
[收稿日期] 摇 2014鄄09鄄28 [修回日期] 摇 2014鄄11鄄11
[基金项目] 摇 国家自然科学基金资助项目(81160044、81360073);宁夏教育厅项目(NGY2012063、NGY2012056)
[作者简介] 摇 马文斌,硕士研究生,主管检验师,研究方向为动脉粥样硬化导致早期肾病的诊断,E鄄mail 为 manbuhuaerjie@
126郾 com。 张辉,硕士研究生,研究方向为动脉粥样硬化导致早期肾病的诊断,E鄄mail 为 851125093@ qq郾 com。 通讯作者姜怡

邓,博士,教授,研究方向为动脉粥样硬化导致早期肾病的诊断,E鄄mail 为 jwcjyd@ 163郾 com。

[文章编号] 摇 1007鄄3949(2015)23鄄03鄄0237鄄06 ·实验研究·

高同型半胱氨酸血症通过内质网应激抑制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨高同型半胱氨酸血症通过内质网应激抑制载脂蛋白 E 基因敲除(ApoE - / - )鼠肾脏囊性纤

维化跨膜转导调节因子(CFTR)的表达。 方法 摇 实验分组:正常对照组( n = 6):选择健康 5 周龄雄鼠( SPF 级

C57BL / 6J),饲以正常饮食。 另选 5 周龄雄性纯合子 ApoE - / - 鼠(SPF 级近交系 c57BL / 6)18 只,随机分为 3 组,每
组 6 只:ApoE - / - 对照组、高蛋氨酸组、干预组,分别给予正常饮食、高蛋氨酸饮食、高蛋氨酸饮食加 0郾 006% 叶酸及

0郾 0004%维生素 B12。 喂养 14 周后眼球取血,分离血清,用酶联免疫吸附法检测血清同型半胱氨酸水平;实时定量

荧光 PCR 检测小鼠肾脏 CFTR、葡萄糖调节蛋白 78(GRP78)、活化转录因子 6(ATF6)、蛋白激酶样内质网激酶

(PERK)、C / EPB 同源蛋白(CHOP)mRNA 的表达以及免疫组织化学法检测小鼠肾脏 CFTR 蛋白的表达。 结果 摇
ApoE - / - 对照组、高蛋氨酸组及干预组中血清同型半胱氨酸水平均增加,其中以高蛋氨酸组增加最显著(P <
0郾 01)。 实时定量荧光 PCR 结果显示,高蛋氨酸组 CFTR mRNA 的表达较正常对照组和 ApoE - / - 对照组显著降低

(P < 0郾 01,P < 0郾 05),干预组 CFTR mRNA 的表达较高蛋氨酸组显著增加(P < 0郾 01);免疫组织化学法检测 CFTR
蛋白的表达与其 mRNA 的表达变化一致。 高蛋氨酸组 GRP78、ATF6、PERK、CHOP mRNA 的表达较正常对照组和

ApoE - / - 对照组显著增加(P < 0郾 01),干预组 GRP78、ATF6、PERK、CHOP mRNA 的表达较高蛋氨酸组显著降低(P
< 0郾 01)。 小鼠肾脏 GRP78、ATF6、PERK、CHOP mRNA 表达与 CFTR mRNA 表达的相关系数分别为:r = - 0郾 7192,
P < 0郾 01;r = - 0郾 5501,P < 0郾 01;r = - 0郾 7772,P < 0郾 01;r = - 0郾 6785,P < 0郾 01。 结论摇 高同型半胱氨酸血症可能

通过内质网应激抑制 ApoE 敲除鼠肾脏 CFTR 的表达。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the hyperhomocysteinemia (HHcy) inhibit cystic fibrosis transmembrane conduct鄄
ance regulator ( CFTR) expression of apolipoprotein E鄄knocked鄄out ( ApoE - / - ) mice renal via endoplasmic reticulum
stress (ERS). 摇 摇 Methods 摇 18 male ApoE - / - mice were randomly divided into 3 groups ( n = 6 for each group):
ApoE - / - control group, high methionine group and intervention group. 摇 They were respectively fed with nomal diet and
high methionine diet and high methionine diet plus 0郾 006% folate and 0郾 0004% vitamin B12 for 14 weeks. 摇 After 14
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weeks, the blood of the mice was gotten using a unilateral enucleation method, the serum homocysteine (Hcy) was detec鄄
ted by enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA). 摇 The protein and mRNA expressions of CFTR in the renal of mice
were detected by immunohistochemical assay and real time polymerase chain reaction (RT鄄PCR); the mRNA expressions of
glucose regulated protein 78 (GRP78), activating transcription factor 6 (ATF6), protein kinase RNA鄄like endoplasmic re鄄
ticulum kinase (PERK), C / EPB homologous protein (CHOP) in the renal of mice were detected by RT鄄PCR. 摇 摇 Re鄄
sults摇 The result showed that the content of Hcy was significantly higher in ApoE - / - control group, high methionine group
and intervention group; an remarkable increase was observed in the high methionine group (P < 0郾 01). 摇 The results of
RT鄄PCR and immunohistochemical assay exposed a remarkable down鄄expressed CFTR mRNA and protein in high methio鄄
nine group (P < 0郾 01). 摇 The results of RT鄄PCR exposed a remarkable up鄄expressed GRP78, ATF6, PERK, CHOP mR鄄
NA in high methionine group, while intervention group decreased GRP78, ATF6, PERK, CHOP levels compared with high
methionine group. 摇 There were negative correlations between GRP78, ATF6, PERK, CHOP mRNA and CFTR mRNA ( r
= - 0郾 7192, P < 0郾 01; r = - 0郾 5501, P < 0郾 01; r = - 0郾 7772, P < 0郾 01; r = - 0郾 6785, P < 0郾 01). 摇 摇 Conclusion
HHcy inhibits CFTR expression of ApoE鄄knockout mice renal might via endoplasmic reticulum stress.

摇 摇 现有研究表明,高同型半胱氨酸血症(hyperho鄄
mocysteinemia,HHcy)可视为肾脏疾病发生发展的

独立危险因素之一[1]。 本课题组在之前的研究中

也发现,在饲高蛋氨酸的载脂蛋白 E 基因敲除(apo鄄
lipoprotein E gene knockedout,ApoE - / - )鼠血中肌酐

和尿素氮均有升高[2],与文献报道相符,但 HHcy 致

肾损伤具体机制和所涉及的关键基因尚不清楚。
大量研究证实,囊性纤维化跨膜转导调节因子(cyst鄄
ic fibrosis transmembrane conductance regulator,
CFTR) 作为一种跨膜蛋白,在肾脏广泛分布,当

CFTR 蛋白表达减低时可参与多种肾脏疾病的发

生,如:CFTR 突变后加速了肾囊肿的形成以及肾脏

近端小管的凋亡和氯化物的分泌等[3鄄5],而 HHcy 是

否能引起 ApoE - / - 鼠肾脏 CFTR 表达减低及其机制

尚未见报道。 因此,本实验以 ApoE - / - 鼠为研究对

象,复制 HHcy 动物模型,探讨 HHcy 是否通过内质

网应 激 ( endoplasmic reticulum stress, ERS) 引 起

ApoE - / - 鼠肾脏 CFTR 基因表达减低。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验材料

摇 摇 SPF 级近交系 C57BL / 6J 背景雄性纯合子正常

小鼠及 ApoE - / - 鼠,共 24 只,购自 Jackson 实验室

(Bar Harbor,Maine,美国),由北京大学实验动物中

心繁殖;CFTR 实时定量荧光 PCR 引物、葡萄糖调节

蛋白 78(glucose regulated protein 78,GRP78)实时定

量荧光 PCR 引物、活化转录因子 6( activating tran鄄
scription factor 6,ATF6)实时定量荧光 PCR 引物、蛋
白激酶样内质网激酶(protein kinase RNA鄄like endo鄄
plasmic reticulum kinase,PERK)实时定量荧光 PCR
引物、C / EPB 同源蛋白(C / EPB homologous protein,

CHOP)实时定量荧光 PCR 引物、小鼠 GAPDH 实时

定量荧光 PCR 引物(生工生物工程股份有限公司);
CFTR 兔抗鼠一抗 (北京博奥森生物有限公司);
CFTR 免疫组织化学检测试剂盒(北京中杉金桥生

物技术有限公司);Trizol 试剂盒(天根生物化学科

技有限公司);超净工作台(苏州安泰空气技术有限

公司);荧光定量 PCR 仪(上海 Funglyn 公司)。
1郾 2摇 实验分组及模型建立

将小鼠随机分为 4 组:淤正常对照组:正常

C57BL / 6J 小鼠 6 只,正常饮食;于ApoE - / - 对照组:
ApoE - / - 小鼠 6 只, 正常饮食; 盂 高蛋氨酸组:
ApoE - / - 小鼠 6 只,高蛋氨酸饮食(正常饮食中加入

1郾 7%蛋氨酸);榆干预组:ApoE - / - 小鼠 6 只,高蛋

氨酸饮食 + 0郾 006%叶酸 + 0郾 0004%维生素 B12。 所

有小鼠喂养 14 周后眼球取血,处死,取肾脏。
1郾 3摇 血清同型半胱氨酸测定

全血室温凝固,3000 r / min 离心 10 min,取上清。
应用酶联免疫吸附测定(enzyme鄄linked immunosorbent
assay,ELISA)试剂盒测定血清同型半胱氨酸(homo鄄
cysteine,Hcy)浓度。 设置标准品孔和样品孔,标准品

孔各加不同浓度的标准品 50 滋L;样本孔先加待测样

本 10 滋L,再加样本稀释液 40 滋L;空白孔不加。 除空

白孔外,标准品孔和样本孔中每孔加入酶标抗体 50
滋L,37益恒温箱温育 60 min。 弃去液体,拍干,每孔加

洗涤液,静置 1 min,甩干,洗板 5 次。 每孔加入底物

A、B 各 50 滋L,37益避光孵育 15 min。 每孔加入终止

液 50 滋L,15 min 内在 450 nm 波长处测定各孔的 OD
值,并根据标准曲线计算 Hcy 浓度。
1郾 4摇 免疫组织化学法检测 ApoE - / - 鼠肾脏 CFTR
蛋白表达

取肾脏组织石蜡切片,脱蜡水化后用 PBS 冲洗

3 次,加入一抗在 4益冰箱中过夜孵育 16 ~ 18 h,用
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PBS 洗涤 3 次,加入二抗在 37益水浴中孵育 40 min,
PBS 洗涤 3 次后,再加 DAB 液显色,苏木素复染,常
规脱水、透明、封片,镜检。

结果判定:CFTR 阳性细胞表现为胞浆着色,呈
棕黄色;无阳性反应的细胞(阴性细胞)不着色。 通

过 Image Pro Plu 6郾 0 软件分析阳性区域的累积光密

度( integral optical density,IOD)和阳性区域面积,计
算平均光密度。
1郾 5摇 RT鄄PCR 检测小鼠肾脏 CFTR、GRP78、ATF6、
PERK、CHOP mRNA 表达

取各组小鼠肾脏组织 40 g,组织匀浆器匀浆,按
Trizol 试剂盒说明书提取肾脏组织总 RNA,并用核

酸分析仪检测 OD260 nm / OD280 nm,分析 RNA 样品纯度

和浓度。 逆转录体系为 20 滋L,逆转录成 cDNA。 通

过 Primer 5郾 0 软件设计引物(表 1)。 反应体系为 25
滋L,反应条件为:95益 10 min,95益 15 s,58益 30 s,
72益 30 s,进行 45 个循环。 根据目的基因的相对量

= 2 -吟吟Ct计算结果,吟吟Ct = [Ct CFTR(待测样本)
- Ct GAPDH(待测样本)] - [Ct CFTR(校正样本)
- Ct GAPDH(校正样本)][GAPDH:磷酸甘油醛脱

氢酶(glyceraldehyde phosphate dehydrogenase)]。

表 1. 荧光定量 PCR 引物设计序列

Table 1. Primer sequence used for RT鄄PCR

基摇 因 引物序列(5爷寅3爷) 温度 产物长度

CFTR F:GACACTTTGCTTGCCCTGAG 59郾 4益 151 bp
R:TAAGAATCCCACCTGCTTTCA 56郾 9益

ATF6 F:GGCAGTGTGGTCTTTCCTGT 60郾 1益 245 bp
R:AAGCATCCGTTCTCATCACC 60郾 0益

PERK F:GGGACAAGTAGGGACCAAGC 61郾 9益 124 bp
R:GGTGCTGAATGGGTAGAGGA 59郾 8益

CHOP F:ACAGAGGTCACACGCACATC 59郾 8益 204 bp
R:CTCCTGCTCCTTCTCCTTCA 59郾 8益

GRP78 F:GCTGGTGTCCTCTCTGGTGA 61郾 9益 140 bp
R:ATTATCGGAAGCCGTGGAG 58郾 5益

GAPDH F:GGTGAAGGTCGGTGTGAACG 60郾 2益 186 bp
R:CTCGCTGGAAGATGGTG 58郾 3益

1郾 6摇 统计学方法

采用 Graphpad Prism 5郾 0 进行统计学处理。 数

据用x 依 s 表示,计量资料组间比较采用单因素方差

分析,计数资料用 字2 检验,采用 Pearson 相关系数进

行相关性分析,以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 血清同型半胱氨酸水平

摇 摇 ApoE - / - 对照组血清 Hcy 的水平与正常对照组

比较差异无统计学意义(P > 0郾 05);高蛋氨酸组血

清 Hcy 水平明显增加,比正常对照组增加了 788%
(P < 0郾 01),比 ApoE - / - 对照组增加了 246% (P <
0郾 01);干预组血清 Hcy 水平比高蛋氨酸组明显降

低(P < 0郾 01),而与 ApoE - / - 对照组比较差异无统

计学意义(P > 0郾 05;图 1)。

图 1. 各组小鼠血清 Hcy 含量 摇 摇 A 为正常对照组, B 为

ApoE - / - 对照组,C 为高蛋氨酸组,D 为干预组。 a 为 P < 0郾 01,与正

常对照组和 ApoE - / - 对照组比较; b 为 P < 0郾 01,与高蛋氨酸组

比较。

Figure 1. Serum Hcy levels in mice

2郾 2摇 小鼠肾脏 CFTR mRNA 及蛋白的表达

ApoE - / - 对照组 CFTR mRNA 的表达与正常对

照组比较差异无统计学意义(P > 0郾 05);高蛋氨酸

组 CFTR mRNA 的表达明显降低,比正常对照组降

低了 81% (P < 0郾 01),比 ApoE - / - 对照组降低了

52% (P < 0郾 05);干预组 CFTR mRNA 的表达比高

蛋氨酸组明显增加(P < 0郾 01),而与 ApoE - / - 对照

组比较差异无统计学意义(P > 0郾 05;图 2)。

图 2. 各组小鼠肾脏 CFTR mRNA 表达水平摇 摇 A 为正常对

照组,B 为 ApoE - / - 对照组,C 为高蛋氨酸组,D 为干预组。 a 为 P <
0郾 01,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与高蛋氨酸组

比较。

Figure 2. Representative fluorescent real time PCR experi鄄
ment to assay CFTR mRNA expression
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用 Image Pro Plu 6郾 0 软件分析正常对照组、
ApoE - / - 对照组、高蛋氨酸组、干预组肾脏组织切

片,对 CFTR 蛋白阳性染色区域进行统计,结果有统

计学意义(P < 0郾 01;图 3)。

图 3. 免疫组织化学法检测小鼠肾脏 CFTR 蛋白表达及结果分析摇 摇 A 为正常对照组,B 为 ApoE - / - 对照组,C 为高蛋氨酸组,D 为

干预组。 免疫组织化学染色图放大倍数为 10 伊 40,红色箭头指示的部分为阳性区域。 a 为 P < 0郾 01,与正常对照组和 ApoE - / - 对照组比较;b
为 P < 0郾 01,与高蛋氨酸组比较。

Figure 3. CFTR protein expression by immunohistochemical method and statistical results

2郾 3摇 小鼠肾脏 GRP78、ATF6、PERK、CHOP mRNA
的表达

ApoE - / - 对照组 GRP78、 ATF6、 PERK、 CHOP
mRNA 的表达与正常对照组比较差异无统计学意义

(P > 0郾 05 ); 高 蛋 氨 酸 组 GRP78、 ATF6、 PERK、
CHOP mRNA 的表达明显增加,比正常对照组分别

增加了 468% 、167% 、199% 、330% (P < 0郾 01),比
ApoE - / - 对照组分别增加了 119% 、130% 、68% 、
160% ( P < 0郾 01 ); 干预组 GRP78、 ATF6、 PERK、
CHOP mRNA 的表达比高蛋氨酸组明显降低(P <
0郾 01),而与 ApoE - / - 对照组比较差异无统计学意义

(P > 0郾 05;表 2)。

表 2. 小鼠肾脏 GRP78、ATF6、PERK、CHOP mRNA 的表达(x 依 s,n = 6)
Table 2. Representative fluorescent real time PCR experiment to assay GRP78, ATF6, PERK, CHOP mRNA expression (x
依 s,n = 6)

分摇 组 GRP78 mRNA ATF6 mRNA PERK mRNA CHOP mRNA

正常对照组 0郾 338 依 0郾 199 0郾 484 依 0郾 131 0郾 939 依 0郾 197 0郾 675 依 0郾 186

ApoE - / - 对照组 0郾 878 依 0郾 200 0郾 728 依 0郾 314 1郾 672 依 0郾 228 1郾 111 依 0郾 201

高蛋氨酸组 1郾 921 依 0郾 745a 1郾 902 依 0郾 788a 2郾 817 依 0郾 622a 2郾 907 依 0郾 526a

干预组 1郾 021 依 0郾 419c 0郾 815 依 0郾 472c 1郾 582 依 0郾 417b 1郾 200 依 0郾 272c

a 为 P < 0郾 01,与正常对照组和 ApoE - / - 对照组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与高蛋氨酸组比较。

2郾 4摇 小鼠肾脏 GRP78、ATF6、PERK、CHOP mRNA
与 CFTR mRNA 的相关性分析

小鼠肾脏 GRP78、ATF6、PERK、CHOP mRNA 表

达水平与 CFTR mRNA 表达水平的相关系数分别为:r
= - 0郾 7192,P < 0郾 01; r = - 0郾 5501,P < 0郾 01; r =
-0郾 7772,P <0郾 01;r = -0郾 6785,P <0郾 01(图 4)。

3摇 讨摇 论

大量研究证实 HHcy 作为肾脏疾病的独立危险

因子在肾脏疾病的发病过程中发挥着重要作用[1]。
本实验对 ApoE - / - 鼠饲以高蛋氨酸饮食后检测血浆

Hcy 水平,结果表明 ApoE - / - 对照组、高蛋氨酸组及
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图 4. 小鼠肾脏 GRP78、ATF6、PERK、CHOP mRNA 与 CFTR mRNA 表达水平相关性分析

Figure 4. Correlation analysis about GRP78, ATF6, PERK, CHOP mRNA and CFTR mRNA of mice renal

干预组中血清 Hcy 水平均增加,其中以高蛋氨酸组

增加最显著,提示 HHcy 模型复制成功。
本实验结果表明高蛋氨酸组 CFTR mRNA 的表

达和蛋白表达较正常对照组和 ApoE - / - 对照组显著

降低,干预组 CFTR 的表达较高蛋氨酸组显著增加,
这表明 HHcy 可以引起 ApoE - / - 鼠肾脏 CFTR 表达

减低。 CFTR 是一种氯离子通道蛋白,CFTR 可以受

到众多物质复杂而精细地调控。 大量研究结果表

明当 CFTR 蛋白表达减低时可诱发多种肾脏疾病,
如:Li 等[3]发现当 CFTR 发生了 F508del鄄CFTR 突变

后加速了肾囊肿的形成和发展,而过表达 F508del鄄
CFTR 则能抑制肾囊肿的形成;Laverty 等[4] 则发现

在鸟的肾脏近端小管 CFTR 表达改变后可以介导环

磷酸腺苷依赖的氯离子分泌增加;L'hoste 等[5] 研究

发现 CFTR 通过使肾脏近端小管活性氧表达增加进

而促进近端小管的凋亡;Hoste 等[6] 研究表明凋亡

诱导物能够使小鼠近端小管 CFTR 表达改变进而促

进小鼠近端小管细胞凋亡。 这些研究均提示 Hcy
导致 CFTR 表达减低可能与 Hcy 引起的肾脏病

有关。
内质网应激是当内质网难以承担蛋白折叠的

高负荷时所引发并激活细胞的未折叠蛋白反应(un鄄
folded protein response, UPR )。 GRP78、 ATF6、
PERK、CHOP 等作为调节 UPR 的关键蛋白以及活

化转录因子在促进未折叠蛋白折叠和引发 ERS 的

过程中均发挥了重要作用。 已有文献报道 ERS 能

够调控 CFTR 的表达,Bartoszewski 等人发现在给予

Calu鄄3、HT29、T84 三种细胞刺激引发 ERS 后 CFTR
mRNA 表达减低而过表达野生型的 CFTR 并不能引

起 ERS 的相关因子表达增高,因而证实了 ERS 能够

调控 CFTR 的表达[7鄄9]。 而 Hcy 能引起 ERS 也已经

有了一些报道,Yu 等[10] 在研究人 HepG2 型肝细胞

株时发现 Hcy 能通过 ERS 抑制肝细胞的增殖;本课

题组之前的研究也表明 Hcy 可以引起巨噬细胞内

CHOP 等 ERS 关键蛋白改变[11,12]。
为了明确 Hcy 引起 CFTR 表达减低的具体机

制,我们检测了 ERS 的相关指标。 本研究结果表明

ApoE - / - 鼠饲以高蛋氨酸饮食后 Hcy 水平升高同时

肾脏 ERS 相关指标 ( GRP78、 ATF6、 PERK、 CHOP
mRNA 水平)比正常对照组和 ApoE - / - 对照组显著

增加;给予叶酸和维生素 B12干预后,伴随血浆 Hcy
水平降低,肾组织 GRP78、ATF6、PERK、CHOP mR鄄
NA 水平也显著降低,提示 HHcy 引起了 ApoE - / - 鼠

肾脏的 ERS。 我们进而分析了小鼠肾脏 GRP78、
ATF6、PERK、CHOP mRNA 水平与 CFTR mRNA 水

平的相关性, 相关系数分别为: r = - 0郾 7192、
- 0郾 5501、 - 0郾 7772、 - 0郾 6785,均呈负相关。 这表

明 HHcy 在引起 ApoE - / - 鼠肾脏 ERS 后,ERS 的相

关基因可能进一步引起了 ApoE - / - 鼠肾脏 CFTR 表

达的减低。
综上所述,本实验研究发现 HHcy 可能在引起

ApoE - / - 鼠肾脏 ERS 后进一步引起了 ApoE - / - 鼠肾
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脏 CFTR 表达的减低,而 CFTR 表达减低与 HHcy 致

肾脏损伤的关系有待进一步研究。
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