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·基础研究·
肾上腺髓质素对缺氧复氧诱导的大鼠近端
肾小管上皮细胞凋亡的影响及其机制

苏晓乐 乔晞 李荣山 王艳红 刘新艳

【摘要】 目的 探讨肾上腺髓质素（ADM）对缺氧复氧（HR）诱导的大鼠近端肾小管上皮

细胞（NRK⁃52E）凋亡的影响及其机制。 方法 体外培养的NRK⁃52E细胞，随机分为 4组：正

常对照组、HR 组、空质粒＋HR 组、ADM 质粒＋HR 组。采用 Fugene HD 转染试剂，将

pcDNA3.1⁃myc⁃his B空质粒和ADM真核表达质粒分别转染至NRK⁃52E细胞内，应用免疫细胞

化学的方法检测转染效率，转染成功 48 h后制作HR模型。锥虫蓝摄取法进行细胞计数并计

算细胞存活率，分光光度法检测上清液中乳酸脱氢酶（LDH）含量评价细胞活力；Annexin V和

PI染色结合流式细胞仪技术检测细胞凋亡率；RT⁃PCR法检测 ADM、Bax、Bcl⁃2、Fas的mRNA
表达；Western 印迹法检测活性半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3、8、9（Caspase ⁃3、8、9）的蛋白表

达。 结果 HR组ADM的表达显著高于正常对照组（P < 0.05）。ADM质粒＋HR组的ADM表

达显著高于空质粒＋HR组（P < 0.05）。与正常对照组相比，HR组活细胞计数和细胞存活率

显著降低，LDH含量及细胞凋亡率显著升高，Bax、Bcl⁃2、Fas、活性 Caspase⁃3、8、9 表达显著上

调，Bax上调更明显，故 Bax/Bcl⁃2升高（均 P < 0.05）。与HR组相比，ADM质粒＋HR组活细胞

计数和细胞存活率显著升高，LDH含量及细胞凋亡率显著降低，Bax、Fas、活性 Caspase⁃3、8、9
表达显著下调，Bcl⁃2表达进一步上调，Bax/Bcl⁃2降低（均 P＜0.05）。空质粒＋HR组和HR组

比较，上述各指标差异均无统计学意义（P＞0.05）。 结论 ADM在NRK⁃52E细胞中的高表达

可以减轻HR诱导的细胞凋亡，其机制至少部分是通过抑制线粒体通路和死亡受体通路实现

的。

【关键词】 肾上腺髓质素； 再灌注损伤； 细胞凋亡； 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of adrenomedullin on rat renal tubular
epithelial cell line (NRK ⁃ 52E) apoptosis induced by hypoxia ⁃ reoxygenation (HR) injury and its
mechanism. Methods NRK⁃52E cells were cultured and randomly allotted to the following 4 groups:
control group, HR group, empty plasmid ＋ HR group, ADM ＋ HR group. NRK ⁃ 52E cells were
transfected with pcDNA3.1 ⁃ myc ⁃ his B empty vector or pcDNA3.1 ⁃ ADM by transfection complex
comprising optimal proportion of plasmid and Fugene HD reagents. Cells were counted by trypanblau
and cell survival rate was computed. The concentration of lactate dehydrogenase (LDH) was detected by
spectrophotometric method to evaluate cell vitality. The apoptotic rate of NRK⁃52E cells was measured
by flow cytometry. The transfer efficiency was detected by immunocytochemistry. The mRNA
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急性肾损伤（AKI）是临床上常见的急、危、重

症，有较高的发病率和病死率，缺血再灌注损伤

（IRI）是其主要病因，有效防治肾脏 IRI 至关重

要。 IRI 诱导肾损伤的机制复杂，细胞凋亡是其

主要机制之一 [1]。肾上腺髓质素（ADM）是降钙素

基因相关肽及其超家族中的一员，能减轻心脏及

肝脏 IRI，其机制与抑制心肌细胞及肝细胞凋亡

有关 [2-3]。静脉注射 ADM治疗急性心肌梗死的临

床试验已经开始实施 [4]。肾脏是ADM的重要靶器

官，研究显示ADM在肾脏 IRI中起保护作用 [5-6]，其

机制是否与抑制细胞凋亡有关尚不清楚。本研

究拟在细胞水平观察ADM对缺氧复氧（HR）诱导

的NRK⁃52E细胞凋亡的影响，并探讨其机制。

材料和方法

1. 材料与试剂：NRK⁃52E细胞株（上海生物

细 胞 所），pcDNA3.1 ⁃ myc ⁃ his B 空 质 粒（大 连

Takara），大鼠 pcDNA3.1⁃ADM真核表达质粒由本

实验室前期制备 [7]，Fugene HD 转染试剂盒（美国

罗氏），ADM兔抗大鼠多克隆抗体、即用型 SABC
试剂盒、DAB显色剂（武汉博士德），RT⁃PCR试剂

盒（大连 Takara），引物设计与合成（北京赛百盛），

Caspases⁃3、8、9 兔抗大鼠多克隆抗体、小鼠抗大

鼠β⁃actin单克隆抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标

记的羊抗兔 IgG（美国 Santa Cruz），Trizol（美国

Invitrogen），LDH测试盒（南京建成），ECL试剂盒

（美国 Pierce），BCA试剂盒（江苏碧云天），凋亡检

测试剂盒（南京凯基）。

2. 细胞培养及细胞转染：NRK⁃52E细胞于含

10%胎牛血清的 DMEM⁃F12培养液中培养（37℃、

5%CO2、95%空气、饱和湿度的三气培养箱），待生

长达 70%～80%融合时加入无血清培养基同步化

12 h，然后进行转染。按说明书将 300 μl转染复

合物（其中质粒 DNA与 Fugene HD转染试剂分别

按 3 μg∶12 μl的比例混合）静置 15 min后加入 25
cm2 的培养瓶，以含 10%胎牛血清的培养基孵育

48 h。
3. 实验分组及HR模型的建立：将 NRK⁃52E

细胞随机分为 4组：正常对照组、HR组、空质粒＋

HR组、ADM质粒＋HR组。正常对照组为常规体

外培养的 NRK52⁃E细胞，HR组、空质粒＋HR组

和ADM质粒＋HR组参照文献方法制备HR模型[8]：

弃原培养液，换 N2饱和 30 min 后的无氧液，置入

95% N2＋1% O2＋4% CO2缺氧环境 1 h；缺氧后换

用含 10%胎牛血清的 DMEM⁃F12 培养液，置入

95%空气＋ 5%CO2复氧 1.5 h后收集细胞。

4. 免疫细胞化学法测定转染效率：在构建

HR 模型前，随机选取空质粒＋HR 组和 ADM 质

粒＋HR组的 NRK⁃52E 细胞，免疫细胞化学方法

检测 ADM表达。采用 SABC法，六孔板内置无菌

盖玻片爬片，按 SABC试剂盒说明进行 ADM免疫

细胞化学染色，兔抗大鼠ADM一抗浓度为 1∶100，
DAB显色，苏木素复染。采用 Image Pro Plus图像

分析软件，以平均吸光度（A）值表示蛋白质的相

对表达量。

5. 锥虫蓝摄取法进行细胞计数并计算细胞存

活率，分光光度法检测培养基中的 LDH含量并评

expressions of ADM, Bax, Bcl ⁃ 2 and Fas were determined by Semi ⁃ quantitative RT ⁃PCR, and active
caspase ⁃ 3, 8, 9 protein expression were examined by Western blotting. Results Compared with
control group, the expression of ADM significantly increased in HR group (P＜0.05). The expression of
ADM significantly increased in ADM＋HR group than that in empty plasmid＋HR group. Compared
with control group, in HR group, the living cell counts and cell survival rate significantly decreased; the
LDH concentration in media, apoptotic rate and the levels of Bax, Bcl⁃2, Bax/Bcl⁃2, Fas, active Caspase
⁃ 3, 8, 9 significantly increased (all P＜0.05). Compared with HR group, in ADM＋HR group, the
living cell counts and cell survival rate significantly increased; the LDH concentration in media, the
cell apoptotic rate and the levels of Bax, Bax/Bcl ⁃2, Fas, active Caspase⁃3,8,9 significantly decreased,
while Bcl ⁃ 2 was promoted (all P＜0.05). The above indexes had no differences between empty
plasmid＋HR group and HR group (all P＞0.05). Conclusion The increased expression of ADM
can inhibit NRK ⁃ 52E apoptosis induced by HR, and the mechanism might be achieved by inhibiting
mitochondrial and death receptor⁃mediated apoptotic pathways.

【Key words】 Adrenomedullin; Reperfusion injury; Apoptosis; Caspase
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价细胞活力：胰酶消化细胞，加入 0.4%锥虫蓝溶

液后进行活细胞计数。细胞存活率计算公式：细

胞存活率（%）＝未染细胞总数/（已染细胞总数＋

未染细胞总数）×100%。收集培养液上清，按 LDH
测试盒说明书配置反应液，置入分光光度仪以波

长 440 nm检测吸光度值，根据公式计算LDH含量

（U/L）＝（测定管A值-空白管A值）/（标准管A值-空
白管A值）×标准管浓度（2 μmol/L）×1000 ml。

6. 流式细胞仪检测细胞凋亡率：0.25%胰酶消

化收集各组细胞，磷酸盐缓冲液（PBS）清洗 2次，

将细胞重悬于 300 μl结合缓冲液，分别加入 5 μl
Annexin V 试剂和 PI 混匀，混匀后室温避光反应

15 min后上机。

7. RT⁃PCR 法检测各组 NRK⁃52E 细胞 ADM、

Bcl⁃2、Bax、Fas的mRNA表达：用 Trizol提取各组

细胞总 RNA，紫外分光光度仪测定总 RNA 的质

量，取 1 μg 进行反转录，分别进行 ADM、Bcl ⁃2、
Bax、Fas 的 PCR 扩增。ADM 上、下游引物分别为

5′ ⁃ AAGAAGTGGAAGTGGGCT ⁃ 3′和 5′ ⁃ TGGCTTA
GAAGACACCAGAGT⁃3′，产物大小为 410 bp；Bcl⁃2
上、下游引物分别为 5′ ⁃ ATGCCAAGGGGGAAAC
ACCAGAAT ⁃ 3′和 5′ ⁃ CGGGCGTTCGGTGCTCTCA ⁃
3′，产物大小为 360 bp；Bax上、下游引物分别为 5′
⁃ATGGACGGGTCCGGGGAGCA⁃3′和 5′ ⁃TCAGCCC
ATCTTCTTCCAGA⁃3′，产物大小为 579 bp；Fas上、

下游引物分别为 5′ ⁃ AAGTGGGCCCATTTTGCTG
TCA⁃3′和 5′⁃AATTGCCAAACCGGGGAGGATC⁃3′，
产物大小为 398 bp。以大鼠 GAPDH 为内参照，

上、下游引物分别为 5′⁃AACGACCCCTTCATTGAC
⁃3′和 5′⁃TCCACGACATACTCAGCAC⁃3′，产物大小

为 191 bp。取扩增产物 5 μl行 2%琼脂糖凝胶电

泳，溴化乙锭染色；Gel⁃Pro图像分析系统对扩增

产物条带进行吸光度扫描，mRNA的相对表达量

以目的基因与相应 GAPDH的吸光度值比值进行

半定量分析。

8. Western印迹法检测活性 Caspase⁃3、8、9蛋

白质表达：提取各组细胞总蛋白质，BCA法测定

浓度，取 50 μg蛋白质，100℃加热 5 min变性，进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜，5%脱脂奶粉封闭1 h，
分别加入一抗（兔抗大鼠Caspase⁃3、8、9多克隆抗

体，1∶500）4℃ 过夜，洗膜，HRP 标记的对应二抗

（1∶1000）室温孵育 1 h，ECL 显影、扫描，利用

Gel⁃Pro图像分析系统测定相对吸光度值，以目的

蛋白条带与β⁃actin 蛋白条带吸光度的比值进行

半定量分析。

9. 统计学处理：采用 SPSS 11.5软件包进行统

计学处理，计量资料用 x ± s表示，多组资料比较用

单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD 法，以

P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. ADM转染效率的检测：免疫细胞化学结果

显示，空质粒＋HR组 NRK⁃52E细胞 ADM呈阳性

表达，位于肾小管上皮细胞胞质内；ADM质粒＋

HR组 NRK⁃52E细胞 ADM呈强阳性，与空质粒＋

HR相比表达量显著上调（P＜0.05），提示转染成

功。见图 1。

2. 各 组 NRK ⁃ 52E 细 胞 ADM mRNA 表 达 ：

RT ⁃ PCR 结果显示，与正常对照组相比，HR 组

ADM的mRNA表达显著上调（P＜0.05）；与HR组

相比，ADM质粒＋HR组 ADM的mRNA表达显著

上调（P＜0.05）；空质粒＋HR 组与 HR 组之间差

异无统计学意义（P＞0.05），见图 2。
3. ADM对HR诱导的NRK⁃52E细胞活力的影

响：与正常对照组相比，HR组活细胞计数和细胞

存活率显著降低（P＜0.05），而 LDH 含量则显著

升高（P＜0.05）；与HR组相比，ADM质粒＋HR组

活细胞计数和细胞存活率显著升高（P＜0.05），

LDH含量显著下降（P＜0.05）；空质粒＋HR组与

BA
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平
均

吸
光
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注：A：空质粒＋HR 组；B：ADM 质粒＋HR 组；与空质粒＋

HR组比较，
aP＜0.05

图 1 ADM转染效率鉴定（免疫细胞化学 ×250）

组别
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注：M：分子量标记；1：正常对照组；2：HR组；3：空质粒＋HR
组；4：ADM 质粒＋HR 组；与对照组比较，

aP＜0.05；与 HR 组比

较，
bP＜0.05
图 2 各组NRK⁃52E细胞ADM mRNA表达（RT⁃PCR）

组别

HR组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。见表1。
4. ADM对HR诱导的NRK⁃52E细胞凋亡的影

响：Annexin V⁃PI染色结合流式细胞仪检测结果

显示，与正常对照组相比，HR组细胞凋亡率显著

增加（12.71%±1.38%比 1.39%±0.68%，P＜0.05）；

与HR组相比，ADM质粒＋HR组细胞凋亡率显著

降低（3.84%±0.97%比 12.71%±1.38%，P＜0.05）；

空质粒＋HR 组和 HR 组之间差异无统计学意义

（11.96%±1.04%比 12.71%±1.38%，P＞0.05）。见

图 3。
5. 各组NRK⁃52E细胞Bcl⁃2、Bax和 Fas mRNA

表达：与正常对照组相比，HR组 Bcl⁃2、Bax和 Fas
mRNA表达均显著增加（均 P＜0.05），Bax的增加

更明显，故 Bax/Bcl⁃2升高（P＜ 0.05）；与HR组相

比，ADM质粒＋HR组 Bax和 Fas mRNA表达显著

减少（均 P＜ 0.05），Bcl ⁃ 2 的表达进一步上调，

Bax/Bcl⁃2 下降（P＜ 0.05）；空质粒＋HR 组和 HR
组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。见图 4。

6. 各组 NRK⁃52E细胞 Caspase⁃3、8、9活性蛋

白质表达：与正常对照组相比，HR组 Caspase⁃3、
8、9活性蛋白质表达均显著上调（均 P＜0.05）；与

HR 组相比，ADM 质粒＋HR 组 Caspase⁃3、8、9 活

性蛋白质表达均显著下调（均 P＜0.05）。空质

粒 ＋ HR 组 和 HR 组 之 间 差 异 无 统 计 学 意 义

（P＞0.05）。见图 5。

组别

正常对照组

HR组

空质粒＋HR组

ADM质粒＋HR组

细胞计数

(×106/ml)
4.83±0.19
3.35±0.23a

3.48±0.20
4.48±0.35b

细胞存活率

(%)
98.45±0.38
81.36±0.25a

82.85±0.35
95.58±0.46b

LDH含量

(U/L)
693.77±73.45

1513.29±331.56a

1485.31±339.47
967.28±139.58b

表 1 各组NRK⁃52E细胞计数、存活率及 LDH含量变化

（x ± s，n＝3）

注：与正常对照组比较，
aP＜0.05；与HR组比较，

bP＜0.05

注：A：正常对照组；B：HR组；C：空质粒＋HR组；D：ADM质

粒＋HR组

图 3 ADM对HR诱导的NRK⁃52E细胞凋亡的影响

（流式细胞术）

A B

C D

M 1 2 3 4

200 bp
300 bp400 bp500 bp700 bp

GAPDH（191 bp）

Bax（579 bp）
150 bp

500 bp400 bp300 bp200 bp GAPDH（191 bp）
Fas（398 bp）

注：1：正常对照组；2：HR组；3：空质粒＋HR组；4：ADM质

粒＋HR 组；与正常对照组比较，
aP＜0.05；与 HR 组比较，

bP＜
0.05
图 4 各组NRK⁃52E细胞Bcl⁃2、Bax和 Fas mRNA表达（RT⁃PCR）
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组别

Bcl⁃2
Fas
Bax
Bax/Bcl⁃2

100 bp

400 bp
200 bp
300 bp Bcl⁃2（360 bp）

GAPDH（191 bp）
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讨 论

众所周知，肾脏血流量占心输出量的 1/4，是
全身对 IRI 最敏感的器官之一，研究并寻求有效

的防治 IRI手段是目前肾脏病领域研究的热点和

亟待解决的问题。导致肾脏 IRI的主要机制包括

肾小管上皮细胞凋亡、活性氧代谢产物的积聚、

自由基钙超载 [9]、炎性介质 [10]、内皮细胞功能紊乱

及能量代谢障碍等。大量研究均表明抑制细胞

凋亡，可以减轻肾脏 IRI，保护肾功能 [11-12]。ADM
和垂体中叶素（intermedin，IMD）同为降钙素基因

家族的小分子活性多肽。本实验室在前期研究

发现 IMD可通过抑制肾脏 IRI中细胞凋亡从而减

轻肾脏 IRI[13]。在肾脏 IRI 中，ADM 的作用较明

确，但机制尚不清楚，值得深入研究。

本研究显示，NRK⁃52E 细胞给予缺氧 1 h 复

氧 1.5 h后，细胞受损明显，悬浮细胞增加。HR组

活细胞数及细胞存活率较正常对照组显著下降，

培养基中的 LDH 含量及细胞凋亡率均明显高于

正常对照组，HR对细胞造成损伤，说明模型制作

成功。我们采用 Fugene HD转染试剂，将 ADM真

核质粒转染至NRK⁃52E细胞，经免疫细胞化学法

检测转染后ADM的蛋白质表达及RT⁃PCR法检测

各组 ADM 的 mRNA 表达，证实 ADM 的表达在

ADM质粒＋HR组较空质粒＋HR组显著上调，转

染成功。

细胞凋亡是机体细胞在正常生理或病理状态

下发生的一种自发的、程序化的死亡过程，它的

发生受到机体的严密调控。细胞凋亡的分子生

物学机制主要包括 Caspase 依赖和非 Caspase 依

赖 ，目 前 认 为 肾 脏 IRI 中 细 胞 凋 亡 主 要 通 过

Caspase依赖的途径，它又可分为线粒体通路和死

亡受体通路。在线粒体通路中，细胞在 Ca2 ＋超

载、NO、氧自由基大量形成等因素的刺激下，线粒

体膜通透性转运孔开放，使细胞色素 c自线粒体

释放。细胞色素 c 与凋亡蛋白酶激活因子 1 结

合，进而与 pro ⁃ Caspase ⁃ 9 形成凋亡小体，导致

Caspase⁃9活化，进一步激活效应物 Caspase⁃3，引
起凋亡。Bcl⁃2家族是线粒体通路的关键调节因

子 [14]，其抗凋亡和促凋亡成员协同作用，发挥着细

胞凋亡开关的作用。Bcl⁃2具有抗凋亡作用。Bax
是促凋亡基因，可与 Bcl⁃2形成异二聚体使 Bcl⁃2
失活。Bax/Bcl⁃2 比值对于细胞受刺激后是否进

入凋亡状态有重要意义，其比值增高决定了细胞

凋亡进入执行期，将通过细胞内信号转导途径导

致细胞凋亡，相反比值降低将抑制凋亡的发生 [15]。

在死亡受体通路中，需要死亡受体与其配体结合

（如 Fas与 Fasl），使死亡结构域和死亡效应结构域

一起形成死亡诱导信号复合物，激活 Caspase⁃8，
进一步激活 Caspase⁃3诱导凋亡。活性 Caspase⁃3
是线粒体通路和死亡受体通路共同的终末因子。

本研究结果显示，NRK⁃52E 细胞经过 HR 后

可导致细胞活力下降，细胞凋亡比例增加，促凋

亡基因 Bax，抑制凋亡基因 Bcl⁃2 及死亡受体 Fas
的表达上调，Bax/Bcl ⁃2 升高，同时活性 Caspase⁃
3、8、9的表达明显上调，证实在HR时有细胞凋亡

现象存在，线粒体通路和死亡受体通路可能均参

与发生。同时我们观察到在 ADM 质粒＋HR 组

NRK⁃52E活细胞数及细胞存活率均较HR组显著

增加，细胞凋亡率下降，提示抑制凋亡的现象发

生；线粒体通路中的Bax、活性Caspase⁃9的表达下

调，而 Bcl ⁃2 的表达呈现上调趋势，Bax/Bcl ⁃ 2 降

低 ；死 亡 受 体 通 路 中 的 死 亡 受 体 Fas 及 活 性

Caspase⁃8的表达下调；而活性Caspase⁃3作为两条

通路共同的终末因子在ADM质粒＋HR组的表达

呈现显著下降。提示 ADM的高表达可以抑制肾

小管上皮细胞凋亡的线粒体通路和死亡受体通
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注：1：正常对照组；2：HR 组；3：空质粒＋HR 组；4：ADM 质

粒＋HR组；与对照组比较，
aP＜0.05；与HR组比较，

bP＜0.05
图 5 各组NRK⁃52E细胞Caspase⁃3、8、9活性蛋白质表达

（Western印迹）
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路。

综上所述，HR可导致NRK⁃52E细胞凋亡，线

粒体通路和死亡受体通路可能均参与了其发生；

ADM高表达可以减轻HR诱导的NRK⁃52E细胞凋

亡，其机制至少部分是通过抑制线粒体通路和死

亡受体通路实现的。
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