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摘要　 目的　 观察小鼠在高尿酸血症基础上使用顺铂诱导

急性肾损伤（ＡＫＩ）对于肾脏病变的影响情况以及探究甲基

转移酶⁃３（ＭＥＴＴＬ３）在其中发挥的作用。 方法　 将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠随机分成对照组、高尿酸血症组、ＡＫＩ 组和高尿酸血症

＋ ＡＫＩ 复合模型组。 通过灌胃氧嗪酸钾 ＋ 腺嘌呤 ２１ ｄ 建立

高尿酸血症模型，腹腔注射顺铂 ３ ｄ 建立 ＡＫＩ 模型，检测血

肌酐、尿素氮、血尿酸、ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ 病理染色，探究不同模型

对小鼠肾脏损伤情况。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 α⁃平滑肌蛋白（α⁃
ＳＭＡ）、肾损伤分子⁃１、ＭＥＴＴＬ３ 蛋白表达变化；ｑＰＣＲ 检测白

细胞介素⁃６（ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ⁃α）、ＩＬ⁃１β 等 ｍＲＮＡ
变化。 ｍ６Ａ 检测试剂盒检测小鼠总体甲基化水平。 结果　
与单纯顺铂引起的 ＡＫＩ 模型组相比，高尿酸血症和 ＡＫＩ 复

合模型组的血肌酐、尿素氮、血尿酸均明显升高。 病理染色、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＰＣＲ 也显示复合模型组肾脏纤维化加重，
ＭＥＴＴＬ３ 表达水平升高。 ｍ６Ａ 检测结果说明实验组小鼠的

总体甲基化水平升高且复合模型组明显高于单纯 ＡＫＩ 组。
体外实验中，使用 ＭＥＴＴＬ３ 特异性抑制剂 ＳＴＭ２４５７ 则能够

有效减轻肾小管上皮细胞的损伤以及降低炎症。 结论　 顺

铂能够加重高尿酸引起的肾脏炎症和纤维化；ＳＴＭ２４５７ 对于

高尿酸基础上顺铂诱导的细胞损伤具有治疗作用，ＭＥＴＴＬ３
可能是治疗有关肾脏损伤的潜在靶点。
关键词　 高尿酸血症；高尿酸肾病；急性肾损伤；ｍ６Ａ；表观

遗传学

中图分类号　 Ｒ ９６７
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２３）０９ － １５４０ － ０７
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２３． ０９． ０１７

　 　 急性肾损伤（ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ， ＡＫＩ）也被称

为急性肾衰竭，可以在数小时或几天内发生［１］。
ＡＫＩ 的病因有肾脏直接损害、血流减少和尿路堵塞

等［２］。 慢性肾脏疾病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＫＤ）
是指肾脏损害持续较长时间。 ＣＫＤ 的病因包括糖

尿病、高血压、原发性肾小球肾炎、慢性肾小管间质

肾炎、遗传性或囊性疾病、心脏病和中风等［３］。 尿

酸是嘌呤代谢的最终氧化产物，在肾脏中，低的尿液

ｐＨ 有助于尿酸晶体的沉积，随着时间进展会发生尿

酸结晶肉芽肿，最终导致 ＣＫＤ［４］。
表观遗传修饰在许多疾病的发生和发展中起着

重要作用， ＲＮＡ 中腺苷酸的第六位 Ｎ 处发生甲基

化（Ｎ６⁃ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ， ｍ６Ａ）就叫做 ｍ６Ａ 甲基化

修饰，ｍ６Ａ 甲基化一共有三大类酶参与：Ｗｒｉｔｅｒｓ、Ｅ⁃
ｒａｓｅｒｓ 和 Ｒｅａｄｅｒｓ ［５］，ｍ６Ａ 在 ＡＫＩ、ＣＫＤ 中都有既定

的作用［６］，多项研究［７， ８］证明甲基转移酶⁃３（ｍｅｔｈｙｌ⁃
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｌｉｋｅ ３， ＭＥＴＴＬ３） 在哺乳动物细胞中起

ｍ６Ａ 甲基转移酶的作用。 然而 ＭＥＴＴＬ３ 在高尿酸

血症基础上发生的 ＡＫＩ 中的作用尚不清楚，因此该

研究旨在探究在小鼠体内高尿酸能否促进 ＡＫＩ 的

进展，以及 ＭＥＴＴＬ３ 在此过程中发挥的功能。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 ２４ 只 ７ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠购于杭州子源实验动物科技有限公司 ，体质量

２０ ～ ２５ｇ，合格证号：ＳＣＸＫ２０１９⁃０００４ 。 饲养于清洁

级实验室，恒温恒湿，不限食物和水，适应一周后开

展后续实验。
１． ２　 主要试剂及仪器 　 羧甲基纤维素钠（北京索

莱宝科技有限公司，批号：４２１Ｖ０２４）；氧嗪酸钾（美
国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，批号：ＳＴＢＦ９７０６Ｖ）；腺嘌呤

（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，批号：ＷＸＢＣ４０１９Ｖ）；肌
酐（Ｃｒ）测定试剂盒（南京建成生物有限公司，批号：
２０２２０６０５）；尿酸检测测试盒（南京建成生物有限公

司，批号：２０２２０６０５）；尿素氮（ＢＵＮ）测试盒（南京建

成生物有限公司，批号：２０２２０６０５）；α⁃平滑肌蛋白

（Ａｌｐｈａ⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ， α⁃ＳＭＡ） 抗体 （批号：
５３４４５８７）购自江苏亲科生物研究中心有限公司；
ＭＥＴＴＬ３ 抗体（批号：６２６４９３１）购自江苏亲科生物研

究中心有限公司；Ｋｉｍ１ 肾损伤分子⁃１ 抗体（批号：
ＢＡＯ０１１５４８９０）购自北京博奥森生物技术有限公司；
尿酸（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，批号：ＢＣＢＺ４７０２）；
ＳＴＭ２４５７ （ 美 国 ＭｅｄｃｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公 司 批 号：
１１４５１４）。
１． ３　 模型制备与评价　 高尿酸血症模型构建：先制

备 １％羧甲基纤维素钠（ ｓｏｄｉｕｍ ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕ⁃
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ｌｏｓｅ，ＣＭＣ⁃ＮＡ）溶液，然后将氧嗪酸钾（２５０ ｍｇ ／ ｋｇ）、
腺嘌呤（１００ ｍｇ ／ ｋｇ）混于 １％ 的羧甲基纤维素钠溶

液中制备成混悬液，根据小鼠体质量进行灌胃，每隔

１ 天 １ 次，持续 ２１ 天，对照组小鼠灌胃等量 ＣＭＣ⁃ＮＡ
溶液；ＡＫＩ 组采用腹腔注射顺铂（２０ ｍｇ ／ ｋｇ）连续 ３
天，对照组腹腔注射等量 ０． ９％氯化钠溶液；复合模

型组小鼠在灌胃至 １８ ｄ 时开始腹腔注射顺铂连续 ３
ｄ，第 ２１ 天牺牲小鼠取血、肾脏等。
１． ４　 血清学检测　 第 ２１ 天，事先标记好采血的 ＥＰ
管，眼球取血 １ ｍｌ 左右，室温静置 １ ｈ 后 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ，用移液枪小心吸出分离上清液于新标

记好的 ＥＰ 管中，随即进行血肌酐、血尿素氮、血尿

酸的检测。
１． ５　 ＨＥ 染色　 取小鼠左肾于滤纸上，将肾膜去除

后，用手术刀将左肾切下一部分放于事先标记好并

且加入足量 ４％多聚甲醛固定液的 ＥＰ 管中，固定 ２４
ｈ 后，进行组织脱水、石蜡包埋、切片等，最后进行

ＨＥ 染色观察小鼠肾脏病理变化。
１． ６　 Ｍａｓｓｏｎ 染色　 脱蜡至水后，根据组织大小用

组化笔在载玻片上画圈，随后根据 Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂

盒说明书进行染色，并随时在镜下观察并调整染色

时间，最后封片并用显微镜拍照。
１． ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 用细胞裂解液 ＲＩＰＡ ＋ ＰＭＳＦ
（１００ ∶ １）提取总蛋白，ＢＣＡ 法调整蛋白浓度，将各

组等量样本进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳（先电压 ８０Ｖ
电泳约 ３０ ｍｉｎ，待 ｍａｋｅｒ 分开后调整电压为 １２０ Ｖ
继续电泳约 ６０ ｍｉｎ 至条带明显分开），采用半干法

转膜，转膜后用 ５％ 牛奶封闭 １ ｈ，洗膜后 ４ ℃孵育

一抗过夜，洗膜后加二抗孵育 １ ｈ，洗膜后加 ＥＣＬ 曝

光液显影。 计算灰度值，β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参，计算目

的蛋白相对表达量。
１． ８　 ｑＰＣＲ 　 细胞总 ＲＮＡ 提取和逆转录成 ｃＤＮＡ
分别按照 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 和 ＲＴ 试剂盒说明书进行，
采用 ＳＹＢＲ 荧光检测试剂盒进行 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分

析，引物序列见表 １。
１． ９　 细胞培养与分组给药　 使用小鼠肾小管上皮

细胞（ｍｏｕｓｅ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ｍＴＥＣｓ）进
行实验，常规培养采用含 １０％ ＦＢＳ 的 Ｆ１２ ／ ＤＭＥＭ 培

养基进行细胞传代。 种板后分成以下几组：对照组、
高尿酸组（１５ ｍｇ ／ ｄｌ 尿酸）、单纯 ＣＩＳ 组（２０ μｍｏｌ ／
Ｌ）、复合模型组（１５ ｍｇ ／ ｄｌ 尿酸 ＋ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＩＳ）、
抑制剂组（复合模型组 ＋ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＴＭ２４５７），每组

３ 个复孔，造模 ２４ ｈ 后，提取蛋白以及 ｍＲＮＡ 进行

后续检测。

表 １　 实时定量 ＰＣＲ 目的基因引物序列

基因名称 引物序列（５′⁃３′）
Ｍｏｕｓｅ ＴＮＦ⁃α Ｆ：ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡ

Ｒ：ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ
Ｍｏｕｓｅ ＩＬ⁃１β Ｆ：ＣＴＴＴＧＡＡＧＴＴＧＡＣＧＧＡＣＣＣＣ

Ｒ：ＴＧＡＧＴＧＡＴＡＣＴＧＣＣＴＧＣＣＴＧ
Ｍｏｕｓｅ ＩＬ⁃６ Ｆ：ＴＧＡＡＣＡＡＣＧＡＴＧＡＴＧＣＡＣＴＴＧ

Ｒ：ＣＴＧＡＡＧＧＡＣＴＣＴＧＧＣＴＴＴＧＴＣ
Ｍｏｕｓｅ α⁃ＳＭＡ Ｆ： ＴＧＣＣＧＡＧＣＧＴＧＡＧＡＴＴＧＴＣ

Ｒ：ＣＧＴＴＣＧＴＴＴＣＣＡＡＴＧＧＴＧＡＴＣ
Ｍｏｕｓｅ β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧＡＡＧＣ

Ｒ：ＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧＡＡＧＣ

１． １０　 统计学处理　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ８． ０ 软件

进行数据分析，符合正态分布的数据采用 ｔ 检验来

比较两组间的显著性，采用 Ｔｕｋｅｙ 后检验的单因素

方差分析比较三组或更多组，结果采用表示并列出

相应均值、标准差以及 ｔ 检验后 ｔ 值的具体大小，以
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 顺铂加重高尿酸诱导的肾功能损伤　 动物实

验设计方案如图 １Ａ 所示，实验分组为正常组、高尿

酸血症组、顺铂诱导的 ＡＫＩ 组、复合模型组；与正常

组相比（图 １Ｂ），高尿酸血症组小鼠血尿酸水平明显

升高（Ｐ ＜ ０. ０１），顺铂对血尿酸水平无影响，而复合

模型组小鼠血尿酸水平相对高尿酸血症组小鼠明显

升高（Ｐ ＜ ０. ０５），这说明虽然顺铂刺激不会升高血

尿酸水平但是在有高尿酸血症的基础上顺铂刺激会

加重血尿酸的堆积。 与正常组相比（图 １Ｃ⁃Ｄ），高
尿酸组和顺铂刺激组小鼠均出现血肌酐、尿素氮的

明显升高（Ｐ ＜ ０. ０１），复合模型组相对于顺铂组均

有所加重（Ｐ ＜ ０. ０５）。 综上所述，高尿酸和顺铂刺

激均会导致小鼠肾脏损伤，但顺铂刺激并不会导致

小鼠尿酸升高，但若是在高尿酸基础上给予顺铂刺

激，小鼠肾功能损伤加重，并且小鼠的血尿酸水平会

进一步升高。 见图 １。
２． ２　 顺铂加重高尿酸诱导的肾组织损伤　 图 ２ 中

ＨＥ 结果显示，高尿酸组、顺铂刺激的 ＡＫＩ 组、复合

模型组相较正常组均产生不同程度的肾小管扩张、
肾小球萎缩、间质水肿并伴有炎症细胞浸润，且复合

模型组较单纯的 ＡＫＩ 组和单纯高尿酸组，均出现更

严重的肾小管扩张、肾小球萎缩、间质水肿以及炎症

细胞浸润。 见图 ２。
２． ３　 顺铂加重高尿酸诱导的肾脏纤维化 　 Ｍａｓｓｏｎ
染色（图 ３Ａ － Ｄ）结果显示，高尿酸组小鼠肾脏出现
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图 １　 小鼠模型构建及分组情况与血清学指标检测

Ａ：动物实验模型构建及分组情况；Ｂ：血尿酸； Ｃ：血肌酐；Ｄ：尿素氮；ＮＣ：对照组；ＨＮ：单纯高尿酸组；ＣＩＳ：单纯顺铂刺激组；ＨＮ ＋ ＣＩＳ：复合

模型组；，与 ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＣＩＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 各组小鼠肾脏损伤情况 ＨＥ 染色 × ２００
ａ：ＮＣ 组；ｂ：ＨＮ 组；ｃ：ＣＩＳ 组；ｄ：ＨＮ ＋ ＣＩＳ 组

纤维化，单纯顺铂刺激的 ＡＫＩ 组小鼠肾脏纤维化不

明显，复合模型组较单纯高尿酸组纤维化更为明显。
接下来观察高尿酸和 ＣＩＳ 刺激对小鼠肾脏 α⁃ＳＭＡ
表达的影响。 如图 ３Ｅ 所示，与正常组相比，高尿酸

组小鼠肾脏 α⁃ＳＭＡ 表达上调（Ｐ ＜ ０. ０１）；单纯顺铂

刺激，α⁃ＳＭＡ 变化不明显；复合模型组小鼠肾脏中

α⁃ＳＭＡ 上调最明显，显著高于单纯顺铂刺激的急性

肾损伤组（Ｐ ＜ ０. ０１）。 上述结果表明，高尿酸会导

致小鼠肾脏产生明显纤维化，并且伴有高尿酸血症

的情况下发生 ＡＫＩ，小鼠肾脏纤维化会明显加重。
见图 ３。
２． ４　 顺铂加重高尿酸诱导的肾脏炎症反应　 实时

荧光定量 ＰＣＲ 结果（图 ４Ａ⁃Ｃ），实验组小鼠炎症水

平与对照组相比均升高，且复合模型组炎症水平明

显高于单纯 ＡＫＩ 模型组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４。
２． ５　 ＭＥＴＴＬ３ 在顺铂诱导的高尿酸小鼠肾脏中高

表达　 根据检测结果（图 ５Ａ），该实验发现相较于

正常组，实验组小鼠的总体 ｍ６Ａ 甲基化水平均明显

升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；已知 ＭＥＴＴＬ３ 是哺乳动物细胞中

重要的 ｍ６Ａ 甲基转移酶。 因此，该实验检测小鼠肾

脏中 ＭＥＴＴＬ３ 的蛋白表达水平（图 ５Ｂ），结果显示实

验组小鼠的肾脏中 ＭＥＴＴＬ３ 水平均升高 （ Ｐ ＜
０. ０１），且复合模型组相较于单纯 ＡＫＩ 组小鼠的

ＭＥＴＴＬ３ 升高更明显（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结果表明，ＭＥＴ⁃
ＴＬ３ 水平的升高可能和小鼠肾脏损伤相关，且与损

伤程度成正相关。 见图 ５。
２． ６　 ＭＥＴＴＬ３ 抑制剂 ＳＴＭ２４５７ 抑制高尿酸基础

上顺铂诱导的细胞损伤和炎症反应 　 该实验使用

ＭＥＴＴＬ３ 特异性抑制剂 ＳＴＭ２４５７ 在小鼠肾小管上皮

细胞上进行实验，结果如图 ６Ａ 所示，尿酸基础上给

予顺铂刺激可以显著的上调肾损伤分子⁃１ 蛋白表

达，但 ＳＴＭ２４５７ 可以有效抑制两者造成的小鼠肾小

管上皮细胞的损伤（Ｐ ＜ ０. ０５）；此外，通过实时荧光

定量 ＰＣＲ 检测（图 ６Ｂ⁃Ｄ）结果显示，ＳＴＭ２４５７ 能够

有效抑制尿酸基础上给予顺铂刺激引起的炎症因子

白细胞介素⁃６（ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）和肿瘤坏死因子
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图 ３　 Ｍａｓｓｏｎ 染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肾脏纤维化情况

Ａ：各组小鼠肾脏纤维化情况 Ｍａｓｓｏｎ 染色 × ２００；Ａ：ＮＣ 组；Ｂ：
ＨＮ 组；Ｃ：ＣＩＳ 组；Ｄ：ＨＮ ＋ ＣＩＳ 组； Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠肾脏

α⁃ＳＭＡ 表达水平，与 ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＣＩＳ

组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ⁃α）的释放，以及降低纤

维化指标 α⁃ＳＭＡ 的水平。 结果表明 ＭＥＴＴＬ３ 特异

性抑制剂 ＳＴＭ２４５７ 可以减轻顺铂诱导的高尿酸小

鼠肾小管上皮细胞的炎症和纤维化反应，提示抑制

ＭＥＴＴＬ３ 能够对小鼠肾脏产生保护作用。 见图 ６。

３　 讨论

　 　 传统上，高尿酸血症被认为通过尿酸晶体在肾

单位集合管中的沉积诱发肾脏疾病，其方式类似于

痛风性关节病。 研究表明高尿酸血症会促进初期肾

脏损伤或其进展，持续高血清尿酸水平又进而引发

肾脏炎症和纤维化，并逐渐发展为 ＣＫＤ［９］。 该实验

研究同样证实，长期高尿酸可以诱导小鼠肾脏炎症

和纤维化。 Ｈｅ ｅｔ ａｌ［１０］ 发现当 ＣＫＤ 患者出现 ＡＫＩ
时，已知会更加严重且难以恢复。 此外，ｗｅｎ ｅｔ ａｌ［１１］

发现高尿酸血症与术后即刻和住院期间 ＡＫＩ 风险

增加和血肌酐高峰值相关。 因此本研究旨在探究在

小鼠体内高尿酸能否促进 ＡＫＩ 的进展。 该实验的

研究结果发现，在高尿酸基础上给予顺铂刺激，可以

导致小鼠的血肌酐、血尿素氮均显著高于高尿酸组

和顺铂组小鼠，且肾脏炎症和纤维化反应均加重，提
示高尿酸血症可以加重 ＡＫＩ 时肾脏功能和组织损

伤。
表观遗传学是指在不改变 ＤＮＡ 序列的情况下

调节基因表达，包括 ＤＮＡ 甲基化、组蛋白修饰和

ＲＮＡ 修饰等［１２］；其中 ＲＮＡ 修饰普遍存在于各种

ＲＮＡ 中，并在维持正常发育和生理上起着关键作

用［１３］。 课题组近期发现 ＲＮＡ 甲基化与多种肾脏疾

病（包括 ＡＫＩ）的病理生理学有关。 在缺血再灌注、
顺铂和 ＬＰＳ 引起的 ＡＫＩ 模型的肾小管中，以及在人

图 ４　 顺铂对高尿酸诱导的肾脏炎症反应的影响

Ａ： ｑＰＣＲ 检测各组小鼠肾脏中 ＴＮＦ⁃α 表达； Ｂ： ｑＰＣＲ 检测各组小鼠肾脏中 ＩＬ⁃１β 表达； Ｃ： ｑＰＣＲ 检测各组小鼠肾脏中 ＩＬ⁃６ 表达；与 ＮＣ 组

比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＣＩＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ５　 各组小鼠总体 ｍ６Ａ 甲基化水平及 ＭＥＴＴＬ３ 表达情况

Ａ： 各组小鼠总体 ｍ６Ａ 甲基化水平； Ｂ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠肾脏 ＭＥＴＴＬ３ 表达水平；与 ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与

ＣＩＳ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

图 ６　 ＭＥＴＴＬ３ 抑制剂 ＳＴＭ２４５７ 抑制高尿酸基础上顺铂诱导的细胞损伤和炎症反应

Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肾损伤分子⁃１ 蛋白表达水平；Ｂ： ｑＰＣＲ 检测各组小鼠肾脏中 ＩＬ⁃６ 表达； Ｃ： ｑＰＣＲ 检测各组小鼠肾脏中 ＴＮＦ⁃α 表达；

Ｄ： ｑＰＣＲ 检测各组小鼠肾脏中 α⁃ＳＭＡ 表达；１：ＮＣ 组，２：ＨＮ 组，３：ＣＩＳ 组，４：ＨＮ ＋ ＣＩＳ 组，５：ＳＴＭ２４５７ 组；与 ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜

０. ００１；与 ＨＮ ＋ ＣＩＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

类活组织检查中，ＭＥＴＴＬ３ 的表达均升高。 Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ［７］发现 ＭＥＴＴＬ３ 通过将 ＩＧＦ２ＢＰ２（胰岛素样生长

因子 ２ 结合蛋白 ２）与其 ｍ６Ａ 修饰的终止密码子区

域结合，提高了 ＴＡＢ３ 的稳定性，促进了 ＴＡＢ３ 介导

的炎症以及肾功能损伤。 Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ［８］发现 ＭＥＴＴＬ３
通过 ＩＧＦ２ＢＰ２ 依赖的 ｍ６Ａ 修饰 ＴＩＭＰ２ 来调节

Ｎｏｔｃｈ 信号，并发挥促炎和促凋亡作用。 尿酸的分

泌和重吸收主要经过肾小管进行处理，而肾小管上

皮细胞不仅可以被高尿酸刺激而受到损伤，同时损

伤的肾小管上皮细胞释放多种趋化因子，招募炎症

细胞浸润，导致炎症反应加重，进而参与损伤进

程［１４］。 ＡＫＩ 是一个全球性健康问题，目前临床上针

对 ＡＫＩ 的治疗方法仅是支持性的，治疗方法有限，

短期死亡率仍然很高，探索新的治疗靶点，可能为相

关疾病的治疗和预防提供帮助。 在研究中，发现实

验组小鼠的总体 ｍ６Ａ 甲基化水平均升高，且顺铂刺

激可以诱导高尿酸基础上小鼠的肾脏 ｍ６Ａ 甲基化

水平进一步升高；同时小鼠肾脏 ＭＥＴＴＬ３ 表达水平

也与 ｍ６Ａ 结果一致。 进一步研究发现，使用 ＭＥＴ⁃
ＴＬ３ 特异性抑制剂 ＳＴＭ２４５７ 可以有效减轻高尿酸

基础上给予顺铂对小鼠肾小管上皮细胞造成的损

伤、炎症和纤维化反应。
ＳＴＭ２４５７ 是一种高效、特异的 ＭＥＴＴＬ３ 抑制剂，

不仅对 ＭＥＴＴＬ３ 具有高度特异性，而且未显示出对

其他 ＲＮＡ 甲基转移酶的抑制作用［１５］；在体外实验

中，该研究发现 ＳＴＭ２４５７ 可以有效减轻在高尿酸基
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础上给予顺铂刺激对小鼠肾小管上皮细胞造成的损

伤。 在课题组另一项研究中，结合 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 等结

果，该研究发现 ＭＥＴＴＬ３ 抑制剂可能对尿酸相关转

运体的表达有影响，其机制可能为 ＭＥＴＴＬ３ 调节尿

酸相关转运体 ＡＢＣＧ２ 的表达并发挥作用，从而影响

尿酸在体内的代谢。 当然对于 ＭＥＴＴＬ３ 是如何调控

尿酸转运体以及相关尿酸转运体如何减轻肾脏损伤

还有待进一步探究。
综上所述，高尿酸血症小鼠肾脏尿酸排泄异常，

肾功能不全，并伴有肾脏炎症和纤维化加重。 在高

尿酸基础上发生 ＡＫＩ 会导致小鼠肾脏功能和组织

损伤情况明显加重，也就是说高尿酸会加重和促进

ＡＫＩ 进展。 使用特异性抑制剂 ＳＴＭ２４５７ 抑制甲基

化转移酶 ＭＥＴＴＬ３ 活性，能够有效减轻小鼠肾小管

上皮细胞损伤，提示 ＭＥＴＴＬ３ 有望成为高尿酸基础

上发生 ＡＫＩ 时潜在治疗靶点，但其具体作用机制还

有待进一步探究。
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免疫沉淀联合质谱筛选与纳尔逊湾正呼肠孤病毒
σＮＳ 互作的宿主 ＲＮＡ 结合蛋白
李润林，胡思漫，骆丽可，贾雪娇，刘梦琦，李永刚，陶晓莉

摘要　 目的 　 筛选出宿主细胞中与纳尔逊湾呼肠孤病毒

（ＮＢＶ）非结构蛋白 σＮＳ 互作的 ＲＮＡ 结合蛋白并分析其生

物信息学功能。 方法　 本研究通过构建 ＮＢＶ σＮＳ 真核表达

载体 ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃ＭＢ⁃Ｓ３，验证正确后转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞，所得

的细胞蛋白裂解液经 ＲＮａｓｅ Ａ 处理后，利用免疫沉淀富集

σＮＳ 结合蛋白，经 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 质谱分析技术鉴定分析互作蛋

白，并且借助相关生信工具挖掘蛋白性质和具体功能。 结果

　 本实验成功筛选出 ３２ 个与 ＮＢＶ σＮＳ 蛋白存在互作的候

选 ＲＮＡ 结合蛋白；生物分析结果显示，这些蛋白主要定位于

细胞质与细胞核中，并且主要参与细胞代谢、生物调控、病毒

翻译与转录等生物学过程。 结论　 本研究初步分析与 ＮＢＶ
σＮＳ 互作的 ＲＮＡ 结合蛋白功能，为深入研究 σＮＳ 蛋白在

ＮＢＶ 生命周期中的作用机制奠定基础。
关键词 　 纳尔逊湾病毒；σＮＳ 蛋白；ＲＮＡ 结合蛋白；宿主蛋

白；免疫沉淀
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　 　 纳尔逊湾呼肠孤病毒（Ｎｅｌｓｏｎ Ｂａｙ ｏｒｔｈｏｒｅｏｖｉｒｕｓ⁃
ｅｓ， ＮＢＶ）是一种人兽共患病病毒，起初见于果蝠体
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内，后由急性呼吸道感染患者的痰液分离所得［１］。
ＮＢＶ 为分节段双链 ＲＮＡ，隶属于呼肠孤病毒科，其
中非结构蛋白 σＮＳ 由 Ｓ３ 基因表达，一方面通过与

μＮＳ 稳定嵌合，介导病毒工厂的形成，汇集 ＲＮＡ 合

成等必须活性成分，为病毒复制提供稳定场所；另一

方面，经宿主 ＲＮＡ 相关因子的招募，加快病毒包装

效率，并且定向结合单链 ＲＮＡ 构成核蛋白复合物，
推动 ＮＢＶ 病毒后续的蛋白表达、递送、组装等相关

程序［２ － ６］。 然而，ＮＢＶ σＮＳ 与宿主 ＲＮＡ 结合的具

体蛋白及相关功能，尚不明确。 因此，通过构建

ＮＢＶ Ｓ３ 的重组质粒 ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃Ｓ３，经摒除 ＲＮＡ、转染

宿主细胞及免疫沉淀联合质谱技术筛选出 ＲＮＡ 互

作蛋白，由生物信息学预测相关蛋白的亚细胞定位、
潜在功能和作用机制，以期为探究 ＮＢＶ 复制过程和

防控对策提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 重组 ＮＢＶ⁃ＭＢ 病毒株日本大阪大学病

毒复制实验室赠与，ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞和 ＮＢＶ σＮＳ 蛋

白抗体均为锦州医科大学基础医学院病原生物学实

验室保存；ＨＡ 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏ⁃
ｇｙ 公司；脂质体转染试剂（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００） 、ＮＰ⁃
４０ 细胞裂解液、ＰＭＳＦ 均购自碧云天公司；４ × 蛋白

上样缓冲液购自 Ｓｏｌｏｒｉｏ 公司； Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ® ＨＤ Ｃｌｏ⁃
ｎｉｎｇ Ｋｉｔ 和 ＲＮａｓｅ Ａ 均购自 Ｔａｋａｒａ 公司；ＤＭＥＭ 培
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