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蛋白激酶 C在血管紧张素Ⅱ诱导的肾小球系膜细胞收缩中的作用
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摘要 目的：研究蛋白激酶 C(pkc)在血管紧张素Ⅱ诱导的肾小球系膜细胞（GMC）收缩中的作用。方法：人肾小球系膜细胞系用于
全部实验。应用血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）刺激蛋白激酶 C抑制剂白屈菜红碱（CHE）处理或未处理的系膜细胞。利用激光扫描共聚焦
显微镜测细胞内钙离子浓度。结果：①膜细胞经 AngⅡ诱导后，细胞出现明显的大幅度起始钙离子浓度升高 (vs.control, p<0.05,
n=16)②膜细胞经 CHE预处理后减少 AngⅡ诱导的 GMC钙离子浓度(vs AngⅡ, p<0.05, n=16)。结论：①血管紧张素Ⅱ诱导系膜
细胞收缩。②蛋白激酶 C参与血管紧张素Ⅱ诱导的肾小球系膜细胞的收缩过程。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of PKC on cells contraction in cultured mesangial cells. Methods: The human

mesangial cell line was used for all experiments. Mesangial cell contraction was induced by angiotensin II. Laser scanning confocal mi-
croscopy was used to detect calcium concertration in the cells. Results:①Mesangial cells treated by AgⅡ (10-6mol/L) for 30mins signif-
ficantly increased calcium concertration. (vs.control, P<0.05, n=16). ② GMC was induced by AgⅡ(10-6mol/L) and CHE (10-5mol/L),
calcium concertration of which decreased to AgⅡgroup. (vs AgⅡ. P<0.05, n=16). Conclusion:①AngⅡinduced GMC contraction.②
PKC take part in AngⅡ-induced contraction of GMC.
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前言

肾小球系膜细胞（mesangial cellMC）是肾小球的固有细胞[1]，

在维持肾小球正常的结构和功能中具有重要的作用[2]，系膜细

胞收缩是肾小球硬化的早期事件[3]，在各种损害因素下，系膜细

胞表现过度的持续收缩最终导致肾小球硬化和肾功能衰竭[4]。
PKC是一种钙、磷脂依赖性蛋白磷酸化酶，广泛存在于人体的
各种组织细胞中[5]。它能被细胞外生物活性因素(激素、生长因
素、神经递质)激活，完成靶蛋白磷酸化，通过蛋白磷酸化后生
物活性的改变而完成细胞外源性信号的应答，构成细胞内重要

的信息网络系统[6]。细胞内钙离子浓度升高是各种活性物质发
挥生物学的基础[7]。本研究应用蛋白激酶 C抑制剂白屈菜红碱
（CHE）抑制蛋白激酶的激活[8]，从而观察蛋白激酶 C在血管紧
张素Ⅱ诱导的肾小球系膜细胞收缩中的作用。

1 材料与方法

1.1 实验细胞系和试剂
人肾小球系膜细胞系由南京中医学院馈赠，用于全部实

验。新生小牛血清由杭州四季青公司提供；RPMI1640培养基由
Gibco公司提供；胰蛋白酶由 Gibco公司提供；血管紧张素Ⅱ及
CHE由 Sigma公司提供；
1.2 主要仪器设备及软件
二氧化碳培养箱由日本三洋公司提供；超净工作台由苏州

净化设备厂提供；超纯水系统由美国 Millipore提供；荧光显微
镜由日本 Olympus公司提供；光学显微镜由日本 Olympus公
司提供；激光扫描共聚焦显微镜由美国MERIDIAN公司提供；
1.3 实验方法
1.3.1 细胞培养 当细胞融合至 70％时的对数生长期细胞，开
始传代培养，传代时移去培养基，加入 0.25%胰蛋白酶 1ml消
化 2-4min 至细胞分散，吹打。将细胞移入离心管，离心
（1000rpm,5min），培养液重新悬浮混匀细胞，接种于含 10%胎
牛血清的 RPMI1640培养基的培养瓶中，置于 37℃ 5％CO2的

培养箱中培养。培养的 HMC细胞为单层生长，传代率为 1:3到
1:4，每 2-3天传代一次。
1.3.2 激光共聚焦显微镜测细胞内钙离子浓度 LSCM能对活
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细胞内部的钙离子分布及随时间的变化进行成像及测量 [9]。
Fluo-3AM的负载好的标本在激光共聚焦显微镜下动态扫描细
胞内荧光强度变化来指示胞内游离钙浓度的变化。在观察 Ca2+

快速变化时,可选线扫方式,其采样频率为 488Hz,与 Ca2+结合
的 Fluo-3可以被 488nm的氩离子激光激发, 可在 525nm处探
测到荧光发射,计算机软件进行自动分析处理，以荧光强度增
高的百分比来衡量钙浓度的变化，在 LSCM下选定负载好的细
胞视野后,用微量加药器将实验条件要求的试剂滴加在载波片
上中,试剂扩散后进行观察，以 5秒间隔连续记录 200秒，统计
荧光强度变化

1.4 数据的统计学分析
数据进行统计分析并作图，实验数据以 mean±SE表示，

用组间 t检验进行统计差异性检验，P<0.05认为有显著差异。

2 结果

如表 1，图 1所示:系膜细胞经 AngⅡ诱导后，细胞出现明
显的大幅度起始钙离子浓度升高 (vs control, P<0.05, n=16).系
膜细胞经 CHE预处理后减少 AngⅡ诱导的 GMC钙离子浓度
(vs AngⅡ. P<0.05, n=16)。

Group Number of cell Average fluorescens intensity

Control group 16 23.98±10.06

AgⅡgroup 16 158.75±14.52*

CHE+ AgⅡ group 16 59.31±17.56**

注：数值以 mean±SE表示，与未处理组比较：*P<0.05，与 AgⅡ组比较：**P<0.05

Note: *P<0.05 AgⅡgroup compared with control group；**P<0.05 CHE+ AgⅡgroup compared with AgⅡgroup

表 1 不同药物作用下对系膜细胞[Ca2+]i变化水平的影响
Table 1 Effect of various drug on [Ca2+]i change of GMC

3 讨论

研究证实系膜细胞持续收缩在肾小球硬化和进行性肾功

能衰竭中具有重要作用。系膜细胞持续收缩是肾小球硬化的共
同病理特征[10]。大量的实验表明，系膜细胞持续收缩具有重要
的病理作用[11]，但其收缩的机制尚未完全阐明。因而，研究对系
膜收缩具有调控作用的分子，不仅有助于揭示肾小球硬化的发

病机制，而且对研制开发防治肾功衰竭药物具有重要的意义。
近些年发现蛋白激酶 C与某些细胞收缩有关[12]。这些研究
为揭示系膜细胞收缩机制提供了新的线索。蛋白激酶 C在细胞
收缩的作用可能存在细胞类型特异性。已有许多研究表明蛋白
激酶 C参与心肌细胞收缩过程[13]，但在系膜细胞中的作用并未

做过报道，本研究发现小窝蛋白和蛋白激酶 C参与系膜细胞的
收缩过程，主要有以下证据：①血管紧张素Ⅱ诱导系膜细胞收
缩。②CHE抑制血管紧张素Ⅱ介导的系膜细胞收缩。

PKC是一种钙、磷脂依赖性蛋白磷酸化酶，广泛存在于人
体的各种组织细胞中。其中蛋白激酶 C在小窝蛋白上就有表
达。PKC是丝 /苏氨酸(Ser/Thr)蛋白激酶家族中的一员，它可以
磷酸化细胞诸多作用靶位影响细胞的兴奋一收缩偶联。其中，
PKC对心肌收缩蛋白磷酸化的作用是目前研究的比较深入，结
论比较确定的[14]。心肌细胞通过兴奋 -收缩偶联调节其收缩性
能。兴奋 -收缩偶联主要包括细胞膜离子通道、肌浆网(RS)与肌
小节三个主要环节。研究证实激活后的 PKC可以磷酸化 L型
钙通道、Na+-H+交换、肌浆网以及心肌细胞收缩蛋白，如心肌肌
钙蛋白 I (cTnI)、心肌肌钙蛋白 T (cTnT)、肌球蛋白轻链 -2
(MLC-2)、肌球蛋白结合蛋白 C，因而可以起到调节心肌细胞收
缩性能的作用 [15]。但在系膜细胞中的收缩机制还需进一步研
究。
本研究通过激光共聚焦观察了正常状态下和各处理组下

细胞内荧光强度的变化。发现当加入 PKC抑制剂 CHE后，细
胞内荧光强度出现相应的减少，这一现象提示 PKC参与了此
收缩过程。
总之，本研究以 PKC抑制剂 CHE为干扰方法，证明了

PKC激活后引起了系膜细胞收缩，从而说明蛋白激酶 C参与
系膜细胞的收缩过程。但是，未能进行相关作用机制的研究，后
续的研究应着眼于进一步的证明这一作用，并且探索其内在的

作用机制。进一步深入研究，不仅有助于揭示各种肾炎、肾小球
硬化发病机制，而且对研制开发防治肾功能衰竭药物具有重要

的意义。
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由哈尔滨医科大学附属第四医院申宝忠教授主编的《分子影像学》第二版( ISBN：978-7-117-13344-9/R·
13345)一书已于 2010年 9月 14日由人民卫生出版社出版发行。《分子影像学》是国内第一部分子影像学大型
专著。对于分子影像学的基本概念、基本原理、基本方法和应用概况都有精彩而详细的论述，充分体现了国际
分子影像学的最新进展。
《分子影像学》第二版由著名医学影像学家、中国工程院院士刘玉清教授和美国分子影像学专家、美国医
学科学院院士 Sanjiv Sam Gamhbir教授亲自作序。编委会包括美国哈佛大学、斯坦福大学等国外知名院校 7
名专家作为国外编委，国内多家知名大学、研究中心学术带头人 13名作为国内编委，还包括国内外共 40名专
家参与编写。
全书共计 130余万字，收录图片 378幅，共分基础篇和应用篇。
基础篇共分 10章，主要介绍了分子影像学的发展简史，分子成像的相关概念、基本原理、基本技术和设备
等，内容较第一版更为精准、完善，覆盖面更加宽泛。着重针对探针合成这一当前分子成像研究的技术瓶颈，纳
入了材料学、生物学和化学等相关技术内容。
应用篇共分 7章，着重介绍了分子影像学技术的最新进展和应用情况，并详细介绍了分子成像在肿瘤、中

枢神经系统和心血管系统疾病诊断中的应用情况，重点阐述了分子成像在监测基因治疗、活体细胞示踪以及
新药研发等方面的最新研究进展，并就分子影像学向临床转化所面临的问题进行了深入剖析。
本书内容系统详实，深入浅出，图文并茂，可读性强。可供医学影像学专业、临床专业学生使用，并可为临
床各学科研究生、临床医师及其他相关生命科学的研究人员提供参考。
《分子影像学》精装本定价 260元,全国各大书店有售。
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