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雨生红球藻粉通过改善线粒体功能障碍缓解尿路

梗阻导致的肾纤维化
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摘要：为了研究雨生红球藻（Haematococcus pluvialis, H. pluvialis）粉是否可以通过改善线粒体功能障碍且同时改善

上皮 - 间质转化（Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT）来缓解尿路梗阻导致的肾纤维化，该研究采用 CCK8 法、免疫

荧光、线粒体膜电位检测法、线粒体活性氧检测法以及免疫组化染色进行验证。结果表明，H. pluvialis 粉可以改善单侧输

尿管梗阻（Unilateral Ureteral Obstruction, UUO）手术诱导的大鼠肾脏病理改变。与模型组相比，H. pluvialis 粉给药后显著

降低了纤连蛋白 1 表达（下降 65.52%）。H. pluvialis 粉还可以改善转化生长因子 -β1 诱导的 HK-2 细胞中 EMT 指标变化，

E- 钙粘蛋白阳性面积分数上升 51.35%、N- 钙粘蛋白下降 62.30%、波形蛋白下降 39.36%，并提高线粒体膜电位，降低线粒

体超氧化物堆积。同时，该文采用虾青素（Astaxanthin, AST）干预大鼠 UUO 模型和 HK-2 细胞促纤维化模型，并发现在同

等剂量下 H. pluvialis 粉的效果优于 AST。综上所述，H. pluvialis 粉可以通过改善细胞外基质沉积、肾皮质损伤、EMT 过程

以及线粒体功能障碍来缓解尿路梗阻导致的肾纤维化病理进程，H. pluvialis 粉可以作为具有肾脏保护效应的功能性食品开发。
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肾小管间质纤维化常见于进行性慢性肾脏疾病

（Chronic Kidney Disease, CKD），其特征是肾组织小管

萎缩、肾小球硬化和细胞外基质（Extracellular Matrix, 
ECM）积聚 [1]   。肾纤维化与肾脏炎症、氧化应激以及

线粒体功能障碍息息相关。由于纤维化被认为是不可

逆的，抑制间质纤维化进展被认为是防止 CKD 发展

的潜在策略。越来越多研究表明，肾纤维化与上皮间

质转化（Epithelial-mesenchymal Transition, EMT）有

关 [2]   。由于转化生长因子 β1（TGF-β1）在细胞中的表

达水平与 EMT 和 ECM 的产生密切相关，因此被认为

是肾纤维化和 CKD 的强介质 [3]   。研究表明，TGF-β1
在小鼠肾脏中的过表达可激活小管间质纤维化和肾小

球硬化 [4]   。因此，TGF-β1 是肾纤维化的潜在关键驱动

因素。

肾脏是一个高能量代谢器官，其正常的生理

功能需要大量的腺嘌呤核苷三磷酸（Adenosine 
Triphosphate, ATP），而 ATP 主要通过线粒体内营养物

质的氧化磷酸化产生 [5]   。线粒体是维持细胞氧化还原

和能量稳态的产能细胞器 [6]   ，存在于大多数真核细胞

中的细胞器，它由外膜、高度内陷的含有嵴的内膜和

基质组成。线粒体通过氧化磷酸化产生 ATP，同时也

是细胞中活性氧（Reactive Oxygen Species, ROS）的

主要产生器官 [7]   。线粒体的膜电位变化、线粒体通透

性转化孔开放与闭合和线粒体超氧化物产生是线粒体

质量控制的主要方式 [8, 9]   。而线粒体功能障碍会导致线

粒体超氧化物堆积，线粒体膜电位降低、线粒体通透

性转化孔异常开放，进而引发线粒体功能障碍。线粒

体发生氧化应激，可导致诸如肾纤维化等多种肾脏疾

病，最终演变为难以治愈的 CKD。

雨生红球藻（Haematococcus pluvialis, H. pluvialis）
粉因其积累大量次生类胡萝卜素的能力及其富含不饱

和脂肪酸、多种氨基酸的成分而具有一定的药用潜

力。破壁 H. pluvialis 粉的有效活性成分之一是虾青

素（Astaxanthin, AST） [10]   ，破壁 H. pluvialis 粉的类胡

萝卜素次生代谢物中虾青素含量超过 80%，藻粉整

体虾青素积累水平为 1%~3%，因此 H. pluvialis 粉

是目前天然虾青素的主要来源之一  [11]     。已有研究证

明 H. pluvialis 粉中的 AST 等成分具有抗氧化和抗炎

作用，且 AST 在 H. pluvialis 粉中以酯化形式存在 [12]   ，

这种形式的虾青素更稳定，可以更好地被人体吸收和

利用。同时，H. pluvialis 粉中除了含有高浓度的 AST
外，还含有多种营养成分，如谷氨酸、亮氨酸、天冬

氨酸等必需氨基酸 [13]   ，以及亚油酸、油酸、α- 亚麻酸

等不饱和脂肪酸，尤其是 ω-3 不饱和脂肪酸，此外

还含有 β- 胡萝卜素和藻蛋白等生物活性物质，这些

成分使 H. pluvialis 粉可以增强机体免疫力，促进细胞

代谢 [14]   等，其综合效果极有可能优于 AST。研究表明

AST 的抗氧化活性约为 β- 胡萝卜素的 10 倍，维生素 E
的 500 倍 [15]   。AST 也可以有效地在线粒体中积累，改

善线粒体功能障碍。然而，天然 AST 资源有限，生产

复杂，成本高，限制了其大规模应用，而 H. pluvialis
粉作为天然 AST 的最佳生物来源，1999 年美国食品

和药物管理局审查并批准将其作为一种新的膳食成分

上市 [16]   。先前有研究报道 AST 可以被用于改善线粒体

功能障碍、防治心肌纤维化、肝纤维化等 [17]   ，也有研

究显示 H. pluvialis 粉可以调节线粒体功能障碍 [18]   ，但

目前还没有研究报道认为富含 AST 及其他生物活性成

分的 H. pluvialis 粉能够用于治疗纤维化疾病，尤其是

methods, including the CCK8 assay, immunofluorescence, mitochondrial membrane potential measurement, mitochondrial reactive 

oxygen species detection assay, and immunohistochemical staining, were used for validation. The results demonstrated the ability 

of H. pluvialis powder in mitigating renal pathological changes in rats induced by unilateral ureteral obstruction (UUO) surgery. 

Compared with the model group, treatment with H. pluvialis powder significantly decreased fibronectin 1 expression (65.52%). 

In vitro, H. pluvialis powder ameliorated transforming growth factor-β1-induced changes in EMT markers in HK-2 cells, with the 

positive area fraction of E-cadherin increasing by 51.35%, and those of N-cadherin and vimentin decreasing by 62.30% and 39.36%, 

respectively. An increase in mitochondrial membrane potential and a decrease in mitochondrial superoxide accumulation were also 

observed. Subsequently, astaxanthin (AST) was used to intervene in the rat UUO and HK-2 pro-fibrotic cell models. The results 

revealed that H. pluvialis powder outperformed AST at equivalent dosages/concentrations. In summary, this study found that H. pluvialis 

powder could alleviate the pathological progression of renal fibrosis caused by urinary tract obstruction via mechanisms that include 

improving extracellular matrix deposition, reducing renal cortical injury, modulating the EMT process, and mitigating mitochondrial 

dysfunction. Therefore, H. pluvialis powder shows potential for the development of functional foods with renoprotective effects.

Key words: Haematococcus pluvialis powder; astaxanthin; urinary tract obstruction; renal fibrosis; mitochondrial dysfunction; 

epithelial–mesenchymal transition



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2026, Vol.42, No.2

 13 

肾纤维化。且相比于 AST，H. pluvialis 粉具有成本低

廉，生产过程简单等优点，更适于开发应用。值得注

意的是，H. pluvialis 粉细胞壁较厚，未破壁情况下较

难对细胞及哺乳动物产生作用效果，该研究采用破壁

H. pluvialis 粉进行探究，旨在通过体内和体外实验讨

论破壁 H. pluvialis 粉是否能够通过改善 EMT 和线粒

体功能障碍改善肾纤维化，为 H. pluvialis 粉开发为具

有肾脏保护效应的功能性食品提供理论基础。

1  材料与方法

1.1 材料试剂与仪器 

破壁雨生红球藻粉、未破壁雨生红球藻粉，云

南爱尔康生物技术有限公司；32 只无特定病原体

（Specific Pathogen Free, SPF）级 SD 大鼠（动物许可

证编号：NO.110324231106182758），体质量（180±10）g, 
斯贝福（北京）生物技术有限公司，所有实验程序

均获得《美国国立卫生研究院实验动物护理和使用

指南》的许可，并得到海南大学伦理委员会的批准

（HNUAUCC2021-00089）；人肾小管上皮细胞，上海

美湾生物科技有限公司；DMEM/F-12（1:1）培养基、

胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS），赛默飞世尔

科技公司；游离态虾青素（Astaxanthin）粉末，纯度

HPLC ≥ 97%，北京索莱宝科技有限公司；青链霉素混

合液（双抗，100×），武汉赛维尔生物科技有限公司；

CCK8 细胞增殖检测试剂盒、增强型线粒体膜电位检

测试剂盒（JC-1）、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、Alexa 
Fluor 488 标记山羊抗小鼠 IgG（H+L），Alexa Fluor 
488 标记山羊抗兔 IgG（H+L），上海碧云天生物技

术研究所；线粒体超氧化物红色荧光探针（MitoSOX 
Red Mitochondrial Superoxide Indicator），翌圣生物科

技（上海）股份有限公司；E-cadherin Polyclonal antibody
（货号：20874-1-AP）、N-cadherin Polyclonal antibody（货

号：22018-1-AP）、Vimentin Polyclonal antibody（货号：

10366-1-AP），武汉三鹰生物技术有限公司。

SpectraMax i3x 多功能酶标仪，美谷分子仪器

（上海）有限公司；CPY-180 二氧化碳培养箱，天津

市莱玻特瑞仪器设备有限公司；XDS-3KY 倒置显微

镜，上海启步生物科技有限公司；SW-CJ-1D（标准

式）双人单面净化工作台，苏州博莱尔净化设备有限

公司；H1750R 高速台式冷冻离心机，湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司；FV3000 单光子激光共聚焦显

微镜，奥林巴斯（北京）销售服务有限公司；Phenom 
ProX 颗粒表面分析系统（扫描电镜），荷兰 Phenom-
World BV。

1.2 方法

1.2.1 扫描电镜 
将破壁 H. pluvialis 粉与未破壁 H. pluvialis 粉置于

37 ℃烘箱干燥 2 d，干燥后的样品用于电镜扫描。在

金属导电台上粘贴导电胶，将干燥好的 H. pluvialis 粉
涂于导电胶上进行喷金处理提高导电性。喷金结束后

将样品台置于仪器内进行扫描拍摄。

1.2.2 实验动物模型 
选取 32 只体质量为（180±10）g 的 SPF 级雄

性 SD 大鼠，置于 SPF 级别标准环境下饲养，动物

许 可 证 号：NO.110324231106182758， 伦 理 许 可 证

号：HNUAUCC2021-00089。提供标准饲料，大鼠

可自由饮水。经过一周的正常饲料适应性饲养后，

将动物随机分为四组，每组 8 只。在造模前 7 d，
UUO+H. pluvialis 组和 UUO+AST 组分别接受破壁

H. pluvialis 粉（剂量为 833.33 mg·kg-1）和 AST（剂量为

25 mg·kg-1）的灌胃处理，每日一次，最后一次灌胃后

禁食 24 h。其中，H. pluvialis 和 AST 的配制为根据

剂量称取适量破壁 H. pluvialis 粉和 AST 溶于生理盐

水中。禁食结束后，对 UUO 组、UUO+ H. pluvialis 组、

UUO+AST 组进行造模。术前皮下注射硫酸阿托品，

随后肌肉注射舒泰 50 进行麻醉。正常组进行假手术处

理，模型组及给药组则进行输尿管结扎。术后常规饲

养并观察其状态，造模成功后开始给药。正常组和模

型组每日正常提供水和饲料，给药组术后分别每日灌

胃 H. pluvialis、AST，持续 14 d，每周对大鼠进行称重。

给药至第 14 天时，对所有大鼠进行麻醉并处死，收集

肾脏皮质组织。将收集到的肾脏皮质组织固定于 4%
多聚甲醛中，进行脱水、包埋和切片处理，制得石蜡

切片。

1.2.3 细胞培养与处理

永生化人肾小管上皮（Human Kidney, HK-2）细

胞购自上海美湾生物科技有限公司。将 HK-2 置于

DMEM/F-12（1:1）培养基中培养一段时间。待细胞状

态稳定，将 HK-2 细胞接种于六孔板中，每孔细胞密

度约为 2×105 个，随后将六孔板置于细胞培养箱中培

养 24 h。待细胞状态稳定后将其根据实验分组为：正

常组（Con）、模型组（TGF-β1）、给药组（TGF-β1+
8 μg·mL-1 H. pluvialis、TGF-β1+16 μg·mL-1 H. pluvialis、
TGF-β1+24 μg·mL-1 H. pluvialis、TGF-β1+16 μg·mL-1 
AST）。其中，H. pluvialis 和 AST 的配制为根据剂量

称取适量破壁 H. pluvialis 粉和 AST 溶于 DMSO 中，

DMSO 在培养基中的体积分数不超过 0.1%。并将细胞



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2026, Vol.42, No.2

 14 

在培养基中处理 48 h 后即可进行后续实验操作。

1.2.4 细胞活力测定 
将 HK-2 细胞接种于在 96 孔板中，每孔细胞密度

约为 5×104 个，使用细胞增殖试剂盒（Cell Counting 
Kit 8，CCK8）评估 H. pluvialis 的活力。随后将 96 孔

板置于细胞培养箱中培养 24 h。之后，细胞用不同浓

度（0、8、16、24、48、96、192、384 μg·mL-1） 的

H. pluvialis 处理 48 h。处理结束后每孔中加入 10 μL 
CCK-8 溶液，在细胞培养箱中孵育 1 h，使用紫外分

光光度计于 450 nm 波长处测定吸光度 [19]   。

1.2.5 免疫荧光实验

将上述收集到的 HK-2 细胞在 PBS 中洗涤三次，

用多聚甲醛固定 20 min。固定结束晾干 10 min，然后

在 PBS 中洗涤三次，用 Triton X-100 透化 10 min。随

后，在含有体积分数为 10% 山羊血清的 PBS 中封闭

30 min，然后用相应的一抗（E-cadherin、N-cadherin、
Vimentin）在含有体积分数为 10% 山羊血清中 4 ℃孵

育过夜。一抗孵育结束用 PBS 洗涤三次，并加入相应

的二抗孵育 1 h。细胞核用即用型 DAPI 染色液孵育

30 min。最后，用抗荧光淬灭封片封片。封片结束立

即置于单光子激光共聚焦显微镜下观察。

1.2.6 线粒体膜电位检测 
使用 JC-1 检测试剂盒检测不同处理后 HK-2 细胞

的膜电位，将上述处理好的细胞用预热的 PBS 洗涤两

次后，用 JC-1 染色工作液处理细胞，并在 37 ℃避光

孵育 20 min。然后用 Hochest 33342 对细胞核染色

30 min，染色结束用 PBS 洗涤两次，在单光子激光共

聚焦显微镜下观察。

1.2.7 线粒体活性氧检测 
使用线粒体活性氧检测试剂盒检测不同处理后

HK-2 细胞的线粒体活性氧堆积情况，将上述处理好的

细胞用预热的 PBS 洗涤两次后，用线粒体超氧化物红

色荧光探针工作液处理细胞，并在 37 ℃避光孵育

30 min。然后用 Hochest33342 对细胞核染色 30 min，
染色结束用 PBS 洗涤两次，在共聚焦显微镜（奥林巴

斯）下观察。

1.2.8 免疫组化实验 
用二甲苯对 5 μm 厚的肾组织石蜡切片进行脱蜡处

理，并在分级醇中再水化。用山羊血清封闭 30 min 以

减少非特异性结合，随后用一抗（FN1）在 4 ℃的湿室

中孵育过夜。切片用对应二抗孵育 50 min，PBS 洗涤，

用现用现配的 DAB 显色液处理，立即于显微镜下观察，

阳性则呈棕黄色。用自来水冲洗切片，终止显色，用苏

木精染细胞核 3 min，脱水后封片，于光学显微镜下观察。

1.2.9 数据统计与分析 
所有实验都独立进行了至少三次，结果相似。实

验数据采用 SPSS 软件进行统计分析，数值以均数

±SD 表示。采用单因素方差分析和多重比较对数据

进行统计分析。P  ＜  0.05 认为差异有统计学意义。用

GraphPad Prism 绘制条形图。

2  结果与讨论

2.1 H. pluvialis粉破壁与否的形态变化

已有研究表明，H. pluvialis 作为目前天然虾青素

最丰富来源，单个藻体内虾青素积累量最高可达 3%，

且其中富含谷氨酸、亮氨酸、天冬氨酸、赖氨酸、缬

氨酸，可以作为一种潜在的优质蛋白源被机体吸收利

用，富含亚油酸、油酸、α- 亚麻酸等不饱和脂肪酸，

以及 β- 胡萝卜素和藻蛋白等生物活性物质 [14]   。由于这

些特点，H. pluvialis 可以提高免疫力、抗氧化能力等。

然而，雨生红球藻为淡水单细胞绿藻，其细胞壁厚而

致密且直径大、层数多 [20]   ，未破壁的 H. pluvialis 粉难

以释放出其中的有效物质在哺乳动物体内发挥作用，

这也是目前使用 H. pluvialis 提取虾青素的难点之一。

因此，该研究分别对破壁与未破壁的 H. pluvialis 粉进

行透射电镜扫描（图 1），结果显示破壁 H. pluvialis 粉
细胞壁几乎完全破损，可以释放有效物质，后续实验

中使用破壁 H. pluvialis 粉进行。

图 1 H. pluvialis 粉破壁与否形态变化

Fig.1 Morphological alterations of H. pluvialis powder with 

and without cell wall disruption

注：“破壁 H. pluvialis 粉”在图中缩写为“HP”，下文

相同。
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2.2 破壁H. pluvialis粉改善尿路梗阻导致的大
鼠肾脏病理学损害

图 2 破壁 H. pluvialis 粉改善 UUO 大鼠肾脏组织病理变化

和纤维化病变

Fig.2 Cell wall-disrupted H. pluvialis powder ameliorates 

pathological changes and fibrotic lesions in the renal tissues 

of UUO rats

注：与正常组相比，*P ＜ 0.05 ；与模型组相比，
#P ＜ 0.05。

下文相同。（a、b）大鼠肾脏皮质组织进行HE、Masson、PAS染色，

标尺为 20 μm，a 为肾小管代表性部位，放大倍数为 63×，b 为

肾小球代表性部位，放大倍数为 40× ；（c）对肾小管、肾小

球 Masson 染色中胶原纤维面积分数使用 ImageJ 进行定量分析

（n=8），其中蓝色代表胶原纤维；（d）对 PAS 染色中肾小球阳

性系膜基质占比使用 ImageJ 进行定量分析（n=8），其中紫红色

代表糖原沉积。

首先通过苏木精 -伊红（Hematoxylin-eosin Staining, 
HE）染色、过碘酸雪夫（Periodic Acid-Schiff, PAS）染

色和马松（Masson）染色评估破壁 H. pluvialis 粉对肾脏

组织学改变和系膜基质沉积的影响。HE 染色显示，与

正常大鼠相比，UUO 大鼠出现肾积水，肾盂进行性扩

张和肾皮质变薄，破壁 H. pluvialis 粉、AST 可以改善肾

小管及肾小球损伤，且破壁 H. pluvialis 粉的改善效果优

于 AST（图 2a、2b）。Masson 染色显示，UUO 大鼠肾脏

肾小管及肾小球部分蓝色胶原沉积增加（图 2a、2b），
破壁 H. pluvialis 粉、AST 可以减少 UUO 大鼠肾小球

蓝色胶原沉积，且破壁 H. pluvialis 粉的效果优于 AST
（图 2a、2b）。通过分别计算肾小管和肾小球中胶原

蛋白面积分数，评估肾脏胶原沉积程度（图 2c、2d）。
结果显示，UUO 大鼠肾小管和肾小球中胶原面积分数

显著增加，而破壁 H. pluvialis 粉和 AST 的治疗降低

了 UUO 大鼠肾脏胶原纤维面积分数，即减轻纤维化

（P ＜ 0.05）。PAS 染色显示，与正常大鼠相比，UUO
大鼠肾小管内及肾小球周围紫红色 PAS 阳性系膜基质

增加（图 2a、2b），染色图中显示破壁 H. pluvialis 粉和

AST 可减少 UUO 大鼠肾小球内紫红色 PAS 阳性系膜基

质，且破壁 H. pluvialis 粉的效果优于 AST（图 2b）。进

一步使用系膜基质指数（Mesangial Matrix Index, MMI）
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以面积分数形式对图 1b 中肾小球的 PAS 染色结果进

行定量分析，用于评估肾小球周围系膜基质增生的程

度。结果显示（图 2d），UUO 大鼠肾小球 MMI 增加，

破壁 H. pluvialis 粉和 AST 治疗可以降低 UUO 大鼠肾

小球 MMI（P ＜ 0.05）。综上所述，这些结果表明破壁

H. pluvialis 粉可以通过减少细胞外基质（Extracellular 
Matrix, ECM）沉积、改善肾皮质损伤来减轻肾纤维化，

肾小球部位改善程度效果优于 AST。

2.3 破壁H. pluvialis粉可以有效改善尿路梗阻
导致的大鼠肾纤维化

图 3 破壁 H. pluvialis 粉调节 UUO 大鼠肾脏中 FN1

的蛋白表达

Fig.3 Cell wall-disrupted H. pluvialis powder modulates the 

protein expression of FN1 in the kidneys of unilateral UUO rats

注：蓝色代表细胞核，黄色代表 FN1。（a）通过免疫组化

染色法检测肾脏皮质组织中 FN1 蛋白的阳性表达水平，放大倍

数为 63×，标尺为 20 μm ；（b）使用 ImageJ 对免疫组化结果中

阳性面积进行定量分析（n=8），其中黄色部分代表阳性面积。

先前研究报道认为破壁 H. pluvialis 粉可以通过调

节 Keap1/Nrf2/HO-1 通路来减轻阿霉素诱导的肝损伤，

研究中认为雨生红球藻粉抑制了肝酶、一氧化氮、胶

原蛋白 1、α- 平滑肌肌动蛋白和 TGF-β 的表达，提高

了过氧化氢酶的抗氧化活性，同时激活细胞增殖，从

而改善肝纤维化 [20]   。为了进一步观察破壁 H. pluvialis
粉对肾脏纤维化病变的影响，通过免疫组化的方法观

察纤连蛋白 1（Fibronectin1, FN1）在大鼠组织中的表

达情况。FN1 蛋白是细胞外基质中的一种糖蛋白，在

纤维化病变过程中，FN1 蛋白会出现异常和超量沉积。

免疫组化染色及其定量分析结果显示，与正常组相比，

UUO 模型组中 FN1 蛋白的表达显著上调，存在明显

胶原沉积和细胞间纤连现象，破壁 H. pluvialis 粉治

疗后 FN1 蛋白的阳性面积分数显著降低 65.52%
（ 图 3a、3b）， 与 对 照 组 AST 的 治 疗 效 果 相 当

（P ＜ 0.05）。综上所述，破壁 H. pluvialis 粉可以通过

减少尿路梗阻的大鼠组织中纤维化因子的表达来改善

大鼠 UUO 模型导致的肾纤维化。

2.4 破壁H. pluvialis粉对HK-2细胞无明显毒性

在之前的体内研究中发现破壁 H. pluvialis 粉可以

明显改善 UUO 导致的肾纤维化中的 ECM 沉积和皮质

损伤，以及降低纤维化因子的表达。因此，进一步推

测破壁 H. pluvialis 粉是否可以在体外改善 TGF-β1 诱

导的人肾小管上皮细胞纤维化的发生与进展。首先通

过 CCK8 法检测不同剂量破壁 H. pluvialis 粉（0、8、
16、24、48、96、192、384 μg·mL-1） 对 HK-2 细

胞的安全性。结果显示（图 4a），0~96 μg·mL-1 的

破壁 H. pluvialis 粉对 HK-2 细胞无明显毒性作用，且

破壁 H. pluvialis 粉剂量为 8、16、24 μg·mL-1 时 HK-2
细胞活力呈现增长趋势。观察不同浓度时 HK-2 细胞形

态，结果显示，破壁 H. pluvialis 粉并不会过度改变细胞

生长状态以及形态（图 4b）。因此推断破壁 H. pluvialis
粉对 HK-2 细胞无明显毒性，该文分别采取 8、16、
24 μg·mL-1 的破壁 H. pluvialis 粉进行细胞水平研究。

图 4 破壁 H. pluvialis 粉对 HK-2 细胞活力的影响

Fig.4 The impact of cell wall-disrupted H. pluvialis powder 

on the viability of HK-2 cells

注：（a）使用 CCK8 法检测细胞活力（n=3）；（b）在不同

剂量的破壁 H. pluvialis 粉处理下 HK-2 细胞的明场照片（n=3）。
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2.5 破壁H. pluvialis粉通过抑制EMT来改善肾
纤维化

据先前的研究，尿路梗阻会引起梗阻侧肾小管间质

增生，肾部纤维化变性，最终导致肾积水、肾萎缩和永

久性肾功能的丧失 [21,22]   。同时，机体发生肾损伤时，会

伴随着 ECM 沉积、EMT 和线粒体功能障碍 [23,24]   ，出现

氧化应激，也推动肾纤维化的进一步发展。因此认为

EMT 是肾纤维化发展的关键。EMT 的特征在于上皮细

胞标志物，例如 E- 钙粘蛋白（E-cadherin）的缺失，间

充质细胞标志物，例如 N- 钙粘蛋白（N-cadherin）、波

形蛋白（Vimentin）的表达上调。因此通过 IF 法检测

E-cadherin、N-cadherin 以及 Vimentin 蛋白的表达情况。

图 5 破壁 H. pluvialis 粉对 TGF-β1 诱导 HK-2 细胞表达

E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 蛋白的影响

Fig.5 The effect of cell wall-disrupted H. pluvialis powder on

 the expression of E-cadherin, N-cadherin and Vimentin in HK-2

 cells induced by TGF-β1

注：蓝色代表 DAPI。（a）红色：E-cadherin，通过免疫

荧光染色法检测 E-cadherin 蛋白的表达，放大倍数为 100×，

标尺为 20 μm ；（b）红色：N-cadherin，通过免疫荧光染色法检

测 N-cadherin 蛋白的表达，放大倍数为 100×，标尺为 20 μm ；（c）

绿色：Vimentin，通过免疫荧光染色法检测 Vimentin 蛋白的表

达，放大倍数为 100×，标尺为 20 μm ；（d）对免疫荧光结果使

用 ImageJ 进行定量分析（n=6）。

TGF-β1 作为转化生长因子 -β 家族中的重要成分，

可以激活并促使细胞持续增殖和分化为肌成纤维细胞，

同时增加细胞外基质的合成、减少其降解，最终导致

纤维化病变的形成和发展 [25]   。因此该文中使用 TGF-β1
诱导 HK-2 细胞的纤维化。在 EMT 的过程中，HK-2
作为肾小管上皮细胞会失去其原有的特征，获得间质

细胞的特性 [26]   。且发生 EMT 的 HK-2 会大量产生细胞

外基质成分，过量的 ECM 在组织中沉积  [27]     ，导致

组织硬度增加，组织结构紊乱，是纤维化形成的重

要物质基础  [2,28]     。如图 5a 所示，E-cadherin 蛋白在

对照组中荧光强度较强，TGF-β1 处理后，其荧光

强度减弱，表明细胞间结构受损，纤维化程度加剧。

经破壁 H. pluvialis 粉干预后，随着破壁 H. pluvialis 粉
剂量的增加，荧光强度呈现出增强趋势。经 AST 干预

后，荧光强度也升高（图 5a）。对荧光强度进行定量，
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结果显示（图 5d），在同等剂量下，破壁 H. pluvialis
粉的效果优于 AST（P ＜ 0.05）。图 5b、5c 显示，Vimentin
蛋白和 N-cadherin 蛋白在对照组中荧光强度较弱，经

TGF-β1 处理后，细胞间接触区域表达显著，呈现出集

中的特异性荧光定位（图 5b、5c）。而破壁 H. pluvialis
粉干预后，随着破壁 H. pluvialis 粉剂量的增加，荧光

强度呈现出梯度减弱的趋势，经 AST 干预后，荧光

强度亦有所降低（图 5d）（P ＜ 0.05）。综合以上结果，

破壁 H. pluvialis 粉能够改善由 TGF-β1 诱导的人肾小

管上皮细胞的 EMT 进程，并且同等剂量下破壁

H. pluvialis 粉 E-cadherin蛋白表达的增强、对 N-cadherin
的减弱效果的优于 AST。

2.6 破壁H. pluvialis粉改善UUO大鼠和TGF-β1
诱导的HK-2细胞的线粒体功能障碍

通过以往的研究可知在 EMT 和纤维化的过程中，

细胞的代谢方式转变、细胞骨架重构 [29]   ，而线粒体作

为细胞内产能的主要细胞器也受到影响，引起线粒体

功能障碍 [30-32]   。因此该文认为通过 UUO 手术诱导大

鼠肾纤维化和以 TGF-β1 诱导 HK-2 分泌促纤维化因子

的过程中同样存在着线粒体功能障碍。使用透射电镜

观察不同处理后大鼠肾脏的形态结构。结果显示，与

正常组相比，UUO 模型组大鼠线粒体形态发生明显

改变，具体表现为红色箭头指出的线粒体出现损伤、

空泡化的变化，且碎片数量增加（图 6a）。在使用

破壁 H. pluvialis 粉、AST 治疗后，线粒体损伤程

度减轻，出现绿色箭头指出的自噬小体，线粒体

形态恢复（图 6a）。初步认为破壁 H. pluvialis 粉能够

改善尿路梗阻所导致的大鼠肾脏线粒体功能障碍并恢

复受损线粒体的自噬，且效果优于 AST。
进一步在体外水平探索 TGF-β1 诱导的 HK-2 细胞

分泌促纤维化因子的过程中线粒体的变化。首先使用

JC-1 膜电位检测试剂盒检测不同情况下 HK-2 线粒体

膜电位（∆Ψm）的变化情况，JC-1 在 ∆Ψm 较高会选择

性地聚集在线粒体基质中，形成聚合物（J-aggregates），
产生红色荧光；在线粒体膜电位较低时，JC-1 无法聚

集，则显示为单体（monomer），产生绿色荧光。结果

显示，以 TGF-β1 诱导纤维化后，出现了红色荧光到绿

色荧光的转变，指示 ∆Ψm 的下降，使用 H. pluvialis 干
预后 ∆Ψm 发生明显提高，使用 AST 干预后 ∆Ψm 也有

所改善，但效果远不如破壁 H. pluvialis 粉的改善效果

（图 6b）。线粒体功能障碍会导致其内部电子泄露增加

进而使代谢产物如线粒体超氧化物的积累 [33]   ，进一步检

测线粒体活性氧堆积情况。结果显示，TGF-β1 诱导后

线粒体超氧化物明显增多，当使用破壁 H. pluvialis 粉、

AST 干预后线粒体超氧化物堆积有所改善，且同等剂

量下破壁 H. pluvialis 粉的治疗效果优于 AST（图 6c）。
综上所述，当使用 TGF-β1 诱导后 HK-2 细胞存在线粒

体功能障碍，破壁 H. pluvialis 粉可以对此障碍进行改

善，且同等剂量下其效果优于 AST。

图 6 破壁 H. pluvialis 粉对 UUO 大鼠及 TGF-β1 诱导的

HK-2 细胞线粒体功能障碍的改善

Fig.6 Mitochondrial dysfunction alleviation by cell 

wall-disrupted H. pluvialis powder in UUO Rats and TGF-β1 

Induced HK-2 Cells

注：（a）通过透射电镜观察肾脏皮质组织内线粒体的超微

结构，标尺为 2.0 μm，其中红色箭头指示线粒体，绿色箭头指

示自噬小体；（b）通过增强型线粒体膜电位检测试剂盒检测线

粒体膜电位（n=3），放大倍数为 60×，标尺为 20 μm ；（c）通过

线粒体超氧化物红色荧光探针标记 mtROS（n=3），放大倍数为

100×，标尺为 20 μm。
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3  结论

本研究认为在 UUO 手术导致的大鼠肾纤维化和

TGF-β1诱导的HK-2细胞分泌促纤维化因子的过程中，

存在 EMT 和线粒体功能障碍，并进一步加剧纤维化

的发展，破壁 H. pluvialis 粉可以缓解这一过程。HE、
Masson、PAS 染色结果显示单侧输尿管梗阻时大鼠肾

组织出现明显纤维化病变，且免疫组化染色结果显

示 FN1 的表达在大鼠 UUO 模型中增长 25.57 倍，

破壁 H. pluvialis 粉干预可以使其阳性面积分数下降

65.52%。在体外水平通过 CCK8 验证破壁 H. pluvialis
粉对 HK-2 细胞无毒性后进一步探索破壁 H. pluvialis
粉改善肾纤维化的主要机制为抑制 EMT，使 E-cadherin
表达上升、N-cadherin 和 Vimentin 表达下降，并提高

线粒体膜电位，降低线粒体超氧化物堆积，改善线

粒体功能障碍。通过对比破壁 H. pluvialis 粉与 AST，
认为破壁 H. pluvialis 粉可以对大鼠 UUO 模型以及

TGF-β1 诱导的 HK-2 细胞促纤维化的过程起到改善作

用，部分效果优于 AST。综合考虑到破壁 H. pluvialis
粉成本低廉、生产工艺简单，含多种氨基酸，是一种

潜在的优质蛋白源，并富含多种不饱和脂肪酸能促进

机体新陈代谢，提高机体免疫力。同时，化学合成的

AST 为游离态，极不稳定，而 H. pluvialis 粉中的 AST
为酯化态，更利于被机体吸收利用。本研究认为破

壁 H. pluvialis 粉更适于作为功能性食品大规模开发，

为通过 H. pluvialis 粉改善 CKD 提供了一种新的思路，

破壁 H. pluvialis 粉有望成为一种新兴的抗慢性肾纤维

化的功能性食品。
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