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尿酸钠结晶影响肾小管上皮细胞的紧密连接★ 
 
李慧娟，陈  敢，傅君舟，周姗姗 

 
广州医学院附属广州市第一人民医院，广东省广州市  510182 

 

文章亮点： 

1 本文创新性：尿酸结晶引起肾损害机制复杂，除了尿酸结晶导致的梗阻外，尿酸结晶还能启动炎症反

应，如细胞吞噬晶体后可导致溶酶体破坏，引起炎症递质及其它细胞因子如白细胞介素 8、肿瘤坏死因

子、及一氧化氮等释放。尿酸结晶还可刺激肾小管上皮细胞合成前列腺素 E2、单核细胞趋化蛋白 1，进

而使局部炎症反应放大导致肾损伤。然而，尿酸结晶导致肾小管上皮细胞损伤的确切机制未明。且近年

来，随着人们生活水平的改善及饮食结构的改变，高尿酸血症的发病率越来越高，使得高尿酸血症及尿

酸结石得以重新审视。尿酸性结石可使有关细胞生长及损伤的基因激活和上调，可能是造成小管间质纤

维化致慢性肾功能衰竭的原因，但有关研究甚少，确切机制未明。 

2 实验提出假设：尿酸结晶通过破坏紧密连接导致肾小管上皮细胞损伤。紧密连接的破坏可作为肾小管

上皮细胞的始动环节，从而能进一步阐述尿酸钠结晶在肾小管上皮细胞转分化中的作用。 

3 实验通过免疫荧光、荧光定量PCR证实尿酸结晶可使紧密连接蛋白的表达下降及mRNA的表达下调，

从而有助于进一步探讨紧密连接在尿酸结晶对肾小管上皮细胞转分化中的作用。 
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摘要 

背景：目前研究来看，尿酸性结石与紧密连接蛋白及肾间质纤维化的关系仍未明确。 

目的：观察尿酸钠结晶对肾小管上皮细胞紧密连接的影响。  

方法：配制单钠尿酸钠晶体。将正常大鼠肾小管上皮细胞随机分为对照组和尿酸钠结晶组，分别用无血

清培养基和尿酸钠结晶进行培养。免疫荧光和 RT-PCR 方法检测 24，48，72 h 紧密连接蛋白的表达。 

结果与结论：与对照组比较，尿酸钠结晶于不同时相刺激 NRK-52E 细胞后，紧密连接蛋白和 mRNA 表

达下降(P < 0.05)，72 h 时下降显著(P < 0.01)，蛋白表达出现重新分布现象。说明尿酸钠结晶可破坏肾

小管上皮细胞紧密连接蛋白的结构、功能及导致分布异常。 
 

 

Monosodium urate monohydrate crystals affect the tight junctions among renal 
tubular epithelial cells    
 
Li Hui-juan, Chen Gan, Fu Jun-zhou, Zhou Shan-shan 

 

First People’s Hospital of Guangzhou City, Guangzhou Medical University, Guangzhou  510182, 
Guangdong Province, China 
 
Abstract 

BACKGROUND: Up to now, the relationship of uric acid stones with tight junction proteins and renal 
interstitial fibrosis is yet unclear. 

OBJECTIVE: To observe the effect of monosodium urate (MSU) monohydrate crystals on the tight junction 
among NRK-52E cells. 

METHODS: The NRK-52E cells were divided into two groups: control group and MSU group cultured in    
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serum-free medium and MSU crystals, respectively. The protein and mRNA expressions of ZO-1 were 
investigated by immunofluorescence and reverse transcription-PCR, respectively.   

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, the protein and mRNA expressions of ZO-1 were 
down-regulated after the stimulation of MSU at 24, 48, 72 hours (P < 0.05), especially at 72 hours (P < 0.01). Protein 
expression appeared with redistribution phenomenon. These findings indicate that MSU can damage the structure, 
function and distribution of tight junction proteins of renal tubular epithelial cells. 

Key Words: tissue construction; cytological experiments of tissue construction; monosodium urate monohydrate 
crystals; tight junctions; claudin; tubular epithelial cells; NRK-52E cells; renal interstitial fibrosis; hyperuricemia; 
transmembrane protein; membranous protein; rats; tissue construction photographs-containing paper 
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0  引言 

 
紧密连接是指上皮细胞顶端侧面质膜中的封闭蛋白和密封蛋白在细胞间构成的密封连

接，对于维持表皮和内皮细胞的选择渗透性屏障功能起关键作用[1-2]。紧密连接由跨膜蛋白

和膜周蛋白组成，跨膜蛋白包括咬合蛋白、闭合蛋白、连接黏附分子；膜周蛋白包括紧密连

接蛋白1，2，3等[3]。氧化应激，病原体、促炎症因子均可破坏紧密连接结构及功能。Paleerath

等[4]提出草酸钙结晶可破坏紧密连接屏障功能及篱笆功能，一定程度上提出了紧密连接在肾

结石引起肾间质纤维化中的作用。但目前研究来看，尿酸性结石与紧密连接蛋白及肾间质纤

维化的关系仍未明确，本实验着重探讨尿酸钠结晶对紧密连接蛋白的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：组织构建细胞学观察。 

时间及地点：于2011年6月至2012年3月在广州市第一人民医院中心实验室完成。              

材料： 

细胞来源：正常大鼠肾小管上皮细胞株(NRK-52E细胞)由中山大学第一附属医院肾内科

惠赠。 

尿酸钠结晶对肾小管上皮细胞紧密连接影响的实验试剂： 

Experimental reagents used to detect monosodium urate monohydrate crystals effects on the 

tight junctions of renal tubular epithelial cells: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

单钠尿酸钠晶体的配制：无菌条件下将5 mL 1 mol/L的NaOH和800 mg尿酸钠加入     

155 mL去热源的灭菌注射用水中并煮沸，使尿酸钠完全溶解，自然降温并搅拌，滴入1 mol/L 

试剂 来源 

胎牛血清、DMEM/F12 培养基 
0.25%胰蛋白酶、青霉素/硫酸链霉素 
兔抗鼠紧密连接蛋白多克隆抗体、FITC 标记山羊抗兔 IgG、TRIZOL 试剂

DAPI 
反转录试剂盒 
荧光定量试剂盒 
尿酸钠 
主要引物合成 

Gibco，美国 
Solarbio，北京 
Bioworld，美国 
武汉博士德公司 
TAKARA，中国 
Agilent 美国 
sigma 美国 
TAKARA 生物技术服务有限公司 
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的HCl至pH值7.0溶液呈乳白色后立即3 000 r/min离心 

2 min，离心半径12.5 cm。将上清液反复离心至晶体不

再析出，最后于4 ℃冷却1 h后离心，收集晶体于无菌

EP管，4 ℃保存[5]。 

NRK-52E细胞培养及分组：正常大鼠肾小管上皮细胞

NRK-52E细胞用含体积分数10%FBS的DMEM/F12培

养基，37 ℃，体积分数5%CO2的细胞培养箱培养，每

两三天换液 1 次。细胞融合 80%-90% 时用 0.25% 

Trypsin/0.02%EDTA 溶液消化传代。细胞分为两组：对

照组，无血清培养基；尿酸钠结晶组，终浓度为500 mg/L

的尿酸钠结晶。取1×106 NRK-52E细胞于预置玻片的六

孔板中，细胞贴壁12 h时用无血清DMEM/F12培养基同

步化24 h，弃上清液，根据实验分组情况更换为含或不

含干预因素的无血清培养基，干预时间为24，48，72 h。 

免疫荧光：NRK-52E细胞用兔抗鼠紧密连接蛋白多

克隆抗体(1∶100)进行免疫染色，放置4 ℃冰箱过夜，

FITC标记的山羊抗兔IgG(1∶100)作为荧光二抗孵育  

45 min后PBS洗涤。DAPI染核3 min。滴抗荧光淬灭剂

封固与载玻片上，盖上贴有细胞的盖玻片，片干后与激

光共聚焦显微镜下观察并拍照。 

RT-PCR：NRK-52E细胞总RNA的提取和cDNA的合

成按试剂盒说明进行。引物设计采用PRIMER5.0软件按

照引物设计要求完成，引物均由TAKARA生物技术服务

有限公司合成。 

用于扩增的引物紧密连接蛋白、内参照GAPDH序列和碱基： 

Primers for tight junction proteins, GAPDH sequence 

and base: 

 

 

 

 

 

 

 

实时荧光定量PCR按照说明书进行，PCR总反应体

积为25 µL，2×SYBR mix 12.5 µL，10 µmol/L引物2 µL，

cDNA 1 µL，Rnase Free dH2O 9.5 µL，在MJ research

上设置程序，反应条件为95 ℃ 10 min，95  30 s℃ ，    

53  1 min℃ ，72  30 s℃ ，40个循环。结果用opticon 

monitor 2.0软件分析，观察融解曲线。荧光定量PCR的

结果以Ct值表示，Ct值为每个反应管内的荧光信号达到

设定区阈值时所经历的循环数，RT-PCR每个样本重复3

次，取平均值为Ct值，用SPSS软件计算出各段各基因

表达的平均Ct值，采用相对定量2- Ct△△ 法比较各基因的

表达差异。以对照组表达量为1，2- Ct△△ 值即为目的段较

正常段基因表达的倍数。 

主要观察指标：①免疫荧光法观察尿酸钠结晶刺激

NRK-52E细胞24，48，72 h时，紧密连接蛋白1的蛋白

表达变化。 RT② -PCR法观察尿酸钠结晶刺激NRK-52E

细胞24，48，72 h时，紧密连接蛋白1 mRNA表达变化。 

统计学分析：计量资料以x
_

±s表示；数据用SPSS 

17.0统计软件分析，组间比较采用单因素方差分析

(one-way ANOVA)；P < 0.05表示差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  尿酸钠结晶刺激后细胞形态的变化   正常

NRK-52E细胞为圆形或卵圆形，具有上皮细胞铺路石样

外观，尿酸钠结晶刺激后细胞逐渐变为梭行，似成纤维

细胞，以尿酸钠结晶刺激72 h后明显。 

 

2.2  尿酸钠结晶刺激后紧密连接蛋白的表达  见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

细胞免疫荧光显示，正常NRK-52E细胞紧密连接蛋

白分布在细胞膜，尿酸钠结晶刺激细胞后，随着作用时

间延长，紧密连接蛋白细胞膜上表达出现断裂，甚至细

目的基因 引物序列 产物碱基数

 
ZO-1 

 
Sense 5’- CCA TCT TTG GAC 
CGA TTG CTG -3’ 
Antisense 5’- TAA TGC CCG 
AGC TCC GAT G-3’ 

 
123 

 

GAPDH Sense 5’-GGT GCT GAG TAT 
GTC GTG-3’ 
Antisense 5’ - TTC AGC TCT 
GGG ATG ACC-3’ 

404 

 

图 1  尿酸钠结晶刺激正常大鼠肾小管上皮 NRK-52E 细胞

后紧密连接蛋白免疫荧光图片(×400) 

Figure 1  Immunofluorescence images of tight junction 
proteins after the stimulation of NRK-52E with 
monosodium urate monohydrate crystals (×400) 

a：0 h 正常 NRK-52E 细胞紧密连

接蛋白分布在细胞膜

b：24 h 紧密连接蛋白细胞分布凌

乱 

c：48 h 细胞继续变形 d：72 h 紧密连接蛋白细胞膜上表达出

现断裂，甚至细胞浆内出现表达现象

注：蓝色表示细胞核，绿色表示紧密连接蛋白蛋白 
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胞浆内出现表达现象， 

 

2.3  尿酸钠结晶刺激后紧密连接蛋白mRNA的表达  

实时荧光定量PCR显示，随着尿酸钠结晶刺激时间延

长，紧密连接蛋白mRNA表达下降(P < 0.05)，并在72 h

后较对照组下降显著(P < 0.01)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

近年来，随着国内经济发展和人民饮食结构的改

变，特别是富含蛋白质和嘌呤的食物摄入增加，高尿酸

血症和尿酸结石的发病率逐年上升。既往高尿酸血症仅

仅被认为是代谢异常的一种标志，但近期越来越多的证

据表明，高尿酸血症本身对肾脏和心血管系统有着直接

的损伤作用，是肾脏疾病和心血管疾病独立危险因   

素[6-7]，尿酸或尿酸盐导致肾脏损伤不仅仅是由于尿酸盐

结晶导致的梗阻，尿酸结晶还可以激活补体系统，启动

炎症反应[8-9]。细胞吞噬带有阴离子的晶体可以激活补体

系统和炎症细胞，并伴有细胞因子和其他炎症递质的释

放。这些研究重新评估了高尿酸血症与肾脏病的关系，

使高尿酸血症在肾脏疾病中的作用得到新的重视[10]。

Paleerath等[1]提出草酸钙结晶可破坏紧密连接屏障功

能及篱笆功能，一定程度上提出了紧密连接在肾结石引

起肾间质纤维化中的作用。 

 

紧密连接是上皮细胞顶端侧面质膜中的封闭蛋白

和密闭蛋白在细胞间构成的密封连接，对于维持表皮和

内皮细胞的选择通透性屏障功能非常重要[11]。紧密连接

有两个主要功能：①“篱笆(fence)”功能[12]：上皮细胞

的细胞膜分为基底侧膜和管腔侧膜，具有典型极性细胞

特征。紧密连接是基底侧膜与管腔侧膜的分界线[13]。紧

密连接具有维持上皮细胞极性的功能，同时参与细胞增

殖与分化[14]、肿瘤的形成[15]、上皮细胞间充质转分化    

等[16-17]。②“门”功能[18]：调节细胞旁路的物质转运，

控制水、电解质及其他分子经细胞旁路进入组织间隙，

维持上皮细胞的完整性及作为机体外环境与内环境的

屏障，如小肠上皮可隔绝肠液和机体内环境，肾小管上

皮细胞则隔绝尿液和机体内环境[19]。同时紧密连接还可

形成某些局部独立的内环境，如血睾屏障[20] 、血脑屏

障，对这些器官起保护作用[21]。同时，紧密连接是信号

传导的平台，作为某些细菌及毒素的靶目标[22]，或是某

些病毒的受体，参与多种感染过程[23-24]。 

 

紧密连接由跨膜蛋白如咬合蛋白、闭合蛋白和膜周

蛋白如紧密连接蛋白1，2，3等组成。咬合蛋白是重要

的紧密连接蛋白之一，在相邻细胞间与另外一个咬合蛋

白分子相互作用，在相同细胞间与另外一个亚细胞结构

蛋白相连[25]；紧密连接蛋白在咬合蛋白和细胞骨架肌动

蛋白间起重要连接作用[26]。紧密连接蛋白的缺失可导致

上皮细胞形态学改变[27]，表达水平与上皮细胞的完整性

直接相关[28-30]。因此在本实验着重探讨尿酸钠结晶对紧

密连接蛋白的影响。 

 

实验研究发现，紧密连接蛋白主要分布在细胞

膜。尿酸钠结晶在不同时相刺激NRK-52E细胞后，免

疫荧光显示，随着尿酸钠结晶作用时间延长，紧密连

接蛋白荧光逐渐减弱，结构分布异常，出现重新分布

现象。RT-PCR结果显示，紧密连接蛋白 mRNA水平

呈时间依赖方式降低。以上结果表明，单钠尿酸钠晶

体(尿酸钠结晶)作用于肾小管上皮细胞，可导致紧密

连接蛋白表达降低、分布异常及细胞与细胞间连接功

能破坏。紧密连接蛋白的破坏涉及多种疾病，包括胃

肠道、肺及肾脏疾病等，本实验通过探讨尿酸钠结晶

与紧密连接关系，进一步为尿酸钠结晶如何导致肾损

伤提供依据。 
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表 1  尿酸钠结晶刺激正常大鼠肾小管上皮 NRK-52E 后紧密

连接蛋白 mRNA 的表达情况(相对定量  2-△△CT
法，n=6)

Table 1  mRNA expression of ZO-1 after the stimulation of 
NRK-52E with monosodium urate monohydrate crystals 

(x
_

±s, n=6)

注：随着尿酸钠结晶刺激时间延长，紧密连接蛋白 mRNA 表达下降，并

在 72 h 后较对照组下降显著。与其他时间点比较，aP < 0.05，bP < 0.01

时间 
紧密连接蛋白 1 

CT 值 
GAPDH △CT 2-△△CT 

 

对照组 

 

19.53±0.43 

 

15.80±0.22 

 

3.72±0.13 

 

0.80±0.20a 

24 h 17.91±0.53 13.31±0.15 4.09±0.12 0.62±0.31a 

48 h 17.80±0.53 13.46±0.20 4.46±0.17 0.47±0.27b 

72 h 21.97±0.49 17.02±0.16 4.95±0.15 0.34±0.16b 
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