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　　［摘要］　目的　探讨肉碱棕榈酰转移酶 １Ａ（ｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１Ａ，ＣＰＴ１Ａ）在糖尿病肾病
（ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＤＫＤ）肾间质纤维化中的作用。方法　１６只４周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分
为（ｎ＝８）：对照组（Ｃｔｒｌ组，给予普通饲料喂养）和 ＤＫＤ组［通过高脂饮食联合链脲佐菌素
（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）制备ＤＫＤ模型］。每４周收集小鼠２４ｈ尿液，检测空腹血糖和体质量。建模１６周
（小鼠２０周龄）后取材并检测２组小鼠血肌酐水平、尿蛋白／尿肌酐比值，ＰＡＳ和 Ｍａｓｓｏｎ染色观察肾小
球病理改变和肾间质纤维化程度，免疫组化染色、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察ＣＰＴ１Ａ及纤维化标志物的表达。体
外培养人近端肾小管上皮细胞（ｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＨＫ２）后分３组：正常对照（Ｃｔｒｌ）组、３０ｍｍｏｌ／Ｌ
高糖（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）组、３０ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇（ｍａｎｎｉｔｏｌ，Ｍ）组，孵育４８ｈ后观察ＣＰＴ１Ａ、纤维化标志物
的表达。ＣＰＴ１Ａ过表达质粒转染ＨＫ２细胞后再予以３０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖处理，观察各组细胞形态和纤维
化标志物的表达。结果　与Ｃｔｒｌ组小鼠相比，ＤＫＤ组小鼠肾小球体积增大、系膜基质增多和出现肾间
质纤维化，同时血肌酐、尿蛋白／尿肌酐比值显著升高（Ｐ＜０．０５），肾组织 ＣＰＴ１Ａ表达明显降低，而纤维
化标志物表达显著升高。体外实验中：高糖导致 ＨＫ２细胞失去原有形态、呈长梭形改变，ＣＰＴ１Ａ表达
降低和纤维化标志物表达升高，并与渗透压改变无关。而ＣＰＴ１Ａ过表达能抑制高糖诱导的 ＨＫ２细胞
形态改变和纤维化标志物高表达。结论　上调ＣＰＴ１Ａ表达可能对糖尿病肾病肾间质纤维化具有潜在
的抑制作用。

　　［关键词］　肉碱棕榈酰转移酶１Ａ；糖尿病肾病；肾间质纤维化；人近端肾小管上皮细胞
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ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ（ＤＫＤ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ１６４ｗｅｅｋｏｌｄｍａｌｅ
Ｃ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＣｏｎｔｒｏｌ（Ｃｔｒｌ）ｇｒｏｕｐ（ｎ＝８）ａｎｄＤＫＤｇｒｏｕｐ（ｎ＝８）．Ｔｈｅｍｉｃｅｏｆ
Ｃｔｒｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｆｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｄｉｅｔ，ａｎｄｔｈｏｓｅｆｒｏｍｔｈｅＤＫＤｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｆｌｉｃｔｅｄｗｉｔｈｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｐｌｕｓｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔ（ＳＴＺ／ＨＦＤ）ｔｏｉｎｄｕｃｅＤＫＤｍｏｄｅｌ．Ｔｈｅｉｒ２４ｈｏｕｒｕｒｉｎｅｗｅｒｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ，ａｎｄｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌａｎｄｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｅｖｅｒｙ４ｗｅｅｋｓ．Ａｆｔｅｒ１６ｗｅｅｋｓｏｆ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｔｈｅｍｉｃｅ（ａｇｅｄ２０ｗｅｅｋｓ）ｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ｕｒｉｎｅｃｒｅａｔｉｎｉｎｅａｎｄ
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ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＰＴ１Ａａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｓ．Ｉｎｉｎｖｉｔｒｏｓｔｕｄｙ，ｈｕｍａｎｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＨＫ２ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＣｔｒｌｇｒｏｕｐ，ＨＧｇｒｏｕｐ（３０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ），ａｎｄＭｇｒｏｕｐ（３０ｍｍｏｌ／Ｌｍａｎｎｉｔｏｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）．Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ４８ｈ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＰＴ１Ａａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＡｆｔｅｒＨＫ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＣＰＴ１Ａｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄａｎｄｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
３０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ，ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＰＴ１Ａａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｓｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｍｉｃｅｏｆｔｈｅＤＫＤｇｒｏｕｐｈａｄｏｂｖｉｏｕｓｇｌｏｍｅｒｕｌｕｓｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ，ｍｅｓａｎｇｉａｌｅｘｐａｎｓｉｏｎ
ａｎｄｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅａｎｄｕｒｉｎｅａｌｂｕｍｉｎ／ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｒａｔｉｏ（Ｐ＜
０．０５），ｄｅｃｒｅａｓｅｄＣＰＴ１Ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｅｌｅｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｓｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｍｉｃｅｏｆｔｈｅＣｔｒｌｇｒｏｕｐ．Ｉｎｉｎｖｉｔｒｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ＨＧｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓ
ｉｎｔｏｌｏｎｇｓｐｉｎｄｌｅｓｈａｐｅ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｏｆＣＰＴ１Ａ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｓ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｎｏｔ
ａｆｆｅｃｔｅｄｂｙａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆｏｓｍｏｔｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ＣＰＴ１ＡｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｓｅＨＧ
ｉｎｄｕｃｅｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓａｎｄｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＣＰＴ１ＡｍａｙｓｈｏｗｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎＤＫＤｍｉｃｅ．
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＤＫＤ）是糖
尿病微血管病变的严重并发症之一，约３０％的１型糖
尿病（ｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ１ＤＭ）和４０％的２型糖
尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）患者会发生
ＤＫＤ［１］。ＤＫＤ以进行性白蛋白尿增加和／或肾小球滤
过率（ｅｓｔｉｍａｔｅｄｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，ｅＧＦＲ）下降为
主要临床表现，病理改变为肾小球肥大、肾小球硬化和

肾间质纤维化，进而最终发展至终末期肾脏疾病（ｅｎｄ
ｓｔａｇｅｒｅｎａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＥＳＲＤ）。全球３０％～５０％的 ＥＳＲＤ
来自 ＤＫＤ［２］，因此对 ＤＫＤ的防治尤为重要。近年来
有相当一部分病人的临床表现仅为ｅＧＦＲ下降而并无
蛋白尿的出现，并且在无蛋白尿的情况下肾功能依然

会持续下降［３］，进一步证实在 ＤＫＤ的发病机制中，肾
小管损伤可能独立并先于肾小球损伤，并导致肾间质

纤维化的发生。

　　 肉碱棕榈酰转移酶 １Ａ（ｃａｒｎｉｔｉｎｅｐａｌｍｉｔｏｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１Ａ，ＣＰＴ１Ａ）是脂肪酸β氧化（ｆａｔｔｙａｃｉｄβ
ｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ＦＡＯ）的关键限速酶之一，其生物学作用是
将脂酰ＣｏＡ载入线粒体内膜进行 ＦＡＯ。ＣＰＴ１Ａ与多
种疾病关联。ＣＰＴ１Ａ缺乏的患者存在长链脂肪酸氧
化障碍，严重者在新生儿时期即可表现为酮症性低血

糖和肝功能衰竭［４］。相反，增强ＣＰＴ１Ａ的表达可以促
进ＦＡＯ。同时，ＣＰＴ１Ａ可以抑制细胞凋亡而延缓肺纤
维化的发生［５］；肾小管上皮细胞过表达ＣＰＴ１Ａ可以恢
复线粒体稳态而防止慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）肾间质纤维化［６］。然而，ＣＰＴ１Ａ在
ＤＫＤ发生发展中的作用却还有待深入探讨。因此，本
研究以高脂饮食联合链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）

制备的 ＤＫＤ模型小鼠及人近端肾小管上皮细胞
（ｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＨＫ２）为研究对象，观察
ＣＰＴ１Ａ和纤维化标志物 α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、纤维粘连蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）表
达变化。ＣＰＴ１Ａ过表达质粒转染ＨＫ２细胞后再予以
高糖处理，观察其对高糖状态下 ＨＫ２细胞纤维化标
志物表达的影响，探讨 ＣＰＴ１Ａ在 ＤＫＤ肾间质纤维化
进程中的生物学效应，为防治ＤＫＤ肾间质纤维化提供
新思路。

１　材料与方法

１．１　实验材料与试剂
　　１６只４周龄ＳＰＦ级雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠、高脂饲料
购自北京华阜康公司。ＨＫ２细胞株购自美国 ＡＴＣＣ
细胞库。ＳＴＺ、葡萄糖、甘露醇购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。
ＣＰＴ１Ａ抗体、αＳＭＡ抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司。
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ抗体、荧光二抗购自美国 ＣＳＴ公司。肌酐
试剂盒、ＰＡＳ染色试剂盒购自南京建成公司。Ｍａｓｓｏｎ
染色试剂盒购自索莱宝公司。ＣＰＴ１Ａ过表达质粒购
自优宝生物公司。转染试剂购自美国赛默飞公司。

１．２　制备动物模型和分组
　　根据文献［７］采用高脂饮食联合 ＳＴＺ制备 ＤＫＤ
小鼠模型：１６只４周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为对
照组（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｔｒｌ）和 ＤＫＤ组，每组８只，Ｃｔｒｌ组给予
普通饲料喂养，ＤＫＤ组给予高脂饲料喂养。喂养４周
后，ＤＫＤ组小鼠连续腹腔注射低剂量 ＳＴＺ（５０ｍｇ／ｋｇ）
５ｄ，于注射药物前禁食不禁水 ４ｈ。２组小鼠继续相
应饲料喂养１２周。每４周监测２组小鼠空腹血糖、体
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质量和收集２４ｈ尿液。建模１６周（小鼠２０周龄）后
取材。

１．３　生化指标的检测
　　监测血糖前禁食不禁水８ｈ，取尾静脉血血糖仪监
测血糖水平。采用肌酐、尿蛋白试剂盒分别检测２组
小鼠血肌酐、尿肌酐和尿蛋白水平。具体操作严格按

照试剂盒说明书。

１．４　化学染色
　　取２组小鼠肾组织，４％多聚甲醛固定 ２４ｈ后脱
水、包埋，切片厚度为３μｍ，石蜡切片经二甲苯、无水
乙醇脱蜡。按照试剂盒说明书完成 ＰＡＳ、Ｍａｓｓｏｎ染
色，观察２组小鼠肾小球形态和肾间质胶原沉积。于
ＯＬＹＭＰＵＳ显微镜下观察和采集图像。
１．５　免疫组织化学染色
　　小鼠肾组织固定、脱水、包埋、切片、脱蜡流程同
ＰＡＳ染色。柠檬酸盐修复液进行高温、高压修复抗原，
自然冷却后流水冲洗。免疫组化用内源性过氧化物酶

阻断剂阻断内源性过氧化物酶，封闭液封闭３０ｍｉｎ，一
抗４℃孵育过夜。次日３７℃复温１ｈ，流水冲洗切片，
孵育连有辣根过氧化物酶的山羊抗鼠／兔二抗或连接
Ｃｙ３的荧光二抗，３７℃孵育１ｈ后流水冲洗。免疫组
化切片进行ＤＡＢ显色及苏木精复染后梯度浓度酒精
脱水，后以二甲苯透明及中心树脂封片，ＯＬＹＭＰＵＳ显
微镜观察和采集图像。免疫荧光切片 ＤＡＰＩ染色后，
用抗荧光淬灭封片剂封片，蔡司激光共聚焦显微镜进

行观察和采集图像。

１．６　ＨＫ２细胞培养及分组
　　ＨＫ２细胞株用含有１０％胎牛血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２低
糖培养基（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）于３７℃，５％ＣＯ２的恒
温培养箱培养。当细胞贴壁融合至 ４０％后更换为无
血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２低糖培养基同步化 ８ｈ，再更换为有
血清培养基，分 ３组进行处理：正常对照（Ｃｔｒｌ）组、
３０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）组、３０ｍｍｏｌ／Ｌ甘
露醇（ｍａｎｎｉｔｏｌ，Ｍ）组，继续培养４８ｈ后收集细胞提取
蛋白。

１．７　细胞转染及分组
　　ＨＫ２细胞接种于六孔板，当细胞贴壁融合至
６０％后进行转染。实验分３组：正常对照（Ｃｔｒｌ）组、空
载体质粒（ｐＮＣ）组、ＣＰＴ１Ａ过表达（ｐＣＰＴ１Ａ）组。Ｃｔｒｌ
组不做任何处理。首先将 Ｌｉｐ３０００与无血清培养基
ＯＰＴＩＭＥＭ混合，Ｐ３０００和空载体质粒或表达 ＣＰＴ１Ａ
的质粒与ＯＰＴＩＭＥＭ混合，分别静置５ｍｉｎ后混合，再
静置２０ｍｉｎ后加入 ｐＮＣ组或 ｐＣＰＴ１Ａ组细胞。转染
６ｈ后更换为完全培养基继续培养２４ｈ。再对各组细

胞进行不同处理，分为４组：① ｐＮＣ＋Ｃｔｒｌ组：转染空载
体质粒后，正常葡萄糖浓度（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ）孵育４８ｈ；
② ｐＮＣ＋ＨＧ组：转染空载体质粒后，３０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖
孵育４８ｈ；③ ｐＣＰＴ１Ａ＋Ｃｔｒｌ组：转染表达ＣＰＴ１Ａ的质粒
后，正常葡萄糖浓度（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ）孵育４８ｈ；④ｐＣＰＴ１Ａ＋
ＨＧ组：转染表达ＣＰＴ１Ａ的质粒后，３０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖
孵育４８ｈ。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　取部分肾皮质组织装入１．５ｍＬＥＰ管，加入适量
ＲＩＰＡ裂解液，于组织碾磨仪碾磨，冰上裂解１ｈ；细胞样
本直接加入ＲＩＰＡ裂解液，冰上裂解４０ｍｉｎ。１２０００×ｇ
离心１５ｍｉｎ后取上清液，ＢＣＡ定量后制成蛋白样本。
配制１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶进行电泳，２７５ｍＡ转膜
９０ｍｉｎ，封闭液常温封闭１ｈ。一抗稀释后（１∶１０００）
４℃过夜孵育条带。第 ２天 ＴＢＳＴ洗膜，孵育稀释的
（１∶２０００）连有辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠或
兔 ＩｇＧ二抗 ３７℃ １ｈ。ＴＢＳＴ洗膜后于暗室使用
ＦｌｕｏｒＣｈｅｍＨＤ２系统显影。使用ＩｍａｇｅＪ进行条带灰度
分析，统计各组蛋白相对表达量。

１．９　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计学分析，数据以
珋ｘ±ｓ表示，进行ｔ检验或单因素方差分析。Ｐ＜０．０５有
统计学差异。

２　结果

２．１　ＤＫＤ小鼠模型的评价
　　Ｃｔｒｌ组小鼠状态良好，ＤＫＤ组小鼠于建模后第 ８
周（小鼠１２周龄）出现明显的多饮、多尿、多食和血糖
升高（Ｐ＜０．００１，图 １Ａ）。建模 １６周后（小鼠 ２０周
龄），与Ｃｔｒｌ组小鼠相比，ＤＫＤ组小鼠体质量减少（Ｐ＜
０．００１，图１Ｂ），血肌酐、尿蛋白／尿肌酐比值显著升高
（Ｐ＜０．００１，图１Ｃ～Ｄ）。肾组织ＰＡＳ染色结果显示，与
Ｃｔｒｌ组小鼠相比，ＤＫＤ组小鼠肾小球体积增大，系膜基
质增多（图１Ｅ）。以上结果表明ＤＫＤ小鼠建模成功。
２．２　ＤＫＤ小鼠肾间质纤维化情况
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示：与 Ｃｔｒｌ组小鼠相比，ＤＫＤ
组小鼠肾组织纤维化标志物 αＳＭＡ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ表
达显著升高（图 ２Ａ）。免疫染色结果显示：ＤＫＤ组小
鼠肾间质 αＳＭＡ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ高表达（图 ２Ｂ）。
Ｍａｓｓｏｎ染色显示：与 Ｃｔｒｌ组小鼠相比，ＤＫＤ组小鼠肾
间质出现了明显的胶原沉积（图 ２Ｂ）；定量分析显示
ＤＫＤ组小鼠肾间质纤维化面积显著增加（Ｐ＜０．０５，
图２Ｃ）。以上结果说明，与 Ｃｔｒｌ组相比，ＤＫＤ组小鼠
出现了明显的肾间质纤维化。
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２．３　ＤＫＤ小鼠肾小管上皮细胞ＣＰＴ１Ａ的表达情况
　　ＣＰＴ１Ａ与肾间质纤维化的发生关系密切。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示：与 Ｃｔｒｌ组小鼠相比，ＤＫＤ组小
鼠肾组织ＣＰＴ１Ａ蛋白表达显著降低（图３Ａ）。同时，
肾组织免疫组化染色显示，ＤＫＤ组小鼠肾小管上皮细
胞ＣＰＴ１Ａ表达显著降低（图 ３Ｂ）。由此推测 ＤＫＤ小
鼠肾间质纤维的发生可能与肾小管上皮细胞 ＣＰＴ１Ａ
表达下降相关。

２．４　高糖对ＨＫ２细胞 ＣＰＴ１Ａ和纤维化标志物表达
的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示：与 Ｃｔｒｌ组相比，ＨＫ２细胞
高糖孵育４８ｈ后，细胞内ＣＰＴ１Ａ的表达显著下降，而
纤维化标志物 αＳＭＡ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达显著升高。
与Ｃｔｒｌ组相比，等渗对照Ｍ组上述指标无统计学差异

（图４）。以上结果表明，高糖诱导 ＨＫ２细胞 ＣＰＴ１Ａ
表达降低、纤维化标志物表达升高，并与渗透压改变

无关。

２．５　ＣＰＴ１Ａ过表达对高糖诱导的 ＨＫ２细胞形态和
纤维化标志物高表达的影响

　　ＣＰＴ１Ａ过表达质粒转染 ＨＫ２细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示 ＨＫ２细胞 ＣＰＴ１Ａ表达显著升高
（图５Ａ）。显微镜下观察 ＨＫ２细胞形态，正常 ＨＫ２
细胞呈类椭圆形，高糖处理后，部分细胞形态改变，呈

长梭形，而ＣＰＴ１Ａ过表达显著抑制高糖诱导的 ＨＫ２
细胞形态改变（图 ５Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示
ＣＰＴ１Ａ过表达显著抑制高糖诱导的ＨＫ２细胞纤维化
标志物高表达（图５Ｃ），说明 ＣＰＴ１Ａ在对高糖诱导的
ＨＫ２细胞表型转化中具有保护作用。

!"#$%

（
&&!$'

(）
!

!")*+,-

（
./!$'

(）
!

!+01

组
232

组

$45

$4'

'45

'

!
"
#
$
%

蛋
白
相
对
表
达
量

!+01

组
232

组

)

%

!+01

组
232

组

6

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果及半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｔｒｌ组比较；Ｂ：肾组织免疫组织化学染色
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：ＣＰＴ１Ａ、αＳＭＡ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｔｒｌ组比较

图４　高糖对ＨＫ２细胞ＣＰＴ１Ａ和纤维化标志物表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果及半定量分析　ａ：Ｐ＜０．００１，与Ｃｔｒｌ组比较；Ｂ：显微镜观察各组ＨＫ２细胞形态；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果及半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与ｐＮＣＣｔｒｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｐＮＣＨＧ组比较

图５　ＣＰＴ１Ａ过表达对高糖诱导的ＨＫ２细胞形态和纤维化标志物高表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　本研究通过动物实验验证 ＤＫＤ小鼠出现肾间质
纤维化并伴随着肾组织 ＣＰＴ１Ａ表达降低。高糖能够
诱导 ＨＫ２细胞失去原有形态、呈长梭形改变，使
ＣＰＴ１Ａ表达下降和纤维化指标表达升高。而过表达
ＣＰＴ１Ａ能抑制高糖诱导的ＨＫ２细胞纤维化指标高表
达。说明ＣＰＴ１Ａ在ＤＫＤ肾间质纤维化发生和发展中
起保护作用。

　　早期一项研究表明，高血糖可诱导肾小管上皮细
胞晚期糖基化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，
ＡＧＥｓ）和细胞活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）生
成增多，从而引起细胞内 ＭＣＰ１、ＰＡＩ１和 ＴＧＦβ１表
达增加，导致肾小管上皮细胞表型转化［８］。并且高血

糖诱导肾小管上皮细胞失去极性、获得迁移和侵袭特

征，使αＳＭＡ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白高表达，从而引起组
织纤维化［９］。本研究也证实了 ＤＫＤ小鼠出现肾间质
纤维化，同时高糖亦能够诱导 ＨＫ２细胞呈长梭形改

变，纤维化标志物高表达。但常规控制血糖以及应用

肾素血管紧张素抑制剂，仍不能有效地延缓 ＤＫＤ患
者肾间质纤维化进展。因此，迫切需要探讨ＤＫＤ肾间
质纤维化发生和发展的机制，寻找新的治疗靶点。

　　ＣＰＴ１Ａ作为调节ＦＡＯ的关键酶之一，与肾间质纤
维化关系密切。既往文献报道，ＣＰＴ１抑制剂依托莫西
导致肾小管上皮细胞纤维化相关基因表达增加［１０］。

相反，大黄通过调控Ｓｉｒｔ１／ＳＴＡＴ３／ｔｗｉｓｔ１信号通路促进
ＣＰＴ１Ａ介导的 ＦＡＯ来改善 ＵＵＯ模型肾间质纤维
化［１１］。同时，过表达 ＣＰＴ１Ａ通过稳定线粒体而缓解
ＣＫＤ小鼠肾间质纤维化［６］。此外，ＣＰＴ１Ａ与糖尿病、
肥胖等代谢疾病密切相关［１２］，高脂喂养的大鼠在４个
月内发生胰岛素抵抗、肝脂肪沉积的风险增加，ＣＰＴ１Ａ
被认为是其相关的早期生物标志物［１３］。鉴于 ＣＰＴ１Ａ
在组织纤维化过程中的重要性以及在糖尿病等代谢性

疾病中的生物学作用，本文研究了 ＣＰＴ１Ａ在 ＤＫＤ肾
间质纤维化中的作用，研究结果表明，ＤＫＤ肾组织中
ＣＰＴ１Ａ表达较正常肾组织明显降低。同样的，高糖诱

５１８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（８）



导ＨＫ２细胞ＣＰＴ１Ａ表达降低。而 ＣＰＴ１Ａ过表达显
著抑制高糖诱导的ＨＫ２细胞形态改变和纤维化标志
物高表达。因此本研究证实，ＣＰＴ１Ａ对 ＤＫＤ肾间质
纤维化具有保护作用。那么，ＣＰＴ１Ａ具体又是通过何
种途径发挥上述作用需要进一步探索。肾小管上皮细

胞以ＦＡＯ作为能量来源，ＦＡＯ障碍可导致肾小管上皮
细胞能量耗竭、甘油三酯蓄积以及炎细胞浸润。既往

文献报道，ＰＰＡＲα介导的 ＦＡＯ障碍会加剧衰老过程
中肾间质纤维化发生［１４］。相反，ＣＴＲＰ６／ＡＭＰＫ通路
激活可促进 ＦＡＯ，而抑制 ＵＵＯ肾间质纤维化［１５］。说

明ＦＡＯ障碍在肾间质纤维化发生和发展中具有重要
作用。由于 ＣＰＴ１Ａ作为 ＦＡＯ的关键限速酶，推测
ＣＰＴ１Ａ可能是通过增强 ＤＫＤ肾小管上皮细胞 ＦＡＯ，
进而延缓 ＤＫＤ肾间质纤维化。这将是本研究后期工
作关注的重点。

　　综上所述，本研究证实了 ＣＰＴ１Ａ在 ＤＫＤ肾间质
纤维化中的保护作用，并推测ＣＰＴ１Ａ可能通过增强肾
小管上皮细胞ＦＡＯ，而缓解ＤＫＤ肾间质纤维化。为防
治ＤＫＤ肾间质纤维化提供了新思路。
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［１５］ＸＩＥＹＨ，ＸＩＡＯＹ，ＨＵＡＮＧＱ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｏｆｔｈｅＣＴＲＰ６／
ＡＭＰＫｐａｔｈｗａｙｉｎｋｉｄｎｅｙｆｉｂｒｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆ
ｆａｔｔｙａｃｉｄｏｘｉｄａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０２１，８９２：
１７３７５５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｊｐｈａｒ．２０２０．１７３７５５．

（收稿：２０２２１００３；修回：２０２２１１２１）

（编辑　刘秋池）
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