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FSGS 小鼠模型中 YAP 与足细胞凋亡的相关性
及其激动剂的保护作用
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【【摘要】】 目的　探究 YAP 与局灶节段性肾小球硬化症（focal segmental glomerulosclerosis，FSGS）中足细胞凋亡的

相关性及其激动剂的作用。方法　收取复旦大学基础医学院病理学系肾病研究组人 FSGS 肾穿标本，使用阿霉素

刺 激 构 建 FSGS 小 鼠 模 型 和 体 外 足 细 胞 损 伤 模 型 ，并 联 合 YAP 激 动 剂 1- 油 酰 基 溶 血 磷 脂 酸（1-Oleoyl 
lysophosphatidic acid，LPA）处理上述体内外模型，使用免疫组化、免疫荧光双染、Western blot及 Hoechst 33258染色

检测足细胞凋亡和足细胞中 YAP 表达的相关性；使用 LPA 处理转染 YAP siRNA 的足细胞系后，检测足细胞中

YAP 表达和凋亡的变化。结果　在人 FSGS、FSGS 小鼠模型和体外阿霉素诱导足细胞损伤模型中足细胞凋亡越

多，YAP 出核越多；LPA 处理可以改善 FSGS 小鼠模型的肾脏形态（t=17.68，P<0.000 1）和肾功能（血尿素氮：t=
4.576，P=0.010 2；尿白蛋白/肌酐：t=2.51，P=0.045 6），减少足细胞中 p-YAP（S127）的表达，促进 YAP 入核，减少阿

霉素诱导的足细胞凋亡（Cleaved Caspase-3 的表达及 Hoechst 33258 染色结果均为 P<0.001）；敲减足细胞中 YAP
后，YAP 的总蛋白和磷酸化水平均降低，足细胞凋亡增加，LPA 处理减少了 p-YAP（S127）的表达，促进 YAP 入核，

减少 YAP 敲减所致的足细胞凋亡（Cleaved Caspase-3 的表达及 Hoechst 33258 染色结果均为 P<0.000 1）。结论　

FSGS 模型中活化 YAP 减少及 YAP 出核，足细胞凋亡增多；LPA 能够通过抑制 YAP 在 Ser127位点的磷酸化，促进

足细胞中 YAP 的入核，减少细胞凋亡，延缓 FSGS 的疾病进程。
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Correlation between YAP and podocyte apoptosis and the protective 
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【【Abstract】】  Objective　 To investigate the correlation between YAP and podocytes apoptosis in focal 
segmental glomerulosclerosis （FSGS） and the role of YAP activator on the podocytes apoptosis. 
Methods　 The renal biopsy specimens of human FSGS were collected from the Nephrology Research 
Group of the Department of Pathology， School of Basic Medical Sciences， Fudan University. Adriamycin-

induced FSGS mice model and Adriamycin-induced podocytes injury model in vitro were generated， and 
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the above in vivo or in vitro model were treated in combination with YAP activator 1-Oleoyl 
lysophosphatidic acid （LPA）. Immunohistochemistry （IHC） or double immunofluorescence staining， 
Western blot and Hoechst 33258 staining were used to examine the correlation between podocytes 
apoptosis and the expression of YAP in podocytes. Podocytes transfected with YAP siRNA were treated 
with LPA， and then YAP expression and podocytes apoptosis were examined. Results　 The more 
apoptotic podocytes， the more nuclear exclusion of YAP in FSGS were observed either in vivo or in vitro. 
YAP activator LPA improved glomerular morphology （t=17.68，P<0.000 1） and renal function（BUN：t=

4.576，P=0.010 2；UACR：t=2.51，P=0.045 6） of Adriamycin-induced FSGS mice model， reduced the 
expression of p-YAP （S127）， increased YAP nuclear entry and decreased podocyte apoptosis （P<0.001 
for both expression of Cleaved Caspase-3 and Hoechst 33258 staining） induced by Adriamycin both in vivo 
and in vitro. RNA interference of YAP decreased both total and phosphorylated YAP expression， and 
increased podocytes apoptosis. LPA treatment decreased the expression of p-YAP （S127）， promoted 
YAP nuclear localization and decreased the podocytes apoptosis （P<0.000 1 for both expression of 
Cleaved Caspase-3 and Hoechst 33258 staining） induced by YAP interference. Conclusion　 There are 
decrease in YAP activation， nuclear exclusion of YAP， and increased podocytes apoptosis in FSGS model. 
LPA can inhibit the phosphorylation of YAP at Ser127， promote its nuclear translocation， thus to protect 
podocytes from apoptosis to ameliorate the progression of FSGS.
【【Key words】】 focal segmental glomerulosclerosis （FSGS）； podocytes； apoptosis； YAP； LPA；  
mouse
* This work was supported by the General Program of National Natural Science Foundation of China （81770712）.

局 灶 节 段 性 肾 小 球 硬 化 症（focal segmental 
glomerulosclerosis，FSGS）是一种以肾小球局灶节

段性硬化和足细胞足突广泛融合消失［1］为病理特征

的慢性肾小球疾病。临床上，FSGS 以大量蛋白尿

或肾病综合征为主要表现，约 40% 的成人肾病综合

征和 20% 的儿童肾病综合征由 FSGS 造成［2-3］。大

多数 FSGS 患者对激素治疗不敏感，预后较差，是进

展至终末期肾病的重要疾病之一［4］。目前认为足细

胞损伤（骨架异常、肥大、自噬、脱落和凋亡等）是引

起 FSGS 改变的重要机制［5-8］。由于足细胞是高度

分化成熟的细胞，其发生凋亡后常不能迅速或难以

被修复，是引起足细胞数量减少的重要原因，更是

造成肾小球基膜裸露、大量蛋白尿的重要机制，也

因此与 FSGS 的难治性紧密相关［9］。所以，如何抑

制或延缓足细胞凋亡是阻止 FSGS 进展和肾硬化发

生的关键因素。

Hippo-YAP 通路是新近备受关注的可调控细

胞增殖和凋亡的信号传导通路［10］。通路上游蛋白

Mst1/2经多种因素激活后可磷酸化 Lats1/2，Lats1/2

进一步磷酸化下游效应蛋白 YAP/TAZ［11］。磷酸化

的 YAP 留在细胞浆内［12-14］，部分通过泛素蛋白酶体

途径降解［15-16］，近年研究发现部分 YAP 还可通过自

噬经溶酶体途径降解［17-19］；非磷酸化的 YAP 能入核

内与 TEAD1-4 等结合，起到辅助转录因子的作用

来抑制细胞凋亡，促进细胞增殖［20-21］。因此，Hippo-

YAP 通路是调节细胞凋亡和生长的重要通路，它与

疾病的关系近年来也越来越受到关注，已有不少文

献报道 Hippo-YAP 通路的异常与多种肿瘤的发生

发展密切相关并可能是潜在的治疗靶点［22-24］。

Hippo-YAP 通路与肾病相关性的研究刚处于

起步阶段。有文献报道 YAP/TAZ 的缺失或表达

异常与肾脏的发育以及多囊肾的形成相关［25-26］。近

来，Schwartzman 等［27］在足细胞特异性 YAP 敲除的

转基因小鼠中，观察到肾小球内局灶节段性硬化灶

的形成和肾功能的下降，提示 YAP 的缺失与足细胞

损伤相关；国内有课题组使用体外培养的足细胞观

察到了与骨架蛋白密切相关的 RhoA 及 Cdc42 的缺

失可通过抑制 Hippo-YAP 通路而促进足细胞凋

亡［28-29］。以上研究提示，Hippo-YAP 通路异常与足

细胞的凋亡及 FSGS 的形成关系十分密切。本团队

在前期工作中发现了 YAP 出核是导致 FSGS 中足

细胞凋亡的重要机制［30］，但 FSGS 中 YAP 的出核是
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否能被逆转，且 YAP 核质定位的逆转能否减少足细

胞凋亡，从而延缓 FSGS 的疾病进程仍未可知。

本研究收集了人 FSGS 肾穿标本，构建了阿霉

素诱导的 FSGS 小鼠模型和阿霉素诱导的体外足细

胞损伤模型，并使用 RNA 干扰 YAP 表达或 YAP 激

动 剂 1- 油 酰 基 溶 血 磷 脂 酸 （1-Oleoyl 
lysophosphatidic acid，LPA）处 理 等 手 段 ，探 讨 了

YAP 与 FSGS 中足细胞凋亡的相关性及其激动剂

的作用，以期为 FSGS 的防治提供新靶点和新策略。

材 料 和 方 法

抗 体 兔抗 YAP 抗体（14074s）、兔抗 p-YAP
（Ser397）抗体（13619s）、兔抗 p-YAP（Ser127）抗体

（13008s）、兔抗 Cleaved Caspase-3 抗体（9661s）购于

美国 Cell Signaling Technology 公司；兔抗 YAP1 抗

体（13584-1-AP）、鼠抗 β-Actin 抗体（66009-1-Ig）、兔

抗 Histone-H3 抗体（17168-1-AP）、兔抗 SYNPO 抗

体（21064-1-AP）、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG（PI-1000-1）、马 抗 兔 IgG DyLight594（DI-

1094）、马抗鼠 IgG DyLight488（DI-2488）购于美国

Vector Laboratories 公司。

人 体 样 本 癌旁肾组织为复旦大学附属肿瘤

医院病理科提供；人 FSGS 肾活检组织为复旦大学

基础医学院病理学系肾病实验室经免疫荧光、光镜

及电镜确诊的临床肾穿刺病例。人体样本实验已

由复旦大学基础医学院人体伦理委员会批准（批准

号：［2017］伦研第（008）号）。

动 物 实 验 实验用 C57BL/6 小鼠购置于上海

斯莱克实验动物有限责任公司。实验起讫时间为

2020 年 9 月至 2022 年 9 月。选取 10 只雄性小鼠在

其 8 周龄时进行单侧肾脏切除手术，后将小鼠继续

饲养至 12周龄，将经过单肾切手术的小鼠完全随机

化平均分配到实验组及对照组（各 5 只），实验组小

鼠以 17 mg/kg 剂量［30］单次尾静脉注射阿霉素（美国

Sigma 公司），对照组小鼠以相同剂量单次尾静脉注

射阿霉素溶剂双蒸水（vehicle），继续饲养 8 周后对

小鼠实施安乐死；另取 10只雄性小鼠按照上述相同

操作在其 8 周龄时进行单侧肾脏切除手术，饲养至

12周龄时将全部小鼠经尾静脉单次注射阿霉素（17 
mg/kg），继续将小鼠饲养至 15 周龄，将注射了阿霉

素的小鼠完全随机化平均分配到实验组及对照组

（各 5 只），实验组小鼠以 1 mg/kg 剂量腹腔注射

LPA（英国 Tocris Bioscience 公司），每 2 天 1 次，连

续注射 5周，对照组小鼠以相同剂量、相同频率腹腔

注射 LPA 溶剂 PBS（vehicle），待小鼠饲养至 20周龄

时对小鼠实施安乐死。所有实验动物的处理均符

合动物伦理要求，并获得复旦大学基础医学院实验

动物伦理委员会批准（批准号：20170223-046）。

小鼠肾功能检测 收集小鼠尿液，对小鼠实施

安乐死后收集小鼠血液，按照小鼠尿白蛋白、尿肌

酐、血清肌酐、尿素氮定量试剂盒（南京建成生物工

程研究所）说明书检测小鼠肾功能。

碘 酸 雪 夫 染 色 、免 疫 组 化 染 色 和 免 疫 荧 光 染

色 碘酸雪夫染色（PAS）、免疫组化染色（IHC）和

免疫荧光染色（IF）实验方法参考文献［31-32］。IHC 及

IF 所 使 用 的 一 抗 有 YAP（1∶100 稀 释）、SYNPO
（1∶100稀释）和 Cleaved Caspase-3（1∶50稀释），IHC
中石蜡切片二抗孵育完成后使用 DAB 染色液（丹麦

Dako 公司）显色。PAS 及 IHC 实验切片封片后于

光学显微镜下拍照（日本 Nikon 公司，Eclipse Ci），IF
实验切片封片后于荧光显微镜下拍照（德国 Zeiss 公
司，Axio Scope）。

细 胞 培 养 条 件 永 生 化 小 鼠 足 突 细 胞 株

（podocyte）由美国哈佛大学麻省总院 Peter Mundel
博士惠赠。细胞贴壁生长，使用含 10% 胎牛血清

（美国 Gibco 公司）和 1% 的双抗（青霉素/链霉素）

PRMI1640（美国 Gibco 公司）培养基，置于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中培养，细胞生长至 90%~95% 融

合时传代。

阿霉素或 LPA 处理细胞 处理前 1 天，以每孔

3×105 个细胞的密度接种于 6 孔板中，将阿霉素以

1 μg/mL 剂量分别处理细胞 0、2、4、6 及 8 h 或将

LPA 以 1 μmol/L 剂量处理细胞 12 h，处理完成后回

收细胞并提取蛋白。

RNA 干扰 处理前 1 天，以每孔 3×105个细胞

的密度接种于 6 孔板中，待细胞生长至 50%~60%
融合时更换新鲜的培养基。根据转染试剂说明书

配置转染复合物，取 2 个无菌 1.5 mL EP 管各加

100 μL 1×转染缓冲液（由 DEPC 水与转染试剂配

套的 5×转染缓冲液配制），并依次各加入 5 μL 浓度

为 10 μmol/L 的阴性对照 siRNA 或 YAP-siRNA，轻

轻涡旋振荡混匀，室温静置 5 min；每个 EP 管各加入

4 μL GenMute siRNA 转 染 试 剂（美 国 SignaGen 
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Laboratories 公司），轻柔混合均匀后室温静置 15 
min，形成转染复合物；将转染复合物分别加入 6 孔

板各孔中，轻柔混合均匀，继续培养 48 h 后回收细

胞并提取蛋白。YAP siRNA：5’-CGAGAUGAG-

AGCACAGACA-3’。 YAP siRNA 由上海吉满生

物科技有限公司设计并合成。

核质分离蛋白提取 待细胞处理完成后，按照

核质分离试剂盒（美国赛默飞公司）说明书提取细

胞核浆蛋白。

Western blot 实验 实验方法参考文献［31-32］，简

述如下：弃去细胞培养基，加入细胞裂解液冰上裂

解细胞提取蛋白，所获蛋白经 SDS-PAGE 胶（8%~
12%）电泳后转移至 PVDF 膜，经 10% 脱脂奶粉封

闭后依次加入一抗和二抗，再由 ECL 化学发光法进

行检测，以 β-actin 为内参进行分析。

Hoechst 33258 染色 处理前 1 天，以每孔 1.5×
105个细胞的密度接种于放置有直径为 20 mm 细胞

爬片的 12 孔板中；待细胞处理完毕后，将甲醇和冰

醋 酸 以 3∶1 的 比 例 混 合 后 4 ℃ 预 冷 ，固 定 细 胞

10 min；PBS 浸洗细胞 3 min×3 次；加入 Hoechst 
33258 染 色 液（碧 云 天 生 物 技 术 公 司）避 光 染 色

5 min，Hoechst 33258 是一种可以穿透细胞膜的蓝

色荧光染料，在嵌入双链 DNA 后释放强烈的蓝色

荧光，正常细胞核染色后呈圆形或椭圆形的蓝色，

而凋亡细胞的细胞核出现核固缩或核碎裂，经染色

后呈现明亮的亮蓝色；染色结束后使用缓冲甘油封

片，于荧光显微镜下观察足细胞凋亡情况并随机选

取 10 个视野拍照，采用 Image J 软件进行计数并计

算凋亡率，即每个视野中亮染的凋亡细胞核占视野

中所有细胞核的比例。

统计学方法 所有检测的实验指标数值以 x±

s 表示，每个实验均为重复 3 次以上的独立实验，统

计分析采用 GraphPad Prism 9.3，两组间的比较使用

t 检 验 分 析 ，多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析

（ANOVA），t 值和 F 值越大，对应的 P 值越小，则结

果越显著。P<0.05为差异有统计学意义。

结   果

FSGS 小鼠模型的建立 将经过单肾切除手术

的 10 只小鼠完全随机化平均分配到实验组及对照

组（每组 5 只），实验组小鼠经尾静脉单次注射阿霉

素以构建 FSGS 模型，对照组小鼠经尾静脉单次注

射阿霉素溶剂双蒸水（vehicle），8 周后对所有小鼠

实施安乐死。结果发现，与对照组小鼠相比，实验

组小鼠肾小球中出现大量节段性硬化或球性硬化

（图 1A）；生化检测发现，实验组小鼠血尿素氮（t=

3.702，P=0.020 8）、血肌酐（t=2.983，P=0.040 6）和

尿白蛋白/肌酐比（t=4.386，P=0.002 3）较对照组小

鼠明显升高（图 1B~1D）。以上结果提示，阿霉素诱

导所致 FSGS 小鼠模型构建成功。

FSGS 中足细胞凋亡增多 选取 5 例经我系病

理诊断为 FSGS 的患者肾穿标本及 3例人癌旁正常

肾脏组织标本，经 IHC 染色后发现，癌旁肾组织的

足 细 胞 中 Cleaved Caspase-3 的 表 达 为 阴 性 ，而

FSGS 患者足细胞中 Cleaved Caspase-3的表达明显

升高（图 2A）；FSGS 模型小鼠足细胞中 Cleaved 
Caspase-3 的表达同样较对照组明显升高（图 2B）；

使用阿霉素处理体外培养的足细胞 0、2、4、6 及 8 h
后经 Western blot检测发现，8 h时 Cleaved Caspase-3

A：PAS staining indicated global glomerulosclerosis （black arrows） 
in adriamycin-induced FSGS mice （scale bar：50 μm）；B-D：

Adriamycin group compared with vehicle group. （1）P <0.05， （2）P<
0.01. BUN： Blood urea nitrogen； Scr： Serum creatinine.

图 1 阿霉素诱导所致 FSGS 小鼠模型肾小球形态

和肾功能变化

Fig 1 Glomerular morphology and changes in renal function 

of adriamycin-induced FSGS mice model

478



曾明垚，等 .FSGS 小鼠模型中 YAP 与足细胞凋亡的相关性及其激动剂的保护作用

的蛋白表达明显上升（F=34.09，P<0.000 1）（图 2C），

Hoechst 33258染色结果同样表明阿霉素处理 8 h 时

的足细胞凋亡率较未处理组明显升高（F=126.5，P

<0.000 1）（图 2D），差异具有统计学意义。以上结

果共同提示，在体内和体外 FSGS 中足细胞凋亡

增多。

FSGS 足细胞中 YAP 出核明显 为探究足细胞

中 YAP 表达与细胞凋亡间的关系，使用 YAP 与足

细胞标志蛋白 SYNPO 的免疫荧光双染色检测人与

小鼠 FSGS 足细胞中 YAP 的表达。结果显示，在人

癌旁肾组织与对照组小鼠中，YAP 均匀分布于足细

胞的细胞核及胞浆内；而在 FSGS 患者及模型小鼠

足细胞中，YAP 则主要分布于胞浆（图 3A-B）。进

一步使用 Western blot 检测经阿霉素处理的足细胞

总蛋白及核质分离后核、浆蛋白，结果显示，核内

YAP 的表达在阿霉素处理前期短暂升高，后逐渐降

低（F=73.22，P<0.001），而胞浆内 YAP 则在阿霉素

处理后一直呈现表达显著升高（F=30.50，P=0.003 2）

（图 3C）；足细胞总蛋白中，总 YAP 的表达无明显变

化（F=1.722，P=0.221 2），定 位 于 胞 浆 的 p-YAP
（S127）的表达在 4 h 时升高，而后回落至基线水平

（F=5.102，P=0.016 8），p-YAP（S397）的表达在 4 h
后 持 续 升 高（F=5.643，P=0.012 2），且［p-YAP
（S127）+p-YAP（S397）］/总 YAP 的比例也在 4 h 后

持续升高（F=12.83，P<0.001）（图 3D），说明可入核

的非磷酸化 YAP 减少。以上结果提示，FSGS 足细

胞中 YAP 出核越多，细胞凋亡越多。

YAP 激动剂 LPA 可改善阿霉素诱导所致 FSGS

小鼠模型的肾脏形态和肾功能 将 8周龄时经过单

肾切手术的 10 只小鼠全部于 12 周龄时经尾静脉单

A-B： Representative immunohistochemical staining for cleaved Caspase-3 images from para-carcinoma tissue （n=3） and FSGS patients （n=5） 
（A）， or from control mice and mice treated with adriamycin （n=5） （B）， and representative positive cleaved Caspase-3 stained podocytes were 
marked with arrow （scale bar： 40 μm）； C： Western blot showed protein expression of cleaved Caspase-3 in podocytes treated with adriamycin in 

vitro； D： Podocytes apoptosis was detected by Hoechst 33258 staining and apoptotic cells were brightly stained （yellow arrows，scale bar：25 μm）. 
（1） vs. 0 h，P<0.000 1. 

图 2 FSGS 中足细胞凋亡增多

Fig 2 Apoptotic podocytes increased in FSGS
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次注射阿霉素，随后完全随机化平均分配到实验组

及对照组（每组 5 只），实验组小鼠在尾静脉注射阿

霉素 3周后腹腔注射 YAP 激动剂 LPA，每 2天 1次，

对照组小鼠以相同剂量、相同频率腹腔注射 LPA 溶

剂 PBS（vehicle），在实验组及对照组小鼠连续注射

5 周后对所有小鼠实施安乐死。与对照组小鼠相

比，实验组小鼠经 LPA 处理后肾小球球性硬化和节

段性硬化减少，系膜细胞增生和基质增多得到明显

改善，且肾小球毛细血管襻与球囊壁的节段粘连明

显减少（图 4A），节段粘连肾小球占全部肾小球的比

例较对照组小鼠明显减少（t=17.68，P<0.000 1）（图

4B）。进一步生化检测发现，实验组小鼠的血尿素

氮（t=4.576，P=0.010 2），尿白蛋白/肌酐（t=2.51，

P=0.045 6）较 对 照 组 小 鼠 明 显 降 低（图 4C 和 图

4E），血肌酐较对照组小鼠无明显差异（t=1.553，P=

0.195 5）（图 4D）。以上结果提示 LPA 可改善阿霉

素诱导所致 FSGS 小鼠模型的肾脏形态和肾功能。

YAP 激动剂 LPA 减少阿霉素所致的足细胞凋

亡 为进一步探究激活 YAP 能否抑制足细胞凋亡，

我们检测了 FSGS 模型小鼠经 LPA 处理 5周后足细

胞中 YAP 的表达及足细胞凋亡，LPA 通过抑制细

胞质中 YAP 与 14-3-3 的结合进而抑制 YAP S127

位点的磷酸化，促使 YAP 入核，从而激活 YAP［33］。

经 YAP 与 SYNPO 的 免 疫 荧 光 双 染 色 后 发 现 ，

FSGS 模型小鼠足细胞中 YAP 主要分布于胞浆，核

内表达很少，而经 LPA 处理后足细胞中核内 YAP

A-B： Double immunofluorescence staining with YAP and SYNPO revealed the distribution of YAP in podocytes from para-carcinoma tissue （n

=3） and FSGS patients （n=5） （A，scale bar： 50 μm）， or from control mice and mice treated with adriamycin （n=5） （B，scale bar： 20 μm）， 
arrows point out podocytes stained with YAP； C： Western blot examined YAP expression in nuclear or cytoplasm protein from the adriamycin-

induced podocytes， and the level of nuclear histone protein was used as an internal standard， β-actin was used as an internal reference for cytoplasm 
protein； D： Western blot examined protein expression of p-YAP（S127）， p-YAP（S397） and YAP in cultured podocytes induced by adriamycin. 
vs. 0 h，（1）P<0.05， （2）P<0.01； ns： Not significant. 

图 3 FSGS 足细胞中 YAP 出核

Fig 3 YAP exhibited nucleus exclusion in podocytes of FSGS

480



曾明垚，等 .FSGS 小鼠模型中 YAP 与足细胞凋亡的相关性及其激动剂的保护作用

表达明显增多（图 5A）；经 IHC 染色后发现，与未处

理组小鼠相比，FSGS 模型小鼠经 LPA 处理后足细

胞中 Cleaved Caspase-3的表达明显降低（图 5B）；我

们进一步在体外使用 LPA 处理经阿霉素诱导的足

细胞损伤模型，使用 Western blot 检测经 LPA 处理

后的足细胞总蛋白及核质分离后核、浆蛋白，结果

显示，阿霉素诱导的足细胞损伤模型经 LPA 处理

后，核内 YAP 表达升高（t=5.438，P=0.005 6），胞浆

内 YAP 表 达 降 低（t=4.308，P=0.012 6）（图 5C），

YAP 入核；足细胞总蛋白中，与对照组相比，足细胞

经 LPA 处理后，p-YAP（S127）表达降低（t=5.241，
P=0.006 3），p-YAP（S397）的表达无明显变化（t=
0.155 2，P=0.884 2），总 YAP 表达升高（t=4.550，P=

0.010 4），且［p-YAP（S127）+p-YAP（S397）］/总
YAP 的 比 例 降 低（t=8.365，P=0.001 1），Cleaved 
Caspase-3 的表达明显降低（t=8.954，P<0.001）（图

5D）；对足细胞使用 Hoechst 33258 染色后，随机选

取 10个视野进行计数并计算凋亡率（ImageJ 软件），

结果显示，经 LPA 处理后足细胞凋亡率明显降低

（t=10.3，P<0.001）（图 5E）。以上结果提示，LPA
可通过促进 YAP 入核激活 YAP，从而减少阿霉素

诱导所致的足细胞凋亡。

YAP 敲 减 可 诱 导 足 细 胞 凋 亡 使用 siRNA 干

扰体外足细胞中的 YAP 并使用 Western blot 检测，

结 果 显 示 ，干 扰 YAP 后 ，p-YAP（S127）、p-YAP
（S397）及 YAP 的表达均显著降低［p-YAP（S127）：

t=6.167，P<0.001；p-YAP（S397）：t=7.157，P< 
0.001；YAP：t=8.140，P<0.001］，Cleaved Caspase-3

表 达 明 显 升 高（t=8.741，P<0.001）（ 图 6A）；

Hoechst 33258 染色结果同样显示，与对照组相比，

YAP-siRNA 组的细胞凋亡率明显高于对照组（t=
15.530，P<0.000 1）（图 6B）。以上结果提示，足细

胞中 YAP 活性降低促进了细胞凋亡。

LPA 可 减 少 YAP 敲 减 所 致 的 足 细 胞 凋 亡 使

用 Western blot 检测经 LPA 刺激的 YAP 敲减足细

胞的总蛋白及核质分离后核、浆蛋白，结果显示，与

A： PAS staining indicated global glomerulosclerosis （black arrows） and glomerular segmental adhesion （red arrows） in adriamycin-induced 
FSGS mice （scale bar： 50 μm）； B： The number of glomeruli with segmental adhesions and the total number of glomeruli in each PAS-stained 
section were observed and recorded， the proportion of glomeruli with segmental adhesion to the total glomeruli is the ratio of glomerular segmental 
adhesion； C-E： Measurements of BUN， Scr and ratio of urinary albumin to creatinine in adriamycin group after LPA treatment. vs. control 
group， （1）P< 0.05， （2）P <0.000 1. Blood urea nitrogen； Scr： Serum creatinine； ns： Not significant.

图 4 LPA 可改善阿霉素诱导所致 FSGS 小鼠模型的肾小球形态和肾功能

Fig 4 LPA improved the glomerular morphology and renal function of Adriamycin-induced FSGS mice model
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未经 LPA 刺激相比，siRNA 对照组和 YAP-siRNA
组经 LPA 刺激后，核内 YAP 的表达均明显升高

（F=91.88，P<0.001），胞浆内 YAP 表达降低（F=

21.05，P<0.001）（图 7A）。足细胞总蛋白中，siRNA
对 照 组 和 YAP-siRNA 组 经 LPA 刺 激 后 ，p-YAP
（S127）表 达 降 低（F=101.8，P<0.000 1），p-YAP
（S397）和 YAP 的表达均无明显变化；YAP-siRNA
组经 LPA 刺激后 Cleaved Caspase-3 的表达明显降

低（F=235.1，P<0.000 1）（图 7B）。 Hoechst 33258
染 色 结 果 同 样 显 示 ，YAP-siRNA 组 的 足 细 胞 经

LPA 刺激后细胞凋亡率明显低于未刺激组（F= 
154.4，P<0.000 1）（图 7C）。以上结果提示，LPA 刺

激降低了 YAP 敲减足细胞中 YAP S127 位点的磷

酸化，促进 YAP 入核，从而减少 YAP 敲减所致的足

细胞凋亡。

A： Double immunofluorescence staining with YAP and SYNPO revealed the distribution of YAP in podocytes （arrows） from adriamycin-

induced FSGS mice model and that model treated with LPA （n=5） （scale bar： 20 μm）； B： Representative immunohistochemical staining for 
cleaved Caspase-3 images from adriamycin-induced FSGS mice model and that model treated with LPA （n=5）， and representative positive 
cleaved Caspase-3 stained podocytes were marked with arrow （scale bar： 40 μm）； C： Western blot examined YAP protein expression either in 
nuclear or in cytoplasm from the adriamycin-induced podocytes after LPA treatment，and the level of nuclear histone protein was used as an internal 
standard， β-actin was used as an internal reference for cytoplasm protein； D： The cultured podocytes were exposed to adriamycin with or without 
LPA concurrently， followed by analysis with Western blot for examining the expression of p-YAP（S127）， p-YAP（S397）， YAP and cleaved 
Caspase-3； E： Hoechst 33258 staining showed LPA decreased podocytes apoptosis in adriamycin-induced podocytes， and apoptotic cells were 
brightly stained （yellow arrows，scale bar： 25 μm）. （1）P<0.05， （2）P<0.01， （3）P<0.001， ns： Not significant.

图 5 LPA 减少了阿霉素所致的足细胞凋亡

Fig 5 LPA ameliorated podocytes apoptosis induced by adriamycin
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A： Western blot examined YAP protein expression in nuclear or cytoplasm from YAP knocking down podocytes after treatment with LPA，and 
the level of nuclear histone protein was used as an internal standard， β-actin was used as an internal reference for cytoplasm protein； B： Podocytes 
were knocked down with YAP-siRNA and treated with LPA， followed by analysis with western blot for examining the expression of p-YAP
（S127）， p-YAP（S397）， YAP and cleaved Caspase-3 （scale bar： 25 μm）； C： Hoechst 33258 staining showed LPA decreased podocytes 
apoptosis in podocytes with YAP knocking down， and apoptotic cells were brightly stained （yellow arrows）. vs. NC，（1）P<0.05， （2）P<0.01，（3）P<
0.001， （4）P<0.000 1； ns： Not significant. 

图 7 LPA 减少了 YAP 敲减所致的足细胞凋亡

Fig 7 LPA ameliorated the podocytes apoptosis induced by YAP interference

A： Podocytes were transfected with YAP siRNA， followed by analysis with Western blot for examining the expression of p-YAP（S127）， p-

YAP（S397）， YAP and cleaved Caspase-3； B： Hoechst 33258 staining showed podocytes apoptosis was increased in podocytes with YAP 
knocking down， and apoptotic cells were brightly stained （yellow arrows，scale bar： 25 μm）. （1）P<0.001， （2）P<0.000 1. 

图 6 敲减足细胞中 YAP 后细胞凋亡增加

Fig 6 Cell apoptosis increased after knocking down YAP in cultured podocytes
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讨   论

YAP 的核质定位与其功能密切相关，Bonse
等［34］首次在足细胞中发现 YAP 通过其核质定位调

控足细胞功能，通过降低 ECM 刚度或使用达沙替

尼抑制  YAP 的核定位［35］均可促进足细胞中 YAP
的出核及足细胞凋亡。本团队前期研究发现，在阿

霉素诱导所致 FSGS 小鼠模型的基础上给与 YAP
抑 制 剂 Verteporfin 后 ，足 细 胞 中 总 YAP 和 核 内

YAP 的表达减少，足细胞凋亡增加，FSGS 模型小

鼠的疾病进展加重［30］，阐明了 YAP 出核是导致

FSGS 中足细胞凋亡的重要机制。本课题利用阿霉

素诱导所致 FSGS 小鼠模型、阿霉素刺激体外培养

的足细胞和 FSGS 患者的肾活检标本，首先观察到

足细胞凋亡在 FSGS 中明显增加，同时 YAP 从对照

组中的核浆均匀分布转变为 FSGS 中的持续性出

核，YAP 失活，这一定位的变化与 YAP 的磷酸化位

点 S127 和 S397 水平升高的变化趋势一致，且［p-

YAP（S127）+p-YAP（S397）］/总 YAP 的比值不断

升高，提示胞浆内磷酸化 YAP 的增多和核内非磷酸

化 YAP 的减少；更重要的是，YAP 激动剂——LPA
可 以 减 少 YAP 在 S127 位 点 的 磷 酸 化 从 而 激 活

YAP 并促进 YAP 入核，减少足细胞的凋亡，延缓

FSGS 进展。以上结果不仅验证了 YAP 活性及定

位的变化在足细胞凋亡及 FSGS 的发生发展中的重

要作用，更进一步提出了阻碍 FSGS 疾病进展的潜

在新靶点。

Hippo-YAP 通路受到多种内在和外在因素的

调节，例如：细胞极性、细胞-细胞连接、可溶性因子、

机械信号、细胞代谢状态等［11，33，36］。在本课题的体

内和体外模型构建中，使用的阿霉素可以引起足细

胞足突融合和肾小球硬化［37］。足突融合的足细胞

发生骨架变化后，紧密连接减少，可以激活 Hippo 信

号通路，YAP 磷酸化增多，YAP 失活并滞留在胞浆

内［38］。 我 们 在 体 内 外 FSGS 模 型 中 均 观 察 到 了

YAP 的持续出核，从而使其无法与核内转录因子

TEAD 结合发挥抑制凋亡和促进增殖的作用，因此

随着 YAP 的出核，足细胞凋亡增多。

LPA 是 YAP 激动剂，与 Gα12/13 偶联受体相

互作用后，通过 Rho GTPases 诱导肌动蛋白变化，

从 而 抑 制 LATS1/2 激 酶 活 性 ，使 YAP/TAZ 激

活［33］；文献报道 LPA 可以抑制细胞质中 YAP 与 14-

3-3 的结合，进而抑制 YAP S127 位点的磷酸化，激

活 YAP 并促使 YAP 入核［33］。本实验发现，阿霉素

诱导所致 FSGS 小鼠模型经 LPA 处理后，FSGS 小

鼠足细胞中 YAP 入核增多，活化 YAP 增多，足细胞

凋亡减少。FSGS 小鼠经 LPA 处理后肾小球节段

粘连和节段硬化明显减少，而节段性硬化或粘连均

与长期肾功能下降相关［39］，同时 FSGS 小鼠经 LPA
处理后血尿素氮和尿白蛋白/肌酐比较对照组小鼠

明显降低，改善了 FSGS 小鼠的肾脏形态和肾功能，

延缓了 FSGS 的疾病进展。在阿霉素诱导的足细胞

损伤模型中，与未处理组相比，LPA 处理后的足细

胞中 p-YAP（S127）表达降低，YAP 入核增多，且总

YAP 表达增多，足细胞凋亡减少，结果提示胞质中

失活 YAP 减少，活化 YAP 入核增多，减少了阿霉素

诱导的足细胞凋亡。此外，YAP 敲减导致总 YAP
和磷酸化 YAP 均降低，足细胞发生凋亡，经 LPA 处

理后同样出现了 p-YAP（S127）表达的降低，YAP 入

核增多，足细胞凋亡减少。因此，YAP 激动剂 LPA
可以通过抑制 YAP 在 S127 位点的磷酸化，促进

YAP 入核，增加活化 YAP，从而减少 FSGS 中的足

细胞凋亡。

YAP（S397）即人们所熟知的 YAP（S381），是

细胞通过泛素化途径降解 YAP 的重要分子［16］。我

们 在 阿 霉 素 诱 导 的 FSGS 模 型 中 观 测 到 p-YAP
（S397）的表达持续升高，首先提示胞浆内进行降解

的 YAP 也在增多。其次，核内 YAP 在阿霉素处理

早期（2 h）短暂升高，之后降低至基线水平以下

（8 h），我们认为当阿霉素直接损伤足细胞 DNA 后，

在细胞应激的状态下使得 YAP 从 14-3-3释放，入核

短暂增加，此时足细胞未见凋亡；而后阿霉素所造

成的细胞连接和骨架的变化使 YAP 失活出核。再

次，［p-YAP（S127）+p-YAP（S397）］/总 YAP 的比

值呈现明显的升高趋势，并且总 YAP 无明显变化，

这就提示可入核的非磷酸化 YAP 减少，从而促使足

细胞发生凋亡。

综上所述，本研究发现了在 FSGS 中，YAP 出

核及活化 YAP 减少促进了足细胞凋亡，LPA 能够

通过促进 FSGS 足细胞中 YAP 的入核，减少细胞凋

亡，从而延缓 FSGS 的疾病进程，为 FSGS 的疾病治

疗提供了实验室基础。但本课题仅聚焦 YAP 与

FSGS 中足细胞凋亡的相关性，YAP 的上游调控机
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制及其下游的关键靶基因仍需进一步深入探索。
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