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摘要：目的　研究雌马酚（ｅｑｕｏｌ）通过含卷曲螺旋结构域９２（ＣＣＤＣ９２）调控腺苷
酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）通路对糖尿病
肾病（ＤＮ）足细胞损伤的作用及其机制。方法　将小鼠 ＭＰＣ５细胞分为对照组
（不做任何处理），模型组（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖处理４８ｈ），实验组（在模型组基
础上，１μｍｏｌ·Ｌ－１Ｅｑｕｏｌ处理 ２４ｈ），ＡＡＶ－ＮＣ组（在实验组基础上，转染
ＡＡＶ－ＮＣ）和ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２组（在实验组基础上，转染ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２）。用噻
唑蓝实验法检测细胞存活率，用实时荧光定量聚合酶链反应法检测

ＣＣＤＣ９２ｍＲＮＡ水平，用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验法检测细胞侵袭能力，用免疫荧光实验法
检测足细胞分化因子（Ｐｏｄｏｃｉｎ）和肾病蛋白（Ｎｅｐｈｒｉｎ）的蛋白表达水平，用蛋白免
疫印迹法检测微管相关蛋白１轻链３Ⅱ型／Ⅰ型（ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ）、苄氯素１（Ｂｅｃｌｉｎ－１）、ＡＭＰＫ
和ｍＴＯＲ相关蛋白表达。结果　对照组组、模型组和实验组的细胞存活率分别
为（１００００±２８４）％、（６４９１±９５７）％和（８１３６±１３１９）％。对照组、模型
组、实验组、ＡＡＶ－ＮＣ组和ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２组的 ＣＤＣ９２ｍＲＮＡ相对表达水平分
别为１００±０１２、２２６±０３５、１４２±０１９、１４８±０２２和２０５±０３４，细胞侵袭
个数分别为（７９３５±１１６２）、（２５８１±４０６）、（５３６９±７９５）、（６０４６±１０５８）
和（４１１３±７２７）个，Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白相对表 达 水 平 分 别 为 １００±０１４、
０３１±００５、０６５±００９、０５８±００８和０３９±００６，Ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白相对表达水平
分别为１００±０１７、０２８±００４、０６１±０１１、０５６±００９和０３２±００６，ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ
蛋白相对表达水平分别为１００±０１７、０２６±００４、０７４±０１２、０６９±０１１和
０４１±００８，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达水平分别为１００±０１５、０３２±００６、
０６８±０１０、０７５±０１２和０４６±００７，磷酸化（ｐ）－ＡＭＰＫ／ＡＭＰ相对表达水
平分别为１００±０１９、０２３±００４、０８６±０１７、０８９±０１６和 ０３８±００７，
ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ相对表达水平分别为 １００±０１６、３１６±０５３、１７２±０３１、
１６５±０２９和２９１±０５２。模型组的上述指标与对照组相比，实验组与模型组
相比，ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２组与ＡＡＶ－ＮＣ组相比，在统计学上差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　雌马酚可以通过ＣＣＤＣ９２减轻ＤＮ足细胞
损伤，该作用可能与调控ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通路，提高自噬水平有关。
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Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＥｑｕｏｌｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅｐｏｄｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙｉｎＤＮｔｈｒｏｕｇｈＣＣＤＣ９２，ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＡＭＰＫ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙａｎｄｉｍｐｒｏｖｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙｌｅｖｅｌ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｅｑｕｏｌ；ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；ｃｏｉｌｅｄ－ｃｏｉｌｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ９２；ｐｏｄｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ

　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿病
患者病程中常见的累及微血管的并发症，全球约３０％
的糖尿病患者会进展为 ＤＮ［１］。现代医学尚无针对
ＤＮ的特效治疗药物，治疗仍仅限于通过降糖、降压和
抗蛋白尿作用延缓肾损害，但药物控制会产生胃肠道

药物不良反应等［２］。故寻找有效防治 ＤＮ的干预策
略及探索其机制具有重要意义。足细胞作为维持肾

小球滤过屏障完整性的终末分化细胞可以阻止蛋白

质渗出，其损伤与白蛋白尿产生和肾功能恶化密切相

关［３］。有研究发现，含卷曲螺旋结构域 ９２（ｃｏｉｌｅｄ－
ｃｏｉｌｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ９２，ＣＣＤＣ９２）基因的特定遗传变
异与脂质代谢、２型糖尿病相关，其可以通过抑制胆固
醇外流导致脂质积累，从而促进足细胞损伤，表明靶向

ＣＣＤＣ９２可能是缓解足细胞损伤的新方向［４］。雌马酚

（ｅｑｕｏｌ）属于大豆异黄酮的代谢产物，在最近的研究中
被发现可以通过调控脂质代谢、线粒体自噬紊乱、抗氧

化应激等途径对糖尿病、肥胖等疾病的防治发挥积极

作用［５－６］。本研究旨在探讨雌马酚通过调控 ＣＣＤＣ９２
对ＤＮ足细胞损伤的干预效应及可能的机制。

材料与方法

１　材料
细胞　小鼠肾小球足细胞 ＭＰＣ５，购自宁波明舟

生物科技有限公司。

药物与试剂　雌马酚，规格：每瓶 １ｍｇ，纯度：
≥９９％，货号：４５４０５－１ＭＧ，批号：ＢＣＣＤ５２４０，美国Ｍｅｒｃｋ
公司生产；噻唑蓝（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）试
剂盒，上海碧云天生物公司生产；ＣＣＤＣ９２、螯合体 １
（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１，ｐ６２）、苄氯素１（Ｂｅｃｌｉｎ１）、腺苷酸活
化蛋白激酶（ＡＭＰ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）、
肾病蛋白（Ｎｅｐｈｒｉｎ）抗体，均由武汉三鹰生物技术有
限公司生产；磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｐｈｏｓ
ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｐ－ｍＴＯＲ）、



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　 ４９　　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡＭＰ－
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ－ＡＭＰＫ）、微管相关蛋白 １
轻链 ３Ⅰ型／Ⅱ型（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１
ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅰ／Ⅱ，ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ）抗体，均由艾比玛特医
药科技（上海）有限公司生产；足细胞分化因子

（Ｐｏｄｏｃｉｎ）抗体，德国ＭｅｒｃｋＫＧａＡ公司生产；α－微管
蛋白（α－Ｔｕｂｕｌｉｎ）及二抗，均由英国Ａｂｃａｍ公司生产。

仪器　ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ化学发光凝胶成像系统，
美国ＢｉｏＲａｄ公司产品；ＣＦＸ３８４实时荧光定量 ＰＣＲ
仪，美国伯乐公司产品；ＤＭ３０００生物显微镜、ＤＭ２５００
荧光显微镜，均为德国徕卡公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养、分组与处理方法［７］

ＭＰＣ５细胞置于含１０Ｕ·ｍＬ－１γ干扰素和１０％
胎牛血清的杜氏改良 Ｅａｇｌｅ培养液中，于 ３３℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养。待细胞密度达６０％时，更换
为不含 γ干扰素的培养液，在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱
中培养，细胞密度达到８０％左右时进行传代培养。将
处于对数生长期的 ＭＰＣ５细胞分为对照组（ＭＰＣ５细
胞正常培养不做任何处理），模型组（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡
萄糖处理 ＭＰＣ５细胞４８ｈ），实验组（在模型组基础
上，１μｍｏｌ·Ｌ－１雌马酚处理 ＭＰＣ５细胞 ２４ｈ），
ＡＡＶ－ＮＣ组（在实验组基础上，将 ＡＡＶ－ＮＣ转染至
ＭＰＣ５细胞）和ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２组（在实验组基础上，
将ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２转染至 ＭＰＣ５细胞）。后续实验操
作中，ＭＴＴ实验设置５个复孔，实时荧光定量聚合酶链
式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ－ＰＣＲ）和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验均设置３个复孔。
２２　ＭＴＴ实验法检测ＭＰＣ５细胞增殖［８］

取对数生长期待检测的 ＭＰＣ５细胞，以每毫升
２×１０４个细胞的密度接种于９６孔板中，置于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱继续培养，细胞融合后更换无血清培养
基继续培养 ８ｈ，细胞分组后加入相应培养基培养
４８ｈ，每孔加入 ５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＴＴ溶液 １０μＬ，培养
４ｈ，弃上清，每孔加入二甲基亚砜１５０μＬ混匀，待紫
色结晶全部溶解，用酶标仪测定各孔在５７０ｎｍ的光
密度值，计算细胞存活率。

２３　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测ＭＰＣ５细胞中ＣＣＤＣ９２ｍＲＮＡ
的水平

按照“２１”分组制取细胞，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总
ＲＮＡ，逆转录后进行扩增，以β－肌动蛋白（β－ａｃｔｉｎ）
作为内参，检测 ＣＣＤＣ９２ｍＲＮＡ相对表达水平，用
２－△△Ｃｔ法对数据进行定量分析。引物由杭州有康生
物科技有限公司设计合成，序列如下，ＣＣＤＣ９２上游引

物：５′－ＴＧＡＧＣＴＧＡＣＡＣＴＣＡＡＡＡＧＴＴＴＣＧ－３′，下游引
物：５′－ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡＣＧＧＡＣＴＧＴＧＴＴ－３′；β－ａｃｔｉｎ
上游引物：５′－ＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＡＴＣＧＣ－３′，
下游引物：５′－ＡＧＧＡＡＴＣＣＴＴＣＴＧＡＣＣＣＡＴＧＣ－３′。
２４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验法检测ＭＰＣ５细胞的侵袭能力［８］

取对数生长期ＭＰＣ５细胞，用无血清培养基将细
胞密度调整为每毫升１×１０５个，于２４孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室上室中加入细胞悬液２００μＬ，下室加入完全培养基
６００μＬ，按照分组培养后取出小室，用磷酸盐缓冲液
漂洗，用０１％结晶紫染色，用棉签擦去上室未迁移细
胞，随机选取５个视野，用显微镜观察计数。
２５　免疫荧光实验法检测ＭＰＣ５细胞中足细胞损伤
标志物Ｎｅｐｈｒｉｎ和Ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白的表达水平
４％多聚甲醛固定各组干预后的 ＭＰＣ５细胞

１０ｍｉｎ，柠檬酸盐缓冲液加热修复抗原（用微波修复
法，加热至 ９５～１００℃，保持该温度放入玻片
１０ｍｉｎ），３％牛血清白蛋白封闭 ３０ｍｉｎ，滴加一抗
Ｎｅｐｈｒｉｎ稀释液（１∶１００）于４℃冰箱过夜，洗涤后，与
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８偶联山羊抗兔二抗（１∶１０００）孵育
１ｈ。对Ｐｏｄｏｃｉｎ（１∶１００）重复此步骤，室温下与 Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ６４７偶联山羊抗小鼠二抗（１∶１０００）孵育后，加
入４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－
２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染核，用抗荧光衰减封片剂封
片，用荧光显微镜观察。

２６　蛋白免疫印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，ＷＢ）检测
ＭＰＣ５细 胞 中 ＣＣＤＣ９２、ＬＣ３、ｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ１和
ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通路相关蛋白的相对表达水平

提取各组细胞蛋白，测蛋白浓度，凝胶电泳转膜

后，５％脱脂奶粉封闭１５ｈ，一抗 ＣＣＤＣ９２（１∶６００）、
ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ （１∶１０００）、ｐ６２（１∶３０００）、Ｂｅｃｌｉｎ１
（１∶１０００）、ＡＭＰＫ（１∶５０００）、ｐ－ＡＭＰＫ（１∶１０００）、
ｐ－ｍＴＯＲ（１∶１０００）、ｍＴＯＲ（１∶１０００）、α－Ｔｕｂｕｌｉｎ
（１∶１０００）在４℃下孵育过夜，用辣根过氧化酶标记二
抗（１∶１０００）孵育后电化学发光显色，用 ＩｍａｇｅＪ软件
定量蛋白表达水平。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２３０软件进行统计分析，计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析，２组间比较
用ＬＳＤ检验。

结　　果

１　ｅｑｕｏｌ对ＭＰＣ５细胞增殖的影响
对照组细胞正常培养不做任何处理，模型组细胞



５０　　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４２卷　第１期　２０２６年１月（总第４４７期）　　　　

使用３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖处理４８ｈ，实验组细胞基
于模型组，用 １μｍｏｌ·Ｌ－１ ｅｑｕｏｌ处理 ２４ｈ。用
ＭＴＴ实验法检测各组 ＭＰＣ５细胞的存活率，结果显
示，对照组、模型组和实验组的细胞存活率分别为

（１００００±２８４）％、（６４９１±９５７）％和（８１３６±１３１９）％。
模型组与对照组相比，实验组与模型组相比，在统

计 学 上 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （Ｐ ＜００５，
Ｐ＜０００１）。
２　ｅｑｕｏｌ对ＭＰＣ５细胞中ＣＣＤＣ９２表达水平的影响

模型组与对照组相比，实验组与模型组相比，

ＡＡＶ － ＣＣＤＣ９２ 组 与 ＡＡＶ － ＮＣ 组 相 比，

ＣＣＤＣ９２ｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平比较，在统计学
上差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；
ＡＡＶ－ＮＣ组与实验组相比，在统计学上差异无统计学
意义（Ｐ＞００５），见表１。
３　ｅｑｕｏｌ介导ＣＣＤＣ９２对ＭＰＣ５细胞侵袭的影响

对照组、模型组、实验组、ＡＡＶ －ＮＣ组和
ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２组 的 细 胞 侵 袭 个 数 分 别 为

（７９３５±１１６２）、（２５８１±４０６）、（５３６９±７９５）、
（６０４６±１０５８）和（４１１３±７２７）个，模型组与对照
组相比，实验组与模型组相比，ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２组与
ＡＡＶ－ＮＣ组相比，在统计学上差异均有统计学意义
（均Ｐ＜０００１）；ＡＡＶ－ＮＣ组与实验组相比，在统计学
上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
４　ｅｑｕｏｌ介导ＣＣＤＣ９２对ＭＰＣ５细胞自噬的影响

与对照组相比，模型组ＭＰＣ５细胞中ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ和
　　
表１　各组ＭＰＣ５细胞中卷曲螺旋结构域９２（ＣＣＤＣ９２）ｍＲＮＡ
和蛋白水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｉｌｅｄ－ｃｏｉｌｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ９２
（ＣＣＤＣ９２）ｍＲＮＡ ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＣＣＤＣ９２ｍＲＮＡ ＣＣＤＣ９２ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１２ １００±０１５

Ｍｏｄｅｌ ８ ２２６±０３５ ２８１±０４９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ １４２±０１９△△△ １５９±０２６△△△

ＡＡＶ－ＮＣ ８ １４８±０２２ １６７±０２８

ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２ ８ ２０５±０３４▲▲ ２５３±０４１▲▲▲

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ： Ｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ； Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ： Ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ

３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｇｌｕｃｏｓｅｆｏｒ４８ｈ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

１μｍｏｌ·Ｌ－１ｅｑｕｏｌｆｏｒ２４ｈｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ＡＡＶ－ＮＣ

ｇｒｏｕｐ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡＡＶ－ＮＣｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；

ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２ｇｒｏｕｐ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡＡＶ－ＮＣ

ｇｒｏｕｐ，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１

Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达水平均显著降低，在统计学
上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０００１），ｐ６２蛋白
相对表达水平显著升高，在统计学上差异有统计学

意义（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，实验组 ＭＰＣ５细
胞中 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达水平均升
高，在 统 计 学 上 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （均

Ｐ＜０００１），ｐ６２蛋白相对表达水平降低，在统计
学上差异有统计学意义（Ｐ＜０００１）；与实验组相
比，ＡＡＶ－ＮＣ组 ＭＰＣ５细胞中 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、ｐ６２和
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达水平比较在统计学上差异均
无统计学意义（均Ｐ＞００５）；与 ＡＡＶ－ＮＣ组相
比，ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２组 ＭＰＣ５细胞中 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ和
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达水平均降低，在统计学上差
异均有统计学意义（均Ｐ＜０００１），ｐ６２蛋白相对
表达水平升高，在统计学上差异有统计学意义

（Ｐ＜０００１），见表２和图１。

表２　各组ＭＰＣ５细胞中微管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）、螯合体１
（ｐ６２）和苄氯素１（Ｂｅｃｌｉｎ１）蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｃｒｏ
ｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３（ＬＣ３），ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１
（ｐ６２）ａｎｄＢｅｃｌｉｎ１ｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ ｐ６２ Ｂｅｃｌｉｎ１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１７ １００±０１８ １００±０１５

Ｍｏｄｅｌ ８ ０２６±００４ ２６４±０４５ ０３２±００６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ０７４±０１２△△△ １３９±０２２△△△ ０６８±０１０△△△

ＡＡＶ－ＮＣ ８ ０６９±０１１ １３１±０２３ ０７５±０１２

ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２８ ０４１±００８▲▲▲ ２２８±０３６▲▲▲ ０４６±００７▲▲▲

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ， △△△Ｐ ＜０００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＡＡＶ － ＮＣ ｇｒｏｕｐ，
▲▲▲Ｐ＜０００１

图 １　蛋白质印迹法检测各组 ＭＰＣ５细胞中 ＬＣ３、ｐ６２和
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＣ３，ｐ６２
ａｎｄＢｅｃｌｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ａｓｓａｙ
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

５　ｅｑｕｏｌ介导ＣＣＤＣ９２对ＭＰＣ５细胞损伤的影响
模型组与对照组相比，实验组与模型组相比，

ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２组与 ＡＡＶ－ＮＣ组相比，Ｎｅｐｈｒｉｎ和
Ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白相对表达水平在统计学上差异均有统计
学意义（均 Ｐ＜０００１）；ＡＡＶ－ＮＣ组与实验组相比，
在统计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５），
见表３。
６　ｅｑｕｏｌ介导 ＣＣＤＣ９２对 ＭＰＣ５细胞中 ＡＭＰＫ／
ｍＴＯＲ通路的影响

模型组与对照相比，实验组与模型组相比，

ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２组与 ＡＡＶ－ＮＣ组相比，ｐ－ＡＭＰＫ／
ＡＭＰＫ和ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ相对表达水平在统计学上
差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０００１）；ＡＡＶ－ＮＣ组与
实验组相比，在统计学上差异均无统计学意义（均

Ｐ＞００５），见表４和图２。

表３　各组ＭＰＣ５细胞中肾病蛋白和足细胞分化因子蛋白水
平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＮｅｐｈｒｉｎａｎｄＰｏｄｏｃｉｎｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｎｅｐｈｒｉｎ Ｐｏｄｏｃｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１４ １００±０１７

Ｍｏｄｅｌ ８ ０３１±００５ ０２８±００４

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ０６５±００９△△△ ０６１±０１１△△△

ＡＡＶ－ＮＣ ８ ０５８±００８ ０５６±００９

ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２ ８ ０３９±００６▲▲▲ ０３２±００６▲▲▲

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
△△△Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡＡＶ－ＮＣｇｒｏｕｐ，▲▲▲Ｐ＜０００１

表４　各组ＭＰＣ５细胞中腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）／哺乳
动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）通路相关蛋白水平的比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆＡＭＰ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
（ＡＭＰＫ）／ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ（ｍＴＯＲ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓ
ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ｐ－ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１９ １００±０１６

Ｍｏｄｅｌ ８ ０２３±００４ ３１６±０５３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ０８６±０１７△△△ １７２±０３１△△△

ＡＡＶ－ＮＣ ８ ０８９±０１６ １６５±０２９

ＡＡＶ－ＣＣＤＣ９２ ８ ０３８±００７▲▲▲ ２９１±０５２▲▲▲

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｇｒｏｕｐ， △△△Ｐ ＜ ０００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡＶ － ＮＣ ｇｒｏｕｐ，
▲▲▲Ｐ＜０００１

图 ２　蛋白质印迹法检测各组 ＭＰＣ５细胞中 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通
路相关蛋白相对表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＡＭＰＫ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＭＰＣ５ｃｅｌｌｓｏｆ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ

讨　　论

ＤＮ发病机制复杂，其病程涉及脂代谢紊乱、血流
动力学、炎症、氧化应激、自噬、免疫功能异常等过程，

而足细胞损伤不仅是 ＤＮ的重要病理特征之一，同时
也是导致肾小球硬化、肾功能衰竭、蛋白尿的主要

原因［９－１０］。肾脂肪蓄积是“脂质肾毒性学说”的重要

内容，过量脂质在足细胞中累积引起的细胞功能障碍

是ＤＮ进展的关键环节之一［１１］。有文献报道，肝脂质

生成增多可能与雌激素水平不足相关，ｅｑｕｏｌ具有替
代合成雌激素特性和抗氧化特性，补充 ｅｑｕｏｌ能够明
显改善人肝癌细胞脂肪变性［１２］。另有研究指出，

ｅｑｕｏｌ对糖尿病肾病的肾功能具有改善作用，且可以
通过干预ＭＰＣ５细胞表皮生长因子受体通路激活，抑
制细胞凋亡，这些发现为其治疗 ＤＮ足细胞损伤提供
了新视角［７，１３］。本研究证实了ｅｑｕｏｌ对高糖诱导足细
胞存活率的提升作用，提示其在肾足细胞损伤的预防

和辅助治疗中存有一定的应用价值，但具体的分子机

制尚不清楚。

ＣＣＤＣ９２基因变异与胰岛素抵抗的外周脂肪量密
切相关［１４］。ＺＵＯ等［１５］在临床和动物的研究中发现，

其表达水平在糖尿病肾病患者的足细胞中上调，且与

患者肾小球脂质积累呈正相关；而沉默 ＣＣＤＣ９２基因
可以改善 ＤＮ小鼠中的足细胞脂毒性，过表达
ＣＣＤＣ９２则会增加ＤＮ小鼠肾小球中的白蛋白尿以及
脂质积累，提示 ＣＣＤＣ９２可能成为 ＤＮ足细胞损伤的
潜在靶标。本研究同样观察到，ＣＣＤＣ９２基因在高糖
诱导的ＭＰＣ５细胞中高表达。此外，本研究还发现，
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模型组细胞侵袭能力和自噬能力减弱，ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达水平均降低，ｐ６２蛋白表达水平升高，
而ｅｑｕｏｌ干预可以通过下调 ＣＣＤＣ９２表达，纠正细胞
的侵袭和自噬能力，促进足细胞受损成分的清除与修

复。这与于生财等［１６］在 Ｌ６大鼠成肌细胞的研究中
发现，ｅｑｕｏｌ干预后可以通过增强细胞自噬，降低 ｐ６２
蛋白表达水平和 ＬＣ３－Ⅰ／ＬＣ３－Ⅱ比值来改善棕榈
酸诱导的Ｌ６细胞萎缩的结果一致。Ｎｅｐｈｒｉｎ、Ｐｏｄｏｃｉｎ
是足细胞裂孔隔膜上的重要结构蛋白，其在高糖状态

下表达不足提示足细胞损伤［１７］。在本研究中，ｅｑｕｏｌ
干预可以通过 ＣＣＤＣ９２提高这２种足细胞结构蛋白
表达，减轻高糖对足细胞的损伤，韩佳瑞等［１８］研究显

示，芪黄固肾通络方提高 Ｎｅｐｈｒｉｎ、Ｐｏｄｏｃｉｎ表达，维持
足细胞正常结构和功能，减轻足细胞损伤，与本研究

结果相似。这表明，ｅｑｕｏｌ对足细胞的保护作用机制
之一，可能是通过增强足细胞的自噬能力实现的。

自噬 是 维 持 细 胞 内 稳 态 的 关 键 途 径，

ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ是介导自噬的经典信号通路，ＡＭＰＫ不
仅能够调节基本的细胞生理过程，还可以通过磷酸化

ｍＴＯＲ的亚基，抑制其活性来诱导自噬，已有多项研究
表明，中医药可以通过调节该通路靶向自噬，防治糖

尿病肾病［１９－２０］。本 研 究发 现，ｅｑｕｏｌ能 够 通 过
ＣＣＤＣ９２活化 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通路，可见 ｐ－ＡＭＰＫ／
ＡＭＰＫ表达上调，ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ表达下调，同前述
自噬能力增强的趋势一致。王楠等［２１］报道显示，当

归芍药散调控自噬相关蛋白表达，激活 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ
通路，保护糖尿病相关足细胞损伤，与本研究结果

吻合。

本研究提示：ｅｑｕｏｌ可以通过ＣＣＤＣ９２减轻ＤＮ足
细胞损伤，该作用可能与调控 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通路，提
高自噬水平有关。
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