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基于转录组学探讨水蛭素对 ＨＫ⁃２ 细胞的影响机制
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摘要　 目的 采用转录组学技术探讨水蛭素对人肾皮质近曲小管上皮细胞（ＨＫ⁃２ 细胞） 的影响及机制。
方法 利用 ＣＣＫ⁃８ 法检测水蛭素处理之后的 ＨＫ⁃２ 细胞活力，通过转录组学的技术对溶媒对照组和水蛭素组

进行转录组测序；通过 ＲＳＥＭ 的方法计算不同样品中的基因表达水平，差异基因的筛选采用 ＤＥｓｅｑ２ 方法，筛
选标准为 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ 值 ｜≥１，Ｐ＜０．０５。 随后根据差异表达的基因进行富集分析。 结果 水蛭素５ ｍｇ ／ ｍＬ下提高

ＨＫ⁃２ 细胞活力效果最佳，转录组学研究结果表明，与正常 ＨＫ⁃２ 细胞相比，水蛭素处理后的 ＨＫ⁃２ 细胞有

１ ７２３个基因发生差异表达。 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析结果表明，炎症通路的调控是水蛭素治疗高尿酸血症的主要

作用机制。 结论 水蛭素作用于多条炎症信号通路，进而促进尿酸排泄，促进集体代谢和尿酸排出体外，起到

降尿酸的作用，表明水蛭素在治疗高尿酸血症方面效果显著。
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　 　 高尿酸血症（ ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ，ＨＵＡ）是指在正常

饮食下，非同日两次空腹血尿酸水平在男性和绝经期

女性中＞４２０ μｍｏｌ ／ Ｌ，或绝经前女性＞３６０ μｍｏｌ ／ Ｌ［１］。

近年来，随着饮食结构变化，高尿酸血症患病人群不

断扩大［２］。 较低等生物可利用尿酸酶将尿酸氧化成

尿囊素，然后排出体外，但是，对人类而言，尿酸酶的

缺乏导致尿酸最终代谢为嘌呤［３］。 体内尿酸的产生

和排泄在正常情况下始终保持平衡状态，但尿酸生

成增减或者排出减少时，发生高尿酸血症的风险大

大增加［４］。 血液中的尿酸浓度超出正常范围时便会

发生诸多的病理反应，如线粒体形态改变、炎症、细

胞凋亡［５］。 高尿酸血症成为慢性肾病、高血压、心血

管病变等多种疾病发生的高危因素，严重危害人类

机体健康，因此，降尿酸治疗已成为防治高尿酸血症

的研究重点［６］。 中药基于多途径多靶点的特点，在

高尿酸症的治疗上发挥独特优势，能有效弥补目前

临床药物的不足［７］。

水蛭素来源医蛭科动物菲牛蛭及其唾液腺中。

金边蚂蟥为广西道地药材，野生资源丰富，近年来，

人工养殖技术和提取其主要活性组分中的水蛭素技

术也趋于成熟。 研究［２，８］结果表明，水蛭素具有缓解

肾纤维化及保护肾损伤作用，并增加细胞对于氧化

应激的抵抗能力，有效修复线粒体的损伤，延缓并阻

止尿酸导致的肾细胞凋亡。

转录组学是一种用于深入了解基因表达模式的

高通量技术。 它在已知生理状态下，基于 ＲＮＡ 水平

的测量来比较不同组织或细胞类型，从而鉴定出表

达量发生显著变化的基因。 在现代生物医学研

究［９－１０］中，转录组学已成为诊断标记物和治疗靶点

鉴定的重要工具。 本研究选用人肾皮质近曲小管上

皮细胞（ｈｕｍａｎ ｋｉｄｎｅｙ⁃２ ｃｅｌｌｓ，ＨＫ⁃２ 细胞）作为实验

模型，以水蛭素为干预因子，分析水蛭素对 ＨＫ⁃２ 细

胞活力的潜在增强效应，并且运用转录组学技术对

其作用机制进行深入探究，为水蛭素治疗高尿酸血

症提供科学依据。

１　 材料

１．１　 药物及试剂

水蛭素冻干粉：金边蚂蟥选择活体（购于南宁市

金海科康生物医 药 科 技 有 限 公 司， 批 准 文 号：

２０１６１２０５），经广西科学院生物研究所周维官研究员

鉴定为医蛭科牛蛭属动物菲牛蛭。 金边蚂蟥首先经

由吸饱诱导液 ２%氯化钠活体吸取，然后转移到专用

容器中。 在乙醇与硫酸锌的混合溶液作用下，蚂蟥

排放出其唾液，从而获得未经处理的天然水蛭素提

取液。 该提取液经过纯化和添加辅料后，进行冷冻

干燥处理。 最终得到的粉末形态的天然水蛭素具有

约 ５ ２００ ＡＴＵ ／ ｇ 的凝血酶滴定值和 ９６%的质量分

数。 为满足实验需求，该水蛭素与稀释剂（蒸馏水）

混合，配制成含水蛭素 ２００ ＡＴＵ ／ ｇ 的溶液。

其他试剂：青链霉素（购自中国兰杰柯科技公

司，产品货号：ＢＬ５０５Ａ），Ｔｒｉｚｏｌ（购自赛默飞世尔科技

公司， 产 品 货 号： １５５９６０１８ ）， ＤＥＰＣ ｗａｔｅｒ （ 购 自

Ａｍｂｉｏｎ 公司，产品货号：ＡＭ９９１５），异丙醇（购自西

陇化工化学试剂公司，产品型号 ＡＲ ５００ ｍＬ），胰蛋

白酶 （购自百普赛斯生物科技公司，产品货号：

ＢＬ５０１Ａ），胎牛血清（购自澳洲 ＣＬＡＲＫ 公司，产品货

号：ＦＢ１５０１５），ＨＫ２（购自武汉普诺赛生命科技有限

公司，产品货号：ＣＬ⁃０１０９），ＨＫ２ 细胞专用培养基

（购自武汉普诺赛生命科技有限公司，产品货号：

ＣＭ⁃０１０９），尿酸（ＵＡ）（购自上海源叶生物科技有限

公司，产品货号：Ｓ３０６４０），总 ＲＮＡ 提取试剂盒（购自

·８８·
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康为世纪生物科技有限公司，产品货号：ＣＷ０５９７Ｓ），

逆转录试剂盒（购自全式金生物技术有限公司，产品

货号：ＡＥ３１１），ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒（购自全式

金生物技术有限公司，产品货号：ＡＱ１３１），ＣＣＫ８（购
自百 普 赛 斯 生 物 科 技 有 限 公 司， 产 品 货 号：

ＢＳ３５０Ｂ）。

１．２　 仪器

超净工作台（购自苏州安泰空气技术有限公司，

产品型号：ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ），超低温冰箱［购自赛默飞世

尔科技公司，产品型号：９０５⁃μｌＴＳ（４９０Ｌ）］，低温离心

机（购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，产品型号：５４２７Ｒ），生

物安全柜（购自艾斯克公司，产品型号：Ａｉｒｓｔｒｅａｍ），

显微镜（购自江南永新光学仪器有限公司，产品型

号：ＸＤ２０２），破碎仪（购自德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司，产品

型号：ＴｉｓｓｕｅＬｖｓｅｒ ＩＩ），ＣＯ２培养箱（购自赛默飞世尔

科技公司，产品型号：３１１１），Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测仪

（购自罗氏公司，产品型号：ＬＣ９６），微量分光光度计

（购自杭州奥盛仪器有限公司，产品型号： Ｎａｎｏ⁃

１００），台式离心机（购自赛默飞世尔科技公司，产品

型号：Ｐｉｃｏ１７），酶标仪（购自南京德铁实验设备有限

公司，产品型号：ＨＢＳ⁃１０９６Ａ）。

２　 方法

２．１　 分组及给药

于 ＤＭＥＭ＋１０%ＦＢＳ＋１% 双抗的培养基中进行

ＨＫ⁃２ 细胞培养，培养条件为 ３７ ℃、５% ＣＯ２，待细胞

生长至黏合度为 ８０%～９０%时进行传代。 实验设计

分两组：溶媒对照组和水蛭素组。 在水蛭素组中分

别设置 ０．１、１．０、５．０、１０、２０ ｍｇ ／ ｍＬ 等 ５ 个不同的水

蛭素浓度，水蛭素的作用时间设置为２４ ｈ。作用结束

后，利用 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活力变化。 ＣＣＫ⁃８ 检测实

验步骤：将 ＨＫ２ 细胞以 ３×１０４个 ／孔接种于 ９６ 孔板

中，培养 ２４ ｈ；待细胞融合度为 ７０% ～ ８０%时给药，

２４ ｈ 后进行 ＣＣＫ⁃８ 检测，先按 １ ∶ １０ 配制 ＣＣＫ⁃８ 试

剂；将原孔培养基弃去，每孔加入 １００ μＬ稀释后的

ＣＣＫ⁃８ 溶液；培养箱孵育 ２ ｈ 后，酶标仪检测 ＯＤ 值

的波长为 ４５０ ｎｍ。

２．２　 转录组测序

测序 样 本 准 备 流 程： 将 ＨＫ⁃２ 细 胞 以 密 度

５×１０６个 ／皿的浓度接种到 １０ ｃｍ 培养皿中，并维持

２４ ｈ。 当细胞融合度达到 ７０%～８０%时，根据预定的

实验组别进行水蛭素的添加。 实验分组：空白对照

组、水蛭素组（５ ｍｇ ／ ｍＬ）；加水蛭素 ２４ ｈ 后，收集细

胞进行细胞 ＲＮＡ 提取。

实验过程中，从空白组及水蛭素药效最佳剂量

组中随机选取样本（各 ２ 个重复），进行总 ＲＮＡ 的提

取。 ＲＮＡ 纯度的测定采用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００ 设备，而

ＲＮＡ 的完整性则通过琼脂糖凝胶电泳进行评估。

ＲＮＡ 的完整性数值通过生物分析仪进行量化测定。

提取样品总 ＲＮＡ 后，用带有 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠富集

真核生物 ｍＲＮＡ。 加入 ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 将 ｍＲＮＡ

打断成短片段，以 ｍＲＮＡ 为模板，用六碱基随机引物

（ｒａｎｄｏｍ ｈｅｘａｍｅｒｓ）合成第 １ 条 ｃＤＮＡ 链，然后加入

缓冲液、ｄＮＴＰｓ、ＲＮａｓｅ Ｈ 和 ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｉ 合成第

２ 条 ｃＤＮＡ 链，接下来对双链 ｃＤＮＡ 进行末端修复，

加 ｐｏｌｙ（Ａ），连接测序接头，使用磁珠进行纯化及片

段选择，最后进行 ＰＣＲ 扩增，获得文库。 文库质检

合格后进行上机测序。 转录组测序由武汉灵思生物

技术有限公司完成。

２．３　 差异基因筛选和富集分析

过滤原始读段后得到洁净读段，比对参考基因

组并计算每个样品的基因表达水平，使用 ＤＥｓｅｑ２ 方

法筛选差异基因，筛选条件为 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ 值 ｜ ≥１，Ｐ＜

０．０５。对差异基因进行富集分析。

２．４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２２．０ 统计软件分析数据，计量资料以

（�ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）进行评

估。 Ｐ＜０．０５ 为差异具有统计学意义。

３　 结果

３．１　 水蛭素改善 ＨＫ⁃２ 细胞活力

除 ０．１ ｍｇ ／ ｍＬ 的水蛭素以外，其余浓度的水蛭

素的 ＨＫ⁃２ 细胞活力均明显提升，其中 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 效

果最好，为 ４．９７，与对照组的 ３．５８ 相比，细胞活力显

著提升，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），结果如图 １

所示。

·９８·
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图 １　 不同组别细胞活力

３．２　 测序数据统计分析

使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 测序平台完成转录

组测序，具体信息如表 １ 所示。

表 １　 测序数据统计

样本 总读取量 总基数 洁净读段 洁净基数
Ｑ２０

含量 ／ %
Ｑ３０

含量 ／ %
ＧＣ ／ %

细胞对照 １ ４５ ５５２ ５２０ ６ ８３２ ８７８ ０００ ４５ ５５２ ５１６ ６ ８２８ ２３６ ６３２ ９７．６ ９２．５ ５２．９

细胞对照 ２ ４７ ７１５ ８１８ ７ １５７ ３７２ ７００ ４７ ７１５ ８１６ ７ １５２ ８６７ ０２８ ９７．３ ９１．５ ５２．３

水蛭素 １ ４４ ８８５ ６９２ ６ ７３２ ８５３ ８００ ４４ ８８５ ６９０ ６ ７２７ ７２４ ２３８ ９７．８ ９３．２ ５４．３

水蛭素 ２ ４３ １６３ ３９６ ６ ４７４ ５０９ ４００ ４３ １６３ ３８６ ６ ４６９ ８３３ ５１８ ９８．０ ９３．６ ５４．５

３．３　 差异基因表达分析

水蛭素组有 １ ７２３ 个基因在水蛭素组中差异表

达，其中有 ８８６ 个上调基因、８３７ 个下调基因，结果如

图 ２ 所示。

图 ２　 差异基因的火山图

３．４　 差异表达基因 ＧＯ 功能富集分析

对差异基因进行 ＧＯ 分析，并对前 ２０ 位的重要

生物过程、细胞成分、分子功能进行可视化，结果如

图 ３ 所示。 在生物学过程分析中，药物反应、炎症反

应、细胞因子信号通路、凋亡过程的正向调控较为重

要（图 ３Ａ）；在细胞成分中，以细胞的各种组成成分

较为重要，如基底外侧质膜、细胞受体复合体、细胞

外基质、薄膜、轴突、内质网内腔、谷氨酸能突触等

（图 ３Ｂ）；在分子功能中，以调控分子活性和结合功

能为主，如转录因子结合、生长因子活性、细胞因子

结合，整合素结合等（图 ３Ｃ）。

·０９·
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注：Ａ．生物过程；Ｂ．细胞成分；Ｃ．分子功能。

图 ３　 ＧＯ 分析

３．５　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 通路富集分析

对差异基因进行 ＫＥＧＧ 富集分析结果表明，

１ ７２３个差异基因富集 ３２１ 条不同的信号通路，有

８５ 条富集显著的通路，对前 ２０ 条通路进行可视化，

结果如图 ４ 所示。 ＫＥＧＧ 分析包括 ＴＮＦ 信号通路、

ＩＬ⁃１７信号通路、细胞凋亡、 ＮＦ⁃κＢ 信号通路、 ＭＡＰＫ

信号通路等。 上、下调基因的富集分析结果如图 ５

和图 ６ 所示。

图 ４　 ＫＥＧＧ 通路分析

·１９·
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图 ５　 上、下调差异基因的 ＧＯ 分析

图 ６　 上、下调差异基因的 ＫＥＧＧ 分析

４　 讨论
金边蚂蟥为广西珍贵药材，在广西民间多采用

该药材治疗痛风病症，疗效确切［２］。 金边蚂蟥作用

于高尿酸血症小鼠后，能显著降低血液中的尿酸水

·２９·
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平，且使用安全，无毒副作用［１１］。 另有研究［１２］ 结果

表明，对高尿酸血症小鼠采用金边蚂蟥活性组分水

蛭素治疗后，小鼠血清中的尿素氮水平显著下降，并

且能够有效治疗模型小鼠的肾脏损伤。 此外，水蛭

素可能是一种潜在优良的抗高尿酸痛风药物，具有

高效、低毒的特性［１１，１３］。 在既往研究结果的基础上，

本研究基于转录组学探索水蛭素治疗高尿酸血症的

作用机制。

随着经济的发展，生活水平的提高，人们的饮食

结构发生改变，且社会老龄化日趋严重，造成高尿酸

血症的发病率显著升高。 有研究［６，１４］ 结果表明，高

尿酸血症人群中以绝经后女性和老年男性居多，但

近来显现出趋于年轻化倾向，且显示出沿海地区较

高的现象，这可能与沿海地区吃海鲜的饮食习惯、男

性喜饮酒等有关。 高尿酸血症具有诸多危害，可引

起痛风，肾脏疾病、动脉粥样硬化、高血压等，严重威

胁人类的生命健康。 因此，对高尿酸血症采取预防

和控制措施，对于防治肾脏疾病具有重要的临床

意义。

转录组学是在 ｍＲＮＡ 层面，基于 ｍＲＮＡ 的表达

水平所进行的研究，近年来生物信息学不断发展完

善，转录组学已成为揭示药物作用机制的重要方法。

本研究结果表明，５ ｍｇ ／ ｍＬ 的水蛭素可以有效提升

ＨＫ⁃２ 细胞活力。 对差异基因进行 ＫＥＧＧ 富集分析

结果表明，１ ７２３ 个差异基因富集 ３２１ 条不同的信号

通路，有 ８５ 条富集显著的通路，其中 ＴＮＦ 信号通路

较为显著。 ＴＮＦ 是一种促炎因子，根据以往的调

查［１５］数据，不正常升高的促炎因子在某种程度上引

起高尿酸血症患者异常的尿酸水平，在短时间内升

高，这种情况也会致使尿酸盐堆积，尿酸盐着重堆积

在肾脏处，对于患者肾小管上皮细胞有一定的影响，

局部会产生炎症反应，这种情况也使炎症细胞越来

越多，进而增加了 ＴＮＦ⁃α 的含量，在炎症反应下，肾

实质细胞也会有一定的损伤，此时会严重损坏患者

的肾功能［１６］。 此外，当患者体内尿酸水平处于长期

高水平时，会导致机体出现尿酸过饱和状态，尿酸及

衍生物会在肾脏和关节大量堆积，导致这些脏器或

者组织周围的单核巨噬细胞出现黏附现象，释放炎

症因子并朝着其他部位渗出，造成恶性循环，加重病

情，引起炎症反应、氧化应激等，从而造成肾损伤、痛

风等，因此调控炎症反应是治疗高尿酸血症的有效

方法。

水蛭素是一种有效的凝血酶抑制剂，具有从水

蛭唾液中提取的抗凝血特性。 多项研究已经显示，

水蛭素在多种疾病中起抗炎作用。 ＤＥＮＧ 等［１７］研究

了水蛭素治疗大鼠免疫球蛋白 Ａ 肾病的潜力。 研究

发现，水蛭素治疗可显著降低 ＩｇＡＮ 模型中的蛋白

尿、血清肌酐和尿素氮水平、凋亡相关蛋白和炎症因

子（ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１８）。 ＹＡＮＧ 等［１８］ 研究了水蛭

素在单侧输尿管梗阻大鼠模型肾间质纤维化中的作

用，结果显示，水蛭素通过调节 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 和

ＮＦ⁃κＢ信号通路，减轻肾损伤和肾间质细胞外基质

（ＥＣＭ）沉积。 ＬＩ 等［１９］ 研究水蛭素降低 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ

信号通路以治疗肾脏纤维化的分子机制，结果显示，

水蛭素治疗显著抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路，并降低

高尿酸血症大鼠模型中的血尿酸水平和肾损伤。

ＧＯ 分析结果表明，水蛭素在高尿酸血症治疗中

发挥重要作用，能够在一定程度上激活生长因子的

活性，发挥正常功能，也能有效抑制炎症反应，保证

生物体的生命健康。 ＩＬ⁃１７ 信号通路能够在一定程

度上改善炎症反应，通过建立这一通路，患者体内的

软骨细胞、滑液、半月板的功能得到恢复，能在很大

程度上避免炎症反应。 相关研究［２０］ 结果表明，ＩＬ⁃１７

与其受体反应时，能够在一定程度上激活下游的路

径。 在此基础上，借助水蛭素能够在一定程度上改

善炎症反应，对于高尿酸血症的治疗也有重要意义。

本研究结果表明，显著富集的通路大部分集中于炎

症和免疫相关的通路，而高尿酸血症最易引起炎症

反应进而引发其他各种疾病和并发症，通过转录组

学的富集分析结果可知，水蛭素主要通过调控炎症

通路进而促进尿酸排泄，促进集体代谢和尿酸排出

体外，起到降尿酸的作用。

５　 结束语
本研究着重探究金边蚂蟥活性组分水蛭素对于

高尿酸血症的治疗作用，通过一系列相关研究获取

的数据为今后研究提供有效方向。 研究结果提示，

水蛭素作用多条炎症信号通路，通过调控多种生物

·３９·
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过程来实现抗高尿酸血症的作用，表明水蛭素是治

疗高尿酸血症很有前景的药物。 水蛭素抗高尿酸血

症靶点及通路丰富，在后续的实验中应进一步验证

相关靶点和通路，为抗高尿酸血症药物研发、临床治

疗提供参考。
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