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 SCL基因重组慢病毒上调高糖环境下

Cajal间质细胞中c-kit蛋白表达 

 申茂磊1，钱彪1，徐浩2，傅家豪1，王昱琛1，王勤章1 

( 1. 石河子大学医学院第一附属医院泌尿外科，新疆 石河子 832000；2. 解放军69235部队卫生所，新疆 奎屯 833200 )

[摘要]  目的：探讨含人干细胞白血病(stem cell leukemia，SCL)基因重组慢病毒对高糖环境下受损Cajal间质细胞

(interstitial cells of Cajal，ICC)中酪氨酸激酶受体(c-kit)蛋白表达的影响。方法：分离ICC，培养24 h贴壁，经倒置显

微镜、免疫荧光鉴定后，将ICC细胞分为对照组、高糖组，对照组加入含5 mmol/L葡萄糖的培养基，高糖组加入含

20 mmol/L葡萄糖的培养基，培养48 h后；对照组不变，高糖组分成空白组、空慢病毒组和实验组3个亚组，3组分别

加入PBS、空慢病毒和含SCL基因重组慢病毒5 mmol/L葡萄糖的培养基，继续培养24和48 h，采用Western印迹法检测

两个时段各组中ICC中c-kit 蛋白表达情况。结果：24或48 h后，空白组、空慢病毒组中ICC的c-kit蛋白表达水平均明显

低于对照组，实验组中ICC中c-kit蛋白的表达水平明显均高于空白组和空慢病毒组，但是仍低于对照组(均P<0.05)。

结论：SCL基因重组慢病毒可以上调高糖环境下功能受损ICC中c-kit蛋白表达量。 
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ABSTRACT  Objective: To determine the effect of a recombinant lentivirus containing human stem cell 
leukemia (SCL) gene on the expression of c-kit protein in damaged interstitial cells of Cajal (ICC) 
under high glucose condition.

 Methods: Aft er isolation of ICC, the cells were cultured for 24 hours until the cells were adherent. 
Aft er identifi cation by inverted microscope and immunofl uorescence, ICC cells were divided into 
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two groups: A control group and a high glucose group. The control group was added with a medium 
containing 5 mmol/L of glucose. The high glucose group was added with a medium containing 
20 mmol/L of glucose. After 48 h of continuous cultivation, the high glucose group was divided 
into 3 subgroups: A blank group, an empty lentivirus group, and an experimental group. The blank 
group, the empty lentivirus group, and the experimental group were added a medium containing 
PBS solution, empty lentivirus, and a recombinant lentivirus containing the SCL gene with a 
glucose concentration of 5 mmol/L, respectively. The cultures were incubated for 24 and 48 h. The 
expression of c-kit protein in ICC in each group was detected by Western blot.

 Results: After 24 or 48 h, the expression of c-kit protein in ICC was significantly lower in the blank 
group and the lentivirus group than that in the control group, and the expression of c-kit protein in 
ICC was significantly higher in the experimental group than that in the blank group and the empty 
lentivirus group, but it was still lower than that in the control group (all P<0.05).

 Conclusion: The recombinant lentivirus of SCL gene can up-regulate the expression of c-kit 
protein in functionally impaired ICC under high glucose condition.

KEY WORDS stem cell leukemia gene recombinant lentivirus; high glucose; interstitial cells of Cajal; c-kit protein

糖尿病膀胱病变(diabetic cystopathy，DCP)是

糖尿病最重要的并发症，超过 8 0 % 的糖尿病患者

会出现下尿路症状，主要表现为尿急、尿频和尿

失禁，膀胱顺应性增高，膀胱收缩功能障碍，后

期可引起尿储留，甚至会引发尿毒症，严重影响

DCP患者的生活质量 [1-2]。有研究 [3-4]显示高糖环境

下Cajal间质细胞(interstitial cells of Cajal，ICC)中c-kit 
mRNA表达减少，导致c-kit信号通路异常，ICC的

结构和功能发生改变，可能是引发D CP的机制之 
一。ICC是膀胱起搏细胞，其自发产生电活动传递到

平滑肌细胞，引起膀胱平滑肌收缩，对膀胱收缩功

能有重要作用[5]。ICC细胞表面及胞质中存在一种酪

氨酸激酶受体c-kit，被认为是ICC的特异性标志物[6-7]。

而干细胞白血病(stem cell leukemia，SCL)基因是c-kit上
游的重要调控基因，其结合位点在c-kit转录调控区，

SCL主要是通过作用于c-kit基因启动子发挥功能，从

而调节c-kit表达[8]，这为DCP的治疗提供了新思路。

本实验从体外细胞水平研究SCL基因重组慢病毒对高

糖环境下豚鼠膀胱受损ICC中c-kit蛋白表达的影响，

旨在为体内SCL基因治疗DCP提供重要理论依据。

1  材料与方法

1.1  主要材料与试剂

健康雄性豚鼠15只购自新疆医科大学实验动物

中心，体重约245 g；SCL慢病毒由上海吉凯基因公司

提供；Tris碱、甘氨酸、甲醇、氯化钠、脱脂奶粉、

抗CD117 抗体及PBS为德国Merck-Millipore公司产品

(批号：WBULS0100)；小鼠抗β-actin抗体、辣根过氧

化物酶标记山羊抗小鼠IgG为北京中衫金桥有限公司

产品(批号：ZB-2301，ZB-2305)；化学发光试剂为美

国Thermo公司产品(批号：SJ258383)；荧光定量试剂

盒为日本TaKaRa公司产品(批号：RR820L)。

1.2  方法

1.2.1  含人SCL基因重组慢病毒的构建、鉴定以及滴度

测定

通过Western印迹及基因测序方法鉴定含人SCL
基因重组慢病毒，运用反转录聚合酶链反应(reverse 
transcription PCR，RT-PCR)方法检测SCL基因在ICC细

胞中的表达，其构建、鉴定以及滴度测定参照于建

超等[9]的方法进行操作。

1.2.2  体外培养膀胱ICC及实验分组

I CC  来源于豚鼠膀胱， I CC的分离培养参照

于建超等[10]的方法。细胞接种24 h后，于倒置显微

镜下观察 I CC 的形态，过滤掉未贴壁的平滑肌细

胞。对照组加入含5 mmol/L葡萄糖的培养基；根

据蔡志强等[11]研究结果，高糖组加入含20 mmol/L 
葡萄糖的培养基。继续培养48 h后，对照组维持不

变，高糖组被分为空白组、空慢病毒组和实验组。

空白组、空慢病毒组和实验组分别加入含有PBS、

空慢病毒和最佳感染复数(multiplicities of infection，

MOI)为10.0[5]的SCL基因重组慢病毒+5 mmol/L葡萄糖

的培养基，继续培养24和48 h。

1.2.3  免疫荧光法鉴定ICC
用镊子取出细胞爬片，用1 % P BS缓冲液漂洗 

3次，100%丙酮溶液固定15 min；用0.03% H2O2溶液将

内源性过氧化物酶密封处理0.5 h，1%PBS漂洗3次， 
5 min/次；于室温下在含1%小牛血清白蛋白的PBS中

孵化0.5 h；缓慢吸取孵化液，加1 μL用抗体稀释液稀
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释的浓度为1:100的特异性一抗(大鼠抗小鼠单克隆

c-kit抗体)进行融合，在湿盒内室温下孵育2 h后放置

于4 ℃冰箱内继续孵育48 h；在室温下，与浓度1:100
的二抗(异硫氰酸荧光素标记荧光兔抗大鼠抗体)避光

孵育1 h；最后滴加50%甘油溶液，用盖玻片封闭后在

激光共聚焦显微镜下观察c-kit受体的表达情况。

1.2.4   Western 印迹检测ICC中c-kit蛋白表达

首先将配制好的蛋白裂解液置于冰袋上备用；

将处理好的ICC细胞用PBS清洗1遍，用移液枪吸弃

培养皿中的PBS，然后将适量蛋白裂解液加入培养皿

中，置冰上裂解3~5 min，将蛋白裂解液移置1.5 mL  
EP管中，将离心机调至4 ℃，以12 000 r/min离心 
15 min，取上清放入另一新EP管中保存。采用BCA法

测定蛋白浓度。制备分离胶和浓缩胶，将样品和上

样缓冲液混匀煮沸，加样20 μL，以恒压80 V电泳跑

胶；结束后采用湿转法转膜，用脱脂奶粉封闭1 h，

利用含有氨丁三醇、氯化钠、吐温20的混合缓冲液洗

膜2次，加入稀释后的一抗后，在4 ℃恒温条件下孵

育过夜，再用含有氨丁三醇、氯化钠、吐温20混合缓

冲液洗膜，共3次。在ECL发光试剂中显色，然后进

行显影和定影，利用Quantity one软件分析实验图片。

1.3  统计学处理

所得的数据应用SPSS 22.0统计软件进行分析，

所有计量资料用均数±标准差(x±s)表示，多组间的比

较采用单因素方差分析及两两比较q检验，P<0.05表

示差异有统计学意义。

2  结   果

2.1  ICC体外培养

在倒置相差显微镜下可以观察到一些形态较

规则、贴壁、胞核比较大的纺锥形细胞，从细胞体

中心向两侧有明显的特征性突起；而其他细胞呈扁

平形状，且不贴壁，细胞两极也无外凸性分枝。由

此，成功地培养出具有特征性形态的膀胱ICC(图1)。

2.2  ICC鉴定

采用免疫荧光法，在激光共聚焦显微镜下可见

c-kit蛋白的表达。C-kit为ICC细胞表面的特异性受体

蛋白，因此，该细胞即本研究中所需要的ICC(图2)。

2.3  ICC中c-kit蛋白的表达水平

在24 h时，实验组中ICC细胞c-kit蛋白的表达水

平明显高于空白组和空慢病毒组(P<0.05)，空白组和

空慢病毒组中ICC细胞c-kit蛋白的表达水平明显低于

对照组(P<0.05)。在48 h时，实验组与空白组、空慢

病毒组相比c-kit蛋白的表达水平明显升高(P<0.05)，

空白组和空慢病毒组与对照组相比ICC细胞c-kit蛋白

的表达水平显著降低(P<0.05)。在两个时段实验组中

ICC的c-kit蛋白表达水平低于对照组(P<0.05，图3)。

图1   倒置显微镜下ICC的鉴定(×100)

Figure 1   Identification for ICC under an inverted microscope 

(×100)

ICC adherence after 24 h culture

图2   ICC免疫荧光鉴定图(×200)

Figure 2   Immunofluorescence identification for ICC (×200)

Immunofluorescence image after 24 h culture

图3   不同时间段 Western 印迹检测各组ICC中c-kit蛋白表达

情况

Figure 3   Western blot for c-kit protein expression in ICC in 

different groups at 24 and 48 h

*P<0.05 vs the control group; †P<0.05 vs the experimental group
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3  讨   论

ICC在胃肠道和膀胱中具有起搏器的独特作用，

糖尿病患者逼尿肌中ICC数量、结构、功能改变会引

起膀胱收缩功能下降，从而导致DCP的发生[12]。前

期本课题组的实验[13-14]表明：在高糖环境下，一定时

间范围内ICC的数量随着时间延长逐渐减少，超微结

构损伤逐渐加重。众所周知，c-kit可以作为研究ICC
的特异性蛋白，而干细胞因子(stem cell factor，SCF)
又是ICC细胞表面c-kit的配体，两者结合形成的二聚

体复合物对ICC发挥正常的生理功能有重要作用。

C-kit被激活后会导致细胞膜内酪氨酸残基的磷酸化以

及改变c-kit下游信号，从而对ICC，神经细胞等的生

长、分化产生影响[15-18]。SCL是一种干细胞白血病基

因，编码在造血和内皮发育中都有重要作用的螺旋-
环-螺旋转录因子[19]， SCL基因可以有效转染ICC，

SCL基因重组慢病毒转染ICC的最佳MOI为10.0，其

又是c-kit上游的调控基因，可上调SCF依赖的造血干

细胞以及CD34阳性细胞表达c-kit[9, 20]。本研究结果表

明SCL基因能上调高糖环境下受损ICC中c-kit的表达 
水平。

本研究通过倒置显微镜观察分离培养的ICC样

间质细胞，观察到细胞核较大、贴壁生长的梭形或

纺锥形细胞；免疫荧光染色后，通过激光共聚焦显

微镜可观察到ICC表面c-kit阳性，证实其就是本实验

需要的ICC细胞。Western印迹结果显示：空白组、空

慢病毒组中ICC细胞表达c-kit蛋白量较对照组明显减

少，证明高糖环境可以使ICC中c-kit蛋白表达水平下

降，这与刘永国等[21]研究结果相符；经24和48 h培养

后实验组ICC中c-kit蛋白表达量虽然较空白组和空慢

病毒组明显增加，但是仍少于对照组，表明SCL基因

重组慢病毒确实能够转染在高糖环境下受损的ICC，

在高糖环境下受损的ICC中c-kit蛋白表达量可被SCL
基因上调，但是ICC中的c-kit蛋白并不能完全恢复，

低糖环境并不能使在高糖环境下受损的ICC中c-kit蛋
白表达量增加，这与Li等[22]的研究结果相吻合。

综上所述，c-kit蛋白在维持ICC功能及表型稳定

方面有重要作用，体外模拟糖尿病高糖环境，ICC表

面的c-kit蛋白的表达量较对照组明显减少，导致ICC
起搏功能有所降低，从而引起膀胱收缩功能障碍，

导致DCP的发生；SCL基因重组慢病毒可以上调高糖

环境下功能受损ICC中的c-kit蛋白表达量，这可能有

助于ICC起搏功能的恢复，逆转DCP受损的膀胱收缩

功能。本研究结果为以后深入研究DCP的基因治疗提

供了理论依据，但是SCL上调ICC中c-kit蛋白表达的

具体机制有待于进一步深入研究。
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