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摘要：目的 检测 ＤＮＡ 甲基转移酶抑制剂 ５⁃氮杂⁃２’⁃脱氧胞苷（５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ）干预肾小管上皮细胞（ＮＲＫ⁃５２Ｅ）后对

分泌型卷曲相关蛋白 １（Ｓｆｒｐ１）表达变化的影响。 方法 将 ＳＤ 大鼠随机分为正常组（ＮＣ 组）和糖尿病肾病组（ＤＮ
组），ＤＮ 组建模［１⁃２］１０ 周后检测相关生化指标、计算肾脏指数（ＫＩ）；免疫组化法检测肾组织中 Ｓｆｒｐ１ 的表达；将
ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞分为正常糖组（ＮＧ，葡萄糖 ５ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、高糖组（ＨＧ，葡萄糖 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和高糖加 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组

（５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ组，８０ μｍｏｌ ／ Ｌ），用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｓｆｒｐ１、ＤＮＡ 甲基转移酶（Ｄｎｍｔ）３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ、ｃｏｌ⁃Ⅲ和 ｃｏｌ⁃Ⅳ蛋白的表

达；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ｓｆｒｐ１ ｍＲＮＡ 的表达；Ｐｅａｒｓｏｎ 检验分析 Ｓｆｒｐ１ 与 Ｄｎｍｔ３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ、ｃｏｌ⁃Ⅲ及 ｃｏｌ⁃Ⅳ的相关性。 结果

ＤＮ 组大鼠 ＫＩ、血糖（ＢＧ）、２４ ｈ 尿蛋白（２４ ｈ ＵＰ）、肌酐水平均高于 ＮＣ 组。 与 ＮＣ 组比，ＤＮ 组肾组织中 Ｓｆｒｐ１ 表达

明显降低。 与 ＮＧ 组比，ＨＧ 组 Ｓｆｒｐ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达减少（Ｐ＜０ ０５），Ｄｎｍｔ３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ、ｃｏｌ⁃Ⅲ和 ｃｏｌ⁃Ⅳ蛋白表达增

加（Ｐ＜０ ０５）；与 ＨＧ 组相比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组 Ｓｆｒｐ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达增多（Ｐ＜０ ０５）；Ｄｎｍｔ３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ、ｃｏｌ⁃Ⅲ和 ｃｏｌ⁃Ⅳ
蛋白表达减少（Ｐ＜０ ０５）；Ｓｆｒｐ１ 与 Ｄｎｍｔ３ａ（ ｒ ＝ －０ ９３７，Ｐ＜０ ０５）、Ｄｎｍｔ３ｂ（ ｒ ＝ －０ ９６５，Ｐ＜０ ０５）、ｃｏｌ⁃Ⅲ（ ｒ ＝ －０ ６９４，
Ｐ＜０ ０５）和 ｃｏｌ⁃Ⅳ（ ｒ＝ －０ ８８８，Ｐ＜０ ０５）均呈负相关。 结论 ５⁃氮杂⁃２’⁃脱氧胞苷可能通过降低 Ｄｎｍｔ３ａ 和 Ｄｎｍｔ３ｂ 表

达，进而使 Ｓｆｒｐ１ 表达升高。
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ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ；ｐｅａｒｓｏｎ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｆｒｐ１ ａｎｄ Ｄｎｍｔ３ａ，Ｄｎｍｔ３ｂ，
ｃｏｌ⁃Ⅲ ｏｒ ｃｏｌ⁃Ⅳ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＫＩ， ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ２４ ｈ ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｉｎ ＤＮ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ａｌｌ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｆｒｐ１ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＤＮ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＮＣ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ：ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｆｒｐ１ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＨＧ ｇｒｏｕｐ （ Ｐ ＜ ０ ０５ ） ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｄｎｍｔ３ａ， Ｄｎ⁃
ｍｔ３ｂ，ｃｏｌ⁃Ⅲ ａｎｄ ｃｏｌ⁃Ⅳ ｉｎ ＨＧ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ＜０ ０５） ；ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｆｒｐ１ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｇｒｏｕｐ（ Ｐ＜ ０ ０５） ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｄｎ⁃
ｍｔ３ａ，Ｄｎｍｔ３ｂ，ｃｏｌ⁃Ⅲ ａｎｄ ｃｏｌ⁃Ⅳ ｉｎ ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０ ０５ ） ； Ｓｆｒｐ１ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｄｎｍｔ３ａ （ ｒ ＝ －０ ９３７， Ｐ＜０ ０５） ，Ｄｎｍｔ３ｂ （ ｒ ＝ － ０ ９６５， Ｐ＜ ０ ０５） ，ｃｏｌ⁃Ⅲ（ ｒ ＝ －０ ６９４，
Ｐ＜０ ０５） ａｎｄ ｃｏｌ⁃Ⅳ（ ｒ ＝ － ０ ８８８， Ｐ＜ ０ ０５） ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｔｈｒｏｕｇｈ ｗｈｉｃｈ ５⁃Ａｚａ⁃２′⁃ｄｅ⁃
ｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｎｍｔ３ａ ａｎｄ Ｄｎｍｔ３ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｒｉｚｚｌｅｄ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １（Ｓｆｒｐ１）； ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ

　 　 肾脏纤维化是慢性肾脏疾病发展的常见病理过

程。 各种致病因素刺激使肾脏细胞不断分泌炎性介

质及细胞因子等，促进细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａ⁃
ｔｒｉｘ， ＥＣＭ）的分泌与沉积，最终引起肾脏结构和功

能的改变［３］。
分泌型卷曲相关蛋白 １（ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｒｉｚｚｌｅｄ⁃ｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ １， Ｓｆｒｐ１）属于分泌型糖蛋白。 本课题组研究

发现，在糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ， ＤＮ）大鼠

肾组织中，Ｓｆｒｐ１ 表达减少可能参与肾脏纤维化的发

生［４］。 也有研究发现，Ｓｆｒｐ１ 甲基化与多种肿瘤的发

生密切相关，其中 ＤＮＡ 甲基化转移酶（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌ⁃
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，Ｄｎｍｔｓ）扮演着重要角色［５⁃６］。 Ｄｎｍｔｓ 共

包含 Ｄｎｍｔ１、Ｄｎｍｔ２、Ｄｎｍｔ３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ 和 Ｄｎｍｔ３ｌ ５ 个

成员。 在哺乳动物中，参与甲基化调节的主要有

Ｄｎｍｔ１、Ｄｎｍｔ３ａ 和 Ｄｎｍｔ３ｂ［７］。 ５⁃氮杂⁃２’⁃脱氧胞苷

（５⁃Ａｚａ⁃２ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ， ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ）是一种 ＤＮＡ 甲

基转移酶抑制剂，可共价结合 Ｄｎｍｔｓ，调节基因

表达。
本研究拟从体外水平，利用 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 干预

ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞，观察 Ｓｆｒｐ１、Ｄｎｍｔ３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ、ｃｏｌ⁃Ⅲ
及 ｃｏｌ⁃Ⅳ在各组细胞中的表达变化，探讨 Ｄｎｍｔ３ａ、
Ｄｎｍｔ３ｂ、ｃｏｌ⁃Ⅲ及 ｃｏｌ⁃Ⅳ与 Ｓｆｒｐ１ 的关系以及 Ｓｆｒｐ１ 在

ＤＮ 肾脏纤维化发病中的作用及意义，为 ＤＮ 的治疗

提供依据。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １ 动物：清洁级雄性 ＳＤ 大鼠 １６ 只，体质量

（１８０±２０）ｇ［辽宁长生生物技术有限公司，生产许可

证号：ＳＣＫＫ（辽）２０１５⁃０００１］。
１ １ ２ 细胞：大鼠近端肾小管上皮细胞系（ＮＲＫ⁃５２Ｅ
细胞），购于美国菌种保藏中心 （ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ
Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ， ＡＴＣＣ）。
１ １ ３ 试剂及试剂盒：链脲佐菌素 （ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，
ＳＴＺ）， ５⁃氮杂⁃２⁃脱氧胞苷 （ ５⁃Ａｚａ⁃２ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，
５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ），小鼠抗大鼠 ｃｏｌ⁃Ⅳ单克隆抗体（ Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；两步法免疫组化检测试剂盒（北京

中杉 金 桥 公 司）； 胎 牛 血 清、 ＤＭＥＭ 培 养 基 和

０ ２５％胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ Ｉｎｔｒｏｖａｇｅｎ 公司）；蛋白提

取试剂盒 （北京索莱宝公司）；小鼠抗大鼠 β⁃ａｃｔｉｎ
单克隆抗体（武汉普美克生物技术有限公司）；兔
抗大鼠 Ｄｎｍｔ３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ、Ｓｆｒｐ１ 和 ｃｏｌ⁃Ⅲ多克隆抗

体 （北京博奥森公司）；Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅｇｅｎｔ（ Ａｍｂｉｏｎ 公

司）；Ｓｆｒｐ１ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 引物（上海生工生物技术工程

服务有限公司）；Ｒｅｖｅｒｔ ＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎ⁃
ｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；２×Ｓｕｐｅｒ⁃
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Ｒｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ（天根生化科技有限公司）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 ＤＮ 模型大鼠复制：模型复制方法参照文

献［１⁃２］。 造模前禁食 ６ ～ ８ ｈ，ＤＮ 组尾静脉注射 ＳＴＺ
５５ ｍｇ ／ ｋｇ，ＮＣ 组尾静脉注射等量的无菌柠檬酸⁃柠
檬酸钠缓冲液。 ７２ ｈ 后尾静脉采血检测各组大鼠

血糖值，以血糖值≥１６ ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 为糖尿病动物模

型（ＤＭ 模型）大鼠复制成功。 １ 周后，对各组大鼠

行尿蛋白定性检测，结果阳性视为 ＤＮ 模型构建成

功。 １０ 周后乙醚麻醉大鼠，处死前 １ ｄ 称重，留取

２４ ｈ 尿液；股动脉穿刺采血，离心后取血清；０ ９％
ＮａＣｌ 冲洗肾脏至苍白色，称重并记录肾重（ｍｇ） ／体
质量（ｇ）比值即肾脏指数（ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｄｅｘ， ＫＩ）；一侧

肾脏固定于 ４％中性甲醛溶液中行病理学相关检

测；另一侧肾于－８０ ℃保存备用。
１ ２ ２　 生化指标的检测：氧化酶法测血清葡萄糖

（ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＢＧ）浓度；邻苯三酚比色法测尿蛋

白浓度，尿蛋白浓度与 ２４ ｈ 尿量乘积为 ２４ ｈ 尿蛋白

（２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ２４ ｈ ＵＰ）；酶分析法检测血清肌

酐水平。
１ ２ ３　 免疫组织化学染色：按照免疫组织化学染色

说明书进行：脱蜡、水化、阻断内源性过氧化物酶、抗
原修复、滴加一抗、二抗孵育、ＤＡＢ 显色、复染、梯度

乙醇脱水。 自然晾干后，用二甲苯稀释后的中性树

胶封片，光学显微镜下观察并拍照保存。
１ ２ ４　 细胞的分组：待 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞增殖汇合度

至 ９０％时，弃上清，０ ２５％胰蛋白酶消化，待细胞变

圆加入 ＤＭＥＭ 培养基，吹打均匀，离心，加培养基重

悬。 将 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞随机分为正常糖组（ＮＧ，葡萄

糖 ５ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、高糖组（ＨＧ，葡萄糖 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和
高糖加 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）组（５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组），
３ 组细胞置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 温箱培养 ４８ ｈ，提取蛋白

和 ＲＮＡ 备用。
１ ２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白：用 ＢＣＡ 蛋白浓度测

定试剂盒测蛋白浓度，制备上样蛋白样品， ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 分离，并转至 ＰＶＤＦ 膜，５％脱脂牛奶封闭１ ｈ，
一抗孵育，浓度分别为 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ４ ０００）、Ｄｎｍｔ３ａ
（１ ∶ ５００）、Ｄｎｍｔ３ｂ（１ ∶ ５００）、Ｓｆｒｐ１（１ ∶ ５００）、ｃｏｌ⁃Ⅲ
（１ ∶ ５００）及 ｃｏｌ⁃Ⅳ（１ ∶ １ ０００）；４ ℃冰箱孵育过夜；
１％脱脂牛奶配置的二抗室温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜

后，ＥＣＬ 液显色，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 凝胶成像系统扫描检测

ＰＶＤＦ 膜上的目的蛋白曝光度，Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ ５ １ 图像

分析软件分析蛋白信号的相对含量，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内

参，计算各目标蛋白的相对含量。
１ ２ ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ： Ｔｒｉｚｏｌ 法提取各组

ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞总 ＲＮＡ，按照 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说明书反转录 ｃＤＮＡ，按照 Ｔａｌｅｎｔ
ｑＰＣＲ ＰｒｅＭｉｘ（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ）说明书行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ，引
物序列见表 １。 ｍＲＮＡ 的相对表达量用 ２－△△Ｃｔ方法

分析。

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＧＴＣＴ

Ｒ：ＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴ

Ｓｆｒｐ１ Ｆ：ＣＴＣＴＣＣＡＡＧＴＧＧＣＡＧＡＧＧＡＣ

Ｒ：ＧＡＧＧＡＣＡＧＴＣＧＣＴＧＧＡＧＴＴＣ

１ ３　 统计学分析

ＳＰＳＳ１７ ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５ 统计软件，数据

以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间比较先进行正态

性检验，再采用独立样本 ｔ 检验；相关性分析采用

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析。

２　 结果

２ １　 各组大鼠肾脏指数及相关生化指标

与 ＮＣ 组比较，ＤＮ 组大鼠 ＫＩ 较高（Ｐ＜０ ０５）；
ＤＮ 组大鼠 ＢＧ、２４ ｈＵＰ、肌酐水平较 ＮＣ 组升高

（Ｐ＜０ ０５）（图 １）。 提示 ＤＮ 模型大鼠复制成功。
２ ２　 免疫组织化学检测结果

可清晰检测出 Ｓｆｒｐ１ 蛋白在肾脏组织中的表达

位置和表达量。 可见 Ｓｆｒｐ１ 蛋白阳性表达呈棕红

色，细胞核呈蓝色。 结果显示，ＮＣ 组 Ｓｆｒｐ１ 阳性表

达主要分布于肾小管上皮细胞，而 ＤＮ 组大鼠 Ｓｆｒｐ１
表达不明显（图 ２）。
２ ３　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 干预高糖培养的 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞

后，Ｓｆｒｐ１ 表达恢复

与 ＮＣ 组比，ＨＧ 组 Ｓｆｒｐ１ 蛋白表达减少 （Ｐ ＜
０ ０５），而给予 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 干预后，Ｓｆｒｐ１ 蛋白表达较

ＨＧ 组增多（Ｐ＜０ ０５） （图 ３）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果与蛋

白表达水平结果趋向一致（Ｐ＜０ ０５）（图 ４）。
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∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ
图 １　 两组大鼠 ＫＩ、ＢＧ、２４ ｈ ＵＰ、肌酐水平比较

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｄｅｘ， ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ２４ ｈ
　 　 　 ｕｒｉｎａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
　 　 　 ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

图 ２　 两组大鼠肾脏组织中 Ｓｆｒｐ１ 的表达

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｆｒｐ１ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
　 　 　 ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 各组细胞中 Ｓｆｒｐ１ 蛋白表达量的比较

Ｆｉｇ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｓｆｒｐ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐ
图 ４　 各组细胞中 Ｓｆｒｐ１ ｍＲＮＡ 表达量的比较

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｓｆｒｐ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ
　 　 　 ｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２ ４　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 干预高糖培养的 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞

后，Ｄｎｍｔ３ａ 和 Ｄｎｍｔ３ｂ 蛋白表达减少

与 ＮＣ 组比，ＨＧ 组 Ｄｎｍｔ３ａ 和 Ｄｎｍｔ３ｂ 蛋白表达

增多（Ｐ＜０ ０５），而与 ＨＧ 组比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组Ｄｎｍｔ３ａ
和 Ｄｎｍｔ３ｂ 蛋白表达减少（Ｐ＜０ ０５）（图 ５）。

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐ

图 ５　 各组细胞中 Ｄｎｍｔ３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ 蛋白表达量的比较

Ｆｉｇ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｄｎｍｔ３ａ， Ｄｎｍｔ３ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２ ５　 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 干预高糖培养的 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞

后，ｃｏｌ⁃Ⅲ和 ｃｏｌ⁃Ⅳ蛋白表达减少

与 ＮＣ 组比，ＨＧ 组 ｃｏｌ⁃Ⅲ和 ｃｏｌ⁃Ⅳ蛋白表达增

多（Ｐ＜０ ０５）；而与 ＨＧ 组比，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组 ｃｏｌ⁃Ⅲ和

ｃｏｌ⁃Ⅳ蛋白表达减少（Ｐ＜０ ０５）（图 ６）。
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∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＨＧ ｇｒｏｕｐ

图 ６　 各组细胞中相关蛋白表达的比较

Ｆｉｇ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ
　 　 　 ｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２ ６　 Ｓｆｒｐ１ 与 Ｄｎｍｔ３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ、ｃｏｌ⁃Ⅲ及 ｃｏｌ⁃Ⅳ蛋

白表达量呈负相关

肾小管上皮细胞中 Ｓｆｒｐ１ 与 Ｄｎｍｔ３ａ（ ｒ ＝ －０ ９３７，
Ｐ＜０ ０５）、Ｄｎｍｔ３ｂ（ ｒ ＝ －０ ９６５，Ｐ＜０ ０５）、ｃｏｌ⁃Ⅲ（ ｒ ＝
－０ ６９４，Ｐ＜０ ０５）及 ｃｏｌ⁃Ⅳ（ ｒ ＝ －０ ８８８，Ｐ＜０ ０５）均
呈负相关（图 ７）。

３　 讨论

随着全球人口老龄化的加速，ＤＭ 已成为影响

人类健康的重大问题。 ＤＮ 是 ＤＭ 的主要微血管并

发症。 研究表明，表观遗传机制所介导的基因调控

与 ＤＮ 的发生发展密切相关［８⁃９］。 表观遗传学涉及

ＤＮＡ 甲基化、组蛋白修饰、微小 ＲＮＡ、染色质重塑

等［１０］。 近年来 ＤＮＡ 甲基化受到研究者的广泛

关注。
Ｄｎｍｔｓ 是 ＤＮＡ 甲基化过程中的关键酶，通过其

催化作用参与 ＤＮＡ 甲基化修饰［１１⁃１２］。 在哺乳动物

中，Ｄｎｍｔ１、Ｄｎｍｔ３ａ 和 Ｄｎｍｔ３ｂ 具有催化活性，其异

常表达可影响 ＤＮＡ 甲基化水平和后期转录合成［４］。
本课题组前期研究结果发现［７］，在糖尿病肾脏疾病

大鼠肾组织中， Ｄｎｍｔ１、 Ｄｎｍｔ３ａ、 Ｄｎｍｔ３ｂ、 Ｄｎｍｔ３ｌ

Ａ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｆｒｐ１ ａｎｄ Ｄｎｍｔ３ａ； Ｂ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｆｒｐ１ ａｎｄ Ｄｎｍｔ３ｂ； Ｃ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｆｒｐ１
ａｎｄ ｃｏｌ⁃Ⅲ； Ｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｆｒｐ１ ａｎｄ ｃｏｌ⁃Ⅳ
图 ７　 Ｓｆｒｐ１ 与 Ｄｎｍｔ３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ、ｃｏｌ⁃Ⅲ、ｃｏｌ⁃Ⅳ蛋白

　 　 表达相关

Ｆｉｇ ７　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｆｒｐ１ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 ｏｆ Ｄｎｍｔ３ａ， Ｄｎｍｔ３ｂ， ｃｏｌ⁃Ⅲ ａｎｄ ｃｏｌ⁃Ⅳ

表达增高。 其中，Ｄｎｍｔ３ａ 和 Ｄｎｍｔ３ｂ 与 Ｓｆｒｐ１ 的相关

性更明显。 本次体外实验结果显示 Ｄｎｍｔ３ａ、Ｄｎｍｔ３ｂ
与 Ｓｆｒｐ１ 呈负相关，与前期结果一致。

研究发现 ［１３⁃１４］ ，Ｓｆｒｐ１ 在直肠癌、肾癌等肿瘤

疾病中处于高甲基化水平，低表达状态。 本次实

验以 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细 胞 为 研 究 对 象， 将 细 胞 分 为

ＮＣ、ＨＧ 和 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 组。 结果发现，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ
组 Ｄｎｍｔ３ａ 和 Ｄｎｍｔ３ｂ 表达较 ＨＧ 组降低，且在一

定程度上恢复了 Ｓｆｒｐ１ 的表达。 同时 ５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ
组 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞纤维化程度降低到接近正常细

胞水平，提示 Ｄｎｍｔ３ａ 和 Ｄｎｍｔ３ｂ 可能与 Ｓｆｒｐ１ 甲

基化有关，并影响肾脏纤维化的发生。 此次实验

结果显示 ｃｏｌ⁃Ⅲ、ｃｏｌ⁃Ⅳ与 Ｓｆｒｐ１ 呈负相关。 提示，
Ｓｆｒｐ１ 表达降低可能导致肾脏纤维化时细胞外基

质沉积增多。
综上所述，５⁃Ａｚａ⁃ＣｄＲ 可能通过抑制 Ｄｎｍｔ３ａ、

Ｄｎｍｔ３ｂ 的表达，改善肾脏纤维化，其机制可能与抑

制 Ｓｆｒｐ１ 甲基化，恢复 Ｓｆｒｐ１ 表达有关，但 Ｄｎｍｔ３ａ、
Ｄｎｍｔ３ｂ 与 Ｓｆｒｐ１ 的具体作用位点仍需进一步实验

研究。

８９１１
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