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摘要：目的 探讨PI3K/Akt/mTOR信号通路对大鼠肾小球系膜细胞增殖的调控作用。方法 体外培养大鼠系膜细胞，随机分为正常对照组、表皮生长因子（EGF）（10ng/mL）组、LY294002[2ug/ml]组、EGF联合LY294002组，采用四甲基偶氮唑蓝（MTT）法检测各组系膜细胞的增殖，流式细胞术检测各组系膜细胞周期，免疫荧光法检测各组系膜细胞mTOR的表达。结果 与正常对照组相比，EGF组能显著促进大鼠系膜细胞增殖，G0/G1期细胞减少，S期及G2/M期细胞增加，且mTOR表达增加，LY294002组大鼠系膜细胞增殖受抑制，G0/G1期细胞增加，S期及G2/M期细胞减少，且mTOR表达降低；与EGF组比较，EGF联合LY294002干预组系膜细胞增殖受抑制，G0/G1期细胞增多，S期及G2/M期细胞减少，且mTOR表达降低。结论 mTOR信号通路参与了大鼠肾小球系膜细胞增殖的调控，抑制该信号通路的活化可显著抑制系膜细胞的增殖，并抑制系膜细胞周期的进程。 
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Abstract: Objective To investigate the role of PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in the process of regulating rat glomerular mesangial cell proliferation. Method The cultured rat glomerular mesangial cells were randomly divided into four groups: normal control group, epidermal growth factor (EGF) (10ng/ml) group, LY294002 (2ug/ml, the inhibitor of PI3K) group and EGF combine LY294002 group. They were treated for 48 hours. The cells proliferation was measured by MTT colorimetric method. The cell cycles were measured by flow cytometry. The expression of mTOR in each group was measured by immunofluorescence staining. Results Compared with the normal control group, the EGF group can promote the proliferation of rat glomerular mesangial cells. The cells of G0/G1 phase were decreased and the cells of S and G2/M phase were increased. The expression of mTOR was increased. The LY294002 group can inhibit the proliferation of rat glomerular mesangial cells. The cells of G0/G1 phase were increased and the cells of S and G2/M phase were decreased. The expression of mTOR was decreased. Compared with the EGF group, the EGF combine LY294002 group can inhibit the proliferation of rat glomerular mesangial cells. The cells of G0/G1 phase were increased and the cells of S and G2/M phase were decreased. The expression of mTOR was decreased. Conclusion mTOR signaling pathway take part in the process of rat glomerular mesangial cell proliferation, inhibiting the signaling pathway can significantly inhibit the proliferation and cell cycle of rat glomerular mesangial cells.
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系膜细胞(mesangial cell，MC)是肾脏的重要固有细胞，不论是哪种类型的肾小球损伤，MC的调控失衡在肾衰竭进展中的发病机制都起着关键作用。在正常情况下，系膜细胞的自我更新非常缓慢，但在各种免疫性或非免疫性损伤的情况下，系膜细胞会出现异常增殖，导致各种病理生理改变，最终导致肾脏功能的丢失。因此，寻找能够抑制系膜细胞增生的药物对于治疗临床上进展性的肾小球损害具有重要意义。
研究发现磷脂酰肌醇-3 (phosphatidylinositol 3 kinase, PI3K)/蛋白激酶(serine/threonine kinase, Akt)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of rapamycin, mTOR)信号通路是维持细胞的正常生长、调控细胞的增殖与凋亡过程中较为关键的信号传导通路。表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)可以通过与相应的受体结合激活该通路，进一步促进其下游效应蛋白mTOR的表达，促进细胞生长及增殖[1]。本研究通过体外培养大鼠系膜细胞，给予EGF及LY294002[磷脂酰肌醇-3(PI3K)抑制剂]干预，以观察mTOR信号通路对大鼠系膜细胞增殖的影响及其对EGF促增殖的大鼠系膜细胞的影响，为寻找临床新的治疗靶点提供理论依据。
1  材料与方法
1.1 材料与试剂
1.1.1细胞株  大鼠肾小球系膜细胞株(HBZY-1)购自武汉博士德生物工程有限公司。
1.1.2 主要试剂 碘化丙啶(南京凯基)、表皮生长因子(Sigma公司)、LY294002(1mg，Sigma中国有限公司)、低糖DMEM粉剂(Gibco产品)，胎牛血清(杭州四季青)，RNA酶(上海生工产品)、胰蛋白酶(Amresco公司)，MTT (Amresco公司)；二甲基亚砜 (上海生工产品)、兔抗大鼠mTOR抗体（北京博奥森生物科技公司）、FITC标记的山羊抗兔IgG(北京中杉金桥)、10%山羊血清封闭液（上海生工生物有限公司）、丙酮（上海生工生物有限公司）、碳酸氢钠干粉（上海生工生物有限公司）
1.2 仪器与设备  激光共聚焦显微镜(德国CRAL ZEISS公司)、流式细胞仪(德国Partec公司)、酶标仪(美国BIOTEK公司)、倒置显微镜及专用照相机(日本Olympus公司)

1.3 实验方法
1.3.1  细胞培养 大鼠系膜细胞复苏后用含10%胎牛血清的低糖DMEM完全培养基在5%CO2、37℃饱和湿度条件下培养，当细胞生长至70%-80%融合时，用0.25%胰蛋白酶消化传代继续培养，细胞传代培养至第3-8代用于实验。
1.3.2  实验分组  收集对数期大鼠系膜细胞，计数后接种于培养板中，培养至细胞完全贴
壁，去除培养基，无血清DMEM同步化24h后，分为正常对照组，EGF(10ng/ml)组，LY294002(2ug/mL)组，EGF+LY294002组，正常对照组加入同体积的含1%FBS的低糖DMEM培养基，在5%CO2、37℃饱和湿度条件下干预48h。
1.3.3  MTT法检测各组系膜细胞增殖情况   收集对数期大鼠系膜细胞，以1×104个／ml，接种于96孔板内，200ul/孔，待细胞贴壁后，无血清DMEM同步化24 h后，按照实验分组干预培养48h，各组结束干预前4h，用倒置显微镜观察各组大鼠系膜细胞的形态并拍照，然后向每孔加入20ul MTT溶液(5mg/mL),继续培养4h后，去除上清，加入DMSO，室温避光振荡10分钟后，用酶标仪测定各孔在490nm波长处的吸光度值（A490），每次实验均设无细胞对照作为空白调零组，以上实验重复3次，并按下列公式计算细胞抑制率：抑制率(inhibition rate, IR)=（A对照组值-A实验组值）/(A对照组值)×100%。
1.3.4  流式细胞术检测各组系膜细胞的细胞周期情况  收集对数期大鼠系膜细胞，以2×105个／mL接种于6孔板内，2ml/孔，待细胞贴壁后，无血清DMEM同步化24 h后，按照实验分组干预培养48h，每个实验组设4个复孔，48h后收集细胞，用预先冻存的70％冰乙醇重悬细胞，吹打混匀，4℃固定过夜。过夜后离心去除乙醇，PBS洗涤3遍，再用500ulPBS重悬细胞，加入RNA酶(10ug/mL) 12.8uL及碘化丙啶染液(终浓度为50μg/mL）5uL，37℃避光保存 30min以上，上机检测。实验重复3次。
1.3.5  免疫荧光法检测各组系膜细胞中mTOR的表达情况  收集对数期大鼠系膜细胞，以2×104个／mL接种于提前放置盖玻片的24孔板内，1ml/孔，待细胞贴壁后，无血清DMEM同步化24 h后，按照实验分组干预培养48h，每个实验组设4个复孔，48h后取出盖玻片，冷丙酮固定,山羊血清封闭，然后滴加兔抗大鼠mTOR抗体(1：100)于4℃冰箱过夜反应，过夜后滴加FITC标记的山羊抗兔IgG，避光室温反应2h，最后用甘油封片，立即用激光共聚焦显微镜测荧光强度并采图。
1.4  统计学分析  计量资料均以（
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）表示，多组间比较，采用单因素方差分析，组间多重比较采用LSD-t检验，采用SPSS 17．0软件进行统计学处理，p≤0.05为差异有统计学意义。
2  结果
2.1  各组大鼠肾小球系膜细胞形态学观察
正常对照组细胞胞体呈梭形、不规则星形，可见树枝状突起部分突起相互融合成网格形，细胞质透亮，折光性好，细胞核色深，呈圆形，可见分裂的细胞核；与正常对照组比较，EGF组干预48h后，细胞形态变化不大，但细胞生长明显增快；LY294002组干预48h后，细胞数有所减少，细胞膜皱缩，细胞体积较对照组变小，细胞核略小，部分胞浆中可见空泡形成，EGF+LY294002组，细胞生长状况仍欠佳，细胞呈梭行，细胞质的折光性欠佳，细胞核体积略小，胞质中可见少量空泡形成。见图1。
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           A：正常对照组                              B：EGF组
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           C：LY294002组                           D：EGF+LY294002组
图1倒置显微镜下观察各组系膜细胞的生长情况（×400）
2.2  MTT法检测各实验组对大鼠系膜细胞增殖的影响
与正常对照组比较，EGF(10ng/mL)组干预大鼠系膜细胞48h后，能促进系膜细胞的增殖(P<0.01)，LY294002(2ug/mL)干预大鼠系膜细胞48h后，系膜细胞的增殖被抑制(P<0.05)；而与EGF(10ng/mL)组比较，EGF联合LY294002组干预大鼠系膜细胞48h后，对大鼠系膜细胞的增殖有抑制作用(P<0.01)。见表1。
表1  MTT法检测各实验组对大鼠系膜细胞增殖的影响（48h）
	分组
	A490（
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 EMBED Equation.3  [image: image7.wmf]±

s）             抑制率（%）

	正常对照组
	0.726±0.026              0.00

	EGF（10ng/ml）
	0.897±0.110※                      -23.55

	LY294002（2ug/ml）
	0.529±0.061※▲                      27.13

	EGF+LY294002
	0.514±0.063※▲                   29.20


注：与正常组比较，※p<0.01；与EGF组比较▲p<0.01；
2.3  流式细胞术检测各实验组对大鼠系膜细胞细胞周期的影响
与正常对照组比较，EGF干预组G1期细胞明显减少，而S期及G2/M期细胞增多(P<0.01)；LY294002（2ug/ml）组大鼠系膜细胞被显著阻滞于G1期，进入S期及G2/M期的细胞明显减少(P<0.01)；与EGF组比较，EGF联合LY294002组大鼠系膜细胞也被显著阻滞于G1期(P<0.01)；见表2。
表2 流式细胞仪检测各组干预48h后对系膜细胞细胞周期的影响（[image: image8.wmf]x
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s）
	分组
	细胞周期时相分布

	
	G1
	S
	G2/M

	对照组
	73.88±3.22
	20.27±2.18
	5.51±.0.54

	EGF（10ng/ml）
	66.01±2.54▲
	26.83±2.44▲
	7.16±0.41▲

	LY294002（2ug/ml）
	85.90±1.73▲
	15.27±0.87▲
	4.83±0.89▲

	EGF+LY294002
	82.94±1.46▲★
	12.70±0.60▲★
	4.36±0.88▲★


注：与对照组比较，▲p<0.01，与EGF组比较，★p<0.01。
2.4  免疫荧光法检测各实验组系膜细胞中mTOR的表达  

激光共聚焦显微镜观察mTOR在细胞的胞浆及胞核中均有表达。与对照组比较，EGF组系膜细胞mTOR表达明显增多（p<0.01），LY294002组系膜细胞mTOR的表达量明显减少（p<0.01）；与EGF组比较，EGF+LY294002组系膜细胞mTOR的表达显著减少（p<0.01）。见表3。
表3各干预组作用系膜细胞48h后对系膜细胞mTOR表达的影响（[image: image10.wmf]x
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s）
	分组
	mTOR荧光强度

	正常对照组
	839.633±39.844

	EGF（10ng/ml）
	1023.837±48.628▲

	LY294002
	624.176±51.453▲

	EGF+LY294002
	666.968±34.383▲★


注：与正常对照组比较，▲p<0.01；与EGF组比较，★p<0.01

3. 讨论
研究发现：EGF可以通过与相应的受体结合，进而激活PI3K/Akt/mTOR通路，从而促进细胞的生长及增殖[2,3]。PI3K/Akt/mTOR信号通路是真核生物有关细胞增殖和凋亡的较为重要的信号通路，研究表明，其下游的mTOR是近些年来发现的一类进化相对保守的蛋白酶家族，其在各种生物细胞中广泛存在，目前研究表明，mTOR信号的激活，对细胞的生长、蛋白质的翻译及合成起着重要的作用[4]。近些年在对肿瘤的异常增殖的研究中已经明确，有效的阻断PI3K/Akt/mTOR信号通路，可以明显抑制多种肿瘤细胞的异常增殖，对肿瘤的治疗寻找到了新的靶点。近几年研究发现应用雷帕霉素可以抑制高糖刺激的大鼠系膜细胞的增殖[5]，说明在肾小球系膜细胞中也存在mTOR，有效阻断mTOR的活化有可能抑制系膜细胞的异常增殖和生长。本研究采用体外培养大鼠肾小球系膜细胞的方法，应用EGF及mTOR信号通路上游PI3K的抑制剂LY294002，对正常生长及处于增殖状态的系膜细胞进行干预，来观察细胞形态学、细胞周期、mTOR的表达情况，初步探讨PI3K/Akt/mTOR信号通路在系膜细胞生长及增殖中所起的作用。
本研究首先应用倒置显微镜对各组体外培养的大鼠系膜细胞进行观察，发现EGF对大鼠系膜细胞的生长有显著的促进作用，而PI3K抑制剂LY294002可显著抑制大鼠系膜细胞的生长，并且对EGF的促进大鼠系膜细胞增殖生长的作用有显著抑制作用。有研究表明EGF可以与细胞膜上的相应受体结合，从而使PI3K磷酸化，进一步使得AKt及mTOR磷酸化，激活该信号通路，使得其下游效应蛋白p70S6K1磷酸化，发挥促进细胞增殖的相应生物学效应[5]，本研究结果与上述结果一致，同时本研究进一步加用PI3k抑制剂来观察其对体外培养的大鼠系膜细胞生长的作用，并进一步观察该抑制剂是否可以抑制EGF的相应的生物学效应，研究结果提示LY294002可显著抑制EGF的相关生物学效应，提示通过调控mTOR信号通路上游的PI3K的活性，可以达到抑制系膜细胞的生长和增殖。本研究同时采用MTT法进一步客观的证实了EGF对体外培养的大鼠系膜细胞有促进增殖的作用，而PI3K抑制剂LY294002对体外培养的大鼠系膜细胞的生长有抑制作用，该生物学效应与PI3K/Akt/mTOR信号通路的活化密不可分。Shuang Hu[6]等研究发现抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路可以改善高糖诱导的系膜细胞的肥大和增殖。那么抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路对体外培养的大鼠系膜细胞的细胞周期又有何影响呢？
研究表明mTOR是促有丝分裂素促进细胞周期循环的一个重要的效应蛋白，其底物主要调节与细胞生长及增殖相关的蛋白质地转录、翻译及合成[7]。细胞的生长及增殖是通过细胞周期来实现的，G0/G1期细胞增多意味着细胞周期进程阻滞。本研究进一步应用流式细胞仪来观察各组系膜细胞细胞周期的变化，结果发现EGF可以明显促进细胞的有丝分裂，使得S期及G2/M期细胞明显增多；LY294002组细胞被明显阻滞在G1期，细胞周期进程受到显著抑制。LY294002是PI3K的抑制剂，其可通过抑制mTOR信号通路上游的PI3K的磷酸化进一步抑制mTOR的活性，从而发挥相应的生物学效应。Yingyu Zhang等的通过对HL60细胞的研究发现，应用LY294002等可显著增加P21细胞周期蛋白的表达，此作用过程与PI3K/Akt/mTOR信号通路有直接关系[8]。因此，我们推断抑制PI3K/Akt/mTOR信号通的活化可以有效的抑制大鼠系膜细胞的有丝分裂，抑制细胞周期的循环。
为了进一步证实mTOR信号通路对大鼠肾小球系膜细胞的生长及增殖有调控作用，本研究进一步应用免疫荧光法激光共聚焦显微镜观察各组mTOR的表达情况，结果显示：与对照组及EGF组比较，LY294002组mTOR荧光强度显著降低，提示抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路上游的PI3K的活性，可有效抑制该信号通路的活化，进一步抑制系膜细胞的生长与增殖。Flaquer[9]等学者研究表明：高糖可活化糖尿病大鼠mTORC1信号通路，从而激活PI3K/Akt/mTOR信号通路，引起糖尿病大鼠系膜细胞的增殖及系膜外基质的堆积，另有研究表明激活mTORC1可以促进细胞的生长和增殖[10]，因此Flaquer等学者应用雷帕霉素靶蛋白复合体1（mTORC1）抑制剂西罗莫司干预糖尿病大鼠，西罗莫司的药理学性质与雷帕霉素相似，发现西罗莫司可以通过抑制mTORC1的表达从而进一步抑制糖尿病大鼠系膜细胞的增殖，同时可有效减少系膜外基质的堆积，起到肾脏的保护作用[9]。这些均提示PI3K/Akt/mTOR信号通路与系膜细胞的生长与增殖之间存在着非常密切的关系。
综上所述，通过抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路，抑制大鼠系膜细胞的细胞周期进程，从而进一步抑制大鼠系膜细胞的生长与增殖，抑制该信号通路可能成为临床治疗系膜增殖性肾炎的新生物学靶点。然而，信号通路自身的复杂性也给我们提出了更深层次的问题，是否还有其他信号通路共同参与调控系膜细胞的生长、增殖；mTOR下游的效应蛋白是什么？它们具体是如何发挥生物学效应的等等，仍有待于今后进一步的研究来加以阐述。
参考文献
[1] Jaclyn LoPiccoll，Gideon M.Blumenthal, Wendy B.Bernstein, et al.Targeting the PI3K/Akt/mTOR pathway:effiective combinations and clinical considerations.Drug Resistance updates 2008, 11(1-2):32-50

[2] aclyn LoPiccoll, Gideon M.Blumenthal, Wendy B.Bernstein, et al. Targeting the PI3K/Akt/mTOR pathway: effiective combinations and clinical considerations [J]. Drug Resistance updates .2008, 11(1-2):32-50
[3] Huang S, Zhang A, Ding G, et al. Aldosterone-induced mesangial cell proliferation is mediated By EGF receptor transactivation. American journal of physiology [J]. Renal physiology, 2009, 296(6):1323-1333

[4] Rowinsky EK. Targeting the molecular target of rapamycin(mTOR)．Curr Opin Oncol，2004，16(6)：564-575．

[5] Songming Huang, Aihua Zhang,Guixia Ding, et al. Aldosterone-induced mesangial cell proliferation is mediated by EGF receptor transactivation. Am J Physiol Renal Physiol,2009 ,296(4): 1323–1333.
[6] Shuang Hu,Yu Zhang,Meng Zhang,et al.Aloperine Protects Mice against ischemia-Reperfusion(IR)-Induced Renal Injury by Regulating PI3K/AKT/mTOR signaling and AP-1 Activity.MOL MED.2015,21:912-923.

[7] Yang Y，Wang J，Qin L et a1．Rapamycin prevents early steps of the development of diabetic nephropathy in rats．Am J Nephrol．2007,27(5)：495-502．

[8] Yingyu Zhang,Jing Zhang,George P.Studzinski. AKT Pathway Is Activated by 1，25一Dihydroxyvitamin D3 I n Its Anti- Apoptotic Effect and Cell Cycle Control in Differentiating H L60 Cells.2006,5(4):447-451.

[9] Flaquer M, Lloberas N, Franquesa M, et al. The combination of sirolimus and rosiglitazone produces a renoprotective effect on diabetic kidney disease in rats. Life Sci. 2010,87(5-6):147-53.
[10] Wilfred Lieberthal ,Jerrold S. Levine. Mammalian target of rapamycin and the kidney. I. The signaling pathway. Am J Physiol Renal Physiol. 2012,303: F1–F10.
基金项目：新疆石河子大学博士基金项目(RCZX201026)


作者单位：1、832008  新疆  石河子   石河子大学医学院第一附属医院肾病科（张春江，赵丹，杨晓萍）；2、石河子大学医学院第一附属医院中心实验室(陈志刚)


通信作者：杨晓萍(1965-),女，医学博士，主任医师， E-mail:sbkyxp@163.com





_1381228735.unknown

_1381228944.unknown

_1234567890.unknown

