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【摘要】 目的  探讨多黏菌素 B（PMB）导致大鼠肾损伤的机制。方法  ① 细胞实验：取对数生长期

肾间质细胞系 (NRK）-52E，将细胞按处理方式不同分为空白对照组、不同剂量〔低剂量（200 μmol/L）、中剂量 

（500 μmol/L）、高剂量（1 000 μmol/L）组〕PMB 组、PMB+ 过表达阴性对照（oe-NC）组（PMB+oe-NC 组）、PMB+
过表达核因子 E2 相关因子 2（oe-Nrf2）组（PMB+oe-Nrf2 组）。空白对照组不给予药物及转染干预；PMB 各剂

量组给予相应浓度 PMB 干预 48 h；PMB+oe-NC 组、PMB+oe-Nrf2 组先分别转染阴性对照载体、Nrf2 过表达载

体，转染 24 h 后加入 1 000 μmol/L PMB 继续干预 48 h。各组均设置 3 个复孔，独立重复实验 3 次。采用细胞

增殖与毒性检测试剂盒 8（CCK-8）检测细胞增殖活性；采用流式细胞术检测细胞凋亡情况；采用 2’，7’- 二氯

荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）荧光探针测定活性氧（ROS）活性；采用蛋白免疫印迹试验（Western blotting）检

测细胞中 Nrf2、小泛素样修饰蛋白（SUMO1）的蛋白表达水平；采用免疫共沉淀法检测 SUMO1 修饰的 Nrf2 的

蛋白表达水平。② 动物实验：选择 40 只雄性 SD 大鼠，按随机数字表法分为正常对照组（腹腔注射 0.9% 生理

盐水溶液）、PMB 低剂量组（腹腔注射 9.3 mg/kg PMB，每日 2 次）、PMB 中剂量组（腹腔注射 14.0 mg/kg PMB，每

日 2 次）和 PMB 高剂量组（腹腔注射 18.7 mg/kg PMB，每日 2 次），每组 10 只。采用酶联免疫吸附试验（ELISA）

测定血尿素氮（BUN）和血清肌酐（SCr）水平，同时测定大鼠肾功能指数；采用苏木素 - 伊红（HE）染色检测

各组大鼠肾组织病理学损伤情况；采用 Western blotting 检测大鼠肾组织中 Nrf2 和 SUMO1 的蛋白表达水平。 

结果  ① 细胞实验：与空白对照组比较，PMB 能剂量依赖性地抑制 NRK-52E 细胞增殖，诱导细胞凋亡，增加

ROS 水平，抑制 Nrf2、SUMO1 和 SUMO1 修饰的 Nrf2 的蛋白表达水平，以 PMB 高剂量组与空白对照组相比的变

化更明显〔细胞增殖活性（A 值）：0.35±0.03 比 0.98±0.09，细胞凋亡率（%）：51.87±7.59 比 8.52±1.08，ROS

活性（荧光强度）：52.35±6.84 比 17.37±2.14，Nrf2 蛋白表达（Nrf2/β-actin）：0.32±0.04 比 0.84±0.07，SUMO1

蛋白表达（SUMO1/β-actin）：0.54±0.06 比 1.33±0.12，SUMO1 修饰的 Nrf2 蛋白表达（SUMO1-Nrf2/β-actin）：

0.93±0.11 比 2.35±0.34，均 P＜0.05〕。与 PMB+oe-NC 比较，PMB+oe-Nrf2 组细胞增殖活性明显提高，细胞

凋亡率和 ROS 活性明显降低〔细胞增殖活性（A 值）：0.68±0.09 比 0.34±0.07，细胞凋亡率（%）：18.34±5.22

比 37.75±6.53，ROS 活性（荧光强度）：38.44±6.31 比 50.79±8.25，均 P＜0.05〕。② 动物实验：与正常对照组

比较，PMB 能增加大鼠血清 BUN、SCr 水平和肾功能指数，抑制 Nrf2、SUMO1 的蛋白表达水平，以 PMB 高剂量

组与正常对照组相比的变化更明显〔BUN（mmol/L）：13.24±1.25 比 7.89±1.02，SCr（μmol/L）：797.37±121.11

比 464.98±86.63，肾功能指数（g/100 g）：1.87±0.15 比 1.45±0.08，Nrf2 蛋白表达（Nrf2/β-actin）：0.31±0.04

比 0.83±0.06，SUMO1 蛋白表达（SUMO1/β-actin）：0.59±0.06 比 1.24±0.16，均 P＜0.05〕。HE 染色结果显示

PMB 能诱导大鼠肾组织病理学损伤。结论  PMB 通过抑制 SUMO1 修饰的 Nrf2 进而加重大鼠肾毒性。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  mechanism  of  polymyxin  B  (PMB)-induced  kidney  injury  in 
rats.  Methods  ①  Cell  experiment:  Renal  interstitial  cell  line  normal  rat  kidney  cell  (NRK)-52E  in  logarithmic 
growth  phase was  divided  into  blank  control  group,  different  doses  of  PMB  groups  [low-dose  (200 μmol/L), medium-
dose  (500  μmol/L),  high-dose  (1 000  μmol/L)  group],  PMB+overexpression  negative  control  (PMB+oe-NC  group), 
and  PMB+overexpression-nuclear  factor  erythroid  2-related  factor  2  (Nrf2)  group  (PMB+oe-Nrf2  group)  according  to 
different  treatments.  The  blank  control  group  received  no  drug  or  transfection  intervention;  PMB  groups were  treated 
with  corresponding  concentrations  of  PMB  for  48  h;  PMB+oe-NC  group  and  PMB+oe-Nrf2  group  were  transfected 
with  negative  control  vector  and  Nrf2  overexpression  vector  for  24  hours,  respectively,  followed  by  intervention  with  
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  多黏菌素 B（polymyxin B，PMB）是一种广谱抗

菌药物，它具有很强的杀菌活性，对大多数革兰阴性

（Gram-negative，G-）菌有抗菌作用，常用于治疗呼吸

道、泌尿道和腹部感染等疾病［1］。然而，由于其与

细菌细胞膜的亲和力，PMB 也可能与人体细胞膜结

合，导致肾毒性和神经毒性等一些不良反应，但其机

制尚未完全明确［2］。核因子 E2 相关因子 2 （nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）是机体内一

个重要的转录因子，在细胞内起着调控抗氧化应

激和清除细胞代谢产物的重要作用［3］。有研究表

明，PMB 通过抑制 Nrf2 从而降低抗氧化能力，在小

鼠体内引起肾毒性［4］。小泛素样修饰蛋白（small 

ubiquitin-like modifier，SUMO）修饰是一种与泛素修

饰类似的蛋白质修饰过程，它是通过共轭 SUMO 到

目标蛋白上来改变其功能和调控的过程。有研究显

示，SUMO 可以与 Nrf2 共价修饰，SUMO 化可以增

强 Nrf2 的稳定性，还可以增强 Nrf2 与其他蛋白质的

相互作用以及运输和转录活性，并以此调节多种细

胞过程，包括 DNA 的复制、转录和 RNA 的成熟以

及细胞周期等［5］。本研究旨在探讨 PMB 调控 Nrf2

的 SUMO 修饰产生肾毒性的作用机制，从而为临床

提供参考。

1 材料与方法

1.1 细胞实验

1.1.1 主要材料与试剂：选择 40 只雄性 SD 大鼠

（8～12 周龄，体质量 220～250 g），购自武汉贝恩

特生物科技有限公司，动物许可证号：SCXK（鄂）

2021-0027；PMB 购自上海第一生化药业有限公

司；正常大鼠肾间质细胞系 (normal rat kidney cell，

NRK）-52E 购自中国科学院细胞库；DMEM 购自

美 国 Gibco 公 司；胎 牛 血 清（fetal bovine serum，

FBS）购自武汉普诺赛生命科技有限公司；细胞

增 殖 与 毒 性 检 测 试 剂 盒 8（cell counting kit-8，

CCK-8）购自翌圣生物科技（上海）有限公司；酶

1 000 μmol/L PMB for additional 48 hours. Three replicate wells were set in each group, and the independent experiments 
were  repeated  3  times.  Cell  counting  kit-8  (CCK-8)  was  used  to  detect  cell  proliferation  activity,  cell  apoptosis  was 
detected  by  flow  cytometry,  and  2',  7'-dichlorodihydrofluorescein  diacetate  (DCFH-DA)  fluorescent  probe  method 
was used  to detect  intracellular  reactive oxygen  species  (ROS)  levels; Western blotting was used  to detect  the protein 
expression  levels  of  Nrf2,  small  ubiquitin-like  modifier  1  (SUMO1);  co-immunoprecipitation  was  used  to  detect  the 
protein expression level of SUMOylated Nrf2. ② Animal experiment: forty male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly 
divided into normal control group (intraperitoneal injection of 0.9% normal saline), PMB low-dose group (intraperitoneal 
injection  of  9.3  mg/kg  PMB,  twice  daily),  PMB  medium-dose  group  (intraperitoneal  injection  of  14.0  mg/kg  
PMB,  twice daily),  and PMB high-dose group  (intraperitoneal  injection  of 18.7 mg/kg PMB,  twice daily), with 10  rats 
in  each  group.  Enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA)  was  used  to  determine  blood  urea  nitrogen  (BUN)  and 
serum  creatinine  (SCr)  levels,  and  renal  function  index  was  calculated;  hematoxylin-eosin  (HE)  staining  was  used  to 
observe the pathological damage; Western blotting was used to detect the protein expression levels of Nrf2 and SUMO1 
in rat kidney tissues.  Results  ① Cell experiment: compared with the blank control group, PMB inhibited NRK-52E 
cell viability,  induced cell apoptosis, and  increased ROS  levels  ,  and decreased  the protein expression  levels of Nrf2, 
SUMO1 and SUMO1-modified Nrf2 in a dose-dependent manner. The changes were more significant in the PMB high-
dose group compared to the blank control group [cell viability (A value): 0.35±0.03 vs. 0.98±0.09, cell apoptosis rate 
(%):  51.87±7.59  vs.  8.52±1.08,  ROS  activity  (fluorescence  intensity):  52.35±6.84  vs.  17.37±2.14,  Nrf2  protein 
expression  (Nrf2/β-actin):  0.32±0.04  vs.  0.84±0.07,  SUMO1 protein  expression  (SUMO1/β-actin):  0.54±0.06  vs. 
1.33±0.12; SUMO1-modified Nrf2 protein expression (SUMO1-Nrf2/β-actin): 0.93±0.11 vs. 2.35±0.34; all P < 0.05]. 
Compared with the PMB+oe-NC group, the PMB+oe-Nrf2 group presented increased cell viability, decreased apoptosis 
rate  and  ROS  activity  [cell  proliferation  (A  value):  0.68±0.09  vs.  0.34±0.07,  apoptosis  rate  (%):  18.34±5.22  vs. 
37.75±6.53, ROS activity (fluorescence intensity): 38.44±6.31 vs. 50.79±8.25; all P < 0.05]. ② Animal experiment: 
compared with  the  normal  control  group,  PMB  significantly  elevated BUN,  SCr  levels,  and  renal  function  index,  and 
decreased the protein expression levels of Nrf2 and SUMO1 in rats. The changes were more significant in the PMB high-
dose group compared to the control group [BUN (mmol/L): 13.24±1.25 vs. 7.89±1.02, SCr (μmol/L): 797.37±121.11 
vs. 464.98±86.63, renal function index (g/100 g): 1.87±0.15 vs. 1.45±0.08, Nrf2 protein expression (Nrf2/β-actin): 
0.31±0.04  vs.  0.83±0.06,  SUMO1 protein  expression  (SUMO1/β-actin):  0.59±0.06  vs.  1.24±0.16;  all P  <  0.05]. 
HE  staining  results  showed  that  PMB  induced  obvious  pathological  injury  of  rat  kidney  tissue.  Conclusion  PMB 
aggravates nephrotoxicity in rats by inhibiting SUMO1-modified Nrf2.

【Key words】  Polymyxin  B;  Nephrotoxicity;  Nuclear  factor  erythroid  2-related  factor  2;  Small  ubiquitin-
like modifier 1
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标仪购自美国 Bio-Rad 公司；膜联蛋白 V- 异硫

氰 酸 荧 光 素 / 碘 化 丙 啶（Annexin V-fluorescein 

isothiocyanate/propidium iodide，Annexin V-FITC/PI）

染色试剂盒购自美国 BioLegend 公司；活性氧

（reactive oxygen species，ROS）测定试剂盒购自美

国 Cayman Chemical 公司；2’，7’- 二氯荧光素二

乙 酸 酯（2'，7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate，

DCFH-DA）和聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，

PVDF）膜均购自美国 MilliporeSigma 公司；荧光显

微镜购自日本 Nikon 公司；一抗 SUMO1 和辣根过

氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的二

抗免疫球蛋白 G（Immunoglobulin G，IgG）均购自

美国 Abcam 公司；增强型化学发光试剂（enhanced 

chemiluminescence，ECL）购 自 美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司。血尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）

和血清肌酐（serum creatinine，SCr）酶联免疫吸附试

验（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）检测

试剂盒均购自中国安毕莱公司。

1.1.2  细胞培养：将 NRK-52E 细胞在添加 10% 

FBS和 100 kU/L青霉素 /链霉素溶液的DMEM 培养

基中置于 37 ℃、5% 二氧化碳培养箱中培养，每 2 d 

更换一次新鲜培养基。使用不同浓度的 PMB（200、

500、1 000 μmol/L）处理 NRK-52E 细胞 48 h。

1.1.3  研究分组及处理：取对数生长期细胞用于实

验，将细胞按处理方式不同分为空白对照组、不同

剂量〔低剂量（200 μmol/L）、中剂量（500 μmol/L）、

高剂量（1 000 μmol/L）〕PMB 组、PMB+ 过表达阴

性 对 照（overexpression-negative control，oe-NC）组

（PMB+oe-NC 组）、PMB+ 过表达 Nrf2（overexpression 

-Nrf2，oe-Nrf2）组（PMB+oe-Nrf2 组）。空白对照组

不给予药物及转染干预；PMB 各组给予相应浓度

PMB 干 预 48 h；PMB+oe-NC 组、PMB+oe-Nrf2 组

先分别转染阴性对照载体、Nrf2 过表达载体，转染 

24 h 后加入 1 000 μmol/L PMB 继续干预 48 h。各组

均设置 3 个复孔，独立重复实验 3 次。

1.1.4  检测指标及方法

1.1.4.1  CCK-8 检测细胞增殖：按照 CCK-8 试剂

盒说明书步骤测定 PMB 对细胞增殖的影响。将

NRK-52E 细胞置于 96 孔板中，PMB 干预后，将

10 μL CCK-8 溶液加入每个孔中，并在 37 ℃下孵

育 2 h。最后，使用酶标仪在 450 nm 处测定吸光度

（absorbance，A）值。

1.1.4.2  流式细胞术检测细胞凋亡情况：用流式细

胞术检测不同浓度 PMB 处理后的 NRK-52E 细胞凋

亡百分比。将处理后的细胞以 2×105 的密度接种

于 24 孔板中，采用 Annexin V-FITC/PI 染色试剂盒

检测凋亡细胞。细胞凋亡率＝（早期凋亡细胞 + 晚

期凋亡细胞）/ 总细胞 ×100%。

1.1.4.3  细胞中 ROS 活性测定：使用 PMB 处理

NRK-52E 细胞后，将细胞以 1 000×g 的转速离心 

5 min，然后用无血清的DMEM培养基洗涤。取1.0× 

109 个 /L 洗涤后的细胞用 10 μmol/L 的 DCFH-DA

在 37 ℃下染色 20 min。将标记的 NRK-52E 细胞用

胰蛋白酶消化后在荧光显微镜下观察 ROS 活性。

1.1.4.4  采 用 蛋 白 质 免 疫 印 迹 试 验（Western 

blotting）检测细胞中 Nrf2 和 SUMO1 的蛋白表达水

平：收集各组经处理后的 NRK-52E 细胞，加入裂解

液，离心取上清液。采用二喹啉甲酸 （bicinchoninic 

acid，BCA）法 测 定 总 蛋 白 浓 度。 取 等 量 蛋 白

（每孔 20 μg）行十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺 

凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel  

electrophoresis，SDS-PAGE）后 将 蛋 白 质 转 移 至

PVDF 膜上。用 5% 的脱脂奶粉室温封闭 1 h，分别

加入抗 Nrf2 抗体（1：1 000）、抗 SUMO1 抗体（1：

1 000）和抗 β 肌动蛋白（β-actin）抗体（1：2 000），

4 ℃孵育过夜。用 Tris 缓冲盐溶液（Tris-buffered 

saline solution with Tween，TBST）洗 膜 3 次，每 次 

15 min，再加入 HRP 标记的 IgG 二抗（1：5 000），室

温孵育1 h。用TBST洗膜3次，采用ECL试剂显影，

使用凝胶成像系统拍照。以 Image J 软件分析条带

灰度值，以目的蛋白 Nrf2、SUMO1 条带灰度值与内

参照 β-actin 条带灰度值的比值表示目的蛋白的相

对表达量。每组设置 3 个复孔，独立实验重复 3 次。

1.1.4.5  采用免疫共沉淀法测定 SUMO 修饰的 Nrf2

的蛋白表达水平：在 PMB 处理过 NRK-52E 细胞中

检测 Nrf2 的 SUMO 修饰情况，首先使用含 N- 乙基

马来酰亚胺（N-ethylmaleimide，NEM）、苯甲基磺酰

氟（phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF）以 及 蛋 白

酶抑制剂的裂解液提取细胞中总蛋白，离心后取上

清液，取 20 μL 的裂解液在 SDS 凝胶电泳上样并煮

沸后测定免疫沉淀的蛋白量；在剩余的裂解液内加

入 Nrf2 多克隆抗体，4℃孵育 2 h 后向其中加入总

量为 20 μL 的蛋白 A/G 琼脂糖珠，孵育过夜再次离

心后弃上清液，反复洗涤后再次行 SDS 电泳，用抗

SUMO1 抗体检测 SUMO1 修饰的 Nrf2 的蛋白表达

水平。
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1.2  动物实验

1.2.1  研究分组及大鼠肾毒性模型的复制：采用腹

腔注射 PMB 的方法复制大鼠肾毒性模型。将 40 只 

SD 大鼠按随机数字表法分为正常对照组（腹腔注

射 0.9% 生理盐水溶液）、PMB 低剂量组（腹腔注射 

9.3 mg/kg PMB）、PMB中剂量组（腹腔注射14.0 mg/kg 

PMB）和 PMB 高 剂 量 组（腹 腔 注 射 18.7 mg/kg 

PMB），每组10只。每日08：00和20：00各注射1次，

持续给药 7 d。

1.2.2  伦理学：本研究中针对动物的处理符合相关

动物伦理学标准，并经天津市第五中心医院动物伦

理委员会批准（审批号：TJWZX2022007）。

1.2.3  检测指标及方法

1.2.3.1  各组血尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）

和血清肌酐（serum creatinine，SCr）水平测定：用

5% 戊巴比妥钠麻醉大鼠并断颈处死，采集大鼠

眼球血离心（3 000×g，10 min）取血清，-80 ℃下

储存备用，采用酶联免疫吸附试验（enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）测定血清 BUN 和 SCr

水平，操作严格按试剂盒测说明书进行，于 450 nm

波长处测定 A 值。以标准品浓度绘制标准曲线，计

算各样本的 BUN 和 SCr 水平。每批实验均设置标

准品和质控品进行校准。取大鼠肾脏并称质量，以

评估肾功能指数（肾指数＝肾质量 / 体质量 ×100）。

1.2.3.2  肾组织病理学观察：将肾组织切片用磷酸

盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）洗涤，洗

净后的肾组织依次浸入 70%、95% 和 100% 的乙醇

溶液中进行脱水处理，每次浸泡 2～3 min，然后将切

片浸入二甲苯中渗透处理使切片透明化，然后用苏

木素 - 伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色，再次脱水

和渗透后在显微镜下观察组织病变并拍照记录。

1.2.3.3  采 用 Western blotting 检 测 大 鼠 肾 组 织

中 Nrf2 和 SUMO1 的蛋白表达水平：取各组大鼠

肾组织约 50 mg，剪碎后加入裂解液，离心取上清

液。采用 BCA 法测定总蛋白浓度。取等量蛋白 

（每孔30 μg）进行SDS-PAGE电泳，转移至PVDF膜，

用 5% 脱脂奶室温封闭 1 h，分别加入抗 Nrf2 抗体 

（1：1 000）、抗 SUMO1 抗体（1：1 000）和抗 β-actin

抗体（1：2 000），4 ℃孵育过夜。用 TBST 洗膜 3 次，

每次15 min，再加入HRP标记的 IgG二抗（1：5 000）， 

室温孵育 1 h，ECL 化学发光显影，凝胶成像系统拍

照。使用 Image J 软件分析条带灰度值，以目的蛋白

Nrf2、SUMO1 与内参 β-actin 灰度值的比值表示目

表 2 Nrf2 过表达对 PMB 诱导的肾细胞的影响（x±s）

组别
样本数

（孔）

ROS 活性

（荧光强度）

细胞增殖

活性（A 值）

细胞凋亡率 

（%）

空白对照组 3 17.37±2.14 0.89±0.08   8.69±2.20
PMB 高剂量组 3 52.35±6.84 a 0.32±0.05 a 38.24±7.21 a

PMB+oe-NC 组 3 50.79±8.25 0.34±0.07 37.75±6.53
PMB+oe-Nrf2 组 3 38.44±6.31 b 0.68±0.09 b 18.34±5.22 b

注：与空白对照组比较，aP＜0.05；与 PMB+oe-NC 组比较，
bP＜0.05

表 1 PMB 处理后各组 NRK-52E 细胞增殖
活性和凋亡率比较（x±s）

组别
孔数

（次）

细胞增殖

活性（A 值）

细胞凋亡率 

（%）

空白对照组 3 0.98±0.09   8.52±1.08
PMB 低剂量组 3 0.72±0.05 a 22.57±2.21 a

PMB 中剂量组 3 0.54±0.04 a 34.35±3.13 a

PMB 高剂量组 3 0.35±0.03 a 51.87±7.59 a

注：与空白对照组比较，aP＜0.05

的蛋白的表达量。每组取 3 只大鼠的肾组织样本进

行检测，独立重复 3 次。

1.3  统计学分析：使用 GraphPad 8.0 软件对收集的

原始数据进行统计分析，符合正态分布的计量数据

以均数 ± 标准差（x±s）表示。两组比较采用 t 检验，

多组比较采用单因素方差分析。P＜0.05 为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1  各组 NRK-52E 细胞增殖活性和凋亡情况比较

（表 1）：与空白对照组比较，PMB 以剂量依赖方式

抑制细胞增殖，但经过 PMB 处理的 NRK-52E 细胞

凋亡比例明显升高（均 P＜0.05）。表明 PMB 能抑制

NRK-52E 细胞增殖，诱导细胞凋亡，对 NRK-52E 细

胞有一定的毒性。

2.2  Nrf2 过表达对 PMB 诱导的肾细胞毒性的影响

（表 2）：与空白对照组比较，PMB 高剂量组 ROS 活

性和比细胞凋亡率明显升高，细胞增殖活性明显降

低（均 P＜0.05）；与 PMB+oe-NC 组比较，PMB+oe-

Nrf2 组减弱了 PMB 对 ROS 活性的诱导作用，细胞

增殖活性明显升高，细胞凋亡率明显降低（均 P＜
0.05）。

2.3  PMB 处理对 NRK-52E 细胞中 Nrf2 和 SUMO1

蛋白表达水平的影响（表 3；图 1~2）：PMB 处理能

剂量依赖性地抑制 Nrf2、SUMO1 和 SUMO1 修饰的

Nrf2 的蛋白表达水平。与空白对照组比较，随 PMB

剂量的增加，Nrf2、SUMO1 和 SUMO1 修饰的 Nrf2

的蛋白表达水平逐渐降低（均 P＜0.05）。
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表 5 各组大鼠肾组织中 Nrf2 和 SUMO1 的 
蛋白表达水平比较（x±s）

组别
动物数

（只）

Nrf2 蛋白表达

（Nrf2/β-actin）

SUMO1 蛋白表达

（SUMO1/β-actin）

正常对照组 10 0.83±0.06 1.24±0.16
PMB 低剂量组 10 0.68±0.07 a 0.91±0.07 a

PMB 中剂量组 10 0.49±0.05 a 0.72±0.05 a

PMB 高剂量组 10 0.31±0.04 a 0.59±0.06 a

注：与正常对照组比较，aP＜0.05

表 4 各组大鼠肾功能指标比较（x±s）

组别
动物数

（只）

BUN

（mmol/L）

SCr 

（μmol/L）

肾功能指数

（g/100 g）

正常对照组 10   7.89±1.02 464.98±  86.63 1.45±0.08
PMB 低剂量组 10   8.59±1.14 609.08±  99.01 1.56±0.09
PMB 中剂量组 10 10.28±1.20 a 644.44±122.88 a 1.72±0.13 a

PMB 高剂量组 10 13.24±1.25 a 797.37±121.11 a 1.87±0.15 a

注：与正常对照组比较，aP＜0.05

表 3 各组 NRK-52E 细胞中 Nrf2、SUMO1、SUMO1 修
饰的 Nrf2 的蛋白表达水平比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

Nrf2 蛋白表达 

（Nrf2/β-actin）

SUMO1 蛋白表达

（SUMO1/β-actin）

SUMO1 修饰的 Nrf2 

蛋白表达（Nrf2/β-actin）

空白对照组 3 0.84±0.07 1.33±0.12 2.35±0.34
PMB 低剂量组 3 0.63±0.05 a 1.05±0.09 a 1.61±0.19 a

PMB 中剂量组 3 0.49±0.03 a 0.82±0.07 a 1.28±0.15 a

PMB 高剂量组 3 0.32±0.04 a 0.54±0.06 a 0.93±0.11 a

注：与空白对照组比较，aP＜0.05

球增大，液泡增多。

图 1  Western blotting 检测各组 NRK-52E 细胞中 
Nrf2 和 SUMO1 的蛋白表达水平

图 4  Western blotting 各组大鼠肾组织中
Nrf2 和 SUMO1 的蛋白表达水平

2.5  PMB 对肾毒性模型大鼠肾组织中 Nrf2 和

SUMO1 蛋白表达水平的影响（表 5；图 4）：与正常

对照组比较，不同剂量 PMB 组大鼠肾组织中 Nrf2

和 SUMO1 的蛋白表达呈剂量依赖性显著降低，差

异均有统计学意义（均 P＜0.05）。

图 2  Western blotting 检测各组 NRK-52E 细胞中
SUMO1 修饰的 Nrf2 的蛋白表达水平

图 3  光镜下观察各组大鼠肾组织病理学损伤情况　HE 染色　高倍放大

2.4  PMB 对大鼠模型肾损伤的影响（表 4；图 3）：

与正常对照组比较，经 PMB 处理 7 d 后大鼠血清

BUN 和 SCr 水平均显著升高，肾功能指数明显增强

（均 P＜0.05）。光镜下观察肾组织病理学损伤显示，

正常对照组大鼠肾组织细胞排列有序，肾小球和肾

小管结构清晰，组织不存在明显病变。PMB 低剂量

组和 PMB 中剂量组大鼠肾组织可见轻微病理损伤；

而 PMB 高剂量组病理损伤明显，肾小管扩张，肾小

3 讨 论

  PMB 对于 G- 菌有广谱杀菌活性，但其相关肾

毒性仍是目前广泛临床应用的主要安全问题和障 
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碍［6-7］。研究表明，在众多抗菌药物中，PMB 易导致

急性肾损伤［8-9］。本研究通过细胞和动物实验探讨

PMB 对肾毒性的影响，结果证实 PMB 能诱导 NRK-

52E 细胞凋亡和氧化应激，加速大鼠肾组织病理损

伤，且该作用可能与调控 SUMO 修饰的 Nrf2 有关。

Nrf2 能调节细胞内的抗氧化防御系统，促进毒物的

代谢，从而减轻细胞受到氧化应激的伤害［10-11］。研

究表明，多种药物通过激活 Nrf2 通路达到肾保护作

用［12-13］，提供了 Nrf2 通路作为潜在治疗靶点的线

索。另有研究显示，ROS 与 PMB 诱导的肾毒性有

关［14-15］；而本研究结果表明，在 PMB 诱导的 NRK-

52E 细胞中过表达 Nrf2 可以抑制细胞中的 ROS 活

性，减少细胞凋亡，这也进一步揭示了 Nrf2 在减少

PMB 诱导的肾毒性过程中的作用机制，提示 Nrf2 可

能通过调节 ROS 的产生和清除过程，参与调控 PMB

引起的肾毒性反应。这一结果对于理解 PMB 诱导

肾毒性的机制以及探索预防或治疗相关肾疾病的策

略有重要的指导意义。

  SUMO 是一种小分子蛋白质修饰物，参与调控

细胞核内的各种生物学过程。SUMO 修饰参与许多

细胞的调控过程，包括转录调控、DNA 修复、细胞

周期调控、蛋白质定位和蛋白质降解等，这些细胞

调控机制参与了许多疾病的发生发展［16］。研究显

示，SUMO 在急性肾损伤中起到细胞保护的重要作 

用［17］；还有研究表明，SUMO 修饰能够影响 Nrf2 的

表达，并进一步影响 Nrf2 的转录调控能力和抗氧化

应答的活性［18］。这与本研究结果一致。本研究进

一步证实了 Nrf2 的 SUMO 修饰可能参与了 PMB 诱

导的肾毒性调控机制。此外，本研究进一步通过体

内实验验证了 PMB 对大鼠血清 BUN、SCr 水平和肾

功能指数的影响，结果表明，PMB 不仅导致肾损伤，

还会造成组织病理学变化，加剧肾损伤。以上结果

均表明了 PMB 的潜在肾毒性，为进一步研究 PMB

的机制提供了重要线索。

  综上所述，本研究揭示了 PMB 导致肾损伤的

机制，并强调了 Nrf2 通路和 SUMO 修饰在该过程中

的重要作用。这些结果为进一步了解 PMB 的肾毒

性机制提供了重要依据，并为开发针对 PMB 肾损伤

的治疗策略提供了理论基础。然而，本研究也存在

某些局限性，如未详细探讨与 PMB 肾损伤相关的其

他信号通路和分子机制，未进一步探讨 SUMO 修饰

Nrf2 的修饰位点等。未来需进一步完善，通过临床

实践的支持，进一步证实本研究所得结论的可靠性

和适用性，从而为未来的治疗策略和预防措施的制

定提供更全面的科学依据。
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