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虾青素通过调控线粒体自噬

改善 HK-2细胞纤维化

洪梦琪，李新科，赵宇，聂振禹，陈争跃

【摘要】目的 探讨虾青素（AST）改善转化生长因子- 1（TGF- 1）诱导的人肾小管上皮细胞（HK-2）纤维化的

作用机制。方法 将 HK-2细胞随机分为正常对照组（Control组）、TGF- 1组、TGF- 1+20 g/ml AST组及

TGF- 1+40 g/ml AST组，CCK-8法检测细胞活力，线粒体膜电位检测试剂盒检测线粒体膜电位水平，实时

荧光定量 PCR测定细胞 平滑肌肌动蛋白（ -SMA）、纤连蛋白（FN）mRNA的表达水平，Western blot检测

-SMA、FN、微管相关蛋白轻链 3（LC3）-II/I、P62、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（PINK1）及帕金蛋白（parkin）蛋白

的表达水平。结果 与 Control组相比，TGF- 1组 -SMA、FN的 mRNA及蛋白水平增高，细胞活力及线粒

体膜电位显著下降；在加入 20、40 g/ml 的 AST后，-SMA、FN的 mRNA及蛋白水平下降，细胞活力及线

粒体膜电位显著升高（均 ＜ 0.05）。此外，与 Control组相比，TGF- 1组 LC3-II/I、parkin、PINK1蛋白水平

显著升高，P62蛋白水平显著降低（均 ＜ 0.05）；与 TGF- 1组相比，TGF- 1+20 g/ml AST组及 TGF- 1+
40 g/ml AST组 LC3-II/1、parkin、PINK1蛋白水平显著降低，P62蛋白水平显著升高（均 ＜ 0.05）。 结论

AST可能通过调节线粒体自噬来改善 TGF- 1诱导的 HK-2细胞纤维化。
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Astaxanthin improves HK-2 cell fibrosis by regulating mitochondrial autophagy

【Abstract】Objective To investigate themechanism of astaxanthin (AST) in improving transforming growth factor
1 (TGF- 1) induced fibrosis in human renal tubular epithelial cells (HK-2).Methods HK-2 cells were divided into
control group, TGF- 1 group, TGF- 1+20 g/ml AST group, and TGF- 1+40 g/ml AST group. Cell viability was
assessed by CCK-8, and mitochondrial membrane potential level was detected by mitochondrial membrane potential
detection kit. The mRNA expressions of -smooth muscle actin ( -SMA), fibronectin (FN) were detceted by quan-
titative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR). The protein expressions of -SMA, FN, microtubule-asso-
ciated protein light chain 3 (LC3)-II/I, P62, PINK1, and parkin were detected byWestern blot.Results The mRNA,
protein expressions of -SMA, FN in TGF- 1 group were higher than those of control group; and cell viability, mit-
ochondrial membrane potential level were lower than those of control group (all ＜ 0.05). After treatment with 20
g/ml or 40 g/ml AST in the TGF- 1 group; the mRNA, protein expressions of -SMA, FN were significantly de-
creased; while cell viability, mitochondrial membrane potential level were significantly increased (all ＜ 0.05). The
protein expressions of LC3-II/I, parkin1, and PINK1 were higher than those of control group, and the protein ex-
pression of P62 was lower than that of control group (all ＜ 0.05). Compared to the TGF- 1 group, the protein ex-
pressions of LC3-II/I, parkin1, and PINK1 were significantly decreased, and the protein expression of P62 was sig-
nificantly increased in the TGF- 1+20 g/ml AST group and TGF- 1+40 g/ml AST group (all ＜ 0.05). Con-
clusions AST can alleviate TGF- 1-induced fibrosis in HK-2 cells by regulating mitophagy.
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慢性肾脏病（chronic kidney disease，CKD）已成

为全球范围内备受关注的公共卫生挑战 [1]。目前临

床上尚缺少防治 CKD 发生的有效药物，因此探索

CKD的发病机制、寻找新型治疗靶点具有重要的临

床意义。线粒体自噬是细胞借助自噬途径对线粒体

进行选择性清除的过程，其对保持线粒体的稳态和

功能起重要的作用[2-4]。肾小管上皮细胞是体内含线

粒体最丰富的细胞之一[5-6]。已有研究证实线粒体质

量控制失调（包括线粒体裂变、融合和自噬等过程）

在驱动肾纤维化进展方面的重要性[7]。

虾青素（astaxanthin，AST）是一种酮式类胡萝卜

素，广泛存在于多种微生物和海洋动物中[8]，可以通

过一种独立于其抗氧化功能的新型机制来调节线粒

体功能[9]。AST已被用于治疗多种慢性疾病[10-12]。有

研究发现 AST 可以通过线粒体介导通路减轻肺纤

维化[13]。另有研究发现 AST可以通过自噬通路缓解

肝纤维化[14]。但是 AST是否能改善肾纤维化仍鲜有

报道。本研究通过构建转化生长因子- 1（TGF- 1）诱
导的人肾小管上皮细胞（HK-2）纤维化，探讨 AST对

肾纤维化的影响及其潜在的作用机制，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料 HK-2细胞购于武汉普诺赛生命科技有

限公司，AST购于北京索莱宝科技有限公司，TGF-

1诱导剂购于美国 peprotech公司，MEM培养基购

于武汉普诺赛生命科技有限公司，0.25%EDTA-胰蛋

白酶、胎牛血清购于美国 Gibco公司，兔抗人 平滑

肌肌动蛋白（ -SMA）抗体、兔抗人纤连蛋白（FN）抗
体、兔抗人微管相关蛋白轻链 3（LC3）抗体、兔抗人

P62、兔抗人丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（PINK1）抗体、

兔抗人帕金蛋白（parkin）抗体购于美国Abcam公司，

荧光标记的羊抗兔二抗购于美国Earthox公司，倒置

免疫荧光显微镜购于日本 Nikon公司，酶标仪购于

美国 Thermofisher公司，反转录仪、荧光定量 PCR仪

购于北京东胜创新生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及分组 利用细胞复苏、传代、冻存

等技术培养 HK-2细胞后，将其置于含 10%胎牛血

清的MEM培养基中，于 37 ℃、5%CO2恒温培养箱

中培养；取生长良好、对数生长期的细胞（融合 60%～

80%），将其分为正常对照组（Control组）、TGF- 1组

（TGF- 1诱导剂 10 ng/ml处理 24 h）、TGF- 1+AST
20 g/ml组（TGF- 1诱导剂 10 ng/ml+20 g/ml AST

处理 24 h）、TGF- 1+AST 40 g/ml组（TGF- 1诱导

剂 10 ng/ml+40 g/ml AST处理 24 h）。
1.2.2 CCK-8法检测细胞活力 将各组HK-2细胞

接种于 96孔板，培养过夜后除去旧培养液，每孔加

入CCK-8试剂 20 l，继续孵育 2 h，用多功能酶标仪

检测各孔细胞吸光度值，波长设置为 450 nm，按公

式计算HK-2细胞相对活力：相对活力（%）=（实验组

A–空白组 A）/（对照组 A–空白组 A）×100%。

1.2.3 线粒体膜电位检测 将各组 HK-2细胞置于

底部铺有细胞爬片的 6孔板中，进行干预，24 h后去

除培养液并用PBS洗涤细胞，加入JC-1工作液 2ml，

在培养箱中孵育 30 min，用新鲜培养液洗涤 2 次，

PBS清洗 1次。荧光显微镜下进行观察并拍照。健

康细胞线粒体膜电位维持稳定，细胞内富集 JC-1聚
集体，表现为强烈的绿色与红色荧光叠加信号；受损

细胞线粒体膜电位下降，导致 JC-1聚集体数量减少，

荧光信号转变为以绿色为主，红色减弱[15]。

1.2.4 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR） 使用 Trizol

试剂从各组HK-2细胞中提取总RNA，并测定RNA

浓度。随后通过 GoScript 逆转录酶系统试剂盒将

RNA 逆转录为 cDNA。接着，采用 GoTaq 两步法

RT-qPCR系统试剂盒对 cDNA产物进行 PCR扩增。

PCR反应条件：95℃ 10 s，95℃ 30 s，60℃ 60 s，72℃
60 s，共 40个循环，采用 2– Ct法分析实时 PCR结果

数据。引物序列见表 1。使用 2– Ct 方法测定相对

引物名称 引物序列（5’→3’）
-SMA 正向：CGGACAGCGCCAAGTGAAG

反向：TTGTGTCTAGTTTCTGGGCGG
FN 正向：GCGCCGGCTGTGCTGCACAGG

反向：GCCTGGGGACAGCGGTGCCC
-actin 正向：CACGAAACTACCTTCAACTCC

反向：CATACTCCTGCTTGCTGATC

表 1 引物序列

【Key words】 Astaxanthin; Renal tubular epithelial cells; Mitophagy; Fibrosis
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mRNA水平，-actin基因作为内参基因。

1.2.5 Western Blot实验 使用RIPA裂解液裂解各

组 HK-2细胞，收集细胞总蛋白，并进行 BCA定量

分析。通过 SDS-PAGE凝胶电泳实现蛋白的分离并

将其转移至 PDVF膜表面。随后，使用 5%脱脂牛奶

对膜进行 1 h的封闭处理。封闭完成后，用 TBST缓

冲液对膜进行洗涤，每次洗涤持续10min，重复 3次，

将目的条带分别放入盛有 -SMA抗体（1∶1 000）、
FN抗体（1∶1 000）、LC3-II/I抗体（1∶500）、P62抗
体（1∶1 000）、PINK1抗体（1∶1 000）、parkin（1∶
1 000）及 GAPDH抗体（1∶10 000）的溶液中，4 ℃

摇床过夜；再TBST洗膜 10min，重复 3次，室温孵育

IgG二抗（1∶10 000）1 h，TBST洗膜 10 min，重复 3

次，用化学发光液覆盖。使用成像仪曝光进行拍照，

运用 Image J工具对蛋白图像进行灰度值量化分析。

1.3 统计方法 采用SPSS 22.0统计软件进行数据

分析，计量数据以均数±标准差表示，两组比较用独

立样本 检验；多组比较用单因素方差分析。图形

绘制由 GraphPad Prism 8软件完成。 ＜ 0.05表示

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组HK-2细胞活力比较 与Control组相比，

TGF- 1组 HK-2细胞的活力下降（ ＜ 0.05）；与

TGF- 1组相比，TGF- 1+AST 20 g/ml组、TGF- 1+
AST 40 g/ml组细胞活力增强（均 ＜0.05），见图1。
2.2 各组 HK-2细胞纤维化比较 与 Control 组相

比，TGF- 1组纤维化因子 -SMA、FN的 mRNA及

蛋白水平显著增高（均 ＜ 0.05）；与TGF- 1组相比，

TGF- 1+AST 20 g/ml组、TGF- 1+AST 40 g/ml组
-SMA、FN的 mRNA及蛋白水平显著降低（均 ＜

0.05），见图 2。
2.3 各组HK-2细胞线粒体膜电位比较 与Control

组相比，TGF- 1 组线粒体膜电位显著降低（ ＜

0.05）；与TGF- 1组相比，TGF- 1+ AST 20 g/ml组、

TGF- 1+AST 40 g/ml组线粒体膜电位显著升高（均

＜ 0.05）；与 TGF- 1+AST 20 g/ml组相比，TGF-
1+AST 40 g/ml 线粒体膜电位显著升高（ ＜

0.05），见图 3。
2.4 各组HK-2细胞自噬相关蛋白比较 与Control

组相比，TGF- 1组LC3-II/I、parkin、PINK1蛋白水平

显著升高（ ＜ 0.05），而 P62蛋白水平显著降低（

＜ 0.05）；与 TGF- 1组相比，TGF- 1+AST 20 g/ml

组、TGF- 1+AST 40 g/ml 组 LC3-II/1、parkin、
PINK1蛋白水平显著降低（ ＜ 0.05），而 P62蛋白

水平显著升高（ ＜ 0.05）；与TGF- 1+AST 20 g/ml

组相比，TGF- 1+AST 40 g/ml组 P62蛋白水平升

高（ ＜ 0.05），见封三图 1。

注：HK-2为人肾小管上皮细胞，AST为虾青素，TGF- 1为转化生长

因子- 1。与 Control组相比，a =7.08， ＜ 0.05；与 TGF- 1组相比，

b =3.52、4.68，均 ＜ 0.05
图 1 CCK-8检测 HK-2细胞的活力
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注：A～ B为 RT-qPCR检测各组 HK-2细胞 -SMA、FN mRNA表达水平，C～ D为Western印迹法检测各组 HK-2细胞 -SMA、FN蛋白表达

水平。AST为虾青素，TGF- 1为转化生长因子- 1，HK-2为人肾小管上皮细胞，-SMA为 平滑肌肌动蛋白，FN为纤连蛋白。与 Control组相

比，a ≥3.38，均 ＜ 0.05；与 TGF- 1组相比，b≥3.52，均 ＜ 0.05；与 TGF- 1+AST 20 g/ml组相比，c ≥2.88，均 ＜ 0.05
图 2 AST对 TGF- 1诱导的 HK-2纤维化的影响
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3 讨论

肾纤维化是 CKD终末期阶段常见表现。TGF-

1是参与肾纤维化的主要因子，其过表达会导致肾

脏纤维化[16]。近年来，研究发现 AST可以改善器官纤

维化，是一种治疗纤维化非常有前景的天然物质[17]。

本研究发现TGF- 1诱导的HK-2细胞活力下降，纤

维化因子 -SMA 和 FN 的 mRNA 及蛋白水平显著

升高，而在 20及 40 g/ml AST干预后，HK-2细胞活

性增加，-SMA和 FN的mRNA及蛋白水平显著降

低。这表明 AST可以改善 TGF- 1诱导的 HK-2细

胞纤维化。

TGF- 1 长时间过度表达可以提高单磷酸腺苷

活化蛋白激酶 的活性，然后通过泛素依赖型途径激

活线粒体自噬[18]。线粒体自噬是细胞利用自我降解

机制来清除受损或过多线粒体的过程，其对于维持

整个线粒体网络功能完整性和细胞存活至关重要。

适当的线粒体自噬可以保护细胞免受应激引起的死

亡，但过度的自噬会增加细胞凋亡水平[19]。已知线粒

体自噬的调控机制与 PINK1/parkin 通路有关 [20]。

PINK1是一种存在于线粒体膜上的蛋白，可以感知

线粒体受损，并被招募到受损的线粒体上激活下游

的 E3泛素连接酶 PRKN和泛素酶。其形成的复合

物有助于通过溶酶体清除受损的线粒体来确保线粒

体质量控制和细胞内稳态的维持 [21]。PINK1/parkin

通过阻止 LC3-II的积累，从而抑制线粒体自噬。P62

也是预测线粒体自噬的一个重要标志，P62水平下

降表明线粒体自噬被激活[22-23]。已有研究发现，高糖

培养会导致 HK-2细胞的 PINKl、LC3-II水平下降，

P62水平升高[24]。另一项研究发现，PINK1/parkin介
导的线粒体自噬途径参与了高脂加重对比剂所致

HK-2细胞的损伤[25]。国外研究报道，AST可以直接

影响线粒体，维持线粒体的完整性 [26]。因此，推测

AST可能通过调控线粒体自噬改善HK-2细胞纤维

化。本研究结果显示，在 20、40 g/ml的 AST处理

后，TGF- 1诱导的 HK-2细胞线粒体膜电位水平显

著升高，并且随着 AST浓度增加，线粒体膜电位表

达水平更高。此外，AST处理显著上调 TGF- 1诱
导的 HK-2 细胞中 P62 蛋白水平，下调 LC3-II/I、
PINK1和 parkin 蛋白水平。这表明 AST 可能通过

抑制线粒体自噬来改善 TGF- 1诱导的 HK-2细胞

纤维化。但本研究存在一定的局限性：首先，本研究

只在体外试验中初步验证，需结合体内试验及临床

试验验证 AST 是否可以通过抑制线粒体自噬改善

肾纤维化。其次，本研究未详细阐明 AST的药物作

用机制及不同 AST浓度对线粒体自噬的影响。

注：A为免疫荧光检测 HK-2细胞的线粒体膜电位水平，B为线粒体膜电位水平的半定量分析。HK-2为人肾小管上皮细胞，AST为虾青素，

TGF- 1为转化生长因子- 1。与 Control组相比，a =16.68， ＜ 0.05；与 TGF- 1组相比，b =14.13、9.151，均 ＜ 0.05；与 TGF- 1+AST 20 g/ml
组相比，c =5.32， ＜ 0.05

图 3 免疫荧光检测 HK-2的线粒体膜电位水平及其半定量分析

5

3

2

1

0

4

线
粒

体
膜

电
位

Co
ntro

l
TG
F-

1

TG
F-

1+A
ST

20
g/m

l

TG
F-

1+A
ST

40
g/m

l

JC-1红色荧光

JC-1绿色荧光

合并图层

Control TGF- 1 TGF- 1+AST 20 g/ml TGF- 1+AST 40 g/mlA

B



Modern Practical Medicine, December 2024, Vol. 36, No.12· 1552·

综上所述，AST 可通过下调线粒体自噬减轻

TGF- 1诱导的 HK-2细胞的纤维化。这为 AST 在

肾纤维化治疗领域的潜在应用提供了有价值的线索

和证据。
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