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摘要： 目的　 探讨山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞增殖和凋亡的影响。 方法　 培养多囊肾囊肿衬里上皮细胞， 使用

不同浓度山柰酚 （５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 进行处理。 采用 ＭＴＴ、 克隆形成实验检测细胞增殖能力， 流式细胞术检测细胞

周期、 凋亡， 蛋白免疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 法检测细胞周期蛋白依赖性激酶 ２ （ＣＤＫ２）、 增殖细胞核抗原 （ＰＣＮＡ）、
Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ）、 Ｂ 细胞淋巴瘤 ／白血病⁃２ （Ｂｃｌ⁃２）、 ｐ⁃ＥＲＫ１、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达。 结果　 与对照组比较，
各浓度山柰酚组多囊肾囊肿衬里上皮细胞克隆细胞数、 ＣＤＫ２、 ＰＣＮＡ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｐ⁃ＥＲＫ１、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 细胞增殖抑制率、 凋亡率、 Ｂａｘ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 山柰酚可能通过抑制 ＭＡＰＫ 信号通路抑

制多囊肾囊肿衬里上皮细胞增殖， 并诱导细胞凋亡和细胞周期阻滞。
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　 　 常染色体显性多囊肾病 （ａｕｔｏｓｏｍａｌ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ
ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤＰＫＤ） 是一种单基因遗传病， 主要特征

是肾脏中肾囊肿不断生长引起实质损伤， 超过 ５５ 岁后有一

半的患者发展为肾病， 约占晚期肾病的 １０％ ［１⁃３］ 。 多数患

者在无任何症状下被诊断为 ＡＤＰＫＤ［４］ 。 目前， 临床上对此

疾病并无有效的治疗手段， 对多囊肾不主张过分干预， 等

到肾功能出现损伤时， 才对症治疗。 ＡＤＰＫＤ 囊肿的形成、
增大与多囊肾囊肿衬里上皮细胞增殖过度分化、 凋亡抵抗

等有关［５⁃６］ 。 山柰酚是一种天然的黄酮类化合物， 具有抗

炎、 抗氧化、 抗肿瘤、 保护肾脏组织等多种药理活性［７⁃８］ 。
有研究表明， 山柰酚能减轻高糖诱导的人肾小球内皮细胞

的氧化损伤， 对肾脏组织有保护作用［９］ 。 山柰酚还可能通

过抑制 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶 （ｐ３８ ＭＡＰＫ） 信号通路减

轻高糖诱导的大鼠肾系膜细胞增殖和纤维化［１０］ 。 目前关于

山柰酚对 ＡＤＰＫＤ 的研究还未见报道。 本研究通过体外分

离培养多囊肾囊肿衬里上皮细胞， 观察山柰酚对多囊肾囊

肿衬里上皮细胞增殖和凋亡的影响， 以及可能相关的信号

通路， 旨在为 ＡＤＰＫＤ 研究提供新的数据支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂 　 山柰酚 （纯度＞９８％ ， 货号 Ｓ⁃０１４） 购于成都

瑞芬思生物科技有限公司。 胎牛血清、 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基

购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 噻唑蓝 （ＭＴＴ） 试剂盒购于上海碧

云天生物技术有限公司； 细胞周期试剂盒、 细胞凋亡试剂

盒购于江苏凯基生物科技股份有限公司； 细胞周期蛋白依

赖性激酶 ２ （ＣＤＫ２） 抗体 （货号 １８０４８）、 增殖细胞核抗原

（ＰＣＮＡ） 抗体 （货号 １３１１０）、 Ｂ 细胞淋巴瘤 ／白血病⁃２
（Ｂｃｌ⁃２） 抗体 （货号 ４２２３）、 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ） 抗

体 （货号 ２７７２）、 磷酸化细胞外信号调节激酶 （ｐ⁃ＥＲＫ１）
抗体 （货号 ９１０１）、 磷酸化 ｐ３８ ＭＡＰＫ （ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ） 抗

体 （货号 ６２９７９）、 甘油醛 ３⁃磷酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ） 抗体

（货号 ５１７４） 购于美国 ＣＳＴ 公司； 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ）
标记的二抗购于武汉艾美捷科技有限公司； 二辛可宁酸

（ＢＣＡ） 试剂盒、 电化学发光 （ＥＣＬ） 试剂购于北京索莱宝

科技有限公司。
１􀆰 ２　 细胞培养　 多囊肾囊肿衬里上皮细胞由美国德州大学

西南医学中心 Ｃｈｅｎ 教授惠赠， 将分离的细胞使用含 １０％ 胎
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牛血清、 １％ 双抗的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

恒温培养箱进行培养。
１􀆰 ３　 细胞分组　 取对数生长期多囊肾囊肿衬里上皮细胞，
以每孔 ３×１０４ 个的密度接种于 ９６ 孔板中， 待细胞融合度

８０％ 时， 加入不含血清的培养基培养 ２４ ｈ， 弃上清液， 使

用 ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚处理细胞， 记为 ５、 １０、 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组， 然后将未经过山柰酚处理的细胞作为对

照组。
１􀆰 ４　 ＭＴＴ、 克隆形成实验检测细胞增殖

１􀆰 ４􀆰 １　 ＭＴＴ 实验　 多囊肾囊肿衬里上皮细胞按 “１􀆰 ３” 项

下分组培养 ４８ ｈ 后， 每孔中加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 试剂， 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中继续孵育 ４ ｈ， 弃上清液， 每

孔加 １５０ μＬ 二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ） 试剂， 轻轻振荡至结晶

完全溶解， 使用酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 波长处吸光度值， 并计

算细胞增殖抑制率。
１􀆰 ４􀆰 ２　 克隆形成实验　 取对数生长期多囊肾囊肿衬里上皮

细胞， 以每孔 ６００ 个的密度接种于 ６ 孔板中， 按 “１􀆰 ３” 项

下分组培养， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培养 １４ ｄ， 观

察细胞生长情况， 直到克隆形成团出现， 停止培养， 甲醛

固定， 结晶紫染色， 最后于倒置显微镜下观察克隆形成细

胞数。
１􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞周期、 凋亡

１􀆰 ５􀆰 １　 细胞周期　 各组多囊肾囊肿衬里上皮细胞培养 ４８ ｈ
后， 离心弃上清， 使用预冷磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ） 清洗细

胞， 将细胞转移至试管， 加入 ７０％ 乙醇 ４ ℃过夜， 离心弃

上清， 加 ４００ μＬ 结合缓冲液重悬细胞， 加入 ＲＮＡ 酶培养

３０ ｍｉｎ， 然后加入 ＰＩ 染液， 避光反应 １５ ｍｉｎ， 流式细胞仪

上机检测细胞周期情况。
１􀆰 ５􀆰 ２　 细胞凋亡　 各组多囊肾囊肿衬里上皮细胞培养 ４８ ｈ
后， 离心弃上清， 使用预冷 ＰＢＳ 清洗细胞， 加 ４００ μＬ 结合

缓冲液重悬细胞， 按照凋亡试剂盒说明书依次加入膜联蛋

白 Ｖ （Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ） ⁃异硫氰酸荧光素 （ＦＩＴＣ） 和碘化丙啶

（ＰＩ） 染液各 ５ μＬ， 避光反应 １５ ｍｉｎ， 流式细胞仪上机检

测细胞凋亡情况。
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＣＤＫ２、 ＰＣＮＡ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、
ｐ⁃ＥＲＫ１、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达 　 各组多囊肾囊肿衬里上

皮细胞培养 ４８ ｈ 后， 离心弃上清， 收集细胞， 加 ＲＩＰＡ 试

剂提取蛋白， 使用 ＢＣＡ 法检测定蛋白浓度， 取蛋白样品与

结合缓冲液混合， 煮沸变性 ３ ｍｉｎ， 经过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电

泳后， 转移至 ＰＶＤＦ 膜， 加脱脂奶粉溶液封闭１ ｈ， 加入一

抗 ＣＤＫ２ （１ ∶ ６００）、 ＰＣＮＡ （１ ∶ ６００）、 Ｂａｘ （ １ ∶ ６００）、
Ｂｃｌ⁃２ （１ ∶ ６００）、 ｐ⁃ＥＲＫ１ （１ ∶ ８００）、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ （１ ∶
８００）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃ 孵育过夜， 次日加 ＨＲＰ
标记的二抗 （１ ∶ ３ ０００） 室温孵育 １ ｈ， 加 ＥＣＬ 试剂， 显

色、 曝光。 使用 Ｉｍａｇｅ 软件分析蛋白条带灰度值， 以

ＧＡＰＤＨ 为内参， 计算各目的蛋白相对表达。
１􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理， 结果以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间比较

采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞增殖的影响　 与对

照组比较， 各浓度山柰酚组细胞增殖抑制率均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 克隆细胞数均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 １。
表 １　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞增殖的影响 （ｘ±

ｓ， ｎ＝９）

组别 增殖抑制率 ／ ％ 克隆细胞数 ／ 个
对照组 ３􀆰 ２１±０􀆰 ８８ １３６􀆰 ８６±９􀆰 ８５

５ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 １２􀆰 ３７±１􀆰 ４５∗ ９８􀆰 ５１±８􀆰 ７０∗

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ２９􀆰 ４４±３􀆰 １２∗ ７２􀆰 ３３±６􀆰 ８１∗

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ４２􀆰 ５１±６􀆰 ５７∗ ４９􀆰 ６２±５􀆰 １７∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ２　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞周期的影响　 与对

照组比较， 各浓度山柰酚组 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例均增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， Ｓ 期细胞比例均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ２。
表 ２　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞周期的影响 （ｘ±

ｓ， ｎ＝９）

组别 （Ｇ０ ／ Ｇ１） ／ ％ Ｓ ／ ％ （Ｇ２ ／ Ｍ） ／ ％
对照组 ３７􀆰 １１±２􀆰 ４７ ５３􀆰 ３４±４􀆰 ５１ ８􀆰 ５５±１􀆰 ５２

５ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ４３􀆰 ５２±３􀆰 ５８∗ ４６􀆰 ７６±３􀆰 ８８∗ ９􀆰 ７２±１􀆰 ３７
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ５６􀆰 ８７±４􀆰 １５∗ ３３􀆰 １５±３􀆰 ２４∗ ９􀆰 ９８±１􀆰 ２３
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ６４􀆰 ３２±５􀆰 １１∗ ２６􀆰 ４７±２􀆰 ５８∗ ９􀆰 ２１±０􀆰 ７２

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ３　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞 ＣＤＫ２、 ＰＣＮＡ 蛋

白表达的影响 　 与对照组比较， 各浓度山柰酚组细胞

ＣＤＫ２、 ＰＣＮＡ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １、 表 ３。

图 １　 各组细胞 ＣＤＫ２、 ＰＣＮＡ 蛋白条带图

表 ３　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞 ＣＤＫ２、 ＰＣＮＡ 蛋

白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ＣＤＫ２ ＰＣＮＡ
对照组 ０􀆰 ８２±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０８

５ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ０􀆰 ６２±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０４∗

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ０􀆰 ５１±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０５∗

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０６∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ４　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞凋亡的影响　 与对

照组比较， 各浓度山柰酚组细胞凋亡率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
见图 ２、 表 ４。
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图 ２　 各组细胞凋亡流式图

表 ４　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞凋亡的影响 （ｘ±
ｓ， ｎ＝９）

组别 凋亡率 ／ ％
对照组 ４􀆰 ５１±０􀆰 ２３

５ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ９􀆰 ８８±０􀆰 ４９∗

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 １６􀆰 ７７±１􀆰 ５９∗

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ２５􀆰 ８１±３􀆰 １１∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ５　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达的影响　 与对照组比较， 各浓度山柰酚组细胞 Ｂａｘ 蛋白表

达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见

图 ３、 表 ５。

图 ３　 各组细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２蛋白条带图

表 ５　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２

对照组 ０􀆰 ２３±０􀆰 ０５ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０４
５ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０６∗

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ０􀆰 ５１±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４∗

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ０􀆰 ６２±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０１∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ６　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞 ＭＡＰＫ 通路相关蛋

白表达的影响 　 与对照组比较， 各浓度山柰酚组细胞 ｐ⁃
ＥＲＫ１、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４、
表 ６。
３　 讨论

ＡＤＰＫＤ 是引起终末期肾病的第四病因， 该病不仅累及

肾脏， 还累及肝脏、 胰腺、 精囊等， 给患者家属带来严重

的经济负担［１１］ 。 ＡＤＰＫＤ 常通过生活方式调整， 食用低盐

食物， 注重休息等进行辅助治疗， 该病一直是世界性的医

学难题， 暂无特效药物［１２⁃１３］ 。 目前， 众多国内外学者致力

　 　 　 　 　

图 ４　 各组细胞 ｐ⁃ＥＲＫ１、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白条带图

表 ６　 山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞 ｐ⁃ＥＲＫ１、 ｐ⁃ｐ３８
ＭＡＰＫ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ｐ⁃ＥＲＫ１ ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ

对照组 ０􀆰 ８５±０􀆰 ０６ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０６

５ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ０􀆰 ６９±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０７∗

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０５∗

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚组 ０􀆰 ４１±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

于探索 ＡＤＰＫＤ 的药物治疗， 而抑制多囊肾囊肿衬里上皮细

胞增殖具有重要意义［１４］ 。
山柰酚是天然的黄酮类化合物， 其药理活性丰富， 具

有抗氧化、 抗炎、 保护神经组织、 心肌组织等作用［１５］ 。 研

究显示， 山柰酚能减轻 Ｄ⁃氨基半乳糖 ／脂多糖诱导小鼠急性

肝衰竭， 抑制肝脏组织炎症反应和细胞凋亡［１６］ 。 山柰酚还

可通过激活 ｍＴＯＲ 信号通路抑制缺氧诱导的人心肌细胞凋

亡、 自噬及活性氧产生， 并促进细胞增殖［１７］ 。 有报道显

示， 在链脲佐菌素诱导的糖尿病肾病小鼠模型中， 经过山

柰酚干预后， 糖尿病肾病小鼠肾脏组织炎症、 纤维化减轻，
肾功能障碍也得到改善［１８］ 。 但是关于山柰酚对 ＡＤＰＫＤ 的

研究还不清楚。 本研究显示， 使用不同浓度山柰酚处理多

囊肾囊肿衬里上皮细胞后， 细胞增殖抑制率、 凋亡率、 Ｇ０ ／
Ｇ１ 期细胞比率增加， Ｓ 期细胞比例降低， 且呈剂量依赖性。
ＣＤＫ２ 是细胞周期蛋白， 可与 ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 或 Ａ 结合启动 ＤＮＡ
复制， 驱动细胞进入 Ｓ 期， 对 Ｓ 期细胞维持至关重要；
ＰＣＮＡ 是细胞增殖核抗原， 在细胞增殖启动中起着重要作

用， 可用来反应增殖情况［１９］ 。 Ｂｃｌ⁃２ 家族成员包括 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２， 二者相互作用共同调控细胞凋亡［２０］ 。 本研究显示，
山柰酚呈剂量依赖性地下调 ＣＤＫ２、 ＰＣＮＡ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达， 增加 Ｂａｘ 蛋白表达， 结合前期实验结果， 说明山柰酚
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能抑制多囊肾囊肿衬里上皮细胞增殖， 促进细胞凋亡， 并

阻滞细胞周期发展。
ＭＡＰＫ 信号转导途径主要有 ４ 条平行信号途径组成，

包括 ＥＲＫ１ ／ ２、 ＪＮＫ、 ｐ３８、 ＥＲＫ５ 通路， 可参与细胞增殖、
凋亡、 周期等生物学过程， 进而影响疾病的发展， 包括常

染色体显性多囊肾病［２１⁃２２］ 。 有研究显示， 在多囊小鼠肾病

组织中 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达上调， 阻碍 ＭＡＰＫ 信号通

路激活能抑制囊泡上皮细胞增殖［２３］ 。 还有研究显示， 罗格

列酮能通过抑制 ｐ３８ 信号通路进而抑制多囊肾囊肿衬里上

皮细胞增殖［２４］ 。 本研究显示， 不同浓度山柰酚处理多囊肾

囊肿衬里上皮细胞后， ｐ⁃ＥＲＫ１、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋白表达下

调， 说明山柰酚对多囊肾囊肿衬里上皮细胞生物学行为的

改善作用可能与 ＭＡＰＫ 信号通路有关。
综上所述， 山柰酚能抑制多囊肾囊肿衬里上皮细胞增

殖， 并诱导细胞凋亡和细胞周期阻滞， 其机制可能与

ＭＡＰＫ 信号通路有关。
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