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硒元素及硒蛋白在糖尿病肾病中的表达变化

黄芙萌!赵
$

莉!程丽荣!陈
$

钊!付荣国!田李芳

!西安交通大学第二附属医院肾病内科%陕西西安
$

(&%%%#

"

摘要!目的
$

检测糖尿病肾病!

BG

"患者血浆及全血中硒元素含量%以及高糖条件下人肾小球系膜细胞中硒蛋白的表

达变化%探究硒与
BG

的关系&方法
$

收集正常对照及
BG

患者全血及血浆%用原子吸收光谱法检测血浆和全血中的

硒元素含量(用
!%MM;?

$

\

的高糖刺激人肾小球系膜细胞%实时定量
D9E

检测人类硒蛋白表达谱的变化(非配对
%

检

验和
!B7=+(-

相关分析检验组间差异及指标间的相关关系&结果
$

BG

患者血浆!

!

%

%/%%%&

"及全血!

!

%

%/%%&

"中

的硒含量与对照组相比均显著降低&患者血浆硒含量与血尿素氮及血肌酐水平呈负相关!

=̀ c%/!7'

'

c%/#&!

"%与

糖化血红蛋白水平也呈负相关!

=`c%/#%%

"&人肾小球系膜细胞在高糖刺激
$#)

后硒蛋白
H

+

-&

'
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'

Y<-E!
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82?_
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'
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'
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'
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'

82?F

'

8D8$

的表达显著降低%初步筛选出了有表达差异的硒蛋白&结论
$

BG

患者体内存在明显低硒状态%高糖环境下人肾小球系膜细胞一些硒蛋白的表达显著降低%为阐明低硒敏感的硒蛋

白在
BG

发生发展中的作用提供了临床和实验依据&
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糖尿病肾病!

3@=.2*@452

+

)<;
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,

%

BG

"是糖尿病

患者最严重的并发症之一%也是糖尿病患者重要的死

亡原因&

BG

已经成为全球性公共健康问题%其患病率

和病死率高%患者长期治疗会产生巨额的医疗费用&

肾小球系膜细胞!

M2>=5

I

@=?42??>

%

Z9>

"是最活

跃的固有细胞%其主要作用为维持肾小球微血管床的

结构完整性及系膜基质平衡状态&在代谢性肾小球

疾病如
BG

中%

Z9>

是主要受到攻击的目标)

&

*

&在

BG

诸多发病机制中%氧化应激被认为是重要的共同

机制)

$

*

&糖尿病患者
Z9>

产生的活性氧增多%抗氧

化物质减少%糖基化终末产物!

AHT>

"促使脂质过氧

化%最终激活关键因子
YHKJ

/

%使
Z9>

凋亡'表型转

分化'肥大'增生或产生过多的生长因子'趋化因子及

细胞因子等病理性改变%促进了肾小球硬化和
BG

的

发生发展&

因此%

Z9>

在高糖作用下如何对抗氧化应激以

延缓
BG

的发生发展成为我们关注的焦点%硒蛋白通

过调控氧化应激对
Z9>

的作用及机制国内外尚无报

道&硒蛋白指组成中含有硒代半胱氨酸!

824

"的蛋白

质&人类已发现的硒蛋白基因有
$6

种%翻译超过
!%

种硒蛋白%发挥着抗氧化'抗炎'调节免疫及产生活性

甲状腺素等多种生物学效应&本研究将探究在
BG

患者体内是否存在低硒状态'这种低硒状态与患者哪

些临床指标相关'高糖环境时人
Z9>

中哪些硒蛋白

的表达发生了变化%为阐明低硒敏感的硒蛋白在

Z9>

病理变化及
BG

发生发展中的作用提供临床和

实验依据&

A

$

材料与方法

A/A

$

仪器与试剂
$

人肾小球系膜细胞系!

OZ9>

"购

自中国科学院上海生科院细胞资源中心&

BJ

葡萄糖购

自美国
Z@??@

+

;<2

公司%

D9E

+

<@M2<>

由北京三博志远

公司合成%

8LXEH<225

g

D9EZ@-

及
E2C2<*A@3

YZ

K@<>*

8*<=534BGA8

,

5*)2>@>_@*

购自加拿大
E;4)2

公司%

&7#%

培养基'胎牛血清及胰蛋白酶购自美国
O

,

9?;52

公司%

Y<@j;?E2=

I

25*

购自美国
:5C@*<;

I

25

公司%

ZYY

及
BZ8W

购自美国
8@

I

M=

公司&

@e6

实时定量
D9E

仪!

X:WJEAB

公司"%

7

孔板及

"7

孔板!美国
9;<5@5

I

公司"%

9W

$

培养箱!美国
Y)2<J

M;84@25*@N@4

公司"%

9T$!%&

微量核酸蛋白定量仪!英

国
924@?

公司"%全波长酶标仪!美国
Y)2<M;

公司"&

A/B

$

方法

A/B/A

$

研究对象
$

研究对象为本科室收治的
BG

患

者&对象的纳入标准#所选患者条件均符合
BG

的诊

断标准%尚未进入血液净化治疗且年龄大于
&'

岁的

成年人%排除其他原因导致的肾脏损伤患者%排除正

在使用激素或者免疫抑制剂治疗的患者%排除合并其

他重要疾病的患者&研究对象中对
BG

的疾病分期

未要求%包括处于各期的
BG

患者&正常对照组取自

体检中心的健康体检人员&所有研究对象均签署知

情同意书并符合伦理学要求&收集所有研究对象的

临床资料%包括年龄'性别'血常规'肝功能'肾功能'

血脂及糖化血红蛋白水平&

A/B/B

$

样品处理及硒元素测定
$

早晨空腹肘部浅静

脉抽取血液
!M\

%部分研究对象直接留取全血%余血

液在
TBYA

抗凝管内
!%%%<

$

M@5

离心
&%M@5

%分离血

浆%分装后
c$%f

冰箱保存&样本收集好后送陕西省

西安市微量元素研究所%采用
&'%

$

'%

偏振
j24M=5

原

子吸收光谱仪测定全血和血浆中的硒含量&

A/B/C

$

细胞活性检测
$

OZ9>

细胞种于
"7

孔板中%

每孔
7%%%

个&在含有
&%%M\

$

\

胎牛血清及
$]

青霉

素$链霉素的
&7#%

培养基中%于
!(f

'

6%M\

$

\9W

$

孵育箱中培养&待培养
$#)

贴壁后%换为含正常糖

!

&&/&MM;?

$

\BJ

葡萄糖"或高糖!

!%MM;?

$

\BJ

葡萄

糖"的
&7#%

培养基刺激分别培养
$#

'

#'

'

($

'

"7)

&将

!J

!

#

%

6J

二甲基噻唑
J$

"

J$

%

6J

二苯基四氮唑嗅盐!

ZYY

"

溶液!

%/6M

I

$

M\

溶于磷酸盐缓冲液中"加入细胞培养

基中%于
!(f

诱导
#)

&随后%吸出培养基并加入
BZ8W

&6%

*

\

以溶解蓝紫色结晶&使用酶标仪于
#"%5M

波长

处检测吸光度并通过与对照组比较来计算细胞活力&

A/B/D

$

实时定量
D9E

检测硒蛋白基因表达
$

&%%

M\

$

\

胎牛血清及
$]

青霉素$链霉素的
&7#%

培养基

中培养
OZ9>

细胞%用正常糖!

&&/&MM;?

$

\BJ

葡萄

糖"和高糖!

!%MM;?

$

\BJ

葡萄糖"分别刺激培养细

胞
$#)

%洗涤细胞后
Y<@j;?

法提取细胞总
EGA

%紫外

分光光度计检测
EGA

的纯度及浓度&使用
E2C2<J

*A@3

YZ

K@<>*8*<=534BGA8

,

5*)2>@>_@*

试剂盒将提

取的总
EGA

中的
MEGA

反转为
4BGA

&

EYJ

g

D9E

法检测人
$!

种硒蛋白的
MEGA

表达水平&室温下

建立
D9E

反应体系
&%

*

\

%包含
%/6

*

I

反转好的
4BJ

GA

为模板&反应程序为#初始变性!

"6f!%>

"(

#%

个循环变性!

"6f6>

"%退火!

7%f&6>

"%延伸!

($f

!%>

"(最后延伸!

($f!%>

"&基因相对表达量使用

$

c

,,

9*法计算&

A/C

$

统计学处理
$

实验结果用
T-42?

录入建立数据

库%用
H<=

+

)D=3D<@>M7

软件进行统计学分析&计量资

料采用均数
b

标准差!

(

$b%

"表示&组间均数比较采

用非配对
%

检验%相关分析计算采用
!B7=+(-

相关系数

!

=

"&

!

%

%/%6

为差异有统计学意义&

!76
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B

$

结
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果

BIA

$

!P

患者全血及血浆中硒含量显著降低
$

收集

了
&(

例正常对照及
!(

例
BG

患者的血浆%其中
"

例

正常对照及
"

例
BG

患者的全血%分别检测了元素硒

的含量&结果显示%与对照组相比%

BG

患者血浆中

的硒含量显著降低!

!

%

%/%%%&

"%

BG

患者全血中的

硒含量也显著降低!

!

%

%/%%&

%图
&

"&

图
A

$

对照组和
!P

组患者血浆及全血中硒含量的比较

K@

I

/&9;M

+

=<@>;5;N>2?25@1M4;5*25*>@5*)2

+

?=>M==53

U);?2.?;;3.2*U225BG

+

=*@25*>=53)2=?*)

,

4;5*<;?>

原子吸收光谱法检测
&(

例正常对照和
!(

例
BG

患者血浆硒含量

!

A

"及
"

例健康对照和
"

例
BG

患者全血的硒含量!

X

"&与对照组

比较%

))))

!

%

%/%%%&

%

)))

!

%

%/%%&

&

BIB

$

!P

患者硒含量与血糖水平及肾功能显著相关
$

正常对照及
BG

患者的临床资料统计分析如表
&

所示%

与对照组相比%

BG

患者组年龄大!

!

%

%/%&

"'肾功能

差!

!

%

%/%%%&

"'血浆总蛋白!

!

%

%/%6

"及白蛋白

!

!

%

%/%&

"水平低%贫血'糖化血红蛋白水平均显著

升高!

!

%

%/%%%&

"%而血脂水平与正常对照组无统计

学差异&

表
A

$

研究对象的基本资料

Y=./&

$

X=>@44?@5@4=?@5N;<M=*@;5;N*)2>*13

,

>1.

0

24*>

项目 对照组 糖尿病肾病组
!

例数!男$女"

&(

!

7

$

&&

"

!(

!

$&

$

&7

"

年龄!岁"

#6/6%b$/!% 6'/(%b$/6%

$

%/%%$%

XSG

!

MM;?

$

\

"

!/"%b%/&' &"/6%b&/#%

%

%/%%%&

84<

!

*

M;?

$

\

"

7(/$&b&/'% 6&!/6%b#7/#%

%

%/%%%&

YD

!

I

$

\

"

($/!%b&/!% 7#/!%b&/'%

$

%/%$!#

A?.

!

I

$

\

"

##/#%b&/%% !(/!%b&/%%

$

%/%%!7

9);?

!

MM;?

$

\

"

#/7%b%/$% #/(%b%/$%

$

%/76(%

YH

!

MM;?

$

\

"

&/'!b%/!% &/6'b%/&%

$

%/#%'%

O.

!

I

$

\

"

&!%/"%b#/(' "!/'%b!/#(

%

%/%%%&

O.A&

!

]

"

#/"!b%/&! '/#%b%/#%

%

%/%%%&

XSG

#血尿素氮(

84<

#血肌酐(

YD

#血浆总蛋白(

A?.

#血浆白蛋白(

9);?

#胆固醇(

YH

#三酰甘油(

O.

#血红蛋白(

O.A&

#糖化血红蛋白&

$$

BG

患者血浆中硒含量与临床指标间的相关关系如

表
$

所示&患者血浆硒含量水平与血尿素氮及血肌酐

水平呈负相关%相关系数分别为
c%/!7'

和
c%/#&!

%即

BG

患者中肾功能越差%其血浆硒含量水平越低(血浆硒

含量水平与糖化血红蛋白水平呈负相关!

=̀ c%/#%%

"%

即
BG

患者血红蛋白水平越高%其血浆硒含量越低&血

浆硒含量与血浆总蛋白'白蛋白'血脂水平及血红蛋白

间未发现相关性&

$$

其他临床指标间的相关分析还显示#

BG

患者的

尿素氮及糖化血红蛋白水平与年龄呈正相关%相关系

数分别为
%/$'6

和
%/#"%

&患者尿素氮水平与血红

蛋白水平呈负相关!

=̀ c%/#7(

"%与糖化血红蛋白水

平呈正相关!

=̀ %/6!'

"&

表
B

$

!P

患者血浆中硒含量及临床指标间的相关性分析

Y=./$

$

9;<<2?=*@;5.2*U225

+

?=>M=>2?25@1M4;5*25*=534?@5@4=?@53@4=*;<>

!

=

"

临床指标
82 A

I

2 XSG 84< YD A?. 9);? YH O.

年龄
c%/$7!

XSG c%/!7'

))

$

%/$'6

)

84< c%/#&!

))

$

%/%'$ %/(#"

)))

YD

$

%/%"& c%/%($ c%/!'7

)

c%/&&6

A?.

$

%/$6! c%/&#% c%/$(" c%/&'!

$

%/'#6

)))

9);? c%/&%! c%/%6! c%/%(#

$

%/%#(

$

%/%"'

$

%/%!(

YH

$

%/$&% c%/%!7 c%/$%& c%/$%&

$

%/&!"

$

%/%(7

$

%/(%&

)))

O.

$

%/$'% c%/$'& c%/#7(

)))

$

%/#&6

))

$

%/$77

$

%/!7!

)

$

%/!#(

)

$

%/!!!

)

O.A& c%/#%%

))

$

%/#"%

))

$

%/6!'

)))

$

%/#6!

))

c%/$&& c%/$'$

$

%/%6% c%/&6$ c%/!$#

$

)

!

%

%/%6

%

))

!

%

%/%&

%

)))

!

%

%/%%&

&

BIC

$

高糖刺激
TJ<+

细胞硒蛋白表达谱的变化
$

ZYY

法测定高糖刺激下不同时间点细胞的活力%筛

选出高糖刺激
OZ9>

增殖的最佳时间点&分别给予

高糖刺激
&

'

$

'

!

'

#3

后检测细胞活力%结果显示%高

糖刺激
&3

后细胞活力已明显升高!图
$

"%随着时间

的延长细胞活力并未再出现明显升高&因此%我们选

择高糖刺激
$#)

来观察硒蛋白表达谱的变化&
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图
B

$

高糖刺激
TJ<+

细胞的增殖情况

K@

I

/$D<;?@N2<=*@;5;NOZ9>>*@M1?=*23.

,

)@

I

)

I

?14;>2

OZ9>

在正常糖!

&&/&MM;?

$

\

"或高糖!

!%MM;?

$

\

"条件下分别培养

&

'

$

'

!

'

#3

&

ZYY

法检测细胞活性!

-̀ 7

"%与对照组比较%

)

!

%

%/%6

&

GH

#正常糖浓度!

&&/&MM;?

$

\

"(

OH

#高糖浓度!

!%MM;?

$

\

"&

$$

实时定量
D9E

反应所使用的
$&

种硒蛋白引物

如表
!

所示&检测
OZ9>

所表达的
$&

种硒蛋白在

高糖条件下的
MEGA

水平表达变化%结果显示%与正

常糖组相比%高糖组
H

+

-&

'

Y<-E$

'

Y<-E!

'

B@;$

'

B@;!

'

82?_

'

82?G

'

82?D

'

82?E

'

82?Y

'

82?F

'

8D8$

的表

达均显著性减低!

!

%

%/%6

"%初步筛选出了有表达差

异的硒蛋白!图
!

"&

C

$

讨
$$

论

硒与肾脏疾病的关系密不可分)

!

*

%在急性肾损伤

或慢性肾脏病患者中%血浆中的低硒状态被一系列研

究所证实%尤其是在透析患者中)

#J'

*

&本研究结果显

示%

BG

患者血浆及全血中的硒含量与正常对照相比

有显著性下降%且肾功能越差%糖化血红蛋白水平越

高%其体内硒含量越低&在肾脏疾病中%这种硒缺乏

表
C

$

人硒蛋白
L<;

引物信息

Y=./!

$

D9E

+

<@M2<>2

g

12542>;N)1M=5>2?25;

+

<;*2@5>

基因 上游引物 下游引物

H

+

-& 6lJA9AY9HAH99YHA9AY9HAAJ!l 6lJY9YHH9AHAHA9YHHHAY9AJ!l

H

+

-# 6lJAHYYYY99H99AAHHA9AY9J!l 6lJYH9YY999HAA9YHHYYA9AJ!l

B@;$ 6lJHHAAHAY9HAYHYH9AH9AHJ!l 6lJH99HHA9YY9YYHAAHHYYHJ!l

B@;! 6lJ9AH9A9AY99Y9HA9YA9H9J!l 6lJYH9YHYHHHAYHAYHYAHHHJ!l

Y<-E& 6lJHHHY99AAAYH9YHHAHAAHJ!l 6lJH9AHY9YYHH9AA9AH9AY9J!l

Y<-E$ 6lJ9999HA9A9Y9AHAAHAY99J!l 6lJAYA9Y99AH9HHHHYHAAHAJ!l

Y<-E! 6lJY9YHH99Y9YYHAAYHHA9AJ!l 6lJHHHHYHAAYY99AAYHHYHYJ!l

8D8$ 6lJ9HHYHHAHYYH99A9YHYAHJ!l 6lJYAHH99AH9Y99A99Y9YY9J!l

82?&6 6lJ99YHAYYH9AHAHHAYH9YHJ!l 6lJAHHHY9YHAA99A9HHA9AYJ!l

82?O 6lJ99H9YHYAHHAH9AHAH9YYJ!l 6lJH99AH9YY9Y9Y9H9YY9Y9J!l

82?: 6lJYHHHAHYYHAHH99YHHYAYJ!l 6lJHA99AAAHHAY99A9H9YHYJ!l

82?_ 6lJAAHYHYYHHA9AH99HHAHYJ!l 6lJ9YAHHH99A9H9AHAYHAYYJ!l

82?Z 6lJYHA9AH9YHAA99H99YAAAJ!l 6lJY99YH9A9YAH9H9AYYHAYJ!l

82?G 6lJAH99AAHH9YHAHAA9AAH9J!l 6lJHHHA9HAHYY9Y99YHHYYHJ!l

82?W 6lJA9HHYYHYHYYH9HYHYAH9J!l 6lJH9AYYY9Y9YH9A9H9YHY9J!l

82?D 6lJ9Y99Y99AHH99YY9AY9A9J!l 6lJHA9AAYHH9AH9AY9AH9Y9J!l

82?E 6lJ99H99YYY9AHYHHHAY9YAJ!l 6lJHA9AA99Y9YHYH9HAH9YHJ!l

82?8 6lJAAHAAH9999AHHAHHAAHAJ!l 6lJ999YYHHY9AAHAAH9AA99J!l

82?Y 6lJAHH9HHHYHYYYHAHHAHYAJ!l 6lJYAYYYY9YYHH9999A9YH9J!l

82?[ 6lJH9HHA9YY9AA99Y9AHY99J!l 6lJHHHHA99AHAHYHHHAAY9YJ!l

82?F 6lJHY9HYYYAYYHYHH9H9YYHJ!l 6lJ9HYAH99AY9H99YYY9YY9J!l

图
C

$

高糖刺激下人肾小球系膜细胞中硒蛋白的表达变化

K@

I

/!9)=5

I

2>;N>2?25;

+

<;*2@52-

+

<2>>@;5>@5OZ9>>*@M1?=*23.

,

)@

I

)

I

?14;>2

OZ9>

在正常糖或高糖条件下培养
$#)

&提取细胞总
EGA

%通过实时定量
D9E

法检测硒蛋白
MEGA

相对表达水平!

- !̀

"%

相对于对照组%

)

!

%

%/%6

&

GH

#正常糖浓度!

&&/&MM;?

$

\

"(

OH

#高糖浓度!

!%MM;?

$

\

"&
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状态可能是通过调节氧化应激'免疫功能及甲状腺激

素合成等途径参与肾脏疾病的发生发展)

"J&%

*

&在一

些动物模型的补硒实验中%也多次验证了硒对肾脏的

氧化应激损伤和细胞凋亡有保护作用)

&%J&$

*

&

然而%硒是人类健康的一把双刃剑)

&!

*

&一系列

研究表明%过度补硒会降低细胞间氧化应激水平%干

扰胰岛素的合成及分泌%造成实验动物糖和脂质代谢

紊乱)

&#

*

&与安慰剂组相比%给
$

型糖尿病患者补硒

会增加其空腹血糖'糖化血红蛋白'高密度脂蛋白水

平)

&6

*

&本研究中血浆硒含量与糖化血红蛋白呈显著

负相关%说明患者体内是明显的低硒状态&如何科学

地利用好硒及硒蛋白而避免其不必要的副作用%这要

求我们深入地研究硒及硒蛋白的代谢机制&

本研究结果显示%在高糖刺激下%人
Z9>

中

H

+

-&

'

Y<-E$

'

Y<-E!

'

B@;$

'

B@;!

'

82?_

'

82?G

'

82?D

'

82?E

'

82?Y

'

82?F

'

8D8$

的表达显著性减低&硒缺乏

时%机体倾向于仅表达必需硒蛋白)

&7

*

%不是所有组织

都能平等地得到有限的硒元素%例如甲状腺和大脑会

优先得到硒蛋白的补充%这就是所谓硒蛋白表达的等

级制度)

&(

*

&硒元素在体内发挥作用的载体是硒代半

胱氨酸!

824

"%

824

由密码子
SHA

介导的翻译参入%

参与构成硒蛋白的活性中心%复杂的
824

插入过程是

硒蛋白体内合成的关键%其中任何因素变化将导致硒

蛋白不同剪接体的形成)

&7

*

%即含有
824

的有硒酶活

性的全长硒蛋白'

824

缺失的无硒酶活性的截短硒蛋

白&那么在
BG

患者体内%这些对硒元素敏感变化的

硒蛋白会对
Z9>

产生什么样的作用%是否加速了

BG

的进展%是否通过其截短体来实现促
Z9>

病理

变化的作用%从而加速了
BG

的进展%在高糖刺激的

人
Z9>

细胞中%补硒或者补充哪一种硒蛋白能延缓

BG

的进展%这都需要进一步研究&
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