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　 　 摘要:　 为观察短发夹状 ＲＮＡ(Ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ ꎬ ｓｈＲＮＡ)阻断大鼠 Ｃ５ａ 受体(Ｃ５ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ Ｃ５ａＲ)基因表达

对抑制脂多糖(Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬ ＬＰＳ)诱导的大鼠肾小管上皮细胞(ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞)损伤的影响ꎬ将构建好的针

对大鼠 Ｃ５ａＲ 基因的 ｓｈＲＮＡ 表达质粒转染 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞系ꎬ经 Ｇ４１８ 筛选后ꎬ形成稳定的表达 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 的细胞

系ꎮ 设置空白对照组(ＮＣ 组)、正常对照组(ＬＰＳ 组)、阴性对照组(ＬＰＳ＋ｓｈＲＮＡｃ 组)和处理组(ＬＰＳ＋Ｃ５ａＲ￣ｓｈＲＮＡ
组)ꎮ 采用荧光定量反转录 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ)检测细胞中白介素￣６(Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ ＩＬ￣６)、肿瘤坏死因子 α(Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃ￣
ｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣ａｌｐｈａꎬ ＴＮＦ￣α)ｍＲＮＡ 的表达ꎬ酶联免疫吸附方法(Ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ ＥＬＩＳＡ)检测细胞

上清液中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 和髓过氧化物酶(ＭＰＯ)活性ꎬ流式细胞仪检测各组细胞凋亡率ꎮ 结果显示ꎬ与正常对照组和

阴性对照组相比ꎬ试验组中 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 能有效抑制炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 的释放ꎬ降低细胞凋亡率和细胞中 ＭＰＯ
活性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 可见ꎬＣ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 能显著抑制由 ＬＰＳ 诱导的 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 等炎症因子的释放ꎬ改善大鼠肾脏功能ꎬ
对 ＬＰＳ 诱导的肾脓毒症损伤有明显保护作用ꎮ

关键词:　 Ｃ５ａ 受体ꎻ 脂多糖ꎻ 基因沉默ꎻ 脓毒症

中图分类号:　 Ｓ８５２.２　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０１７)０６￣１３２７￣０６

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｃ５ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｈＲＮＡ ｏｎ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ ｅｐｉ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ＺＨＡＮＧ Ｚｅ￣ｙｉｎｇ１ꎬ２ꎬ　 ＺＨＡＮＧ Ｈｕｉ１ꎬ　 ＺＨＡＯ Ｘｉｎ１ꎬ　 ＨＵＡＮＧ Ａｉ￣ｎｉ１ꎬ　 ＪＩＡＮＧ Ｓｉ￣ｊｉｎｇ２

(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｗｕｃｈａｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００６５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉ￣
ｔｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００６２ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｃ５ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (Ｃ５ａＲ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｈＲＮＡ ｏｎ ｒａｔ ｋｉｄｎｅｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ (ＬＰＳ)ꎬ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｒａｔ Ｃ５ａＲ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＮＲＫ￣５２Ｅꎬ ａｆｔｅｒ Ｇ４１８ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎꎬ
ｓｔａｂｌｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ ｗａｓ ｇｏｔ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ＮＣ
ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＬＰＳ＋ｓｈＲＮＡｃ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ (ＬＰＳ＋
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　 　 脓毒症是目前世界上感染致死的最主要原因ꎬ
据全球脓毒症联盟(Ｇｌｏｂａｌ Ｓｅｐｓｉｓ ＡｌｌｉａｎｃｅꎬＧＳＡ)在

２０１２ 年首个世界脓毒症日公布的数据ꎬ在 ２０１２ 年

前的 １０ 年时间里ꎬ脓毒症发病率在发达国家以每年

８％至 １３％的速度剧增ꎬ而在发展中国家ꎬ营养不良、
贫穷、疫苗缺乏等原因导致脓毒症死亡率居高不

下[１]ꎮ 脂多糖(ＬＰＳ)ꎬ临床上又称内毒素ꎬ是 Ｇ－ 菌

生长或死亡时裂解释放出来的主要成分ꎮ 由 Ｇ－菌

引发的脓毒症占 ５０％ ~ ６０％ꎬ而 ＬＰＳ 与其发病机制

密切相关[２]ꎮ ＬＰＳ 能激活补体系统ꎬ进而启动机体

内的炎症反应ꎬ导致各种炎性因子的释放ꎬ包括 ＩＬ￣
１、ＴＮＦ￣а、ＩＬ￣２、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣８ 等ꎮ 补体片断 ５ａ(Ｃｏｍ￣
ｐｌｅｍｅｎｔ ｆｒａｇｍｅｎｔꎬ Ｃ５ａ)是最重要的补体活化产物之

一ꎬ它与相应的 Ｃ５ａ 受体(Ｃ５ａＲ)结合被激活后ꎬ参
与脓毒症等多种疾病的病理过程ꎮ 如何阻断 Ｃ５ａ
信号的下传ꎬ从而减轻炎症反应一直是免疫学研究

的热点问题[３]ꎮ 本研究通过构建针对大鼠 Ｃ５ａＲ 基

因的特异性发卡结构 ＲＮＡ(ｓｈＲＮＡ)表达质粒ꎬ并转

染大鼠肾小管上皮细胞 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞系ꎬ研究

Ｃ５ａＲ 基因干扰对 ＬＰＳ 诱导的大鼠肾脓毒症的抑制

作用ꎬ为进一步研究减轻急性肾脓毒症导致的肾功

能衰竭等病理过程奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１. １ 　 细胞 　 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞ꎬ购自美国 ＡＴＣＣ 公

司ꎮ
１.１.２　 主要试剂 　 抗大鼠 Ｃ５ａＲ 多克隆抗体ꎬ美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ 公司产品ꎻＧＡＰＤＨ 抗体ꎬ杭州贤至生物有

限公司产品ꎻＲＱＩ 无 Ｒｎａｓｅ 活性的 ＤＮＡ 酶ꎬＰｒｏｍｅｇａ
公司产品ꎻ脂质体 ２０００、Ｒａｔ ＴＮＦ￣α、Ｒａｔ ＩＬ￣６ ＥＬＩＳＡ
Ｋｉｔꎬ美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品ꎻＬＰＳꎬ美国 Ｓｉｇｍａ 公司

产品ꎻ反转录酶ꎬ日本 ＴａＫａＲａ 公司产品ꎻＲｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ日本 Ｔｏｙｏｂｏ 公司产品ꎻＥＣＬ 底物发

光试剂盒ꎬ美国 Ｐｉｅｒｃｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司产品ꎻＡｎ￣

ｎｅｘｉｎＶ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡双染试剂盒ꎬ以及 ＭＰＯ、
ＢＵＮ、Ｃｒｅａｔｉｎｅ 检测试剂盒ꎬ碧云天生物公司产品ꎮ
１.１.３ 　 主要仪器设备 　 荧光倒置显微镜ꎬ德国 Ｏ￣
ｌｙｍｐｕｓ 公司产品ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 仪ꎬ美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司

产品ꎻＭＲＸ 酶标仪ꎬＤＹＮＥＸ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司产品ꎻ
ＢＩＯ￣ＲＡＤ 转膜仪ꎬ广东浩瀚仪器有限公司产品ꎻ
ＰＶＤＦ 膜ꎬ美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司产品ꎻＣＯ２细胞培养箱ꎬ
美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品ꎻ凝胶成像系统ꎬ英
国 ＳＹＮＧＥＮＥ 公司产品ꎻ聚丙烯酰胺凝胶电泳仪ꎬ北
京六一仪器厂产品ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 试验分组 　 空白对照组(ＮＣ 组):未经 ＬＰＳ
处理ꎬ未转染任何表达质粒的 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞ꎻ正常

对照组(ＬＰＳ 组):未转染任何表达质粒ꎬ但经 ＬＰＳ
处理 ２４ ｈ 的 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞ꎻ阴性对照组(ＬＰＳ＋ｓｈＲ￣
ＮＡｃ 组):转染阴性质粒 ｓｈＲＮＡｃ 后经 ＬＰＳ 处理 ２４ ｈ
的 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞ꎻ处理组(ＬＰＳ＋Ｃ５ａＲ￣ｓｈＲＮＡ 组):
转染 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 表达质粒后经 ＬＰＳ 处理 ２４ ｈ 的

ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞ꎮ
１.２.２　 脂质体转染　 将肾上皮细胞接种至 ２４ 孔板

(每孔约 １× １０４ 个细胞)ꎬ用含 １０％ 小牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养ꎬ使
转染时细胞的融合度为 ４０％~ ５０％ꎬ在无血清的

ＤＭＥＭ 培养基中加入 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 表达质粒ꎬ室温

孵育 ５ ｍｉｎꎬ在另一无血清的 ＤＭＥＭ 培养基中加入

脂质体２ ０００ꎬ室温孵育 ５ ｍｉｎꎮ 将上述两者混合ꎬ室
温孵育 ２０ ｍｉｎꎬ将上述混合液轻轻加入各细胞孔中ꎬ
混匀ꎬ放入培养箱中在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培

养ꎬ转染 ６ ｈ 后ꎬ加入含 ２５％小牛血清的 ＤＭＥＭꎬ使
培养基中小牛血清终浓度为 １０％ꎬ继续培养ꎬ转染

４８ ｈ 后ꎬ将大肠杆菌 ＬＰＳ 加入培养基ꎬ刺激 ２４ ｈꎮ
１.２. ３ 　 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测细胞中炎症因子

ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 的 表 达 　 收集细胞后ꎬ 提取

ＲＮＡꎮ 用荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 法检测细胞中炎症因子

ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ每组样本重复 ３ 次ꎬ以
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相对 Ｃｔ 值(即 ２－△△Ｃｔ)表示目的基因的相对表达量ꎬ
以正常对照组细胞为对照ꎮ ＴＮＦ￣α 表达量检测的

上、下游引物分别为 ５′￣ＣＣＡＣＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣ￣
ＴＡＣＴＧ￣３′和 ５′￣ＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＣＴＡＣＧＡＣＧ￣３′ꎻＩＬ￣６
表达量检测的上、下游引物分别为 ５′￣ＴＧＧＡＧＴＴＣ￣
ＣＧＴＴＴＣＴＡＣＣＴＧＧ￣３′和 ５′￣ＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴ￣
ＴＣＴＧＴ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ 表达量检测的上、下游引物分别

为 ５′￣ＣＴＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴ￣３′ 和 ５′￣ＣＣＡ￣
ＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡＧＡ￣３′ꎮ
１.２.４　 流式细胞仪检测细胞凋亡 　 收集细胞ꎬ用 ４
℃预冷 ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５~ １０ ｍｉｎꎬ
洗涤细胞ꎬ加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞ꎬ加入 Ａｎ￣
ｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 轻轻混匀后ꎬ室温避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ加
入 ＰＩ 轻轻混匀后ꎬ室温避光孵育 ５ ｍｉｎꎬ上机检测ꎮ
１.２.５　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞培养上清液中 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣
６ 含量和髓过氧化物酶(ＭＰＯ)活性　 收集各组细胞

上清液ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清ꎮ 按照试剂

盒操作说明ꎬ每孔各加入稀释成不同浓度的标准品

或待测样品溶液ꎬ充分混匀后于 ３７ ℃保温 １２０ ｍｉｎꎬ
洗涤后每孔中加入一抗工作液ꎬ充分混匀后于 ３７ ℃
保温 ６０ ｍｉｎꎮ 洗涤后每孔加酶标抗体工作液ꎮ 将反

应板置于 ３７ ℃保温 ３０ ｍｉｎꎬ 洗涤后每孔加入底物

工作液ꎬ于 ３７ ℃避光保温 １５ ｍｉｎꎬ每孔加入终止液ꎬ
混匀ꎬ并在 ３０ ｍｉｎ 内用酶标检测仪测 ＯＤ４５０值ꎮ
１.２.６　 细胞通透性改变的检测　 按照文献[４]的方

法ꎬ用 ＨＲＰ 作为示踪剂检测肾上皮细胞通透性改

变ꎮ 将大鼠肾小管上皮细胞接种在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍ￣
ｂｅｒ 模型中ꎬ细胞接种密度为每孔 ２×１０５个ꎮ 细胞融

合成单层后ꎬ按试验分组处理细胞后ꎬ在上室加入

ＨＲＰ 至终浓度 ０􀆰 ６ ｍｇ / Ｌꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２孵育 １ ｈꎮ
在每个双层小室的顶室和底室分别取样品 １００ μｌꎬ
置于 ９６ 孔板中ꎬ并向每孔中加入联苯二胺ꎬ显色后

加入终止液ꎬ酶标仪检测 ＨＲＰ 吸光度 ＯＤ４５０的变化ꎮ
１.２.７　 统计分析　 所有计量数值均用平均数±标准

差表示ꎬ应用 ＳＰＳＳ１６.０ 统计软件进行方差分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｃ５ａＲ 基因沉默对 Ｃ５ａＲ ｍＲＮＡ 和 Ｃ５ａＲ 蛋白

表达的影响

　 　 收集各试验组 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞ꎬ提取 ＲＮＡ 和总

蛋白质ꎬ采用荧光定量 ＰＣＲ 法检测 ｍＲＮＡ 水平的表

达ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃ５ａＲ 蛋白的表达ꎮ 结果

(图 １、图 ２)显示:正常 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞中 Ｃ５ａＲ ｍＲ￣
ＮＡ 和 Ｃ５ａＲ 蛋白的表达量相对较低ꎬＬＰＳ 刺激后

Ｃ５ａＲ ｍＲＮＡ 和 Ｃ５ａＲ 蛋白的表达量明显增加(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ转染 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 表达质粒后 Ｃ５ａＲ ｍＲＮＡ
和 Ｃ５ａＲ 蛋白的表达与未转染和转染阴性对照质粒

的细胞相比明显下降ꎬ说明 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 可明显抑

制 ＬＰＳ 刺激引起的 Ｃ５ａＲ ｍＲＮＡ 和 Ｃ５ａＲ 蛋白表达

上调ꎻ阴性对照组 Ｃ５ａＲ ｍＲＮＡ 和 Ｃ５ａＲ 蛋白与空白

对照组无明显差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ说明转染过程本身对

细胞中 Ｃ５ａＲ ｍＲＮＡ 和 Ｃ５ａＲ 蛋白表达量无明显影

响ꎮ

ＮＣ:空白对照组ꎻ ＬＰＳ:正常对照组ꎻ ＬＰＳ＋ｓｈＲＮＡｃ:阴性对照组ꎻ
ＬＰＳ＋Ｃ５ａＲ￣ｓｈＲＮＡ:处理组ꎮ ∗表示与 ＮＣ 组相比差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 干扰对 Ｃ５ａＲ ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｃ５ａＲ ｍＲＮＡ

各处理见图 １ 注ꎮ
图 ２　 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 干扰对 Ｃ５ａＲ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｃ５ａＲ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.２　 Ｃ５ａＲ 基因沉默对 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 表达的

影响

　 　 由图 ３ 可见ꎬ正常 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣６
ｍＲＮＡ 的表达量相对较低ꎬＬＰＳ 刺激后其表达量明

显增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＴＮＦ￣α 增加了约 ２０􀆰 ０ 倍ꎬＩＬ￣６ 增

９２３１张泽英等:ｓｈＲＮＡ 沉默 Ｃ５ａＲ 对 ＬＰＳ 诱导的大鼠肾小管上皮细胞损伤的影响



加了约 １４. ７ 倍ꎮ 重组质粒 Ｃ５ａＲ￣ｓｈＲＮＡ 转染入

ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞后ꎬＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 的表达明显下

调(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ可见 Ｃ５ａＲ 基因沉默可明显抑制 ＬＰＳ

刺激后 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 表达的上调ꎮ 阴性对照

组 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 与空白对照组无明显差异

(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

各处理见图 １ 注ꎮ ∗表示与 ＮＣ 组相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 干扰对 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣ａｌｐｈａ(ＴＮＦ￣α) ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６(ＩＬ￣６) ｍＲＮＡ

２.３　 Ｃ５ａＲ 基因沉默对大鼠肾上皮细胞上清液中炎

症因子含量的影响

　 　 用 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＬＰＳ 刺激 １２ ｈ 后各处理细胞

培养上清中炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 含量ꎮ 结果(图
４)显示ꎬ与正常细胞组及对照转染组相比ꎬ重组质

粒 ＰＬＶＸ￣Ｃ５ａＲ￣ｓｈＲＮＡ 转染入 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞后ꎬ
上清液中炎症因子 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ６ 含量均显著下降

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

各处理见图 １ 注ꎮ ∗表示与 ＮＣ 组相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 干扰对大鼠肾上皮细胞上清液中炎症因子

含量的影响

Ｆｉｇ.４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

２.４　 Ｃ５ａＲ 基因沉默对大鼠肾上皮细胞中 ＭＰＯ 活

性的影响

　 　 中性粒细胞是炎性反应可溶性介质的来源ꎬ在

炎症发生过程中ꎬ一般都伴随着中性粒细胞的浸润ꎮ
髓过氧化物酶(ＭＰＯ)是中性粒细胞嗜天青颗粒产

生的一种重要的过氧化物酶ꎬ其含量的增高可以反

映中性粒细胞在某一组织中的增高ꎬ间接反映炎症

的存在[５]ꎮ 图 ５ 显示ꎬＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞在受到 ＬＰＳ 刺

激后ꎬ细胞 ＭＰＯ 活性显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而 Ｃ５ａＲ
基因沉默对 ＬＰＳ 诱导 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞 ＭＰＯ 活性有显

著的抑制作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

各处理见图 １ 注ꎮ ∗表示与 ＮＣ 组相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 干扰对大鼠肾上皮细胞中ＭＰＯ 活性的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ
(ＭＰＯ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

２.５　 Ｃ５ａＲ 基因沉默对大鼠肾上皮细胞通透性的影

响

　 　 由图 ６ 可见ꎬＬＰＳ 刺激 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞后ꎬ其通

透性增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ与未转染和转染阴性对照质粒

的 ＮＲＫ￣５２Ｅ 细胞相比ꎬ转染 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 表达质粒

后ꎬ细胞通透性显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
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各处理见图 １ 注ꎮ ∗表示与 ＮＣ 组相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ６　 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 干扰对大鼠肾上皮细胞通透性的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

２.６　 Ｃ５ａＲ 基因沉默对的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞凋亡率的

影响

　 　 采用 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双标记流式细胞术检

测 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞凋亡率ꎬ得到二维散点图(图 ７)ꎬ
二维散点图中横坐标为 ＦＩＴＣ 的荧光相对强度ꎬ纵坐

标为 ＰＩ 的荧光相对强度ꎬ采用对数形式ꎮ
由图 ７、图 ８ 检测结果可知ꎬ经 ＬＰＳ 处理后ꎬ转

染 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞凋亡率为１１.１３％±
１.４５％ꎬ而未转染的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞和转染阴性质粒

的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞凋亡率分别为 ４２.９５％±１.２６％ 和

４２.５４％±０.９８％ꎬ与未转染的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞和转染

阴性质粒的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞相比ꎬ转染 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ
的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞凋亡率显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

各处理见图 １ 注ꎮ
图 ７　 各处理细胞流式细胞图

Ｆｉｇ.７　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ

３　 讨 论

肾脏是代谢产物及毒素排泄的主要途径ꎮ 在肾

脏中ꎬＣ５ａＲ 主要在肾脏系膜细胞、近曲小管上皮细

胞、血管平滑肌细胞、内皮细胞、远曲小管和输尿管、
膀胱的移行上皮细胞中表达ꎬ其在肾损伤中的作用

一直是研究的热点ꎮ Ｃ５ａＲ 可介导肾小球和肾小管

细胞的损伤ꎬ诱导细胞释放 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣８ 等

多种细胞因子ꎬ其表达量与肾脏损伤的严重程度呈

正相关ꎮ 在严重创伤、烧伤、休克、重症感染等应激

状态下ꎬ来自于感染部位的 ＬＰＳ 大量进入体内ꎬ并
引起炎症介质的大量合成、释放ꎬ如 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣６、
ＭＣＰ￣１ 等ꎬ在急性损伤的发生、发展起着不可忽视

的作用[６]ꎮ ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣６ 等被认为是脓毒症病

情发展的重要介质ꎮ
为了研究在肾脏脓毒症中 ＬＰＳ 是否激活了补

体系统ꎬ促使 Ｃ５ａ 与 Ｃ５ａＲ 结合ꎬ诱导炎症因子 ＴＮＦ￣
α、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣８ 等的合成和释放ꎬ加速炎症反应ꎬ我

１３３１张泽英等:ｓｈＲＮＡ 沉默 Ｃ５ａＲ 对 ＬＰＳ 诱导的大鼠肾小管上皮细胞损伤的影响



各试验组见图 １ 注ꎮ ∗表示与 ＮＣ 组相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ８　 Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ 干扰对大鼠肾上皮细胞凋亡率的影响

Ｆｉｇ.８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ５ａＲ ｓｈＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ
ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

们设计了针对大鼠补体受体 Ｃ５ａＲ 作为抑制肾脏损

伤的靶位点ꎬ进一步探讨 Ｃ５ａＲ 对肾脏脓毒症的影

响ꎬ研究短发夹状 ＲＮＡ(ｓｈＲＮＡ)基因沉默 Ｃ５ａＲ 抑

制 ＬＰＳ 诱导的肾脏脓毒症的作用机制ꎮ 在试验中

观察到ꎬＬＰＳ 能引起大鼠肾小管上皮细胞的损伤ꎬ经
ＬＰＳ 刺激 ２４ ｈ 后ꎬ在未转染的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞、转染

阴性质粒 ＰＬＶＸ￣ｓｈＲＮＡｃ 的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞和转染

ＰＬＶＸ￣Ｃ５ａＲ￣ｓｈＲＮＡ 的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞均出现 Ｃ５ａＲ
ｍＲＮＡ 及蛋白质的表达ꎬ而与未转染的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细

胞和转染阴性质粒的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细胞相比ꎬ转染

ＰＬＶＸ￣Ｃ５ａＲ￣ｓｈＲＮＡ 的 ＲＮＫ￣５２Ｅ 细 胞 中 Ｃ５ａＲ
ｍＲＮＡ和蛋白质表达量显著降低ꎬ细胞活性升高ꎬ细

胞凋亡率下降ꎬ炎症因子的表达显著下调ꎮ 研究结

果表明ꎬＬＰＳ 诱导的细胞损伤与 Ｃ５ａＲ 的表达上调

有关ꎬＣ５ａＲ 基因沉默可以明显抑制肾脏上皮细胞的

凋亡和炎症因子的释放ꎬ对其损伤起到一定的抑制

作用ꎮ 进一步探讨了补体系统在肾脓毒症损伤中的

作用机制ꎬ采用基因沉默的方式干扰 Ｃ５ａＲ 的表达

可以减轻肾脏损伤ꎬ这为肾脏脓毒症的预防和治疗

提供了新的研究思路ꎮ
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