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细颗粒物２．５在肾小管上皮细胞氧化损伤中的作用及其调控机制

赵颖丹，张天嵩，马　骏，张伟伟，易　扬，顾　波，王汉清，宣　怡
（上海市静安区中心医院华山医院静安分院肾内科，上海　２０００４０）

摘要：　目的　探讨细颗粒物 ２．５（ＰＭ２．５）在肾小管上皮细胞 ＨＫ２细胞氧化损伤中的作用及其调控机制。
方法　将对数生长期的人肾小管上皮细胞ＨＫ２细胞随机分为空白对照组、阴性对照组、ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量
组及ＰＭ２．５高剂量组。空白对照组ＨＫ２细胞正常培养，无任何处理；阴性对照组 ＨＫ２细胞进行磷酸缓冲盐溶液处
理；ＰＭ２．５低剂量组ＨＫ２细胞给予５０ｍｇ·Ｌ

－１的ＰＭ２．５处理２４ｈ；ＰＭ２．５中剂量组ＨＫ２细胞给予１００ｍｇ·Ｌ
－１的ＰＭ２．５

处理２４ｈ；ＰＭ２．５高剂量组ＨＫ２细胞给予２００ｍｇ·Ｌ
－１的ＰＭ２．５处理２４ｈ。采用流式细胞术和Ｅｄｕ标记实验检测各组

ＨＫ２细胞凋亡率和Ｅｄｕ阳性细胞率，酶联免疫吸附实验法检测各组 ＨＫ２细胞氧化应激相关指标超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）活性及总活性氧（ＲＯＳ）、丙二醛（ＭＤＡ）水平，实时荧光定量聚合酶链式反应
检测各组ＨＫ２细胞微ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）５９０３ｐ水平变化。另取对数生长期的ＨＫ２细胞随机分为 ｍｉＲＮＡ类似物对照
组、ｍｉＲＮＡ类似物组、ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组和ｍｉＲＮＡ抑制剂组，ｍｉＲＮＡ类似物组和ｍｉＲＮＡ类似物对照组 ＨＫ２细胞
分别转染ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ和ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ对照序列，ｍｉＲＮＡ抑制剂组和ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组分别转染ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
和ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对照序列。Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ数据库和双荧光素酶报告实验预测和验证ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ的靶点；应用Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测各组ＨＫ２细胞核因子Ｅ２相关因子２（ＮＦＥ２Ｌ２）表达水平，酶联免疫吸附实验法检测各组ＨＫ２细胞中ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ活性及ＲＯＳ、ＭＤＡ水平。结果　ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量组及 ＰＭ２．５高剂量组 ＨＫ２细胞凋亡率均显著高
于空白对照组及阴性对照组（Ｐ＜０．０５），ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组 ＨＫ２细胞凋亡率均显著高于 ＰＭ２．５低剂量组
（Ｐ＜０．０５），ＰＭ２．５高剂量组ＨＫ２细胞凋亡率显著高于ＰＭ２．５中剂量组（Ｐ＜０．０５）。ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量组及
ＰＭ２．５高剂量组ＨＫ２细胞Ｅｄｕ阳性细胞率均显著低于空白对照组及阴性对照组，ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组ＨＫ２
组胞Ｅｄｕ阳性细胞率均显著低于 ＰＭ２．５低剂量组（Ｐ＜０．０５），ＰＭ２．５高剂量组 ＨＫ２细胞 Ｅｄｕ阳性细胞率显著低于
ＰＭ２．５中剂量组（Ｐ＜０．０５）。ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组ＨＫ２细胞中ＲＯＳ和ＭＤＡ水平均显著高于
空白对照组和阴性对照组（Ｐ＜０．０５），ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组 ＨＫ２细胞中 ＲＯＳ和 ＭＤＡ水平均显著高于
ＰＭ２．５低剂量组（Ｐ＜０．０５），ＰＭ２．５高剂量组ＨＫ２细胞中ＲＯＳ和ＭＤＡ水平显著高于ＰＭ２．５中剂量组（Ｐ＜０．０５）。ＰＭ２．５
低剂量组、ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组 ＨＫ２细胞中 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ活性均显著低于空白对照组和阴性对照组
（Ｐ＜０．０５），ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量 ＨＫ２细胞中 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ活性均显著低于 ＰＭ２．５低剂量组（Ｐ＜０．０５），
ＰＭ２．５高剂量组ＨＫ２细胞中ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性显著低于 ＰＭ２．５中剂量组（Ｐ＜０．０５）。ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量
组、ＰＭ２．５高剂量组细胞中ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ相对表达水平均显著高于空白对照组和阴性对照组（Ｐ＜０．０５），ＰＭ２．５中剂量
组、ＰＭ２．５高剂量组细胞中ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ相对表达水平均显著高于ＰＭ２．５低剂量组（Ｐ＜０．０５），ＰＭ２．５高剂量组细胞中
ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ相对表达水平显著高于ＰＭ２．５中剂量组（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ与ＮＦＥ２Ｌ２的３′非翻译区（ＵＴＲ）存
在结合靶点。ｍｉＲＮＡ类似物组总 ＮＦＥ２Ｌ２水平和核内 ＮＦＥ２Ｌ２水平显著低于 ｍｉＲＮＡ类似物对照组（Ｐ＜０．０５），
ｍｉＲＮＡ抑制剂组总ＮＦＥ２Ｌ２水平和核内ＮＦＥ２Ｌ２水平显著高于ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组（Ｐ＜０．０５）。与ｍｉＲＮＡ类似物对
照组比较，ｍｉＲＮＡ类似物组ＨＫ２细胞中ＲＯＳ、ＭＤＡ水平增高，ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平降低（Ｐ＜０．０５）；与ｍｉＲＮＡ抑制剂对
照组比较，ｍｉＲＮＡ抑制剂组ＨＫ２细胞中ＲＯＳ和ＭＤＡ水平降低，ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ水平升高（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＭ２．５
可通过上调ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ表达而抑制ＮＦＥ２Ｌ２表达，进而加重肾小管上皮细胞氧化损伤。
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ｔｏｒｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ
ａｎｄｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｔａｒｇｅｔｓｏｆｍｉＲＮＡ５９０３ｐ
ｗｅｒｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｎｄｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｔａｒｇｅｔｓｃａｎｄａｔａｂａｓｅａｎｄｄｏｕｂｌｅＬｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（ＮＦＥ２Ｌ２）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤ，ＧＳＨＰｘ，ＲＯＳａｎｄＭＤＡｉｎｔｈｅＨＫ２ｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＭ２．５
ｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅ
ＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＥｄｕｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｅｌｌｓｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＥｄｕｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓ
ｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜００５），ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＥｄｕｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔ
ｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＲＯＳａｎｄＭＤＡｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５
ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜００５），ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＲＯＳａｎｄＭＤＡｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＲＯＳａｎｄＭＤＡｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨＰｘｉｎｌｏｗｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ，
ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨＰｘｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨＰｘｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲＮＡ５９０３ｐ
ｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲＮＡ５９０３ｐｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅ
ＰＭ２．５ｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲＮＡ５９０３ｐｉｎｔｈｅｈｉｇｈｄｏｓｅＰＭ２．５ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＰＭ２．５
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｗａｓａｂｉｎｄｉｎｇｔａｒｇｅｔｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲＮＡ５９０３ｐａｎｄ３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ（ＵＴＲ）ｏｆＮＦＥ２Ｌ２．Ｔｈｅｔｏｔａｌ
ＮＦＥ２Ｌ２ｌｅｖｅｌｓａｎｄｎｕｃｌｅａｒＮＦＥ２Ｌ２ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｉＲＮＡ
ｍｉｍｉｃｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｔｏｔａｌＮＦＥ２Ｌ２ｌｅｖｅｌｓａｎｄｎｕｃｌｅａｒＮＦＥ２Ｌ２ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＲＯＳａｎｄＭＤＡｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨＰｘｄｅｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＲＯＳａｎｄＭＤＡｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｉＲＮＡ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨＰｘｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＰＭ２．５ｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦＥ２Ｌ２ｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ５９０３ｐ，ｔｈｕｓａｇｇｒａｖａｔｉｎｇｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｍａｔｔｅｒ２．５；ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ５９０３ｐ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅ；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ２

·９１１１·第１２期　　 　　　　　　　　　赵颖丹，等：细颗粒物２．５在肾小管上皮细胞氧化损伤中的作用及其调控机制



　　空气污染在全世界都是一个非常严重的问题，
尤其是在发展中国家。细颗粒物 ２．５（ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ
ｍａｔｔｅｒ２．５，ＰＭ２．５）是一种由不同粒径和化学成分构
成的非均质混合物的空气污染物［１３］。ＺＨＡＮＧ
等［４］通过蛋白互作网络发现 ＰＭ２．５对耳鼻喉、胃肠、
肾脏、心血管等疾病有一定的影响。ＬＥＩＶＡ等［５］研

究发现，环境中ＰＭ２．５明显增加脑血管疾病发生的风
险。随着研究的深入，ＰＭ２．５对肾脏氧化应激损伤的
作用越来越得到重视。ＡＺＴＡＴＺＩＡＧＵＩＬＡＲ等［６］发

现，亚慢性暴露于ＰＭ２．５可导致抗氧化和免疫系统失
衡而引起早期肾脏损伤。然而，ＰＭ２．５所致肾脏氧化
损伤的分子机制目前尚未完全阐明。目前，大量研

究发现微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）在调控氧化应激
中 具 有 重 要 作 用。ＷＡＮＧ 等［７］ 研 究 发 现，

ｍｉＲＮＡ８７３５ｐ通过调节 Ｋｅｌｃｈ样 ＥＣＨ关联蛋白 １
（ＫｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｋｅａｐ１）／核因
子Ｅ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ２，ＮＦＥ２Ｌ２）通路可减轻氧化应激和细胞凋亡，
进而减轻黏菌素诱导的肾脏损伤。ＺＨＯＵ等［８］研究

发现，ＰＭ２．５通过下调 ｍｉＲＮＡ１９４３ｐ而加重支气管
上皮细胞凋亡。由此推测，ＰＭ２．５可能通过调控
ｍｉＲＮＡ异常表达而加重肾脏氧化损伤。基于此推
测，本研究探索ＰＭ２．５在肾小管上皮细胞 ＨＫ２细胞
氧化损伤中的作用及其调控机制，以期揭示ＰＭ２．５所
致肾脏氧化损伤的分子机制，为ＰＭ２．５所致肾脏损伤
的治疗提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　细胞、仪器与试剂　人肾小管上皮细胞株ＨＫ２
细胞购自中国科学院细胞库。ＡｎｎｅｘｉｎＶ异硫氰酸
荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅｉｓｏｍｅｒ，ＦＩＴＣ）／碘
化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｎｅｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）凋亡检测试剂盒、
ＥｄＵ６４７细胞增殖检测试剂盒、总 ＲＮＡ提取试剂盒
及反转录试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司，ＮＦＥ２Ｌ２基因片段由生工生物工程（上海）股份
有限公司合成，胎牛血清和达尔博克改良伊格尔培

养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）／
Ｆ１２培养液购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，
总活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）分析试剂盒
购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，放射免疫沉淀测定
（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解液、超氧
化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性检测试
剂盒、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂盒、
细胞核蛋白提取试剂盒购自北京索莱宝科技有限公

司，谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＧＳＨＰｘ）检测试剂盒购自美国 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司，
ＮＦＥ２Ｌ２兔多克隆抗体、甘油醛３磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）

兔多克隆抗体、ＬａｍｉｎＢ兔多克隆抗体和羊抗兔二
抗购自英国Ａｂｃａｍ公司；ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞
仪购自美国 ＢＤ公司，ＪＩＤＩ１６Ｒ台式多用途高速冷
冻离心机购自广州吉迪仪器有限公司，ＰＴ３５０Ｃ全
波长酶标仪购自北京普天新桥技术有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养和分组　取 ＨＫ２细胞，将细胞稀
释于含胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１１）培养液中，置
于３７℃、含体积分数５％ ＣＯ２的培养箱中培养；待
达到７０％ ～８０％融合时，应用 ２．５ｇ·Ｌ－１胰酶消
化，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ，随后制成单细胞悬
液，并按１４比例传代。收集对数生长期的 ＨＫ２
细胞，应用２．５ｇ·Ｌ－１胰酶消化，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心 ５ｍｉｎ，然后加入含二甲亚砜的培养液，调整细胞
浓度至（１～５）×１０９Ｌ－１，置于冻存管中，于 －２０℃
冰箱中冻存，最后放入液氮罐中保存。取对数生长

期的ＨＫ２细胞随机分为空白对照组、阴性对照组、
ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量组和 ＰＭ２．５高剂量组５
组。空白对照组细胞正常培养，不给予任何处理；阴

性对照组细胞给予 １０μＬ的磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）孵育 ２４ｈ；ＰＭ２．５低剂量组
ＨＫ２细胞给予含 ５０ｍｇ·Ｌ－１ＰＭ２．５的细胞培养基
孵育 ２４ｈ；ＰＭ２．５中剂量组 ＨＫ２细胞给予含
１００ｍｇ·Ｌ－１ＰＭ２．５的细胞培养基孵育２４ｈ；ＰＭ２．５高
剂量组ＨＫ２细胞给予含２００ｍｇ·Ｌ－１ＰＭ２．５的细胞
培养基孵育２４ｈ。
１．２．２　流式细胞仪检测ＨＫ２细胞凋亡　取各组
ＨＫ２细胞，重悬于０．１ｍＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ缓释液中，
加入 ２０ｎｇ·Ｌ－１ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ１０μＬ，轻轻混匀，
并在３７℃、避光条件下孵育０．５ｈ，加入５０ｎｇ·Ｌ－１

ＰＩ５μＬ，轻轻混匀后，在 ３７℃、避光条件下孵育
５ｍｉｎ，加入０．４ｍＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ缓冲液，应用 ＢＤ
ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪进行检测凋亡率，光源为
４８８ｎｍ氩离子激光器，ＦＩＴＣ受激发后发绿色荧光，
ＰＩ发红色荧光。ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ＦＩＴＣ－／ＰＩ－细胞表示活
细胞，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ＦＩＴＣ＋／ＰＩ－细胞表示早期凋亡细
胞，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ＦＩＴＣ＋／ＰＩ＋细胞表示晚期凋亡细胞，
ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ＦＩＴＣ－／ＰＩ＋细胞表示坏死细胞。计量细
胞凋亡率，凋亡率 ＝１００％ ×［（早期凋亡细胞数
目＋晚期凋亡细胞数目）／全部细胞数目 －１］。实
验重复３次，取均值。
１．２．３　Ｅｄｕ标记实验测定ＨＫ２细胞增殖能力　取
各组ＨＫ２细胞，调整细胞密度为４×１０６Ｌ－１，每孔
０．１ｍＬ接种于９６孔板，于３７℃、含体积分数５％
ＣＯ２的培养箱中培养１２ｈ，ＰＢＳ清洗后更换含 Ｅｄｕ
的无血清培养基，孵育 ２ｈ；用预冷的 ＰＢＳ清洗
２次，加入４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛２００μＬ进行固定，孵
育０．５ｈ后应用ＰＢＳ清洗，加入２ｇ·Ｌ－１甘氨酸，室
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温孵 育 ５ｍｉｎ；清 洗 后 加 入 ３００μＬ含 Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００ＰＢＳ渗透剂，室温孵育１０ｍｉｎ后应用 ＰＢＳ清
洗；０．１ｍＬＡｐｏｌｌｏ染色反应液避光孵育４５ｍｉｎ，
清洗后避光孵育３０ｍｉｎ，应用 ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流
式细胞仪检测 ＥｄＵ染色阳性细胞比例。ＥｄＵ染色
阳性细胞比例高低表示细胞增殖能力强弱。实验重

复３次，取均值。
１．２．４　酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测 ＨＫ２细胞中
ＲＯＳ、ＭＤＡ水平及 ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ活性　取各组
ＨＫ２细胞，去除培养液后用 ＰＢＳ液洗，６孔板中每
孔加入２００μＬＲＩＰＡ裂解液并吹打数下，１００００×ｇ
离心５ｍｉｎ后收集上清液；将上清液加入到冷的线
粒体分离缓冲液中，摇匀。分别应用ＲＯＳ分析试剂
盒、ＭＤＡ检测试剂盒检测 ＲＯＳ和 ＭＤＡ水平；分别
应用ＧＳＨＰｘ检测试剂盒、ＳＯＤ活性检测试剂盒检
测抗氧化酶 ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ水平；严格按照试剂盒说
明进行操作。实验重复３次，取均值。
１．２．５　实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴＰＣＲ）检测 ＨＫ２细胞中ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ表达
　取“１．２．１”中的各组 ＨＫ２细胞，２．５ｇ·Ｌ－１胰酶
消化后离心收集细胞，应用总ＲＮＡ提取试剂盒提取
各组总ＲＮＡ，采用反转录试剂盒反转录制备ｃＤＮＡ。
应用ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ相对表达量。反应条件：
９５℃４０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ；ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ上游
引物：５′ＡＡＡＧＡＴＴＣＣＡＡＧＡＡＧＣＴＡＡＧＧＧＴＧ３′，下
游引物：５′ＣＣＴＡＡＣＴＧＧＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＡ３′。Ｕ６
做内参照，Ｕ６上游引物：５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡ
ＣＡ３′，下游引物：５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
３′。采用２－△△Ｃｔ计算 ｍｉＲＮＡ相对表达量。实验重
复３次，取均值。
１．２．６　细胞转染　取未经处理的对数生长期的
ＨＫ２细胞，按每孔（１～５）×１０６个接种到６孔板并
过夜培养；１００μＬ无血清无双抗培养基与 ４μｇ
ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ或 ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ混匀，设 ｍｉＲＮＡ
ｍｉｍｉｃｓ对照序列和 ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对照序列，加入
４μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂并混匀，然后再
加入到 ＰＢＳ清洗后的细胞中；加入８００μＬ无血清
无双抗培养基培养６ｈ后，更换为含胎牛血清的培
养基继续培养１～２ｄ。将转染 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ对照
序列、ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对照序列和
ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的细胞分别设为 ｍｉＲＮＡ类似物对
照组、ｍｉＲＮＡ类似物组、ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组和
ｍｉＲＮＡ抑制剂组，收集各组细胞进行后续实验。
１．２．７　双荧光素酶报告实验检测 ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ
和ＮＦＥ２Ｌ２ｍＲＮＡ的结合　将ＮＦＥ２Ｌ２３′非翻译区

（３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）野生型基因片段
（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）和突变型基因片段（ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ，
ＭＵＴ）引 入 到 ｐＭＩＲｒｅｐｏｒｔｅｒ后，插 入 ｐＭＩＲ
ＲＥＰ０ＲＴＲＥＰＯＲＴ荧光素酶报告质粒，随后经测序检
测，然后分别与 ｍｉｍｉｃｓｃｏｎｔｒｏｌ（阴性转染组）或
ｍｉＲＮＡ５９０３ｐｍｉｍｉｃｓ共转染至 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中
（ｍｉＲＮＡ５９０３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＷＴ转染组、ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＵＴ转染组）。转染２ｄ后收集ＨＥＫ２９３Ｔ
细胞；去除培养液后用ＰＢＳ液洗，６孔板中每孔加入
５００μＬ的报告基因细胞裂解液，充分裂解后，１００００×ｇ
离心５ｍｉｎ并收集上清，利用荧光素酶检测系统分
别检测２种酶活性，随后计算相对荧光素酶活力。
相对荧光素酶活力以萤火虫荧光素酶反应强度与内

参海肾荧光素酶反应强度比值表示。实验重复 ３
次，取均值。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测转染后各组 ＨＫ２细
胞中ＮＦＥ２Ｌ２表达　取“１．２．６”中的各组细胞，去
除培养液后用 ＰＢＳ液洗，６孔板中每孔加入２００μＬ
的ＲＩＰＡ裂解液并用枪吹打数下。１００００×ｇ离心
５ｍｉｎ后收集上清后，收集总蛋白；应用细胞核蛋白
提取试剂盒提取细胞核蛋白。十二烷基硫酸钠聚
丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，封闭。分别滴加一抗

ＮＦＥ２Ｌ２抗体（１５００）和ＧＡＰＤＨ抗体（１１０００），
过夜孵育；洗膜后滴加羊抗兔二抗（１２０００）孵育，
２ｈ后添加增强化学发光反应底物，暗室曝光后扫
描底片，最后计算灰度值，蛋白相对表达量以目的蛋

白灰度值与ＧＡＰＤＨ灰度值比值表示。实验重复３
次，取均值。

１．２．９　ＥＬＩＳＡ法检测各组转染后 ＨＫ２细胞中
ＲＯＳ、ＭＤＡ水平及ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ活性　取“１．２．６”
中的各组对数生长期细胞，ｑＲＴＰＣＲ检测各组细胞
ＲＯＳ、ＭＤＡ水平及 ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ活性，方法同
“１．２．４”。
１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行
数据统计与分析，符合正态分布的计量资料以均

数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２组间比较采用 ｔ检验，多
组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

Ｔｕｋｅｙ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　５组 ＨＫ２细胞凋亡率及 Ｅｄｕ标记阳性率比
较　结果见图１和图２。流式凋亡检测结果显示，
空白对照组、阴性对照组、ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中
剂量组、ＰＭ２．５高剂量组细胞凋亡率分别为（９．５１±
０．５６）％、（９．５９±０．４１）％、（１８．２２±０．５９）％、
（２０．６６±０．６２）％、（３０．８８±０．９２）％。ＰＭ２．５低剂量
组、ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组细胞凋亡率均显
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著高于空白对照组和阴性对照组，ＰＭ２．５中剂量组、
ＰＭ２．５高剂量组细胞凋亡率均显著高于 ＰＭ２．５低剂量
组，ＰＭ２．５高剂量组细胞凋亡率显著高于 ＰＭ２．５中剂
量组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；空白对照组
与阴性对照组细胞凋亡率比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。ＥｄＵ细胞增殖检测结果显示，空白对
照组、阴性对照组、ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量组、
ＰＭ２．５高剂量组 ＨＫ２细胞 Ｅｄｕ阳性细胞率分别为
（３７．６１±１．２１）％、（３５．６８±０．５９）％、（３２．１７±０．８６）％、

（２０．８５±０．４５）％、（１４．８８±０．５７）％。ＰＭ２．５低剂量
组、ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组 ＨＫ２细胞 Ｅｄｕ
阳性细胞率均显著低于空白对照组和阴性对照组，

ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组ＨＫ２细胞 Ｅｄｕ阳性
细胞率均显著低于 ＰＭ２．５低剂量组，ＰＭ２．５高剂量组
ＨＫ２细胞Ｅｄｕ阳性细胞率显著低于ＰＭ２．５中剂量组，
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；空白对照组与阴性
对照组ＨＫ２细胞 Ｅｄｕ阳性细胞率比较差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。

Ａ：空白对照组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：ＰＭ２．５低剂量组；Ｄ：ＰＭ２．５中剂量组；Ｅ：ＰＭ２．５高剂量组。

图１　５组ＨＫ２细胞凋亡率
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｆｉｖｅｇｒｏｕｐｓ

Ａ：空白对照组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：ＰＭ２．５低剂量组；Ｄ：ＰＭ２．５中剂量组；Ｅ：ＰＭ２．５高剂量组。

图２　５组ＨＫ２细胞Ｅｄｕ标记阳性率
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅＥｄｕｌａｂｅｌｉｎｇｒａｔｅｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｆｉｖｅｇｒｏｕｐｓ

２．２　５组 ＨＫ２细胞中 ＲＯＳ、ＭＤＡ水平及 ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ活性比较　结果见表１。ＰＭ２．５低剂量组、
ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组细胞中 ＲＯＳ和 ＭＤＡ
水平均显著高于空白对照组和阴性对照组，ＰＭ２．５中
剂量组、ＰＭ２．５高剂量组细胞中 ＲＯＳ和 ＭＤＡ水平均
显著高于 ＰＭ２．５低剂量组，ＰＭ２．５高剂量组细胞中
ＲＯＳ和ＭＤＡ水平显著高于 ＰＭ２．５中剂量组，差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；空白对照组与阴性对照
组细胞中ＲＯＳ和ＭＤＡ水平比较差异均无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量组、
ＰＭ２．５高剂量组细胞中 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ活性均显著
低于空白对照组和阴性对照组，ＰＭ２．５中剂量组、
ＰＭ２．５高剂量组细胞中 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ活性均显著
低于ＰＭ２．５低剂量组，ＰＭ２．５高剂量组细胞中 ＳＯＤ和
ＧＳＨＰｘ活性显著低于 ＰＭ２．５中剂量组，差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；空白对照组与阴性对照组细
胞中ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性比较差异均无统计学意义
（Ｐ＞００５）。

表１　５组ＨＫ２细胞ＲＯＳ、ＭＤＡ水平及ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＲＯＳ，ＭＤＡ，ＳＯＤａｎｄＧＳＨＰｘｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｉｖｅｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＲＯＳ／（Ｆ／Ｆ０）　　 ＭＤＡ／（ｍｍｏｌ·ｍｇ－１） ＳＯＤ／（Ｕ·ｍｇ－１） ＧＳＨＰｘ／（Ｕ·ｍｇ－１）
空白对照组 ３ １．１８±０．１２　　 １．４７±０．２１　　 １６．５７±２．０６　　 １．５５±０．１９　　
阴性对照组 ３ １．１６±０．１４ １．４２±０．１８ １６．６３±２．１５ １．４８±０．１５
ＰＭ２．５低剂量组 ３ １．６１±０．１７ａ １．８６±０．２３ａ １３．０９±１．５９ａ １．２６±０．１４ａ

ＰＭ２．５中剂量组 ３ ２．１８±０．２１ａｂ ２．４３±０．２６ａｂ ８．８６±１．３２ａｂ ０．８９±０．１３ａｂ

ＰＭ２．５高剂量组 ３ ２．７３±０．３２ａｂｃ ３．０５±０．３５ａｂｃ ６．１４±１．１０ａｂｃ ０．５８±０．１０ａｂｃ

　　注：与空白对照组、阴性对照组比较ａＰ＜０．０５；与ＰＭ２．５低剂量组比较ｂＰ＜０．０５；与ＰＭ２．５中剂量组比较ｃＰ＜０．０５。
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２．３　ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ对 ＮＦＥ２Ｌ２表达水平的影
响　结果见图３和图４。空白对照组、阴性对照组、
ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量组和 ＰＭ２．５高剂量组细
胞ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ相对表达水平分别为１．００±０．１４、
１．０１±０．０９、２．０８±０．１０、２．４８±０．１１、３．１１±０．１２。
ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组细胞
ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ相对表达水平均显著高于空白对照
组和阴性对照组，ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组细胞
ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ相对表达水平均显著高于 ＰＭ２．５低剂
量组，ＰＭ２．５高剂量组细胞ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ相对表达水
平显著高于 ＰＭ２．５中剂量组，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；空白对照组与阴性对照组ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ
相对表达水平比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ对ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ下游靶点预测结果显示，
ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ和ＮＦＥ２Ｌ２的３′ＵＴＲ存在结合位点。阴
性转染组、ｍｉＲＮＡ５９０３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＷＴ转染组、ｍｉＲＮＡ
５９０３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＭＵＴ转染组相对荧光强度分别
为（１００．００±４．３６）％、（４０．３３±７．５７）％、（１００．６７±
１４．３６）％、（１０２．３３±６．１１）％。ｍｉＲＮＡ５９０３ｐｍｉｍｉｃｓ＋
ＷＴ转染组细胞相对荧光强度显著低于阴性转染组和
ｍｉＲＮＡ５９０３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＭＵＴ转染组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；阴性转染组和ｍｉＲＮＡ５９０３ｐｍｉｍｉｃｓ＋
ＭＵＴ转染组细胞相对荧光强度比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。ｍｉＲＮＡ类似物对照组、ｍｉＲＮＡ类似物组、
ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组、ｍｉＲＮＡ抑制剂组细胞中总
ＮＦＥ２Ｌ２水平分别为１．００±０．０９、０．３９±０．０５、１．００±
０．０９、３．０２±０．１７。ｍｉＲＮＡ类似物对照组、ｍｉＲＮＡ类似
物组、ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组、ｍｉＲＮＡ抑制剂组细胞核
内ＮＦＥ２Ｌ２水平分别为１．００±０．０８、０．３９±０．０４、１．００±
０．１０、２．０３±０．１１。ｍｉＲＮＡ类似物组细胞中总ＮＦＥ２Ｌ２
水平和细胞核中ＮＦＥ２Ｌ２水平显著低于ｍｉＲＮＡ类似物
对照组，ｍｉＲＮＡ抑制剂组细胞中总ＮＦＥ２Ｌ２水平和细
胞核中ＮＦＥ２Ｌ２水平显著高于ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组，
ｍｉＲＮＡ类似物组细胞中总 ＮＦＥ２Ｌ２水平和细胞核中
ＮＦＥ２Ｌ２水平显著低于ｍｉＲＮＡ抑制剂组，差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲＮＡ类似物对照组细胞中
总ＮＦＥ２Ｌ２水平和细胞核中ＮＦＥ２Ｌ２水平与ｍｉＲＮＡ
抑制剂对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图３　Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ预测ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ下游结合位点

Ｆｉｇ．３　ＤｏｗｎｓｔｒｅａｍｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆｍｉＲＮＡ５９０３ｐｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｂｙｔａｒｇｅｔｓｃａｎ

１：ｍｉＲＮＡ类似物对照组；２：ｍｉＲＮＡ类似物组；３：ｍｉＲＮＡ抑制剂对照

组；４：ｍｉＲＮＡ抑制剂组。

图４　４组ＨＫ２细胞中ＮＦＥ２Ｌ２水平比较

Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＮＦＥ２Ｌ２ｌｅｖｅｌｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇ

ｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ

２．４　ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ对细胞氧化应激指标的影
响　结果见表 ２。与 ｍｉＲＮＡ类似物对照组比较，
ｍｉＲＮＡ类似物组ＨＫ２细胞中ＲＯＳ、ＭＤＡ水平增高，
ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５）。与ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组比较，ｍｉＲＮＡ抑制剂
组ＨＫ２细胞中ＲＯＳ和ＭＤＡ水平降低，ＳＯＤ和ＧＳＨ
Ｐｘ活性升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与
ｍｉＲＮＡ类似物组比较，ｍｉＲＮＡ抑制剂组 ＨＫ２细胞
ＲＯＳ和ＭＤＡ水平降低，ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性升高，差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲＮＡ类似物对照组
与ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组细胞ＲＯＳ、ＭＤＡ水平及ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ活性比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表２　４组ＨＫ２细胞氧化应激相关指标水平变化
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｅｘｅｓｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＲＯＳ／（Ｆ／Ｆ０） ＭＤＡ／（ｍｍｏｌ·ｍｇ－１） ＳＯＤ／（Ｕ·ｍｇ－１） ＧＳＨＰｘ／（Ｕ·ｍｇ－１）
ｍｉＲＮＡ类似物对照组 ３ １．２２±０．１１ １．５１±０．１７ １６．５２±１．８３ １．５４±０．１７
ｍｉＲＮＡ类似物组 ３ ２．２６±０．２８ａ ２．８４±０．３０ａ ６．１７±０．８９ａ ０．５９±０．１０ａ

ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组 ３ １．２４±０．１０ １．４９±０．２０ １６．５３±１．９２ １．５７±０．１９
ｍｉＲＮＡ抑制剂组 ３ １．０１±０．０９ｂｃ １．４５±０．２６ｂｃ １２．３１±１．３３ｂｃ １．２７±０．１４ｂｃ

　　注：与ｍｉＲＮＡ类似物对照组比较ａＰ＜０．０５；与ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组比较ｂＰ＜０．０５；与ｍｉＲＮＡ类似物组比较ｃＰ＜０．０５。
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３　讨论

ＰＭ２．５已经成为肺、脑、肝等器官损伤和疾病进展
的危险因素［９１０］。ＣＨＥＮＸＵ等［１１］研究发现，ＰＭ２．５长
期暴露可导致大鼠炎症反应和氧化应激加重，引起

肾损伤。多项纵向研究表明，ＰＭ２．５暴露与肾功能下
降有关，且随时间推移，肾功能恶化速度加快［１２１３］。

目前，ＰＭ２．５所致肾损伤已经成为研究的热点。然
而，ＰＭ２．５引起肾氧化损伤的分子机制尚未被完全阐
明。阐明ＰＭ２．５所致肾氧化损伤的分子机制将有助
于肾损伤的临床治疗和相关药物的开发。因此，本

研究探讨ＰＭ２．５引起肾小管上皮细胞氧化损伤的作
用及其分子机制。本研究结果显示，ＰＭ２．５低剂量
组、ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组ＨＫ２细胞凋亡率
均显著高于空白对照组和阴性对照组，且细胞凋亡

率随ＰＭ２．５浓度的增加而增加；ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５
中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组 ＨＫ２细胞 Ｅｄｕ阳性率均
显著低于空白对照组和阴性对照组，且 ＨＫ２细胞
Ｅｄｕ阳性率随 ＰＭ２．５浓度的增加而降低，说明 ＰＭ２．５
处理可显著提高肾小管上皮细胞凋亡率，降低其增

殖能力，且呈剂量依赖性，进一步证实 ＰＭ２．５是导致
肾功能损伤的危险因子。有研究显示，氧化应激是

ＰＭ２．５所致损伤的关键机制
［１４１５］。因此，本研究对肾

小管上皮细胞ＲＯＳ、ＭＤＡ水平以及其抗氧化酶ＳＯＤ
和ＧＳＨＰｘ活性进行检测，结果显示，ＰＭ２．５低剂量
组、ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组 ＨＫ２细胞中
ＲＯＳ和ＭＤＡ水平均显著高于空白对照组和阴性对
照组，且随 ＰＭ２．５浓度的增加而增加；ＰＭ２．５低剂量
组、ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组 ＨＫ２细胞中
ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性均显著低于对照组和阴性对照
组，且随 ＰＭ２．５浓度的增加而降低，呈剂量依赖性。
以上结果均说明，ＰＭ２．５处理可明显提高肾小管上皮
细胞ＲＯＳ和ＭＤＡ水平，降低肾小管上皮细胞抗氧
化酶 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ水平，且呈剂量依赖性，证实
ＰＭ２．５导致的肾损伤是由氧化应激引起的。

目前，ｍｉＲＮＡ已经被证实广泛参与氧化应激、
炎症、自噬、上皮间充质转化等生物学过程［１６１７］。

ＳＯＮＧ等［１８］报道，ＰＭ２．５能够下调 ｍｉＲＮＡ３３１的表
达，从而诱发人类呼吸道上皮细胞中核因子 κＢ异
常激活，并通过ＲＯＳ加重肺损伤。因此，推测 ＰＭ２．５
可能是通过调控ｍｉＲＮＡ异常表达而影响氧化应激。
ＷＡＮＧ等［１９］研究发现，上调ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ能够加重
氧化应激。然而，ＰＭ２．５是否通过调控ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ
加重氧化应激目前尚未见报道。因此，本研究对

ＰＭ２．５和 ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ间的关系进行分析，结果显
示，ＰＭ２．５低剂量组、ＰＭ２．５中剂量组、ＰＭ２．５高剂量组
细胞中ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ相对表达水平均显著高于空

白对照组和阴性对照组，且 ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ相对表
达水平随ＰＭ２．５浓度的增加而增加，说明 ＰＭ２．５处理
可显著增加肾脏上皮细胞 ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ的表达水
平，且呈剂量依赖性，提示 ＰＭ２．５可能通过上调
ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ水平而发挥肾脏氧化损伤作用。
ＮＦＥ２Ｌ２是氧化应激调控的关键因子，其入核后能
够启动下游抗氧化蛋白的表达，清除 ＲＯＳ等分子，
而发挥保护作用。ＷＵ等［２０］研究发现，Ｃ６６通过上
调ＮＦＥ２Ｌ２和抑制ｍｉＲ２１来改善小鼠糖尿病肾病。
本研究对 ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ的下游靶点进行验证发
现，其 能 够 与 ＮＦＥ２Ｌ２ 的 ３′ＵＴＲ区 域 结 合；
ｍｉＲＮＡ５９０３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＷＴ转染组相对荧光强度显
著低于阴性转染组和 ｍｉＲＮＡ５９０３ｐｍｉｍｉｃｓ＋ＭＵＴ
转染组，说明 ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ能够与 ＮＦＥ２Ｌ２的
３′ＵＴＲ区域结合；进一步检测发现 ｍｉＲＮＡ类似物组
细胞内总 ＮＦＥ２Ｌ２水平和细胞核内 ＮＦＥ２Ｌ２水平显
著低于 ｍｉＲＮＡ类似物对照组，ｍｉＲＮＡ抑制剂组细
胞内总 ＮＦＥ２Ｌ２水平和细胞核 ＮＦＥ２Ｌ２水平显著高
于ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组，ｍｉＲＮＡ类似物组细胞内总
ＮＦＥ２Ｌ２水平和细胞核 ＮＦＥ２Ｌ２水平显著低于
ｍｉＲＮＡ抑制剂组，说明上调ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ可以导致
ＮＦＥ２Ｌ２表达显著下调。另外，本研究结果显示，与
ｍｉＲＮＡ类似物对照组比较，ｍｉＲＮＡ类似物组ＨＫ２
细胞中 ＲＯＳ、ＭＤＡ水平增高，ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性降
低；与ｍｉＲＮＡ抑制剂对照组比较，ｍｉＲＮＡ抑制剂组
ＨＫ２细胞中ＲＯＳ和ＭＤＡ水平降低，ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ
活性升高；与ｍｉＲＮＡ类似物组比较，ｍｉＲＮＡ抑制剂
组 ＨＫ２细胞中 ＲＯＳ和 ＭＤＡ水平降低，ＳＯＤ和
ＧＳＨＰｘ活性升高。由此推测 ＰＭ２．５是通过 ｍｉＲＮＡ
５９０３ｐ／ＮＦＥ２Ｌ２通路发挥氧化损伤作用。因此，
ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ将来可能成为减轻 ＰＭ２．５所致肾氧化
损伤的理想靶点，为ＰＭ２．５所致肾氧化损伤的治疗提
供新的思路。

综上所述，ＰＭ２．５能够促进肾小管上皮细胞氧化
损伤，其机制可能是通过上调 ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ而抑
制ＮＦＥ２Ｌ２表达，进而实现氧化损伤。这将为 ＰＭ２．５
所致肾氧化损伤的治疗提供新的靶点。然而，本研

究仅从细胞层面进行探究，后续仍需进行深入的在

体层面探究。同时ＰＭ２．５如何影响ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ表
达以及是否对其他 ｍｉＲＮＡ表达产生影响仍是后续
研究的焦点。
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