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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察血管紧张素域(Ang域)对大鼠肾小球内皮细胞(GEC)单核细胞趋化蛋白 1(MCP鄄1)表达的

影响,探讨其相关作用机制。 方法摇 对大鼠 GEC 进行分离培养与鉴定;采用 Western blot 法检测大鼠 GEC 炎性因

子 MCP鄄1 蛋白的表达;RT鄄PCR 和 Western blot 法检测血管紧张素域 1 型受体(AT1R)的 mRNA 和蛋白水平。 结果

摇 与正常对照组比较,施加 Ang域刺激因素后 MCP鄄1 表达量明显增高,呈剂量(10 - 7 mol / L ~ 10 - 5 mol / L)依赖效

应;10 - 5 mol / L Ang域作用下,大鼠 GEC 的 AT1R mRNA 和蛋白水平明显增加,成时间依赖效应;10 - 6 mol / L AT1R
拮抗剂替米沙坦(TEL)可以抑制 Ang域(10 - 5 mol / L)的作用,MCP鄄1 的表达量下降。 结论 摇 Ang域通过上调大鼠

GEC 的 AT1R 水平,使大鼠 GEC 的 MCP鄄1 表达量增加。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of angiotension 域 (Ang域) on the expression of monocyte chemoat鄄
tractant protein鄄1 (MCP鄄1) in rat glomerular endothelial cells (GEC) and the related mechanism. 摇 摇 Methods摇 Primary
GEC were isolated from Sprague鄄Dawley (SD) rats. 摇 The synthesis of MCP鄄1 in rat GEC was determined by Western blot
method. 摇 RT鄄PCR method was used to detect the expression of angiotensin 域 type 1 receptor (AT1R)mRNA. 摇 摇 Re鄄
sults摇 Ang域 stimulation increased the synthesis of MCP鄄1 and promoted the expression of AT1R mRNA in rat GEC. 摇
Telmisartan (TEL), an AT1R blocker, blocked the effect of Ang域 on rat GEC and decreased the expression of MCP鄄1.
Conclusion摇 Ang域 induces MCP鄄1 production in rat GEC mediated by the AT1R.

摇 摇 肾内肾素鄄血管紧张素系统 ( renin鄄angiotensin
system,RAS) 的局部激活是多种慢性肾脏病变发生

发展过程中的主要特点,血管紧张素域 (angiotensin
域, Ang域) 作为该系统的效应因子在机体血容量、
血流动力学及内环境稳态的调节中发挥主导作

用[1鄄2]。 已有研究表明肾内局部升高的 Ang域水平

与高血压、糖尿病时肾脏病变的发生发展关系密

切[3]。 研究发现 Ang域不仅可以导致球内高压,同
时还具有生长因子和炎症因子的作用,致使肾小球

发生硬化病变[4]。 肾小球内皮细胞( glomerular en鄄
dothelial cells, GEC)又称肾脏微血管内皮细胞,是
肾小球滤过屏障的重要组成部分,是血液内的致病
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因子以及血液动力学变化易损伤的靶细胞,受损激

活后可分泌单核细胞趋化蛋白 1(monocyte chemoat鄄
tractant protein鄄1,MCP鄄1)等多种炎症因子[5]。 目前

有关 Ang域是否会诱导肾小球内皮细胞发生炎症反

应方面的研究,尚未见报道。 Ang域的作用主要通

过 AT1 和 AT2 两种类型受体介导,在成人肾脏组织

中,AT1 受体分布广泛,而 AT2 受体分布很少[6鄄7]。
Ang域在心血管系统中的作用主要通过 AT1 受体介

导。 本实验主要从炎症方面探讨 Ang域对大鼠肾小

球内皮细胞的作用及其相关机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 RGEC 分离培养与鉴定

摇 摇 SD 乳鼠(雌雄不限,购于中国医科大学实验动

物部),体重 20 ~ 30 g [动物合格证:SCX K (辽)
2003鄄0009]。 无菌条件下取双肾,剥去被膜,眼科剪

剪下肾皮质部分于培养皿中,将其剪碎后分别经由

80、100、200 目尼龙筛网滤过[8],离心取沉淀,加入

0. 125%胰蛋白酶,水浴震荡 30 min。 将消化好的肾

血管球离心取沉淀,置于配制好的 10% 胎牛血清

DMEM 的培养液中( Invitrogen),接种于预先涂有

0郾 2%明胶的培养瓶内,放入饱和湿度、37益、5%
CO2 的培养箱中培养。 72 h 后首次换液,后隔日再

换液。 培养 5 ~ 7 日后,倒置相差显微镜下观察细胞

爬满培养瓶底 80%以上,胰酶消化传代,第 3 ~ 5 代

细胞用于实验。 细胞的鉴定采用免疫荧光法检测

第峪因子相关抗原:RGEC 培养 7 日后,倒置相差显

微镜下观察细胞爬满培养瓶底 80%以上,胰酶消化

传代,种植 0. 2%明胶包被的玻片上,6 空培养板内

培养 4 天后取出玻片。 以 4% 多聚甲醛固定 30
min,加 0. 2% Triton 1 滴,室温放置 20 min,在玻片上

滴加峪因子一抗(北京中杉),4益过夜。 吸除一抗,
PBS 冲洗干净,加入 FITC 和罗丹明分别标记的二抗

(北京中杉),37益孵育 1 h,PBS 冲洗 3 次,荧光显微

镜下观察,照相。
1郾 2摇 Western blot 法检测 MCP鄄1 蛋白表达

待细胞在培养瓶中生长至 80% ~ 90% 融合时

换用无血清的 DMEM 同步化 24 h,给予不同浓度

Ang域(10 - 7 mol / L ~ 10 - 5 mol / L,Sigma 公司)分别

作用 6 h、12 h、24 h。 应用 AT1R 拮抗剂替米沙坦

(TEL,10 - 6 mol / L, Merk 公司)药物时,先加入药物

孵育 0. 5 h 后,再加入 10 - 5 mol / L Ang域,对照组加

无血清培养液培养。 收集各组细胞,经 RIPA 裂解

液提取细胞总蛋白,以 Lowry 法检测总蛋白浓度。

取待测蛋白,每孔上样 40 滋g,10% SDS鄄PAGE 进行

电泳。 电泳后,将蛋白转印到 PVDF 膜上,5% 脱脂

奶粉室温封闭 2 h,分别加入 MCP鄄1 一抗(1颐 200,Bi鄄
olegend 公司)4益孵育过夜,PBS 冲洗 ,加入辣根过

氧化物酶标记的域抗(1颐 2000)37 益孵育 2 h,PBS
冲洗后加入化学发光剂进行曝光。 用 LEICA鄄Q鄄550
IW 图像分析系统对所得区带的积分吸光度进行扫

描分析。 以 茁鄄actin 作为对照,对比各组间蛋白表达

的差异。
1郾 3摇 RT鄄PCR 法检测 AT1 受体 mRNA 水平

应用 Trizol 提取细胞总 RNA,紫外分光光度计

测定 RNA 的 A260 / A280比值,琼脂糖凝胶电泳证实所

提 RNA 的完整性。 引物序列及相应扩增条件见

表 1。
RT鄄PCR 反应按照说明书进行操作,PCR 产物 5

滋L 用 2%琼脂糖凝胶电泳进行检测,采用凝胶成像

分析系统进行半定量分析,紫外灯下观察结果并

拍照。

表 1. 引物序列及相应扩增条件

Table 1. PCR primer sequences and amplification condi鄄
tions

名摇 称 引物序列(上游 / 下游) Tm
(益 )

引物长度
(bp)

大鼠 AT1 5忆鄄ATCTCGCCTTGGCTGACTTA鄄3忆 58 200
5忆鄄GACTTCATTGGGTGGACGA鄄3忆

大鼠 GAPDH 5忆鄄GGTGCTGAGTATGTCGTG 鄄3忆 56 400
5忆鄄TTCAGCTCTGGGATGACC 鄄3忆

1郾 4摇 统计学分析

采用 SPSS 17. 0 统计软件处理,计量资料以x 依
s 表示,不同组间比较采用单因素方差分析,组间两

两比较采用 Dunnet鄄t 检验,P < 0. 05 为差异有统计

学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠 GEC 的培养与鉴定

摇 摇 倒置相差显微镜下观察 GEC 形态,原代分离培

养肾小球内皮细胞单层贴壁生长,互不重叠,细胞

呈多角形或短梭形,5 ~ 7 天时肾小球内皮细胞生长

融合至 80%左右,外观呈铺路石状,边界清楚;经第

峪因子相关抗原免疫荧光鉴定,大鼠 GEC 胞膜和胞

浆处呈红色荧光(图 1),即表达较高密度的峪因子

相关抗原,胞核呈蓝色荧光(DAPI 染核),证实为肾

小球内皮细胞。
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2郾 2摇 Ang域对大鼠肾小球内皮细胞 MCP鄄1 蛋白表

达的影响

Western blot 检测结果显示,浓度效应组中,正
常对照组 MCP鄄1 蛋白表达量较低, 10 - 7 mol / L ~
10 - 5 mol / L 浓度 Ang域刺激肾小球内皮细胞能显著

增加 MCP鄄1 表达,且随着 Ang域作用浓度的增加

MCP鄄1 表达增加,呈剂量依赖效应;时间效应组中,
10 - 5 mol / L Ang域作用 6 h 时 MCP鄄1 的表达量明显

增加,12 h 达到顶峰,作用 24 h 时 MCP鄄1 的表达量

下降(图 2)。

图 1. 倒置相差显微镜下观察大鼠肾小球内皮细胞摇 摇 左图为原代培养的 RGEC;右图为第峪因子免疫荧光鉴定。

Figure 1. Light microscopy and immunohistochemical characterization of glomerular endothelial cells

图 2. Ang域对大鼠肾小球内皮细胞 MCP鄄1 表达的影响摇 摇 A 图示浓度分别为 Ang域1(10 - 7 mol / L)、 Ang域2(10 - 6 mol / L)、Ang域3

(10 - 5 mol / L)作用 12 h 肾小球内皮细胞 MCP鄄1 表达量的变化;B 图示浓度为 10 - 5 mol / L Ang域分别作用 6 h、12 h、24 h 时肾小球内皮细胞

MCP鄄1 的表达量的变化。 与正常对照组比较,施加 Ang域刺激因素后 MCP鄄1 表达量明显增高。 摇 摇 a 为 P < 0. 01,与正常对照组比较(n = 8)。

Figure 2. The effect of Ang 域 on MCP鄄1 production in cultured rats爷 glomerular endothelial cells

2郾 3摇 Ang域对大鼠肾小球内皮细胞 AT1 受体 mR鄄
NA 和蛋白水平的影响

RT鄄PCR 和 Western blot 检测结果显示,与正常

对照组相比,给予 10 - 5 mol / L 的 Ang域刺激因素后,
大鼠肾小球内皮细胞 AT1 受体的 mRNA 水平明显

增加,呈时间依赖效应(图 3)。
2郾 4摇 AT1R 拮抗剂替米沙坦对大鼠肾小球内皮细

胞 MCP鄄1 蛋白表达的影响

Western blot 检测结果显示,应用 AT1 受体拮抗

剂替米沙坦 ( TEL,10 - 6 mol / L) 可以抑制 Ang域
(10 - 5 mol / L)的作用,大鼠肾小球内皮细胞 MCP鄄1
的表达量明显下降(图 4)。

3摇 讨摇 论

血管紧张素域作为肾素鄄血管紧张素系统的主

要效应因子在机体血容量、血流动力学及内环境稳

态的调节中发挥主导作用。 已有研究表明肾内局部
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图 3. Ang域对大鼠肾小球内皮细胞 AT1 受体 mRNA 和蛋白水平的影响摇 摇 与正常对照组相比,10 - 5 mol / L Ang域作用下大鼠肾

小球内皮细胞 AT1 受体的 mRNA 和蛋白水平明显增加,成时间依赖效应。 a 为 P < 0. 01,与正常对照组比较(n = 8)。

Figure 3. The effect of Ang 域 on AT1 receptor production in cultured rats爷 glomerular endothelial cells

图 4. AT1R 拮抗剂替米沙坦对大鼠肾小球内皮细胞 MCP鄄
1 表达的影响(n = 8)摇 摇 应用 AT1 受体拮抗剂 TEL(10 - 6 mol /

L)可以抑制 Ang域(10 - 5 mol / L)的作用,MCP鄄1 的表达量下降。 a
为 P < 0. 01,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 Ang域组比较。

Figure 4. The effect of Telmisartan on MCP鄄1 production
in cultured rats爷 glomerular endothelial cells

升高的 Ang域水平与高血压、糖尿病时肾脏病变的

发生发展关系密切[3鄄4]。 研究发现 Ang域不仅可以

导致肾小球内压力升高,同时还具有生长因子和炎

症因子的作用,促进疾病状态下肾小球系膜细胞的

增生和内皮细胞的损伤,加快病变肾脏肾小球的硬

化改变。
目前有关 Ang域对血管内皮细胞结构和功能影

响的研究愈来愈受到重视[9鄄10],肾脏的肾小球内皮

细胞属于微血管内皮细胞,是肾小球滤过屏障的重

要组成部分,微血管内皮细胞受到损伤后可分泌多

种炎症因子。 本实验结果表明血管活性肽 Ang域诱

导大鼠肾小球内皮细胞发生炎症反应,生成炎性因

子 MCP鄄1。 已有研究证实糖尿病肾病发病过程中,
肾组织内炎性因子 MCP鄄1 的基因与蛋白表达均有

增加[11鄄12],炎性因子 MCP鄄1 的作用主要是募集单核

鄄巨噬细胞在肾组织浸润,进一步促进炎症反应的发

生发展[13鄄14]。 本研究结果揭示糖尿病肾病时肾内

肾素鄄血管紧张素系统被激活后,Ang 域的生成量增

多,肾内局部 Ang域浓度的增加可能会激活肾小球

内皮细胞,使得炎性因子 MCP鄄1 的表达量增多,促
进局部炎症反应的发生,久之易导致肾脏局部肾小

球出现硬化病变。
Ang域的作用主要是通过 AT1 和 AT2 两种类型

受体所介导,在人体不同组织中 Ang域两种受体的

分布不同。 在成人肾脏组织中,AT1 受体分布广泛

而 AT2 受体分布较少。 相关研究表明心血管系统

中,Ang域的作用主要通过 AT1 受体所介导[15鄄16]。
本研究的另一结果显示 Ang域可诱导大鼠肾小球内

皮细胞上调 AT1R 的 mRNA 和蛋白表达水平,说明

血管紧张素域促进大鼠肾小球内皮细胞发生炎症

反应,生成炎性因子 MCP鄄1 的作用,主要是通过

AT1 受体介导完成。 同时本实验结果也表明 AT1
受体拮抗剂替米沙坦可以抑制 Ang域的作用,降低

MCP鄄1 的生成量,进一步印证 Ang域对肾小球内皮

细胞的作用主要是通过 AT1 受体所介导。
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肾小球内皮细胞是一种微血管内皮细胞,构成

了肾小球滤过屏障的重要组成部分,对肾功能的维

持起到重要作用。 肾小球内皮细胞的生理病理改

变在高血压、糖尿病等疾病所导致肾脏病变的发生

发展过程发挥了重要作用。 肾内 RAS 系统的效应

因子 Ang域作为肾功能不全的进展因素,不仅可以

导致肾间质局部血流动力学障碍,而且参与肾脏病

理改变发生的各个环节之中, 因此进一步研究 Ang
域与肾小球内皮细胞、Ang域与肾脏微血管病变之

间的关系具有重要意义,可为临床更有效的应用血

管紧张素域受体拮抗剂(ARB)类药物治疗糖尿病

肾病等肾脏病变,提供一定的理论依据。
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