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ＣｏＣｌ２ 诱导 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ＥＭＴ 模型的建立
倪　 蕾，孙晴晴，程姜瑞，魏　 伟，王　 春

（安徽医科大学药学科学学院，合肥　 ２３００３２）

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 ９ ｈ 后于无 ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复 ３ ｈ。 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 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 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，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 刺激 ４８ ｈ 显著诱导细胞凋亡（Ｐ ＜ ０. ０１），符合后续实验要求。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，１００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后，于无 ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复 ３ ｈ，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，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后，于无 ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复 ３ ｈ，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，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞

９ ｈ 后，于无 ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复 ３ ｈ，重复 ３ 个循环，纤维基质蛋白 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 的荧光强度增加（Ｐ ＜ ０. ００１）。 结论　 １００ μｍｏｌ ／
Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后于无 ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复 ３ ｈ，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（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ， 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⁃ｓｔａｇｅ ｒｅｎａｌ
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⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
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
ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， 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⁃
ｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃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（ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｌｉｎｅ， 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）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃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）；Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｔｙｐｅ Ⅰ（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 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
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）；
ＢｉｏＴｅｋ Ｅｌｘ × 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 Ｂｅｃｔｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 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 １００ μＬ 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 ２４ ｈ，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、４００ μｍｏｌ ／
Ｌ）和溶剂对照组处理不同时间（０、６、１２、２４、４８ ｈ）。
加药继续培养时间点到达前 １ ｈ，将 ９６ 孔板放入细

胞超净台中，每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂，放回细胞

培养箱继续培养 １ ｈ，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 ２ ｍＬ 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

２４ ｈ，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 ２ ｍＬ 含有 １００ μｍｏｌ ／
Ｌ ＣｏＣｌ２ 的培养基，分别继续培养不同时间（０、６、１２、
２４、４８ ｈ）。 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，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃，离
心 ５ ｍｉｎ；用冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次；再用 ４００ μＬ １ × Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ 结合液重新悬浮细胞，再加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ 染色液轻混后 ４ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎ；最后加

入 ５ μＬ ＰＩ 染色液 ４ ℃避光孵育 ３ ｍｉｎ；用流式细胞

仪 ４８８ ｎｍ 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 ２ ｍＬ 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

２４ ｈ，等待细胞密度达到 ８０％ ～ ８５％ 。 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＣｏＣｌ２ 处理 ９ ｈ 后于无 ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复 ３ ｈ 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 １４ ｍｍ 细胞爬片铺放在 ２４ 孔培养

板，事先用移液器加入 ２０ μＬ 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 ５００ μＬ 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 ２４ ｈ，等
待细胞密度达到 ６０％ ～ ８０％ 。 分组为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＣｏＣｌ２ 处理 ９ ｈ 后于无 ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复 ３ ｈ 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 １０ ｍｉｎ，０. ２５％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００ 通透 ５ ｍｉｎ，每孔加入 ２００ μＬ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 罗

丹明鬼笔环肽工作液，避光条件下室温孵育 ３０ ｍｉｎ。
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 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ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 １４ ｍｍ
细胞爬片铺放在 ２４ 孔培养板，事先用移液器加入

２０ μＬ 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 ５００ μＬ 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 ２４ ｈ，等待细胞密度达到 ６０％
～８０％ 。 分组为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ９ ｈ 后于无

ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复 ３ ｈ 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 ３０ ｍｉｎ，０. ５％ ＢＳＡ 室温封闭 １５ ｍｉｎ，０. ２５％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 通 透 ５ ｍｉｎ， 加 入 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ 一 抗

（１ ∶ ２００），４ ℃孵育过夜；Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的山

羊抗兔 ＩｇＧ（１ ∶ ２００）避光，室温孵育 ２ ｈ。 用含 ＤＡ⁃
ＰＩ 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 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ，并采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法验证了 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃
５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复 ３ ｈ，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 ２ ｍＬ 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 ２４ ｈ，待细胞密度达到 ７０％ ～
８０％ 。 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ９ ｈ 后于无 ＣｏＣｌ２ 培

养基中恢复 ３ ｈ 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
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离蛋白，转膜，５％脱脂奶粉室温封闭，加入一抗（α⁃
ＳＭＡ 和 ＨＩＦ⁃１α，比例为 １ ∶ １ ５００） ４ ℃孵育过夜，二
抗按１ ∶ １０ ０００ 孵育 ２ ｈ，通过发光成像分析仪显

影，最后使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白条带进行分析。
１． ３　 统计学处理 　 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 软件进

行统计分析。 数值结果以 �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 ０ ｈ 相比，５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 刺激的 ＮＲＫ⁃
５２Ｅ 细胞在 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 活性明显下降（０ ｈ 组：均数

＝ １０. ５，标准差 ＝ ２. １；２４ ｈ 组：均数 ＝ １５. ３，标准差

＝ １. ８； ｔ ＝ １８. ９９ ，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ２５. ６，Ｐ ＜ ０. ０１）；与
０ ｈ 组相比，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 刺激的 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细

胞在 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 活性明显下降（２４ ｈ 组：均数 ＝
１８. ７，标准差 ＝ ２. ０； ｔ ＝ １９. ２３ ，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ３７. ５，
Ｐ ＜ ０. ０１）；与 ０ ｈ 组相比，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 刺激的

ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞在 １２ ｈ 活性明显下降（１２ ｈ 组：均数

＝ １６. ８，标准差 ＝ １. ９； ｔ ＝ １７. １４ ，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝

２２. ３，Ｐ ＜ ０. ０１）。 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 刺激 ４８ ｈ 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 ０ ｈ 相比 ，１００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 刺激在 １２ ｈ 处已出现明显的细胞凋

亡率上升（０ ｈ 组：均数 ＝ １２. ５，标准差 ＝ ２. ０；１２ ｈ
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 ４８ ｈ 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

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示，ＣｏＣｌ２能诱导 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞

纤维化反应，其中 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ
细胞 ９ ｈ 后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复 ３ ｈ，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（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇ． １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｏＣｌ２ ｉｎ ｔｈｅ ＥＭＴ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ （�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）

　 　 Ａ： Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＢＳ； Ｂ － Ｅ： Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ５０，１００，
２００，４００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２； Ｆ： Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｔ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣｏＣｌ２； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０ ｈ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，
＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ．
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图 ２　 ＣｏＣｌ２ 对 ＮＲＫ⁃５２ 细胞凋亡的影响（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣｏＣｌ２ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＮＲＫ⁃５２ ｃｅｌｌｓ （�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）

　 　 Ａ⁃Ｅ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ａｔ ０，６，１２，２４ ａｎｄ ４８ ｈ； Ｆ： Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＮＲＫ⁃５２Ｅ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０ ｈ ｇｒｏｕｐ．

图 ３　 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ＥＭＴ 模型的建立（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌ ＥＭＴ ｍｏｄｅｌ （�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）

　 　 Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣｏＣｌ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｙｃｌｅｓ； Ｂ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａ⁃
ｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣｏＣｌ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｙｃｌｅｓ； Ｃ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ α⁃ＳＭＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＲＫ⁃５２Ｅ

ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣｏＣｌ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｙｃｌｅｓ； １Ｃ：１ ｃｙｃｌｅ； ２Ｃ：２ ｃｙｃｌｅｓ； ３Ｃ：３ ｃｙｃｌｅｓ； ４Ｃ：４ ｃｙｃｌｅｓ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ．
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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
１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后，于无

ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复 ３ ｈ，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 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ
细胞 ９ ｈ 后，于无 ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复 ３ ｈ，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，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后，于无 ＣｏＣｌ２ 培养基

中恢复 ３ ｈ，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 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后，于无 ＣｏＣｌ２ 培养基

中恢复 ３ ｈ，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 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ 在 ＮＲＫ⁃
５２Ｅ 细胞中荧光表达水平　 通过免疫荧光染色检测

Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ 的荧光表达， 与 ＮＣ 组相比， 在 １００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ９ ｈ 后于无 ＣｏＣｌ２ 培养基中恢复

３ ｈ 处理 １ 个循环，Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ 荧光强度差异无统计

学意义；与 ＮＣ 组相比，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃
５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复 ３ ｈ，重复

３ 个循环，Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ 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⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｒｈｏｄａｍｉｎｅ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｕｎｄｅｒ ｏｐｔｉｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ （ｎ ＝ ３）

　 　 Ａ： Ｏｐｔｉｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣｏＣｌ２ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅｓ （ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ２５ μｍ）；
Ｂ： Ｌａｓｅｒ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｈｏｄａｍｉｎｅ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ （ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ２５ μｍ）； ｂｌｕｅ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ＤＡＰＩ
ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｒｈｏｄａｍｉｎｅ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ； １Ｃ： １ ｃｙｃｌｅ； ２Ｃ： ２ ｃｙｃｌｅｓ； ３Ｃ：３ ｃｙｃｌｅｓ； ４Ｃ： ４ ｃｙｃｌｅｓ．

·３８８１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｏｃｔ；６０（１０）



图 ５　 免疫荧光化学方法检测 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ 在 ＮＲＫ⁃５２Ｅ
细胞中荧光表达水平 （�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）

Ｆｉｇ． ５　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ （�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
　 　 Ａ： Ｌａｓｅｒ⁃ｆｏｃｕｓｅｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ
（ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ２５ μｍ）； Ｂｌｕｅ： ＤＡＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ； Ｇｒｅｅｎ： Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ； Ｂ： Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｏｌｌａ⁃
ｇｅｎ Ｉ； １Ｃ： １ ｃｙｃｌｅ； ２Ｃ： ２ ｃｙｃｌｅｓ； ３Ｃ：３ ｃｙｃｌｅｓ； ４Ｃ： ４ ｃｙｃｌｅｓ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

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（ｈｙｐｏｘｉａ ａｎｄ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，

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
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃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 ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ４８ ｈ 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 ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后于无 ＣｏＣｌ２
培养基中恢复，３ ｈ 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 ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理 ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后于无 ＣｏＣｌ２
培养基中恢复 ３ ｈ，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，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ 处理

ＮＲＫ⁃５２Ｅ 细胞 ９ ｈ 后，于无 ＣｏＣｌ２培养基中恢复 ３ ｈ，
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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［１３］ Ｙｕ Ｘ Ｙ， Ｓｕｎ Ｑ， Ｚｈａｎｇ Ｙ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＴＧＦ⁃β ／ ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙ ｉｎ ｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２２， １３：
８６０５８８． ｄｏｉ：１０． ３３８９ ／ ｆｐｈａｒ． ２０２２． ８６０５８８．

［１４］ Ｍａｓｏｕｄ Ｇ Ｎ， Ｌｉ Ｗ． ＨＩＦ⁃１α ｐａｔｈｗａｙ： ｒｏｌｅ， ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃
ｖｅｎｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ Ｂ， ２０１５， ５（５）：
３７８ － ８９． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ａｐｓｂ． ２０１５． ０５． ００７．

［１５］ Ｈａｎ Ｓ， Ｊｉｎ Ｒ， Ｈｕｏ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＨＩＦ⁃１α ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｓ１００Ａ１６⁃ＨＲＤ１⁃ＧＳＫ３β ／ ＣＫ１α ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｊｕｒｙ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ， ２０２４， １５（５）： ３１６． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１４１９
－ ０２４ － ０６６９６ － ５．

［１６］ 陈绍龙， 魏　 翔， 王　 怡， 等． ＥＳＭ⁃１ 在低氧环境下胃腺癌细

胞中的表达及意义［Ｊ］ ． 安徽医科大学学报， ２０１７， ５２（１）： ２３
－ ７． ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０１７． ０１． ００５．

［１６］ Ｃｈｅｎ Ｓ Ｌ， Ｗｅｉ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ
ＥＳＭ⁃１ ｉｎ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ
Ｕｎｉｖ Ｍｅｄ Ａｎｈｕｉ， ２０１７， ５２（１）： ２３ － ７． ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ．
ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０１７． ０１． ００５．

·５８８１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｏｃｔ；６０（１０）



Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＥＭＴ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＣｏＣｌ２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ
Ｎｉ Ｌｅｉ， Ｓｕｎ Ｑｉｎｇｑｉｎｇ，Ｃｈｅｎｇ Ｊｉａｎｇｒｕｉ，Ｗｅｉ Ｗｅｉ， Ｗａｎｇ Ｃｈｕｎ

（Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｃｏｂａｌｔ ｄｉｃｈｌｏｒｉｄｅ （ＣｏＣｌ２）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎ⁃
ｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ＥＭＴ） ｉｎ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ＮＲＫ⁃５２Ｅ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌ⁃
ｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ＮＣ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ ａ ＣｏＣｌ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＣｏＣｌ２
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ １， ２， ３， ａｎｄ ４ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｗｉｔｈ ｅａｃｈ ｃｙｃｌｅ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ＣｏＣｌ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ９ ｈ
ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｉｎ ＣｏＣｌ２ ⁃ｆｒｅｅ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ３ ｈ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ＣｏＣｌ２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＥＭＴ ｗｅｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ． Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｐｈａｌｌｏｉ⁃
ｄｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＭＴ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ ｆｏｒ ４８ ｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
（Ｐ ＜ ０. ０１）， ｍｅｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α （ＨＩＦ⁃１α） ａｎｄ α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ （α⁃ＳＭＡ） ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ３⁃ｃｙ⁃
ｃｌｅ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ ｆｏｒ ９ ｈ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ３ ｈ （Ｐ ＜ ０. ００１）， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｓｔ
ｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ． Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｒｈｏｄａｍｉｎｅ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅ⁃
ｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ
３⁃ｃｙｃｌｅ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ ｆｏｒ ９ ｈ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ３ ｈ， ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｍｏｄｅｌ ｓｔａ⁃
ｂｉｌｉｔｙ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉ⁃
ｂｒｏｕｓ ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ３⁃ｃｙｃｌｅ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ ｆｏｒ ９ ｈ
ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ３ ｈ （Ｐ ＜ ０. ００１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｔｒｅａｔｉｎｇ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ １００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ ｆｏｒ ９ ｈ， ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ３ ｈ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｉｎ ＣｏＣｌ２ ⁃ｆｒｅｅ ｍｅｄｉｕｍ． Ｒｅｐｅａｔｉｎｇ ｔｈｉｓ ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｃａｎ ｅｓｔａｂ⁃
ｌｉｓｈ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ＥＭＴ ｍｏｄｅｌ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ； Ｃｏｂａｌｔ（Ⅱ） ｄｉｃｈｌｏｒｉｄｅ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃
１α；α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ　 Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ２０２３ｓ０７０２０００３）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｗａｎｇ Ｃｈｕｎ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗａｎｇｃｈｕｎ＠ ａｈｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

（上接第 １８７８ 页）
ＳＬＥ ｓｅｒｕｍ ｏｎ ＩＬ⁃８ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｂｙ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ． Ｕｓｉｎｇ ＰＡＤＩ４⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＧＳＫ４８４ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ， ｏｒ ｉｎ
ＰＡＤＩ４⁃ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ⁃ｌｉｋｅ ＨＬ⁃６０ ｃｅｌｌｓ （ ｄＨＬ⁃６０）， ＩＬ⁃８ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｎ⁃ｆｏｒｍｙｌ⁃ｍｅｔ⁃ｌｅｕ⁃ｐｈｅ （ ｆＭＬＰ） ｏｒ
ｉｍｍｕｎｅ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ （ＩＣｓ） ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＣ， ＩＬ⁃８ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｏｆ ＳＬＥ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｓｅｒｕｍ ＩＬ⁃８ ｌｅｖｅｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｌｕｐｕｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａ⁃
ｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｒｕｍ ＩｇＭ ｌｅｖｅｌｓ． Ｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ＳＬＥ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｔｏ ｓｅｃｒｅｔｅ ｍｏｒｅ ＩＬ⁃８． ＰＡＤＩ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｃｏｕｌｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃８ ｉｎ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ． Ｉｎ ｄＨＬ⁃６０ ｃｅｌｌｓ， ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＰＡＤＩ４ ｌｅｄ ｔｏ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＩＬ⁃８ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ＩＬ⁃８ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ａｎｄ
ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＳＬＥ ｐａｔｉｅｎｔｓ， ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＰＡＤＩ４ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｕｐｕｓ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ． ＩＬ⁃８ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ
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