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摘要 目的 研究人重组血管紧张素转化酶 2 ( rhACE2) 对
血管紧张素Ⅱ( AngII) 诱导的人肾小球系膜细胞( HＲMC) 增
殖凋亡的影响。方法 体外培养 HＲMC 随机分为对照组、
rhACE2 组、AngII组、AngII + rhACE2 组。MTT法检测细胞增
殖，流式细胞术检测细胞周期及凋亡率。结果 与对照组比
较，AngII组系膜细胞活力、S 期细胞比例明显增高( P ＜
0. 05) ; 凋亡率减少( P ＜ 0. 05 ) 。与 AngII 组比较，AngII +
rhACE2 组细胞活力、S 期细胞比例减少( P ＜ 0. 05) ; 凋亡率
增加( P ＜ 0. 05) 。单用 rhACE2 对 HＲMC无明显影响。结论
AngII诱导 HＲMC增殖，rhACE2 能抑制 AngII 诱导的系膜
细胞增殖并促进细胞凋亡。
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过敏性紫癜性肾炎( Henoeh-Sehonlein purpura
nephritis，HSPN ) 是过敏性紫癜 ( Henoch-Schonlein
purura，HSP) 严重的并发症。肾小球系膜细胞是肾
小球内重要的固有细胞，在 HSPN 的发生发展中起
着关键性的作用。血管紧张素Ⅱ( angiotensinII，An-
gII) 可致肾小球系膜细胞损伤和诱导其凋亡。近来
研究［1 － 3］显示血管紧张素转换酶 2 ( angiotensin con-
verting enzyme2，ACE2 ) 是具有多种生物学活性的
肾素 － 血管紧张素系统( renin-angiotensin system，
ＲAS) 新成员，在血管减压、心血管、肾脏等疾病中发
挥着保护作用，可以拮抗 AngII，但 ACE2 能否拮抗
AngII所诱导的系膜细胞增殖目前尚不清楚。该实
验通过体外培养人肾小球系膜细胞( human renal
mesangial cells，HＲMC) ，研究重组人血管紧张素转
换酶 2( recombinant human angiotensin converting en-

zyme 2，rhACE2) 对 AngII诱导的 HＲMC增殖凋亡的
影响，探究其对 HSPN 是否存在保护作用，为临床
HSPN疾病的防治提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 细胞与试剂 HＲMC( 广州吉妮欧生物技术有
限公司) ; 低糖 DMEM培养液( 美国 Hyclone 公司) ;
胎牛血清( 以色列 BI公司) ; 0. 25%胰酶( 上海碧云
天生物技术有限公司) ; rhACE2 ( 美国 Ｒ＆D 公司) ;
AngⅡ( 英国 Torics公司) ; MTT 试剂( 美国 Sigma 公
司) ; 周期试剂盒、凋亡试剂盒( 美国 BD公司) 。
1． 2 仪器与设备 HF90 /HF240 细胞培养箱; 细胞
超净工作台( 苏州净化设备有限公司) ; 多功能酶标

仪( 美国 Thermo fisher scientific 公司) ; 流式细胞仪
( 美国 BD公司) 。
1． 3 细胞培养 体外培养的 HＲMC 细胞生长至
80% 融合，弃去旧的培养液，PBS轻轻荡洗 2 次，加
入 1 ml 0. 25%胰酶消化，37 ℃温育 1 min，显微镜下
见细胞圆缩、间隙增大时，立即弃去消化液，用 PBS
轻轻荡洗 1 次，加入适量含 10%胎牛血清的 DMEM
完全培养液，反复吹打，使之成为单个悬浮细胞，分

成 3 瓶，37 ℃、5% CO2 细胞培养箱内培养。
1． 4 细胞分组 将 HＲMC 随机分为 4 组: 对照组;
AngII组( 10 －6 mol /L) ; rhACE2 组( 0. 1 ng /μl) ; An-
gII + rhACE2 组: 在加入 AngII 10 －6 mol /L 的基础
上，分别加入不同浓度的 rhACE2 ( 0. 001、0. 01、0. 1
ng /μl) 。
1． 5 HＲMC 细胞活力的测定 采用 MTT 法检测
HＲMC的细胞活力。取对数生长期的 HＲMC，以 5
× 104 个 /ml接种于 96 孔板中，如上分组，置细胞培
养箱过夜。次日加药物刺激，细胞培养箱中孵育 24
h后，加 MTT 溶液，37 ℃孵育 4 h 后加入等体积二
甲基亚砜 ( DMSO) ，酶标仪 490 nm下测定各孔的吸
光度( optical density，OD) 值。
1． 6 HＲMC 细胞周期的测定 取对数期生长的
HＲMC，以 5 × 104 个 /ml 接种于 12 孔板中，如上分
组，置细胞培养箱过夜。次日加药物刺激，细胞培养
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箱培养 24 h 后，PBS 洗涤后收集细胞，1 000 r /min
离心 10 min，弃上清液; 用 70 %的冰乙醇 4 ℃固定
过夜; 400 μl PBS重悬细胞，PBS 洗涤 2 次，重悬细
胞于 0. 5 ml的 PI /ＲNase staining Buffer，室温避光孵
育 15 min，上流式细胞仪检测。
1． 7 HＲMC细胞凋亡率的测定 取对数期生长的
HＲMC，以 5 × 104 个 /ml 接种于 12 孔板中，如上分
组，置细胞培养箱过夜。次日加药物刺激，细胞培养
箱培养 24 h 后，PBS 洗涤后收集细胞，1 000 r /min
离心 10 min，弃上清液; 100 μl Binding Buffer重悬，5
μl Annexin V-FITC 和 5 μl PI 染色，室温避光孵育
15 min，上流式细胞仪检测。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 20. 0 软件对不同组
间均数进行单因素方差分析( One-way ANOVA) ，数
据以 珋x ± s表示，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 rhACE2 对 AngII诱导的 HＲMC细胞活力的
影响 与对照组比较，单用 rhACE2 时 OD值变化不
大; 与对照组比较，AngII 组 OD 值明显增加，HＲMC
细胞活力增加，差异有统计学意义( F = 16. 171，P
＜ 0. 05 ) 。与 AngII 组比较，AngII + rhACE2 组 OD
值明显减小，且随着 rhACE2 浓度增加 OD 值减小，
细胞活力减小; 其中 0. 1 ng /μl rhACE2 抑制作用最
显著，差异有统计学意义( F = 16. 171，P ＜ 0. 05 ) 。
见表 1。
2． 2 rhACE2 对 AngII诱导的 HＲMC细胞周期变
化的影响 与对照组比较，rhACE2 组 S期细胞比例
减少，G0 /G1 期增多，但是变化不明显，差异无统计

学意义。与对照组比较，AngII组 S期细胞比例明显
增多，差异有统计学意义( F = 10. 816，P ＜ 0. 05) ;

表 1 MTT检测 rhACE2 对 AngII诱导的系膜

细胞增殖的影响( n = 3，珋x ± s)

组别 rhACE2 浓度( ng /μl) OD值
对照 － 0． 90 ± 0． 08
rhACE2 － 0． 88 ± 0． 01
AngII － 1． 27 ± 0． 09*

AngII + rhACE2 0． 001 1． 15 ± 0． 10
AngII + rhACE2 0． 01 1． 04 ± 0． 10#

AngII + rhACE2 0． 1 0． 91 ± 0． 01#

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 AngII组比较: #P ＜ 0. 05

G0 /G1 期减少，差异有统计学意义( F = 4. 822，P ＜
0. 05) ，AngII可促进细胞由 G1 期进入 S期。与 An-
gII组比较，AngII + rhACE2 组 S 期细胞比例减少，
G0 /G1 期增多，且呈剂量依赖性变化。当 rhACE2 浓
度为 0. 1 ng /μl时，S 期细胞比例明显减少，差异有
统计学意义( F = 10. 816，P ＜ 0. 05 ) ，rhACE2 抑制
细胞由 G1 期进入 S期，抑制细胞周期的进展。见表
2。
2． 3 rhACE2 对 AngII诱导的 HＲMC细胞凋亡的
影响 与对照组比较，AngII 组细胞凋亡率减小，差
异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。与 AngII 组比较，An-
gII + rhACE2 组细胞凋亡率增加，rhACE2 抑制了
AngII对系膜细胞的作用，使增生系膜细胞的凋亡率
增加，差异有统计学意义( F = 26. 415，P ＜ 0. 05 ) 。
见表 3、图 1。

3 讨论

HSP是一种比较常见的微血管变态反应性出血
性疾病［4］，主要特征为全身性广泛的小血管炎，尤

其是皮肤和肾脏的小血管，主要表现为皮肤紫癜、关
节痛、胃肠出血和血尿［5］。HSPN 是 HSP 的严重并
发症，占 HSP患者的 30% ～50%［6］。90%的患儿在

图 1 rhACE2 对 AngII诱导系膜细胞凋亡的影响( n = 3，珋x ± s)

A: 对照组; B: AngII组; C: AngII + rhACE2 组
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表 2 rhACE2 对 AngII诱导的肾小球系膜细胞周期变化的影响( n = 3，珋x ± s)

组别 rhACE2 浓度( ng /μl) G0 /G1 ( % ) S( % ) G2 /M( % )
对照 － 51． 65 ± 3． 68 38． 22 ± 2． 77 10． 13 ± 6． 42
rhACE2 － 50． 94 ± 1． 02 36． 90 ± 0． 58 12． 16 ± 1． 32
AngII － 42． 24 ± 1． 51* 46． 57 ± 1． 69* 11． 20 ± 3． 11
AngII + rhACE2 0． 001 45． 07 ± 2． 81 43． 37 ± 0． 63 11． 56 ± 2． 59
AngII + rhACE2 0． 01 46． 40 ± 3． 63 43． 10 ± 2． 74 10． 50 ± 3． 67
AngII + rhACE2 0． 1 48． 38 ± 3． 22 40． 49 ± 1． 66# 11． 13 ± 3． 62

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 AngII组比较: #P ＜ 0. 05

表 3 rhACE2 对 AngII诱导系膜细胞凋亡的影响( n = 3，珋x ± s)

组别 rhACE2 浓度( ng /μl) 凋亡率( % )
对照 － 4． 15 ± 1． 15
AngII － 1． 77 ± 0． 71*

AngII + rhACE2 0． 001 5． 15 ± 1． 30#

AngII + rhACE2 0． 01 6． 99 ± 0． 96#

AngII + rhACE2 0． 1 10． 06 ± 1． 03#

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 AngII组比较: #P ＜ 0. 05

患 HSP 8 周后出现肾脏损伤。肾活检下肾小球病变
呈多样性，以系膜增生常见，容易出现灶状节段性纤

维素样坏死，白细胞增多，炎症浸入和间质纤维化，

新月体形成，免疫荧光显微镜显示颗粒性免疫球蛋

白 A在系膜区沉积［7 － 8］。HSPN 的进展极大程度的
影响了 HSP的预后。

ＲAS是生物体内调节血压、血流和内环境重要
因素之一，在肾脏病发展过程中 ＲAS 也起着重要的
作用。传统的经典理论认为 ＲAS 由肾素原、肾素、
血管紧张素Ⅰ ( angiotensin Ⅰ，AngⅠ) 、血管紧张
素转化酶( angiotensin converting enzyme，ACE) 、Ang
Ⅱ、血管紧张素受体组成。AngⅡ是整个 ＲAS 的中
心环节，作用于 AngⅡ 1 型受体，引起肾小球内高滤
过损伤，导致肾小球超滤系数下降，刺激系膜细胞的

增生和肥大，促进细胞外基质增加，可影响肾病的进

展和预后。而与其在功能上相拮抗的 ACE2-Ang( 1-
7) -Mas轴的发现，使人们认识到 ＲAS 的调节机制
是动态平衡的。新近研究［9］显示 AngI 及 AngII 均
可被 ACE2 水解去除羧基端一个氨基酸残基，分别
生成 Ang ( 1-9) 及具有血管舒张作用的 Ang( 1-7 ) 。
Ang( 1-7) 与 G 蛋白偶联受体 Mas 结合发挥舒张血
管、抗增殖、抗纤维化等生物效应。ACE2 作为该轴
中的关键酶，其在肾脏疾病治疗方面的潜在应用价

值。
本研究显示 AngII作用于 HＲMC促使细胞活力

增强，促进细胞由 G0 /G1 期进入 S 期，这与之前研
究［10］的 AngII促使系膜细胞增殖是一致的。HSPN
累及到肾脏，肾小球系膜细胞增殖，系膜区扩张，细

胞外基质沉积。正常组织中，细胞增殖与凋亡处于

一个动态平衡，贯穿于整个生命体的始终。细胞增
殖增加和( 或) 凋亡减少都会打破这个动态平衡，导

致机体的异常状态。细胞凋亡是在生理或病理刺激
下，机体为维护内环境稳定由基因控制的细胞主动

死亡的过程。因此有效地抑制系膜细胞异常增殖，
促进增殖的系膜细胞凋亡，成为防治 HSP、延缓
HSPN进展的重要环节。本研究显示在应用 AngII
的基础上加入 rhACE2，使 AngII 诱导的系膜细胞增
殖作用减弱并成剂量依赖性增强。本研究还显示
rhACE2 能抑制细胞由 G0 /G1 期进入 S期，且促进增
殖的系膜细胞凋亡。细胞增殖减少、凋亡增加，从而
细胞数目减少，这也与本研究中细胞活力减小实验

一致。以往研究［11］表明，Ang( 1-7) 可抑制 AngII 所
诱导的系膜细胞增殖。据此推测 rhACE2 对 AngII
诱导的系膜细胞增殖的抑制作用也许与 rhACE2 水
解 AngII，使 AngII含量减少，并且生成的 Ang( 1-7 )
能抑制系膜细胞增殖促进其凋亡有关。
在糖尿病大鼠肾脏中肾小管 ACE2 表达下

降［12］。既往研究［13］指出，rhACE2 延缓糖尿病肾病
的进展。糖尿病肾病主要累及肾小球，导致肾小球
硬化，主要表现为肾小球系膜增生。同样地，HSPN
患者体内 AngII 增多，同时有系膜增生伴不同程度
的多种细胞增殖、小灶性坏死、渗出，肾小球玻璃样
变，基质增厚，肾小球滤过率下降，最终可有局灶性

阶段性瘢痕形成而导致硬化，导致肾脏疾病进一步

发展恶化。而本研究结果 rhACE2 可抑制 AngII 诱
导的系膜细胞增殖，促使增生的系膜细胞凋亡，防止

肾脏损伤及病情的进一步进展，推测增加 ACE2 水
平或许可以延缓 HSPN 的发展。以上结果都指出
rhACE2 抑制 AngII 诱导的系膜细胞增殖并促进凋
亡，关于 ACE2 能否应用于机体组织，发挥抑制系膜
细胞增殖作用，抑制 AngII所致使的组织器官损伤，
缓解肾脏组织重构等发展，这将关系到 HSPN 治疗
的一个新的方向，关于这方面有待于进一步的研究。
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Inhibitory effects of recombinant human angiotensin converting
enzyme 2 on the proliferation and apoptosis of human renal

mesangial cells induced by angiotensin Ⅱ
Zhang Hongli，Zhang Xiaocui，Li Xiu，et al

( Dept of Pediatrics，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the inhibitory effect of recombinant human angiotensin converting enzyme 2 on
the proliferation and apoptosis of human renal mesangial cells induced by angiotensin Ⅱ． Methods Cultured hu-
man renal mesangial cells were randomly divided into 4 groups: control，rhACE2，AngII，AngII + rhACE2． The
cell vitality was measured by MTT． The cell cycle and apoptosis were determined by flow cytometry． Ｒesults
Compared with the control group，the cell viabilities and rate of S phase were significantly increased( P ＜ 0. 05) ，
and the cell apoptosis percentage was decreased( P ＜ 0. 05) in AngII group． In AngII + rhACE2 group，the cell via-
bilities and rate of S phase cells were lower than AngII group ( P ＜ 0. 05) ，while the apoptosis percentage was high-
er than AngII group ( P ＜ 0. 05 ) ． And rhACE2 alone had no effect on HＲMC． Conclusion AngⅡ induces
HＲMC proliferation，and rhACE2 inhibites AngII-induced proliferation and promotes cell apoptosis．
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