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坏死性凋亡对肾小管上皮细胞晶体黏附的影响及聚乙二醇的干预作用
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［摘要］ 目的 考察坏死性凋亡抑制剂及分子量为 4 000 的聚乙二醇（PEG-4000）对小鼠肾小管上皮细胞 
TCMK-1 表面一水草酸钙（COM）晶体黏附沉积的影响。方法 分别用 400、800 μg/mL COM 作用于 TCMK-1 细胞，

或先用受体相互作用的丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶（RIPK） 3 抑制剂 GSK-872 预处理后再加入 400、800 μg/mL COM 处
理TCMK-1 细胞，37 ℃孵育 12 h 后在倒置相差显微镜下观察细胞表面晶体黏附情况，用 CCK-8 法检测细胞增殖活性，

2’,7’- 二氯二氢荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）探针法检测细胞氧化应激水平，蛋白质印迹法检测坏死性凋亡相关蛋

白 RIPK1、RIPK3、磷酸化混合谱系激酶结构域样蛋白（p-MLKL）的表达，电感耦合等离子体发射光谱法（ICP）检

测细胞表面晶体黏附量。将 TCMK-1 细胞分为 3 组，分别用 800 μg/mL COM、先用 PEG-4000 溶液再加入 800 μg/mL 
COM、先用 800 μg/mL COM 再加入 PEG-4000 溶液处理细胞，37 ℃孵育 12 h 后在倒置相差显微镜下观察细胞表面晶

体黏附情况，CCK-8 法检测细胞增殖活性、DCFH-DA 探针法检测细胞氧化应激水平，ICP 检测细胞表面晶体黏附量。

结果 400 μg/mL COM 作用时，与 COM 处理组相比，GSK-872 预处理组中 TCMK-1 细胞晶体黏附量减少、细胞增殖

活性增强（P＜0.05）、氧化应激水平降低（P＜0.05）；800 μg/mL COM 作用时，与 COM 处理组相比，GSK-872 预处

理组中 TCMK-1 细胞晶体黏附量无明显变化、细胞增殖活性增强（P＜0.05）、氧化应激水平降低（P＜0.05）、RIPK3 
和 p-MLKL 表达减少（P＜0.05）。与 COM 处理组相比，PEG-4000 预处理组 TCMK-1 细胞晶体黏附量明显减少、细

胞增殖活性增强、氧化应激水平降低（P 均＜0.05），而后加入 PEG-4000 组与 COM 处理组相比晶体黏附量、细胞增

殖活性、氧化应激水平均无明显变化（P 均＞0.05）。结论 用 GSK-872 抑制坏死性凋亡可以一定程度减少 COM 在

细胞表面黏附沉积，但在较高的晶体负荷下晶体可在细胞表面聚集形成不定型沉淀。在培养基中使用 PEG-4000 预处

理能够使 COM 微晶粒在悬液中保持悬浮稳定，减少晶体聚集沉积及细胞黏附和细胞氧化应激损伤；但充分接触 COM
晶体后的 TCMK-1 细胞再加入 PEG-4000 不能逆转晶体细胞黏附聚集沉淀。
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Effect of necroptosis on crystal adhesion of renal tubular epithelial cells and the intervention of polyethylene glycol
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［ Abstract ］ Objective To explore the effect of necroptosis inhibitor and polyethylene glycol with a molecular 
weight of 4 000 (PEG-4000) on the adhesion and deposition of calcium oxalate monohydrate (COM) on the surface of 
transformed C3H mouse kidney 1 (TCMK-1) cells. Methods TCMK-1 cells were separately treated with 400 or 800 μg/mL 
COM or pretreated with receptor-interacting serine/threonine-protein kinase (RIPK) 3 inhibitor GSK-872 before 400 or 
800 μg/mL COM treatment. After incubation at 37 ℃ for 12 h, the crystal adhesion of TCMK-1 cells was observed under 
the phase inverted microscope. The cell proliferation activity was detected by cell counting kit 8 (CCK-8) method, the cell 
oxidative stress level was detected by 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) probe method, the expression 
of necroptosis-related proteins RIPK1, RIPK3, and phospho-mixed lineage kinase domain-like protein (p-MLKL) was 
detected by Western blotting, and the crystal adhesion of TCMK-1 cells was detected by inductively coupled plasma emission 
spectroscopy (ICP). TCMK-1 cells were divided into 3 groups and separately treated with 800 μg/mL COM, PEG-4000 
solution followed by 800 μg/mL COM, or 800 μg/mL COM followed by PEG-4000 solution. After incubation at 37 ℃ for 
12 h, the crystal adhesion of TCMK-1 cells was observed under the phase inverted microscope. The cell proliferation activity 
was detected by CCK-8 method, the oxidative stress level was detected by DCFH-DA probe method, and the surface crystal 
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肾结石是一种易复发性疾病，发病的结石成分

主要是钙结石，以草酸钙最为常见［1］。研究表明，

草酸钙结石的重要触发事件在于磷酸钙晶体在肾

髓质间质组织中形成，蚀穿肾乳头上皮形成典型的

Randall 斑，草酸钙晶体可能沉积于该病灶顶部，附

着于肾乳头形成结石［2］。肾结石的外科治疗通常

只处理位于集合系统内的结石［3］，理论上肾髓质

内的钙斑可能继续生长并促进残留结石或晶体在肾

乳头上皮处黏附和聚集［4-6］。目前尚不明确影响晶

体在肾小管上皮细胞黏附聚集的靶点及药物。

研究表明，肾小管细胞损伤是促进草酸钙晶

体在细胞表面黏附沉积的重要因素［7］，损伤引起

的细胞膜结构及蛋白表达变化会促进草酸钙晶体

在肾小管上皮细胞上的黏附沉积［8］。晶体沉积诱

导的细胞毒性涉及受体相互作用的丝氨酸 / 苏氨酸 
蛋白激酶（receptor-interacting serine/threonine-protein  
kinase，RIPK）3-混合谱系激酶结构域样蛋白（mixed 
lineage kinase domain-like，MLKL）介导的坏死性凋

亡［9］。坏死性凋亡是程序性死亡模式的一种，其信

号通路可通过 RIPK3 等进行调节，有望通过调节肾

组织细胞坏死性凋亡、减轻细胞损伤来干预肾脏的

草酸钙晶体沉积［10］。然而 Mulay 等［11］通过构建坏

死性凋亡相关的肿瘤坏死因子受体（tumour necrosis 
factor receptor，Tnfr）1 基因敲除和 Tnfr1/Tnfr2 基因

双敲除小鼠的肾脏晶体沉积模型，发现其肾损伤指

标低于对照组，但其肾脏晶体沉积并无差异。

尿液中草酸钙微晶体的聚集是导致晶体快速

增大和结石形成的关键因素［12-13］。从化学角度

adhesion was detected by ICP method. Results At 400 μg/mL of COM, compared with the COM treated group, the GSK-872 
pretreatment group showed a decrease in TCMK-1 cell crystal adhesion, an increase in cell proliferation activity (P＜0.05), and 
a decrease in oxidative stress level (P＜0.05). At 800 μg/mL of COM, the crystal adhesion of TCMK-1 cells in the GSK-872 
pretreated group had no significant changes compared with the COM treated group, while the cell proliferation activity was 
increased (P＜0.05), the oxidative stress level was decreased (P＜0.05), and the expression of RIPK3 and p-MLKL was 
decreased (both P＜0.05). Compared with the COM treated group, the crystal adhesion of TCMK-1 cells in the PEG-4000 
pretreated group was significantly decreased, with enhanced cell proliferation activity and decreased oxidative stress level (all P＜ 

0.05). There were no significant changes in crystal adhesion, cell proliferation activity or oxidative stress levels between the 
PEG-4000 post-added group and the COM treated group (all P＞0.05). Conclusion Inhibition of necroptosis by GSK-872 
can reduce the adhesion deposition of COM in cells to a certain extent, but the crystals can aggregate on the cell surface to 
form amorphous precipitates under high crystal load. The pre-application with PEG-4000 in the culture medium can maintain 
the suspension stability of COM micrograins in suspension, with less accumulation, adhesion, deposition of crystals and less 
oxidative stress damage of cells. Addition of PEG-4000 to TCMK-1 cells exposed to COM could not reverse the crystal adhesion, 
aggregation or deposition.

［ Key words ］ renal tubular epithelial cells; calcium oxalate stones; necroptosis; GSK-872; polyethylene glycol
［Acad J Naval Med Univ, 2023, 44(4): 394-401］

考虑，首先是尿液中的尿石盐成核，然后这些＜ 

10 nm 的晶核生长或聚集到病理性尺寸范围（约几

十微米），这些微米级的晶体与受损伤的肾上皮细

胞黏附后进一步长大并最终形成结石（几毫米到几

十毫米）。调控草酸钙微晶的物理和化学性质，减

少其在尿液中的聚集可能是预防肾结石形成的方法

之一［14-15］。聚乙二醇（polyethylene glycol，PEG）

是一种无毒的高分子聚合物，具有良好的水溶性、

润滑性、保湿性、分散性、粘接性等［16］，其具备

的分散剂的特性可以使固体颗粒保持悬浮稳定、

不沉淀，使整个悬浮液体系的物理和化学性质一 
致［17］，因此以 PEG 为代表的聚合物对草酸钙晶体

生长聚集和结石形成的干预作用值得研究。

本研究拟通过观察 RIPK3 抑制剂 GSK-872 以

及分子量为 4 000 的 PEG（PEG-4000）对小鼠肾

小管上皮细胞 TCMK-1 表面一水草酸钙（calcium 
oxalate monohydrate，COM）晶体沉积的影响，

并检测其细胞增殖活性、细胞内活性氧（reactive 
oxygen species，ROS）水平、坏死性凋亡相关分子

表达及细胞表面晶体黏附量的变化，初步探究影响

COM 晶体在 TCMK-1 黏附聚集的靶点及药物，为

复发性肾结石的预防和治疗提供新思路。

1 材料和方法

1.1 细 胞 与 试 剂 小 鼠 肾 小 管 上 皮 细 胞 系

TCMK-1 购自美国菌种保藏中心；FBS 购自美国

Hyclone 公司；COM 晶体购自上海阿达玛斯试剂有

限公司；DMEM 高糖培养基购自上海泰坦科技股 
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份有限公司；GSK-872 购自美国葛兰素史克公司；

兔源磷酸化混合系列激酶结构域样蛋白（phospho-
mixed lineage kinase domain-like，p-MLKL）单克隆 
抗体购自北京博奥森生物技术有限公司；CCK-8
试剂盒、ROS 检测试剂盒、增强型二辛可酸

（bicinchoninic acid，BCA）蛋白定量试剂盒、兔

源 RIPK1 多克隆抗体、兔源 RIPK3 多克隆抗体、

兔源 GAPDH 单克隆抗体均购自上海碧云天生物技

术有限公司。

1.2 细胞培养 TCMK-1 细胞用含 10% FBS 和 1%
青霉素 / 链霉素的高糖 DMEM 完全培养基于 5% 
CO2、37 ℃培养箱中培养。每 2～3 d 换液 1 次，培

养至细胞融合度为 80% 时用含 0.25% EDTA 的胰

酶消化、传代。

1.3 镜下观测 实验一：将细胞接种于 6 cm 培养

皿，常规培养24 h后吸弃原培养基并用PBS洗涤，设

置A1、A2、A3、A4、B1、B2、B3、B4、C1、C2、
C3、C4 组，A1～A4 组加入含 10% FBS 的 DMEM 
培养基，B1～B4 组加入含 20 μmol/L GSK-872 和 
10% FBS 的 DMEM 培养基，C1～C4 组加入含 10% 
FBS 的 DMEM 培养基，放入培养箱孵育 30 min， 
吸 弃 培 养 基 并 用 PBS 洗 涤；A1～A4 组、B1～ 

B4 组分别加入 4 mL 含质量浓度 200、400、600、
800 μg/mL COM 的 DMEM 培养基，C1～C4 组加

入等体积 DMEM 培养基，在摇床上 80 r/min 振荡

15 min。放入培养箱 37 ℃孵育 12 h 后弃去晶体，

用不含钙、镁的 PBS 洗涤细胞 3 次，再加入 PBS
铺底，在倒置相差显微镜下观察 TCMK-1 细胞表面

的晶体黏附情况。

实验二：将细胞接种于 6 cm 培养皿，常规培

养 24 h 后吸弃原培养基并用 PBS 洗涤备用。配制

500 g/L 的PEG-4000 水溶液备用。设置 a、b、c 组，

a 组培养皿中加入 4 mL 含 10% FBS 的 DMEM 培养

基，加入 COM 至 800 μg/mL，摇床上 80 r/min 振荡 
15 min。b 组 培 养 皿 中 加 入 4 mL 含 10% FBS 的

DMEM 培养基，加入 400 μL PEG-4000 溶液充分振

荡混匀，再加入COM至800 μg/mL，摇床上80 r/min 
振荡 15 min。c 组培养皿中加入 4 mL 含 10% FBS
的 DMEM 培养基，加入 COM 至 800 μg/mL，摇床

上 80 r/min 振荡 15 min，再向培养基中加入 400 μL 
PEG-4000 溶液，充分混匀。培养箱孵育 12 h 后弃

去晶体，用不含钙、镁的 PBS 洗涤细胞 3 次，再加

入 PBS 铺底，在倒置相差显微镜下观察 TCMK-1
细胞表面的晶体黏附情况。

1.4 CCK-8 法测定细胞增殖活性 实验一：按照

每孔 100 μL 培养基、2×103 个细胞进行 96 孔细胞

培养板铺板，设置 A、B、C 组，每组重复 7 孔，

放入细胞培养箱培养 8 h。吸弃培养基并用 PBS 洗

涤。A 组每孔加入含 10% FBS 的 DMEM 培养基，

B 组每孔加入含 20 μmol/L GSK-872 和 10% FBS
的 DMEM 培养基，C 组每孔加入含 10% FBS 的

DMEM培养基。放入培养箱孵育30 min后，吸弃各

孔培养基并用 PBS 洗涤。A、B 组每孔加入 100 μL 
含 400 μg/mL COM 的 DMEM 培养基，C 组每孔加

入等体积的 DMEM 培养基。将培养板振荡混匀后

放入培养箱孵育 12 h。吸弃各孔培养基，于每孔

加入 10 μL CCK-8 检测工作液，孵育 2 h 后用酶标

仪测定 450 nm 波长处光密度（D450）值。将上述

CCK-8 方法中 COM 浓度换为 800 μg/mL 且其余步

骤不变再次进行实验。

实验二：按照每孔 100 μL 培养基、2×103 个

细胞进行 96 孔细胞培养板铺板，设置 a、b、c 组，

每组重复 7孔，放入细胞培养箱培养 8 h。吸弃培养

基并用 PBS 洗涤。a 组每孔加入 100 μL 含 10% FBS 
和 800 μg/mL COM 的 DMEM 培养基，振荡混匀。

b 组每孔加入 100 μL含 10% FBS的DMEM培养基，

并加入 10 μL PEG-4000 溶液振荡混匀，再加入 COM
至 800 μg/mL，振荡混匀。c 组每孔加入 100 μL 含

10% FBS 和 800 μg/mL COM 的 DMEM 培养基，振

荡混匀，再向培养基中加入 10 μL PEG-4000 溶液

振荡混匀。各组放入培养箱孵育 12 h。吸弃各孔培

养基，于每孔加入 10 μL CCK-8 检测工作液，孵育

2 h 后用酶标仪测定 D450 值。

1.5 2’,7’- 二氯二氢荧光素二乙酸酯（2’,7’-dichlo-
rodihydrofluorescein diacetate，DCFH-DA）探针法 
检测细胞ROS 实验一：按照每孔 100 μL培养基、

2×103 个细胞进行 96 孔黑底细胞培养板铺板，设

置 A、B、C 组，每组重复 7 孔，放入细胞培养箱

培养 8 h。吸弃培养基并用 PBS 洗涤。A 组每孔加

入含 10% FBS 的 DMEM 培养基，B 组每孔加入含 
20 μmol/L GSK-872 和 10% FBS 的DMEM 培养基，

C 组每孔加入含 10% FBS 的 DMEM 培养基。放入

培养箱孵育 30 min后，吸弃培养基并用PBS 洗涤。

A、B 组 每 孔 加 入 100 μL 含 400 μg/mL COM 的

DMEM 培养基，C 组每孔加入等体积的 DMEM 培

养基，将培养板振荡混匀后放入培养箱孵育 12 h。
吸弃各孔培养基，于每孔加入 50 μL 含 10 mmol/L 
DCFH-DA 的无血清培养基，放入细胞培养箱内孵育
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20 min，取出后用无血清细胞培养基洗涤细胞 3 次，

以 488 nm 为激发波长、525 nm 为发射波长用荧光酶

标仪检测。将上述 DCFH-DA 探针法中 COM 浓度换

为 800 μg/mL 且其余步骤不变再次进行实验。

实验二：按照每孔 100 μL 培养基、2×103 个

细胞进行 96 孔黑底细胞培养板铺板，设置 a、b、
c 组，每组重复 7 孔，放入细胞培养箱培养 8 h。吸

弃培养基并用 PBS 洗涤。a 组每孔加入 100 μL 含

10% FBS 和 800 μg/mL COM 的 DMEM 培 养 基，

震荡混匀。b 组每孔加入 100 μL 含 10% FBS 的

DMEM 培养基，先加入 10 μL PEG-4000 溶液振荡

混匀，再加入 COM 至 800 μg/mL，振荡混匀。c 组

每孔加入 100 μL 含 10% FBS 和 800 μg/mL COM 的

DMEM 培养基，振荡混匀，再加入 10 μL PEG-4000
溶液，振荡混匀。将培养板放入培养箱孵育 12 h。
吸弃各孔培养基，于每孔加入 50 μL 含 10 mmol/L 
DCFH-DA 的无血清培养基，放入细胞培养箱内孵

育 20 min，取出后用无血清细胞培养基洗涤细胞 
3 次，以 488 nm 为激发波长、525 nm 为发射波长

用荧光酶标仪检测。

1.6 蛋白质印迹法检测坏死性凋亡特异性分子

RIPK1、RIPK3、p-MLKL 的表达 取 1.3 节实验

一中镜下观测后的细胞，用 RIPA 裂解液充分裂解

后提取总蛋白质，BCA 法测定蛋白质浓度。按照

每孔 30 μg 的上样量进行 SDS-PAGE，转膜，采用

5% 牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）

室温封闭 2 h 后，加入一抗于 4 ℃孵育过夜。次日

加入 HRP 标记的二抗于室温孵育 1 h，然后进行

ECL 反应，使用化学发光成像仪曝光显影。

1.7 COM 晶体黏附量的测定 取 1.3 节实验一和

实验二中镜下观测后的细胞，将培养皿放置在小

烧杯中，加入 5 mL 浓 HNO3 和 1.0 mL HClO4，在

电磁炉上消化至溶液透明，继续加热至溶液即将蒸

干时关闭电源，利用余热将溶液烘干，自然冷却后

加入 3 mL 超纯水，混合均匀，同时设空白组（即 
5 mL 浓 HNO3 与 1.0 mL HClO4 的 混 合 溶 液），

利用电感耦合等离子体发射光谱法（inductively 
coupled plasma emission spectroscopy，ICP）准确测 
定钙离子的浓度，并换算成 COM 晶体的黏附量。

1.8 统计学处理 应用 GraphPad Prism 9 软件进

行统计学分析。计量资料以 x±s 表示，多组间比较

采用单因素方差分析，多重比较采用 Tukey 法。检

验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 镜下观察 TCMK-1 细胞表面的 COM 晶体黏

附情况 倒置相差显微镜下可见，在 200、400、
600、800 μg/mL COM 处理后，各组 TCMK-1 细胞

表面晶体黏附随晶体浓度增加而明显增多（图 1）。

COM 浓度为 200、400 μg/mL 时，GSK872 预处理

组镜下细胞表面晶体黏附明显少于单纯 COM 处理

组；当 COM 浓度为 800 μg/mL 时，GSK872 预处

理组多数晶体聚集形成不定型沉淀并滞留于细胞表

面，与单纯 COM 处理组无明显差异。

图 1 倒置相差显微镜下观测 GSK-872 预处理对不同浓度 COM 作用的 TCMK-1 细胞表面晶体黏附的影响 (100×)
Fig 1 Effect of GSK-872 pretreatment on TCMK-1 cell-crystal adhesion treated with different concentrations of COM 

observed under phase inversed microscope (100×)
GSK-872: A potent and specific inhibitor of receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3; COM: Calcium oxalate monohydrate; 

TCMK-1: Transformed C3H mouse kidney 1.
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图 2 倒置相差显微镜下观测 COM 干预前后加入 
PEG-4000 对 TCMK-1 细胞表面晶体黏附的影响

Fig 2 Effect of adding PEG-4000 on TCMK-1 cells 
before and after COM treatment observed under phase 

inverted microscope
COM: Calcium oxalate monohydrate; TCMK-1: Transformed 

C3H mouse kidney 1; PEG: Polyethylene glycol.

图 3 CCK-8 法检测 GSK-872 预处理对不同浓度 COM
作用的 TCMK-1 细胞增殖活性的影响

Fig 3 Effect of GSK-872 pretreatment on proliferation 
activity of TCMK-1 cells treated with different 

concentrations of COM detected by CCK-8
*P＜0.05. n＝7, x±s. CCK-8: Cell counting kit 8; GSK-872: 

A potent and specific inhibitor of receptor-interacting serine/

threonine-protein kinase 3; COM: Calcium oxalate monohydrate; 

TCMK-1: Transformed C3H mouse kidney 1. 

与浓度为 800 μg/mL COM 处理组相比，预加入

PEG-4000 使 COM 处理的 TCMK-1 细胞表面晶体黏

附明显减轻，而加入 COM 后再加入 PEG-4000 处理

的TCMK-1 细胞表面晶体黏附无明显改变（图 2）。

图 4 DCFH-DA 探针法检测 GSK-872 预处理对不同 

浓度 COM 作用的 TCMK-1 细胞 ROS 水平的影响

Fig 4 Effect of GSK-872 pretreatment on ROS levels 

of TCMK-1 cells treated with different concentrations of 

COM detected by the DCFH-DA probe method
*P＜0.05. n＝7, x±s. DCFH-DA: 2’,7’-dichlorodihydrofluo-

rescein diacetate; GSK-872: A potent and specific inhibitor of 

receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3; COM: 

Calcium oxalate monohydrate; TCMK-1: Transformed C3H 

mouse kidney 1; ROS: Reactive oxygen species; RFU: Relative 

fluorescence unit. 

2.2 GSK-872 及 PEG-4000 对 COM 处理的 TCMK-1 
细胞增殖的影响 CCK-8 检测结果（图 3）显示，

与空白对照组相比，400、800 μg/mL COM 处理 12 h 
时 TCMK-1 细胞的增殖活性均受到抑制，而使用

GSK-872 预处理组相比对应浓度的 COM 处理组

TCMK-1 细胞的增殖活性均增强（P 均＜0.05）。

CCK-8 检测结果显示，预加入 PEG-4000 组细

胞增殖活性（光密度值 0.659±0.029）较 COM 处 
理组（0.365±0.011）增高（P＜0.05），而加入COM 

后再加入 PEG-4000 处理组细胞增殖活性（光密度

值 0.342±0.012）与 COM 处理组（0.365±0.011） 
相比差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.3 GSK-872及PEG-4000对COM处理的TCMK-1 
细胞 ROS 的影响 DCFH-HA 探针法检测结果显

示，与空白对照组相比，400、800 μg/mL COM 处

理细胞 12 h 时 TCMK-1 细胞的 ROS 水平均升高；

与COM 处理组相比，预加入GSK-872 降低了COM 
诱导细胞产生的 ROS 水平（P 均＜0.05，图 4）。

与COM处理组TCMK-1细胞ROS水平（808.1± 

20.5） 相 比，预 加 入 PEG-4000 使 COM 处 理 的

TCMK-1 细胞 ROS 水平（438.9±11.9）降低（P＜ 

0.05），而加入 COM 后再加入 PEG-4000 处理的

TCMK-1 细胞ROS 水平（823.7±14.3）差异无统计 
学意义（P＞0.05）。

2.4 GSK-872 对 COM 处理的 TCMK-1 细胞坏死性 
凋亡相关蛋白表达的影响 蛋白质印迹法检测结

果（图 5）显示，与空白对照组比较，800 μg/mL 
COM 处理 12 h 时细胞坏死性凋亡相关蛋白RIPK1、 
RIPK3、p-MLKL 表达增加；与 COM 处理组比较，

GSK-872 预处理组的细胞 RIPK1 表达差异无统计学

意义（0.678±0.020 vs 0.698±0.015，P＞0.05），RIPK3 
（0.155±0.021 vs 0.641±0.029）及p-MLKL（0.451± 

0.103 vs 1.162±0.137）表达均减少（P 均＜0.05）。
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2.5 GSK-872及PEG-4000对COM处理的TCMK-1 
细胞表面晶体黏附量的影响 结果如图 6 所示，

COM 浓度为 400 μg/mL 时，与 COM 处理组相比，

GSK-872 预处理组晶体黏附量减少（P＜0.05）；

COM 浓度为 800 μg/mL 时，两组晶体黏附量差异

无统计学意义（P＞0.05）。

图 5 GSK-872 预处理对 800 μg/mL COM 处理的细胞

坏死性凋亡相关蛋白表达的影响

Fig 5 Effect of GSK-872 pretreatment on the expression 

of necroptosis-related proteins in cells treated with  

800 μg/mL COM
1: COM group; 2: GSK-872＋COM group; 3: Blank control 

group. GSK-872: A potent and specific inhibitor of RIPK3; 

COM: Calcium oxalate monohydrate; RIPK: Receptor-

interacting serine/threonine-protein kinase; p-MLKL: Phospho-

mixed lineage kinase domain-like; GAPDH: Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase. 

图 6 ICP 检测 GSK-872 预处理对不同浓度COM 作用的 

TCMK-1 细胞表面晶体黏附量的影响

Fig 6 Effect of GSK-872 pretreatment on TCMK-1 cell-

crystal adhesion treated with different concentrations of 

COM detected by ICP
*P＜0.05. n＝7, x±s. ICP: Inductively coupled plasma 

emission spectroscopy; GSK-872: A potent and specific 

inhibitor of receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 

3; COM: Calcium oxalate monohydrate; TCMK-1: Transformed 

C3H mouse kidney 1. 

COM 处理的TCMK-1 细胞的晶体黏附量［（0.405± 

0.040）mg］减少（P＜0.05），而加入 COM 后再

加入 PEG-4000 处理的 TCMK-1 细胞的晶体黏附量

［（1.678±0.026）mg］差异无统计学意义（P＞0.05）。

3 讨 论

有研究认为晶体的细胞毒性涉及 RIPK3-
MLKL 介导的坏死性凋亡，作为调控坏死性凋亡的

重要靶点，抑制 RIPK3 可防止细胞晶体性损伤［9］。

尿液中草酸钙微晶体的过饱和析出和聚集是

导致晶体快速增大和结石形成的重要因素，减少其

在尿液中的聚集可能是预防肾结石形成的方法之

一。PEG 因具有高结构灵活性、生物相容性、两亲

性、高水化能力等物理、化学特性以及公认的安全

性，成为载入《中华人民共和国药典》及美国 FDA
批准使用的多用途聚合物［18］。分子量 100～700 的

PEG 在室温下为液态，分子量 1 000～2 000 的 PEG
为软固态，分子量＞2 000 的 PEG 为硬结晶固态或

玻璃态，熔点约为 63 ℃［19］。但这并不妨碍 PEG
的生物安全性，它在水中具有高溶解度［20］，且在

所有 pH 值下都保持电中性，在生物环境中保持惰

性，蛋白质吸附差，细胞活化和黏附性低，细胞摄

取差，炎症程度可忽略不计［21］。短期和长期毒性

研究、致突变性试验、大鼠致畸试验和人体临床试

验均表明PEG 通过口服和非口服途径是安全的［22］。 
通过腹腔注射、皮下注射、肌内注射及静脉注射进

入小鼠血液中的分子量为 6 000 的PEG（PEG-6000）
几乎在 10 h 内被完全清除，且 PEG-6000 在体内清

除速度明显较更大分子量的 PEG 快［23］。人体每日

可接受各种分子量的 PEG 摄入量高达 10 mg/kg 体

重（来自 WHO 关于食品添加剂的评价）［24］。PEG
的罕见不良反应包括静脉和口服给药后过敏或过

敏性休克［25］。美国 FDA 发布的非活性成分数据

库（Inactive Ingredient Database）列出了 PEG 在口

服、局部和静脉制剂中的用途，还描述了该特定组

合物中使用的 PEG 的最大浓度。另外，PEG-4000
及其复方制剂作为轻泻剂在临床中被长期广泛应

用，进一步佐证了它的化学稳定性和生物安全性。

同时具备分散剂特性的 PEG-4000 可能在水溶液中

通过其分散稳定作用抑制草酸钙微晶体的聚集和生

长，并使其保持悬浮稳定［26］。本研究中 PEG-4000
水溶液稀释后作用于细胞及 COM 的实际质量分数

约为 5%，略小于复方聚乙二醇散中 6% 的使用浓

COM 浓度为 800 μg/mL 时，与 COM 处理组

［（1.643±0.032）mg］相比，预加入 PEG-4000 使
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度建议。

本研究结果显示，与 400、800 μg/mL COM 处

理组相比，预加入 RIPK3 特异性抑制剂 GSK-872
可减轻 400、800 μg/mL COM 处理下 TCMK-1 细

胞损伤。预加入 GSK-872 可以使 400 μg/mL COM
处理的细胞表面晶体黏附量明显减少，但不能减

少 800 μg/mL COM 处理的细胞表面晶体黏附量。

PEG-4000 相关的实验显示，与 800 μg/mL COM 处

理组相比，预加入 PEG-4000 能够减轻 COM 处理

组 TCMK-1 的细胞损伤，并降低细胞表面晶体黏附

量。在加入 800 μg/mL COM 之后再加入 PEG-4000
时，细胞表面晶体黏附及细胞损伤相比 COM 处理

组没有明显差异。

实验结果说明 RIPK3 特异性抑制剂 GSK-872
对于坏死性凋亡通路的调控作用明显，并验证了坏

死性凋亡是草酸钙晶体刺激下主要的细胞损伤方式

之一。实验发现在较低浓度晶体处理下抑制细胞

坏死性凋亡能够降低细胞表面对晶体的黏附作用，

但不能完全消除细胞 -晶体黏附作用。这可能与细

胞损伤的分子机制多样性有关，仅通过少数位点的

抑制很难消除细胞损伤以及细胞膜对晶体的黏附作

用，GSK-872 选择性抑制了细胞坏死性凋亡，同时

也会启动细胞凋亡等细胞死亡模式。

实验通过检测细胞增殖能力、ROS 水平、坏

死性凋亡相关蛋白表达及细胞表面晶体黏附量表

明，COM 浓度达到 800 μg/mL 时，预使用 GSK-872 
仍旧能够减轻晶体性细胞损伤、减少 ROS 产生的

水平，但是细胞表面晶体黏附总量没有明显差异。

可能的解释为，当晶体密度达到一定程度时晶体颗

粒间依靠静电作用等相互吸引并聚集形成不定型沉

淀，这些滞留下来的不定型沉淀吸引了大量微晶颗

粒并且占据的空间远大于单晶颗粒，成为影响晶体

黏附量的主要因素。

预加入 PEG-4000 能够使晶体在悬液体系中保

持悬浮稳定并降低细胞的晶体性损伤，细胞表面晶

体黏附聚集明显减少。另外在加入 COM 之后再加

入 PEG-4000，细胞表面晶体黏附相比 COM 处理组

没有减少，细胞损伤无明显差异，说明 PEG-4000
在晶体与细胞接触作用之前起到分散作用，而没有

逆转已经形成的晶体 -细胞黏附的作用。

以 PEG-4000 为代表的聚合物或生物材料可能

对肾结石的防治研究有所帮助，其影响细胞表面晶

体黏附聚集的作用机制有待进一步研究。 
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