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氧化低密度脂蛋白对人肾小球系膜细胞增殖周期的影响

李开龙 ,张建国 ,王惠民 ,闫振成 ,丁涵露　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所肾内科 ,重庆 400042)

　　提　要:目的　研究氧化低密度脂蛋白(Oxidized low density liporotein , Ox-LDL)对培养的人肾小球系膜细胞(Human me-

sangial cell , HMC)增殖周期的影响。方法　将与不同浓度 Ox-LDL共培养后的 HMC 制成单细胞悬液 , 经流式细胞仪检测后 ,

计算出细胞周期中的 G0 G1 期 、S 期 、G2+M期各时期的百分比及 S 期抑制百分比 、细胞增殖指数。结果　低浓度(<100 μg 

ml)的 Ox-LDL明显刺激 HMC 增殖, 表现为 G0 G1 期细胞百分比减少及 S 期细胞增加;细胞的S 期抑制百分比明显下降 , 而细

胞的增殖指数则显著增高(P<0.01);高浓度(>150 μg ml)的 Ox-LDL明显抑制 HMC 增殖, 表现为 G0 G1 期细胞百分比增加

及S 期细胞减少 ,细胞的 S期抑制百分比明显增加 ,而细胞的增殖指数则显著降低(P<0.01)。结论　不同浓度的 Ox-LDL可

能通过对MC 增殖周期的不同影响 , 参与肾小球硬化过程中从MC过多状态到MC过少状态的一系列病理过程。
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Effects of oxidized low density lipoprotein on proliferation phases of cultured human

mesangial cells
LI Kai-long , ZHANG Jian-guo , WANG Hui-min , YAN Zhen-cheng , DING Han-lu (Department of Nephrology , Daping Hospital ,
Third Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of oxidized low density lipoprotein(Ox-LDL)on proliferation

phases of cultured human mesangial cells(HMCs).Methods　HMCs incubated with Ox-LDL at different concentra-

tions were made into mono cell suspension.After the mono cell suspension was detected by flow cytometry , the per-

centages of G0 G1 phase , S phase or G2+M phase in cell proliferation phases were calculated , respectively.Reduced

percentages in S phase and proliferation index of HMC were also calculated.Results　Ox-LDL of lower concentra-

tions(<100μg ml)enhanced(P<0.01)HMC proliferation.The percentage of G0 G1 phase decreased distinctly

but the percentage of S phase increased.However , the reduced percentage in S phase decreased but the proliferation

index of HMC increased.On the other hand , Ox-LDL of high concentrations(>150 μg ml)could significantly in-

hibit HMC proliferation(P<0.01).The percent of G0 G1 phase increased markedly but the percentage of S phase

decreased.However , the reduced percentage in S phase increased but the proliferation index of HMC decreased.

Conclusion　By diversely affecting the proliferation phases of HMCs with different concentrations , Ox-LDL may have

the potential to cause an initial hypercellular(at lower concentrations)and subsequent hypocellular(at higher concen-

trations)mesangium in the course of the development of glomerulosclerosis.

　　Key words:oxidized low density lipoprotein;human mesangial cell;cell proliferation phase

　　肾小球硬化是一个肾小球细胞数先过度增殖 、继

而进行性下降和细胞外基质进行性增加的过程 ,后者

研究较多 ,前者报道相对较少 。研究表明 ,肾小球系膜

细胞(Mesangial cell ,MC)和巨噬细胞可通过“清道夫”

受体大量摄入氧化低密度脂蛋白(Oxidized low density
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lipoprotein ,Ox-LDL)、导致前列腺素 E2(Prostaglandin E2 ,

PGE2)合成增多 ,使肾小球内血流动力学和血管通透性

改变进一步加剧 ,并产生大量细胞因子刺激 MC 合成

基质;同时MC和巨噬细胞摄入大量 Ox-LDL 后变成泡

沫细胞 ,最终死亡
[ 1 , 2]
。Sharma

[ 3]
报道 ,低密度脂蛋白

(Low density lipoprotein ,LDL)在低浓度(<100 μg ml)时

可促进 MC增殖 ,高浓度时可促进MC凋亡;而Ox-LDL

在浓度为 50到 200 g L 时均可促进 MC 凋亡 ,参与了

肾小球硬化过程中从细胞过多状态到细胞过少状态的
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细胞丧失过程 。但 Ox-LDL 是否直接参与对 MC 增殖

周期的影响以及如何影响 ,目前未见文献报道 。我们

研究了不同浓度 Ox-LDL 对培养的人肾小球系膜细胞

(Human mesangial cell , HMC)增殖周期的影响 ,以期更

广泛地探讨肾小球硬化的发生机制 。

1　材料和方法

1.1　材料
　　80 、120 和 200目不锈钢筛网(浙江上虞县矿用仪器厂);倒

置相差显微镜(XSJ-D 型 , 日本 Olympus);FACScan 流式细胞仪

(美国)。 FCS 和 RPMI1640 培养基粉(美国 Hyclon 公司产品);

0.25%胰蛋白酶和Ⅳ型胶原酶(美国 Sigma公司产品);兔抗人

Ⅷ因子相关抗原多克隆抗体工作液和小鼠抗人波形蛋白(Vim-

entin)单克隆抗体工作液(武汉博士德公司产品);LDL(北京协

和医科大学生化教研室提供);丙二醛(MDA)为北京邦定公司

产品;标准荧光小球(美国 Coulter公司产品)。

1.2　方法
1.2.1　人肾小球系膜细胞培养与鉴定　　参照文献[ 4] , 取利

凡诺引产的 5～ 6 月龄胎儿肾脏 , 剥除肾纤维膜 , 剪下肾皮质 、

弃髓质。将皮质剪成碎糜状 , 依次过 80、120 和 200 目钢筛 , 于

200 目钢筛筛面上收集肾小球。以无血清 RPMI1640 培养液洗

涤肾小球 1 次 , 1 000 r min 离心 5 min、弃上清 ,加 0.1%Ⅳ型胶

原酶2 ml , 37 ℃水浴箱内震荡消化 20 min。无血清 RPMI1640 培

养液洗涤肾小球后进行收集。用 20%FCS-RPMI 1640 培养液悬

浮肾小球块 ,接种至 2 只 50 ml培养瓶中 , 置恒温 CO2 培养箱

(37 ℃、5%CO2)中培养。 5 d 后换液 , 以后每2 ～ 3 天换液 1次。

2 周左右 ,细胞贴满瓶底 , 可行传代培养。培养的细胞经倒置相

差显微镜观察 、HE 染色 、电镜观察 、Ⅷ 因子以及 Vimentin 单克

隆抗体免疫细胞化学鉴定 ,均证实为 HMC。实验用细胞为 3 ～

6 代 HMC。

1.2.2　LDL的氧化与鉴定　　参照文献[ 5] 进行。

1.2.3　Ox-LDL对 HMC 增殖周期的影响　　取 3 ～ 6 代 HMC ,

以20% FCS-RPMI1640 培养液制成细胞悬液 ,按 1×104 孔接种

至96 孔培养板 ,待细胞贴壁后 , 以无血清 RPMI1640 培养液培养

24 h ,使 HMC同步化 。取出已同步化的培养板 , 吸净各孔内的

原培养液 ,按对照组 、实验 1组 、实验 2 组和实验 3 组分别加入

Ox-LDL终浓度为 0、100 、150 和200μg ml的 20%小牛血清 RPMI

1640培养液培养 48 h ,每孔 200μl ,每组复孔数为 7。

1.2.4　HMC 增殖周期的流式细胞仪检测

1.2.4.1　HMC 单细胞悬液制备及染色　　各组实验结束后 ,

以0.05%胰蛋白酶及 0.02%EDTA 液消化 ,收集细胞 , PBS 洗 2

遍 , 1 500 r min 离心 5 min 、弃上清 , 75%乙醇滴注固定细胞。 离

心后弃上清液 , PBS 洗 1 次后加入 0.1% Triton X-100 于室温静

置5 min。再离心弃上清 ,加入 0.1%RNA酶 1ml混匀后置 37 ℃

水浴箱内震荡 10 min , 离心后弃上清 , 然后加入 0.05%碘化丙

锭(Propidium , PI)1 ml染色并调整细胞悬液浓度至 1×106 ml。

4 ℃下避光静置 30 min ,经 60 U尼龙筛网过滤后上机检测。

1.2.4.2　流式细胞仪检测　　①流式细胞仪(Flow cytometer ,

FCM)主要工作原理[ 6] 将经过 PI 染色的细胞悬液样本置于

FACScan流式细胞仪检测样本盒中 , FCM 液压系统将细胞悬液

从样本室内压出并以单个细胞通过激光照射区 , 与氩离子激光

器产生的激光相交 ,在激光激发下 , 被染色成分发出荧光 ,经光

电倍增管接受并转化为电信号 ,输入计算机处理。显示器上通

过单参数或多参数图象显示结果 , 再经 EASY-88 型专用电脑

PARAI软件程序转换资料进行分析 , 从而计算出细胞周期中

G0 G1 期 、S 期 、G2+M 期各时期的百分比及各群细胞的道数。

②样本检测前机器校准 采用标准荧光小球校准机器 , 使其 CV

值在 3%以下 ,检测样本前测定人淋巴细胞为外定准。 ③FCM

结果计算 DNA指数(DNA Index , DI)细胞 DNA 含量用 DI 来表

示 , DI 是根据样本G0 G1 期细胞群道数与正常细胞(这里采用

的是正常人淋巴细胞)G0 G1 期细胞群道数的比值来确定的 , 它

主要反应的是细胞增殖周期中静止期的细胞状况。

　　DI=(样本 G0 G1 期细胞群峰道数) (正常细胞 G0 G1 期细

胞群峰道数)

　　增殖指数(Proliferative Index , PI)为细胞周期中 S 期和 G2 +

M期与整个细胞周期的比例 ,反应了细胞的增殖水平。

　　PI=(S+G2+M) (G0+G1+S+G2+M)

1.3　统计学处理
　　计量资料以 x±s表示 , 组间比较采用 t检验。

2　结果

2.1　不同浓度Ox-LDL 对培养HMC增殖周期的影响
　　低浓度(<100 μg ml)的 Ox-LDL可使HMCG0 G1 期细胞百

分比减少及 S 期细胞增加(P <0.01);高浓度(>150 μg ml)的

Ox-LDL可使HMC G0 G1 期细胞百分比增加及 S 期细胞减少(P

<0.01),见表 1。

表 1　不同浓度 Ox-LDL对培养 HMC增殖周期的影响( x±s)

Tab 1　Effects of Ox-LDL at different concentrations on

proliferation phases of cultured HMCs( x±s)

n G0 G1 G2+M S S+G2+M

Control 7 42.50±7.56 13.32±7.86 36.37±2.04 49.69±9.90

1 7 28.22±5.27＊ 15.37±3.21 52.84±4.21＊ 68.21±7.42＊

2 7 68.54±4.20＊＊## 14.17±4.70 16.43±3.28＊＊## 30.60±7.98＊＊##

3 7 70.16±8.35＊＊## 14.73±5.64 15.96±4.77＊＊## 30.69±10.41＊＊##

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs cont rol;##:P<0.01 vs 1

2.2　不同浓度 Ox-LDL 对培养 HMC S 期抑制百分比

和 HMC 增殖指数的影响

　　对照组HMC S 期细胞道数分别减去实验组 HMC 的 S 期细

胞道数 、再除以对照组 HMC S 期细胞道数 , 绝对值即为 HMC S

期抑制百分比 , 反应了 S 期细胞增殖的被抑制程度。低浓度

(<100μg ml)的 Ox-LDL可使 HMC S 期抑制百分比明显下降 ,

细胞的增殖指数显著增高(P<0.01);高浓度(>150 μg ml)的

Ox-LDL可使HMC S 期抑制百分比明显增加 , 而细胞的增殖指

数则显著降低(P<0.01), 见表 2。
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表 2　不同浓度 Ox-LDL对培养 HMC S期抑制百分比和 HMC增殖

指数的影响( x±s)

Tab 2　Effects of Ox-LDL at different concentrations on reduced

percentage in S phase and proliferation index of cultured HMCs( x±s)

n Reduced percent in S phase(%) PI

Control 7 0　　　　 0.62±0.14

1 7 45.28±1.26 0.77±0.16＊

2 7 54.83±6.49# 0.36±0.08#

3 7 56.12±4.28# 0.34±0.09#

＊:P<0.01 vs control;#:P<0.01 vs control and 1

3　讨论

　　肾小球硬化是肾小球疾病进展到肾功能不全的共

同病理过程 ,它包括早期肾小球有核细胞过度增殖 、继

而肾小球细胞数进行性下降和细胞外基质进行性增加

等一系列动态过程 。在人和动物模型的病变肾组织

中 ,均发现有LDL及Ox-LDL沉积
[ 7]
,其中Ox-LDL 可能

是由肾小球内固有细胞或浸润细胞的氧化修饰而

来
[ 8]
。研究表明 ,LDL 、Ox-LDL均可通过各种途径刺激

MC增殖和细胞外基质合成增加
[ 9 , 10]
,Wanner

[ 11]
的研究

还发现 ,脂蛋白 a 也具有促进MC 增殖和细胞外基质

合成的作用;Chen等
[ 12 , 13]

则发现 ,载脂蛋白 E 和高密

度脂蛋白对 LDL、Ox-LDL 和脂蛋白 a 的这种刺激 MC

增殖和细胞外基质合成效应具有一定的缓解作用。

Ox-LDL的促 MC 增殖和细胞外基质合成作用可能是

通过刺激细胞因子生成和 炎性介质的浸润来实现

的
[ 14 , 15]

,此外 , LDL 、Ox-LDL 可能还通过对 MC 信号传

导途径的影响来促进 MC 增殖
[ 8]
。 LDL 、尤其是 Ox-

LDL 还可通过加速MC凋亡促成肾小球细胞数的进行

性减少
[ 1 ,2 , 16]

。本研究从Ox-LDL 对HMC增殖周期影响

的角度出发 ,通过体外实验发现 ,不同浓度的 Ox-LDL

对HMC增殖周期的影响绝然不同 ,低浓度(<100 μg 

ml)的Ox-LDL明显刺激HMC增殖 ,表现为G0 G1 期细

胞百分比减少及 S期细胞增加;细胞的 S 期抑制百分

比明显下降 ,而细胞的增殖指数则显著增高(与对照组

相比 P <0.05 或 0.01);高浓度(>150 μg ml)的 Ox-

LDL明显抑制HMC增殖 ,表现为 G0 G1 期细胞百分比

增加及 S期细胞减少 ,细胞的 S 期抑制百分比明显增

加 ,而细胞的增殖指数则显著降低(与对照组和低浓度

组相比 P<0.01)。表明 ,低浓度的 Ox-LDL 可通过对

MC增殖周期的作用刺激 MC增殖 ,即通过促成G 0 G 1

期细胞百分比减少及 S 期细胞的增加 、S 期抑制百分

比的下降和细胞增殖指数的增高(P <0.01)而达到

MC增殖增强的结果;高浓度的 Ox-LDL 则通过直接对

MC增殖周期的影响抑制 MC的增殖 ,即直接刺激 G0 

G1 期细胞百分比的增加及 S期细胞的减少 ,增加HMC

的S期抑制百分比 、降低 HMC的增殖指数 。这可能是

Ox-LDL参与肾小球硬化发生发展的机制之一 。
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