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摘要　目的　探讨兰索拉唑（ＬＰＺ）对顺铂（ＣＩＳ）诱导的小鼠急性肾损伤与肾小管上皮细胞损伤的影响。方法　将 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠与肾小管上皮细胞分为以下４组：正常对照（ＮＣ）组、兰索拉唑（ＬＰＺ）组、顺铂（ＣＩＳ）组和顺铂＋兰索拉唑（ＣＩＳ＋ＬＰＺ）组。
动物实验采用生理盐水溶解ＬＰＺ（２５ｍｇ／ｋｇ），连续３ｄ腹腔注射小鼠ＬＰＺ后，腹腔注射顺铂（２０ｍｇ／ｋｇ）一次。继续喂养小鼠３
ｄ，收集小鼠血清检测血肌酐（ＣＲＥ）和尿素氮（ＢＵＮ）水平。采用ＨＥ染色、ＰＡＳ染色观察肾脏病理，透射电镜观察肾脏超微结
构改变。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组化检测肾损伤因子１（ＫＩＭ１）、中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（ＮＧＡＬ）与焦亡相关蛋白表
达水平的改变。细胞实验选用顺铂（２０μｍｏｌ／Ｌ）与 ＬＰＺ（５μｍｏｌ／Ｌ）刺激细胞２４ｈ后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
ＫＩＭ１、ＮＧＡＬ以及焦亡相关因子的表达。结果　与ＮＣ组相比，ＣＩＳ组ＣＲＥ和ＢＵＮ水平升高，ＬＰＺ处理后加重了小鼠的血清
学指标（Ｐ＜０００１）。肾脏组织病理学检查显示，与ＣＩＳ组相比，ＬＰＺ＋ＣＩＳ组小鼠肾组织肾小管扩张明显、炎症细胞浸润和糖
原沉积增加（Ｐ＜０００１）。电镜结果表明ＣＩＳ组小鼠线粒体肿胀，膜密度增加，线粒体嵴减少或缺失，ＬＰＺ＋ＣＩＳ组加重了这些
变化。体内、体外实验均证实ＬＰＺ处理后促进了ＣＩＳ诱导的小鼠急性肾损伤与肾小管上皮细胞中肾脏损伤因子ＫＩＭ１、ＮＧＡＬ
与肾脏焦亡关键因子（Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ、ＮＬＲＰ３和ＩＬ１８）的表达水平的升高（Ｐ＜０００１）。结论　ＬＰＺ通过增强肾小管上皮
细胞焦亡促进顺铂诱导的肾脏损伤。
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　　急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）近年来发
病率明显升高，ＡＫＩ是由药物毒性如顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，
ＣＩＳ）、缺血再灌注损伤和脓毒症等多因素引起的临
床综合征［１］，使用ＣＩＳ的癌症患者容易发生ＡＫＩ［２］。
因此在ＣＩＳ治疗期间应尽可能减少促进ＡＫＩ进展的
危险因素。细胞焦亡是一种新发现的细胞程序性死

亡方式［３］，在拮抗感染和内源性危险信号中发挥重

要作用，当细胞焦亡引起过度炎症反应时，可导致

ＡＫＩ的发生发展。质子泵抑制剂（ｐｒｏｔｏｎｐｕｍｐｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ，ＰＰＩ）是治疗消化道疾病的最常用药物之一，
但它们会引起一些不良肾脏事件。最近的大型临床

队列研究显示，ＰＰＩ可增加 ＡＫＩ或慢性肾脏疾病
（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅｓ，ＣＫＤ）进展到终末期肾病
（ｅｎｄｓｔａｇｅｒｅｎａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＥＳＲＤ）的风险［４］。ＣＩＳ可

引起胃肠道反应，常与 ＰＰＩ联用［５］。目前仍缺乏针

对化疗患者消化道不适的安全有效的治疗方法，因

此，识别潜在机制并制定有效的治疗方案至关重要。

兰索拉唑（ｌａｎｓｏｐｒａｚｏｌｅ，ＬＰＺ）是最常用的 ＰＰＩ之一，
该研究旨在探讨其对 ＣＩＳ诱导的 ＡＫＩ的作用及机
制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　２４只雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
（约６～８周龄，２０～２２ｇ）购自安徽医科大学实验动
物中心。将小鼠随机分为４组（每组６只）：ＮＣ组、
ＬＰＺ组、ＣＩＳ组和ＣＩＳ＋ＬＰＺ组。采用生理盐水溶解
ＬＰＺ（２５ｍｇ／ｋｇ）与 ＣＩＳ（２０ｍｇ／ｋｇ）［６］，ＬＰＺ组采用
ＬＰＺ连续腹腔注射３ｄ，继续饲养３ｄ。ＣＩＳ组采用
腹腔注射 ＣＩＳ单次，继续饲养３ｄ。ＣＩＳ＋ＬＰＺ采用
小鼠连续腹腔注射３ｄＬＰＺ后注射 ＣＩＳ单次，正常
喂养小鼠３ｄ。５％异氟醚吸入麻醉，眼球取血，给予
小鼠安乐死。随后，收集肾脏和血液样本进行组织

学分析和生化检测。实验动物均经过安徽医科大学

动物研究伦理委员会批准（ＬＬＳＣ２０２４０１９９），并符合
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美国国立卫生研究院（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆＨｅａｌｔｈ，
ＮＩＨ）实验动物管理和使用指南。
１．２　主要仪器　石蜡包埋机、石蜡切片机和冰冻切
片机购自德国莱卡微系统（上海）贸易有限公司；多

功能酶标仪购自美国 ＰＥ公司；荧光定量 ＰＣＲ仪
ＡＢＩ购自美国赛默飞世尔科技有限公司；正置荧光
显微镜购自日本 ＯＬＹＭＰＵＳ有限公司；电泳仪和转
膜仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显影系统
ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ６００购自美国通用公司；ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００超微量分光光度计购自赛默飞世尔科技有限
公司；透射电镜购自日本电子公司（ＪＥＭ１４００）。
１．３　抗体与试剂　顺铂（ＣＡＳ１５６６３２７１）购自阿
拉丁生物技术研究所（上海），兰索拉唑购自 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司。ＫＩＭ１和ＮＧＡＬ抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａ
ｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（美国）；ＮＬＲＰ３、ＩＬ１８抗体从 Ａｂｃａｍ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（英国）获得。ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ
和ＩＬ１β取自Ａｂｃｌｏｎａｌ生物技术公司（美国）。苏木
精－伊红（ＨＥ）染色试剂盒和过碘酸希夫（ＰＡＳ）染
色试剂盒购自碧云天生物科技有限公司（南京）。

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００由ＳｃｉｅｎｃＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（美国）提
供。尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）、肌酐（ｃｒｅａｔ
ｉｎｉｎｅ，ＣＲＥ）、谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，
ＡＬＴ）试剂盒购自南京建成生物工程研究所。
１．４　方法
１．４．１　一般生化指标的检测　收集血清样本，按照
说明书检测血清ＢＵＮ、ＣＲＥ、ＡＬＴ水平。
１．４．２　肾脏组织病理形态学观察　切除肾脏后，在
４％多聚甲醛中固定１６ｈ。将脱水后的肾脏组织包
埋在石蜡块中，切成４μｍ厚的切片。组织切片脱
蜡后进行ＨＥ和ＰＡＳ染色，组织学分析，评价肾脏结
构。使用ＺｅｉｓｓＸ１０显微镜在比例尺 ＝５０μｍ放大
下观察染色切片。光镜下随机选取１０个视野，计数
肾小管损伤面积的百分比，半定量评估肾小管损伤

程度，评分根据皮髓交界肾小管上皮细胞坏死、脱

落、刷状缘脱落、裸基底膜及管型形成，按面积分为：

０分（无）；１分（＜２５％）；２分（２６％～５０％）；３分
（５１％～７５％）；４分（＞７５％）。
１．４．３　肾脏组织电镜　将肾脏组织切成２ｍｍ×２
ｍｍ大小，先依次放置于３％戊二醛和１％锇酸中进
行固定处理，用丙酮对其脱水，最后用环氧树脂对组

织进行包埋。定位，制作超薄切片。用醋酸铀和枸

橼酸铅对切片进行双重染色。然后在透射电镜下观

察肾脏细胞线粒体形态和结构并拍照。

１．４．４　免疫组化染色　采用热诱导抗原修复法进

行免疫组织化学染色。肾组织切片在９５℃微波中
加热２０ｍｉｎ，加入３％ Ｈ２Ｏ２孵育。在３７℃下用山
羊血清封闭切片 ３０ｍｉｎ，然后在 ４℃下用 ＫＩＭ１
（１∶２００）、ＮＧＡＬ（１∶２００）、ＮＬＲＰ３（１∶２００）、
Ｃａｓｐａｓｅ１（１∶２００）、ＧＳＤＭＤ（１∶２００）等抗体孵育
２４ｈ。切片使用 ＰＢＳ清洗后，与对应的二抗原液在
３７℃孵育３０ｍｉｎ。使用 ＤＡＢ显色，切片于显微镜
下观察，采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０软件对免疫组织化
学染色图像进行定量分析。

１．４．５　细胞培养　肾小管上皮细胞（ｍｏｕｓｅｒｅｎａｌ
ｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＭＴＥＣ）细胞来源于中国科学
院细胞库（上海）。所有细胞保证处于第６代和第
１５代之间的，并在 ＨｙＣｌｏｎｅＴＭ ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中
生长，培养基中含有５％ ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ，美国），在３７
℃、５％ ＣＯ２的潮湿气氛下生长。使用 ２０μｍｏｌ／Ｌ
ＣＩＳ［７］和５μｍｏｌ／ＬＬＰＺ处理［６］，孵育２４ｈ后收集细
胞用于进一步分析。

１．４．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验　使用ＴＲＩｚｏｌ试剂从肾
组织和细胞中提取ＲＮＡ。使用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光
光度计检测ＲＮＡ的浓度和纯度。将ＲＮＡ逆转录成
ｃＤＮＡ并进行扩增。ＰＣＲ循环条件如下：６５℃、３０
ｓ，９５℃、５ｍｉｎ，６０℃、１０ｓ，７２℃、５ｓ，共４０个循环。
采用 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＲＴＰＣＲ检测 ＫＩＭ１、ＮＧＡＬ、
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ１β、ＩＬ１８、βａｃｔｉｎ的 ｍＲＮＡ
水平。以２－ΔΔＣＴ法分析测定基因表达水平。引物序
列见表１。

表１　实时定量ＰＣＲ目的基因引物序列
Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ

ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

Ｍｏｕｓｅｇｅｎｅ　　Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′３′） 　Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′３′）
ＫＩＭ１ ＣＡＧＧＧＡＡＧＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡ ＧＡＧＡＣＡＣＧＧＡＡＧＧＣＡＡＣＣＡＣ
ＮＧＡＬ ＡＣＡＡＣＣＡＧＴＴＣＧＣＣＡＴＧＧＴＡ ＡＧＣＴＣＣＴＴＧＧＴＴＣＴＴＣＣＡＴＡＣＡＧ
Ｃａｓｐａｓｅ１ ＧＣＣＴＧＴＴＣＣＴＧＴＧＡＴＧＴＧＧ ＴＧＣＣＣＡＣＡＧＡＣＡＴＴＣＡＴＡＣＡＧＴＴＴＣ
ＧＳＤＭＤ ＡＴＧＣＣＡＴＣＧＧＣＣＴＴＴＧＡＧＡＡＡ ＡＧＧＣＴＧＴＣＣＡＣＣＧＧＡＡＴＧ
ＩＬ１β ＴＣＡＴＴＧＴＧＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＡＧ ＡＧＧＣＣＡＣＡＧＧＴＡＴＴＴＴＧＴ
ＩＬ１８ ＧＡＣＡＧＣＣＴＧＴＧＴＴＣＧＡＧＧＡＴ

ＡＴＧ
ＴＧＴＴＣＴＴＡＣＡＧＧＡＧＡＧＧＧＴＡＧＡＣ

βａｃｔｉｎ ＣＧＣＣＧＣＣＡＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧ ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡＧＡＣＧＧ

１．４．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　取适量肾脏组织，加入
裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１）提取蛋白，并进行
ＢＣＡ蛋白定量分析。蛋白进行十二烷基硫酸钠 －
聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳，随后将蛋白转
移至硝酸纤维素膜上。配制１×快速封闭液，封闭
１５～３０ｍｉｎ。将膜分别放入抗 βａｃｔｉｎ（１∶５０００）、
抗ＧＰＸ４（１∶５００）和抗 ＡＣＳＬ４（１∶１０００）一抗中４
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℃孵育过夜。用 ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。加
入ＨＲＰ标记的山羊抗兔／小鼠ＩｇＧ二抗（１∶５０００）
孵育５０ｍｉｎ。ＴＢＳＴ洗膜３次，使用化学发光系统曝
光条带。使用ＩｍａｇｅＪ测量条带的灰度值。
１．４．８　免疫荧光染色　将 ＭＴＥＣ细胞生长在玻璃
玻片上，３７℃丙酮固定１０ｍｉｎ，然后用１０％牛血清
白蛋白（碧云天，北京）在３７℃封闭１０ｍｉｎ。然后
将细胞与一抗 ＫＩＭ１（１∶２００）、ＮＧＡＬ（１∶２００）、
ＧＳＤＭＤ（１∶２００）孵育过夜，ＰＢＳ洗涤３次，最后与
山羊抗兔 ＩｇＧｒｈｏｄａｍｉｎｅ抗体（１∶２００）（博奥森，北
京）在３７℃避光孵育１ｈ。用ＤＡＰＩ对细胞核进行复
染。使用荧光倒置显微镜（蔡司，德国）拍摄图像。

１．５　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２３０软件进行分析，
所有实验数据采用 珋ｘ±ｓ表示。多组间均数比较采
用单因素方差分析，两两比较行 ＬＳＤ检验，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＰＺ加重 ＣＩＳ诱导的小鼠肾脏损伤　与 ＮＣ

组相比，ＣＩＳ组小鼠 ＣＥＲ（Ｐ＜０００１）和 ＢＵＮ（Ｐ＜
０００１）升高；与ＣＩＳ组相比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组 ＣＲＥ、ＢＵＮ
显著上升（Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１），见图 １Ａ、Ｂ。与
ＮＣ组相比，ＣＩＳ组与ＣＩＳ＋ＬＰＺ组肝功能没有显著改
变，见图１Ｃ。ＨＥ染色结果显示，ＮＣ组小鼠肾小管形
态正常，无扩张，无明显炎症细胞浸润，细胞形态清

晰，而ＣＩＳ组小鼠肾小管明显扩张、大量炎症细胞浸
润。与ＣＩＳ组相比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组小鼠肾小管扩张明
显增加、炎症细胞浸润增多，见图１Ｄ，差异有统计学
意义（Ｐ＜０００１）。ＰＡＳ染色结果显示，ＣＩＳ小鼠糖原
沉积明显，肾小管扩张，而ＣＩＳ＋ＬＰＺ处理加重了上述
改变，见图１Ｅ，差异有统计学意义（Ｐ＜０００１）。透射
电镜观察显示ＣＩＳ组细胞肿胀，部分内容物外溢，而
ＣＩＳ＋ＬＰＺ组细胞肿胀明显加重，见图１Ｆ。
２．２　ＬＰＺ加重ＣＩＳ诱导的小鼠肾损伤因子的表达
　免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＫＩＭ１和ＮＧＡＬ的表
达，与 ＮＣ组相比，ＣＩＳ组肾脏组织 ＫＩＭ１和 ＮＧＡＬ
表达升高，且变化有统计学意义（Ｐ＜０００１，Ｐ＜
０００１）；ＣＩＳ＋ＬＰＺ组ＫＩＭ１和ＮＧＡＬ表达与ＣＩＳ

图１　ＬＰＺ加重ＣＩＳ诱导的
小鼠肾脏损伤

Ｆｉｇ．１　ＬＰＺａｇｇｒａｖａｔｅｓＣＩＳ
ｉｎｄｕｃｅｄｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅ
Ａ：ＳｅｒｕｍＣＲＥ（Ｆ＝４０６０）；

Ｂ：Ｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ（Ｆ＝７０５７）；Ｃ：ＡＬＴ（Ｆ＝０００５４３０）；Ｄ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌｅｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎ
ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｆ＝４５９５）×４００；Ｅ：ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｓｃａｌｅｏｆｇｌｙｃｏｇｅｎｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅ（Ｆ＝６７２８）×
４００；Ｆ：Ｔｈｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｈａｎｇｅｓｃａｌｅｏｆｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ＴＥＭ）×２５００；ａ：ＮＣ；ｂ：ＬＰＺ；ｃ：ＣＩＳ；ｄ：ＣＩＳ
＋ＰＺ；ｔｈｅｓｃａｌｅ＝５００ｎｍ；Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣＩＳｇｒｏｕｐ．
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组相比均增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０００１，Ｐ＜
０００１），见图２Ａ－Ｃ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ表明 ＣＩＳ小鼠
肾脏组织ＫＩＭ１和ＮＧＡＬ的ＲＮＡ水平增加，ＬＰＺ进
一步加重了 ＣＩＳ诱导的小鼠肾脏肾损伤因子的表
达，见图２Ｄ。
２．３　ＬＰＺ加重ＣＩＳ诱导的小鼠肾组织焦亡水平　
免疫组化检测显示与ＮＣ组相比，ＣＩＳ组小鼠肾脏肾
组织中焦亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ、ＮＬＲＰ３水平显
著升高（Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１），而ＣＩＳ和
ＬＰＺ处理增加了Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ、ＮＬＲＰ３水平，差
异有统计学意义（Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１），
见图３Ａ－Ｃ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测与ＮＣ组相比，ＣＩＳ
组小鼠肾脏肾组织中焦亡关键基因Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤ
ＭＤ、ＩＬ１β、ＩＬ１８水平显著升高（Ｐ＜０００１，Ｐ＜
０００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１），而 ＣＩＳ和 ＬＰＺ处理增
加了 Ｃａｓｐａｓｅ１，ＧＳＤＭＤ，ＩＬ１β，ＩＬ１８水平，差异有

统计学意义（Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜
０００１），见图３Ｄ。
２．４　ＬＰＺ加重ＣＩＳ诱导的肾小管上皮细胞损伤　
免疫荧光检测肾损伤因子 ＫＩＭ１与 ＮＧＡＬ表达，与
ＮＣ组相比，ＣＩＳ刺激组肾小管上皮细胞中 ＫＩＭ１与
ＮＧＡＬ表达升高，而ＬＰＺ＋ＣＩＳ组加重了肾小管上皮
细胞中ＫＩＭ１与ＮＧＡＬ表达，见图４Ａ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测表明，ＣＩＳ刺激组肾小管上皮细胞中 ＫＩＭ１与
ＮＧＡＬ表达升高，而ＬＰＺ＋ＣＩＳ组加重了肾小管上皮
细胞中ＫＩＭ１与ＮＧＡＬ蛋白与ＲＮＡ的表达，差异有
统计学意义（Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１），见图４Ｂ。
２．５　ＬＰＺ加重ＣＩＳ诱导的肾小管上皮细胞焦亡　
免疫荧光检测各组肾小管上皮细胞焦亡关键蛋白

ＧＳＤＭＤ蛋白水平的表达，与 ＮＣ组相比，ＣＩＳ组 ＧＳ
ＤＭＤ的表达升高，与 ＣＩＳ组相比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组加重
了ＧＳＤＭＤ的表达，见图５Ａ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明

图２　ＬＰＺ加重ＣＩＳ诱导的

小鼠肾损伤因子的表达 ×４００

Ｆｉｇ．２　ＬＰＺａｇｇｒａｖａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＣＩＳｉｎｄｕｃｅｄｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｍｉｃｅ×４００

Ａ－Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＭ１（Ｆ＝５２７１）ａｎｄ

ＮＧＡＬ（Ｆ＝３６６５）ｉｎｍｏｕｓｅｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｄｅｔｅｃ

ｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ

ｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＫＩＭ１（Ｆ＝３３３３）ａｎｄＮＧＡＬ（Ｆ＝４９１１）ｉｎｍｏｕｓｅｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ；Ｄ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏ

ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＭ１（Ｆ＝３６４８）ａｎｄＮＧＡＬ（Ｆ＝３２９３）ｉｎｍｏｕｓｅｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ；ａ：ＮＣ；ｂ：ＬＰＺ；ｃ：ＣＩＳ；ｄ：ＣＩＳ＋ＰＺ；Ｐ＜０００１ｖｓＮＣ

ｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣＩＳｇｒｏｕｐ．
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图３　ＬＰＺ加重ＣＩＳ诱导的小鼠肾组织焦亡水平 ×４００

Ｆｉｇ．３　ＬＰＺａｇｇｒａｖａｔｅｓｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｒｅｎａｌｓｃｏｒｃｈｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＩＳ×４００

Ａ：ＮＬＲＰ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｆ＝６９５８）；Ｂ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｆ＝４０９５）；Ｃ：ＧＳＤＭＤｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｆ＝７３２０）；Ｄ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆＬＰＺｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ１（Ｆ＝６６５９），ＧＳＤＭＤ（Ｆ＝３１９８），ＩＬ１β（Ｆ＝２１１６）ａｎｄＩＬ１８（Ｆ＝１０７５）ｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＩＳ；

ａ：ＮＣ；ｂ：ＬＰＺ；ｃ：ＣＩＳ；ｄ：ＣＩＳ＋ＰＺ；Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣＩＳｇｒｏｕｐ．

与ＮＣ组相比，ＣＩＳ组ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ
１β、ＩＬ１８的表达升高，与 ＣＩＳ组相比，ＣＩＳ＋ＬＰＺ组
加重了 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ、ＩＬ１β、ＩＬ１８的
表达，差异有统计学意义（Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜
０００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１），见图５Ｂ。

３　讨论

ＣＩＳ是许多恶性肿瘤，如肺癌和卵巢癌的有效
一线化疗药物。然而，由于其肾毒性，ＣＩＳ在临床上
的应用受到限制［８］。已有研究［９］表明，２０％ ～４０％
使用ＣＩＳ的癌症患者会发生 ＡＫＩ。由于目前尚缺乏
预防和治疗 ＣＩＳ诱导的 ＡＫＩ的有效方法，因此在
ＣＩＳ治疗期间应尽可能减少促进 ＡＫＩ进展的危险因
素。在临床实践中，ＣＩＳ作为一种高致吐性化疗药
物，常与ＰＰＩ联合使用。ＰＰＩ是治疗多种适应证（包
括胃食管反流病和胃十二指肠疾病）最常用的药物

之一［１０－１１］。有证据［４］表明，在接受ＣＩＳ治疗的癌症
患者中，约６５％接受了 ＰＰＩ治疗。虽然 ＰＰＩ被认为
具有高度安全性和良好的耐受性，但它们会引起一

些不良肾脏事件。最近的大型临床队列研究显示，

ＰＰＩ可增加 ＡＫＩ、ＣＫＤ进展到 ＥＳＲＤ的发生风险［５］。

因此，为了评估ＰＰＩ与ＣＩＳ联合用药的效果，课题组
使用 ＬＰＺ在 ＣＩＳ诱导的 ＡＫＩ小鼠与细胞中进行实
验。显示ＬＰＺ可以通过增强肾小管上皮细胞的焦
亡促进ＣＩＳ诱导的ＡＫＩ。
　　本研究中，ＬＰＺ处理后增加了 ＣＩＳ诱导的小鼠
的ＣＲＥ和ＢＵＮ水平，同时小鼠肾组织肾小管扩张
明显、炎症细胞浸润和糖原沉积增加。本实验也证

实ＬＰＺ处理后促进了 ＣＩＳ组肾脏损伤因子 ＫＩＭ１、
ＮＧＡＬ的表达。ＮＧＡＬ和 ＫＩＭ１是近年诊断 ＡＫＩ的
新的生物标志物［１２］。ＮＧＡＬ最早被报道于先天性
心脏病患儿体外循环术后合并ＡＫＩ时具有早期提
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图４　ＬＰＺ加重ＣＩＳ诱导的肾小管上皮细胞损伤 ×４００

Ｆｉｇ．４　ＬＰＺａｇｇｒａｖａｔｅｓＣＩＳｉｎｄｕｃｅｄｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙ×４００

Ａ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｆａｃｔｏｒＫＩＭ１ａｎｄＮＧＡＬ；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＫＩＭ１（Ｆ＝２６２８）ａｎｄ

ＮＧＡＬ（Ｆ＝１０３７）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：ＮＣ；ｂ：ＬＰＺ；ｃ：ＣＩＳ；ｄ：ＣＩＳ＋ＰＺ．Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣＩＳｇｒｏｕｐ．

示的作用，近年来的研究逐渐关注当其他疾病合并

ＡＫＩ时它是否同样具有良好的诊断价值。ＫＩＭ１被
认为是一种潜在的 ＡＫＩ标志物，正常情况下，肾脏
组织几乎不表达 ＫＩＭ１蛋白，但是在肾脏损伤后数
小时内ＫＩＭ１的表达水平显著升高。而本研究也
证实ＬＰＺ处理后促进了ＣＩＳ诱导的肾小管上皮细胞
中ＫＩＭ１和ＮＧＡＬ的表达。

本研究中，ＰＰＩ与 ＣＩＳ联合用药增加了肾小管
上皮细胞焦亡水平，包括焦亡关键分子 ＧＳＤＭＤ、

Ｃａｓｐａｓｅ１、ＮＬＲＰ３的表达。细胞焦亡是一种新的程
序性细胞死亡方式，其特征为依赖于半胱天冬酶１
（Ｃａｓｐａｓｅ１），并伴有大量促炎症因子的释放［１３］。它

是一种重要的天然免疫反应，在拮抗感染和内源性

危险信号中发挥重要作用。然而，当细胞焦亡引起

过度炎症反应时，可导致炎症环境，从而导致多种疾

病，如ＡＫＩ、糖尿病、冠心病等。在经典细胞焦亡途
径中，ＮＬＲＰ３、ＮＬＲＣ４、ＡＩＭ２、Ｐｙｒｉｎ等炎症小体被激
活后将活化并裂解ＰｒｏＣａｓｐａｓｅ１形成具有活性的
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图５　ＬＰＺ加重ＣＩＳ诱导的

肾小管上皮细胞焦亡 ×４００

Ｆｉｇ．５　ＬＰＺａｇｇｒａｖａｔｅｓＣＩＳｉｎｄｕｃｅｄ

ｓｃｏｒｃｈｄｅａｔｈｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ×４００

Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｃａｌｅｏｆＧＳＤ

ＭＤｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｉｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＬ

ＲＰ３（Ｆ＝６１７４），Ｃａｓｐａｓｅ１（Ｆ＝４７２８），ＧＳＤＭＤ（Ｆ＝５６１５），ＩＬ１β（Ｆ＝２８７０）ａｎｄＩＬ１８（Ｆ＝２８９７）；ａ：ＮＣ；ｂ：ＬＰＺ；ｃ：ＣＩＳ；ｄ：ＣＩＳ＋ＰＺ；

Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣＩＳｇｒｏｕｐ．

Ｃａｓｐａｓｅ１，Ｃａｓｐａｓｅ１可以裂解 ＧＳＤＭＤ蛋白形成具
有活性的 Ｎ端与 Ｃ端，Ｎ端促使细胞膜穿孔、细胞
死亡；同时 Ｃａｓｐａｓｅ１还可以处理 ｐｒｏＩＬ１β形成有
活性的ＩＬ１β，释放到细胞外扩大炎症反应［１４］。研

究［１４］表明在ＡＫＩ发生时，依赖 ＧａｓｄｅｒｍｉｎＤ发生的
细胞焦亡是肾小管上皮细胞死亡、丢失的重要方式，

也是触发肾脏炎症反应发生的重要原因。本研究显

示ＰＰＩ与ＣＩＳ联合用药进一步增加了肾小管上皮细
胞焦亡水平。

越来越多的研究发现，ＰＰＩ与ＡＫＩ存在关联，尤
其是急性间质性肾炎（ＡＩＮ）。１项纳入１３３例 ＡＩＮ
患者的回顾性研究中，药物相关性 ＡＩＮ有９５例（占
７３％），其中ＰＰＩ可能是主要原因之一［１５］。然而，也

有一项回顾性队列研究［１６］表明，与未用药者相比，

ＰＰＩ联合用药可减轻抗肿瘤药物 ＣＩＳ和氟尿嘧啶引
起的肾毒性，表现为 ＢＵＮ而非血清肌酐 ＣＲＥ的降
低和肾功能衰竭的延迟发生。然而，考虑到数据的

样本量较小，需要对 ＰＰＩ联合 ＣＩＳ治疗的肾脏结局
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进行进一步研究。此外，本研究尚未深入探究 ＰＰＩ
加重 ＣＩＳ诱导焦亡的具体机制和其主要调控的蛋
白，这需要后续的进一步实验研究。
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胰腺星状细胞通过旁分泌效应
促进胰腺癌细胞的 ＰＩＫ３Ｃ２Ａ表达及生长

岳　展１，甄可妙２，崔皓哲２，应万涛１，２

［１安徽医科大学基础医学院，合肥　２３００３２；２医学蛋白质全国重点实验室，北京蛋白质组研究中心，
国家蛋白质科学中心（北京），军事科学院军事医学研究院生命组学研究所，北京　１０２２０６］

摘要　目的　研究胰腺星状细胞（ＰＳＣ）的分泌蛋白对胰腺导管腺癌细胞（ＰＡＮＣ１）的作用及调控机制。方法　通过间接共培
养的方式，收集ＰＳＣ的条件培养基（ＣＭ），分别培养ＰＡＮＣ１细胞０、２、２４ｈ。ＣＣＫ８检测不同刺激时段ＰＡＮＣ１细胞的增殖表
型。运用蛋白质组学手段，分析ＰＡＮＣ１细胞在蛋白水平上发生的变化，并用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证变化最显著的蛋白。结果　与
对照组相比，经ＰＳＣ来源的ＣＭ刺激后，ＰＡＮＣ１细胞增殖速度加快；蛋白质组学数据分析结果表明，ＰＡＮＣ１细胞在 ＰＳＣ的
ＣＭ分别培养０、２、２４ｈ后，代谢相关通路的蛋白表达不断升高；基于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证了ＰＩＫ３Ｃ２Ａ在ＰＡＮＣ１细胞中的升高趋
势，表明ＰＳＣ的ＣＭ可能通过上调ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的表达从而促进ＰＡＮＣ１细胞的增殖。结论　ＰＳＣ的ＣＭ可能通过旁分泌效应上
调ＰＩＫ３Ｃ２Ａ的表达从而促进ＰＡＮＣ１细胞的增殖，提升了肿瘤微环境中ＰＳＣ与胰腺癌细胞之间的交互对话机制的认识。
关键词　胰腺星状细胞；条件培养基；间接共培养；蛋白质组学
中图分类号　Ｑ７３５９
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２４）１１－１９１９－０７
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．１１．００５
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ｗａｎｔａｏ＠ｎｃｐｓｂ．ｏｒｇ．ｃｎ

　　胰腺导管腺癌（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｕｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ，ＰＤＡＣ）恶性程度高，预后差，起病隐匿，其侵袭
性和对化疗的耐药反应与结缔组织高度增生的微环

境密切相关［１］，胰腺星状细胞（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅ
ｃｅｌｌ，ＰＳＣ）是ＰＤＡＣ微环境中数量最多的细胞类型。
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