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炎症上调NPC1加重高脂负荷下HMCs胆固醇积聚

致细胞损伤机制
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童发育重大疾病国家国际科技合作基地, 重庆 400014; 

2重庆医科大学脂糖代谢性疾病重庆市重点实验室, 脂质研究中心, 400014 重庆)

摘要      观察炎症因子IL1-β对高脂负荷下人肾脏系膜细胞(human glomerular mesangial cells, 
HMCs)C型尼曼匹克蛋白1(Niemann-pick protein c1, NPC1)表达水平的影响, 并初步探讨NPC1介导

的胆固醇积聚致细胞损伤的作用机制。体外培养HMCs分为正常对照组、高脂组、高脂+炎症组。

Western blot测NPC1蛋白含量; 酶法测细胞及内质网胆固醇水平; CCK8法测细胞增殖; 流式细胞术

测细胞周期; 荧光定量PCR测NPC1、GRP78、PERK、ATF6、FN、Col IV mRNA; 免疫荧光技术

测GRP78、FN的表达水平。予U-18666A干预NPC1的功能, 观察内质网胆固醇水平、细胞增殖能

力、GRP78、FN、Col IV mRNA水平的变化。结果显示, 高脂促进NPC1蛋白及mRNA的表达水平, 
同时细胞总胆固醇及内质网胆固醇浓度增加, 增殖加快、S期比例增加、内质网应激相关分子—

GRP78、PERK、ATF6 mRNA及系膜基质成分—FN、Col IV mRNA水平均增加, GRP78、FN的

荧光强度也增加; 炎症进一步上调高脂负荷下上述各指标水平。U-18666A干预后可减轻高脂和炎

症导致的内质网胆固醇积聚及细胞损伤。综上, 炎症可通过上调NPC1的表达水平, 加重高脂负荷

下肾系膜细胞及内质网胆固醇积聚, 诱发细胞损伤。

关键词       NPC1; 炎症; 高脂; 胆固醇沉积; 内质网应激; 系膜细胞

Inflammation Aggravates Intracellular Cholesterol Accumulation and 
Injury in HMCs Loaded by Low-Density Lipoprotein via 

Up-Regulating NPC1 Expression
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Abstract       Investigate the effect of IL1-β on NPC1 (Niemann-pick protein c1) expression in human me-
sangial cell (HMCs) loaded by low-density lipoprotein (LDL) and explore whether NPC1-mediated cholesterol 
accumulation causing cell injury. HMCs were divided into control group, LDL group, LDL+IL-1β group. The 
level of NPC1 protein was detected by Western blot. The total cholesterol and endoplasmic reticulum choles-
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terol were detected by a cholesterol detection kit. Cell proliferation was measured using a cell count kit. Cell 

cycle was detected by flow cytometry PI/RN staining. The mRNA levels of NPC1, glucose-regulated protein78 

(GRP78), protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), activating transcription factor 6 (ATF6), 

fibronectin (FN), type IV collagen secretion (Col IV) were measured by real-time quantitative PCR. GRP78 and 

FN protein level were detected using immunofluorescent staining. After using U-18666A to intervene the func-

tion of NPC1, the level of endoplasmic reticulum cholesterol, cell proliferation, cell cycle, GRP78, FN and Col 

IV mRNA was measured. We found that LDL loading alone significantly increased the expression of NPC1, 
promoted intracellular and endoplasmic reticulum cholesterol accumulation, accelerated the proliferation of 

HMCs, increased the ratio of S phase in cell cycle, and promoted the expression of endoplasmic reticulum stress 

marker (GRP78, PERK, ATF6 mRNA) and mesangial matrix marker (FN, Col IV mRNA), increased the mean 

fluorescence intensity of GRP78 and FN. Inflammation further aggravated the level of the above indicators in 

HMCs loaded by LDL. Compared with LDL+IL-1β group, co-treatment with U-18666A significantly decreased the 

level of endoplasmic reticulum cholesterol, cell proliferation, ratio of S phase in cell cycle and GRP78, FN, Col IV 

mRNA. These results suggested that inflammation aggravated intracellular and endoplasmic reticulum cholesterol 

accumulation in HMCs via up-regulating NPC1 expression and caused endoplasmic reticulum stress (ERS) and cell 

injury.

Keywords       NPC1; inflammation; high lipid; cholesterol accumulation; endoplasmic reticulum stress; me-

sangial cells

脂质代谢紊乱或持续的高脂血症是肾脏损害

的独立危险因素, 可致慢性肾脏疾病和肾小球硬

化[1]。同时, 炎症是脂代谢紊乱致肾脏损伤的一个关

键因素, 炎症可通过影响细胞内的胆固醇平衡, 促进

肾病的发生发展[2]。C型尼曼匹克蛋白1(Niemann-pick 
protein c1, NPC1)是位于晚期内体(late endosome, LE)
和溶酶体(lysosome, LY)膜上的一个跨膜蛋白, 其主要

作用是介导晚期内体和溶酶体中LDL来源的游离胆

固醇的向细胞膜及内质网转运[3], NPC1的异常表达

可导致胞内胆固醇异常分布[4]。本课题组[5]既往研

究发现, 炎症能促进高脂状态下肾脏足细胞NPC1的
表达水平, 引起脂代谢紊乱, 诱发内质网应激(endo-
plasmic reticulum stress, ERS)致细胞损伤。人肾脏

系膜细胞(human glomerular mesangial cells, HMCs)
是肾脏的固有细胞, 对维持肾脏结构和功能的完整

性具有重要作用, 系膜细胞的异常增殖、细胞外基

质沉积, 与肾小球硬化和肾脏纤维化密切相关[6]。

但目前关于NPC1在系膜细胞中的作用研究尚无报

道。本研究拟通过体外实验, 观察炎症因子对高脂

负荷下系膜细胞NPC1表达水平的影响, 并初步探讨

NPC1介导的脂代谢紊乱在肾系膜细胞损伤中所起

的作用。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞系      人肾脏系膜细胞HMCs由英国伦敦

皇家自由医学院阮雄中教授惠赠[7-8]。

1.1.2   人低密度脂蛋白(low-density lipoprotein, LDL)      
采用低温超高速离心分离正常人新鲜血浆LDL, 脱
盐层析柱纯化, 0.22 μm无菌滤器滤过除菌, Lowry法
定量测LDL浓度[9]。

1.1.3   主要试剂      RPMI 1640培养基购自Gibco公
司; 胎牛血清购自Millipore公司; 胰岛素–转铁蛋白–
亚硒酸钠(insulin-transferrin-sodium selenite, ITS)购自

corning公司; 重组人IL 1-β细胞因子购自Peprotech公司; 
U-18666A(3-β[2-(diethylamino) methoxy] androst-5-en-
17-one)购自cayman公司; NPC1抗体(ab106534)、GRP78
抗体(ab21685)、山羊抗兔TRITC二抗购自abcam公司; FN
抗体(GTX112794)购自Gene Tex公司; CCK8试剂盒购自

日本同仁研究所; 细胞周期检测试剂盒PI-RNase购自

BD公司; 胆固醇检测试剂盒购自北京普利莱公司; 内
质网提取试剂盒购自sigma公司; 核酸提取试剂盒购

自百泰克公司; 荧光定量PCR试剂盒(SYBR Green)购
自北京天根生化科技有限公司。引物由Invitrogen公
司合成。
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1.2   方法

1.2.1   细胞培养与分组      HMCs复苏后, 培养于含

10%胎牛血清、1‰ ITS、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链
霉素的RPMI 1640培养液中。将处于对数生长期的细

胞平均接种于6孔板, 培养24 h后, 按下列分组进行

处理。(1)正常对照组(CTL组): 给予正常培养液; (2)高
脂组(low-density lipoprotein, LDL组): 给予含200 μg/mL 
LDL的培养液[10]; (3)高脂+炎症组(LDL+IL-1β组): 在高

脂组基础上加20 ng/mL IL1-β[10]。并予以NPC1通路

阻断剂U-18666A干预［11-14］(U-18666A+LDL+IL-1β组):  
在高脂+炎症组的基础上加37 μg/mL U-18666A。各组

均置于37 °C、5% CO2培养箱中孵育, 以LDL、IL1-β处理

48 h, U-18666A处理10  h后使检测相关指标。

1.2.2   蛋白提取及Western blot检测NPC1蛋白的表

达水平      将干预后的细胞用冰PBS清洗, 加入细胞裂

解液, 冰上裂解30 min, 4 °C、12 000 r/min离心10 min, 收
集上清液, 用BSA蛋白试剂盒测蛋白浓度。取等量总蛋

白进行SDS-PAGE蛋白电泳, 将蛋白从SDS-PAGE凝
胶上转移到PVDF膜, BSA室温封闭1 h, 加入NPC1蛋白

抗体(1500׃) 4 °C孵育过液, 加入山羊抗兔二抗(1000 2׃)
室温孵育1 h, 化学发光法显色。

1.2.3   实时荧光定量PCR(Real-time Quantitative poly-
merase chain reaction, qPCR)检测 NPC1、PERK、ATF6、
grp78、FN、Col IV mRNA水平      将刺激后的细胞, 按照

RNA提取试剂盒说明书提取各组细胞总RNA, 各组

取等量RNA作为模板, 逆转录合成cDNA。取1 μL 

cDNA、以GAPDH为内参进行实时荧光定量PCR。
相关基因PCR序列见表1。
1.2.4   免疫荧光法检测细胞内GRP78和FN的表

达      将系膜细胞接种于放置有细胞爬片的24孔板, 
经相应处理后, 弃培养液, PBS洗3次。用预冷的4%
多聚甲醛固定15 min弃固定液, PBS洗3次。每孔

300 μL 0.5% triton打孔10 min, PBS洗3次。室温5% 
BSA封闭30 min。弃多余封闭液, 分别孵相应一抗

4 °C(GRP78 1000 1׃, FN 1200׃)过夜。复温30 min, 
PBS洗3次, 山羊抗兔二抗(1300׃)室温孵育1 h, PBS
洗3次。DAPI(1200׃)室温孵育30 min, PBS洗3次, 封
片, 共聚焦荧光显微镜(购自Nikon公司)拍照。

1.2.5   普利莱胆固醇试剂盒检测细胞内总胆固

醇      将系膜细胞经相应处理后, 弃掉原培养液, PBS
洗3次, 加1 mL胆固醇裂解液室温静置10 min, 以
R1׃R2=41׃的比例配置工作液, 190 μL工作液10׃ μL
样品/每孔混匀, 37 °C反应20 min, 酶标仪于550 nm处

测吸光度值, 并以每毫克蛋白浓度校正胆固醇含量。

1.2.6   内质网提取试剂盒提取细胞内质网并检测

内质网胆固醇含量      消化离心收集干预后的细胞, 
PBS洗涤, 室温下600 r/min离心5 min, PBS洗2次, 弃上

清。用3倍体积1×低渗液重悬细胞, 4 °C静置10 min使
细胞肿胀, 600 r/min离心5 min, 弃上清, 加2倍体积1×
等张液研磨, 将匀浆液以1 000 r/min 4 °C离心10 min, 
去除上层漂浮的脂质层, 将上清液12 000 r/min 4 °C离
心10 min, 将上清液转移到烧杯并加入7.5倍体积浓度

表1   实时荧光定量PCR引物序列

Table 1   Primer for Sequences qPCR
基因 引物序列(5′→3′) 正反义链

Genes Primer sequence (5′→3′) Orientation

NPC1 AAG GGT CGG TCG GTT TAC CA Sense

GTT CAC AGG CGC TAC GTT CA Anti-sense

GRP78 CCG AGA ACA CGG TCT TTG AC Sense

CTT TGT TTG CCC ACC TCC AA Anti-sense

PERK TGG CCA GAA AGG AGA GAT GG Sense

TGG TGG ACC TGG AAA TCC TC Anti-sense

ATF6 TGG AAG CAGCAA ATG AGA CG Sense

TGA GGA GGC TGG AGA AAG TG Anti-sense

FN TGG AGG AAG CCG AGG TTT Sense

CAG CGG TTT GCG ATG GTA Anti-sense

Col IV CAG CCA GGA CCT AAA GGT GA Sense

CTC CAG GTA AGC CAG GTG AA Anti-sense

GAPDH GAA GGT GAA GGT CGG AGT C Sense

GAA GAT GGT GAT GGG ATT C Anti-sense
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为8 mol/L的氯化钙溶液, 冰上研磨15 min, 8 000 r/min 
4 °C离心10 min, 沉淀即为内质网小体。再用普利莱胆

固醇试剂盒检测该沉淀物的胆固醇含量并以每毫克

蛋白浓度校正。

1.2.7   CCK8检测细胞增殖      将对数生长期的细胞

以2×104个/mL(每孔100 μL)接种于96孔板, 每组设

置5个复孔, 各组细胞进行相应刺激处理, 分别于刺

激前以及刺激后24 h、48 h、72 h向各孔板中加入

CCK8试剂, 每孔10 μL, 继续孵育3 h。用酶标仪于

450 nm处测吸光度值。

1.2.8   流式细胞术PI/RN染色法检测细胞周期      消
化离心收集干预后的细胞, PBS 1 000 r/min离心5 min, 
洗2次, 弃上清。加1 mL 70%乙醇重悬细胞4 °C过夜。

3 000 r/min离心3 min, 弃上清。PBS洗2次, 37°C水浴复

温30 min, 加10 μL RNA酶, 37 °C水浴反应30 min, 加入

PI/RNase缓冲液500 μL避光染色30 min, 流式上机检测。

1.2.9   数据统计及分析      至少3次独立重复实验数

据, 结果采用GraphPad 5.01及SPSS 20.0软件进行单

因素方差分析和Student’s t-test检验, 计量资料结果

用x
_
±S.D.表示。P<0.05具有统计学意义。

2   结果
2.1   高脂和炎症对各组HMCs NPC1表达水平的影响     

实时荧光定量PCR检测NPC1的mRNA表达水

平、Western blot检测NPC1蛋白的表达水平, 图1A
和图1B结果所示: 与CTL组相比, LDL组(P<0.05)、
LDL+IL-1β组(P<0.001)NPC1的表达量显著升高; 
LDL+IL-1β组组较LDL组, NPC1表达又进一步升高

(P<0.05)。提示高脂可促进NPC1在HMCs的表达

水平, 炎症可进一步上调高脂负荷下NPC1的表达

水平。

2.2   各组细胞内总胆固醇及内质网胆固醇浓度

图2结果所示, 细胞内总胆固醇水平, 与CTL组
(64.00±8.64)相比, LDL组(88.13±6.98, P<0.05)、LDL+IL-
1β组(118.40±10.46, P<0.001)均显著增加; 内质网胆固

醇水平, 与CTL组(50.17±5.41)相比, LDL组(65.99±3.97, 
P<0.05)、LDL+IL-1β组92.39±4.83, P<0.001也均明显增

加。与LDL组相比, LDL+IL-1β组细胞内总胆固醇水平

及内质网胆固醇水平均增加(P<0.05)。提示, 高脂会

增加细胞内总胆固醇及内质网胆固醇水平, 炎症进

一步加重高脂负荷下细胞及内质网胆固醇沉积。

2.3   高脂和炎症对HMCs内质网应激相关分子及

系膜基质成分表达水平的影响

内质网应激(ERS)相关分子—葡萄糖调节蛋白

78(glucose-regulated protein 78, GRP78)、蛋白激酶R样
内质网激酶(protein kinase R-like endoplasmic reticulum 
kinase, PERK)、活化转录因子6(activating transcription 
factor 6, ATF6) mRNA的表达。图3A结果提示, GRP78 

A.qPCR检测NPC1 mRNA的表达水平; B.Western blot检测NPC1蛋白的表达水平。*P<0.05, ***P<0.001, 与CTL组比较; ▲P<0.05, 与高脂+炎症

组比较。

A: expression of NPC1 mRNA was detected by qPCR; B: Western blot detection of NPC1 protein in different groups.*P<0.05, ***P<0.001 vs CTL 
group; ▲P<0.05 vs LDL+IL-1β group.

图1   高脂和炎症对各组HMCs NPC1表达水平的影响

Fig.1   Effect of high lipid and inflammation on the expression of NPC1 in HMCs
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mRNA的表达水平, 与CTL组(0.94±0.16)相比, LDL组
(1.54±0.10, P<0.05)、LDL+IL-1β组(2.17±0.13, P<0.001)
均显著升高 ; PERK mRNA的表达水平 , 较CTL组
(0.87±0.21), LDL组 (1.34±0.23, P<0.05)、LDL+IL-1β
组(2.10±0.30, P<0.01)均显著升高;  ATF6 mRNA的表

达水平 , 相比CTL组 (0.83±0.13),  LDL组 (1.43±0.21, 
P<0.05)、LDL+IL-1β组(2.06±0.21, P<0.01)也均显著

升高。LDL+IL-1β组较LDL组, 上述三种指标的表

达增加。提示高脂可引起HMCs发生内质网应激, 炎
症可进一步加重高脂负荷下细胞的ERS。

系膜基质成分—细胞内纤维连接蛋白(fibronec-
tin, FN)、IV型胶原蛋白(type IV collagen secretion, Col IV)
mRNA水平。图3B显示 , FN mRNA的水平 , 与CTL组
(0.63±0.05)相比 , LDL组(1.14±0.13, P<0.05)、LDL+IL-

*P<0.05, ***P<0.001, 与CTL组比较; ▲P<0.05, 与高脂+炎症组比较。

*P<0.05, ***P<0.001 vs CTL group; ▲P<0.05 vs LDL+IL-1β group.
图2   各组HMCs细胞总胆固醇及内质网胆固醇水平

Fig.2   Level of total and endoplasmic reticulum cholesterol in HMCs among different groups
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A: qPCR检测各组内质网应激(ERS)相关分子—GRP78、PERK、ATF6 mRNA的表达水平; B: qPCR检测各组系膜基质成分—FN、Col IV 
mRNA的表达水平。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与CTL组比较; ▲P<0.05, 与高脂+炎症组比较。

A: the mRNA expression of endoplasmic reticulum stress marker (GRP78, PERK, ATF6) was detected by qPCR; B: the mRNA expression of mesangial 
matrix marker (FN, Col IV) was detected by qPCR. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs CTL group; ▲P<0.05 vs LDL+IL-1β group.

图3   高脂和炎症对HMCs内质网应激相关分子及系膜基质成分表达水平的影响

Fig.3   Effect of high-lipid and inflammation on expression of endoplasmic reticulum stress marker and 
mesangial matrix marker in HMCs among different groups
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1β组(1.59±0.27, P<0.001)均显著升高; Col IV mRNA
水平, 较CTL组(0.58±0.07), LDL+IL-1β组(1.13±0.12, 
P<0.01)显著升高。LDL+IL-1β组较LDL组, 二者的

表达均进一步增加。提示, 高脂可增加系膜基质相

关分子的表达, 炎症可进一步加重高脂负荷下上述

指标的水平。

2.4   免疫荧光检测GRP78及FN的表达水平

共聚焦显微镜下观察, 如图4A和图4B所示: 红
光分别代表GRP78(图4A)和FN(图4B), 蓝光代表细胞

核, 半定量分析平均荧光强度。较CTL组(277.2±76.8), 

LDL组 (711.7±114.9)、LDL+IL-1β组 (1317±238.0), 
GRP78的荧光强度均显著增加(P<0.001); 炎症可增加高

脂状态下GRP78的表达(P<0.01)。与CTL组(291.6±153.5)
相比, LDL组(743.7±130.4)、LDL+IL-1β组(1122±129.5), FN
的荧光强度亦均显著增加(P<0.001); 炎症进一步增加

高脂状态下FN的荧光强度(P<0.05)。提示高脂可诱发

HMCs内质网应激和系膜基质成分过度表达, 炎症

可加重高脂负荷下系膜细胞上述损伤。

2.5   高脂和炎症对各组HMCs细胞增殖能力的影响

CCK8法检测各组细胞增殖能力, 结果如表2所

A: 免疫荧光检测GRP78的表达水平; B: 免疫荧光检测FN的表达水平。***P<0.001, 与CTL组比较; ▲P<0.05, ▲▲P<0.01, 与高脂+炎症组比较。

A: immunofluorescence detection of GRP78 in different groups; B: immunofluorescence detection of FN in different groups. ***P<0.001 vs CTL 
group;▲P<0.05, ▲▲P<0.01 vs LDL+IL-1β group.

图4   高脂和炎症对各组HMCs GRP78及FN表达的影响

Fig.4   Immunofluorescence detection of GRP78 and FN in different groups
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示, 刺激24 h后 , 与CTL组相比, LDL组、LDL+IL-1β
组细胞增殖均显著加快(P<0.05); 刺激48 h后, LDL
组(P<0.05)、LDL+IL-1β组(P<0.001)较CTL组细胞

仍过度增殖; 刺激72 h后, LDL组(P<0.01)、LDL+IL-
1β组(P<0.001)细胞仍明显异常增殖。与LDL组相

比, LDL+IL-1β组在24 h时间点增殖无明显差异

(P>0.05), 但在48 h(P<0.05)、72 h(P<0.01)时间点增

殖进一步加快。提示, 高脂可诱导HMCs过度增殖, 

并呈时间依赖性, 炎症可加重高脂负荷下细胞的过

度增殖。

2.6   各组HMCs细胞周期分布

流式细胞术PI/RN染色法检测HMCs细胞周

期, 结果(图5)显示: 与CTL组相比, LDL组(P<0.05)、
LDL+IL-1β组(P<0.001) S期比例显著增加; 与LDL组
相比, LDL+IL-1β组S期比例进一步增加(P<0.05)。S
期是细胞DNA和组蛋白合成最旺盛的时期, S期比例

表2   各组HMCs增殖结果

Table 2   Proliferation ability of HMCs in different groups
时间点 对照组 高脂组 高脂+炎症组

Time point CTL group LDL group LDL+IL-1β group

0 h 0.53±0.04 0.52±0.03 0.51±0.02

24 h 0.68±0.03 0.76±0.02* 0.79±0.12*

48 h 1.17±0.10 1.36±0.08*▲ 1.55±0.06***

72 h 1.34±0.06 1.59±0.07**▲▲ 1.96±0.10***

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与对照组比较; ▲P<0.05, ▲▲P<0.01, 与高脂+炎症组比较。

*P<0.05,  **P<0.01, ***P<0.001 vs CTL group; ▲P<0.05, ▲▲P<0.01 vs LDL+IL-1β group.

*P<0.05, ***P<0.01与对照组比较; ▲P<0.05, 与高脂+炎症组比较。

*P<0.05, ***P<0.01 vs CTL group; ▲P<0.05 vs LDL+IL-1β group.
图5   各组细胞周期分布图

Fig.5   The distribution of cell cycle in different groups
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增加说明细胞增殖活跃。提示, 高脂可引起HMCs增
殖加快, 炎症又进一步加重高脂负荷下细胞的异常

增殖。  
2.7   U-18666A干预对HMCs内质网胆固醇集聚

和细胞损伤的影响

U-18666A能干预NPC1的功能 [9-11], 在高脂炎

症基础上, 予以U-18666A干预, 结果如图6所示: 与
LDL+IL-1β组相比, U-18666A+LDL+IL-1β组内质网

胆固醇浓度显著降低(79.20±3.03, P<0.05, 图6A); 与
LDL+IL-1β组相比,  U-18666A+LDL+IL-1β组GRP78、
FN、Col IV mRNA(1.43±0.31、1.06±0.09、0.80±0.04)的
表达水平显著减低(P<0.05, 图6B); 与LDL+IL-1β组相比, 
U-18666A+LDL+IL-1β组在刺激后48 h(1.17±0.04)、
72 h(1.38±0.02)时间点细胞的增殖速率显著加快

(P<0.05, 图6C); 细胞周期G0/G1期比例显著增加

(P<0.05)、S期比例明显减少(P<0.05, 图6D)。提示, 
干扰NPC1功能后, 可显著减少胆固醇向内质网的转

A: U-18666A干预对内质网胆固醇水平的影响; B: U-18666A干预后GRP78、FN、Col IV mRNA水平的变化; C: U-18666A干预后对细胞增殖的

影响; D: U-18666A干预后细胞周期分布的影响。*P<0.05与高脂+炎症组比较。

A: effect of U-18666A intervention on level of endoplasmic reticulum cholesterol; B: effect of U-18666A intervention on expression of GRP78, FN, 
Col IV mRNA; C: effect of U-18666A on ability of proliferation; D: effect of U-18666A on distribution of cell cycle. *P<0.05 vs LDL+IL-1βgroup.

图6   U-18666A干预对HMCs内质网胆固醇集聚和细胞损伤的影响

Fig.6   Effect of U-18666A intervention on endoplasmic reticulum cholesterol accumulation and cell injury in HMCs
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运, 减少高脂炎症状态下内质网胆固醇水平, 缓解

ERS, 减轻细胞过度增殖和系膜基质成分的异常表

达。 

3   讨论
1982年Moorhead等[14]提出“脂质肾毒性”学说, 

后有研究表明, 脂质代谢紊乱是肾脏疾病的独立

危险因素[1]。有研究发现, 低密度脂蛋白受体(low 
density lipoprotein receptor, LDLr)缺陷所致LDL降解

异常可加重肾病综合症的肾脏损伤[15], 高甘油三酯

血症可加重肾病的蛋白尿表现[16]等。同时, 炎症在

慢性肾脏疾病的发生发展中也具有重要作用, 炎症

因子可通过干扰细胞水平的胆固醇平衡, 加速高脂

状态下的肾脏损伤[2]。系膜细胞是肾小球的固有

细胞, 系膜细胞的过度增殖、系膜基质增生是糖尿

病肾病[17]、系膜增生性肾小球肾炎(mesangial pro-
liferative glomerulonephritis, MsPGN)、膜增生性肾
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小球肾炎(membrano-proliferative glomerulo nephritis, 
MPGN)[18]等多种肾脏疾病的重要病理改变, 在肾小球

硬化和肾脏纤维化中起着重要作用, 但其中的相关

机制尚不明确。

C型尼曼匹克蛋白1(Niemann-pick protein c1, NPC1)
是位于晚期内体和溶酶体膜上的一个具有胆固醇敏感

区的跨膜蛋白, 可将LDL来源的胆固醇转移到溶酶

体膜上并跨膜向内质网或质膜转运, 以便胆固醇发

生酯化作用并通过载脂蛋白A-I进行外排[3-4]。近年

来越来越多的研究开始关注, NPC1在脂代谢相关疾

病中的作用。NPC1杂合子突变能抑制胆固醇向内

质网转运从而减轻动脉粥样硬化病变中巨噬细胞的

凋亡[19]; 过表达NPC1使LDL来源的胆固醇向内质网

和质膜的转运加快[20], 下调NPC1表达水平可以降低

高脂饮食对小鼠肝脏的损害, 延缓脂肪肝的发生[21]。

本课题组既往研究发现[5], 炎症状态下高脂可通过

NPC1介导内质网脂质过载, 引起内质网应激和足细

胞损伤。高脂负荷下, 炎症因子可否加重NPC1介导

的细胞内胆固醇平衡紊乱, 并对系膜细胞损伤产生

一定影响？本研究发现, 高脂可促进肾脏系膜细胞

内NPC1的表达水平, 炎症又可加重高脂负荷下系膜

细胞内NPC1的表达量, 进一步加重胆固醇向内质网

转运, 引起内质网及细胞内脂质过载, 诱发内质网应

激和细胞损伤。以上结果提示, 炎症可加重高脂负

荷下系膜细胞内NPC1 mRNA及蛋白的表达水平, 干
扰NPC1介导的胆固醇转运, 但其中的具体作用机制

尚有待进一步研究。

内质网应激(endoplasmic reticulum stress, ERS)
在多种因素诱发的肾脏疾病的病理过程中起重要

作用, 如高糖、脂代谢紊乱、炎症、缺氧、钙超载等

因素均能诱导肾脏细胞发生ERS, 引起肾脏损害[22-23]。

ERS可触发以未折叠蛋白反应(unfolded protein re-
sponse, UPR)为核心的蛋白激酶R样内质网激酶(protein 
kinase R-like endoplasmic reticulum kinase, PERK)、
1型内质网转膜蛋白激酶(inositol-requiring enzyme 1, 
IRE1)、活化转录因子6(activating transcription factor 6, 
ATF6)三条跨膜信号通路。生理状态下, 它们与葡萄糖

调节蛋白78(glucose regulatory protein78, GRP78)/Bip
相结合, 当发生ERS时, 内质网中未折叠或错误折叠

的蛋白质竞争性结合GRP78/Bip, 使上述3中膜蛋白

与之分离活化, 表达增加[24]。本实验的研究结果显示, 
炎症可加重高脂负荷下NPC1介导的细胞及内质网

胆固醇沉积, 使GRP78、PERK、ATF6 mRNA的表达

以及GRP78荧光强度进一步增高, 引起内质网应激, 
造成细胞损伤。

系膜细胞过度增殖及细胞外基质(extra cellular 
matrix, ECM)沉积是肾小球硬化的重要病理改变。

FN和Col IV是由系膜细胞分泌的ECM的重要组成

成分, 二者均可随细胞增殖而分泌增多。FN对介导

细胞增殖和其他的ECM成分的分泌也起到重要的

作用, 是促进肾脏纤维化的一个重要因素[25]。IV胶

原蛋白是构成肾小球基底膜网架的支架, 其分泌的

异常, 则会导致肾小球基底膜增厚和以系膜区为主

的细ECM积聚[26]。本实验的研究结果显示, 单纯高

脂刺激会使HMCs异常增殖、S期比例增加即细胞

增殖过度、FN、Col IV mRMA表达量以及FN荧光

强度增加, 炎症会加重高脂状态下HMCs的异常增

殖和系膜基质成分的过度表达。提示炎症可加重高

脂负荷下NPC1的表达及其介导的细胞及内质网脂

质过载, 导致ERS, 加重系膜细胞异常增殖和系膜基

质沉积, 但其中的具体机制还有待进一步研究。

U-18666A能与NPC1的固醇敏感区相结合, 可
作为NPC1通路的抑制剂, 使LDL衍生的胆固醇向内

质网和质膜的转运减少, 并抑制胆固醇的酯化[11-13], 
被广泛用于模拟尼曼匹克病(Niemann-Pick disease, 
NPC病)[27]。本研究结果表明, 在高脂炎症基础上予

以U-18666A干预后, 显著减少了内质网胆固醇蓄积、

降低了ERS标记分子GRP78 mRMA及系膜基质成分

FN、Col IV mRMA的表达量, 抑制了细胞的过度增

殖。以上结果提示, 干预NPC1功能, 可减轻内质网脂质

沉积以及脂质过载引起的内质网应激和细胞损伤。

综上所述, 炎症可促进高脂负荷下肾系膜细胞

内NPC1 mRNA和蛋白的表达水平, 加重细胞内总

胆固醇及内质网胆固醇沉积, 并通过诱发内质网应

激, 引起系膜细胞过度增殖、系膜基质成分表达量

增加; 应用U-18666A干预NPC1功能后, 减轻了胆固

醇向内质网的转运, 缓解内质网应激及细胞损伤。

这一发现可能为炎症及脂代谢紊乱造成肾脏细胞的

损伤、肾脏纤维化以及慢性肾脏疾病的发生发展提

供新的研究方向和治疗靶点。
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