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　　［摘要］　目的　探究半乳糖凝集素３（ｇａｌｅｃｔｉｎ３，Ｇａｌ３）对高糖培养的肾小球系膜细胞（ｍｅｓａｎｇｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＭＣｓ）增殖的作用及机制。方法　实时定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测 Ｇａｌ３在糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）、正常小鼠肾脏组织和高低糖条件下 ＭＣｓ中的表达；构建、合成 Ｇａｌ３过表达质粒和
ｓｉＲＮＡ，ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染效率；在高糖培养的 ＭＣｓ中转染 Ｇａｌ３ｓｉＲＮＡ；在低糖培养的
ＭＣｓ中转染Ｇａｌ３过表达质粒，通过 ５乙基２′脱氧尿嘧啶核苷（５Ｅｔｈｙｎｙｌ２′ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）检测
ＭＣｓ的增殖能力，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测高低表达Ｇａｌ３对Ｍｅｋ和磷酸化Ｍｅｋ表达的影响。结果　ｑＲＴ
ＰＣＲ结果显示：与正常小鼠相比，Ｇａｌ３在ＤＮ小鼠肾脏组织中表达显著升高（Ｐ＜０．０１），且与低糖下的
ＭＣｓ相比，高糖条件下的ＭＣｓ中Ｇａｌ３表达显著升高（Ｐ＜０．０１）。过表达Ｇａｌ３后，ＭＣｓ增殖能力显著提
高（Ｐ＜０．０１）且磷酸化 Ｍｅｋ表达上调（Ｐ＜０．０１），而在 ｓｉＲＮＡ沉默 Ｇａｌ３后，ＭＣｓ增殖能力显著降低
（Ｐ＜０．０１）且磷酸化Ｍｅｋ表达下调（Ｐ＜０．００１）。结论　Ｇａｌ３在 ＤＮ中显著上调，并且可能通过调控
Ｍｅｋ磷酸化影响ＭＣｓ的增殖，进而在ＤＮ中发挥重要的调节作用。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）作为糖尿
病的主要微血管并发症之一，是终末期肾脏疾病的主

要原因，它的典型特征是肾脏增生、基底膜增厚、间质

纤维化和细胞外基质大量积累［１］。ＤＮ一旦发展为终
末期肾病，其病死率显著高于其他非 ＤＮ的终末期肾
病患者，严重影响糖尿病患者的健康［２］。因此，早期

预防及治疗ＤＮ对于病情的发展具有重大意义。肾小
球系膜病变是ＤＮ最突出的病理改变之一［３］，在其病程

的早期就存在肾小球系膜细胞（ｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ，ＭＣｓ）增
殖，细胞外基质合成增多［４］。但这种高增殖状态的具

体形成机制目前还无定论，其具体机制仍不清楚。

　　半乳糖凝集素３（ｇａｌｅｃｔｉｎ３，Ｇａｌ３）又名Ｌｇａｌｓ３，是
半乳糖结合素家族的一员，相比其他成员，Ｇａｌ３特殊
的Ｎ结构域允许Ｇａｌ３不与碳水化合物靶标结合形成
多聚体复合物［５］。Ｇａｌ３在多种细胞和组织中表达，广
泛存在于细胞核、细胞质、细胞表面及细胞外基质［６］。

人Ｇａｌ３基因定位于１４ｑ２１～２２，由６个外显子和５个
内含子组成，其蛋白相对分子质量为３１×１０３，参与多
种生物学活动，包括细胞生长、细胞凋亡、ｍＲＮＡ前剪
接、血管生成、炎症、和纤维化等［７－８］。研究表明，Ｇａｌ３
作为肾脏疾病、神经退行性疾病和肿瘤形成的诊断或

预后生物标志物起着重要作用［９］。特别在糖尿病肾

病中，ＫＩＫＵＣＨＩ等［１０］发现 Ｇａｌ３在 ＤＮ患者中显著高
表达；ＨＯＤＥＩＢ等［１１］发现血清 Ｇａｌ３是２型糖尿病患
者ＤＮ进展的重要预测因子，可作为糖尿病肾病的预
后生物标志物；德国研究者在糖尿病透析患者中通过

随访发现基线血清 Ｇａｌ３水平随肾功能下降而增加，
并且与肾功能受损患者的临床终点、感染和全因病死

率独立相关［１２］。然而，在 ＤＮ中表达异常的 Ｇａｌ３是
否参与ＭＣｓ增殖呢？目前尚不清楚。
　　本研究通过二代测序发现 Ｇａｌ３在 ＤＮ中显著上
调，进一步通过构建 Ｇａｌ３过表达质粒和 ｓｉＲＮＡ，研究
Ｇａｌ３对高糖下ＭＣｓ增殖的作用及机制。以期为探索
ＤＮ中ＭＣｓ增殖的具体机制提供实验依据，为后续ＤＮ
的早期诊断和治疗提供新的分子靶点。

１　材料与方法

１．１　实验动物及试剂
　　４周龄雄性 ２型糖尿病模型小鼠（ｄｂ／ｄｂ小鼠）
（ＢＫＳ．Ｃｇ－＋Ｌｅｐｒｄｂ／＋Ｌｅｐｒｄｂ／Ｊ）购自南京大学模式动物

研究所，作为 ＤＮ组（ｎ＝１０）。正常对照 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠为重庆医科大学实验动物中心提供，周龄、性别与

ＤＮ组小鼠同质，为正常组（ｎ＝１０）。小鼠饲养于重庆
医科大学实验动物中心，１２周龄时检测血糖和尿白蛋
白后处死，取肾脏皮质保存于液氮用于后续实验。所

有操作经重庆医科大学伦理委员会同意。

　　小鼠 ＭＣｓ（ＳＶ４０ＭＥＳ１４）由本实验室保存。转染
试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ＴＢＧｒｅｅｎ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ、逆转录试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ
试剂购自日本 ＴａＫａＲａ公司；ＤＭＥＭ高糖和低糖培养
基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；山羊抗鼠 Ｇａｌ３，Ｍｅｋ，ｐＭｅｋ
和二抗山羊抗鼠ＩｇＧ购自英国Ａｂｃａｍ公司；ＥｄＵ试剂
盒购自中国Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ公司；胎牛血清、青霉素链霉
素溶液，ＳＤＳＰＡＧＥ相关试剂及细胞裂解液、蛋白定量
试剂盒购自中国碧云天生物技术有限公司；ＰＶＤＦ膜
购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
１．２　二代测序
　　１２周龄ＤＮ组小鼠（ｎ＝３）和正常组小鼠（ｎ＝３）
肾脏组织送华大基因公司进行二代测序检测。组织提

取总 ＲＮＡ后，将其打断成短片段后为模板，用六碱基
随机引物合成 ｃＤＮＡ第 １链，并加入缓冲液、ｄＮＴＰｓ、
ＲＮａｓｅＨ和 ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＩ，合成 ｃＤＮＡ第 ２链，经
过ＱｉａＱｕｉｃｋＰＣＲ试剂盒纯化后，通过 ＵＮＧ（ＵｒａｃｉｌＮ
Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ）酶降解第２条链。然后用琼脂糖凝胶电泳
进行片段大小选择，进行ＰＣＲ扩增。建好的测序文库用
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２０００进行测序，对其结果进行信息分析。
１．３　Ｇａｌ３过表达质粒构建及ｓｉＲＮＡ合成
　　Ｇａｌ３过表达质粒由吉玛基因合成。根据Ｅｎｓｅｍｂｌ
数据库小鼠Ｇａｌ３的基因序列，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０设
计引物，并根据 ＥＸＭｍ０３６２０Ｍ９８载体多克隆位点，
分别在 Ｇａｌ３上下游引物加入 ＢｓｒＧＩ和 Ｓａ１Ⅰ位点，
ＢＬＡＳＴ在线分析引物特异性，ＰＣＲ扩增 Ｇａｌ３。其上
游引物：５′ＡＧＡＧＴＧＧＣＡＡＡＣＣＡＴＴＣＡ３′，下游引物：
５′ＴＣＡＣＧＡＧＣＡＧＴＣＣＴＡＡＧＡ３′。ＰＣＲ产物纯化后，
ＢｓｒＧＩ和Ｓａ１Ⅰ酶切 １ｈ，Ｔ４连接酶 ４℃过夜连接入
ＥＸＭｍ０３６２０Ｍ９８表达载体，连接产物转化 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞，将２００μＬ已转化的感受态细胞转
移到含有Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ固体ＬＢ琼脂糖培养基上，挑取阳
性单克隆在恒温摇床中３７℃、２５０ｒ／ｍｉｎ振荡过夜后，
提取质粒进行ＰＣＲ、酶切、测序鉴定。
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　　同时，根据 Ｅｎｓｅｍｂｌ数据库中公布的小鼠 Ｇａｌ３
ｍＲＮＡ序列，通过Ｏｌｉｇｏ软件设计３条 ｓｉＲＮＡ靶序列，
具体如下：ｓｉＲＮＡ１：５′ＧＣＵＵＡＡＣＧＡＵＧＣＣＵＵＡＧＣＵ３′
（ｓｅｎｓｅ）， ５′ＡＧＣＵＡＡＧＧＣＡＵＣＧＵＵＡＡＧＣ３′（ａｎｔｉ
ｓｅｎｓｅ）；ｓｉＲＮＡ２：５′ＣＣＵＣＣＧＧＧＡＡＡＵＣＡＧＣＣＡＡ３′
（ｓｅｎｓｅ）， ５′ＵＵＧＧＣＵＧＡＵＵＵＣＣＣＧＧＡＧＧ３′（ａｎｔｉ
ｓｅｎｓｅ）；ｓｉＲＮＡ３：５′ＵＣＡＵＵＧＵＧＵＧＵＡＡＣＡＣＧＡＡＴＴ３′
（ｓｅｎｓｅ），５′ＵＵＣＧＵＧＵＵＡＣＡＣＡＣＡＡＵＧＡＴＴ３′（ａｎｔｉ
ｓｅｎｓｅ）。上述引物由生工生物工程（上海）股份有限公
司合成。

１．４　细胞培养及转染
　　小鼠 ＭＣｓ分别用含有 １５％灭活的胎牛血清的
ＤＭＥＭ高糖 （２５ｍｍｏｌ／Ｌ）和低糖（５ｍｍｏｌ／Ｌ）培养基，
在含５％ＣＯ２、３７℃的培养箱中培养，分别命名为高糖
组和低糖组。ＭＣｓ接种于６孔板中，每组设３个平行
孔，待细胞生长到 ７０％～８０％时，运用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００将质粒及ｓｉＲＮＡ等转染入细胞，具体操作按操作
手册进行，２４～４８ｈ后收获细胞，准备后续实验。根据
转染物的不同，将高糖组细胞分为未处理组 （转染时仅

加入脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）、对照组 （转染 ｓｉＲＮＡ
的阴性对照）以及ｓｉＲＮＡ组（转染 Ｇａｌ３ｓｉＲＮＡ）；低糖
组细胞分为未处理组 （转染时仅加入脂质体 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）、空载组（转染空载质粒）以及Ｇａｌ３组
（转染Ｇａｌ３过表达质粒）。
１．５　实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测Ｇａｌ３的表达
　　运用 ＴＲＩｚｏｌ提取小鼠肾脏组织 ＲＮＡ和 ＭＣｓ总
ＲＮＡ，通过逆转录试剂盒将总 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ
后，使用 ＴＢＧｒｅｅｎ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ进行扩增检
测，体系为１０μＬ，每组设置 ３个复孔。反应条件为：
９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃ ５ｓ，５５℃ ３４ｓ，７２℃ ６０ｓ，
４０个循环。实验结果以内参基因 βａｃｔｉｎ为参考，用
２－ΔΔＣｔ公式对Ｇａｌ３基因表达进行相对定量分析。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｇａｌ３、Ｍｅｋ、磷酸化Ｍｅｋ的表达
　　在低糖和高糖培养的ＭＣｓ中分别转染Ｇａｌ３过表
达质粒及ｓｉＲＮＡ，４８ｈ后 ＰＢＳ洗３次，收集细胞，根据
细胞量加入 ＲＩＰＡ裂解液，测定细胞蛋白浓度。ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳，切胶，转膜，封闭，加入一抗抗体
（Ｇａｌ３，１∶１０００；βａｃｔｉｎ，１∶１０００；Ｍｅｋ，１∶３０００；ｐ
Ｍｅｋ１∶３０００；ＧＡＰＤＨ，１∶３０００），４℃摇床过夜，加入二
抗（山羊抗鼠，１∶５０００）常温摇床２ｈ后显影。
１．７　５乙基２′脱氧尿嘧啶核苷（５Ｅｔｈｙｎｙｌ２′ｄｅ

ｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）检测ＭＣｓ的增殖能力
　　将不同组的 ＭＣｓ接种于２４孔板内。待每孔内细
胞生长至７０％进行转染，转染２４ｈ后，根据ＥｄＵ实验试
剂盒说明书进行操作。ＥｄＵ实验主要包括：ＥｄＵ标记、
细胞固定、Ａｐｏｌｌｏ染色、ＤＡＰＩ染色等，最后用共聚焦显微
镜获取图像，使用Ｉｍａｇｅｐｒｏ软件进行活细胞计数分析。
１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件，实验数据以 珋ｘ±ｓ表示。
两组数据比较采用非配对 ｔ检验，多组间数据比较采
用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５被认为差异具有统计学意
义。

２　结果

２．１　Ｇａｌ３在ＤＮ小鼠和ＭＣｓ中高表达
　　运用二代测序检测ＤＮ组及正常组小鼠肾脏组织
基因表达情况，结果显示：４６５４个基因呈差异表达
（校正Ｐ值ｑ＜０．０１），其中２７５６个基因呈上调，１８９８
个基因呈下调（图１Ａ）。采用ｑＲＴＰＣＲ检测正常组和
ＤＮ组小鼠肾组织，以及高低糖培养的ＭＣｓ中Ｇａｌ３的
表达，结果显示：Ｇａｌ３表达在 ＤＮ组显著高于正常组
（Ｐ＜０．０１，图１Ｂ）；高糖培养条件下的 ＭＣｓ中 Ｇａｌ３表
达显著高于低糖培养条件下的ＭＣｓ（Ｐ＜０．０１，图１Ｃ）。
提示Ｇａｌ３可能参与高糖下ＭＣｓ的病理生理改变。

!"#

!"$

%&#

%&$

'&#

'&$

()$ (# $ # )$

*+,'-.

(
*
+
,
)
/

（
0
1
2
3
4
5
6

）

正常组
!" 78

组

下调：
) 9:9

个 上调：
' ;#<

个

<

#

!

%

'

)

$

正常组
78

组

组别

相
对
表
达
量

3

#

!

%

'

)

$

低糖组 高糖组

组别

相
对
表
达
量

=

.

> ?

Ａ：二代测序检测ＤＮ及正常小鼠肾脏组织基因表达情况；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＤＮ组及正常小组鼠肾脏组织中 Ｇａｌ３水平　
ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测低糖和高糖培养的小鼠ＭＣｓ中Ｇａｌ３水平 ｂ：Ｐ＜０．０１，与低糖组比较

图１　Ｇａｌ３在ＤＮ小鼠肾脏组织和ＭＣｓ中的表达
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２．２　过表达质粒和ｓｉＲＮＡ的转染效率
　　运用ｑＲＴＰＣＲ检测转染了过表达质粒的低糖组
ＭＣｓ中Ｇａｌ３的表达，结果显示：表达质粒组可显著高表
达Ｇａｌ３（图２Ａ，Ｐ＜０．０１）。同时，转染Ｇａｌ３的 ｓｉＲＮＡ１、
ｓｉＲＮＡ２和 ｓｉＲＮＡ３入高糖培养的 ＭＣｓ中，ｑＲＴＰＣＲ
检测结果显示：ｓｉＲＮＡ３可显著沉默 Ｇａｌ３的表达（图
２Ｂ，Ｐ＜０．０１）。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染过表达质粒
和ｓｉＲＮＡ３后ＭＣｓ的Ｇａｌ３的表达，结果显示：转染过
表达质粒显著增加Ｇａｌ３蛋白水平，转染Ｇａｌ３ｓｉＲＮＡ３
可明显沉默Ｇａｌ３蛋白水平（图２Ｃ、Ｄ）。提示Ｇａｌ３过
表达质粒和 ｓｉＲＮＡ３（后称其为 Ｇａｌ３ｓｉＲＮＡ）是可用
于后续高低表达Ｇａｌ３的良好工具。
２．３　Ｇａｌ３促进ＭＣｓ增殖
　　ＥｄＵ检测结果显示：低糖培养的ＭＣｓ的增殖能力
低于高糖培养的ＭＣｓ，但转染过表达质粒后，其细胞增
殖能力较空载组及未处理组显著提高；同时，在转染

Ｇａｌ３ｓｉＲＮＡ的高糖 ＭＣｓ中，其增殖能力较对照组及
未处理组均显著明显下降（Ｐ＜０．０１，图３）。表明过表
达Ｇａｌ３可促进ＭＣｓ增殖，而沉默Ｇａｌ３后可抑制ＭＣｓ
增殖，表明Ｇａｌ３可能对ＭＣｓ的增殖存在调控作用。
２．４　Ｇａｌ３调控ＤＮ的 Ｍｅｋ信号途径
　　运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染 Ｇａｌ３过表达质粒入

低糖培养的 ＭＣｓ和转染 Ｇａｌ３ｓｉＲＮＡ入高糖培养的
ＭＣｓ后Ｍｅｋ和磷酸化Ｍｅｋ的表达。结果显示：低糖培
养的ＭＣｓ的Ｍｅｋ磷酸化水平低于高糖培养的ＭＣｓ，但
在低糖组ＭＣｓ中转染过表达质粒后，磷酸化Ｍｅｋ较空
载组及未处理组显著上调（Ｐ＜０．０１）；同时，在高糖
ＭＣｓ中转染ｓｉＲＮＡ后，磷酸化Ｍｅｋ较对照组及未处理
组显著明显下降（Ｐ＜０．００１）（图４）。提示 Ｇａｌ３可能
通过调控Ｍｅｋ磷酸化进而影响ＭＣｓ的增殖。

３　讨论

　　ＤＮ是继发于糖尿病的进展性肾脏疾病，在我国
已成为慢性肾脏疾病的主要疾病类型，并诱发患者终

末期肾功能衰竭，严重影响人类健康［１３］。近年来，

Ｇａｌ３在ＤＮ发展中的作用引起了广泛关注。新近研
究表明，Ｇａｌ３在成人正常肾脏中一般呈现低表达水
平，但在ＤＮ患者中的平均表达水平要显著高于其他
非ＤＮ的糖尿病患者［１１］；ＴＡＮ等［１４］报道通过对ＤＮ患
者与其他肾病患者进行肾活检，发现 ＤＮ患者肾脏内
Ｇａｌ３的表达显著高于其他肾脏疾病患者。随着新测
序技术的改进，二代测序已越来越多地应用于癌症和

代谢性疾病的基因组和转录组学研究领域［１５］。在ＤＮ
研究领域，已经广泛运用二代测序研究分析其基因组
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图２　ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染过表达质粒和ｓｉＲＮＡｓ后ＭＣｓ中Ｇａｌ３的表达
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图３　ＥｄＵ检测在低高糖条件下的ＭＣｓ中转染Ｇａｌ３过表达质粒和ｓｉＲＮＡｓ后ＭＣｓ的增殖能力
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染Ｇａｌ３过表达质粒和ｓｉＲＮＡ后Ｍｅｋ和ｐＭｅｋ的表达；Ｂ：半定量分析转染Ｇａｌ３过表达质
粒和ｓｉＲＮＡ后ｐＭｅｋ的表达　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｇａｌ３组比较；ｂ：Ｐ＜０．００１，与ｓｉＲＮＡ组比较

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染Ｇａｌ３过表达质粒和ｓｉＲＮＡ后Ｍｅｋ和ｐＭｅｋ的表达

和转录组表达以识别与ＤＮ相关的罕见或常见遗传变
异［１６］。有意思的是，本研究应用二代测序检测 ＤＮ相
关基因表达情况，结果发现 ４６５４个基因呈差异表达
（ｑ＜０．０１），其中２７５６个基因呈上调，１８９８个基因呈
下调。在上调基因中，发现了 Ｇａｌ３的身影，引起了我
们的关注。进一步运用ｑＲＴＰＣＲ在体内外验证 Ｇａｌ３
的表达，结果显示Ｇａｌ３不仅在ＤＮ小鼠的肾脏组织中
高表达，在高糖培养的ＭＣｓ中也呈现表达增高。以上
结果提示Ｇａｌ３确实在 ＤＮ中具有重要意义。众所周
知，系膜增生是 ＤＮ进展的重要病理变化之一，Ｇａｌ３
是否参与ＤＮ中ＭＣｓ增殖？其具体制如何？需进一步
探索。

　　为了研究 Ｇａｌ３对 ＭＣｓ增殖的影响，本研究采用

过表达质粒高表达 Ｇａｌ３和 ｓｉＲＮＡ沉默 Ｇａｌ３，应用
ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检验其表达效率以保证后续
实验。结果显示 Ｇａｌ３过表达及沉默效率良好，为后
续研究Ｇａｌ３在ＭＣｓ内的功能奠定了良好基础。进一
步应用ＥｄＵ细胞增殖实验检测高低表达Ｇａｌ３后ＭＣｓ
增殖能力的变化。结果表明：在高糖培养的 ＭＣｓ中，
其增殖能力显著高于低糖组细胞，然而在高糖组沉默

Ｇａｌ３后，其增殖能力较未处理组和空载组显著降低；
反之，在低糖组过表达Ｇａｌ３后，其增殖能力较未处理
组和对照组显著提高。结合相关研究报道：Ｇａｌ３基因
敲除后可明显抑制肾癌细胞的增殖［１７］，Ｇａｌ３可促进
急性肾脏疾病中的细胞增殖［１８］，并可导致 ＤＮ患者体
内肾纤维化等［１９］。由此提示：Ｇａｌ３参与调节 ＤＮＭＣｓ

７１９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１９）



增殖，可能在ＤＮ发展中起重要作用。
　　为了深入研究 Ｇａｌ３调控 ＭＣｓ增殖的机制，本研
究运用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了高低表达 Ｇａｌ３后 ＭＣｓ中
的Ｍｅｋ和ｐＭｅｋ的表达。结果显示：在ＭＣｓ中高表达
Ｇａｌ３后ｐＭｅｋ的表达增高，而沉默Ｇａｌ３后，ｐＭｅｋ的
表达降低，提示 Ｇａｌ３可能通过 Ｍｅｋ信号传导调控
ＭＣｓ增殖。以往的研究报道：Ｇａｌ３的下调导致 Ｍｅｋ／
Ｅｒｋ信号通路活性显著降低，并抑制肝癌细胞的增殖、
迁移和侵袭［２０］。Ｍｅｋ信号通路是 ＤＮ的经典信号通
路，已有研究报道关键基因可通过调控 Ｍｅｋ信号通路
影响ＤＮ中肾纤维化［２１］、ＭＣｓ的增殖［２２］、肾小球血管

内皮细胞的内皮间质转化［２３］。以上结果提示：Ｇａｌ３
可能通过提高 Ｍｅｋ磷酸化水平，激活 Ｍｅｋ，从而调控
高糖下ＭＣｓ的增殖，进而影响ＤＮ的发生、发展。
　　综上所述，本研究发现Ｇａｌ３在ＤＮ小鼠肾脏组织
及高糖培养的 ＭＣｓ中表达显著上调；高低表达 Ｇａｌ３
后可调控 ＭＣｓ的增殖能力；且其机制可能与 Ｇａｌ３调
控 Ｍｅｋ的磷酸化有关。因此，Ｇａｌ３可能通过激活
Ｍｅｋ途径，刺激 ＭＣｓ增殖，影响 ＤＮ的发生、发展，为
ＤＮ病因的阐述和临床疾病诊治的分子试剂开发提供
了新的实验室依据，为进一步理解 ＤＮ发病机制和找
到潜在分子治疗靶点奠定了理论基础。本研究仅探索

了Ｇａｌ３通过Ｍｅｋ参与ＭＣｓ的增殖，但Ｇａｌ３调控Ｍｅｋ
活性后如何参与 ＤＮ病情发展，其下游分子机制如何
仍有待深入研究，并且 Ｇａｌ３是否参与 ＤＮ的炎症、纤
维化等病理过程也有待于进一步研究。
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