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Ｄｉｃｋｋｏｐｆ相关蛋白１对自发性高血压大鼠尿钠排泄的作用及机制

成方玲１，２，王红勇３，杨永健１，２　　６４６０００四川 泸州，西南医科大学第一附属医院心血管内科１；６１００８３成都，西部战
区总医院心血管内科２；４０００４２重庆，陆军军医大学（第三军医大学）大坪医院心血管内科３

　　［摘要］　目的　探讨Ｄｉｃｋｋｏｐｆ相关蛋白１（Ｄｉｃｋｋｏｐｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＤＫＫ１）在高血压中的作用及
对尿钠排泄功能的影响。方法　８～１０周龄雄性正常血压大鼠（ＷｉｓｔａｒＫｙｏｔｏｒａｔｓ，ＷＫＹｓ；１９０～２１０ｇ）、
雄性原发性高血压大鼠（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ，ＳＨＲｓ；１９０～２１０ｇ）各１２只，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＷＫＹ和ＳＨＲ大鼠肾脏ＤＫＫ１和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达。采用完全随机的方法，将１２只ＷＫＹ大鼠分成
ＷＫＹ＋ＤＫＫ１组和ＷＫＹ对照组（ｎ＝６）、１２只ＳＨＲ大鼠分成ＳＨＲ＋ＤＫＫ１组和ＳＨＲ对照组（ｎ＝６）；ＷＫＹ
＋ＤＫＫ１组和ＳＨＲ＋ＤＫＫ１组微泵泵注重组蛋白ＤＫＫ１［６ｎｇ／（ｇ·ｄ）］。使用无创鼠尾测压仪测血压；代
谢笼收集２４ｈ尿量；计算２４ｈ尿钠排泄情况，并用体质量校正。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾近端小管上皮
（ｒｅｎａｌｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ，ＲＰＴ）细胞（ＷＫＹＲＰＴ和 ＳＨＲＲＰＴ细胞）内 ＤＫＫ１和 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表
达；重组蛋白 ＤＫＫ１、ＤＫＫ１ｓｉＲＮＡ（ｓｉＤＫＫ１）和 βｃａｔｅｎｉｎ信号抑制剂（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆβｃａｔｅｎｉｎｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＩＣＲＴ１４）、ＧＳＫ３β抑制剂（６ｂｒｏｍｏｉｎｄｉｒｕｂｉｎ３′ｏｘｉｍｅ，ＢＩＯ，）干预细胞后，检测 ＤＫＫ１、
βｃａｔｅｎｉｎ表达或钠钾ＡＴＰ酶活性变化。结果　ＳＨＲ大鼠肾脏 ＤＫＫ１表达水平较 ＷＫＹ大鼠低，而
βｃａｔｅｎｉｎ升高（即Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ激活）；ＳＨＲ＋ＤＫＫ１组与 ＳＨＲ组相比，在埋泵术后第２周大鼠收缩压
显著下降［（１４５．２１±２．８３）ｖｓ（１５６．０７±３．０８）ｍｍＨｇ，Ｐ＜０．０５］，２４ｈ尿量增加［（３７．４０±３．７６）ｖｓ（２７．２４±
２．３０）ｍＬ／ｋｇ，Ｐ＜０．０５］，２４ｈ尿钠排泄增多［（０．７９±０．０９）ｖｓ（０．５１±０．０９）ｍｍｏｌ／ｋｇ，Ｐ＜０．０５］。ＷＫＹ＋
ＤＫＫ１组与 ＷＫＹ组间差异均无统计学意义。ＳＨＲＲＰＴ细胞 ＤＫＫ１表达低于 ＷＫＹＲＰＴ细胞，而 β
ｃａｔｅｎｉｎ升高；改变ＤＫＫ１含量引起βｃａｔｅｎｉｎ改变（即Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路活性改变）从而影响钠钾ＡＴＰ
酶活性，且钠钾ＡＴＰ酶活性与ＤＫＫ１呈负相关。结论　ＤＫＫ１至少部分通过抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路
降低钠钾ＡＴＰ酶活性，促进尿钠排泄降低血压。
　　［关键词］　 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ相关蛋白１；高血压；尿钠排泄；钠钾ＡＴＰ酶；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ；肾脏
　　［中图法分类号］　Ｒ３４１；Ｒ３６３．２２；Ｒ５４４．１ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市自然科学基金重点项目（ＣＳＴＣ２０１５ｊｃｙｊＢＸ０１２９）
［通信作者］　杨永健，Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｙｏｎｇｊｉａｎ３８＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

ＥｆｆｅｃｔａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＤｉｃｋｋｏｐｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｏｎｕｒｉｎａｒｙｓｏｄｉｕｍｅｘｃｒｅｔｉｏｎｉｎ
ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ
ＣＨＥＮＧＦａｎｇｌｉｎｇ１，２，ＷＡＮＧＨｏｎｇｙｏｎｇ３，ＹＡＮＧＹｏｎｇｊｉａｎ１，２　 　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄ
ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｏｕｔｈｗｅｓｔＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｌｕｚｈｏｕ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，６４６０００；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，Ｇｅｎｅｒａｌ
ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＷｅｓｔｅｒｎＴｈｅａｔｅｒＣｏｍｍａｎｄ，Ｃｈｅｎｇｄｕ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，６１００８３；３ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，Ｄａｐｉｎｇ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００４２，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆＤｉｃｋｋｏｐｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（ＤＫＫ１）ｉｎｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ
ａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｕｒｉｎａｒｙｓｏｄｉｕｍｅｘｃｒｅｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｗｅｌｖｅｒａｔｓｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ（ＷｉｓｔｅｒＫｙｏｔｏ
ｒａｔｓ，ＷＫＹ），ａｎｄ１２ｐｒｉｍａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｒａｔｓ（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ，ＳＨＲｓ），ａｌｌｍａｌｅ，ａｔａｎａｇｅ
ｏｆ８～１０ｗｅｅｋｓ，ｗｅｉｇｈｉｎｇ１９０～２１０ｇ，ｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＫＫ１ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎｉｎ
ｔｈｅｋｉｄｎｅｙｏｆＷＫＹａｎｄＳＨＲｒａｔｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｔｈｅｎ１２ＷＫＹｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏＷＫＹ＋ＤＫＫ１ｇｒｏｕｐａｎｄＷＫＹｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎ＝６），ａｎｄｓｏｗｅｒｅｔｈｅ１２ＳＨＲｒａｔｓ．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ
ＤＫＫ１６ｎｇ／（ｇ·ｄ）ｗａｓｐｕｍｐｅｄｉｎｔｏｔｈｅｒａｔｓｆｒｏｍｔｈｅＤＫＫ１ｇｒｏｕｐｓｖｉａｍｉｃｒｏｓｙｒｉｎｇｅ．Ｔｈｅｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅｏｆ
ａｌｌｔｈｅｒａｔｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｔａｉｌｃｕｆｆｍｅｔｈｏｄ．Ａｎｄｔｈｅｕｒｉｎｅｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｂｙｍｅｔａｂｏｌｉｃｃａｇｅｓｆｏｒ

０２９１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２４ｈｏｕｒｕｒｉｎａｒｙｖｏｌｕｍｅａｎｄｕｒｉｎａｒｙｓｏｄｉｕｍ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅａｄｊｕｓｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｒｗｅｉｇｈｔ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＫＫ１
ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｎａｌｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ（ＲＰＴ）ｃｅｌｌｓ（ＷＫＹＲＰＴａｎｄＳＨＲＲＰＴ）ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＡｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎＤＫＫ１，ＤＫＫ１ｓｉＲＮＡ（ｓｉＤＫＫ１），
ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎｎｕｃｌｅａｒｓｉｇｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆβｃａｔｅｎｉｎｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＩＣＲＴ１４），ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ
ＧＳＫ３β（６ｂｒｏｍｏｉｎｄｉｒｕｂｉｎ３′ｏｘｉｍｅ，ＢＩＯ），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＫＫ１ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＮａ＋
Ｋ＋ＡＴＰａｓｅｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＤＫＫ１ｗａｓｌｏｗｅｒ，ｗｈｉｌｅｔｈａｔｏｆβｃａｔｅｎｉｎ
（ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｗａｓａｃｔｉｖａｔｅｄ）ｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＳＨＲｒａｔｓｔｈａｎｏｆＷＫＹｒａｔｓ．Ｗｈｅｎ
ｔｈｅＳＨＲ＋ＤＫＫ１ｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳＨＲｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｙｓｔｏｌｉｃｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄａｔ２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（１４５．２１±２．８３ｖｓ１５６．０７±３．０８ｍｍＨｇ，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｂｏｔｈｕｒｉｎｅ
ｖｏｌｕｍｅ（３７．４０±３．７６ｖｓ２７．２４±２．３０ｍＬ／ｋｇ，Ｐ＜０．０５）ａｎｄｕｒｉｎａｒｙｓｏｄｉｕｍｅｘｃｒｅｔｉｏｎ（０．７９±０．０９ｖｓ０．５１±
０．０９ｍｍｏｌ／ｋｇ，Ｐ＜０．０５）ｗｉｔｈｉｎ２４ｈｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎＷＫＹ＋ＤＫＫ１ｇｒｏｕｐａｎｄＷＫＹｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＫＫ１ｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅＳＨＲＲＰＴｃｅｌｌｓｔｈａｎ
ｔｈｅＷＫＹＲＰＴｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈａｔｏｆβｃａｔｅｎｉｎｗａｓｏｐｐｏｓｉｔｅ．ＩｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆＤＫＫ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｏｕｌｄｃａｕｓｅｔｈｅｃｈａｎｇｅ
ｏｆβｃａｔｅｎｉｎ（ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈｅａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｐａｔｈｗａｙ），ａｎｄｔｈｕｓａｆｆｅｃｔｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＮａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ，
ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＮａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＤＫＫ１．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤＫＫ１ｃａｎｒｅｄｕｃｅＮａ＋Ｋ＋
ＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｔｌｅａｓｔｐａｒｔｉａｌｌｙｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｐａｔｈｗａｙ，ｐｒｏｍｏｔｅｕｒｉｎａｒｙｓｏｄｉｕｍｅｘｃｒｅｔｉｏｎａｎｄ
ｌｏｗｅｒｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｄｉｃｋｋｏｐｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１；ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ；ｕｒｉｎａｒｙｓｏｄｉｕｍｅｘｃｒｅｔｉｏｎ；Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ；

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ；ｋｉｄｎｅｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＫｅｙＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１５ｊｃｙｊＢＸ０１２９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹＡＮＧＹｏｎｇｊｉａｎ，Ｅｍａｉｌ：
ｙａｎｇｙｏｎｇｊｉａｎ３８＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

　　《中国高血压防治指南（２０１８年修订版）》指出我
国高血压的患病率仍呈升高趋势，中国高血压调查最

新数据显示 ２０１２－２０１５中国成人高血压患病粗率为
２７．９［１］。早在１９６３年，ＢＯＲＳＴ和ＢＯＲＳＴＤＥＧＥＵＳ就
提出高血压是由于肾脏相对钠排泄减少引起的［２］，

ＧＵＹＴＯＮ等［３］进一步指出血压的长期控制取决于肾

脏钠排泄功能对体内钠含量的调控。且在遗传性高血

压中，发现肾脏钠排泄缺陷是高血压发病机制的核

心［４］。而肾近端小管上皮细胞是负责尿钠吸收的重

要部位，钠重吸收是由钠钾ＡＴＰ酶直接或间接驱
动［５］，钠钾ＡＴＰ酶的活性受多种因子和通路的调节。
研究显示钠钾ＡＴＰ酶与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号之间存
在密切联系［６］，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路激活可增强钠钾
ＡＴＰ酶活性［７－８］。ＤＫＫ１是Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的
典型抑制剂，能与Ｗｎｔ竞争性结合低密度脂蛋白相关
蛋白５和６（ＬＲＰ５／６），使 ＧＳＫ３β去磷酸化，从而阻止
βｃａｔｅｎｉｎ细胞内积累，抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路。
ＤＫＫ１是一种低分子量可溶性分泌蛋白，表达于成骨
细胞、骨细胞、皮肤、前列腺、胎盘、内皮细胞和肾脏组织

等［９－１０］。以往研究表明ＤＫＫ１作为Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路的典型抑制剂参与了多种疾病的发病机制［９］。

ＤＫＫ１是否也能通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路调节肾小
管上皮细胞的钠钾ＡＴＰ酶活性而影响尿钠排泄？是
一个值得研究的课题。因此，本研究探讨ＤＫＫ１在高血

压状态时以βｃａｔｅｎｉｎ依赖性方式调节肾小管上皮细胞
的钠钾ＡＴＰ酶活性影响尿钠排泄，并在血压调节中发
挥作用，为临床高血压的控制提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　主要器材及试剂
　　器材包括：无创鼠尾测压仪（北京 ｓｏｆｔｒｏｎ公司），
大鼠代谢笼（江苏赛昂斯公司），尿液分析仪（南京普

郎医疗公司），手术器械盒、微量注射泵（浙江史密斯

公司）。试剂包括：ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒（碧云天
公司）；超微量钠钾ＡＴＰ酶检测试剂盒 Ａ０７０２（南京
建成生物技术公司），重组 ＤＫＫ１蛋白（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｈｕｍａｎＤＫＫ１，ｒｈＤＫＫ１；美国 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏ
ｌｉｓ，ＭＮ），兔抗ＤＫＫ１抗体（英国ａｂｃａｍ公司），兔抗β
ｃａｔｅｎｉｎ抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），鼠抗 α
Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体（中国，ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ），ＤＫＫ１小干扰
ＲＮＡ（锐博生物），ＢＩＯ（ＧＳＫ３βＩｎｈｉｂｉｔｏｒＸＩＸ，美国Ｍｅｒ
ｃｋ公司，是特异性ＧＳＫ３β抑制剂，对 ＧＳＫ３β的 ＩＣ５０＝
５３ｎｍｏｌ／Ｌ，稳定βｃａｔｅｎｉｎ防止其磷酸化降解），ＩＣＲＴ１４
（美国Ａｂｍｏｌｅ，ＩＣＲＴ１４是 βｃａｔｅｎｉｎ反应性转录的有
效抑制剂，在Ｗｎｔ途径活性测定中，ＩＣ５０＝４０．３ｎｍｏｌ／Ｌ，
直接影响核 βｃａｔｅｎｉｎ与 ＴＣＦ４之间的相互作用）。
ＤＫＫ１定量 ＰＣＲ引物（正向序列：５′ＧＧＡＴＴＣＡＴＧＣＴ
ＧＧＧＡＴＧＣＴＧ３′；反 向 序 列 ５′ＡＧＧＣＣＴＴＧＴＣＡＣＡＴ
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ＧＡＴＣＣＡ３′），ＧＡＰＤＨ定量 ＰＣＲ引物（正向序列：５′
ＡＧＧＣＣＣＣＴＣＣＴＧＴＴＧＴＴＡＴＧ３′：反向序列：５′ＧＧＡＣＣＴ
ＣＡＴＧＧＣＣＴＡＣＡＴＧＧ３′），引物均由广东锐博生物合成。
１．２　动物实验
１．２．１　实验动物及处理　　８～１０周龄雄性正常血压
大鼠（ＷｉｓｔａｒＫｙｏｔｏ，ＷＫＹ）、雄性原发性高血压大鼠
（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ，ＳＨＲ）来自北京 Ｖｉｔａｌ
Ｒｉｖｅｒ实验动物技术公司。２．５％戊巴比妥麻醉后，剔除
脖颈处鼠毛，用皮肤剪横向剪开皮肤，约２ｃｍ长，放入
已注入配制好的重组ＤＫＫ１蛋白溶液［６ｎｇ／（ｇ·ｄ）］的
微泵，缝合皮肤，待大鼠醒后放回笼中。时间２周，在埋
泵前用无创鼠尾测压仪测量１次血压，记为０周。
１．２．２　无创鼠尾血压测量及２４ｈ尿钠分析　　分别
在埋泵后１、２周测量血压和收集尿液。采用无创鼠尾
测血压前，在安静环境下于 ４０℃条件预热大鼠
１０ｍｉｎ；每只大鼠至少测量５次血压，两次测量至少间
隔２ｍｉｎ，取平均值为最终血压。将大鼠放入代谢笼，
１只／笼，在标准饲养环境下保证自由饮水和进食适应
１ｄ；在代谢笼开口内侧贴一薄层纱布过滤粪便，下方
接５０ｍＬ离心管收集尿液；２４ｈ后收集离心管和尿液，
并称量离心管；利用收集尿液前后离心管重量差值计

算２４ｈ尿量，尿液分析仪检测钠浓度计算２４ｈ尿钠排
泄情况，并用体质量校正。

１．２．３组织免疫荧光染色　　肾组织标本包埋浸蜡后
置于冰上使其凝固。用切片机切为４μｍ厚的组织切
片，烘干备用。组织切片脱蜡水化后进行抗原修复。

风干后抗原封闭 ３０ｍｉｎ，一抗孵育过夜（ＤＫＫ１抗体
１∶５０）。ＰＢＳ冲洗后用二抗（１∶２００稀释）室温避光孵
育１ｈ。ＤＡＰＩ染色液避光室温下孵育５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗
后封片剂，采用荧光显微镜观察。

１．３　细胞处理
１．３．１　细胞培养　　大鼠肾近端小管上皮细胞株（ＷＫＹ
ＲＰＴ细胞株、ＳＨＲＲＰＴ细胞株均来自美国 Ｇｅｏｒｇｅｔｏｗｎ
Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ大学 Ｄｒ．ＰｅｄｒｏＡ．Ｊｏｓｅ实验室［２５］），细胞培

养采用１０％胎牛血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基并放在３７℃
且含５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养。采用 ｓｉＤＫＫ１、重
组蛋白ＤＫＫ１（４００ｎｇ／ｍＬ）、ＢＩＯ（５μｍｏｌ／Ｌ）、ＩＣＲＴ１４
（１０－３ｍｍｏｌ／ｍＬ）处理细胞，用于进行钠钾ＡＴＰ酶活
性检测或供提取蛋白以进行下一步实验。

１．３．２　ｓｉＲＮＡ干扰实验　　取无菌１．５ｍＬＥＰ管加
入５００μＬ的 ＯｐｔｉＭＥＭ培养基、６０ｎｍｏｌｓｉＲＮＡ，室温
放置５ｍｉｎ。取另一离心管中加入相应量的脂质体Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００稀释在 ＯｐｔｉＭＥＭ培养基中室温放
置 ５ｍｉｎ。混 合 以 上 含 有 ｓｉＲＮＡ 和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００的培养基室温孵育１５ｍｉｎ。混合液加入细胞
密度约８０％的细胞培养皿中，３７℃、５％Ｃ０２细胞培养

箱中培养６ｈ后，换新鲜培养基，孵育４８～７２ｈ。其中
转染无关ｓｉＲＮＡ的细胞为 ＷＫＹ组和 ＳＨＲ组，转染靶
向ＤＫＫ１的 ｓｉＲＮＡ细胞分组为 ＷＫＹ＋ｓｉＤＫＫ１组和
ＳＨＲ＋ｓｉＤＫＫ１组，转染靶向 ＤＫＫ１的 ｓｉＲＮＡ细胞和加
入ＩＣＲＴ１４组为ＳＨＲ＋ｓｉＤＫＫ１＋ＩＣＲＴ１４组。
１．３．３　重组 ＤＫＫ１蛋白干预细胞　　将 ＷＫＹＲＰＴ
和ＳＨＲＲＰＴ细胞前１ｄ传代至６孔板，待细胞密度为
６０％～７０％，培养基中加入重组 ＤＫＫ１蛋白至浓度为
４００ｎｇ／ｍＬ，３７℃、５％Ｃ０２细胞培养箱中培养７２ｈ。其
中空白对照组为 ＷＫＹ组和 ＳＨＲ组，加入 ＤＫＫ１蛋白
组为ＷＫＹ＋ＤＫＫ１和 ＳＨＲ＋ＤＫＫ１，同时加入 ＤＫＫ１蛋
白和ＢＩＯ组为ＳＨＲ＋ＤＫＫ１＋ＢＩＯ组。
１．４　细胞及组织钠钾ＡＴＰ酶活性检测
１．４．１　细胞匀浆制备　　将已完成预处理的６孔板
中的培养基弃去，加入 １ｍＬ预冷的生理盐水并冲洗
３次之后，在各孔中加入１ｍＬ预冷的生理盐水冰上操
作，刮脱细胞转移至 １．５ｍＬ离心管中。４℃离心
３０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ，再清洗３次。弃上清加入约５００μＬ
的低渗缓冲液（ＴｒｉｓＨＣｌ１０ｍｍｏｌ／Ｌ；ＥＤＴＡ１ｍｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ＝７．５），混匀，放置冰上使细胞充分裂解５ｍｉｎ，４℃
离心，１５０００ｒ／ｍｉｎ×６ｍｉｎ，在制备好的细胞匀浆中加
入２５０～３５０ｍＬ的４℃生理盐水，使细胞膜蛋白浓度
达到约１ｍｇ／ｍＬ。
１．４．２　肾组织匀浆制备　　大鼠腹腔注射戊巴比妥
钠，取腰部切口切开皮肤和肌肉，迅速取出肾脏放入盛

有生理盐水的培养皿中，在体视显微镜下除去包膜，取

适量（０．１～０．２ｇ）肾皮质，在冰冷的生理盐水中漂洗
除去血液，滤纸拭干准确称量，放入５ｍＬ的匀浆管中。
按质量（ｇ）∶体积（ｍＬ）＝１∶９的比例加入９倍体积的生
理盐水于匀浆管中，冰水浴条件下，用眼科小剪尽快剪

碎组织块。匀浆管将下端插入盛有冰水混合物的器皿

中，将捣杆垂直插入套管中，上下转动研磨数至充分研

碎，制成１０％的匀浆液。４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
取上清再用生理盐水按１∶９稀释成１％组织匀浆。
１．４．３　钠钾ＡＴＰ酶活性检测　　超微量钠钾ＡＴＰ
酶检测试剂盒检测钠钾ＡＴＰ酶活性，根据说明书操
作步骤先进行酶促反应，所得溶液按３５００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液进行定磷，在６３６ｎｍ处测各管光密
度值Ｄ（６３６），ＢＣＡ法测定蛋白浓度。规定每小时每
毫克组织蛋白的组织中ＡＴＰ酶分解 ＡＴＰ产生１μｍｏｌ
无机磷的量为１个 ＡＴＰ酶活力单位，即微摩尔磷／ｍｇ
蛋白／ｈ［μｍｏｌ／（ｍｇ·ｈ）］。计算公式：ＡＴＰａｓｅ活力
（Ｕ／ｍｇ）＝［测定 Ｄ（６３６）－对照 Ｄ（６３６）］÷［标准
Ｄ（６３６）－空白Ｄ（６３６）］×标准品浓度（０．０２μｍｏｌ／ｍＬ）×
６×７．８÷待测样本蛋白浓度（ｍｇ／ｍＬ）。
１．５　总ＲＮＡ的提取和ＲＴＰＣＲ检测
　　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取 ＲＮＡ，核酸检测仪（Ｎａｎｏ
ｄｒｏｐ２０００）测光密度值。配置逆转录反应液：１０μＬ的
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ＲＴ混合液，４μＬ的 ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ，０．５μＬ的
ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ／μＬ），１μＬ的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＮＡａｓｅ（２００Ｕ／μＬ），４．５μＬ的无酶水，在 ＰＣＲ仪上
进行逆转录反应：３０℃（１０ｍｉｎ），４２℃（３０ｍｉｎ），
９５℃（５ｍｉｎ），４℃保存。１００μＬ无酶离心管中配制
ＲＴＰＣＲ反应液（２０μＬ体系）：ＤＥＰＣ水 ７μＬ，ｃＤＮＡ
１μＬ，引物各１μＬ，ＳＹＢＲ１０μＬ。在 １２×８ＰＣＲ反应
管中加入上述混合液，各样本做３个复孔，以排除上样
及系统误差。反应条件如下：ＰＣＲ起始激活阶段
９５℃，３ｍｉｎ；三步循环反应：退火延长为 ３９个循环：
变性９５℃，１０ｓ；退火 ６２℃，３０ｓ；延长 ７２℃，３０ｓ；
ＢｉｏＲａｄ系统软件自动获取Ｃｔ值并进行分析。
１．６　蛋白提取及免疫印迹法检测 ＤＫＫ１和 βｃａｔｅｎｉｎ

的表达

　　按蛋白提取试剂盒（碧云天）说明进行操作，提取
ＷＫＹ和ＳＨＲ大鼠肾脏组织蛋白和细胞蛋白，ＢＣＡ法测
定蛋白浓度，加入上样缓冲液，１００℃煮 ５ｍｉｎ。１０％

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转移至ＮＣ膜（ＢｉｏＲａｄ公司，美国），
再用５％脱脂牛奶封闭１ｈ，分布孵育相应的一抗（ＤＫＫ１
１∶５００，βｃａｔｅｎｉｎ１∶５００，αＴｕｂｕｌｉｎ１∶５００），４℃条件下，
孵育过夜。次日取出膜复温后回收一抗，加入相应二抗

（羊抗兔１∶１０００）避光室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ冲洗后使用
荧光扫描仪对膜进行扫描，应用ＩｍａｇｅＪ软件定量分析。
１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ或百分表
示，两组间比较采用 ｔ检验，组内使用单因素方差分
析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＷＫＹ和ＳＨＲ大鼠肾脏中ＤＫＫ１的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光检测结果显示：ＳＨＲ大鼠
肾脏中 ＤＫＫ１表达低于 ＷＫＹ大鼠（Ｐ＜０．０５，图 １）。
而Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＳＨＲ大鼠肾脏中 β
ｃａｔｅｎｉｎ表达高于ＷＫＹ大鼠（Ｐ＜０．０５，图２）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＫＹ大鼠比较；Ｃ：免疫荧光检测ＤＫＫ１表达

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光检测ＳＨＲ和ＷＫＹ大鼠肾脏中ＤＫＫ１的表达

３２９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１９）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＫＹ组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＨＲ和ＷＫＹ大鼠肾脏中βｃａｔｅｎｉｎ表达

２．２　ＤＫＫ１对ＳＨＲ大鼠尿钠排泄及血压的影响
　　给予 ＷＫＹ和 ＳＨＲ大鼠外源性重组 ＤＫＫ１蛋白
２周后，与 ＷＫＹ大鼠相比，ＳＨＲ大鼠收缩压降低
（图３Ａ）、尿量增多（图 ３Ｂ）、尿钠排泄增多（图 ３Ｃ）。
ＷＫＹ组与 ＷＫＹ＋ＤＫＫ１组间比较，尿钠虽有上升趋
势，但差异无统计学意义（图３Ｃ），收缩压和尿量差异
无统计学意义（图 ３Ａ、Ｂ）。同时使用超微量 Ｎａ＋Ｋ＋
ＡＴＰ酶检测试剂盒检测发现肾皮质钠钾ＡＴＰ酶活性
降低（图３Ｄ）。

２．３　外源性ＤＫＫ１蛋白对钠钾ＡＴＰ酶活性的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ＳＨＲＲＰＴ细胞 ＤＫＫ１表达低于
ＷＫＹＲＰＴ细胞（图４Ａ、Ｂ）。在ＷＫＹＲＰＴ和ＳＨＲＲＰＴ
细胞培养基中加入重组 ＤＫＫ１蛋白（４００ｎｇ／ｍＬ），发
现钠钾ＡＴＰ酶活性明显降低（图４Ｃ）。
２．４　降低ＤＫＫ１表达对钠钾ＡＴＰ酶活性的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴＰＣＲ检测显示：ｓｉＤＫＫ１干预细
胞后，ＤＫＫ１表达下降（图５Ａ～Ｅ），检测钠钾ＡＴＰ酶活
性发现ｓｉＤＫＫ１干预后钠钾ＡＴＰ酶活性升高（图５Ｆ）。
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１：ＷＫＹ；２：ＷＫＹ＋ＤＫＫ１；３：ＳＨＲ；４：ＳＨＲ＋ＤＫＫ１；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＳＨＲ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＷＫＹ比较
Ａ：收缩压（ＳＢＰ）；Ｂ：２４ｈ尿量；Ｃ：２４ｈ尿钠；Ｄ：ＷＫＹ和ＳＨＲ大鼠肾组织钠钾ＡＴＰ酶活性

图３　ＤＫＫ１对ＳＨＲ大鼠收缩压、尿钠、尿量及肾钠钾ＡＴＰ酶活性的影响

４２９１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：ＷＫＹ；２：ＷＫＹ＋ＤＫＫ１；３：ＳＨＲ；４：ＳＨＲ＋ＤＫＫ１；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＫＹ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳＨＲ比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＷＫＹＲＰＴ和ＳＨＲＲＰＴ细胞ＤＫＫ１表达；Ｂ：半定量分析；Ｃ：ＷＫＹＲＰＴ和ＳＨＲＲＰＴ细胞加入
重组ＤＫＫ１蛋白后钠钾ＡＴＰ酶活性

图４　ＤＫＫ１蛋白对各组大鼠钠钾ＡＴＰ酶活性的影响
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１：ＷＫＹ；２：ＷＫＹ＋ｓｉＤＫＫ１；３：ＳＨＲ；４：ＳＨＲ＋ｓｉＤＫＫ１；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＫＹ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳＨＲ比较
Ａ～Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＷＫＹ（Ａ、Ｂ）和 ＳＨＲ（Ｃ、Ｄ）大鼠 ｓｉＤＫＫ１干扰效率；Ｅ：ＲＴＰＣＲ检测 ｓｉＤＫＫ１干扰效率；

Ｆ：超微量Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶检测试剂盒检测ｓｉＤＫＫ１干扰后细胞钠钾ＡＴＰ酶活性

图５　降低ＤＫＫ１表达对钠钾ＡＴＰ酶活性的影响

２．５　ＤＫＫ１通过βｃａｔｅｎｉｎ调节钠钾ＡＴＰ酶活性
　　在 ＳＨＲＲＴＰ细胞观察到 βｃａｔｅｎｉｎ表达高于
ＷＫＹＲＰＴ细胞（图６Ａ、Ｂ）。ＳＨＲＲＰＴ细胞外源性增
加ＤＫＫ１蛋白后，ＳＨＲＲＰＴ细胞 βｃａｔｅｎｉｎ表达减少
（图６Ｃ、Ｄ，即抑制了 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路），前面
已证明ＳＨＲＲＰＴ细胞外源加入ＤＫＫ１蛋白能降低钠
钾ＡＴＰ酶活性，加入ＢＩＯ抑制ＧＳＫ３β（即激活Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号）发现逆转 ＤＫＫ１蛋白引起的钠钾ＡＴＰ
酶活性降低的现象（图 ６Ｅ）。ＤＫＫ１可能是通过抑制
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路降低钠钾ＡＴＰ酶活性。

２．６　ＤＫＫ１通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ核转录信号调节钠
钾ＡＴＰ酶活性

　　已证明 ＤＫＫ１调节 βｃａｔｅｎｉｎ从而影响钠钾ＡＴＰ
酶活性，为进一步明确ＤＫＫ１通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
传导通路调节钠钾ＡＴＰ酶活性，在 ｓｉＤＫＫ１引起 β
ｃａｔｅｎｉｎ表达升高（图 ７Ａ、Ｂ）、钠钾ＡＴＰ酶活性增加
（图５Ｆ）的情况下，观察抑制βｃａｔｅｎｉｎ核信号转录后对
钠钾ＡＴＰ酶活性的影响。结果显示：ＳＨＲＲＰＴ细胞内
βｃａｔｅｎｉｎ核转录抑制剂ＩＣＲＴ１４逆转了ｓｉＤＫＫ１引起的
钠钾ＡＴＰ酶活性升高的现象（图７Ｃ）。提示ＤＫＫ１通
过抑制βｃａｔｅｎｉｎ核信号转录，降低钠钾ＡＴＰ酶活性。

５２９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１９）
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１：ＷＫＹ；２：ＳＨＲ；３：ＳＨＲ＋ＤＫＫ１；４：ＳＨＲ＋ＤＫＫ１＋ＢＩＯ；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＷＫＹ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＳＨＲ比较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，与ＳＨＲ＋ＤＫＫ１比较
Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＷＫＹＲＰＴ和ＳＨＲＲＰＴ细胞βｃａｔｅｎｉｎ表达；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＨＲＲＰＴ细胞外源加
入重组ＤＫＫ１蛋白后 βｃａｔｅｎｉｎ表达；Ｅ：检测 ＳＨＲＲＰＴ细胞分别加 ＤＫＫ１和 ＤＫＫ１＋ＢＩＯ后钠钾ＡＴＰ酶活性；
ＢＩＯ：ＧＳＫ３β特异性抑制剂

图６　ＤＫＫ１通过βｃａｔｅｎｉｎ调节钠钾ＡＴＰ酶活性
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１：ＷＫＹ；２：ＳＨＲ；３：ＳＨＲ＋ｓｉＤＫＫ１；４；ＳＨＲ＋ｓｉＤＫＫ１＋ＩＣＲＴ１４；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＳＨＲ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＳＨＲ＋ｓｉＤＫＫ１
比较

Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＨＲＲＰＴ细胞加入 ｓｉＤＫＫ１后 βｃａｔｅｎｉｎ表达；Ｃ：ＳＨＲＲＰＴ细胞分别加入 ｓｉＤＫＫ１和
ｓｉＤＫＫ１＋ＩＣＲＴ１４后钠钾ＡＴＰ酶活性；ＩＣＲＴ１４：βｃａｔｅｎｉｎ核信号转录抑制剂

图７　ＤＫＫ１调节βｃａｔｅｎｉｎ核转录影响钠钾ＡＴＰ酶活性

３　讨论

　　以往研究表明 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ在高血压各相关疾
病如心脏、血管重构、肾脏损伤等方面发挥重要调节作

用，因此，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ已被认为是高血压发生、发展
的重要调节通路［１１］。众所周知，ＤＫＫ１是 Ｗｎｔ／

βｃａｔｅｎｉｎ的重要抑制剂，通过该通路参与了多种疾病

的发生发展［９］。且以往研究表明在心血管相关疾病

如冠心病、糖尿病心血管损害、肾病的患者血清或组织

中 ＤＫＫ１蛋白水平显著改变［１２－１４］。因此，我们猜想

ＤＫＫ１在高血压中是否也通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路参
与了血压的调节。肾脏作为血压长期调节的重要调节

器官，要求其必须根据 Ｎａ＋摄入量的变化而做出快速
反应，以防止钠水潴留导致血压升高。临床和实验观

６２９１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



察均有力支持了肾脏在长期血压调节中的核心地位，

并且发现各种形式的慢性高血压均对肾脏产生损害，

出现肾脏尿钠排泄异常［１５］。多项研究表明肾脏在受

到各种各样的伤害刺激后可激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路［１６－１８］，包括高血压对肾脏的刺激作用，研究显示

血管紧张素Ⅱ引起的高血压中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号被
激活，并引起肾功能障碍，抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ后降低
了高血压引起的蛋白尿、血清肌酐和尿素氮水平，且血

压下降［１８］，说明 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路是高血压与
肾脏密切联系的纽带之一。肾脏对血压的调节主要取

决肾小管上皮细胞对 Ｎａ＋重吸收强度，而这一过程由
钠钾ＡＴＰ酶调控。已发现 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号与钠
钾ＡＴＰ酶之间可以相互调节［６－８，１９］，目前Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路仍是ＤＫＫ１发挥作用的主要通路，但ＤＫＫ１对
钠钾ＡＴＰ酶是否存在调节作用尚不清楚。
　　临床研究显示非肥胖高血压患者血清ＤＫＫ１水平
较血压正常者低［２０］，血清较低的ＤＫＫ１水平可能与高
血压相关。动物研究发现ＳＨＲ大鼠体内Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
被激活，并且出现心肌细胞内 ＤＫＫ１表达水平下
降［２１］。综上，我们使用 ＳＨＲ大鼠，观察 ＤＫＫ１是否在
ＳＨＲ大鼠肾脏中表达也发生改变，且是否能影响肾尿
钠排泄功能和血压。结果显示：ＳＨＲ大鼠肾脏 ＤＫＫ１
表达较ＷＫＹ大鼠降低，而 βｃａｔｅｎｉｎ趋势相反。证明
ＳＨＲ大鼠肾脏内 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号活性增强。随后
外源性加入重组人 ＤＫＫ１蛋白，观察到是否对尿钠和
血压有影响，结果发现：ＳＨＲ大鼠泵入 ＤＫＫ１后与对
照组相比，尿钠和尿量有较明显升高，且血压下降，

　　正常情况下，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ未被激活时，βｃａｔｅｎｉｎ
如果不与细胞膜上钙粘蛋白（Ｃａｄｈｅｒｉｎ）结合形成细胞
间连接的组成部分，则会被激酶糖原合成酶激酶 ３β
（ＧＳＫ３β）组成的复合物磷酸化从而降解。当 Ｗｎｔ蛋
白与细胞膜受体结合激活信号通路后促进 ＧＳＫ３β磷
酸化失活，βｃａｔｅｎｉｎ得以在细胞质中积累，继而入核
后参与转录调节。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路能调节钠钾
ＡＴＰ酶活性与 βｃａｔｅｎｉｎ密切相关。βｃａｔｅｎｉｎ作为
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号传导的关键因子，近几年研究表明
βｃａｔｅｎｉｎ可能从两方面调节钠钾ＡＴＰ酶活性：一是
经Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路，入核后与 ＴＣＦ／ＬＥＦｌ转录因子
相互作用调节靶基因的转录，如研究表明在角膜内皮

细胞中激活 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ增加了其钠钾ＡＴＰ酶活
性［２２］；二是直接作用，如研究发现 βｃａｔｅｎｉｎ在非洲爪

蟾卵母细胞中至少部分独立于 ＳＧＬＴ１直接与钠钾
ＡＴＰ酶相互作用［２３］。另外，在大鼠肾近端小管上皮中

βｃａｔｅｎｉｎ与 Ｃａｔｈｅｒｉｎｅ共定位，当 βｃａｔｅｎｉｎ／Ｃａｔｈｅｒｉｎｅ
复合物的完整性被破坏后，引起钠钾ＡＴＰ酶细胞膜
上的重新分布［１６］，但该文章未明确指出 βｃａｔｅｎｉｎ是
直接还是间接调节钠钾ＡＴＰ酶。因为 βｃａｔｅｎｉｎ／
Ｃａｔｈｅｒｉｎｅ复合物解离通常会导致 βｃａｔｅｎｉｎ核信号传
导的激活［１９，２４］，因此 βｃａｔｅｎｉｎ／Ｃａｔｈｅｒｉｎｅ复合物解离
后，对肾小管上皮细胞钠钾ＡＴＰ酶的影响可能是直
接作用，也可能是解离后的βｃａｔｅｎｉｎ进入细胞核通过
转录调控调节钠钾ＡＴＰ酶。因为 ＤＫＫ１是 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的重要抑制剂，所以我们本研究更倾
向于转录调节对钠钾ＡＴＰ酶的影响。因此，我们提
出了这样一个假设：ＤＫＫ１在 Ｗｎｔ信号传导中以 β
ｃａｔｅｎｉｎ依赖性方式调节肾小管上皮细胞的钠钾ＡＴＰ
酶活性。

　　前面实验结果已显示 ＳＨＲ大鼠肾脏中 ＤＫＫ１表
达下降而βｃａｔｅｎｉｎ水平增高。为验证以上假设，我们
在ＳＨＲＲＰＴ细胞培养基中外源加入重组人 ＤＫＫ１蛋
白，发现βｃａｔｅｎｉｎ下降及钠钾ＡＴＰ酶活性降低，加入
ＢＩＯ（ＧＳＫ３β抑制剂）激活βｃａｔｅｎｉｎ信号转录后，发现
钠钾ＡＴＰ酶活性下降，表明 ＤＫＫ１能降低钠钾ＡＴＰ
酶活性，且可能通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ介导。为表明确实
ＤＫＫ１改变能引起 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ改变而影响钠钾
ＡＴＰ酶活性，在 ＳＨＲＲＰＴ细胞中降低 ＤＫＫ１的表达，
观察到βｃａｔｅｎｉｎ增多（即 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ激活）和钠
钾ＡＴＰ酶活性升高，且在 ＳＨＲＲＰＴ细胞降低 ＤＫＫ１
表达的情况下加入 ＩＣＲＴ１４，抑制 βｃａｔｅｎｉｎ核信号转
录，逆转了之前降低 ＤＫＫ１后钠钾ＡＴＰ酶活性升高
的现象。表明 ＤＫＫ１调节 βｃａｔｅｎｉｎ核信号从而影响
钠钾ＡＴＰ酶活性，也说明 ＤＫＫ１对血压的调节作用
至少部分归功于其对肾脏尿钠排泄功能的调节。此

外，因为钠钾ＡＴＰ酶活性是细胞极性的前提［１８］，且

膜上βｃａｔｅｎｉｎ与Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路之间可以相互调
节［１９，２２］，所以ＤＫＫ１／Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ降低钠钾ＡＴＰ酶
活性时可能会引起 βｃａｔｅｎｉｎ／Ｃａｔｈｅｒｉｎｅ复合物解离，
改变 ＲＰＴ细胞膜钠钾ＡＴＰ酶分布，进一步破坏细胞
极性和钠钾ＡＴＰ酶功能，导致细胞不能泵出多余的
钠离子，从而影响 ＲＰＴ细胞内环境稳态，导致细胞损
伤。研究表明 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ在急性肾损伤中可根据
时间不同，可呈现出相反的结果［１８］。考虑到 ＤＫＫ１与
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Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号的紧密关系，因此，高血压中ＤＫＫ１
是否也可能根据作用时间不同对 ＲＰＴ细胞功能促进
或抑制？而自发性高血压较低的ＤＫＫ１水平是否是有
利于机体在长期的高血压病程中缓解靶器官损伤的进

程？这些都需要更加系统的研究和更长的实验周期来

证明。除此之外，实验中发现 ＷＫＹＲＰＴ细胞在加入
重组ＤＫＫ１蛋白后钠钾ＡＴＰ酶活性降低，而ＷＫＹ大
鼠却无显著变化，可能由于正常机体内 ＤＫＫ１稳态发
生改变时，肾脏自身或与各器官系统相互调节，维持肾

脏功能处于相对正常状态，即使短期内钠钾ＡＴＰ酶
活性发生改变可能也无较明显的肾功能障碍表现，而

在细胞实验中ＷＫＹＲＰＴ细胞无其他外援，所以钠钾
ＡＴＰ酶活性有较明显改变，ＷＫＹ肾皮质钠钾ＡＴＰ酶
活性升高，也说明这种可能性。

　　本研究存在局限性，如实验周期较短，ＳＨＲ组与
ＳＨＲ＋ＤＫＫ１组血压差异不悬殊，ＷＫＹ组与 ＷＫＹ＋

ＤＫＫ１组相比虽无差异，但２４ｈ尿钠有升高趋势，也许
更长期的实验周期可获得更明显的改变。此外还有一

种可能，因为 ＤＫＫ１表达紊乱后涉及多系统及器官的
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号传导的改变，且在不同器官系统中
可能发挥不同功能，产生相反的调节效应。如在心肌

细胞阻断Ｗｎｔ信号通路后可抑制心肌细胞纤维化，而
在血管系统中较高的ＤＫＫ１可促进血管钙化。所以体
内ＤＫＫ１稳态改变对血压的调节可能是一个多系统参
与的复杂的过程。最后，血压改变情况是综合调节后

的结果，具体机制如何还需要进一步更加系统和完善

的研究来证明。

　　综上所述，本研究结果提示：在自发性高血压大鼠
中ＤＫＫ１至少部分通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路抑制
肾小管钠钾ＡＴＰ酶活性，增加尿钠排泄，从而降低血
压。
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