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摘要　 目的　 探讨低氧、高糖单因素和低氧高糖复合因素对

大鼠肾小球足细胞焦亡的影响。 方法　 体外培养大鼠肾小

球足细胞，随机分为对照组、高糖组、低氧组及低氧高糖组，
ＥｄＵ 法检测各组细胞增殖情况，透射电镜观察细胞核与线粒

体形态及大小的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测焦亡相关蛋白核

苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）、半胱氨酸天

冬氨酸蛋白酶⁃１（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、消皮素 Ｄ（ＧＳＤＭＤ）及炎症因

子白细胞介素⁃１β 前体（Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β）、白细胞介素（ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃
１８ 的表达水平，分析低氧和高糖环境对大鼠肾小球足细胞

焦亡的影响。 结果　 ＥｄＵ 结果显示低氧和高糖抑制了大鼠

肾小球足细胞的增殖能力（Ｐ ＜ ０. ０５）。 透射电镜结果提示

低氧和高糖条件促进大鼠肾小球足细胞焦亡的发生。 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示低氧和高糖条件促进大鼠肾小球足细胞焦亡，
使焦亡相关蛋白 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ 的表达增加，其
中低氧高糖组焦亡蛋白的表达量增加最为显著（Ｐ ＜ ０. ０５）。
同时也促使炎症因子 Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 的表达增加（Ｐ
＜ ０. ０５）。 结论　 低氧、高糖条件可诱导大鼠肾小球足细胞

发生焦亡，其中的机制之一可能是通过影响 ＮＬＲＰ３⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１⁃ＧＳＤＭＤ 及其下游炎症因子而发挥作用。
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　 　 糖尿病肾病已成为终末期肾病的主要病因，也
是糖尿病患者中最严重的并发症之一，对人们的健

康构成了极大的威胁［１］。 青海地区属于中国糖尿

病肾病的高发地区之一，而本地区高原低氧环境对

该病的病理特征有明显影响。 有研究［２］ 表明，糖尿

病肾病患者的肾脏足细胞数量显著减少。 足细胞焦

亡是糖尿病肾病炎症性足细胞损伤的主要形式之

一，而且与糖尿病肾病进展至终末期肾病密切相

关［３］。 抑制足细胞损伤是预防糖尿病肾病蛋白尿

和肾小球硬化的关键［４］。 因此，探索细胞焦亡在足

细胞损伤中的发生机制以采取有效的措施去减少足

细胞损伤，从而减缓糖尿病肾病的发展，该研究将以

此为切入点进行实验设计。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 大鼠肾小球足细胞购自北京 ＢＮＣＣ 公

司，ＤＭＥＭ 低糖培养基、胎牛血清、胰蛋白酶、细胞

裂解液购自武汉 ＰＲＯＣＥＬＬ 公司，Ｄ⁃无水葡萄糖购

自北京索莱宝公司，ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、ＥＣＬ 发

光液购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，ＰＶＤＦ 膜购自

美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 生物公司，核苷酸结合寡聚化结构域

样受体蛋白 ３（ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏ⁃
ｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＬＲＰ３）、半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶⁃１（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃
１，Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、消皮素 Ｄ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎ，ＧＳＤＭＤ）、白细

胞介素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 一抗购自武汉

ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司，ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自武汉 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ
公司，ＥｄＵ 试剂盒购自上海碧云天公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞的培养及干预　 将大鼠足细胞复苏后

用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液于 ３７ ℃含 ５％
ＣＯ２ 的培养箱中培养，当细胞贴满培养皿底部 ８０％
～９０％时即可进行传代，进行干预培养。 将大鼠足

细胞随机分为 ４ 组，正常对照组（ＮＣ 组）：２１％ 氧浓

度，５. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ⁃葡萄糖）；高糖组（ＨＧ 组）：２１％
氧浓度，３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ⁃葡萄糖；低氧组（ＨＯ 组）：１％
氧浓度，５. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ⁃葡萄糖；低氧高糖组（ＨＯＨＧ
组）：１％氧浓度，３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ⁃葡萄糖。
１． ２． ２　 ＥｄＵ 法检测细胞增殖情况　 将细胞接种于

２４ 孔细胞培养板，放入培养箱中，每组 ３ 个复孔进

行干预培养。 在 ４８ ｈ 后，按照 ＥｄＵ 说明书的指示，
将终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＥｄＵ 添加到每个孔中，并
将其放入培养箱中继续培养，２ ｈ 后取出，按照说明

书的步骤进行后续操作。 在荧光显微镜下，随机抽

取 ６ 个不同视野做样本，并对每组细胞进行拍照，以
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计算出阳性细胞在总细胞中的比例，将其各组进行

比较。
１． ２． ３　 透射电镜下观察细胞器的改变　 细胞经不

同条件处理后，收集细胞沉淀，经 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ２
次后，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后去上清液，于细胞

沉淀中加入 １. ５ ｍｌ ２. ５％ 戊二醛缓冲液 （ ｐＨ ＝
７. ２５），４ ℃固定 ２４ ｈ。 接下来用 １％ 锇酸溶液固定

细胞 ２ ｈ。 洗涤后，用 １％ 醋酸锂溶液处理 ３０ ｍｉｎ。
之后使用无菌去离子水清洗，在连续梯度的乙醇中

进行彻底脱水 ３ 次后进行渗透和包埋。 使用高精度

的超薄切片机进行切割，使用醋酸铀和枸橼酸铅染

色后在透射电镜下观察并拍照。
１． ２． ４ 　 蛋白质印记分析　 收集细胞，冰上裂解 ３０
ｍｉｎ，通过 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒对蛋白样品的具体

浓度进行检测。 将制备好的蛋白样品进行电泳、转
膜。 转膜结束后取出 ＰＶＤＦ 膜，配置 ５％ 的脱脂牛

奶，将 ＰＶＤＦ 膜正面朝上室温封闭 １ ｈ。 ＴＢＳＴ 清洗 ３
遍后将 ＰＶＤＦ 膜与 ＮＬＲＰ３ （１ ∶ １ ０００）、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
（１ ∶ １ ５００）、ＧＳＤＭＤ（１ ∶ １ ５００）、 Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β （１ ∶
１ ５００）、ＩＬ⁃１β（１ ∶ １ ５００）、ＩＬ⁃１８（１ ∶ １ ５００）和 β⁃ａｃ⁃
ｔｉｎ（１ ∶ １ ０００）抗体在 ４ ℃ 冰箱中进行孵育过夜。
ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次。 将 ＰＶＤＦ 膜与 ＨＲＰ Ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃Ｒａｂ⁃
ｂｉｔ ＩｇＧ（１ ∶ ５ ０００）室温孵育 １ ｈ。 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次。
暗室条件下，将孵育好的 ＰＶＤＦ 膜平铺于显色板，滴
加 ＥＣＬ 显影剂，使用化学发光仪进行印记检测。
１． ３　 统计学处理　 结果采用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 进行统计

学分析，实验数据以均数 ± 标准差（�ｘ ± ｓ）表示。 每

组实验至少重复 ３ 次，统计显著性用单因素方差分

析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），组间比较采用 ｔ 检验，Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＥｄＵ 检测细胞增殖　 为明确大鼠肾小球足细

胞增殖情况，于高糖、低氧等不同条件下培养大鼠肾

小球足细胞，使用 ＥｄＵ 染色法对大鼠肾小球足细胞

进行染色。 结果显示，与 ＮＣ 组相比，ＨＧ 组、ＨＯ 组

及 ＨＯＨＧ 组的肾小球足细胞增殖能力明显下降，差
异有统计学意义（Ｆ ＝ １３. ４５，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 １。
２． ２　 电镜观察细胞超微结构　 透射电镜结果显示

高糖低氧环境均使大鼠肾小球足细胞形态结构出现

异常。 细胞核（Ｎ）呈不规则形；部分线粒体（Ｍｉ）出
现肿胀；部分粗面内质网（ＲＥＲ）扩张呈囊状；高尔

基体扩张；胞质中出现自噬和空泡；细胞膜受损，表
面有微绒毛，焦亡趋势明显，其中组间比较结果显示

ＨＯＨＧ 组出现自噬和空泡数量更多，焦亡情况更明

显。 提示低氧、高糖、低氧联合高糖条件促进大鼠肾

小球足细胞焦亡的发生。 见图 ２。
２． ３　 细胞焦亡相关蛋白的表达水平

２． ３． １ 　 ＮＬＲＰ３⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１⁃ＧＳＤＭＤ 信号通路蛋白的

表达水平　 各组干预处理 ４８ ｈ 后，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
技术检测 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ 蛋白的表达情

况。 结果显示，与 ＮＣ 组相比，ＨＧ 组、ＨＯ 组及 ＨＯ⁃
ＨＧ 组 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ 的蛋白表达水平

出现明显上调，其中 ＨＯＨＧ 组蛋白的表达量增加最

为显著，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １６. ２７，Ｐ ＜ ０. ０５；Ｆ
＝ ３２. ６４，Ｐ ＜ ０. ０５；Ｆ ＝ ４４. ５１，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３。

图 １　 ＥｄＵ 检测细胞增值

　 　 Ａ： ＥｄＵ 检测细胞增值荧光图 × １００；Ｂ：细胞增殖情况分析直方图；１：ＮＣ 组；２：ＨＧ 组；３：ＨＯ 组；４：ＨＯＨＧ 组；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与

ＨＧ 组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＨＯ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ２　 电镜下观察细胞超微结构变化 × ２５ ０００
　 　 Ａ：ＮＣ 组细胞核及细胞器的形态结构；Ｂ： ＨＧ 组细胞核及细胞器的形态结构；Ｃ： ＨＯ 组细胞核及细胞器的形态结构；Ｄ：ＨＯＨＧ 组细胞核及

细胞器的形态结构； ：线粒体肿胀； ：粗面内扩张； ：高尔基体扩张； ：核周隙增宽； ：自噬； ：空泡； ：微绒毛

图 ３　 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ 蛋白表达情况

　 　 Ａ： ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ 蛋白印记图；Ｂ： ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ 蛋白表达情况分析直方图；１：ＮＣ 组；２：ＨＧ 组；３：ＨＯ 组；４：ＨＯＨＧ
组；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＨＧ 组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＨＯ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白表达情况

　 　 Ａ： Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白印记图；Ｂ： Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白表达情况分析直方图；１：ＮＣ 组；２：ＨＧ 组；３：ＨＯ 组；４：ＨＯＨＧ 组；与
ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＨＧ 组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＨＯ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３． ２ 　 Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白表达水平 　 各

组干预处理 ４８ ｈ 后，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 Ｐｒｏ⁃
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 蛋白的表达情况。 结果显示，与
ＮＣ 组相比，ＨＧ 组、ＨＯ 组及 ＨＯＨＧ 组 Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃
１β、ＩＬ⁃１８ 的蛋白表达水平出现明显上调，其中 ＨＯ⁃
ＨＧ 组蛋白的表达量增加最为显著，差异有统计学

意义（Ｆ ＝ ４１. ０９，Ｐ ＜ ０. ０５；Ｆ ＝ ３４. ３３，Ｐ ＜ ０. ０５；Ｆ ＝
６８. ９３，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４。

３　 讨论

　 　 有研究［５］表明高原地区 ２ 型糖尿病肾病早期即

会出现明显的蛋白尿、血尿，后期肾小球滤过率急剧

下降并发症多且严重。 在高原地区，最显著的地域

特征是低氧环境，这种环境会导致缺氧诱导因子的

表达增加，进而影响葡萄糖摄取和糖酵解等代谢过

程，以产生低氧适应。 此外，糖尿病肾病患者体内的

高糖环境也会通过多种途径上调缺氧诱导因子的表

达，进而加速糖尿病肾病的发展［６］。 长期慢性低氧

会导致肾纤维化、糖尿病肾病、高血压肾病等［７］。
　 　 足细胞内的炎症反应是足细胞损伤发生的典型

机制［８］。 足细胞损伤和糖尿病肾病关系密切，其中

ＮＬＲＰ３ 炎症小体对促炎因子的作用在其中发挥关
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键作用，ＮＬＲＰ３ 的激活会加速糖尿病肾病患者的肾

损伤［９］。 国外有研究［１０］ 表明足细胞容易受到各种

有害刺激影响，包括缺氧。 在该研究中，同样也可以

表明与对照组相比，低氧组、高糖组、低氧高糖组都

出现了焦亡相关蛋白表达的增加，另外研究表明相

比较低氧高糖单因素，低氧高糖复合因素对细胞的

影响更为明显。 国外有研究［１１］ 表明，糖尿病肾病患

者肾脏足细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ 的表达水平和 ＧＳＤＭＤ 的

裂解水平显著升高，同时伴有足突消失和融合以及

炎症细胞因子增加。 结果显示，Ｃａｓｐａｓｅ 和 ＧＳＤＭＤ
介导的细胞焦亡被激活并参与高血糖条件下的足细

胞丢失和糖尿病肾病的发展。 这与该研究一致，在
该研究中，相比较对照组，低氧组和高糖组中 ＮＬ⁃
ＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ 的表达显著增加，尤其低氧

高糖复合因素对足细胞损伤最明显，焦亡相关蛋白

的表达增加更为显著。
　 　 该研究表明，高糖和低氧双重因素都可促进 ＩＬ⁃
１β 炎症因子的表达。 ＩＬ⁃１β 是一种强大的促炎细胞

因子，可促进宿主的免疫反应，进而有效地抵抗外界

的感染和损伤，其前体形式 Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β 是一种无活性

的物质，低氧时 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 表达增高其可通过切割

Ｐｒｏ⁃ＩＬ⁃１β 使其成为成熟的 ＩＬ⁃１β，成熟后的 ＩＬ⁃１β
会从细胞中迅速分泌［１２］。 ＩＬ⁃１８ 具有与 ＩＬ⁃１β 相似

的空间结构和胞内信号转导系统，也是参与细胞焦

亡的重要炎症因子。 国外有研究［１３］ 表明低氧应激

通过激活 ＮＬＲＰ３ 使 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＧＳＤＭＤ 显著增加进

而促使炎症细胞因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 显著增加，是促使

细胞焦亡的重要因素，这与该研究一致。
　 　 该实验通过电镜观察到自噬现象增多包括线粒

体自噬。 线粒体自噬作为一种应对线粒体损伤的应

激反应机制，可以被诱导出现在各种病理过程中，例
如氧化应激、低氧和炎症［１４］。 有研究［１５］ 显示高葡

萄糖可通过诱导细胞中的氧化应激和线粒体损伤抑

制细胞的增殖并促进细胞凋亡和自噬的发生。 此外

还有研究［１６］表明，ＮＬＲＰ３ 激活可诱导线粒体损伤，
导致其 Ｐａｒｋｉｎ 依赖性线粒体自噬。 线粒体自噬会

通过产生大量的 ｍｔＲＯＳ 诱导 ＮＬＲＰ３ 激活［１７］。 ＮＬ⁃
ＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 可引起细胞焦亡导致线粒体损伤，损
伤的线粒体可被线粒体自噬消除使线粒体自噬增

多，说明线粒体自噬和细胞焦亡相互作用，线粒体自

噬可代偿细胞焦亡引起的线粒体损伤。
　 　 该研究表明低氧联合高糖环境对大鼠肾小球足

细胞焦亡的发生有一定的影响。 低氧联合高糖条件

可激活 ＮＬＲＰ３⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１⁃ＧＳＤＭＤ 信号通路蛋白表

达，结合 ＥｄＵ 结果，提示了细胞焦亡参与高糖及低

氧诱导的足细胞损伤。 造成这一结果可能与多种因

素相关，结合电镜结果，对于该信号通路与足细胞损

伤的关系，该课题组趋向于低氧、高糖条件通过该信

号通路促使足细胞发生焦亡现象。 由此可见，是否

可以通过调控细胞焦亡延缓糖尿病肾病病程进展，
可以作为之后研究的方向，细胞焦亡使足细胞损伤

在糖尿病肾病合并低氧环境的发病机制中具有重要

作用，在未来，调控 ＮＬＲＰ３⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１⁃ＧＳＤＭＤ 信号

通路减少足细胞损伤可能为糖尿病肾病的防治提供

新的治疗策略和靶点。
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