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　　【
摘

　
要

】　
目的

　
构建人肾小管上皮

（ＨＫ-２）
细胞程序性坏死的模型

，
观察受体相互作用蛋白

３（ＲＩＰ３）、
高迁移

率族蛋白

１（ＨＭＧＢ１）
在

ＨＫ-２
细胞程序性坏死中的表达和作用机制

。
方法

　
于

２０２２
年

５
月

—２０２４
年

１
月在海南医

科大学实验室进行实验

。
取

ＨＫ-２
细胞

，
分为

ｃｏｎｔｒｏｌ
组

、ＴＮＦ-α组

、ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组、ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组、ＴＮＦ-α＋

ＮＳＡ
组

，
分别给予相应干预

。
采用流式细胞术检测各组细胞凋亡

、
坏死率

；ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
荧光双染色结合激光共聚焦

显微成像检测

ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
阳性细胞百分率

；ＥＬＩＳＡ
法检测

ＨＭＧＢ１
蛋白表达水平

；ｑＲＴ-ＰＣＲ
检测

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１

ｍＲＮＡ
表达水平

；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
蛋白表达水平

。
结果

　
与

ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较

，ＴＮＦ-α组

ＨＫ-２
细胞凋亡和

坏死率

、ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
双阳性细胞百分率

、ＨＭＧＢ１
蛋白表达量及

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平显著升高

（ｑ／

Ｐ＝５６．７８６／＜０．００１、４７．９６３／＜０．００１、２４．１８６／＜０．００１、５．０２０／０．０３４、４．７０８／０．０４７、４６．４９５／＜０．００１、２６．８３７／＜

０．００１）。
与

ＴＮＦ-α组比较

，ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组、ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组、ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

ＨＫ-２
细胞凋亡和坏死率显著降低

（ｑ／Ｐ＝４４．２４３／＜０．００１、３７．６６６／＜０．００１、３０．３２４／＜０．００１），ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
双阳性细胞百分率显著降低

（ｑ／Ｐ＝

３５．１７６／＜０．００１、２８．４６１／＜０．００１、２１．１０４／＜０．００１），ＨＭＧＢ１
蛋白表达量显著降低

（ｑ／Ｐ＝３９．０４３／＜０．００１、３９．４１２／＜

０．００１、４１．５１０／＜０．００１），ＲＩＰ３ｍＲＮＡ
表达显著降低

（ｑ／Ｐ＝１３．９８２／＜０．００１、５．３８６／０．０２２、８．８１１／＜０．００１），ＨＭＧＢ１

ｍＲＮＡ
表达显著降低

（ｑ／Ｐ＝７．２１９／０．００３、６．３１８／０．００８、４．６５８／０．０４９），ＲＩＰ３
蛋白表达显著降低

（ｑ／Ｐ＝６２．４３６／＜

０．００１、４６．４９５／＜０．００１、３９．８５３／＜０．００１），ＨＭＧＢ１
蛋白表达显著降低

（ｑ／Ｐ＝２０．９８２／＜０．００１、２０．００６／＜０．００１、

２８．３０１／＜０．００１）。ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组、ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组

、ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组两两比较

，ＨＫ-２
细胞凋亡和坏死率

、

ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
双阳性细胞百分率

、ＲＩＰ３
蛋白表达水平差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。
结论

　ＴＮＦ-α能诱导

ＨＫ-２

细胞发生

ＲＩＰ３
介导的程序性坏死并释放

ＨＭＧＢ１
分子

。

【
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　
To construct the modeI of HK

-
2 ceII programmed necrosis of human renaI tubuIar epitheIium

(HK

-
2), and observe the expression and roIe of receptor interaction protein 3 (RIP3) and high mobiIity group protein 1

(HMGB1) in HK

-
2 ceII programmed necrosis.

Ｍｅｔｈｏｄｓ　
The experiment wiII be conducted in the Laboratory of Hainan Med

-

icaI University from May 2022 to January 2024. HK

-
2 ceIIs were divided into controI group, TNF

-αgroup, TNF

-α+ Nec

-
1s

group, TNF

-α+ GSK

’
872 group and TNF

-α+ NSA group. FIow cytometry was used to detect apoptosis and necrosis rates

in each group of ceIIs. TUNEL + RIP3 fIuorescence doubIe staining combined with Iaser confocaI microscopy was used to

detect the percentage of TUNEL + RIP3 positive ceIIs. The expression of HMGB1 protein was detected by ELISA. The mR

-

NA expression IeveIs of RIP3 and HMGB1 were detected by qRT

-
PCR. The expression IeveIs of RIP3 and HMGB1 were de

-

tected by Western bIot.

Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Compared with controI group, the apoptosis and necrosis rate of HK

-
2 ceIIs, the percent

-
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age of TUNEL + RIP3 doubIe positive ceIIs, the expression IeveI of HMGB1 protein and the mRNA and protein expression

IeveIs of RIP3 and HMGB1 in TNF

-αgroup were significantIy increased (q/P =56.786 <0.001, 47.963/ < 0.001, 24.186/ < 0.001,

5.020/0.034, 4.708/0.047, 46.495/ < 0.001, 26.837/ < 0.001). Compared to the TNF

-αgroup, apoptosis and necrosis rate of HK

-
2

ceIIs, percentage of TUNEL + /RIP3 + doubIe positive ceIIs, HMGB1 protein expression and mRNA and protein expression

IeveIs of RIP3, HMGB1 in TNF

-α+ Nec

-
1s group, TNF

-α+ GSK

’
872 group and TNF

-α+ NSA group were significantIy de

-

creased (The apoptosis and necrosis rates of HK

-
2 ceIIs: q/P =44.243/ < 0.001, 37.666/ < 0.001, 30.324/ < 0.001; percentage of

TUNEL + /RIP3 + doubIe positive ceIIs: q/P =35.176/ < 0.001, 28.461/ < 0.001, 21.104/ < 0.001; HMGB1 protein expression: q/

P =39.043/ < 0.001, 39.412/ < 0.001, 41.510/ < 0.001; RIP3 mRNA expression: q/P = 13.982/ < 0.001, 5.386/0.022, 8.811/0.001,

□ HMGB1 mRNA expression: q/P =7.219/0.003, 6.318/0.008, 4.658/0.049, RIP3 protein expression: q/P =62.436/ < 0.001, 46.495/ <

0.001, 39.853/ < 0.001, HMGB1 protein expression: q/P =20.982/ < 0.001, 20.006/ < 0.001, 28.301/ < 0.001). There were statisticaI

-

□ Iy significant differences in apoptosis and necrosis rate, percentage of TUNEL + /RIP3 + doubIe positive ceIIs and expres

-

sion IeveI of RIP3 protein in TNF

-α+ Nec

-
1s group, TNF

-α+ GSK

’
872 group and TNF

-α+ NSA group (P < 0.05).

Ｃｏｎｃｌｕ-

□

ｓｉｏｎ　
TNF

-αcan induce RIP3

-
mediated necroptosis in HK

-
2 ceIIs and reIease HMGB1 moIecuIes.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　
Necroptosis; Tumor necrosis factor

-α; Receptor-interacting protein 3; High mobiIity group box

-
1 pro

-

tein

　　
慢性肾脏病

（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）
进展缓

慢

，
是一种不可逆的肾脏功能损害

，
若治疗不及时

，
易

发展为肾衰竭

［１］。ＣＫＤ
主要表现为肾小管间质纤维

化

（ｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＴＩＦ），ＴＩＦ
一直被认为是预

测病情发展的最佳指标

［２-４］。
肿瘤坏死因子

-α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ-α，ＴＮＦ-α）是一种促炎细胞因子

，
能够诱

导细胞发生程序性坏死

［５］。
当肾组织受损时

，
免疫细

胞释放大量

ＴＮＦ-α，其与受体

ＴＮＦＲ１
结合

，
招募多种

下游信号分子

，
如受体相互作用蛋白

-１（ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒ-
ａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＩＰ１），

形成程序性坏死小体的复合

物

［６］。
该复合物还包括

ＲＩＰ３
和混合谱系激酶样结构

域

，
其中

ＲＩＰ３
最为关键

［７］。
抑制程序性坏死可抑制

人肾小管上皮细胞

ＨＫ-２
损伤

，
减轻肾脏炎性反应和

肾纤维化程度

［８-１０］。
高迁移率族蛋白

１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙ
ｇｒｏｕｐｂｏｘ-１ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＭＧＢ１）

可介导肾纤维化进展

［１１］。

但在

ＣＫＤ
及肾纤维化发病过程中

，
程序性坏死的肾小

管上皮细胞是否释放

ＨＭＧＢ１，
进而促进

ＴＩＦ
发生发展

目前尚不清楚

。
本研究探讨

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
在

ＨＫ-２
细

胞发生程序性坏死时的表达和作用机制

，
为

ＣＫＤ
及

ＴＩＦ
的防治提供优化方案给予参考依据

，
报道如下

。

１　
材料与方法

１．１　
实验材料

　（１）
细胞

：ＨＫ-２
细胞购自美国

ＡＴＣＣ。（２）
药品及试剂

：ＴＮＦ-α、细胞培养材料包括

ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养液

、
胎牛血清

、
二甲基亚砜等购自美

国

Ｓｉｇｍａ-Ａｌｄｒｉｃｈ
公司

（
货号

Ｈ８９１６、Ｄ６４２１、Ｆ８６８７、
Ｄ２６５０）；Ｎｅｃ-１ｓ、ＧＳＫ’８７２、ＮＳＡ、

内参兔抗人

ＧＡＰＤＨ
购自

Ｓｅｌｌｅｃｋ（
货号

Ｓ８６４１、Ｓ８４６５、Ｓ８２５１、Ｆ０００３）；Ｗｅｓｔ-
ｅｒｎｂｌｏｔ

蛋白抗体选取重组

ａｎｔｉ-ＲＩＰ３
抗体

、ａｎｔｉ-
ＨＭＧＢ１

抗体

，
购自美国

Ａｂｃａｍ
公司

（
货号

ａｂ３０５０５４、

ａｂ１８２５６）；
凋亡检测试剂盒购自凯基生物科技有限公

司

（
货号

ＫＧＡ１１０２-５０）；ＨＭＧＢ１ＥＬＩＳＡ
试剂盒购自武

汉华美生物工程有限公司

（
货号

ＣＳＢ-Ｅ０８２２３ｈ）；
青霉

素

—
链霉素购自

Ｇｉｂｃｏ（
货号

１５１４０１４８）。（３）
仪器设

备

：ＣＯ２细胞培养箱

（
美国

Ｔｈｅｒｍｏ，
型号

ＢＢ１５）、
超净

工作台

（
苏州市安泰技术有限公司

，
型号

ＢＳＣ-０６Ⅱ
Ｂ２）、

激光共聚焦显微镜

（
日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司

，
型号

ＯＬＳ５１００）、
荧光定量

ＰＣＲ
仪

（
美国

ＡＢＩ，
型号

７５００）、
凝胶成像化学发光一体机

（
北京森西赛智

，
型号

Ｓｍａｒｔ-
Ｇｅｌ®６０００）

等

。

１．２　
实验方法

　
于

２０２２
年

５
月

—２０２４
年

１
月在海南

医科大学实验室进行实验

。
以

ＨＫ-２
细胞为研究对

象

，
分为

５
组

，
每组采用不同处理方法

。（１）ｃｏｎｔｒｏｌ
组

：
仅使用培养基处理

ＨＫ-２
细胞

，２４ｈ
后收集细胞标

本

；（２）ＴＮＦ-α组

：
使用培养基处理

ＨＫ-２
细胞

６０ｍｉｎ
后

，
再使用含有

１００μｇ／Ｌ浓度

ＴＮＦ-α的培养基进行培

养

，２４ｈ
后收集细胞标本

，
构建肾小管上皮细胞程序

性坏死模型

；（３）ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组：利用含

１μｍｏｌ／Ｌ
浓度

Ｎｅｃ-１ｓ
的培养基处理

ＨＫ-２
细胞

６０ｍｉｎ，
再使用含

有

１００μｇ／Ｌ浓度

ＴＮＦ-α的培养基进行培养

，２４ｈ
内收

集

ＨＫ-２
细胞标本

；（４）ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组：使用含有

０．２５μｍｏｌ／Ｌ浓度

ＧＳＫ’８７２
的培养基处理

ＨＫ-２
细胞

６０ｍｉｎ，
再使用含有

１００μｇ／Ｌ浓度

ＴＮＦ-α的培养基进

行培养

，２４ｈ
内收集

ＨＫ-２
细胞标本

；（５）ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ
组

：
使用含

１μｍｏｌ／Ｌ浓度

ＮＳＡ
的培养基处理

ＨＫ-２
细

胞

６０ｍｉｎ，
再使用含有

１００μｇ／Ｌ浓度

ＴＮＦ-α的培养基

进行培养

，２４ｈ
内收集

ＨＫ-２
细胞标本

。

１．３　
观测指标与方法

１．３．１　
流式细胞术检测细胞凋亡和坏死率

：
分别收集
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培养

２４ｈ
的各组细胞培养液于离心管中备用

，ＰＢＳ
清

洗细胞

２
次

，
加人适量不含

ＥＤＴＡ
胰酶进行消化后收

集细胞

，
终止消化使用对应的原组别培养液

。
按照说

明书采用

ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ
双染法对细胞凋亡

、
坏死

率进行测定

，
重复测定

３
次

，
取平均值

。

１．３．２　ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
荧光染色结合激光共聚焦显微

成像检测

ＲＩＰ３
蛋白表达

：
将细胞接种于共聚焦培养皿

中

，
当细胞生长至

７０％ ～８０％
时

，ＰＢＳ
清洗

３
次

，
每次

３ｍｉｎ，
使用

４％
多聚甲醛固定

３０ｍｉｎ。ＰＢＳ
清洗

３
次

，

每次

５ｍｉｎ，０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ-１００
室温透化

２０ｍｉｎ。ＰＢＳ
清洗

３
次

，
每次

５ｍｉｎ，
山羊血清封闭液

２００μｌ，室温封

闭

６０ｍｉｎ。
滴加免疫荧光一抗稀释液

１∶１００
稀释的抗

体

ＲＩＰ３１００μｌ，在４℃冰箱中孵育过夜

。
第二天取出

ＰＢＳ
清洗

３
次

，
每次

５ｍｉｎ。
滴加免疫荧光二抗稀释液

１∶１００
稀释的二抗

１００μｌ，调节恒温箱温度于

３７℃
在

避光条件下对其进行孵育

。ＰＢＳ
缓冲液洗涤

３
次

，
每

次

５ｍｉｎ。
于暗室滴加

ＴＵＮＥＬ
试剂盒中混合液

，
调节

温箱温度于

３７℃
加盖孵育

７０ｍｉｎ。ＰＢＳ
清洗

３
次

，
每次

５ｍｉｎ。
滴人少量淬灭剂

（
含

ＤＡＰＩ），
孵育

３～５ｍｉｎ
后

在共聚焦显微镜下采集图像并进行观察

，
做好每张样

本的持续视野评估

，
计算阳性细胞占比

。

１．３．３　ＥＬＩＳＡ
法检测

ＨＭＧＢ１
蛋白表达

：
收集培养

２４ｈ
的各组细胞上清液

，
加人等量的裂解液裂解细胞

，

与相应的各组细胞上清液混合后

，
在

４℃
离心

１０ｍｉｎ，
将上清转至新的

ＥＰ
管中

，
按照

ＥＬＩＳＡ
试剂盒实验步

骤检测各组

ＨＭＧＢ１
蛋白浓度

。

１．３．４　ｑＲＴ-ＰＣＲ
检测

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
表达水

平

：
按照

ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ

试剂盒说明书提取细胞总

ＲＮＡ，
使用第一链合成

试剂盒

ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
将总

ＲＮＡ
反转录成

ｃＤＮＡ，
严格按照

ＰｏｗｅｒＵｐＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

说明书通过

ｑＰＣＲ
仪检测

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
ｍＲＮＡ

表达水平

。
反应条件

：ＵＤＧ
酶激活

５０℃
２ｍｉｎ，

预变性

９５℃ ２ｍｉｎ，
变性

９５℃ １ｓ，
退火

／
延伸

６０℃ ３０ｓ，
共计

４０
个循环

。
引物由通用生物股份有

限公司设计并提供

，
引物序列如下

：ＲＩＰ３
上游引物

５′-
ＡＴＧＴＣＧＴＧＣＧＴＣＡＡＧＴＴＡＴＧＧ-３′，

下 游 引 物

５′-ＣＧ-
ＴＡＧＣＣＣＣＡＣＴＴＣＣＴＡＴＧＴＴＧ-３′；ＨＭＧＢ１

上游引物

５′-
ＴＡＴＧＧＣＡＡＡＡＧＣＧＧＡＣＡＡＧＧ-３′，

下游引物

５′-ＣＴＴＣＧ-
ＣＡＡＣＡＴＣＡＣＣＡＡＴＧＧＡ-３′；ＧＡＰＤＨ

上 游 引 物

５′-
ＧＡＧＡＡＧＴＡＴＧＡＣＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＡ-３′，

下 游 引 物

５′-
ＧＣＣＡＴＣＡＧＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴ-３′。

以

ＧＡＰＤＨ
为 内 参

，

２－△△Ｃｔ
法计算

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
的相对表达量

。

１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
蛋白表达水

平

：
各组细胞均用

ＲＩＰＡ
缓冲液

（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１∶１００）
冰上裂解匀浆

，４℃
下离心收集检测蛋白浓度并配平

。

使用

１５μｇ蛋白质进行样品上样

，
将蛋白质进行凝胶

电泳分离转膜

。
使用

ＷＢ
快速封闭液进行封闭

，
封闭

时间为

３０ｍｉｎ。
添加一抗体

：ＲＩＰ３（
浓度比例为

１∶
１０００）、ＨＭＧＢ１（

浓度比例为

１∶１０００）、ＧＡＰＤＨ（
浓度

比例为

１∶１０００），
在

４℃
下过夜

。
第

２
天

ＴＢＳＴ
洗膜

３
次

，
每次

１０ｍｉｎ。
加人二抗

（１∶１５０００），
室温孵育

１ｈ，
滴加超敏

ＥＣＬ
显影液

，
室温静置

２ｍｉｎ。
采用凝

胶成像系统进行扫描分析

，
以

ＧＡＰＤＨ
为内参

，
计算

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
蛋白的相对表达量

。

１．４　
统计学方法

　
应用

ＳＰＳＳ２３．０
软件进行统计学

分析

。
正态分布的计量资料以均数

±
标准差表示

，
多

组间比较采用

Ｆ
检验

，
组间两两比较采用

ＳＮＫ-ｑ
检

验

。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义

。

２　
结

　
果

２．１　Ｎｅｃ-１ｓ、ＧＳＫ’８７２、ＮＳＡ
对

ＴＮＦ-α诱导的

ＨＫ-２
细

胞损伤的影响

　
与

ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较

，ＴＮＦ-α组

ＨＫ-２
细

胞凋亡和坏死率显著升高

（ｑ／Ｐ＝５６．７８６／＜０．００１）；
与

ＴＮＦ-α组比较

，ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组、ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’
８７２

组

、ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

ＨＫ-２
细胞凋亡和坏死率显著

降低

（ｑ／Ｐ＝４４．２４３／＜０．００１、３７．６６６／＜０．００１、
３０．３２４／＜０．００１）；

与

ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组比较

，ＴＮＦ-α＋
ＧＳＫ’８７２

组

、ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组凋亡和坏死率显著升高

（ｑ／Ｐ＝６．５７７／＜０．００１、１３．９１９／＜０．００１）；
与

ＴＮＦ-α＋
ＧＳＫ’８７２

组比较

，ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组凋亡和坏死率显著

升高

（ｑ／Ｐ＝７．３４２／０．００３），
见图

１、
图

２。
２．２　Ｎｅｃ-１ｓ、ＧＳＫ’８７２、ＮＳＡ

对

ＴＮＦ-α诱导的

ＨＫ-２
细

胞

ＲＩＰ３
蛋白表达的影响

　５
组细胞

ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
双

阳性细胞百分率比较

，
差异有统计学意义

（Ｆ／Ｐ＝
３１７．７８５／＜０．００１），

与

ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较

，ＴＮＦ-α组

ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
双阳性细胞百 分 率 升 高

（ｑ／Ｐ＝
４７．９６３／＜０．００１）；

与

ＴＮＦ-α组比较

，ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ
组

、ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组

、ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

ＴＵＮＥＬ＋
ＲＩＰ３

双阳性细胞百分率降低

（ｑ／Ｐ＝３５．１７６／＜０．００１、
２８．４６１／＜０．００１、２１．１０４／＜０．００１）；

与

ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-
１ｓ

组比较

，ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组

、ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
双阳性细胞百分率显著升高

（ｑ／Ｐ＝
６．７１５／＜０．００１、１４．０７２／＜０．００１）；

与

ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’
８７２

组比较

，ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
双阳性细

胞百分率显著升高

（ｑ／Ｐ＝７．３５８／０．００３），
见图

３、
图

４。
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图

１　
各组

ＨＫ-２
细胞

ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ
染色后流式细胞仪检测细胞凋亡和坏死

（
右下象限和右上象限

）
的代表性结果

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓ（ｌｏｗｅｒｒｉｇｈｔｑｕａｄｒａｎｔａｎｄｕｐｐｅｒｒｉｇｈｔｑｕａｄｒａｎｔ）ｍｅａｓｕｒｅｄｏｆｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｆｔｅｒＡｎ-
ｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨＫ-２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

注

：
蓝色

（ＤＡＰＩ）
所染细胞核

；
绿色

（ＴＵＮＥＬ）
所染凋亡细胞

；
红色显示阳性程序性坏死因子

ＲＩＰ３，
比例尺为

５０μｍ。

图

３　ＨＫ-２
细胞中程序性坏死特异性蛋白

ＲＩＰ３＋ＴＵＮＥＬ
荧光共染

（
免疫荧光染色

，×２００）
Ｆｉｇ．３　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｃｏ-ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎＲＩＰ３＋ＴＵＮＥＬｉｎｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎＨＫ-２ｃｅｌｌｓ（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

２．３　Ｎｅｃ-１ｓ、ＧＳＫ’８７２、ＮＳＡ
对

ＴＮＦ-α诱导的

ＨＫ-２
细

胞

ＨＭＧＢ１
蛋白的影响

　
与

ｃｏｎｔｒｏｌ
组

（９．６６ｍｇ／Ｌ±
０．７９ｍｇ／Ｌ）

比较

，ＴＮＦ-α组

（１８．１９ｍｇ／Ｌ±０．４２ｍｇ／Ｌ）
ＨＫ-２

细胞

ＨＭＧＢ１
蛋白表达量上调

（ｑ／Ｐ＝２４．１８６／＜
０．００１）。

与

ＴＮＦ-α 组 比 较

，ＴＮＦ-α ＋ Ｎｅｃ-１ｓ组

（４．４２ｍｇ／Ｌ±０．１６ｍｇ／Ｌ）、ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组

（４．２９ｍｇ／Ｌ±０．９１ ｍｇ／Ｌ）、ＴＮＦ-α ＋ ＮＳＡ
组

（３．３５ｍｇ／Ｌ±０．４６ｍｇ／Ｌ）
蛋白表达量降低

（ｑ／Ｐ＝
３９．０４３／＜０．００１、３９．４１２／＜０．００１、４１．５１０／＜０．００１），
且

ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组、ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组、ＴＮＦ-α＋

ＮＳＡ
组间差异无统计学意义

（ｑ／Ｐ＝０．３６９／０．９９９、
２．４６７／０．４５２、２．０９８／０．５９４）。
２．４　Ｎｅｃ-１ｓ、ＧＳＫ’８７２、ＮＳＡ

对

ＴＮＦ-α诱导的

ＨＫ-２
细

胞

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
表达水平的影响

　
与

ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较

，ＴＮＦ-α组

ＨＫ-２
细胞

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
表达水平升高

（ｑ／Ｐ＝５．０２０／０．０３４、４．７０８／０．０４７）；
与

ＴＮＦ-α组比较

，ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组、ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２
组

、ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
表达水平

降低

（ＲＩＰ３ｍＲＮＡ：ｑ／Ｐ＝１３．９８２／＜０．００１、５．３８６／
０．０２２、８．８１１／０．００１；ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ：ｑ／Ｐ＝７．２１９／０．００３、
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注

：
与

ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较

，ａＰ＜０．０１；
与

ＴＮＦ-α组比较

，ｂＰ＜０．０１；
与

ＴＮＦ-

α＋Ｎｅｃ-１ｓ组比较

，ｃＰ＜０．０５；
与

ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组比较

，ｄＰ＜０．０５。

图

２　
各组

ＨＫ-２
细胞凋亡和坏死百分比统计图

Ｆｉｇ．２　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉａｇｒａｍｏｆｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｏｆＨＫ-２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　
注

：
与

ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较

，ａＰ＜０．０１；
与

ＴＮＦ-α组比较

，ｂＰ＜０．０１；
与

ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组比较

，ｃＰ＜０．０５；
与

ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组比较

，ｄＰ＜
０．０５。

图

４　
各组

ＨＫ-２
细胞

ＲＩＰ３
阳性表达比较

Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＲＩＰ３ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＫ-２ｃｅｌｌｓｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ

６．３１８／０．００８、４．６５８／０．０４９）；
与

ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组比

较

，ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组、ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

ＲＩＰ３ｍＲＮＡ

表达水平升高

（ｑ／Ｐ＝８．５６９／０．００１、５．１７１／０．０２８），
ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ

表达水平差异无统计学意义

（ｑ／Ｐ＝
０．９００／０．９６５、２．５６０／０．４１９）；ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组和

ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组间

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
表达水平差异

亦无统计学意义

（ｑ／Ｐ＝３．４２５／０．１８６、１．６６０／０．７６６），
见表

１。

表

１　Ｎｅｃ-１ｓ、ＧＳＫ’８７２、ＮＳＡ
对

ＴＮＦ-α诱导的

ＨＫ-２
细胞

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
表达水平的影响

　（�ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮｅｃ-１ｓ，ＧＳＫ’８７２ａｎｄＮＳＡｏｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓＯｆＲＩＰ３ａｎｄＨＭＧＢ１ｉｎＴＮＦ-α-ｉｎｄｕｃｅｄＨＫ-２ｃｅｌｌｓ

　
组

　
别

ｎ ＲＩＰ３ｍＲＮＡ ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
ｃｏｎｔｒｏｌ

组

３ ０．７６７±０．０６２ ０．４３０±０．１５７
ＴＮＦ-α组

３ １．０００±０．１０７ａ １．０００±０．３４５ａ

ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组 ３ ０．３５１±０．０７０ｂ ０．１２６±０．０７３ｂ

ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组 ３ ０．７５０±０．０９１ｂｃ ０．２３５±０．２４２ｂ

ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

３ ０．５９１±０．０６２ｂｃ ０．４３６±０．１１１ｂ

Ｆ
值

２６．７２７ ７．７４６
Ｐ
值

＜０．００１ ＜０．００１

　　
注

：
与

ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较

，ａＰ＜０．０５；
与

ＴＮＦ-α组比较

，ｂＰ＜０．０５；
与

ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组比较

，ｃＰ＜０．０５。

２．５　Ｎｅｃ-１ｓ、ＧＳＫ’８７２、ＮＳＡ
对

ＴＮＦ-α诱导的

ＨＫ-２
细

胞

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
蛋白表达水平的影响

　５
组细胞

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
蛋白表达水平比较差异有统计学意义

（Ｆ／Ｐ＝５４５．８２４／＜０．００１、１２８．４０５／＜０．００１）。
与

ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较

，ＴＮＦ-α组

ＨＫ-２
细胞

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
蛋

白表达水平升高

（ｑ／Ｐ＝４６．４９５／＜０．００１、２６．８３７／＜
０．００１）；

与

ＴＮＦ-α组比较

，ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组、ＴＮＦ-α
＋ＧＳＫ’８７２

组

、ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
蛋白表

达水平降低

（ＲＩＰ３
蛋白

：ｑ／Ｐ＝６２．４３６／＜０．００１、
４６．４９５／＜０．００１、３９．８５３／＜０．００１；ＨＭＧＢ１

蛋白

：ｑ／Ｐ＝
２０．９８２／＜０．００１、２０．００６／＜０．００１、２８．３０１／＜０．００１）；
与

ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组比较

，ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组、ＴＮＦ-
α＋ＮＳＡ组

ＲＩＰ３
蛋白表达水平显著升高

（ｑ／Ｐ＝
１５．９４１／＜０．００１、２２．５８３／＜０．００１），ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

ＨＭＧＢ１
蛋白表达水平显著下降

（ｑ／Ｐ＝７．３１９／
０．００３），ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ’８７２组

ＨＭＧＢ１
蛋白表达水平

差异无统计学意义

（ｑ／Ｐ＝０．９７６／０．９５４）；
与

ＴＮＦ-α＋
ＧＳＫ’８７２

组比较

，ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

ＲＩＰ３
蛋白表达水平

显著升高

（ｑ／Ｐ＝６．６４２／０．００６），ＨＭＧＢ１
蛋白表达水

平显著下降

（ｑ／Ｐ＝８．２９５／０．００１），
见图

５、
表

２。
３　

讨

　
论

　　
炎性反应损伤与

ＴＩＦ
的发生发展联系紧密

，ＴＮＦ-α
等炎性因子加重肾组织炎性反应损伤

，
致肾组织发生

ＴＩＦ［１２］。
研究发现

，
肾小管上皮细胞在受到

ＴＮＦ-α刺

激时

，
会发生

ＲＩＰ３／ＭＬＫＬ
依赖的程序性坏死

［１３］。

·４２２·
疑难病杂志

２０２５
年

２
月第

２４
卷第

２
期

　ＣｈｉｎＪＤｉｆｆｉｃａｎｄＣｏｍｐｌＣａｓ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５，Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．２



图

５　
各组

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
蛋白表达情况

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＩＰ３ａｎｄＨＭＧＢ１ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

表

２　
各组

ＲＩＰ３、ＨＭＧＢ１
蛋白表达比较

　

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＲＩＰ３ａｎｄＨＭＧＢ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　
组

　
别

ｎ ＲＩＰ３
蛋白

ＨＭＧＢ１
蛋白

ｃｏｎｔｒｏｌ
组

３ ０．６１±０．０２ ０．２７±０．０４
ＴＮＦ-α组

３ １．３１±０．０４ａ ０．８２±０．０３ａ

ＴＮＦ-α＋Ｎｅｃ-１ｓ组 ３ ０．３７±０．０１ｂ ０．３９±０．０５ｂ

ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ＇８７２组 ３ ０．６１±０．０２ｂｃ ０．４１±０．０３ｂ

ＴＮＦ-α＋ＮＳＡ组

３ ０．７１±０．０３ｂｃｄ ０．２４±０．０２ｂｃｄ

Ｆ
值

５４５．８２４ １２８．４０５
Ｐ
值

＜０．００１ ＜０．００１

　　
注

：
与

ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较

，ａＰ＜０．０５；
与

ＴＮＦ-α组比较

，ｂＰ＜０．０５；
与

ＴＮＦ-

α＋Ｎｅｃ-１ｓ组比较

，ｃＰ＜０．０５；
与

ＴＮＦ-α＋ＧＳＫ＇８７２组比较

，ｄＰ＜０．０５。

ＲＩＰ３
蛋白通过其

ＲＨＩＭ
结构与

ＲＩＰＫ１
相互作用并被

激活

，
然后与

ＭＬＫＬ
结合形成一个称为

ｎｅｃｒｏｓｏｍｅ
的复

合物

，
从而引发细胞的程序性坏死

［１４］。
值得注意的

是

，
发生程序性坏死的细胞可以被

Ｎｅｃ-１
特异性抑制

，

不会因凋亡抑制剂

（
如

Ｚ-ＶＡＤ）
受到影响

［１５-１６］。

　　
本研究根据文献

［１７］
选择

ＴＮＦ-α诱导

ＨＫ-２
细胞

发生程序性坏死

，
应用

ＲＩＰ１、ＲＩＰ３、ＭＬＫＬ
抑制剂干预

细胞程序性坏死模型

，
以程序性坏死关键信号分子

ＲＩＰ３
作为检测指标验证细胞程序性坏死模型构建是

否成功

。
通过应用流式细胞术检测发现

，ＨＫ-２
细胞经

ＴＮＦ-α诱导后

，
其凋亡或坏死率明显增加

。
应用

Ｎｅｃ１ｓ、ＧＳＫ’８７２、ＮＳＡ
干预后

，
凋亡和坏死率明显降

低

。
且

ＲＩＰ３＋ＴＵＮＥＬ
荧光共染结果显示

，ＴＮＦ-α组中

ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
双阳性细胞的百分比显著增加

。
经

Ｎｅｃ-１ｓ、ＧＳＫ’８７２、ＮＳＡ
处理后

，ＴＵＮＥＬ＋ＲＩＰ３
双阳性

细胞的百分比有所降低

。
上述结果与朱永俊等

［１３］
的

研究一致

，
说明

ＴＮＦ-α确实能够诱导

ＨＫ-２
细胞发生

程序性坏死

。
此外

，ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果显

示

，ＲＩＰ３
在

ＴＮＦ-α诱导后明显上调

，
给予抑制剂后表

达下调

，
与文献一致

［１７］，
说明

ＴＮＦ-α能够诱导肾小管

上皮细胞发生

ＲＩＰ３
介导的程序性坏死

。

　　ＨＭＧＢ１
作为

ＤＡＭＰｓ
一个常见的炎性介质

，
通过

与其相应的受体结合参与炎性反应

，
促进肾脏纤维化

的发生发展

，ＨＭＧＢ１
与肾纤维化严重程度及慢性肾脏

病的临床表现及预后转归可能相关

［１８-１９］。
三氯乙烯

致敏小鼠肾小管上皮细胞有坏死症状

，
小鼠受损肾小

管表现大量

ＴＮＦ-α、ＨＭＧＢ１和 ＰＩＰ３［２０］。且

ＴＮＦ-α刺

激

ＨＫ-２
细胞后

ＨＭＧＢ１
分泌增强

［２１］。
本研究通过

ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测发现

，ＨＫ-２
细胞经

ＴＮＦ-α干

预后

ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平显著增高

，
预处

理

Ｎｅｃ-１ｓ、ＧＳＫ’８７２、ＮＳＡ
后降低

，
与上述研究一致

，
说

明

ＨＫ-２
细胞发生程序性坏死时

，ＨＭＧＢ１
表达增加

，

且

ＨＭＧＢ１
表达量与程序性坏死严重程度相关

。

ＥＬＩＳＡ
法定量检测上清液

ＨＭＧＢ１
蛋白浓度

，
结果显

示

，ＴＮＦ-α组浓度明显增高

，
经

Ｎｅｃ-１ｓ
抑制剂及其他

药物干预后含量降低

，
同样说明

ＨＫ-２
细胞发生程序

性坏死越重

，ＨＭＧＢ１
蛋白表达量越高

。

　　
综上所述

，ＨＫ-２
细胞可在

ＴＮＦ-α的诱导下发生

ＲＩＰ３
依赖的程序性坏死

，
发生程序性坏死的细胞释放

ＨＭＧＢ１，ＨＭＧＢ１
作为

ＤＡＭＰｓ
一个常见的炎性介质

，

在

ＣＫＤ
及肾纤维化发生发展过程中可能发挥着重要

作用

，
其具体机制有待进一步深人研究

。
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［１２］　
杨梦凡

，
范桢亮

，
尹日平

，
等

．
肾小管间质纤维化发病机制的研

究进展

［Ｊ］．
中国中西医结合肾病杂志

，２０２１，２２（２）：１８６-１８８．
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［１３］　
朱永俊

，
俞容

，
李晓燕

，
等

．ＡｎｇⅡ联合

ＴＮＦ-α促使肾小管上皮

ＨＫ-２
细胞发生程序性坏死

［Ｊ］．
中国病理生理杂志

，２０２１，３７
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１０４８４．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１１０３３-０２３-０８８５７-９．

［１５］　
吕向阳

，
任晓爽

，
张良

，
等

．
柚皮素下调

ＲＩＰ１-ＲＩＰ３-ＭＬＫＬ
信号通

路抑制多囊卵巢综合征大鼠卵巢颗粒细胞凋亡

［Ｊ］．
中国药理学

通报

，２０２４，４０（３）：４８３-４８９．ＤＯＩ：１０．１２３６０／ＣＰＢ２０２３１００３７．
［１６］　ＨｕＢＦ，ＧｏｎｇＱ，ＣｈｅｎＳＱ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｎｅｃ-

ｒｏｐｔｏｓｉｓｏｎｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ-ｉｎｄｕｃｅｄｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２０２２，
３６（９）：ｅ２２４８７．ＤＯＩ：１０．１０９６／ｆｊ．２０２２００１６３Ｒ．

［１７］　ＬｉｎＺ，ＣｈｅｎＡ，ＣｕｉＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｎｅｃｒｏｐｔｏ-
ｓｉｓｐｒｏｍｏｔｅｓｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ
ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＴｈｅＦＡＳＥＢＪｏｕｒｎａｌ，２０２２，３６（１２）：ｅ２２６２５．ＤＯＩ：１０．
１０９６／ｆｊ．２０２２００７０６ＲＲ．

［１８］　ＬｉｕＴ，ＬｉＱ，ＪｉｎＱ，ｅｔａｌ．ＴａｒｇｅｔｉｎｇＨＭＧＢ１：Ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕ-
ｔｉｃｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＳｃｉ，２０２３，１９
（１５）：５０２０-５０３５．ＤＯＩ：１０．７１５０／ｉｊｂｓ．８７９６４．

［１９］　ＤｅｎｇＹ，ＺｈａｎｇＴ，ＣａｉＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎｗｉｔｈｋｉｄｎｅｙｉｎｆｌａｍ-
ｍａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａＨＭＧＢ１-ｔａｒｇｅｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅａｕｇｍｅｎｔｓａｎｔｉ-ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａＭｏｌＢａｓｉｓＤｉｓ，２０２４，１８７１（２）：
１６７５８６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂａｄｉｓ．２０２４．１６７５８６．

［２０］　
王燚灿

．ＴＮＦ-α／ＴＮＦＲ１轴调控

ＲＩＰＫ３／ＭＬＫＬ
信号介导的肾小

管上皮细胞程序性坏死在三氯乙烯致敏小鼠肾脏损伤中的作用

研究

［Ｄ］．
合肥

：
安徽医科大学

，２０２２．
［２１］　ＳｅｏＭＳ，ＫｉｍＨＪ，ＫｉｍＨ，ｅｔａｌ．Ｅｔｈｙｌｐｙｒｕｖａｔｅｄｉｒｅｃｔｌｙａｔｔｅｎｕａｔｅｓ

ａｃｔｉｖｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＨＭＧＢ１ｉｎｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌｓｖｉａｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ
ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ-１［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｅｄ，２０１９，８（５）：６２９．ＤＯＩ：１０．
３３９０／ｊｃｍ８０５０６２９．

（
收稿日期

：２０２４－１０－１１）

作者

·
编者

·
读者

撰写医学论文主体部分的要求

１　
前言

　
概述研究的背景

、
目的

、
研究思路

、
理论依据

、
研究方法

、
预期结果和意义等

。
仅需提供与研究主题紧密相关

的参考文献

，
切忌写成文献综述

。
一般以

２００～３００
个汉字为宜

，
占全文字数的

５％
左右

。

２　
资

（
材

）
料与方法

　
实验研究论文常写成

“
材料与方法

”，
临床研究论文常写成

“
资料与方法

”。

２．１　
研究对象

：
研究对象为人

，
需注明时间

、
地点

、
分组方法

、
一般情况

、
选择标准与排除标准等

，
并说明经所在单位伦

理委员会批准

，
研究对象知情同意

。
研究对象为实验动物

，
需注明动物的名称

、
种系

、
雌雄

、
年龄

、
饲养条件

、
健康状况

及合格证号等

。

２．２　
药品

、
试剂及仪器

、
设备

：
药品及化学试剂使用通用名称

，
并注明剂量

、
单位

、
纯度

、
批号

、
生产单位及给药途径

。

仪器

、
设备应注明名称

、
型号

、
规格

、
生产单位

、
精密度或误差范围

，
无须描述工作原理

。

２．３　
观察指标与方法

：
选用相应观察指标

，
详述新创的方法及改良方法的改进之处

，
以备他人重复

。
采用他人方法

，

以引用参考文献的方式给出即可

。

２．４　
统计学方法

　
说明所使用的统计学软件及版本

，
明确资料的表达及统计学方法的选择

。
用 �ｘ±ｓ表达服从或近似

服从正态分布的计量资料

，
可采用

ｔ
检验

、
方差分析

；
用

Ｍ（Ｑ１，Ｑ３）表达呈偏态分布的计量资料或生存时间资料

，
可采

用秩和检验

，
若考虑协变量的影响

，
可采用协方差分析

；
用频数或构成比

（％）
表达计数资料或等级资料

，
可采用卡方检

验或秩和检验

。

３　
结果

　
是指与设计的观察指标相对应的实

（
试

）
验所得数据

、
观察记录

，
经过综合分析和统计学处理的结果

，
而不是

原始数据

，
更不是原始记录

。
按逻辑顺序在正文的文字

、
表格和图中描述所获得的结果

。
结果的叙述应实事求是

，
简

洁明了

，
数据准确

，
层次清楚

，
逻辑严谨

。
以数据反映结果时

，
应注意不能只描述导数

（
如百分数

），
还应同时给出据以

计算导数的绝对数

。
一般应对所得数据进行统计学处理

，
并给出具体的统计检验值

，
如

：ｔ＝２．８５，Ｐ＜０．０１。
４　

讨论

　
是对研究结果的科学解释与评价

，
是研究所形成的科学理论

，
不必重述结果部分具体数据或资料

。
着重讨论研

究结果的创新之处及从中导出的结论

，
包括理论意义

、
实际应用价值

、
局限性

，
及其对进一步研究的启示

。
应将本研究结

果与其他有关的研究相比较

，
并将本研究结论与目的联系起来讨论

，
同时列出相关参考文献

。

５　
结论

　
是对研究结果和论点的提炼与概括

，
如果推导不出结论

，
可在讨论中写一结束语

。
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