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摘要　 目的　 探究高浓度浅蓝霉素 Ａ（Ｃａｅ Ａ）对人肾小管

上皮细胞 ＨＫ２ 的影响，并探讨 ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相

关蛋白 ３ （ＮＬＲＰ３） 在此过程中发挥的作用。 方法 　 采用

ＭＴＴ 法测定不同浓度的 Ｃａｅ Ａ 对 ＨＫ２ 细胞活力的影响；采
用实时定量 ＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 以及免疫荧光法检测高浓

度 Ｃａｅ Ａ 对肾损伤分子 １（ＫＩＭ⁃１）以及 ＮＬＲＰ３ 表达情况的

影响；同时用实时定量 ＰＣＲ 方法，检测高浓度 Ｃａｅ Ａ 对白细

胞介素⁃１β（ＩＬ⁃１β）、白细胞介素 １８（ ＩＬ⁃１８）、白细胞介素 ３３
（ＩＬ⁃３３）、单核细胞趋化蛋白⁃１ （ＭＣＰ⁃１）、肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦ⁃α）的 ｍＲＮＡ 表达情况；随后将 ＨＫ２ 细胞分为对照组、
高浓度 Ｃａｅ Ａ 组和高浓度 Ｃａｅ Ａ 加 ＮＬＲＰ３ 抑制剂 ＣＹ⁃０９ 组，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＫＩＭ⁃１ 和 ＮＬＲＰ３ 蛋白的表达变化。 结

果　 ＭＴＴ 的结果显示，高浓度 Ｃａｅ Ａ 可以抑制 ＨＫ２ 细胞活

力；实时定量 ＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和免疫荧光实验表明，高
浓度 Ｃａｅ Ａ 可以上调 ＫＩＭ⁃１ 和 ＮＬＲＰ３ 的水平，以及 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃３３、ＭＣＰ⁃１、ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达水平，而 ＣＹ⁃０９ 能

显著下调 ＮＬＲＰ３ 和 ＫＩＭ⁃１ 的蛋白水平。 结论 　 高浓度的

Ｃａｅ Ａ 能明显抑制 ＨＫ２ 细胞的活力，诱导 ＨＫ２ 细胞发生损

伤及炎症反应，有显著的肾毒性，而且该肾毒性是通过激活

ＮＬＲＰ３ 通路来实现的。
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　 　 药物性肾损伤是指肾脏对治疗剂量药物的不良

反应而出现的毒性反应［１， ２］。 比如顺铂可用于癌症

的治疗，但有大约 ２０％的患者在接受大剂量顺铂治

疗后患上了严重的肾脏疾病［３］；氨基糖苷类抗生素

基本也都会造成肾损伤［４， ５］；而非甾体类抗炎药

（ｎｏｎｓｔｅｒｏｉｄａｌ ａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｒｕｇｓ，ＮＳＡＩＤｓ）同样如

此［６］；环孢素 Ａ 和他克莫司是临床上常用的两种减

少同种异体移植排斥反应的免疫抑制剂［７］，但是它

们的肾毒性仍然是一个棘手的问题。 由于肾毒性药

物的使用在临床上仍然是不可避免的［８］，了解其肾

毒性的致病机制对于降低肾损伤的发生率至关重

要。 而浅蓝霉素 Ａ（Ｃａｅｒｕｌｏｍｙｃｉｎ Ａ， Ｃａｅ Ａ）作为一

种新型免疫抑制剂，主要用于器官移植后的长期移

植物存活以及自身免疫性疾病、过敏原过敏等的治

疗［９］，具有较好的应用前景［１０］，但是其安全性同样

不可忽视。 因此现对浅蓝霉素 Ａ 的肾毒性及其致

病机制进行了初步探究。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与仪器　
１． １． １　 试剂与抗体　 Ｃａｅ Ａ 由课题组前期分离所

得［１１］；胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）和 ＤＭＥ ／
Ｆ⁃１２（１ ∶ １）培养基购自上海格来赛生命科技公司；
ＰＢＳ、胰酶消化液、ＲＩＰＡ 缓冲液、一抗稀释液、ＢＣＡ
蛋白检测试剂盒、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、三羟甲基

氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）和甘氨酸（Ｇｌｙｃｉｎｅ）购自江苏碧云天

生物技术有限公司；抑制剂 ＣＹ⁃０９ 购自上海 Ｍｅｄ⁃
ＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司；ＭＴＴ 粉末购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
ＴＲＩｚｏｌ 裂解液和 Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物购自上海生工

生物工程有限公司；逆转录试剂盒和 ＰＣＲ 扩增试剂

盒 购 自 日 本 ＴＯＹＯＢＯ 公 司； 四 甲 基 乙 二 胺

（ＴＥＭＥＤ）和甲叉双丙稀酰胺购自北京博凌科为生

物有限公司；肾损伤标志物（ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ
１， ＫＩＭ⁃１）抗体（货号：Ｒ２６１６２）和 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（货
号：２０００６８⁃８Ｆ１０）购自成都正能生物技术有限责任

公司；ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤ⁃
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｈｅｒｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
３， ＮＬＲＰ３）抗体（货号：ＷＬ０２６３５）、核因子 κＢ（ＮＦ⁃
κＢ）ｐ６５ 抗体（货号：ＷＬ０１９８０）和磷酸化核因子 κＢ
（Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＮＦ⁃κＢ）ｐ６５ 抗体（货号：ＷＬ０２１６９）购自中

国沈阳万类生物有限公司；ＩＲＤｙｅ ８００ＣＷ 二级偶联

抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司。
１． １． ２　 主要仪器　 生物安全柜（ＧＹ⁃１０００Ｂ２ 型，赛
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默飞世尔科技（中国）有限公司，中国上海）、二氧化

碳恒温培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ ＢＢ１５０ 型，赛默飞世尔科技

（中国） 有限公司，中国上海）；荧光倒置显微镜

（ＢＸ５０，奥林巴斯 ＯＬＹＰＵＳ 公司，日本）；高速冷冻离

心机（５１４５Ｒ，艾本德 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 生命科学公司，德
国）；凝胶电泳仪（Ｐｏｗｅｒ⁃Ｐａｃ ＨＣ，伯乐 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公

司，美国）。
１． １． ３　 细胞　 人肾小管上皮细胞 ＨＫ２ 由香港中文

大学蓝辉耀教授赠送。
１． ２　 实验方法　
１． ２． １　 细胞培养　 用含 ５％胎牛血清的 ＤＭＥ ／ Ｆ⁃１２
（１ ∶ １）培养基培养 ＨＫ２ 细胞，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培

养箱中正常培养。 根据实验需求将对数生长期的细

胞接种于相应培养板中进行实验，用十字交叉晃法

轻摇培养板，保证细胞均匀分布在细胞培养板的孔

内。
１． ２． ２　 ＭＴＴ 法检测细胞活力　 将 ＨＫ２ 细胞接种于

９６ 孔板中，接种密度约为 ４ ０００ 个细胞 ／孔，培养 ２４
ｈ 后。 在培养基中按照梯度加入一定浓度梯度的浅

蓝霉素 Ａ（分别为 ８０、４０、２０、１０、５、２. ５０、１. ２５、０. ６３、
０. ３１ μｍｏｌ ／ Ｌ），继续培养 ２４ ｈ 后，向 ９６ 孔板的每个

孔加入 ２０ μｌ、５ ｍｇ ／ ｍｌ 的 ＭＴＴ 溶液，继续孵育 ４ ｈ。
弃去培养基，加入 １５０ μｌ ＤＭＳＯ，振荡，混匀。 在波

长 ４９２ ｎｍ 处，检测各孔的吸光值，记录结果，计算出

细胞存活率并且作图。
１． ２． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 收集细胞，用 ＲＩＰＡ 裂解液提

取蛋白质；用 ＢＣＡ 定量法进行蛋白定量，取 ３０ μｇ ／
孔蛋白量进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，将凝胶中的蛋白质

转移到硝化纤维素膜上，用含有 ５％ 脱脂奶粉的

ＴＢＳＴ 封闭 １. ５ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，在 ４
℃下用适当浓度的一抗孵育过夜；次日 ＴＢＳＴ 洗膜 ３
次，每次 １０ ｍｉｎ，室温下与相应的 ＩＲＤｙｅ ８００ 偶联的

二抗孵育 １. ５ ｈ。 随后使用 ＬｉＣｏｒ ／ Ｏｙｓｓｅｙ 红外成像

系统（ ＬＩ⁃ＣＯＲ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｌｉｎｃｏｌｎ，ＮＥ） 显影，使用

ＩｍａｇｅＪ 软件进行灰度值量化分析。
１． ２． ４　 Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 表达　 使用 ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ 裂解液提取总 ＲＮＡ，并使用逆转录试剂盒将

ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 如前所述，使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
和 ＰＣＲ 扩增试剂盒进行实时定量 ＰＣＲ［１２］，即 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ［１３］。 引物序列列于下表 １ 中。
１． ２． ５　 免疫荧光　 将细胞接种在含 ６ 个小室玻片

上，４％多聚甲醛固定细胞，５％牛血清蛋白（ＢＳＡ）封
闭 １ ｈ，４ ℃下进行一抗孵育过夜。 次日与相应的二

抗孵育 １ ｈ，用 ２ μｇ ／ ｍｌ 的 ＤＡＰＩ 复染细胞核，用抗荧

表 １　 人源性引物序列（５′⁃３′）

基因 正向引物 （５′⁃３′） 反向引物 （５′⁃３′）
ＫＩＭ⁃１ Ｆ：ＣＴＧＣＡＧＧＧＡＧＣＡＡＴＡＡＧＧＡＧ Ｒ：ＴＣＣＡＡＡＧＧＣＣＡＴＣＴＧＡＡＧＡＣ
ＴＮＦ⁃α Ｆ：ＣＣＴＣＴＣＴＣＴＡＡＴＣＡＧＣＣＣＴＣＴＧ Ｒ：ＧＡＧＧＡＣＣＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＴＧＡＧ
ＭＣＰ⁃１ Ｆ：ＣＡＧＣＣＡＧＡＴＧＣＡＡＴＣＡＡＴＧＣＣ Ｒ：ＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧＡＡＣＣＣＡＣＴＴＣＴ
ＩＬ⁃３３ Ｆ：ＧＴＧＡＣＧＧＴＧＴＴＧＡＴＧＧＴＡＡＧＡＴ Ｒ：ＡＧＣＴＣＣＡＣＡＧＡＧＴＧＴＴＣＣＴＴＧ
ＩＬ⁃１８ Ｆ：ＧＴＧＡＡＣＣＣＣＡＧＡＣＣＡＧＡＣＴＧ Ｒ：ＣＣＴＧＧＡＡＣＡＣＧＴＴＴＣＴＧＡＡＡＧＡ
ＩＬ⁃１β Ｆ：ＣＡＡＣＣＡＡＣＡＡＧＴＧＡＴＡＴＴＣＴＣＣＡＴＧ Ｒ：ＧＡＴＣＣＡＣＡＣＴＣＴＣＣＡＧＣＴＧＣＡ
β⁃Ａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＧＣＣＧＣＣＡＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧ Ｒ：ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡＧＡＣＧＧ

光淬灭封片胶封片，并在荧光显微镜下观察［１３］。
１． ３　 统计学处理　 所有统计数据均使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ７. ０（ＧｒａｐｈＰａｄ⁃Ｓｏｆｔｗａｒｅ 股份有限公司）进行分

析。 使用 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 方法对所有结果进行正态分

布检验，正态分布定量数据采用 �ｘ ± ｓ 表示。 使用独

立样本 ｔ 检验和单向方差分析以及 Ｔｕｋｅｙ 的事后检

验来检验不同组的均值差异。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 不同浓度的 Ｃａｅ Ａ 对 ＨＫ２ 细胞活力的影响

　 课题组为了探究 Ｃａｅ Ａ（图 １Ａ）在体外对 ＨＫ２ 细

胞的作用，我们首先采用 ＭＴＴ 法取筛选出不同浓度

的 Ｃａｅ Ａ（０、０. ３１、０. ６３、１. ２５、２. ５０、５、１０、２０、４０、８０
μｍｏｌ ／ Ｌ）对 ＨＫ２ 细胞活力的影响。 结果表明，当浓

度高于 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｃａｅ Ａ 开始对 ＨＫ２ 细胞产生毒

性，并且差异有统计学意义（图 １Ｂ）。 所以采用 １０、
２０ 和 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的 Ｃａｅ Ａ 用于后续研究。

图 １　 不同浓度的 Ｃａｅ Ａ 对 ＨＫ２ 细胞活力的影响

　 　 Ａ：Ｃａｅ Ａ 的分子结构式；Ｂ：ＭＴＴ 法检测不同浓度 Ｃａｅ Ａ 对 ＨＫ２

细胞活力的影响；与对照组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

·０３４１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｓｅｐ；５８（９）



图 ２　 高浓度 Ｃａｅ Ａ 引起 ＨＫ２ 细胞损伤

　 　 Ａ：实时定量 ＰＣＲ 分析加入高浓度 Ｃａｅ Ａ 的 ＨＫ２ 细胞中 ＫＩＭ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析加入高浓度 Ｃａｅ Ａ 的 ＨＫ２ 细胞中 ＫＩＭ⁃１

蛋白的表达水平；Ｃ：免疫荧光分析加入高浓度 Ｃａｅ Ａ 的 ＨＫ２ 细胞中 ＫＩＭ⁃１ 的表达 × ４０；与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２　 高浓度 Ｃａｅ Ａ 引起 ＨＫ２ 细胞损伤 　 为探究

高浓度 Ｃａｅ Ａ 对 ＨＫ２ 细胞 ＫＩＭ⁃１ 表达的影响，在
ＨＫ２ 细胞中分别加入 １０、２０ 和 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的

Ｃａｅ Ａ，孵育 ２４ ｈ 后分别进行 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ⁃
ｔｉｎｇ 检测，结果表明，高浓度 Ｃａｅ Ａ 能显著升高肾损

伤标志物 ＫＩＭ⁃１ 的水平，引起 ＨＫ２ 细胞损伤，且差

异具有统计学意义（图 ２ Ａ，２Ｂ）。 通过免疫荧光进

一步验证 ＫＩＭ⁃１ 的表达，蓝色荧光代表 ＤＡＰＩ 染细

胞核，红色荧光代表 ＫＩＭ⁃１ 表达，结果进一步表明，
正常组细胞 ＫＩＭ⁃１ 表达较弱，模型组高浓度 Ｃａｅ Ａ
诱导 ＨＫ２ 细胞中 ＫＩＭ⁃１ 的显著表达（图 ２Ｃ）。 以上

结果提示，高浓度 Ｃａｅ Ａ 能明显上调 ＫＩＭ⁃１ 的表达，
引起 ＨＫ２ 损伤。
２． ３　 高浓度 Ｃａｅ Ａ 诱导 ＨＫ２ 细胞炎症反应 　 为

了在体外探究高浓度 Ｃａｅ Ａ 诱导的人 ＨＫ２ 细胞炎

症反应，分别使用 １０、２０ 和 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的 Ｃａｅ Ａ
处理 ＨＫ２ 细胞 ２４ ｈ。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＨＫ２
细胞中 ＮＬＲＰ３ 和 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白的表达（图 ３Ａ），实时

定量 ＰＣＲ 分析 ＨＫ２ 细胞中 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃３３、
ＭＣＰ⁃１ 和 ＴＮＦ⁃ɑ 的 ｍＲＮＡ 水平（图 ３Ｂ）。 结果表

明，高浓度 Ｃａｅ Ａ 能明显升高 ＮＬＲＰ３ 和 ｐ⁃ｐ６５ 的蛋

白水平，以及促进炎症因子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＩＬ⁃３３、
ＭＣＰ⁃１ 和 ＴＮＦ⁃ɑ 的 ｍＲＮＡ 表达，且差异有统计学意

义。 进一步通过免疫荧光检测常见的炎症因子 ＮＬ⁃

ＲＰ３ 的表达，免疫荧光结果表明，高浓度 Ｃａｅ Ａ 能明

显升高炎症小体 ＮＬＲＰ３ 的水平（图 ４Ｃ）。 以上结果

提示，高浓度 Ｃａｅ Ａ 能明显诱导 ＨＫ２ 细胞炎症反

应。
２． ４　 ＮＬＲＰ３ 抑制剂 ＣＹ⁃０９ 能够一定程度上减轻

高浓度 Ｃａｅ Ａ 的肾毒性 　 为了减轻高浓度 Ｃａｅ Ａ
（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）诱导 ＨＫ２ 细胞的损伤和炎症反应，我
们选用了 ＮＬＲＰ３ 抑制剂 ＣＹ⁃０９（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）进行治

疗。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析 ＨＫ２ 细胞中 ＮＬＲＰ３
和 ＫＩＭ⁃１ 蛋白的表达，结果表明，高浓度 Ｃａｅ Ａ 能上

调 ＮＬＲＰ３ 和 ＫＩＭ⁃１ 蛋白水平，而加入 ＮＬＲＰ３ 抑制

剂 ＣＹ⁃０９ 后，ＮＬＲＰ３ 和 ＫＩＭ⁃１ 蛋白水平有一定程度

的回复（图 ４Ａ）。 而且加入 ＣＹ⁃０９ 后高浓度 Ｃａｅ Ａ
对 ＨＫ２ 细胞毒性也有所减轻（图 ４Ｂ）。 表明 ＣＹ⁃０９
可以一定程度上减轻高浓度 Ｃａｅ Ａ 的肾毒性。

３　 讨论

　 　 近年来免疫抑制剂在临床上的应用得到一定的

重视和探索，从单纯的疗效观察，到作用机制研究、
药物作用靶点的寻找，研究水平日趋深入。 特别是

将蛋白质组学分析应用于新药研发后，可借助其对

分子网络机制中的复杂调控关系找到药物作用的新

靶点。 部分免疫抑制剂已进入临床前试验阶段，但
是开展临床前药理学、毒理学试验和临床试验才是
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图 ３　 高浓度 Ｃａｅ Ａ 诱导 ＨＫ２ 细胞炎症反应

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＨＫ２ 细胞中 ＮＬＲＰ３ 和 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白的表达；Ｂ：实时定量 ＰＣＲ 分析 ＨＫ２ 细胞中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃３３、ＭＣＰ⁃１ 和 ＴＮＦ⁃ɑ 的

ｍＲＮＡ 水平； Ｃ：免疫荧光分析 ＨＫ２ 细胞中 ＮＬＲＰ３ 的表达 × ４０；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＹ⁃０９ 对高浓度 Ｃａｅ Ａ 诱导的肾毒性的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＨＫ２ 细胞中 ＮＬＲＰ３ 和 ＫＩＭ⁃１ 蛋白的表达；１：ＮＣ 组；２：Ｃａｅ Ａ 组；３：Ｃａｅ Ａ ＋ ＣＹ⁃０９ 组；Ｂ：ＭＴＴ 法检测加入 ＣＹ⁃０９ 后不同

浓度 Ｃａｅ Ａ 对 ＨＫ２ 细胞活力的影响；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｃａｅ Ａ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

评价它们疗效和安全性的关键。 免疫抑制剂的肾毒

性报告必须引起重视，否则这些化合物使用过量将

可能导致严重的不良反应。 所以对免疫抑制剂 Ｃａｅ
Ａ 的肾毒性进行了初步探究。 本研究结果显示，高

浓度的 Ｃａｅ Ａ 可以呈浓度依赖性地诱导 ＨＫ２ 细胞

损伤，当 Ｃａｅ Ａ 的浓度高于 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，对 ＨＫ２
细胞活力就有了明显抑制。 而且高浓度的 Ｃａｅ Ａ 能

显著上调 ＫＩＭ⁃１ 的 ｍＲＮＡ 水平以及蛋白水平，同时
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免疫荧光结果进一步证实高浓度的 Ｃａｅ Ａ 能明显诱

导 ＨＫ２ 细胞中 ＫＩＭ⁃１ 表达。 随后分析炎症小体的

标志蛋白 ＮＬＲＰ３ 和 ｐ⁃ｐ６５ 的表达情况，结果显示，
在高浓度 Ｃａｅ Ａ 刺激下 ＮＬＲＰ３ 和 ｐ⁃ｐ６５ 的蛋白水

平明显上调，表明高浓度 Ｃａｅ Ａ 诱导了炎症小体

ＮＬＲＰ３ 的激活。 对炎症因子表达水平的检测进一

步验证，结果显示，在高浓度 Ｃａｅ Ａ 的刺激下，炎症

小体通路的促炎因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＩＬ⁃３３、ＭＣＰ⁃１ 和

ＴＮＦ⁃ɑ 的 ｍＲＮＡ 表达上调。 免疫疫荧光结果也验证

了高浓度的 Ｃａｅ Ａ 能显著上调 ＨＫ２ 细胞中 ＮＬＲＰ３
的表达。 本研究结果证明了高浓度 Ｃａｅ Ａ 可以诱导

ＨＫ２ 细胞发生炎症反应，并且提示可能是通过激活

ＮＬＲＰ３ 通路实现的。
　 　 ＮＬＲＰ３ 会形成具有凋亡相关斑点样蛋白的炎

症小体复合物，将前半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃１
（ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１）切割活化，最终激活 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８，
诱导免疫细胞发生炎症甚至死亡［１４， １５］。 而且肾脏

疾病中 ＮＬＲＰ３ 的激活会加重炎症和随后的肾纤维

化，这种作用可被 ＮＬＲＰ３ 的基因敲除或抑制药物所

消除。 炎症依赖的 ＮＬＲＰ３ 通过增强免疫细胞的炎

症反应以及免疫细胞和肾脏非免疫细胞之间的相互

作用来介导肾脏疾病的进展，靶向 ＮＬＲＰ３ 是治疗肾

脏疾病的潜在治疗方式。 因此选用 ＮＬＲＰ３ 抑制剂

ＣＹ⁃０９ 进行验证，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果证明了 ＮＬＲＰ３ 抑

制剂 ＣＹ⁃０９，对 Ｃａｅ Ａ 诱导的 ＮＬＲＰ３ 和 ＫＩＭ⁃１ 有明

显的回复作用，进一步证实高浓度 Ｃａｅ Ａ 是通过上

调 ＮＬＲＰ３，进而诱导 ＨＫ２ 细胞损伤及炎症反应的。
　 　 综上所述，免疫抑制剂 Ｃａｅ Ａ 的药理作用主要

是对机体的免疫反应进行抑制，能够抑制与免疫反

应有关细胞（Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞等巨噬细胞）的增殖

和功能，能降低抗体免疫反应。 免疫抑制剂主要用

于器官移植抗排斥反应和自身免疫病如类风湿性关

节炎、红斑狼疮、皮肤真菌病、膜肾球肾炎、炎性肠病

和自身免疫性溶血贫血等。 通过该研究证实高浓度

的 Ｃａｅ Ａ 能明显抑制 ＨＫ２ 细胞的活力及发生过度

炎症反应，最终将会引发肾脏损伤。 Ｃａｅ Ａ 具有一

定的肾毒性，而该肾毒性在一定程度上是通过激活

ＮＬＲＰ３ 通路来实现的。 所以通过靶向 ＮＬＲＰ３ 的治

疗，将会在一定程度上减轻它的肾毒性，是将来减轻

肾脏损伤极具潜力的治疗手段。 本研究即 Ｃａｅ Ａ 对

肾损伤和炎症影响的研究，将会在一定程度上填补

未来临床用药不良反应的空白，也将进一步通过体

内、体外实验全面解析其具体机制。
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摘要　 目的　 探讨去壁灵芝孢子粉水溶成分（Ａ⁃ＧＳＰ）在头

颈鳞癌细胞中的生物学作用。 方法 　 利用 ＭＴＳ 法检测 Ａ⁃
ＧＳＰ 在头颈鳞癌细胞系 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 中的细胞活力。 采

用平板克隆、划痕愈合实验和穿室实验探究 Ａ⁃ＧＳＰ 对头颈

鳞癌细胞增殖、转移能力的影响。 通过流式分析试剂盒检测

Ａ⁃ＧＳＰ 对头颈鳞癌细胞凋亡能力和细胞周期分布的影响。
免疫蛋白印迹法检测 Ａ⁃ＧＳＰ 处理后上皮间质转化（ＥＭＴ）分
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子和细胞周期蛋白的表达变化。 结果　 Ａ⁃ＧＳＰ 作用后，头颈

鳞癌细胞的增殖能力减弱（Ｆ ＝ ６２. ７２， Ｐ ＜ ０. ０００ １），转移能

力下降（Ｆ ＝ ９５. ７， Ｐ ＜ ０. ０００ １），细胞凋亡能力增加（Ｆ ＝
８７. ６５，Ｐ ＜ ０. ０００ １），Ｇ２ ／ Ｍ 期停滞（Ｆ ＝ １５. ３１，Ｐ ＜ ０. ０１）。
此外，Ａ⁃ＧＳＰ 处理导致上皮细胞标志物 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 上调，间
质细胞标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ 下调， 细胞周

期激酶 ＣＤＫ１ 下调，Ｐ２１ 和 Ｐ２７ 上调，但是，并未引起凋亡通

路蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ 和 Ｂａｘ 水平改变。 结论　 Ａ⁃ＧＳＰ 通过诱导细

胞周期 Ｇ２ ／ Ｍ 期停滞和抑制 ＥＭＴ 从而抑制头颈鳞癌细胞的

增殖转移。
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