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[摘要] 目的 探讨烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依赖的去乙酰化酶1(Sirt1)对高糖诱导的足细胞外泌体释放的影

响。方法 将永生化小鼠足细胞 MPC5分为正常糖组(5.5mmol/L葡萄糖,A组)、高渗组(5.5mmol/L葡萄糖+
24.5mmol/L甘露醇,B组)、高糖组(30.0mmol/L葡萄糖,C组)、高糖+Sirt1过表达慢病毒转染组(Sirt1过表达

慢病毒转染+30.0mmol/L葡萄糖,D组)、高糖+阴性慢病毒转染组(阴性慢病毒转染+30.0mmol/L葡萄糖,E
组)、高糖+外泌体分泌抑制剂组(GW4869+30.0mmol/L葡萄糖,F组)6组。采用免疫印迹法检测各组细胞

Sirt1、足细胞裂孔膜蛋白(Nephrin、Podocin)及CD63、CD81、Alix的表达水平,采用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)

检测D、E组细胞Sirt1mRNA表达水平,使用透射电子显微镜观察足细胞外泌体形态,采用纳米粒子跟踪分析技

术检测外泌体的粒径和浓度。结果 RT-qPCR结果显示,D组足细胞Sirt1mRNA相对表达量显著高于E组(t=
14.580,P<0.01)。纳米粒子跟踪分析及免疫印迹结果显示,A~C组间足细胞Sirt1、Nephrin和Podocin蛋白相对

表达量比较差异均具有显著性(F=49.84~106.40,P<0.01);与 A组相比,C组足细胞外泌体分泌显著增加(t=
14.550,P<0.01),Nephrin、Podocin、Sirt1相对表达量显著减少(t=7.446~15.110,P<0.01);与E组相比,D组足

细胞外泌体分泌显著减少(t=74.610,P<0.01),Nephrin、Podocin、Sirt1相对表达量显著增加(t=4.657~32.860,

P<0.05);与C组相比,F组足细胞外泌体分泌显著减少(t=16.300,P<0.05),Nephrin、Podocin相对表达量显著

增加(t=3.790、8.151,P<0.01),Sirt1表达水平无统计学差异(P>0.05)。结论 高糖诱导的足细胞Sirt1减少可

促进外泌体分泌及足细胞损伤。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectofnicotinamideadeninedinucleotide-dependentdeacetylase1(Sirt1)on

highglucose-inducedexosomereleasefrompodocytes. Methods ImmortalizedmousepodocytesMPC5weredividedintosix

groups:normalglucosegroup(5.5mmol/Lglucose,groupA),highmannitolgroup(5.5mmol/Lglucose+24.5mmol/Lmanni-

tol,groupB),highglucosegroup(30.0mmol/Lglucose,groupC),highglucose+Sirt1-overexpressedlentivirustransfection

group(Sirt1-overexpressedlentivirustransfection+30.0mmol/Lglucose,groupD),highglucose+negativelentivirustransfection

group(negativelentivirustransfection+30.0mmol/Lglucose,groupE),andhighglucose+exosomesecretioninhibitorgroup
(GW4869+30.0mmol/Lglucose,groupF).WesternblotwasusedtoanalyzetheexpressionlevelsofNephrin,Podocin,Sirt1,

CD63,CD81,andAlixineachgroup.Real-timequantitativepolymerasechainreactionwasusedtoanalyzetheexpressionlevelof

Sirt1mRNAinDandEgroup.Themorphologyofpodocyteexosomeswasobservedbyatransmissionelectronmicroscope.The

particlesizeandconcentrationofexosomesweredeterminedbynanoparticletrackinganalysis. Results TheresultsofRT-qPCR

showedthattherelativeexpressionofSirt1mRNAwassignificantlyincreasedingroupDcomparedwiththatingroupE(t=

14.580,P<0.01).TheresultsofnanoparticletrackinganalysisandWesternblotshowedthattherelativeexpressionofSirt1,

Nephrin,andPodocinproteinsinpodocytesamonggroupsAtoCwassignificantlydifferent(F=49.84-106.40,P<0.01).Com-

paredwithgroupA,groupChadsignificantlyincreasedsecretionofpodocyteexosomes(t=14.550,P<0.01)andsignificantlyre-

ducedexpressionofSirt1,Nephrin,andPodocin(t=7.446-15.110,P<0.01).ComparedwithgroupE,groupDhadsignificantly
reducedreleaseofpodocyteexosomes(t=74.610,P<0.01)andsignificantlyincreasedrelativeexpressionofSirt1,Nephrin,and

Podocin(t=4.657-32.860,P<0.05).ComparedwithgroupC,groupFhadsignificantlyreducedreleaseofpodocyteexosomes
(t=16.300,P<0.05)andsignificantlyincreasedrelativeexpression

ofNephrinandPodocin(t=3.790,8.151,P<0.01),butshowedno

significantchangeintheexpressionlevelofSirt1(P>0.05). Con-

clusion LossofSirt1inhighglucose-treatedpodocytespromotes

exosomesecretionandpodocyteinjury.
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  糖尿病肾病(diabeticnephropathy,DN)是糖尿

病最常见并发症,已成为导致慢性肾脏病和终末期

肾病的首要原因[1]。DN以肾小球肥大、肾小球基

底膜增厚、系膜区扩张、足细胞损伤为特征性表现,
其中足细胞损伤是DN发病的中心环节[2]。外泌体

是细胞主动分泌的直径约为50~150nm的均一膜

性囊泡结构,其可携带丰富的生物活性分子,能够在

可溶性分子之外介导细胞间新型对话[3]。既往研究

发现在高糖环境刺激下,足细胞分泌外泌体增加,但
其具体机制尚不清楚[4]。烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依

赖的去乙酰化酶1(Sirt1)是去乙酰化酶家族成员,
可促进高糖环境下肾脏细胞稳态,对DN发病时的

肾细胞氧化应激、细胞凋亡、肾组织炎症、肾脏纤维

化等有改善作用[5]。但Sirt1是否影响DN足细胞

外泌体分泌目前尚无研究报道。本研究拟通过体外

实验阐明Sirt1在DN足细胞外泌体分泌中的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞、试剂与仪器

永生化小鼠足细胞 MPC5由东南大学肾脏病

研究所惠赠。ECL化学发光底物购买于北京Bio-
sharp公司,IFN-γ购自美国PeproTech公司,慢病

毒购买于上海吉玛基因,直标抗体GAPDH、β-actin
购买于上海 Abway公司,Sirt1、Nephrin抗体购自

英国 Abcam 公司,Podocin抗体购自美国Invitro-
gen公司,CD63、CD81、Alix抗体购买于上海Santa
Cruz公司。Nano-drop2000购买于美国 Thermo
Fisher公司,逆转录仪购自德国Eppendorf公司。

1.2 足细胞分组与处理

足细胞 MPC5复苏后以 Mundel法[6]培养,分
为以下6组:①正常糖组(A组):在含5.5mmol/L
葡萄糖的RPMI1640培养基当中培养48h;②高渗

组(B组):在含5.5mmol/L葡萄糖和24.5mmol/L
甘露醇的RPMI1640培养基中培养48h;③高糖组

(C组):在含30.0mmol/L葡萄糖的RPMI1640培

养基中培养48h;④高糖+Sirt1过表达慢病毒转染

组(D组):足细胞转染Sirt1过表达慢病毒后,在含

30.0mmol/L葡萄糖的RPMI1640培养基中培养

48h;⑤高糖+阴性慢病毒转染组(E组):足细胞转

染阴性慢病毒后在含30.0mmol/L葡萄糖的RPMI
1640培养基中培养48h;⑥高糖+外泌体分泌抑制

剂组(F组):在含有30.0mmol/L葡萄糖的RPMI

1640培养基中加GW4869后培养48h。

1.3 足细胞外泌体提取与鉴定

将A、C、D、E、F组足细胞在不含胎牛血清的培

养基中培养48h后,分别收集等量细胞上清液,使
用差速离心法[7]分离足细胞外泌体。使用透射电子

显微镜观察外泌体形态,然后使用纳米粒子跟踪分

析(NTA)技术检测外泌体粒径和浓度。

1.4 免疫印迹法检测各组足细胞 Nephrin、Podo-
cin、Sirt1及外泌体相关标记蛋白相对表达量

RIPA裂解液、PMSF、碱性磷酸酶抑制剂按照

100∶1∶1比例配置后用于提取各组培养48h的

足细胞总蛋白,采用BCA法测定蛋白的浓度,在提

取的总蛋白中加入上样缓冲液和双蒸水,制成等浓

度等体积的蛋白样本,充分混匀,100℃水浴加热

5min。将处理好的蛋白样本经聚丙烯酰胺凝胶电

泳后转移至聚偏氟乙烯膜上,以快速封闭液室温封

闭15min以后,分别加入一抗(Nephrin、Podocin、

Sirt1、CD63、CD81及 Alix以1∶1000稀释,直标

GAPDH、β-actin以1∶10000稀释)4℃孵育过夜。
洗膜后加入对应的二抗(以1∶3000稀释),室温孵

育1h,再洗膜以后使用超敏ECL化学发光液显影。
采用ImageJ软件检测各个目的条带的灰度值,以

β-actin为内参蛋白,计算各目标蛋白相对表达量。
每组实验重复3次,结果取均值。

1.5 RT-qPCR法检测D、E组足细胞Sirt1mRNA
表达水平

提取D、E组培养48h的足细胞总RNA后,用

Nano-drop2000检测两组足细胞RNA的浓度和纯

度,用 HiScriptⅢ RTSuperMix在逆转录仪中逆

转录成mRNA,然后在7300RT-qPCR检测系统中

使用PCR试剂盒进行检测。实验所用引物序列由

上海捷瑞生物工程有限公司设计合成,Sirt1引物的

序列为F:5'-GCTGACGACTTCGACGACG-3',R:

5'-TCGGTCAACAGGAGGTTGTCT-3',β-actin引

物序列为F:5'-GGGAAATCGTGCGTGAC-3',R:

5'-AGGCTGGAAAAGAGCCT-3'。以β-actin 作为

内参基因,采用2-△△CT计算细胞Sirt1mRNA的相

对表达水平。

1.6 统计学分析

使用GraphPadPrism8.0进行数据分析,计量

资料以􀭺x±s表示,两组间比较采用独立样本t检

验,多组间比较采用单因素方差分析,组间两两比较
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采用LSD-t检验。以P<0.05为差异有显著意义。

2 结  果

2.1 各组足细胞Sirt1、Nephrin、Podocin表达水平比较

RT-qPCR结果显示,D、E组Sirt1mRNA相

对表达水平分别为15.50±2.43、1.01±0.17,D组足

细胞Sirt1mRNA 相对表达量显著高于E组(t=
14.580,P<0.05)。免疫印迹法分析显示,A~C多

组间足细胞Sirt1、Nephrin和Podocin蛋白相对表

达量比较差异均有显著性(F=49.84~106.40,P<
0.01);与A组相比,C组足细胞Sirt1、Nephrin以及

Podocin相对表达量显著降低(t=7.446~15.110,

P<0.01),B组足细胞Sirt1、Nephrin和Podocin相

对表达量无显著差异(P>0.05);与E组相比,D组

足细胞Sirt1、Nephrin和Podocin相对表达量均显

著升高(t=4.657~32.860,P<0.05);与C组相比,

F组足细胞Nephrin、Podocin相对表达量显著升高

(t=3.790、8.151,P<0.01),Sirt1表达水平无统计

学差异(P>0.05)。见表1、图1。

2.2 足细胞外泌提取及体分泌情况

透射电镜下可见各组足细胞外泌体呈现典型的

茶托样结构(图2A)。NTA检测结果显示,A、C、

D、E、F组足细胞外泌体浓度分别为(61.30±1.50)×
106/L、(87.00±2.60)×106/L、(21.2±0.30)×106/

L、(66.00±1.00)×106/L和(6.40±0.46)×106/L;
与A组相比,C组足细胞外泌体分泌显著增加(t=
14.550,P<0.01);与E组相比,D组足细胞外泌体

分泌显著减少(t=74.610,P<0.01);与C组相比,

F组足细胞外泌体分泌量显著减少(t=16.300,P<
0.05)。免疫印迹法结果显示,与A组相比,C组足

细胞外泌体相关标志蛋白Alix、CD63以及CD81表

达增加(图2B);与 E组相比,D 组足细胞 Alix、

CD63以及CD81表达减少(图2C)。

表1 A~F组足细胞Sirt1、Nephrin和Podocin蛋白相

对表达量比较(n=3,􀭵x±s)

分组 Sirt1 Nephrin Podocin

A组 1.02±0.03 1.20±0.02 1.16±0.09
B组 0.98±0.11 1.14±0.03 0.99±0.05
C组 0.46±0.07 0.33±0.19 0.40±0.14

D组 1.04±0.11 1.10±0.21 1.10±0.01

E组 0.71±0.05 0.57±0.08 0.54±0.03

F组 1.04±0.06 0.83±0.24 0.99±0.02

A:A~C组足细胞Sirt1、Nephrin、Podocin免疫印迹结果,B:D、E组足细胞Sirt1、Nephrin和Podocin免疫印迹结果,C:C、F组足细胞

Sirt1、Nephrin和Podocin免疫印迹结果

图1 免疫印迹法检测A~F组足细胞Sirt1、Nephrin和Podocin蛋白表达水平

A:足细胞外泌体电镜下形态,B:A、C组足细胞外泌体Alix、CD63、CD81免疫印迹结果,C:D、E组足细胞外泌体Alix、CD63、CD81免疫印

迹结果

图2 足细胞外泌体分泌情况

3 讨  论

DN是糖尿病患者严重微血管并发症,是一种

慢性进行性疾病,是终末期肾脏病的常见病因,近年

来其发病率与日俱增[6]。目前DN的发病机制尚不

完全清楚。研究显示,足细胞是位于肾小球基底膜

外表面的终末分化细胞,在维持肾小球滤过屏障的

结构和功能方面发挥重要作用[8]。越来越多的证据

表明,肾小球足细胞在DN的发病过程中起关键作

用[9-12],但其具体机制仍不十分清楚。
外泌体是一种直径为50~150nm的细胞外囊

泡,通过细胞内吞过程形成,并且由细胞内多泡体

(MVBs)释放[3]。越来越多的证据表明,外泌体介

导细胞间通讯,参与各种肾脏疾病的发生发展[13-14]。
由于足细胞可分泌含有多种因子的外泌体[15-16],且
足细胞功能受外泌体的调节[17-18],因此外泌体分泌
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异常可能是DN足细胞功能障碍的重要机制。既往

研究发现,在体外高糖环境刺激下,足细胞分泌外泌

体增加。此外链脲佐菌素诱导6、12周小鼠体内尿

足细胞外泌体分泌增加,且先于尿蛋白升高[4]。但

DN足细胞外泌体分泌增加的具体机制尚不清楚,
本研究发现其可能与Sirt1表达的减少有关。

Sirt1是烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依赖的去乙酰

化酶家族成员,在机体衰老、炎症中发挥着重要作

用[19]。研究发现,Sirt1可维持高糖环境下肾脏细

胞的稳态,对DN发病时的肾细胞氧化应激、细胞凋

亡、肾组织炎症、肾脏纤维化等有改善作用[20]。既

往研究表明,Sirt1在DN患者足细胞和肾小球细胞

中表达降低,且糖尿病小鼠Sirt1全身敲除及足细

胞特异性敲除均可加速DN的进展[21]。此外,Sirt1
活性增高可以预防糖尿病诱导的足细胞损伤,并有

效缓解DN的进展[22]。关于Sirt1与外泌体分泌间

的关系,LATIFKAR等[23]发现在乳腺癌细胞中,

Sirt1的缺失可能通过影响 V型质子 ATP酶催化

亚基A(ATP6V1A)mRNA的稳定性,来影响溶酶

体膜上ATP6V1A的表达,造成溶酶体酸化功能障

碍,进而引起 MVBs与质膜融合,增加外泌体释放。
上述过程中能够在细胞水平上促进癌细胞的浸润,
但是Sirt1在DN足细胞外泌体分泌中的作用尚未

见报道。在本研究中高糖诱导的足细胞 Nephrin、

Podocin以及Sirt1表达减少,足细胞外泌体分泌增

加。对足细胞转染Sirt1过表达慢病毒后,发现高

糖环境下足细胞外泌体释放减少,Nephrin、Podocin
及Sirt1表达增加,足细胞损伤减轻。此外,外泌体

释放抑制剂GW4869干预高糖诱导的足细胞后,足
细胞损伤也有所减轻。以上结果提示Sirt1可能通

过抑制外泌体分泌减轻DN足细胞损伤,但上述结

论还需进一步体内实验验证,且需对Sirt1下游机

制进行探讨。
综上所述,本研究发现高糖诱导的足细胞外泌

体分泌增加与Sirt1的减少有关,而过表达Sirt1可

减轻足细胞的损伤,减少外泌体分泌。本研究首次

研究了Sirt1与DN足细胞外泌体分泌的关系,补充

了足细胞外泌体释放的具体分子机制,为DN治疗

新靶点提供了理论依据。
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