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Abstract Objective To investigate the effects of curcumin ( CUＲ) on lipopolysaccharide ( LPS) -induced depres-
sion in mice and its mechanism． Methods Thirty male ICＲ mice were randomly divided into control group，LPS
group and CUＲ group，ten mice in each group． The depression model was established by intraperitoneal injection of
LPS 1mg /kg． The depressive-like behaviors of mice were evaluated by sucrose preference test ( SPT) ，open field
test( OFT) and forced swim test( FST) ． The changes of Nissl body in neurons of prefrontal cortex ( PFC) were ob-
served by Nissl staining． C-Jun N-terminal kinase ( JNK) ，phosphorylated JNK，Bax ( Bcl-2 associated X pro-
tein) ，Bcl-2，caspase-3 in PFC area were detected by Western blot． Ｒesults The percentage of sweet water pref-
erence，total distance in OFT and crossing number in CUＲ group were higher than those in LPS group ( P ＜ 0. 05) ，
and immobility time in FST was lower than that in LPS group ( P ＜ 0. 05) ． The results of Nissl staining showed that
number of nerve cells in CUＲ group was more than that in LPS group ( P ＜ 0. 05) ． Western blot showed that the ex-
pression levels of p-JNK，Bax and caspase-3 were decreased in PFC area of CUＲ group while Bcl-2 were increased
compared with the LPS group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Curcumin can improve the depressive behavior induced
by LPS and reduce the damage of neurons，which may be related to the inhibition of JNK phosphorylation，the de-
crease of Bax and Caspase-3，and the increase of Bcl-2 expression．
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N-乙酰半胱氨酸对血管紧张素Ⅱ诱导的 HK-2
细胞炎症相关因子的抑制作用
赵雅洁，季嘉玲，文先丽，李善文，张爱青，甘卫华

摘要 目的 探讨 N-乙酰半胱氨酸( NAC) 对血管紧张素Ⅱ
( Ang Ⅱ) 所诱导的 HK-2 细胞炎症相关因子的抑制作用。
方法 将 HK-2 细胞分为四组 ( 对照组、AngⅡ组、NAC 组、
AngⅡ + NAC组) ，以 NAC( 5 mmol /L) 、Ang Ⅱ( 1 mmol) 处理
细胞，于 48 h 后收集细胞，PCＲ 法检测肿瘤坏死因子-α
( TNF-α) 和白介素 6( IL-6) mＲNA 水平的变化; Western blot
法检测 TNF-α、单核细胞趋化蛋白 1 ( MCP-1 ) 、白介素 1β
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( IL-1β) 蛋白的表达变化;免疫荧光法观察 TNF-α 的荧光表
达分布情况。结果 与对照组相比，AngⅡ组 HK-2 细胞内

炎症因子蛋白( TNF-α、MCP-1 和 IL-1β) 、mＲNA( TNF-α、IL-

6) 表达上调，经 NAC处理后，AngⅡ + NAC 组以上变化均减

小，免疫荧光检测也显示相同结果。结论 NAC能抑制 Ang

Ⅱ诱导的 HK-2 细胞内炎症相关因子的表达。
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慢性肾脏病( chronic kidney disease，CKD) 患者
数逐年增多，成为影响公共健康的重要问题，增加了

全球的社会经济负担［1］。研究［2］表明我国成人慢
性肾脏病的发生率高达 10. 8%。肾小管间质炎症
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是急慢性肾病中常见的病理表现，在多种外界因素

刺激下，肾小管上皮细胞分泌炎症因子及趋化因子，

诱导肾间质出现炎症和纤维化改变 。此外，氧化应
激在肾损伤中也扮演了重要角色，由致炎因子引起

的细胞的氧化应激也是导致肾损伤的重要原因之

一［3］。血管紧张素Ⅱ ( angiotensin Ⅱ，AngⅡ) 是肾
内肾素 －血管紧张素 －醛固酮( ＲAAS) 系统中的重
要活性物质，对氧化应激、纤维化、炎症均有影
响［4］。N-乙酰半胱氨酸 ( N-acetylcysteine，NAC ) 能
促进细胞内还原型谷胱甘肽( GSH) 的合成，是活性
氧( reactive oxygen species，ＲOS) 抑制剂，具有清除
氧自由基、抗氧化、抗凋亡及抗炎等作用，临床上广
泛应用于心脏、肾脏、肺部等多种疾病。该研究以
HK-2 细胞作为实验研究对象，采用血管紧张素Ⅱ干
预 HK-2 细胞模拟炎症模型，N-乙酰半胱氨酸干预
HK-2 细胞，旨在探讨 N-乙酰半胱氨酸对 AngⅡ诱导
的人 HK-2 细胞炎症相关因子的抑制作用。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂 HK-2 细胞株购于美国 ATCC 公
司;胎牛血清、胰酶、DMEM/F12 培养基等均购自美
国 Gibco公司; NAC、AngⅡ购自美国 MCE( MedChe-
mExpress) 公司; TＲIzol 试剂、PCＲ 检测试剂盒由日
本 Takara公司提供; PCＲ引物由上海锐捷生物公司
合成; BCA试剂盒购自中国凯基生物; 鼠抗人 GAP-
DH多克隆抗体购于上海 Abway 公司; 肿瘤坏死因
子 α( tumor necrosis factor α，TNF-α) 、白介素 1β( in-
terleukin-1β，IL-1β) 抗体购自美国 Abcam 公司; 单
核细胞趋化蛋白 1 ( monocyte chemotactic protein 1，
MCP-1) 抗体购自美国 santa公司; PVDF膜和显影液
购于美国 millipore公司; HＲP 标记的山羊抗兔二抗
购自 Proteintech公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 实验分组 将 HK-2 细胞株用含 10% FBS
的 DMEM/F12 培养基培养，置于 37 ℃、5% CO2 培

养箱中。待培养基中细胞生长至 70% ～ 80%时，用
1 ml胰酶消化后进行传代培养。实验分组为: 空白
对照组、AngⅡ组、NAC 组、AngⅡ + NAC 组。干预
时间为 48 h。
1． 2． 2 ＲT-PCＲ 技术检测 TNF-α、IL-6 水平 细胞
按组种板干预 48 h后，将 1 ml TＲIzol试剂加入 6 孔
板内，提取细胞总 ＲNA，20 μl DEPC水溶解，用 Nan-
odrop分光光度计检测浓度，根据逆转录试剂盒说明
书操作合成 cDNA，取适量产物配置 10 μl PCＲ反应

体系，用 thermo fisher 7300，实时荧光定量 PCＲ仪进
行检测。以 GAPDH 为内参，检测 TNF-α、IL-6 mＲ-
NA表达。以 2 － ΔΔCT法计算相对表达量。引物序列
如下: ① TNF-α 引物序列: F: 5'-CATCTTCTCAAA
ATTCGAGTGACAA-3'，Ｒ: 5'-TGGGAGTAGACAAG
GTACAACCC-3'; ② IL-6 引物序列: F: 5'-AAAGA
GTTGTGCAATGGCAATTCT-3'，Ｒ: 5'-AAGTGCATCA
TCGTTGTTCATACA-3'; ③ GAPDH 引物序列: F: 5'-
AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3'，Ｒ: 5'-AGGGGCCAT
AACAAGTCTTC-3'。
1． 2． 3 Western blot检测 HK2 细胞 TNF-α、MCP-1、
IL-1β蛋白表达量 依照分组用 NAC ( 5 mmol /L) 、
AngⅡ( 1 mmol /L) 干预 HK2 细胞 48 h后，用预冷的
PBS洗涤细胞 2 次，按 100 ∶ 1 ∶ 1 的比例加入 ＲI-
PA、PMSF和蛋白酶抑制剂( 100 μl + 1 μl + 1 μl) ，
细胞刮刮下细胞并于冰上裂解 1 h，集于 EP 管中，4
℃、12 000 r /min离心 30 min后取上清液，BCA法检
测蛋白浓度，稀释至最小浓度，并按 1 /4 体积加入 5
×上样缓冲液，100 ℃金属加热器中变性 5 min。用
12%的 SDS-PAGE 凝胶电泳的方法分离蛋白质，电
泳后将蛋白转移至 PVDF 膜上，室温下 5% BSA 封
闭 1 h，加一抗( 稀释比例 1 ∶ 1 000 ) 于室温孵育 30
min，再 4 ℃孵育过夜。次日室温下复温 30 min 后
用 1 × TBST洗膜 3 次后，加二抗( 1 ∶ 2 000) ，室温孵
育 1 h。1 × TBST 洗膜 3 次，加显影液后用天能凝
胶成像系统进行图像的扫描及记录。
1． 2． 4 免疫荧光法检测 TNF-α 的表达分布情况
将细胞( 3. 0 × 106 /孔) 接种至 6 孔板，待细胞生长至
80%时按照试验分组给予不同药物作用 48 h。待药
物作用后，PBS洗 3 次，然后加入 4%多聚甲醛固定
液 15 min 静置，PBS 再洗 3 次，0. 25% Triton X-100
破膜 30 min，随后室温封闭 1 h，再以稀释的一抗( 1
∶ 200) 于 4 ℃孵育过夜，次日 PBS 洗 3 次，加 DIPA
染核，避光静置 5 min，PBS洗涤后甘油封片，荧光显
微镜镜下观察，将图片保存。
1． 3 统计学处理 采用 Graph Pad Prism 4 统计学
软件进行数据分析 ( 每组实验独立重复 3 次或以
上) ，计量资料以 珋x ± s表示，两组间比较采用 t 检验
和 One-way ANOVA统计，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计
学意义。

2 结果

2． 1 NAC、AngⅡ作用 HK2 细胞后 TNF-α和 IL-6
mＲNA的相对表达量 依照分组用 NAC ( 5 mmol /
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L) 、AngⅡ( 1 mmol /L) 干预 HK2 细胞 48 h 后，提取
细胞中的 ＲNA，ＲT-PCＲ法检测 HK2 细胞中 TNF-α、
IL-6 的 mＲNA表达水平( 图 1) 。对照组、AngⅡ组、
NAC组、AngⅡ + NAC 组炎症相关因子 TNF-α、IL-6
的 mＲNA表达水平的总体比较差异均有统计学意
义( F = 31. 56，P ＜ 0. 01; F = 17. 59，P ＜ 0. 01) ，其中
AngⅡ组 TNF-α、IL-6 表达上调，差异均有统计学意
义( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05) ，NAC + AngⅡ组 TNF-α、IL-
6 mＲNA 表达量下调，差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 000 1，P ＜ 0. 001) 。

图 1 NAC、AngⅡ对 HK2 细胞 TNF-α、IL-6 mＲNA的相对表达量

A:各组 TNF-α mＲNA相对表达量; B:各组 IL-6 mＲNA相对表达

量;与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P

＜ 0. 000 1

2． 2 NAC、AngⅡ作用 HK2 细胞后 IL-1β、TNF-α
和MCP-1 蛋白表达量 依照分组用 NAC( 5 mmol /
L) 、AngⅡ( 1 mmol /L) 干预 HK2 细胞 48 h 后，提取
细胞质中的蛋白，Western blot 检测 HK2 细胞中 IL-
1β、TNF-α和 MCP-1 的表达水平改变( 图 2) 。对照
组、AngⅡ组、NAC 组、AngⅡ + NAC 组炎症相关因
子 IL-1β、TNF-α、MCP-1 的蛋白表达水平的总体比
较差异均有统计学意义 ( F = 38. 21，P ＜ 0. 01; F =
63. 54，P ＜ 0. 01; F = 170. 4，P ＜ 0. 01 ) ; 与对照组比
较，AngⅡ处理组纤维化相关蛋白 IL-1β、MCP-1 和
TNF-α蛋白表达量上调，差异均具有统计学意义( P
＜ 0. 000 1 ) ，提示AngⅡ能够诱导HK2细胞炎症相

图 2 NAC、AngⅡ对 HK2 细胞 IL-1β，TNF-α，MCP-1 蛋白表达量

与对照组相比较: ＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1;与 AngⅡ组相比较: ####P ＜

0. 000 1

关因子表达上调，促进炎症作用; 与 AngⅡ组相比，
NAC + AngⅡ组能够下调 IL-1β、TNF-α、MCP-1 蛋白
表达量，差异均具有统计学意义( P ＜ 0. 000 1 ) 。提
示 NAC能够抑制 AngⅡ诱导 HK2 细胞炎症相关因
子表达的增加; NAC 组与对照组相比较，差异均无
统计学意义( P ＞ 0. 05) 。
2． 3 NAC和 AngⅡ作用 HK2 细胞后 TNF-α表达
情况 荧光显微镜观察上述分组各细胞中的 TNF-α
荧光表达分布情况，在胞质中 TNF-α 呈绿色荧光，
所有细胞核成蓝色荧光。在对照组、NAC 组细胞中
未见 TNF-α荧光信号，AngⅡ组 TNF-α呈绿色荧光，
而在 NAC + AngⅡ组中，TNF-α 的绿色荧光信号降
低( 图 3) 。

3 讨论

CKD是一类进展性疾病，其病理过程包括肾脏
炎症、小管损伤、s 血管病变和肾间质纤维化［5］。
CKD威胁了人们的健康，可能出现全身系统包括呼
吸、消化、血液系统的损伤，也有研究［6 － 7］表明对肌

肉骨骼肌系统产生损伤。研究［8］表明肾小管间质
炎症病变在 CKD 肾功能损伤中发挥重要作用。且
现有研究［9］表明肾小管损伤早于肾小球损伤。如
何保护肾小管损伤，是今后研究慢性肾脏病的预防

和治疗中的关键内容。
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图 3 各组 HK2 细胞内 TNF-α免疫荧光表达 × 400

ＲAAS的过度激活在 CKD 中显著存在。AngⅡ
是 ＲAAS系统中的主要活性物质，对氧化应激、纤维
化、炎症均有影响［4］。AngⅡ不仅能直接激活炎症
细胞，也能诱导巨噬细胞和血管平滑肌细胞合成分

泌 TNF-α、IL-6 和 MCP-1 等炎症相关因子［10］，促进
炎症性疾病的发生发展。除此以外，AngⅡ能激活
NADH氧化酶，促进 ＲOS 生成，导致氧化应激反
应［11］。活性氧的产生又能够引起转录因子 AP-1 和
NF-κB的激活，从而促进肾脏聚集炎性细胞，促进炎
症的发生［12］。可见 AngⅡ可能通过刺激活性氧及
过氧化物的形成来介导 NF-KB 活化，促进了炎症。
目前有研究［13］表明 AngⅡ通过与 AT1 和 AT2 受体
的结合来激活 NF-κB 通路，进而直接激活炎症细
胞，或间接通过炎症相关因子，诱导炎症细胞迁移。

NAC是半胱氨酸的前体，结构式中包含硫基，
可促进细胞内 GSH 的合成，干扰氧自由基的生成，
清除已经生成的氧自由基，从而发挥抗氧化应激的

作用。目前 NAC 在肾脏病的应用方面主要集中在
造影剂肾病方面，有研究［14］显示在糖尿病肾病方

面，NAC对非肥胖型糖尿病大鼠中一型糖尿病的发
生有预防作用，其机制可能与抑制氧化应激有关。
用抗氧化剂 NAC 预孵育的细胞强烈抑制了在过氧
化氢及 IL-1β刺激诱导下的 IL-8 和 MCP-1 水平，表
明 NAC等抗氧化剂在改善肾缺血再灌注损伤可发
挥作用［15］。

本实验中，AngⅡ干预组的炎症相关因子表达
上调，促进了炎症，提示炎症模型建立成功，NAC 组
与对照组相比较，差异均无统计学意义，提示本研究

中 NAC不会诱导炎症相关因子产生，NAC + AngⅡ
干预组炎症相关因子表达下调，表明 NAC 对 AngⅡ
诱导的 HK-2 细胞的炎症有抑制作用，可保护肾小
管上皮细胞，本实验尚未对其中的机制进行研究，

NAC能抑制炎症相关的作用机制尚不明确，有待进
一步研究。
综上所述，NAC 能够抑制 AngⅡ诱导的 HK-2

细胞中炎症相关因子的表达，笔者猜想氧化应激是

其作用的关键，该作用可抑制活性氧的产生，减轻肾

脏组织中炎症相关因子的累积，从而减轻炎症反应。
本研究通过建立 AngⅡ诱导的 hk-2 细胞的炎症模
型，明确了 NAC具有抑制 AngⅡ诱导炎症相关因子
产生的作用，为其提供了实验依据。
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The inhibitory effect of N-acetylcysteine on inflammation-related
cytokines expression in human kidney proximal

tubular epithelial cell induced by Ang Ⅱ
Zhao Yajie，Ji Jialing，Wen Xianli，et al

( Dept of Pediatric Nephrology，The Second Affiliated Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing 210003)

Abstract Objective To investigate the inhibitory effect of N-acetylcysteine( NAC) on the expression of inflamma-
tory cytokines in human kidney proximal tubular epithelial cell induced by angiotensin Ⅱ( Ang Ⅱ) ． Methods
HK2 cells were divided into four groups ( control group，Ang Ⅱgroup，NAC group and Ang Ⅱ + NAC group) ．
HK2 cells were treated with NAC( 5 mmol /L) ，Ang Ⅱ( 1mmol /L) for 48 h． The levels of tumor necrosis factor α
( TNF-α) and interleukin-6( IL-6) mＲNA were detected by ＲT-PCＲ． The expression of TNF-α，monocyte chemo-
tactic protein 1( MCP-1 ) and interleukin-1β ( IL-1β) protein was detected by Western blot． The distributions of
TNF-α were detected by immunofluorescence assay． Ｒesults Compared with the control group，the protein ex-
pression of inflammatory cytokines such as TNF-α，MCP-1 and IL-1β and mＲNA expression ( TNF-α，IL-6) in-
creased in HK-2 cells when treated with Ang Ⅱ infusion． After NAC treatment，the above changes reduced in ang
Ⅱ + NAC group，and the same results were showed by immunofluorescence technology． Conclusion N-acetyl-
cysteine can inhibit the Ang Ⅱ-induced inflammation-related cytokines expression in human kidney proximal tubu-
lar epithelial cell．
Key words N-acetylcysteine; angiotensin Ⅱ; HK-2 cell; inflammatory cytokines
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