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虾青素调控 ＳＩＲＴ１／ＰＧＣ－１α／ＮＲＦ１信号通路
减轻对比剂诱导的急性肾小管损伤

徐　洋　李文华　郑　迪　张　权

摘　要　目的　观察虾青素 （ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ，ＡＳＴ）对碘海醇 （ｉｏｈｅｘｏｌ，Ｉ）诱导的大鼠肾小管上皮细胞损伤的保护作用，并探

讨其可能机制。方法　常规培养的大鼠肾小管上皮细胞株 （ＮＲＫ－５２Ｅ）分为空白对照组 （Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、溶剂对照组 （ＤＭＳＯ

组）、碘海醇组 （Ｉ组）、虾青素预处理组 （ＡＳＴ组）、虾青素和尼克酰胺共处理组 （ＡＳＴ＋ＮＡ组）、尼克酰胺 （ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ，ＮＡ

组）。ＣＣＫ－８检测细胞增殖情况；硫代巴比妥酸法测定丙二醛 （ＭＤＡ）含量；流式细胞仪检测细胞内活性氧 （ＲＯＳ）的水平；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１蛋白表达。结果　与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，碘海醇培养的 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞增殖

活性明显下降，ＭＤＡ和 ＲＯＳ水平升高，ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１蛋白表达明显下降 （Ｐ＜０．０５）。与 Ｉ组比较，ＡＳＴ预处理组细

胞增殖活性增加，ＭＤＡ和 ＲＯＳ水平下降，ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１蛋白表达上调 （Ｐ＜０．０５）。在 ＡＳＴ组基础上给予 ＳＩＲＴ１抑制

剂后，逆转了以上 ＡＳＴ的保护作用。与 ＡＳＴ＋ＮＡ组比较，ＮＡ组细胞活性下降，ＭＤＡ和 ＲＯＳ水平升高，ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１

蛋白表达增加 （Ｐ＜０．０５）。结论　虾青素通过减少 ＭＤＡ和 ＲＯＳ水平，调控 ＳＩＲＴ１／ＰＧＣ－１α／ＮＲＦ１信号通路缓解碘海醇诱导的

ＮＲＫ－５２Ｅ细胞损伤。
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　　随着对比剂在心内介入手术的广泛应用，对比剂
引起的急性肾损伤 （ｃｏｎｔｒａｓｔ－ｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙ，ＣＩ－ＡＫＩ）逐渐成为心内科医生关注的焦

点
［１］
。对比剂急性肾损伤是指血管内应用碘对比剂

后发生的急性肾功能损害，且除外其他原因导致的急

性肾衰竭
［２］
。关于 ＣＩ－ＡＫＩ确切的病理生理机制尚

未完全清楚
［３］
，近来观点认为氧化应激损伤是 ＣＩ－

ＡＫＩ主要发病机制之一［４］
。虾青素 （ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ，

ＡＳＴ）是一种天然的红色类胡萝卜素衍生物，前期实
验研究表明，ＡＳＴ能改善对比剂诱导的大鼠肾小管上
皮细胞凋亡，下调凋亡蛋白 Ｐ５３、Ｂａｘ表达，稳定线粒

·５７·
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体膜电位
［５］
。本研究通过碘海醇建立对比剂急性肾

损伤大鼠模型，研究 ＡＳＴ能否缓解肾损伤，并探讨沉
默信息调节因２相关酶 １（ｓｉｌｅｎｔｍａｔｉｎｇｔｙｐｅｉｎｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ２ｈｏｍｏｌｏｇ－１，ＳＩＲＴ１）、过氧化物酶体
增殖物激活受体 γ辅助激活因子 －１α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ－１α，
ＰＧＣ－１α）和核呼吸因子 （ｎｕｃｉｅａｒｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１，
ＮＲＦ１）在模型中的变化，为临床治疗 ＣＩ－ＡＫＩ提供理
论依据。

材料与方法

１．主要材料：大鼠肾小管上皮细胞株 （ｒａｔｒｅｎａｌ
ｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＮＲＫ－５２Ｅ）；虾青素 （美国

Ｓｉｇｍａ公司）；碘海醇 （扬子江药业有限公司）；胎牛

血清 （四季青有限公司，中国）；ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ，美国）；尼克酰胺 （大连美仑生物技术有限公

司，中国）；ＢＣＡ蛋白试剂盒 （碧云天生物技术公

司）；ＣＣＫ－８试剂盒 （Ｄｏｊｉｎｄｏ同仁化学研究所）；活
性氧检测试剂盒、丙二醛 （ＭＤＡ）试剂盒 （碧云天生
物技术公司）；β－ａｃｔｉｎ抗体 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公
司）；ＳＩＲＴ１抗体（Ａｂｓｉｎ生物技术有限公司）；ＰＧＣ－
１α抗体 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；ＮＲＦ１抗体 （美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）。
２．细胞培养与分组：大鼠肾小管上皮细胞ＮＲＫ－

５２Ｅ细胞来自徐州医科大学药理学实验室，培养于含
１０％胎牛血清、０．１％青霉素和链霉素 ＤＭＥＭ／Ｆ１２高
糖培养基培养基中，于５％ＣＯ２、３７℃恒温培养箱中培
养，隔天换液。实验分组及处理：空白对照组 （Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组）、溶剂对照组 （ＤＭＳＯ组，０．１％ ＤＭＳＯ）、碘海
醇组 （Ｉ组，５０ｇＩ／Ｌ）、虾青素组 （ＡＳＴ组，５０ｇＩ／ＬＩ＋
２０μｍｏｌ／ＬＡＳＴ）、虾青素 ＋尼克酰胺组 （ＡＳＴ＋ＮＡ
组，５０ｇＩ／ＬＩ＋２０μｍｏｌ／ＬＡＳＴ＋２０ｍｍｏｌ／ＬＮＡ）、尼克
酰胺组 （ＮＡ组，５０ｇＩ／ＬＩ＋２０ｍｍｏｌ／ＬＮＡ）。

３．ＣＣＫ－８测定细胞增殖情况：细胞用胰蛋白酶
消化离心后，１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液稀释并
细胞计数，将细胞密度调整为 ５×１０４个／毫升，接种
于９６孔板，１００微升／孔，培养 ２４ｈ（在 ３７℃，５％ＣＯ２
的条件下），空白对照孔加入等体积不含细胞的培养

基，对照组只加入细胞，不加入干预药物。每组设 ５
个复孔，分组干预，４８ｈ后向每孔中加入 １００μｌ含有
１０μｌＣＣＫ－８溶液的培养基，置于 ５％ＣＯ２的 ３７℃恒
温培养箱中孵育 ２ｈ后用酶标仪测定在 ４５０ｎｍ处的
Ａ值。

４．流式细胞仪检测细胞内 ＲＯＳ水平：细胞经消

化、离心、计数后，以密度 ４×１０５／ｍｌ接种于 ６孔板
中，培养２４ｈ至细胞贴壁。根据分组用相应药物处理
细胞，阴性对照组无特殊处理；阳性对照组加入 Ｒｏ
ｓｏｕｐ１μｌ＋１ｍｌＤＣＦＨ－ＤＡ；实验各组处理时间到后，除
阴性对照组外，各实验组加入终浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ荧
光探针 ＤＣＦＨ－ＤＡ１ｍｌ，３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养
３０ｍｉｎ。弃培养基，无血清培养基洗３遍 ×５ｍｉｎ，充分
去除未进入细胞的 ＤＣＦＨ－ＤＡ。胰酶消化收集细
胞，上流式细胞仪检测 ＲＯＳ。所有实验独立重复
３次。

５．氧化应激试剂盒 ＭＤＡ检测：ＭＤＡ的检测采用
丙二醛测定试剂盒，购自碧云天生物技术公司，应用

硫代巴比妥酸 ＴＢＡ法测定细胞上清液中 ＭＤＡ含量，
严格按照试剂盒说明书操作。所有实验独立重复

３次。
６．蛋白免疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测蛋白表达

水平：提取细胞总蛋白，用 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
测定蛋白浓度后，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ），转膜后室温下封闭，分别加入一抗 β－ａｃｔｉｎ
（１∶２０００）、ＳＩＲＴ１（１∶５００）、ＰＧＣ－１α（１∶１０００）、
ＮＲＦ１（１∶５００），４℃孵育过夜，二抗室温孵育２ｈ，化学
发光剂显色，扫描结果。最后对目的条带进行扫描密

度分析。β－ａｃｔｉｎ作为内参照，ＩｍａｇｅＪ分析软件进
行灰度值分析。每组重复３次。

７．统计学方法：采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０统计
学软件进行统计分析，计量数据均以均数 ±标准
差（ｘ±ｓ）表示，多样本均数比较应用单因素方差
分析 （ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），多样本均数间的两两比
较比较采用 ｑ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

结　　果
１．细胞增殖活性的比较：ＣＣＫ－８结果显示，与

空白对照组比较，ＤＭＳＯ组差异无统计学意义 （Ｐ＞
０．０５）；Ｉ损伤组细胞的增殖活性明显下降，差异有统
计学意义 （Ｐ＜０．０５）。ＡＳＴ治疗组肾小管上皮细胞
增殖活性较 Ｉ组明显增加，差异有统计学意义 （Ｐ＜
０．０５）。给予 ＳＩＲＴ１抑制剂 ＮＡ后，ＡＳＴ＋ＮＡ组与
ＡＳＴ组相比，内皮细胞增殖活性明显下降 （Ｐ＜
００５）。与 ＡＳＴ＋ＮＡ组相比，ＮＡ组差异有统计学意
义 （Ｐ＜０．０５）。ＡＳＴ预处理能够改善细胞增殖活性，
ＮＡ阻断 ＳＩＲＴ１信号通路能够减弱 ＡＳＴ对细胞的保
护作用（图１）。

２．各组 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞中 ＭＤＡ含量的比较：
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图 １　实验各组 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞增殖活性

与阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５；与碘海醇组比较，＃Ｐ＜０．０５；与

虾青素组比较，ΔＰ＜０．０５；与虾青素 ＋尼克酰胺组比较，▲Ｐ＜

００５（ｎ＝５）

ＤＭＳＯ组和空白对照组比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；Ｉ组 ＭＤＡ含量较空白对照组明显增加
（Ｐ＜０．０５）。与 Ｉ组比较，ＡＳＴ组内皮细胞 ＭＤＡ含
量明显减少，差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）。给予
ＳＩＲＴ１抑制剂 ＮＡ后，ＡＳＴ＋ＮＡ组与 ＡＳＴ组比较，内
皮细胞ＭＤＡ含量明显增多（Ｐ＜００５）。与ＡＳＴ＋

ＮＡ组比较，ＮＡ组差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５，
表 １）。

表 １　实验各组 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞 ＭＤＡ和

ＲＯＳ含量（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＲＯＳ平均荧光强度
阴性对照组 ３．２１±０．８０ ３６６．３３±８１．８６　　
溶剂对照组 ３．９１±１．３８ ４４０．６７±７４．７８
碘海醇组 １１．２３±１．８９ ８６２．００±１３５．７１

虾青素组 ６．９９±１．１５＃ ５６７．６７±１１４．６７＃

虾青素 ＋尼克酰胺组 １８．８４±０．８１Δ ８００．００±１６４．６１Δ

尼克酰胺组 １７．４２±２．１９＃Δ▲ １５１７．３３±１６３．６６＃Δ▲

　　与阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５；与碘海醇组比较，＃Ｐ＜０．０５；与虾

青素组比较，ΔＰ＜０．０５；与虾青素 ＋尼克酰胺组比较，▲Ｐ＜０．０５

　　３．各组 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞中 ＲＯＳ水平的比较：采
用 ＦＣＭ检测平均荧光强度来表明细胞内 ＲＯＳ的水
平。与空白对照组比较，ＤＭＳＯ组差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；Ｉ组细胞内 ＲＯＳ含量明显升高 （Ｐ＜
００５）。ＡＳＴ应用后，细胞内 ＲＯＳ活性较 Ｉ组明显降
低，差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）。在 ＡＳＴ基础上
给予 ＳＩＲＴ１抑制剂 ＮＡ后，与 ＡＳＴ组比较，ＲＯＳ含量
再次升高 （Ｐ＜０．０５）。与 ＡＳＴ＋ＮＡ组比较，ＮＡ组
差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５，表１，图２）。

图 ２　实验各组 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞活性氧水平
Ａ．阴性对照组；Ｂ．溶剂对照组；Ｃ．磺海醇组；Ｄ．虾青素组；Ｅ．虾青素 ＋尼克酰胺组；Ｆ．尼克酰胺组
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　　４．蛋白免疫印迹法检测蛋白表达：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测结果显示，与空白对照组比较，ＤＭＳＯ组差异
无统计学意（Ｐ＞０．０５）；Ｉ组中 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－１α和
ＮＲＦ１表达减少 （Ｐ＜０．０５）。ＡＳＴ预处理组 ＳＩＲＴ１、
ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１蛋白较 Ｉ组显著升高（Ｐ＜０．０５）。

而给予 ＳＩＲＴ１抑制剂 ＮＡ后，与 ＡＳＴ组比较，内皮细
胞 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１蛋白表达明显减少
（Ｐ＜０．０５）。与 ＡＳＴ＋ＮＡ组比较，ＮＡ组 ＳＩＲＴ１、
ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１蛋白表达进一步下降，差异有统计
学意义 （Ｐ＜０．０５），详见图３。

图 ３　实验各组细胞 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１蛋白表达水平

与阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５；与碘海醇组比较，＃Ｐ＜０．０５；与虾青素组比较，ΔＰ＜０．０５；与虾青素 ＋尼克酰胺组比较，▲Ｐ＜０．０５（ｎ＝３）

讨　　论
虾青素是一种含有酮基的类胡萝卜素，因其含有

一个长的共扼不饱和双键结构使得虾青素具有很强

的抗氧化性
［６］
。虾青素具有多种潜能，研究发现在

小鼠肾 Ｉ／Ｒ损伤模型中，ＡＳＴ预处理显著减少了 Ｉ／Ｒ
小鼠肾脏样本中的氧化应激和炎症从而改善肾功

能
［７～９］

。与上述结果一致，本实验结果显示，碘海醇

（Ｉ）处理 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞后，细胞活力受到明显抑
制，ＭＤＡ含量和 ＲＯＳ水平较对照组明显增加，ＡＳＴ
预处理２４ｈ后可以显著提高细胞活力，降低细胞内
ＭＤＡ含量和 ＲＯＳ水平。

目前 ＣＩ－ＡＫＩ确切的病理生理机制尚未完全清

楚，越来越多研究者认为氧化应激损伤是 ＣＩ－ＡＫＩ
的重要发病机制。大量动物实验发现，在使用对比剂

之后，动物体内的脂质过氧化反应的产物 ＭＤＡ、ＬＰＯ
水平明显增加，ＳＯＤ、ＧＳＨ、过氧化物激酶水平明显下
降

［１０，１１］
；当使用抗氧化剂治疗后 ＭＤＡ、ＬＰＯ水平降

低，ＳＯＤ、ＧＳＨ水平升高。这与本研究结果相符。
Ｐｆｌｕｅｇｅｒ等［１２］

研究亦证实，对比剂导致体内氧自由基

的增加或抗氧化酶活性的降低是导致对比剂急性肾

损伤的原因之一。

氧化应激是指机体受到有害刺激时，体内活性分

子如 ＲＯＳ和 ＲＮＳ堆积导致细胞损伤的生理病理反
应

［１３］
。线粒体在氧化应激中起着重要的作用，当线
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粒体功能紊乱时，活性氧增多，过量的 ＲＯＳ直接攻击
线粒体加重线粒体的损伤，线粒体膜通透性升高，

ＡＴＰ的合成减少，使 ＲＯＳ产生进一步增多，形成恶性
循环

［１４］
。ＰＧＣ－１α是 ＰＰＡＲγ的转录辅助活化因子，

在氧化代谢和线粒体生物合成功能中发挥重要作

用
［１５］
。ＰＧＣ－１α的表达有组织特异性，在富含线粒

体或能量需求较高的组织中高表达，例如心脏、肝脏、

肾脏、大脑、骨骼肌和棕色脂肪等。许多研究已经证

实 ＰＧＣ－１α在线粒体发生过程中发挥关键性作用，
ＰＧＣ－１α与其下游的目标基因 ＮＲＦ１结合后，能够转
录激活 ＮＲＦ１目标基因 Ｔｆａｍ、ＴＦＢ１Ｍ和 ＴＦＢ２Ｍ的表
达从而参与线粒体生物合成转录调控

［１６］
。

ＳＩＲＴ１是 ＮＡＤ＋依赖的Ⅲ类组蛋白去乙酰化
酶

［１７］
，通过去乙酰化下游靶分子如 Ｐ５３、ＦＯＸＯｓ、

ＰＧＣ－１α、ＨＩＦ２和 Ａｔｇ５等，从而调节细胞代谢、减缓
衰老、抑制氧化应激、减少凋亡等

［１８，１９］
。大鼠 Ｉ／Ｒ肾

损伤研究中发现，ＳＩＲＴｌ主要是通过对 ＰＧＣ－１α去乙
酰化，维持应激状态下线粒体膜稳定性来实现肾脏保

护
［２０］
。本研究中，ＮＲＫ－５２Ｅ细胞给予 Ｉ处理后，其

ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１蛋白水平较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组明显
降低，而在 ＡＳＴ预处理后发现 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－１α和
ＮＲＦ１表达升高。为了进一步证实虾青素是通过激
活 ＳＩＲＴ１发挥作用，给予 ＮＡ后，ＳＩＲＴ１蛋白明显减
少，同时 ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１表达也减少了。结果表
明虾青素是通过激活 ＳＩＲＴ１信号保护 ＮＲＫ－５２Ｅ细
胞，且 ＳＩＲＴ１是在这些分子的上游发挥作用的。此
外，与 ＡＳＴ＋ＮＡ组相比，ＮＡ组缺少了 ＡＳＴ的保护，
细胞活性下降，ＭＤＡ和 ＲＯＳ水平升高，ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ－
１α和 ＮＲＦ１蛋白表达增加，结果再次证实了虾青素
的保护作用。

综上所述，本研究结果表明对比剂应用后的

ＮＲＫ－５２Ｅ细胞内 ＲＯＳ、ＭＤＡ水平升高，ＳＩＲＴ１、
ＰＧＣ－１α和 ＮＲＦ１蛋白下调促使大鼠发生氧化应激
损伤，最终导虾 ＣＩ－ＡＫＩ的发生。而虾青素应用后
可以改善对比剂诱导的急性肾损伤，其主要机制是通

过激活ＳＩＲＴ１通路，上调ＰＧＣ－１α和ＮＲＦ１表达，减轻
线粒体相关氧化应激发挥作用，这为临床上应用虾青

素防治对比剂急性肾损伤提供了一定的理论基础。
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１６　ＰｉｎｇＺ，ＺｈａｎｇＬＦ，ＣｕｉＹＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓａｌｉｄｒｏｓｉｄｅ
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１８　ＧｉｂｌｉｎＷ，ＳｋｉｎｎｅｒＭＥ，ＬｏｍｂａｒｄＤＢ．Ｓｉｒｔｕｉｎｓ：ｇｕａｒｄｉａｎｓｏｆｍａｍｍａ
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ｔｈｅｈｅａｒｔ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，２０１６，２７：５６３－５７３
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