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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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生，使得细胞内出现氧化性损伤［１］，并最终导致细

胞凋亡及炎症性死亡［２］。因此，抗氧化药物的应用

可以减轻ＡＫＮ等氨基糖苷类药物的肾毒性，如鞣花
酸、西洛他唑、β-石竹烯［２－３］等。本课题组前期研

究［４－５］建立了庆大霉素的肾小管上皮细胞损伤模

型，研究了绿茶多酚对庆大霉素肾毒性的保护作用，

发现绿茶多酚可以通过激动 Ｋｅａｐ１-Ｎｒｆ２信号发挥
抗氧化作用，减轻庆大霉素肾毒性导致的肾小管上

皮细胞的凋亡和铁死亡。然而，关于ＡＫＮ的体外肾
损伤模型研究较少，故本研究建立了ＡＫＮ体外肾小
管细胞损伤模型，探讨黄酮苷类化合物王不留行黄

酮苷（ｖａｃｃａｒｉｎ，ＶＡ）对肾小管细胞损伤的作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器　ＨＫ-２细胞购自中国科学院
细胞库。ＶＡ购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ有限公司；
ＡＫＮ购自河南辅仁怀庆堂制药有限公司；庆大霉素
购自瑞阳制药有限公司；抗溶质载体蛋白家族４７成
员１１（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ１１，ＳＬＣ７Ａ１１）
抗体、抗谷胱甘肽过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉ-
ｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）抗体和抗β-ａｃｔｉｎ抗体均购自武汉三
鹰生物技术有限公司；ＤＭＥＭ／Ｆ-１２细胞培养基购自
美国ＧＥ医疗科技有限公司 Ｈｙｃｌｏｎｅ实验室；ＴＲＩｚｏｌ
和２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰｒｏＴａｑＨＳＰｒｅｍｉｘ试剂购自湖南
艾科瑞生物科技有限公司；ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩＩ１ｓｔＳｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股
份有限公司；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和谷胱
甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）检测试剂盒购自南京建成生
物工程研究所；二氢乙锭（ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ）探
针购自上海碧云天生物技术有限公司。ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉ
３ｘ多功能酶标仪购自美国美谷分子仪器公司；ＣＦＸ
Ｃｏｎｎｅｃｔ实时荧光定量ＰＣＲ仪和ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ化学
发光成像仪购自美国伯乐公司；ＤＭｉ８倒置荧光显微
镜购自德国徕卡公司。Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００超微量分光
光度计购自美国赛默飞世尔科技公司

１．２　细胞培养　ＨＫ-２细胞用含有１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ／Ｆ-１２培养，在３７℃、５％ＣＯ２的恒温培养
箱中培养。待细胞长满，胰酶消化制成细胞悬液，接

种于９６孔板或６孔板，过夜培养，当细胞汇合率达
到８０％，加入含药物的培养基进行孵育。ＭＴＴ实验
使用９６孔板进行，在药物孵育达到预定时间进行，
每孔中加入ＭＭＴ试剂（与培养基的比例１∶１０），继
续在培养箱中孵育４ｈ，最后弃去培养基，每孔加入
１００μｍｏｌ／ＬＤＭＳＯ，３７℃摇床中孵育３０ｍｉｎ，酶标仪

检测４９０ｎｍ吸光度值。
１．３　细胞内 ＭＤＡ和 ＧＳＨ水平检测　ＨＫ-２细胞
接种于６孔板，加药刺激结束后，ＰＢＳ洗涤２次，使
用细胞刮刀刮取各组细胞，超声破碎仪制备细胞裂

解液。按试剂盒说明分别检测细胞内 ＧＳＨ和 ＭＤＡ
含量。

１．４　ＲＴ-ｑＰＣＲ检测 ＫＩＭ-１和 ＮＧＡＬ的 ｍＲＮＡ
水平　采用 ＴＲＩｚｏｌ提取 ＨＫ２细胞的总 ＲＮＡ，测定
ＲＮＡ浓度，使用ＨｉＳｃｒｉｐｔⅢ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅ-
ｓｉｓＫｉｔ试剂盒将 １μｇ的总 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ。
在反应体系中分别加入：１μｌ上、下游引物（表１），５
μｌ２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰｒｏＴａｑＨＳＰｒｅｍｉｘ和３μｌｃＤＮＡ
模板。采用实时荧光定量 ＰＣＲ仪对 ＫＩＭ-１、ＮＧＡＬ
和β-ａｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ水平进行定量。热循环（４０个
循环）条件为：９５°Ｃ变性２０ｓ，５８℃退火２０ｓ，７２
℃延伸 ２０ｓ。β-ａｃｔｉｎ用于 ＫＩＭ-１、ＮＧＡＬ的 ｍＲＮＡ
相对比值的归一化。

表１　引物序列

基因名 引物序列

ＫＩＭ-１ Ｆ：５’-ＣＡＧＧＧＡＡＧＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡ-３’
Ｒ：５’-ＧＡＧＡＣＡＣＧＧＡＡＧＧＣＡＡＣＣＡＣ-３’

ＮＧＡＬ Ｆ：５’-ＧＴＧＡＧＣＡＣＣＡＡＣＴＡＣＡＡＣＣＡＧＣ-３’
Ｒ：５’-ＧＴＴＣＣＧＡＡＧＴＣＡＧＣＴＣＣＴＴＧＧＴ-３’

β-ａｃｔｉｎ Ｆ：５’-ＣＡＴＴＧＣＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡ-３’
Ｒ：５’-ＡＴＧＧＴＧＣＴＡＧＧＡＧＣＣＡＧＡＧＣ-３’

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＫ-２细胞蛋白的表达水
平　使用含有 ＰＭＳＦ（１∶１００）的 ＲＩＰＡ缓冲液从细
胞中提取蛋白质样品，用１０％或１２％十二烷基硫酸
钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ-ＰＡＧＥ）分离，然后转
印到ＰＶＤＦ膜上。随后，将转印后的膜与 ５％的脱
脂牛奶（ＴＢＳ配制）孵育１ｈ，孵育结束后分别与抗
ＳＬＣ７Ａ１１ 抗 体 （１∶１０００）、抗 ＧＰＸ４ 抗 体

（１∶１０００）、抗β-ａｃｔｉｎ抗体（１∶５０００）４℃过夜孵
育。次日弃去一抗，使用ＴＢＳＴ洗涤，再加入ＨＲＰ标
记的山羊抗兔或抗小鼠二抗（１∶５０００）室温孵育
１ｈ。最后，在膜上滴加 ＥＣＬ化学发光试剂使用化学
发光成像仪进行显影，ＩｍａｇｅＪ软件分析各条带灰度
值。

１．６　ＤＨＥ荧光探针分析　ＨＫ-２细胞接种于６孔
板，加药处理后，ＰＢＳ洗涤２次，使用含有２μｍｏｌ／Ｌ
的ＤＨＥ探针的培养基和细胞３７℃孵育３０ｍｉｎ进
行荧光探针装载，随后 ＰＢＳ洗涤２次后加入不含药
物的培养基，荧光倒置显微镜检测各视野中细胞红

色荧光的强度，ＩｍａｇｅＪ软件分析荧光强度。
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１．７　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件
（ＧｒａｐｈＰａｄ，ＬａＪｏｌｌａ，ＣＡ，ＵＳＡ）进行绘图。所有计
量资料以平均值 ±ＳＥＭ表示。多组数据的比较采
用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）及两两比较的 Ｔｕｋｅｙ
检验，Ｐ＜０.０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　建立ＨＫ-２细胞体外损伤模型　采用不同浓
度的ＡＫＮ（１、２、４、８、１６、３２ｍｍｏｌ／Ｌ）体外刺激 ＨＫ-２
细胞２４ｈ，ＭＴＴ检测结果见图１Ａ，各组间差异有统
计学意义（Ｆ＝１２７.５），ＡＫＮ对 ＨＫ-２细胞的半数抑
制浓度（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）
为（５.７４±０.４７）ｍｍｏｌ／Ｌ，低于１ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度
对细胞活力影响较小（图１Ａ），后续选择４ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＫＮ进行药物刺激。此外，与对照组相比，１００
μｍｏｌ／Ｌ及以下浓度的ＶＡ使得ＨＫ-２的细胞活力显
著降低（Ｐ＜０.００１，Ｆ＝３８.７５），见图１Ｂ。当 ＶＡ与
ＡＫＮ（４ｍｍｏｌ／Ｌ）同时处理时，２５～１００μｍｏｌ／Ｌ的
ＶＡ和ＡＫＮ共处理组细胞活力显著高于 ＡＫＮ组（Ｐ
＜０.０５，Ｆ＝２２.０７），见图１Ｃ；且２５～１００μｍｏｌ／Ｌ的
ＶＡ与ＡＫＮ（３ｍｍｏｌ／Ｌ）同时处理后，ＨＫ-２的细胞活
力也显著高于 ＡＫＮ（３ｍｍｏｌ／Ｌ）单独处理组（Ｐ＜
０.０１，Ｆ＝３１.９４），见图 １Ｄ。ＡＫＮ（４ｍｍｏｌ／Ｌ）处理

后ＫＩＭ-１的 ｍＲＮＡ表达水平显著高于 ＮＣ组，差异
有统计学意义（Ｐ＜０.００１，Ｆ＝３０.９５），ＶＡ（５０
μｍｏｌ／Ｌ）与ＡＫＮ共处理组（ＶＡ＋ＡＫＮ）的 ＫＩＭ-１显
著低于 ＡＫＮ组（Ｐ＜０.０１，Ｆ＝３０.９５），见图 １Ｅ。
ＡＫＮ（４ｍｍｏｌ／Ｌ）处理后 ＮＧＡＬ的 ｍＲＮＡ表达水平
显著高于ＮＣ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０.００１，Ｆ
＝２１.４３），ＶＡ＋ＡＫＮ组的 ＮＧＡＬ显著低于 ＡＫＮ组
（Ｐ＜０.０５，Ｆ＝２１.４３），见图１Ｆ。

此外，以４ｍｍｏｌ／Ｌ的ＡＫＮ分别处理０、３、６、１２、
２４ｈ，检查细胞氧化应激水平，３ｈＤＨＥ染色强度开
始升高但差异无统计学意义，６ｈＤＨＥ染色强度显
著大于０ｈ组（Ｐ＜０.０１，Ｆ＝２５.８３），１２ｈ染色强度
达到最大（Ｐ＜０.００１，Ｆ＝２５.８３），见图２Ａ。此外，
与０ｈ组相比，３、６、１２、２４ｈ组 ＭＤＡ水平显著上升
（Ｐ＜０.０５，Ｆ＝６１.１４），见图２Ｂ；与０ｈ组相比，３、６、
１２、２４ｈ组 ＧＳＨ水平显著下降（Ｐ＜０.００１，Ｆ＝
７２.４９），见图２Ｃ。
２．２　ＡＫＮ导致 ＨＫ-２细胞发生铁死亡　采用 ４
ｍｍｏｌ／ＬＡＫＮ刺激ＨＫ-２细胞，与０ｈ组相比，６、１２、
２４ｈ组铁死亡相关蛋白ＳＬＣ７Ａ１１（Ｆ＝１２５.３５）和
ＧＰＸ４（Ｆ＝９２.７１）均明显下降（Ｐ＜０.００１），３ｈ组与
０ｈ组差异无统计学意义，１２ｈ组与２４ｈ组差异也
无统计学意义。见图３。

图１　ＶＡ减轻氨基糖苷类抗生素导致的肾小管上皮细胞的损伤

Ａ：ＡＫＮ对ＨＫ-２的细胞活力影响；与１μｍｏｌ／Ｌ组比较：***Ｐ＜０.００１；Ｂ：ＶＡ对ＨＫ-２的细胞活力影响；与６.２５μｍｏｌ／Ｌ组比较：***Ｐ＜

０.００１；Ｃ：ＶＡ对ＡＫＮ作用下ＨＫ-２的细胞活力影响，与ＡＫＮ组比较：*Ｐ＜０.０５，***Ｐ＜０.０１；Ｄ：ＶＡ对ＡＫＮ作用下ＨＫ-２的细胞活力影响；

与ＡＫＮ（３ｍｍｏｌ／Ｌ）组比较：**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１；Ｅ：ＫＩＭ-１的ｍＲＮＡ表达差异变化；与ＮＣ组比较：***Ｐ＜０.００１；与ＡＫＮ组比较：＃＃Ｐ

＜０.０１；Ｅ：ＮＧＡＬ的ｍＲＮＡ表达差异；与ＮＣ组比较：***Ｐ＜０.００１；与ＡＫＮ组比较：＃Ｐ＜０.０５
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图２　ＡＫＮ导致细胞氧化应激水平的变化

Ａ：采用ＤＨＥ探针观察ＡＫＮ处理不同时间ＨＫ-２的超氧化物水平的影响 ×２００；Ｂ：ＡＫＮ刺激ＨＫ-２不同时间后ＭＤＡ的变化；Ｃ：ＡＫＮ刺

激ＨＫ-２不同时间后ＧＳＨ的变化；与０ｈ组比较：*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１

图３　ＡＫＮ导致ＳＬＣ７Ａ１１和ＧＰＸ４蛋白水平的变化

与０ｈ组比较：***Ｐ＜０.００１

２．３　ＶＡ改善ＨＫ-２细胞的死亡及氧化应激　根据
细胞活力检测结果，选择５０μｍｏｌ／Ｌ浓度 ＶＡ进行
后续实验。通过显微镜观察，ＶＡ处理可以提高视
野中细胞的数量及细胞的完整性，见图 ４Ａ。ＡＫＮ
处理可以使得细胞 ＤＨＥ染色荧光升高，见图 ４Ｂ；
ＭＤＡ水平从（３.５７±０.３６）ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＮＣ
组）升高至（１３.３７±０.６３）ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＫＮ
组），见图４Ｃ；ＧＳＨ水平从（４２.２７±１.７６）ｎｍｏｌ／ｍｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ（ＮＣ组）下降至（１５.３０±１.３１）ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏ-
ｔｅｉｎ（ＡＫＮ组），见图４Ｄ。ＶＡ＋ＡＫＮ组ＤＨＥ荧光强
度显著低于 ＡＫＮ组（Ｐ＜０.００１，Ｆ＝１５０.０）；ＶＡ＋
ＡＫＮ组ＭＤＡ［（６.４０±０.６７）ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ］显著
低于ＡＫＮ组（Ｐ＜０.００１，Ｆ＝７２.３４３）；ＶＡ＋ＡＫＮ组
ＧＳＨ［（３３.７６±２.５３）ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ］显著高于
ＡＫＮ组（Ｐ＜０.０１，Ｆ＝３２.９２５）。
２．４　ＶＡ可以改善 ＡＫＮ导致的铁死亡　ＶＡ作用
２４ｈ后，通过检测 ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４的蛋白水平，

发现其可以恢复 ＡＫＮ导致的 ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４降
低，ＳＬＣ７Ａ１１（Ｆ＝６３.４１）和 ＧＰＸ４（Ｆ＝６５.７３）蛋白
水平在ＡＫＮ与 ＶＡ＋ＡＫＮ组之间的差异均有统计
学意义（Ｐ＜０.００１），见图５。

３　讨论

　　氨基糖苷类抗生素是一类临床常用的抗菌药
物。近年来，由于结核杆菌耐药性的发展，ＡＫＮ也
已用于结核复治及耐药结核的治疗。与链霉素相

比，ＡＫＮ毒性较低，然而其肾毒性仍然明显。据统
计，在儿童人群中，有２０％ ～３３％接受氨基糖苷类
药物治疗的患者会发生肾损伤［６］。

ＡＫＮ等氨基糖苷类抗生素引起的肾损伤以近
端肾小管为主。在 ＡＫＮ肾损伤大鼠模型中，Ｒａｊａｂ
ｅｔａｌ［２］采用ＡＫＮ５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的剂量给雄性的
Ｗｉｓｔａｒ大鼠连续腹腔注射１４ｄ，可以导致明显的肾
小管的损伤及血清肌酐的升高，Ｄｏｇａｎｅｔａｌ［７］采用
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图４　ＶＡ对ＨＫ-２的保护作用

Ａ：显微镜下观察ＨＫ-２细胞的形态及数量的变化 ×１００；Ｂ：ＤＨＥ探针检测细胞内过氧化物含量的变化 ×２００；Ｃ：检测药物刺激对ＨＫ-２

细胞ＭＤＡ水平的影响；Ｄ：检测药物刺激对 ＨＫ-２细胞 ＧＳＨ水平的影响；与 ＮＣ组比较：***Ｐ＜０．００１；与 ＡＫＮ组比较：＃＃Ｐ＜０.０５，＃＃＃Ｐ＜

０.００１

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＡ对ＨＫ-２的ＳＬＣ７Ａ１１和

ＧＰＸ４的蛋白表达水平的影响

与ＮＣ组比较：***Ｐ＜０.００１；与ＡＫＮ组比较：＃＃＃Ｐ＜０.００１

ＡＫＮ１.２ｍｇ／ｋｇ单次腹腔注射 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，同样１４
ｄ后观察到肾小管区域出现明显损伤。本课题组前

期研究［５］已发现庆大霉素对 ＨＫ-２和 ＮＲＫ-５２Ｅ两
种细胞的 ＩＣ５０达到 ３ｍｍｏｌ／Ｌ左右，在本研究中，
ＡＫＮ对ＨＫ-２细胞的ＩＣ５０为５.７４ｍｍｏｌ／Ｌ。由于药
物极性较大，ＡＫＮ等氨基糖苷类抗生素体外造模所
需浓度较大。在体内，氨基糖苷类药物在肾小管管

腔侧ｍｅｇａｌｉｎ等蛋白的作用下，重吸收进入肾小管
细胞内［８-１０］。所以，ＡＫＮ等氨基糖苷类药物在体内
外模型中存在较大的动力学特征差异。早期研

究［１１］发现凋亡是该类药物导致肾小管细胞损伤或

死亡的主要形式，本课题组在庆大霉素肾损伤过程

发现细胞出现了程序性坏死及铁死亡［４－５］，最近

Ｄｉｎｇｅｔａｌ［１２］也证实炎症性死亡（焦亡）是庆大霉素
肾损伤的病理机制。此外，肾脏细胞的损伤还会引

起炎症效应，导致血管内皮功能障碍及炎症细胞的

浸润和激活，进一步加剧肾小管细胞的损伤［１３］。然

而，关于 ＡＫＮ肾损伤的病理机制仍不明确，本研究
在建立的体外细胞模型上首次证实了铁死亡相关标

志蛋白的变化。

近年来，相关研究［１４］还发现氨基糖苷类抗生素

影响线粒体氧化呼吸链，导致多种活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生，并消耗影响抗氧化系
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统，导致肾脏细胞产生明显的氧化应激。肾小管细

胞线粒体非常丰富，更容易引起氧化应激。本课题

组前期研究［４］发现，庆大霉素处理１.５ｈ后即可以
明显导致氧化应激的出现。本研究同样发现，ＡＫＮ
处理早期便使得细胞出现氧化应激。过载 ＲＯＳ可
以进一步攻击膜磷脂，导致脂质过氧化，引发铁死

亡。脂质过氧化物的大量积累是铁死亡的关键特

征，ＧＰＸ４具有强抗氧化作用，其以ＧＳＨ为辅因子可
催化去除过氧化脂质。而 ＳＬＣ７Ａ１１是胱氨酸／谷氨
酸反向转运蛋白系统的重要组成部分，负责谷胱甘

肽合成前体胱氨酸的胞内转运。在本研究中，相关

蛋白指标 ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１在 ＡＫＮ刺激６ｈ即显
著降低，而脂质过氧化产物 ＭＤＡ在 ＡＫＮ刺激３ｈ
升高，ＧＳＨ在３ｈ便开始下降，提示铁死亡在 ＡＫＮ
刺激的早期即开始出现。ＧＰＸ４在发挥抗脂质氧化
的同时本身会被消耗，故在刺激之后蛋白水平会显

著下降。另外，ＲＯＳ可导致 ＤＮＡ损伤从而激活
Ｐ５３，通过转录信号调节抑 制 ＳＬＣ７Ａ１１的 表
达［１５－１６］，细胞内ＧＳＨ合成的水平会因此而降低，再
加上胞内ＧＳＨ的大量消耗，ＧＰＸ４的蛋白水平降低
更加明显。

ＶＡ是中药王不留行的有效物质，属于类黄酮
苷类化合物。近年来，研究显示 ＶＡ可以通过促进
血管生成来加速伤口愈合［１７］，ＶＡ还可通过激活细
胞外调节蛋白激酶和肌球蛋白轻链激酶促进了２型
糖尿病小鼠肠道屏障的完整性［１８］。此外，ＶＡ通过
减少ＲＯＳ保护内皮细胞免受氧化低密度脂蛋白诱
导的内皮－间质转化、炎症和凋亡。其他类黄酮苷
类物质如橙皮苷、柚皮苷、黄芩苷等化合物均具有较

好的抗氧化作用。本研究结果也显示ＶＡ具有较好
的抗氧化作用，可以对抗ＡＫＮ引起的肾小管细胞的
氧化应激。因 ＶＡ化学结构上具有多个羟基、酚羟
基及酮基，所以该化合物具有还原性，可以发挥抗氧

化作用。此外，本课题组还发现 ＶＡ可能靶向还原
型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶４（ＮＯＸ４），从
而降低氧自由基的形成［１９］。所以，在 ＶＡ作用下，
损伤细胞氧化应激指标均显著降低。ＶＡ对细胞铁
死亡的抵抗效果可能依赖于其抗氧化的作用。此

外，在正常培养的细胞中，治疗浓度下的ＶＡ并不能
显著影响细胞ＭＤＡ、ＧＳＨ和 ＲＯＳ的水平，也不改变
ＳＬＣ７Ａ１１和 ＧＰＸ４的蛋白水平，故对细胞正常的氧
化还原稳态不会产生影响。ＶＡ的抗氧化作用机制
未进行深入探索，其抑制ＡＫＮ导致的肾小管细胞的
铁死亡是否完全依赖于抗氧化的作用仍需要明确。

本研究成功建立了 ＡＫＮ肾小管上皮细胞体外
损伤模型，并发现氧化应激和铁死亡均是导致细胞

损伤的重要原因。ＶＡ可能通过抑制过氧化应激相
关的铁死亡途径减轻ＡＫＮ肾小管上皮细胞的损伤。
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ａｓｓａｙｋｉｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．ＴｏｔａｌＲＮＡｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ，ａｎｄＲＴ-ｑＰＣＲｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎ
ｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ-１（ＫＩＭ-１）ａｎｄｎｅｕｔｒｏｐｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅ-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａｌｉｎ（ＮＧＡＬ）．
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ-ｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ
１１（ＳＬＣ７Ａ１１）ａｎｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４（ＧＰＸ４）ｉｎＨＫ-２ｃｅｌｌｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＨｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＫＮ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＫ-２ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ，ｗｉｔｈａｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＩＣ５０）ｏｆ
（５.７４±０.４７）ｍｍｏｌ／Ｌ．ＶＡａｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２５－１００μｍｏｌ／ＬｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＡＫＮ-ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＨＫ-
２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０.０５）．ＡｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＡＫＮ（４ｍｍｏｌ／Ｌ），ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＩＭ-１ａｎｄＮＧＡＬ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣ）ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０.００１）．ＶＡ（５０μｍｏｌ／Ｌ）ｓｉｇｎｉｆｉ-
ｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫＩＭ-１（Ｐ＜０.０１）ａｎｄＮＧＡＬ（Ｐ＜０.０５）．ＴｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＤＨＥ
ｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒ３ｈｏｕｒｓｏｆＡＫＮｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｂｕｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｎｏｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＤＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅ６－２４ｈｏｕｒｓｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅ０－ｈｏｕｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
０.０１）．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ＭＤＡｌｅｖｅｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅＧＳＨｌｅｖｅｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒ６－２４
ｈｏｕｒｓｏｆＡＫＮｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｗｉｔｈｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０.０５）．Ａｆｔｅｒ６－２４ｈｏｕｒｓｏｆＡＫＮｓｔｉｍｕｌａ-
ｔｉｏｎ，ｔｈｅｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＧＰＸ４ｂｏｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０.００１）．Ｃｏ-ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈＶＡｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎＤＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，ＭＤＡａｎｄＧＳＨｌｅｖｅｌｓ，ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｃｈａｎ-
ｇｅｓｏｆＳＬＣ７Ａ１１ａｎｄＧＰＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ（Ｐ＜０.００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ａｎｉｎｖｉｔｒｏｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌ
ｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇＨＫ-２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＫＮ，ａｎｄｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔＶＡｍｉｇｈｔａｌｌｅｖｉ-
ａｔｅｔｈｅｄａｍａｇｅｔｏｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌｓｃａｕｓｅｄｂｙＡＫＮｖｉａｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ａｍｉｋａｃｉｎ；ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｖａｃｃａｒｉｎ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｄｒｕｇｉｎｄｕｃｅｄｋｉｄｎｅｙｄｉｓ-
ｅａｓｅ
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