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前言

急性肾损伤（Acute Kidney Injury，AKI）是一种高致死性和
高发病率的临床常见病，也是慢性肾脏疾病的重要发病原因。

主要表现为肾小球过滤能力的显著降低[1-3]。虽然目前已经发现

如，肾小球血管灌注降低，药原性，手术诱发，或者败血症等可

能是急性肾损伤的发病原因，但目前对其发病机理不是很清

楚，也没有有效的治疗肾损伤的药物存在[4,5]。

越来越多的证据表明线粒体的功能异常是导致急性肾损

伤的主要原因，目前对线粒体功能的研究，如线粒体生物合成

作用，线粒体的融合和分裂作用以及线粒体的自噬作用的研究

暗示线粒体在急性肾损伤的重要作用及作为药物靶点治疗急

性肾损伤的可能性[6-8]。许多线粒体的代谢异常导致肾脏相关的

病理改变[9,10]，如，辅酶 Q 的生物合成作用受阻或线粒体 DNA

的突变是儿童和成人中局灶性肾小球硬化症的主要发病机制。

在急性肾损伤中，线粒体的功能在组织损伤中起到了非常重要

的作用，恢复线粒体的生物功能可能是肾脏功能恢复的重要药

物靶点[11,12]。

正常的线粒体运输蛋白进入和运出线粒体的功能对于线

粒体是非常关键的，在线粒体上存在多种复合物来调节物质的

运输，如在线粒体外膜存在 TOM 复合物，内膜存在 TIM复合

物，而这些复合物存在不同的组装原件和亚基，在细胞核内生

成的前体蛋白需要通过线粒体的正常运输才能正确的组装到

相应的亚线粒体部位发挥作用，而这些运输通道的功能正常发
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挥对于线粒体在细胞内的功能发挥是非常重要的，其异常会导

致细胞毒性甚至细胞凋亡的发生。线粒体被称为是细胞内的 '

能量工场 '，细胞代谢需要的大量的 ATP需要线粒体通过氧化

磷酸化途径合成，而这些 ATP 需要通过线粒体膜上的
ADP/ATP载体蛋白 SLC25A6的正确运输，才能到细胞质内发

挥作用，SLC25A6又称为 ADP/ATP转移酶 3，是一种可溶性的

膜转运载体蛋白，其在细胞内的正确组装直接影响细胞内 ATP

的水平和线粒体内其他蛋白质的运输和正确组装，其突变将导

致许多疾病，如细胞毒性，癌症，败血症等[13,14]。

本研究拟根据 SLC25A6蛋白的 ATP运输特点，构建检测

线 粒 体 蛋 白 运 输 能 力 检 测 工 具 pcDNA3.
0-1xHA-SLC25A6-1xmyc，通过此在细胞内的成熟形式和前体

蛋白的量变化，实时监测线粒体物质运输能力的变化，研究线

粒体生物合成作用在急性肾损伤中的作用机理。

1 材料和方法

1.1 材料
Hela细胞， DH5琢 菌株和 pcDNA3.0 质粒均为本室

保存，SCL25A6基因为本实验室真核生物基因库中保存基因，
PrimerStar DNA 聚合酶，DNA Marker, I 和 I DNA 限

制性内切酶均购自于 TakaRa 公司，小量质粒提取试剂盒，
DNA胶回收试剂盒均购于 Axygen公司，SDS-PAGE所用蛋白
Marker购于 Invitrogen公司。Western blot所用一抗 ERK抗体

购于 Santa Cruz公司，HRP标记的羊抗鼠 IgG购于 Odyssey公

司，抗 HA和抗 Myc抗体均购自 Cell signaling公司，转染所用

试剂盒 Lipofectamine2000购自 Life technologies。
1.2 方法
1.2.1 引物设计，合成及 PCR 扩增 依据 NCBI SLC25A6

mRNA序列进行引物设计，用 Primer Premers5软件进行设计

引物，在设计引物时，上下游分别加入 I和 I酶切位

点，引物由 Invitrogen公司合成。合成后引物稀释成 10 滋M后

进行 PCR，反应体系为 sense oligo 1 滋L，antisense oligo 1 滋L，
5x PrimerSTAR Buffer 10 滋L，PrimerSTAR HS DNA Polymerase

（2.5 U/滋L）0.5 滋L，模板 2 滋L，dNTP Mixture 4 滋L，灭菌水
31.5 滋L。反应条件为 98 ℃ 10 sec，58 ℃ 45 sec，72 ℃ 2 min，35

个循环。上游引物加入 1酶切位点和在起始密码子 ATG

后加 1xHA 标签，序列为：5'-ccgGAATTCgccaccatgtacccatac-

gatgttccagattacgctatgacggaacaggccatctcct-3'，下游引物加入 Xhol

酶切位点，及在 SLC25A6 后加 1xmyc 序列，引物序列为：
5'-ccgCTCGAGttcattcaagtc-

ctcttcagaaatgagcttttgctcgatcaccttcttgagc tcgtcgt-3'。
1.2.2 PCR 扩增 SLC25A6 用 PrimerSTAR DNA 聚合酶扩

增 SLC25A6，基因，PCR结束后进行胶回收，纯化含有酶切位

点的 SLC25A6 PCR产物。
1.2.3 空载体和 PCR 产物双酶切 取经过胶回收纯化的

PCR产物 1 滋g，和空载体 pcDNA3.0 1 滋g同时进行双酶切，每

个体系中分别加入 I和 I各 1 滋L，10× H buffer 各 2

滋L，补水至 20 滋L后在 37 ℃ 培养箱酶切 3 h，酶切结束后进行

琼脂糖凝胶电泳纯化酶切片段。

1.2.4 阳性克隆的鉴定 挑取阳性克隆 5株，经扩增后小量提

取质粒后进行双酶切鉴定。

1.2.5 阳性克隆株测序鉴定 将酶切鉴定正确的克隆挑选一

株进送 Invitrogen公司测序。
1.2.6 免疫印迹检测蛋白表达 接种人 Hela细胞于 10 cm皿
上，将 4 滋g质粒 DNA和 Lipofectamine2000转染试剂 8 滋L分

别和无血清 DMEM培养基混合于 250 滋L中，室温静置 5 min，

混匀后静置 20 min，加入提前铺好的细胞中，在 37 ℃，5 %的
CO2下恒温培养培养 24 h。提取蛋白，制样，HA，Myc，ERK抗

体 1:1000 稀释，4 ℃ 孵育过夜后于二抗结合后曝光检测
SLC25A6蛋白表达情况。

2 结果

2.1 pcDNA3.0-1xHA-SLC25A6-1xMyc重组载体的构建
2.1.1 PCR 扩增 SLC25A6 基因 经 PCR 加入 I 和

1酶切位点，以及 HA和 Myc标签至 SLC25A6基因两端，
PCR后进行 DNA琼脂糖凝胶电泳纯化 PCR产物，可观察到 8

个 PCR管均可见约 900 bp PCR产物(图 1)。

2.1.2 空载体与 PCR产物双酶切预处理 空载 pcDNA3.0和
PCR 产物经 I和 I双酶切后的产物进行 DNA 电泳，

可以检测到约 5.4 kb 大小 pcDNA3.0 条带和约 0.9 kb 的
SLC25A6条带，从结果可以看出，酶切成功(图 2)。

2.1.3 重组载体 pcDNA3.0-1xHA-SLC25A6-1xMyc阳性克隆的

挑选 将酶切后的产物分别进行 DNA 琼脂糖凝胶电泳，连

接，转化后挑选 5个克隆进行小量 DNA提取和酶切鉴定，从结

果中可见 5个克隆中有 4个为阳性克隆，可见约 900 bp条带

（图 3）。

图 1 SLC25A6 PCR扩增结果

Fig.1 PCR amplification result of SLC25A6

图 2 SLC25A6, pcDNA3.0双酶切产物

Fig.2 Products of pcDNA3.0 plasmid and SLC25A6 fragment restriction

enzyme double Digestion
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2.1.4 阳 性 克 隆 测 序 验 证 挑 取 1 个 pcDNA3.

0-1xHA-SLC25A6-1xMyc 阳性克隆送 Invitrogen 公司测序，测

序结果经与 NCBI上传序列比对，可见 HA标签，Myc标签及
SCL25A6基因已经成功插入到 pcDNA3.0空载中，该工具构建

成功（图 4）。
2.2 pcDNA3.0-1xHA-SLC25A6-1xMyc表达检测

将构建好的质粒 pcDNA3.0-1xHA-SLC25A6-1xMyc 经
Lipofectamine 2000转染 Hela细胞 24 h后，用 NP40裂解细胞
收集蛋白，检测蛋白表达情况。结果显示，该蛋白成功表达，且

当 SLC25A6蛋白被成功运输到线粒体膜内时，可检测到成熟

形式的 SLC25A6 蛋白，而同时在细胞中仍然可以检测到
SLC25A6蛋白的前体蛋白（图 5）。

3 讨论

急性肾损伤是一类高致病性和高致死率的疾病，然而目前

对其发病机制还不是很清楚，急迫需要治疗急性肾损伤的有效

方法，大量研究表明，急性肾损伤与线粒体的功能异常密切相

关，肾小管，尤其是近端小管细胞含有大量的线粒体，这些线粒

体是通过氧化磷酸化维持细胞 ATP的正常水平，从而保证肾

脏的正常过滤作用。缺血再灌注损伤，药物毒性和败血症等均

会导致近端小管细胞线粒体的损伤。患有遗传性线粒体疾病的

儿童其主要症状是肾脏具有范可尼特征，另外，许多肾脏疾病，

如糖尿病肾病，肾病综合症都存在线粒体功能的损害[15-18]。

线粒体从细菌而来，是高度复杂的细胞器，存在双层膜，内

膜存在大量的脊，线粒体在细胞内发挥重要作用，如大分子的

图 3重组入门质粒 pcDNA3.0-1xHA-SLC25A6-1xMyc阳性克隆挑选

Fig.3 Positive clones of pcDNA3.0-1xHA-SLC25A6-1xMyc

图 4 pcDNA3.0-1xHA-SLC25A6-1xMyc阳性克隆测序结果和质粒图谱

Fig.4 Sequencing result and plasmid map of pcDNA3.0-1xHA-SLC25A6-1xMyc positive colony
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图 5表达质粒 pcDNA3.0-1xHA-SLC25A6-1xMyc Western blot结果

Fig.5 Verification of pcDNA3.0-1xHA-SLC25A6-1xMyc plasmid

expression: Western blot result

生物合成作用，调节细胞凋亡过程，参与调节胞内 Ca2+的平衡

等作用，同时，线粒体也是细胞内大量 ROS产生的主要原因，

也是导致细胞基因组不稳定性的原因。线粒体功能的损害对细

胞产生毒性，甚至细胞凋亡，越来越多的证据发现败血症性急

性肾损伤伴随有严重的线粒体损伤，在药物如异环磷酰胺，顺

铂，替诺福韦，庆大霉素等引起的急性肾损伤中也存在线粒体

的损伤[19-22]，同时，研究表明，在心脏手术引起的急性肾损伤中

发现尿液中线粒体 DNA的升高。线粒体是高度动态的细胞器，

存在形态的改变，如通过融合和分裂来交换线粒体基因和代谢

产物，线粒体分裂是凋亡因子如细胞色素 C从线粒体释放到细

胞质的重要步骤，在小鼠试验中发现，参与线粒体分裂的分子

DRP1迅速被招募到近端小管细胞分裂的线粒体部位，用药物

或者基因手段阻止 DRP1的活性使线粒体融合能力显著增加，

能有效防止细胞凋亡的发生和防止肾脏损伤，DRP1 抑制剂
Mdivi-1能防止多种器官的损伤。在急性肾损伤患者标本中可

见明显的管细胞的损伤和线粒体自噬途径的异常，线粒体自噬

途径是细胞有效清除功能异常的主要途径，而细胞需要通过生

物再合成和线粒体融合和分裂的方式保证细胞内正常的线粒

体数目，改善参与线粒体生物合成的主要分子的功能能显著改

善急性肾损伤的恢复[25]。PGC-1琢是调节线粒体生物合成过程
的关键激活辅因子，急性肾损伤患者肾皮质细胞表现为明显的

PGC-1琢表达降低，而在急性肾损伤恢复期，当需要线粒体生物
合成提高时，其表达量明显增高，AMPK是 PGC-1琢上游激活
因子，是重要的能量代谢开关，当细胞内 ATP急剧下降时，其

能有效提高细胞代谢水平，用药物激活 AMPK能有效保护肾
脏损伤[26,27]由此可见，线粒体功能在多种原因所致的急性肾损

伤中发挥重要作用，是主要的潜在的靶向治疗急性肾损伤的可

能靶标[23,24]。

在研究线粒体对急性肾损伤中的作用，传统的方法会用到

染料或者需要破碎细胞[28-31]，不能很好的真实反应细胞内线粒

体的功能。如 L. Jay Stallons等用叶酸诱导小鼠产生急性肾损

伤模型，通过检测血清肌酸肝，尿糖，或者通过检测细胞内

PGC-1琢 的 mRNA 水平的变化来反应线粒体的生物合成作用
[28]，不能客观直接反应细胞内线粒体的代谢情况，因此需要一

种能直接，实时检测线粒体自身代谢能力，如蛋白质的运输能

力强弱，药物对线粒体的影响，甚至可以检测单细胞内线粒体

的代谢能力强弱的工具。

在我们的研究中，我们构建了重组表达载体 pcDNA3.

0-1xHA-SLC25A6-1xMyc，作为工具检测线粒体的蛋白运输能
力，根据其成熟过程中的一些特点构建了此工具，一方面可以

用免疫荧光的方法实时检测细胞内 SLC25A6 蛋白的运输多

少，另一方面，根据此蛋白在线粒体内成熟的模式，根据 West-

ern Blot可以定量分析其代谢情况，反应线粒体的生物合成作

用的强弱，该工具在 N端和 C端带有不同的标签，而在蛋白生

物合成中，细胞核内生成的 SLC25A6蛋白前体通过 TOM 等

复合物运输到线粒体正确部位，然后经过生物剪切作用去除信

号肽，完成蛋白的正确运输和组装过程，在这一过程中，通过在

蛋白的两端分别加标签，由于带有信号肽的一段被切除而可区

分出成熟形式和蛋白前体两种形式的蛋白，这样可直接甚至在

单个细胞内观察线粒体蛋白质运输和生物合成能力的强弱，给

我们后续阐明线粒体的生物合成作用在急性肾损伤中的重要

作用奠定了基础。
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