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摘要 C3aR是补体 C3裂解产物 C3a的受体．最近的一些研究提示 C3aR通路可能参与了糖尿病肾病(DN)的病理过程，但有
关 C3aR通路在 DN中的确切病理作用及有关机制远未清楚．需要特别指出的是，现有的有关 C3aR参与 DN肾组织损伤的
证据主要来自一些动物模型的研究，临床上尚缺乏较为系统全面的对 DN患者肾组织 C3aR通路与肾组织损伤关系的观察分
析．为此，本文首次以较大的样本量分析了不同病理时期 DN患者肾组织 C3aR和 C3a的表达变化情况及其与 DN患者肾组
织损伤的相关性．在此基础上，进而利用体外细胞模型，对高糖环境下 C3aR活化致肾小球足细胞损伤的作用及机制进行了
探讨．结果显示：a．与正常对照组相比，DN患者肾组织 C3a和 C3aR的表达水平随 DN的进展而升高，C3aR在 DN患者
肾组织中的表达上调主要见于肾小管上皮细胞和肾小球足细胞；b．DN患者肾组织 C3aR和 C3a水平与患者肾组织损伤程
度，特别是小管和小管间质损伤程度、肾小球足细胞损伤程度具有显著相关性；c．外加 C3a激活 C3aR可使高糖环境中的
足细胞的细胞骨架发生明显改变、足细胞标记分子表达下调、足细胞通透性增加．这些结果说明：a．DN患者肾组织中确实
存在 C3a/C3aR轴过度活化的现象；b．C3a/C3aR轴的过度活化很可能在 DN患者肾组织损伤，特别是小管和小管间质损伤、
肾小球足细胞损伤中具有重要作用；c．可能通过破坏成熟足细胞特有的细胞骨架，改变足细胞标记分子表达，增加足细胞
的通透性，C3a/C3aR轴过度活化参与 DN足细胞损伤过程．本文不仅为 C3a/C3aR通路参与 DN病理过程提供了新的必不可
少的临床证据，也增加了对 C3a/C3aR通路过度活化致 DN患者肾组织损伤机制，特别是肾小球足细胞损伤机制的了解，这
对于拓展对 DN病理机制的认识，发展 DN防治新思路，无疑都是有益的．
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糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)是糖尿
病最严重的并发症和死亡原因之一 [1-2]．虽然经过

多年的研究，对 DN的认识和诊断治疗水平均已有
了很大的提高，但有关 DN的病理机制仍不完全清
楚，现有治疗措施仅能部分延缓 DN进程，而不能
从根本上治愈 DN．进一步开展 DN 病理机制研
究，寻找 DN防治新靶标，对于提高 DN诊疗水平
非常必要．

近年来，在 DN观念上有了一个突破性进展：
DN是一种慢性炎症性疾病．而补体系统在 DN中
的作用也正引起越来越多研究者的关注 [3-5]．但目

前对于 DN炎症机制和补体系统参与 DN的机制仍
不是很清楚．

C3aR是补体 C3裂解产物 C3a 的受体．有关
C3aR在免疫相关性疾病中的作用已有不少报道[6-7].

但近年来的研究表明，C3aR也表达于一些非免疫
细胞，且在不同的生理、病理情景中表现出了多种

多样的功能[8-12]．最近 Li等[13-14]报道 C3aR拮抗剂可
减轻 DN模型大鼠肾损伤，提示 C3aR通路可能参
与了 DN的病理过程．但从我们查阅的文献来看，
有关 C3aR通路参与 DN的临床观察资料却很少：
现有临床资料主要对 DN患者血、尿标本中补体成
分水平与 DN的关系进行了分析[4-5]，尚未见较为系

统全面的有关 DN患者肾组织 C3a和 C3aR表达变
化情况及其与 DN发生、发展关系的分析报道．为
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了探讨 C3aR通路在 DN中的作用，了解其在 DN
发生、发展过程中的病理意义，本文分析了不同病

理时期 DN 患者肾组织中 C3aR 和 C3a 的表达情
况，并结合有关文献和体外细胞模型研究，对

C3a/C3aR通路活化在 DN中的病理意义进行了探讨.

1 材料与方法

1援1 病例选择及分组

本研究共包括 2009～2014年在南京军区南京
总医院肾脏病科住院并经肾活检证实为 2型 DN的
病例共 70例．所有病例符合世界卫生组织关于 2
型糖尿病的标准，且肾活检符合 DN的诊断标准，
并排除并发其他肾脏疾病．根据患者的临床及病理

特点分为微量白蛋白尿期组(microalbuminuria stage
group，MG)、显性蛋白尿期组 (proteinuria stage
group，PG)和肾功能不全期组 (renal insufficiency
stage group，RIG)．其中MG患者在临床上仅表现

为微量白蛋白尿 (30 mg < 24 h 尿白蛋白排泄 <
300 mg)，肾组织病理主要表现为轻到中度的系膜
扩张和肾小球基底膜增厚，小管及小管间质损伤轻

度(间质纤维化和小管萎缩评分不大于 2 分)；PG
患者 24 h 尿白蛋白排泄逸300 mg，同时根据
MDRD 公 式 估 算 的 肾 小 球 滤 过 率 (estimated
glomerular filtration rate，eGFR)逸60 ml/(min窑1.73 m2))；
而 RIG患者除满足其他所有 DN 条件外，表现为
肾功能不全 (eGFR< 60 ml/ (min窑1.73 m2))．13 例
(7男 6女，平均年龄为(51依13)岁)因患肾癌而进行
肾脏切除患者的癌旁正常肾组织作为正常肾组织对

照．所有涉及人体组织标本的实验符合有关人体实

验 的标 准 和 Helsinki 宣 言 标 准 (declaration of
Helsinki)，并经南京军区南京总医院伦理委员会批
准(伦理批准号 2013GJJ-100)．所有参与者知情同
意．表 1 所示的是各组 DN 患者的临床病理指标
情况．

Table 1 Clinical and pathological variables of participating patients
Parameters Microalbuminuria stage group Proteinuria stage group Renal insufficiency stage group

N
Age/years

Duration of diabetes mellitus/months

Male/female

Body mass index

Fasting blood glucose/(mmol·L-1)

Postprandial blood glucose/(mmol·L-1)

Glycated hemoglobin/%

Glycated hemoglobin (mmol/mol)

Serum creatinine/(滋mol·L-1)

Serum albumin/(g·L-1)

Serum urea nitrogen/(mg·L-1)

Hemoglobin/(g·L-1)

Serum cholesterol/(mmol·L-1)

Serum triglyceride/(mmol·L-1)

Urine RBP/(mg·L-1)

Urine NAG (U·g-1)

Proteinuria (g·24-1h-1)

e-GFR (ml/min-1窑1.73-1m-2)

systolic blood pressure/mm Hg

diastolic blood pressure/mm Hg

Hypertension N/(%)

Glomerular lesions

Class域a N/(%)

Class域b N/(%)

Class芋 N/(%)

Class郁 N/(%)

19

53(45～58)

60(36～80)

9/10

24.4依3.5

7.0(6.4～7.6)

10.3(9.5～13.0)

7.7依1.3

60.3依14.0

58.3(53.9～76.9)

44.4(42.9～47.1)

136(115～166)

134.2依19.8

4.1(3.8～5.3)

1.5(1.0～1.9)

0.3(0.1～0.5)

14.9(8.5～24.3)

0.3(0.2～0.4)

107(100～118)

130(110～141)

80(70～85)

8(42.1%)

13 (68.4 %)

4(21.1 %)

2 (10.5%)

0 (0%)

19

52(45～62)

96(36～180)

8/11

25.5依2.9

7.1(5.6～7.9)

10.5(9.1-12.4)

7.6依1.2

59.9依13.5

69.0(65.4～91.1)

37.2(30.2～39.9)**

156(126～202)

120.4依16.6*

5.3(3.9～6.8)

2.1(1.2～3.2)

0.6(0.2～2.8)*

36.4(19.1～48.8)**

1.3(0.8～4.5)**

85(74～107)

138(130～150)

80(76～90)

17 (89.5%)

2(10.5%)

5 (26.3%)

11 (57.9%)

1 (5.3%)

32

54(49～62)

132(84～189)**

17/15

25.7依2.9

6.9(5.5～8.4)

11.9(10.7～13.5)

7.4依1.3

57.3依14.6

143.7(122.7～203.3)**##

34.0(28.7～38.6)**

271(229～379) **, ##

108.8依14.6**#

5.9(4.4～6.4)**

1.9(1.2～3.2)

4.2(1.6～15.3)**##

34.7(21.4～49.6)**

2.9(2.3～5.0)**

38(29～48)**##

140(130～156)

84(79～90)

30 (93.8%)

0 (0%)

9 (28.1%)

18 (56.3%)

5 (15.6%)
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Parameters Microalbuminuria stage group Proteinuria stage group Renal insufficiency stage group

Interstitial lesions(score)

fibrosis and tubular atrophy

Score=1 N(%)

Score=2 N(%)

Score=3 N(%)

interstitial inflammation

Score=0 N(%)

Score=1 N(%)

Score=2 N(%)

Vascular lesions (score)

arteriolar hyalinosis

Score=0 N(%)

Score=1 N(%)

Score=2 N(%)

arteriosclerosi

Score=0 N(%)

Score=1 N(%)

Score=2 N(%)

15(78.9%)

4(21.1%)

0(0.0%)

3(15.8%)

15(78.9%)

1(5.3%)

2(10.5%)

9(47.4%)

8(42.1%)

3(15.8%)

14(73.7%)

2(10.5%)

6(31.6%)

13(68.4%)

0(0.0%)

0(0.0%)

16(84.2%)

3(15.8%)

0(0%)

6(31.6%)

13(68.4%)

1(5.3%)

8(42.1%)

10(52.6%)

3(9.3%)

16(50.0%)

13(40.6%)

0(0.0%)

13(40.6%)

19(59.4%)

0(0%)

5(15.6%)

27(84.4%)

0(0.0%)

10(31.3%)

22(68.7%)

1援2 肾组织病理分析方法

参照 Tervaert等[15]介绍的方法对每位患者的肾

小球和小管及间质损伤情况进行评分，分别表示为

肾小球损伤评分(glomerular injury score，GIS)、间
质纤维化和小管萎缩评分 (interstitial fibrosis and
tubular atrophy score，IFTAS)．根据 HE 染色时炎
症细胞的形态学特点对小管间质炎症细胞进行计

数，每一切片随机选取皮质区的 10个区域，计数
炎症细胞数并测量相应区域内的小管及间质区面

积，计算炎症细胞密度．根据足细胞所处的位置和

PAS染色特点辨别并计数每个小球的足细胞．每张
切片随机选取 10个近似正切的小球，计数每小球
平均足细胞数．小管间质相对体积(relative tubular
interstitial volume，RIV)的测量参照 Okon等[16]介绍

的方法进行．每张切片随机测量 10个皮质区区域
的 RIV，计算平均值．小管及小管间质面积的测量
采用 NIS Element BR3.4 software (购自 Nikon公司)
进行．

1援3 肾组织 C3aR免疫组化染色方法
肾组织 C3aR免疫组化染色按常规方法进行[17].

所用的兔抗人 C3aR抗体购自 Santa Cruz公司，使
用时作 1∶200稀释．

1援4 肾组织 C3a免疫荧光染色及半定量分析方法
按常规方法进行．简单过程如下：肾组织冰冻

切片经 10%新生牛血清封闭 1 h 后，与小鼠抗人
C3a/C3a des Arg抗体(购自 Abcam公司，使用时作
1∶50稀释)室温孵育 4 h．PBS洗 3次后，与 FITC
标记的兔抗小鼠 IgG 抗体孵育 45 min．PBS 洗 3
次后，以 DAPI对切片细胞核进行染色．PBS充分
洗涤后，封片置激光共聚焦显微镜下观察．根据

C3a免疫荧光染色强度，对 C3a在肾小球和小管及
间质中的水平进行半定量评分：0分，无明显阳性
着色．1分，有轻度阳性着色．2分，有中度阳性
着色．3分，有较强的阳性着色．
1援5 对同一切片的WT1免疫荧光和 C3aR免疫组
化染色及观察方法

多聚甲醛固定的石蜡切片经常规脱蜡、复水、

以高压锅高压的方法进行抗原修复、以 10%小牛
血清进行封闭后，与兔抗人 C3aR抗体(来源同上，
使用时作 1∶100 稀释)孵育 4 h．PBS 洗 3 次后，
与 HRP标记的二抗(购自 Quanhui公司)孵育 45 min.
经 PBS洗涤后，与小鼠抗人WT1抗体(购自 LSBio
公司，使用时作 1∶10稀释)孵育 2 h．切片经 PBS
洗 3次后，与 FITC标记的兔抗小鼠 IgG抗体孵育

Continued

Data are presented as mean 依 SD for continuous variables with normal distribution, median (interquartile range) for continuous variables without

normal distribution and absolute value and percentage for frequency of categorical variables. *P < 0.05, **P < 0.01 vs microalbuminuria stage

group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs proteinuria stage group.
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1援9 细胞总蛋白质提取和蛋白质印迹分析

利用碧云天生物技术研究所生产的蛋白质抽提

试剂盒进行细胞总蛋白质提取，其中的蛋白酶抑制

剂来自罗氏公司．对 C3aR、synaptopodin和 琢-SMA
的蛋白质印迹分析按常规方法进行，基本过程如

下：细胞总蛋白质经 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离后，以电转移的方法转印至尼龙膜 (Merck
Millipore公司产品)上；转印膜经 5%脱脂奶粉封闭
2 h后与一抗(包括兔抗人 C3aR抗体(使用时作 1∶
1 000稀释)，山羊抗人 synaptopodin抗体(使用时作
1∶1 000稀释)，兔抗人 琢-SMA抗体(使用时作 1∶
500 稀释)，小鼠抗人 GAPDH 抗体(使用时作 1∶
10 000 稀释） )于 4℃下孵育过夜，充分洗涤后与
辣根过氧化物酶标记的二抗于室温孵育 1 h；充分
洗涤后，利用化学发光的方法进行检测．

1援10 细胞骨架染色和分析方法

利用购自 Sigma-Aldrich 公司的罗丹明标记的

鬼笔环肽进行细胞骨架(F-actin)染色．具体过程如
下：生长于盖玻片上的 HPC细胞经 4%多聚甲醛于
4℃固定 30 min后，与罗丹明标记的鬼笔环肽室温
孵育 40 min；PBS洗涤后，细胞经 DAPI染核、洗
涤，最后以甘油溶液封片并置激光共聚焦显微镜下

观察．

1援11 足细胞单层通透性分析

足细胞单层通透性分析采用购自 Fisher
Scientific 公司的 24 孔 Transwell 系统进行．基本
过程如下：生长于 Transwell 半透膜上的 HPC 细
胞单层经各种条件处理后，移去培养液，并以含

1 mmol/L CaCl2 和 1 mmol/L MgCl2 的 PBS 洗涤细
胞 2次，然后在 Transwell的上室中加入 300 滋l无
血清培养基，而在下室加入 1 ml含 1 g/L FITC-BSA
(购自 Sigma-Aldrich)的培养基．37℃孵育 1 h 后，
从上室中吸取 200 滋l培养液转移至 96孔板中，于
490 nm 波长处测量荧光强度，进而计算上室中

Gene Primer sequence ( 5忆邛3忆) Size/bp

18S Forward: 5忆 tttctcgattccgtgggtgg 3忆 95

Reverse: 5忆 agcatgccagagtctcgttc 3忆
C3aR Forward: 5忆 tgaagccttcagctactgtctcag 3忆 348

Reverse: 5忆 ggacaatgatggaggggatgag 3忆
Synaptopodin Forward: 5忆 cttacggcggtgacatctc 3忆 114

Reverse: 5忆 acacctgagcctcgatcc 3忆
PCNA Forward: 5忆 actaaaatgcgccggcaa 3忆 98

Reverse: 5忆 ctttctcctggtttggtgcttc 3忆
ILK Forward: 5忆 gcagcccgagtcccgaggata 3忆 95

Reverse: 5忆 gcgccgagtcccctggattg 3忆
琢-SMA Forward: 5忆 gacaatggctctgggctctgtaa 3忆 194

Reverse: 5忆 atgccatgttctatcgggtacttca 3忆

45 min．PBS洗涤后，以甘油溶液封片，于荧光显
微镜下观察并摄影．完成摄影后，以 PBS洗去甘
油溶液，以二氨基联苯胺(diaminobenzidine)进行显
色，最后对切片进行苏木素复染，封片后置光镜下

观察和摄影．

1援6 肾组织 C3aR表达水平的免疫组化半定量分
析方法

采用 Image-pro Plus 6.0软件(Media Cybernetics
公司产品)进行．小管 C3aR水平以单位面积积分
光密度 (integral optical density， IOD)表示，小球
C3aR水平以免疫组化染色强度表示．每切片随机
选取皮质区 10个高倍视野和 10个近似正切的肾小

球分别测量小管和小球 C3aR水平．
1援7 人足细胞系来源及培养方法

人足细胞系 HPC系 Saleem教授所赠，具体培
养方法完全参照文献[18]进行．
1援8 RNA提取及 RT鄄PCR

利用 Ambion 公司的 Trizol 试剂提取细胞总
RNA． 利 用 Takata 公 司 的 PrimeScriptTM RT
Master Mix kit试剂盒逆转录合成 cDNA．利用康为
公司的 UltraSYBR Mixture 试剂盒进行荧光定量
PCR分析．以 18S RNA作为内参．所用的引物如
表 2所示．

Table 2 The sequence of primers used in RT鄄PCR
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FITC-BSA浓度．
1援12 细胞免疫荧光分析方法

按常规方法进行．具体过程如下：生长于盖玻

片上的 HPC 细胞经 4%多聚甲醛 4℃固定 30 min
后，以 0.5% Triton X-100 处理 15 min，以 10%小
牛血清封闭 1 h，而后分别与兔抗人 C3aR 抗体
(1∶100)、山羊抗人 synaptopodin 抗体 (1∶100)和
兔抗人 琢-SMA抗体(1∶50)孵育 2 h．经 PBS洗涤
后，细胞分别与 Cy3 标记的山羊抗兔 IgG(一抗为
兔源性的)和驴抗山羊 IgG(一抗为山羊源性的)孵育
30 min．经 PBS 洗涤和 DAPI 对细胞核进行染色
后，封片并置激光共聚焦显微镜下观察．

1援13 统计学分析方法

采用 SPSS 19.0软件进行统计分析．正态分布
的连续数据以均数依标准差(x 依 s)表示；组间比较
采用单因素方差分析和 LSD检验．非正态分布的
数据以中位数(四分间距)表示；组间比较采用非参
数分析和 Mann-Whitney 检验．双变量相关采用
Spearman相关分析；多因素分析采用多元线性回
归模型，其结果表示为相关系数(95%可信区间)．
所有统计学检验均采用双侧检验．P < 0.05表示差
异有统计学意义．

2 结 果

2援1 C3aR在不同病理时期 DN患者肾组织中的表
达变化及其与肾组织损伤的相关性

如图 1a, b所示，在正常对照肾组织，C3aR主
要表达于肾小管上皮细胞，其中在远端小管中的表

达水平较小管其他节段的表达水平相对要高．与此

形成对照的是，C3aR 在正常肾小球中的表达水
平极低，在我们的免疫组化染色中仅在部分肾小球

的足细胞和壁层上皮细胞中观察到有很弱的免疫

染色．

与正常对照组相比，C3aR在 DN患者肾组织
中的表达明显增加(图 1c～e)．C3aR的表达增加不
仅见于小管，也见于小球．此外，我们也观察到

C3aR在浸润细胞中的表达．总体来看，C3aR在小
管和小球中的表达呈现出一种随 DN的进展而逐渐
增加的趋势(即从 MG (图 1c)到 PG(图 1d)，再到
RIG(图 1e)逐渐增加)．其中 C3aR在小管中的表达
呈现出一种随小管损伤程度增加而增加的趋势：在

MG患者，C3aR的表达增加主要见于局灶的萎缩
小管；而随着 DN的进展(在 PG 和 RIG)，更多的
小管出现损伤和萎缩，与此同时，C3aR在更高比

例的小管中高表达．在 DN患者小球，C3aR阳性
染色主要见于足细胞和壁层上皮细胞的位置．对同

一肾组织切片的 C3aR免疫组化和 WT1免疫荧光
染色显示，DN患者小球中的 C3aR主要由WT1阳
性细胞(即足细胞)所表达 (图 1g, h)．早在 MG 患
者，就可观察到一些足细胞高表达 C3aR，而随着
DN的进展(在 PG和 RIG)，更高比例的足细胞高表
达 C3aR．小管和小球中 C3aR 水平随 DN 进展而
增加的现象也为免疫组化半定量分析结果所证实

(图 1i, j)．
基于双变量相关分析的结果显示：DN患者小

管 C3aR 水平与反映小管损伤程度的指标，包括
RIV(r=0.611，P < 0.01)、IFTAS(r=0.604，P < 0.01)
以及小管间质炎症浸润细胞数量 (r =0.461，P <
0.01)具有显著相关性，也与反映肾功能损伤程度
的指标，包括 eGFR (r=-0.498，P < 0.01)和血肌酐
水平(r=0.521，P < 0.01)显著相关．小管 C3aR水平
与 RIV、IFTAS、eGFR 和血肌酐水平的相关性在
排除包括年龄、性别、空腹血糖、餐后血糖、体重

指数、糖化血红蛋白、血甘油三酯和血胆固醇在内

的这些可能混杂因素后仍然具有显著性，其相关系

数(95%可信区间)和 P值分别是：0.11(0.07～0.16)，
P < 0.01； 0.629 (0.41 ～0.85)， P < 0.01； 47.91
(20.84～74.98)，P < 0.01；-20.47(-31.41～-9.54)，
P < 0.01和 40.42(18.57～62.26)，P < 0.01．

DN患者小球 C3aR水平与反映小球损伤程度
的指标，包括 GIS(r=0.456，P < 0.01)和每个小球的
平均足细胞数(r=-0.485，P < 0.01)显著相关，也与
eGFR (r=-0.285，P < 0.05)和血肌酐水平(r=0.271，
P < 0.05)显著相关．小球 C3aR水平与 GIS、小球
平均足细胞数、eGFR和血肌酐水平的相关性在排
除包括年龄、性别、空腹血糖、餐后血糖、体重指

数、糖化血红蛋白水平、血甘油三酯和血胆固醇在

内的可能混杂因素后仍然具有显著性，其相关系

数(95%可信区间)和 P值分别是：0.29(0.14～0.44)，
P < 0.01； -1.93 (-2.78～-1.08)，P < 0.01； -6.16
(-11.68～-0.64)，P < 0.05；16.23(5.58～26.89)，P
< 0.01．
2援2 C3a 在 DN 患者肾组织中的表达变化及其与
肾组织损伤的相关性

由于所用的 C3a 抗体不能用于石碏切片的免
疫组化染色，我们利用免疫荧光方法对 C3a在 19
例 DN患者 (其中 4例属于 MG，5例属于 PG，10
例属于 RIG)和 8例对照肾组织中的表达情况进行
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了分析．在 8例对照肾组织中，我们没有观察到针
对 C3a的阳性染色．与此形成对照的是，19例 DN
患者中的 16例存在明显的 C3a 阳性染色 (图 2)．
C3a阳性率在 MG、PG 和 RIG 分别为 50%、80%

和 100%．C3a主要分布于 DN患者的小球系膜区、
小球基底膜、包曼氏囊壁、小管间质、小管基底

膜，以及小管上皮细胞中．C3a在 DN患者肾组织
中的水平呈现出一种随肾组织损伤程度的增加而增

Fig. 1 Results of immunohistochemistry showing that renal expression of C3aR increased
with the development of diabetic nephropathy

Sections of renal biopsies from 70 patients with diabetic nephropathy (including microalbuminuria stage group (MG, n=19), proteinuria stage group
(PG, n=19) and renal insufficiency stage group (RIG, n=32)) and 13 normal control participants (normal control group, NG) were used in the assay.
(a, b) Representative picture from the normal controls. (b) is the partial enlarged view of (a). (c) Representative picture from diabetic nephropathy
patients at microalbunminuria stage. (d) Representative picture from diabetic nephropathy patients at proteinuria stage. (e) Representative picture from
diabetic nephropathy patients at renal insufficiency stage. (f) Negative control. (g, h) Results of immunohistochemical staining for C3aR (g) and
immunofluorescence staining for WT1 (h) on the same renal section showed that C3aR was mainly expressed by WT1 positive cells (namely podocytes)
in the glomerulus of DN patients. (i, j) Results of statistical analysis. *P < 0.05; **P < 0.01.
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加的趋势．相关性分析显示：C3a在小球中的免疫 荧光染色强度(以免疫荧光强度评分表示)和小球损
伤评分显著相关(r=0.679，P < 0.01)；小管及小管
间质 C3a免疫荧光评分与小管间质损伤指标，包
括 RIV(r=0.800，P < 0.01)和 IFTAS(r=0.644，P <
0.01))显著相关．
2援3 C3aR活化对高糖环境中足细胞的影响

C3aR和 C3a在 DN患者肾组织中的表达上调
及其与肾组织损伤的相关性强烈提示：C3a/C3aR
通路可能参与了 DN患者肾组织损伤，特别是小管
和小管间质以及小球足细胞的损伤过程．从我们查

阅的文献来看，已有不少研究报道了 C3aR通路在
特定病理情景下参与肾小管损伤的情况，并对其可

能机制进行了探讨[19-21]，但有关 C3aR通路在足细
胞中作用的资料却极为稀少．为了探讨 DN 下
C3aR活化在足细胞损伤中的可能作用，我们进一
步对高糖环境下 C3aR 活化对体外培养人足细胞
(HPC)的影响情况进行了分析．

在证实所用的 HPC 细胞确实表达 C3aR 后
(图 3a)，我们分析了外加 C3a 激活 C3aR 对 HPC
细胞骨架、足细胞标记分子 synaptopodin和间充质

Fig. 3 C3aR was expressed by HPC cells and activation of C3aR induced reorganization
of actin cytoskeleton in HPC cells cultured in high glucose condition

(a) Result of RT-PCR (A), Western blotting (B) and immunofluorescence (C) showed that C3aR was expressed by HPC cells. (b) Representative
pictures showing that compared with the normal control group (NG), treatment of HPC cells with high glucose (30 mm glucose; HG) or normal glucose
plus 25 mm mannitol condition (MG) for 24 h have no obvious influence in the cytoskeleton of HPC cells. Addition of C3a at a concentration of
100 nmol/L or 200 nmol/L for 30 min induced marked reorganization of the cytoskeleton in HPC cells cultured in high glucose condition and
pre-treatment of the cells with 1 滋mol/L SB290157 (SB290157 was added for 30 min before the addition of C3a) prevent the C3a induced
reorganization of cytoskeleton in the cells.

Fig. 2 Immunostaining for C3a increased in the renal
tissue of patients with diabetic nephropathy

(a) Negative control. (b) Normal controls. (c, d) Representative pictures

of patients with diabetic nephropathy.
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Fig. 4 Effects of activation of C3aR on the expression of synaptopodin and 琢鄄SMA
in HPC cells cultured in high glucose condition

Differentiated HPC cells were cultured in medium containing normal glucose (NG), high glucose (30 mm glucose, HG), normal glucose plus 25 mm

mannitol (MG) or high glucose plus 100 nmol/L C3a (C3a group). In the SB group, the cells were pretreated with 1 滋mol/L SB290157 for 30 min and

then treated with high glucose plus 100 nmol/L C3a. Six, twelve and twenty-four hours later, total RNA was extracted from the cells and the mRNA

levels of synaptopodin and 琢-SMA were evaluated by quantitative RT-PCR. The protein levels of synaptopodin and 琢-SMA were determined by

Western blotting and immunofluorescence when the cells were treated as above for 24 h. (a) Results of RT-PCR (A), Western blotting (B-C) and

immunofluorescence (D) showed that activation of C3aR induced down-regulation of synaptopodin in HPC cells cultured in high glucose condition. (b)

Results of RT-PCR (A), Western blotting (B-C) and immunofluorescence (D) showed that activation of C3aR did not influence the expression of

琢-SMA in the cells. *P < 0.05; **P < 0.01.

细胞标记分子 琢-SMA表达的影响情况、以及对足
细胞单层的通透性的影响情况．30 mmol/L的高糖
处理 24 h对足细胞的细胞骨架并没有明显的影响，
而当外加 C3a 的浓度达到 100 nmol/L浓度以上时
则可在较短的时间内引起高糖环境中足细胞的细胞

骨架发生明显改变：其 F-actin微丝变得纤细并发
生结构紊乱 (图 3b)．与此同时，外加 C3a 可使

HPC细胞的足细胞标记分子 synaptopodin的表达下
降(图 4a)，足细胞单层对荧光素标记的牛血清白蛋
白的通透性增加(图 5)，但外加 C3a 对 HPC 细胞
琢-SMA的表达却没有明显影响 (图 4b)．而如在外
加 C3a前，先以 C3aR特异性抑制剂 SB290157处
理足细胞则可阻断 C3a 对 HPC 细胞骨架、
synaptopodin和足细胞单层通透性的影响(图 3～5).
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Fig. 5 Activation of C3aR increased the permeability of
the HPC monolayer to FITC鄄BSA in high glucose condition
Differentiated HPC cell monolayer cultured in a Transwell system was

treated with medium containing normal glucose (normal control group,

NG), high glucose (30 mm glucose; high glucose group, HG), normal

glucose plus 25 mm mannitol (mannitol control group, MG), or high

glucose plus 100 nmol/L C3a (C3a group, C3a). In the SB group, the

cells were pretreated with 1滋mol/L SB290157 for 30 min and then

treated with high glucose plus 100 nmol/L C3a. Twenty-four hours later,

the permeability of HPC monolayer to FITC-BSA was analyzed and the

permeability level was represented by the level of FITC-BSA in the

upper chamber. **P < 0.01.

3 讨 论

本文首次对 C3a和 C3aR在不同病理时期 DN
患者肾组织中的表达情况及其病理意义进行了比较

全面的分析．我们观察到，在正常肾组织，C3aR
主要表达于小管上皮细胞，肾小球中 C3aR的表达
水平很低，仅在壁层上皮细胞和足细胞中有微弱的

表达，这一结果与 Braun等[12]和 Bao等[22]所报道的

结果完全相符．与正常对照组相比，DN患者肾组
织 C3aR的表达显著增加．C3aR的表达上调除了
见于小管外，主要见于肾小球足细胞．C3aR 在
DN患者肾组织中的表达水平呈现出一种随 DN的
进展而逐渐增加的趋势．与此同时，观察到 DN患
者肾组织 C3a的水平也随着 DN的进展而增加．据
此，我们认为 DN患者肾组织中确实存在 C3aR过
度活化的现象．

在本文中，观察到 DN 患者肾组织 C3a 和
C3aR水平与反映肾组织损伤程度，包括小管损伤
程度和小球及小球足细胞损伤程度的病理指标具有

显著相关性．既往研究表明 [19-21]，激活 C3aR可诱
使小管细胞分泌炎症因子，促进小管细胞发生上皮

间充质细胞转分化(EMT)．而慢性炎症和 EMT是

DN 肾组织损伤的两个重要机制．据此，不难理
解：通过诱导小管细胞分泌炎症因子(包括促炎的
趋化因子)，提高肾组织炎症水平，以及诱导小管
细胞发生 EMT，C3aR通路在小管细胞的过度活化
无疑会加重 DN患者小管和小管间质损伤．但从查
阅的文献来看，有关 C3aR通路在小球足细胞中可
能作用的资料极少，尚未见任何有关 C3aR信号通
路与 DN足细胞损伤关系的报道．为了探讨 C3aR
活化在 DN足细胞损伤中的可能作用及机制，我们
利用体外足细胞模型，分析了 C3aR活化对高糖环
境中足细胞的影响情况．观察到，外加 C3a 激活
C3aR可诱使高糖环境中的足细胞骨架发生明显变
化、足细胞标记分子 synaptopodin表达降低、足细
胞通透性显著增加．作为肾小球滤过膜的最重要组

成部分，足细胞在维持小球的正常结构和功能中起

着极为重要的作用．足细胞损伤是导致包括 DN在
内的多种肾脏疾病发生和发展的重要因素[23-24]．而

足细胞骨架的完整性是维持足细胞正常结构和功能

的重要前提条件[25-26]．已有的研究表明，足细胞骨

架的破坏是导致足细胞损伤、足突融合、足细胞脱

落和蛋白尿的重要原因 [25-27]．作为足细胞中 Rho
GTP酶的一个重要调节者，synaptopodin在维持足
细胞的结构和功能，防止足细胞的细胞骨架发生重

构方面也起着极为重要的作用[28]．而足细胞通透性

的增加，将会直接导致小球滤过膜通透性的改变，

甚至直接导致蛋白尿的产生．

综合我们的上述研究结果，认为：a．DN 患
者肾组织中确实存在一种 C3a/C3aR轴过度活化的
现象；b．C3a/C3aR轴的过度活化很可能在 DN患
者肾组织损伤，特别是小管和小管间质损伤、肾小

球足细胞损伤中具有重要作用；c．可能通过破坏
成熟足细胞特有的细胞骨架，改变足细胞标记分子

表达，增加足细胞的通透性，C3a/C3aR轴过度活
化参与 DN 足细胞损伤过程．本文不仅为
C3a/C3aR通路参与 DN病理过程提供了新的必不
可少的临床证据，也增加了对 C3a/C3aR通路过度
活化致 DN患者肾组织损伤机制，特别是肾小球足
细胞损伤机制的了解，这对于拓展对 DN病理机制
的认识，发展 DN防治新思路，无疑都是有益的．
从我们查阅的文献来看，国内外均未见与本文相似

的报道．

需要指出的是，本文的上述观点主要基于临床

观察和体外细胞实验的分析结果．有关 C3aR通路
在 DN中的具体病理作用及确切机制仍需包括动物
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实验在内的多种研究手段进一步验证．
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Roles of Excessive C3aR Signaling in 栽he Kidney Damage
of Patients 宰ith Diabetic Nephropathy*

ZHENG Jing-Min1)**, CHEN De-Jun2), YIN Guang1), ZHAO Wen-Jin1), LI Li-Juan1), WANG Jian-Ping1)

(1) National Clinical Research Center of Kidney Diseases, Jinling Hospital, Nanjing 210002, China;
2) Nephrology Department, Zhejiang Taizhou Hospital, Enze Medical Center, Linhai 317000, China)

Abstract C3aR is the receptor for C3a. Emerging evidence suggested that C3aR signaling might be involved in
the pathogenesis of diabetic nephropathy (DN), but the exact significance and the underlying mechanisms are
unclear. In particular, most of the data thus far have been derived from experimental studies; no study has reported
the association of renal C3aR activation with the development of DN in DN patients. By using renal biopsy
specimen from patients at different pathological stages, the present study investigated the expression of C3a and
C3aR in the renal tissue of DN patients and associated them with the development of the disease. To determine the
effect of C3aR activation in podocytes in DN condition, podocytes cultured in medium with high glucose were
treated with C3a and the influences of C3aR activation in podocyte cytoskeleton, the expression of synaptopodin
and alpha smooth muscle actin, and the permeability of podocyte monolayer were examined. Compared with the
normal controls, renal expression of C3aR and C3a increased with the development of DN. C3aR was distributed
mainly in tubular epithelial cells and glomerular podocytes. C3aR level in tubules and glomerulus was closely
associated with the degree of tubular and glomerular damage, respectively. Activation of C3aR in podocytes
induced re-organization of the cytoskeleton, down-regulation of synaptopodin, and increased permeability of the
podocyte monolayer. The results indicated that a situation of excessive signaling through C3aR is present in the
kidney of DN patients, which might contribute to the progression of DN. In particular, probably through destroying
the podocyte characteristic cytoskeleton structure, decreasing the expression of podocyte specific molecules, and
increasing the permeability of podocyte, excessive C3aR signaling contributes to the damage of glomerular
podocytes.
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