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摘要　目的　研究高糖对人腹膜间皮细胞系（ＨＭｒＳＶ５）间
皮－间充质转化（ＭＭＴ）的影响及机制，以及药理阻断信号
转导和转录激活因子 （ＳＴＡＴ３）对大鼠腹膜的保护作用。方
法　将动物分为３组：假手术组（Ｓｈａｍ组）、模型组和ＳＴＡＴ３
抑制剂组。在大鼠背侧皮肤下手术植入微型腹膜透析导管，

每日注射高糖透析液诱导大鼠腹膜纤维化模型。１０周后，
苏木精－伊红（ＨＥ）染色观察腹膜组织病理改变，免疫组化
方法检测腹膜组织转化生长因子-β１（ＴＧＦ-β１）的表达。模
拟高糖微环境对 ＨＭｒＳＶ５进行细胞培养，转染 ｓｉ-ＳＴＡＴ３，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测ＳＴＡＴ３蛋白和磷酸化水平及糖酵解相
关代 谢 酶 ６-磷 酸 果 糖-２-激 酶／果 糖-２，６-双 磷 酸 酶-３
（ＰＦＫＦＢ３）、乳酸脱氢酶Ａ（ＬＤＨＡ）的表达。结果　ＨＥ染色
显示ＳＴＡＴ３抑制剂（ＢＰ-１-１０２）可抑制高糖透析大鼠的腹膜
下组织增厚及血管增生。模型组大鼠腹膜组织 ＴＧＦ-β１蛋
白表达显著高于假手术组，ＳＴＡＴ３抑制剂组大鼠腹膜 ＴＧＦ-
β１蛋白表达显著低于模型组（Ｐ＜０.０５）。与对照组相比，高
糖诱导 ＨＭｒＳＶ５细胞 ＳＴＡＴ３激活，以及 α平滑肌肌动蛋白
（α-ＳＭＡ）的上调和 Ｅ-钙黏蛋白（Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ）下调（Ｐ＜
０.０５）。此外，高糖处理导致间皮细胞糖酵解相关代谢酶
（ＰＦＫＦＢ３、ＬＤＨＡ）的表达增加（Ｐ＜０.０５）。ｓｉ-ＳＴＡＴ３能有效
抑制高糖诱导的间皮细胞 ＳＴＡＴ３活化，降低高糖诱导的
ＰＦＫＦＢ３、ＬＤＨＡ和α-ＳＭＡ高表达，同时升高 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ水平
（Ｐ＜０.０５）。结论　ＳＴＡＴ３信号通路参与高糖诱导的
ＨＭｒＳＶ５过度糖酵解和 ＭＭＴ的发生，靶向 ＳＴＡＴ３有助于减
轻大鼠腹膜透析液诱导的腹膜纤维化和血管新生。
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　　腹膜透析作为终末期肾病患者的一种治疗方
式，其使用在全球范围内正在增加［１］。腹膜透析相

关性腹膜纤维化是腹膜透析最常见的并发症之一。

信号转导和转录激活因子 （ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃ-
ｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）参与多种生物学过
程，对细胞增殖、存活、分化和血管生成起到重要调

节作用［２－３］。在高糖腹膜透析液诱导的小鼠腹膜纤

维化模型和高糖刺激的间皮细胞以及脱落的人腹膜

间皮细胞中发现ＳＴＡＴ３信号活化，且对ＳＴＡＴ３的药
理抑制可通过调控缺氧诱导因子-１α减轻间皮细胞
的上皮－间充质转化［４］。间皮－间充质转化（ｍｅｓｏ-
ｔｈｅｌｉａｌ-ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＭＭＴ）是发生于胸膜、
腹膜等间皮细胞的Ⅱ型上皮 －间充质转化，在致腹
膜纤维化等过程中发挥重要作用。暴露于葡萄糖腹

膜透析液会导致间皮细胞过度糖酵解，促进细胞表

型转变和增殖［５］。该研究旨在探讨高糖是否通过

激活 ＳＴＡＴ３上调 ＨＭｒＳＶ５糖酵解相关酶的表达和
促进ＭＭＴ，阐明ＳＴＡＴ３与糖酵解的交互对话机制以
及抑制ＳＴＡＴ３对腹膜透析过程中腹膜纤维化和血
管新生的影响，为腹膜纤维化防治提供新思路。

１　材料与方法

１．１　实验动物与主要实验材料
１．１．１　实验动物　健康雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ-Ｄａｗｌｅｙ大鼠
１８只，１８０～２００ｇ，ＳＰＦ级，４～６周龄，由安徽医科大
学实验动物中心提供（批准号：ＬＬＳＣ２０２１１０５５）。整
个实验期间，给予所有大鼠标准饮食，自由饮水，适

应性饲养１周后开始正式实验，整个实验周期为１０
周。

１．１．２　实验药物和主要试剂　ＳＴＡＴ３抑制剂ＢＰ-１-
１０２（Ｓ７７６９０１）购 自 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公 司，化 学 式：
Ｃ２９Ｈ２７Ｆ５Ｎ２Ｏ６Ｓ，分子量：６２６.５９，ＢＰ-１-１０２是高效的
特异性的 ＳＴＡＴ３小分子抑制剂，可抑制 Ｓｔａｔ３与
ｐＴｙｒ肽段的相互作用和 ＳＴＡＴ３的激活。人腹膜间
皮细胞系（ＨＭｒＳＶ５）来源于上海子实生物科技有限
公司。通用二步法试剂盒 ＰＶ-６０００、ＤＡＢ辣根过氧
化物酶显色试剂盒购自北京中杉金桥公司；青霉素／
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链霉素溶液、胰蛋白酶购自上海碧云天生物技术有

限公司；胎牛血清、ＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司；葡萄糖购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。兔抗 ｐ-ＳＴＡＴ３克
隆抗体和鼠抗 ＳＴＡＴ３多克隆抗体购自美国 ＣＳＴ公
司；兔抗Ｅ-钙黏蛋白（Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ）、α平滑肌肌动蛋
白（α-ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，α-ＳＭＡ）、转化生长因子-
β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ-β１，ＴＧＦ-β１）、６-磷酸果
糖-２-激酶／果糖-２，６-双磷酸酶-３（６-ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏ-２-
ｋｉｎａｓｅ／ｆｒｕｃｔｏｓｅ-２，６-ｂｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ３，ＰＦＫＦＢ３）、乳酸
脱氢酶Ａ（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＡ，ＬＤＨＡ）购自美国
ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；鼠抗 β-ａｃｔｉｎ单克隆抗体、
辣根过氧化物酶标记羊抗兔／鼠 ＩｇＧ购自武汉三鹰
生物技术有限公司；增强化学发光（ＥＣＬ）试剂盒、
ＢＣＡ蛋白测定试剂盒、无蛋白快速封闭液均购自上
海雅酶生物科技有限公司；ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉ-
ｐｏｒｅ公司。
１．２　方法
１．２．１　高糖腹膜透析液诱导建立腹膜纤维化大鼠
模型　所有雄性ＳＤ大鼠在安徽医科大学实验动物
中心的特定无病原体条件下饲养。将动物分为３组
（ｎ＝６）：假手术组、模型组和 ＳＴＡＴ３抑制剂组。在
大鼠背侧皮肤下手术植入微型腹膜透析导管，导管

尖端置于腹膜内。假手术组：除了植入微型腹膜透

析导管外，不进行其他任何处理；模型组：每天早晚

通过腹膜透析导管注射１０ｍｌ含４.２５％葡萄糖的腹
膜透析液 （ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｄｉａｌｙｓｉｓｆｌｕｉｄ，ＰＤＦ）诱导腹膜纤
维化；ＳＴＡＴ３抑制剂组：为了探索靶向抑制 ＳＴＡＴ３
对腹膜纤维化的影响，ＳＴＡＴ３抑制剂 ＢＰ-１-１０２以１
ｍｇ／ｋｇ的剂量溶于 １０ｍｌ含 ４.２５％葡萄糖的 ＰＤＦ
中，并通过腹膜透析导管给药。１０周后，对大鼠进
行腹膜平衡实验并收集大鼠腹膜组织及 ＰＤＦ用于
进一步分析。

１．２．２　腹膜平衡实验　在大鼠吸入麻醉后，给予腹
腔注射２０ｍｌ４.２５％ＰＤＦ，并在腹腔保留９０ｍｉｎ。９０
ｍｉｎ后吸入麻醉下剪开大鼠腹腔，用注射器吸出
ＰＤＦ，记录 ＰＤＦ总量，计算超滤量，超滤量 ＝腹腔最
后的出液量－２０ｍｌ。
１．２．３　苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ-ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色
　大鼠腹膜组织用４％多聚甲醛固定４８ｈ，包埋在
石蜡中，制成３μｍ厚的切片，切片常规脱蜡后通过
浓度梯度的二甲苯和乙醇进行洗脱再水化，然后根

据制造商 （美国 Ｓｉｇｍａ公司）提供的方案进行 ＨＥ
染色。

１．２．４　免疫组化检测　大鼠腹膜组织经过脱水、透

明、包埋后制成石蜡切片，将腹膜组织切片脱蜡、再

水化，用内源性过氧化物酶阻断剂封闭内源性过氧

化酶。通过高压锅修复腹膜组织表面抗原、山羊血

清封闭。去除山羊血清后，将标本在 ４℃下用
１∶１００稀释ＴＧＦ-β１抗体，孵育过夜。第２天，复温
后，加入二抗，使用 ３，３′-二氨基联苯胺 （ＤＡＢ）显
色。经过脱水、透明和封片后，用正置荧光显微镜进

行观察并捕获图像。

１．２．５　细胞培养　人腹膜间皮细胞系（ＨＭｒＳＶ５）
培养在含有１０％ 胎牛血清和１％青霉素／链霉素溶
液的ＭＥＭ培养基中，所有细胞置于饱和湿度、５％
ＣＯ２、３７℃的温箱中常规培养。高糖处理前，将间皮
细胞均匀接种至６孔板中培养过夜。ＭＥＭ补充为
葡萄糖浓度８４、１３８、２３６ｍｍｏｌ／Ｌ的高糖溶液，用于
模拟高葡萄糖透析环境，这相当于目前在临床上用

于腹膜透析的含有 １.５％、２.５％、４.２５％葡萄糖的
腹膜透析液。

１．２．６　ｓｉＲＮＡ转染　使用 ｓｉＲＮＡ特异性靶序列实
现基因表达的沉默。所有 ｓｉＲＮＡ特异性靶序列均
来自上海吉玛制药技术有限公司。将细胞接种至６
孔板培养孔中，使转染时细胞密度达 ６０％ ～８０％，
去除孔板中的培养基，用含有Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎ-
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）的 Ｏｐｔｉ-ＭＥＭ将靶序列或阴性对照 （ＮＣ）
瞬时转染 ＨＭｒＳＶ５细胞。分组进行处理：对照组、
ＨＧ组（２３６ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、ＨＧ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组、
ＨＧ＋ＳＴＡＴ３ｓｉＲＮＡ组，其中，ｓｉＲＮＡ转染６ｈ后换成
完全培养基，加葡萄糖（２３６ｍｍｏｌ／Ｌ）刺激４８ｈ后检
测相关蛋白（ＳＴＡＴ３、ｐ-ＳＴＡＴ３、ＰＦＫＦＢ３、ＬＤＨＡ、Ｅ-
ｃａｄｈｅｒｉｎ、α-ＳＭＡ）的表达。
１．２．７　免疫印迹分析　将６孔板置于冰上，ＰＢＳ清
洗细胞后，使用含有２％蛋白酶抑制剂、２％磷酸酶
抑制剂和２％乙二胺四乙酸的 ＲＩＰＡ缓冲液裂解后
提取总蛋白，测定各组总蛋白浓度。用 １０％ＳＤＳ-
ＰＡＧＥ凝胶电泳分离，然后转移到 ＰＶＤＦ膜。用无
蛋白快速封闭液封闭４５ｍｉｎ，将蛋白质与一抗（抗
ＳＴＡＴ３１∶１０００、抗ｐ-ＳＴＡＴ３１∶１０００、抗Ｅ-ｃａｄｈｅｒ-
ｉｎ １∶１０００、抗 α-ＳＭＡ １∶１０００、抗 ＬＤＨＡ
１∶１０００、 抗 ＰＦＫＦＢ３ １∶１０００、 抗 β-ａｃｔｉｎ
１∶５０００）在４℃下过夜。次日，用ＴＢＳＴ洗涤３次，
然后与辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ）偶联的二抗室温下
孵育４５ｍｉｎ。ＥＣＬ试剂用于在全自动化学发光成像
仪上检测抗体－抗原复合物。对获得的条带进行可
视化和分析，结果用内源性参照物β-ａｃｔｉｎ进行标准
化。
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１．３　统计学处理　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８软件、Ｉｍ-
ａｇｅＪ软件进行分析，数据表示为平均值 ±标准误。
使用Ｌｅｖｅｎｅ方法进行方差齐性检验，多组数据间的
差异通过单因素方差分析（ｏｎｅ-ｗａｙＡＮＯＶＡ）比较，
Ｐ＜０.０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠腹膜结构和功能的改变　ＳＤ大鼠每
天注射高糖腹膜透析液，１０周后发现假手术组腹膜
组织结构未见异常，模型组腹膜组织病理改变明显，

表现为腹膜下区域增厚、胶原纤维沉积和血管新生，

提示大鼠腹膜纤维化模型已成功构建。ＳＴＡＴ３抑制
剂组腹膜下区域增厚和血管新生情况较模型组明显

改善。免疫组化染色显示，假手术组腹膜下区域

ＴＧＦ-β１表达较弱，模型组表达明显高于Ｓｈａｍ组（Ｆ
＝２００.３，Ｐ＜０.０５），ＳＴＡＴ３抑制剂组腹膜组织及腹
膜下区域ＴＧＦ-β１表达明显低于模型组（Ｐ＜０.０５）。
腹膜平衡实验结果显示，假手术组超滤量均值为

８.３ｍｌ，模型组的超滤量均值为３.３ｍｌ（Ｆ＝７１.９１，Ｐ

＜０.０５），腹膜组织超滤功能受损，ＳＴＡＴ３抑制剂组
超滤量均值为 ５.８ｍｌ，功能较模型组改善（Ｐ＜
０.０５），见图１、２。
２．２　高糖激活 ＨＭｒＳＶ５细胞中的 ＳＴＡＴ３　使用
蛋白质印迹分析探讨高糖对间皮细胞 （ＨＭｒＳＶ５）
ＳＴＡＴ３活化的影响。蛋白质印迹结果表明，在不同
浓度葡萄糖（８４、１３８、２３６ｍｍｏｌ／Ｌ）刺激后，ＳＴＡＴ３
磷酸化水平较对照组升高，差异有统计学意义（Ｆ＝
５５.５４，Ｐ＜０.０５），其中 ２３６ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖处理的
ＨＭｒＳＶ５细胞中ＳＴＡＴ３磷酸化最明显，见图３。
２．３　高糖引起 ＨＭｒＳＶ５细胞糖酵解增加和 ＭＭＴ
　使用蛋白质印迹分析探索高糖对人腹膜间皮细胞
（ＨＭｒＳＶ５）糖酵解和 ＭＭＴ的影响。结果表明，
ＨＭｒＳＶ５细胞在 １３８、２３６ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖环境培
养４８ｈ后，ＬＤＨＡ蛋白表达升高（Ｆ＝９.８５９，Ｐ＜
０.０５），高糖 （２３６ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导 ＨＭｒＳＶ５细胞
ＰＦＫＦＢ３蛋白的表达增加（Ｆ＝１３.３６，Ｐ＜０.０５）。同
时测定与 ＭＭＴ相关的上皮间黏附蛋白标志物 Ｅ-
ｃａｄｈｅｒｉｎ和间充质标志物α-ＳＭＡ的表达。蛋白印迹

图１　各组大鼠腹膜组织ＨＥ染色 ×１００

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＳＴＡＴ３抑制剂组；Ｄ：各组大鼠腹膜下区域厚度的定量分析；Ｅ：各组大鼠腹膜下区域中血管数量的定量分析；与

假手术组比较：***Ｐ＜０.００１；与模型组比较：＃＃＃Ｐ＜０.００１

图２　免疫组化检测各组大鼠腹膜组织ＴＧＦ-β１表达情况 ×１００

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＳＴＡＴ３抑制剂组；Ｄ：腹膜组织ＴＧＦ-β１的表达；Ｅ：大鼠腹膜超滤量的变化；与假手术组比较：***Ｐ＜０.００１；与

模型组比较：＃＃＃Ｐ＜０.００１
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图３　蛋白质印迹法检测不同浓度高糖作用于ＨＭｒＳＶ５细胞４８ｈ

ｐ-ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３蛋白的表达水平

与对照组比较：***Ｐ＜０.００１

分析显示高糖（１３８、２３６ｍｍｏｌ／Ｌ）培养基处理
ＨＭｒＳＶ５细胞上调 α-ＳＭＡ的表达（Ｆ＝３３.８１，Ｐ＜
０.０５），高糖（２３６ｍｍｏｌ／Ｌ）处理下调Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ的表
达（Ｆ＝４.４５７，Ｐ＜０.０５）。由此推断２３６ｍｍｏｌ／Ｌ葡
萄糖可引起ＨＭｒＳＶ５细胞高糖酵解和ＭＭＴ，见图４。
２．４　ＳＴＡＴ３ｓｉＲＮＡ抑制高糖环境中 ＳＴＡＴ３信号
通路的激活　与对照组（未处理的细胞）相比，ＨＧ
组（２３６ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖处理的细胞）的 ＳＴＡＴ３的磷
酸化蛋白增多（Ｆ＝２９.２０，Ｐ＜０.０５）；ＨＧ＋ＮＣｓｉＲ-
ＮＡ组磷酸化 ＳＴＡＴ３较高糖组无变化（Ｐ＞０.０５）；
与ＨＧ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组相比，ＨＧ＋ＳＴＡＴ３ｓｉＲＮＡ组降
低高糖诱导的 ＨＭｒＳＶ５细胞中 ＳＴＡＴ３蛋白磷酸化
（Ｐ＜０.０５），见图５。
２．５　ＳＴＡＴ３ｓｉＲＮＡ抑制高糖诱导的糖酵解相关代
谢酶的高表达和 ＭＭＴ　使用蛋白质印迹检测
ＰＦＫＦＢ３和ＬＤＨＡ的表达变化，结果显示高糖刺激
后可以使ＰＦＫＦＢ３和ＬＤＨＡ表达上调（Ｆ＝４０.９２，Ｐ
＜０.０５；Ｆ＝２２.７４，Ｐ＜０.０５）。此外，高糖刺激后Ｅ-
ｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调（Ｆ＝１４.６７，Ｐ＜０.０５），α-ＳＭＡ表
达上调（Ｆ＝９.５８９，Ｐ＜０.０５）。ＨＧ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组
上述相关蛋白的表达较 ＨＧ组无变化。ＳＴＡＴ３ｓｉＲ-
ＮＡ预处理的ＨＭｒＳＶ５细胞中 ＰＦＫＦＢ３、ＬＤＨＡ和 α-
ＳＭＡ的表达较 ＨＧ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组下降，Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ

的表达较ＨＧ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组上调，见图６。

图４　蛋白质印迹法检测不同浓度高糖（８４、１３８、２３６ｍｍｏｌ／Ｌ）

作用于ＨＭｒＳＶ５细胞４８ｈＰＦＫＦＢ３、ＬＤＨＡ、Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、

α-ＳＭＡ蛋白的表达水平

与对照组比较：*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１

图５　敲低ＳＴＡＴ３对高糖刺激的ＨＭｒＳＶ５中相关蛋白的影响

与对照组比较：*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１；与 ＨＧ

＋ＮＣｓｉＲＮＡ组比较：＃＃Ｐ＜０.０１
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图６　敲低ＳＴＡＴ３对高糖刺激的ＨＭｒＳＶ５中糖酵解与

ＭＭＴ相关蛋白的影响

与对照组比较：*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１；与ＨＧ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组比

较：＃Ｐ＜０.０５，＃＃＃Ｐ＜０.００１

３　讨论

完整的腹膜结构和功能有助于达到良好的腹膜

透析效果。长期腹膜透析治疗中的各种不利因素损

伤腹膜结构和功能，最终导致腹膜纤维化。ＳＴＡＴ３
是一种关键的信号蛋白，参与多种生物学过程，包括

细胞增殖、分化、纤维化和血管生成［２－３］。研究［６］表

明，抑制肾小管上皮细胞中的ＳＴＡＴ３可以预防链脲
佐菌素诱导的糖尿病小鼠肾纤维化和肾病。ＢＥＴ-
溴结构域抑制剂ＪＱ-１可抑制 ＳＴＡＴ３信号的激活进
而部分改善日本血吸虫卵诱导的肝纤维化［７］。

ＳＴＡＴ３在肾脏、腹膜以及肝脏等器官纤维化过程中
激活，介导器官损伤［４，６，８－９］。本研究通过构建腹膜

透析动物模型，模拟人体长期腹膜透析环境，用以阐

明ＳＴＡＴ３参与腹膜纤维化的分子机制。ＨＥ染色结
果显示腹膜纤维化大鼠模型中胶原纤维积累、皮下

区域增厚和血管密度增加。免疫组化显示腹膜中

ＴＧＦ-β１（一种关键的纤维化因子）阳性表达增加。
这些变化与接受长期腹膜透析的患者中发现的腹膜

透析相关腹膜纤维化的关键病理特征相似［１０］。本

研究显示ＳＴＡＴ３抑制剂 ＢＰ-１-１０２显著降低血管密
度、减轻 ＴＧＦ-β１阳性表达和皮下区域增厚，说明
ＳＴＡＴ３信号传导的药理学抑制可减弱高糖腹膜透

析液介导的腹膜纤维化及血管新生。在腹膜纤维化

患者中，由于间皮细胞的丢失、细胞外基质聚集、炎

性细胞的渗出和血管新生，最终导致腹膜超滤衰竭。

在模型组大鼠，发现超滤量降低，ＳＴＡＴ３抑制剂 ＢＰ-
１-１０２明显改善透析所致的超滤量的减少，证明抑
制ＳＴＡＴ３信号传导有助于改善透析所致的腹膜超
滤损伤。

腹膜纤维化的发展过程中，可以检测到与上皮

－间充质转化相类似的间皮细胞转变的一种特殊形
式，称为ＭＭＴ［１１］。上皮 －间充质转化过程中上皮
细胞的极性消失，转移和侵袭能力增强，同时伴有上

皮细胞标志物的缺失和间充质标志物的获得，Ｅ-
ｃａｄｈｅｒｉｎ和α-ＳＭＡ为腹膜间皮细胞 ＭＭＴ的特异性
生化标志物。本研究利用高糖刺激腹膜间皮细胞，

以此模拟腹膜透析时的高糖微环境，结果显示高糖

诱导间皮细胞 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ的低表达和 α-ＳＭＡ的高
表达，证明高糖刺激诱导间皮细胞发生ＭＭＴ。通过
抑制腹膜透析刺激的 ＭＭＴ来预防腹膜纤维化已成
为腹膜纤维化机制研究的主要策略。对正常腹膜活

检中获得的间皮细胞和腹膜透析治疗患者的流出物

的单细胞转录组进行分析，发现 ＭＭＴ的发展伴随
着糖酵解相关代谢酶的改变，暴露于腹膜透析液会

导致间皮细胞过度糖酵解，阻断过度糖酵解在两种

类型的间皮细胞中都极大地抑制了ＭＭＴ［５］。进而，
本研究检测间皮细胞中糖酵解相关代谢酶的表达，

结果显示高糖诱导间皮细胞高表达 ＰＦＫＦＢ３和
ＬＤＨＡ，同时伴随 ＳＴＡＴ３激活。研究［１２］表明，缺氧

条件下 ＳＴＡＴ３通过下调 ＬＩＮＣ００６７１的表达激活
ＬＤＨＡ，调节甲状腺癌的糖酵解、生长和转移。在肝
细胞癌中，靶向抑制ＳＴＡＴ３可阻止糖酵解关键酶的
表达，并诱导免疫原性细胞死亡从而重建肿瘤免疫

微环境［１３］。ＬＣＮ２可通过激活 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通
路促进有氧糖酵解，加速肝癌细胞的恶性增殖［１４］。

本研究中用ｓｉＲＮＡ影响细胞ＳＴＡＴ３的基因表达后，
下调高糖诱导的糖酵解相关代谢酶 ＰＦＫＦＢ３和
ＬＤＨＡ的高表达，表明靶向抑制 ＳＴＡＴ３可以调控高
糖诱导的腹膜间皮细胞糖酵解活化，同时且逆转高

糖诱导间皮细胞 ＭＭＴ标志性蛋白 Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ和 α-
ＳＭＡ的表达。本研究结果表明，ｓｉＲＮＡ抑制 ＳＴＡＴ３
信号通路通过下调间皮细胞ＰＦＫＦＢ３、ＬＤＨＡ的表达
减轻ＨＭｒＳＶ５细胞ＭＭＴ。

本研究表明抑制 ＳＴＡＴ３可部分减缓腹膜纤维
化和血管新生的进展，高糖微环境中 ＳＴＡＴ３信号通
路的激活在促进 ＨＭｒＳＶ５细胞 ＭＭＴ过程中发挥促
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进作用，而抑制 ＳＴＡＴ３信号通路的激活能通过下调
间皮细胞ＰＦＫＦＢ３、ＬＤＨＡ的表达减轻ＨＭｒＳＶ５细胞
ＭＭＴ。综上所述，在腹膜纤维化中，靶向 ＳＴＡＴ３信
号通路通过调控腹膜间皮细胞糖酵解减缓腹膜透析

相关腹膜纤维化和血管新生，为腹膜纤维化防治提

供新思路。
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王不留行黄酮苷通过抑制铁死亡减轻阿米卡星
导致的肾小管上皮细胞损伤
郑　松１，储超群２，岳　琳２，黄申卓凡２，温家根２

摘要　目的　探讨建立阿米卡星（ＡＫＮ）体外肾损伤模型的
方法，研究在ＡＫＮ体外肾损伤模型中王不留行黄酮苷（ＶＡ）
的保护作用及机制。方法　体外培养人肾小管上皮细胞
（ＨＫ-２），孵育不同浓度的 ＡＫＮ或 ＶＡ，ＭＴＴ法检测细胞活
力，确定药物浓度；采用二氢乙锭（ＤＨＥ）探针和谷胱甘肽
（ＧＳＨ）、丙二醛（ＭＤＡ）检测试剂盒检测细胞内氧化应激状
态的变化；提取总ＲＮＡ，实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ-ｑＰＣＲ）检测
肾损伤分子-１（ＫＩＭ-１）和中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋
白（ＮＧＡＬ）基因表达的变化；提取总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
铁死亡相关的蛋白溶质载体蛋白家族４７成员１１（ＳＬＣ７Ａ１１）
和谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰＸ４）的水平。结果　高浓度
ＡＫＮ在体外可以显著引起 ＨＫ-２细胞活力的下降，ＡＫＮ对
ＨＫ-２细胞的半数抑制浓度（ＩＣ５０）为（５.７４±０.４７）ｍｍｏｌ／Ｌ。
２５～１００μｍｏｌ／Ｌ的ＶＡ可以提高 ＡＫＮ刺激后的 ＨＫ-２细胞
活力（Ｐ＜０.０５）。ＡＫＮ（４ｍｍｏｌ／Ｌ）处理后，ＫＩＭ-１和 ＮＧＡＬ
的ｍＲＮＡ表达水平显著高于阴性对照（ＮＣ）组（Ｐ＜０.００１）；
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ＶＡ（５０μｍｏｌ／Ｌ）可以显著降低ＫＩＭ-１（Ｐ＜０.０１）和ＮＧＡＬ（Ｐ
＜０.０５）的ｍＲＮＡ表达水平。ＡＫＮ处理３ｈ后 ＤＨＥ染色强
度升高但差异无统计学意义，６～２４ｈ后ＤＨＥ染色强度显著
大于０ｈ组（Ｐ＜０.０１）。此外，ＡＫＮ处理６～２４ｈ后ＭＤＡ水
平显著上升，ＧＳＨ水平显著下降，差异均有统计学意义（Ｐ＜
０.０５）。ＡＫＮ刺激６～２４ｈ后，铁死亡相关蛋白 ＳＬＣ７Ａ１１和
ＧＰＸ４表达均明显下降（Ｐ＜０.００１）。ＶＡ同时孵育２４ｈ，显
著逆转 ＤＨＥ染色、ＧＳＨ和 ＭＤＡ水平的变化及 ＳＬＣ７Ａ１１和
ＧＰＸ４蛋白的下降（Ｐ＜０.００１）。结论　该研究通过高浓度
ＡＫＮ体外刺激ＨＫ-２细胞建立 ＡＫＮ体外肾损伤模型，并发
现ＶＡ可能通过抑制过氧化应激相关的铁死亡途径减轻
ＡＫＮ导致的肾小管细胞损伤。
关键词　阿米卡星；肾小管上皮细胞；王不留行黄酮苷；氧化
应激；铁死亡；药物性肾损伤
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　　阿米卡星（ａｍｉｋａｃｉｎ，ＡＫＮ）是第三代氨基糖苷
类抗生素，可用于敏感细菌感染的治疗，其对革兰阴

性菌效果较好。此外，ＡＫＮ对耐药结核杆菌具有较
好的杀伤作用，但是其在临床应用时会导致明显的

肾毒性和耳毒性。有研究［１］显示 ＡＫＮ可以通过氧
化应激和炎症反应引起肾脏损伤。ＡＫＮ在肾组织
中积累显著，并可以与线粒体发生作用，促使线粒体

发生功能障碍，同时增加肾脏组织中氧自由基的产
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