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摘要　 目的　 探究棕榈酸钠（ＰＡ）暴露不同时间对肾小管上

皮细胞（ＨＫ⁃２）的损伤作用和机制。 方法 　 ＣＣＫ⁃８ 法检测

ＰＡ 作用不同时间 ＨＫ⁃２ 细胞活力；油红染色法检测 ＰＡ 作用

不同时间脂质沉积情况； Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ⅴ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡试剂盒检

测 ＰＡ 作用不同时间 ＨＫ⁃２ 细胞凋亡情况； 活性氧试剂盒检

测 ＰＡ 作用不同时间活性氧（ＲＯＳ）生成情况；ＥＬＩＳＡ 检测细

胞中谷胱甘肽（ＧＳＨ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性以及上清

液中白细胞介素（ ＩＬ）⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定

ＨＫ⁃２ 细胞中核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３
（ＮＬＲＰ３）、凋亡相关斑点样蛋白 （ ＡＳＣ）、半胱天冬酶 １
（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）、ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ４（ＮＯＸ４）蛋白表达情况。 结果

　 ＣＣＫ⁃８ 法结果显示，ＰＡ（６、９、１２、２４ ｈ）组 ＨＫ⁃２ 细胞活力

下降；油红染色结果显示，ＰＡ（６、９、１２、２４ ｈ）组脂质沉积增

加；Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ⅴ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡试剂盒结果显示，细胞凋亡率增

加；活性氧试剂盒结果显示，ＰＡ（６、９、１２、２４ ｈ）组 ＲＯＳ 的生

成显著增加；ＥＬＩＳＡ 结果显示，ＰＡ（６、９、１２、２４ ｈ）组细胞中

ＧＳＨ 和 ＳＯＤ 的活性降低，细胞上清液中 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 的水

平增加；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，ＰＡ（６、９、１２、２４ ｈ）组炎症相

关蛋白 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ 及 ＮＯＸ４ 表达水平升高。 结

论　 ＰＡ 诱导能导致 ＨＫ⁃２ 细胞脂质沉积和损伤，其机制可

能与棕榈酸钠刺激后细胞内 ＮＬＲＰ３ 炎性小体激活介导的炎

症反应有关。
关键词　 棕榈酸钠；人肾小管上皮细胞；ＮＬＲＰ３ 炎症小体；
活性氧；ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ４
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　 　 糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ， ＤＮ）是糖尿

病的主要并发症，是终末期肾脏疾病的最常见原

因［１］。 先前的研究［２］表明 ＤＮ 的病变主要是肾小球

硬化，但近年来越来越多的研究表明肾小管上皮细

胞（ｈｕｍａｎ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＨＫ⁃２）的损

伤也是糖尿病肾病的重要特征。 前期研究［３］ 显示，
棕榈酸钠（ｓｏｄｉｕｍ ｐａｌｍｉｔａｔｅ， ＰＡ）诱导能明显导致肾

小球系膜细胞脂质沉积和氧化应激损伤。 ＮＡＤＰＨ
氧化酶（ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅｓ， ＮＯＸ）是细胞中负责产生

活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ） 的重要酶系

统，课题组前期研究［４］ 表明 ＮＯＸ４ 在肾小球系膜细

胞表达较高，并且参与了系膜细胞的纤维化。 炎症

小体在炎症反应中具有核心作用，核苷酸结合寡聚

化结构域蛋白样受体蛋白家族［ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＮＯＤ）⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＮＬＲＰ］是第 １ 个被发现形成炎症小

体的传感器蛋白家族。 有报道［５］ 称，ＮＬＲＰ３ 炎症小

体可能是慢性肾脏疾病的重要发病机制。 然而，目
前尚不清楚 ＰＡ 暴露是否可以通过激活 ＮＯＸ４ 增加

ＲＯＳ 生成，进而激活 ＮＬＲＰ３ 炎症小体导致 ＨＫ⁃２ 炎

症损伤。 该实验主要研究 ＰＡ 诱导不同时间对 ＨＫ⁃
２ 损伤及对 ＮＬＲＰ３ 炎症小体和 ＮＯＸ４ 表达的影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞株　 ＨＫ⁃２ 细胞由安徽医科大学药学院

药理学孟晓明教授馈赠。
１． １． ２　 试剂　 棕榈酸钠购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；牛血

清白蛋白购自上海翊圣有限公司；油红染料购自合

肥 ＢｏＭＥＩ 生物技术有限公司；苏木精染色液购自沈

阳万类生物有限公司；ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 购自美国 Ｈｙ⁃
ｃｌｏｎｅＴＭ公司；胎牛血清购自杭州四季青生物技术有

限公司；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、青 － 链霉素溶

液、胰蛋白酶和 ＲＩＰＡ 裂解液购自上海碧云天生物

技术研究所；Ｈ２ＤＣＦＤＡ 和 ＣＣＫ⁃８ 购自美国 Ｓｉｇｍａ
公 司； ＮＬＲＰ３ 抗 体 （ ａｂ２１４１８５ ） 和 ＡＳＣ 抗 体

（ａｂ１５５９７０）购自英国 Ａｂｃａｍ 有限公司；Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
抗体（ＷＬ０２９９６）和 ＧＡＰＤＨ 抗体（Ｆ０１３０２２４３）购自

沈阳万类生物有限公司；ＮＯＸ４ 抗体（ＤＦ６９２４）购自
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美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 生物有限公司；ＰＶＤＦ 膜（Ｒ７ＳＡ９０８２１３）
购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。
１． ２　 主要试剂的配制　 ＰＡ 的配置：取 ＰＡ 粉末 ３０
ｍｇ，向其中加入 ４ ｍｌ 蒸馏水，在 ７０ ℃水浴条件下使

其完全溶解，得到浓度为 ２７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ 母液，过滤

除菌后备用。 取 ＢＳＡ 粉末 ３ ｇ，加入 １０ ｍｌ 蒸馏水，
５５ ℃水浴加热溶解，过滤除菌后得到 ＢＳＡ 溶液。 将

ＰＡ 母液与 ＢＳＡ 溶液按照等体积混合，用 ＤＭＥＭ ／
Ｆ１２ 稀释至 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 后使用。
１． ３　 细胞培养与分组 　 ＨＫ⁃２ 细胞用含 １０％ 胎牛

血清、１％ 双抗的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 培养箱中培养，实验分为 ５ 组：ＢＳＡ 组，ＰＡ（２００
μｍｏｌ ／ Ｌ）６、９、１２、２４ ｈ 组。
１． ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力 　 按照 １ư ３ 分组方

式，取对数生长期的 ＨＫ⁃２ 细胞，将细胞以 ４ × １０４

个 ／ ｍｌ 浓度接种于 ９６ 孔板中，每组设 ４ 个复孔，待
细胞贴壁后，各组给予 ＰＡ 刺激 ６、９、１２、２４ ｈ 后，每
孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，放置培养箱避光孵育 ４
ｈ，用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光度。 实验重

复 ３ 次。
１． ５　 油红 －苏木精染色检测细胞内脂质沉积情况

　 按照 １ư ３ 分组方式，将对数生长期的细胞均匀接

种于 ２４ 孔培养板中，油红苏木精染色后显微镜观察

脂质沉积情况，阳性区域被染成红褐色，用 Ｉｍａｇｅ⁃
Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６ư ０ 软件测量阳性区域的平均吸光度，评价

脂质沉积情况。 实验重复 ３ 次。
１． ６　 Ａｎｎｅｘｉｎｖ⁃ＦＩＴＣ ／ Ｐｌ 双染检测细胞凋亡　 按照

１ư ３ 分组方式，ＨＫ⁃２ 细胞均匀接种于 ６ 孔培养板

中，收集各孔中培养基和消化的细胞于离心管中，离
心后弃去上清液，得到细胞沉淀，加入 ２００ μｌ 的 １ ×
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞，随即加入 ５ μｌ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ ／ ＦＩＴＣ 混匀后室温避光反应 １５ ｍｉｎ，再加入 １０ μｌ
的 ＰＩ 混匀后室温避光反应 １５ ｍｉｎ，用流式细胞仪检

测各组细胞凋亡情况。 实验重复 ３ 次。
１． ７ 　 采用 Ｈ２ＤＣＦＤＡ 荧光探针检测细胞内 ＲＯＳ
情况　 按照 １ư ３ 分组方式，将对数生长期的细胞均

匀接种于 ２４ 孔培养板中，培养结束后，ＰＢＳ 洗 ３ 次，
Ｈ２ＤＣＦＤＡ 储存液与 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 按 １ ∶ １ ０００ 配制，
每孔加入 Ｈ２ＤＣＦＤＡ 工作液 ５００ μｌ，孵育 ３０ ｍｉｎ。
弃去染料，用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，在显微镜下观察并拍照。
用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６ư ０ 软件测量绿色荧光的平均吸

光度，评价 ＲＯＳ 的生成情况。 实验重复 ３ 次。
１． ８　 酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测细胞上清液

中 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８ 和细胞中 ＧＳＨ、ＳＯＤ 的表达　 按照

１ư ３ 分组方式，将对数生长期的细胞均匀接种于 ６
孔板中，细胞培养结束后，收集细胞上清液用 ＥＬＩＳＡ
法检测 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃１８、ＧＳＨ 和 ＳＯＤ 水平，按照 ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书操作。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞内蛋白表达情况 　 按

照 １ư ３ 分组方式，将对数生长期的细胞均匀接种于

６ 孔培养板中，向细胞中加入适量的 ＲＩＰＡ 裂解液，
使其充分裂解后，收集上清液，用 ＢＣＡ 蛋白定量试

剂盒测定蛋白浓度。 将蛋白变性后进行电泳转膜封

闭等步骤，将目的蛋白与相应的一抗 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、ＡＳＣ、ＮＯＸ４、ＧＡＰＤＨ 在 ４ ℃条件下孵育过夜，ＴＢＳＴ
洗涤后，加二抗室温孵育 １ ｈ，显影后用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

对图片进行灰度值分析。 实验重复 ３ 次。
１． １０　 统计学处理　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ư ０ 软件

进行统计分析，所有结果均以 �ｘ ± ｓ 表示，多组资料

之间的比较采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０ư ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＰＡ 暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞活力的影响　
ＣＣＫ⁃８ 法检测结果显示，ＰＡ（２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）分别干预

（６、９、１２、２４ ｈ）后，实验组与 ＢＳＡ 组相比，ＰＡ 可时

间依赖性的降低 ＨＫ⁃２ 细胞的细胞活力（Ｆ ＝ ５９ư ６１，
Ｐ ＜ ０ư ０１），见图 １。 实验结果表明，随着暴露时间的

延长，ＰＡ 对 ＨＫ⁃２ 细胞的损伤作用增加。

图 １　 ＰＡ 暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞活力的影响

１：ＢＳＡ 组；２：ＰＡ ６ ｈ 组；３：ＰＡ ９ ｈ 组；４：ＰＡ １２ ｈ 组；５：ＰＡ ２４ ｈ

组；与 ＢＳＡ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

２． ２　 ＰＡ暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞内脂质沉积的

影响　 油红染色结果显示，ＢＳＡ 组细胞内未见脂质沉

积，而随着 ＰＡ 暴露时间的增加，ＨＫ⁃２ 细胞内的脂质

沉积程度增加（Ｆ ＝ １５５ư １８３，Ｐ ＜ ０ư ０１），尤其在 ＰＡ 暴

露 １２、２４ ｈ 时最为明显，见图 ２。 研究结果表明，ＰＡ
暴露可通过脂毒性引起 ＨＫ⁃２ 细胞损伤。
２． ３　 ＰＡ 暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞凋亡的影响　
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Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 染色结果显示，与 ＢＳＡ 组相比，
随着 ＰＡ 暴露时间的延长，细胞凋亡率显著升高（Ｆ
＝１７ư ６７５，Ｐ ＜ ０ư ０５），特别是在 ２４ ｈ。 见图 ３。 实验

结果表明，ＰＡ 暴露能导致 ＨＫ⁃２ 细胞的凋亡。
２． ４ 　 ＰＡ 暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞中 ＳＯＤ 和

ＧＳＨ 活性及 ＲＯＳ 生成的影响　 ＥＬＩＳＡ 实验结果显

示，ＰＡ 分别刺激 ６、９、１２、２４ ｈ 后，随着暴露时间的

增加，细胞内 ＧＳＨ 和 ＳＯＤ 的活性均降低（ＦＧＳＨ ＝
６７ư １８３，Ｐ ＜ ０ư ０５ 或 Ｐ ＜ ０ư ０１；ＦＳＯＤ ＝ １５５ư ５３２，Ｐ ＜
０ư ０１）。 见图 ４。 实验表明 ＰＡ 暴露能降低 ＨＫ⁃２ 细

胞抗氧化能力。 同时该实验观察了 ＰＡ 暴露不同时

间对 ＨＫ⁃２ 细胞中 ＲＯＳ 生成的影响。 结果显示，

ＢＳＡ 组 ＨＫ⁃２ 细胞中只有较低水平的 ＲＯＳ 生成，而
与 ＢＳＡ 组比较， ＰＡ 暴露时间越长，ＨＫ⁃２ 细胞中

ＲＯＳ 积累越明显 （ Ｆ ＝ １０３ư １２４，Ｐ ＜ ０ư ０５ 或 Ｐ ＜
０ư ０１），见图 ５。 结果表明，ＰＡ 暴露可导致 ＨＫ⁃２ 细

胞 ＲＯＳ 生成增多和抗氧化能力下降。
２． ５　 ＰＡ 暴露不同时间对上清液中 ＩＬ⁃１β和 ＩＬ⁃１８
水平的影响 　 ＥＬＩＳＡ 实验结果显示，与 ＢＳＡ 组比

较，ＰＡ 暴露时间越长，分泌到细胞上清液的 ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃１８ 水平增加（ＦＩＬ⁃１β ＝ ５ư ９６１，Ｐ ＜ ０ư ０１；ＦＩＬ⁃１８ ＝
３ư ７８４，Ｐ ＜ ０ư ０５ 或 Ｐ ＜ ０ư ０１），２４ ｈ 浓度最高，表明

ＰＡ 暴露可导致 ＨＫ⁃２ 细胞出现炎症反应水平增加。
见图 ６。

图 ２　 ＰＡ 暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞脂质进入细胞程度的影响　 × ２００
　 　 Ａ：ＰＡ 刺激不同时间脂质沉积情况；Ｂ：脂质沉积半定量分析；１：ＢＳＡ 组；２：ＰＡ ６ ｈ 组；３：ＰＡ ９ ｈ 组；４：ＰＡ １２ ｈ 组；５：ＰＡ ２４ ｈ 组；与 ＢＳＡ 组比

较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

图 ３　 ＰＡ 暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞凋亡的影响

Ａ：ＰＡ 暴露不同的时间 ＨＫ⁃２ 细胞凋亡流式图；Ｂ：ＰＡ 暴露不同的时间 ＨＫ⁃２ 细胞凋亡定量分析图；１：ＢＳＡ 组；２：ＰＡ ６ ｈ 组；３：ＰＡ ９ ｈ 组；４：

ＰＡ １２ ｈ 组；５：ＰＡ ２４ ｈ 组；与 ＢＳＡ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５
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图 ４　 ＰＡ 暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞 ＧＳＨ、ＳＯＤ 水平的影响

Ａ：ＰＡ 暴露对 ＧＳＨ 水平的影响；Ｂ：ＰＡ 暴露对 ＳＯＤ 水平的影响；１：ＢＳＡ 组；２：ＰＡ ６ ｈ 组；３：ＰＡ ９ ｈ 组；４：ＰＡ １２ ｈ 组；５：ＰＡ ２４ ｈ 组；与 ＢＳＡ 组

比较： ∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

图 ５　 ＰＡ 暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞内 ＲＯＳ 水平的影响　 × ２００
Ａ：ＰＡ 暴露不同时间 ＨＫ⁃２ 细胞 ＲＯＳ 的生成情况；Ｂ： ＲＯＳ 生成半定量分析；１：ＢＳＡ 组；２：ＰＡ ６ ｈ 组；３：ＰＡ ９ ｈ 组；４：ＰＡ １２ ｈ 组；５：ＰＡ ２４ ｈ

组；与 ＢＳＡ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

图 ６　 ＰＡ 暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞上清液中 ＩＬ⁃１β和 ＩＬ⁃１８ 水平的影响

Ａ：ＰＡ 暴露后 ＨＫ⁃２ 细胞上清液中 ＩＬ⁃１β 水平；Ｂ：ＰＡ 暴露后 ＨＫ⁃２ 细胞上清液中 ＩＬ⁃１８ 水平；１：ＢＳＡ 组；２：ＰＡ ６ ｈ 组；３：ＰＡ ９ ｈ 组；４：ＰＡ １２ ｈ
组；５：ＰＡ ２４ ｈ 组；与 ＢＳＡ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１

２． ６ 　 ＰＡ 暴露不同时间对 ＨＫ⁃２ 细胞 ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ 和 ＮＯＸ４ 表达的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验结果显示，ＢＳＡ 组 ＨＫ⁃２ 细胞中 ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ 和 ＮＯＸ４ 的表达水平较低，与 ＢＳＡ
组比较，ＰＡ 暴露时间越长，ＨＫ⁃２ 细胞中 ＮＬＲＰ３、

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ 和 ＮＯＸ４ 蛋 白 的 表 达 显 著 增 加

（ＦＮＬＲＰ３ ＝ ６８ư ２４１， Ｐ ＜ ０ư ０５ 或 Ｐ ＜ ０ư ０１；ＦＣａｓｐａｓｅ⁃１ ＝
１０８ư ４２３， Ｐ ＜ ０ư ０５ 或 Ｐ ＜ ０ư ０１；ＦＡＳＣ ＝ １６１ư ２５３， Ｐ ＜
０ư ０５ 或 Ｐ ＜ ０ư ０１；ＦＮＯＸ４ ＝ ８４ư ２５３， Ｐ ＜ ０ư ０５ 或 Ｐ ＜
０ư ０１）。 见图 ７。 实验表明 ＮＯＸ４⁃ＮＬＲＰ３ 炎症小体
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参与了 ＰＡ 暴露导致的 ＨＫ⁃２ 细胞的损伤。

３　 讨论

　 　 ＤＮ 是糖尿病最严重、最常见的并发症之一，最
终会导致慢性肾功能衰竭，这也是糖尿病患者死亡

的重要原因之一。 越来越多的证据表明，除了肾小

球的损伤外，ＨＫ⁃２ 细胞的损伤在 ＤＮ 中具有重要作

用。 越来越多的研究［６］表明，２ 型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）患
者血浆中含有游离脂肪酸（ＦＦＡｓ）的水平高于健康

人群，而过高的 ＦＦＡｓ 可导致机体胰岛素抵抗，并引

起胰岛素分泌异常，这可能是 Ｔ２ＤＭ 发病的主要诱

因。 ＰＡ 是 ＦＦＡｓ 中含量最丰富的饱和脂肪酸，约占

ＦＦＡｓ 总量的 ２５％ 。 该课题组前期研究［７］ 表明，ＨＫ⁃
２ 细胞在 ＰＡ 的刺激下，引起细胞凋亡并且加重了肾

损伤。 该研究结果显示，细胞活力随 ＰＡ 作用时间

延长显著降低，细胞凋亡率和脂质沉积随 ＰＡ 作用

时间延长显著增加，表明 ＰＡ 暴露可时间依赖性的

导致 ＨＫ⁃２ 细胞损伤，可能是 ＤＮ 发生发展的重要诱

因。
目前，ＰＡ 暴露导致的 ＨＫ⁃２ 细胞损伤的机制尚

不完全清楚。 细胞内 ＲＯＳ 升高在 ＤＮ 的发病机制

中起着重要作用。 有研究［８］ 显示，多酚酸酯可通过

调节 ＤＮ 中 ＮＯＸ４ 的活性来预防高糖诱导的足细胞

损伤。 前期研究［９］显示，ＰＡ 暴露可明显增加肾小球

系膜细胞 ＮＯＸ４ 介导的 ＲＯＳ 生成增加，导致肾小球

系膜细胞纤维化。 在该研究中，随着 ＰＡ 暴露时间

的延长，ＨＫ⁃２ 细胞中 ＲＯＳ 水平和 ＮＯＸ４ 的表达明

显同步增加，说明 ＮＯＸ４ 介导的 ＲＯＳ 积累与 ＰＡ 导

致的 ＨＫ⁃２ 细胞损伤密切相关。 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 是细

胞内重要的抗氧化分子，维持机体中氧化与抗氧化

系统之间的平衡。 在该实验中，随着 ＰＡ 暴露时间

的延长，ＨＫ⁃２ 细胞中 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 出现下降，表明

ＰＡ 可以导致 ＨＫ⁃２ 细胞抗氧化作用减弱。 这些结

果表明，ＰＡ 暴露可导致 ＨＫ⁃２ 细胞氧化还原状态失

衡，可通过增强氧化应激引起 ＨＫ⁃２ 的损伤和凋亡。
慢性炎症在 ＤＮ 的形成中起着重要作用，氧化

应激可以进一步激活炎症小体，促进炎症反应的发

生发展，加重 ＤＮ 的病理损伤。 炎症小体激活是促

进炎症反应的中心环节， 多种因素可以导致 ＮＬＲＰ３
激活，将 ｐｒｏ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 裂解为 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１，从而促进

ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 前体的成熟和释放［１０］。 有研究［１１］表

明，在 ＨＧ 诱导的 ＨＫ⁃２ 细胞中 ＮＬＲＰ３ 的表达增加，
ＩＬ⁃１８、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＩＬ⁃１β 的表达也增加。 研究［１２］

表明，机体中过多 ＲＯＳ 可以激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小体，
引起肾损伤，二氢槲皮素显著抑制细胞增殖和 ＲＯＳ
的过量产生，并减轻 ＮＬＲＰ３ 的激活和肾纤维化。 该

研究结果显示，在 ＰＡ 诱导的 ＨＫ⁃２ 细胞中，ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 以及 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 促炎因子的表达

均显著升高，随着 ＰＡ 暴露时间的延长，这些炎症相

关蛋白的表达进一步升高。 这些结果表明，ＰＡ 诱导

可以激活 ＨＫ⁃２ 细胞中的 ＮＬＲＰ３ 炎症小体，从而导

致 ＨＫ⁃２ 细胞的炎症损伤。

图 ７　 ＰＡ 暴露对 ＨＫ⁃２ 细胞 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ 和 ＮＯＸ４ 表达的影响

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白的表达情况；Ｂ ～ Ｅ：ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＡＳＣ 和 ＮＯＸ４ 的半定量分析；１：ＢＳＡ 组；２：ＰＡ ６ ｈ 组；３：ＰＡ ９ ｈ 组；４：
ＰＡ １２ ｈ 组；５：ＰＡ ２４ ｈ 组；与 ＢＳＡ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１
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　 　 综上所述，ＰＡ 可以诱导 ＨＫ⁃２ 细胞的损伤，其
机制可能与激活 ＮＯＸ４⁃ＮＬＲＰ３ 炎症小体，导致 ＨＫ⁃
２ 细胞氧化应激和炎症有关。 该实验表明高血脂可

能在糖尿病肾病的发病中具有重要作用，这对找到

有效的预防或保护方法来延缓 ＤＮ 的进展具有重要

意义。
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