

负相关 ( P < 0
.

05 )
,

与凋亡率程正相关 ( p < 。
.

仍 )
,

提示铅通过

抑制 X】A P基因表达是诱导近曲肾小管上皮细胞发生凋亡可

能机制
。

有研究表明
:
打可通过阻断铅向细胞内扩散并与细胞内

的铅结合
,

可以维持 Na
+ 一 K

令 一 A印醉正常活力
,

而且能被使

铅抑制的醉恢复活力
,

从而使肾小管上皮细胞免受铅损害
,

但

其具体作用不明[,. 8]
。

本实验显示
,

碘化钾干扰组中
,

x lAp 蛋

白的表达量高于同等染铅剂最组
,

并且凋亡率明显下降
。

提

示其能通过上调 X】AP 蛋白的表达而降低近曲肾小管上皮细

胞的凋亡从而起到保护作用
。

由此可推测
,

碘化钾对铅毒性

的保护机制是多方面的
:
一方面

,

即可通过阻断铅向细胞内扩

散 ; 又能与细胞内的铅结合
,

保护 Na
令 一 K

十 一 左印 酶 ; 另一方

面
,

还能通过促进凋亡抑制蛋白的表达
,

降低细胞的凋亡率
。

可以预见
,

碘化钾对铅损害的治疗预防机制是个复杂的网络
,

更多的机制尚需进一步研究
。

《下转第 , 页 )



法分离培养骨位基质细胞
,

利用骨妞荃质细胞贴壁生长的特

性
,

通过更换培养液的方法
,

逐渐去除悬浮生长的造血细胞
,

从而获得了均一性较高的骨位基质细胞
。

该方法操作简单
,

减少了离心
、

密度分离等步骤
,

从而减少污染机会以及对细胞

的损害
,

因而成功率高
,

本实验 10 只动物的原代培养中有 8 只

一次成功
。

该方法缺点是红细胞干扰原代细胞的观察
。

骨质疏松等骨丢失性疾病在骨量减少的同时往往伴随骨

位内脂肪组织增加2[]
。

实际上
,

所有导致骨丢失的条件如卵

巢切除
、

制动
、

服用糖皮质激素等
,

均伴有妞内脂肪细胞的增

加 31[
。

成骨细胞和成脂细胞拥有一个共同的前体细胞源

M别 ) 2J[ 州Sl 。 向成骨与成脂细胞分化的平衡维系着位内骨组

织与脂肪组织量的平衡
。

一旦 M别) 过多地向成脂细胞方向

分化
,

则向成骨细胞分化的细胞数就相应减少
,

进而引起成骨

缺陷
。

成骨与成脂平衡的调控机制十分复杂
,

有多条信号通

路的参与
。

包括 l
、

过氧化酶增殖体激活受体 r 通路 ; 2
、

W ao St

通路 ; 3
、

川. A 通路 ; 4
、

G 蛋白偶联受体通路 5
、

N以d叮 d e加扩

」吧州 通路等5[]
。

地塞米松在成骨
、

成脂的诱导分化中均起着重要作用
,

有

人称之为骨位基质细胞分化的启动因子 e[]
。

刘杰等 [, ] 实验结

论
:

地塞米松可以从分子水平调控骨健基质细胞分化
,

地塞米

松浓度 l x 幻
一 , . 目盯 L 时

,

诱导体外培养的骨位基质细胞向脂

肪细胞分化方向较强
。

脂肪细胞可以合成并储存甘油三醋
,

因此可以用油红 0 染色作为鉴定脂肪细胞的方法
。

碱性磷酸

酶是诱导成骨后的关键性标志之一
,

并且是最早出现的成骨

标志 s[]
。

定量检侧碱性磷酸酶的活性可以衡量成骨细胞分化

程度和成骨细胞的功能状态
。

5 结论

本研究结果表明
,

采用全骨妞贴壁法可以获得去卵巢骨

质疏松山羊 M S C s ,并且体外扩增生长良好
,

可以用于相关研

究
。

在地塞米松浓度 l x 幻
一 , . 州叮L 诱导下

,

去卵巢骨质疏松

组 M以、 向脂肪细胞分化比例明显高于对照组
,

在成骨诱导

液诱导下
,

去卵巢骨质疏松组 M义为碱性磷酸酶表达量明显

低于对照组
,

由此
,

可以得出结论
:

去卵巢骨质琉松山羊 侧侣Q

成脂分化能力增强
,

成骨分化能力减弱 ; 并且其成骨能力减

弱
。

因此洲侣仓细胞分化方向改变
,

致成骨细胞生成减少
,

脂

肪细胞生成增多可能是骨质疏松症的原因之一
。
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