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线粒体功能障碍参与糖尿病肾脏疾病

足细胞损伤的初步研究
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　　 【摘要】　目的　探讨糖尿病肾脏疾病足细胞是否存在线粒体功能障碍。方法　分别从２型糖
尿病ｄｂ／ｄｂ小鼠及其同窝对照ｄｂ／ｍ小鼠肾脏中分离足细胞，提取线粒体检测线粒体复合物Ⅰ和Ⅲ功
能，提取ＲＮＡ行实时定量ＰＣＲ检测足细胞线粒体代谢相关基因的表达；采用免疫组织化学检查检测
足细胞标记蛋白ＷＴ１的表达。结果　ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞线粒体复合物Ⅰ和复合物Ⅲ的活性、线粒体
ＤＮＡ拷贝数均较ｄｂ／ｍ小鼠低 （Ｐ均 ＜００５），ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞与线粒体代谢相关的基因 ＳＩＲＴ１、
ＰＧＣ１α、ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１、ＮＲＦ２以及足细胞标记蛋白ｎｅｐｈｒｉｎｍＲＮＡ的表达均较 ｄｂ／ｍ小鼠低 （Ｐ均 ＜
００５），ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞数量较ｄｂ／ｍ小鼠少 （Ｐ＜００５）。结论　糖尿病小鼠足细胞存在线粒体功
能障碍。

　　 【关键词】　线粒体；足细胞；糖尿病肾脏疾病
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　　糖尿病肾脏疾病 （ＤＫＤ）是引发终末期肾脏
病的主要病因之一，但其发病机制尚未清楚。目前

有研究显示，足细胞损伤是ＤＫＤ进展的中心事件，
与肾功能恶化密切相关。有研究者发现，早期

ＤＫＤ患者肾脏中足细胞数量减少，而晚期患者足
细胞数量减少更明显［１］。线粒体是细胞有氧代谢

的重要枢纽，不仅参与了细胞能量代谢，还在维持

铁稳态、调节活性氧自由基 （ＲＯＳ）和调控细胞凋
亡等方面起了重要的作用。足细胞具有丰富的线粒

体，用以维持肌动蛋白为主的细胞骨架结构，而这

些骨架结构是足细胞发挥正常功能的基础。但目前

对于ＤＫＤ时足细胞线粒体功能是否有改变，尚缺
乏足够证据。本研究拟通过分离糖尿病小鼠肾脏足

细胞，提取足细胞线粒体，检测线粒体功能，探讨
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足细胞线粒体功能在ＤＫＤ中的变化。

材料与方法

一、足细胞分离技术

分别采用２４周龄的２型糖尿病 ｄｂ／ｄｂ雄性小
鼠及其同窝对照小鼠 ｄｂ／ｍ各６只，ｄｂ／ｄｂ小鼠体
质量４５～５５ｇ，ｄｂ／ｍ小鼠体质量２０～２５ｇ，购自
南京大学南京生物医药研究院。麻醉处死小鼠后，
分离肾脏置冰上，切成碎片后置于以下溶液：ＲＰ
ＭＩ１６４０＋１％青霉素链霉素溶液（ＰＳ）＋５％ 胎牛血
清＋２ｍｇ／ｍｌ胶原酶Ａ。震荡后滤过的溶液离心去
上清，加入１×的小鼠裂解缓冲液 （Ｓｉｇｍａ）室温
放置１０ｍｉｎ。再加入１０ｍｌＨａｎｋｓ平衡溶液 （ＨＢ
ＳＳ）中和裂解液，离心去上清液后加入以下溶液：
ＲＰＭＩ１６４０＋ＰＳ＋５％ 胎牛血清 ＋０５ｍｇ／ｍｌ胶原
酶／分散酶和００７５％ 胰酶。滤过后离心去上清液
并加入以下溶液：ＭＡＣＳ溶液和牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）溶液按４０∶１比例配置 （标记缓冲液），然

后加入 ＢｉｏｔｙｎｌａｔｅｄＰｏｄｏｃａｌｙｘｉｎ抗体和 Ｂｉｏｔｙｎｌａｔｅｄ
Ｋｉｒｒｅｌ２（Ｎｅｐｈ３）抗体。孵育４５ｍｉｎ后离心去上清
液重复１次；清洗Ｄｙｎａｂｅａｄｓ Ｍ２８０链霉亲和素磁
珠后加入标记缓冲液和离心后的细胞，置于４℃摇
床上孵育４５ｍｉｎ。离心去上清液后加入标记缓冲
液。将离心管放置在多功能磁性分离架上收集足细

胞。取得小鼠足细胞样本进行后续实验检测，实验

重复３次。
二、线粒体分离技术

细胞线粒体分离试剂盒购自碧云天生物公司。

步骤简述如下：用胰酶消化细胞，离心收集细胞。

细胞６００×ｇ、４℃离心５ｍｉｎ后作沉淀。弃上清液
后加入１～２５ｍｌ线粒体分离试剂至细胞中，轻轻
悬浮细胞，冰浴放置１０～１５ｍｉｎ。把细胞悬液转移
到一适当大小的玻璃匀浆器中，匀浆１０～３０次。
把细胞匀浆在６００×ｇ、４℃离心１０ｍｉｎ。把上清液
转移到另一离心管中，１１０００×ｇ、４℃离心１０ｍｉｎ
后去除上清。沉淀即为分离得到的细胞线粒体。

三、线粒体复合物活性检测

分离足细胞线粒体，分别使用 ＭｉｔｏＳｃｉｅｎｃｅｓ的
线粒体复合物Ⅰ和复合物Ⅲ酶活性检测试剂盒检测
线粒体呼吸链复合物的活性。

四、线粒体ＤＮＡ拷贝数检测
使用ＤＮｅａｓｙＴｉｓｓｕｅＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）提取足细胞

总ＤＮＡ，实时定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）分别检测小鼠
线粒体ＮＤ１和 ＣｙｔＢＤＮＡ，以及小鼠核 Ｈ１９ＤＮＡ。

计算ＮＤ１∶Ｈ１９和ＣｙｔＢ∶Ｈ１９比值。
五、线粒体代谢相关基因检测

将足细胞加入 Ｔｒｉｚｏｌ中提取总 ＲＮＡ后使用
ＴＡＫＡＲＡ逆转录试剂盒转录为 ｃＤＮＡ，再使用
ＴＡＫＡＲＡＰＣＲ反应试剂进行 ＲＴＰＣＲ，取得结果采
用最大二阶导数法分析目的基因 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α、
ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１、ＮＲＦ２的ｍＲＮＡ相对表达量。

六、免疫组织化学检查 （免疫组化）

将小鼠肾脏石蜡切片脱蜡至水，用 ３％过氧化
氢室温孵育以消除内源性过氧化物酶的活性。清洗

后用１０％ 正常山羊血清 （磷酸缓冲盐稀释）封闭

１ｈ，去封闭液后加抗ＷＴ１抗体 （ＳａｎｔａＣｒｕｚ）工作
液于４℃过夜。第２日用 ＰＢＳ冲洗后，加入二抗
室温孵育１ｈ，使用Ｖｅｃｔａｓｔａｉｎ＠ＡＢＣ试剂盒 （Ｖｅｃ
ｔｏｒ）进行显色镜下观察，检测足细胞标记物 ｎｅｐｈ
ｒｉｎ的表达。根据ＷＴ１的位置和阳性染色，鉴定细
胞，并在随机选择的动物肾切片中，对每只动物的

１０个肾小球进行足细胞总计数。
七、统计学处理

使用ＳＰＳＳ２２０统计学软件处理数据。计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示。组间比较使用ｔ检验，Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

结　　果

一、ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞中的线粒体复合物活性
降低

２４周龄小鼠足细胞线粒体复合物活性检测结
果发现，ｄｂ／ｄｂ小鼠与 ｄｂ／ｍ小鼠相比，足细胞线
粒体复合物Ⅰ活性明显下降 （ｔ＝２１６９５，Ｐ＝
０００２，见图 １Ａ），此外，足细胞线粒体复合物Ⅲ
活性也有所下降 （ｔ＝４３９６，Ｐ＝００４８，见图
１Ｂ）。

二、ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞线粒体复合物组分的基
因表达下降

从２４周龄小鼠肾脏中提取足细胞并分析其线
粒体复合物组分的基因表达，结果可见，与 ｄｂ／ｄｂ
小鼠比较，ｄｂ／ｄｂ小鼠的足细胞线粒体复合物Ⅰ组
分ｍｔＮＤ１及ＮＤＵＦＢ２的ｍＲＮＡ表达水平明显下降
（ｍｔＮＤ１：ｔ＝１８７７１，Ｐ＝０００３；ＮＤＵＦＢ２：ｔ＝
３１３４４，Ｐ＜０００１，见图 ２Ａ）；线粒体复合物Ⅲ
组分 Ｕｑｃｒｂ和 Ｕｑｃｒｃ１的 ｍＲＮＡ表达也明显降低
（Ｕｑｃｒｂ：ｔ＝８２６４，Ｐ＝００１４；Ｕｑｃｒｃ１：ｔ＝２１０４７，
Ｐ＝０００２，见图 ２Ｂ）。
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图１　２４周龄ｄｂ／ｍ小鼠及ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏足细胞线粒体中的线粒体复合物Ⅰ及Ⅲ的活性检测
为Ｐ＜００５，为Ｐ＜００１

图２　２４周龄ｄｂ／ｍ小鼠及ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞中的线粒体复合物Ⅰ和Ⅲ组分的基因表达
为Ｐ＜００５，为Ｐ＜００１，为Ｐ＜０００１

　　三、ｄｂ／ｍ小鼠足细胞的线粒体ＤＮＡ拷贝数下
降

从２４周龄的 ｄｂ／ｍ和 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏足细胞
中提取 ＤＮＡ，ＲＴＰＣＲ分别检测小鼠线粒体 ＮＤ１
和 ＣｙｔＢＤＮＡ，以及小鼠核 Ｈ１９ＤＮＡ。结果显示，

ｄｂ／ｄｂ小鼠的ＣｙｔＢ／Ｈ１９及ＮＤ１／Ｈ１９比值均较ｄｂ／ｍ
小鼠低 （ＣｙｔＢ／Ｈ１９：ｔ＝４４５９，Ｐ＝００４７；ＮＤ１／
Ｈ１９：ｔ＝４６０８，Ｐ＝００４４，见图３Ａ，３Ｂ），以上
结果证明了糖尿病小鼠足细胞线粒体的 ＤＮＡ拷贝
数量下降。

图３　２４周龄ｄｂ／ｍ小鼠及ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏足细胞中的线粒体ＤＮＡ拷贝数表达
为Ｐ＜００５
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　　四、ｄｂ／ｍ小鼠足细胞的线粒体代谢相关基因
表达降低

检测２４周龄的 ｄｂ／ｍ和 ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞线
粒体代谢相关基因 ｍＲＮＡ表达情况，结果显示相
比 ｄｂ／ｍ小鼠，ｄｂ／ｄｂ小鼠中 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α、
ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１、ＮＲＦ２ 的 ｍＲＮＡ 表 达 均 下 降
（ＳＩＲＴ１： ｔ＝１０５８９， Ｐ＝０００９； ＰＧＣ１α： ｔ＝
９６４８，Ｐ＝００１１；ＴＦＡＭ：ｔ＝１２４９１，Ｐ＝０００６；
ＮＲＦ１：ｔ＝９６２４，Ｐ＝００１１；ＮＲＦ２：ｔ＝５３０８，Ｐ
＝００３４，见图４）。
五、ｄｂ／ｄｂ小鼠的足细胞数量下降
检测ｄｂ／ｍ和ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞中足细胞标记

物ｎｅｐｈｒｉｎ的表达，结果显示，与 ｄｂ／ｍ小鼠相比，
２４周龄的 ｄｂ／ｄｂ小鼠 ｎｅｐｈｒｉｎ表达下降 （ｔ＝
４７１６，Ｐ＝００４２，见图 ５Ａ）。而２４周龄小鼠肾脏
中 的足细胞用ＷＴ１标记，免疫组化示ｄｂ／ｄｂ

小鼠的足细胞数量较 ｄｂ／ｍ小鼠的少 （见图 ５Ｂ）。
以上均表明了ｄｂ／ｄｂ小鼠中的足细胞数量减少。

图４　２４周龄ｄｂ／ｄｂ小鼠相比ｄｂ／ｍ小鼠
足细胞中的线粒体代谢相关基因ｍＲＮＡ表达

为Ｐ＜００５，为Ｐ＜００１

图５　２４周龄ｄｂ／ｍ小鼠及ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏足细胞检测图
Ａ：肾脏足细胞ｎｅｐｈｒｉｎｍＲＮＡ表达，为Ｐ＜００５；Ｂ：ＷＴ１免疫组化染色显示足细胞的数量 （×４００）

讨　　论

本研究选用自发性２型糖尿病ｄｂ／ｄｂ小鼠作为
糖尿病动物模型，ｄｂ／ｍ小鼠 （糖尿病 ｄｂ／ｄｂ小鼠
同窝对照组小鼠）作为对照。ｄｂ／ｄｂ小鼠在 １２～
１８周龄时出现早期 ＤＫＤ的表现，尿蛋白逐渐增
加，伴有肾小球和肾小管损伤，以及肾脏纤维化，

而ｄｂ／ｍ小鼠尿蛋白正常，无类似肾脏病理损害表
现。本研究结果显示，ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞存在明显
的线粒体功能障碍。从ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏中分离足细
胞，并从足细胞中提取线粒体，检测线粒体功能，

结果显示ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞线粒体复合物Ⅰ和复合
物Ⅲ功能明显下降。此外还发现部分线粒体复合物
相关基因ｍＲＮＡ表达下降，伴有 ｍｔＤＮＡ拷贝数明
显降低和足细胞数量减少。进一步研究发现，与

ｄｂ／ｍ小鼠相比，ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞与线粒体代谢
相关的基因，如 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α、ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１、

ＮＲＦ２ｍＲＮＡ表达明显降低。以上结果证实，糖尿
病小鼠足细胞线粒体功能存在明显异常。

ＤＫＤ的发生发展是多因素综合作用的结果，
目前认为，肾脏血流动力学的改变、代谢紊乱、炎

症反应以及遗传背景等均起非常重要的作用。持续

高血糖环境引起的大量细胞因子的释放、蛋白激酶

Ｃ的活化、ＲＯＳ的产生在 ＤＫＤ的发展中起着至关
重要的作用［２３］，而这些致病因素导致足细胞损伤

被认为是引起蛋白尿和肾小球硬化最为重要的因素

之一［４５］。

足细胞是肾小球滤过膜的重要组成部分，在维

持滤过屏障的完整、修复基底膜、合成血管内皮生

长因子和调节细胞外基质的合成中发挥重要作用。

有研究提示，抑制线粒体分裂可以减轻糖尿病小鼠

足细胞线粒体功能障碍，改善肾脏病变。足细胞特

异性动力相关蛋白１（ＤＲＰ１）缺失的糖尿病小鼠
中，尿蛋白较对照组的野生型糖尿病小鼠减少，超
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微结构分析表明野生型糖尿病小鼠的足细胞线粒体

分裂现象显著增加，但在足细胞 ＤＲＰ１缺失的糖尿
病小鼠中线粒体结构明显改善［６］。电镜观察足细

胞线粒体形态学发现，ｄｂ／ｄｂ小鼠足细胞线粒体嵴
结构明显异常。线粒体嵴是线粒体内膜向线粒体基

质折褶形成的一种结构。线粒体嵴的形成增大了线

粒体内膜的表面积。同时，线粒体嵴上存在 ＡＴＰ
合成酶和细胞色素等重要蛋白，是细胞有氧呼吸的

重要场所。但导致足细胞线粒体嵴形态异常的机制

目前尚未明确，有待进一步研究。

线粒体形态异常通常伴有功能障碍。有体外研

究发现，长时间高浓度葡萄糖刺激小鼠足细胞，可

以增加足细胞耗氧量和线粒体数量，下调线粒体复

合物Ⅰ＋Ⅲ的活性［７］。我们通过分离 ｄｂ／ｄｂ小鼠足
细胞，进一步确认了糖尿病小鼠足细胞线粒体复合

物功能较非糖尿病小鼠下降。而且结果证实线粒体

复合物Ⅰ和复合物Ⅲ的部分组分 ｍＲＮＡ表达明显
减少，与线粒体能量代谢密切相关的ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ
１α、ＮＲＦ１、ＮＲＦ２及 ＴＦＡＭｍＲＮＡ表达也明显减
少。

由此可见，线粒体功能异常参与了足细胞的损

伤过程。线粒体是真核细胞内的重要细胞器，不仅

是供应细胞能量的主要来源，而且在调控细胞凋

亡、维持铁稳态和调节 ＲＯＳ的生成与清除中具有
重要作用。足细胞具有丰富的线粒体，通过电镜可

以观察到，除了细胞体外，狭窄的足突部位同样有

线粒体的存在。大量的线粒体除了支持足细胞的高

能量需求，还参与了足细胞钙信号调节和氧化还原

稳态的维持。我们的研究显示，足细胞线粒体功能

存在明显异常，可能是 ＤＫＤ足细胞损伤的机制之
一。

参 考 文 献

［１］ ＬｉａｐｉｓＨ，ＲｏｍａｇｎａｎｉＰ，Ａｎｄｅｒｓ，ＨＪＮｅｗｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｔｈｅｐａ

ｔｈｏｌｏｇｙｏｆｐｏｄｏｃｙｔｅｌｏｓｓ：ｍｉｔｏｔｉｃｃａｔａｓｔｒｏｐｈｅＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１３，

１８３（５）：１３６４１３７４

［２］ ＧｎｕｄｉＬ，ＣｏｗａｒｄＲＪ，ＬｏｎｇＤＡＤｉａｂｅｔｉｃＮｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ：Ｐｅｒｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｏｎＮｏｖｅｌＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｅｃｈａｎｉｓｍｓＴｒｅｎｄｓＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，

２０１６，２７（１１）：８２０８３０

［３］ ＪｈａＪＣ，ＢａｎａｌＣ，ＣｈｏｗＢＳ，ＣｏｏｐｅｒＭＥ，ＪａｎｄｅｌｅｉｔＤａｈｍＫＤｉａ

ｂｅｔｅｓａｎｄｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ：ｒｏｌｅｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓＡｎｔｉｏｘｉｄＲｅｄｏｘ

Ｓｉｇｎａｌ，２０１６，２５（１２）：６５７６８４

［４］ ＬａｓｈＬＨＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙＪ

ＣｌｉｎＭｅｄ，２０１５，４（７），１４２８１４４７

［５］ 常欣蓓；倪兆慧足细胞在蛋白尿产生中的作用新进展新

医学，２０１３，４４（４）：２２３２２６

［６］ ＡｙａｎｇａＢＡ，ＢａｄａｌＳＳ，ＷａｎｇＹ，ＧａｌｖａｎＤＬ，ＣｈａｎｇＢＨ，Ｓｃｈｕ

ｍａｃｋｅｒＰＴ，ＤａｎｅｓｈＦＲＤｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｉｍ

ｐｒｏｖｅｓｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｔｎｅｓｓａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉａ

ｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２０１６，２７（９）：２７３３

２２４７

［７］ ＳｔｉｅｇｅｒＮ，ＷｏｒｔｈｍａｎｎＫ，ＴｅｎｇＢ，ＥｎｇｅｌｉＳ，ＤａｓＡＭ，ＨａｌｌｅｒＨ，

ＳｃｈｉｆｆｅｒＭＩｍｐａｃｔｏｆｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

ｂｅｔａｏｎｂｉｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎｐｏｄｏｃｙｔｅｓＭｅｔａｂｏｌｉｓｍ，２０１２，６１

（８）：１０７３１０８６

（收稿日期：２０１７０２０１）

（本文编辑：洪悦民）

２１３ 新医学２０１７年５月第４８卷第５期


	17年新医学第5期内文.pdf

