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耳变小、多囊肾、生殖能力下降、免疫力下降、消化道上

反异常，结合其他资料更进一步表明 .&1-2 基因家族

在体内作用与中医肾的功能非常接近，为此，本文提出

"&1-2 家族可能是中医肾本质相关基因"的假说，还就

该假说与现代生物学理论的统一性问题进行进一步论

述，并用该假说对中医实验研究中的发现和有关中医

肾的部分论述进行尝试性解释.最后探讨了提出该假

说的意义.
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补体攻膜复合体致肾小球脏层上皮细胞粘附性改变研究 祷

刻t啸华 F事立生

〈第三军医大学新桥医院肾内科 重庆 400037) 

补体激活在肾炎的发生发展过程中起重要

作用，其损伤机理包括化学趋化因子生成所致 ·国家自然科学基金资助项目 (39500071 ) • 
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的炎性细胞浸润、 C5b-9攻膜复合体 (membrane

attack complex MAC)诱生所致的溶破及亚溶

破效应。膜性肾病以 IgG 和补体在上皮下弥漫

性沉积为特征，由于组织内缺乏细胞炎症反应，

目前公认， MAC 对 肾小球脏层上皮细胞

也lomerular visceral epithelial cell , GVEC) 的

亚溶破损伤是其蛋白尿产生的原因旧。然而

MAC 如何改变肾小球的通透性，如何诱导蛋

白尿的产生，其机制迄今不明。

GVEC 和肾小球基底膜间的相互作用，在

维护肾小球滤过屏障的正常结构形态和功能中

起重要作用。细胞和基质之间的这种恃异作用，

称之为局部粘附。局部粘附从形态和生化水平

分为四个区域，依次为细胞外基质、穿膜区、胞

质斑、微丝束【2]0 GVEC 的形态改变，如足突退

缩、融合是蛋白尿产生的结构基础。形态改变是

粘附性改变的结果。为此，本研究拟以亚溶破剂

量 MAC 诱导体外 GVEC 损伤，通过对局部粘

附的研究，探讨 MAC 诱导膜性肾病蛋白尿发

生的机制。

材料 和方法

一、 GVEC 培养

取人肿瘤肾正常皮质，分离出肾小球，以 K， -3T3

培养基加 10%小牛血清悬浮，种植于覆盖胶原的培养

瓶中，孵箱内 37 'C培养.细胞长出后第四天以 0_ 025% 

膜N!Uo. 5mmol/ L EDT A 消化，经 300 目尼龙筛网过滤

去除肾小球残体后，细胞种植于涂胶的培养瓶中，长至

汇合后继续传代.取 3-4 亚代细胞用于实验.

GVEC 鉴定标准:细胞外形呈典型的多边形，细胞

和细胞间紧密排列$免疫组化染色汲形蛋白阳性，结蛋

白阴性 .VI因子阴性，肌球蛋白阴性，碱性磷酸ðti 阴性，

细胞角蛋白阴性，嗦岭霉素毒性试验呈敏感反应.

二、 MAC 亚溶破模型

以 4mg/ml 酵母多糖 (Zymosa. Zy) (Sigma 产品)

等量加入新鲜正常人血清 (NHS) .经旁路途径激活补

体，诱导 MAC 形成.以最低 LDH 释放法确定 MAC 的

亚溶破剂量. NHS 经 56 'C 30 分钟处理作为后续实验

的补体灭活组对照.

三、 MAC 致伤 GVEC 后脱落细胞计数及细胞存

活率

细胞培养在 24 孔培养板上，快至汇合后以 D­

Hanks 液清洗，换 DMEM/F' 2培养液. Zy 和 NHS 等量

混合后 4 分钟，以 O. 22μm 滤膜过滤，每孔加入 0.2ml

(亚溶破齐IJ 量) . 37 'C 温育 24 小时后，收集温育液，离

心，加少量培养液重悬，以计数板计算脱落细胞数.同

时以台盼蓝拒染法，计算细胞存活率.

四、 l\'IAC 致伤 GVEC 对 SO.'-基团的影响

细胞培养于 24 孔培养板上，长至大半汇合时进行

试验. Na"SO, (上海原子能所〉和3H-TdR(北京原子能

所〉每孔加入量分别为 3.5μCi/ l 0μl 、 0.5μCi /25μ1.

1.每孔加 Na ，"SO，. 37 'c温育 1 2h 后，加'H-TdR .

继续温育 12h. 去除原培养液，换 DMEM/F 12 • 再加 Zy

和 NHS 共 0.2ml.继续温育 12h 后.清洗细胞 .1 %胶原

酶消化，在细胞收集器上收集细胞，作"S 和3H 放射活

性双道测定，分别计算其放射活度 (dmp )S 和 H.

2. 加 Na ，3S S0，和 'H-TdR 的同时，加 Zy 和 NHS

(剂量同上 ) . 3 7 "C温育 24h 后，收集细胞.分别计算其

放射活度。

以 S/H 为系数.评价 GVEC 上3SS0.'-基团相对含

量.

五、 MAC 致伤 GVEC 对层粘蛋白 (LN)分泊的影

响

取大半汇合的 24 孔板内 细胞，加 Zy 和 NHS 共

O. 2时 . 37 "C 温育 72h. 取上消液作 LN 放免测定(上海

海军医学研究所试剂盒〉

六 、 MAC 致伤 GVEC 对细胞骨架蛋白的影响

细胞培养于 6 孔培养板中载玻片上 .Zy 和 NHS

共 0.3ml(亚溶破剂量)加入孔内. 37'C温育 2 小时后，

清洗载玻片 .4%多聚甲M O 'C下固定 10 分钟.置入

O. 5%Triton X-IOO 低张溶液中，置 O 'C下 5 分钟，然后

以 SP 间接免疫ðti染色法作肌动蛋白和结蛋白染色(迈

新公司产品λ

七 、 MAC 致伤 GVEC 对整合素 VLA-3 的影响

细胞培养于 6 孔培养板中载玻片上，加入 Zy 和

NHS 共 0.3时 . 3 7 'C 下温育 2h. 载玻片清洗并以 4%多

聚甲E皇室温固定 5 分钟后，作 SP 间接免疫部染色.抗

VLA-3 单抗由 美国 Old L. J. 博士惠赠.

八、统计学处理

所有数据采用单因素方差分析 .N-K 检验处理.
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结 ， 果

一、 MAC 致伤 GVEC 脱落细胞计数及活率

亚溶破剂量 MAC 致伤 GVEC 后，细胞脱

落计数明显增多 〈与正常对照组 比较 P<

0.05) ;对脱落细胞作台盼蓝拒染试验，可见损
伤组大多为存活细胞，而正常对照组则绝大部

分为死亡细胞(见表 1) 。由此可见，这种细胞脱

落是细胞粘附力消失的结果。为此，本研究对损

伤状态下细胞局部粘附中几个相关蛋白作了进

一步观察。

表 1 MAC 损伤诱导的 GVEC 脱落计数及洁性分析 (11=6)

分组

补体灭活组

脱落细胞计数(X土SD)

1187. 5 土 239.4

台阶兰染色率 ( %)(X土SD)

82. 5 土 2 3 . 6

正常 GVEC 组

亚溶破损伤组

1312. 5土 239.4

2437. 5土 42 7. 。骨

* :表示与正常 GVEC 组比较 ，P<0. 05.

二、 MAC 致伤 GVEC 对 SO!- 基团的影响

GVEC，尤其细胞膜上含有丰富的硫酸化

物质。亚溶破损伤状态下， GVEC 上已标记的

35SO!- 基团明显减少(1 2h 后，与正常对照组比

较 P<0.05 ，见表 2) ; 35 SO!- 基团掺入量明显

减少 (24h 后，与正常对照组比较 P<0.05 ， 见

表 3) 。这说明，MAC 致伤 GVEC 能在多个水

平上减少细胞上的硫酸化物质含量 。

表 2 MAC 损伤对 GVEC 上已标记

的"so." 影响 ( 11 = 6) 

分组

补体灭活组

正常 GVEC 组

亚溶破损伤组

GVEC 上"SO.'- /H-TdR
(drnp / dprn) (X土SD)

0 . 542土 0.03 2

O. 534 土 0.031

0.379土 0.0222 骨

*表示与正常 GVEC 组比较 ，P<0. 05.

表 3 MAC 损伤对 GVEC"SO.'-掺入的影响 (n= 6)

分组

补体灭活组

正常 GVEC 组

亚溶破损伤组

GVEC 上"SO.'- /H-TdR
(drnp / dprn) (X土SD)

1. 719土 0.046

1. 674土 0.117.

1. 391 土 0.011 铃

*表示与正常 GVEC 组比较 ， p之0.05.

三 、 MAC 致伤 GVEC 对 LN 分浊的影响

82. 5 土 1 3.6

36. 9 土 1 5 . 2 铃

从 表 4 中可看到，亚溶破损伤后 72h

GVEC 分泌 LN 明显增多 (与正常对照组比较

P<0.05) 。

表 4 MAC 损伤对 GVEC 分泌 LN

的影响 ( 72 小时 )( 11 = 6 )

分组

补体灭活组

正常 GVEC 组

亚溶破损伤组

GVEC 上"SO;-/H-TdR 
(d rn p / dprn) (X土SD)

155. 2土 10.18

139. 2 土 15.56

189. 7士 22.26"

. 表示与正常 GVEC 组比较 ， P<0.05.

四、 MAC 致伤 GVEC 对细胞骨架部分蛋

白的影响

免疫酶组化染色可见，正常状态下的

GVEC 肌动蛋白染色呈纤维状多边形分布，染

色均匀;而损伤状态下，纤维状结构消失，其染

色围绕细胞核呈圆形分布，部分细胞有印戒样

结构染色。正常 GVEC 不显色的结蛋白，亚溶

破损伤时出现较强染色。

五、 MAC 致伤 GVEC 对 VLA-3 的影响

由免疫酶组化可见，正常 GVEC 的 VLA- 3

染色均匀致密，损伤时明显减弱，呈稀疏分布。

讨 论

GVEC 局部脱附可以改变肾小球的 jj透
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性。在氨基核戒肾病模型中发现，蛋白尿的产生

和 GVEC 脱附有关。本研究对 GVEC 在 MAC

亚溶破损伤状态下的粘附性观察显示，MAC

降低 GVEC 的·粘附性 ，其机理涉及多个粘附相

关蛋白.

细胞外基质 (ECM)是局部粘附结构中的

胞外区，也是局部粘附的触发因素，它与细胞膜

表面的粘附分子结合。本研究中的 LN 分泌增

多，与膜性肾炎中肾小球基层膜 (GBM)上 LN

异常积聚的结果相吻合。这种改变如何参与粘

附性降低的过程，目前还无法解释。在我们的细

胞培养操作中也发现，培养瓶中涂胶放度过高

对细胞贴壁会产生不利影响。

本研究也发现 ， MAC 能减少 GVEC 表面

的硫酸化物质。已知 GVEC 中的硫酸化物质主

要是胞膜上的蛋白聚糖，由硫酸肝素和硫酸软

骨素/皮肤素组成。 它们具有疏水活性，作为配

体，一端与 ECM 分子相应部分结合，另一端与

胞质中的细胞骨架连接，参与局部粘附的形成。

它们易受蛋白酶的作用，从膜上解离下来。有人

使用细胞表面硫酸肝素半衰期缩短和硫酸化物

质减少的突变细胞研究发现，这两种细胞都不

能形成局部枯附[3J 。由 此推测，本研究中 GEVC

细胞膜硫酸化基团 的减少， 参与了 MAC 介导

的 GVEC 粘附性改变。其减少原因，可能与某

些蛋白酶作用有关。 已证明，MAC 能剌激培养

的 GVEC 产生蛋白酶，而且也证实，这类蛋白

酶能增加体外分离肾小球对自蛋白的 jilí 透

性[叫。

整合素是细胞膜上细胞和基质相互作用的

另一类重要粘附分子。 VLA-3 是正常体内

GVEC 唯一表达的 ßl 整合素，它均匀而又强烈

地表达于 GVEC 的足突与 GBM 相接触面阳。

本研究中的 VLA-3 表达减少，表明它参与了

MAC 所致的粘附性改变。对膜性肾病中上皮

下免疫沉积物形成处研究发现，VLA-3 表达缺

失阳。

细胞骨架是局 部粘附中的关键成分。

GVEC 含有丰富的中间丝、微管和微丝系统。

在体内，微丝主要位于足突而中间丝和微管则

位于胞体和主突。 本研究中的微丝肌动蛋白和

中间丝结蛋白的结构变化，表明细胞骨架在细

胞内发生了 结 构 重 排 ( rearrangement )。

Lachapelle 等研究发现， 随着肌动蛋 白丝在肾

病大鼠体内 GVEC 足突 中消失及在胞体中的

重排，足突结构 消 失[叭因此， MAC 不仅与

GVEC 粘附性改变有关，而且与体内 GVEC 足

突退缩融合结构改变有关。

综上所述 ， MAC 通过改变 ECM 成分组

成，减少!但膜硫酸化蛋白聚糖及整合素的含量 ，

对细胞骨架进行重排，从而引起 GVEC 粘附性

改变。这种改变引起体内 GVEC 脱附，足突退

缩融合 ，从而参与膜性肾病的蛋白尿产生。

摘 要

为探讨 膜性肾病中补体攻膜复合体

(MAC)介导蛋白尿机制 ，本研究制作了 MAC

致肾小球脏层上皮细胞 (GVEC)亚溶破模型。

通过对细胞局部粘附及相关蛋白的观察发现，

MAC 亚溶破致伤 GVEC 后，其粘附性发生改

变。其机理与 ECM 分泌失调、膜硫酸化物质及

整合素减少、细胞骨架重排有关。这些改变导致

体内 GVEC JJ~ 附，足突退缩融合，从而参与膜

性肾病的蛋白尿产生。

关键词:补体攻膜复合体 局部粘附

肾小球脏层上皮细胞
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EFFECT OF MAC SUßLYTIC INJURY ON FOCAL 

ADHESION OF CULTURED HUMAN GLOMERULAR 

VISCERAL EPITHELIAL CELL 

GUO Xiao H lIa LIAO Li Sheng 

(Depart 

ABSTRACT 

It is now welJ established that proteinuria can be mediated by membrane attack complex of complement (MAC). 

This mechanism. however .is not understood. This in vitro study was performed to define the change of focal adhesion 

and adhesion-associa ted proteins upon cultllred hllman glomerular visceral epithelial cells (GVEC) to MAC sublytic 

injury. The results show that this injllry brings on imbalance of extracellular matrix protein prod llction .cytoskeleton 

rearrangement. decrease of integrin and cell sllrface sulfate proteglycan.with change of GVEC adhesion.which associ­

ate with simplification of the foot process .even detachment of GVEC from the GM日 .conseqllent t he onset of protein-

lIrta m VIVO. 

Key words: Membrane attack complex of complement Focal adhesion Clomerular vlsceral eplthelial cell 

热损伤诱导单核细胞株 Raw264.7 凋亡

及其分子机制的初步研究

张璐 f长到t 赵克在

(第一军医大学全军休克微循环重点实验室 广州'1 51051 5) 

业已知道，重症烧伤后机体易出现细胞、免

疫功能紊乱[门。导致烧伤的致热源对机体的热

辐射作用，可以引起一系列的病理生理变化。已

查明烧伤和创伤以后出现了自细胞功能不全

(dysfunction) ，表现为它的趋化性、吞噬力、产

生超氧阴离子和过氧化氢能力及杀灭细菌能力

均减弱，导致机体免疫力下降和容易发生感

染[2.飞惆亡概念的提出为研究烧伤开拓了一个

新的领域。我们曾用在体动物模型研究表明，烧

伤后外周血单个核细胞调亡率明显增加，井随

时间的推延呈增高趋势，它可能是烧伤后白细

胞功能不全发生的机制之一μ] 。 为了进一步研

究烧伤后单核细胞洞亡发生的机制，需要对离

体单核细胞用分子生物学方法进行基因转染和

传代研究，此时用一般活体动物分离的细胞难

以完成，为此我们拟建立一个单核细胞株的热

损伤模型，探讨热损伤是否诱导其调亡及相关

基因表达情况，为进一步深入研究打下基础。

材料和方 法

1.细胞培养

尊核细胞株 Raw264.7 由 美国Scripps 研究所惠

赠.将 1 X 10' 个细胞接种在含 5 %小牛血清的 DMEM

培养液中培养 (37 "C .5 % COz ) 。

2 . 热损伤反应
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