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摘 要：基于 miR-20b-5p/硫氧还蛋白互作蛋白（thioredoxin interacting protein，TXNIP）通路探讨羟基喜树

碱脂质体（hydroxycamptothecin liposomes，HCPTL）对梗阻性肾病大鼠肾脏线粒体动力学的影响。单侧输

尿管结扎（unilateral ureteral ligation，UUO）法成功构建梗阻性肾病大鼠模型后分别用羟基喜树碱

（hydroxycamptothecin，HCPT）、HCPTL、HCPTL+miR-20b-5p antagomir（miR-Ant）干预，检测血清中

血肌酐（serum creatinine，SCR）、血尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）水平；观察肾组织纤维化及超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平变化；评估肾组织中

线粒体结构、线粒体膜电位、线粒体融合蛋白 2（mitochondrial fusion protein 2，MFN2）、动力相关蛋白 1

（dynamic related protein 1，DRP1）平均光密度值、miR-20b-5p表达及 TXNIP、MFN2、DRP1蛋白变化。

结果显示，HCPT、HCPTL干预后，UUO大鼠呈蓝染的纤维化区域减少，线粒体基质肿胀、嵴破裂等现象

有所缓解，血清中 SCR、BUN降低，肾组织中 SOD水平、线粒体膜电位、MFN2平均光密度值、miR-20b-5p

表达及MFN2蛋白表达升高，肾组织中MDA水平、DRP1平均光密度值、TXNIP、DRP1蛋白表达降低，

且 HCPTL干预后的对应变化趋势更明显（P＜0.05）；miR-Ant减弱了 HCPTL对梗阻性肾病大鼠肾脏线粒

体动力学的改善作用。以上结果表明HCPTL可能通过调控miR-20b-5p/TXNIP通路改善肾脏线粒体动力学，

增强抗氧化应激能力，进而抑制梗阻性肾病大鼠肾损伤。
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Abstract: To investigate the effect of hydroxycamptothecin liposomes (HCPTL) on renal mitochondrial dynamics

in obstructive nephropathy rats based on the miR-20b-5p/thioredoxin interacting protein (TXNIP) pathway. After



successfully constructing a rat model of obstructive nephropathy by unilateral ureteral ligation (UUO) method, the

rat model was intervened with hydroxycamptothecin (HCPT), HCPTL, and HCPTL+miR-20b-5p antagomir

(miR-Ant) , respectively, and the serum creatinine (SCR) and blood urea nitrogen (BUN) levels were detected. The

changes of renal fibrosis and the levels of superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) were

observed. Mitochondrial structure, mitochondrial membrane potential, mitochondrial fusion protein 2 (MFN2),

dynamic related protein 1 (DRP1) average optical density, expression of miR-20b-5p and changes of TXNIP,

MFN2 and DRP1 proteins were evaluated in renal tissue. The results showed that after HCPT and HCPTL

intervention, UUO rats showed a reduction in blue stained fibrotic areas, the swelling of mitochondrial matrix and

rupture of cristae were alleviated, the SCR and BUN in serum decreased, the SOD level, mitochondrial membrane

potential, average optical density of MFN2, expression of miR-20b-5p, and expression of MFN2 protein in renal

tissue increased, the MDA level, average optical density of DRP1, expression of TXNIP, and DRP1 proteins in

renal tissue decreased, and the corresponding change trend was more obvious after HCPTL intervention (P<0.05);

miR-Ant weakened the improvement effect of HCPTL on renal mitochondrial dynamics in obstructive

nephropathy rats. The above results show that HCPTL may improve renal mitochondrial dynamics, enhance

antioxidant stress capacity, and inhibit renal injury in obstructive nephropathy rats by regulating the

miR-20b-5p/TXNIP pathway.
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梗阻性肾病可由输尿管梗阻引起，是肾纤维化伴肾小管损伤的常见病因[1]。目前梗阻性

肾病的治疗方法包括免疫抑制剂、血管紧张素转换酶抑制剂、血管紧张素 II受体拮抗剂等，

然而，这些治疗方法效果有限[2]，迫切需要替代治疗策略。越来越多的研究表明，异常的线

粒体动力学与梗阻性肾病的发病机制有关[3]。因此，开发新的药物平衡线粒体动力学对于梗

阻性肾病的治疗具有重要的意义。羟基喜树碱脂质体（hydroxycamptothecin liposomes，

HCPTL）是将游离羟基喜树碱（hydroxycamptothecin，HCPT）制成脂质体药物递送系统，

相比于游离 HCPT，HCPTL 可靶向进入效应部位，充分发挥靶向给药的优势，减少药物的

流失[4]。已有研究报道，注射 HCPT可改善肝纤维化，进而对肝病大鼠发挥保护作用[5]；且

HCPTL在给药后 8 h内可在肾脏中保持最高浓度的 HCPT[6]。但 HCPTL对梗阻性肾病的影

响鲜有报道。相关研究显示，miR-20b过表达改善了肾结石大鼠肾脏中的草酸钙沉积[7]；促

进 miR-20b-5p 表达可改善线粒体的功能，减轻大鼠心肌缺血再灌注损伤[8]；硫氧还蛋白互

作蛋白（thioredoxin interacting protein，TXNIP）的下调改善了梗阻性肾病小鼠的肾脏炎症



和纤维化 [9]；且 miR-20b-5p 与 TXNIP 存在靶向结合关系 [10]。但 HCPTL 能否通过调控

miR-20b-5p/TXNIP 改善梗阻性肾病大鼠肾脏线粒体动力学尚不可知。基于此，本研究通过

构建梗阻性肾病大鼠模型，主要探究 HCPTL对模型大鼠肾脏线粒体动力学的影响以及作用

机制。

1 材料与方法

1.1 动物

72只 SD 大鼠（6周龄，SPF 级，体质量 200~210 g，雄性）购买于河南省实验动物中

心，生产许可证号为 SCXK（豫）2022－0001，合格证号为 20220315071206。所有实验程

序均获得江苏食品药品职业技术学院实验动物伦理委员会批准（2022034）。

1.2 主要试剂及仪器

HCPT（纯度≥98%，批号：119577-28-5，成都瑞芬思生物科技有限公司）；HCPTL（纯

度≥98%，批号：20221203，南京思科药业有限公司）；miR-20b-5p 拮抗剂（miR-20b-5p

antagomir，miR-Ant）及其阴性对照（antagomir NC，Ant）（批号：20221001、20220809，

美国MCE公司）；大鼠超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、丙二醛（malondialdehyde，

MDA）试剂盒（批号：RJ2025、RJ3068，上海仁捷生物科技有限公司）；兔源一抗 TXNIP、

线粒体融合蛋白 2（mitochondrial fusion protein 2，MFN2）、GAPDH、动力相关蛋白 1（dynamic

related protein 1，DRP1）及羊抗兔二抗（批号：ab188865、ab124773、ab8245、ab184247、

ab6721，英国 Abcam公司）。

AU5800全自动生化分析仪（贝克曼库尔特生物科技有限公司）；BX53光学显微镜（日

本奥林巴斯公司）；HT7800透射电子显微镜（日立科学仪器有限公司）；Synergy H1荧光

计酶标仪（美国伯腾公司）；Q5荧光定量 PCR仪（美国 ABI公司）；DYCZ-24DN蛋白电

泳仪（北京六一仪器厂）。

1.3 方法

1.3.1 梗阻性肾病大鼠模型的构建

通过单侧输尿管结扎（unilateral ureteral ligation，UUO）法构建梗阻性肾病大鼠模型，

即腹腔注射 2%戊巴比妥钠麻醉大鼠，切开处于左侧中部位的腹部，再游离左侧输尿管，用

丝线分别对左输尿管的上 1/3和下 1/3处进行结扎，并切断中 1/3处输尿管，最后缝合皮肤[11]。

1.3.2 分组及处理

大鼠随机分为对照（control，Con）组、UUO组、HCPT组、HCPTL组、HCPTL+Ant



组、HCPTL+miR-Ant组，每组 12 只。除 Con 组大鼠仅游离输尿管而不结扎和切断输尿管

外，其他组大鼠均通过 UUO法构建梗阻性肾病大鼠模型。造模成功后进行药物处理，药物

处理剂量参考文献及前期预实验结果设定，HCPT 组、HCPTL 组[12]大鼠分别腹腔注射 1.5

mg/kg HCPT、1.5 mg/kg HCPTL，且均需尾静脉注射等体积的生理盐水；HCPTL+Ant组大

鼠腹腔注射 1.5 mg/kg HCPTL且还需尾静脉注射 1.4 μg/100 g Ant；HCPTL+miR-Ant组[13]大

鼠腹腔注射 1.5 mg/kg HCPTL且还需尾静脉注射 1.4 μg/100 g miR-Ant；UUO组、Con组大

鼠均腹腔注射且尾静脉注射等体积的生理盐水。腹腔注射的药物（或生理盐水）给药频次为

1次/天，尾静脉注射的药物（或生理盐水）给药频次为 1次/周，共持续给药 3周。

1.3.3 标本采集

末次处理 24 h后，腹腔注射 2%戊巴比妥钠麻醉全部大鼠，收集大鼠腹主动脉血经离心

得血清用于血肌酐（serum creatinine，SCR）、血尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）的检

测；处死大鼠，收集随机选取的各组 6只大鼠的梗阻侧肾组织用于Masson、免疫组化染色、

透射电子显微镜观察，再收集各组剩余 6只大鼠的梗阻侧肾组织用于 ELISA（SOD、MDA

的检测）、JC-1 染色、qRT-PCR以及Western blot检测。

1.3.4 大鼠肾功能指标的检测

血清中 SCR、BUN水平通过全自动生化分析仪检测。

1.3.5 大鼠肾组织的Masson染色检测

取“1.3.3”中的梗阻侧肾组织，固定于 4%多聚甲醛中后，再经石蜡包埋，切片处理，利

用Masson染色评估肾纤维化情况。

1.3.6 肾组织中 SOD、MDA水平的检测

取“1.3.3”中的梗阻侧肾组织，将其匀浆后按照试剂盒说明检测肾组织匀浆中 SOD、MDA

水平。

1.3.7 肾组织中线粒体结构观察

取“1.3.3”中的梗阻侧肾组织，经固定、修复、脱水、环氧树脂包埋后，切成 70 nm厚的

切片，切片用柠檬酸铅染色后，由透射电子显微镜检测线粒体形态变化。

1.3.8 肾组织中线粒体膜电位的 JC-1染色

取“1.3.3”中的梗阻侧肾组织，切成小块，并用预冷的 PBS 洗涤三次。用胰蛋白酶消化

后，使用线粒体分离试剂匀浆肾组织，将匀浆以 600 g离心 10 min，并将上清液以 1 500 g

离心 15 min 以分离线粒体。用 JC-1 荧光探针测量线粒体膜电位的变化，用 JC-1 红绿荧光

强度比来表示线粒体膜电位。将新鲜分离的线粒体与 10 μg/mL JC-1在 37 ℃下孵育 20 min，



通过 Synergy H1荧光计酶标仪测量荧光强度。

1.3.9 大鼠肾组织的免疫组化染色检测

取“1.3.5”中的肾组织切片，进行脱蜡、梯度脱水、抗原修复一系列操作后，加一抗MFN2

（1∶1 000）、DRP1（1∶1 000）、二抗（1∶2 000）孵育，再用 3，3-二氨基苯联胺显色，

苏木精复染，中性树脂封片，观察到细胞呈棕黄色或者棕褐色即为MFN2、DRP1阳性表达，

ImageJ进行半定量分析，以MFN2、DRP1 的平均光密度值作为衡量MFN2、DRP1阳性表

达的标准。

1.3.10 肾组织中 miR-20b-5p表达的 qRT-PCR检测

取“1.3.6”中的肾组织匀浆，Trizol试剂分离肾组织匀浆总 RNA，以 1 μg RNA逆转录形

成的 cDNA为模板进行 PCR 反应。以 U6 为内参，通过 2-ΔΔCt法计算 miR-20b-5p 的相对表

达 量 。 所 用 引 物 ： U6 （ 正 向 ： 5'-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3' ， 反 向 ：

5'-TTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'）；miR-20b-5p（正向：5'-CCTAGTAGTGCCAAAGTGCT-3'，

反向：5'-CCAGGAGTACTAGAAGTGATCA-3'）。

1.3.11 肾组织中 TXNIP、MFN2、DRP1蛋白表达的Western blot检测

取肾组织加入 400 μL RIPA裂解缓冲液，并用组织研磨机将其研磨成匀浆，离心收集上

清液。在 SDS-PAGE分离凝胶中电泳分离 45 μg蛋白，再通过电转法转移到 PVDF膜上，5%

脱脂牛奶封闭 1 h。在 4 ℃下将膜与一抗 TXNIP（1∶6 000）、MFN2（1∶6 000）、GAPDH

（1∶4 000）、DRP1（1∶5 000）过夜孵育，再与二抗（1∶3 000）孵育 2 h。使用 ECL试

剂显影，ImageJ评估蛋白灰度值。

1.4 统计学分析

GraphPad Prism 8.0进行统计分析，以均数±标准差（x ± s）表示数据。多组间比较用

单因素方差分析，进一步两两比较行 SNK-q 检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HCPTL对大鼠肾功能的影响

与 Con组比较，UUO组血清中 SCR、BUN升高（P＜0.01）；与 UUO组比较，HCPT

组、HCPTL 组血清中 SCR、BUN 降低（P＜0.01）；与 HCPT 组比较，HCPTL 组血清中

SCR、BUN降低（P＜0.01）；与 HCPTL 组、HCPTL+Ant组比较，HCPTL+miR-Ant 组血

清中 SCR、BUN升高（P＜0.01）（见图 1）。

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/centrifugation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/electrophoresis


图 1 各组大鼠血清中 SCR、BUN变化比较（x ± s, n = 12）

Fig. 1 Comparison of changes in SCR and BUN in serum of rats in each group (x ± s, n = 12)

注：与 Con组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与 UUO组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与 HCPT组比较，&P＜

0.05，&&P＜0.01；与 HCPTL组比较，@P＜0.05，@@P＜0.01；与 HCPTL+Ant组比较，
△P＜0.05，△△P＜0.01；

下同。Note: Compared with Con, *P<0.05, **P<0.01; Compared with UUO, #P<0.05, ##P<0.01; Compared with

HCPT, &P<0.05, &&P<0.01; Compared with HCPTL, @P<0.05, @@P<0.01; Compared with HCPTL+Ant, △P<0.05,

△△P<0.01; the same below.

2.2 HCPTL对大鼠肾纤维化的影响

与 Con 组比较，UUO 组肾组织纤维化严重，表现为组织中有大量蓝染区域；与 UUO

组比较，HCPT组、HCPTL组呈蓝染的纤维化区域减少，且 HCPTL组肾纤维化程度明显低

于 HCPT组；与 HCPTL组、HCPTL+Ant组比较，HCPTL+miR-Ant组肾组织纤维化程度加

深（见图 2）。

图 2 大鼠肾组织的Masson 染色检测（×200）

Fig. 2 Masson staining assay of rat renal tissue (×200)

mailto:与对照组比较，*P＜0.05；与UUO组比较，#P＜0.05；与HCPT组比较，&P＜0.05；与HCPTL组比较，@P＜0.05；
mailto:与对照组比较，*P＜0.05；与UUO组比较，#P＜0.05；与HCPT组比较，&P＜0.05；与HCPTL组比较，@P＜0.05；


2.3 HCPTL对大鼠肾组织中 SOD、MDA 水平的影响

与 Con组比较，UUO组肾组织中 SOD水平降低，MDA水平升高（P＜0.01）；与 UUO

组比较，HCPT 组、HCPTL 组肾组织中 SOD 水平升高，MDA 水平降低（P＜0.01）；与

HCPT组比较，HCPTL组肾组织中 SOD水平升高，MDA水平降低（P＜0.01）；与 HCPTL

组、HCPTL+Ant组比较，HCPTL+miR-Ant组肾组织中 SOD水平降低，MDA水平升高（P

＜0.01）（见图 3）。

图 3 各组大鼠肾组织中 SOD、MDA水平变化比较（x ± s, n = 6）

Fig. 3 Comparison of changes in SOD and MDA levels in renal tissue of rats in each group (x ± s, n = 6)

2.4 HCPTL对大鼠肾组织线粒体结构的影响

Con组线粒体结构正常；UUO组线粒体结构异常，表现为线粒体基质肿胀、嵴破裂；

与 UUO组比较，HCPT组、HCPTL组线粒体基质肿胀、嵴破裂等现象有所缓解；与 HCPTL

组、HCPTL+Ant组比较，HCPTL+miR-Ant组线粒体基质肿胀、嵴破裂等现象严重（见图 4）。

图 4 大鼠肾组织线粒体的透射电子显微镜观察（×43 000）

Fig. 4 Transmission electron microscopy observation of mitochondria in rat renal tissue (×43 000)

注：红色箭头指示线粒体基质肿胀；绿色箭头指示嵴破裂。Note: Red arrow indicates mitochondrial stroma



swelling; Green arrow indicates ridge rupture.

2.5 HCPTL对大鼠肾组织线粒体膜电位的影响

与 Con组比较，UUO组线粒体膜电位降低（P＜0.01）；与 UUO组比较，HCPT组、

HCPTL 组线粒体膜电位升高（P＜0.05）；与 HCPT 组比较，HCPTL 组线粒体膜电位升高

（P＜0.01）；与 HCPTL组、HCPTL+Ant组比较，HCPTL+miR-Ant组线粒体膜电位降低（P

＜0.01）（见图 5）。

图 5 各组大鼠肾组织线粒体膜电位比较（x ± s, n = 6）

Fig. 5 Comparison of renal mitochondrial membrane potential in each group (x ± s, n = 6)

2.6 HCPTL对大鼠肾组织中MFN2、DRP1平均光密度值的影响

与 Con组比较，UUO组肾组织中MFN2 平均光密度值降低，DRP1平均光密度值升高

（P＜0.01）；与 UUO组比较，HCPT 组、HCPTL组肾组织中MFN2 平均光密度值升高，

DRP1平均光密度值降低（P＜0.01）；与 HCPT组比较，HCPTL组肾组织中MFN2平均光

密度值升高，DRP1 平均光密度值降低（P＜0.01）；与 HCPTL 组、HCPTL+Ant组比较，

HCPTL+miR-Ant组肾组织中MFN2平均光密度值降低，DRP1平均光密度值升高（P＜0.01）

（见图 6）。



图 6 各组大鼠肾组织的免疫组化染色结果（x ± s, n = 6）

Fig.6 Results of immunohistochemical staining of renal tissue in each group (x ± s, n = 6)

2.7 HCPTL对大鼠肾组织中 miR-20b-5p表达及 TXNIP、MFN2、DRP1蛋白表达的影响

与 Con 组比较，UUO 组肾组织中 miR-20b-5p 表达及 MFN2 蛋白表达降低，TXNIP、

DRP1蛋白表达升高（P＜0.01）；与 UUO组比较，HCPT组、HCPTL组肾组织中 miR-20b-5p

表达及MFN2 蛋白表达升高，TXNIP、DRP1蛋白表达降低（P＜0.01）；与 HCPT 组比较，

HCPTL组肾组织中 miR-20b-5p表达及MFN2蛋白表达升高，TXNIP、DRP1 蛋白表达降低

（P＜0.01）；与 HCPTL组、HCPTL+Ant组比较，HCPTL+miR-Ant组肾组织中 miR-20b-5p

表达及MFN2 蛋白表达降低，TXNIP、DRP1蛋白表达升高（P＜0.01）（见图 7）。



图 7 各组大鼠肾组织中 miR-20b-5p表达及 TXNIP、MFN2、DRP1蛋白表达变化比较（x ± s, n = 6）

Fig. 7 Comparison of miR-20b-5p expression and changes in protein expression of TXNIP, MFN2, and DRP1 in

renal tissue of rats in each group (x ± s, n = 6)

3 讨论与结论

UUO模型通常用于模拟梗阻性肾病，在具有 UUO 的大鼠中，肾功能异常且肾纤维化

严重[14]。本研究通过 UUO法构建了梗阻性肾病大鼠模型，结果发现，UUO 组肾组织纤维

化严重，且肾功能指标 SCR、BUN高于 Con组，符合梗阻性肾病的特征。UUO 后活性氧

产生增加可能加剧氧化应激，这种氧化应激对梗阻性肾病的发病机制有显著贡献[15]；此外，

线粒体是动态的细胞器，不断经历裂变和融合的拮抗过程。多种线粒体膜 GTP 酶调节线粒

体动力学，MFN2 介导融合，而 DRP1通过募集到线粒体外膜来驱动裂变[16]；在肾脏疾病中，

不平衡的裂变和融合可能引发细胞器碎裂，促进疾病进展[17]。本研究发现，HCPT、HCPTL

均可改善线粒体结构破坏，上调 UUO模型大鼠肾组织中 SOD水平、线粒体膜电位、MFN2

平均光密度值及蛋白表达，下调 MDA 水平、DRP1 平均光密度值及蛋白表达，且 HCPTL

效果优于 HCPT，这可能与 HCPTL的脂质体剂型有关，HCPT经脂质体修饰后成为 HCPTL，

HCPTL的靶向性强，直接靶向血液及肾脏，减少了药物呈递过程中的消耗，提高药物浓度

进而达到更快治疗疾病的目的。提示 HCPTL可能成为治疗梗阻性肾病的有效药物之一。

HCPT可通过上调 miR-23b-3p 表达诱导人成纤维细胞凋亡，进而有效控制患者硬膜外



纤维化[18]。这使研究者将 HCPTL抑制 UUO模型大鼠氧化应激及改善肾脏线粒体动力学的

机制焦点集中于 miRNA上。miR-20b-5p作为在多种疾病中失调的 miRNA，已有研究阐明，

miR-20b-5p的下调可以促进小鼠肝纤维化的进展[19]，而关于 miR-20b-5p对梗阻性肾病的影

响鲜有报道。本研究表明 HCPTL 可上调 UUO 模型大鼠肾组织中 miR-20b-5p 表达，推测

HCPTL 抑制 UUO 模型大鼠氧化应激及改善肾脏线粒体动力学的机制可能与调控

miR-20b-5p有关。为了证明这猜想是否与实际情况相符，本研究对 UUO模型大鼠同时进行

腹腔注射 HCPTL 处理以及尾静脉注射 miR-Ant 处理，结果显示，miR-Ant 逆转了 HCPTL

对 UUO模型大鼠氧化应激的抑制作用以及肾脏线粒体动力学的改善作用，证实了推测是对

的。

miR-20b-5p可通过调节 TXNIP影响疾病的进展[10]。TXNIP 是细胞氧化还原状态的重要

调节因子，它结合并抑制抗氧化剂，从而导致氧化应激增加[20]。据报道，抑制 TXNIP可减

轻对乙酰氨基酚诱导的大鼠急性肾损伤[21]；降低 TXNIP 表达可显著抑制辐射诱导的小鼠肾

脏损伤[22]。这表明抑制 TXNIP可改善肾损伤。本研究结果与其基本一致，本研究发现，HCPTL

可抑制 UUO模型大鼠肾组织中 TXNIP蛋白表达，且 miR-Ant减弱了 HCPTL对 UUO模型

大鼠肾组织中 TXNIP蛋白表达的抑制作用，证明了 HCPTL对 UUO模型大鼠氧化应激的抑

制作用以及肾脏线粒体动力学的改善作用是通过调控 miR-20b-5p/TXNIP 实现的。

综上所述，HCPTL可能通过调控 miR-20b-5p/TXNIP 通路改善肾脏线粒体动力学，增强

抗氧化应激能力，进而抑制梗阻性肾病大鼠肾损伤。HCPTL抑制梗阻性肾病大鼠肾损伤的

机制较为复杂，有待后续实验进一步验证。
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