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摘要： 为了揭示双峰驼肾脏在高糖环境中的抗氧化能力， 以其离体培养的肾皮质和髓质细胞为材料， 以双峰驼生理血糖值 ７􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的葡

萄糖培养基为对照， １０、 １５、 ２５ 和 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖浓度进行高糖逆境模拟培养， 检测各处理组的活性氧 （ＲＯＳ） 水平和抗氧化基因的水平。 结

果显示： 高糖应激下， 肾皮质细胞内 ＲＯＳ 含量在 １０、 １５、 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下有极显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肾髓质细胞内 ＲＯＳ 含量在 １５、 ２５、 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下有极显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 肾皮质细胞中过氧化氢酶 （ＣＡＴ）、 超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） ２、 ＳＯＤ３、 谷胱甘肽过氧化物酶 （Ｇｐｘ）
１、 Ｇｐｘ３、 溶质载体家族 ６ 成员 １ （ＳＬＣ６Ａ１）、 溶质载体家族 １４ 成员 １ （ＳＬＣ１４Ａ１） 在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下 ｍＲＮＡ 表达量极显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
Ｇｐｘ１、 Ｇｐｘ３、 Ｇｐｘ４、 糖皮质激素受体 （ＧＲ）、 过氧化物酶体生物发生因子 ５ （ＰＥＸ５Ｌ）、 多聚结合蛋白 ２ （ＰＣＢＰ２）、 ＡＴＰ 柠檬酸裂合酶 （ＡＣＬＹ）
在 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下 ｍＲＮＡ 表达量极显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 肾髓质细胞中 ＣＡＴ、 Ｇｐｘ１、 Ｇｐｘ３ 在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下 ｍＲＮＡ 表达量极显著上升

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＣＡＴ、 ＳＯＤ１、 Ｇｐｘ１、 Ｇｐｘ３ 在 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下 ｍＲＮＡ 表达量极显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＳＬＣ６Ａ１ 在 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下 ｍＲＮＡ 表达

量极显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 提示： 双峰驼肾皮质细胞对糖浓度变化敏感， 糖浓度偏离生理范围即引发 ＲＯＳ 增加， 激活抗氧化基因表达， 产生显著

氧化应激反应； 相比之下， 肾髓质细胞对糖浓度变化较不敏感， 仅在极端糖浓度偏离时表现出类似反应。 高糖环境下两者均展现抗氧化能力， 但

肾皮质细胞表现出更强的抗氧化适应性。
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　 　 双峰驼是我国固有的畜种， 主要分布在西北干旱

地区。 由于长期生存在恶劣的环境之中， 使得其在进

化过程中形成了耐高温、 耐干旱、 耐盐和耐高血糖的

独特特征［１－２］， 是研究动物抗逆的模式生物。 骆驼的

基础血糖值是 （７􀆰 １±０􀆰 ３） ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 高于马 （４􀆰 ２ ±
０􀆰 ４） ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和绵羊 （ ３􀆰 ４ ± ０􀆰 ２） ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的基础

值［３－４］。 对骆驼、 绵羊、 马进行静脉葡萄糖注射试验

表明， 骆驼血浆中葡萄糖浓度显著升高， 并且其葡萄

糖清除率远低于绵羊和马。 双峰驼为了适应高血糖水

平， 肾脏作为关键的代谢器官， 发挥着重要的作用，
而探讨抗逆性的机制， 深入研究活性氧 （ＲＯＳ） 的作

用至关重要。 当机体受到如低氧、 高温、 高糖和缺血

再灌注等区别于机体正常值的外界刺激侵扰时， ＲＯＳ
产生量会急剧增加。 ＲＯＳ 几乎在所有细胞代谢过程

中都会产生， 主要包括高活性自由基和非自由基物质

这两 类， 其 中 高 活 性 自 由 基 包 括 超 氧 阴 离 子

（Ｏ２·
－）、 羟基 （·ＯＨ） 和过氧基 （·ＯＯＨ） ［５－８］；

非自由基物质主要是由过氧化氢 （Ｈ２Ｏ２） 和单态氧

（ １Ｏ２） 构成［９－１０］。 ＲＯＳ 作为正常代谢的天然副产物，
在细胞信号传导和体内平衡中具有重要作用。 低浓度

的 ＲＯＳ 可以成为第二信使， 参与生命活动中的信息

传递； 而高浓度的 ＲＯＳ 则会产生毒性， 严重威胁到

细胞的生存环境。 当生物体 ＲＯＳ 水平显著超过抗氧

化能力， 将会导致体内氧化与抗氧化不平衡的状

态［１１］， 称为氧化应激 （ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ）， 如脂质和蛋

白质过氧化， 会加速衰老、 发生细胞损伤和诱发冠心

病等。 正常情况下， 机体 ＲＯＳ 会快速及时地被体内

的抗氧化防御系统清除。 清除多余的 ＲＯＳ， 主要依

靠自身的酶性防御系统； 部分非酶的小分子抗氧化剂

也会参与其中， 例如维生素 Ｅ、 维生素 Ｃ、 谷胱甘肽

等。 抗氧化酶主要包括超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、 过

氧化氢酶 （ＣＡＴ） 和谷胱甘肽过氧化物酶 （Ｇｐｘ） 三

类。 因此， 体内的 ＲＯＳ 总是处于一个动态平稳的状

态， 而一旦这种平稳被打破， 氧化应激就会随之而

来。 本研究对双峰驼肾皮质细胞和肾髓质细胞进行高

糖的逆境模拟培养， 检测细胞氧化应激水平和抗氧化

基因表达量变化， 将为阐述双峰驼肾脏的抗逆机理进

而攻克 ＲＯＳ 引起的相关疾病提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

阿拉善双峰驼肾皮质细胞与肾髓质细胞， 为本实

验室冻存［１２］； 不含钙镁磷酸盐缓冲液 （Ｄ －ＰＢＳ），
购自爱必信生物科技有限公司； 青霉素和链霉素

（ＰＳ）， 购 自 以 色 列 ＢＩ 公 司； ０􀆰 ２５％ 胰 蛋 白 酶、
ＤＭＥＭ 培养液、 胎牛血清 （ ＦＢＳ）， 购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司； 氯仿和异丙醇， 购自天津生化试剂公司； ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、 荧 光 定 量 ＰＣＲ （ ｑＲＴ － ＰＣＲ ） 试 剂 盒、
ＴＲＩｚｏｌ， 购自 ＴａＫａＲａ 公司； ＲＯＳ 荧光探针试剂盒，
购自南京建成生物工程研究所有限公司。
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 不同糖浓度处理下细胞的 ＲＯＳ 检测

复苏 Ｐ３ 代肾皮质细胞和肾髓质细胞， 传代接种

于 ６ 孔板中， 待细胞长至接近 ６０％， 弃去培养液， 用

ＰＢＳ 清洗， 分别加入含 ７􀆰 １ （对照）、 １０、 １５、 ２５、
４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖的完全培养液， 每组 ３ 个重复， 放

入恒温培养箱培养 ４８ ｈ。 将稀释 １ ０００ 倍的活性氧

ＲＯＳ 荧光探针 （ＤＣＦＨ－ＤＡ） 吸取 １􀆰 ５ ｍＬ 于 ６ 孔板

中， 标记， 置于摇床孵化， ４ ｈ 后使用激光共聚焦显

微镜检测各处理组的平均荧光强度， 得到 ＲＯＳ 的含

量值。
１􀆰 ２􀆰 ２　 抗氧化基因 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测

从 ＮＣＢＩ 网站查找双峰驼肌动蛋白 （β－ａｃｔｉｎ）、
ＣＡＴ、 ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２、 ＳＯＤ３、 Ｇｐｘ１、 Ｇｐｘ３、 Ｇｐｘ４、
糖皮质激素受体 （ＧＲ） 等各基因序列， 使用软件

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 设计 ｑＲＴ－ＰＣＲ 引物 （表 １）。 同

时， 根据前期转录组数据［１３］ 中筛选的肾脏抗氧化相

关基因溶质载体家族 ６ 成员 １ （ＳＬＣ６Ａ１）、 葡萄糖转

运蛋白 １ （Ｇｌｕｔ１）、 过氧化物酶体生物发生因子 ５
（ＰＥＸ５Ｌ）、 ＡＴＰ 柠檬酸裂合酶 （ＡＣＬＹ）、 多聚结合

蛋 白 ２ （ ＰＣＢＰ２ ）、 溶 质 载 体 家 族 １４ 成 员 １
（ＳＬＣ１４Ａ１）、 血红蛋白亚基 （ＬＯＣ１０５０６１８５６） 设计

引物 （表 ２）。
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表 １　 已知抗氧化基因 ｑＲＴ－ＰＣＲ 引物序列

基因编号 基因名 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ＸＭ＿０１０９６５８６６􀆰 ２ β－ａｃｔｉｎ
Ｆ：ＣＡＣＴＧＧＣＡＴＣＧＴＧＡＴＧＧＡＣＴ；
Ｒ：ＧＣＡＧＣＴＣＧＴＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣＣ

１９８ ５７􀆰 ８９

ＸＭ＿０１０９６４６９３􀆰 ２ ＣＡＴ
Ｆ：ＴＴＴＴＡＣＡＣＧＧＡＧＧＡＴＧＧＴ；
Ｒ：ＴＡＧＡＴＧＣＧＴＴＴＧＡＧＧＧＴＴ

３３３ ５９􀆰 ６８

ＸＭ＿０１０９５６５９５􀆰 ２ ＳＯＤ１
Ｆ：ＴＴＧＧＡＧＡＣＣＴＧＧＧＣＡＡＴＧＴＧ；
Ｒ：ＡＴＴＧＴＧＣＧＧＣＣＡＡＴＧＡＴＧＧＡ

１９６ ５９􀆰 ８６

ＫＲ０２３９５１􀆰 １ ＳＯＤ２
Ｆ：ＴＧＡＡＡＣＣＡＡＧＣＣＡＡＣＣＣＣＡＡ；
Ｒ：ＴＡＡＣＣＴＧＡＡＴＧＴＣＧＣＣＧＡＧＧ

１４３ ５９􀆰 ３９

ＸＭ＿０１０９６３０４６􀆰 ２ ＳＯＤ３
Ｆ：ＧＡＣＡＴＧＣＡＣＧＣＣＡＡＡＧＴＧＡＣ；
Ｒ：ＧＧＧＴＣＡＡＧＴＣＣＣＣＧＡＡＣＴＧ

９８ ６０􀆰 ７８

ＸＭ＿０１０９６９２５８􀆰 ２ Ｇｐｘ１
Ｆ：ＧＡＡＡＴＧＴＧＡＣＧＴＧＡＡＣＧＧＣＴ；
Ｒ：ＡＴＧＡＡＣＴＴＧＧＧＧＴＣＧＧＴＣＡＴ

１９７ ６０􀆰 ６９

ＸＭ＿０１０９６９９９９􀆰 ２ Ｇｐｘ３
Ｆ：ＡＴＣＧＡＣＧＧＧＧＡＧＧＡＧＴＡＣＡＴ；
Ｒ：ＡＴＧＡＣＣＡＧＡＣＣＡＡＡＴＧＧＣＣＣ

２６５ ６０􀆰 ９６

ＸＭ＿０１０９６６６２７􀆰 １ Ｇｐｘ４
Ｆ：ＴＣＧＣＡＡＴＧＡＧＧＣＡＡＧＡＣＡＧＡ；
Ｒ：ＡＡＧＧＣＧＡＧＧＡＴＣＣＧＴＡＡＡＣＣ

９５ ５９􀆰 ５５

ＡＸ１１９２６０􀆰 １ ＧＲ
Ｆ：ＣＴＣＣＴＣＡＣＡＴＣＣＴＧＡＴＣＧＣＣ；
Ｒ：ＣＡＣＣＡＡＣＡＡＴＧＡＣＡＣＴＧＣＧＧ

１３８ ５９􀆰 ９７

表 ２　 转录组筛出的抗氧化相关基因 ｑＲＴ－ＰＣＲ 引物序列

基因编号 基因名 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ＸＭ＿０１０９５３０４７􀆰 ２ ＳＬＣ６Ａ１
Ｆ：ＴＴＡＧＧＣＴＧＣＣＣＧＧＣＴＴＴＡＣ；
Ｒ：ＧＡＣＡＧＡＧＣＣＴＣＡＣＣＴＴＡＡＣＴＴＣＣＴ

７１ ６０􀆰 ０４

ＸＭ＿０１０９５９７５５􀆰 ２ Ｇｌｕｔ１
Ｆ：ＴＡＣＡＡＣＡＣＣＧＧＣＧＴＣＡＴＣＡＡ；
Ｒ：ＧＣＧＡＡＡＡＴＧＧＡＴＡＣＣＧＣＣＡＣ

１３７ ５９􀆰 ９６

ＸＭ＿０４５５１１２９７􀆰 １ ＰＥＸ５Ｌ
Ｆ：ＣＴＣＡＣＧＧＡＡＴＧＴＣＡＧＴＧＧＴＴＴＡＡＴ；
Ｒ：ＡＡＡＣＡＣＡＧＣＣＡＡＣＡＧＡＡＡＡＴＴＣ

１９９ ６０􀆰 １１

ＸＭ＿０１０９６９０１２􀆰 ２ ＡＣＬＹ
Ｆ：ＴＴＧＴＧＣＴＧＧＧＡＡＧＧＡＧＴＡＴＧＧ；
Ｒ： ＣＣＴＧＣＴＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣＴＧＡＴＣ

２０４ ５９􀆰 ９０

ＸＭ＿０１０９６４３９１􀆰 ２ ＰＣＢＰ２
Ｆ：ＡＡＡＣＧＡＴＴＴＧＡＴＴＧＧＣＴＧＣＡＴ；
Ｒ：ＴＧＡＣＧＧＡＴＣＴＣＡＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧ

１１２ ５９􀆰 ８２

ＭＢ４７４５１９􀆰 １ ＳＣＬ１４Ａ１
Ｆ：ＧＧＡＴＧＣＣＧＣＴＣＡＧＴＡＡＡＧＴＣ；
Ｒ：ＧＣＣＣＴＴＣＴＴＣＴＧＴＴＴＧＣＴＣＡ

２７１ ６０􀆰 ０３

ＸＭ＿０１０９６９９９９􀆰 ２ ＬＯＣ１０５０６１８５６
Ｆ：ＧＧＧＡＣＣＴＧＴＣＣＡＣＴＧＣＴＧＡＴ；
Ｒ：ＣＴＴＡＣＴＧＣＣＡＴＧＧＧＣＣＴＴＣＡ

１１７ ５９􀆰 ７３

　 　 传代细胞培养 ４８ ｈ 后达到 ８０％～９０％， 收集每组

细胞， 采用酚 －氯仿抽提法提取总 ＲＮＡ， 反转成

ｃＤＮＡ， 进行 ＰＣＲ 检测。 反转录体系： ＲＮＡ ２ μＬ，
ＲＮａｓｅ－ ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ６ μＬ， ５ × Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ ２ μＬ， 共 １０ μＬ。 反 转 录 反 应 程 序： ３７ ℃
１５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｓ， ４ ℃ 保存。 ＰＣＲ 反应体系： ＴＢ
Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ １０ μＬ， 上、 下游引物各

０􀆰 ８ μＬ， ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ４ μＬ， 共２０ μＬ。
ＰＣＲ 反应程序： ９５ ℃ ３０ ｓ ； ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ６０ ｓ，

７２ ℃ １０ ｓ， ４０ 个循环。 反应结束后， 得到各组处理

的 Ｃｔ 值， 通过计算可得出各处理组之间抗氧化基因

的差异表达量。
１􀆰 ３　 数据统计与分析

使用 ＳＰＳＳ ２０ 统计分析软件进行处理， 采用 ｔ 检
验法将各组数据与对照组比较， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表明具有统

计学意义。 所有试验数据均以 “平均数±标准差” 形

式表示。
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同葡萄糖浓度处理后肾皮质细胞和肾髓质细

胞形态观察

　 　 不同葡萄糖浓度处理后的肾皮质细胞生长情况见

图 １。 细胞形态并无差异， 生长速度没有明显变化，

但随着糖浓度的增加， 死细胞数量略有增多。
不同葡萄糖浓度处理后的肾髓质细胞生长情况见

图 ２。 细胞形态与处理前保持一致， 生长速度没有明

显变化。 随着糖浓度增加， 也存在死细胞略增多

趋势。

Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｅ． 依次为 ７􀆰 １、 １０、 １５、 ２５、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖浓度。

图 １　 不同葡萄糖浓度处理后的肾皮质细胞

Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｅ． 依次为 ７􀆰 １、 １０、 １５、 ２５、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖浓度。

图 ２　 不同葡萄糖浓度处理后的肾髓质细胞

２􀆰 ２　 不同葡萄糖浓度处理后肾皮质细胞和肾髓质细

胞 ＲＯＳ 强度观察

　 　 用不同葡萄糖浓度的培养基培养双峰驼肾皮质细

胞和肾髓质细胞， 经过 ４ ｈ 孵育后， 使用激光共聚焦

显微镜观察了各处理组细胞的 ＲＯＳ 荧光强度 （图 ３
和图 ４）。 各组均在显微镜下观察到绿色荧光， 荧光

强度随着糖浓度的增加有增强趋势。

Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｅ． 依次为 ７􀆰 １、 １０、 １５、 ２５、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖浓度。

图 ３　 不同糖浓度下肾皮质细胞 ＲＯＳ 的荧光观察 （１００×）

２􀆰 ３　 不同葡萄糖浓度处理后肾皮质细胞和肾髓质细

胞 ＲＯＳ 含量统计

　 　 计算了各组 ＲＯＳ 的平均荧光值， 得到各处理组

中细胞内的 ＲＯＳ 含量。 经统计， 肾皮质细胞内 ＲＯＳ
随着糖浓度增加整体表达量呈现先上升后下降趋势

（图 ５Ａ）， 其中 １０、 １５、 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 较 ７􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
（对照组） 极显著增加 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 肾髓质细胞内

ＲＯＳ 随着糖浓度增加总体表达量呈上升趋势 （图

５Ｂ）， 其中， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 较 ７􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 显著降低，
１５、 ２５、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 较 ７􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 极显著增加 （Ｐ＜
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０􀆰 ０５）。 肾皮质细胞在糖浓度偏离对照组时， 细胞内

ＲＯＳ 含量显著增加， 而肾髓质细胞只有在糖浓度极

度偏离对照组时， 细胞内 ＲＯＳ 才会极显著增加， 表

明肾皮质细胞对糖浓度的变化更敏感。

Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｅ． 依次为 ７􀆰 １、 １０、 １５、 ２５、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖浓度。

图 ４　 不同糖浓度下肾髓质细胞 ＲＯＳ 的荧光图片 （１００×）

与对照组 （７􀆰 １ ｍｍｏｌ·Ｌ－１） 比较， ∗表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 下同。

图 ５　 不同葡萄糖浓度处理下肾皮质细胞 （Ａ） 与肾髓质 （Ｂ） 细胞 ＲＯＳ 荧光强度比较

２􀆰 ４　 不同葡萄糖浓度处理后肾皮质细胞与肾髓质细

胞抗氧化基因表达量检测

　 　 各组均以双峰驼正常血糖浓度 （７􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
为对照组， 进行了抗氧化基因 ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测。 由图

６ 可见， 随着培养液中葡萄糖浓度的增加， 肾皮质细

胞 ＣＡＴ ｍＲＮＡ 相对表达量整体呈先上升后下降趋势，
在 １０、 １５、 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与对照组相比极显著

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＳＯＤ２ 与 ＳＯＤ３ 的 ｍＲＮＡ 相对表达

量整体呈先上升后下降趋势， 在 １０、 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓

度下与对照组相比极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ｇｐｘ１ 与

Ｇｐｘ３ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量整体呈上升趋势， １０、 ２５、
４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与对照组相比极显著升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； Ｇｐｘ４ ｍＲＮＡ 相对表达量整体呈上升趋势， 在

２５、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与对照组相比极显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＧＲ ｍＲＮＡ 相对表达量整体呈上升趋势，
在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与对照组相比显著升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 在 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与对照组相比极显著

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ６　 不同葡萄糖浓度下肾皮质细胞 ＣＡＴ、 ＳＯＤ２、 ＳＯＤ３、 Ｇｐｘ１、 Ｇｐｘ３、 Ｇｐｘ４ 与 ＧＲ 基因表达量比较
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　 　 由图 ７ 可见， 肾髓质细胞随着糖浓度的增加，
ＣＡＴ 和 ＳＯＤ１ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量整体呈上升趋势，
其 中 ＣＡＴ ｍＲＮＡ 在 １０、 １５、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ＳＯＤ１
ｍＲＮＡ 在 １５、 ２５、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与对照组相比

极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＳＯＤ２ ｍＲＮＡ 相对表达量整

体为下降趋势， 且均与对照组相比差异极显著 （Ｐ＜

０􀆰 ０１）； Ｇｐｘ１ 与 Ｇｐｘ３ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量整体呈上

升趋势， 其中 Ｇｐｘ１ ｍＲＮＡ 相对表达量在 １０、 １５、 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与对照组相比极显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， Ｇｐｘ３ ｍＲＮＡ 相对表达量在 １０、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖

浓度下与对照组相比极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ７　 不同葡萄糖浓度下肾髓质细胞 ＣＡＴ、 ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２、 Ｇｐｘ１、 Ｇｐｘ３ 基因表达量比较

２􀆰 ５　 不同葡萄糖浓度处理后转录组筛选的肾皮质细

胞和肾髓质细胞抗氧化相关基因表达量检测

　 　 由图 ８ 可见， 肾皮质细胞中随着糖浓度增加，
Ｇｌｕｔ１ ｍＲＮＡ 相对表达量整体呈上升趋势， 在 ２５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与对照组相比显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
在 １０、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与对照组相比极显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＳＬＣ６Ａ１ ｍＲＮＡ 相对表达量呈先上升后下

降趋势， 在 １０、 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下极显著高于对照

组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 在 ２５、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下极显著低

于对照组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； ＰＥＸ５Ｌ、 ＰＣＢＰ２、 ＡＣＬＹ 的

ｍＲＮＡ 相对表达量整 体 呈 上 升 趋 势， 在 ２５、 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ糖浓度下与对照组相比极显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； ＬＯＣ１０５０６１８５６、 ＳＬＣ１４Ａ１ 的 ｍＲＮＡ 相对表

达量为先上升后下降趋势， 在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与

对照组相比极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ８　 不同葡萄糖浓度下肾皮质细胞 Ｇｌｕｔ１、 ＳＬＣ６Ａ１、 ＰＥＸ５Ｌ、 ＰＣＢＰ２、 ＡＣＬＹ、 ＬＯＣ１０５０６１８５６、 ＳＬＣ１４Ａ１ 基因表达量比较

　 　 由图 ９ 可见， 肾髓质细胞中随着糖浓度的增加，
ＳＬＣ６Ａ１ ｍＲＮＡ 相对表达量整体呈先下降后上升趋

势， 在 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下与对照组相比极显著升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 其他糖浓度下表达极显著下降 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０１）；Ｇｌｕｔ１、ＰＥＸ５Ｌ、ＰＣＢＰ２、ＡＣＬＹ、ＬＯＣ１０５０６１８５６、
ＳＬＣ１４Ａ１ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量与对照组相比整体均

呈下降趋势， 在各糖浓度（除 Ｇｌｕｔ１ 在 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
下都差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

·３５·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 １１ 期



图 ９　 不同葡萄糖浓度下肾髓质细胞 Ｇｌｕｔ１、 ＳＬＣ６Ａ１、 ＰＥＸ５Ｌ、 ＰＣＢＰ２、 ＡＣＬＹ、 ＬＯＣ１０５０６１８５６、 ＳＬＣ１４Ａ１ 基因表达量比较

３　 讨论

根据已有的禁水、 盐胁迫处理获得的转录组数

据［１３］显示， 双峰驼肾脏在抗氧化调节中有抗氧化基

因上调表达的趋势， 发挥抗氧化作用。 因此， 本试验

以双峰驼肾皮质与肾髓质细胞为试验材料， 通过在培

养液中添加葡萄糖模拟双峰驼肾细胞高糖环境， 之后

对各试验组细胞内 ＲＯＳ 含量进行检测， 发现肾皮质

细胞在 １０、 １５、 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下 ＲＯＳ 与对照组

相比显著增加； 肾髓质细胞 １５、 ２５、 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓

度下 ＲＯＳ 与对照组相比显著增加， 这一结果与葛勤

敏等［１４］在高浓度葡萄糖检测内皮细胞 ＲＯＳ 含量的试

验结果一致， 均为 ＲＯＳ 含量增加。
为了研究双峰驼肾细胞如何清除细胞内多余的

ＲＯＳ， 对肾细胞进行了抗氧化及抗氧化相关基因检

测， 以此确定双峰驼肾细胞的抗氧化调控机制。 抗氧

化相关基因已有的试验表明， 经盐胁迫后双峰驼肾髓

质组织中 ＳＬＣ１４Ａ１、 ＳＬＣ６Ａ１、 ＰＥＸ５Ｌ、 ＰＣＢＰ２ 基因

上调表达， 禁水胁迫后 ＡＣＬＹ、 ＬＯＣ１０５０６１８５６ 基因

下调表达。 在本次试验中， 肾髓质细胞与肾皮质细胞

中 ＳＬＣ１４Ａ１ 基因整体呈下调表达， 推测有以下可能：
首先 ＳＬＣ１４Ａ１ 编码的蛋白是尿素转运蛋白 Ｂ， 是一

种水通道家族蛋白， 在维持细胞渗透压方面发挥着作

用， ＳＬＣ１４Ａ１ 在 肾 脏 形 成 高 浓 缩 尿 中 发 挥 着 作

用［１５－１６］， 而在体外培养的细胞中， 高糖组中培养液

的渗透压不断加大， 为了平衡细胞内外环境渗透压平

衡， 细胞中出现了 ＳＬＣ１４Ａ１ 基因下调表达； 其次因

为在活体中各器官相互协同， 形成了复杂稳定的调控

网络， 而体外培养的细胞相对单一， 使得该基因的表

达与组织中的表达存在差异。 ＳＬＣ６Ａ１ 基因编码的蛋

白是 ＧＡＢＡ 转运蛋白 １， 该蛋白有着减少三羧酸循环

（ＴＣＡ） 引起的细胞失水、 降低细胞呼吸以及清除自

由基的功能［１７－１９］。 本试验中该基因在肾皮质中 １０ 和

１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度中上调表达， 在肾髓质中 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

糖浓度中上调表达， 一方面是为了清除过高糖浓度引

起的自由基积累， 另一方面也可能是发挥调节渗透的

作用。 ＰＥＸ５Ｌ 基因编码的蛋白是过氧化物酶体合成

因子 ５， 过氧化物酶体可将有毒的 Ｈ２ Ｏ２ 转化为

Ｈ２Ｏ［２０］。 该基因在肾皮质细胞中存在上调表达的趋

势， 在肾髓质细胞则下调表达。 同样是此趋势表达的

抗氧化基因 ＰＣＢＰ２， 是一种防止花生四烯酸被氧化

的基因［１３］。 推测这 ２ 种基因的表达趋势可能是由于

肾皮质细胞中 Ｇｌｕｔ１ 上调表达， 吸收了更多的葡萄

糖， 引起了较为激烈的应激反应， 而肾髓质细胞对葡

萄糖不敏感， 应激反应较小， 没有引起该抗氧化基因

的高表达。 肾皮质细胞中 ＡＣＬＹ 和 ＬＯＣ１０５０６１８５６ 基

因上调表达， 其中 ＡＣＬＹ 编码的是 ＴＣＡ 循环的关键

酶柠檬酸合酶［１３］， ＬＯＣ１０５０６１８５６ 编码的是血红蛋白

亚基， 与氧气的运输相关， 这 ２ 个基因在肾皮质细胞

中上调表达， 推测是因为肾皮质细胞吸收过多的葡萄

糖， 导致细胞内 ＴＣＡ 循环加速， 细胞新陈代谢加快，
对氧气的需求量增加。

结合抗氧化基因结果可见， 肾皮质细胞中 ＣＡＴ、
Ｇｐｘ１、 ＳＬＣ６Ａ１、 ＳＯＤ２、 ＳＯＤ３、 ＬＯＣ１０５０６１８５６、
Ｇｐｘ３、 ＳＬＣ１４Ａ１、 ＧＲ 基因上调表达， ＰＣＢＰ２、 ＡＣＬＹ
基因下调表达； 肾髓质细胞中 ＣＡＴ、 Ｇｐｘ３、 Ｇｐｘ１ 基

因 上 调 表 达， ＰＥＸ５Ｌ、 ＰＣＢＰ２、 ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２、
ＳＬＣ１４Ａ１、 ＡＣＬＹ、 ＬＯＣ１０５０６１８５６ 基因下调表达。 因

为 Ｇｐｘ１、 ＳＯＤ１、 ＳＯＤ２ 在线粒体中发挥作用， ＳＯＤ３
与 Ｇｐｘ３ 在细胞膜发挥作用［２１－２２］， 由此推测在 １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下， 肾皮质细胞的 Ｇｌｕｔ１ 表达量增加，
过多的葡萄糖被运输至细胞内， 从而引起了细胞内

ＲＯＳ 的增加。 线粒体内 ＳＯＤ２ 将 ＲＯＳ 分解 Ｈ２Ｏ２， 基

因 ＳＬＣ６Ａ１ ｍＲＮＡ 表达量增加， 降低细胞的新陈代

谢， 减少 ＲＯＳ 的产生； 由氧分子作为电子受体在代

谢中产生的 ＲＯＳ 被 ＳＯＤ３ 分解为 Ｈ２Ｏ２， 随后 Ｈ２Ｏ２均

被运输至细胞内并且在细胞内被分解， 其中一部分被

ＣＡＴ 分解为水和氧气， 另一部分被 Ｇｐｘ１ 与 Ｇｐｘ３ 分
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解为水。 肾髓质细胞对糖浓度并不敏感， Ｇｌｕｔ１ 的

ｍＲＮＡ 表达量与对照组相比呈下降趋势， 在 １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下， 细胞内由于渗透压等因素的改变，
产生的 ＲＯＳ 均被 ＳＯＤ１ 分解为 Ｈ２Ｏ２， 之后经过 ＣＡＴ
与 Ｇｐｘ３ 协同分解为水与氧气。

在最高糖浓度 （４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 下， 肾皮质细胞中

Ｇｐｘ１、 Ｇｐｘ３、 Ｇｐｘ４、 ＧＲ、 Ｇｌｕｔ１、 ＰＥＸ５Ｌ、 ＰＣＢＰ２、
ＡＣＬＹ 基 因 上 调 表 达， 基 因 ＣＡＴ、 ＳＯＤ２、 ＳＯＤ３、
ＳＬＣ６Ａ１、 ＳＬＣ１４Ａ１ 下调表达； 肾髓质细胞中 ＣＡＴ、
ＳＯＤ１、 Ｇｐｘ１、 Ｇｐｘ３ 基因上调表达， Ｇｌｕｔ１、 ＳＯＤ２、
ＳＬＣ６Ａ１、 ＰＥＸ５Ｌ、 ＰＣＢＰ２、 ＡＣＬＹ、 ＬＯＣ１０５０６１８５６、
ＳＬＣ１４Ａ１ 基因下调表达。 肾皮质细胞中的 ＳＯＤ３ 下调

表达， 与 Ｍａｈｍｏｕｄ 等［２３］对骆驼肾皮质脱水试验期间

的 ＳＯＤ３ 表达趋势一致。 Ｇｐｘ４ 有防止细胞凋亡的功

能［２４］， ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓下肾皮质细胞中 Ｇｐｘ４ 上调表

达， 表明肾皮质细胞在该浓度下会发生凋亡。 由此推

测在 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下， 肾皮质细胞内的 ＲＯＳ 主

要被 Ｇｐｘ 分 解 为 水， 并 且 抗 氧 化 基 因 ＰＥＸ５Ｌ、
ＰＣＢＰ２ 上调表达； 肾髓质细胞内的 ＲＯＳ 被 ＳＯＤ１ 分

解为 Ｈ２Ｏ２， 之后被 ＣＡＴ、 Ｇｐｘ１、 Ｇｐｘ３ 分解为水和氧

气， 以此来保护细胞。
肾皮质细胞中， ＣＡＴ、 ＳＯＤ２、 ＳＯＤ３ 基因在 ４０

ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下下调表达， 在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下

上调表达， 这种在高浓度下调表达， 低浓度上升表达

的趋势与不同浓度纳米塑料对日本沼虾抗氧化基因

（ＳＯＤ、 ＣＡＴ） 表达影响趋势一致［２５］。 推测在 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下， 抗氧化基因 ＣＡＴ 与 ＳＯＤ 产生了毒

性或者抑制作用， 使得该基因在 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下

低表达； 也可能是因为 ＣＡＴ 只清除 Ｈ２ Ｏ２， 而 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下， 产生的 ＲＯＳ 种类不同， 使得 ＣＡＴ
在 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 糖浓度下并不发挥主要作用。 后期我们

将对肾皮质与肾髓质细胞中差异表达抗氧化基因进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 在蛋白水平进一步验证， 已期获得更有

效证据来阐述双峰驼肾脏的抗逆机制。
综上所述， 高糖条件下， 双峰驼肾皮质和髓质细

胞均具有一定的抗氧化作用， 肾皮质细胞抗氧化能力

更强。
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２１ 种畜牧、 兽医科学类中国科技核心期刊中 《畜牧与兽医》
综合评价总分排名第 ９

　 　 《２０２４ 年版中国科技期刊引证报告 （核心版） 自然科学卷》 以 《中国科技论文与引文数据库》 （ＣＳＴＰＣＤ） 为基础， 采用

科学客观的研究方法与评价方式， 遴选中国自然科学领域各学科分类重要期刊作为统计来源期刊。 ２０２４ 年版引证报告共收录了

在中国 （不含港澳台地区） 正式出版的 １ ９９８ 种中文期刊和 １６７ 种英文期刊， 其中畜牧、 兽医科学类期刊共收录 ２１ 种， 包括 １９
本中文期刊和 ２ 本英文期刊， 《畜牧与兽医》 综合评价总分排名第 ９。 ２１ 种期刊主要指标详见附表。

附表　 ２０２３ 年畜牧、 兽医科学类期刊主要指标

序号 刊名
核心总被引频次 核心影响因子 综合评价总分

数值 排名 离均差率 数值 排名 离均差率 数值 排名

学科扩

散指标

学科影

响指标

红点

指标

１ ＡＮＩＭＡＬ ＮＵＴＲＩＴＩＯＮ ９５１ １５ －０􀆰 ４９ １􀆰 ６１２ ２ ０􀆰 ６５ ５１􀆰 ９ ２ ６􀆰 ５２ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ２５

２
ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＡＮＩＭＡＬ ＳＣＩＥＮＣＥ
ＡＮＤ ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ

１ １２３ １３ －０􀆰 ４０ １􀆰 ４０３ ４ ０􀆰 ４４ ４６􀆰 ８ ４ ６􀆰 ４８ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ０８

３ 蚕业科学 ６２７ １９ －０􀆰 ６６ ０􀆰 ６６０ １６ －０􀆰 ３２ ３４􀆰 ３ １３ ７􀆰 １９ ０􀆰 ４３ ０􀆰 ２５

４ 动物医学进展 １ ５２２ ９ －０􀆰 １９ ０􀆰 ６７０ １５ －０􀆰 ３１ ４１􀆰 ７ ８ １６􀆰 ０５ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ５２

５ 动物营养学报 ７ ６７１ １ ３􀆰 １１ １􀆰 ９９０ １ １􀆰 ０４ ７８􀆰 ４ １ １６􀆰 ３３ １􀆰 ００ ０􀆰 ８２

６ 家畜生态学报 １ １５８ １２ －０􀆰 ３８ ０􀆰 ６４３ １７ －０􀆰 ３４ ３４􀆰 ６ １２ ８􀆰 ９０ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５４

７ 经济动物学报 ２１５ ２１ －０􀆰 ８８ ０􀆰 ５１０ ２０ －０􀆰 ４８ ２６􀆰 ６ １９ ３􀆰 ７１ ０􀆰 ７１ ０􀆰 ５３

８ 粮食与饲料工业 ８０７ １６ －０􀆰 ５７ ０􀆰 ６１８ １９ －０􀆰 ３７ ２８􀆰 ３ １８ ７􀆰 ８１ ０􀆰 ５７ ０􀆰 ２２

９ 饲料工业 ２ ５４９ ６ ０􀆰 ３６ １􀆰 ５２９ ３ ０􀆰 ５７ ４５􀆰 ６ ５ １１􀆰 ００ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ７３

１０ 饲料研究 ３ ５００ ３ ０􀆰 ８７ １􀆰 ２０２ ６ ０􀆰 ２３ ３２􀆰 ２ １６ １３􀆰 ４３ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ７０

１１ 畜牧兽医学报 ２ ５６３ ５ ０􀆰 ３７ １􀆰 ０６０ ８ ０􀆰 ０９ ４４􀆰 １ ７ １２􀆰 １４ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５９

１２ 畜牧与兽医 １ ４８４ １１ －０􀆰 ２１ ０􀆰 ７３０ １４ －０􀆰 ２５ ３９􀆰 １ ９ ９􀆰 ４８ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ５７

１３ 畜牧与饲料科学 ７９７ １７ －０􀆰 ５７ ０􀆰 ６２０ １８ －０􀆰 ３７ ３６􀆰 ８ １１ ８􀆰 １４ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ４７

１４ 中国动物传染病学报 ６４８ １８ －０􀆰 ６５ ０􀆰 ８２１ １１ －０􀆰 １６ ２４􀆰 ７ ２０ ５􀆰 ３３ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ５６

１５ 中国家禽 １ ９６６ ７ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ９１１ １０ －０􀆰 ０７ ３３􀆰 ６ １５ ７􀆰 ７１ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５６

１６ 中国兽药杂志 ５７２ ２０ －０􀆰 ６９ ０􀆰 ４６２ ２１ －０􀆰 ５３ ２３􀆰 ６ ２１ ７􀆰 ９５ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ２５

１７ 中国兽医科学 １ １０２ １４ －０􀆰 ４１ ０􀆰 ７７２ １２ －０􀆰 ２１ ３３􀆰 ８ １４ ８􀆰 ０５ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ５７

１８ 中国兽医学报 １ ８０８ ８ －０􀆰 ０３ ０􀆰 ７６１ １３ －０􀆰 ２２ ３７􀆰 ４ １０ １１􀆰 ３８ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５６

１９ 中国畜牧兽医 ３ １２１ ４ ０􀆰 ６７ １􀆰 ００４ ９ ０􀆰 ０３ ４５􀆰 ３ ６ １５􀆰 ２９ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ６５

２０ 中国畜牧杂志 ３ ５５１ ２ ０􀆰 ９０ １􀆰 １８９ ７ ０􀆰 ２２ ４７􀆰 ４ ３ １２􀆰 ９５ １􀆰 ００ ０􀆰 ６３

２１ 中国预防兽医学报 １ ４８４ １０ －０􀆰 ２１ １􀆰 ３３８ ５ ０􀆰 ３７ ３１􀆰 ０ １７ ６􀆰 ５２ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ４７

２１ 种期刊平均值 １ ８６８ ０􀆰 ９７６

　 　 注： 数据来自中国科学技术信息研究所 《２０２４ 年版中国科技期刊引证报告 （核心版） 自然科学卷》。

·６５· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １１


