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相关结构蛋白表达的变化
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摘要 体外 33 "C许可条件下培养由 H-2Kb_tsA58 转基因小鼠所建立的未分化足细胞系，并

在 37 "C 非许可条件下诱导其分化。 观察足细胞分化后形态学改变 ; MTT 法测定细胞的生长曲线;

红色荧光染料 PKH-26 标记足细胞，追踪其在子代细胞中的分布，检测细胞增殖能力;流式细胞仪

检测细胞周期的改变 ; Westem 印边检测足细胞相关蛋白 CD2AP 、 α-actinin 和足细胞分化相关蛋白

nephrin 的表达;免疫荧光结合激光共聚焦、方法检测 CD2AP 、 nephrin 、 α-actinin 、 F- 肌动蛋白和微

管蛋白的表达变化。结果显示:与未分化足细胞相比，分化足细胞形态发生改变，生长速度减慢，增

殖能力下降;细胞周期表现为 GJG1 期细胞比例的增多和 S 期及 G2瓜4 期的细胞比例下降; CD2AP 、

nephrin 和 α-actinin 的表达明显增高 ; CD2AP 、 nephrin 、 α-actinin 、 F- 肌动蛋白和微管蛋白在表达

分布上均发生明显的改变。 以上结果表明，足细胞分化后生物学性状明显发生改变，细胞骨架重新

分布; CD2AP、 nephrin 、 α-actinin 、 F-肌动蛋白和微管蛋白均在足细胞的分化过程中发挥重要作用 。
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足细胞及其足突间的裂孔隔膜(slit diaphragm, 

SD)构成了肾小球滤过屏障的最外层，在维持肾小球

结构和功能中发挥重要作用 [1] 。 体内足细胞在肾脏

发生过程中经历了由间充质细胞向上皮细胞转化、

足突及 SD 逐渐形成，终末分化表型的表达等过程[2] 。

近年来，众多的足细胞相关蛋白先后被发现，其中包

括 nephrin 、 α-actinin 、 CD2AP 等。动物实验中，剔

除这些分子的表达可引起足细胞的损伤和显著蛋白

尿，提示它们在维持肾小球滤过屏障中的作用 [3-6] 。

由于足细胞属终末分化细胞，在体外原代培养的足细

胞不能传代生长，因此体外研究足细胞的分化及相关

蛋白的功能较为困难 。 随着人们成功构建了 H-2Kb­

tsA58 转基因动物，这才使得足细胞能在体外稳定传

代培养[7 ， 8] 。目前，在足细胞分化即足突形成中，足

细胞相关结构蛋白表达分布的变化及作用尚未阐

明。本研究小组成功引进并稳定传代培养由 H-2Kb-

tsA58 转基因小鼠建立的足细胞系，为以上的研究提

供了可靠的工具。本文对小鼠足细胞系在分化过程

中生物学性状的变化及足细胞相关结构蛋白表达分

布的变化进行了研究，初步探讨这些结构蛋白在足细

胞分化中的作用，为进一步研究足细胞相关蛋白在蛋

白尿发生中的作用机制打下基础 。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

RPMI1640 培养基、胎牛血清、 Trizol 、 DNase

I 均购自 Invitrogen 公司 (美国); 1 型胶原蛋白、小鼠

重组 y-IFN、腆化丙院(PI)和 PKH-26 红色荧光染料

试剂盒均购自 Sigma 公司(美国);逆转录试剂盒和

TaqDNA聚合酶购自 MBI公司(立陶宛); 兔抗人多克

隆 CD2AP (H-290)抗体、 α-actinin(H-300)抗体、

synaptopodin (N-14)抗体和羊抗人多克隆 nephrin (N-

20)抗体均购自 Santa Cruz 公司(美国); FITC 标记的

philloidin 购 自 Alexis 公司(美国); Oregon Green 488 

标记的 paclitaxel 购自 Molecular Probes 公司(美国);

FITC 标记的羊抗兔 IgG 购自 KPL 公司 (美国); FITC 

标记的兔抗羊 IgG、小鼠抗大鼠 GAPDH 多克隆抗

体、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG、辣根过氧

化物酶标记的兔抗羊IgG以及辣根过氧化物酶标记的

羊抗小鼠 IgG 均购自武汉三鹰生物技术有限公司。

1.2 细胞培养及形态学观察
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条件永生化小鼠足细胞是从H-2Kb_tsA58转基因

小鼠肾脏中分离后建立的细胞系，由美国Mount Sinai 

医学院 Munde1 教授惠赠传代数小于 15 代。足细胞

培养方法参照文献[9] 。培养足细胞的培养瓶及培养

板等底部均预铺有 0 . 1 mg/m1 1 型胶原蛋白。未分

化足细胞用含 10%FBS 的 RPMI1640培养基(添加小

鼠重组 y- IFN) 33 .C许可条件下传代培养。诱导分

化时，将未分化足细胞置于 37 'C非许可条件下(不添

加 y-IFN )传代培养至少 2 周。 fi~置显微镜(Nikon

ECLIPSE TS100)下观察未分化及己分化足细胞形

态。将分化及未分化足细胞分别以 2.0x104 个 Icm2 密

度接种于置有载玻片的 6 孔板内，待细胞贴壁生长

24--48 h 后取各组细胞，免疫荧光法检测分化及未分

化足细胞相关结构蛋白的分布 。

1.3 MTT 检测细胞生长曲线
将未分化足细胞以1.0x103 个 / 孔的密度接种于

96 孔板，分别置于 33 'C许可条件下及 37 'C非许可

条件下培养， MTT 法检测足细胞在不同培养条件下

的生长状况(每时间点设 6 孔) 。

1.4 荧光染料标记及不同时间点细胞增殖能力的

检测

PKH-26红色荧光染料能特异的和细胞膜的磷脂

基团结合，随着细胞的二分裂均匀的分布到子代细

胞。 用膜蛋白酶消化 33 'C条件下培养的足细胞，制

备浓度为 1.0x107个Iml 的单细胞悬液，然后按照说明

书在无菌、避光操作下加入 lμ1 PKH-26 荧光染料，

标记 30 min 后用等体积的胎牛血清中止反应，离心

后再以无菌 PBS 洗涤 3-5 次，最后用正常培养基悬

浮。将标记的足细胞以 2.0x 104 个 Icm2 密度接种于

6 孔板内，分别置于 33 'C许可条件下及 37 'C非许可

条件下培养。同时，留取部分细胞以 4% 多聚甲醒固

定，作为对照的母代细胞。 3 天后，膜蛋白酶消化细

胞，制备单细胞悬液， 流式细胞仪(FACSCaliblur， Becton 

Dickinson 公司，美国)检测各组细胞的增殖情况，即:

通过CELL Quest 软件获取细胞，获得数据用 Mod Fit 

(pro1iferation Wizard)软件进行拟合，可得到多项增殖

相关数据，包括增殖代数和增殖指数的分析数据。

将各组细胞继续以 2.0x104 个 Icm2 密度接种于新的 6

孔板内，于 33 'C许可条件下及 37 .C非许可条件下培

养， 7 天后流式细胞仪检测其细胞内平均荧光强度。

实验每组设 3 个样本，实验重复 3 次 。

1.5 Western 印迹
收集分化(37 .C非许可条件下培养至少 2 周)及

未分化的足细胞，用预冷的 PBS 洗细胞 2 次，加入含

有 50 mmo1/L Tris.HC1 ( pH 8.0 ), 150 mmol/L NaC1, 

0.02% 叠氮纳， 0.1 %SDS , 1 %NP-40, 0.05% 去氧胆酸

纳， 100μg/m1 PMSF 和 1 阳旭I 抑蛋白酶肤的细胞裂

解液， 4 'C 10000 g 离心 15 min。取上清液为样品，

用 BCA 蛋白质分析试剂盒测定总蛋白浓度。以每泳

道 40μg 总蛋白进行 lO%SDS-PAGE，后转移至硝酸

纤维素膜上， 5% 脱脂奶粉 -TBST 室温封闭 90 min 。

一抗分别用 1 : 1 ∞o稀释的兔抗人CD2AP、 α-actinin

多克隆抗体、 羊抗人 nephrin 多克隆抗体和小鼠抗大

鼠GAPDH多克隆抗体 4 'C温育硝酸纤维素膜过夜。

用相应的 1 : 2000 稀释的辣根过氧化物酶标记的二

抗 37 'C温育 2 h，用 ECL 化学发光剂在暗室使X光

胶片曝光、显影、定影。应用图形分析软件对特

异性条带进行灰度扫描，以 目的蛋白条带与 GAPDH

蛋白条带的灰度比值表示其相对含量。

1.6 流式细胞仪检测

检测培养细胞中分化的足细胞时， 分别将 33 'C 

许可条件下培养的未分化足细胞和 37 'C非许可条件

下分化 2 周的足细胞用 0.25% 膜蛋白酶消化， 各取约

4.0x1OS 个细胞， 离心后用 75% 的无水乙醇于 4 .C固定

.2 h。再次离心后加入 1 : 40 稀释的兔抗人多克隆

synaptopodin 抗体 300μ1， 4 'C温育过夜。然后加入

FITC 标记的羊抗兔 IgG 室温温育 1 h，流式细胞仪检

测 synaptopodin 阳性细胞的比率。

检测细胞周期时，将未分化足细胞和分化 2 周的

足细胞用 0.25% 膜蛋白酶消化后，以 2.0x105 个/孔的

密度接种于 6 孔板。细胞贴壁生长 48 h 后膜蛋白酶

消化离心，再经 PBS 清洗、离心后，用 75% 的无水

乙醇于 4 'C 固定 2h。再次离心后，目 25μg Iml PI 室

温避光温育 20-30 min 流式细胞仪测定细胞周期。

1.7 免疫荧光共聚焦检测

用 一20 .C预冷的丙酣 + 无水乙醉(体积比为 1 : 

1)固定未分化和分化足细胞15 rnin, 0.3%Triton X-100 

室温温育 10 min, 2%FCS+3%BSA 室温封闭 2 h o( l) 

检测 CD2AP 和 α-actinin 的表达时，用相应的一抗 4

'C温育过夜，然后加入 FITC 标记的羊抗兔 IgG 室温

温育 1 h 0 (2)检测 nephrin 的表达时，用一抗 4 'C温

育过夜，然后加入 FITC 标记的兔抗羊 IgG 室温温育

1 h 0 (3)检测 F- 肌动蛋白的表达时，直接用 FITC 标

记的 philloidin 室温温育 20-30 rnin o (4)检测微管蛋白

的表达时，直接用 Oregon Green 488 标记的 paclitaxel

室温温育 20-30 rnin。经 10%-50% 缓冲甘油封片后

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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在共聚焦显微镜(Olympus FV500)下观察照相 。

1.8 统计学处理

实验中定量数据均以王 :ts 表示， 使用 SPSS13 .0

软件进行统计学处理，计量数据两组间的比较采用 t

检验，百分比的比较采用 χ2 检验， P<0.05 为有显著性

差异 。

2 结果

2.1 足细胞形态变化

在许可条件下，即 33 .C有 y-IFN 存在，未分化

的足细胞在相互接触之前，细胞多呈梭形或三角形(图

lA) ; 在细胞生长汇合后，细胞呈铺路石样外观(图

lB) 。 转入非许可条件下诱导足细胞分化，即 37 .C 
无γc.IFN 存在，继续培养 2 周后，细胞出现分化;细胞

贴壁生长面积明显增大，并从胞体主突伸出大量次级

突起，如图 lC 中箭头所指处，使细胞呈"树枝"状

(图 lC) 。

2.2 分化足细胞的测定

Synaptopodin 是一种肌动蛋白相关蛋白，在分化

中的足细胞出现足突时才特异的表达，被广泛应用于

足细胞分化程度的判定[10] 。 流式细胞仪检测到 33 .C

许可条件下培养的足细胞 synaptopodin 阳性率为

1.56% (图 2A)，而在 37 .C非许可条件下培养 2 周的

足细胞中 synaptopodin 阳性率达 98 .68% (图 2B) 。

2.3 足细胞生长曲线

足细胞在许可及非许可条件下的生长曲线如图

3 所示。 从第 3 天起， 33 .C培养的足细胞生长速度

明显快于 37.C培养的足细胞前者于第 4 天起己处

于生长曲线的平台期，而后者在第 5 天才达到生长曲

线的平台期。

2.4 足细胞增殖

以 PKH-26 红色荧光染料标记足细胞，比较不同

时间点足细胞的增殖能力 。 图 4A 为标记的母代细

胞(深蓝色)，计算机分析其荧光强度为 (6. 58土0 .47 )

xl05，亮度均一，标记适中 。 . 图 4B 为 33 .C培养 3 天

的足细胞，其细胞主要以第 4 代(桃红色)和第 5 代(浅

蓝色)细胞为主;而图 4C 中， 37 .C培养 3 天的足细胞

主要以第 3 代(绿色)和第 4代细胞为主。 后者的子代

细胞峰值左移速度和构成比明显落后于前者;以增殖

指数为指标来反映细胞的增殖能力， 后者明显低于前

者(P<O .O日，见表 1 。

随着细胞增殖代数的增多，分布到子代细胞

PKH-26 的荧光强度逐渐减弱，计算机在分析增殖代

与世界接轨，用宝尔超纯水系统
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数上受限。以细胞平均荧光强度大体反应细胞增殖

的代数，培养 7 天后， 33 .C培养足细胞的平均荧光强

度明显低于 37 .C培养足细胞的平均荧光强度 [(2. 19

土0.24)xl03 vs (1. 16土0.64)x 104, P<0.05] 。

2.5 CD2AP 、 α-actinin 和 nephrin 在未分化和

分化细胞中的表达

如图 5所示， 免疫印迹能够检测出特异性蛋白条

带，以 GAPDH 条带为对照 ， 特异性蛋白条带与

GAPDH 条带的灰度值的比为该蛋白质的相对含量。

结果显示: CD2AP 、 α-actinin 和 nephrin 均能够稳定

表达在小鼠足细胞系， 且在分化 2 周的足细胞中的表

达明显高于未分化足细胞， P 值均<0.05 0

2.6 细胞周期的改变

33 .C培养的未分化足细胞和 37 .C培养的分化

中足细胞接种后 48 h 分别检测其细胞周期的差异(图

6)。结果显示: 足细胞分化 2 周后，处于 GofG 1 期细
胞的比例明显高于 33 .C未分化足细胞(P<O.O日，而

处于 S 期及 GiM 期细胞的比例则明显减少(P<O.O日，

见表 2 。

2.7 足细胞相关蛋白在未分化和分化足细胞中的

分布

在未分化足细胞， CD2AP和 nephrin主要分布在

核周，在细胞边缘表达微弱(图 7A， 图 7B ); α-actinin

则呈粗短的丝状放射样分布在未分化足细胞内(图

7C) 。 而在分化的足细胞，随着胞质的伸展和足突的

逐渐形成， CD2AP 、 nephrin 和 α-actinin 的分布均发

生明显的改变。 CD2AP 散布于胞浆，且向周边聚集，

次级突起荧光染色明显(图 7D); nephrin 在胞浆内表

达增强，呈颗粒状弥散分布于胞浆，细胞周边荧光染

色明显(图 7日 。 α-actinin 丝在分化足细胞中变得细

长，且在细胞边缘表达增强(图 7F) 。

2.8 F- 肌动蛋白和微管蛋白在未分化和分化足细

胞中的分布

F- 肌动蛋白在未分化足细胞内沿细胞长轴线状

平行分布(图 8A); 而在分化的足细胞中， F- 肌动蛋白

在核周形成附着点呈放射状分布， 并伸入到形成的足
J 

突中(图 8B) 。 微管蛋白在未分化足细胞主要分布在

核周区域的胞浆处，且离核愈远处微管蛋白的分布愈

稀少(图 8C);而在分化的足细胞，微管蛋白的表达增

强，井呈束状分布至胞浆的远端(图 8D) 。

3 讨论

本研究表明，足细胞分化后生物学性状发生了明

Tel : 021-31263268 www.baolor.com 
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图 1 小鼠足细胞在未分化及分化状态下细胞形态

未分化足细胞米形成接触前的形态(400x ) ; B 未分化足细胞生长汇合后的形态( IOOx); C : 高倍镜下分化足细胞的形态(400x ) 。A 
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图 2 流式细胞仪检测 synaptopodin 阳性细胞

A: 33 'C许可条件下培养的足细胞: B: 37 'C非许可条件下培养 2 用

的足细胞 。
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图 4 PKH-26标记足细胞的增殖流式图

A: PKH-26 标记的母代细胞; B: 33 'C许可条件下足细胞第 3 天的

增殖流式图 ; C: 37 'C非许可条件下足细胞第 3 天的增殖流式图。

6 

足细胞在 33 'C许可条件及 37 .C非许可条件下的生长

5 

图 3

曲线

与 37 'C非许可条件 F培养的足细胞相比• *P<0 .05 ; 王剖• n=6 . 

3 4 

号t长大数

2 

增殖指数

7 .22 士 0.62

4 .54 :!:: 0.36* 

第 5 代细胞的

比例(%)

23.86 :!:: 2. 07 

0.24 土 0. 10*

33 .C和 37 .C培养的足细胞第 3 天增殖情况

第 2 代细胞的 第 3 代细胞的 第 4 代细胞的

比例(%) 比例(%) 比例(%)

1.1 6 士 0.23 18.22 :!:: 1.56 56 . 56 士 4.69

4 . 37 士 0 . 80* 48.39 :!:: 5.05 * 45 .12 :!:: 3.93* 

表 1

33 'C培养的足细胞

37 'C培养的足细胞

与 33 'C对!照组比较• *P<0 . 05; 正剖• n=9 . 

母代细胞的

比例(%)

0.16 :!:: 0 .08 

2.09 :!:: 0 .34* 

组别
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图 5 小鼠足细胞 CD2AP、 a-actinin 、 nephrin 和 GAPDH

的 Western 印迹结果

U 未分化足细胞; D 分化足细胞;分别与杜|应的 U 比较 ， *P<0 .05 ; 

X 土 s. 11=9 . 

表 2 未分化及分化 2 周足细胞的细胞周期改变

组别 Go+G , (%) S (%) G,+M (%) 

未分化足细胞 47 .92 ::!: 3 .84 38.70 士 2.24 13.34 ::!: 1.05 

分化 2 周足细胞 70 .7 9 ::!: 4 .26 * 23.06 ::!: 1. 98 * 7.15 ::!: 0 .47* 

与 33 .C未分化足细胞， * P<0.05 ; 王剖 ， 11=9 .
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图 6 流式细胞仪检测足细胞周期图

A: 33 .C未分化足细胞的细胞周期1fil;:~ 阁; ß: 37 .C分化 2 周足细胞

的细胞周期流式附 。

图 7 CD2AP、 n叩hrin 和 α-actinin 在未分化和分化足细胞中的分布

A 、 D 分别)) CD2AP fj二 术分化和分化)J!:细胞中的分布 ; B 、 E: 分别为 nephrin 在未分化和分化足细胞中的分布 ; C 、 F 分别为 α-ac t1n1n

在未分化和分化足细胞 I 们 的分布 。

图 8 F- 肌动蛋白和微管蛋白在未分化和分化足细胞中的分布

A 、 B 分别}) 未分化和分化足细胞 F- 肌动虽白的分布 C 、 D 分别为未分化和分化足细胞微竹蛋白的分1ji .
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显的变化。 其足突逐渐形成，细胞的生长速度明显

减慢; CD2AP、 α-actinin 和 nephrin 的表达和分布发

生明显改变;细胞骨架重新分布 。

体外原代培养的足细胞由于其高度分化不能稳

定传代生长，从而使体外足细胞的研究受限。 由 H-

2Kb_tsA58 转基因动物所建立的足细胞系为足细胞的

研究提供了有效可靠的工具[8] 0 H-2Kb_tsA58 转基因

小鼠是体内导入了温度敏感的 tsA58 永生化基因，后

者受 y-IFN 诱导的 H-2Kb 启动子的调控[7] 。 本研究即

采用了这种转基因小鼠建立的足细胞系，其是目前被

普遍接受的、较接近体内足细胞生理特性的细胞

系 。 在许可条件下，即 33 'C有 y-IFN 时，细胞具有

无限增殖的特性; 在非许可条件下，即 37 'C无 y-IFN

存在时，细胞失去增殖的能力而趋于分化成熟。分

化足细胞和未分化足细胞在形态上的差异主要表现

在细胞的大小和足突的形成。 本文发现， 在未分化

细胞，细胞呈典型的上皮细胞"鹅卵石"状外观;

而在分化细胞，细胞胞浆向周边伸展，贴壁生长面积

增大，并且有大量次级足突形成，使细胞呈现"树

技"状多突起外观，这与国内外的研究报道基本一

致 。

随着细胞足突形成，足细胞生长速度明显减慢。

细胞生长曲线提示足细胞进入非许可条件下第 3 天

细胞的生长速度即受影响这与部分细胞内温度敏感

的 SV40 大 T抗原失活、细胞失去增殖能力有关[8] 。

为判定细胞转入非许可条件后增殖能力的改变， 我们

以 PKH-26 红色荧光染料标记足细胞，追踪其在子代

细胞内的分布。 PKH-26 是亲脂性红色荧光染料，能

特异性与细胞膜上的磷脂基团不可逆的结合，随着细

胞的二分裂增殖，荧光染料均匀分布到子代细胞[ 1 1] 。

因此，追踪细胞内的红色荧光强度即可反应出细胞的

增殖代数，判定细胞的增殖能力[12] 。 实验表明，随

着进入非许可条件天数的延长，其细胞中的 PKH-26

红色荧光强度明显强于同期的未分化对照组，即表明

细胞的二分裂次数落后于同期的未分化足细胞。分

化 2 周后，细胞周期检测发现足细胞 GoIG 1 期细胞增
多 ， S 期与 G2瓜4 期细胞明显减少。这些结果均提示，

处于分化中的足细胞的增殖能力明显下降。我们用

synaptopodin[10]来测定37 'C下培养2周的足细胞分化

的比率，发现绝大多数细胞(98 .68%)己经分化或开始

分化。 但部分细胞仍然具有一定的增殖能力，这可

能与 SV40 大 T 抗原尚未完全失活有关。 国外有研

究小组严格按照小鼠的体温(39--40 'C )进行诱导分化，

可使绝大部分细胞生长停滞，但死亡细胞的比例增

加[8] 。 目前，大部分研究者采用 37 'C至少分化 2 周

的方法，此时大部分细胞处于分化状态，即可代表分
化的足细胞[8 . 9. 日 ， 14] 。

足突的形成必然伴随胞内结构蛋白和细胞骨架

的改变[15] 0 CD2AP 、 α-actinin 和 nephrin 是近年来

相继被发现的特异性的足细胞相关蛋白，且 nephrin

是首个被证实的足细胞分化相关蛋白 [13]。表达这些

蛋白质的基因突变或缺失均能引起临床上显著的蛋

白尿，为此，我们研究它们在足细胞分化后的表达分

布变化。 Western 印迹结果发现，分化足细胞中这些

相关蛋白质表达的增高。 免疫荧光检测进一步揭示

这些蛋白质在分化和未分化足细胞中的分布差异，结

果发现:在分化的足细胞中， CD2AP 和 nephrin 由未

分化状态下的非特异性核周分布变为向细胞周边聚

集，并且在次级突起处表达明显;而 α-actinin 随着细

胞的伸展，蛋白丝变得细长，在细胞周边表达增强。

这些结果提示它们均可能在足细胞分化中起重要的

作用 。 有研究报道指出足细胞培养传代次数的增

加可能会引起 nephrin 表达的丢失[ 1 4] 。 我们引进的该

小鼠足细胞系，经过传代 10 余次后， Western 印迹和

免疫荧光检测显示它们均能稳定表达于足细胞，间接

印证了该细胞系的可靠性 。

微丝蛋白和微管蛋白是细胞骨架的主要成分， 是

细胞迁移、形态维持、物质的合成和转运等基本细

胞生理活动的基础[16] 。 在未分化足细胞， F- 肌动蛋

白主要沿细胞长轴平行分布;在分化的足细胞， 可见

F- 肌动蛋白丝呈放射状延伸到细胞新形成的足突中 。

这表明在细胞分化中 F- 肌动蛋白发生重组。研究

中，我们还发现，细胞骨架的重组不仅表现在1肌动

蛋白，而且还有微管系统的重新分布。在未分化足

细胞，微管表现为弥散的核周分布，而在分化的足细

胞，微管系统沿细胞的长轴呈束状深入到周边的突起

中。这些结果提示 F- 肌动蛋白和微管蛋白在足细胞

分化、足突形成和分化细胞的形态维持中发挥着重

要的作用 。 肾脏发生中足细胞的分化是维持肾小球

结构和功能正常的基础I2]，随着人们对足细胞及其 SD

结构研究的深入，相信更多 SD 分子在足细胞分化及

其它生理活动中的作用和机制为人们所认识。

综上所述，足细胞在分化后生物学性状发生改变，

细胞骨架重新分布， CD2AP 、 nephrin 、 α-actinin 、

F- 肌动蛋白和微管蛋白等均可能在足细胞的分化中

发挥重要作用。

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统， 使实验数据更逼真 Tel: 021-31 263268 www.bao1or.com 
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The Chan ges of Biological Characters and Podocytes Associated Proteins 

Distribu tion Profile in Undifferentiated and Differentiated Podocytes 

Hua-Jun Jiang, Chun Zhang飞 Ying Chang' , Zhong-Hua Zhu, Jian-She Liu, An-Guo Deng 

(Department of Nephrolog元 Union Hospital, Tongji Medical College, Huazhong Universiη of Science & Technology, 

Wuhan 430022, China; Ilnstitute of Liver Disease, Tongji Hospital, Tongji Medical College, 

Huazhong University of Science & Technology, Wuhan 430030, China) 

Abstract Conditionally immortalized murine podocyte cellline, which was established from transgenic H-

2Kb_tsA58 mice, was cultured in RPMI 1640 medium at 33 oC permissive conditions and shifted to 37 oC non­

permissive conditions to induce differentiation. Podocytes mo叩hology changes, growth curve, proliferation ability 

and cell cycle were measured respectively in undifferentiated and differentiated podocytes. T he expressions of 

CD2AP， α-actinin ， nephrin and cytoskeletal proteins (i.e. F-actin and tubulin) were detected by laser scanning 

confocal microscope. The results demonstrated that in differentiated podocytes , cell morphology changed along 

with secondary foot process formation and reproductive activity descended. Cells in GJG , period accumulated and 

in S , G2瓜1{ period decreased. The expressions of CD2AP, nephrin and α-actinin were elevated in differentiated 

podocytes. The distribution profiles of podocyte associated proteins and cytoskeletal proteins apparently altered. In 

conclusion , differentiated podocytes biological characters changed and cytoskeleton rearranged. CD2AP, nephrin , 

α-actinin ， F-actin and tubulin may play a crucial role in podocytes differentiation. 

Key words podocytes; differentiation; podocytes associated protein; cytoskeleton; CD2-associated protein 
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