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摘要：目的 探讨 ｍ６Ａ ＲＮＡ 去甲基化酶烷化修复同源物 ５（ＡＬＫＢＨ５）调控铜死亡相关基因铁氧还蛋白 １（Ｆｄｘ１）表
达对单侧输尿管梗阻（ＵＵＯ）模型小鼠肾间质纤维化（ＲＩＦ）的影响。 方法 将 ＵＵＯ 模型小鼠随机分为模型组（ＵＵＯ
组）、阴性对照组（ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 组）、ＡＬＫＢＨ５ 过表达组（ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ 组）、ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ＋ＦＤＸ１ 激活剂（Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ）组、
ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组，每组 １２ 只。 另取 １２ 只健康小鼠作为对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ 组）。 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测血清炎

性因子水平；采用 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肾脏组织病理变化和纤维化情况；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测肾脏组织上皮细胞⁃间质转

化（ＥＭＴ）相关基因及 Ａｌｋｂｈ５、Ｆｄｘ１ ｍＲＮＡ 表达；蛋白质免疫印迹检测 ＡＬＫＢＨ５、ＦＤＸ１ 蛋白表达。 结果 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组
相比，ＵＵＯ 组小鼠的肾脏组织病变加重，纤维化占比增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），血清肾功能指标、炎性因子水平及肾脏组织

α⁃ＳＭＡ、ｓｎａｉｌ、ＦＤＸ１ 表达上升（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＡＬＫＢＨ５ 表达下降（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 组相比，ＬＶ５⁃
ＡＬＫＢＨ５组小鼠的上述指标结果明显改善（Ｐ＜０􀆰 ０５），且 ＡＬＫＢＨ５ 的过表达减轻了 ＦＤＸ１ 激活对 ＵＵＯ 小鼠肾脏组织

炎性反应、ＥＭＴ 及肾间质纤维化的促进作用。 结论 ＡＬＫＢＨ５ 可能通过下调铜死亡相关基因 Ｆｄｘ１ 的表达，减轻炎

性反应，抑制 ＥＭＴ，改善 ＵＵＯ 小鼠的肾脏损伤，缓解 ＲＩＦ。
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ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ １ （Ｆｄｘ１） ｏｎ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ （ＲＩＦ） ｉｎ
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ｇｒｏｕｐ （ ＵＵＯ ｇｒｏｕｐ ）， ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ）， ａｎ ＡＬＫＢＨ５ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
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ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ； ＨＥ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｒｅｎａｌ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ＥＭＴ）⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
Ａｌｋｂｈ５ ａｎｄ Ｆｄｘ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ； Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＫＢＨ５ ａｎｄ ＦＤＸ１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＵＵＯ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｌｅｓｉｏｎｓ， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ；
Ｈｉｇｈｅｒ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ α⁃ＳＭＡ， ｓｎａｉｌ ａｎｄ ＦＤＸ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ＡＬＫＢＨ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ， ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５
ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｎ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｅｘｅｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＫＢＨ５ ｗａｓ ｒｅｖｅｒｓｅｄ
ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＦＤＸ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ＥＭＴ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ＵＵＯ ｍｉｃｅ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＡＬＫＢＨ５ ｍａｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ｉｎｈｉｂｉｔ ＥＭＴ， ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ， ａｎｄ ａｌｌｅ⁃
ｖｉａｔｅ ＲＩＦ ｉｎ ＵＵＯ ｍｉｃｅ ｂｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ Ｆｄｘ１．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ； ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ａｌｋｙｌａｔｅｄ ｒｅｐａｉｒ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ ５ （ ＡＬＫＢＨ５）； ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ １
（ＦＤＸ１）； ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 单侧输尿管梗阻（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，
ＵＵＯ），作为研究肾间质纤维化（ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏ⁃
ｓｉｓ，ＲＩＦ）的经典动物模型，其特征为梗阻导致肾盂积

水、肾小管萎缩及间质纤维化［１］。 ＵＵＯ 通过诱导缺

氧、炎性细胞浸润及 ＴＧＦ⁃β 通路激活，驱动肌成纤维

细胞活化与细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）过
度沉积，最终造成肾功能进行性丧失［２］。 目前临床治

疗（如血管紧张素转换酶抑制剂）仅能延缓 ＲＩＦ 进

展，无法有效缓解纤维化且存在多种副作用［３］。 因

此，探索 ＲＩＦ 的新分子机制及干预靶点至关重要。
烷化修复同源物 ５［ａｌｋｙｌａｔｉｏｎ ｒｅｐａｉｒ（ＲＮＡ ｄｅｍｅｔｈ⁃

ｙｌａｓｅ ＡＬＫＢ） ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ ５，ＡＬＫＢＨ５］作为一种 ｍ６Ａ
ＲＮＡ 去甲基化酶，通过调控靶基因 ｍＲＮＡ 稳定性和翻

译效率参与炎性反应、纤维化等过程，其过表可缓解

ＵＵＯ 诱导的肾纤维化［４］。 已有研究提示，ＡＬＫＢＨ５ 的

过表达可缓解 ＵＵＯ 诱导的肾纤维化［５］。 铜死亡（ｃｕ⁃
ｐｒｏｐｔｏｓｉｓ）作为一种新型铜依赖性细胞死亡方式备受关

注，其核心调控基因铁氧还蛋白 １（ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ １，ＦＤＸ１）
在肾脏疾病中高表达［６］，提示其可能促进 ＲＩＦ。 然而，
ＡＬＫＢＨ５ 改善 ＲＩＦ 的作用是否涉及调控 ＦＤＸ１ 介导的

铜死亡尚不清楚。 因此，本研究基于 ＵＵＯ 小鼠模型，
旨在探讨 ＡＬＫＢＨ５ 是否通过调控 ＦＤＸ１ 表达影响 ＲＩＦ，
为 ＲＩＦ 的治疗提供新的依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物：８ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小

鼠（体质量 ２０ ～ ２５ ｇ），实验动物由哈尔滨医科大

学科技园利民生物医药科技发展有限公司提供

［实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（黑） ２０２１⁃００５］。
所有实验动物均饲养于标准 ＳＰＦ 级屏障环境中，
环境参数严格控制在温度 ２４⁃２６ ℃、相对湿度 ５０％
的条件下，并维持 １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗循环的光照周

期。 实验期间，动物可自由获取灭菌饲料及饮用

水。 此研究已通过哈尔滨医科大学附属第一医院

伦理委员会审批。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂：ＦＤＸ１ 激活剂 Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ（ＭＣＥ 公司）；
慢病毒载体 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 及 ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５（吉凯基因

公司）；ＦＤＸ１ 抗体（Ａｂｃａｍ 公司）；肿瘤坏死因子⁃α
（ｔｕｍｏｕｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素（ ｉｎ⁃
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃６ 试剂盒（Ｒ＆Ｄ 公司）；Ｍａｓｓｏｎ
三色染色试剂盒（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；ＲＮＡ 提取试

剂盒、反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ 公司）；ＡＬＫＢＨ５ 抗体

（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠的分组及处理：通过结扎单侧输尿管的

方法建立 ＵＵＯ 小鼠模型［７］：麻醉小鼠并将其于仰卧

位固定于手术台，左腹部剃毛消毒后，纵向切口（约
１ ｃｍ），钝性分离肌肉层暴露左侧输尿管，用 ６⁃０ 无

菌丝线双重结扎左侧输尿管中段（近肾门端），剪断

结扎处远端输尿管，关腹缝合。 另取 １２ 只健康小鼠

作为对照组（ ｃｏｎｔｒｏｌ 组），只暴露左侧输尿管但不

结扎。
小鼠造模成功后，将其随机分为模型组（ＵＵＯ
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组）、阴性对照组（ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 组）、ＡＬＫＢＨ５ 过表达

组（ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ 组）、ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ＋ＦＤＸ１ 激活剂组

（ ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ＋ Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组 ）、 ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ ＋
Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组，每组 １２ 只。 术后第 ３ 天，ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ
组、ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ 组分别尾静脉注射 １×１０９ ＰＦＵ ／ ｍＬ
的慢病毒 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 和 ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ 各 １００ μＬ［８］，
ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组尾静脉注射等剂量 ＬＶ５⁃
ｖｅｃｔｏｒ 的同时腹腔注射 Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ １０ ｍｇ ／ ｋｇ［９］，ＬＶ５⁃
ＡＬＫＢＨ５＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组尾静脉注射等剂量 ＬＶ５⁃ＡＬＫ⁃
ＢＨ５ 的同时腹腔注射 Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ １０ ｍｇ ／ ｋｇ，每日

１ 次，连续注射 ７ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＥＬＩＳＡ 检测炎性因子水平：随机选取各组 ６ 只

小鼠，麻醉处死后取其新鲜血液，离心（３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，
１０ ｍｉｎ）取上清，按对应试剂盒的说明梯度稀释标准

品，依次将标准品、样本、生物素标记抗体、显色剂以

及终止液加入预包被板孔中，使用酶标仪检测各孔

吸光度值 （ ４５０ ｎｍ 波长），计算血清各炎性因子

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＨＥ 染色检测病理变化：取小鼠肾脏组织，
使用多聚甲醛的 ４％水溶液固定 ２４ ｈ，随后进行脱

水、包埋、切片（４ μｍ 厚）。 脱蜡复水后，切片经常

规 ＨＥ 染色，即苏木精染色、伊红染色，脱水、透明后

中性树胶封片。 显微镜观察肾脏组织病理形态。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｍａｓｓｏｎ 染色检测纤维化情况：肾脏组织切

片经铁苏木精染色 ５ ｍｉｎ 后，采用流水冲洗进行返

蓝处理。 随后依次进行以下染色步骤：１）丽春红⁃酸
性品红复合染色；２）１％磷钼酸溶液分化处理；３）苯
胺蓝染色；４）１％冰醋酸溶液分化处理。 整个染色过

程严格按照组织学染色规范进行操作。 随后对切片

进行脱水、透明、封片。 于显微镜下评估肾脏组织纤

维化程度，并使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析胶原纤维区域

占比。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ａｌｋｂｈ５、Ｆｄｘ１ ｍＲＮＡ 水平：取
各组剩余 ６ 只小鼠，麻醉处死后收集肾脏组织。 取

５０ ｍｇ 肾脏组织加入裂解液，离心（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，
１５ ｍｉｎ，４℃）取上清，异丙醇沉淀 ＲＮＡ，并检测其浓

度。 取 １ μｇ ＲＮＡ，经反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，建立

体系进行 ＰＣＲ 扩增，条件：９５ ℃ ３０ ｓ；９５ ℃ ５ ｓ，
６０ ℃ ３０ ｓ，４０ 个循环。 以甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶

（ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， Ｇａｐｄｈ ）
作为内参基因。 采用 ２－ΔΔＣｔ 计算方法对目标基因

Ａｌｋｂｈ５、Ｆｄｘ１ 的表达量进行标准化处理和分析。
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＬＫＢＨ５、ＦＤＸ１ 蛋白水平：
取小鼠肾脏组织 ５０ ｍｇ，加入裂解液冰上裂解３０ ｍｉｎ，
离心取上清，双辛可宁酸法检测蛋白质浓度。 取等量

蛋白质凝胶电泳并转至膜上，室温封闭 １ ｈ，４ ℃与

ＡＬＫＢＨ５（１ ∶ １ ０００）、 ＦＤＸ１ （ １ ∶ １ ０００）、 ＧＡＰＤＨ
（１ ∶ ２ ０００）一抗孵育过夜。 后室温加入 ＨＲＰ 标记

的二抗（１ ∶ ５ ０００）孵育 １ ｈ，经增强型化学发光液显

色，成像后使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析条带吸光度值。
１􀆰 ３　 统计学分析

本研究采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件（ＩＢＭ 公司）对
所有实验数据进行统计分析。 计量资料以均数±标
准差（ｘ±ｓ）形式表示。 对于多组间比较，首先进行

单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ Ａｎｏｖａ），若结果显示具有

统计学意义，则进一步采用最小显著差异 ｔ 检验

（ＬＳＤ⁃ｔ 检验）进行两两比较。 所有统计检验均采用

双侧检验。

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠肾脏组织病理变化和纤维化情况

比较

ＨＥ 染色结果：ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠肾脏组织结构正常，
无明显病变。 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＵＵＯ 组小鼠肾脏组

织出现肾小管扩张或萎缩，间质有炎性细胞浸润，肾
小管上皮细胞空泡化，胶原纤维增生。 与 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ
组相比，ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ 组的肾脏组织病变均有明显改

善，ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组则有加重现象。 与 ＬＶ５⁃
ｖｅｃｔｏｒ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组相比，ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ
组小鼠肾脏组织病变得到明显改善（图 １）。

Ｍａｓｓｏｎ 染色结果： ｃｏｎｔｒｏｌ 组的肾小管结构正

常，未出现纤维增生。 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＵＵＯ 组的

肾小管和肾间质出现大量胶原纤维增生，呈现出明

显的蓝色染色，肾间质有炎性细胞浸润，肾小管上皮

细胞坏死，胶原纤维化占比升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与

ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 组相比，ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ 组的纤维化、炎
性细胞浸润等现象均有明显改善，胶原纤维化占

比下降（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）；ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组则有

加重现象，胶原纤维化占比升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与

ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组相比，ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５＋Ｅｌｅｓ⁃
ｃｌｏｍｏｌ 组的上述变化得到明显改善，胶原纤维化占

比下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２）。
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Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｐｏｉｎｔｓ ｔｏ ｖａｃｕｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ．
图 １　 各组小鼠肾脏组织病理损伤

Ｆｉｇ １　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ ｐｏｉｎｔｅｄ ｔｏ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｒｅｓ􀆰 ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｗｉｔｈ ＵＵＯ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬＶ５⁃
ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ ｇｒｏｕｐ； ▲Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 各组小鼠肾脏组织纤维化

Ｆｉｇ ２　 Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

２􀆰 ２　 各组小鼠血清炎性因子水平比较

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组 相 比， ＵＵＯ 组 的 血 清 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 组

相比，ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ 组的 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组的 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ＋
Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组相比， ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ ＋ Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组的

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ３）。
２􀆰 ３　 各组小鼠肾脏组织 ＥＭＴ 相关基因表达水平

比较

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＵＵＯ 组和 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 组的肾脏

组织 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），α⁃ＳＭＡ、
ｓｎａｉｌ ｍＲＮＡ 表达升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 组相

比， ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ 组的 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达升高
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（Ｐ＜０􀆰 ０５），α⁃Ｓｍａ、ｓｎａｉｌ ｍＲＮＡ 表达下降（Ｐ ＜０􀆰 ０５）；
ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组的 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达下

降（Ｐ＜０􀆰 ０５），α⁃ＳＭＡ、ｓｎａｉｌ ｍＲＮＡ 表达升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组相比，ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５＋Ｅｌｅｓ⁃
ｃｌｏｍｏｌ 组的 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
α⁃Ｓｍａ、ｓｎａｉｌ ｍＲＮＡ 表达下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ４）。
２􀆰 ４　 各组小鼠肾脏组织 Ａｌｋｂｈ５、Ｆｄｘ１ ｍＲＮＡ 及蛋

白表达水平比较

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＵＵＯ 组和 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 组的

Ａｌｋｂｈ５ ／ ＡＬＫＢＨ５ 表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｆｄｘ１ ／ ＦＤＸ１ 表达

升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ 组相比，ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５
组的 Ａｌｋｂｈ５ ／ ＡＬＫＢＨ５ 表达升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｆｄｘ１ ／ ＦＤＸ１
表达下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ＋ Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组的

Ｆｄｘ１ ／ ＦＤＸ１ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与 ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ＋
Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组相比， ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ ＋ Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 组的

Ａｌｋｂｈ５ ／ ＡＬＫＢＨ５ 表达升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｆｄｘ１ ／ ＦＤＸ１ 表

达下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ５）。

３　 讨论

ＵＵＯ 模型是研究 ＲＩＦ 的经典方法，其特征是肾

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＵＵＯ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ ｇｒｏｕｐ； ▲Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ３　 各组小鼠血清炎性因子水平比较

Ｆｉｇ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ，ｎ＝６）

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＵＵＯ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ； △Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ ｇｒｏｕｐ； ▲Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ４　 各组小鼠肾脏组织 ＥＭＴ 相关基因表达水平比较

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＭＴ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ，ｎ＝６）
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侯冬华　 ＡＬＫＢＨ５ 通过调控 Ｆｄｘ１ 表达改善单侧输尿管梗阻模型小鼠肾间质纤维化

Ａ􀆰 Ａｌｋｂｈ５， Ｆｄｘ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ； Ｂ􀆰 ＡＬＫＢＨ５， ＦＤＸ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂａｎｄｓ； Ｃ： ＡＬＫＢＨ５， ＦＤＸ１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＵＵＯ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ；
△Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ５⁃ＡＬＫＢＨ５ ｇｒｏｕｐ； ▲Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＶ５⁃ｖｅｃｔｏｒ＋Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 各组小鼠肾脏组织 ＡＬＫＢＨ５、ＦＤＸ１ 表达情况

Ｆｉｇ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＬＫＢＨ５ ａｎｄ ＦＤＸ１ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

间质成纤维细胞增生、炎细胞浸润和 ＥＣＭ 异常沉

积。 本研究中，ＵＵＯ 组小鼠肾脏组织出现肾小管扩

张、炎性细胞浸润和胶原纤维增生，提示 ＵＵＯ 模型

建立成功。 研究表明，ｍ６Ａ 去甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 在

纤维化肝脏中表达降低，过表达则可改善肝纤维化

并抑制 ＥＭＴ 进程［１０］。 本研究发现，而 ＵＵＯ 组小鼠

肾脏 组 织 中 ＡＬＫＢＨ５ 表 达 的 明 显 下 降， 提 示

ＡＬＫＢＨ５ 降低可能促进肾纤维化。 经 ＡＬＫＢＨ５ 过

表达后，小鼠肾脏组织病理损伤减轻，胶原纤维增生

减少，提示 ＡＬＫＢＨ５ 过表达可缓解 ＵＵＯ 小鼠肾脏

损伤，缓解 ＲＩＦ。
慢性炎性反应是 ＲＩＦ 的关键触发因素。 炎性级

联反应促进肌成纤维细胞活化和 ＥＣＭ 过度沉积，导
致纤维化。 研究报道，ｍ６Ａ 修饰可调控炎性因子

（如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６）ｍＲＮＡ 稳定性，而 ＡＬＫＢＨ５ 在炎性

环境中通过去除 ｍ６Ａ 修饰的酶减少促炎性因子的

释放［１１］。 本研究发现，ＵＵＯ 组小鼠血清炎性因子

水平升高，ＡＬＫＢＨ５ 过表达则可显著抑制炎性因子

水平的升高，提示 ＡＬＫＢＨ５ 过表达通过抑制炎性反

应减轻肾组织损伤。 ＥＭＴ 是 ＲＩＦ 进展的关键环节，
其特征表现为上皮标志物表达下调及间充质标志物

上调。 研究表明，敲除 ＡＬＫＢＨ５ 增强间充质标志物

的表达，而过表达 ＡＬＫＢＨ５ 则增加 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 并降

低 ｓｎａｉｌ 的表达，减轻 ＲＩＦ［１２］。 本研究中，ＵＵＯ 组肾

脏呈现典型 ＥＭＴ 特征，而 ＡＬＫＢＨ５ 过表达可逆转上

述 ＥＭＴ 标志物表达变化，与前人研究结果一致，提
示 ＡＬＫＢＨ５ 通过抑制 ＥＭＴ 过程减轻肾组织损伤，缓
解 ＵＵＯ 小鼠的 ＲＩＦ。
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２６􀆰 ４６（７）

铜死亡是一种新型铜依赖性细胞死亡方式，其
核心调控因子 ＦＤＸ１ 介导 Ｃｕ２＋ 进入线粒体产生毒

性，导致应激和铜沉积。 研究发现，下调 Ｆｄｘ１ 的表

达可减轻急性心肌梗死大鼠机体炎性反应及心肌纤

维化［１３］。 铜转运蛋白 １ 诱导的细胞内铜升高会促

进肾纤维化［１４］，说明抑制细胞内铜过载可能是缓解

ＲＩＦ 的潜在途径。 此外，铜稳态还参与 ＥＣＭ 重塑和

ＥＭＴ 进程。 研究证明，在肺纤维化的小鼠模型中

ＣｕＳＯ４ 治疗导致 ＥＭＴ 被激活［１５］。 本研究发现，
Ｆｄｘ１ 的上调加剧了 ＲＩＦ 进展，而 ＡＬＫＢＨ５ 过表达可

下调 Ｆｄｘ１ 的表达，ＡＬＫＢＨ５ 过表达可减轻 Ｆｄｘ１ 激

活剂 Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ 对小鼠炎性反应、ＥＭＴ 的促进作用，
表明 ＡＬＫＢＨ５ 可能通过抑制 ＦＤＸ１ 的表达来抑制铜

死亡，减轻炎性反应和 ＥＭＴ，从而改善 ＵＵＯ 小鼠的

ＲＩＦ 进程。
综上所述，ＡＬＫＢＨ５ 可能通过下调铜死亡相关

基因 Ｆｄｘ１ 的表达，减轻炎性反应，抑制 ＥＭＴ，改善

ＵＵＯ 小鼠的肾脏损伤，缓解 ＲＩＦ。 然而 ＡＬＫＢＨ５ 对

ＦＤＸ１ 的调控是否依赖特定 ｍ６Ａ 阅读蛋白 （如

ＹＴＨＤＦ１），以及铜死亡与其他程序性死亡途径（如
铁死亡） 的交互作用仍需深入探索，为开发基于

ｍ６Ａ 修饰的 ＲＩＦ 治疗策略奠定基础。
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ｅｔｈｙｌａｓｅ ＡＬＫＢＨ５ ［ Ｊ ］． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２０， １１：
５７９２６５． ｄｏｉ： １０．３３８９ ／ ｆｐｈａｒ．２０２０．５７９２６５．

［１３］ Ｆａｎｇ Ｘ， Ｊｉ ＹＸ， Ｌｉ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃｕ⁃
ｐｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｆｔｅｒ
ＡＭＩ ｉｎ ｈｙｐｏｂａｒｉｃ ｈｙｐｏｘｉａ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ［ Ｊ］． Ｊ Ｎａｔ Ｍｅｄ，
２０２４， ７８： ６６４⁃６７６．

［１４］ Ｎｉｕ ＹＹ， Ｚｈａｎｇ ＹＹ， Ｚｈｕ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｌｅｖａｔｅｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｐｐｅｒ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ａ ｕｎｉｑｕｅ ｒｏｌｅ ｔｏ ｋｉｄｎｅｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｌｙｓｙｌ
ｏｘｉｄａｓｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍａｔｒｉｘ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ，
２０２０， １１： ２１１． ｄｏｉ： １０．１０３８ ／ ｓ４１４１９⁃０２０⁃２４０４⁃５．

［１５］ Ｇｕｏ ＨＲ， Ｊｉａｎ ＺＪ， Ｌｉｕ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＴＧＦ⁃β１⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＥＭＴ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｖｉａ ｂｏｔｈ Ｓｍａｄ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ Ｃｕ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｔｏｘｉｃｏｌ
Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２１， ４１８： １１５５００． ｄｏｉ： １０． １０１６ ／ ｊ．
ｔａａｐ．２０２１．１１５５００．

６５９


