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肾小管上皮细胞中可溶性表氧化物水解酶对小鼠巨噬细胞极化的

调控作用

王　倩，赵向娅，赵倩茹，杨　轶，杨胜楠，李　冰，李　馨，田　蕊
（郑州大学第一附属医院老年综合二科，河南　郑州　４５００５２）

摘要：　目的　探讨肾小管上皮细胞中可溶性表氧化物水解酶（ｓＥＨ）在小鼠巨噬细胞极化中的作用。方法　以
人近端肾小管上皮细胞系ＨＫ２细胞及小鼠巨噬细胞系ＲＡＷ２６４．７细胞为研究对象。将ＨＫ２细胞分为正常对照组、
ｓＥＨ抑制剂组、尿蛋白组及ｓＥＨ抑制剂联合尿蛋白组；正常对照组细胞不给予任何干预处理；ｓＥＨ抑制剂组细胞给予
１μｍｏｌ·Ｌ－１ｓＥＨ抑制剂；尿蛋白组细胞给予１０ｇ·Ｌ－１尿蛋白；ｓＥＨ抑制剂联合尿蛋白组细胞给予１０ｇ·Ｌ－１尿蛋白
和１μｍｏｌ·Ｌ－１ｓＥＨ抑制剂；各组细胞均培养２４ｈ。将ＲＡＷ２６４．７细胞分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组及干扰素γ（ＩＦＮγ）阳性对
照组、白细胞介素（ＩＬ）４阳性对照组。Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组细胞分别加入正常对照组、ｓＥＨ抑制剂组、尿蛋白组、ｓＥＨ抑制剂
联合尿蛋白组培养２４ｈ的 ＨＫ２细胞培养基孵育２４ｈ；ＩＦＮγ阳性对照组和ＩＬ４阳性对照组细胞分别加入Ｍ１型巨噬
细胞诱导剂ＩＦＮγ及Ｍ２型巨噬细胞诱导剂ＩＬ４。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＨＫ２细胞中ｓＥＨ蛋白表达，实时荧光定
量聚合酶链反应检测 ＨＫ２细胞中单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）、ＩＬ６、集落刺激因子１（ＣＳＦ１）、肿瘤坏死因子α
（ＴＮＦα）ｍＲＮＡ表达及ＲＡＷ２６４．７细胞中诱导型氮氧化物合酶（ｉＮＯＳ）、ＩＬ６、精氨酸酶１（Ａｒｇ１）及 ＩＬ１０ｍＲＮＡ表
达。酶联免疫吸附试验检测各组ＨＫ２细胞培养上清液中１４，１５环氧二十碳三烯酸（１４，１５ＥＥＴ）和１４，１５脱氧二十
碳三烯酸（１４，１５ＤＨＥＴ）水平，计算１４，１５ＥＥＴ／１４，１５ＤＨＥＴ比值。结果　正常对照组和ｓＥＨ抑制剂组ＨＫ２细胞中
ｓＥＨ蛋白表达及ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＣＳＦ１、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达、细胞培养上清液中１４，１５ＥＥＴ／１４，１５ＤＨＥＴ比较差异均无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。与正常对照组比较，蛋白尿组ＨＫ２细胞中ｓＥＨ蛋白及ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＣＳＦ１、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达
均显著增加（Ｐ＜０．０５），细胞培养上清液中１４，１５ＥＥＴ／１４，１５ＤＨＥＴ显著降低（Ｐ＜００５）。与尿蛋白组比较，ｓＥＨ抑
制剂联合尿蛋白组ＨＫ２细胞中ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＣＳＦ１及ＴＮＦαｍＲＮＡ表达显著下降（Ｐ＜０．０５），培养上清液中１４，１５
ＥＥＴ／１４，１５ＤＨＥＴ显著升高（Ｐ＜０．０５）。ｓＥＨ抑制剂联合尿蛋白组与尿蛋白组 ＨＫ２细胞中 ｓＥＨ蛋白表达比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ａ组与Ｂ组ＲＡＷ２６４．７细胞中ＩＬ６、ｉＮＯＳ、Ａｒｇ１及ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达比较差异均无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。与Ａ组比较，Ｃ组、ＩＦＮγ阳性对照组ＲＡＷ２６４．７细胞中ｉＮＯＳ、ＩＬ６ｍＲＮＡ表达显著增加（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１）；ＩＬ４阳性对照组 ＲＡＷ２６４．７细胞中 Ａｒｇ１、ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达显著增加（Ｐ＜０．０５）。与 Ｃ组比较，Ｄ组
ＲＡＷ２６４．７细胞中 ｉＮＯＳ、ＩＬ６ｍＲＮＡ表达显著降低（Ｐ＜０．０５），Ａｒｇ１、ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　
肾小管上皮细胞中的ｓＥＨ可上调诱导Ｍ１型巨噬细胞极化的细胞因子表达。

关键词：　可溶性表氧化物水解酶；肾小管上皮细胞；巨噬细胞极化
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ｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅ１４，１５ＥＥＴ／１４，１５
ＤＨＥＴｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
１４，１５ＥＥＴ／１４，１５ＤＨＥＴｉｎｓＥＨｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎｅｄｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆＭＣＰ１，ＩＬ６，ＣＳＦ１ａｎｄＴＮＦαｍＲＮＡｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓＥＨｐｒｏｔｅｉｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓＥＨｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎｅｄｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．
ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ｉＮＯＳ，Ａｒｇ１ａｎｄＩＬ１０ｍＲＮＡｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐＡａｎｄｔｈｅｇｒｏｕｐ
Ｂ（Ｐ＞００５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇｒｏｕｐＡ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉＮＯＳａｎｄＩＬ６ｍＲＮＡｉｎＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＩＦＮγｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｒｇ１ａｎｄＩＬ１０ｍＲＮＡｉｎＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｉｎ
ｔｈｅＩＬ４ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇｒｏｕｐＣ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉＮＯＳａｎｄＩＬ
６ｍＲＮＡｉｎＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｇｒｏｕｐＤｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｒｇ１ａｎｄＩＬ１０ｍＲ
ＮＡｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｓＥＨｉｎｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅＭ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒ
ｉｚａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｓｏｌｕｂｌｅｅｐｏｘｉｄｅｈｙｄｒｏｌａｓｅ；ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

　　肾间质纤维化是慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）进展的共同途径。持续炎症细胞浸润

可促进肾损伤，导致肾小管间质纤维化［１］。巨噬细

胞在调节肾脏炎症及纤维化中发挥重要作用，且与

疾病进展有关。血液中的单核细胞经过不同途径分

化为Ｍ１型或Ｍ２型巨噬细胞，Ｍ１型巨噬细胞具有

促进炎症反应的作用，引起肾脏纤维化，Ｍ２型巨噬

细胞发挥抗炎作用，促进肾脏修复［２３］。环氧二十碳

三烯酸（ｅｐｏｘｙｅｉｃｏｓａｔｒｉｅｎｏｉｃａｃｉｄｓ，ＥＥＴｓ）是花生四烯

酸经细胞色素Ｐ４５０作用后的代谢产物，主要在心血

管和肾脏循环中发挥舒张血管、抗炎等效应，其中

１４，１５环氧二十碳三烯酸（１４，１５ｅｐｏｘｙｅｉｃｏｓａｔｒｉｅｎｏｉｃ

ａｃｉｄｓ，１４，１５ＥＥＴ）的活性最强。ＥＥＴｓ被可溶性表

氧化物水解酶（ｓｏｌｕｂｌｅｅｐｏｘｉｄｅｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ｓＥＨ）催化

形成脱氢二十碳三烯酸 （ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｅｉｃｏｓａｔｒｉｅｎｏｉｃ

ａｃｉｄｓ，ＤＨＥＴ），从而降低或失去活性［４］。在顺铂导

致的急性肾损伤、单侧输尿管结扎导致的肾脏纤维

化等多种动物模型中，通过抑制 ｓＥＨ的表达可增加

ＥＥＴｓ水平，减轻巨噬细胞浸润，改善肾功能，保护肾

脏［５９］。巨噬细胞极化是单核细胞活化后一系列功

能状态的２个极端，在感染、代谢和免疫等多种疾病

的发生、发展中起重要作用，但关于 ｓＥＨ如何调控

肾组织中巨噬细胞极化的作用机制尚不明确。本研

究选用肾小管上皮细胞系及巨噬细胞系为研究对

象，观察蛋白尿刺激对肾小管上皮细胞产生 ｓＥＨ和

巨噬细胞极化相关炎性因子的影响，探讨肾小管上

皮细胞中ｓＥＨ对巨噬细胞极化的作用，为延缓ＣＫＤ

进展提供新的治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　人近端肾小管上皮细胞系

ＨＫ２细胞、小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４．７细胞购自

美国ＡＴＣＣ公司。高糖达尔伯克改良伊格尔培养基

（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）、胎牛血

清购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ｓＥＨ抑制剂 １２（３金刚

烷１烃基脲基）正十二烷酸［１２（３ａｄａｍａｎｔａｎ１ｙｌ
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ｕｒｅｉｄｏ）ｄｏｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄ，ＡＵＤＡ］、１４，１５ＥＥＴ／１４，１５

ＤＨＥＴ酶联免疫吸附试验测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒、兔抗小鼠 ｓＥＨ抗体

购自美国 Ｃａｙｍａｎｎ公司，干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，

ＩＦＮγ）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）４购自美国

Ｐｅｒｏｔｅｃｈ公司，二辛可宁酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）

蛋白检测试剂盒购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司，兔抗小鼠 β

ａｃｔｉｎ购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔ＩｇＧ购自北京中杉金桥生物技术有限公

司，实时荧光定量聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司。蛋白

质电泳、转膜及凝胶成像分析系统购自美国ＢｉｏＲａｄ

公司，实时定量ＰＣＲ仪购自美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司。

１．２　细胞培养　人近端肾小管上皮细胞系 ＨＫ２

细胞及小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４．７细胞置于含体

积分数１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ中，在３７℃、含体积

分数 ５％ＣＯ２的培养箱中培养。待细胞生长至

８０％～８５％融合时，给予无胎牛血清的 ＤＭＥＭ静置

２４ｈ，将细胞同步静止于Ｇ０期。

１．３　尿蛋白提取　收集病理诊断为 ＩｇＡ肾病患者

（初治患者肾穿刺前）晨尿２５０ｍＬ，采用 ＮＨ４ＳＯ４沉

淀法提取尿蛋白。选用截留相对分子质量为３５００

的透析袋透析ＮＨ４ＳＯ４蛋白质溶液。浓缩尿蛋白溶

液：将蛋白质溶液置于透析袋中，放置在聚乙二醇

８０００粉末中；将５０～１００ｍＬ溶液浓缩至 ５～１０ｍＬ

待用。尿蛋白粉末冻干：取１～２ｍＬ浓缩的蛋白质

溶液置于清洁的青霉素小瓶内，倾斜放置于－２０℃

冰箱过夜，然后转至－８０℃冰箱冻存１ｄ；然后置于

冻干机内６～１０ｈ，得到蛋白质粉末。

１．４　尿蛋白溶液制备　此操作严格在超净工作台中

进行。取一定量的蛋白质粉末置于干净的１０ｍＬ离心

管中，称质量后用ＤＭＥＭ溶解为浓度为１０００ｇ·Ｌ－１

的尿蛋白溶液，利用２２μｍ滤器过滤尿蛋白溶液，

将尿蛋白溶液加入含有ＤＭＥＭ的无菌培养瓶中，置

于３７℃、含体积分数 ５％ ＣＯ２的培养箱中培养

３ｄ，进行验菌实验；经验菌实验阴性，保证无菌后可

用于处理细胞。

１．５　实验分组　将人近端肾小管上皮细胞系ＨＫ２

细胞分为正常对照组、ｓＥＨ抑制剂组、尿蛋白组和

ｓＥＨ抑制剂联合尿蛋白组。正常对照组细胞不给予

任何干预处理，ｓＥＨ抑制剂组细胞给予１μｍｏｌ·Ｌ－１

ＡＵＤＡ，尿蛋白组细胞给予１０ｇ·Ｌ－１尿蛋白，ｓＥＨ

抑制剂联合尿蛋白组细胞给予１０ｇ·Ｌ－１尿蛋白和

１μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＵＤＡ，各组细胞均培养２４ｈ，实验重

复３次。将小鼠巨噬细胞系ＲＡＷ２６４．７细胞分为Ａ

组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组、Ｍ１型巨噬细胞阳性对照组

（ＩＦＮγ阳性对照组）、Ｍ２型巨噬细胞阳性对照组

（ＩＬ４阳性对照组）。分别取正常对照组、ｓＥＨ抑制

剂组、尿蛋白组和 ｓＥＨ抑制剂联合尿蛋白组培养

２４ｈ的ＨＫ２细胞培养基上清液，１５００ｒ·ｍｉｎ－１离

心３ｍｉｎ，取上清液备用。Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组细胞分别加

入正常对照组、ｓＥＨ抑制剂组、尿蛋白组、ｓＨＥ抑制

剂联合尿蛋白组培养２４ｈ的ＨＫ２细胞培养基上清

液孵育 ２４ｈ；ＩＦＮγ阳性对照组和 ＩＬ４阳性对照组

细胞均加入孵育２４ｈ的正常对照组ＨＫ２细胞培养

基，并分别加入 Ｍ１型巨噬细胞诱导剂 ＩＦＮγ
（１００μｇ·Ｌ－１）和 Ｍ２型巨噬细胞诱导剂 ＩＬ４

（２０μｇ·Ｌ－１）孵育 ２４ｈ。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨＫ２细胞中 ｓＥＨ蛋白

表达　细胞培养皿应用磷酸盐缓冲液洗３次，加入

预冷的放射免疫沉淀裂解液和蛋白酶抑制剂的全细

胞裂解液，刮下细胞，超声粉碎后于４℃下１３０００×ｇ

离心１５ｍｉｎ，取上清液置于 －８０℃ 冰箱备用。使

用ＢＣＡ蛋白检测试剂盒检测各组上清液中蛋白浓

度，每组取５０μｇ上样，聚丙乙烯酰胺凝胶电泳分离

蛋白，电泳后将蛋白转移至硝酸纤维膜上，室温下

３０ｇ·Ｌ－１牛血清白蛋白封闭１ｈ，加一抗 ｓＥＨ，４℃

下震荡过夜，以 βａｃｔｉｎ为内参。次日，Ｔｒｉｓ洗膜缓

冲液洗膜，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ室温

孵育１ｈ。Ｔｒｉｓ洗膜缓冲液洗膜，用含有辣根过氧化

物酶底物的化学发光液显色并扫描结果，应用 Ｉｍ

ａｇｅＪ图像分析软件进行半定量分析。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测 ＨＫ２细胞中单核细胞趋化蛋

白１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）、ＩＬ

６、集落刺激因子１（ｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ１，

ＣＳＦ１）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，

ＴＮＦα）ｍＲＮＡ表达及 ＲＡＷ２６４．７细胞中诱导型

氮氧化物合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮ

ＯＳ）、ＩＬ６、精氨酸酶１（ａｒｇｉｎａｓｅ，Ａｒｇ１）、ＩＬ１０

ｍＲＮＡ表达　弃去细胞培养液，用 ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提

取液按照氯仿异丙醇法提取细胞总ＲＮＡ，使用分光

光度仪测定 ＲＮＡ浓度。取总 ＲＮＡ２μｇ进行反转
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录，将合成的ｃＤＮＡ保存于 －２０℃冰箱备用。实验

所用引物均由上海生工生物工程股份有限公司合

成。ＩＬ６上游引物序列为５′ＡＣＡＡＣＣＡＣＧＧＣＣＴＴＣ

ＣＣＴＡＣＴＴ３′，下游引物序列为 ５′ＣＡＣＧＡＴＴＴＣ

ＣＣＡＧＡＧＡＡＣＡＴＧＴＧ３′；ＭＣＰ１上游引物序列为５′

ＡＧＧＴＣＣＣＴＧＴＣＡＴＧＣＴＴＣＴＧ３′，下游引物序列为５′

ＴＣＴＧＧＡＣＣＣＡＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧ３′；ＣＳＦ１上游引物序

列为５′ＣＧＧＧＣＡＴＣＡＴＣＣＴＡＧＴＣＴＴＧＣＴＧＡＣＴＧＴ３′，

下游引物序列为 ５′ＡＴＡＧＴＧＧＣＡＧＴＡＴＧＴＧＧＧＧ

ＧＧＣＡＴＣＣＴＣ３′；ＴＮＦα上游引物序列为 ５′ＣＣＡ

ＧＡＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣ３′，下游引物序列为 ５′

ＣＡＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＣＴＡＣＧＡＣ３′；ｉＮＯＳ上游引物序

列为 ５′ＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＴＡＣＡＡＧＡ３′，下游

引物序列为５′ＧＴＧＧＡＣＧＧＧＴＣＧＡＴＧＴＣＡＣ３′；Ａｒｇ１

上 游 引 物 序 列 为 ５′ＣＴＣＣＡＡＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＴ

ＴＡＧＡＧ３′，下游引物序列为 ５′ＧＧＡＧＣＴＧＴＣＡＴＴ

ＡＧＧＧＡＣＡＴＣ３′；ＩＬ１０ 上 游 引 物 序 列 为 ５′

ＧＣＡＧＣＴＣＴＡＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧＧ３′，下游引物序列为

５′ＡＣＡＧＣＣＧＧＧＡＡＧＡＣＡＡＴＡＡＣＴ３′；内参基因１８Ｓ

上游引物序列为５′ＡＣＣＧＣＡＧＣＴＡＧＧＡＡＴＡＡＴＧＧＡ

３′，下游引物序列为５′ＧＣＣＴＣＡＧＴＴＣＣＧＡＡＡＡＣＣＡ

３′。将 ｃＤＮＡ用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料进行实时定量

ＰＣＲ。ＰＣＲ扩增条件为：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变

性５ｓ，６２℃延伸２０ｓ，共４０个循环。结果分析采用

２－△△ＣＴ（Ｌｉｖａｋ法），１８Ｓ作为内参基因。所有试验

均重复３次。

１．８　ＥＬＩＳＡ测定各组 ＨＫ２细胞培养上清液中

１４，１５ＥＥＴ和 １４，１５ＤＨＥＴ水平　收集各组细胞

培养上清液，３０００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，取上清液，用

０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１苯基膦处理，乙酸调整 ｐＨ值至３～

４，加入等体积乙酸乙酯，充分混匀，１２０００×ｇ离心

１０ｍｉｎ，取上清液；按上述方法操作３次，留取有机

相上清液；应用氮气贴着上清液面将有机相吹干；加

入２０μＬ二甲基甲酰胺溶解１４，１５ＤＨＥＴ，余步骤详

见ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书，测定 ＨＫ２细胞培养液中

１４，１５ＥＥＴ和１４，１５ＤＨＥＴ水平，计算１４，１５ＥＥＴ／

１４，１５ＤＨＥＴ。

１．９　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计

分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两组间

比较采用独立样本ｔ检验；多组间比较，当方差齐时

应用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），不齐时采

用秩和检验；Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　尿蛋白及ｓＥＨ抑制剂对ＨＫ２细胞中ｓＥＨ蛋

白表达的影响　结果见图１和表１。正常对照组与

ｓＥＨ抑制剂组ＨＫ２细胞中ｓＥＨ蛋白及细胞培养上

清液中１４，１５ＥＥＴ／１４，１５ＤＨＥＴ比较差异均无统计

学意义（Ｐ＞００５）。与正常对照组比较，蛋白尿组

ＨＫ２细胞中ｓＥＨ蛋白表达显著增加（Ｐ＜０．０５）；尿

蛋白组 ＨＫ２细胞上清液中 １４，１５ＥＥＴ／１４，１５

ＤＨＥＴ显著降低（Ｐ＜０．０５）。ｓＥＨ抑制剂联合尿蛋

白组与尿蛋白组ＨＫ２细胞中ｓＥＨ蛋白表达比较差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ｓＥＨ抑制剂联合尿蛋

白组 ＨＫ２细胞上清液中 １４，１５ＥＥＴ／１４，１５ＤＨＥＴ

显著高于尿蛋白组（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：正常对照组；Ｂ：ｓＥＨ抑制剂组；Ｃ：尿蛋白组；Ｄ：ｓＥＨ抑制剂联合尿

蛋白组。

图１　各组ＨＫ２细胞中ｓＥＨ蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓＥＨ ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

表１　各组 ＨＫ２细胞中 ｓＥＨ蛋白表达及上清液中１４，１５

ＥＥＴ／１４，１５ＤＨＥＴ比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓＥＨｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ

ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆ１４，１５ＥＥＴ ／１４，１５ＤＨＥＴｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｉｎ

ＨＫ２ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｓＥＨ蛋白 １４，１５ＥＥＴ／１４，１５ＤＨＥＴ
正常对照组 ０．２９±０．０１ １．４３±０．４５
ｓＥＨ抑制剂组 ０．３１±０．０１ １．７８±０．９２
尿蛋白组 １．１２±０．０５ａ ０．３５±０．１８ａ

ｓＥＨ抑制剂联合尿蛋白组 １．０９±０．０６ ０．８９±０．２１ｂ

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０５；与尿蛋白组比较ｂＰ＜０．０５。

２．２　各组 ＨＫ２细胞中 ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＣＳＦ１及

ＴＮＦαｍＲＮＡ表达比较　结果见表 ２。正常对照

组与ｓＥＨ抑制剂组ＨＫ２细胞中ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＣＳＦ１

及ＴＮＦαｍＲＮＡ表达比较差异无统计学意义（Ｐ＞

０．０５）。与正常对照组比较，尿蛋白组 ＨＫ２细胞中

ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＣＳＦ１及 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达均显著增

加（Ｐ＜０．０５）。与尿蛋白组比较，ｓＥＨ抑制剂联合
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尿蛋白组ＨＫ２细胞中ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＣＳＦ１及ＴＮＦα ｍＲＮＡ表达均显著降低（Ｐ＜０．０５）。
表２　各组ＨＫ２细胞中ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＣＳＦ１及ＴＮＦαｍＲＮＡ表达比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＣＰ１，ＩＬ６，ＣＳＦ１ａｎｄＴＮＦαｍＲＮＡｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ ＩＬ６ｍＲＮＡ ＣＳＦ１ｍＲＮＡ ＴＮＦαｍＲＮＡ
正常对照组 １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００
ｓＥＨ抑制剂组 １．２４±０．３０ ０．８２±０．１１ ０．９１±０．３５ １．２１±０．２３
尿蛋白组 ５．４１±１．２４ａ ２．７６±０．９３ａ ４．７２±１．４２ａ ３．１５±０．６５ａ

ｓＥＨ抑制剂联合尿蛋白组 ２．８４±０．９７ｂ １．８３±０．５４ｂ ２．４３±１．１２ｂ １．９３±０．４１ｂ

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０５；与尿蛋白组比较ｂＰ＜０．０５。

２．３　各组 ＨＫ２细胞培养 ２４ｈ的培养基对

ＲＡＷ２６４．７细胞极化作用的影响　结果见表３。Ａ

组与 Ｂ组 ＲＡＷ２６４．７细胞中 ＩＬ６、ｉＮＯＳ、Ａｒｇ１及

ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达比较差异均无统计学意义（Ｐ＞

００５）。与 Ａ组比较，Ｃ组和 ＩＦＮγ阳性对照组

ＲＡＷ２６４．７细胞中 ｉＮＯＳ、ＩＬ６ｍＲＮＡ表达显著增加

（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；ＩＬ４阳性对照组 ＲＡＷ２６４．７

细胞中 Ａｒｇ１、ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达显著增加（Ｐ＜

００５）。与 Ｃ组比较，Ｄ组 ＲＡＷ２６４．７细胞中 ｉＮ

ＯＳ、ＩＬ６ｍＲＮＡ表达显著降低（Ｐ＜０．０５），Ａｒｇ１、ＩＬ

１０ｍＲＮＡ表达显著增加（Ｐ＜０．０５）。

表３　各组ＲＡＷ２６４．７细胞中ＩＬ６、ｉＮＯＳ、ＩＬ１０及Ａｒｇ１ｍＲＮＡ表达比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６，ｉＮＯＳ，ＩＬ１０ａｎｄＡｒｇ１ｍＲＮＡｉｎＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（珔ｘ±ｓ）

组别 ｉＮＯＳｍＲＮＡ ＩＬ６ｍＲＮＡ Ａｒｇ１ｍＲＮＡ ＩＬ１０ｍＲＮＡ
Ａ组 １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００
Ｂ组 １．０５±０．４８ ０．８９±０．５０ １．０５±０．４８ ０．８９±０．５３
Ｃ组 ３．２１±１．３４ａ ４．５１±１．５２ａ ０．５２±０．６７ ０．４１±０．５１
Ｄ组 ２．０９±０．４３ｃ １．７５±１．２１ｃ １．３８±０．８２ｃ １．１９±０．９２ｃ

ＩＮＦγ阳性对照组 ５．７３±１．３８ｂ ５．９７±２．３６ｂ １．４２±０．５１ １．１５±０．８４
ＩＬ４阳性对照组 １．５３±０．９３ ０．８５±０．５４ ３．２８±１．１８ａ ２．７１±０．３７ａ

　　注：与Ａ组比较ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１；与Ｃ组比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论

近年来，ＣＫＤ患病率逐渐增加，已成为威胁全

球人民健康的重要公共问题之一。我国 ＣＫＤ总患

病率为１０．８％［１０］。肾小管间质纤维化是ＣＫＤ进展

的共同途径，其主要特征包括炎性细胞浸润、炎性因

子释放、肌成纤维细胞活化和细胞外基质沉积［１１］。

炎性细胞的募集处于核心环节。巨噬细胞在炎症反

应中发挥重要作用，且与疾病预后密切相关。巨噬

细胞是具有吞噬功能的免疫细胞，可根据局部微环

境分化为经典活化Ｍ１型和替代活化 Ｍ２型巨噬细

胞［２］。Ｍ１型巨噬细胞以表达高水平的致炎细胞因

子、活性氧等产物为特征，促进炎症反应，如果炎症

持续存在，可促进炎症蔓延，导致脏器纤维化。Ｍ２

型巨噬细胞主要发挥抗炎作用，通过促进细胞增殖、

减少细胞凋亡、促进血管新生而发挥组织修复作

用［３］。

Ｍ１及Ｍ２型巨噬细胞在多种急、慢性肾脏疾病

动物模型中发挥不同作用。在小鼠急性肾损伤模型

中，造模前敲除巨噬细胞可减轻肾损伤，造模后３～

５ｄ敲除巨噬细胞则延缓肾小管增殖修复，加重肾

损伤［１２］。如果Ｍ１型巨噬细胞不能及时转变为 Ｍ２

型，将阻碍肾小管修复，肾损伤持续存在，加重肾病

进展［１３１４］。在小鼠慢性炎性肾病模型中，注射 Ｍ２

型巨噬细胞后可减轻肾脏炎症反应，促进肾组织修

复［１５］。在单侧输尿管结扎肾纤维化小鼠模型中，早

期干预 Ｍ１型巨噬细胞可发挥改善肾损伤、延缓肾

纤维化的作用［１６］。

近年来，ＥＥＴｓ与巨噬细胞的关系已有相关研

究，但在肾脏中的作用仍不明确。有研究显示，在脂

多糖介导的心功能不全动物模型中，ＥＥＴｓ通过抑制

ＮＦκＢ而诱导巨噬细胞极化［１７］。在高脂饮食导致

的脂肪肝模型中，ｓＥＨ抑制剂促进巨噬细胞向抗炎

的 Ｍ２型极化，可改善肝脏炎症状态及胰岛素抵

抗［１８］。在高脂喂养的小鼠中给予 ｓＥＨ抑制剂或外

源性补充 ＥＥＴｓ可抑制脂肪细胞募集巨噬细胞，抑

制巨噬细胞向 Ｍ１型极化，改善脂肪炎症状态及胰

岛素抵抗［１９］。
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本研究通过应用 ｓＥＨ抑制剂，增加肾小管上皮

细胞ＥＥＴｓ水平，可减少ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＣＳＦ１和ＴＮＦα
等诱导 Ｍ１型巨噬细胞极化细胞因子的表达，增加

Ａｒｇ１、ＩＬ１０等诱导Ｍ２型巨噬细胞极化细胞因子的

表达。利用肾小管上皮细胞的条件培养基孵育巨噬

细胞，发现 ｓＥＨ抑制剂可抑制巨噬细胞向 Ｍ１型极

化，促进其向 Ｍ２型极化，说明肾小管 ＥＥＴ、ｓＥＨ参

与了肾间质巨噬细胞的极化。本研究将 ＥＥＴｓ及

ｓＥＨ抑制剂在肾小管上皮细胞的抗炎作用扩展到肾

间质巨噬细胞，但尚缺乏深入的机制探讨。本研究

将为明确ＥＥＴｓ在肾脏的生理作用研究以及为 ｓＥＨ

抑制剂作为一种有效的肾脏治疗药物的临床推广提

供理论基础。
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