
　　基金项目：浙江省自然科学基金资助项目（ＬＹ１５Ｈ０５０００６）；浙江

省医药卫生科研项目（２０１５ＫＹ１３３２２）；杭州市重点专科专项科技项目

（２０１６０５３３Ｂ６２）

作者单位：３１０００７　杭州市中医院肾内科（杨汝春、朱晓玲、张华

琴、李卫冬、汤绚丽）；３１０００７　杭州，浙江中医药大学生命科学学院

（时延朋）

通讯作者：杨汝春，电子信箱：ｙａｎｇｒｕｃｈｕｎｈｚ＠１６３．ｃｏｍ

从 ＳＩＲＴ１探讨白藜芦醇抑制肾小球足细胞
表型改变的作用机制

杨汝春　时延朋　朱晓玲　张华琴　李卫冬　汤绚丽

摘　要　目的　探讨 ＳＩＲＴ１在白藜芦醇抑制肾小球足细胞表型改变中的作用，研究白藜芦醇维持足细胞表型的重要机制。

方法　体外分化条件下培养小鼠足细胞 １０天，用 ＴＧＦ－β１诱导作为研究模型，分别用白藜芦醇、ＳＲＴ１７２０和 ＥＸ５２７以及白藜芦

醇与 ＥＸ５２７联合干预等。采用 ＲＴ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法等检测足细胞 α－平滑肌肌动蛋白（α－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ－ａｃｔｉｎ，α－

ＳＭＡ）、ｓｎａｉｌ等分子基因表达；ＮＥＰＨ１、结蛋白 Ｄｅｓｍｉｎ和 α－ＳＭＡ等分子蛋白表达。结果　ＴＧＦ－β１诱导的足细胞 α－ＳＭＡ、ｓｎａｉｌ

基因表达较正常组增高，白藜芦醇、ＳＲＴ１７２０干预组则较模型组降低。模型组 ＮＥＰＨ１蛋白表达较正常组显著降低，而 Ｄｅｓｍｉｎ和

α－ＳＭＡ蛋白表达水平则显著增高。白藜芦醇组 ＮＥＰＨ１蛋白表达较模型组显著上调，Ｄｅｓｍｉｎ和 α－ＳＭＡ表达显著降低，白藜芦

醇与 ＥＸ５２７同时干预或 ＥＸ５２７单独干预，对足细胞表型分子表达则未表现出显著干预作用。结论　激活 ＳＩＲＴ１是白藜芦醇显

著抑制 ＴＧＦ－β１诱导的足细胞表型异常的重要机制。

关键词　足细胞　转分化　白藜芦醇　转化生长因子
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　　肾小球足细胞（ｐｏｄｏｃｙｔｅ）损伤是决定蛋白尿发
生的关键因素

［１，２］
。足细胞发生上皮细 －间充质转

分化，可导致细胞表型去分化，从而失去复杂的足

细胞形态学结构和高度特异性功能，最终损害了肾

小球滤过屏障的完整性而引发蛋白尿
［３，４］
。抑制足

细胞转分化，维持足细胞正常表型对于阻断肾病进

展异常关键。白藜芦醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＳＶ）是一种含
有芪类结构的天然多酚化合物，在葡萄籽中含量最

为丰富
［５，６］
。白藜芦醇具有显著降低蛋白尿和肾保

护的功能
［７，８］
；笔者前期研究显示，白藜芦醇可抑

制 ＴＧＦ－β１诱导肾小球足细胞表型转化，对足细胞
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具有保护作用
［９］
。本研究将在体外观察 ＳＩＲＴ１激

活或抑制状态下 ＴＧＦ－β１诱导足细胞转分化中的
作用，阐明白藜芦醇在其保护足细胞表型中的作用

机制。

材料与方法

１．主要试剂：ＲＰＭＩ１６４０（ＧＩＢＣＯ），胎牛血清
（ＧＩＢＣＯ），ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＭｕｒｉｎｅｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ（美国
ＰｅｐｒｏｔｅｃｈＩｎｃ，３１５－０５），ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＨｕｍａｎＴＧＦ－
β１（美国 ＰｅｐｒｏｔｅｃｈＩｎｃ，１００－２１），ＳＲＴ１７２０（Ｓｅｌｌｅｃｋ，
０１６０２５），ＥＸ５２７（Ｓｉｇｍａ，ＳＭＬ１０９１），兔 抗 ＮＥＰＨ１
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，Ｓｃ－３３１３６），兔抗 α－ＳＭＡ（ＥＰＩＣＭＩＣＳ，
ＹＨ０９０７０８Ｄ），兔抗 Ｄｅｓｍｉｎ（ＡＢＧＥＮＴ，ＢＰ１４２８４ｂ），鼠
抗 ＧＡＰＤＨ（达文生物，ＤＷ８８０５４３），ＩＲＤｙｅ８００ＣＷ
ＧｏａｔＡｎｔｉ－Ｒａｂｂｉｔ（Ｃ６０１０７－０６）；ＩＲＤｙｅ６８０ＬＴＧｏａｔ
Ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ（Ｃ５１００７－０５）。

２．细胞培养及分化：永生化温度敏感小鼠足细胞
株由 Ｍｕｎｄｅｌ教授惠赠。将复苏的细胞用含有 γ－干
扰素（γ－ＩＦＮ）１００Ｕ／ｍｌ和 １０％胎牛血清的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基培养，置３３℃、５％ＣＯ２培养箱中孵育，
让细胞增殖传代。诱导分化时，将培养液换成不含

γ－ＩＦＮ的培养基培养，并转移至 ３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中培养２周。

３．白藜芦醇和 ＳＲＴ１７２０对足细胞表型分子基因
表达的影响：（１）细胞分组及干预方法：将分化成熟
的足细 胞分为正常组、模型 组、白 藜 芦 醇 组 和

ＳＲＴ１７２０组，细胞干预前换含 ２％胎牛血清的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液，正常组细胞常规培养，干预组分别加
入白藜芦醇至 ５μｍｏｌ／Ｌ或 ＳＲＴ１７２０至 ２μｍｏｌ／Ｌ，
３０ｍｉｎ后，模型组与干预组均加入 ＴＧＦ－β１至 ５ｎｇ／
ｍｌ，继续培养 ２４ｈ，提取细胞总 ＲＮＡ，－８０℃保存。
（２）ＲＴ－ＰＣＲ检测 ｓｎａｉｌ、α－ＳＭＡ、α－ａｃｔｉｎｉｎ４基因
表达：Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ。取所提取的约 ２μｇ
总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，并进行聚合酶链扩增反应
（ＲＴ－ＰＣＲ），β－ａｃｔｉｎ作为内参照。扩增产物经
１７％琼脂糖凝胶电泳后，用 ＢｉｏＲａｄｑｕａｎｉｔｙｏｎｅ凝胶
成像系统和分析软件对条带进行成像和半定量分析，

以 β－ａｃｔｉｎ作为内参照。α－ＳＭＡ上游引物序列为
５′－ＣＴＧＡＡＧＡＧＣＡＴＣＣＧＡＣＡＣ－３′，下游引物序列
５′－ＧＡＣＴＣＣＡＴＣＣＣＡＡＴＧＡＡＡＧ－３′，ＰＣＲ扩增片段
５２０ｂｐ；Ｓｎａｉｌ上游引物序列为 ５′－ＡＧＣＣＣＡＡＣＴＡＴ
ＡＧＣＧＡＧＣＴＧ－３′，下游引物序列为 ５′－ＣＣＡＧ
ＧＡＧＡＧＡＧＴＣＣＣＡＧＡＴＧ－３′，ＰＣＲ扩增片段 １５０ｂｐ；
α－ａｃｔｉｎｉｎ４上游引物序列 为 ５′－ＡＣＴＡＣＣＡＣＧ

ＣＡＧＣＧＡＡＣＣ－３′，下游引物序列为 ５′－ＴＣＣＣＣＴ
ＧＡＡＡＴＧＡＣＣＴＣＣ－３′，ＰＣＲ扩增片段２７７ｂｐ；β－ａｃｔｉｎ
上游引物序列为 ５′－ＣＡＧＣＴＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧ－
３′，下游引物序列为５′－ＣＧＴＴＧＣＣＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧＡＣＣ－
３′，ＰＣＲ扩增片段１５０ｂｐ。

４．ＥＸ５２７对白藜芦醇干预足细胞 α－ＳＭＡ、
ＮＥＰＨ１等分子蛋白表达的影响：（１）实验分组及干
预：实验分为正常组、模型组和白藜芦醇干预组、白藜

芦醇与 ＥＸ５２７联合干预组以及 ＥＸ５２７干预组，干预
组分 别 加 入 白 藜 芦 醇 至 ５μｍｏｌ／Ｌ或 ＥＸ５２７至
１０μｍｏｌ／Ｌ，以及白藜芦醇和 ＥＸ５２７，３０ｍｉｎ后，模型组
与干预组中均加入 ＴＧＦ－β１至 ５ｎｇ／ｍｌ，继续培养
７２ｈ，正常组常规培养。（２）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
ＮＥＰＨ１、α－ＳＭＡ和 Ｄｅｓｍｉｎ蛋白表达：收集处理好的
足细胞用预冷的 ＰＢＳ洗细胞两次，用刮刀将细胞刮
下，加入 ＲＩＰＡ裂解液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值
７４），１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ ＮＰ－４０，０．１％ ＳＤＳ，ｐｅｐ
ｓｔａｔｉｎ，ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ，ａｐｒｏｔｉｎｉｎ和 ＰＭＳＦ），震荡并冰中孵
育，４℃ １００００ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清，用 ＢＣＡ蛋白质分
析试剂盒检测蛋白浓度。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测上
述指标蛋白表达水平。在聚丙烯酰胺（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）
凝胶上电泳分离蛋白，转移至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉
封闭１ｈ，加入一抗，４℃过夜，去一抗，ＰＢＳＴ缓冲液洗
３次，每次 １０ｍｉｎ，再加入 Ｏｄｙｓｓｅｙ红外荧光标记二
抗，室温避光孵育 １．５ｈ，ＯｄｙｓｓｅｙＣＬＸ近红外双色荧
光成像系统扫描成像，并对条带进行半定量分析，目

标蛋白质相对含量分别用其与 ＧＡＰＤＨ特异性条带
的积分吸光度之比值表示。

５．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１３．０统计学软件对数
据进行统计分析处理，计量资料用均数 ±标准差（ｘ±
ｓ）表示，方差齐者，多组间采用 ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ，组
间两两比较用 ＬＳＤ法；如方差不齐，采用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ
Ｔ２，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．白藜芦醇和 ＳＩＲＴ１活化剂 ＳＲＴ１７２０对足细胞

基因分子表达的影响：ＴＧＦ－β１刺激的模型组足细
胞 ｓｎａｉｌ和 α－ＳＭＡ基因表达均较正常组足细胞明显
增高，模型组 α－ＳＭＡ基因表达与正常组比较差异有
统计学意义，白藜芦醇组和 ＳＲＴ１７２０组 Ｓｎａｉｌ、α－
ＳＭＡ基因表达均较模型组明显降低，ＳＲＴ１７２０组 α－
ＳＭＡ基因表达与模型组比较差异有统计学意义；正
常组、模型组以及干预组 α－ａｃｔｉｎｉｎ４基因表达比较
差异无统计学意义（表１，图１、图２）。
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表 １　白藜芦醇和 ＳＩＲＴ１活化剂 ＳＲＴ１７２０对

足细胞基因分子表达的影响

组别 ｎ
Ｓｎａｉｌ／

ＧＡＰＤＨ

α－ＳＭＡ／

ＧＡＰＤＨ

α－ａｃｔｉｎｉｎ４／

ＧＡＰＤＨ

正常组 ３ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００

模型组 ３ １．４４±０．４６ １．３１±０．１８ １．０４±０．１３

白藜芦醇组 ３ １．２９±０．６６ １．０８±０．１０ ０．９７±０．１５

ＳＲＴ１７２０组 ３ １．１３±０．５６ ０．９５±０．１６＃ ０．９１±０．２３

Ｆ

Ｐ

０．４６

＞０．０５

４．２１

＜０．０５

０．４１

＞０．０５

　　与正常组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５

图 １　ＲＴ－ＰＣＲ检测不同组别足细胞

基因表达柱状图（ｎ＝３）

与正常组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

图 ２　ＲＴ－ＰＣＲ检测足细胞 Ｓｎａｉｌ、α－ＳＭＡ和

α－ａｃｔｉｎｉｎ４分子基因表达
１．正常组；２．ＴＧＦ－β１组；３．白藜芦醇组；４．ＳＲＴ１７２０组

　

　　２．白藜芦醇以及 ＥＸ５２７对足细胞 ＮＥＰＨ１蛋白
表达的影响：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，ＴＧＦ－

β１诱导的模型组细胞 ＮＥＰＨ１表达明显低于正常
组，白藜芦醇干预组 ＮＥＰＨ１表达较模型组显著增
高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＳＩＲＴ１活性抑
制剂 ＥＸ５２７与白藜芦醇同时干预则足细胞 ＮＥＰＨ１
表达较白藜芦醇组显著降低，ＥＸ５２７组 ＮＥＰＨ１表
达亦较白藜芦醇组显著降低，差异有统计学意义

（表 ２，图 ３、图 ４）。

表 ２　各实验组足细胞 ＮＥＰＨ１的蛋白表达（ｎ＝３）

组别 ｎ ＮＥＰＨ１／ＧＡＰＤＨ
正常组 ３ １．００±０．００
模型组 ３ ０．８１±０．０６

白藜芦醇组 ３ １．０９±０．１０＃

白藜芦醇 ＋ＥＸＰ５２７组 ３ ０．８７±０．１３Δ

ＥＸＰ５２７组 ３ ０．７７±０．１４Δ

　　与正常组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５；与白藜芦醇

组比较，ΔＰ＜０．０５

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测足细胞 ＮＥＰＨ１蛋白分子表达
１．正常组；２．ＴＧＦ－β１组；３．白藜芦醇组；４．白藜芦醇 ＋ＥＸ５２７

组；５．ＥＸ５２７组；与正常组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜

０．０５；与白藜芦醇组比较，ΔＰ＜０．０５

　

图 ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测足细胞分子蛋白表达
１．正常组；２．ＴＧＦ－β１组；３．白藜芦醇组；４．白藜芦醇 ＋

ＥＸ５２７组；５．ＥＸ５２７组

　

　　３．白藜芦醇以及 ＥＸ５２７对足细胞 α－ＳＭＡ和
Ｄｅｓｍｉｎ蛋白表达的影响：ＴＧＦ－β１诱导的模型组
Ｄｅｓｍｉｎ蛋白表达丰度较正常组显著增高；白藜芦醇
组则较模型组显著降低；ＥＸ５２７与白藜芦醇同时干预
后 Ｄｅｓｍｉｎ蛋白表达又较白藜芦醇单独干预组显著增
高；ＥＸ５２７干预亦较白藜芦醇组显著增高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。模型组 α－ＳＭＡ蛋白表达显
著高于正常组，白藜芦醇组 α－ＳＭＡ蛋白表达则较模
型组显著降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

ＥＸ５２７与白藜芦醇同干预组和 ＥＸ５２７组 α－ＳＭＡ蛋
白表达丰度则较白藜芦醇组显著增高（表 ３，图 ５、图
６）。

讨　　论
足细胞具有特殊的形态和结构，伸出许多足突，

足突互相连接形成裂孔隔膜
［１０］
。近年来研究证实，
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表 ３　白藜芦醇对 ＴＧＦ－β１诱导的足细胞

Ｄｅｓｍｉｎ和 α－ＳＭＡ的影响

组别 ｎ Ｄｅｓｍｉｎ／ＧＡＰＤＨ α－ＳＭＡ／ＧＡＰＤＨ

正常组 ３ １．００±０．００ １．００±０．００

模型组 ３ １．７８±０．０９ １．８３±０．４１

白藜芦醇组 ３ １．５１±０．１５＃ １．１０±０．５０＃

白藜芦醇 ＋ＥＸ５２７组 ３ １．９８±０．２０Δ １．５５±０．３０

ＥＸ５２７组 ３ ２．００±０．０７＃Δ １．８３±０．３６Δ

　　与正常组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５；与白藜芦醇

组比较，ΔＰ＜０．０５

图 ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测足细胞 Ｄｅｓｍｉｎ和

α－ＳＭＡ蛋白分子表达
１．正常组；２．ＴＧＦ－β１组；３．白藜芦醇组；４．白藜芦醇 ＋ＥＸ５２７

组；５．ＥＸ５２７组。与正常组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，
＃Ｐ＜０．０５；与白藜芦醇组比较，ΔＰ＜０．０５

　

图 ６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测足细胞分子蛋白表达
１．正常组；２．ＴＧＦ－β１组；３．白藜芦醇组；４．白藜芦醇 ＋

ＥＸ５２７组；５．ＥＸ５２７组

　

足细胞在某些刺激物如转化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ－β１）或高糖环境作用下，足
细胞可发生上皮细胞向间充质细胞转分化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－
ｔｏ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），导致足细胞成熟上
皮细胞表型标志物 Ｎｅｐｈｒｉｎ、ＮＥＰＨ１等表达降低，而
间充质细胞表型标志物 Ｓｎａｉｌ、结蛋白（ｄｅｓｍｉｎ）、成纤
维细胞特殊蛋白 １（ＦＳＰ－１）、平滑肌肌动蛋白（α－
ＳＭＡ）等表达上调，从而失去复杂的细胞形态及结构，
导致足细胞功能紊乱和肾小球滤过屏障完整性损伤，

最终损害了肾小球滤过功能，使蛋白滤过增加
［１１～１３］

。

笔者前期研究发现，白藜芦醇可显著抑制 ＴＧＦ－
β１诱导的小鼠足细胞 ＥＭＴ［９］

。ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３是
ＴＧＦ－β诱导 ＥＭＴ发生的主要信号途径，ＴＧＦ－β１
对大多数 ＥＭＴ靶基因的调节主要是经由 Ｓｍａｄ３来完
成的

［９，１４，１５］
。最新研究显示，ＳＩＲＴ１可去除 Ｓｍａｄ３

（Ｌｙｓ－３７８）乙酰基修饰，降低 Ｓｍａｄ３的转录活性
［１６］
。白藜芦醇是 ＳＩＲＴ１的特异性激活剂，ＳＩＲＴ１属

于 Ｓｉｒ２相关酶类（ｓｉｒｔｕｉｎｓ）家族，具有去乙酰化活
性

［１７］
。

本项研究表明，白藜芦醇和 ＳＲＴ１７２０均可抑制
ＴＧＦ－β１诱导的足细胞 Ｓｎａｉｌ和 α－ＳＭＡ的基因表
达上调。Ｓｎａｉｌ在上皮 －间质转化进程中起着重要作
用，是 ＥＭＴ的重要促进因子；α－ＳＭＡ是上皮 －间质
转分化的重要标志。ＳＲＴ１７２０是可以活化 ＳＩＲＴ１的
强激动剂，作用强于白藜芦醇。研究提示，ＳＩＲＴ１的
激活可拮抗 ＴＧＦ－β１对足细胞表型转分化的诱导作
用。ＥＸ５２７是 ＳＩＲＴ１的特异性抑制剂，ＥＸ５２７与白
藜芦醇共同作用于 ＴＧＦ－β１诱导的小鼠足细胞，可
消除白藜芦醇对 ＴＧＦ－β１降低足细胞裂孔隔膜分子
ＮＥＰＨ１表达丰度的干预作用，白藜芦醇抑制 Ｄｅｓｍｉｎ
和 α－ＳＭＡ表达的作用也由于与 ＥＸＰ５２７共同作用
而显著减弱。ＮＥＰＨ１是足细胞成熟上皮细胞表型的
标志物之一，与 ｎｅｐｈｒｉｎ、ｐｏｄｏｃｉｎ等分子共同构成裂
孔隔膜，并在结构和功能上存在着密切联系

［１８，１９］
。

研究表明，ＥＸＰ５２７可抵消白藜芦醇维持足细胞成熟
表型的干预作用，提示白藜芦醇对足细胞表型的保

护，其重要机制是通过激活细胞中 ＳＩＲＴ１起作用的。
综上所述，白藜芦醇是一种植物抗毒素，具有天

然、多功能、无毒不良反应等特点。近年来研究显示，

白藜芦醇具有降低蛋白尿、改善肾脏结构和功能的作

用。笔者前期研究探讨了白藜芦醇对足细胞上皮 －
间质转分化的抑制作用可能是其降低蛋白尿的重要

机制。而本研究则解释了，白藜芦醇抑制足细胞上

皮 －间质转分化的作用机制，作为 ＳＩＲＴ１的特异性激
活剂，激活足细胞 ＳＩＲＴ１是其抑制 ＴＧＦ－β１诱导足
细胞表型转化的重要机制。
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