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摘要： 为探究磷脂酰肌醇 ３－激酶 （ＰＩ３Ｋ） －蛋白激酶 Ｂ （Ａｋｔ） 信号通路在氟化钠 （ＮａＦ） 诱导小鼠肾脏细胞凋亡中的作用与机制， 本研究选用

４ 周龄 ＩＣＲ 小鼠， 通过连续 ４２ ｄ 灌胃染氟以建立不同剂量 ＮａＦ 诱导的肾脏损伤模型； 试验的第 ２１ 和 ４２ 天， 分别采集肾脏样本， 首先进行组织病

理学观察， 再采用流式细胞术检测不同剂量 ＮａＦ 对肾脏细胞凋亡率的影响， 并通过末端脱氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ 缺口末端标记 （ＴＵＮＥＬ）
法观测凋亡细胞的数量及分布特征， 最后利用实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 分析 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路及其下游细胞凋亡相关因子的基因表达水

平， 并采用蛋白质免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测该通路中关键凋亡相关因子的蛋白表达水平。 结果： １２、 ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ ＮａＦ 处理组小鼠肾脏

均出现不同程度的病理变化， 如肾小管上皮细胞颗粒变性、 空泡变性、 坏死以及透明管型形成等， 证实 ＮａＦ 诱导的肾脏损伤模型建立成功。 当

ＮａＦ 浓度达 １２ ｍｇ ／ ｋｇ 以上时， 与对照组相比， 肾脏细胞凋亡率和凋亡细胞数量显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈剂量和时间依赖性； 同时， ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ
信号通路主要因子 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （ｍＴＯＲ）、 ｐ７０ 核糖体蛋白 Ｓ６ 激酶 （ｐ７０Ｓ６Ｋ） 及其下游抗凋亡因子 Ｂ 细胞淋巴瘤－２
（Ｂｃｌ－２）、 Ｂ 细胞淋巴瘤－超大亚型 （Ｂｃｌ－ｘＬ） 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而促凋亡因子半胱天冬酶 （ｃａｓｐａｓｅ） －９、 ｃａｓｐａｓｅ－３、
叉头框蛋白 Ｏ３ａ （ＦｏｘＯ３ａ）、 Ｂｃｌ－２ 相互作用介导细胞死亡因子 （Ｂｉｍ）、 Ｂｃｌ－２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ） 和 Ｂｃｌ－２ 相关死亡启动子 （Ｂａｄ） 的 ｍＲＮＡ 相

对表达水平显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果进一步显示， ＰＩ３Ｋ 与磷酸化－蛋白激酶 Ｂ （ｐ－Ａｋｔ， Ｓｅｒ４７３） 的蛋白相对表达水平极显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而其下游的剪切型－半胱天冬酶 （Ｃ－ｃａｓｐａｓｅ） －９ 和 Ｃ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 的蛋白相对表达水平则极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 上述研究结果表明，
过量 ＮａＦ 可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路， 打破细胞凋亡的调控平衡从而诱导肾脏细胞凋亡， 最终导致肾脏组织结构的损伤。 本研究初步揭示

了 ＮａＦ 通过抑制 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路诱导肾脏细胞凋亡的分子机制， 为进一步阐明氟的肾毒性机制提供了新的科学依据， 同时也为未来开发靶向

该通路的肾脏保护策略奠定了理论基础。

关键词： 氟化钠； 肾脏； 凋亡； ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路

中图分类号： Ｓ８５２􀆰 ３　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２６）０８－００８２－１２

Ｒｏｌｅ ｏｆ ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｋｉｄｎｅｙ
ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ｆｌｕｏｒｉｄｅ

ＬＵＯ Ｑｉｎ１，２， ＬＩ Ｙｕｅｑｉｎ２， ＴＥＮＧ Ｍａｎ１， ＬＵＯ Ｊｕｎ１∗

（１􀆰 Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ， Ｈｅｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２， Ｃｈｉｎａ；
２􀆰 Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｅｃｏｎｏｍｙ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００４６， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３－ｋｉｎａｓｅ （ＰＩ３Ｋ） － ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ （Ａｋｔ） ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｓｏｄｉｕｍ ｆｌｕｏｒｉｄｅ （ＮａＦ） －ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌｓ， ４－ｗｅｅｋ－ｏｌｄ ＩＣＲ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＮａＦ－ｉｎｄｕｃｅｄ
ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｉｄｅ ｆｏｒ ４２ ｄａｙｓ． Ｏｎ ｔｈｅ ２１ｓｔ ａｎｄ ４２ｎｄ ｄａｙｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ｋｉｄｎｅｙ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ｆｏｒ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＮａＦ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌｓ．
Ｔｈｅ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ （ＴＵＮＥＬ） ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃ⁃
ｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ

　
收稿日期： ２０２５－０８－０６； 修回日期： ２０２６－０６－０１
基金项目： 国家自然科学基金项目 （ ３２１０２６３１ ）； 河 南 省 高 等 学 校 重 点 科 研 项 目 （ ２３Ａ２３００１５ ）； 河 南 省 重 点 研 发 与 推 广 专 项

（２５２１０２１１００３４）； 河南省自然科学基金 （２５２３００４２３０４５）
第一作者： 罗琴， 女， 博士后， 副教授

∗通信作者： 罗俊， 研究员， 主要从事动物病毒学研究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｌｕｏｊｕｎ５９３＠ ａｌｉｙｕｎ􀆰 ｃｏｍ。

·２８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ８



ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ， ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｋｅｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｔｈｗａｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ，
ｓｕｃｈ ａｓ ｇｒａｎｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ， ｖａｃｕｏｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ， ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｒ ｔｕｂｕｌａｒ ｃａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂ⁃
ｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ １２， ２４ ａｎｄ ４８ ｍｇ ／ ｋｇ ＮａＦ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐｓ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＮａＦ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓ⁃
ｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｗｈｅｎ ＮａＦ ｄｏｓｅ≥１２ ｍｇ ／ ｋｇ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｔｈｅｙ ｓｈｏｗｅｄ ｄｏｓｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｍａｊｏｒ ｆａｃｔｏｒｓ
ＰＩ３Ｋ， Ａｋｔ， ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ （ｍＴＯＲ）， ｐ７０ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ６ ｋｉｎａｓｅ （ｐ７０Ｓ６Ｋ） ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ａｎｔｉ－ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｆａｃ⁃
ｔｏｒｓ Ｂ－ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ－２ （Ｂｃｌ－２）， Ｂ－ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ－ｘＬ （Ｂｃｌ－ｘＬ） ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏ－ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ｃａｓｐａｓｅ－９， ｃａｓｐａｓｅ－３， ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ３ａ （ＦｏｘＯ３ａ）， Ｂｃｌ－２－ｉｎ⁃
ｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｍｅｄｉａｔｏｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ （Ｂｉｍ）， Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｂａｘ） ａｎｄ Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅａｔｈ ｐｒｏｍｏｔｅｒ （Ｂａｄ） ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－Ａｋｔ （ｐ－
Ａｋｔ， Ｓｅｒ４７３） ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－９ （Ｃ－ｃａｓｐａｓｅ－９）
ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ－９ （Ｃ－ｃａｓｐａｓｅ－３） ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ＮａＦ ｍｉｇｈｔ ｉｎｄｕｃｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｂｒｅａｋｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏ⁃
ｓｉｓ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｃｅｌｌｓ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＮａＦ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｎｅｗ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃ ｍｅｃｈａ⁃
ｎｉｓｍ ｏｆ ｆｌｕｏｒｉｄｅ， ａｎｄ ａｌｓｏ ｌａｉｄ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｒｅｎａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｓｏｄｉｕｍ ｆｌｕｏｒｉｄｅ； ｋｉｄｎｅｙ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 氟是机体必需的微量元素之一， 在自然界中常以

化合物形式广泛存在［１］。 适宜剂量下， 氟可促进骨

骼的正常发育和矿化， 并对动物的生长繁殖、 造血功

能及免疫系统具有积极调控作用。 然而， 过量摄入可

引发人和动物氟中毒［２］。 地方性氟中毒 （地氟病）
是全球流行范围最广、 危害较为严重的地方性疾病之

一［３］。 中国是地氟病的重度流行国家， 其高发病率

与特殊的地质背景、 传统生活方式及社会经济因素密

切相关［４－７］。 值得注意的是， 近年来工农业污染及饲

料中违规添加未脱氟磷酸氢钙等因素， 导致动物氟中

毒问题日益严重且难以根治［８］。 由于氟中毒具有蓄

积性特征， 其病程进展缓慢且缺乏典型急性症状， 致

使养殖场和农户往往难以将畜禽采食量下降、 生长迟

缓及繁殖障碍等临床表现与氟中毒相关联， 最终造成

重大经济损失并潜在威胁人类健康。 然而， 氟的毒性

机制迄今尚未完全阐明。
作为氟的主要排泄和蓄积器官， 肾脏在氟中毒进

程中扮演着双重角色， 既是氟毒性的关键靶器官之

一， 也是反映环境氟污染程度的重要生物标志之

一［９－１１］。 在畜禽养殖中， 阐明氟的肾毒性及其机制具

有特殊价值， 一方面可指导饲料配方优化和水源净化

技术改进， 有效降低养殖动物氟蓄积风险； 另一方面

通过早期识别肾脏损伤指标， 为建立动物氟中毒预警

体系提供科学依据。 这些措施不仅能提高养殖经济效

益， 更能从源头上阻断氟通过食物链向人类传递的风

险， 对保障畜产品安全和公共卫生健康具有重要意

义。 值得注意的是， 尽管国内外研究已证实细胞凋亡

参与氟中毒的发病进程， 但关于氟诱导肾脏细胞凋亡

的系统研究仍缺乏， 其分子机制尚待深入探索［１２－１３］。
磷脂酰肌醇 ３－激酶 （ＰＩ３Ｋ） －蛋白激酶 Ｂ （Ａｋｔ） 信

号通路是真核细胞中高度保守的核心信号转导系统。
该通路作为细胞信号调控的关键枢纽， 能够响应生长

因子、 细胞因子以及环境应激等多种刺激信号， 通过

多级信号转导和级联放大效应， 精确调控细胞增殖、
存活与凋亡等基本生命进程［１４－１５］。 现有研究证实，
ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路参与调控氟诱导的骨骼肌 Ｃ２Ｃ１２
细胞和大鼠脑组织细胞凋亡［１６－１７］， 然而其在氟诱导

肾脏细胞凋亡中的作用仍有待阐明。
因此， 为探讨 ＰＩ３Ｋ － Ａｋｔ 信号通路在氟化钠

（ＮａＦ） 诱导肾脏细胞凋亡中的调控作用， 本研究以

ＩＣＲ 小鼠为研究对象， 通过给予不同剂量 ＮａＦ 先建立

肾脏损伤模型， 并经组织病理学观察评估肾脏组织结

构变化以确认模型建立成功， 随后采用流式细胞术定

量检测肾脏细胞凋亡率， 并结合末端脱氧核苷酸转移

酶介导的 ｄＵＴＰ 缺口末端标记 （ＴＵＮＥＬ） 法分析凋亡

细胞的数量及分布特征， 最后利用实时荧光定量

ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 定量分析 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路主要

因子及其下游凋亡相关因子的基因表达水平， 并采用

蛋白质免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测该通路中关

键凋亡相关因子的蛋白表达水平， 进而系统评估不同

剂量 ＮａＦ 对肾脏细胞凋亡的影响及其剂量－效应规

律， 以揭示 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路的分子调控机制。 研

究成果将为阐明氟暴露的肾毒性机制提供新的试验依

据， 并为未来开发靶向该通路的肾脏保护策略奠定初

步的理论基础。
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂与仪器

ＮａＦ， 购自成都市科隆化学品有限公司； Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ－ＰＥ ／ ７－ＡＡＤ 流式凋亡检测试剂盒， 购自美国 ＢＤ
公司； ＴＵＮＥＬ 凋亡检测试剂盒， 购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公

司； ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ、 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ和 Ｐｒｉ⁃
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂盒， 均购自日本 ＴａＫａＲａ 公司； 剪

切型－半胱天冬酶 （Ｃ－ｃａｓｐａｓｅ） －９ 抗体 （９５０９Ｔ），
购自美国 ＣＳＴ 公司； ４％ 多聚甲醛， 二喹啉甲酸

（ＢＣＡ） 蛋 白 定 量 检 测 试 剂 盒 （ Ｇ２０２６ － ２００Ｔ ），
ＥＣＬＴＭ化学发光底物， 一部法聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＰＡＧＥ） 彩 色 凝 胶 超 快 速 配 制 试 剂 盒 （ １２％）
（Ｇ２１７８ － ５０Ｔ）， 磷酸化蛋白酶抑制剂 （ Ｇ２００７ －
１ＭＬ）， ＰＩ３Ｋ 抗体 （ ＧＢ１１５２５ － １００）， 磷酸化 Ａｋｔ
（ｐ－Ａｋｔ， Ｓｅｒ４７３ ） 抗 体 （ ＧＢ１５０００２ － １００ ）， Ｃ －
ｃａｓｐａｓｅ ３ 抗 体 （ ＧＢ１１５７３３ － ５０ ）， β － ａｃｔｉｎ 抗 体

（ＧＢ１１００１－１００） 以及辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记

的免疫组化专用二抗 （Ｇ１２１３－１００ＵＬ） 均购自武汉

塞维尔生物科技有限公司。 流式细胞仪， 购自美国

ＢＤ 公司； 石蜡切片机， 购自德国 ＬＥＩＣＡ 公司； 光学

显微镜， 购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司； 荧光定量 ＰＣＲ 仪

和化学发光成像系统， 均购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司； 高

速冷冻离心机， 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。
１􀆰 ２　 实验动物及分组

４ 周龄健康 ＩＣＲ 小鼠共计 １３６ 只， 购自成都达硕

生物科技有限公司， 体重为 （２０±２） ｇ。 小鼠饲养于

１２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗、 （２２±２）℃、 湿度为 ５０％ ～６０％
的环境中， 自由饮水和采食， 鼠笼定时通风及清理，
试验前适应性饲养 ７ ｄ。 随后， 将 １３６ 只小鼠均分为

４ 组， 每组 ３４ 只， 通过灌胃途径给予不同剂量 ＮａＦ：
０ ｍｇ ／ ｋｇ （对照组， 等体积生理盐水）， １２ ｍｇ ／ ｋｇ，
２４ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ。 剂量选择基于此前预试验确

定的 ＮａＦ 半数致死量 （ＬＤ５０） ２３９􀆰 ８８ ｍｇ ／ ｋｇ， 灌胃体

积为每 １００ ｇ 体重 １ ｍＬ， 每日 １ 次， 连续 ６ 周。
１􀆰 ３　 临床观察

试验期间， 每天观察并记录小鼠的临床表现。 于

试验的第 １、 ７、 １４、 ２１、 ２８、 ３５ 和 ４２ 天对每组小鼠

进行空腹称重， 并作好记录以及时调整灌胃量。
１􀆰 ４　 组织病理学观察

分别于试验的第 ２１ 和 ４２ 天， 在每组随机选取 ８
只小鼠， 颈椎脱位处死后取出两侧肾脏， 固定于 ４％
多聚甲醛中， 右侧肾脏用于 ＴＵＮＥＬ 分析， 左侧肾脏

经脱水、 透明、 浸蜡、 包埋制成石蜡切片， 进一步经

ＨＥ 染色、 封片、 烘干， 最后在光学显微镜下观察、
记录并拍摄肾脏组织结构变化。

１􀆰 ５　 流式细胞仪检测细胞凋亡率

分别于试验的第 ２１ 和 ４２ 天， 在每组随机选取 ８
只小鼠， 颈椎脱位处死后取出两侧肾脏。 右侧肾脏保

存在液氮中， 用于 ＲＴ－ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。
左侧肾脏于冰浴下机械匀浆， 尼龙纱布过滤， ６００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后弃上清液， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 调整

细胞浓度至 １×１０６个 ／ ｍＬ。 取 １００ μＬ 细胞悬液至流式

管中， 加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＰＥ 和 ５ μＬ 的 ７－ＡＡＤ 染

色液， 轻 轻 混 匀， 室 温 避 光 染 色 １０ ｍｉｎ， 加 入

４００ μＬ 结合缓冲液混匀， 流式细胞仪检测， Ｃｅｌｌ
Ｑｕｅｓｔ 软件分析凋亡细胞所占百分率。
１􀆰 ６　 ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡数量和分布

将固定于 ４％多聚甲醛的右肾 （１􀆰 ４ 中） 依次经

脱水、 透明、 浸蜡和包埋处理， 制成常规石蜡组织切

片。 切片首先进行二甲苯脱蜡和梯度酒精脱水处理，
ＰＢＳ 清洗 ５ ｍｉｎ， 室温下滴加蛋白酶 Ｋ 溶液孵育

１５ ｍｉｎ， 蒸馏水漂洗 ４ 次； 随后浸入 ３％过氧化氢溶

液中室温反应 ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后， 分别滴加末

端脱氧核苷酸转移酶 （ ＴｄＴ） 缓冲液和反应液，
３７ ℃湿盒中孵育 １ ｈ， ＰＢＳ 冲洗 ３ 次； 接着滴加终止

缓冲液室温反应 ３０ ｍｉｎ， 弃去终止液后加入封闭缓冲

液， 湿盒中继续室温孵育 ３０ ｍｉｎ， 再次 ＰＢＳ 洗涤 ３
次； 滴加新鲜配制 ０􀆰 ０５％ ＤＡＢ 显色液室温反应 ３ ～
１０ ｍｉｎ， 蒸馏水终止显色； 苏木素复染 ２ ｍｉｎ， 蒸馏

水冲洗； 最后经脱水、 透明、 封片、 烘干处理， 于光

学显微镜下观察 （凋亡细胞表现为细胞核被染为棕

黄色） 并拍照， 使用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ５􀆰 １ 软件进行定

量分析。
１􀆰 ７　 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路中凋亡相关因子 ｍＲＮＡ 相

对表达水平的检测

　 　 将保存于液氮中的右肾 （１􀆰 ５ 中） 取出， 研磨成

粉末， 均分成 ２ 份， 保存于液氮中。 取一份使用

ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 提取总 ＲＮＡ， 利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂

盒制备 ｃＤＮＡ， 使用 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ试剂配

置反应体系， 随后置于荧光定量 ＰＣＲ 仪中进行 ＲＴ－
ｑＰＣＲ 扩增。 用于基因扩增的特异性引物由生工生物

工程 （上海） 股份有限公司合成， 引物序列及大小

详见表 １。 以 β－ａｃｔｉｎ 作为内参基因， 通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ
法检 测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

（ｍＴＯＲ）、 ｐ７０ 核糖体蛋白 Ｓ６ 激酶 （ｐ７０Ｓ６Ｋ）、 半胱

天冬酶 （ｃａｓｐａｓｅ） －９、 ｃａｓｐａｓｅ－３、 叉头框蛋白 Ｏ３ａ
（ＦｏｘＯ３ａ）、 Ｂ 细胞淋巴瘤－２ （Ｂｃｌ－２）、 Ｂ 细胞淋巴

瘤－超大亚型 （Ｂｃｌ－ｘＬ）、 Ｂｃｌ－２ 相互作用介导细胞死

亡因子 （Ｂｉｍ）、 Ｂｃｌ － ２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ）、 Ｂｃｌ － ２
相关死亡启动子 （Ｂａｄ） 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平。
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表 １　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应中相关基因的引物序列

靶基因 登录号 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ

ｃａｓｐａｓｅ－９ ＮＭ＿０１５７３３
Ｆ： ＧＡＧＧＴＧＡＡＧＡＡＣＧＡＣＣＴＧＡＣ
Ｒ： ＡＧＡＧＧＡＴＧＡＣＣＡＣＣＡＣＡＡＡＧ

１０３

ｃａｓｐａｓｅ－３ ＮＭ＿００９８１０
Ｆ： ＡＣＡＴＧＧＧＡＧＣＡＡＧＴＣＡＧＴＧＧ
Ｒ： ＣＧＴＣＣＡＣＡＴＣＣＧＴＡＣＣＡＧＡＧ

１４９

Ｂｉｍ ＮＭ＿２０７６８０
Ｆ： ＣＣＴＴＣＴＧＡＴＧＴＡＡＧＴＴＣＴＧＡＧＴＧＴＧ
Ｒ： ＣＣＴＴＧＣＧＧＴＴＣＴＧＴＣＴＧＴＡＧ

１１３

Ｂａｘ ＮＭ＿００７５２７
Ｆ： ＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧＣ
Ｒ： ＣＡＧＴＴＧＡＡＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＧＣ

１６３

Ｂａｄ ＮＭ＿００７５２２
Ｆ： ＡＧＡＧＴＡＴＧＴＴＣＣＡＧＡＴＣＣＣＡＧ
Ｒ： ＧＴＣＣＴＣＧＡＡＡＡＧＧＧＣＴＡＡＧＣ

２７６

Ｂｃｌ－２ ＮＭ＿００９７４１
Ｆ： ＡＧＣＣＴＧＡＧＡＧＣＡＡＣＣＣＡＡＴ
Ｒ： ＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＡＡＧＴＣＡＴＣＣ

１５９

Ｂｃｌ－ｘＬ ＮＭ＿００９７４３
Ｆ： ＴＧＴＧＧＡＴＣＴＣＴＡＣＧＧＧＡＡＣＡ
Ｒ： ＡＡＧＡＧＴＧＡＧＣＣＣＡＧＣＡＧＡＡＣ

１１７

ＰＩ３Ｋ ＮＭ＿００８８３９
Ｆ： ＴＧＧＧＴＡＣＴＧＣＧＴＧＧＣＡＡＣＣＴＴＴ
Ｒ： ＴＧＧＴＧＴＡＣＴＣＴＴＧＴＧＣＴＣＣＣＴ

２１２

Ａｋｔ ＮＭ＿００９６５２
Ｆ： ＴＣＣＴＣＡＡＧＡＡＣＧＡＴＧＧＣＡＣＣ
Ｒ： ＣＴＣＣＴＣＡＧＧＣＧＴＴＴＣＣＡＣＡＴ

２０３

ｍＴＯＲ ＮＭ＿０２０００９
Ｆ： ＣＡＧＡＣＴＧＧＣＴＣＴＴＧＣＴＣＡＴＡＡ
Ｒ： ＧＣＴＧＧＡＡＧＧＣＧＴＣＡＡＴＣ

１５５

ｐ７０Ｓ６Ｋ ＮＭ＿０２８２５９
Ｆ： ＣＡＧＧＡＧＣＡＡＡＴＡＣＴＧＧＧＡＡＧＡ
Ｒ： ＧＧＴＣＣＡＣＡＡＴＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴ

１３８

ＦｏｘＯ３ａ ＮＭ＿０１９７４０
Ｆ： ＴＡＣＣＧＴＧＴＴＴＧＧＡＣＣＴＴＣＧＴ
Ｒ： ＧＴＣＴＧＧＴＴＧＣＣＧＴＡＧＴＧＴＧＡ

１１１

β－ａｃｔｉｎ ＮＭ＿００７３９３
Ｆ： ＧＣＴＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡＧ
Ｒ： ＣＧＣＴＣＧＴＴＧＣＣＡＡＴＡＧＴＧ

１１７

１􀆰 ８　 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路中关键凋亡相关因子蛋白

表达水平的检测

　 　 取 １􀆰 ５ 中液氮保存的肾脏粉末， 加入含有 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 苯甲基磺酰氟 （ＰＭＳＦ） 及蛋白酶抑制剂的

ＲＩＰＡ 裂解缓冲液进行冰上裂解， 离心后取上清液，
使用 ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒测定蛋白浓度。 取等量

蛋白质样品进行十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电

泳 （ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）， 并使用预染蛋白分子量标准物作

为参照。 电泳结束后， 将蛋白质转移至硝酸纤维素膜

上。 用含 ５％脱脂牛奶的 ＰＢＳＴ 溶液室温封闭 ２ ｈ。 随

后， 将膜与相应的一抗于 ４ ℃孵育过夜。 所用一抗及

其稀释比例如下： ＰＩ３Ｋ（１ ∶ １ ０００）、 ｐ－Ａｋｔ （Ｓｅｒ４７３）
（１ ∶ １ ０００）、 Ｃ－ｃａｓｐａｓｅ ９ （ １ ∶ ８００）、 Ｃ － ｃａｓｐａｓｅ ３
（１ ∶ ８００） 及β－ａｃｔｉｎ （１ ∶ １ ０００）。 次日， 用 ＰＢＳＴ 洗

涤膜后， 与 ＨＲＰ 标记的免疫组化专用二抗于室温孵

育 １ ｈ。 经 ＰＢＳＴ 充分洗涤后， 使用 ＥＣＬＴＭ化学发光底

物在化学发光成像系统上进行显影检测。 最后， 采用

ＩｍａｇｅＪ ２ 软件对目标条带的灰度值进行定量分析， 以

β－ａｃｔｉｎ 作为内参。
１􀆰 ９　 数据统计与分析

采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２１􀆰 ０ 对试验数据进行单

因素方差分析 （Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 使用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检
验进行多重比较， 分析各 ＮａＦ 处理组与对照组之间

的差异。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 视为差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 视为差异极

显著。 数据以 “平均值±标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 小鼠体重增长情况

为探究不同剂量 ＮａＦ 对小鼠肾脏细胞凋亡的影

响， 首先通过连续 ４２ ｄ 灌胃染氟以建立肾脏损伤模

型。 结果如图 １ 所示， 试验期间， 各组小鼠体重虽均

保持增长， 但与对照组相比， 从试验的第 ７ 天起，
ＮａＦ 处理组呈现剂量依赖性的生长抑制 （Ｐ＜０􀆰 ０５ 或

Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表现为随染毒剂量增加， 体重增幅逐步

降低。
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与对照组比， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 １　 不同剂量 ＮａＦ 处理后小鼠的体重增长情况

２􀆰 ２　 肾脏组织病理学变化

为评估 ＮａＦ 诱导肾脏损伤模型的构建情况， 通

过组织病理学观察各组小鼠肾脏结构变化， 结果如图

２ 所示。 １２ ｍｇ ／ ｋｇ 组小鼠的肾小管上皮细胞在试验第

４２ 天出现轻度颗粒变性和空泡变性； ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ

组小鼠肾脏在试验第 ２１ 和 ４２ 天呈现更加明显的组织

病理学损伤， 表现为肾小管上皮细胞的颗粒变性、 空

泡变性、 坏死、 脱落， 以及透明管型形成； 对照组则

未见上述病理改变。

绿色三角指示细胞颗粒变性， 玫红色三角指示细胞空泡变性， 蓝色三角指示细胞坏死， 黄色三角指示细胞脱落， 红色三角指示肾小管透明管

形成。 标尺＝ ５０ μｍ。

图 ２　 不同剂量 ＮａＦ 处理后小鼠肾脏病理组织学变化

２􀆰 ３　 ＮａＦ 对小鼠肾脏细胞凋亡率和凋亡细胞数量的

影响

　 　 为探究不同剂量 ＮａＦ 对小鼠肾脏细胞凋亡的影

响， 首先采用流式细胞术定量分析肾脏细胞凋亡率，
若肾脏细胞凋亡率明显增加， 则进一步运用 ＴＵＮＥＬ
技术观察凋亡细胞的数量及分布特征。 不同 ＮａＦ 处

理组小鼠肾脏细胞凋亡流式象限以及凋亡细胞

ＴＵＮＥＬ 染色分别见图 ３ 和 ４。 统计学结果如图 ５ 所

示， 与对照组比较， １２ ｍｇ ／ ｋｇ 组小鼠肾脏细胞凋亡

率 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 和凋亡细胞数量 （Ｐ＜０􀆰 ０１） 在试验第

４２ 天显著或极显著升高； ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组小鼠肾脏

细胞凋亡率和凋亡细胞数量在试验第 ２１ 和 ４２ 天均极
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显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且发生凋亡的细胞主要为肾小 管上皮细胞。

象限图左上表示坏死的细胞， 左下表示正常细胞， 右上表示晚期凋亡细胞， 右下表示早期凋亡细胞。

图 ３　 不同剂量 ＮａＦ 处理后小鼠肾脏细胞凋亡流式象限图

核被染为棕黄色的细胞即为凋亡细胞。 标尺＝ ５０ μｍ。

图 ４　 不同剂量 ＮａＦ 处理后小鼠肾脏凋亡细胞 ＴＵＮＥＬ 法染色

２􀆰 ４　 ＮａＦ 对 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路中关键因子 ｍＲＮＡ
相对表达水平的影响

　 　 为阐明 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路在 ＮａＦ 诱导小鼠肾脏

细胞凋亡中的可能调控作用， 利用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法首

先检测 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路关键因子的基因表达水

平， 结果如图 ６ 所示。 与对照组相比， ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ
相对表达水平， １２ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１ 和 ４２ 天显著

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组同期极显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ａｋｔ ｍＲＮＡ 相对表达水平， ２４ ｍｇ ／ ｋｇ 组

在试验第 ４２ 天以及 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１ 和 ４２ 天

均显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 相对表达水

平， ２４ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１ 天显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
在试验第 ４２ 天极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ
组在试验第 ２１ 和 ４２ 天均极显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
ｐ７０Ｓ６Ｋ ｍＲＮＡ 相对表达水平， ２４ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第

２１ 和 ４２ 天显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组同期极

显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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图 ５　 不同剂量 ＮａＦ 处理后小鼠肾脏细胞凋亡率 （Ａ） 和凋亡细胞数量 （Ｂ） 的变化

图 ６　 不同剂量 ＮａＦ 处理后小鼠肾脏 ＰＩ３Ｋ （Ａ）、 Ａｋｔ （Ｂ）、 ｍＴＯＲ （Ｃ） 和 ｐ７０Ｓ６Ｋ （Ｄ） 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平

２􀆰 ５　 ＮａＦ 对 ＰＩ３Ｋ － Ａｋｔ 信号通路中促凋亡因子

ｍＲＮＡ 相对表达水平的影响

　 　 为明确 ＮａＦ 经 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路诱导小鼠肾脏

细胞凋亡的具体机制， 进一步利用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 分析该

通路下游抗凋亡相关因子的基因表达水平， 结果如图

７ 所示。 与对照组相比， ｃａｓｐａｓｅ－９ ｍＲＮＡ 相对表达

水平， ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１ 天显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 在试验第 ４２ 天极显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 相对表达水平， ２４ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验

第 ４２ 天以及 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１ 和 ４２ 天均显著

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＦｏｘＯ３ａ ｍＲＮＡ 相对表达水平， １２
ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ４２ 天显著升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ２４

ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１ 天 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 和第 ４２ 天 （Ｐ＜
０􀆰 ０１） 显著或极显著升高， ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１
和 ４２ 天均极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ｂｉｍ ｍＲＮＡ 相对

表达水平， １２ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ４２ 天极显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１ 和 ４２ 天均

极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ｂａｘ ｍＲＮＡ 相对表达水平，
２４ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１ 天 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 和第 ４２ 天

（Ｐ＜０􀆰 ０１） 显著或极显著升高， ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验

第 ２１ 和 ４２ 天均极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ｂａｄ ｍＲＮＡ
相对表达水平， １２ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ４２ 天显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１ 和 ４２ 天均

极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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图 ７　 不同剂量 ＮａＦ 处理后小鼠肾脏促凋亡因子 ｃａｓｐａｓｅ－９ （Ａ）、 ｃａｓｐａｓｅ－３ （Ｂ）、 ＦｏｘＯ３ａ （Ｃ）、 Ｂｉｍ （Ｄ）、
Ｂａｘ （Ｅ）、 Ｂａｄ （Ｆ） 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平

２􀆰 ６　 ＮａＦ 对 ＰＩ３Ｋ － Ａｋｔ 信号通路中抗凋亡因子

ｍＲＮＡ 相对表达水平的影响

　 　 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路的下游抗凋亡相关因子在小

鼠肾脏中的基因表达水平如图 ８ 所示。 与对照组相

比， Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ 相对表达水平， １２ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验

第 ４２ 天显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试

验第 ２１ 和 ４２ 天均极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ｂｃｌ －ｘＬ
ｍＲＮＡ 相对表达水平， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验第 ２１
和 ４２ 天均极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ７　 ＮａＦ 对 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路中关键凋亡相关因

子蛋白相对表达水平的影响

　 　 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路中关键凋亡相关因子在小鼠

肾脏中的蛋白表达水平如图 ９ 所示。 与对照组相比，
ＰＩ３Ｋ 的蛋白相对表达水平， １２、 ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在

试验第 ２１ 和 ４２ 天均极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｐ－Ａｋｔ
（Ｓｅｒ４７３） 的蛋白相对表达水平， １２ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验

第 ２１ 天极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在

试验第 ２１ 和 ４２ 天均极显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； Ｃ －
ｃａｓｐａｓｅ－９ 的蛋白相对表达水平， １２ ｍｇ ／ ｋｇ 组在试验

第 ４２ 天极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在

试验第 ２１ 和 ４２ 天均极显著升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； Ｃ －
ｃａｓｐａｓｅ－３ 的蛋白相对表达水平， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组在

试验第 ２１ 和 ４２ 天均极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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图 ８　 不同剂量 ＮａＦ 处理后小鼠肾脏抗凋亡因子 Ｂｃｌ－２ （Ａ）、 Ｂｃｌ－ｘＬ （Ｂ） ｍＲＮＡ 相对表达水平

图 ９　 不同剂量 ＮａＦ 处理后小鼠肾脏 ＰＩ３Ｋ （Ａ）、 ｐ－Ａｋｔ （Ｓｅｒ４７３） （Ｂ）、 Ｃ－ｃａｓｐａｓｅ－９ （Ｃ） 和

Ｃ－ｃａｓｐａｓｅ－３ （Ｄ） 的蛋白相对表达水平
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３　 讨论

细胞凋亡是由基因调控的程序性细胞死亡过程，
在维持组织稳态中发挥关键作用。 在畜禽养殖中， 环

境污染物或饲料中过量微量元素均可干扰这一过程，
导致细胞凋亡异常激活并引发组织损伤［１８－２０］， 这不

仅直接影响畜禽健康和生产性能， 还可能通过肉、
蛋、 奶等动物源性食品威胁人类健康。 氟是机体必需

的微量元素， 但其在工农业污染和自然高氟区的过量

存在可导致毒性效应［２］。 近年研究发现， 氟暴露可

诱导肾脏细胞凋亡［２１－２２］， 但其具体分子机制尚未完

全阐明。 因此， 本研究通过体内试验系统评估 ＮａＦ
对肾脏细胞凋亡的影响， 并重点分析 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号

通路的动态变化， 以揭示氟的肾毒性新机制。 研究成

果也为畜禽养殖中氟暴露的早期预警和干预提供了理

论依据， 同时也可为环境氟污染所致人类肾脏疾病的

防治策略提供新思路。
本研究通过每日灌胃构建氟致肾脏损伤模型。 组

织病理学分析显示， ＮａＦ 处理组小鼠肾脏出现明显的

病理改变， 包括肾小管上皮细胞变性、 坏死、 脱落及

透明管型形成， 且损伤程度与 ＮａＦ 剂量及染氟时间

呈明确的剂量与时间依赖性， 而对照组未见上述变

化， 证实本研究中设置的 ＮａＦ 剂量可导致肾脏损伤，
模型建立成功。 鉴于细胞凋亡可能是 ＮａＦ 诱导肾损

伤的关键机制之一， 本研究首先利用流式细胞术定量

分析肾脏细胞凋亡情况， 发现 ＮａＦ 处理组小鼠肾脏

细胞凋亡率呈现显著的剂量依赖性升高。 为进一步验

证这一发现并明确凋亡细胞的类型、 数量及空间分布

特征， 通过 ＴＵＮＥＬ 法进行组织学定位分析， 结果显

示， 凋亡信号主要富集于肾小管上皮细胞， 且凋亡细

胞数量随 ＮａＦ 剂量增加而显著增多。 值得注意的是，
这一变化趋势与流式细胞术检测结果呈现高度一致，
再次表明过量 ＮａＦ 可诱导肾脏细胞发生凋亡。

为阐明 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路在 ＮａＦ 诱导肾脏细胞

凋亡中的调控作用， 本研究首先通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测

通路主要分子表达水平， 发现 ＮａＦ 处理组小鼠肾脏

ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平以及 ＰＩ３Ｋ 和 ｐ－
Ａｋｔ （Ｓｅｒ４７３） 的蛋白相对表达水平均显著降低， 提示

过量 ＮａＦ 可抑制 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路的激活， 这一发

现为深入探究氟的肾毒性机制提供了重要试验依据。
作为 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 通路的核心效应分子， Ａｋｔ 可通过磷

酸化作用调控其下游靶蛋白 （如 ＦｏｘＯ３ａ、 ｃａｓｐａｓｅ ９、
Ｂａｄ、 ｍＴＯＲ 等 ）， 从 而 负 调 控 凋 亡 途 径［２３－２４］。
ＦｏｘＯ３ａ 作为叉头转录因子家族 Ｏ 亚型成员， 可调控

氧化应激、 细胞周期及凋亡相关基因的转录［２５］。 研

究表明， 活化的 Ａｋｔ 可通过磷酸化 ＦｏｘＯ３ａ 使其从核

内转位至胞质， 进而抑制其转录活性［２６］， 导致促凋

亡基因 （如 Ｂｉｍ、 Ｂａｘ） 的表达下调［２７－２８］。 在本研究

中， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组小鼠肾脏 ＦｏｘＯ３ａ、 Ｂｉｍ、 Ｂａｘ
的 ｍＲＮＡ 相对表达水平显著升高， 提示 ＮａＦ 可能通

过抑制 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路， 解除对 ＦｏｘＯ３ａ 的抑制

作用， 进而上调促凋亡基因表达， 最终诱导肾脏细胞

凋亡。 作为内源性凋亡通路的核心启动者， ｃａｓｐａｓｅ－
９ 通过介导凋亡小体的形成并激活下游效应型 ｃａｓｐａｓｅ
（如 ｃａｓｐａｓｅ－３ ／ ７）， 最终执行细胞凋亡程序［２９］。 研究

表明， Ａｋｔ 可通过特异性磷酸化 ｃａｓｐａｓｅ－９ 酶原， 有

效抑制细胞色素 Ｃ （Ｃｙｔ ｃ） 诱导的 ｃａｓｐａｓｅ－９ 酶原切

割活化， 从而阻断凋亡信号级联反应［３０］。 本研究发

现， 在 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ ＮａＦ 处理组的小鼠肾脏中， ｃａｓｐａｓｅ－
９ 和 ｃａｓｐａｓｅ－３ 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平显著上调。 同

时， 在 ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组中， 具有剪切活性的 Ｃ －
ｃａｓｐａｓｅ－９ 和 Ｃ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 的蛋白相对水平也显著升

高。 这些结果提示， ＮａＦ 可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信
号通路， 解除其对 ｃａｓｐａｓｅ－９ 活化的抑制作用， 从而

激活了 ｃａｓｐａｓｅ 依赖性的凋亡途径。
Ｂａｄ、 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂｃｌ－ｘＬ 作为 Ｂｃｌ－２ 蛋白家族的核

心成员， 分别发挥促凋亡和抗凋亡的调控作用。 已有

研究证实， Ａｋｔ 介导的 Ｂａｄ 磷酸化不仅能促进其与

Ｂｃｌ－ｘＬ 或 Ｂｃｌ－２ 解聚， 还能使其与 １４－３－３ 等抗凋亡

蛋白结合， 从而有效阻断 Ｂａｄ 的促凋亡功能［３１－３２］。
本研究结果显示， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组小鼠肾脏中 Ｂａｄ
的 ｍＲＮＡ 相对表达水平显著升高， 而 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂｃｌ－
ｘＬ 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平显著降低， 提示 ＮａＦ 可能

通过抑制 Ａｋｔ 介导的 Ｂａｄ 磷酸化， 促进 Ｂａｄ ／ Ｂｃｌ－２ 复

合物形成， 进而激活线粒体途径的细胞凋亡。 ｍＴＯＲ
作为 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 下游关键的丝氨酸－苏氨酸蛋白激酶，
在调控细胞的存活、 生长、 增殖和自噬过程中发挥核

心作用［３３－３４］。 值得注意的是， ｐ７０Ｓ６Ｋ 作为 ｍＴＯＲ 的

直接下游靶蛋白， 不仅参与蛋白质合成调控， 还能通

过与 Ｂａｄ 蛋白的相互作用影响细胞凋亡进程。 在本研

究中， ２４ 和 ４８ ｍｇ ／ ｋｇ 组小鼠肾脏中 ｍＴＯＲ 和 ｐ７０Ｓ６Ｋ
的 ｍＲＮＡ 相对表达水平均显著降低， 表明过量的 ＮａＦ
可能通过抑制 ＰＩ３Ｋ － Ａｋｔ － ｍＴＯＲ 信号通路， 阻断

ｍＴＯＲ 复合物对 ｐ７０Ｓ６Ｋ 的激活作用， 进而破坏细胞

生存与凋亡的平衡， 最终导致肾脏细胞凋亡， 这与

Ｃａｇｌａｙａｎ 等［３５］ 在 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠肾脏中的研究结果相

印证。

４　 结论

本研究通过建立 ＮａＦ 暴露的 ＩＣＲ 小鼠模型， 系

统探讨了 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路在氟致肾脏细胞凋亡中

的调 控 作 用。 结 果 显 示， 当 ＮａＦ 的 剂 量 超 过
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１２ ｍｇ ／ ｋｇ 时， 可观察到 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路活性受到

抑制， 并伴随促凋亡因子 ｍＲＮＡ 表达水平显著上调，
抗凋亡因子 ｍＲＮＡ 表达水平下调， 以及肾脏细胞凋

亡率显著增加且组织结构出现损伤。 上述结果表明，
ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路的抑制与氟诱导的肾脏细胞凋亡

及组织损伤之间存在显著关联。 这一发现为揭示氟致

肾脏毒性的潜在机制提供了新的试验证据， 也为进一

步研究该通路在氟诱导肾损伤中的具体作用机制及可

能的干预策略提供了方向。
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