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动力相关蛋白１在缺氧／复氧诱导人肾小管上皮细胞焦亡机制中的作用
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　　［摘要］　目的　观察人肾小管上皮细胞（ＨＫ２细胞）缺氧／复氧（ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ／Ｒ）损
伤时线粒体动力相关蛋白１（ｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｄｒｐ１）、Ｎｏｄ样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３
（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３，Ｎｌｒｐ３）以及炎性
因子的表达改变和细胞焦亡情况，探讨Ｄｒｐ１在Ｈ／Ｒ诱导肾小管上皮细胞焦亡中的作用。方法　ＨＫ２
细胞用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２液培养于３７℃、５％ ＣＯ２和９５％Ｏ２的恒温培养箱。将细胞分为
正常对照组、Ｈ／Ｒ组、Ｈ／Ｒ＋Ｄｒｐ１抑制剂（Ｈ／Ｒ＋Ｍｄｉｖｉ１）组、Ｈ／Ｒ＋ｓｉＮｌｒｐ３腺病毒（Ｈ／Ｒ＋ｓｉＮｌｒｐ３）组、
Ｈ／Ｒ＋空腺病毒（Ｈ／Ｒ＋Ｓｃｒａ）组。检测细胞培养液上清乳酸脱氢酶ＬＤＨ活性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｄｒｐ１、
Ｎｌｒｐ３、凋亡相关蛋白１（ｃａｓｐａｓｅ１）、ＩＬ１β表达，２′，７′二氯荧光黄双乙酸盐（ＤＣＦＨＤＡ）检测细胞活性氧
（ＲＯＳ）水平，流式分析仪检测细胞焦亡情况。结果　与正常对照组比较，Ｈ／Ｒ组培养液上清 ＬＤＨ和细
胞内ＲＯＳ水平明显升高，Ｄｒｐ１、Ｎｌｒｐ３、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β表达增高，细胞焦亡明显增加，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ／Ｒ组比较，Ｈ／Ｒ＋Ｍｄｉｖｉ１组培养液上清 ＬＤＨ和细胞内 ＲＯＳ水平明显降低，Ｎｌｒｐ３、
ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β表达降低，细胞焦亡明显减少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　在 Ｈ／Ｒ条件下，
Ｄｒｐ１通过激活Ｎｌｒｐ３炎性体诱导人肾小管上皮细胞焦亡。
　　［关键词］　 动力相关蛋白１；Ｎｏｄ样受体热蛋白结构域相关蛋白３；细胞焦亡；人肾小管上皮细胞；

缺氧／复氧损伤
　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．６１；Ｒ３２９．２８；Ｒ３９４．２ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１１７０６４８）
［通信作者］　袁发焕，Ｅｍａｉｌ：ｙｕａｎｆｈ０２３＠１２６．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１６０３０９．０９４１．００３．ｈｔｍｌ（２０１６０３０９）

Ｒｏｌｅｏｆｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｉｎｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｈｕｍａｎｒｅｎａｌ
ｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ
ＣｈｅｎＹｕ，ＨｏｕＷｅｉｐｉｎｇ，ＹｕａｎＦａｈｕａｎ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｐｈｒｏｌｏｇｙ，ＫｉｄｎｅｙＤｉｓｅａｓｅＣｅｎｔｅｒ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆ
ＫｉｄｎｅｙＤｉｓｅａｓｅ，ＫｅｙＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＳｔａｔｅＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＸｉｎｑｉａｏＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｔｈｉｒｄ
ＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３７，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｄｒｐ１），ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３（Ｎｌｒｐ３）ａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓａｎｄｔｈｅｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｄｕｒｉｎｇｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ（Ｈ／Ｒ）ｉｎｊｕｒｙｉｎｈｕｍａｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ（ＨＫ２），ａｎｄｄｉｓｃｕｓｓｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＤｒｐ１ａｎｄＨ／ＲｉｎｄｕｃｅｄｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＨＫ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＤＭＥＭ／Ｆ１２ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０％ ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍｉｎａｔｈｅｒｍｏｓｔａｔｉｃ
ｉｎｃｕｂａｔｏｒ（３７℃，５％ ＣＯ２）．Ｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｈ／Ｒｇｒｏｕｐ，Ｈ／Ｒ＋
Ｍｄｉｖｉ１（Ｄｒｐ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ｇｒｏｕｐ，Ｈ／Ｒ＋ｓｉＮｌｒｐ３ｇｒｏｕｐａｎｄＨ／Ｒ＋Ｓｃｒａｇｒｏｕｐ．ＬＤＨａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
ｏｆｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｗａｓｔｅｓｔｅｄｗｉｔｈａｎａｕｔｏｍａｔｉｃｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｚｅｒ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｌｅｖｅｌｓｏｆＤｒｐ１，Ｎｌｒｐ３，
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　　急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是临床上常
见的危重症。重症 ＡＫＩ患者的死亡率高达 ４０％ ～
６０％，有的甚至需要终身肾脏替代治疗，给社会和家庭
带来沉重经济负担［１］。缺血再灌注是导致 ＡＫＩ的常
见原因，发病机制目前尚不清楚。ＡＫＩ的病理特征是
肾小管上皮细胞的亚致死性和致死性损伤，包括肾小

管上皮细胞的坏死、凋亡、焦亡等多种细胞损伤方式。

肾小管上皮细胞线粒体功能障碍在肾小管上皮细胞损

伤的发生机制中起有决定性的作用，但具体机制并不

十分清楚。近年研究表明，线粒体动力相关蛋白 １
（ｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｄｒｐｌ）是调节线粒体分裂的
关键蛋白［２］，参与线粒体功能障碍的发生、发展。损

伤的线粒体可以通过过度产生活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、Ｃａ２＋超载、ＡＴＰ释放减少及线粒体内
ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）释放等多重机制触发炎症反应瀑布和
细胞死亡程序，决定 ＡＫＩ病变的严重程度和预后［３］。

本课题组前期研究发现，Ｎｏｄ样受体热蛋白结构域相
关蛋白３（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３，Ｎｌｒｐ３）在急
性肾衰发病中发挥重要作用，并在肾小管上皮细胞焦

亡发生中扮演关键角色，但其上游调控通路和机制尚

不清楚。本研究通过建立人肾小管上皮细胞 ＨＫ２的
体外缺氧／复氧（ｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ／Ｒ）模型（模
拟在体的缺血再灌注损伤），探讨 Ｄｒｐ１Ｎｌｒｐ３途径在
缺氧／复氧所导致的肾小管上皮细胞焦亡中的可能机
制，以期为阐明急性缺血性肾损伤的发生机制及其治

疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　人肾小管上皮细胞 ＨＫ２购自中国典型培养物保
藏中心，胎牛血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胰蛋白酶、
Ｅａｒｌｅ’ｓ平衡盐溶液购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，兔抗人 Ｄｒｐ１
多克隆抗体、山羊抗人 Ｎｌｒｐ３多克隆抗体、兔抗人

ｃａｓｐａｓｅ１多克隆抗体、小鼠抗人ＩＬ１β单克隆抗体购自
英国Ａｂｃａｍ公司，辣根过氧化物酶羊抗兔、羊抗小鼠、
驴抗羊ＩｇＧ抗体购自碧云天生物技术公司，Ｍｄｉｖｉ１购
自美国ＭＣＥ公司，ＤＣＦＨＤＡ购自厦门生光生物科技有
限公司。

１．２　细胞培养
　　人肾小管上皮细胞系ＨＫ２用含１０％胎牛血清的
ＤＥＭＥ／Ｆ１２培养基于３７℃、５％ ＣＯ２和９５％ Ｏ２的恒温
培养箱培养。

１．３　实验分组和缺氧／复氧细胞模型的制备
　　将对数生长期的 ＨＫ２细胞分成：①正常对照组：
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基培养 ＨＫ２细胞。②缺氧／复氧
（Ｈ／Ｒ）组：将正常生长的ＨＫ２细胞用ＰＢＳ液漂洗３次，
以无糖Ｅａｒｌｅ’ｓ平衡盐溶液，于１％Ｏ２＋９４％Ｎ２＋５％ＣＯ２
的３７℃缺氧箱中培养 ４ｈ，后将培养皿中的细胞用
ＰＢＳ液漂洗３次，再加入含 １０％胎牛血清的 ＤＥＭＥ／
Ｆ１２培养基，置于３７℃、５％ＣＯ２和９５％Ｏ２的恒温培养
箱培养０、６、１２、２４ｈ。③缺氧／复氧 ＋Ｍｄｉｖｉ１（Ｈ／Ｒ＋
Ｍｄｉｖｉ１）组：缺氧前１ｈ加入 Ｄｒｐ１抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１，用
ＰＢＳ液漂洗３次，以无糖 Ｅａｒｌｅ’ｓ平衡盐溶液 ＋Ｄｒｐ１
抑制剂Ｍｄｉｖｉ１，于１％Ｏ２＋９４％Ｎ２＋５％ＣＯ２的３７℃
缺氧箱中培养４ｈ，后将培养皿中的细胞用 ＰＢＳ液漂
洗３次，再加入含１０％胎牛血清的ＤＥＭＥ／Ｆ１２培养基＋
Ｄｒｐ１抑制剂Ｍｄｉｖｉ１，置于３７℃、５％ＣＯ２和９５％Ｏ２的
恒温培养箱培养。④缺氧／复氧 ＋Ｎｌｒｐ３沉默腺病毒
（Ｈ／Ｒ＋ｓｉＮｌｒｐ３）组：缺氧前４８ｈ加入 Ｎｌｒｐ３沉默腺病
毒，转染４ｈ，换 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基维持培养，而后处
理同Ｈ／Ｒ组。⑤Ｈ／Ｒ＋空腺病毒（Ｈ／Ｒ＋Ｓｃｒａ）组：处
理参照Ｈ／Ｒ＋ｓｉＮｌｒｐ３组。
１．４　细胞转染
　　６孔板每孔含ＨＫ２细胞１０５个，培养于１０％胎牛
血清的ＤＥＭＥ／Ｆ１２培养基中，在３７℃、５％ＣＯ２和９５％
Ｏ２的恒温培养箱培养细胞达５０％～６０％。分别用
８μＬ腺病毒空白载体或含 ｓｉＮｌｒｐ３腺病毒转染 ＨＫ２
细胞继续培养４ｈ，弃上清，ＰＢＳ漂洗３次，换含１０％胎

２５２１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



牛血清的 ＤＥＭＥ／Ｆ１２培养基，置于 ３７℃、５％ＣＯ２和
９５％Ｏ２的恒温培养箱培养４８ｈ。
１．５　细胞焦亡的检测
　　ＨＫ２细胞按５×１０５／孔接种至２４孔板。细胞用
含５μｇ／ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２和１０μｇ／ｍＬ碘化丙啶（ＰＩ）
的ＰＢＳ处理，流式细胞仪分析。利用生化分析仪检测各
组细胞培养上清乳酸脱氢酶含量，反映细胞焦亡程度。

１．６　ＤＣＦＨＤＡ检测细胞活性氧水平
　　无血清的培养基，３７℃避光培养３０ｍｉｎ，弃上清，
ＰＢＳ液漂洗２次，激光共聚焦显微镜下观察并照相（激
发波长４８８ｎｍ，发射波长５２５ｎｍ）。
１．７　蛋白质免疫印迹分析
　　收集细胞并提取蛋白，ＢＣＡ法测蛋白浓度。将
４０μｇ总蛋白提取液与４×ＳＤＳ缓冲液混匀，１００℃热
变性８ｍｉｎ，聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电转至 ＰＶＤＦ
膜；５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ，分别加入兔抗人 Ｄｒｐ１
多克隆抗体（１∶１０００）、羊抗人 Ｎｌｒｐ３多克隆抗体
（１∶１０００）、兔抗人ｃａｓｐａｓｅ１（１∶１０００）及小鼠抗人ＩＬ１β
单克隆抗体（１∶１０００），４℃过夜；ＴＢＳＴ缓冲液漂洗
８ｍｉｎ×３次；加入辣根过氧化物酶标记二抗（１∶１０００），
３７℃孵育２ｈ，ＴＢＳＴ缓冲液清洗５ｍｉｎ×３次，避光加入
ＥＣＬ发光剂，Ｘ线常规显影、定影并进行灰度分析。

１．８　统计学分析
　　计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件
行单因素方差分析，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　缺氧／复氧时ＨＫ２细胞发生焦亡
　　正常对照组培养液上清乳酸脱氢酶 ＬＤＨ为
（３６９０±１．８９）ＩＵ／Ｌ，Ｈ／Ｒ组 ＬＤＨ随着复氧时间增长
而明显增加，复氧０ｈ时ＬＤＨ（４１．６０±３．８２）ＩＵ／Ｌ，６ｈ
为（４５．８０±１．００）ＩＵ／Ｌ，１２ｈ为 ＬＤＨ（５０．２０±３．２９）
ＩＵ／Ｌ，２４ｈ达到（５８．８０±６．５８）ＩＵ／Ｌ，为正常对照组的
１．６倍（Ｐ＜０．０５）。流式细胞仪检测显示，与正常对照
组（０．１１５％）相比，Ｈ／Ｒ２４ｈ组细胞焦亡比例（５２７％）
明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１）。
２．２　缺氧／复氧时 ＨＫ２细胞 Ｄｒｐ１、Ｎｌｒｐ３、活性氧的

表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，与正常对照组相比，随着
复氧时间（０、６、１２、２４ｈ）延长，Ｄｒｐ１和Ｎｌｒｐ３炎性体表
达随之增加，ｃａｓｐａｓｅ１以及炎性因子 ＩＬ１β表达也逐
渐升高（图２）。ＤＣＦＨＤＡ检测细胞活性氧发现 ＨＫ２
细胞活性氧表达明显增强，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５，图３）。
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图１　流式细胞仪分析各组细胞焦亡情况

!"#$%!&&'!&(

%

"!

)#$&!'*!&(

%

"!

+,-$,-.!&!*(!&(

%

"!

/0!&"!%&!&(

%

"!

"!,+123!4*!&(

%

"!

& * % 4 5

# $

#
$
%
&
'

()

,

,

,

,

,6

,6

,6

,6

,6

,6

,6

,6

,6

,6

,6

,6

!"#$%

)#$&

+,-$,-.!&

/0!&"

&75

&7(

(75

(

& * % 4 5

１：正常对照组；２：Ｈ／Ｒ０ｈ组；３：Ｈ／Ｒ６ｈ组；４：Ｈ／Ｒ１２ｈ组；５：Ｈ／Ｒ２４ｈ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与前一组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同复氧时间Ｎｌｒｐ３、Ｄｒｐ１、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β的表达
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Ａ：正常对照组；Ｂ：Ｈ／Ｒ２４ｈ组；Ｃ：Ｃ：Ｈ／Ｒ２４ｈ＋Ｍｄｉｖｉ１组
图３　ＤＣＦＨＤＡ法检测各组细胞活性氧水平　（激光共聚焦显微镜×４００）

２．３　Ｄｒｐ１抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１减轻细胞活性氧、Ｎｌｒｐ３表
达以及缺氧／复氧诱导的ＨＫ２细胞焦亡

　　与 Ｈ／Ｒ２４ｈ组相比，ＤＣＦＨＤＡ活性氧染色结果
显示Ｈ／Ｒ２４ｈ＋Ｍｄｉｖｉ１组活性氧明显降低（图３）。
加入Ｄｒｐ１抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１后，Ｄｒｐ１的表达无明显变
化，而Ｎｌｒｐ３炎性体、ｃａｓｐａｓｅ１及炎性因子 ＩＬ１β表达
随之减少（图４）。与 Ｈ／Ｒ２４ｈ组（５．２７％）相比，经
Ｍｄｉｖｉ１处理后，ＨＫ２细胞在发生缺氧／复氧时焦亡
（１．８％）降低（图１），同时细胞上清液 ＬＤＨ释放量也
减少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１：正常对照组；２：Ｈ／Ｒ２４ｈ组；３：Ｈ／Ｒ
２４ｈ＋Ｍｄｉｖｉ１组；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｈ／Ｒ２４ｈ组比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｄｒｐ１抑制剂对Ｎｌｒｐ３、Ｄｒｐ１、

ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β表达的影响
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１：正常对照组；２：Ｈ／Ｒ２４ｈ组；３：Ｈ／Ｒ２４ｈ＋Ｍｄｉｖｉ１组；
４：Ｈ／Ｒ２４ｈ＋ｓｉＮｌｒｐ３组
ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 Ｈ／Ｒ２４ｈ
组比较

图５　缺氧／复氧２４ｈ时各组细胞培养液上清ＬＤＨ释放量

２．４　ｓｉＮｌｒｐ３能减少 Ｎｌｒｐ３的表达和炎症反应以及
ＨＫ２细胞焦亡

　　与Ｈ／Ｒ组相比，经空腺病毒处理后，ＨＫ２细胞在
发生 Ｈ／Ｒ时 Ｎｌｒｐ３炎性体、ｃａｓｐａｓｅ１以及炎性因子
ＩＬ１β没有明显变化。而 Ｈ／Ｒ２４ｈ＋ｓｉＮｌｒｐ３组 Ｎｌｒｐ３
炎性体、ｃａｓｐａｓｅ１以及炎性因子ＩＬ１β表达减少，Ｄｒｐ１
的表达无明显变化，焦亡降低（１．７８％，图１），同时细
胞上清液 ＬＤＨ释放量也减少，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图６）。

３　讨论

　　急性肾衰肾小管上皮细胞死亡可有多种死亡途
径。近年研究发现除坏死和凋亡这两种常见的细胞死

亡方式外，其他程序性细胞死亡通路如自噬、焦亡在

ＡＫＩ发病中也发挥重要作用，这些通路与线粒体功能
障碍密切相关。细胞焦亡是近年发现并证实的一种新

４５２１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：正常对照组；２：Ｈ／Ｒ２４ｈ组；３：Ｈ／Ｒ２４ｈ＋Ｓｃｒａ组４：Ｈ／Ｒ
２４ｈ＋ｓｉＮｌｒｐ３组；Ｓｃｒａ为空腺病毒；ｓｉＮｌｒｐ３为Ｎｌｒｐ３沉默腺
病毒

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常
对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｈ／Ｒ２４ｈ组比较
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｉＮｌｒｐ３对Ｎｌｒｐ３、Ｄｒｐ１、ｃａｓｐａｓｅ１、

ＩＬ１β表达的影响

的程序性细胞死亡方式，最早在弗氏志贺氏杆菌感染

的巨噬细胞中发现。此种细胞死亡方式依赖于半胱天

冬酶１［４］，但不伴随 ｃａｓｐａｓｅ３（传统细胞凋亡通路）、
ｃａｓｐａｓｅ６和ｃａｓｐａｓｅ７的激活，而由 ｃａｓｐａｓｅ１介导［５］。

ｃａｓｐａｓｅ１能诱导肾小管上皮细胞膜形成孔洞，导致大
量炎症因子释放，因此肾小管上皮细胞焦亡时伴有大

量促炎症因子（包括 ＩＬ１β、ＩＬ１８等）的释放，这是细
胞焦亡区别于其他死亡方式的重要特征［６］。缺血再

灌注损伤是临床ＡＫＩ的常见病因，本实验采用体外培
养肾小管上皮细胞的Ｈ／Ｒ模型，来模拟在体的缺血再
灌注模型，观察肾小管上皮细胞的焦亡及其机制。本

实验发现，与对照组相比，Ｈ／Ｒ组肾小管上皮细胞培
养上清乳酸脱氢酶显著升高、流式细胞监测发现细胞

焦亡显著增加，表明Ｈ／Ｒ确实诱导了肾小管上皮细胞
焦亡。我们前期研究也证实在顺铂诱导的急性肾衰

中，存在显著的肾小管上皮细胞焦亡［７］。这些均说

明，肾小管上皮细胞焦亡参与了多种原因所导致的

ＡＫＩ的发生机制。Ｎｌｒｐ３／ｃａｓｐａｓｅ１轴是介导细胞焦亡
发生的关键通路，活化的Ｎｌｒｐ３会发生结构上的重排，

暴露出Ｎ端的热蛋白结构域 ＰＹＤ，ＰＹＤ结合凋亡相关
的斑点样蛋白ＡＳＣ，ＡＳＣ的另一端结合ｃａｓｐａｓｅ１，最终
形成四聚体活化 ｃａｓｐａｓｅ１，ｃａｓｐａｓｅ１将无活性 ＩＬ１β
前体剪切为成熟 ＩＬ１β，启动焦亡及炎症反应。该炎
症体通路不仅广泛存在于巨噬细胞、单核细胞等多种

免疫细胞中，同时也存在于包括上皮细胞在内的部分

非免疫细胞中［８］。本实验观察了人肾小管上皮细胞

Ｈ／Ｒ损伤时Ｎｌｒｐ３、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β表达变化，并构建
ｓｉＮｌｒｐ３腺病毒抑制 Ｎｌｒｐ３的表达，观察 Ｈ／Ｒ＋ｓｉＮｌｒｐ３
组细胞焦亡情况。发现人肾小管上皮细胞 Ｈ／Ｒ损伤
中Ｎｌｒｐ３、ｃａｓｐａｓｅ１以及下游炎性因子ＩＬ１β表达明显
上调，细胞焦亡增加。ｓｉＮｌｒｐ３能降低 Ｈ／Ｒ时 Ｎｌｒｐ３、
ｃａｓｐａｓｅ１以及下游炎性因子表达，减少细胞焦亡，提
示Ｎｌｒｐ３参与了缺血再灌注时人肾小管上皮细胞的焦
亡，但何种途径激活 Ｎｌｒｐ３炎性体参与肾脏缺血再灌
注损伤仍需探讨。线粒体功能障碍是肾小球足细胞和

肾小管上皮细胞损伤的早期事件，阻断线粒体ＲＯＳ可
减轻细胞损伤，提示线粒体功能障碍在细胞损伤的始

发阶段发挥重要作用［９］。研究表明 ＲＯＳ可通过激活
Ｎｌｒｐ３炎性小体促进细胞的损伤，提示线粒体来源的
ＲＯＳ可激活 Ｎｌｒｐ３炎性小体。Ｄｒｐ１由日本筑波大学
ＳＨＩＮ等于１９９７年首次报道［２］。近年来研究表明ＤＲ
Ｐｌ蛋白是调节线粒体分裂的关键蛋白，Ｄｒｐ１过表达能
引起线粒体过度分裂而片段化，发生功能障碍，同时产

生大量活性氧［１０－１１］。抑制线粒体分裂能增加线粒体

内膜质子漏，质子漏增加能有效减少活性氧的产

生［１１－１３］。本实验研究发现，相对于正常组，Ｈ／Ｒ损伤
时Ｄｒｐ１表达上调，细胞活性氧显著增加。使用 Ｄｒｐ１
抑制剂Ｍｄｉｖｉ１能有效减少 Ｈ／Ｒ组活性氧的表达，并
降低Ｎｌｒｐ３、ｃａｓｐａｓｅ１以及下游炎性因子表达，减少细
胞焦亡，但 Ｄｒｐ１抑制剂 Ｍｄｉｖｉ１未能降低 Ｄｒｐ１的表
达。其机制不明，但有文献报道可能是其只影响 Ｄｒｐ１
构象变化，未能阻止Ｄｒｐ１产生有关［１４］。提示 Ｄｒｐ１可
能通过ＲＯＳ激活Ｎｌｒｐ３炎性体，促进机体炎症反应并
引发细胞焦亡。

　　综上所述，本研究提示缺氧／复氧导致线粒体功能
障碍，可能通过上调 Ｄｒｐ１，诱导 Ｎｌｒｐ３炎性体表达，导
致人肾小管上皮细胞发生炎症反应和焦亡，可能是急

性缺血性肾损伤的重要机制。本研究缺少体内实验验

证，下一步计划构建小鼠缺血再灌注模型，观察动物体

内相关指标变化。
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