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晚期糖基化终产物对足细胞内肾素血管紧张素系统的影响
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　　［摘要］　目的　观察晚期糖基化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）对足细胞内肾素血管紧张素系统
（ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＳ）的影响及作用机制。方法　不同浓度的 ＡＧＥｓ干预小鼠足细胞 ２４ｈ，分别检测肾素
（ｒｅｎｉｎ）、血管紧张素原（ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＡＧＴ）、血管紧张素Ⅱ１型、２型受体（ＡＴ１Ｒ、ＡＴ２Ｒ）的表达，血管紧张素转
换酶（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＡＣＥ）的活性和血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）的浓度，观察蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）
的磷酸化，然后分别加入磷酸肌醇３激酶抑制剂 ＬＹ２９４００２、ｌｏｓａｒｔａｎ、ｃａｐｔｏｐｒｉｌ和 ｃｈｙｍａｓｔａｔｉｎ，观察足细胞粘附性的变化。
结果　与对照组相比，ＡＧＥｓ（８０μｇ／ｍＬ）明显上调ＡＧＴ和ＡＴ１Ｒ的表达［（１８３．０±１９．０）％ ｖｓ１００％，（１７９．０±１７．０）％ ｖｓ
１００％，Ｐ＜０．０５］，裂解液中ＡＣＥ活性明显增加［（１４２．８±１０．３）Ｕ／μｇｖｓ（８５．０±９．２）Ｕ／μｇ，Ｐ＜０．０５］，细胞上清中ＡｎｇⅡ
的浓度明显增加［（１１．２±０．８）ｐｇ／ｍＬｖｓ（７．０±０．７）ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＜０．０５］；Ａｋｔ的磷酸化上调１００％（Ｐ＜０．０５），而ＬＹ２９４００２
可减轻ＡＧＥｓ介导的足细胞内ＲＡＳ的激活；与ＡＧＥｓ组相比，ＬＹ２９４００２可改善 ＡＧＥｓ介导的足细胞粘附性的下降［（８２±
１３）％ ｖｓ（４０±１２）％；（７８±１４）％ ｖｓ（４２±１３）％，Ｐ＜０．０５］。结论　ＡＧＥｓ可能通过磷酸肌醇３激酶途径激活足细胞内
的ＲＡＳ，降低足细胞粘附性。
　　［关键词］　 晚期糖基化终产物；磷酸肌醇３激酶；足细胞；肾素血管紧张素系统
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Ⅱ （ＡｎｇⅡ），ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ（ＡＣＥ）ｗｅｒｅａｓｓａｙｅｄ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＡｋｔａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡｋｔｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｉｎｔｈｅｐｏｄｏｃｙｔｅｓｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３Ｋ）ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＬＹ２９４００２，ｌｏｓａｒｔａｎ，ｃａｐｔｏｐｒｉｌａｎｄｃｈｙｍｏｓｔａｔｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＡＧＥｓｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＧＴａｎｄＡＴ１Ｒ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，
ＡＣＥａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＡｎｇⅡ ｌｅｖｅｌｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｉｎｒｅｎｉｎａｎｄ
ＡＴ２Ｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．ＡＧＥｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＡｋｔｂｙ１００％．Ｗｈｅｎｔｈｅｐｏｄｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈＬＹ２９４００２（１０μｍｏｌ／Ｌ），ｔｈｅＡＧＥｓｉｎｄｕｃｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｉｎＡＧＴａｎｄＡＴ１Ｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｄｕｃｅｄｒｅｍａｒｋａｂｌｙ．
Ｌｉｋｅｗｉｓｅ，ＡＣＥａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＡｎｇⅡ ｌｅｖｅｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ａｎｄｔｈｅｒｅｄｕｃｅｄｐｏｄｏｃｙｔｅａｄｈｅｓｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡＧＥｓｗａｓｉｍｐｒｏｖｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＡＧＥｓａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅＲＡＳｖｉａＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｌｅａｄｔｏａｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｐｏｄｏｃｙｔｅａｄｈｅｓｉｏｎ．
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　　晚期糖基化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄ
ｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）是高糖环境下的重要产物并参与糖尿病
肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）的发生、发展。足细胞
构成肾小球滤过膜的最后一道屏障，肾小球足细胞结

构或数量的异常在蛋白尿的发生及肾小球硬化的进程

中均起着核心的作用。新近研究［１］表明肾小球足细

胞内存在肾素血管紧张素系统（ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓ
ｔｅｍ，ＲＡＳ），激活后足细胞自分泌产生的血管紧张素Ⅱ
（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）可作用于足细胞自身，导致一
系列损伤性变化。本研究通过体外实验观察 ＡＧＥｓ对
小鼠足细胞内ＲＡＳ的影响并探讨磷酸肌醇３激酶／蛋
白激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）信号通路在其中的作用。

１　材料与方法

１．１　 材料
　 ＡＧＥｓ（德国Ｍｅｒｃｋ），细胞培养级牛血清白蛋白［（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒ
ｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ），美国 ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ］，ＡｎｇⅡ检测试剂盒
（美国ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ），血管紧张素转换酶（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ，ＡＣＥ）活性试剂盒（北京海军总医院），兔抗血管紧张素
原（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｏｇｅｎ，ＡＧＴ）多克隆抗体（Ａｂｃａｍ，ＵＫ），兔抗肾素
（ｒｅｎｉｎ）多克隆抗体和兔抗血管紧张素Ⅱ １型、２型受体（ａｎｇｉｏ
ｔｅｎｓｉｎⅡ ｔｙｐｅ１，ｔｙｐｅ２ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＴ１Ｒ，ＡＴ２Ｒ）多克隆抗体（美
国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），兔抗磷酸化Ａｋｔ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
Ａｋｔ，ＰＡｋｔ）和小鼠抗Ａｋｔ（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），Ｃｈｙ
ｍａｓｔａｔｉｎ、ｃａｐｔｏｐｒｉｌ、ＬＹ２９４００２、鼠尾Ⅰ型胶原和 ＰｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌＮ
ａｃｅｔｙｌＤｇｌｙｃｏｓａｍｉｄｅ（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔｌｏｕｉｓ，Ｍｏ）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及实验分组　　小鼠足细胞 ＭＰＣ５由中山大
学附属第一院肾内科余学清教授惠赠。第１部分实验分对照
组、不同浓度的 ＡＧＥｓ（２０、４０、８０、１６０μｇ／ｍＬ）组和 ＢＳＡ
（８０μｇ／ｍＬ）组，干预足细胞 ２４ｈ，检测 ＡＧＴ、ＡＴ１Ｒ、ＡＴ２Ｒ、
ｒｅｎｉｎ、ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ的表达和蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）的磷酸化；第２部
分实验为予ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理足细胞
后观察ＡＧＥｓ介导的足细胞ＡＧＴ、ＡＴ１Ｒ、ＡＣＥ、ＡｎｇⅡ的变化；第
３部分实验分别予ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２（１０μｍｏｌ／Ｌ）、Ｌｏｓａｒ
ｔａｎ（１００μｍｏｌ／Ｌ），ｃａｐｔｏｐｒｉｌ（５０μｍｏｌ／Ｌ）和糜酶抑制剂 ｃｈｙｍａｓ
ｔａｔｉｎ（１００μｍｏｌ／Ｌ）预处理１ｈ后，以细胞计数法和己糖胺酶分
析法观察ＡＧＥｓ介导的足细胞粘附性的变化。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　蛋白的提取及免疫印迹按说明书
进行。实验所用抗体：兔抗鼠ＡＧＴ（１∶２０００）、ｒｅｎｉｎ（１∶２００）、

ＡＴ１Ｒ（１∶２００）、ＡＴ２Ｒ（１∶２００）、Ａｋｔ（１∶２０００）、ＰＡｋｔ（１∶２０００），
４℃ 孵育过夜，然后分别孵育二抗、显影、定影。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
图像分析软件分析目标条带和内参光密度值，目标条带／内参
为该目的蛋白相对含量。

１．２．３　马尿酸生成试验　　按试剂盒说明书进行操作，紫外
２２８ｎｍ测定马尿酸量，读取各管的光密度值［Ｄ（２２８）］，比较马
尿酸量可间接反映样品中血管紧张素转换酶的相对活性水平。

通过测定３个标准管 Ｄ（２２８）值，３管 Ｄ（２２８）平均值／马尿酸
（μｍｏｌ／Ｌ）＝马 尿 酸 με，ＡＣＥ活 性 ＝［Ｄ（２２８）测定管 －
Ｄ（２２８）空白管］×３．０／（２．６４×马尿酸με），测定值以Ｕ表示。
１．２．４　酶联免疫吸附实验　　按 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明进行操
作，用酶标仪在４５０ｎｍ测定光密度值［Ｄ（４５０）］，ＳｉｇｍａＰｌｏｔ软
件拟合标准曲线，并计算各标本浓度。

１．２．５　足细胞粘附性的检测　　分别用细胞计数法和己糖胺
盐分析法分析足细胞的粘附性，粘附率＝（实验组光密度值／对
照组光密度值）×１００％
１．３　统计学分析
　　数据代表 ３次重复实验结果，以 珋ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ
１６０统计软件，根据方差齐性检验结果，组间比较采用单因素方
差分析，组间两两比较用ＬＳＤｔ检验，率的比较采用方差分析。

２　结果

２．１　ＡＧＥｓ对足细胞内肾素血管紧张素系统的影响
　　ＡＧＥｓ（８０μｇ／ｍＬ）可明显上调足细胞ＡＧＴ和ＡＴ１Ｒ的表达
（均为Ｐ＜０．０５，图１Ａ），但对ｒｅｎｉｎ和ＡＴ２Ｒ的表达没有明显影响
（Ｐ＞０．０５，图１Ｂ）。通过测定ＡＣＥ的活性和ＥＬＩＳＡ检测ＡｎｇⅡ
的浓度发现，ＡＧＥｓ（８０μｇ／ｍＬ）可明显升高足细胞裂解液中
ＡＣＥ的活性（Ｐ＜０．０５），细胞上清中ＡｎｇⅡ的浓度也明显增加
（Ｐ＜００５）。见表１。
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１：对照组；２：２０μｇ／ｍＬ；３：４０μｇ／ｍＬ；４：８０μｇ／ｍＬ；５：１６０μｇ／ｍＬ；
６：ＢＳＡ
Ａ：血管紧张素原和血管紧张素Ⅱ１型受体；Ｂ：肾素和血管紧张素Ⅱ
２型受体
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度ＡＧＥｓ对ｒｅｎｉｎ、ＡＧＴ、ＡＴ１Ｒ和

ＡＴ２Ｒ的影响

表１　定量分析不同浓度ＡＧＥｓ对足细胞内ＲＡＳ各成分的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

浓度 ＡＧＴ／ＧＡＰＤＨ（％） ＡＴ１Ｒ／ＧＡＰＤＨ（％） ｒｅｎｉｎ／ＧＡＰＤＨ（％） ＡＴ２Ｒ／ＧＡＰＤＨ（％） ＡＣＥ（Ｕ／μｇ） ＡｎｇⅡ（ｐｇ／ｍＬ）
对照组 １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ ８５．０±９．２ ７．０±０．７
２０μｇ／ｍＬ １１２．０±１７．０ １０９．０±１８．０ １０８．０±１６．０ １０７．０±１７．０ ９９．８±９．６ ８．４±０．８
４０μｇ／ｍＬ １３２．０±１７．０ １３０．０±１６．０ １０９．０±１５．０ １１０．０±１８．０ １２４．１±８．９ ９．６±０．７
８０μｇ／ｍＬ １８３．０±１９．０ａ １７９．０±１７．０ａ １１７．０±１８．０ １０７．０±１９．０ １４２．８±１０．３ａ １１．２±０．８ａ

１６０μｇ／ｍＬ １６５．０±１８．０ａ １５９．０±１９．０ａ １０８．０±２０．０ １０７．０±１８．０ １３３．４±７．９ａ １０．４±０．７ａ

ＢＳＡ １０５．０±２１．０ １０３．０±１８．０ １０８．０±１７．０ １０６．０±１９．０ ８８．５±９．４ ７．２±０．８

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
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２．２　ＡＧＥｓ对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的影响
　　与对照组相比，ＡＧＥｓ明显增加 Ａｋｔ的磷酸化，各浓度
ＡＧＥｓ（２０、４０、８０、１６０μｇ／ｍＬ）对 Ａｋｔ的磷酸化依次为（１２０±
１５）％、（１４５±１８）％、（２００±２１）％、（１８５±２０）％，尤其在
ＡＧＥｓ浓度为８０μｇ／ｍＬ时最明显（Ｐ＜０．０５），而ＢＳＡ对Ａｋｔ的
磷酸化没有明显影响［（１０６±１７）％，Ｐ＞０．０５］。见图２。
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１：对照组；２：２０μｇ／ｍＬ；３：４０μｇ／ｍＬ；４：８０μｇ／ｍＬ；５：１６０μｇ／ｍＬ；
６：ＢＳＡ

图２　不同浓度ＡＧＥｓ对Ａｋｔ磷酸化的影响

２．３　ＬＹ２９４００２对ＡＧＥｓ介导的足细胞内ＲＡＳ的影响
　　ＡＧＥｓ（８０μｇ／ｍＬ）可激活足细胞内的ＲＡＳ，ＬＹ２９４００２预处
理足细胞１ｈ后，发现ＡＧＥｓ介导的足细胞内的 ＲＡＳ激活明显
减轻，上调表达的 ＡＧＴ和 ＡＴ１Ｒ有明显的下降（Ｐ＜０．０５），细
胞裂解液中ＡＣＥ的活性和细胞上清中 ＡｎｇⅡ的浓度也有明显
的下降（Ｐ＜０．０５）。见图３，表２。
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１：对照组；２：ＡＧＥｓ；３：ＡＧＥｓ＋ＬＹ２９４００２；４：ＢＳＡ

图３　ＬＹ２９４００２对ＡＧＥｓ介导的足细胞内ＡＧＴ和ＡＴ１Ｒ的影响

表２　ＬＹ２９４００２对ＡＧＥｓ介导的足细胞内ＲＡＳ的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别
ＡＧＴ／ＧＡＰＤＨ

（％）

ＡＴ１Ｒ／ＧＡＰＤＨ

（％）

ＡＣＥ

（Ｕ／μｇ）

ＡｎｇⅡ
（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 １００．０ １００．０ ８５．０±９．２ ７．０±０．７
ＡＧＥｓ １８３．０±１９．０ａ １７９．０±１７．０ａ１４２．８±１０．３ａ１１．２±０．８ａ

ＡＧＥｓ＋ＬＹ２９４００２ １２９．０±１８．０ａｂ １２３．０±１９．０ａｂ１０２．５±９．７ａｂ ８．９±０．８ａｂ

ＢＳＡ １０５．０±２１．０ １０３．０±１８．０ ８８．５±９．４ ７．２±０．８

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡＧＥｓ组比较

２．４　ＡＧＥｓ及阻断ＲＡＳ后对足细胞粘附性的影响
　　ＡＧＥｓ可明显降低足细胞的粘附性（Ｐ＜０．０５），而
ＬＹ２９４００２预处理能明显减轻 ＡＧＥｓ介导足细胞粘附性的下降
程度（Ｐ＜０．０５），预ｃａｐｔｏｐｒｉｌ或ｌｏｓａｒｔａｎ阻断ＡｎｇⅡ后均能减轻
ＡＧＥｓ介导足细胞的粘附性下降程度（Ｐ＜０．０５），而糜酶抑制
剂ｃｈｙｍａｓｔａｔｉｎ对 ＡＧＥｓ介导的足细胞粘附性下降没有明显的
改善（Ｐ＞０．０５）。见表３。

表３　ＡＧＥｓ及阻断ＲＡＳ后对足细胞粘附性的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 细胞计数法（％） 己糖胺盐分析法 （％）
对照组 １００ １００
ＡＧＥｓ ４０±１２ａ ４２±１３ａ

ＡＧＥｓ＋ＬＹ２９４００２ ６０±１２ａｂ ５９±１１ａｂ

ＡＧＥｓ＋ｃａｐｔｏｐｒｉｌ 　７０±１３１ａｂ ６８±１１ａｂ

ＡＧＥｓ＋ｃｈｙｍａｓｔａｔｉｎ ４３±１０ａ ４５±９ａ　
ＡＧＥｓ＋ｌｏｓａｒｔａｎ ８２±１３ａｂ ７８±１４ａｂ

ＢＳＡ ９９±１１　 ９８±９　

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡＧＥｓ组比较

３　讨论

　　ＡＧＥｓ在ＤＮ及其他糖尿病的慢性并发症发生、发
展中的作用日益受到重视，阻断ＲＡＳ的致病作用一直
是临床医师和研究者们努力的方向［２］，但关于 ＡＧＥｓ
对足细胞内 ＲＡＳ的影响及作用机制研究不多。本实
验结果发现 ＡＧＥｓ不但上调 ＡＧＴ的表达，而且上调
ＡＴ１Ｒ的表达。ＡＧＴ的表达上调为ＡｎｇⅡ的生成提供
了底物。研究发现分化成熟足细胞主要表达 ＡＴ１Ｒ
（占７５％），而 ＡＴ２Ｒ则表达很少（占２５％），且 ＡＴ１Ｒ
是ＡｎｇⅡ的主要受体，介导ＡｎｇⅡ的大部分生物学效
应［３］。Ｈｏｆｆｍａｎｎ等［４］发现蛋白尿患者肾组织中 ＡＴ１Ｒ
的表达明显高于正常人，过表达 ＡＴ１Ｒ的转基因大鼠
出现蛋白尿，肾小球出现结构性变化，而敲除ＡＴ１Ｒ则
可明显延缓肾脏病的进展。这些结果表明 ＡＧＥｓ分别
从ＡｎｇⅡ底物来源和 ＡｎｇⅡ作用受体途径激活足细
胞内的ＲＡＳ，可能对于足细胞的损伤和肾脏疾病的进
展具有重要的作用。本实验同时检测了 ＲＡＳ的其他
主要成员肾素和 ＡＴ２Ｒ的表达，结果发现 ＡＧＥｓ对足
细胞肾素和 ＡＴ２Ｒ的表达没有明显影响。目前关于
ＤＮ肾组织中肾素表达的研究报道不一。Ｓｉｎｇｈ等［６］

发现在ＤＮ肾组织中肾素表达升高，但Ｐｒｉｃｅ等［３］发现

在ＤＮ肾组织中肾素表达反而下降，这些结果提示可
能需要进行肾素活性的检测。ＡＴ２Ｒ是ＡｎｇⅡ的另一
受体，Ｖｅｌｅｚ等［１］发现压力刺激足细胞可激活足细胞内

的ＲＡＳ，但对ＡＴ２Ｒ的表达没有明显影响。目前ＡＴ２Ｒ
的作用尚未完全清楚。有研究［６］报道ＡＴ２Ｒ的激活可
拮抗ＡＴ１Ｒ的效应，起保护作用，小鼠敲除 ＡＴ２Ｒ后肾
组织单核巨噬细胞浸润增加，出现蛋白尿、肾功能下

降、死亡率增加；但也有学者发现 ＡｎｇⅡ通过激活
ＡＴ２Ｒ上调足细胞 ＡＧＥｓ受体的表达［７］，ＡＧＥｓ受体的
上调又可激活足细胞内的 ＲＡＳ，从而形成恶性循环，
加重足细胞的损伤。

　　血管紧张素Ⅰ可经过ＡＣＥ和糜酶（ｃｈｙｍａｓｅ）途径
生成ＡｎｇⅡ，而研究认为ＡＣＥ是生成ＡｎｇⅡ的主要途
径［１］。本研究发现，ＡＧＥｓ可以增加ＡＣＥ的活性，升高
细胞上清中ＡｎｇⅡ的浓度。ＡｎｇⅡ是 ＲＡＳ中导致肾
脏疾病持续发展的主要效应物质，足细胞内产生的

ＡｎｇⅡ可产生自分泌效应［８］，直接激活细胞膜上的

ＡＴ１Ｒ，介导ＡｎｇⅡ内吞导致细胞内 ＡｎｇⅡ堆积，胞外
的ＡｎｇⅡ可进一步调节基因的转录，刺激 ＡＧＴｍＲＮＡ
的表达。足细胞内 ＲＡＳ的激活不但可直接作用于足
细胞，还可作用于肾小球内的其他固有细胞，导致肾脏

疾病的进展。ＡｎｇⅡ不仅可介导足细胞凋亡，尚可通
过ＡＴ１Ｒ介导炎症反应，直接刺激 ＴＧＦβ１的产生和

１８７１
第３５卷第１７期
２０１３年９月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１７
Ｓｅｐ．１５　２０１３



ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ信号通路，导致肾脏肥大、基质扩张和肾
小球硬化［９］。

　　ＰＩ３Ｋ及其下游的 Ａｋｔ在细胞的生长、生存和恶
性肿瘤的发生转移中具有重要的作用。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号通路与 ＲＡＳ之间的关系，目前尚有争议。Ｍａｒｔｉｎ
等［１０］发现转化生长因子 β通过激活肺成纤维细胞
ＰＩ３Ｋ通路上调 ＡＴ１Ｒ的表达。而另有学者在肾组织
中的研究发现 ＡｎｇⅡ可通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
路，导致肾脏肥大、基质扩张和肾小球硬化［９］。本研

究发现，ＡＧＥｓ能激活足细胞内 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，
使Ａｋｔ的磷酸化增加。进一步观察发现 ＬＹ２９４００２可
降低ＡＧＥｓ介导的ＡＧＴ和ＡＴ１Ｒ的上调，降低ＡＣＥ的
活性和ＡｎｇⅡ的浓度。这些结果提示，ＡＧＥｓ可能通
过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路激活足细胞内的ＲＡＳ。足细胞
内产生的ＡｎｇⅡ又可激活足细胞内的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号
通路，导致足细胞的进一步损伤，提示足细胞内 ＲＡＳ
与ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ之间可能存在 ｃｒｏｓｓｔａｌｋ，加速肾脏疾病
的进程。

　　为了进一步观察足细胞内 ＲＡＳ激活对足细胞自
身产生的损伤效应，我们观察足细胞粘附性的改变，结

果发现 ＡＧＥｓ可明显降低足细胞的粘附性，使用
ＬＹ２９４００２抑制 ＲＡＳ的激活或直接预氯沙坦、卡托普
利阻断ＲＡＳ后，可见足细胞的粘附性明显改善。有研
究［１１］报道，ＡＧＥｓ能通过 ＲＡＧＥＥＲＫ／ＭＡＰＫ途径使平
滑肌细胞 ｃｈｙｍａｓｅ表达增加，从而使平滑肌细胞内的
ＡｎｇⅡ产生增加，但研究［１］报道小鼠足细胞不存在

ｃｈｙｍａｓｅ途径，或者经 ｃｈｙｍａｓｅ生成的 ＡｎｇⅡ非常少。
本研究发现 ｃｈｙｍａｓｅ抑制剂 ｃｈｙｍａｓｔａｔｉｎ并不能改善
ＡＧＥｓ介导的足细胞粘附性的下降，提示 ＡＧＥｓ可能主
要通过ＡＣＥ途径增加 ＡｎｇⅡ的生成。Ｂｏｎｄｅｖａ等［１２］

发现ＡＧＥｓ通过抑制神经纤毛蛋白１降低足细胞粘附
性。本研究发现氯沙坦可以减轻ＡＧＥｓ介导的足细胞
粘附性的下降，而Ｈａｎ等［１３］研究发现 ＡｎｇⅡ可通过上
调足细胞整合素连接激酶的表达降低粘附性，而厄贝

沙坦通过下调整合素连接激酶表达可减轻足细胞损

伤［１４］，这些结果提示 ＡＧＥｓ可能通过激活足细胞内的
ＲＡＳ，降低足细胞粘附性。Ｍａｃｃｏｎｉ等［１５］研究发现

ＡｎｇⅡ 影响足细胞紧密连接蛋白 ＺＯ１的重分布和
Ｆａｃｔｉｎ的重构，破坏足细胞的连接，导致蛋白尿。这
些结果提示，足细胞内ＲＡＳ激活产生的ＡｎｇⅡ可从多
方面损伤足细胞，加速肾脏疾病的进展。

　　综上所述，ＡＧＥｓ可通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路激活
足细胞内的ＲＡＳ，并导致足细胞的粘附性下降。本研
究为临床上使用 ＲＡＳ阻断剂治疗 ＤＮ从发病机制上
提供了理论依据，但需要在体内研究中进一步证实。
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