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摘要　目的　二氯化钴（ＣｏＣｌ２）体外诱导大鼠肾小管上皮细胞（ＮＲＫ５２Ｅ）上皮 －间充质转化（ＥＭＴ）细胞模型的建立方法。
方法　体外培养ＮＲＫ５２Ｅ细胞，随机分为空白对照组（ＮＣ组）和 ＣｏＣｌ２处理组。ＣｏＣｌ２处理组分别进行１、２、３、４个循环的处
理，每个循环包括ＣｏＣｌ２处理９ｈ后于无ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ。采用ＣＣＫ８法筛选ＣｏＣｌ２诱导ＥＭＴ的最佳浓度和时间；通
过光学显微镜和鬼笔环肽染色观察细胞形态学变化；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光法检测ＥＭＴ标志蛋白的表达水平。结果　
与ＮＣ组相比，１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２刺激４８ｈ显著诱导细胞凋亡（Ｐ＜００１），符合后续实验要求。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，１００
μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理ＮＲＫ５２Ｅ细胞９ｈ后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ，重复３个循环，缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）和 α平滑
肌肌动蛋白（αＳＭＡ）的表达升高（Ｐ＜０００１），表明细胞纤维化反应最为明显。通过光学显微镜和罗丹明标记的鬼笔环肽染
色观察，１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理ＮＲＫ５２Ｅ细胞９ｈ后，于无ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ，重复３个循环，ＮＲＫ５２Ｅ细胞的形态学变
化和细胞骨架重排最为显著，模型稳定性最佳。免疫荧光检测结果显示，与ＮＣ组相比，１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理ＮＲＫ５２Ｅ细胞
９ｈ后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ，重复３个循环，纤维基质蛋白ＣｏｌｌａｇｅｎＩ的荧光强度增加（Ｐ＜０００１）。结论　１００μｍｏｌ／
ＬＣｏＣｌ２处理ＮＲＫ５２Ｅ细胞９ｈ后于无ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ，重复３个循环，可成功建立体外ＥＭＴ细胞模型。
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　　慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）是一
种由多种致病因素引起的全球性健康问题［１］。全

球超过１３％的人群患有不同程度的ＣＫＤ，其中大部
分患者最终会发展为终末期肾病（ｅｎｄｓｔａｇｅｒｅｎａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＥＳＲＤ），需依赖透析或肾脏移植维持生命，
给社会和家庭带来了沉重的经济负担［２］。肾脏损

伤的常见诱因包括组织缺氧、肾毒性药物及尿路梗

阻等，而肾小管间质纤维化是不同损伤诱因导致的

ＣＫＤ进展至后期的共同病理特征［３－４］。其中，上皮

－间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）是纤维化的重要特征之一。在 ＥＭＴ过程中，
间充质标志蛋白如 α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）和纤维基质蛋白（主要为 Ⅰ
型胶原蛋白）的表达水平显著升高［５］。在临床上，

缺氧不仅是急性肾损伤的主要诱因，也对ＣＫＤ的进
展具有重要影响。体外实验中，常用二氯化钴［Ｃｏ
ｂａｌｔ（Ⅱ）ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣｏＣｌ２］模拟缺氧环境，其机制是

通过二价钴离子诱导缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎ
ｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）的表达，而反复的 ＣｏＣｌ２
诱导可触发 ＥＭＴ［５］。基于此，本研究通过 ＣｏＣｌ２诱
导大鼠肾小管上皮细胞（ｒａｔｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓｌｉｎｅ，ＮＲＫ５２Ｅ），构建了 ＥＭＴ细胞模型，旨在
为临床研究肾脏纤维化的治疗提供可靠的体外研究

方法［６］。

１　材料与方法

１．１　主要材料
１．１．１　ＮＲＫ５２Ｅ　大鼠肾小管上皮细胞系 ＮＲＫ
５２Ｅ购自武汉普诺赛生命科技有限公司，用含有
１０％胎牛血清和 １％青 －链霉素混合液的 ＤＭＥＭ
培养基，在３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱中进行培
养。

１．１．２　主要试剂和仪器　ＣｏＣｌ２（美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞凋亡试剂盒（武汉
贝博生物公司）；αＳＭＡ、βａｃｔｉｎ一抗（美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ
公司）；ＣｏｌｌａｇｅｎＴｙｐｅⅠ（武汉爱博泰克公司）；罗丹
明标记鬼笔环肽（上海翌圣生物公司）；ＨＩＦ１α一
抗、生物素标记的山羊抗兔 ＩｇＧ二抗和 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
４８８标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；
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自动化学发光图像分析系统（上海 Ｔａｎｏｎ公司）；
ＢｉｏＴｅｋＥｌｘ×８０８酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；光学
显微镜、激光共聚焦成像显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；
艾本德离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；Ｃｙｔｏｆｌｅｘ十色
流式细胞仪（美国 ＢｅｃｔｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）。
１．２　方法　
１．２．１　ＣＣＫ８确定 ＣｏＣｌ２诱导 ＥＭＴ模型的浓度　
使用０２５％胰酶将 ＮＲＫ５２Ｅ细胞消化下来，取 ９６
孔培养板，每孔加入 １００μＬ含有 ５×１０３个 ＮＲＫ
５２Ｅ细胞的悬液，继续在细胞培养箱（３７℃、５％
ＣＯ２）中培养 ２４ｈ，等待细胞密度达到 ８０％ ～８５％。
将原本９６孔板中的培养基弃去，用 ＰＢＳ作为溶剂
配制成不同浓度的 ＣｏＣｌ２（５０、１００、２００、４００μｍｏｌ／
Ｌ）和溶剂对照组处理不同时间（０、６、１２、２４、４８ｈ）。
加药继续培养时间点到达前 １ｈ，将 ９６孔板放入细
胞超净台中，每孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂，放回细胞
培养箱继续培养 １ｈ，最后使用自动酶标仪在 ４５０
ｎｍ处测量每孔吸光度。每次设置 ３个平行组进行
检测，重复实验 ３次。
１．２．２　ＣｏＣｌ２对 ＮＲＫ５２细胞凋亡的影响　使用
０２５％胰酶将ＮＲＫ５２Ｅ细胞消化下来，取 ６孔培养
板，每孔加入２ｍＬ含有２×１０４个 ＮＲＫ５２Ｅ细胞的
悬液，继续在细胞培养箱（３７℃、５％ ＣＯ２）中培养
２４ｈ，等待细胞密度达到 ８０％ ～８５％。将原本６孔
板中的培养基弃去，每孔加入２ｍＬ含有１００μｍｏｌ／
ＬＣｏＣｌ２的培养基，分别继续培养不同时间（０、６、１２、
２４、４８ｈ）。在加药后继续培养到相应时间点，用不
含 ＥＤＴＡ胰酶消化收集细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ、４℃，离
心５ｍｉｎ；用冷 ＰＢＳ洗涤２次；再用 ４００μＬ１×Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ结合液重新悬浮细胞，再加入 ５μＬＡｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ染色液轻混后４℃避光孵育１５ｍｉｎ；最后加
入 ５μＬＰＩ染色液４℃避光孵育３ｍｉｎ；用流式细胞
仪 ４８８ｎｍ波长检测荧光，以确定细胞凋亡。各组
均重复实验３次。
１．２．３　光学显微镜和罗丹明标记鬼笔环肽染色观
察ＮＲＫ５２Ｅ细胞形态及细胞骨架的变化　使用
０２５％胰酶将ＮＲＫ５２Ｅ细胞消化下来，取 ６孔培养
板，每孔加入２ｍＬ含有２×１０４个 ＮＲＫ５２Ｅ细胞的
悬液，继续在细胞培养箱（３７℃、５％ ＣＯ２）中培养
２４ｈ，等待细胞密度达到 ８０％ ～８５％。１００μｍｏｌ／Ｌ
ＣｏＣｌ２处理９ｈ后于无ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ为１
个循环组、２个循环组、３个循环组及４个循环组，用
光学显微镜观察各组 ＮＲＫ５２Ｅ细胞形态变化。使
用０２５％胰酶将 ＮＲＫ５２Ｅ细胞消化下来，取用无

水乙醇消过毒的１４ｍｍ细胞爬片铺放在２４孔培养
板，事先用移液器加入２０μＬ的无菌 ＰＢＳ缓冲液，
便于爬片更好地吸附在２４孔培养板的板底。每孔
加入５００μＬ含有５×１０３个 ＮＲＫ５２Ｅ细胞的悬液，
继续在细胞培养箱（３７℃、５％ ＣＯ２）中培养２４ｈ，等
待细胞密度达到 ６０％ ～８０％。分组为１００μｍｏｌ／Ｌ
ＣｏＣｌ２处理９ｈ后于无ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ为１
个循环、２个循环、３个循环及４个循环。培养至相
应时间，用４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，０２５％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００通透５ｍｉｎ，每孔加入２００μＬ１００ｎｍｏｌ／Ｌ罗
丹明鬼笔环肽工作液，避光条件下室温孵育３０ｍｉｎ。
用含ＤＡＰＩ的抗荧光淬灭封片剂封片、干燥 、激光共
聚焦成像显微镜拍照，采集图像。

１．２．４　免疫荧光化学方法检测ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ在ＮＲＫ
５２Ｅ细胞中表达水平　使用 ０２５％胰酶将 ＮＲＫ
５２Ｅ细胞消化下来，取用无水乙醇消过毒的１４ｍｍ
细胞爬片铺放在 ２４孔培养板，事先用移液器加入
２０μＬ的无菌ＰＢＳ缓冲液，便于爬片更好地吸附在
２４孔培养板的板底。每孔加入５００μＬ含有５×１０３

个 ＮＲＫ５２Ｅ细胞的悬液，继续在细胞培养箱（３７
℃、５％ ＣＯ２）中培养 ２４ｈ，等待细胞密度达到 ６０％
～８０％。分组为１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理９ｈ后于无
ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ为１个循环、２个循环、３个
循环及４个循环。培养至相应时间，用４％多聚甲
醛固定３０ｍｉｎ，０５％ ＢＳＡ室温封闭１５ｍｉｎ，０２５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透５ｍｉｎ，加入ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ一抗（１∶
２００），４℃孵育过夜；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记的山羊抗
兔ＩｇＧ（１∶２００）避光，室温孵育２ｈ。用含 ＤＡＰＩ的
抗荧光淬灭封片剂封片、干燥 、激光共聚焦成像显

微镜拍照，采集图像。

１．２．５　ＮＲＫ５２Ｅ细胞 ＥＭＴ模型的建立　通过实
验确定 ＣｏＣｌ２最佳终浓度为 １００μｍｏｌ／Ｌ，并采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法验证了１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理ＮＲＫ
５２Ｅ细胞９ｈ后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ，重复
３个循环可显著诱导细胞纤维化反应。具体建模操
作如下：首先，使用 ０２５％胰酶消化 ＮＲＫ５２Ｅ细
胞，接种于６孔培养板中，每孔加入２ｍＬ含有２×
１０４个ＮＲＫ５２Ｅ细胞的悬液，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２
的细胞培养箱中培养２４ｈ，待细胞密度达到７０％ ～
８０％。１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理９ｈ后于无 ＣｏＣｌ２培
养基中恢复３ｈ为１个循环组、２个循环组、３个循
环组及４个循环组。集各组细胞，加入预冷的细胞
裂解液（ＲＩＰＡ∶蛋白酶抑制 ∶磷酸酶抑制剂＝９８∶
１∶１）提取蛋白，采用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋
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白，转膜，５％脱脂奶粉室温封闭，加入一抗（αＳＭＡ
和ＨＩＦ１α，比例为１∶１５００）４℃孵育过夜，二抗按
１∶１００００孵育２ｈ，通过发光成像分析仪显影，最
后使用ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白条带进行分析。
１．３　统计学处理　用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９０软件进
行统计分析。数值结果以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采
用独立样本ｔ检验，多组间均数比较采用单因素方
差分析。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣｏＣｌ２诱导ＥＭＴ模型的浓度确定　ＣＣＫ８结

果显示，与０ｈ相比，５０μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２刺激的 ＮＲＫ
５２Ｅ细胞在２４ｈ和４８ｈ活性明显下降（０ｈ组：均数
＝１０５，标准差 ＝２１；２４ｈ组：均数 ＝１５３，标准差
＝１８；ｔ＝１８９９，Ｐ＜００１；Ｆ＝２５６，Ｐ＜００１）；与
０ｈ组相比，１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２刺激的 ＮＲＫ５２Ｅ细
胞在２４ｈ和４８ｈ活性明显下降（２４ｈ组：均数 ＝
１８７，标准差＝２０；ｔ＝１９２３，Ｐ＜００１；Ｆ＝３７５，
Ｐ＜００１）；与０ｈ组相比，１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２刺激的
ＮＲＫ５２Ｅ细胞在１２ｈ活性明显下降（１２ｈ组：均数
＝１６８，标准差 ＝１９；ｔ＝１７１４，Ｐ＜００１；Ｆ＝

２２３，Ｐ＜００１）。１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２刺激４８ｈ的细
胞活力符合后续实验要求。见图１。
２．２　ＣｏＣｌ２对 ＮＲＫ５２细胞凋亡的影响　用流式
细胞仪进行细胞凋亡率的检测。与 ０ｈ相比 ，１００
μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２刺激在１２ｈ处已出现明显的细胞凋
亡率上升（０ｈ组：均数 ＝１２５，标准差 ＝２０；１２ｈ
组：均数＝１８３，标准差＝２０；ｔ＝５９９，Ｐ＜００１；
Ｆ＝１５６，Ｐ＜００１），随着刺激时间的增加，细胞凋
亡率持续升高。刺激４８ｈ后细胞存活率在５０％左
右符合后续实验要求。见图２。
２．３　ＮＲＫ５２Ｅ细胞 ＥＭＴ模型的建立　通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示，ＣｏＣｌ２能诱导 ＮＲＫ５２Ｅ细胞
纤维化反应，其中１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理 ＮＲＫ５２Ｅ
细胞９ｈ后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ，重复３个
循环组的诱导效果最为显著。与ＮＣ组相比，该处理
组ＨＩＦ１α和 αＳＭＡ的表达显著升高，差异有统计学
意义（ＮＣ组：均数＝９０，标准差＝１８；３个循环处理
组（ＨＩＦ１α）：均数 ＝１６５，标准差 ＝２０；３个循环处
理组（αＳＭＡ）：均数＝２０２，标准差＝１９；ｔ＝５２３５，
Ｐ＜０００１；Ｆ＝４８９，Ｐ＜０００１）。此外，该处理组模型
稳定性最佳，适合用于后续实验研究。见图３。

图１　ＣｏＣｌ２诱导ＥＭＴ模型的浓度确定（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ．１　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣｏＣｌ２ｉｎｔｈｅＥＭＴｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

　　Ａ：ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔａｆｔｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＰＢＳ；Ｂ－Ｅ：Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔａｆｔｅｒｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈ５０，１００，

２００，４００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２；Ｆ：Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｔ４８ｈａｆｔｅｒｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｏＣｌ２；Ｐ＜００１ｖｓ０ｈｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，
＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ．
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图２　ＣｏＣｌ２对ＮＲＫ５２细胞凋亡的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣｏＣｌ２ｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＮＲＫ５２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

　　ＡＥ：Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＮＲＫ５２Ｅａｔ０，６，１２，２４ａｎｄ４８ｈ；Ｆ：ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＮＲＫ５２Ｅ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈ１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓ０ｈｇｒｏｕｐ．

图３　ＮＲＫ５２Ｅ细胞ＥＭＴ模型的建立（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ．３　ＥｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆＮＲＫ５２ＥｃｅｌｌＥＭＴｍｏｄｅｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

　　Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＩＦ１αａｎｄαＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＲＫ５２ＥｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣｏＣｌ２ｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｙｃｌｅｓ；Ｂ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＩＦ１αｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＲＫ５２ＥｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣｏＣｌ２ｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｙｃｌｅｓ；Ｃ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆαＳＭＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＲＫ５２Ｅ

ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣｏＣｌ２ｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｙｃｌｅｓ；１Ｃ：１ｃｙｃｌｅ；２Ｃ：２ｃｙｃｌｅｓ；３Ｃ：３ｃｙｃｌｅｓ；４Ｃ：４ｃｙｃｌｅｓ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．
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２．４　光学显微镜和罗丹明标记鬼笔环肽染色观察
ＮＲＫ５２Ｅ细胞形态及细胞骨架的变化　通过光学
显微镜观察 ＮＲＫ５２Ｅ细胞形态，与 ＮＣ组相比，在
１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理 ＮＲＫ５２Ｅ细胞９ｈ后，于无
ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ，重复３个循环后细胞形态
变化明显，细胞形态由鹅卵石样形态往梭形变化，细

胞间黏附力下降，细胞间隙增宽，极性消失，排列紊

乱，部分细胞体积增大，部分细胞胞体伸长，呈现成

纤维化表型。而 １００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理 ＮＲＫ５２Ｅ
细胞９ｈ后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ，重复４个
循环后，能明显观察到大部分细胞丧失正常形态。

通过丹明标记鬼笔环肽染色结果可知，１００μｍｏｌ／Ｌ
ＣｏＣｌ２处理ＮＲＫ５２Ｅ细胞９ｈ后，于无 ＣｏＣｌ２培养基
中恢复３ｈ，重复３循环后细胞形态变化明显，与ＮＣ
组相比，部分细胞肌动蛋白应力纤维则是杂乱无章

的，重组为更粗和更成束的应力纤维，部分细胞呈纺

锤或梭形，呈现出明显ＥＭＴ的特征。而１００μｍｏｌ／Ｌ
ＣｏＣｌ２处理ＮＲＫ５２Ｅ细胞９ｈ后，于无 ＣｏＣｌ２培养基
中恢复３ｈ，重复４个循环后，大部分细胞丧失正常
形态。见图４。
２．５　免疫荧光化学方法检测ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ 在ＮＲＫ
５２Ｅ细胞中荧光表达水平　通过免疫荧光染色检测
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ 的荧光表达，与 ＮＣ组相比，在 １００
μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理９ｈ后于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复
３ｈ处理１个循环，ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ 荧光强度差异无统计
学意义；与ＮＣ组相比，１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理ＮＲＫ
５２Ｅ细胞９ｈ后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ，重复
３个循环，ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ 荧光强度差异有统计学意义
（ＮＣ组：均数＝８０，标准差＝１５；３个循环处理组：
均数＝１４２，标准差 ＝１７；ｔ＝４５３３，Ｐ＜０００１；Ｆ
＝４２３，Ｐ＜０００１）。见图５。

图４　光学显微镜和罗丹明标记鬼笔环肽染色观察ＮＲＫ５２Ｅ细胞形态及细胞骨架的变化 （ｎ＝３）

Ｆｉｇ．４　ＮＲＫ５２Ｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｒｈｏｄａｍｉｎｅｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｃｈａｎｇｅｓｕｎｄｅｒｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｎ＝３）

　　Ａ：ＯｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆＮＲＫ５２ＥｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣｏＣｌ２ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｙｃｌｅｓ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２５μｍ）；

Ｂ：ＬａｓｅｒｃｏｎｆｏｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｒｈｏｄａｍｉｎｅｌａｂｅｌｅｄｐｈａｌｌｏｉｄｉｎｓｔａｉｎｅｄｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎＮＲＫ５２Ｅｃｅｌｌｓ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２５μｍ），ｂｌｕｅｉｎｄｉｃａｔｉｎｇＤＡＰＩ

ｓｔａｉｎｉｎｇ，ｒｅｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｒｈｏｄａｍｉｎｅｌａｂｅｌｅｄｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ；１Ｃ：１ｃｙｃｌｅ；２Ｃ：２ｃｙｃｌｅｓ；３Ｃ：３ｃｙｃｌｅｓ；４Ｃ：４ｃｙｃｌｅｓ．
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图５　免疫荧光化学方法检测ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ 在ＮＲＫ５２Ｅ

细胞中荧光表达水平 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ．５　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆＣｏｌｌａｇｅｎⅠ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＲＫ５２Ｅｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

　　Ａ：ＬａｓｅｒｆｏｃｕｓｅｄｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｏｌｌａｇｅｎＩ

（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２５μｍ）；Ｂｌｕｅ：ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｇｒｅｅｎ：ＣｏｌｌａｇｅｎＩｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＣｏｌｌａ

ｇｅｎＩ；１Ｃ：１ｃｙｃｌｅ；２Ｃ：２ｃｙｃｌｅｓ；３Ｃ：３ｃｙｃｌｅｓ；４Ｃ：４ｃｙｃｌｅｓ；Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　建立缺氧细胞模型是研究缺氧性疾病及其他导
致组织缺氧的疾病的重要研究手段。众多疾病都会

导致组织和细胞缺氧，而缺氧又可能促进疾病的发

展［７－８］。体外模拟缺氧环境，诱导细胞缺氧常用

ＣｏＣｌ２，其机制是二价钴离子可诱导细胞 ＨＩＦ１α表

达［９－１０］。ＨＩＦ１α是目前研究发现在缺氧环境下还
能发挥活性的核转录因子，是维持细胞内氧稳态的

关键因子，而ＣｏＣｌ２反复诱导可引起 ＥＭＴ。研究
［１１］

表明，肾小管上皮细胞受损可引起 ＥＭＴ过程，使其
失去上皮细胞特有的表型，获得间质细胞表型，并且

分泌大量的促纤维化因子诱导成纤维细胞，最终促

进肾小管间质纤维化的发生和发展。本研究以此为

依据将ＮＲＫ５２Ｅ细胞暴露于 ＣｏＣｌ２作用条件下观
察细胞在反复缺氧复氧（ｈｙｐｏｘｉａａｎｄｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，

Ｈ／Ｒ）条件下的生物学变化。
　　细胞是生物体的基本结构和功能单位，细胞缺
氧在全身各系统疾病的发生和发展中扮演着重要角

色。体外培养细胞具有操作简单和重复性好等优

点，因此，建立细胞缺氧性模型成为研究此类疾病的

关键方法和基本手段。主要分为以下３种，化学性
缺氧（ＣｏＣｌ２）、物理性缺氧和混合气体培养法

［１２］，相

比于化学性缺氧，操作简便，物理性缺氧的方法类似

于体内的低张性缺氧，但其有成本较高和难以控制

缺氧程度等的缺点；混合气体培养法用到的三气培

养箱是最常见且理想的装置，能够精确控制各气体

参数，但是在打开和关闭培养箱后，气体达到平衡所

需时间较长，可能会导致缺氧环境变化，而且设备成

本较高。ＣｏＣｌ２诱导的缺氧细胞模型在众多研究领
域中具有广泛应用，转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ１）通过激活 Ｓｍａｄ依赖通路
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可直接诱发肾小管上皮细胞发生 ＥＭＴ过程［１３－１４］，

而ＣｏＣｌ２通过模拟缺氧（ＨＩＦ１α途径）诱发 ＥＭＴ过
程，更加适用于研究缺氧微环境相关的病理过程，如

肿瘤转移或纤维化［１５－１６］。本模型中，ＣｏＣｌ２诱导的
αＳＭＡ上调速度显著快于 ＴＧＦβ１组，提示其可能
更适合ＥＭＴ过程研究。
　　通过 ＣＣＫ８实验和流式细胞术，确定了 １００
μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理 ４８ｈ可诱导 ＮＲＫ５２Ｅ细胞凋
亡，符合后续实验要求。光学显微镜、罗丹明标记鬼

笔环肽染色、蛋白免疫印迹和免疫荧光检测结果提

示，ＮＲＫ５２Ｅ细胞形态及细胞骨架的变化在 １００
μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理ＮＲＫ５２Ｅ细胞９ｈ后于无 ＣｏＣｌ２
培养基中恢复，３ｈ处理３个循环细胞模型中最稳
定。这一结果与文献［７］报道一致，ＣｏＣｌ２通过诱导
ＨＩＦ１α表达模拟缺氧环境，进而诱导 ＥＭＴ过程。
ＨＩＦ１α和αＳＭＡ的表达显著升高，提示缺氧信号
通路在ＥＭＴ过程中发挥关键作用。
　　与现有的ＣｏＣｌ２刺激方法相比，本研究采用１００
μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理ＮＲＫ５２Ｅ细胞 ９ｈ后于无ＣｏＣｌ２
培养基中恢复３ｈ，处理３个循环方法具有更高的稳
定性和时间效率。然而，本研究仍存在一些局限性：

首先，仅探讨了ＣｏＣｌ２对纤维化蛋白的影响，未深入
研究其下游信号通路；其次，研究仅限于细胞实验，

未在动物模型中进行验证。未来研究可进一步探讨

ＣｏＣｌ２诱导的ＥＭＴ机制。
　　本研究通过 ＣｏＣｌ２诱导 ＮＲＫ５２Ｅ细胞建立了
稳定的ＥＭＴ模型，揭示了 ＣｏＣｌ２对肾小管上皮细胞
纤维化的影响。结果表明，１００μｍｏｌ／ＬＣｏＣｌ２处理
ＮＲＫ５２Ｅ细胞９ｈ后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复３ｈ，
重复３个循环可显著诱导 ＨＩＦ１α和 αＳＭＡ的表
达，促进纤维基质蛋白的沉积，为肾脏纤维化的研究

提供了新的实验方法。
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