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摘要： 目的　 基于 Ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 通路探讨五眼果水提物抑制一水合草酸钙 （ＣＯＭ） 晶体致 ＨＫＣ 细胞损伤的作用机

制。 方法　 将 ＨＫＣ 细胞分为正常组、 模型组和五眼果水提物高、 中、 低剂量组 （１６０、 ８０、 ４０ μｇ ／ ｍＬ）， 除正常组外

其余各组用 １００ μｇ ／ ｍＬ ＣＯＭ 晶体构建 ＨＫＣ 细胞损伤模型， 药物组同时给予相应质量浓度药物。 采用 ＭＴＴ 法检测细胞

存活率， 微板法检测细胞上清液中乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ） 活性和粘附在细胞表面钙离子 （Ｃａ２＋） 水平， 自噬双标腺病毒

（ｍＲＦＰ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３） 结合激光共聚焦显微镜检测自噬流， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 Ｐ６２、 ｍＴＯＲ、 ｐ⁃
ｍＴＯＲ、 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 Ｐ３８ 和 ｐ⁃Ｐ３８ 蛋白表达。 结果 　 与模型组比较， 五眼果水提物组细胞存活率升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 细胞上清液 ＬＤＨ 活性和粘附在细胞表面 Ｃａ２＋水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 细胞自噬体和自噬溶酶体形成减少 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＥＲＫ１ ／ ２、 ＬＣ３ＢⅡ ／ ＬＣ３ＢⅠ和 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ｐ６２、 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８ 和 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／
ｍＴＯＲ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结论 　 五眼果水提物通过调控 Ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路抑制自噬， 降低

ＣＯＭ 晶体与细胞的黏附性， 从而减轻草酸钙晶体对肾小管上皮细胞的损伤。
关键词： 五眼果水提物； 肾小管上皮细胞； 草酸钙晶体； 自噬； Ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路
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　 　 肾结石是泌尿外科的常见疾病， 肾小管损伤、 草酸钙

浓度过饱和晶体粘附是肾结石发生的必要条件， 肾小管上

皮细胞与草酸钙晶体之间的相互作用可导致细胞损伤［１］ ，
受损的肾小管上皮细胞为草酸钙晶体的粘附与沉积提供附

着点， 从而促进结石的形成。 尽管目前肾结石形成机制尚

未完全清楚， 但近年来研究表明自噬与肾结石的形成密切

相关［２⁃３］ 。 自噬是真核细胞本身具有的一种保护和防御机

制， 它可有效降解细胞内有害物质对肾小管上皮细胞的损

害， 维持真核细胞内环境稳态。
课题组前期研究表明五眼果体外可抑制一水合草酸钙

晶体 （ＣＯＭ） 形成［４］ ， 其水提物体内可通过降低小鼠 ＩＬ⁃６
和 ＴＮＦ⁃α 水平， 减轻小鼠炎症免疫反应引起的肾脏损伤，
抑制小鼠泌尿系统草酸钙结石的发生［５］ 。 在炎症发生的过

程中常伴随自噬的产生， 过度的自噬会加重肾小管上皮细

胞的损伤， 促进结石的形成。 因此， 本实验基于 Ｐ３８
ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 自噬通路探讨五眼果水提物对 ＣＯＭ 晶体损伤

肾上皮细胞的保护作用及其机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞 　 人肾小管上皮细胞 ＨＫＣ， 由广西中医药大学

科学实验中心惠赠。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 五眼果购自桂林鼎康中药饮片有限公

司， 经广西中医药大学郭敏副教授鉴定为漆树科植物南酸

枣 Ｃｈｏｅｒｏｓｐｏｎｄｉａｓ ａｘｉｌｌａｒｉｓ （Ｒｏｘｂ．） Ｂｕｒｔｔ ｅｔ Ｈｉｌｌ 的干燥果实。
ＢＣＡ 蛋白质试剂盒 （批号 １６Ｅ２５Ｃ４６， 武汉博士德生物工程

有限 公 司）； ＬＤＨ、 Ｃａ２＋ 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ２０２１０３１１、
２０２１０７２０， 南京建成生物工程研究所）； ＬＣ３Ｂ、 Ｐ６２、 ｐ⁃
ｍＴＯＲ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 抗 体 （ 批 号 ２７５５Ｓ、 ３９７４９Ｓ、 ５５３６Ｓ、
３７３８Ｓ， 美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）； ｍＴＯＲ、 Ｐ３８、
ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 抗 体 （ 批 号 １００１８３７０、 １００１８３７０、
０００５７９２０、 ０００９７４１６， 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）； ｐ⁃Ｐ３８ 抗体

（批号 ７ｇｄ６１０１， 江苏亲科生物研究中心有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＴＣＳＰＳ５ＩＩ 激光扫描共聚焦显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ
公司）； Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ 酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ＴＳ２ 倒置

显微镜成像系统 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； ＤＹＹ⁃６Ｄ 六一电泳仪

（北京六一生物科技有限公司）； Ｃ１７０ 二氧化碳培养箱

（德国 ＢＩＮＤＥＲ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 五眼果水提物制备　 取 ２ ｋｇ 药材粗粉， 加入 １２ Ｌ 蒸

馏水， 浸泡 ３０ ｍｉｎ， 加热提取 ２ ｈ， 过滤取滤液； 药渣加

１０ Ｌ蒸馏水加热提取 １ ｈ， 过滤取滤液， 合并 ２ 次滤液， 并

浓缩得 ０􀆰 ４ ｋｇ 浸膏， 即得五眼果水提物。 用含 １０％ 血清的

培养基将五眼果水提物配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 母液， ０􀆰 ２２ μｍ 滤
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膜过滤除菌备用， 用时配制成所需质量浓度。
２􀆰 ２　 ＣＯＭ 晶体制备 　 参考文献 ［６⁃７］ 报道方法稍加改

进， １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 草酸钠溶液和 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钙溶液混匀， 置

于 ４ ℃冰箱静置 ３ ｄ， ４ ℃、 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 用超

纯水反复清洗沉淀物 ３ 次， 将沉淀物置于 ５０ ℃烘箱干燥，
研磨成粉末， 灭菌、 密封备用。 实验时用含 １０％ 血清的培

养基配制成 １００ μｇ ／ ｍＬ ＣＯＭ 晶体。
２􀆰 ３　 细胞分组及处理 　 取对数生长期 ＨＫＣ 细胞， 接种于

孔板， 待贴壁后将细胞分为正常组、 模型组和五眼果水提

物高、 中、 低剂量组 （１６０、 ８０、 ４０ μｇ ／ ｍＬ）， 除正常组外

其余各组用 １００ μｇ ／ ｍＬ ＣＯＭ 晶体损伤细胞， 药物组同时给

予相应质量浓度药物， 培养 ２４ ｈ。
２􀆰 ４　 细胞 ＬＤＨ 活性和细胞活性检测　 取对数生长期 ＨＫＣ
细胞， 以每孔 ５×１０４ 个的密度接种于 ９６ 孔板， 按 “２􀆰 ３”
项下方法处理 ２４ ｈ 后取上清液， 严格按照试剂盒说明书测

定 ＬＤＨ 活性。 然后向各孔加入 １００ μＬ ＭＴＴ （０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ）
溶液， 避光孵育 ４ ｈ， 吸弃上清液， 每孔加入 １００ μＬ
ＤＭＳＯ， 振荡 １０ ｍｉｎ， 在 ５７０ ｎｍ 波长处测定吸光度值。
２􀆰 ５　 细胞粘附情况及 Ｃａ２＋ 水平检测 　 取对数生长期 ＨＫＣ
细胞， 以每孔 ７×１０４ 个的密度接种于 ６ 孔板， 按 “２􀆰 ３” 项

下方法处理 ２４ ｈ 后， 于倒置显微镜下观察细胞形态和粘附

晶体数量。 然后用 ＰＢＳ 清洗细胞 ３ 次， 加入 ３０ μＬ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
盐酸， 晃动 ６ 孔板使盐酸浸润细胞， 收集样品至离心管静

置 １ ｈ， １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液按照钙离子试

剂盒说明书进行测定。
２􀆰 ６　 细胞自噬流检测 　 取对数生长期 ＨＫＣ 细胞， 以每皿

１×１０４ 个的密度接种于共聚焦培养皿， 待贴壁后， 吸弃上

清液， 加入含有腺病毒ＭＯＩ 值为 １００ 的完全培养基培养 ４ ｈ
后更换回完全培养基继续培养 ４８ ｈ。 吸弃上清液， 按

“２􀆰 ３” 项下方法处理 ２４ ｈ 后， 于激光显微共聚焦下观察各

组细胞自噬流， 红绿荧光通过 Ｍｅｒｇｅ 后出现的红色斑点为

自噬溶酶体， 黄色斑点为自噬体， 通过不同颜色斑点的计

数可判断自噬流的强弱。
２􀆰 ７　 自噬通路相关蛋白表达检测 　 取对数生长期 ＨＫＣ 细

胞， 以每孔 ２×１０５ 个的密度接种于 ６ 孔板， 按 “２􀆰 ３” 项下

方法处理 ２４ ｈ 后， 收集细胞， 提取蛋白， ＢＣＡ 蛋白浓度试

剂盒测定蛋白浓度。 各组蛋白样本通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电

泳分离， 然后转移到甲醇活化的 ＰＶＤＦ 膜上， 于无蛋白的

快速封闭液中室温封闭 ３０ ｍｉｎ， 置于一抗溶液中 ４ ℃孵育

过夜， ＴＢＳＴ 清洗膜后， 将膜置于二抗溶液中室温孵育 ２ ｈ，
ＴＢＳＴ 清洗膜后， 与 ＥＣＬ 底物试剂盒反应后， 于凝胶成像

仪中发光显色。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ ６􀆰 ０ 软件测量目标蛋白灰度

值， 分析各组目的蛋白的表达量。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理， 符合正

态分布的数据以 （ ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用方差分析。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 五眼果水提物对 ＣＯＭ 晶体损伤 ＨＫＣ 细胞损伤的影

响　 与正常组比较， 模型组细胞存活率降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
细胞上清液中 ＬＤＨ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
五眼果水提物高、 中剂量组细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
细胞上清液中 ＬＤＨ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 五眼果水提物对 ＣＯＭ 晶体损伤 ＨＫＣ 细胞损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 五眼果水提物对 ＣＯＭ 晶体损伤 ＨＫＣ 细胞黏附性的影

响　 与正常组比较， 模型组大量晶体粘附在细胞表面， 细

胞间隙变大， 有内容物流出， Ｃａ２＋水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 五眼果水提物各剂量组上述变化明显减轻，
Ｃａ２＋水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２～３。
３􀆰 ３　 五眼果水提物对 ＣＯＭ 晶体损伤 ＨＫＣ 细胞自噬流的影

响　 与正常组比较， 模型组细胞自噬体和自噬溶酶体数量

增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 五眼果水提物各剂量组

细胞自噬体和自噬溶酶体数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ４。
３􀆰 ４　 五眼果水提物 ＣＯＭ 晶体损伤 ＨＫＣ 细胞自噬相关通路

蛋白表达的影响 　 与正常组比较， 模型组细胞 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ／
ＥＲＫ１ ／ ２ 和 ＬＣ３ＢⅡ／ ＬＣ３ＢⅠ比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｐ６２ 蛋白

表达和 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 比值有降低趋势， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达

和 ｐ⁃Ｐ３８ ／ Ｐ３８ 比值有升高趋势， 但差异均无统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 五眼果水提物高剂量组细胞 ｐ⁃
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图 ２　 五眼果水提物对 ＣＯＭ 晶体损伤细胞形态的影响 （×２００）

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 五眼果水提物对 ＣＯＭ 晶体损伤 ＨＫＣ 细胞 Ｃａ２＋水平

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 　 　 　

ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＥＲＫ１ ／ ２、 ＬＣ３ＢⅡ ／ ＬＣ３ＢⅠ比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 而低剂量组细胞 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
见图 ５～７。
４　 讨论

ＨＫＣ 细胞具有存活时间长、 易于传代培养的特点， 并

且具有肾小管上皮细胞特有的结构和功能［８］ ， ＣＯＭ 晶体易

与细胞表面粘附， 导致肾小管上皮细胞损伤， 受损灶为晶

体提供有效的附着点， 不断循环加重晶体对细胞的损伤，
促进草酸钙肾结石的形成［１］ ， 因此， 本实验构建体外 ＣＯＭ
晶体损伤 ＨＫＣ 细胞模型进行研究。 在正常状态下， 各种组

织细胞中 ＬＤＨ 释放量较少， ＬＤＨ 释放量升高可反映细胞损

伤的情况［９⁃１０］ ， ＣＯＭ 晶体粘附在细胞表面， 可通过测定

Ｃａ２＋水平评价肾小管上皮细胞损伤后晶体在细胞表面的黏

附性。 本实验结果表明， 五眼果水提物可升高细胞存活率，
　 　 　 　 　

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 五眼果水提物对 ＣＯＭ 晶体损伤 ＨＫＣ 细胞自噬流的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与正常组相比，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ５　 五眼果水提物对受损细胞自噬相关通路蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为五眼果水提物高、 中、
低剂量组。

图 ６　 各组细胞 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３Ｂ、 Ｐ６２、 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白

表达

降低 ＣＯＭ 晶体与细胞的黏附性， 减少 ＬＤＨ 释放， 对 ＣＯＭ
晶体损伤的 ＨＫＣ 细胞具有保护作用。

正常肾脏有较高的代谢需求， 损伤会加重代谢紊乱，
并激活许多类型肾细胞的自噬， 它是肾小管的一种损伤反

应［１１］ 。 在自噬相关研究中， ｍＲＦＰ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３ 腺病毒转染细

胞在自噬流的检测中应用广泛。 ＧＦＰ 在溶酶体酸性环境中

可使其绿色荧光发生猝灭， 绿色荧光减弱指示自噬小体与

溶酶体融合成自噬溶酶体。 而 ｍＲＦＰ 对酸性环境不敏感，
在溶酶体酸性环境中不会使其红色荧光减弱。 共聚焦显微

镜成像后合成红绿色荧光， 图片中黄色斑点为自噬体， 红

色斑点为自噬溶酶体， 红色斑点越多标志着自噬水平增

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为五眼果水提物高、
中、 低剂量组。

图 ７　 各组细胞 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｍＴＯＲ 蛋白表达

加［１２］ 。 本实验结果表明五眼果水提物可抑制自噬。
肾伤损后导致自噬相关的多种细胞信号通路激活， 如

ＡＭＰＫ、 Ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ 和 ＪＮＫ 通路［１３］ 。 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 通路

是 ＭＡＰＫ 信号通路里的一个重要亚型， 在调控细胞自噬中

发挥重要的作用， 其作用机制主要通过抑制 ｍＴＯＲ 依赖性

途径， 激活自噬［１４］ 。 ＥＲＫ 也是 ＭＡＰＫ 家族重要的亚型之

一， 包括 ＥＲＫ１ 和 ＥＲＫ２。 Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＲＥＫ 信号通路在应激

的情况下激活 ＥＲＫ， ＥＲＫ 信号通路被激活后不仅可激活自

噬， 还可以通过上调自噬相关蛋白 ＬＣ３Ｂ 和 Ｐ６２ 来诱导自噬

的发生［１５⁃１６］ 。 近年来研究表明 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ＥＲＫ 信号通路

与肾结石的形成有关， 草酸刺激细胞可激活 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 和

ＥＲＫ 信号通路， 通过调节细胞自噬以迅速响应各种应激，
保护肾小管上皮细胞， 若过度自噬则会加剧损伤， 促进结

石的形成［１７⁃１９］ 。 本实验结果表明， 五眼果水提物可降低

Ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ１ ／ ２ 磷酸化和 ＬＣ３ＢⅡ／ ＬＣ３ＢⅠ表达。
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综上所述， 五眼果水提物可通过调控 Ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ
通路抑制自噬， 降低晶体与细胞的粘附性， 从而减轻草酸

钙晶体对肾小管上皮细胞的损伤。
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