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蟾蜍灵通过调节细胞间隙连接通讯抑制
ＰＤＧＦＢＢ诱导的系膜细胞增殖
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（南京医科大学第二附属医院儿童医学中心儿肾科，江苏 南京　２１０００３）

　　［摘　要］　目的　探讨细胞间隙连接通讯（ＧＪＩＣ）在蟾蜍灵抑制肾小球系膜细胞（ＭＣ）增殖中的作用及可能
的机制。方法　以体外培养的系膜细胞为研究对象，血小板衍生生长因子（ＰＤＧＦＢＢ）诱导系膜细胞增殖，蟾蜍灵
干预。ＭＴＴ法测定细胞增殖，ＬｕｃｉｆｅｒＹｅｌｌｏｗ划痕标记染料示踪技术（ＳＬＤＴ）观察ＧＪＩＣ的改变，ＲＴＰＣＲ法测定间隙
连接蛋白（Ｃｘ）４３、４５、４０基因在转录水平的改变情况，激光共聚焦显微术结合Ｆｕｒａ３染色法测定细胞内游离钙离
子（［Ｃａ２＋］ｉ）浓度。结果　ＭＴＴ结果显示蟾蜍灵能够抑制 ＰＤＧＦＢＢ引起的系膜细胞增殖（Ｐ＜０．０１）。与正常组
相比，ＰＤＧＦＢＢ刺激组ＧＪＩＣ受到抑制，Ｃｘ４５和Ｃｘ４０ｍＲＮＡ显著上调（Ｐ＜０．０１），而 Ｃｘ４３ｍＲＮＡ无明显变化（Ｐ
＞０．０５），同时伴有细胞［Ｃａ２＋］ｉ浓度升高（Ｐ＜０．０１）；蟾蜍灵干预则可改善 ＰＤＧＦＢＢ引起的 ＧＪＩＣ的抑制，下调
ＰＤＧＦＢＢ引起的Ｃｘ４５和Ｃｘ４０ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０１），同时降低细胞［Ｃａ２＋］ｉ浓度（Ｐ＜０．０１）。结论　蟾蜍灵
可能通过从转录水平调节系膜细胞 Ｃｘ４５和 Ｃｘ４０的表达，降低细胞［Ｃａ２＋］ｉ浓度，改善 ＧＪＩＣ从而抑制系膜细胞
增殖。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（１２）：９８２－９８７］
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ｉｎｈｉｂｉｔｅｄＰＤＧＦＢＢｉｎｄｕｃｅｄＭＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｈｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＰＤＧＦＢＢｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ＧＪＩＣｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｘ４５ａｎｄＣｘ４０（Ｐ＜０．０１）ｗｉｔｈｏｕｔａｌｔｅｒｉｎｇｔｈｅＣｘ４３（Ｐ＞０．０５）ｉｎｇｅｎｅｌｅｖｅｌ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｒｅｄｕｃｅｄ［Ｃａ２＋］ｉ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＢｕｆａｌｉｎｉｎｈｉｂｉｔｓＰＤＧＦＢＢｉｎｄｕｃｅｄＭＣ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＣｘ４５ａｎｄＣｘ４０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｇｅｎｅｌｅｖｅｌ，
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　　随着当今生命科学研究的不断发展，间隙连接
（ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎ）成为了新的研究热点。间隙连接，也
称缝隙连接，是细胞之间的一种连接形式，由位于相

邻质膜上的连接蛋白（ｃｏｎｎｅｘｉｎ，Ｃｘ）构成。间隙连

接为细胞间通讯提供了直接而非特异性的信号传递

通道，由这种通道进行信息和物质交换的方式称为

间隙连接细胞间通讯（ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ，ＧＪＩＣ）。近年来研究发现，ＧＪＩＣ在胚
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胎发育、组织修复、维持内环境稳态以及控制细胞生

长、分化等方面起着重要作用［１］，而且血小板衍生生

长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＢＢ，ＰＤＧＦＢＢ）
在众多细胞系中被认为是ＧＪＩＣ的抑制剂［２４］。本课

题组前期研究发现，中药蟾酥的主要活性成分－蟾蜍
灵（ｂｕｆａｌｉｎ）可以呈剂量依赖性抑制ＰＤＧＦＢＢ诱导的
系膜细胞增殖［５］。那么蟾蜍灵是否是通过改善

ＧＪＩＣ从而发挥对ＰＤＧＦＢＢ诱导的系膜细胞增殖的
抑制作用以及蟾蜍灵改善ＧＪＩＣ的具体机制又如何？
由此，本研究拟观察蟾蜍灵对ＰＤＧＦＢＢ诱导的大鼠
系膜细胞间隙连接蛋白 Ｃｘ４３、Ｃｘ４５、Ｃｘ４０基因表
达，细胞［Ｃａ２＋］ｉ浓度以及 ＧＪＩＣ的影响，探讨 ＧＪＩＣ
在蟾蜍灵抑制 ＰＤＧＦＢＢ诱导的系膜细胞增殖中的
作用。

１　材料与方法

１．１　材料
大鼠系膜细胞株 ＨＹＺＢ１（中国典型培养物保

藏中心）；蟾蜍灵、ＰＤＧＦ、ＬｕｃｉｆｅｒＹｅｌｌｏｗ、Ｆｕｒａ３／ＡＭ
（ｓｉｇｍａ，美国）；胎牛血清（ｈｙｃｌｏｎｅ，美国）；低糖
ＤＭＥＭ培养基、胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ，美国）；ＴｒｉｚｏｌＲｅａ
ｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）；逆转录试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，立
陶宛）；ＤＮＡＭａｋｅｒ（ＴａＫａＲａ，日本）；激光扫描共聚
焦显微镜（ＬＳＭ７１０，德国）；荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日
本）；梯度ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及分组　　系膜细胞常规培养于
含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液中，置于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中，当系膜细胞长至贴壁８０％～９０％
时，２５ｍｇ／Ｌ胰蛋白酶消化细胞、传代，选用第３～
８代对数生长期细胞进行实验。将细胞分为正常组、
ＰＤＧＦ组（２０ｎｇ／ｍＬＰＤＧＦＢＢ）、ＰＤＧＦ＋蟾蜍灵组
（２０ｎｇ／ｍＬＰＤＧＦＢＢ刺激１２ｈ后加入０．０８μｍｏｌ／Ｌ的
蟾蜍灵继续共同作用２４ｈ）和蟾蜍灵组（０．０８μｍｏｌ／Ｌ
蟾蜍灵）。

１．２．２　ＭＴＴ法测定系膜细胞增殖　　取生长良好的
系膜细胞接种于９６孔板（６×１０３个／孔），各孔总体积
２００μＬ，每组设８个复孔。用含０．０５％胎牛血清的培
养基同步化２４ｈ进入休止期后，向各组加入相应试剂
作用总计３６ｈ后，加入ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ／孔，
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱继续培养４ｈ，弃去培养上清液，
每孔加入１５０μＬ二甲亚砜（ＤＭＳＯ），震荡约１０ｍｉｎ使
结晶完全溶解，在４９２ｎｍ波长下应用ＤＧ５０３２型酶联
免疫检测仪检测各孔的吸光度值。

１．２．３　ＬｕｃｉｆｅｒＹｅｌｌｏｗ划痕标记染料示踪技术检测
ＧＪＩＣ　　根据ｅｌＦｏｕｌｙ等［６］的方法并加以改进，将４×
１０５个／孔新鲜细胞接种在直径３５ｍｍ的塑料小平
皿内，各组分别于蟾蜍灵刺激２４ｈ后收集细胞，倒
去培养基，用含钙镁的磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗３次，将细胞浸在含０．０５％
的荧光黄（ｌｕｃｉｆｅｒｙｅｌｌｏｗ，ＬＹ）中，用刀片在细胞表面
轻轻划痕３条，染料标记３ｍｉｎ，吸除荧光染液，用
ＰＢＳ洗３次除净游离的剩余染料，立即于荧光显微
镜下观察荧光黄的扩散速度及据划痕的距离，照相。

每组重复３次独立实验。
１．２．４　细胞总ＲＮＡ的提取　　在六孔板中接种４×
１０５个／孔的细胞悬液，培养至７０％ ～８０％融合时用
含０．０５％胎牛血清的培养基同步化２４ｈ进入休止
期后，各组分别于蟾蜍灵作用２４ｈ后收集细胞，用
ＰＢＳ缓冲液洗涤各组细胞 ３次，每孔中加入 １ｍＬ
ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取液，按说明书步骤，提取细胞总
ＲＮＡ，用紫外分光光度仪测定２６０ｎｍ、２８０ｎｍ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。

１．２．５　引物设计及 ＲＴＰＣＲ检测 Ｃｘ４３ｍＲＮＡ、
Ｃｘ４５ｍＲＮＡ、Ｃｘ４０ｍＲＮＡ表达　　引物序列由美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ上海分公司合成（表１）。管家基因 ＧＡＰ
ＤＨ、ＣＸ４３两者反应条件均为：９５℃预变性１ｍｉｎ；
９５℃变性３０ｓ，５７．５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共
３０个循环；７２℃终末延伸７ｍｉｎ结束反应。ＣＸ４５反
应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火
４０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃终末延伸
５ｍｉｎ结束反应。ＣＸ４０反应条件：９５℃预变性１ｍｉｎ；
９５℃变性３０ｓ，６３．５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共
３４个循环；７２℃终末延伸７ｍｉｎ结束反应。ＰＣＲ产物
经１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳、凝胶图像扫描系统成像
并进行灰度扫描，以密度代表其表达量，用 ＧＡＰＤＨ
的表达量校正，将两者吸光度的相对量进行分析，重

复３次独立的半定量全过程。
１．２．６　细胞［Ｃａ２＋］ｉ浓度测定　　按４×１０５个细
胞密度传代至底部为玻璃材质的６孔板，各组分别
于蟾蜍灵作用２４ｈ后收集细胞，加入浓度为５μＭ
Ｆｕｒａ３／ＡＭ于 ３７℃培养箱中孵育 ３０ｍｉｎ，然后用
Ｂｕｆｆｅｒ充分洗涤未负载的Ｆｕｒａ３／ＡＭ，立即于激光扫
描共聚焦显微镜观察，设置激发波长为４８８ｎｍ，发
射波长５２５ｎｍ。从与激光扫描共聚焦显微镜相连
的电脑中直接获取荧光灰度值进行分析。重复３次
独立实验。
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表１　引物序列及目的片段长度

ｍＲＮＡ 引 物 序 列 产物大小（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ

　上游 ５′ＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡ３′ １４９

　下游 ５′ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣ３′

ＣＸ４３

　上游 ５′ＴＣＴＧＣＣＴＴＴＣＧＣＴＧＴＡＡＣＡＣＴ３′ １１７

　下游 ５′ＧＧＧＣＡＣＡＧＡＣＡＣＧＡＡＴＡＴＧＡＴ３′

ＣＸ４５

　上游 ５′ＣＴＴＴＧＣＣＣＣＧＣＴＣＴＣＣＣＡＣＧ３′ ３０８

　下游 ５′ＴＧＧＧＧＧＡＧＧＧＣＧＧＡＡＧＡＴＧＧ３′

ＣＸ４０

　上游 ５′ＣＴＧＧＣＣＡＡＧＴＣＡＣＧＧＣＡＧＧＧ３′ ８２４

　下游 ５′ＧＧＡＧＴＣＣＣＧＡＴＧＧＴＧＴＣＡＣＴＧＴＴ３′

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量资料

以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因
素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用
ｑ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＤＧＦＢＢ和蟾蜍灵对系膜细胞增殖的影响
与正常组相比，ＰＤＧＦ组系膜细胞增殖明显，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；在ＰＤＧＦＢＢ刺激１２ｈ
后加入０．０８μｍｏｌ／Ｌ的蟾蜍灵继续共同作用 ２４ｈ
发现蟾蜍灵能够有效抑制 ＰＤＧＦＢＢ诱导的系膜增
殖，与ＰＤＧＦ比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），但
细胞增殖程度仍高于正常组（Ｐ＜０．０１）；此外，蟾蜍
灵组系膜细胞增殖低于 ＰＤＧＦ组及 ＰＤＧＦ＋蟾蜍灵
组，差异均具有统计学意义（均Ｐ＜０．０１），与正常组
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表２。

　　表２　蟾蜍灵对ＰＤＧＦＢＢ诱导的系膜增殖的作用　
（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ＯＤ值

正常组 ０．６８０２±０．０２１２

ＰＤＧＦ组 ０．７２６７±０．０１１５ａ

ＰＤＧＦ＋蟾蜍灵组 ０．６９３３±０．００５７ａ，ｂ

蟾蜍灵组 ０．６７９８±０．０１００ｂ，ｃ

Ｆ值 ８．１４０
Ｐ值 ＜０．０１

　　ａ：与正常组比较；Ｐ＜０．０１；ｂ：与 ＰＤＧＦ组比较；Ｐ＜０．０１；ｃ：与

ＰＤＧＦ＋蟾蜍灵组比较，Ｐ＜０．０１

２．２　蟾蜍灵对 ＰＤＧＦＢＢ诱导的系膜细胞 ＧＪＩＣ
改变的影响

荧光黄浓度沿划痕由近及远逐渐降低，未划痕

区细胞无荧光标记现象。判定 ＧＪＩＣ是以荧光黄距
划痕线的平均垂直距离（处理组／正常组的百分率）
来计算。正常组系膜细胞间荧光染料迅速在细胞间

传递，且传输距离较远；ＰＤＧＦ组系膜细胞间荧光传
输速度减慢且局限，与正常组形成鲜明对比，差异具

有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；而ＰＤＧＦ＋蟾蜍灵组细胞
间传输距离较 ＰＤＧＦ组明显恢复，但尚未恢复到正
常组水平，差异均有统计学意义（均Ｐ＜０．０１）；蟾蜍
灵组与正常组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
而与ＰＤＧＦ＋蟾蜍灵组相比，荧光传输能力增强，与
ＰＤＧＦ组相比，荧光传输能力明显增强，差异均具有
统计学意义（分别Ｐ＜０．０５和０．０１）。见图１。
２．３　蟾蜍灵对 ＰＤＧＦＢＢ诱导的系膜细胞 Ｃｘ４３、
Ｃｘ４５、Ｃｘ４０ｍＲＮＡ表达的影响

ＲＴＰＣＲ结果显示正常系膜细胞表达 Ｃｘ４３、
Ｃｘ４５、Ｃｘ４０ｍＲＮＡ，ＰＤＧＦ组，ＣＸ４５、ＣＸ４０ｍＲＮＡ相对
表达量较正常组显著提高，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０１）；用 ＰＤＧＦＢＢ刺激后加入蟾蜍灵干预，
Ｃｘ４５、Ｃｘ４０ｍＲＮＡ的相对表达量与ＰＤＧＦ组比较明显
减少，但仍高于正常组，差异均有统计学意义（分别Ｐ
＜０．０１和０．０５）；蟾蜍灵组Ｃｘ４５、Ｃｘ４０ｍＲＮＡ的相对
表达量与正常组相比，差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５），而与ＰＤＧＦ组及ＰＤＧＦ＋蟾蜍灵组相比，差
异均有统计学意义（分别 Ｐ＜０．０１和０．０５）。ＣＸ４３
ｍＲＮＡ相对表达量在各组之间比较，差异均无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。见图２。
２．４　蟾蜍灵对ＰＤＧＦＢＢ诱导的系膜细胞［Ｃａ２＋］ｉ
浓度的影响

正常系膜细胞Ｃａ２＋负载，胞内充满弥散分布的荧
光物质；ＰＤＧＦ组Ｃａ２＋荧光强度（５６．８±１．４）较正常组
（２７．３±０．６）明显增强，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；
而ＰＤＧＦＢＢ刺激后加入蟾蜍灵干预，Ｃａ２＋荧光强度
（４２．１±１．５）较ＰＤＧＦ组明显减弱，但仍高于正常组，差
异均具有统计学意义（均Ｐ＜０．０１）；蟾蜍灵组Ｃａ２＋荧
光强度（２７．９±２．１）低于ＰＤＧＦ组及ＰＤＧＦ＋蟾蜍灵
组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１），但与正常组相比，
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图３。
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　　图２　蟾蜍灵对ＰＤＧＦＢＢ诱导的系膜细胞Ｃｘ４３、Ｃｘ４５、Ｃｘ４０ｍＲＮＡ表达的影响（ｎ＝３）　上图为电泳图，Ｍ：Ｍａｒｋ
ｅｒ；１：正常组；２：ＰＤＧＦ组；３：ＰＤＧＦ＋蟾蜍灵组；４：蟾蜍灵组。下图为各组Ｃｘ４５、Ｃｘ４０及Ｃｘ４３ｍＲＮＡ表达水平的比较，ａ：与正常组比

较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与正常组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与 ＰＤＧＦ组比较，Ｐ＜０．０１；ｄ：与ＰＤＧＦ＋蟾蜍灵组比较，Ｐ＜０．０５。

!

!"

#"

$%

"

!"#

&'()

#

&'()*

$%&#

$%&#

+
,
-

.
*

/
0

'
(

"#$

!#"

!

!

"#$%

"#$%&'(

&'

()*+,!

)*

+,

"

-

-.(/0!

!12

"

3

#!"#$

4

#

&'()

#$

,

#

&'()*

$%&#$

'

#$%&#% )*+,-./0&

,-

.*

'

0

'1

23%

5

#4#&

,-

.*

'

0

'156(

-

#7!8#

56 (

& 6 "7%8

$

9

#7

&'()

#56 (

& 6 %7%8

$

:

#7

&'()*

$%&#56(

&!6%7%8

%

·５８９·



第１４卷第１２期
２０１２年１２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１４Ｎｏ．１２
Ｄｅｃ．２０１２

３　讨论

蟾蜍灵来源于中华大蟾蜍和黑框蟾蜍耳后腺及

皮肤腺分泌的浆液，分子式为 Ｃ２４Ｈ３４Ｏ４，具有多种
生物活性，如强心、调节血压［７］、免疫［８］以及对子宫

内膜癌［９］、膀胱癌［１０］等的抗肿瘤作用。近来研究发

现，蟾蜍灵对人类黑色素瘤也有一定治疗疗效［１１］，

同时对大鼠离体肾脏具有直接的利尿、利钠、利钾作

用［１２］，也可以保护肾小球足细胞的损伤从而减轻阿

霉素肾病大鼠模型的蛋白尿［１３］。本课题组前期研

究发现，蟾蜍灵能够通过减少系膜细胞外基质分泌、

聚积［１４１５］，调节细胞周期相关蛋白的表达和活

性［５］，实现对系膜细胞增殖的抑制作用。尽管如

此，目前关于蟾蜍灵抑制系膜细胞增殖的机制尚没

有明确定论。

通常认为，细胞增殖的调控是在外来信号刺激下

引起细胞内外离子及小分子物质流动而实现的，这一

过程需要细胞间隙连接通道进行精密调控。细胞间

隙连接是由两个相邻细胞膜上的两个连接子组装而

成的膜通道，允许分子质量１０００～１６００Ｄａ的物质通
过，如无机盐离子、第二信使Ｃａ２＋、ｃＡＭＰ、１，４，５三磷
酸肌醇、维生素、激素等，进行着信息和能量交流，从

而实现ＧＪＩＣ。在人类组织中至少存在２０种间隙连接
蛋白分子，它们的表达既具有一定的组织特异性，又

呈现交叉现象，其中Ｃｘ４３是构成间隙连接中分布最
广、研究最多的间隙连接分子。本研究发现正常系膜

细胞表达Ｃｘ４３、Ｃｘ４５、Ｃｘ４０，与文献报道一致［１６］，且蟾

蜍灵能够在转录水平降低 ＰＤＧＦＢＢ诱导后的
Ｃｘ４５、Ｃｘ４０ｍＲＮＡ的表达上调，提示蟾蜍灵可能通
过在转录水平影响 Ｃｘ４５、Ｃｘ４０基因的表达而改善
ＧＪＩＣ；Ｃｘ４３ｍＲＮＡ表达无明显统计学意义，提示
Ｃｘ４３可能通过转录水平以外的其他途径参与了
ＧＪＩＣ的功能调节，其具体调节途径和方式还待进一
步研究。ＧＪＩＣ的调节可以发生在转录水平，也可能
是翻译、翻译后蛋白修饰水平，同时又受到膜电位、

细胞内 Ｈ＋、第二信使、氧自由基、蛋白激酶等多种
因素的影响。Ｓｑｕｅｃｃｏ等［１７］、Ｓｏｌａｎ等［１８］证实，在许

多细胞类型中，蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）通过增强Ｃｘ４３蛋
白特定位点的磷酸化抑制 ＧＪＩＣ；Ｙａｏ等［１９］认为，

ＰＤＧＦＢＢ单独作用于系膜细胞并不引起 ＧＪＩＣ、
Ｃｘ４３蛋白表达、定位及分布的改变，而提高胞内
ｃＡＭＰ浓度，两者的协同作用能够改善 ＧＪＩＣ。另有
研究表明，Ｃｘ４３的羧基末端还能够与膜相关鸟苷酸
激酶蛋白家族（ｍｅｍｂｒａｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｕａｎｙｌａｔｅｋｉ

ｎａｓｅ，ＭＡＧＵＫ）的成员之一ＺＯ１蛋白的ＰＤＺ结构域
相互结合引起连接通道开放［２０］。然而，磷酸化的

Ｃｘ４３与原癌基因ｃＳｒｃ的ＳＨ２结构域结合却可引起
连接通道关闭。不仅如此，同种细胞在不同异常条

件下，如胞内酸中毒、化学缺血／缺氧等，Ｃｘ４３与
ＺＯ１、ｃＳｒｃ的相互作用也不尽相同［２１］。总之，ＧＪＩＣ
的调节是个多层次、多因素的复杂过程，从而实现对

细胞的新陈代谢、内环境稳定、增殖和分化等生理过

程的精密调控。

此外，本研究还发现蟾蜍灵干预引起第二信使

游离 Ｃａ２＋浓度的降低，与增强 ＧＪＩＣ相一致，提示
Ｃａ２＋参与了 ＧＪＩＣ的功能调节。正常的细胞间隙连
接是Ｃａ２＋内流的通道之一，胞内游离Ｃａ２＋浓度的变
化又可以导致ＧＪＩＣ的增强或丧失。此外，在多条信
号通路的参与下，Ｃａ２＋能够与钙调蛋白（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，
ＣａＭ）结合激活多种蛋白激酶、蛋白水解酶和核酸
酶，引起间隙连接蛋白特定位点的磷酸化改变 ＧＪＩＣ
最终引起系膜细胞增殖与基质分泌增多。

总之，蟾蜍灵改善 ＧＪＩＣ的调节途径、调节方式
受多种因素影响，本研究发现蟾蜍灵能够调节不同

间隙连接蛋白基因的表达，降低细胞内游离 Ｃａ２＋浓
度，从而改善ＧＪＩＣ可能是蟾蜍灵抑制系膜细胞增殖
的重要机制之一。本实验的数据和结论都是建立在

体外细胞模型上的，蟾蜍灵对系膜细胞增殖性肾病

的治疗机制尚需体内实验进一步论证。但可以肯定

的是，ＧＪＩＣ与系膜细胞增殖密切关联，本研究的发
现为研究系膜增殖性肾小球疾病的发病机制有一定

启示作用，为临床筛选有效的治疗药物提供了理论

依据。
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