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罗沙司他通过上调ＨＩＦ１α减轻热打击诱导的肾小管上皮细胞凋亡与衰老

宋用为１，王　玲１，陈文婷１，张明洋１，杨学森２，戴欢子１　　４０００４２重庆，陆军特色医学中心风湿免疫科１；４０００３８
重庆，陆军军医大学（第三军医大学）军事预防医学系热带医学教研室２

　　［摘要］　目的　探讨罗沙司他对热打击诱导的肾小管上皮细胞（ＨＫ２细胞）凋亡与衰老的影响及
其机制。方法　体外培养ＨＫ２细胞，用不同浓度（１０、２０、３０、４０、５０μｍｏｌ／Ｌ）的罗沙司他处理２４ｈ，通
过ＣＣＫ８法确定罗沙司他的最佳干预浓度。将 ＨＫ２细胞分为 ４组（ｎ＝３）：对照组、罗沙司他组
（３０μｍｏｌ／Ｌ、２４ｈ）、热打击组（４３℃、２ｈ）、热打击＋罗沙司他组（３０μｍｏｌ／Ｌ罗沙司他处理２４ｈ后热打
击２ｈ）。通过 ＣＣＫ８检测细胞活力；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，
ＨＩＦ１α）、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｐ１６、ｐ２１蛋白表达量；免疫荧光检测 ＨＩＦ１α分布；细胞衰老 β半乳糖苷酶
染色试剂盒检测ＳＡβＧａｌ活性；ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡情况。结果　用３０μｍｏｌ／Ｌ罗沙司他处理的
细胞活力最高。与对照组比较，热打击组细胞活力显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＨＩＦ１α、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｐ１６、
ｐ２１蛋白表达量显著增加（Ｐ＜０．０５）；ＳＡβＧａｌ活性显著增加（Ｐ＜０．０５）；ＴＵＮＥＬ阳性细胞占比显著增加
（Ｐ＜０．０５）。与热打击组比较，热打击＋罗沙司他组 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｐ１６、ｐ２１蛋白表达量显著降低
（Ｐ＜０．０５）；ＳＡβＧａｌ活性显著降低［（６５．４４±５．００）％ｖｓ（７７．１５±２．６１）％，Ｐ＜０．０５］；ＴＵＮＥＬ阳性细胞
占比显著降低［（１６．７３±２．２０）％ｖｓ（４６．４０±１３．８７）％，Ｐ＜０．０５］，细胞活力显著增加［（８６．３３±４．５１）％ｖｓ
（６６．３３±８．５０）％，Ｐ＜０．０５］；ＨＩＦ１α蛋白表达量进一步增加（Ｐ＜０．０５）。免疫荧光结果显示 ＨＩＦ１α主
要分布在细胞核及细胞核周围。结论　罗沙司他通过上调ＨＩＦ１α减轻热打击诱导的肾小管上皮细胞
凋亡和衰老。
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４ｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝３）：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｒｏｘａｄｕｓｔａｔｇｒｏｕｐ（３０μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ），ｈｅａｔｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ（４３℃，２ｈ），ａｎｄ
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ｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α（ＨＩＦ１α），Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３，ｐ１６ａｎｄｐ２１ａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｗａｓ
ｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＨＩＦ１α．βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｋｉｔｗａｓｕｔｉｌｉｚｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＳＡβＧａｌ
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ａｃｔｉｖｉｔｙ．ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ３０μｍｏｌ／Ｌｒｏｘａｄｕｓｔａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｈｅａｔｓｔｒｅｓｓｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｉｎ
ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（Ｐ＜０．０５），ｅｌｅｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＨＩＦ１α，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，ｐ１６ａｎｄｐ２１（Ｐ＜０．０５），
ｅｎｈａｎｃｅｄＳＡβＧａｌａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）ｗｈｅｎ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅｈｅａｔｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ＋
ｒｏｘａｄｕｓｔａｔｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，ｐ１６ａｎｄｐ２１（Ｐ＜
０．０５），ｒｅｄｕｃｅｄａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＡβＧａｌ［（６５．４４±５．００）％ ｖｓ（７７．１５±２．６１）％，Ｐ＜０．０５］ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ［（１６．７３±２．２０）％ｖｓ（４６．４０±１３．８７）％，Ｐ＜０．０５］，ｂｕｔｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ［（８６．３３±４．５１）％ ｖｓ（６６．３３±８．５０）％，Ｐ＜０．０５］ａｓｗｅｌｌａｓＨＩＦ１αｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜
０．０５）．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＨＩＦ１αｗａｓｍａｉｎｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ
ａｎｄｐｅｒｉｎｕｃｌｅｕｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｒｏｘａｄｕｓｔａｔａｔｔｅｎｕａｔｅｓｈｅａｔｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｒｅｎａｌ
ｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＨＩＦ１α．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ；ｒｏｘａｄｕｓｔａｔ；ＨＩＦ１α；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＢ２０２３ＮＳＣＱＭＳＸ１１０１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＤＡＩＨｕａｎｚｉ，Ｅ
ｍａｉｌ：ｄｈｚ０８４４２６＠１６３．ｃｏｍ

　　热射病（ｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ，ＨＳ）是最严重的中暑类型，主
要表现为核心体温迅速升高超过４０℃，伴有循环衰竭
和多器官功能障碍。热射病相关急性肾损伤（ｈｅａｔ
ｓｔｒｏｋｅＡｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＨＳＡＫＩ）是 ＨＳ严重的并发
症之一［１－２］。已有研究报道，直接热损伤、脱水、微血

栓形成引起的缺血、横纹肌溶解等均会导致 ＨＳＡＫＩ
的发生［３］。目前，ＨＳ的治疗方式以降温等对症支持
治疗为主［４］，尚未有推荐用于预防及治疗 ＨＳ的有效
药物。因此亟需探索有效的防治措施。

　　ＸＵＥ等［５］研究发现ＨＳ小鼠肾脏中存在线粒体依
赖性细胞凋亡，且 ＰＥＴＲＯＶＡ等［６］发现热打击可引起

单链ＤＮＡ断裂导致处于 Ｓ期的细胞发生衰老样生长
停滞，提示热打击也可引起细胞衰老。缺氧诱导因子
１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）是细胞对缺氧
反应重要的转录调节因子，在常氧条件下ＨＩＦ１α被泛
素蛋白酶体系统迅速降解，然而缺氧会抑制该降解途
径，并诱导ＨＩＦ１α进入细胞核与 ＨＩＦ１β结合形成异
源二聚体，激活缺氧相关基因的转录，如血管内皮生长

因子、促红细胞生成素等［７－８］，从而促进红细胞生成及

血管新生等，以适应缺氧环境。研究报道上调 ＨＩＦ１α
介导的线粒体自噬可抑制ＮＬＲＰ３炎症小体，降低肾小
管细胞凋亡水平，进而减轻 ＡＫＩ［９］。ＨＩＦ１α还可通过
诱导自噬延缓干细胞衰老，预防癌症、神经退行性疾病

和代谢性疾病的发生［１０］。罗沙司他作为缺氧诱导因

子脯氨酰羟化酶抑制剂，可稳定ＨＩＦ１α表达［１１］，在多

种ＡＫＩ动物实验模型中已证实罗沙司他可通过上调
ＨＩＦ１α减轻炎症反应、凋亡、氧化应激等发挥肾脏保
护作用［１２－１４］，但其在热打击诱导的肾损伤中作用尚不

明确。因此本研究通过建立热打击 ＨＫ２细胞模型，
模拟在体ＨＳＡＫＩ的过程，探讨罗沙司他是否能通过

上调ＨＩＦ１α减轻热打击导致的肾脏损伤。

１　材料与方法

１．１　细胞系及主要试剂
　　ＨＫ２细胞（人肾小管上皮细胞）由重庆医科大学
廖晓辉教授赠送；罗沙司他胶囊购自珐博进（中国）医

药技术开发有限公司（批号：Ｈ２０１８００２４）；胎牛血清
（Ｇｉｂｃｏ，Ｃ０２３５）、青链霉素溶 液 （Ｃ０２２２）、胰 酶
（Ｃ０２０３）、ＲＩＰＡ裂解缓冲液（Ｐ００１３Ｂ）、ＤＡＰＩ染色液
（Ｃ１００５）、一步ＴＵＮＥＬ细胞凋亡测定试剂盒（Ｃ１０９０）、
细胞衰老β半乳糖苷酶染色试剂盒（Ｃ０６０２）均购自上
海碧云天生物技术有限公司；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８细胞
增殖毒性检测试剂盒 ＣＣＫ８（ＣＫ０４）购自东仁化学科
技（上海）有限公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基（ＳＨ３０８０９．０１）购
自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（９６６４Ｓ）、βａｃｔｉｎ
（３７００Ｓ）购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ｐ２１
（ａｂ１０９１９９）、ｐ１６（ａｂ１８９０３４）一抗购自英国ａｂｃａｍ公司；
ＨＩＦ１α（ＡＦ１００９）购自Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司；ＤＭＳＯ溶液（Ｄ８３７０）
购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；ＢＣＡ蛋白检测试剂盒及其他Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ常规试剂均购自雅酶生物技术有限公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养、分组及造模　　将复苏后的 ＨＫ２
细胞培养在含有１０％胎牛血清和１％青链霉素溶液的
完全培养基中，置于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中培养。
当细胞生长达到８０％后，经胰酶消化并计数，细胞数为
１×１０６／ｍＬ，随后接种于６孔板中孵育２４ｈ进行后续实
验。实验分为对照组、罗沙司他组（３０μｍｏｌ／Ｌ罗沙司
他预处理２４ｈ）、热打击组（在４３℃、５％ＣＯ２的培养箱
中处理２ｈ）、热打击＋罗沙司他组（３０μｍｏｌ／Ｌ罗沙司
他处理２４ｈ后在４３℃、５％ＣＯ２的培养箱中处理２ｈ）。

３９０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）



１．２．２　ＣＣＫ８法检测细胞活力　　常规消化、重悬细
胞，并调整细胞数为１．０×１０５／ｍＬ，取１００μＬ细胞悬液
加入到 ９６孔板中３７℃、５％ＣＯ２的条件下培养２４ｈ，
使细胞贴壁。然后每孔加入１０μＬ不同浓度的罗沙司
他溶液（１０、２０、３０、４０、５０μｍｏｌ／Ｌ）培养２４ｈ。接着每
孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，在培养箱内培养２ｈ。用酶
标仪测定在 ４５０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４５０）］。根据
Ｄ（４５０）值计算细胞活力。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＩＦ１α、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
ｐ１６、ｐ２１的表达　　裂解各组细胞后，４℃ １８８９０×ｇ
离心２０ｍｉｎ，取上清液并用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。将
蛋白煮沸变性，上样４０μｇ后进行聚丙烯酰胺凝胶电
泳，再将蛋白转至０．２２μｍＰＶＤＦ膜上，经无蛋白快速
封闭液封闭４０ｍｉｎ后，将膜与一抗ＨＩＦ１α（１∶１０００）、
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）、ｐ１６（１∶１０００）、ｐ２１
（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶１０００）４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ洗涤
５ｍｉｎ×３次，室温孵育二抗１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤５ｍｉｎ×３次。
显影，发光。ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带灰度值，目的
蛋白条带灰度值与内参蛋白条带灰度值的比值作为目

的蛋白相对表达量。

１．２．４　免疫荧光检测ＨＩＦ１α表达及分布　　将细胞
以１×１０４／孔接种于爬片上培养２４ｈ，按分组给予罗沙
司他和热打击处理后，用 ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×２次。在室
温用４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ后，用ＰＢＳ洗涤３次，再
用０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透１５ｍｉｎ。随后用免疫荧光封
闭液封闭 １ｈ，ＰＢＳ洗涤 ５ｍｉｎ×３次，４℃过夜孵育
ＨＩＦ１α（１∶１００）。复温３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗涤３次，再用
山羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８）（Ａｂｃａｍ，
ａｂ１５００７７，１∶２００）在室温下孵育１．５ｈ。用 ＤＡＰＩ染色
液对细胞核进行复染 ５ｍｉｎ。接着用 ＰＢＳ洗涤 ３次，
封片后在荧光显微镜下观察拍照，用ＩｍａｇｅＪ软件分析
相对荧光强度。

１．２．５　β半乳糖苷酶染色检测细胞衰老情况　　将
细胞接种于６孔板中，给予罗沙司他和热打击处理后，
吸除细胞培养液，用 ＰＢＳ洗涤 １次，每孔加入 １ｍＬ
β半乳糖苷酶染色固定液，室温固定１５ｍｉｎ。吸除细
胞固定液，用ＰＢＳ洗涤细胞３次。根据试剂盒说明书
配置染色工作液，每孔加入１ｍＬ。用保鲜膜封住６孔
板防止蒸发，在无 ＣＯ２孵育箱中３７℃ 孵育过夜，在普
通光学显微镜下观察，拍照并计数阳性细胞占比。

１．２．６　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况　　根据试剂盒
说明书配制适当量的 ＴＵＮＥＬ检测液，充分混匀。ＰＢＳ
洗涤２次。每孔加入１００μＬＴＵＮＥＬ检测液，３７℃ 避
光孵育６０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤３次。用抗荧光淬灭封片剂
封片后，在荧光显微镜下观察、拍照。凋亡细胞核被染

成红色，正常细胞核呈蓝色。

　　凋亡率＝凋亡阳性细胞／正常细胞核×１００％
１．３　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０进行统计分析，计量资
料数据以 珋ｘ±ｓ表示。组间比较采用单因素方差分析，
Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　不同浓度的罗沙司他对ＨＫ２细胞活力的影响
　　ＣＣＫ８检测结果（图１）显示：３０μｍｏｌ／Ｌ罗沙司他
处理 ＨＫ２细胞 ２４ｈ后，细胞活力显著增加（Ｐ＜
０．０５），提示该浓度罗沙司他无细胞毒性且能够促进
细胞增殖；而当浓度超过４０μｍｏｌ／Ｌ时，细胞活力显著
降低（Ｐ＜０．０５），表现出细胞毒性。
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图１　不同浓度罗沙司他对ＨＫ２细胞活力的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．２　罗沙司他减轻热打击诱导的ＨＫ２细胞活力降低
　　为明确罗沙司他对热打击处理的 ＨＫ２细胞是否
具有保护作用，先使用３０μｍｏｌ／Ｌ罗沙司他处理ＨＫ２
细胞，随后进行热打击处理。ＣＣＫ８检测结果显示
（图２）：与对照组比较，热打击组细胞活力显著下降
（Ｐ＜０．０５）；而与热打击组比较，热打击＋罗沙司他组细
胞活力显著增加（Ｐ＜０．０５）。结果提示罗沙司他对热
打击处理的ＨＫ２细胞存在保护作用。

!"#

!##

$#

%#

&#

"#

#

! " ' &

组别

细
胞
活
力

(
)

*

+

１：对照组；２：罗沙司他组；３：热打击组；４：热打击＋罗沙司他
组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与热打击组比较

图２　罗沙司他预处理对热打击ＨＫ２细胞活力的影响　
（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．３　罗沙司他进一步上调热打击后ＨＩＦ１α表达水平
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果（图３Ａ、Ｂ）显示：与对照组
比较，热打击组和热打击＋罗沙司他组 ＨＩＦ１α蛋白表
达水平显著增加（Ｐ＜０．０５）；其中，热打击＋罗沙司他组
ＨＩＦ１α蛋白表达水平高于热打击组。免疫荧光趋势
（图３Ｃ、Ｄ）与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果一致，并且显示ＨＩＦ１α
主要分布在ＨＫ２细胞的细胞核及细胞核周围。结果
提示热打击可上调ＨＩＦ１α，而罗沙司他可进一步上调
ＨＩＦ１α。
２．４　罗沙司他减轻热打击诱导的细胞凋亡
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果（图４Ａ、Ｂ）显示：与对照组
比较，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达在热打击组显著增
加（Ｐ＜０．０５）；与热打击组比较，热打击＋罗沙司他组

ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５）。
ＴＵＮＥＬ染色结果（图４Ｃ、Ｄ）与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
一致。

２．５　罗沙司他减轻热打击诱导的应激性衰老
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果（图 ５）显示：与对照组比
较，热打击组ｐ２１、ｐ１６蛋白水平显著增加（Ｐ＜０．０５）。
与热打击组比较，热打击＋罗沙司他组 ｐ２１、ｐ１６蛋白
水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。ＳＡβＧａｌ染色实验结果显
示（图６），与对照组比较，热打击组和热打击＋罗沙司
他组衰老阳性细胞占比显著增加（Ｐ＜０．０５），但热打击
组明显高于热打击＋罗沙司他组（Ｐ＜０．０５）。结果提示
罗沙司他可减轻热打击诱导的应激性衰老。
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１：对照组；２：罗沙司他组；３：热打击组；４：热打击＋罗沙司他组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与热打击组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：ＨＩＦ１α半定量分析；Ｃ：荧光强度定量分析；Ｄ：免疫荧光观察

图３　罗沙司他预处理对热打击ＨＫ２细胞ＨＩＦ１α表达及分布的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

５９０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）
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１：对照组；２：罗沙司他组；３：热打击组；４：热打击＋罗沙司他组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与热打击组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３半定量分析；Ｃ：各组阳性细胞占比；Ｄ：ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡　红色为凋亡阳性细
胞，蓝色为细胞核

图４　罗沙司他预处理对热打击ＨＫ２细胞凋亡水平的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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１：对照组；２：罗沙司他组；３：热打击组；４：热打击＋罗沙司他组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与热打击组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：ｐ２１蛋白半定量分析；Ｃ：ｐ１６蛋白半定量分析

图５　罗沙司他预处理对热打击ＨＫ２细胞ｐ２１、ｐ１６蛋白表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

６９０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＳＡβＧａｌ染色观察；Ｂ：各组阳性细胞占比 　 １：对照组；２：罗沙司他组；３：热打击组；４：热打击＋罗沙司他组　ａ：Ｐ＜０．０５，与
对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与热打击组比较

图６　罗沙司他预处理对热打击ＨＫ２细胞ＳＡβＧａｌ活性的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

３．１　热打击诱导ＨＫ２细胞凋亡和应激性衰老
　　ＨＳ是一种危及生命的临床危重症。越来越多的
证据表明，细胞凋亡可能在 ＨＳ的发病过程中发挥重
要作用。ＳＡＫＡＧＵＣＨＩ等［１５］研究证明，将大鼠暴露在

４１．５℃的温度下２ｈ可诱导肿瘤和正常组织发生细胞
凋亡。ＺＨＡＯ等［１６］研究报道，姜黄素可通过抑制线粒

体凋亡途径预防劳力型 ＨＳＡＫＩ中的肾细胞凋亡。本
研究通过建立热打击ＨＫ２细胞体外模型，发现热打击
可引起ＨＫ２细胞凋亡，主要表现为 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３
和ＴＵＮＥＬ阳性细胞占比较对照组显著升高，与既往研
究结果一致。此外，热打击可引起牛间充质干细胞发

生应激性衰老，导致干细胞抗炎、调节免疫等功能受到

损害［１７］。本研究也发现热打击可引起ＨＫ２细胞发生
应激性衰老，表现为热打击组 ＨＫ２细胞 ｐ２１、ｐ１６蛋
白表达和ＳＡβＧａｌ染色阳性细胞占比较对照组显著
增加。

３．２　罗沙司他对热打击诱导的 ＨＫ２细胞损伤具有
保护作用

　　大量研究表明，ＨＩＦ１α在肾脏疾病中主要发挥保
护作用。ＦＵ等［１８］通过体内外研究证明 ＨＩＦ１α
ＢＮＩＰ３介导的线粒体自噬可通过抑制肾小管细胞凋亡
和氧化应激防止肾缺血再灌注损伤。ＪＩＡＮＧ等［１９］研

究发现ＨＩＦ１α通过 ＨＯ１通路改善肾小管细胞的线
粒体功能障碍并抑制线粒体依赖性细胞凋亡，首次证

明ＨＩＦ１α在链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导的糖尿病肾病小
鼠模型中的保护作用。目前，罗沙司他在临床上已广

泛用于肾性贫血的治疗，２０２０年 １１月中国医师协会
肾脏内科医师分会发布的《中国肾性贫血诊疗的临床

实践指南》明确指出“建议开展罗沙司他预防和治疗

ＡＫＩ的相关研究”。在酒精性肝病、偏头痛、肝纤维化
等动物疾病模型中已证实罗沙司他可通过上调ＨＩＦ１α
抑制脂质合成、凋亡、炎症反应、氧化应激等改善疾病

预后［２０－２２］。为进一步明确罗沙司他对热打击的 ＨＫ２
细胞是否具有保护作用，本研究用 ＣＣＫ８检测不同浓
度罗沙司他对 ＨＫ２细胞活力的影响，结果显示当浓
度为３０μｍｏｌ／Ｌ时，罗沙司他无细胞毒性且能够促进
细胞增殖，因此后续采用该浓度进行实验。本研究发

现，热打击＋罗沙司他组的细胞活力明显高于热打击
组，提示罗沙司他对热打击引起的 ＨＫ２细胞损伤确
有保护作用。

３．３　罗沙司他通过上调 ＨＩＦ１α减轻热打击诱导的
ＨＫ２细胞凋亡

　　既往研究报道，罗沙司他可通过激活ＨＩＦ１α减轻
肾脏损伤和肾小管细胞凋亡，进而减轻造影剂、顺铂、

缺血再灌注等多种原因诱导的 ＡＫＩ［１２－１３，２２］，但尚未评
估其在ＨＳＡＫＩ中的作用。ＬＩＮ等［９］研究发现，用碘海

７９０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）



醇处理ＨＫ２细胞可显著增加 ＨＩＦ１α的表达，在碘海
醇处理前用罗沙司他预处理可使 ＨＩＦ１α进一步表达
增加，同时减轻碘海醇诱导的 ＨＫ２细胞凋亡。本研
究发现与对照组比较，热打击组ＨＩＦ１α蛋白表达及凋
亡水平显著增加；与热打击组比较，热打击＋罗沙司他
组ＨＩＦ１α蛋白表达进一步增加，但 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３
蛋白水平和 ＴＵＮＥＬ阳性细胞占比显著降低。结果提
示热打击可引起 ＨＩＦ１α应激性增加，但 ＨＩＦ１α上升
水平不足以抵抗热打击诱导的细胞损伤。而罗沙司他

可通过特异性上调 ＨＩＦ１α，减轻热打击诱导的 ＨＫ２
细胞凋亡。此外，免疫荧光结果发现ＨＩＦ１α主要分布
于细胞核和细胞核周围。该结果提示稳定的 ＨＩＦ１α
易位至细胞核调控下游基因，与文献［７］所述一致。
３．４　罗沙司他通过上调 ＨＩＦ１α减轻热打击诱导的

ＨＫ２细胞衰老
　　ＬＩ等［２３］发现热打击可诱导睾丸细胞发生氧化应

激，进而导致细胞衰老。而激活ＨＩＦ１α可引起端粒酶
逆转录酶过表达，以维持端粒的稳定，减轻细胞衰

老［２４－２５］。罗沙司他是否可通过上调ＨＩＦ１α减轻热打
击引起的细胞衰老尚未报道。本研究通过检测 ｐ２１、
ｐ１６蛋白表达和 ＳＡβＧａｌ染色发现，热打击＋罗沙司
他组ｐ２１、ｐ１６蛋白表达和 ＳＡβＧａｌ染色阳性细胞占
比较热打击组显著降低，证实了罗沙司他可通过上调

ＨＩＦ１α减轻热打击诱导的ＨＫ２细胞衰老。
　　综上所述，本研究显示罗沙司他可通过上调 ＨＩＦ
１α减轻热打击诱导的肾小管上皮细胞凋亡和衰老。
但遗憾的是，本研究未进行体内实验，接下来我们将重

点探讨罗沙司他在 ＨＳＡＫＩ动物模型中的作用，若能
得到相似的结论，那么罗沙司他将可能成为热射病防

治的潜在药物。
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