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１７β雌二醇与氟维司群抑制蛋白激酶 Ｃ刺激下
系膜细胞纤维化
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摘　要　为确定雌激素受体（ＥＲ）激动剂１７β雌二醇与 Ｇ蛋白偶联雌激素受体（ＧＰＥＲ）激动剂氟维司群在蛋白激酶 Ｃ
（ＰＫＣ）激活时对系膜细胞纤维化影响，本研究利用十四烷酰佛波醇乙酸酯（ＰＭＡ）短期刺激以模拟激活 ＰＫＣ，导致Ⅳ型胶
原、纤连蛋白、结缔组织生长因子、转化生长因子β１的基因转录水平上调至基线的２５±０５、１４±０２、２６±１１和１９±
０３倍（Ｐ＜００５），而１７β雌二醇及氟维司群可显著抑制上述基因转录水平的上调（Ｐ＜００５），并通过抑制Ａｋｔ磷酸化阻碍
ＰＫＣ下游信号；同时，应用受体抑制剂及基因敲低技术，可明确１７β雌二醇及氟维司群对上述基因表达、信号通过的影响依
赖于ＥＲ、ＧＰＥＲ的激活。本研究表明，ＥＲ与ＧＰＥＲ激动剂可发挥肾小球保护功能，抑制肾小球系膜细胞在ＰＫＣ激活后过度
表达促纤维化因子及无用的细胞外基质。
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第４８卷第２期 李一辰，等：１７β雌二醇与氟维司群抑制蛋白激酶Ｃ刺激下系膜细胞纤维化

　　肾小球系膜细胞结构功能变化贯穿慢性肾脏
疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）的全过程。在
有害刺激下，蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）激活下游 Ａｋｔ（又
称蛋白激酶Ｂ，ＰＫＢ）蛋白磷酸化、上调转化生长因
子（ＴＧＦ）β表达［１］，从而导致结缔组织生长因子

（ＣＴＧＦ）及细胞外基质（ＥＣＭ）如Ⅳ型胶原和纤连
蛋白的过度合成与分泌；上述促纤维化刺激形成恶

性循环，ＥＣＭ逐步替代正常肾脏组织，肾脏逐步失
去功能［２］。

雌激素具有一定的肾脏保护作用，也间接导致

了ＣＫＤ发生、发展、预后中的性别差异［３］。１７β雌
二醇是经典雌激素受体（ＥＲ）的天然底物，１７β雌
二醇及选择性雌激素受体调节剂可通过激活 ＥＲ，
防止化学或机械性刺激下的系膜细胞结构功能改

变［４－５］；同时，考虑到上述药物亦可激活另一种雌

激素受体———Ｇ蛋白偶联雌激素受体（ＧＰＥＲ）［６］，
可推测，ＧＰＥＲ也可能部分地参与了系膜细胞结构
功能的保护作用。前期研究表明，植物雌激素可通

过ＧＰＥＲ依赖的方式抑制在高糖水平或 ＴＧＦβ刺
激下肾小球系膜细胞外基质的过度合成［７－８］，但上

述两种雌激素受体激活对高糖刺激下游如ＰＫＣ信
号与靶基因的影响尚不明确。

本研究采用短时十四烷酰佛波醇乙酸酯

（ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）刺激激活
ＰＫＣ［９］，观察 ＥＲ激动剂 １７β雌二醇、ＧＰＥＲ激动
剂／ＥＲ下调剂氟维司群［１０］处理系膜细胞后对其

ＰＫＣ下游信号及纤维化相关基因表达的影响，说
明ＥＲ与ＧＰＥＲ在该作用中的贡献，进一步阐述雌
激素保护肾小球系膜细胞作用机制。

!

　材　料

１１　试　剂
１７β雌二醇、ＧＰＥＲ拮抗剂 Ｇ１５（英国 Ｔｏｃｒｉｓ

公司）；十四烷酰佛波醇乙酸酯、氟维司群（美国西

格玛奥德里奇公司）；ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ、ＥＲαｓｉＲＮＡ及
阴性对照 ｓｉＲＮＡ（美国圣克鲁斯生物技术公司）；
ＰｅｐＭｕｔｅＴＭｓｉＲＮＡ转染试剂（美国 ＳｉｇｎａＧｅｎＬａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ公司）；ＰｈｏｓｐｈｏＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）兔多抗、Ａｋｔ兔
多抗、ＴＧＦβ兔多抗（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司）；βａｃｔｉｎ小鼠单抗（上海明睿生物技术有限
公司）；ＴＲＩｚｏｌ试剂，ｑＰＣＲ引物，ＲｅｖｅｒＡｉｄＦｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ合成试剂盒，ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＰｉｃｏ增

强型化学发光底物（美国赛默飞世尔公司）；Ｆａｓｔ
ＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（瑞士罗氏诊断
公司）。

１２　细　胞
人肾细胞细胞株为应用ＴＳＶ４０转染的永生化

细胞株，由东南大学医学院肾病研究所刘必成教授

惠赠［１１］。

１３　仪　器
超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司）；

台式高速低温离心机（美国赛默飞世尔公司）；

ＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅｐＲｅａｌｐｌｅｘ２ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ定量ＰＣＲ
仪（德国艾本德公司）；小型垂直电泳仪、转印仪、

ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋成像系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

'

　方　法

２１　人肾系膜细胞细胞株培养及药物处理
人肾细胞细胞株置于含 １０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养基、３７℃恒温且含５％ ＣＯ２的培养
箱中生长。细胞生长至 ７０％ ～８０％丰度时给予
１７β雌二醇（１０－１０～１０－６ｍｏｌ／Ｌ）、氟维司群（１０－１０～
１０－６ｍｏｌ／Ｌ）、Ｇ１５（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）及ＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍＬ）
刺激。药物及 ＰＭＡ溶解于二甲亚砜，对照组给予
溶剂。

２２　ｓｉＲＮＡ转染
细胞在约 ６０％丰度时转染 ５ｎｍｏｌ／ＬＧＰＥＲ

ｓｉＲＮＡ、１５ｎｍｏｌ／ＬＥＲαｓｉＲＮＡ或阴性对照 ｓｉＲＮＡ。
转染２４～４８ｈ后进行药物处理。
２３　细胞裂解、蛋白样品制备及免疫印迹实验

细胞给药指定时间后冰上裂解，收集细胞裂解

液，电泳分离、转印、封闭过程后，与抗 ＰＡｋｔ
（Ｓｅｒ４７３）、Ａｋｔ、ＴＧＦβ、βａｃｔｉｎ抗体孵育，蛋白条带
用ＢｉｏＲａｄＩｍａｇｅＬａｂ软件４０版本或ＩｍａｇｅＪ软件
１４６ｒ版本进行光密度分析。免疫印迹实验设至
少３个生物学重复、３个技术重复。
２４　总ＲＮＡ提取、逆转录及定量ＰＣＲ

细胞给药后应用 ＴＲｉｚｏｌ试剂提取 ＲＮＡ；经处
理的 ＲＮＡ逆转录出 ｃＤＮＡ第一链。定量 ＰＣＲ体
系为２５μＬ，应用含 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料的定量
ＰＣＲ试剂进行。引物序列见表 １。引物序列由
ＰｒｉｍｅｒＢａｎｋ或ＲＴＰｒｉｍｅｒＤＢ等数据库获得，或根据
ＮＣＢＩ提供的ｍＲＮＡ序列用ＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ工具设计。
用于实验的引物均经过温度优化，并证明其扩增效
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率在９０％～１１０％之间。目的基因为Ⅳ型胶原（编
码基因ＣＯＬ４Ａ１）、纤连蛋白（编码基因ＦＮ１）、结缔
组织生长因子（编码基因 ＣＴＧＦ）、转化生长因子
β１（编码基因 ＴＧＦβ１）。每个基因的定量循环数

（Ｃｑ值）与内参基因 βａｃｔｉｎ（编码基因 ＡＣＴＢ）的
Ｃｑ值进行均一化［１２］，用 Ｌｉｖａｋ法（２ΔΔＣｔ法）进行相
对定量。定量ＰＣＲ实验至少设３个生物学重复、３
个技术重复。

Ｔａｂｌｅ１　ｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｇｅｎｅ 　　Ｆｏｒｗａｒｄ（５′３′） 　　Ｒｅｖｅｒｓｅ（５′３′）
ＴＧＦβ１ ＧＣＡＡＣＡＡＴＴＣＣＴＧＧＣＧＡＴＡＣＣ ＡＡＡＧＣＣＣＴＣＡＡＴＴＴＣＣＣＣＴＣＣ
ＣＯＬ４Ａ１ ＣＣＧＴＧＧＧＡＣＣＴＧＣＡＡＴＴＡＣＴ ＡＣＧＧＣＧＴＡＧＧＣＴＴＣＴＴＧＡＡＣ
ＦＮ１ ＡＧＧＡＡＧＣＣＧＡＧＧＴＴＴＴＡＡＣＴＧ ＡＧＧＡＣＧＣＴＣＡＴＡＡＧＴＧＴＣＡＣＣ
ＣＴＧＦ ＴＧＧＡＡＧＡＧＡＡＣＡＴＴＡＡＧＡＡＧＧＧＣＡ ＴＧＣＡＧＣＣＡＧＡＡＡＧＣＴＣＡＡＡＣ
ＡＣＴＢ ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ

２５　统计分析
所有数据均用 珋ｘ±ｓ表示。ＰＭＡ刺激下模型组

细胞的基因表达情况与正常组的比较应用独立样

本ｔ检验进行统计；模型组与不同剂量处理组的数
据等多组与单一组别的比较采用单因素方差分析

（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）及Ｄｕｎｎｅｔｔｐｏｓｔｈｏｃｔｅｓｔ；其他多
组比较采用单因素方差分析及 Ｓｃｈｅｆｆｅｐｏｓｔｈｏｃ
ｔｅｓｔ。数据统计应用 ＳＰＳＳ１１５软件，作图应用
ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５软件。Ｐ均为双侧，Ｐ＜００５认
为有显著性差异。

(

　结　果

３１　ＰＭＡ增加系膜细胞促纤维化因子的表达
系膜细胞中，短期 ＰＭＡ刺激可激活蛋白激酶

Ｃ（ＰＫＣ）并提高 ＣＯＬ４Ａ１、ＦＮ１、ＣＴＧＦ和 ＴＧＦβ１基
因对应的ｍＲＮＡ水平至２５±０５、１４±０２、２６±
１１和 １９±０３倍（Ｐ＝００２８，００２８，００１７和
０００９）。
３２　１７β雌二醇及氟维司群抑制 ＰＭＡ诱导的促
纤维化因子表达

１７β雌二醇或氟维司群可显著下调 ＰＭＡ刺激
下的 ＣＯＬ４Ａ１、ＦＮ１、ＣＴＧＦ和 ＴＧＦＢ１基因转录；然
而在ＰＫＣ激活时，１０－６ｍｏｌ／Ｌ剂量的１７β雌二醇
无法降低 ＦＮ１或 ＣＯＬ４Ａ１的 ｍＲＮＡ水平，１０－６

ｍｏｌ／Ｌ剂量的氟维司群无法降低 ＦＮ１或 ＴＧＦＢ１的
ｍＲＮＡ水平；上述药物对细胞外基质及生长因子的
表达影响与剂量相关，不同剂量会产生不同甚至相

反的作用（图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ（Ｅ２）（Ａ）ａｎｄｆｕｌｖｅｓｔｒａｎｔ（ＩＣＩ）（Ｂ）ｏｎｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ（ＰＭＡ）ｉｎｄｕｃｅｄＣＯＬ４Ａ１，ＦＮ１，ＣＴＧＦａｎｄ
ＴＧＦβ１ｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ＧｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｒｏｕｐｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｖｅｈｉｃｌｅｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＰＭＡｗａｓｓｅｔｔｏ１００％ＣＯＬ４Ａ１：ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩＶ，ａｌｐｈａ１；ＦＮ１：Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ１；ＣＴＧＦ：
Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ＴＧＦβ１：ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１
Ｐ＜００５ｖｓＰＭＡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

０１２



第４８卷第２期 李一辰，等：１７β雌二醇与氟维司群抑制蛋白激酶Ｃ刺激下系膜细胞纤维化

３３　１７β雌二醇及氟维司群抑制ＰＫＣ下游Ａｋｔ磷
酸化、ＴＧＦβ表达

为明确人肾系膜细胞株在ＰＫＣ激活时对其下
游Ａｋｔ磷酸化、ＴＧＦβ表达的影响，本研究应用不

同剂量１７β雌二醇或氟维司群预处理细胞３０ｍｉｎ
后予ＰＭＡ刺激１５ｍｉｎ，１７β雌二醇和氟维司群可
抑制Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３位点）磷酸化激活及ＴＧＦβ表达，
且其作用呈剂量相关性（图２）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥ２（Ａ）ａｎｄＩＣＩ（Ｂ）ｏｎＰＭＡｉｎｄｕｃｅｄＡｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄＴＧＦβｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃Ｐ＜００５ｖｓＰＭＡｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ

３４　ＥＲα与 ＧＰＥＲ介导 １７β雌二醇及氟维司群
对ＰＫＣ下游信号的抑制作用
１７β雌二醇（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）及氟维司群（１０－８

ｍｏｌ／Ｌ）抑制 ＰＭＡ诱导下过量表达的 ＣＯＬ４Ａ１、
ＦＮ１、ＣＴＧＦ、ＴＧＦβ１基因转录，此作用可被 ＥＲα／
ＧＰＥＲＲＮＡｉ受体沉默或 ＧＰＥＲ拮抗剂 Ｇ１５（１０－６

ｍｏｌ／Ｌ）的处理所阻断（图 ３）。此外，１７β雌二醇
（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）与氟维司群（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）对 ＰＭＡ诱
导Ａｋｔ磷酸化及对 ＴＧＦβ表达的抑制作用可被
ＥＲα／ＧＰＥＲＲＮＡｉ阻断，提示其作用依赖于ＥＲα及
ＧＰＥＲ（图４）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥＣＭｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｕｐｏｎＥ２（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）（Ａ）ｏｒＩＣＩ（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）（Ｂ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｆｔｅｒＥＲα／ＧＰＥＲｂｌｏｃｋａｄｅ（Ｇ１５）ｏｒｋｎｏｃｋ
ｄｏｗｎ（↓）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５ｖｓＰＭＡ＋Ｅ２／ＩＣＩｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＡｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄＴＧＦβｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｕｐｏｎＥ２（１０－８ｍｏｌ／Ｌ）（Ａ）ｏｒＩＣＩ（１０－６ｍｏｌ／Ｌ）（Ｂ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｆｔｅｒＥＲα／ＧＰＥＲｋｎｏｃｋｄｏｗｎ（↓）
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
＃Ｐ＜００５ｖｓＰＭＡ＋Ｅ２／ＩＣＩｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

)

　讨　论

本研究表明，１７β雌二醇与氟维司群均可通过
削弱ＰＫＣ激活下游的 Ａｋｔ磷酸化，抑制 ＰＫＣ激活
所诱导的过度细胞外基质和促纤维化生长因子表

达；ＥＲ与ＧＰＥＲ在调节肾小球系膜细胞功能上有
着重要的作用。

已有研究表明，１７β雌二醇可以下调由高葡萄
糖或其他有害因素诱导的系膜细胞细胞外基质累

积；然而雌激素受体及 Ｇ蛋白偶联雌激素受体在
１７β雌二醇作用中的地位尚不明确。氟维司群常
用于 ＥＲ阳性的乳腺癌患者术后抗雌激素内分泌
治疗，而该药物在本研究中却可发挥类似雌激素的

作用，似乎与其经典的抗雌激素作用不一致。根据

文献报道，氟维司群除具有抗雌激素、雌激素受体

下调作用外，亦可以结合 Ｇ蛋白偶联雌激素受体
并激活此受体。据此推测其对ＰＫＣ激活刺激下细
胞外基质过度表达的抑制作用很可能与 ＧＰＥＲ激
活有关，ＧＰＥＲ的激活也可部分解释１７β雌二醇的
作用。已有研究表明，在体外培养人肾小球系膜细

胞株中，雌激素受体ＥＲ与 ＧＰＥＲ的激活可通过抑

制ＴＧＦβ诱导的Ｓｍａｄ信号及 ＥＲＫ１／２信号，从而
减少结缔组织生长因子、Ⅳ型胶原和纤连蛋白的表
达［１９］。本研究正是基于此原理而开展的研究。本

研究中，１７β雌二醇和氟维司群通过对 ＰＫＣ下游
信号及靶基因的调节，抑制系膜细胞的纤维化过

程，终止该过程中的恶性循环，可作为慢性肾脏疾

病治疗药物研发的参考。

为确定ＥＲ及 ＧＰＥＲ激活在系膜细胞功能调
节中的作用及地位，本研究使用 ＥＲαｓｉＲＮＡ及
ＧＰＥＲｓｉＲＮＡ转染细胞从而分别沉默 ＥＲα及
ＧＰＥＲ两种受体的表达，通过比较受体沉默前后
１７β雌二醇及氟维司群的作用，判断两种药物对两
种雌激素受体的依赖性。另外设立 ＧＰＥＲ拮抗剂
Ｇ１５与１０－８ｍｏｌ／Ｌ剂量雌激素、氟维司群合用的
给药组，对ＲＮＡｉ结果进行补充。

ＥＲα基因敲低可取消１７β雌二醇对ＰＫＣ激活
导致的细胞外基质、生长因子合成的抑制，说明

ＥＲα参与上述刺激中雌激素的作用，雌激素受体
激活是雌激素有益作用得以发挥的重要环节。

值得注意的是，１７β雌二醇及氟维司群对ＰＫＣ
激活下游ＣＯＬ４Ａ１、ＦＮ１、ＣＴＧＦ、ＴＧＦＢ１过量表达的
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抑制作用可被 ＧＰＥＲ的基因沉默所取消，表明
ＧＰＥＲ在雌激素作用中亦有着不可或缺的作用。
此外，ＧＰＥＲ沉默会导致一些基因表达的上调，甚
至高出正常水平（图３，ＣＴＧＦ），表明 ＧＰＥＲ可能存
在与其他通路的交叉与互话，这些通路在ＧＰＥＲ被
沉默之前可能被ＧＰＥＲ所抑制。

综上所述，１７β雌二醇及氟维司群可通过调节
ＥＲ／ＧＰＥＲ，达到抑制 ＰＫＣ／Ａｋｔ信号并减少下游促
纤维化因子、细胞外基质表达的目标；ＥＲ与 ＧＰＥＲ
在对系膜细胞功能的调节中均有着至关重要的地

位与作用。
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