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NGALR 过表达对肾小管上皮细胞增殖和凋亡的影响
及其可能机制

方 珣 陈文莉 曾星若 陈隆敏 申江曼 董 艳 吕会娟 高 思

华中科技大学同济医学院附属武汉中心医院风湿免疫科  湖北  武汉  430014

摘要  目的：探究中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白(NGALR)过表达对人肾近曲小管上皮细胞HK⁃2表型、增殖

和凋亡的影响及其可能机制。方法：建立高糖诱导和慢病毒过表达载体，将 HK⁃2细胞分为对照组、高糖诱导组、ov⁃NC
转染组、ov⁃NGALR组、高糖+ov⁃NGALR组，光镜下观察细胞形态变化，CCK⁃8法检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞

凋亡和周期，Western Blot法检测相关蛋白表达水平。结果：高糖和/或 NGALR过表达使细胞呈长梭形改变，细胞活力

显著下降（P<0. 05），凋亡率显著上升（P<0. 05），处于 G1期的细胞数量显著下降（P<0. 05），G2/M 期的细胞数量显著

上升（P<0. 05），Caspase⁃3、NGALR、NGAL、α⁃SMA、TGF⁃β1蛋白表达水平上升（P<0. 05）。结论：与高糖诱导相似，

NGALR过表达可改变HK⁃2细胞形态，并且通过改变细胞周期而抑制增殖、促进凋亡，其机制可能与细胞外基质相关因

子有关。
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Abstract

Objective:: To explore the effects of neutro⁃phil gelatinase⁃associated lipocalin(NGALR) overex⁃
pression on phenotype, proliferation and apoptosis in human proximal tubular epithelial (HK⁃2) cells, 
and its possible mechanisms.  Methods:: Through high⁃glucose induction and the establishment of lenti⁃
virus overexpression vectors, HK ⁃2 cells were divided into the control group, high glucose induction 
group, ov ⁃ NC transfection group, ov ⁃ NGALR group, and high glucose+ov ⁃ NGALR group.  Cell 
morphology changes were observed under light microscope.  Cell proliferation was determined by 
CCK⁃8 assay.  Apoptosis and cell cycle were determined by flow cytometry.  Associated protein ex⁃
pression levels were determined by Western Blot.  Results:: High glucose and/or NGALR overexpres⁃
sion caused the cells to change in long spindle shape, the cell viability decreased significantly 
(P<0. 05), the apoptosis rate of cells increased significantly (P<0. 05), while the number of cells in 
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the G1 phase decreased significantly (P<0. 05), the number of cells in G2/M phase increased signifi⁃
cantly (P<0. 05), and the protein expressions of Caspase⁃3, NGALR, NGAL and α⁃SMA increased 
significantly (P<0. 05).  Conclusion:: Similar to high glucose induction, NGALR overexpression can 
alter HK ⁃2 cell morphology, inhibit proliferation, and promote apoptosis by changing the cell cycle.  
The mechanism may be related to extracellular matrix⁃related factors.

Key Words NGALR； Cell Proliferation； Apoptosis； Renal Tubular Epithelial Cells

系 统 性 红 斑 狼 疮（systemic lupus erythemato⁃
sus，SLE）是一种全身性、系统性的自身免疫病，通

过影响细胞免疫、体液免疫干扰机体正常的免疫应

答，进而导致疾病发生［1］。狼疮肾炎（lupus nephri⁃
tis，LN）是 SLE 常见且严重的并发症，60%~80%
的 SLE 患者会出现肾脏受累，其临床表现为蛋白

尿、血尿及肾衰竭［2］。

SLE 会引起机体葡萄糖代谢增加，可用糖酵解

抑制剂 2⁃脱氧⁃d⁃葡萄糖治疗狼疮易感小鼠［3］。LEE
等［4］研究发现，高浓度葡萄糖会诱导肾小管上皮细

胞中中性粒细胞明胶酶相关脂质沉积蛋白（neutro⁃
phil gelatinase⁃associated lipocalin，NGAL）的表达上

调，加重肾小管细胞损伤和氧化应激反应。NGAL
又称为 LCN ⁃2，在 1993 年被 KJELDSEN 等［5］研究

中性粒细胞时发现，是一种分泌型糖蛋白，属于 li⁃
pocalin 超家族。研究［6］发现，NGAL 在急性肾损伤

（acute kidney injury，AKI）早期表达水平显著上升，

可作为早期 AKI 的检测标志物。NGAL 与细胞分

化、凋亡、炎症反应、免疫调节以及肿瘤发生发展有

着密切关联［7］。同时，NGALR 是 NGAL 受体，负责

转运 NGAL 进入肾小球系膜细胞［8］。本研究组前

期 通 过 检 测 SLE 患 者 血 液 、尿 液 及 肾 组 织 中

NGAL/NGALR 的表达，发现 LN 患者血液、尿液及

肾组织中 NGALR 的表达显著高于非 LN 患者，其

尿液中 NGALR 的表达与狼疮活动指标（systemic 
lupus erythematosus disease activity index，SLEDAI）
呈正相关，NGALR 可能成为一种新的反映狼疮性

肾炎活动性的可靠标志物。然而 NGALR 的具体作

用尚不清楚，本研究基于高糖诱导人肾近曲小管上

皮细胞 HK⁃2 细胞损伤，通过构建 NGALR 干扰表

达载体，探究 NGALR 和 NGAL 对细胞表型、增殖

和凋亡的影响及其可能机制。

1 材料与方法

1. 1　细胞   人肾近曲小管上皮细胞 HK⁃2 细胞来

源上海赛百慷，于 Defined K⁃SFM 培养基中培养，

1∶2 传代；包装细胞为人胚肾细胞系 293T 细胞株，

来源 Bioswamp。
1. 2　 主 要 试 剂 与 仪 器   Defined K ⁃ SFM（货号：

iCell⁃h096⁃001b）购自 iCell；0. 25% 胰蛋白酶（货号：

T1350）、PBS（货号：P1010）、CCK ⁃ 8 试剂（货号：

CA1210）、D⁃无水葡萄糖（货号：G8150）、D⁃甘露醇

（货号：M8140）、RIPA（强）组织细胞快速裂解液（货

号 ：R0010）、BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒（货 号 ：

PC0020）购 自 Solarbio；质 粒 提 取 试 剂 盒（货 号 ：

D6950⁃02）购自 OMEG；RNAi⁃Mate 转染试剂（货

号 ：G04001）购 自 吉 玛 基 因 ；DMEM（货 号 ：

SH30022. 01B）购自 Hyclone；Hepes（货号：7365⁃45⁃
9）购 自 AMRESCO；SYBR FAST qPCR Master 
Mix（货号：KM4101）购自 KAPA Biosystems；An⁃
nexinV ⁃ PE/7 AAD 凋 亡 检 测 试 剂 盒（货 号 ：

559763）、PI/Rnase Staining Buffer Solution（货号：

550825）购 自 BD；兔 抗 Caspase ⁃ 3（ 货 号 ：

PAB33236）、NGALR（货号：PAB124506）、NGAL
（货号：PAB33190）、α ⁃ SMA（货号：PAB35136）、

TGF ⁃β1（货号：PAB39276）、GAPDH 抗体（货号：

PAB36269），羊抗兔 IgG 抗体（货号：SAB43714）购

自 Bioswamp，PCR 引物由武汉天一华煜基因科技

有限公司合成。AMR⁃100 酶标仪、Nano⁃300 超微

量分光光度计、Icen⁃24R 高速冷冻离心机购自杭州

奥盛仪器有限公司；DMIL LED 倒置荧光显微镜购

自 Leica 公司；GE48527PCR 仪购自杭州柏恒科技

有限公司；CFX ⁃Connect 96 荧光定量 PCR 仪购自

Bio ⁃Rad；NovoCyte 流式细胞仪购自艾森；Tanon ⁃
5200 全自动化学发光分析仪购自上海天能科技有

限公司。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　葡萄糖诱导时间筛选　将 HK⁃2细胞分为正

常组（5. 5 mmol⋅L-1葡萄糖）、高渗组（5. 5 mmol⋅L-1

葡萄糖+24. 5 mmol⋅L-1甘露醇）、葡萄糖诱导组（分

别使用 30 mmol⋅L-1葡萄糖［9⁃10］诱导 12，24，36，48 h，
即 Glu 12，Glu 24，Glu 36，Glu 48 组），筛选出葡萄糖

诱导 HK⁃2细胞的最适时间。
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1. 3. 2　慢病毒 NGALR 过表达处理　包装细胞为

人胚肾细胞系 293T 细胞株，使用 RNAi⁃Mate 将含

目的序列的穿梭质粒和包装质粒转染进细胞，培养

72 h 后收集浓缩病毒液。测定病毒滴度为 NGALR
过表达 6×108 TU ⋅ mL-1，慢病毒空载对照 9×108 
TU⋅mL-1。细胞分为对照组、阴性对照组、NGALR
过表达组，将慢病毒感染进细胞。

1. 3. 3　细胞培养及分组　将 HK⁃2 细胞分成以下

5 组，分别为①对照组：正常培养的 HK⁃2 细胞；②高

糖诱导组：30 mmol⋅L-1葡萄糖诱导 HK⁃2 细胞 24 h；
③ ov ⁃ NC 转 染 组 ：转 染 ov ⁃ NC 至 HK ⁃ 2 细 胞 ；

④ ov⁃NGALR 组：转染 ov⁃NGALR 至 HK ⁃2 细胞；

⑤高糖+ov⁃NGALR 组：转染 ov⁃NGALR 至 HK⁃2
细胞后，加入 30 mmol⋅L-1葡萄糖处理 24 h。
1. 3. 4　CCK⁃8 检测细胞活力　在 96 孔板中处理细

胞，向每孔中加入 10 μL CCK⁃8 溶液，继续培养 4 h
后，使用酶标仪于 450 nm 处检测各孔吸光度。

1. 3. 5　显微镜观察细胞形态　在显微镜下白光观

察并拍照记录细胞形态。

1. 3. 6　实时荧光定量 PCR（qRT⁃PCR）检测基因表

达水平　使用 qRT⁃PCR 法检测 NGALR 基因表达

水平，内参基因为 GAPDH，引物见表 1。

1. 3. 7　 流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡 及 周 期　按照

Annexin Ⅴ ⁃ PE/7 AAD 凋 亡 检 测 试 剂 盒 及 PI/
Rnase Staining Buffer Solution 说明书处理细胞后进

行流式检测，使用 NovoExpress软件分析。

1. 3. 8　 Western Blot 检 测 细 胞 中 蛋 白 表 达 水 平　

使用 Western Blot 法检测细胞中 NGALR、NGAL、

α⁃SMA、Caspase⁃3、TGF⁃β1 的蛋白表达水平。参考

文献［11］，采用 GAPDH 作为内参蛋白。

1. 4　统计学处理   本实验中数据均由均值±标准

差（x±s）表示，生物学重复为 3，使用 SPSS 23. 0 软

件进行单因素方差分析以及 Duncan 多重比较，以

P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1　葡萄糖诱导时间筛选   使用 30 mmol⋅L-1葡萄

糖分别诱导 HK⁃2细胞 12，24，36，48 h后，CCK⁃8检测

细胞活力，qRT⁃PCR 检测细胞中 NGALR 基因表达

水平。结果显示，葡萄糖诱导 24，36，48 h时细胞增殖

抑制率相差较小，但 24 h时 NGALR基因表达水平最

高（图 1）。故后续选用葡萄糖诱导细胞 24 h。
2. 2　慢病毒 NGALR 过表达处理细胞   将慢病毒感

染进细胞后检测细胞活力和 NGALR基因表达水平，

结果如图 2所示。NGALR过表达后，细胞增殖抑制率

提高，NGALR基因表达水平显著升高（P<0. 05）。
2. 3　 高 糖 和 NGALR 过 表 达 对 细 胞 形 态 的 影 响   
如图 3 所示，高糖或 ov⁃NGALR 诱导细胞后，细胞

呈长梭形改变；在同时使用高糖和 ov⁃NGALR 诱导

后，细胞长梭形改变更为明显。

2. 4　 高 糖 和 NGALR 过 表 达 对 细 胞 活 力 的 影 响   
高糖和 NGALR 过表达处理细胞后检测细胞活力，

表 1　qRT⁃PCR 引物序列

引物名称

NGALR⁃F
NGALR⁃R
GAPDH⁃F
GAPDH⁃R

序列（5'—3'）
GTGAAGCGGCAGATTGAG
CAGGCTGGTAGCAGTGGC
GGGAAACTGTGGCGTGAT

GAGTGGGTGTCGCTGTTGA

扩增片段大小（bp）
250

299

图 1　葡萄糖诱导细胞后的细胞增殖抑制率和 NGALR基因

表达水平

A. 细胞增殖抑制率；B. NGALR 基因表达水平。与正常组/高
渗组相比，*P<0.05；与 Glu 12 相比，+P<0.05

图 2　慢病毒 NGALR 过表达处理细胞后的细胞增殖抑制率

和 NGALR基因表达水平

A. 细胞增殖抑制率；B. NGALR 基因表达水平。与对照组/阴
性对照组相比，*P<0.05
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如图 4 所示。与对照组/ov⁃NC 转染组相比，高糖诱

导 组 和 ov ⁃ NGALR 组 的 细 胞 活 力 显 著 下 降

（P<0. 05）；与高糖诱导组/ov⁃NGALR 组相比，高

糖 +ov ⁃ NGALR 组 的 细 胞 活 力 显 著 下 降（P<
0. 05）。

2. 5　 高 糖 和 NGALR 过 表 达 对 细 胞 凋 亡 的 影 响   
如图 5所示，与对照组/ov⁃NC转染组相比，高糖诱导组

和 ov⁃NGALR组的细胞凋亡率显著上升（P<0. 05）；

与高糖诱导组/ov⁃NGALR组相比，高糖+ov⁃NGALR
组的细胞凋亡率显著上升（P<0. 05）。
2. 6　 高 糖 和 NGALR 过 表 达 对 细 胞 周 期 的 影 响   
如图 6所示，与对照组/ov⁃NC 转染组相比，高糖诱导

组和 ov⁃NGALR 组的 G1期细胞占比显著下降，G2期

细胞占比显著上升（P<0. 05）；与高糖诱导组/ov ⁃
NGALR 组相比，高糖+ov⁃NGALR 组的 G1期细胞

显著下降，G2期细胞显著上升（P<0. 05）。

2. 7　高糖和 NGALR 过表达对细胞蛋白表达水平的

影响   如图 7所示，与对照组/ov⁃NC 转染组相比，高

糖诱导组和 ov ⁃ NGALR 组的 Caspase ⁃ 3、NGALR、

NGAL蛋白表达显著上升（P<0. 05）；与高糖诱导组/
ov⁃NGALR 组相比，高糖+ov⁃NGALR 组 Caspase⁃
3、NGALR、TGF⁃β1蛋白表达显著上升（P<0. 05）。

图 3　高糖和 NGALR 过表达后的细胞形态  （×200）

图 4　高糖和 NGALR 过表达后细胞活力

与 对 照 组/ov ⁃ NC 转 染 组 相 比 ，#P<0.05；与 高 糖 诱 导 组/
ov⁃NGALR 组相比，ΔP<0.05

图 5　高糖和 NGALR 过表达后细胞凋亡率及其统计分析

与对照组/ov⁃NC 转染组相比，#P<0.05；与高糖诱导组/ov⁃NGALR 组相比，ΔP<0.05
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3 讨论

SLE 具有多种自身抗体且损害全身多系统，其

病因不明，多认为由遗传、环境和性激素等多重因

素协同导致免疫系统紊乱所致［1］。LN 是 SLE 相关

并发症中病死率最高、危及患者健康和生命最严重

的类型［12］。LN 会导致自身过度免疫以及并发炎

症，所以基于抗炎和免疫抑制的手段是治疗 LN 的

图 6　高糖和 NGALR 过表达后细胞周期及其统计分析

与对照组/ov⁃NC 转染组相比，#P<0.05；与高糖诱导组/ov⁃NGALR 组相比，ΔP<0.05

图 7　高糖和 NGALR 过表达后细胞的蛋白表达水平

与对照组/ov⁃NC 转染组相比，#P<0.05；与高糖诱导组/ov⁃NGALR 组相比，ΔP<0.05
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主要方向。尽管对于 LN 的预后研究表明，近些年

情况有所改善，但仍存在许多问题，例如治疗反应

慢、缓解率不理想、不良反应较多等。为此，寻找治

疗 LN 的有效靶点成为 SLE 的研究热点之一。

NGAL 可通过诱导趋化因子、白细胞介素等白

细胞内颗粒的释放，在免疫和炎症反应中发挥重要

作用［13］。NGAL 在人体多种组织中广泛表达，在脂

肪细胞、巨噬细胞和中性粒细胞中大量表达，在胃、

肝脏、结肠、乳腺、前列腺等组织中少量表达［14］。研

究［7］表明，正常情况下 NGAL 在肾脏中以低水平表

达，且主要在近端小管表达。ROMEJKO 等［15］发现

NGAL 与胚胎发育、脂质代谢、氧化应激、炎症反

应、细胞分化及凋亡等重要生理过程有密切联系。

NGAL 还可以与 MMP9 结合形成复合物，可以抑制

MMP9 的降解、增强其活性，更大程度发挥 MMP9
的降解细胞外基质、调节细胞黏附力以及促释放血

管内皮细胞生长因子等功能，从而参与机体脂质代

谢、免疫反应、修复肾脏损伤等过程［16］。NGALR 是

其细胞表面受体，在肾脏的近曲小管上皮高水平表

达，在肾脏其他部位中等水平表达，有助于尿中

NGAL 的内吞作用［17］。NGALR 参与 NGAL 的内

化和细胞转运，与 NGAL 结合后可激活细胞信号转

导机制，使细胞增殖异常或表型转化［18］。有研究［19］

表明，LN 中 NGAL 和 NGALR 的表达量异常上升，

且通过促进机体炎症反应而加重肾脏损伤。本研

究发现，与高糖诱导类似，在 HK ⁃2 细胞中过表达

NGALR 后，NGAL 的蛋白表达上升，细胞形态异常

改变为长梭形，且细胞增殖抑制率上升，细胞凋亡

及其关键因子 Caspase⁃3 蛋白表达增加。对细胞周

期的检测发现，处于 G1期的细胞数量下降，G2/M 期

的细胞数量上升。因此，本研究推测 NGAL 与 NG⁃
ALR 表达之间存在相互作用，NGALR 表达能够调

节 NGAL 水平，进而影响细胞周期，导致细胞形态

异常，促进细胞凋亡，并且通过调控细胞周期抑制

细胞增殖。

各种慢性肾脏病最终都会导致肾脏纤维化，包

括 肾 小 球 硬 化 和 肾 间 质 纤 维 化（renal interstitial 
fibrosis，RIF），主要表现为细胞外基质（extracellular 
matrix，ECM）在肾间质中过度积聚和肾间质成纤维

细胞增生。RIF 发生的关键病理过程是肾小管上皮

细 胞 通 过 肾 小 管 上 皮 细 胞 ⁃ 间 充 质 细 胞 转 分 化

（epithelial⁃mesenchymal transition，EMT）过程转分

化为肌成纤维细胞后进入间质合成 ECM，其中平滑

肌肌动蛋白（α⁃smooth muscle actin，α⁃SMA）可作为

EMT 的特异性标志蛋白［20］。近年来大量研究［7］表

明，NGAL 及 NGALR 可通过不同的信号通路或途

径如基质金属蛋白酶家族、转化生长因子⁃β1（trans⁃
forming growth factor⁃β1，TGF⁃β1）、MAPK/ERK 等

调节纤维化相关因子的表达水平，从而参与 RIF。

TGF⁃β1 活化后，与其受体结合形成的复合物可以

调节胶原和纤维蛋白的表达，引发 RIF［21］。本研究

发现，过表达 NGALR 后，α⁃SMA 的蛋白表达显著

上升；而在高糖和过表达 NGALR 同时诱导时，细胞

内 α⁃SMA 和 TGF⁃β1 的蛋白表达均显著上升。这

些发现表明，过表达 NGALR 可以通过促进 EMT
而导致 RIF 的发生。

综上所述，NGAL 通过与其受体 NGALR 结合

在 LN 进程中发挥重要作用，过表达的 NGALR 可

以使 HK⁃2 细胞形态异常，促进细胞凋亡，通过调节

细胞周期调控细胞增殖，进而促进 EMT 造成 RIF
的发生。因此，这一结论有望为 LN 的靶向治疗提

供 新 策 略 。 但 在 LN 形 成 过 程 中 ，NGAL 和

NGALR 的结合模式及是否通过特定信号通路发挥

作用均还需进一步研究。
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