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 冬虫夏草通过Sirt1发挥对HK2细胞缺血-再灌注损伤的保护作用 

 张影莉1, 2，敖翔1，李慧3，邓松筠4，肖舟1，彭卫生1，项金华2，周巧玲1 
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3. 长沙市第一医院呼吸内科，长沙 410005；4. 中南大学湘雅医院重症监护室，长沙 410008 )

[摘要]  目的：研究冬虫夏草(Cordyceps sinensis，CS)对缺血-再灌注损伤(ischemia reperfusion injury，IRI)的HK2细

胞凋亡水平和Sirt1表达的影响，探讨CS对HK2细胞IRI的保护机制。方法：不同浓度CS(10，20，40，80，160，

320 mg/L)与HK2细胞共培养24 h，测定细胞增殖率，确定其最佳干预浓度；体外培养的HK2细胞用0.01 μmol/L

抗霉素A处理模拟缺血过程，2 h后恢复含血清培养基模拟再灌注过程。将HK2细胞分为对照组，I/R组，I/R+CS组

(160 mg/L)，I/R+CS(160 mg/L)+sirtinol(25 μmol/L)组，24 h后提取各组细胞总RNA和蛋白。四甲基偶氮唑盐(MTT)

比色法检测细胞增殖；qRT-PCR及Western印迹检测Sirt1和凋亡相关基因(cleaved caspase-3)mRNA及蛋白表达的变化，

AnnexinV-FITC/PI双染法及流式细胞仪检测细胞凋亡率。结果：CS 10~160 mg/L与HK2细胞作用24 h，对细胞增殖影

响不明显(P>0.05)；当浓度增大到320 mg/L时，出现明显抑制HK2细胞增殖的现象(P<0.01)。与对照组相比，I/R组

Sirt1，cleaved caspase-3 mRNA和蛋白表达增加(P<0.01)，细胞凋亡率明显增加(P<0.01)；相对于I/R组，I/R+CS组Sirt1 

mRNA和蛋白水平增加(P<0.01)，而cleaved caspase-3 mRNA和蛋白表达明显下降(P<0.01)，细胞凋亡率降低(P<0.05)。给

予Sirt1抑制剂sirtinol后，I/R+CS+sirtinol(25 μmol/L)组Sirt1 mRNA和蛋白明显降低(P<0.05)，cleaved caspase-3 mRNA和蛋

白表达明显升高(P<0.05)，细胞凋亡率较I/R+CS组增加(P<0.05)。结论：CS对HK2细胞IRI具有保护作用，其机制可能

与CS促进Sirt1表达有关。 
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ABSTRACT	 Objective: To investigate the effects of Cordyceps sinensis (CS) on cellular apoptosis and Sirt1 
expression in HK2 cells followed by ischemia-reperfusion (I/R).

	 Methods: HK2 cells were incubated with different concentrations of CS (10, 20, 40, 80, 160, 
320 mg/L) for 24 hours, and the optimal concentration of CS was selected by measuring cell 
proliferation. The confluent HK2 cells were incubated with 0.01 μmol/L antimycin A for 2 
hours to induce ischemia in vitro, and then the reperfusion was achieved by incubating cells with 
glucose-replete complete growth medium for 24 hours. HK2 cells were divided into 4 groups: a 
control group, an I/R group, an I/R+CS (160 mg/L) group, and an I/R+CS (160 mg/L)+Sirtinol 
(25 μmol/L) group. Twenty-four hours later, total RNA and protein were collected. The cell 
proliferation was evaluated by MTT assay; the mRNA and protein expression of Sirt1 and the 
cleaved caspase-3 were measured by qRT-PCR and Western blot, respectively. The cellular apoptosis 
rate was determined by Annexin V-FITC/PI double staining and flow cytometry.

	 Results: Certain concentrations (10–160 mg/L) of CS did not show effect on the proliferation 
of HK2 cells (P>0.05), while 320 mg/L of CS inhibited cell proliferation significantly (P<0.01); 
compared with the control group, the mRNA and protein expressions of Sirt1 and the cleaved 
caspase-3 in the I/R group were up-regulated (P<0.01) and the apoptosis rate was extremely high; 
compared with the I/R group, CS significantly up-regulated Sirt1 mRNA and protein expression 
(P<0.01) while down-regulated cleaved caspase-3 mRNA and protein levels (P<0.01), and reduced 
apoptosis rate (P<0.05). The effects of CS were blocked in the presence of sirtinol, an inhibitor of 
CS.

	 Conclusion: CS protects HK2 cells from I/R injury through activation of Sirt1 pathway.
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急性肾损伤(acute kidney injury，AKI)是临床上

较为常见的一种急危重症，常表现为肾功能下降及

由肾功能下降引起的水肿、电解质紊乱、代谢性酸

中毒等一系列临床症状[1]。据文献[2-6]报道：AKI发

病率和病死率高，住院患者发病率为2%~7%，重症

监护病房患者为5%~10%，后者AKI患者病亡率高达

50%~80%。全球范围内，每年约200万人死于AKI，其

发病率呈逐年增加趋势，严重威胁着人类健康，成

为世界公共卫生问题。

AKI治疗目前尚无明确的措施，其主要以对症支

持为主，包括液体管理、维持血糖、营养支持等[1]。

如何治疗和预防AKI，一直都是临床医生面临的难

题，因此寻求新的防治措施或靶点是当前亟需解决

的问题。

近年来研究[7-9]发现沉默信息调节因子1(silent 
information regulator 1，Sirt1)在肾脏疾病中显示了一

定的保护作用，它有可能成为肾脏疾病的潜在治疗

靶点。冬虫夏草(Cordyceps sinensis，CS)是一种富含

多种有机成分和微量元素的真菌，在肾脏疾病中的

研究[10-12]表明CS具有抗氧化、抗凋亡、抗纤维化等

作用。CS在降低蛋白尿、延缓肾纤维化、抗炎等

方面显示了重要作用[13-15]。本研究模拟体外人近端

肾小管上皮细胞株(HK2)缺血-再灌注损伤(ischemia-
reperfusion injury，IRI)，观察Sirt1表达和细胞凋亡水

平的变化，明确CS在HK2细胞IRI时的抗凋亡作用及

对Sirt1表达水平的影响，进一步探索AKI的分子机

制和CS对AKI的保护机制，为AKI早期防治提供实验 
依据。

1  材料与方法

1.1  材料

HK2细胞购于美国ATCC公司，CS是经过醇提、

水提及酶解，再合并3种浓缩液，均质化处理制备而

成的1 g菌粉/mL提取液，由杭州中美华东制药股份

有限公司提供。抗霉素A，兔抗人Sirt1多克隆抗体购

于美国Sigma公司，TRIzol购于美国Invitrogen公司，

反转录试剂盒购于美国Genecopoeia公司，凋亡试剂

盒购于美国BD公司，sirtinol(catalog NO.S2804)购于

美国Selleckchem公司，BCA蛋白定量试剂盒购于美国

Thermo Scientific公司，PMSF/RIPA裂解液购于上海碧

云天生物技术有限公司，ECL化学发光液购于美国
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Millipore公司，兔抗人cleaved caspase-3多克隆抗体、

鼠抗人β-actin多克隆抗体、辣根过氧化物酶标记山羊

抗兔IgG、辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠IgG二抗购自

上海优宁维生物科技有限公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养及分组

HK2细胞在含10% FBS，100 U/mL青霉素， 
100 U/mL链霉素的DMEM/F12培养液中培养(37 ℃，

5%CO2)，细胞长至80%融合时，0.25%胰酶消化，

1:3~1:4传代，待细胞生长至80%时，进行干预处理。

实验分组：1)不同浓度CS(10，20，40，80，

160，320 mg/L)与HK2细胞共培养24 h，测定各组细

胞增殖率，确定其最佳干预浓度。2)将HK2细胞分

为：对照组，正常HK2细胞不做任何处理；I/R组，

IRI处理；I/R+CS组(160 mg/L)，CS预处理24 h后给予

IRI处理；I/R+CS (160 mg/L)+sirtinol (25 μmol/L)组，

CS预处理24 h，缺血2 h后，用含CS及sirtinol培养液再

灌注处理。以上各组再灌注24 h后进行后续实验。

1.2.2  MTT细胞活性检测

C S 用 5 % 完全培养基分别配置成终浓度 1 0 ，

20，40，80，160，320 mg/L的溶液。以4×104个/mL 

铺96孔板，细胞贴壁后，无血清培养液培养12 h同步

化处理，弃去原无血清培养液，每孔加入CS 100 μL，

每组5个平行孔，并设立对照组和调零组。24 h后每

孔加MTT 10 μL(5 g/mL)，37 ℃培养箱避光培养4 h，

小心吸去孔内培养液，每孔加入DMSO 100 μL，轻轻

震荡10 min，用酶标仪检测490 nm或570 nm处吸光度

值(A值)。

1.2.3  细胞IRI模型建立

细胞接种于6孔板，弃去原培养基，PBS缓冲液 
2 mL冲洗2次，加入含0.01 μmol/L抗霉素A，1.5 mmol/L 
CaCl2，2 mmol/L MgCl2的PBS 2mL，放入细胞培养箱

培养2 h模拟缺血过程。2 h后弃去上清，PBS润洗一

遍，加入含血清完全培养基模拟再灌注过程[16]。

1.2.4  qRT-PCR检测Sirt1，cleaved caspase-3 mRNA的表

达水平

根据试剂盒操作说明用TRIzol提取细胞总RNA，

并进行反转录。PCR引物由上海生工有限公司合成

(表1)。PCR反应程序设置为：95 ℃预变性10 min； 
95 ℃变性10 s，60 ℃退火20 s，扩增40个循环；72 ℃
延伸15 s。熔解曲线分析：95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，

95 ℃ 15 s。

表 1   引物序列

Table 1   Primer sequences

      目的基因 引物序列 产物长度/bp

Sirt1  Forward 5'-CCAGCCATCTCTCTGTCACA-3' 139 

Reverse 5'-TGCAAAGGAACCATGACACTG-3'

Cleaved caspase-3 Forward 5'-CTCTGGTTTTCGGTGGGTGT-3' 152

Reverse 5'-AGAGTCCATTGATTCGCTTCCA-3'
β-actin Forward 5'-CGGGACCTGACTGACTACCT-3' 271

Reverse 5'-CACAGGACTCCATGCCCAG-3'

1.2.5  Western印迹检测Sirt1，cleaved caspase-3蛋白水平

的变化

6孔板每孔加100 μL蛋白裂解液(RIPA:PMSF= 
100:1)提取细胞总蛋白，BCA法进行蛋白定量，加入

5×蛋白上样缓冲液充分混匀后，置于100 ℃水浴锅5 
min变性。在SDS-PAGE凝胶加样，电泳2 h后转膜，

恒流300 mA 90 min。取出PVDF膜，用5%脱脂奶粉室

温封闭2 h，孵一抗4 ℃摇床慢摇过夜，TBST清洗后

孵辣根酶标记山羊抗兔IgG(1:5 000)，β-actin辣根酶标

记山羊抗鼠IgG(1:10 000)二抗，室温孵育2 h。ECL发

光成像，凝胶成像分析仪系统进行扫描，计算比值 
(OD目的蛋白/ODβ-actin)，即目的蛋白的相对表达量。实验

重复3次。

1.2.6  流式细胞仪检测细胞凋亡率

收集6孔板上清，不含EDTA胰酶消化收集各孔

细胞，100 μL结合缓冲液重悬，避光，各管分别加入

5 μL Annexin V-FITC反应15 min，5 μL PI反应5~10 min， 
加入400 μL结合缓冲液混匀后1 h内上机。Flow J软

件进行分析，统计右上象限和右下象限细胞总凋亡

率。实验重复3次。

1.3  统计学处理

采用SPSS 17.0软件进行统计学分析，数据用均

数±标准差(x±s)表示，计量资料采用单因素方差分

析，P<0.05为差异有统计学意义。
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2  结   果

2.1  MTT检测CS对HK2细胞增殖的影响

CS与HK2细胞共同培养24 h，10~160 mg/L CS对

HK2细胞增殖没有明显影响(P>0.05)，而320 mg/L CS明

显抑制HK2细胞增殖(P<0.01，图1)。故CS后续最佳

干预浓度为160 mg/L。

2.2  各实验组细胞凋亡情况

与对照组相比，I/R组cleaved caspase-3 mRNA
和蛋白表达和细胞凋亡率增加(P<0.01)，CS干预后

cleaved caspase-3 mRNA和蛋白表达和细胞凋亡率降低

(P<0.05)，而加入sirtinol后，cleaved caspase-3表达和细

胞凋亡率明显升高(P<0.05，图2)。

2.3  各实验组Sirt1表达的变化

与对照组相比，I/R组Sirt1表达增加(P<0.01)，

CS干预后Sirt1表达明显增加(P<0.01)，而加入sirtinol
后，Sirt1表达有所降低但仍高于正常对照组(P<0.05，

图3)。

图 1   不同浓度 CS 对 HK2 细胞增殖的影响 (n=5，x±s)

Figure 1   Effects of different concentrations of CS on the 

proliferation of HK2 cells (n=5, x±s)
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图 2   各组细胞凋亡情况 (n=5，x±s)

Figure 2   Cell apoptosis in the different groups (n=5, x±s)

A: Comparison of expression of cleaved caspase-3 mRNA; B: Comparison of expression of cleaved caspase-3 protein by Western blot; C: 

Comparison of cell apoptosis rates. **P<0.01 vs the control group; †P<0.05, ††P<0.01 vs the I/R group
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3  讨   论

AKI发病率在全球范围内呈逐渐增加趋势，给

人类健康造成巨大的威胁。多种因素可导致AKI的发

生，根据病因及解剖部位不同，AKI可分为肾前性、

肾性及肾后性。肾前性及肾后性AKI一般在短时间内

解除致病因素后，有望恢复正常肾功能，而肾性AKI
病因相对复杂，治疗相对困难，一直是AKI领域研究

的重点。通常认为，IRI、肾毒性物质、脓毒症损伤

等是常见的肾损伤性致病因素，其中IRI是引起AKI
的一种常见病因。在肾IRI中，缺血缺氧是其发生结

构和功能损伤的关键，由于近端肾小管上皮细胞只

能依靠有氧氧化产生ATP提供能量，在缺血缺氧情况

下，近端肾小管上皮细胞更为敏感，更容易受损，

损伤的肾小管上皮细胞可作为介质释放信号进一步

加重病情，因此肾小管上皮细胞损伤是肾IRI的中心

环节[17-18]。

肾IRI常引起严重的肾损伤和肾功能障碍，严重

者甚至需要长期血液净化治疗，目前AKI并无明确的

治疗措施，因缺血缺氧导致的肾小管上皮细胞损伤

是其最重要的病理机制，推测减轻缺血缺氧引起的肾

小管上皮细胞损伤是治疗研究的重点。

Sirt1是一种与细胞能量代谢密切相关的第III类

组蛋白去乙酰化酶。据文献[8]报道：Sirt1除对糖尿

病肾病、高血压肾病、慢性肾功能不全、肾脏衰老

具有保护作用外，对AKI也显示了重要的保护作用。

研究[19]发现在肾IRI，Sirt1可促进过氧化物酶体增殖

活化受体γ共激活因子-1α(PGC-1α)去乙酰化，增强

其活性状态，增加线粒体生物合成，减轻活性氧产

生，促进近端肾小管上皮细胞功能恢复，从而发挥

对AKI的保护作用。此外，Sirt1还可通过去乙酰化

P53，降低P53活性，增加泛素和蛋白溶酶体途径降

解，进而减少AKI细胞凋亡[20]。AKI患者发生慢性肾

脏病(CKD)的风险明显高于正常人，纤维化是CKD发

生发展的一个重要特征，研究[21-22]发现在Sirt1表达增

强时，肾组织纤维化程度明显减轻，表现为肾组织α

平滑肌肌动蛋白(α-SMA)表达和胶原蛋白含量显著降

低，因此Sirt1可通过抗纤维化作用，促进AKI恢复及

延缓其向CKD的进展。由此，Sirt1对肾IRI的保护作

用是明确的，但迄今为止Sirt1在人体肾脏或人体肾细

胞IRI研究还少有报道，Sirt1在人IRI时是否会发生变

化，对人AKI是否具有保护作用，目前尚不清楚。故

本研究以HK2细胞IRI模型为研究对象，观察细胞缺

血缺氧凋亡情况和Sirt1的表达变化，进一步探讨AKI损
伤机制。

本组采用抗霉素A和含钙镁PBS处理HK2细胞，

建立体外IRI模型，抗霉素A是一种从链霉菌衍生出

的大环内酯类抗生素，它可抑制琥珀酸和NADH氧化

酶及线粒体细胞色素b和c之间的电子传递链，进而

干扰线粒体有氧氧化，模拟体内缺氧过程，而含钙

镁PBS代替完全培养基可模拟缺血过程。本研究发现

HK2细胞在抗霉素A及含钙镁PBS缺血缺氧处理后， 

图 3 各组 Sirt1 表达的变化 (n=5，x±s)

Figure 3   Expression of Sirt1 in the different groups (n=5, x±s)

A: Expression of Sirt1 mRNA; B: Expression of Sirt1 protein by Western blot. **P<0.01 vs the control group; †P<0.05, ††P<0.01 vs the I/R 
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cleaved caspase-3和细胞凋亡率明显增加，细胞形态出

现改变，表现为细胞肿胀、细胞间连接疏松、脱落

死亡的细胞增多，说明HK2细胞IRI模型成功建立。

同时，本研究发现正常HK2细胞存在Sirt1的表

达，在IRI后，HK2细胞Sirt1表达水平明显增加，这

说明肾脏HK2细胞是表达Sirt1的，缺氧、氧化应激等

情况下Sirt1表达处于上调状态，这与He等[23]研究结

果相符。

CS是我国历史悠久的滋补保健药品和中药，

富含虫草多糖、核苷类物质、麦角甾醇、虫草素及

氨基酸等多种成分及微量元素，其对肾的保护作用

逐渐被学者们认可，但具体保护机制尚不完全清

楚[24]。本研究发现：CS在10~160 mg/L范围内，可以

促进HK2细胞增殖，但与对照组对比，细胞存活率

并无统计学差异，CS在此浓度范围内对HK2细胞是

相对安全的，当CS浓度增大到320 mg/L时，出现抑

制HK2细胞增殖的情况，因此本研究选取160 mg/L 
作为CS作用浓度。HK2细胞IRI予以CS干预后，Sirt1 
m R N A和蛋白水平均显著升高，而凋亡执行蛋白

cleaved caspase-3 mRNA和蛋白水平降低，细胞凋亡

率降低，IRI程度减轻，死亡细胞减少，增殖细胞

增多，由此证明CS对HK2细胞IRI具有一定的保护

作用；为进一步验证CS是否通过Sirt1发挥肾保护作

用，本实验给予Sirt1特异性抑制剂sirtinol，结果发

现加入sirtinol后Sirt1 mRNA和蛋白水平明显降低，

cleaved caspase-3 mRNA和蛋白水平明显升高，细胞损

伤更加显著，细胞凋亡率明显增加，CS对IRI的保护

作用明显减弱，证明CS可通过促进Sirt1表达发挥对

IRI的保护作用，但是CS中何种成分促进Sirt1表达及

Sirt1通过何种信号转导通路起到细胞保护作用，尚需

进一步研究。
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