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蟾蜍灵对小鼠足细胞阿霉素模型 nephrin 和 p38 表达的影响

李善文，施会敏，张爱青，甘卫华
( 南京医科大学第二附属医院 儿肾科，江苏 南京 210003)

【摘 要】目的: 探讨蟾蜍灵( bufalin) 对阿霉素损伤足细胞 nephrin 和 p38 表达的影响。方法: 体外培养正常足细胞并进行分

组: 对照组、蟾蜍灵组、阿霉素诱导组和阿霉素诱导 + 蟾蜍灵组。制备阿霉素损伤足细胞模型，蟾蜍灵按一定梯度浓度范围干

预足细胞，MTT 法确定其作用于足细胞的安全、有效剂量。倒置显微镜观察足细胞形态，实时荧光定量 PCＲ 检测足细胞 neph-
rin 和 p38 基因相对表达水平。结果: MTT 法提示蟾蜍灵浓度 10 －8 mol / L，足细胞成活率在 90%以上。阿霉素诱导组、阿霉素

诱导 + 蟾蜍灵组、蟾蜍灵组，倒置显微镜下观察足细胞形态与对照组相比无明显改变。实时荧光定量 PCＲ 检测足细胞 nephrin
mＲNA 相对表达，蟾蜍灵组较对照组无明显变化，阿霉素诱导组 nephrin mＲNA 表达与对照组相比显著下降( P ＜ 0． 05 ) ，阿霉

素 + 蟾蜍灵组 nephrin mＲNA 表达仍下降，但与阿霉素组比较明显升高( P ＜ 0． 05) 。实时荧光定量 PCＲ 检测 p38 mＲNA 表达，

各组较对照组表达均升高( P ＜ 0． 05) ，阿霉素诱导组升高最显著，阿霉素诱导 + 蟾蜍灵组较阿霉素诱导组表达明显降低( P ＜
0． 05) 。结论: 蟾蜍灵可能通过调控足细胞 nephrin 的表达减缓阿霉素对足细胞的损害，此调节过程可能与足细胞 p38 的表达

变化有关。
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Effects of bufalin on the expression of nephrin and p38 in podocytes of mice induced by adria-
mycin

LI Shanwen，SHI Huimin，ZHANG Aiqing，GAN Weihua
Department of Pediatric Nephrology，Second Affiliated Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing 210003，China

【Abstract】Objective: To observe the effect of bufalin on expression of nephrin and p38 in podocytes of mice induced by adriamycin． Methods: Mouse
podocytes were initially in vitro cultured，and divided into four groups: namely control group，bufalin group，adriamycin induced group and bufalin plus adri-
amycin induced group． Mouse models with injured podocytes were induced with adriamycin，and then treated with bufalin in gradient dose fashion to deter-
mine the safety and effective dose by MTT assay． Inverted microscope was used to observe the morphology of the podocytes，and real time PCT was per-
formed to detect the relatively expressed level of nephrin protein and p38 in the podocytes． Ｒesults: MTT assay indicated that bufalin in dose of 10 －8

mol / L led to survival rate of podocytes over 90% ，and microscopy showed no significant difference in cellular morphology between groups induced with ad-
riamycin，adriamycin plus bufalin and bufalin treatment and control group． Nephrin mＲNA expression in the podocytes was not significant，yet notably de-
creased in adriamycin induced group as compared with the controls( P ＜ 0． 05) ，and nephrin mＲNA expression was further down-regulated in adriamycin
+ bufalin group，and contrarily increased significantly in adriamycin induced group( P ＜ 0． 05) ． Expression of p38 mＲNA increased in all groups except
the controls( P ＜ 0． 05) ，and was robust in adriamycin induced group，yet decreased significantly in adriamycin plus bufalin models compared with adria-
mycin induced group( P ＜ 0． 05) ． Conclusion: Bufalin may have a protective effect on the impaired podocytes induced by adriamycin through increasing
the cellular nephrin protein expression． The potential mechanism may be associated with the regulation of p38 expression in the podocytes．
【Key words】bufalin; podocyte; nephrin; p38

目前认为蛋白尿是肾功能恶化的独立危险因

素，而足细胞损伤是产生蛋白尿的关键因素。足细

胞是肾脏的一种固有细胞，当其损伤持续或加重时，

可 以 导 致 肾 小 球 硬 化［1］。由 podocin、nephrin、
CD2AP 等多 种 蛋 白 质 分 子 组 成 裂 孔 隔 膜 复 合 体

( SD) ，是足细胞的重要组成部分，这一结构在维持

肾小球滤过功能中起关键 作 用 ［2 － 3］。1974 年 由

Ｒodewald 和 Kamovsky 首次提出 SD 概念，nephrin 是

SD 的主要结构蛋白，主要功能包括细胞信号转导、
维持细胞形态和稳定滤过屏障等 ［4 － 6］。我们前期
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的体内试验提示: 蟾蜍灵干预阿霉素肾病模型大鼠，

可通过影响 nephrin 的表达和分布以达到减轻蛋白

尿，保护肾脏的作用［7］。本课题从细胞水平进一步

验证 nephrin 的表达及分布变化，并通过对 MAPK
信号转导通路关键分子的检测，进一步探讨蟾蜍灵

改善阿霉素诱导的足细胞损伤的可能机制。

1 材料和方法

1． 1 材料 小鼠足细胞系 MPC5 为美国 Mundel 教

授( Albert Einstein college of Medicine，New York) 惠

赠; 蟾蜍灵、γ-干扰素( pepro Tech 英国) 、胎牛血清

( Hyclone 美国) 、1640 培养基( Gibco 美国) ，Ⅰ 型胶

原( Sigma) ，培养瓶 ( NUNC 丹麦) ，恒温孵育箱; 胰

蛋白酶( Gibco，美国) ; TＲIzol Ｒeagent ( Invitrogen，美

国) ; DNA Maker ( TaKaＲa，日本) ; 电子显微镜 ( O-
lympus，日本) ; 梯度 PCＲ 仪( Eppendorf，德国) 。
1． 2 足细胞培养及分组

1． 2． 1 足细胞培养 小鼠足细胞系 MPC5，用含有

10% 胎牛血清的 ＲPMI 1640 培养液，于 5% CO2 恒

温孵育箱培养。足细胞复苏后于 33℃ 在重组小鼠

γ-干扰素诱导下传代增生，接种到涂有Ⅰ型胶原的

培养皿内，并于 37 ℃ 培养 14 d 使其分化成熟后进

行实验。
1． 2． 2 MTT 比色法检测足细胞活性 足细胞分化

成熟后用 0． 25% 胰酶消化，使其分散后以 8000 个 /
孔的密度接种于 96 孔板( 每孔加入 80 μL) ，用培养

基补至 100 μL / 孔。放入含 5% CO2的 37℃培养箱

中培养至细胞单层铺满孔底。将配好的蟾蜍灵加入

各孔，使每孔蟾蜍灵终浓度为 10 －7 mol / L 、10 －8

mol / L、10 － 9 mol / L，设 8 个复孔; 以 0 μmol /L 组为

空白对照孔，以培养基、MTT 和二甲基亚砜( DMSO)

为调零孔; 放入培养箱继续培养 24 h，每孔加入 10
μL MTT 溶液，继续培养 4 h 后终止，吸去上清，每孔

加入 150 μL 二甲基亚砜，置摇床振荡 10 min，使结

晶物充分溶解后，在 492 nm 波长下应用 DG-5032 型

酶联免疫检测仪检测各孔的 OD 值。足细胞活性 =
( 造模 / 干预组 OD 值 － 调零 OD 值) / ( 对照 OD 值

－ 调零 OD 值) × 100%。
1． 2． 3 足细胞分组及处理 将分化成熟的小鼠足

细胞分为 4 组: 对照组、蟾蜍灵组、阿霉素诱导组和

阿霉素诱导 + 蟾蜍灵组。对照组: 正常足细胞; 蟾蜍

灵组: 加入蟾蜍灵作用 24 h; 阿霉素诱导组: 1 μmol /
mL 阿霉素处理 24 h 后模型稳定［8］; 阿霉素诱导 +
蟾蜍灵组: 同时加入 1 μmol /mL 阿霉素和蟾蜍灵作

用 24 h。

1． 2． 4 实时荧光定量 PCＲ 检测足细胞 nephrin 和

p38 基因相对表达水平检测 在六孔板中接种 4 ×
105 个 /孔的细胞悬液，按照分组及作用时间加入蟾

蜍灵、阿霉素。收集细胞时用 PBS 缓冲液洗涤细胞

3 次，每孔中加入 1 mL TＲIzol ＲNA 提取液，按照说

明书步骤提取细胞总 ＲNA，紫外分光光度仪测定

260 nm、280 nm 的吸光度值，重复 3 次，计算 A260 /
A280 比值，根据 A260 值计算 ＲNA 浓度。将 ＲNA
逆转录为 cDNA 后加入引物扩增特异性片段，加入

目的基因和内参引物，扩增出目的基因，引物序列见

表 1。扩增反应总体积为 25 μL，扩增条件: 95℃
30 s预变性，95℃ 5 s，60℃ 30 s PCＲ 反应，72℃ 30 s
退火，延伸 35 个循环后，实时连续测定基因扩增过

程中 产 生 的 荧 光。相 对 定 量 采 用△△Ct 法，以

GAPDH 作为内参照，对照组作为基准，基准值为 1，

蟾蜍灵组、阿霉素组、蟾蜍灵 + 阿霉素组 mＲNA 的

表达量均表达成基准值 1 的 n 倍［9］。

表 1 小鼠 GAPDH、p38、nephrin 引物序列

mＲNA 引物序列 产物大小

GAPDH sense 5'-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3' 222 bp
GAPDH antisense 5'-CACATTGGGGGTAGGAACAC-3'
p38 sense 5'-CGACCACGTTCAGTTTCTCA-3' 181 bp
p38 antisense 5'-AGCCACGTAGCCTGTCATCT-3'
nephrin sense 5'-GATGCGGAGTACGAGTGCC-3' 87 bp
nephrin antisense 5'-GGGGAACTAGGACGGAGAGG-3'

1． 3 统计学分析 采用 SPSS 17． 0 软件进行统计

分析，计量资料以均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，组间

比较采用单因素方差分析和 q 检验，方差不齐时采

用 Dunnett T3 检验。P ＜ 0． 05 表示差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 蟾蜍灵对小鼠足细胞的毒性试验 MTT 实验

结果显示，不同浓度的蟾蜍灵( 10 －7mol /L、10 －8mol /
L、10 －9mol /L) 对小鼠足细胞作用 24 h 后，足细胞活

力均在 90%以上，提示这 3 种浓度蟾蜍灵作用于足

细胞 24 h 后均无明显毒性作用。结合前期实验结

果，本研究选用 10 －8mol /L 浓度的蟾蜍灵作为干预

浓度。
2． 2 蟾蜍灵对小鼠足细胞形态的影响 足细胞在

γ-干扰素、33℃生长、增殖，细胞呈铺石路样，细胞体

较小，细胞核呈圆形或卵圆形，以双核多见。足细胞

转化成熟时细胞体变大，有突起伸出，相邻足细胞间

形成相互连接，细胞核较大，以单核多见。阿霉素诱

导组、阿霉素诱导 + 蟾蜍灵组、蟾蜍灵组，光镜下观

察细胞形态与对照组相比无明显改变( 见图 1 ) 。
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图 1 蟾蜍灵对小鼠足细胞形态的影响

2． 3 蟾蜍灵对小鼠足细胞 nephrin 和 p38 基因相

对表达的影响 ＲT-PCＲ 检测 nephrin 基因表达，蟾

蜍灵组较对照组无明显变化( P = 0． 815) ，阿霉素诱

导组 nephrin 表 达 与 对 照 组 相 比 显 著 下 降 ( P =
0． 000) ，阿霉素 + 蟾蜍灵组 nephrin 表达下降，但与

阿霉素组比较明显升高( P = 0． 000) 。ＲT-PCＲ 检测

p38 基因表达，蟾蜍灵组较对照组无明显变化( P =
0． 152) ，阿霉素组及阿霉素诱导 + 蟾蜍灵组较对照

组表达均升高( P = 0． 000; P = 0． 000 ) ，阿霉素诱导

组升高最显著，阿霉素诱导 + 蟾蜍灵组较阿霉素诱

导组表达明显降低( P = 0． 028) ，图 2。

* P ＜ 0． 05 vs 对照组; #P ＜ 0． 05 vs 阿霉素组;△P ＜ 0． 05 vs 蟾蜍灵组

图 2 阿霉素和蟾蜍灵对 MPC 细胞 p38 及 nephrin mＲNA 的影响

3 讨论

蛋白尿是肾病综合征的主要临床表现，目前认

为足细胞损伤是产生蛋白尿的主要因素之一。阿霉

素肾病模型是一种研究体内外足细胞损伤的经典工

具［10］。nephrin 表达的变化是足细胞损伤的主要标

志物之一。有研究证实，在阿霉素肾病大鼠模型中，

nephrin 表达下调，是蛋白尿产生的主要机制 ［11］。
蟾蜍灵是从传统中药蟾酥中分离提取的单体成

分之一。目前认为，蟾蜍灵可通过诱导凋亡、抑制增

殖，对 体 外 培 养 的 多 种 肿 瘤 细 胞 发 挥 抗 肿 瘤 作

用［12 － 13］。本课题组前期研究发现蟾蜍灵还可以抑

制脂多糖诱导的肾脏系膜细胞增殖、减轻系膜细胞

外基质的分泌，可以阻断高糖对肾脏系膜细胞的直

接促纤维化作用［14 － 15］。在动物模型实验中我们又

发现蟾蜍灵能够降低阿霉素肾病大鼠 24 h 尿蛋白

和血脂水平，减轻足细胞病变［7］。本研究发现，在

体外蟾蜍灵对阿霉素引起的足细胞 nephrin 表达下

降起一定的缓解作用，进一步证实蟾蜍灵在维持足

细胞裂孔隔膜的完整性，减轻肾小球滤过屏障的损

伤发挥作用。
MAPK 信号通路也是足细胞内重要的信号转导

路径，该通路的激活与足细胞损伤、蛋白尿的产生密

切相关［16］。p38 和 JNK 是 MAPK 信号通路的关键

分子，有研究报道 nephrin 可通过改变 p38 和 JNK
的表达激活 MAPK 信号通路［17］参与足细胞损伤。
本实验中实时荧光定量 PCＲ 检测 p38 表达，结果发

现 p38 表达与 nephrin 表达的变化相似。提示蟾蜍

灵对足细胞的保护作用可能与 MAPK 信号通路 p38
表达变化有关。

总之，本实验提示在体外蟾蜍灵可调节足细胞

nephrin 的表 达，缓 解 足 细 胞 损 伤，此 过 程 可 能 与

MAPK 信号通路的激活有关。结合前期体内实验结

果，提示蟾蜍灵可减缓阿霉素模型中足细胞损害，可

能的机制为通过激活 MAPK 信号通路上调 nephrin
表达，从而维持足细胞裂孔隔膜的完整性，减轻肾小

球滤过屏障的损伤，但其具体机制仍有待于进一步

实验证实。
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