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[摘　 要] 　 目的　 探讨哺乳动物不育系 ２０ 样激酶 １(ＭＳＴ１)及其 ＤＮＡ 甲基化在载脂蛋白 Ｅ 基因敲除(ＡｐｏＥ－ / －)小

鼠肾损伤中的作用及意义ꎮ 方法　 实验动物分为 ２ 组:(１)ＡｐｏＥ－ / －组(ｎ＝ １０):雄性 ＡｐｏＥ－ / －鼠饲以高蛋氨酸饮食ꎻ
(２)对照组(ｎ＝ １０):雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 鼠饲以高蛋氨酸饮食ꎮ 喂养 １４ 周后ꎬ全自动生物化学分析仪测定小鼠血清肌

酐和尿素氮水平ꎻＰＡＳ 染色及透射电子显微镜观察小鼠肾脏组织损伤情况ꎻ实时定量 ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测

小鼠肾脏中 ＭＳＴ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平ꎮ 巢式甲基化特异性 ＰＣＲ(ｎＭＳ￣ＰＣＲ)检测小鼠肾脏 ＭＳＴ１ ＤＮＡ 甲基化

水平ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬＡｐｏＥ－ / －组血清肌酐和尿素氮分别升高了 １.１ 倍和 １.６ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻＰＡＳ 染色和透射

电镜结果显示ꎬＡｐｏＥ－ / －组较对照组肾脏明显损伤ꎻＡｐｏＥ－ / －小鼠肾脏 ＭＳＴ１ 表达分别与血清肌酐和尿素氮水平呈正

相关(Ｒ２ ＝ ０.７５７１ꎬＰ＝ ０.００１２ꎻＲ２ ＝ ０.７３４２ꎬＰ＝ ０.００１５)ꎻｎＭＳ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬＡｐｏＥ－ / －组肾脏中 ＭＳＴ１ ＤＮＡ 甲基化水平

较对照组显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 结论　 ＭＳＴ１ 表达上调可能在 ＡｐｏＥ－ / －小鼠肾损伤中发挥重要作用ꎬ而 ＭＳＴ１ 启动子

区 ＤＮＡ 低甲基化改变可能是 ＭＳＴ１ 表达上调的重要机制ꎮ
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ＬＵ Ｇｕａｎ￣Ｊｕｎ１ꎬ ＭＡ Ｓｈｅｎｇ￣Ｃｈａｏ２ꎬ ＨＥ Ｙａｎｇ￣Ｙａｎｇ２ꎬ ＸＵ Ｌｉｎｇ￣Ｂｏ２ꎬ ＭＡＯ Ｃａｉ￣Ｙａｎ２ꎬ ＧＵＯ Ｗｅｉ２ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈｕｉ２ꎬ ＷＡＮＧ
Ｙａｎ￣Ｈｕａ２ꎬ ＴＩＡＮ Ｊｕｅ２ꎬ ＹＡＮＧ Ｘｉａｏ￣Ｌｉｎｇ２ꎬ ａｎｄ ＪＩＡＮＧ Ｙｉ￣Ｄｅｎｇ２
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ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｍｉｃｅ. 　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＳＴ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｋｉｄｎｅｙ.　 ＭＳＴ１ ＤＮＡ ｍｅｔｈ￣
ｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｍｉｃｅ ｋｉｄｎｅｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｎｅｓｔｅｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ (ｎＭＳ￣ＰＣＲ).　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ １.１ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ １.６ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｇｒｏｕｐ
(Ｐ<０.０１).　 ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｄａｍａｇｅｄ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / －
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ｔｈａｔ ｒｅｎａｌ ＭＳＴ１ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１).　 　
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＳＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍａｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ.　 ＤＮＡ
ｌｏｗ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＭＳＴ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｍａｙ ｂｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＭＳＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ.

　 　 载脂蛋白 Ｅ(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ＥꎬＡｐｏＥ)是血清脂

蛋白的重要组成成分ꎬ在脂质的运输和代谢中发挥

着重要作用[１]ꎬ临床及流行病学研究显示高脂血症

是慢性肾脏病发生发展的独立危险因素ꎬ脂代谢紊

乱可通过诱导系膜扩张、氧化应激、炎症激活等多

种途径介导肾脏损伤[２]ꎮ 研究表明ꎬ脂质肾毒性的

机制主要为高脂血症损伤肾小球上皮细胞和系膜

细胞ꎬ从而引起足细胞融合、系膜细胞内脂质沉积、
细胞外基质增加ꎬ而进一步加重肾脏损伤[３]ꎮ 学者

前期 研 究 观 察 到ꎬ ＡｐｏＥ 基 因 敲 除 ( ＡｐｏＥ ｇｅｎｅ
ｋｎｏｃｋｅｄ￣ｏｕｔꎬＡｐｏＥ－ / －)小鼠饲以高蛋氨酸饮食后不

仅诱发严重的高脂血症而促进动脉粥样硬化发

生[４]ꎬ还伴有小鼠肾脏基底膜损伤[５]ꎬ但肾脏损伤

的分子机制尚不明确ꎮ 哺乳动物不育系 ２０ 样激酶

１(ｍａｍｍａｌｉａｎ ｓｔｅｒｉｌｅ ２０￣ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ １ꎬＭＳＴ１)是酵母

Ｓｔｅ２０ 激酶在哺乳动物体内的同源蛋白ꎬ具有高度的

保守性ꎬ在细胞增殖和凋亡过程中发挥重要的调控

作用ꎬ研究显示ꎬＭＳＴ１ 信号通路的激活与肾脏损伤

关系密切ꎬ并在糖尿病肾病患者血清中证实 ＭＳＴ１
表达升高明显[６]ꎬ但 ＭＳＴ１ 与肾脏损伤的关系尚不

明确ꎮ ＤＮＡ 甲基化作为表观遗传学的重要调控方

式ꎬ可以维持正常细胞功能、遗传印记、胚胎发育以

及肿瘤形成[７]ꎮ 有文献证实 ＤＮＡ 甲基化水平变化

在肾脏损害中起到重要作用[８]ꎬ但其是否影响

ＭＳＴ１ 启动子区甲基化水平目前仍不清楚ꎮ 因此ꎬ
本研究主要探讨 ＭＳＴ１ 在高脂介导 ＡｐｏＥ－ / － 鼠肾损

伤中的作用及其启动子区 ＤＮＡ 甲基化的调控机制ꎬ
为探讨脂代谢紊乱相关的肾损害机制及预防提供

新的思路ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要仪器和试剂

　 　 德国 Ｓｉｅｍｅｎｓ ２４００ 全自动生物化学分析仪及试

剂盒ꎻＢＳ１１０Ｓ 型精密天平 ( Ｓａｒｔｏｒｉｕｓꎬ德国)ꎻＭｉｌｌｉ￣
ＱＡ１０ 型纯水仪(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅꎬ美国)ꎻ透射电子显微镜

(Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ日本)ꎻ超净工作台(苏州安泰空气技术

有限公司)ꎻ５４１５Ｄ 型微量台式离心机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆꎬ
德国)ꎻ垂直电泳仪和全自动酶标仪 (Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美
国)ꎻ实时定量 ＰＣＲ 仪(Ｆｕｎｇｌｙｎꎬ上海)ꎮ 总 ＲＮＡ 提

取试剂盒(北京天根生物技术有限公司)ꎻ逆转录和

实时定量 ＰＣＲ 试剂盒(Ｔｈｅｒｍｏꎬ美国)ꎻ蛋白提取试

剂盒、蛋白定量试剂盒(南京凯基有限公司)ꎻＭＳＴ１
兔抗人、鼠一抗(Ａｂｃａｍꎬ英国)ꎻ辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔二抗(北京博奥森生物技术有限公司)ꎮ
引物由上海生工生物工程有限公司合成ꎮ
１.２　 动物分组及饲养

实验动物由北京大学实验动物中心提供ꎮ (１)
ＡｐｏＥ－ / －组:１０ 只 ５ 周龄雄性纯合子 ＡｐｏＥ－ / －鼠ꎬＳＰＦ
(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ)级近交系 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊꎬ正常饮

食中添加 １.７％高蛋氨酸饲料ꎻ(２)对照组:１０ 只性

别、年龄与 ＡｐｏＥ－ / －鼠匹配的雄性鼠ꎬＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ /
６Ｊꎬ正常饮食中添加 １.７％高蛋氨酸饲料ꎮ 两组小鼠

均在 ＳＰＦ 环境分笼饲养ꎬ使用高压灭菌垫料ꎬ饲养

笼及饮水瓶每周消毒ꎬ室内温度 ２０~２５℃ꎬ相对湿度

为 ５５％~６５％ꎬ明暗交替各 １２ ｈꎬ换气次数 １８ 次 / 小
时ꎬ饲养房内定期紫外灯消毒并自由摄食和饮水ꎬ
饲养 １４ 周后进行后续实验ꎮ
１.３　 血清生物化学指标检测

取标本前小鼠禁食 １２ ｈꎬ称重ꎬ按每 １００ ｇ 体重

腹腔注射 ２ ｍＬ ２０％乌拉坦麻醉ꎬ眼球摘除取血分离

血清ꎬ应用德国 Ｓｉｅｍｅｎｓ ２４００ 全自动生物化学分析

仪测定血清中血脂、肌酐和尿素氮等水平ꎮ
１.４　 ＰＡＳ 染色观察肾脏组织结构改变

过 碘 酸 雪 夫 氏 染 色 ( ｐｅｒｉｏｄｉｃ ａｃｉｄ￣Ｓｃｈｉｆｆ
ｓｔａｉｎｉｎｇꎬＰＡＳ 染色)操作如下:肾组织用 Ｃａｒｎｏｙ 液固

定ꎬ常规脱水包埋ꎮ 石蜡切片脱蜡入蒸馏水后用自

来水冲洗 ３ ｍｉｎꎬ再用蒸馏水浸洗 ２ 次ꎮ 置于阿里新

兰溶液中ꎬ室温放置 ７ ｍｉｎꎬ自来水冲洗 １ 次ꎬ再用蒸

馏水浸洗 ２ 次ꎮ 置于过碘酸溶液中ꎬ室温阴暗处浸

染 ２０ ｍｉｎꎬ自来水冲洗 １０ ｍｉｎꎮ 置于 Ｓｃｈｉｆｆ 试剂中ꎬ
染核 ２ ｍｉｎꎬ自来水冲洗 １５ ｍｉｎꎬ双蒸水清洗使其返

蓝ꎮ 逐级常规乙醇脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ中性树胶

封固ꎮ
１.５　 透射电镜观察肾脏组织亚细胞结构

取 １ ｍｍ×１ ｍｍ×１ ｍｍ 新鲜肾组织ꎬ分别用戊二

醛、锇酸固定ꎬ乙醇、丙酮脱水ꎬ包埋剂浸透ꎬ树脂与

硬化剂等包埋ꎬ超薄切片机切片ꎬ枸橼酸铅双染色

后电镜下观察ꎮ
１.６　 实时定量 ＰＣＲ 检测 ＭＳＴ１ ｍＲＮＡ 水平

按提取说明书提取肾脏组织中总 ＲＮＡꎬ逆转录

合成 ｃＤＮＡꎮ 采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计引物ꎬＭＳＴ１:

６９１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １２ꎬ２０１６



上 游 ５′￣ＧＧＧＴＣＣＣＡＧＴＡＧＣＣＡＡＧＡＴ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣
ＧＡＧＧＣＡＣＣＡＣＡＴＡＣＣＡＴＴＣＡ￣３′ꎻ ＧＡＰＤＨ: 上游 ５′￣
ＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＣＴＧ￣
ＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＣＧ￣３′ꎮ ＰＣＲ 条件:９４℃ 预变

性 １０ ｍｉｎꎬ９４℃变性 ３０ ｓꎬ５９℃退火 ２０ ｓꎬ７２℃延长

３０ ｓꎬ扩增 ４５ 个循环ꎮ 反应结束后ꎬ根据扩增曲线

数据ꎬ按照计算公式 ２－△△Ｃｔ分析 ＭＳＴ１ 的表达量ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＳＴ１ 蛋白表达

细胞裂解法提取组织及细胞总蛋白ꎬ取两组总

蛋白各 １０ μＬꎬ１２０ Ｖ ７０ ｍｉｎ 进行十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳ꎬＭＳＴ１ ２０ Ｖ 恒压转膜 ３０ ｍｉｎꎬ以
β￣ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ１５ Ｖ 恒压转膜 １０ ｍｉｎꎬ经 ５％脱脂奶

粉封闭 ２ ｈꎬ与 ＭＳＴ１ 特异性一抗 ４℃孵育过夜ꎬ与二

抗室温孵育 ２ ｈꎮ 使用凝胶成像分析仪分析 ＭＳＴ１
与 β￣ａｃｔｉｎ 的灰度值ꎬ并根据二者的比值ꎬ进行分析ꎮ
１.８　 巢式甲基化特异性 ＰＣＲ 检测 ＭＳＴ１ 启动子区

ＤＮＡ 甲基化水平

按 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书提取两组小鼠肾脏

全基因组 ＤＮＡꎬ亚硫酸盐修饰法对全基因组 ＤＮＡ
进行甲基化修饰ꎮ 巢式甲基化特异性 ＰＣＲ(ｎｅｓｔｅｄ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲꎬｎＭＳ￣ＰＣＲ)检测 ＭＳＴ１(ＮＣ＿
００００７５.６)启动子区 ＤＮＡ 甲基化程度的改变ꎮ 针对

ＭＳＴ１ 启动子区ꎬ设计外引物及两对内引物:外引

物:上游 ５′￣ＴＧＴＴＴＧＧＡＧＧＡＧＧＴＴＴＧＡＴＴＴＡＴＡＴ￣３′ꎬ
下游 ５′￣ＡＴＣＣＣＡＡＴＡＣＴＡＣＣＴＣＴＣＣＣＴＡＴＴＣ￣３′ꎻ甲基

化引物:上游 ５′￣ＧＴＧＧＴＴＡＡＧＧＡＴＧＴＴＡＡＧＧＧＴＡＧＣ￣
３′ꎬ下游 ５′￣ＣＴＡＡＣＴＡＴＡＡＡＣＣＧＡＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡ￣３′ꎻ
非甲基化引物:上游 ５′￣ＴＧＧＴＴＡＡＧＧＡＴＧＴＴＡＡＧＧＧ￣
ＴＡＧＴＧＴ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＡＡＣＴＡＴＡＡＡＣＣＡＡＡＣＡＡＡＴ￣
ＴＣＡＡＴ￣３′ꎮ 扩增反应条件:９５℃ ５ ｍｉｎꎬ９５℃ ３０ ｓꎬ
６５℃３０ ｓꎬ７２℃３０ ｓꎬ２０ 个循环ꎬ每个循环降 ０.５℃至

５６℃ꎬ７２℃ ７ ｍｉｎꎮ 以外引物的 ＰＣＲ 产物为模板ꎬ进
行内引物的扩增ꎬ反应条件同外引物ꎮ 取 ５ μＬ ＰＣＲ
产物于 ２％琼脂糖凝胶上电泳ꎬ用凝胶成像分析仪

分析甲基化条带及非甲基化条带的光密度( ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)ꎬ按如下公式进行计算:甲基化水平 ＝
甲基化 ＯＤ 值 / (甲基化 ＯＤ 值＋非甲基化 ＯＤ 值)
×１００％ꎮ
１.９　 数据处理与分析

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.０ 软件进行统计学处理ꎮ
计量资料数据用ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用单因素方

差分析ꎬ计数资料比较采用 χ２ 检验ꎬ相关分析采用

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析ꎬ以 Ｐ < ０. ０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 小鼠血脂水平

　 　 为验证小鼠是否发生高脂血症ꎬＡｐｏＥ－ / －小鼠饲

以高蛋氨酸饮食后ꎬ检测血清中血脂含量ꎮ 结果显

示ꎬＡｐｏＥ－ / －组中甘油三酯( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬＴＧ)、总胆固

醇(ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、低密度脂蛋白( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＬＤＬ)水平比对照组显著升高(Ｐ<０.０１ 或

Ｐ<０.０５)ꎬ而高密度脂蛋白(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＨＤＬ)水平则下降了 ７３.４％ꎬ与对照组比较差异具有

显著性(Ｐ<０.０５ꎻ表 １)ꎮ 提示 ＡｐｏＥ－ / －小鼠饲以高蛋

氨酸饮食后发生了明显的脂代谢紊乱ꎮ

表 １. 两组血脂水平比较(ｎ＝ １０ꎬｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ
(ｎ＝ １０ꎬ ｍｍｏｌ / Ｌ)

分组 ＬＤＬ ＨＤＬ ＴＧ ＴＣ

对照组 ０.３９±０.０５ １.２８±０.１６ ０.２２±０.０３ ２.１９±０.１８

ＡｐｏＥ－ / －组 １.４６±０.５３ａ ０.３４±０.０５ａ １.８６±０.４９ｂ １９.８４±３.６２ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

２.２　 小鼠血清肌酐和尿素氮水平

为证实不同基因型小鼠在相同环境中肾脏功

能损伤程度是否不同ꎬ检测小鼠血清中肌酐和尿素

氮水平ꎮ 结果显示ꎬ与对照组比较ꎬＡｐｏＥ－ / － 组小鼠

血清中肌酐和尿素氮水平分别升高了 １.１ 倍和 １.６
倍ꎬ差异具有显著性(Ｐ<０.０５ꎻ表 ２)ꎮ 提示脂质代谢

紊乱可引起肾脏功能损伤ꎬ但具体机制有待研究ꎮ

表 ２. 两组血清肌酐和尿素氮水平比较(ｎ＝ １０ꎬｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ (ｎ＝ １０ꎬｍｍｏｌ / Ｌ)

分组 肌酐 尿素氮

对照组 ８.７５０±０.２５６ ２５.３７０±１.０８４

ＡｐｏＥ－ / －组 １４.１１０±０.８１９ ３１.６４０±１.６６５

Ｐ 值 ０.０１９ ０.０４３

２.３　 ＰＡＳ 染色检测肾小球基底膜的变化

ＰＡＳ 染色结果显示ꎬ对照组小鼠肾小球基底膜

清晰、粗细均匀ꎬ肾小球血管袢薄而清晰ꎻＡｐｏＥ－ / －组

小鼠肾小球均不同程度地呈现基底膜粗细不均ꎬ系
膜增生ꎬ并可见 ＰＡＳ 阳性物质沉积ꎬ提示 ＡｐｏＥ－ / －小

鼠肾小球损伤(图 １)ꎮ
２.４　 小鼠肾小球基底膜及足细胞超微结构的变化

为了明确脂代谢异常对小鼠肾脏的损伤作用ꎬ利
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用透射电子显微镜观察了肾小球基底膜和足细胞突

触的形态结构ꎮ 对照组肾小球基底膜光滑清晰、薄厚

均匀ꎬ足细胞突触完整ꎬ次级足突形状规则ꎬ与基底膜

链接紧密ꎬ排列整齐ꎮ ＡｐｏＥ－ / －组肾小球基底膜出现

薄厚不均ꎬ足细胞次级足突融合ꎬ并有局灶性倒伏(红
色箭头所示)ꎬ同时在毛细血管中有大量脂类物质聚

集ꎬ堵塞管腔(黄色箭头所示)ꎬ提示脂质代谢紊乱可

诱导 ＡｐｏＥ－ / －小鼠肾脏损伤(图 ２)ꎮ

图 １. ＰＡＳ 染色检测小鼠肾小球基底膜的改变(４００×)　 　 左图为对照组ꎬ右图为 ＡｐｏＥ－ / －组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ (４００×)

图 ２. 电镜观察小鼠肾小球基底膜和足细胞超微结构的变化(２００００×)　 　 左图为对照组ꎬ右图为 ＡｐｏＥ－ / －组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｄ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｎ ｍｉｃｅ
(２００００×)

２.５　 小鼠肾脏中 ＭＳＴ１ 的表达

为研究 ＭＳＴ１ 在高脂介导肾损伤中的作用ꎬ比
较了两组小鼠肾脏中 ＭＳＴ１ 的表达ꎮ 结果显示ꎬ
ＡｐｏＥ－ / －组小鼠肾脏中ＭＳＴ１ ｍＲＮＡ 表达水平明显升

高ꎬ是对照组的 ３.３９ 倍(Ｐ<０.０１)ꎻ同时ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
可见两组小鼠中 ＭＳＴ１ 蛋白表达趋势与其 ｍＲＮＡ 一

致ꎬ与对照组比较ꎬＡｐｏＥ－ / － 组 ＭＳＴ１ 蛋白表达水平

显著升高(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ 提示 ＭＳＴ１ 的表达上调

可能在高脂介导的 ＡｐｏＥ－ / －小鼠肾脏损伤中发挥着

重要的作用ꎮ
２.６　 ＡｐｏＥ－ / －小鼠肾脏中 ＭＳＴ１ 的表达与血清中肌

酐和尿素氮的相关性分析

为了进一步验证 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠 ＭＳＴ１ 与肾脏损

伤的相关性ꎬ对肾脏中 ＭＳＴ１ 表达与血清肌酐和尿

素氮水平进行了相关性分析ꎮ 结果显示ꎬＡｐｏＥ－ / －小

鼠肾脏 ＭＳＴ１ 表达分别与血清肌酐和尿素氮水平呈

正相关(Ｒ２ ＝０.７５７１ꎬＰ＝０.００１２ꎻＲ２ ＝０.７３４２ꎬＰ＝０.００１５ꎻ

图 ３. 小鼠肾脏 ＭＳＴ１ 的表达　 　 Ａ 为实时定量 ＰＣＲ 检测小鼠
肾脏 ＭＳＴ１ ｍＲＮＡ 表达ꎬＢ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠肾脏 ＭＳＴ１ 蛋白
表达ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＳＴ１ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｍｉｃｅ
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图 ４)ꎮ 提示 ＡｐｏＥ－ / －小鼠肾脏 ＭＳＴ１ 表达水平与肾

脏损伤密切相关ꎮ
２.７　 小鼠肾脏 ＭＳＴ１ 启动子区 ＤＮＡ 甲基化水平

为了进一步探讨脂代谢紊乱致肾损伤中影响

ＭＳＴ１ 表达的机制ꎬ用 ｎＭＳ￣ＰＣＲ 分别检测了小鼠肾

脏 ＭＳＴ１ 启动子区 ＤＮＡ 甲基化水平ꎮ 结果显示ꎬ与

对照组比较ꎬＡｐｏＥ－ / － 组小鼠肾脏 ＭＳＴ１ 启动子区

ＤＮＡ 甲基化水平下降了 １３.５％ꎬ差异具有显著性(Ｐ
<０.０１ꎻ图 ５)ꎮ 提示 ＭＳＴ１ 启动子区 ＤＮＡ 甲基化在

ＡｐｏＥ－ / －小鼠肾脏 ＭＳＴ１ 表达水平改变中可能发挥

着关键的作用ꎮ

图 ４. ＡｐｏＥ－ / －小鼠肾脏 ＭＳＴ１ 表达与血清肌酐及尿素氮水平的相关性分析

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｎａｌ ＭＳＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅꎬ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｍｏｕｓｅ

图 ５. 小鼠肾脏 ＭＳＴ１ ＤＮＡ 甲基化水平　 　 Ａ 为甲基化电泳图ꎬＢ 为甲基化统计结果ꎮ Ｍ 为甲基化ꎬＵ 为非甲基化ꎮ １ 为对照组ꎬ２ 为

ＡｐｏＥ－ / －组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ＭＳＴ１ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｍｉｃｅ

３　 讨　 论

载脂蛋白 Ｅ 是一种富含精氨酸的多态性蛋白ꎬ
参与机体内脂蛋白的转化与代谢过程ꎬ可以调节多

种生物学功能[９]ꎮ 研究发现ꎬＡｐｏＥ－ / －小鼠与野生型

小鼠比较ꎬ由于富含胆固醇的脂蛋白清除障碍ꎬ而
使得血清胆固醇水平较高[１０]ꎮ 本文在前期研究的

基础上ꎬ用高蛋氨酸饮食饲养 ＡｐｏＥ－ / －小鼠复制高脂

血症小鼠模型ꎬ证实脂质转运和代谢障碍可引起肾

脏损伤ꎬ并进一步探讨脂质代谢紊乱致肾损伤的相

关分子机制ꎮ
研究发现ꎬ脂代谢紊乱诱导的肾损伤主要病理

表现为肾小球硬化、肾小管间质纤维化等[１１]ꎮ 本研

究采用全自动生物化学仪检测小鼠血清中肌酐和

尿素氮水平ꎬ透射电镜及 ＰＡＳ 染色观察肾小球、基
底膜等的改变ꎬ结果发现ꎬＡｐｏＥ－ / － 组小鼠血清肌酐

和尿素氮水平分别升高了 １.１ 倍和 １.６ 倍ꎬ且肾小球

均不同程度地呈现基底膜粗细不均ꎬ系膜增生ꎬ同
时在毛细血管中有大量脂类物质聚集ꎬ堵塞管腔ꎮ
临床研究提示ꎬ脂代谢紊乱是肾脏疾病进程中常见

的并发症ꎬ而且还可加重原有肾脏损害ꎬ尤其是顽

固性高脂血症ꎬ与肾脏疾病的预后具有明显的相关

性[１２]ꎮ 但是ꎬ目前脂代谢紊乱致肾脏损伤的具体作

用机理尚未得到完全阐明ꎮ
ＭＳＴ１ 属于人丝氨酸 /苏氨酸激酶ꎬ在体内普遍

表达ꎬ研究表明 ＭＳＴ１ 在调节胚胎生长发育、细胞迁
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移和分化、维护免疫系统稳定、促进细胞凋亡、抑制

肿瘤细胞生长等多种生理活动中作用显著[１３]ꎮ 近

年来许多研究发现 ＭＳＴ１ 与心血管及代谢性疾病的

发生关系密切ꎬ而 ＭＳＴ１ 在肾脏疾病中的作用和机

制鲜见报道ꎮ 薛玲等[１４] 在原代肾小球足细胞中发

现ꎬ高糖可上调 ＭＳＴ１ 的表达ꎬ同时 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达

亦升高ꎬ提示 ＭＳＴ１ 通路活性升高可能参与糖尿病

肾病的发病机制ꎮ 本研究结果也发现ꎬ与对照组比

较ꎬＡｐｏＥ－ / －组肾组织中 ＭＳＴ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均

明显升高ꎬ与小鼠血清肌酐和尿素氮水平呈正相

关ꎬ证实了 ＭＳＴ１ 基因表达的改变与肾脏损伤程度

呈正相关ꎮ
ＤＮＡ 甲基化作为哺乳动物体内最常见的后天

基因组表达修饰方式ꎬ其水平的变化与基因的表达

一般是呈负相关的ꎮ 外界的各种因素通过调控基

因组的甲基化和去甲基化状态完成对基因表达的

调节[１５]ꎮ 目前研究发现ꎬ在肾脏疾病的发生发展

中ꎬ存在着甲基化异常的现象ꎮ Ｈｉｌｔｕｎｅｎ 等[１６] 发

现ꎬ在人与 ＡｐｏＥ－ / －小鼠中ꎬ发生全基因组的低甲基

化状态ꎮ 本文为了研究 ＤＮＡ 甲基化调控对 ＭＳＴ１
表达的影响ꎬ检测了两组小鼠肾脏 ＭＳＴ１ 启动子区

ＤＮＡ 甲基化水平ꎬ结果显示ꎬＡｐｏＥ－ / －小鼠肾组织中

ＭＳＴ１ 启动子区 ＤＮＡ 甲基化程度明显降低了ꎬ而
ＤＮＡ 低甲基化是基因转录增强的重要标志之一ꎬ与
ＭＳＴ１ 表达水平上调相一致ꎬ提示 ＡｐｏＥ 基因敲除所

致的脂代谢紊乱可能通过下调 ＤＮＡ 甲基化水平而

促进 ＭＳＴ１ 的表达并进一步引起肾损伤ꎮ
综上所述ꎬＡｐｏＥ 基因敲除所致的脂质代谢紊乱

可能通过降低 ＭＳＴ１ 启动子区 ＤＮＡ 甲基化程度ꎬ使
ＭＳＴ１ 表达水平升高ꎬ进而导致肾损伤的发生ꎬ但其

具体机制有待进一步研究ꎮ
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