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摘要：目的　筛选、研究小激活ＲＮＡ（ｓｍａｌｌａｃｔｉｖａｔｉｎｇＲＮＡ，ｓａＲＮＡ）增强ＡＢＣＧ２基因表达对肾、肠细胞排泄尿酸（ｕｒｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）
的影响，探索促进ＵＡ排泄的全新一类治疗机制药物。方法　设计靶向小鼠和人ＡＢＣＧ２基因的ｓａＲＮＡ，转染小鼠肾小管上皮
细胞（ＴＣＭＫ１）和人肾小管上皮细胞（ＨＫ２）细胞，逆转录聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ筛选强激活效果的 ｓａＲ
ＮＡ；检测强激活ｓａＲＮＡ增强ＴＣＭＫ１和ＨＫ２细胞排泄ＵＡ的作用。筛选的 ｓａＲＮＡ通过尾静脉注射高尿酸血症（ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅ
ｍｉａ，ＨＵＡ）模型小鼠，检测血尿酸（ｓｅｒｕｍｕｒｉｃａｃｉｄ，ＳＵＡ）、尿尿酸（ｕｒｉｎｅｕｒｉｃａｃｉｄ，ＵＵＡ）、肠道ＵＡ、血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏ
ｇｅｎ，ＢＵＮ）和血清肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＳＣｒ）含量，以及肝脏黄嘌呤氧化酶（ｘａｎｔｈｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＸＯＤ）活性，验证所选ｓａＲＮＡ促
进ＵＡ排泄的作用。苏木精伊红染色法（Ｈ＆Ｅ）染色观察小鼠肾脏和小肠病理改变。ＲＴｑＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化分析
肾脏和小肠ＡＢＣＧ２基因表达水平。结果　筛选到小鼠和人ＡＢＣＧ２ｓａＲＮＡ各２条，分别命名为ｓａＲＮＡ１／２和 ｈｓａＲＮＡ１／２，能
够提高ＴＣＭＫ１和ＨＫ２细胞ＡＢＣＧ２基因的表达（Ｐ＜００５），促进胞内 ＵＡ排泄（Ｐ＜００５）。ｓａＲＮＡ１／２能够提高 ＨＵＡ模型
小鼠ＵＵＡ和肠道ＵＡ含量（Ｐ＜００５），降低ＳＵＡ，ＢＵＮ和ＳＣｒ的含量（Ｐ＜００５），改善ＨＵＡ对肾脏和小肠的损伤。ｓａＲＮＡ１／２
促进了小鼠肾脏和小肠中ＡＢＣＧ２基因的表达，但对小鼠肝脏中ＸＯＤ的活性没有明显影响（Ｐ＞００５）。结论　所筛选的ｓａＲ
ＮＡ能够提高ＡＢＣＧ２基因的表达，并促进细胞内和小鼠体内ＵＡ的排泄，降低ＳＵＡ水平。
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　　尿酸（ｕｒｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）是嘌呤代谢的终产物，由
肝脏中的黄嘌呤氧化酶（ｘａｎｔｈｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＸＯＤ）催
化产生的，主要以单钠尿酸盐的形式通过血浆中的

血红蛋白进行运输［１２］。当机体 ＵＡ产生过多或者
ＵＡ排泄障碍时，会导致高尿酸血症（ｈｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａ，
ＨＵＡ）的发生。血清尿酸（ｓｅｒｕｍｕｒｉｃａｃｉｄ，ＳＵＡ）浓
度超过其饱和浓度，会以单钠尿酸盐的形式沉积于

关节和关节周围软组织，造成痛风（ｇｏｕｔ）［３］。别嘌
呤醇（ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ）、非布司他（ｆｅｂｕｘｏｓｔａｔ）、苯溴马隆
（ｂｅｎｚｂｒｏｍａｒｏｎｅ）是临床上用于降低 ＳＵＡ的几种常
用药物。这些小分子化学药物或靶向 ＸＯＤ、或靶向
肾小 管 尿 酸 转 运 蛋 白１（ｕｒａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，
ＵＲＡＴ１），都有不同的毒副作用［４］。亟需寻找具有

新的治疗机制、更安全的药物。

肾脏和小肠是ＵＡ排泄的主要器官，人体中约有
２／３的ＵＡ从肾脏排泄，约１／３的ＵＡ从肠道排泄［５］。

ＵＡ排泄不足是导致ＨＵＡ的主要因素［６］。三磷酸腺

苷结合转运蛋白 Ｇ超家族成员２（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓ
ｓｅｔｔｅｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙＧｍｅｍｂｅｒ２，ＡＢＣＧ２）是一种高容量
的尿酸盐转运蛋白［７］，主要在肾脏和小肠中表达［８９］，

对尿酸盐的排泄至关重要。理论上提高ＡＢＣＧ２基因
的表达，可以降低ＳＵＡ，但是如何提高ＡＢＣＧ２基因的
表达还没有有效的办法。

利用小分子双链ＲＮＡ提高目的基因的转录，从
而提高对应蛋白的表达。这种现象被称为 ＲＮＡ激
活（ＲＮＡａ）［１０］，这种小 ＲＮＡ被称为 ｓｍａｌｌａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ＲＮＡ（ｓａＲＮＡ）。

在本研究中，为了探索治疗ＨＵＡ的新型药物及
其机制，本研究分别设计了靶向小鼠和人 ＡＢＣＧ２基
因启动子序列的 ｓａＲＮＡ，转染小鼠肾小管上皮细胞
（ＴＣＭＫ１）和人肾小管上皮细胞（ＨＫ２），增强 ＡＢ
ＣＧ２基因的表达，检测对ＴＣＭＫ１和ＨＫ２细胞排泄
ＵＡ的作用，以及对ＨＵＡ模型小鼠ＵＡ含量的影响，
分析小鼠肾脏组织和小肠组织的病理学变化，以验

证ＡＢＣＧ２基因作为治疗痛风病靶点的可行性，为开
发新的痛风药物奠定实验基础。

１　材　料
ＳＰＦ级ＫＭ小鼠，雄性，４周龄，体质量１８～２０ｇ

［济南朋悦实验动物繁育有限公司，许可证号：

ＳＹＸＫ（鲁）２０２００００９］；小鼠 ＴＣＭＫ１细胞（湖南丰
晖生物科技有限公司）；人 ＨＫ２细胞（青岛大学附
属医院肾内科赠予）。

胎牛血清（Ｇｉｂｉｃｏ，美国）；胰蛋白酶ＥＤＴＡ消

化液、电泳液、电转液、细胞培养瓶、６孔板、蛋白预
染 Ｍａｒｋｅｒ、化学发光试剂盒、ＭｏｎＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＩＩＩＳｕｐｅｒ
ＭｉｘｗｉｔｈｄｓＤＮａｓｅ（ＴｗｏＳｔｅｐ）、ＭｏｎＡｍｐＴＭＦａｓｔＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭｉｘ（莫纳生物科技有限公司）；ＵＡ、尿素
氮（ＢＵＮ）、肌酐（ＳＣｒ）、ＸＯＤ检测试剂盒（南京建成生
物工程研究所有限公司）；Ｔｒｉｚｏｌ（北京诺贝莱生物科
技有限公司）；ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＲ４０００、ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭｉｎｖｉｖｏ
（北京英格恩生物科技有限公司）；重组 ａｎｔｉＢＣＲＰ／
ＡＢＣＧ２抗体（ａｂｃａｍ，英国）；苯溴马隆（Ｅｘｃｅｌｌａ
ＧｍｂＨ，昆山龙灯瑞迪制药有限公司）；氧嗪酸钾与羧
甲基纤维素钠（上海麦克林生化科技有限公司）。

２　方　法
２１　ｓａＲＮＡ设计

从美国国家生物信息中心（ＮＣＢＩ）查得小鼠和
人ＡＢＣＧ２基因的ＤＮＡ序列，在小鼠 ＡＢＣＧ２基因启
动子上游２００～８００ｂｐ内，设计９个ｓａＲＮＡ序列，命
名为 ｓａＲＮＡ（１～９）；在人 ＡＢＣＧ２基因启动子上游
２００～１０００ｂｐ内设计 ３个 ｓａＲＮＡ序列，命名为
ｈｓａＲＮＡ（１～３）。委托生工生物工程（上海）股份有
限公司合成 ｓａＲＮＡ序列及阴性对照序列。序列信
息见表１～２。

表１　小鼠小激活ＲＮＡ（ｓａＲＮＡ）序列

Ｔａｂ．１　ＭｉｃｅｓａＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｎｕｍｂｅｒ　　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　　

ｓａＲＮＡ１ ５′ＵＧＵＣＵＧＵＧＵＧＵＵＣＡＣＡＧＣＡＣｄＴｄＴ３′
５′ＧＵＧＣＵＧＵＧＡＡＣＡＣＡＣＡＧＡＣＡｄＴｄＴ３′

ｓａＲＮＡ２ ５′ＣＣＡＣＡＧＡＡＡＣＵＵＧＧＵＵＡＡＧＧｄＴｄＴ３′
５′ＣＣＵＵＡＡＣＣＡＡＧＵＵＵＣＵＧＵＧＧｄＴｄＴ３′

ｓａＲＮＡ３ ５′ＡＧＣＣＡＧＧＡＡＧＡＣＡＵＵＵＣＡＧＣｄＴｄＴ３′
５′ＧＣＵＧＡＡＡＵＧＵＣＵＵＣＣＵＧＧＣＵｄＴｄＴ３′

ｓａＲＮＡ４ ５′ＧＧＣＣＴＣＣＴＣＴＴＣＴＧＣＡＣＡＴｄＴｄＴ３′
５′ＡＵＧＵＧＣＡＧＡＡＧＡＧＧＡＧＧＣＣｄＴｄＴ３′

ｓａＲＮＡ５ ５′ＡＣＴＡＧＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣＣＡＡｄＴｄＴ３′
５′ＵＵＧＧＧＵＣＵＣＡＡＡＣＡＣＵＡＧＵｄＴｄＴ３′

ｓａＲＮＡ６ ５′ＴＣＡＣＣＡＡＣＣＴＣＡＡＡＴＣＣＡＡｄＴｄＴ３′
５′ＵＵＧＧＡＵＵＵＧＡＧＧＵＵＧＧＵＧＡｄＴｄＴ３′

ｓａＲＮＡ７ ５′ＧＡＣＵＣＵＧＡＵＵＣＵＣＵＧＵＡＧＡＡＡｄＴｄＴ３′
５′ＵＵＵＣＵＡＣＡＧＡＧＡＡＵＣＡＧＡＧＵＣｄＴｄＴ３′

ｓａＲＮＡ８ ５′ＵＵＡＵＡＣＣＣＡＣＣＡＡＧＵＣＣＡＣＡＡｄＴｄＴ３′
５′ＵＵＧＵＧＧＡＣＵＵＧＧＵＧＧＧＵＡＵＡＡｄＴｄＴ３′

ｓａＲＮＡ９ ５′ＧＧＣＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＵＡＣＵＵＵＡＡｄＴｄＴ３′
５′ＵＵＡＡＡＧＵＡＵＣＣＵＣＵＵＣＣＵＧＣＣｄＴｄＴ３′

ｎｃＲＮＡ ５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵｄＴｄＴ３′
５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡｄＴｄＴ３′

２２　细胞培养及转染
将ＴＣＭＫ１和ＨＫ２细胞以每孔１×１０５个，接种

于６孔板中。当细胞汇合度达到４０％～６０％时，按照
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　　　　表２　人ｓａＲＮＡ序列
Ｔａｂ．２　ＨｕｍａｎｓａＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｎｕｍｂｅｒ　　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｈｓａＲＮＡ１ ５′ＣＡＡＧＣＡＵＣＣＡＣＵＵＵＣＵＣＡＧｄＴｄＴ３′

５′ＣＵＧＡＧＡＡＡＧＵＧＧＡＵＧＣＵＵＧｄＴｄＴ３′

ｈｓａＲＮＡ２ ５′ＡＧＡＣＧＡＧＧＵＡＣＵＧＡＵＣＡＧＣｄＴｄＴ３′

５′ＧＣＵＧＡＵＣＡＧＵＡＣＣＵＣＧＵＣＵｄＴｄＴ３′

ｈｓａＲＮＡ３ ５′ＣＡＧＧＡＣＡＣＧＵＧＵＧＣＧＣＵＵＵｄＴｄＴ３′

５′ＡＡＡＧＣＧＣＡＣＡＣＧＵＧＵＣＣＵＧｄＴｄＴ３′

ｎｃＲＮＡ ５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵｄＴｄＴ３′

５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡｄＴｄＴ３′

ＲＮＡ转染试剂ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＲ４０００说明书，转染 ｓａＲ
ＮＡ序列及阴性对照序列（终浓度１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１）。
不做任何处理的空白孔作对照。

２３　ＲＴｑＰＣＲ检测ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ的转录
用１ｍＬＴｒｉｚｏｌ试剂从６孔板或组织中提取总

ＲＮＡ。按照 ＭｏｎＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴⅢ ＳｕｐｅｒＭｉｘｗｉｔｈｄｓＤ
Ｎａｓｅ（ＴｗｏＳｔｅｐ）说明书，将１μｇ总 ＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ。按照 ＭｏｎＡｍｐＴＭ ＦａｓｔＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎｑＰＣＲ
Ｍｉｘ试剂说明书，通过 ＲＴｑＰＣＲ检测细胞或组织者
中ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ的表达量。以 ＧＡＰＤＨ作为内参。
引物序列设计见表３。

表３　ＲＴｑＰＣＲ引物序列．
Ｔａｂ．３　ＲＴｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ．

Ｎｕｍｂｅｒ　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＨｕｍＡＢＣＧ２ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＡＡＡＣＣＴＧＧＴＣＴＣＡＡＣＧＣＣＡ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＧＧＴＣＧＣＧＧＴＧＣＴＣＣＡＴＴＴＡＴ３′

ＨｕｍＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴＣＣ３′

ＭｕｓＡＢＣＧ２ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＣＴＧＡＡＧＡＡＧＡＣＧＧＴＧＧＡＴＧＣＴ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＧＴＴＧＴＣＣＧＴＴＡＣＡＴＴＧＡＡＴＣＣＴＧＧ３′

ＭｕｓＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ３′

２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＢＣＧ２蛋白的表达
加入２００μＬ含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ细胞

裂解液，从细胞或组织中提取总蛋白，ＢＣＡ测定上
清中蛋白浓度。利用质量分数１０％丙烯酰胺凝胶
进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，每孔上样２０～３０μｇ总蛋白。
以βａｃｔｉｎ为内参。分析细胞或组织中ＡＢＣＧ２蛋白
的表达情况。

２５　细胞水平排泄ＵＡ实验
将细胞种于６孔板中，ＴＣＭＫ１细胞分为空白

组（ＢＣＧ）、ＵＡ组（ＵＡ）、ＵＡ＋ｓａＲＮＡ１组（ＵＡ＋
ｓａＲＮＡ１）、ＵＡ＋ｓａＲＮＡ２组（ＵＡ＋ｓａＲＮＡ２）及

ＵＡ＋ｓａＲＮＡ联合应用组（ＵＡ＋ｓａＲＮＡ１＋２，ｓａＲＮＡ
１和ｓａＲＮＡ２各５０ｎｍｏｌ· Ｌ－１）；ＨＫ２细胞分为空
白组（ＢＣＧ）、ＵＡ组（ＵＡ）、ＵＡ＋ｈｓａＲＮＡ１组（ＵＡ＋
ｈｓａＲＮＡ１）、ＵＡ＋ｈｓａＲＮＡ２组（ＵＡ＋ｈｓａＲＮＡ２）及
ＵＡ＋ｈｓａＲＮＡ联合应用组（ＵＡ＋ｈｓａＲＮＡ１＋２，
ｈｓａＲＮＡ１和 ｈｓａＲＮＡ２各 ５０ｎｍｏｌ· Ｌ－１）。细胞
转染 ｓａＲＮＡ９６ｈ后，将６孔板中的完全培养基替
换为含有４００μｍｏｌ· Ｌ－１ＵＡ的完全培养基，而空
白孔仍为不含 ＵＡ的完全培养基，再继续培养
２４ｈ。利用胰酶消化并收集细胞，用 ＰＢＳ将细胞
反复离心清洗３次后，计数相同数量的细胞（约２０
万个）离心取沉淀，加入 ３０μＬ纯水，热休克法破
碎细胞。１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ取上清。利
用 ＵＡ检测试剂盒，检测上清中 ＵＡ的含量，同时
检测培养基中 ＵＡ含量。
２６　高尿酸血症小鼠模型的建立及治疗

４周龄 ＫＭ小鼠适应性喂养 １周后，将 ２５只
ＳＰＦ级 ＫＭ小鼠随机分为 ５组。分别为空白组
（ＢＣＧ）、模型组（ＭＧ）、ｓａＲＮＡ２组（ｓａＲＮＡ２）、ｓａＲ
ＮＡ联合应用组（ｓａＲＮＡ１＋２）、苯溴马隆组（ＢＥＮ），
每组５只。空白组小鼠正常饲料饮食，并每日灌胃
与其他组等体积的０５％羧甲基纤维素钠溶液。模
型组、ｓａＲＮＡ２组、ｓａＲＮＡ１＋２组、ＢＥＮ组造模饲料
饮食（含有１０％酵母＋１０％果糖＋８０％基础饲料），
并每日以２５０ｍｇ·ｋｇ－１氧嗪酸钾溶液灌胃。ＢＥＮ
组每日灌胃苯溴马隆，用量为 ６５ｍｇ·ｋｇ－１。
ｓａＲＮＡ组将 ｓａＲＮＡ封装至体内转染试剂（Ｅｎｔｒａｎ
ｓｔｅｒＴＭｉｎｖｉｖｏ）中后，以２ｍｇ·ｋｇ－１用量通过尾静脉
注射给药，每３天注射１次，共注射６次。边造模边
治疗，持续３０ｄ。期间观察小鼠的生长状态，并记录
体质量。

２７　样本的采集
在造模结束后，小鼠禁水禁食１０ｈ，然后通过眼

眶取血收集血清；通过刺激小鼠膀胱排尿，采集小鼠

尿液。小鼠处死后，立即摘取小鼠小肠（从十二指

肠至回肠部分），从十二指肠上端注入１ｍＬ生理盐
水，并在回肠末端收集小肠内容物。取小鼠肾脏和

回肠，一部分置于 ４％多聚甲醛中，常温固定（避
光）；一部分置于 －８０℃保存。取小鼠肝脏，置
于－８０℃保存。
２８　生化指标的检测

取得的血液，４℃静置２ｈ后，２０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，以分离血清。小肠内容物和小鼠尿液以
５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，收集上清。检测 ＳＵＡ、
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尿尿酸（ＵＵＡ）、肠道ＵＡ、ＢＵＮ、ＳＣｒ等指标。
２９　小鼠肾脏和小肠组织病理学观察

小鼠处死后，取小鼠肾脏和回肠，用４％多聚甲
醛固定后，石蜡包埋，５μｍ连续切片。石蜡切片经
过脱蜡、复水、苏木精染色、反蓝、伊红染色、脱水、封

片等过程，以进行苏木精伊红（Ｈ＆Ｅ）染色。利用
Ｃａｓｅｖｉｅｗｅｒ２３软件观察组织学变化。
２１０　小鼠肾脏和小肠组织免疫组织化学检查

上述石蜡切片经过脱蜡、封闭内源性过氧化物

酶、抗原修复后，利用血清封闭。用 ＡＢＣＧ２一抗
（１∶４０００）常温孵育１ｈ后，４℃过夜。于次日孵育
二抗。二氨基联苯胺四盐酸（ＤＡＢ）显色后加入苏
木精复染，经脱水后封片。利用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０
进行免疫组化灰度分析。

２１１　肝脏黄嘌呤氧化酶活性检测
准确称取小鼠肝脏组织１ｇ，加入９ｍＬ生理盐

水，利用组织研磨仪在４℃条件下，充分匀浆，制备
成１０％的匀浆液。３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，收集

上清，测定肝脏组织ＸＯＤ活性。
２１２　统计学处理

利用ＳＰＳＳ２６０统计软件进行数据分析，结果
表示为（珋ｘ±ｓ）。采用单因素方差分析进行多组间比
较，采用ＬＳＤｔ检验进行组间两两比较。Ｐ＜００５表
示差异具有统计学意义。

３　结　果
３１　有效激活ＡＢＣＧ２基因表达的ｓａＲＮＡ筛选

利用ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对所设计的靶向
小鼠和人 ＡＢＣＧ２基因的 ｓａＲＮＡ进行了筛选，结果
见图１。图 １Ａ～Ｃ所示为小鼠 ｓａＲＮＡ筛选结果。
ｓａＲＮＡ１组、ｓａＲＮＡ２组 ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００１）和蛋白（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）的表达量明
显升高，ｓａＲＮＡ１＋２提高 ＡＢＣＧ２蛋白表达的能力
更强（Ｐ＜００１）。图 １Ｄ～Ｆ为人 ｈｓａＲＮＡ筛选结
果。ｈｓａＲＮＡ１组和 ｈｓａＲＮＡ２组 ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ和
蛋白表达量明显提高（Ｐ＜００１）。

Ａ～Ｃ－小鼠ＡＢＣＧ２基因ｓａＲＮＡ的筛选结果；Ｄ～Ｆ－人ＡＢＣＧ２基因ｓａＲＮＡ的筛选结果；ＢＣＧ－空白对照组；ＮＣＧ－阴性对照组。与ＮＣＧ相比；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ａ－Ｃ－ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｕｓｅＡＢＣＧ２ｇｅｎｅｓａＲＮＡ；Ｄ－Ｆ－ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈｕｍａｎＡＢＣＧ２ｇｅｎｅｓａＲＮＡ；ＢＣＧ－ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＮＣＧ－ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓＮＣＧ．

图１　ＡＢＣＧ２基因在小鼠肾小管上皮细胞（ＴＣＭＫ１）和人肾小管上皮细胞（ＨＫ２）中的表达情况．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＢＣＧ２ｇｅｎｅｉｎＴＣＭＫ１ｃｅｌｌｓａｎｄＨＫ２ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３２　ｓａＲＮＡ可同时进入细胞核内
将两个带有荧光标签的 ｓａＲＮＡ转染 ＴＣＭＫ１

细胞。结果见图 ２。结果显示，联合转染的两个
ｓａＲＮＡ互不干扰，并且能够共定位于细胞中。细胞
核中荧光强度比细胞质中更亮，说明 ｓａＲＮＡ经转运
到达细胞核内。

３３　ｓａＲＮＡ促进肾小管上皮细胞外排ＵＡ
利用ＵＡ检测试剂盒对 ＴＣＭＫ１和 ＨＫ２细胞

内、细胞外培养基中的 ＵＡ进行分析，结果见图３。

图 ３Ａ、Ｃ 为 细 胞 内 ＵＡ 含 量。小 鼠 ｓａＲＮＡ
（ｓａＲＮＡ１，ｓａＲＮＡ２）和 人 ｈｓａＲＮＡ （ｈｓａＲＮＡ１，
ｈｓａＲＮＡ２）分别能显著降低 ＴＣＭＫ１和 ＨＫ２细胞
内 ＵＡ含量（所有 Ｐ＜００５）。ｓａＲＮＡ联合应用
（ｓａＲＮＡ１＋２，ｈｓａＲＮＡ１＋２），其降低 ＴＣＭＫ１和
ＨＫ２内ＵＡ含量的能力更强（所有 Ｐ＜００１）。图
３Ｂ、Ｄ为细胞外（培养基）ＵＡ含量。除空白组外都
含有充足的ＵＡ，因细胞内外体积差异巨大，培养基
中ＵＡ含量没有检测到差异。
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Ａ－荧光ｓａＲＮＡ１在细胞中的定位；Ｂ－荧光ｓａＲＮＡ２在细胞中的定位；Ｃ－荧光ｓａＲＮＡ１和ｓａＲＮＡ２在细胞中的共定位。

Ａ－ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓａＲＮＡ１；Ｂ－ｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓａＲＮＡ２；Ｃ－ｌｏｃａｔｉｏｎｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓａＲＮＡ１ａｎｄｓａＲＮＡ２ｗｉｔｈｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓａＲＮＡ１／２．

图２　荧光ｓａＲＮＡ１／２转染ＴＣＭＫ１后在细胞内的定位
Ｆｉｇ２　ＬｏｃａｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓａＲＮＡ１／２ｉｎＴＣＭＫ１ｃｅｌｌ

Ａ－不同处理组ＴＣＭＫ１细胞内ＵＡ含量；Ｂ－不同处理组ＴＣＭＫ１细胞外培养基中ＵＡ含量；Ｃ－不同处理组ＨＫ２细胞内ＵＡ含量；Ｄ－不同处理组ＨＫ２细胞外

培养基中ＵＡ含量；与空白对照组相比，１）Ｐ＜００１；与ＵＡ＋阴性对照组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ａ－ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＵＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｅｄＴＣＭＫ１ｃｅｌｌｓ；Ｂ－ＵＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍｅｄｉｕｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｅｄＴＣＭＫ１ｃｅｌｌｓ；Ｃ－ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＵＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｅｄＨＫ２ｃｅｌｌｓ；Ｄ－ＵＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍｅｄｉｕｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｅｄＨＫ２ｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００１，ｖｓＢＣＧ；２）＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＵＡ＋ＮＣＧ．

图３　ＴＣＭＫ１和ＨＫ２细胞内和细胞外培养基中的尿酸（ＵＡ）含量．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｕｒｉｃａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎＴＣＭＫ１ｃｅｌｌｓａｎｄＨＫ２ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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３４　ｓａＲＮＡ增强ＨＵＡ模型小鼠排泄ＵＡ
利用ＵＡ测试盒检测了小鼠的 ＳＵＡ、ＵＵＡ以及

肠道ＵＡ。结果见表４，图４。与空白组相比，模型组
ＳＵＡ（Ｐ＜００１）、ＵＵＡ（Ｐ＜００１）和肠道 ＵＡ（Ｐ＜
００５）含量明显升高，说明 ＨＵＡ小鼠造模成功。
ｓａＲＮＡ组（ｓａＲＮＡ２组、ｓａＲＮＡ１＋２组，下同）ＳＵＡ
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）明显降低，ＵＵＡ（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１）和肠道ＵＡ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）明显升高。与
ｓａＲＮＡ２组相比，ｓａＲＮＡ１＋２组 ＳＵＡ含量更低，
ＵＵＡ和肠道 ＵＡ含量更高。说明 ｓａＲＮＡ能够增强
肾脏和肠道的 ＵＡ排泄，从而降低 ＳＵＡ。测量结果
见表４。

表４　各组小鼠血清、尿液以及肠道内容物中的 ＵＡ含量．
ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ．４　ＵＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｓｅｒｕｍ，ｕｒｉｎｅ，ａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｉｃｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　
ｃ（ＳＵＡ）

／μｍｏｌ·Ｌ－１
ｃ（ＵＵＡ）

／μｍｏｌ·Ｌ－１
ｃ（ＩｎｔｅｓｔｉｎａｌＵＡ）

／μｍｏｌ·Ｌ－１

ＢＣＧ ９２１４±２１７０ ３９２５２±２３９６ ４０５２±３０９８

ＭＧ １５６９４±２２５４１） ５５９０７±２７７４１） ４５９１２±２７４１）

ｓａＲＮＡ２ １２５９８±１７０２２） ５９０９３±２０６６２） ５０３５３±２９６３２）

ｓａＲＮＡ１＋２ １０９６６±１７７７３） ６００９６±２１８７３） ５２１８２±２３５３）

ＢＥＮ １２７８４±１６６８２） ５９１３９±２３０５２） ４６８９０±２５３６

注：与空白对照组相比，１）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００１，ｖｓＢＣＧ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＭＧ

Ａ－各组小鼠ＳＵＡ含量；Ｂ－各组小鼠ＵＵＡ含量；Ｃ－各组小鼠肠道内容物ＵＡ含量；与空白对照组相比，１）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ａ－ＳＵＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｉｃｅ；Ｂ－ＵＵＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｉｃｅ；Ｃ－ＵＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｉｃｅ；１）Ｐ＜００１，ｖｓＢＣＧ；２）Ｐ＜００５，
３）Ｐ＜００１，ｖｓＭＧ．

图４　各组小鼠血清、尿液以及肠道内容物中的ＵＡ含量．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＵＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｓｅｒｕｍ，ｕｒｉｎｅ，ａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｉｃｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

３５　ｓａＲＮＡ降低ＨＵＡ小鼠ＢＵＮ和ＳＣｒ
利用ＢＵＮ和 ＳＣＲ测试盒检测了各组小鼠血清

中 ＢＵＮ、ＳＣｒ的含量，结果见表 ５，图 ５。ｓａＲＮＡ组
ＢＵＮ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）和ＳＣｒ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）
含量明显低于模型组。与 ｓａＲＮＡ２组相比，ｓａＲＮＡ
１＋２组ＢＵＮ和ＳＣｒ含量更低。说明ｓａＲＮＡ能够促进
ＢＵＮ和ＳＣｒ的排泄。与模型组相比，ＢＥＮ组ＢＵＮ和
ＳＣｒ含量没有下降。测量结果见表５。

表５　各组小鼠血清ＢＵＮ和ＳＣｒ的含量．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ．５　ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＢＵＮａｎｄＳＣｒｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｉｃｅ．
ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　　　 ｃ（ＢＵＮ）／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｃ（ＳＣｒ）／μｍｏｌ·Ｌ－１

ＢＣＧ ６７２±０３５ ３０１４±２６４

ＭＧ ８３６±０３５１） ４０６２±２２２１）

ｓａＲＮＡ２ ７７６±０２８２） ３７５７±１８３２）

ｓａＲＮＡ１＋２ ７４２±０４０３） ３５４１±２００３）

ＢＥＮ ８３０±０４２ ４１２６±１４１

注：与空白对照组相比，１）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００１，ｖｓＢＣＧ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＭＧ

３６　ｓａＲＮＡ改善模型小鼠的生理状态
在实验过程中记录各组小鼠的体质量和生长

状态，以研究 ｓａＲＮＡ对小鼠的影响。结果见表 ６
与图６。实验结束后，模型组小鼠体质量增长高于
其他组，并且明显高于空白组小鼠（Ｐ＜００５）。
ＢＥＮ组小鼠在实验结束时，小鼠表现出精神萎靡，
食欲减退，毛色粗糙暗淡，体质量持续下降，体质

量明 显 低 于 空 白 组 （Ｐ＜００５）和 模 型 组
（Ｐ＜００１）小鼠。ｓａＲＮＡ组小鼠体质量与空白
组和模型组相比差异无统计学意义，且精神状态

良好，毛色顺滑光亮，饮食正常。测量结果

见表６。
３７　ｓａＲＮＡ改善模型小鼠的肾脏和小肠组织病理
损伤

为了进一步观察ＨＵＡ对小鼠肾脏和小肠的影
响，各组小鼠肾脏和小肠组织石蜡切片进行了

Ｈ＆Ｅ染色。与空白组相比，模型组小鼠肾小管上
皮细胞排列紊乱，肾小囊腔狭窄并伴有渗出，
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Ａ－各组小鼠ＢＵＮ含量；Ｂ－各组小鼠ＳＣｒ含量；与空白对照组相比，１）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ａ－ｔｈｅＢＵＮｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅ；Ｂ－ｔｈｅＳＣｒｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅ；１）Ｐ＜００１，ｖｓＢＣＧ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＭＧ．

图５　各组小鼠血清ＢＵＮ和ＳＣｒ的含量．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＢＵＮａｎｄＳＣｒｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｉｃｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

表６　药物处理过程中各组小鼠的体质量变化．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ．６　Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｕｒｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

ｔ／ｄ ｍ（ＢＣＧ）／ｇ ｍ（ＭＧ）／ｇ ｍ（ｓａＲＮＡ２）／ｇ ｍ（ｓａＲＮＡ１＋２）／ｇ ｍ（ＢＥＮ）／ｇ

０ ３４８４±２４９ ３４３０±１７５ ３４０４±１０１ ３４３６±１７４ ３４０２±１０９
１０ ４０３６±２１１ ４０４６±１６５ ４０２６±１１９ ４０２０±１６７ ４０３４±１４３
２０ ４３０４±１５２ ４４８４±１５２ ４４４６±１３６ ４３８６±１７８ ４２４２±１５９２）

３０ ４５０４±１６４ ４７８６±１１８１） ４６３２±１６７ ４５８８±１６９ ４３７４±１１０３）

注：与空白对照组相比，１）Ｐ＜００５；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓＢＣＧ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＭＧ

与空白对照组相比，１）Ｐ＜００５；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，ｖｓＢＣＧ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＭＧ．

图６　药物处理过程中各组小鼠的体质量变化．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｕｒｉｎｇｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

肾小球肿胀，肾小管水肿渗出，见图７Ａ。与空白组
相比，模型组小鼠小肠绒毛上皮细胞排列紊乱，小肠

绒毛肿胀、渗出，见图７Ｂ；与模型组相比，ｓａＲＮＡ组
小鼠肾脏和小肠组织损伤得到明显改善；ＢＥＮ组与
模型组小鼠相比，肾脏和小肠组织的损伤更加严重。

３８　ｓａＲＮＡ提高小鼠肾脏与小肠 ＡＢＣＧ２基因的
表达

利用ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化检测各

组小鼠肾脏和小肠中 ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平，结果见图 ８。与模型组相比，在小鼠肾脏
（图８Ａ～Ｃ）和小肠（图 ８Ｄ～Ｆ）中，ｓａＲＮＡ２组和
ｓａＲＮＡ１＋２组 ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显
升高。在肾脏中，ＡＢＣＧ２蛋白主要表达于近端肾小
管上皮细胞刷状缘膜（图 ８Ｇ）。在小肠中，ＡＢＣＧ２
蛋白主要表达于小肠上皮细胞的微绒毛刷状缘（图

８Ｈ）。定量分析表明（图８Ｉ、Ｊ），ｓａＲＮＡ明显增强了
肾脏和小肠中 ＡＢＣＧ２蛋白的表达。这与 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ的结果一致。
３９　ｓａＲＮＡ不影响小鼠肝脏ＸＯＤ活性

由于 ＵＡ主要由肝脏中 ＸＯＤ催化产生，利用
ＸＯＤ测试盒检测各组小鼠肝脏中 ＸＯＤ的活性，以
检测 ｓａＲＮＡ对 ＸＯＤ活性的影响。结果见表 ７，图
９。与空白组相比，模型组（Ｐ＜００５）小鼠肝脏中
ＸＯＤ活性明显升高，这与模型组ＳＵＡ含量升高相一
致。ｓａＲＮＡ组与模型组相比，小鼠肝脏ＸＯＤ活性差
异无统计学意义。说明 ｓａＲＮＡ和 ＢＥＮ对小鼠肝脏
ＸＯＤ活性没有影响。测量结果见表７。

４　讨　论
长期的ＨＵＡ会导致多种疾病发生，典型的是
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Ａ－各组小鼠肾脏组织Ｈ＆Ｅ染色结果；黑色箭头－肾小球；红色箭头－肾小管；Ｂ－各组小肠组织Ｈ＆Ｅ染色结果；黑色箭头－小肠绒毛；红色箭头－小肠绒毛上皮

细胞。

Ａ－Ｈ＆Ｅｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅ；ｔｈｅｂｌａｃｋａｒｒｏｗ－ｔｈｅｇｌｏｍｅｒｕｌｕｓ；ｔｈｅｒｅｄａｒｒｏｗ－ｔｈｅｒｅｎａｌｔｕｂｕｌｅｓ；Ｂ－Ｈ＆Ｅｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｍａｌｌｉｎｔｅｓ

ｔｉｎｅｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅ；ｔｈｅｂｌａｃｋａｒｒｏｗ－ｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｖｉｌｌｉ；ｔｈｅｒｅｄａｒｒｏｗ－ｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｖｉｌｌｏｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．

图７　Ｈ＆Ｅ染色观察肾脏和小肠组织病理改变
Ｆｉｇ７　Ｈ＆Ｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｋｉｄｎｅｙａｎｄｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｔｉｓｓｕｅｓ

导致痛风［１，３，１１１３］。目前降ＵＡ治疗痛风的常用药物
如别嘌呤醇、非布司他、苯溴马隆等小分子化学药

物，均具有肝、肾毒副作用以及致敏等问题［４，１４１６］。

因此，目前对于高效低毒降 ＵＡ治疗痛风的新方法
尤为期待。为此，我们进行了ＨＵＡ的全新一类治疗
机制药物的探索。

增强或过表达１个基因，常将携带该基因的过表
达载体导入目标细胞，以表达该基因。但这种方法构

建表达载体费时，且ＤＮＡ载体必须进入细胞核，更重
要的是目的基因的表达量无法控制。近年来，将目的

基因的 ｍＲＮＡ导入目标细胞以表达该基因受到追
捧［１７１８］。但在体外合成 ｍＲＮＡ较为昂贵和复杂，且
ｍＲＮＡ易于降解。利用靶向基因启动子的小双链
ＲＮＡ，也可增强基因的表达，称为小激活 ＲＮＡ（ｓａＲ
ＮＡ）。该法合成简单，费用较低，易于控制。ｓａＲＮＡ

在灵长类动物间是保守的。然而人类和啮齿类动物

的启动子序列存在显著差异，在啮齿类动物中起作用

的ｓａＲＮＡ可能在人类细胞中不活跃［１９］。这与我们早

期的验证实验结果相似。我们将人ＡＢＣＧ２的ｓａＲＮＡ
应用于小鼠的ＴＣＭＫ１细胞中，但是并没有检测到小
鼠ＡＢＣＧ２基因表达的提高。因此重新设计了小鼠的
ＡＢＣＧ２基因ｓａＲＮＡ。本研究设计筛选到靶向小鼠和
人ＡＢＣＧ２基因的ｓａＲＮＡ序列各２条，能够在体外增
强ＴＣＭＫ１和 ＨＫ２细胞中 ＡＢＣＧ２基因的表达；在
ＨＵＡ模型小鼠体内，小鼠ｓａＲＮＡ能够提高肾脏和小
肠ＡＢＣＧ２基因的表达。且两个ｓａＲＮＡ的联合应用提
高ＡＢＣＧ２基因表达的能力更强。

ＨＵＡ发病机制的研究证明，ＵＡ在肾脏和小肠
的排出影响了 ＳＵＡ的含量。肾脏和小肠是调节
ＳＵＡ的主要器官，其机制是由多种转运蛋白通过
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Ａ～Ｃ－各组小鼠肾脏中ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平；Ｄ～Ｆ－各组小鼠小肠中ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平；Ｇ－各组小鼠肾脏中ＡＢＣＧ２蛋白的表达水

平和定位；Ｈ－各组小鼠小肠中ＡＢＣＧ２蛋白的表达水平和定位；Ｉ－各组小鼠相同视野下肾脏组织ＡＢＣＧ２蛋白的平均光密度；Ｊ－各组小鼠相同视野下小肠组织

ＡＢＣＧ２蛋白的平均光密度；与空白对照组相比，１）Ｐ＜００５；与模型组相比，２）Ｐ＜００１。

Ａ－Ｃ－ｔｈｅＡＢＣＧ２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｉｃｅ；Ｄ－Ｆ－ｔｈｅＡＢＣＧ２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｉｃｅ；

Ｇ－ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡＢＣＧ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｈ－ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡＢＣＧ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｓｍａｌｌｉｎｔｅｓ

ｔｉｎｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｉ－ｔｈｅｍｅａｎｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＡＢＣＧ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｔｈｅｓａｍｅｆｉｅｌｄ；Ｊ－ｔｈｅｍｅａｎｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＡＢＣＧ２

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｔｈｅｓａｍｅｆｉｅｌｄ；１）Ｐ＜００５，ｖｓＢＣＧ；２）Ｐ＜００１，ｖｓＭＧ．

图８　ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组化检测小鼠肾脏组织和小肠组织中的ＡＢＣＧ２基因ｍＲＮＡ和蛋白的表达量．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　ＲＴｑＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡＢＣＧ２ｇｅｎｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｋｉｄｎｅｙ
ａｎｄｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｔｉｓｓｕｅｓ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
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表７　各组小鼠肝脏中黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）活性检测结果．
ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ．７　ＸＯＤａｃｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｖｅｒｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｍｉｃｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　 ＸＯＤ／Ｕ·ｇ－１ｐｒｏｔ

ＢＣＧ ２６７７±１５３

ＭＧ ３１２６±２３０１）

ｓａＲＮＡ２ ２８３３±１９７

ｓａＲＮＡ１＋２ ２９１５±３３８

ＢＥＮ ３０８１±２０１

注：与空白对照组相比，１）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓＢＣＧ

与空白对照组相比，１）Ｐ＜００５。
１）Ｐ＜００５，ｖｓＢＣＧ．

图９　各组小鼠肝脏中ＸＯＤ活性检测结果．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ９　ＸＯＤａｃｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｖｅｒｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｍｉｃｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

复杂地分泌和再吸收来实现的，其中ＡＢＣＧ２蛋白发
挥着重要作用。２００８年 Ｄｅｈｇｈａｎ等［２０］首次发现

ＡＢＣＧ２基因与ＳＵＡ浓度和痛风有关。ＡＢＣＧ２蛋白
功能异常可导致尿酸盐转运障碍，例如其单核苷酸

多态性（ＳＮＰ）之一的 Ｑ１４１Ｋ，可导致 ＵＡ转运降低
达５３％。人体中约有２／３的 ＵＡ从肾脏排泄，约１／
３的ＵＡ从肠道排泄，而 ＡＢＣＧ２蛋白在肾脏组织和
小肠组织中均有表达，因此，理论上增强 ＡＢＣＧ２蛋
白表达可促进肾脏和小肠的 ＵＡ排泄。在本研究
中，利用 ｓａＲＮＡ提高 ＡＢＣＧ２蛋白表达后，细胞内
ＵＡ含量明显降低；ＨＵＡ模型小鼠体内 ＳＵＡ明显降
低，ＵＵＡ和肠道ＵＡ明显升高。这些结果说明：高表
达的ＡＢＣＧ２蛋白能够促进细胞内和小鼠体内 ＵＡ
的排泄。在小鼠体内，ｓａＲＮＡ提高了肾脏和小肠的
ＵＡ排泄，从而降低ＳＵＡ，且两个ｓａＲＮＡ的联合应用
促进ＵＡ排泄的能力更强。

ＨＵＡ引起小鼠的肾脏和小肠组织损伤，并伴随
ＢＵＮ和ＳＣｒ的升高，因此，ＢＵＮ和 ＳＣｒ的水平也反
映了肾脏损伤的程度。本研究结果显示：与模型组

小鼠相比，ｓａＲＮＡ组小鼠肾脏和小肠损伤得到明显
改善，ＢＵＮ和 ＳＣｒ含量也更低，说明 ｓａＲＮＡ能够通
过促进ＵＡ排泄，起到对肾脏和小肠的保护作用，且
ｓａＲＮＡ组小鼠生长状态良好。

在降ＵＡ的常用药中，别嘌呤醇、非布司他均是
通过抑制 ＸＯＤ的活性，减少 ＵＡ合成，从而降低
ＳＵＡ水平；而 ＢＥＮ则通过抑制肾小管 ＵＲＡＴ１，抑制
肾小管 ＵＡ重吸收而促进 ＵＡ排泄，降低 ＳＵＡ水
平［４］。我们设计的 ｓａＲＮＡ是促进 ＡＢＣＧ２表达，促
进ＳＵＡ转运至尿中，降低 ＳＵＡ水平，机制上与 ＢＥＮ
类似。虽然ＢＥＮ具有降 ＵＡ的作用，但有严重的副
作用，包括线粒体毒性、代谢产物的肝脏损伤及损伤

细胞氧化防御功能等。因此，ＢＥＮ作为药物参照是
合理的选择。

Ｈ＆Ｅ染色结果表明，ＢＥＮ组小鼠肾脏和小肠组
织Ｈ＆Ｅ染色结果与模型组小鼠相比没有改善，ＢＵＮ
和ＳＣｒ含量反而有所上升，体质量下降明显，说明
ＢＥＮ不能降低血清中ＢＵＮ和ＳＣｒ的含量，反而会对
小鼠的肾脏和小肠组织造成损伤，影响小鼠的生长

状态。对于ｓａＲＮＡ而言，则没有这些现象。该结果
印证了ＢＥＮ具有毒副作用，并证实了 ｓａＲＮＡ有效
且无毒副作用。

Ｗａｎｇ等［２１］利用菊苣提高小鼠肠道中 ＡＢＣＧ２
蛋白的表达，可以促进小鼠肠道中ＵＡ的排泄，降低
ＳＵＡ。Ｓｕｎ等［２２］将合成的小鼠 ＡＢＣＧ２ｍＲＮＡ通过
尾静脉注射进入小鼠体内，表达 ＡＢＣＧ２蛋白，可以
促进肾脏 ＵＡ的排泄。Ｌｕ等［２３］利用 Ｅｍｐａｇｌｉｆｌｏｚｉｎ
（一种抗糖尿病药物），也可降低 ＨＵＡ小鼠的 ＳＵＡ，
其机制是通过 ＡＭＰ依赖蛋白激酶［ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ （ＡＭＰ）ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＡＭＰＫ］／蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）／环磷腺
苷效应元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄ
ｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）信号通路，以 ＣＲＥＢ激活 ＡＢＣＧ２
基因启动子，从而提高肾脏和回肠细胞的ＡＢＣＧ２蛋
白的表达，促进ＵＡ排泄。我们目前的 ｓａＲＮＡ结果
与之相似。但 ｓａＲＮＡ制备方便，成本低，更容易进
入细胞且安全有效，适合在动物体内应用。

总之，为探索 ＨＵＡ的全新一类治疗机制药物，
本研究设计筛选了靶向ＡＢＣＧ２基因的ｓａＲＮＡ，将其
转染进入细胞后，在细胞水平和动物水平实现了增

强ＡＢＣＧ２基因表达，证明了所设计的 ｓａＲＮＡｓ能够
促进细胞和 ＨＵＡ模型小鼠向外排泄 ＵＡ，改善了
ＨＵＡ模型小鼠的肾脏和小肠功能，且没有 ＢＥＮ的
副作用，对肝脏中ＸＯＤ的活性没有影响。本研究结
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果为以ＡＢＣＧ２基因为靶标治疗ＨＵＡ的小核酸药物
开发提供了实验基础，为 ＨＵＡ的治疗提供了新的
策略。
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