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　　[摘要]　目的:探讨自然界中常见的类黄酮糖苷化合物芹菜素-7-葡萄糖苷(A7DG)对草酸诱导的人近端肾

小管上皮细胞 HK-2损伤是否具有修复作用及其具体作用途径。方法:培养 HK-2细胞到80%生长密度后分成

3组并进行不同处理:①NC组:换用基础培养液继续培养;②OX组:换用含浓度为2mmol/L草酸的基础培养液

进行培养;③A7DG药物干预组:换用含2mmol/L草酸和不同浓度的 A7DG的基础培养液进行培养。经不同条

件处理24h后,分别对3组 HK-2细胞进行细胞活力检测(CCK-8)、乳酸脱氢酶(LDH)及抗氧化能力相关指标还

原型谷胱甘肽(GSH)、超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)检测,使用荧光显微镜检测线粒体膜电位(MMP)
的变化,使用蛋白质印迹法(Westernblot)检测细胞内 NOX4、NOX2、p22、GRP78/BIP、IRE1、p-IRE1、p-ASK1、

p38、p-p38、CHOP以及炎症相关因子IL-2、IL-6的蛋白表达情况。结果:CCK-8实验结果表明 OX组细胞存活率

较 NC组明显降低,而 A7DG减轻了 OX对 HK-2细胞的损伤。LDH、GSH、SOD及 MDA 检测结果表明 A7DG
可降低草酸预处理后 HK-2细胞 NADPH 氧化酶的释放,通过干预草酸介导的活性氧(ROS)减轻草酸对 HK-2
细胞产生的损伤,并使异常的 MMP恢复至正常。此外,蛋白质印迹显示 A7DG 干预下氧化应激特征蛋白如

GRP78,CHOP以及IRE1途径关键蛋白p-IRE1、p-ASK、p-MAPK 的蛋白表达显著降低,氧化应激损伤途径中

IL-2、IL-6等炎性因子的表达也降低。结论:本研究结果证实 A7DG在草酸诱导的 HK-2细胞损伤中具有积极修

复作用,且通过IRE1/ASK1/P38MAPK信号通路发挥积极地抗氧化作用,A7DG可为草酸介导的肾损伤和尿路

结石的治疗提供新的参考。
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Abstract　Objective:Toinvestigatewhetherapigenin-7-glucoside(A7DG)hasarepairingeffectonoxalic
acid-induceddamageinHK-2cellsanditsspecificmechanism.Methods:HK-2cellswereculturedto80%growth
densityanddividedinto3groupsfordifferenttreatments:①NCgroup:culturedinbasalmedium;②OXgroup:

culturedinbasalmediumcontaining2mmol/Loxalicacidconcentration;③A7DGdruginterventiongroup:cul-
turedinbasalmediumcontaining2mmol/LoxalicacidanddifferentconcentrationsofA7DG.After24hourof
treatment,threegroupsofHK-2cellswereextractedforcellviabilitytest (CCK-8),lactatedehydrogenase
(LDH)testandrelatedantioxidantcapacity-relatedindicatorssuchasreducedglutathione(GSH),superoxidedis-
mutase(SOD),malondialdehyde(MDA)test.Mitochondrialmembranepotential(MMP),theproteinexpres-
sionofNOX4,NOX2,p22,GRP78/BIP,IRE1,p-IRE1,p-ASK1,p38,p-p38,CHOPandinflammation-related
factorsIL-2andIL-6werealsotested.Results:TheresultsofCCK-8assayshowedthatthecellgrowthrateof
OXgroupwassignificantlylowerthanthatofNCgroup,andA7DGattenuatedthedamageofOXonHK-2cells.
TheresultsofLDH,GSH,SODand MDAassaysshowedthatA7DGreducedthereleaseofNADPHoxidase
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from HK-2cellsafteroxalicacidpretreatment,attenuatedthedamageofoxalicacidonHK-2cellsbyinterfering
withoxalicacid-mediatedreactiveoxygenspecies(ROS)damageandrestoredtheabnormalmitochondrialmem-
branepotentialtonormal.Inaddition,theresultsofWBtestshowedthattheproteinexpressionofoxidative
stresssignatureproteinssuchasGRP78,CHOPandkeyproteinsoftheIRE1pathway,p-IRE1,p-ASKandp-
MAPK,aswellastheexpressionofinflammatoryfactorssuchasIL-2andIL-6intheoxidativestressdamage
pathwayweresignificantlyreducedbyA7DGintervention.Conclusion:Theresultsofthisstudyconfirmedthat
A7DGhasapositiverepairingeffectonoxalicacid-inducedHK-2cellinjuryandexertsapositiveantioxidanteffect
throughtheIRE1/ASK1/P38MAPKsignalingpathway,whichmeansitmayprovideanewreferenceforthetreat-
mentofoxalate-mediatedrenalinjuryandnephrolithiasis.
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　　肾结石是我国常见的泌尿系统疾病之一[1-3],
其发病率与复发率居高不下。目前对肾结石的形

成机制尚未完全阐明,其中肾小管上皮细胞暴露在

高浓度草酸后导致的不可逆损伤被普遍认为是结

石形成的诱因之一[4],该过程通过激活肾素/血管

紧张素Ⅱ使机体产生炎症反应,导致体内 NADPH
氧化酶与活性氧(ROS)的激活,进而诱导细胞的

损伤[5]。
芹 菜 素-7-葡 萄 糖 苷 (apigenin7-glucoside,

A7DG)是天然植物中最常见的类黄酮糖苷类化合

物之一,具有强大的抗炎、抗氧化作用[6-7]。A7DG
的抗炎、抗氧化活性在视网膜退行性疾病[8]、癌

症[9]、代谢性疾病[10]、血液系统疾病[11-12]及神经系

统疾病[13]中得到了良好的证明。但迄今为止,
A7DG在减轻草酸介导的肾小管上皮细胞损伤以

及肾结石病因学领域还未见报道,其作用效果及具

体的作 用 机 制 仍 有 待 探 索。本 项 研 究 将 评 估

A7DG是否对草酸介导的肾小管上皮细胞损伤中

起到缓解作用,探讨 A7DG干预的草酸组 HK-2细

胞时炎性因子以及相关信号通路的具体表达。
1　材料与方法

1.1　实验材料及试剂

人近端肾小管上皮细胞(HK-2细胞)(中国科学

院细胞库,中国上海),DMEM/F12培养液(Gibco美

国),胎牛血清(Biologicalindustries,以色列),青霉

素-链霉素(1×105单位/l青霉素和100mg/L链霉

素,MerckKGaA),A7DG药物(MedChemExpress,美
国,HY-N0578),草酸 OX(Sigma,德国),CCK-8试剂

盒(东仁,日本),乳酸脱氢酶(LDH)检测试剂盒(碧
云天,中国),还原型谷胱甘肽(GSH)试剂盒(南京建

成生物工程研究所,中国,A006-2-1),超氧化物歧化

酶(SOD)检测试剂盒(南京建成生物工程研究所,中
国,A001-3-2),丙二醛(MDA)检测试剂盒(南京建成

生物工程研究所,中国,A003-4-1),NOX4(Protein-
tech,中国,14347-1-AP)、NOX2(Proteintech,中国,
190131-AP),p22(Proteintech,12345-1-AP),p38
(Proteintech,中国,14064-1-AP),IL-2(Proteintech,
中国,26156-1-AP),IL-6(Proteintech,中国,21865-1-

AP),IRE1(Proteintech,中国,27528-1-AP),CHOP
(Proteintech,中国,15204-1-AP),p-IRE1(Affinity,美
国,AF7150),pp38MAPK(Affinity,美国,AF4001),

p-ASK1(Affinity,美 国,AF3477),GRP78/BIP(ab-
cam,英国,ab21685)。
1.2　方法

1.2.1　HK-2细胞培养与单纯 A7DG药物作用检

测　HK-2细胞置于温度37℃,含5%CO2,并保持

一定湿度的细胞培养箱中,使用DMEM/F12完全培

养液(DMEM/F12基础培养液加入10%胎牛血清和

1%青链霉素)进行培养。当生长密度达到80%后,
分别换用含6种不同浓度(10μmol/L、20μmol/L、
30μmol/L、40μmol/L、50μmol/L、60μmol/L)的

A7DG药物的基础培养液或单纯基础培养液培养细

胞,干预12、24、36、48h后进行细胞活力检测。
1.2.2　实验分组及细胞活力检测(CCK-8)　当细

胞生长密度达到80%时,即可进行分组并行不同

处理:①NC组:换用基础培养液继续培养;②OX
组:换用含浓度为2mmol/L草酸的基础培养液进

行培养;③A7DG 药物干预组:换用含2mmol/L
草酸和不同浓度的A7DG的基础培养液进行培养。
不同组干预12、24、36、48h后进行细胞活力检测。
1.2.3　LDH 测定　HK-2细胞转移至96孔板中

培养,每孔加入150μL细胞悬液并进行干预处理,
干预24h后去除废液并向样品最大酶活性对照孔

加入LDH 释放试剂,使样品的酶活力达到最大。
样品在37℃培养箱中孵育1h后离心5min,每孔

取上清液120μL,转移到新的96孔板中。每孔加

入LDH 工作液并室温避光孵育30min,使用酶标

仪检测490nm 处的 OD值。
1.2.4　细胞 MDA测定　HK-2细胞转移至6孔板

中培养,药物干预24h后用 PBS清洗2次,加入

MDA提取液后刮取细胞并移入离心管,离心去除上

清液并使用细胞超声破碎仪进行破碎,取100μL细

胞悬液后,按照检测试剂盒的操作说明进行操作,最
终每组取250μL上清液加入到新的96孔板中,使
用酶标仪检测530nm 处的 OD值。
1.2.5　SOD检测　HK-2细胞转移至6孔板中,
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干预结束后用PBS清洗2次,加入2mLPBS后刮

取细胞并移入离心管,离心去除上清液并使用细胞

超声破碎仪进行破碎,取20μL细胞悬液后按检测

试剂盒的操作说明进行操作,将上清液加入到新的

96孔板中,使用酶标仪检测450nm 处的 OD值。
1.2.6　GSH 检测　HK-2细胞转移至6孔板中,干
预结束后用PBS清洗2次,加入2mLPBS后刮取细

胞并移入离心管,离心去除上清液并使用超声破碎

仪进行破碎,取100μL细胞悬液后按照检测试剂盒

的操作说明进行操作,将上清液加入到新的96孔板

中,使用酶标仪检测405nm处的 OD值。
1.2.7　荧光显微镜检测线粒体膜电位(MMP)　
在6孔板使用细胞爬片技术培养 HK-2细胞至玻

璃片以便操作,干预结束后将 CCCP工作液加入

CCCP组孵育30min,结束后所有样品均用 PBS
洗涤2次,加入2mLJC-1染色工作液进行孵育,
抗荧光淬灭封片液(含 DAPI)封片,在正置荧光显

微镜200倍视野下观察。用ImageJ软件分析平

均荧光强度值,以红色荧光与绿色荧光强度比代表

各组干预后的 MMP。
1.2.8　蛋白印迹(Westernblot)分析　使用6孔

板培养 HK-2细胞,3组干预结束后将细胞洗涤并

用放射免疫沉淀法(RIPA),进行裂解并获取细胞

蛋白。将蛋白样本进行蛋白质凝胶电泳,转模并封

闭后,将蛋白条带置于一抗(NOX4、NOX2、p22、
GRP78/BIP、IRE1、p-IRE1、p-ASK1、p38、p-p38、
CHOP、IL-2、IL-6)稀释液中4℃孵育过夜。TBST

缓冲液清洗5次后,置于相对应的二抗稀释液中进

行室温孵育1h,TBST 清洗5次后使用化学发光

成像仪进行曝光,ImageJ软件分析蛋白条带的灰

度值。
1.3　统计学方法

所有实验均重复至少3次,并取平均值。使用

GraphPadPrism5.0软件进行统计分析,符合正态

分布的计量资料以■X±S 表示,多组间的比较采用

单因 素 方 差 分 析 (ANOVA),事 后 检 验 采 用

Tukey's法。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　A7DG对 HK-2细胞活力的影响

用 6 种 不 同 浓 度 的 A7DG (10 μmol/L、
20μmol/L、30μmol/L、40μmol/L、50μmol/L、
60μmol/L)在不同时间内干预正常 HK-2细胞,验
证其对 HK-2细胞的毒性作用。结果表明,培养

12、24、36、48h后,除60μmol/L组以外,其余浓度

组对 HK-2细胞的细胞活力影响差异均无统计学意

义(图1),表明10μmol/L、20μmol/L、30μmol/L、
40μmol/L、50μmol/L浓度的 A7DG 对 HK-2细

胞无明显毒性作用。
2.2　A7DG对 OX干预后 HK-2细胞活力的影响

当 OX和5种不同浓度的 A7DG(10μmol/L、
20μmol/L、30μmol/L、40μmol/L、50μmol/L)同
时干预 HK-2细胞时,与 NC组比较,OX组细胞存

活率明显降低,而 A7DG减轻了 OX对 HK-2细胞

的损伤,细胞活力差异有统计学意义。

a:干预12h;b:干预24h;c:干预36h;d:干预48h。所有浓度 A7DG干预组与 NC组比较,1)P<0.05,2)P<0.05。
图1　用6种不同浓度的A7DG干预正常HK-2细胞

a:干预12h;b:干预24h;c:干预36h;d:干预48h。与 NC组比较,1)P<0.0001;A7DG干预组与 OX组比较,2)P<
0.01,3)P<0.0001。

图2　5种不同浓度的A7DG对HK-2细胞活力的影响
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2.3　A7DG显著减少 OX干预后LDH的释放活性

为验证 A7DG 对 OX干预后 HK-2细胞损伤

的保护机制,进一步检测各个干预组之间 LDH 释

放活性的差异。结果表明单纯草酸干预的 HK-2
细胞其LDH 释放程度显著高于 NC 组[(5.66±
0.45)vs.(12.30±1.14),P<0.0001],而将草酸

与50μmol/L A7DG 同时暴露与 HK-2细胞时,
LDH 的释放量显著降低并趋于正常值(5.88±
0.49,P<0.0001),见图3a。
2.4　A7DG减少了 OX对 HK-2细胞的氧化应激

损伤

MDA、SOD、GSH 均是体内氧化应激与氧化

损伤的重要标志。实验结果表明与单纯 OX 介导

细胞比较,A7DG干预组可显著改变 HK-2细胞中

MDA、SOD、GSH 的表达水平。与 NC 组比较,
OX组的 MDA明显升高[(0.83±0.06)vs.(5.94
±0.72),P<0.0001],而 A7DG 干预组中 MDA
明显降低(3.10±0.46,P<0.0001),见图3b。与

NC组 比 较,OX 组 中 SOD 表 达 量 明 显 降 低

[(111.09±9.36)vs.(50.14±9.03),P <
0.0001],而 A7DG 干预组中可增加 OX 干预后

HK-2细胞内的 SOD 表达量(84.86±3.77,P<
0.0001),见图3c。OX 组与 NC组比较,GSH 含

量明 显 降 低 [(447.33±3.14)vs.(135.69±
9.13),P<0.0001],A7DG 干预后 HK-2细胞中

GSH 含 量 显 著 提 高 (302.11 ± 12.54,P <
0.0001),见图3d。
2.5　A7DG可升高OX介导后降低的 MMP

与NC组比较,OX干预24h后 MMP显著降低

[(2.02±0.21)vs.(1.01±0.02),P<0.05],而

A7DG使受损 HK-2细胞 MMP恢复并趋于正常水

平(1.47±0.09,P<0.01),见图4。
2.6　蛋白免疫印迹(Westernblot)检测结果

Westernblot检测各组细胞蛋白中内质网应

激和凋亡相关蛋白的表达变化,见图5。

a:A7DG(50μmol/L)干预24h后,HK-2细胞中LDH释放量的变化;b:A7DG(50μmol/L)干预24h后,HK-2细胞中 MDA
含量的变化;c:A7DG(50μmol/L)干预24h后,HK-2细胞中SOD含量的变化;d:A7DG(50μmol/L)干预24h后,HK-2细

胞中 GSH含量的变化。OX组与 NC组比较,1)P<0.0001;A7DG干预组与 OX组比较,2)P<0.01,3)P<0.0001。
图3　A7DG干预后HK-2细胞中LDH、MDA、SOD与GSH等指标的变化

a:红色荧光强度与绿色荧光强度之比越大,MMP越高(×200倍);b:NC组为2.02±0.21,OX组为1.01±0.02,而 A7DG
显著升高 HK-2细胞的 MMP为1.47±0.09。OX组与 NC组比较,1)P<0.05;A7DG干预组与 OX组比较,2)P<0.01。

图4　用JC-1试剂盒检测 MMP
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A7DG干预后 HK-2细胞中 NADPH 相关蛋白 NOX4、NOX2和p22,氧化应激相关蛋白 GRP78/BIP、IRE1、p-IRE1、p-
ASK1、p38/MAPK、p-p38/MAPK和CHOP以及炎症相关因子IL-2、IL-6的 Westernblot表达和直方图的变化趋势,

OX组与 NC组比较,1)P<0.05,2)P<0.01;A7DG干预组与 OX组比较,3)P<0.05,4)P<0.01,5)P<0.0001。
图5　A7DG干预后HK-2细胞内 Westernblot表达趋势变化

3　讨论

已知尿液中高浓度的草酸导致体内 ROS失衡

与肾小管上皮细胞的氧化应激损伤是肾结石形成

的主要因素之一[4],因此,抗氧化是目前干预肾结

石形成机制中的重点研究之一。目前天然抗氧化

物在缓解体内氧化应激损伤过程中的研究处于瓶

颈状态,主要原因在于ROS本身维持着体内稳态,
在细胞间信息传递过程中起着双重作用,而多数基

础研究中忽略了该特性,总是强调抑制体内全部的

氧化应激过程,反而加重了细胞的损伤[14]。
与其他氧化应激抑制剂比较,芹菜素及其糖苷

不仅在各个疾病的转归与防治过程中具有良好的

抗炎、抗氧化活性,其抗氧化还具有一定的选择

性[9-11,15];而且还具有不良代谢反应少,生物利用度

高等特点,已证实在食品和制药行业中具有良好的

前景[16]。
本研究过程中证实了 A7DG可以降低草酸的

毒性进而有效提高了 HK-2活力,恢复 OX导致的

细胞内促氧化系统与抗氧化系统间的稳态失衡,纠
正细胞内异常的LDH 的释放量,改变细胞中内源

性抗氧化酶如SOD、GSH 及 MDA 等脂质过氧化

物的 表 达 水 平。通 过 MMP 的 检 测 我 们 发 现

A7DG通过干预草酸作用于线粒体 ROS的产生,
进而恢复了 MMP,抑制凋亡,减少草酸介导的

HK-2细胞损伤。
NADPH 可以解释上游的氧化应激损伤机制,

其中 NOX4和 NOX2主要在肾脏表达,两者的激

活均依赖于p22[17-18]。Westernblot结果表明,草
酸的处理降低了 NOX4的蛋白表达,显著提高了

p22的蛋白表达,但并没有改变 NOX2的蛋白表

达。从而可以判断 A7DG 对草酸介导的 HK-2细

胞缓解作用是通过调节 NADPH 氧化酶中特定的

NOX方式进行。
GRP78是内质网应激的标志性蛋白之一,在

细胞受到缺氧等应激刺激时,该蛋白从跨膜蛋白上

解离,激活并诱导未折叠蛋白(UPR)的形成,进而
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改变跨膜蛋白IRE1的表达[19]。不仅如此,此过程

通过 凋 亡 信 号 激 酶 1(ASK1)激 活 下 游 的 p38
MAPK信号通路,在草酸介导的 HK-2细胞损伤

和凋亡中起着重要作用[4,20]。此外,IL-2、IL-6作

为促炎性细胞因子之一,均参与了p38MAPK 细

胞通路,是ROS应激后形成的产物,参与了尿路结

石的发病机制[21]。同时,p38 MAPK 通过其反式

激活结构域的磷酸化激活活化转录因子CHOP,后
者通过激活多种炎性小体,共同促进细胞的凋亡,
在结石钙化斑早期形成过程中起着重要作用[22]。

本研究结果表明 A7DG 在草酸介导的 HK-2
细胞损伤中发挥正向作用,可显著降低草酸介导的

氧化应激相关蛋白如 GRP78、IRE1、ASK1、CHOP
以及促炎性细胞因子IL-2、IL-6等蛋白表达水平。
A7DG通过抑制草酸以及氧化应激介导的IRE1/
ASK1/P38MAPK信号通路发挥抗炎、抗氧化作

用,从而降低了草酸对 HK-2细胞的损伤,在减少

炎性因子释放同时,恢复了 MMP,抑制了细胞的损

伤及凋亡,表明其在对草酸诱导的肾小管上皮细胞

损伤形成结石过程中可能起到缓解抑制作用。
本实验也存在一定局限性。首先,本次研究仅

使用了 HK-2单个细胞系,也仅证明了 A7DG会减

轻草酸带来的损伤,而探究A7DG是否在尿路结石

形成过程中发挥重要作用需要更多细胞系及肾结

石的动物模型研究的支持;其次,只探究了氧化应

激过程中IRE1/ASK1/P38MAPK 通路的相关变

化及作用,其他内质网应激通路的作用还有待完

善,且 A7DG如何影响IRE1/ASK1的其他下游的

氧化还原信号,例如JNK和ERK1/2途径,尚不清

楚。尽管需要进一步研究确切的潜在机制,但该实

验结果仍表明A7DG作为新兴的天然抗氧化成分,
可以为控制草酸引起的肾损伤和尿路结石的预防

及精准治疗提供新的策略及方向。
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