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转录因子Ｓｉｘ１调控肾源性分子表达促进肾脏损伤修复

张曼玲１，２，徐腾飞２，王宇彤１，马　旭１，金　永１，２　　０１００５０呼和浩特，内蒙古医科大学：附属医院风湿免疫科１，内

蒙古自治区风湿病发病机制与免疫诊断重点实验室２

　　［摘要］　目的　探讨急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）后肾源性转录因子正弦眼同源异型盒
１（ｓｉｎｅｏｃｕｌｉｓｈｏｍｅｏｂｏｘ１，Ｓｉｘ１）调控损伤修复的作用机制。方法　将Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠进行肾脏缺血再灌
注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）实验，并于造模后第１、２和３天收集血清样品与肾脏组织；检测
血肌酐、血尿素氮水平及肾脏 ＨＥ染色；检测肾源性分子（Ｓｉｘ１、Ｐａｘ２等）、细胞增殖／迁移基因（Ｃｙｃｌｉｎ
Ａ１、ＭＭＰ９等）表达及分布。在Ｓｉｘ１过表达／基因敲除及氯化钴诱导损伤等细胞模型中，检测凋亡通路
（Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３等）及细胞增殖等分子的表达。此外，利用腺相关病毒体内过表达 Ｓｉｘ１并建立 ＩＲＩ模
型，检测 Ｓｉｘ１等相关分子的表达。结果　ＩＲ损伤后，Ｓｉｘ１在上皮细胞中被显著激活；肾源性及细胞增
殖／迁移分子（Ｐａｘ２、ＣｙｃｌｉｎＡ１、ＭＭＰ９等）表达显著上调（Ｐ＜０．０５），并与 Ｓｉｘ１表达正相关，且增殖迁移
分子（Ｋｉ６７、ＭＭＰ９）同样定位于小管上皮细胞。在 Ｓｉｘ１过表达细胞模型中，肾源性与细胞增殖／迁移分
子（Ｐａｘ２、ＣｙｃｌｉｎＡ１、ＭＭＰ９等）表达水平也显著上调（Ｐ＜０．０５）。在过表达 Ｓｉｘ１肾脏中，肾源性及抗凋
亡分子（Ｓｉｘ２、Ｐａｘ２、Ｂｃｌ２等）表达上调，肾损伤分子（Ｋｉｍ１）表达减少；而在ＩＲ损伤第２天，过表达Ｓｉｘ１肾脏
中抗凋亡基因（Ｂｃｌ２、Ｓｔａｔ３）显著上调（Ｐ＜０．０５），损伤及凋亡分子（Ｋｉｍ１、Ｃａｓｐａｓｅ３）显著下调（Ｐ＜０．０５）。在
氯化钴诱导模型中，与对照正常细胞比较，细胞增殖率在 Ｓｉｘ１敲除细胞（ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１－／－）中显著下降
（Ｐ＜０．０５），而在Ｓｉｘ１过表达细胞（ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１）中升高（Ｐ＜０．０５）；肾源性、抗凋亡通路及细胞增殖／迁
移分子（Ｐａｘ２、Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＡ１、ＭＭＰ９等）表达在ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１－／－中减少，凋亡与肾损伤（Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｋｉｍ１）
分子在ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１中显著下调（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＫＩ后激活的Ｓｉｘ１通过上调肾源性分子的表达，并
诱导抗凋亡通路分子表达，促进肾小管上皮细胞的增殖／迁移，参与了ＩＲ诱导肾脏损伤的修复。
　　［关键词］　 急性肾损伤；肾源性分子；转录因子Ｓｉｘ１；细胞增殖与迁移
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＳｉｘ１ａｆｔｅｒＡＫＩｃａｎ
ｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ／ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｎｅｐｈｒｏｇｅｎｉｃｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｎｄ
ｉｎｄｕｃｉｎｇａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃｐａｔｈｗａｙｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，ａｎｄｔｈｅｎ，ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎＩＲｉｎｄｕｃｅｄｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｒｅｐａｉｒ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ；ｎｅｐｈｒｏｇｅｎｉｃｍｏｌｅｃｕｌｅ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＳｉｘ１；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２２６０１３８，８２３６０１４０），ｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ（２０２２ＱＮ０８０２２），
ｔｈｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｏｊｅｃｔｆｏｒＹｏｕｎｇＴａｌｅｎｔｓｏｆＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＣｏｌｌｅｇｅｓａｎｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ（ＮＪＹＴ２３０４９），ａｎｄｔｈｅＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｉｔｉａｔｉｏｎ
ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＩｎｔｒｏｄｕｃｅｄＤｏｃｔｏｒｓｏｆｔｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（２０２２ＮＹＦＹＢＳ００５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＪＩＮＹｏｎｇ，
Ｅｍａｉｌ：２０２１２３０８＠ｉｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是多种原
因引起的以肾功能快速下降及代谢废物蓄积为表现的

临床危重综合征，其发病率和死亡率一直居高不下。

在住院患者中 ＡＫＩ发病率可高达８％～１０％［１］。值得
庆幸的是肾脏具有一定的自我修复能力，即使是严重

的损伤，当损伤因素终止后，患者的肾功能也有可能重

新恢复［２－３］。最新研究提示，肾脏在内源性修复过程

中，肾脏胚胎发育相关的关键分子被重现激活，并对损

伤修复起积极作用［４－６］。这些在肾脏发生过程中显著

表达，肾脏发育结束后不表达或低表达，而在肾脏损伤

修复中的重新激活的分子被称为肾源性分子，如性别

决定区Ｙ框蛋白９（ＳＲＹｒｅｌａｔｅｄｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ
ｇｅｎｅ９，Ｓｏｘ９）［４］、配对盒基因２蛋白（ｐａｉｒｅｄｂｏｘｇｅｎｅ２，
Ｐａｘ２）［６］、性别决定区 Ｙ框蛋白 ４（ＳＲＹｒｅｌａｔｅｄｈｉｇｈ
ｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘｇｅｎｅ４，Ｓｏｘ４）［７］、正弦眼同源异型盒
１（ｓｉｎｅｏｃｕｌｉｓｈｏｍｅｏｂｏｘ１，Ｓｉｘ１）［８］等。基于对损伤后

关键发育基因重新激活的研究，肾脏损伤修复“重现”

胚肾发育途径的说法被提出［９］。然而，重新激活的基

因是否使用发育过程中类似的基因调控网络来再生修

复受损细胞，是否在损伤修复的细胞分子通路中存在

关键的基因，尚不清楚。

　　Ｓｉｘ１为Ｓｉｘ基因家族的一员，是调控哺乳动物胚
胎发育的关键转录因子，同时参与多种组织器官的发

育［１０－１１］和恶性肿瘤的发生［１２］。研究报道Ｓｉｘ１通过调
节肾源性始祖细胞的活力，促进小鼠肾脏的发育［１３］，

此外，作为影响肾脏发育的 ＳｉｘＰａｘＧｄｎｆ信号通路的
关键转录因子，影响包括 Ｓｉｘ２、Ｓｉｘ４、Ｐａｘ２、Ｐａｘ８、Ｇｄｎｆ
等调节因子的表达［１４－１６］。本课题组前期研究发现

Ｓｉｘ１通过促进细胞增殖／迁移以及抑制炎症来减轻小
鼠缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）诱导的肾脏
损害［８］。但对于 Ｓｉｘ１调控其他肾源性分子表达进而
促进肾脏损伤修复的研究有待深入探索。因此，本研

９０６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）



究拟在前期研究基础上通过构建ＩＲ小鼠模型、Ｓｉｘ１过
表达动物与细胞模型及细胞损伤模型，观察肾源性分

子在ＩＲ诱导的 ＡＫＩ中的激活，探究 Ｓｉｘ１对肾源性分
子表达的调控作用，及促进肾脏损伤修复的机制，为临

床防治ＡＫＩ提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　实验动物与细胞
　　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠，８～１０周，体质量 １８～２５ｇ，
由斯贝福（北京）生物技术有限公司（许可证号：ＳＣＸＫ
京２０１９００１０）提供，所有动物实验经过内蒙古医科大
学医学伦理委员会批准（ＹＫＤ２０２２０１１８７）；人 ＨＫ２、小
鼠ＴＣＭＫ１细胞、Ｓｉｘ１基因敲除细胞（ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１－／－）
以及过表达载体ｐＣＡＧＤＮＡ３、Ｔ载体、绿色荧光蛋白载
体ｐＥＧＦＰＣ１由内蒙古自治区风湿病发病机制与免疫
诊断重点实验室提供；用于小鼠体内过表达 Ｓｉｘ１的腺
相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）（ＡＡＶＳｉｘ１）及
对照病毒（ＡＡＶＣｏｎｔｒｏｌ）由上海吉凯基因公司提供。
１．２　主要试剂与仪器
　　ＤＭＥＭ、ＦＢＳ等细胞培养试剂购自美国 ＧＩＢＣＯ公
司；ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＱＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒购自中国诺唯
赞生物公司；脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００、遗传霉素
Ｇ４１８购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＲＮＡ提取试剂盒购自美
国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｋｉ６７（兔源抗小鼠）、Ｐａｘ２（兔源抗小
鼠）、Ｗｔ１（兔源抗小鼠）、ＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧＨ＆Ｌ
（ＨＲＰ）（羊源抗小鼠）抗体购自美国Ａｂｃａｍ公司；Ｓｉｘ１
（鼠源抗人）抗体购自美国 ＳＡＮＴＡ公司；Ｓｉｘ１（兔源抗
小鼠）抗体购自美国 ＣＳＴ公司；Ｓｉｘ２（兔源抗人）、
Ａｑｐ１（鼠源抗人）、ＭＭＰ９（兔源抗人）、Ｇａｐｄｈ（鼠源抗
人）抗体购自中国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔ
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ４８８／５４６（羊源抗兔）、Ｇｏａｔ
ａｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ４８８／５４６（羊源
抗鼠）、ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），ＨＲＰ（羊源抗兔）
抗体，购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司。ＰＣＲ仪购自美国
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，电泳槽及凝胶成像仪购自美
国ＢＩＯＲＡＤ公司，荧光倒置显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ公
司，荧光定量ＰＣＲ仪购自美国罗氏公司。
１．３　方法
１．３．１　缺血再灌注诱导的肾损伤小鼠模型的构建　
　使用８～１０周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，建立单侧肾脏
ＩＲ诱导损伤模型。实验模型组与假手术对照组（Ｓｈａｍ
组，只暴露左侧肾蒂，并不夹闭），每组小鼠 ５只。小
鼠麻醉后，左侧腹背切口并暴露左侧肾脏，利用微血管

钳夹闭肾蒂４５ｍｉｎ，当肾脏颜色由鲜红转变为暗红色，
判断夹闭成功。夹闭时间完成后，即刻取下微血管钳，

随后手术缝合。造模手术后的第１天（ＩＲＩ１ｄ组）、第
２天（ＩＲＩ２ｄ组）和第３天（ＩＲＩ３ｄ组）进行血清样品
与肾脏组织样品取样。利用酶法测定血肌酐（ｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＳＣｒ）及血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）
的浓度，具体方法见试剂盒说明（南京建成生物公

司）。小鼠模型肾脏病理染色（ＨＥ）与损伤评分参照
前期已发表论文［８］。

１．３．２　ＡＫＩ后肾源性分子及损伤修复基因的表达分析
１．３．２．１　Ｓｉｘ１及相关分子在损伤肾脏中的表达与定
位　　Ｓｉｘ１等分子 ｍＲＮＡ检测：肾脏匀浆并提取总
ＲＮＡ，利用ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＱＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ，获得ｃＤＮＡ；以
ＧｅｎｅＢａｎｋ已报道的肾源性（Ｓｉｘ１、Ｐａｘ２、Ｓｉｘ２、Ｓｏｘ９及
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）与损伤修复（ＣｙｃｌｉｎＡ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｍｙｃ及
ＭＭＰ９），抗凋亡（Ｂｃｌ２和Ｓｔａｔ３），以及损伤凋亡（Ｋｉｍ１、
Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９）等分子序列，设计相应的引物
见表１，进行实时定量ＰＣＲ，检测上述基因相对于内参
基因（βＡｃｔｉｎ）的表达量。

表１　目的基因引物序列

基因名称 引物序列（５′→３′） 片段大小／ｂｐ

Ｓｉｘ１
ＡＡＧＧＡＧＧＧＡＡＣＣＴＧＧＡＡＣ
ＧＧＴＧＡＴＴＧＴＧＡＧＧＣＧＡＧＡＡＧ

１７４

Ｐａｘ２
ＴＡＣＧＡＧＡＣＴＧＧＣＡＧＣＡＴＣＡＡ
ＣＧＧＧＴＴＣＴＧＴＣＧＣＴＴＧＴＡＴＴ

１０５

Ｓｉｘ２
ＴＧＴＧＧＧＡＧＧＧＣＧＡＴＡＧＡＴＴＣ
ＣＣＡＡＡＧＧＡＴＡＣＣＧＡＧＣＡＧＡＣＣ

１１９

Ｓｏｘ９
ＣＣＡＧＧＴＧＣＴＧＡＡＧＧＧＣＴＡＣ
ＣＴＣＣＴＣＣＡＣＧＡＡＧＧＧＴＣＴＣ

２３８

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
ＣＣＣＡＧＡＴＴＣＡＧＧＡＡＣＡＧＣＡ
ＡＧＧＧＣＡＴＣＣＡＣＴＴＣＡＣＡＧＧ

２５９

ＣｙｃｌｉｎＡ１
ＣＣＡＣＣＡＣＣＣＡＴＧＣＣＣＡＧＴＣＡＧＡ
ＣＣＡＡＣＣＴＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＧＴＣＣＡ

１９９

ＣｙｃｌｉｎＤ１
ＴＧＴＧＡＧＧＡＧＣＡＧＡＡＧＴＧＣＧＡＡＧＡ
ＧＣＣＧＧＡＴＡＧＡＧＴＴＧＴＣＡＧＴＧＴＡＧＡＴＧ

１９９

Ｃｍｙｃ
ＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＧＡＧＴＴＡＣＴＴＧＧＡＧＧ
ＣＴＣＡＧＧＣＴＧＧＴＧＣＴＧＴＣＴＴＴＧＣ

１９１

ＭＭＰ９
ＣＡＣＧＧＣＡＡＣＧＧＡＧＡＡＧＧＣＡＡＡＣ
ＣＧＴＣＣＡＣＴＣＧＧＧＴＡＧＧＧＣＡＧＡＡ

１６６

Ｂｃｌ２
ＧＴＧＧＴＧＧＡＧＧＡＡＣＴＣＴＴＣＡＧＧＧ
ＧＣＣＧＧＴＴＣＡＧＧＴＡＣＴＣＡＧＴＣＡＴ

１５４

Ｓｔａｔ３
ＡＣＴＴＣＡＧＡＣＣＣＧＣＣＡＡＣＡＡＡ
ＣＴＣＣＡＣＣＡＣＧＡＡＧＧＣＡＣＴＣＴ

１５１

Ｋｉｍ１
ＡＴＧＣＣＣＡＴＣＴＴＣＴＧＣＴＴＧＴＣ
ＣＣＡＴＣＣＡＧＧＡＡＴＣＴＣＣＡＣＴＣ

１８４

Ｂａｘ
ＣＡＧＧＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡ
ＣＡＡＡＧＴＡＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＡＣＣＡＣ

１９６

Ｃａｓｐａｓｅ３
ＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＡＧＧＡＧＡＴＧＧＣ
ＧＧＧＡＣＴＧＧＡＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＣ

１２７

Ｃａｓｐａｓｅ９
ＴＧＣＧＧＴＧＧＴＧＡＧＣＡＧＡＡＡＧＡ
ＣＴＧＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＧＴＡＧＧＡＣＡ

１９０
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　　Ｓｉｘ１蛋白印迹检测：蛋白样品加入上样缓存液后，
进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，随后通过转膜电泳将目的

蛋白转移至聚偏氟乙烯膜；脱脂奶粉封闭后，进行一抗

孵育（Ｓｉｘ１，１∶２０００），４℃过夜；经过洗涤，室温进行
二抗［ＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧＨ＆Ｌ（ＨＲＰ），１∶４０００］孵育
１．５ｈ；洗膜后，利用化学发光液浸润聚偏氟乙烯膜，在
凝胶成像仪中进行显影拍照。

　　肾脏Ｓｉｘ１与Ａｑｐ１／ＭＭＰ９免疫荧光共染色：冰冻
切片经 １０％的山羊血清封闭后，加入一抗（Ｓｉｘ１，
１∶１００；ＡＱＰ１，１∶１００）或（Ｓｉｘ１，１∶１００；ＭＭＰ９，１∶１００），
４℃过夜。避光加二抗［ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔ／ＭｏｕｓｅＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ），ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ ４８８：１∶５００；ＧｏａｔａｎｔｉＭｏｕｓｅ／
ＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ５４６：１∶５００］，避光
孵育１ｈ后，移除二抗。加入适量细胞核染色液，荧光
显微镜下观察。

　　肾脏Ｋｉ６７免疫组织化学染色：石蜡组织切片经二
甲苯脱蜡、乙醇水化、柠檬酸／柠檬酸三钠抗原修复、过
氧化氢处理及山羊血清封闭后，加入一抗（Ｋｉ６７，
１∶１００），４℃过夜。加二抗［ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），
ＨＲＰ：１∶５００］，室温避光孵育 １ｈ后。向切片中加入
适量配置显色液，光学显微镜下观察染色结果。

１．３．２．２　Ｓｉｘ１表达与肾源性等分子表达的相关性分
析　　基于ＡＫＩ后不同阶段小鼠肾脏中 Ｓｉｘ１及肾源
性、损伤修复分子 ｍＲＮＡ表达结果，利用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ６．０统计分析软件，对Ｓｉｘ１及不同基因的ｍＲＮＡ
表达进行相关性分析。

１．３．３　转染Ｓｉｘ１过表达载体上皮细胞的建立
１．３．３．１　Ｓｉｘ１过表达载体的构建　　小鼠 Ｓｉｘ１基因
克隆：提取肾脏总 ＲＮＡ，反转录获得 ｃＤＮＡ；利用 ＰＣＲ
引物：上游 ５′ＧＣＧＡＧＣＴＣＣＣＣＡＧＣＴＣＴＧＣＴＣＡＣＴＧ３′，
下游５′ＧＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＡＣＴＴＡＧＧＡＡＣＣＣＡＡ３′进行扩
增，经过电泳及凝胶回收，获得 Ｓｉｘ１ｃＤＮＡ；将该 ｃＤＮＡ
与Ｔ载体连接，并测序比对。
　　过表达载体构建：限制性内切酶 ＢａｍＨＩ酶切
Ｓｉｘ１Ｔ载体及 ｐＣＡＧＤＮＡ３载体，经凝胶电泳并回收
ＤＮＡ片段；将Ｓｉｘ１ｃＤＮＡ片段与ｐＣＡＧＤＮＡ３载体片段
连接；通过重组质粒酶切鉴定，获得正确连接的

ｐＣＡＧＤＮＡ３ｍＳｉｘ１载体。
１．３．３．２　Ｓｉｘ１过表达细胞的建立及相关分子表达鉴
定　　细胞转染及筛选具体方法参照已发表论文［８］，

Ｓｉｘ１过表达人与小鼠上皮细胞（ＨＫ２Ｓｉｘ１组，ＴＣＭＫ１
Ｓｉｘ１组），转染空载体的细胞（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）进行总 ＲＮＡ
及总蛋白提取，利用实时定量 ＰＣＲ检测 ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１
中 Ｓｉｘ１、Ｓｉｘ２、Ｐａｘ２、Ｓｏｘ９、ＣｙｃｌｉｎＡ１、Ｃｍｙｃ及 ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ水平；利用抗体（Ｓｉｘ１，Ｓｉｘ２，Ｐａｘ２，Ｗｔ１）免疫印
迹检测ＨＫ２Ｓｉｘ１中Ｓｉｘ１、Ｓｉｘ２、Ｐａｘ２及Ｗｔ１蛋白表达。

１．３．４　肾脏过表达Ｓｉｘ１小鼠模型的建立　　腺相关
病毒注射具体方法见文献［８］。病毒注射感染肾脏２周
后，进行相关分子（Ｓｉｘ１、Ｓｉｘ２、Ｐａｘ２、Ｓｏｘ９、Ｂｃｌ２、Ｓｔａｔ３及
Ｋｉｍ１）ｍＲＮＡ表达检测。Ｓｉｘ１过表达小鼠（ＡＡＶＳｉｘ１
组）与对照小鼠（ＡＡＶＣｏｎｔｒｏｌ组），在 ＩＲＩ２ｄ进行血
清与肾脏样品收集，并检测 ＳＣｒ与 ＢＵＮ水平，同时检
测 Ｂｃｌ２、Ｓｔａｔ３、Ｋｉｍ１、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９分子
ｍＲＮＡ表达水平。
１．３．５　氯化钴诱导细胞损伤模型的建立及相关分子
表达鉴定　　细胞增殖率检测：对照组（ＴＣＭＫ１
Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、基因敲除（ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１－／－组）及过表达
（ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１组）细胞，以５．０×１０３个／孔细胞接种于
９６孔培养皿中（每组 ５个复孔），ＤＭＥＭ／Ｆ１２中培养
２４ｈ后，添加氯化钴（终浓度为 １００ｎｇ／ｍＬ），处理
２４ｈ。随后利用 ＣＣＫ－８试剂盒检测细胞增殖率。同
时提取各组细胞总ＲＮＡ，并利用实时定量ＰＣＲ检测相
关分子（Ｓｉｘ２、Ｓｏｘ９、Ｐａｘ２、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｋｉｍ１、Ｃｙｃｌｉｎ
Ａ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１及ＭＭＰ９）的表达。
１．４　统计学分析
　　研究数据以 珋ｘ±ｓ表示。当比较２组数据时，使用
独立样本 ｔ检验进行统计分析。当比较３组或多组数
据时，进行单因素方差分析，接着进行 Ｄｕｎｎｅｔｔ检验或
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正。使用ＳＰＳＳ１０．０软件评估差异。Ｐ＜０．０５
视为差异具有统计学意义。采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０
软件绘制柱状、点状图。

２　结果

２．１　ＩＲＩ后小鼠肾脏损伤显著
　　利用 ＩＲ诱导建立小鼠 ＡＫＩ模型。图１Ａ为建立
模型的具体策略。经过造模处理后，发现：与假手术

（Ｓｈａｍ组）肾脏形态对比，ＩＲＩ１ｄ组肾脏明显充血并
呈现鲜红色，ＩＲＩ２ｄ组出现肿胀，而 ＩＲＩ３ｄ组充血肿
胀最为显著（图１Ｂ）。肾脏ＨＥ染色表明：ＩＲＩ１ｄ组开
始出现小管上皮细胞极性改变、刷状缘脱落、轻微的蛋

白管型形成，免疫细胞浸润，肾小球出现萎缩；在 ＩＲＩ
２ｄ组中，小管上皮细胞脱落明显，在管腔中形成大量
的蛋白管型，免疫细胞浸润明显，肾小球明显萎缩，毛

细血管毁坏；而在ＩＲＩ３ｄ组中蛋白管型严重阻塞肾小
管，免疫细胞浸润严重，肾小球显著萎缩（图１Ｃ）；肾脏
损伤评分提示，ＩＲＩ２ｄ、ＩＲＩ３ｄ组损伤显著高于 ＩＲＩ
１ｄ组（Ｐ＜０．０５）（图１Ｆ）。ＩＲＩ１ｄ、ＩＲＩ２ｄ、ＩＲＩ３ｄ组，
ＳＣｒ水平显著高于 Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５），而在造模组之间没
有显著差异；ＢＵＮ水平在ＩＲＩ２ｄ、ＩＲＩ３ｄ组中显著高于
Ｓｈａｍ组，且在ＩＲＩ３ｄ组中最高（Ｐ＜０．０５）（图１Ｄ、Ｅ）。

１１６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＩＲＩ１ｄ组比较
Ａ：ＡＫＩ小鼠模型构建策略；Ｂ：不同时间点造模组（ＩＲＩ１ｄ、ＩＲＩ２ｄ、ＩＲＩ３ｄ）与假手术组（Ｓｈａｍ）肾脏形态　Ｌ：左
侧肾脏，Ｒ：右侧肾脏；Ｃ：不同组别肾脏ＨＥ病理染色；Ｄ、Ｅ：血肌酐及尿素氮水平；Ｆ．肾脏损伤病理评分

图１　缺血再灌注对小鼠肾脏病理及功能影响（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．２　ＡＫＩ后Ｓｉｘ１在肾小管上皮细胞中表达上调
　　实时定量 ＰＣＲ对损伤肾脏 ｍＲＮＡ表达分析，发
现Ｓｉｘ１在ＡＫＩ后被激活，其表达在损伤后第 １天（ＩＲＩ
１ｄ）显著增加（２．４倍，Ｐ＜０．０５），在第２天（ＩＲＩ２ｄ）
时达到峰值（５．９倍），随后在第３天（ＩＲＩ３ｄ）时有所
下降（４．３倍），但与假手术组（Ｓｈａｍ）相比，Ｓｉｘ１的表
达均显著升高（Ｐ＜０．０５）（图 ２Ａ）。Ｓｉｘ１蛋白质表达
趋势与 ｍＲＮＡ相同（图 ２Ｂ）。为证实 Ｓｉｘ１表达分布，
对ＩＲＩ２ｄ组与Ｓｈａｍ组肾脏标本，进行免疫荧光检测，
发现Ｓｉｘ１基因定位于肾小管上皮细胞，并与近端小管
细胞标记Ａｑｐ１共定位（图２Ｃ）。
２．３　肾脏发育基因及细胞增殖／迁移分子在肾脏损伤

后表达上调并与Ｓｉｘ１表达正相关
　　实时定量 ＰＣＲ检测发现：肾源性转录因子 Ｐａｘ２
与Ｓｉｘ２在 ＩＲＩ２ｄ、３ｄ肾脏中显著表达（Ｐ＜０．０５），与
Ｓｈａｍ组相比，分别升高１．８倍、２．３倍与２．４倍、１．５倍；
同样肾脏源性分子 Ｓｏｘ９与 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，在 ＩＲＩ１ｄ、２ｄ、

３ｄ肾脏中均表达显著上调（Ｐ＜０．０５），与 Ｓｈａｍ组相
比，分别升高４．２倍、６．２倍、３．５倍与２．２倍、１．８倍、
３．３倍（图３Ａ）。上述结果并结合Ｓｉｘ１表达趋势，统计
分析表明Ｓｉｘ１表达与Ｐａｘ２（ｒ＝０．５１２７；Ｐ＝０．１５８１）、
Ｓｏｘ９（ｒ＝０．６６３１；Ｐ＝０．０５１６）、Ｓｉｘ２（ｒ＝０．８３２０；Ｐ＝
０．００５４）表达均正相关（图 ３Ｃ），其中 Ｓｉｘ１与 Ｓｉｘ２表
达显著相关（Ｐ＜０．０５）。
　　此外，与 Ｓｈａｍ组相比，细胞周期分子 ＣｙｃｌｉｎＡ１、
ＣｙｃｌｉｎＤ１及Ｃｍｙｃ表达，同样在ＩＲＩ２ｄ、３ｄ肾脏中显
著上调（Ｐ＜０．０５）；而细胞迁移分子ＭＭＰ９在ＩＲＩ１ｄ、
２ｄ、３ｄ肾脏中表达均显著上调（Ｐ＜０．０５）（图 ３Ｂ）。
利用统计分析软件，损伤后肾脏中ＣｙｃｌｉｎＡ１（ｒ＝０．７４５８；
Ｐ＝０．０２１０）、Ｃｍｙｃ（ｒ＝０．８０６４；Ｐ＝０．００８６）及
ＭＭＰ９（ｒ＝０．８４６２；Ｐ＝０．００４０）表达均与Ｓｉｘ１表达呈
显著正相关（Ｐ＜０．０５），其中细胞增殖分子Ｃｍｙｃ与细
胞迁移分子 ＭＭＰ９表达与 Ｓｉｘ１表达相关性较好
（图３Ｄ）。

２１６２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图２　转录因子Ｓｉｘ１在ＡＫＩ后的肾小管上皮细胞中的表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ｍＲＮＡ表达水平

图３　ＡＫＩ后肾脏发育相关分子与细胞增殖／迁移基因表达情况（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

（图３Ｃ、Ｄ续下页）
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续图３　ＡＫＩ后肾脏发育相关分子与细胞增殖／迁移基因表达情况（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．４　ＩＲ诱导损伤后肾脏细胞增殖／迁移分子表达定
位与Ｓｉｘ１分布有关

　　免疫荧光染色表明，ＡＫＩ后小管上皮细胞中迁移分
子ＭＭＰ９在ＩＲＩ２ｄ中显著提升，并与Ｓｉｘ１基因分布密

切相关（图 ４Ａ）。基于Ｓｉｘ１基因在ＩＲ损伤后第２天表
达最高，且与细胞周期蛋白表达正相关，进一步通过免

疫组织化学染色对ＩＲＩ２ｄ中细胞增殖标记物Ｋｉ６７进
行检测，发现上皮细胞中Ｋｉ６７表达显著上调（图 ４Ｂ）。
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Ａ：免疫荧光检测ＩＲＩ２ｄ组与Ｓｈａｍ组肾脏ＭＭＰ９及Ｓｉｘ１表达及分布情况；Ｂ：免疫组织化学检测Ｋｉ６７在ＩＲＩ２ｄ
组与Ｓｈａｍ组中表达与分布情况

图４　肾脏损伤后细胞增殖／迁移分子表达定位与Ｓｉｘ１分布情况
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２．５　细胞模型中Ｓｉｘ１过表达促进肾源性分子与细胞
增殖／迁移分子表达

　　成功构建Ｓｉｘ１过表达载体（图５Ａ），克隆并获得小
鼠Ｓｉｘ１基因表达序列（图５Ｂ），经 ＤＮＡ测序比对正确
后，将目的片段与表达载体骨架（图５Ｃ）连接并获得完
整的过表达载体。随后转染人肾小管上皮细胞（ＨＫ２），

建立Ｓｉｘ１过表达细胞模型（ＨＫ２Ｓｉｘ１）（图５Ｄ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ检测发现：与对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）相比，ＨＫ２Ｓｉｘ１组
中Ｓｉｘ１、Ｓｉｘ２、Ｐａｘ２、Ｗｔ１蛋白表达增加（图 ５Ｅ、Ｆ）。此
外，在 Ｓｉｘ１过表达鼠上皮细胞（ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１组）中，
Ｓｉｘ１、Ｓｉｘ２、Ｐａｘ２、Ｓｏｘ９、ＣｙｃｌｉｎＡ１、Ｃｍｙｃ及ＭＭＰ９ｍＲＮＡ
水平也显著性高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５）（图５Ｇ、Ｈ）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；Ｃｏｎｔｒｏｌ：对照细胞；ＨＫ２Ｓｉｘ１：Ｓｉｘ１过表达人上皮细胞；ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１：
Ｓｉｘ１过表达鼠上皮细胞
Ａ：Ｓｉｘ１过表达载体结构；Ｂ：小鼠Ｓｉｘ１基因ＰＣＲ产物（Ｌａｎｅ１）　Ｍ１：１００ｂｐ分子量标准；Ｃ：Ｓｉｘ１与表达载体酶
切产物（Ｌａｎｅ４、５和Ｌａｎｅ２、３）及片段回收产物电泳（Ｌａｎｅ６和Ｌａｎｅ１）　Ｍ１：１００ｂｐ分子量标准；Ｍ２：１Ｋｂｐ分
子量标准；Ｄ：药物筛选后Ｓｉｘ１过表达细胞；Ｅ：ＨＫ２Ｓｉｘ１中Ｓｉｘ１、Ｓｉｘ２、Ｐａｘ２、Ｗｔ１的蛋白表达水平；Ｆ：定量分析
ＨＫ２Ｓｉｘ１与Ｃｏｎｔｒｏｌ中基因蛋白表达差异；Ｇ：ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１中肾源性（Ｓｉｘ１、Ｓｉｘ２、Ｐａｘ２及Ｓｏｘ９）分子的ｍＲＮＡ表达
水平；Ｈ：增殖／迁移（ＣｙｃｌｉｎＡ１、Ｃｍｙｃ、ＭＭＰ９）分子在 ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１中的ｍＲＮＡ表达水平

图５　过表达Ｓｉｘ１细胞中肾源性分子及细胞增殖／迁移基因的表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

５１６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）



２．６　体内过表达的 Ｓｉｘ１上调肾源性、抗凋亡基因及
抑制凋亡分子并减轻肾脏损伤

　　成功构建肾脏过表达 Ｓｉｘ１小鼠模型，实时定量
ＰＣＲ检测发现，与对照小鼠（ＡＡＶＣｏｎｔｒｏｌ组）相比，
Ｓｉｘ１过表达小鼠（ＡＡＶＳｉｘ１组）肾脏中，Ｓｉｘ１、Ｓｉｘ２、
Ｓｏｘ９、Ｐａｘ２及抗凋亡信号通路基因（Ｂｃｌ２和 Ｓｔａｔ３）
ｍＲＮＡ表达水平显著性上调（Ｐ＜０．０５）（图６Ａ、Ｂ），肾脏损
伤分子Ｋｉｍ１下调。而 ＩＲ诱导损伤第２天（ＩＲＩ２ｄ），
ＡＡＶＳｉｘ１组小鼠与 ＡＡＶＣｏｎｔｒｏｌ组比较，ＳＣｒ和 ＢＵＮ
水平显著下降（Ｐ＜０．０５）（图 ６Ｃ、Ｄ）。与 ＡＡＶＣｏｎｔｒｏｌ
组相比，ＡＡＶＳｉｘ１组中 Ｂｃｌ２和 Ｓｔａｔ３ｍＲＮＡ表达显著
增加（Ｐ＜０．０５）；损伤凋亡分子（Ｋｉｍ１、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｃａｓｐａｓｅ９）表达下调（图 ６Ｅ）。
２．７　细胞损伤模型中 Ｓｉｘ１过表达促进细胞增殖而

Ｓｉｘ１敲除抑制细胞增殖
　　利用ＣＣＫ８法对氯化钴处理的不同细胞进行细
胞增殖率检测，发现：与 ＴＣＭＫ１Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，细胞
增殖率在 ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１－／－组中显著下降（Ｐ＜０．０５），而
ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１组中升高（图 ７Ａ）；实时定量ＰＣＲ检测表

明，Ｓｉｘ２、Ｓｏｘ９、Ｐａｘ２、Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＡ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１及
ＭＭＰ９表达，在 ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１－／－组中减少而在 ＴＣＭＫ１
Ｓｉｘ１组中增加，Ｃａｓｐａｓｅ３与 Ｋｉｍ１在 ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１－／－组
中上调而在ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１组中下调（图 ７Ｂ～Ｄ）。

３　讨论

３．１　肾脏损伤修复中肾源性分子激活的研究现状
　　肾脏内源性修复，是 ＡＫＩ转归的决定性因素。当
损伤发生后，持续的间质性炎症诱发毛细血管毁坏、肾

小管丧失、肾小球硬化，导致内源性修复调控失调，最

终出现肾小管萎缩和肾间质纤维化，即“适应不良性

修复”［１７］。而在多种细胞分子的精密调控下，正常启

动的内源性修复通路可协调无菌炎症的消退及损伤的

肾小管上皮细胞的再生，促进肾小管正常结构与功能

的重建，完成“适应性修复”［１８］。在这种“适应性修

复”过程中，一些肾脏早期发育的基因（Ｓｏｘ９、Ｐａｘ２等）
被证实重新激活，并参与了损伤的修复［１９］。在本研究

中发现，转录因子 Ｓｉｘ１在 ＩＲ损伤后的上皮细胞中被
激活，且其表达与肾损伤后激活的肾源性分子及细胞
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＡＡＶＣｏｎｔｒｏｌ组比较；ＡＡＶＣｏｎｔｒｏｌ：对照组小鼠；ＡＡＶＳｉｘ１：Ｓｉｘ１过表达小鼠
Ａ、Ｂ：ＡＡＶ感染后肾脏中肾源性（Ｓｉｘ１、Ｓｉｘ２、Ｐａｘ２、Ｓｏｘ９），凋亡相关（Ｂｃｌ２、Ｓｔａｔ３、Ｋｉｍ１）基因的 ｍＲＮＡ表达水平；
Ｃ、Ｄ：ＩＲ诱导损伤第 ２天，ＡＡＶＳｉｘ１组与 ＡＡＶＣｏｎｔｒｏｌ组血清肌酐及尿素氮水平；Ｅ：Ｂｃｌ２、Ｓｔａｔ３、Ｋｉｍ１、Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９在ＡＡＶＳｉｘ１小鼠肾脏中的ｍＲＮＡ表达水平

图６　体内Ｓｉｘ１过表达对肾源性、凋亡相关等分子表达以及肾脏功能的影响（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＴＣＭＫ１Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１－／－组比较；ＴＣＭＫ１Ｃｏｎｔｒｏｌ：对照组
细胞；ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１－／－：Ｓｉｘ１基因敲除细胞；ＴＣＭＫ１Ｓｉｘ１：Ｓｉｘ１过表达细胞
Ａ：ＣＣＫ８分析不同细胞损伤后增殖率；Ｂ：不同细胞中肾源性分子Ｓｉｘ２、Ｓｏｘ９、Ｐａｘ２的ｍＲＮＡ表达水平；Ｃ：凋亡相
关分子Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｋｉｍ１的ｍＲＮＡ表达水平；Ｄ：增殖／迁移分子ＣｙｃｌｉｎＡ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ９的ｍＲＮＡ表达水平

图７　在细胞损伤模型中Ｓｉｘ１过表达与敲除对相关基因表达及细胞增殖的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

增殖／迁移密切相关。进一步的体外体内模型研究证
实，Ｓｉｘ１可诱导肾源性分子、抗凋亡信号通路基因、细
胞周期蛋白及细胞迁移分子的表达，同时抑制损伤凋

亡分子的表达，进而促进细胞再生，减轻肾脏损伤。

　　在肾脏发育早期阶段，Ｓｉｘ１通过调控肾祖细胞的
功能活性，来影响肾脏的发育［２０］。而 ＡＫＩ中，发现
Ｓｉｘ１的激活与上皮细胞的增殖／迁移存在着紧密的时
空关联性，提示激活的Ｓｉｘ１的功能可能与其在胚肾发
育过程中的功能存在着一定的相似性。此外，ＡＫＩ后，
Ｓｉｘ１基因的表达在第１天时增加，第２天时达到高峰，
而第３天时下降，这种激活表达模式与其在肾脏发育
中的模式相似，同样与先前报道的肾源性分子Ｐａｘ２损
伤后瞬时激活表达模式一致［１６，２１］。

３．２　肾源性分子 Ｓｉｘ１对细胞增殖／迁移与抗凋亡的
调控

　　在大多数成体组织中，Ｓｉｘ１基因并不表达［２２］。然

而，在多种肿瘤细胞中，Ｓｉｘ１基因被激活，其表达显著

上调，并且被证实其通过促进细胞增殖和迁移，参与肿

瘤的生长。研究表明，Ｓｉｘ１通过靶向结合细胞周期蛋
白ＣｙｃｌｉｎＡ启动子，上调其表达水平，进而促进乳腺细
胞增殖［２３］。而在胰腺癌中，激活的Ｓｉｘ１可上调细胞周
期蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１的 ｍＲＮＡ和蛋白的表达，并显著增
强 ＣｙｃｌｉｎＤ１启动子的活性［２４］。本研究证实，在肾损

伤修复过程中 Ｓｉｘ１能够增加 ＣｙｃｌｉｎＡ１与 ＣｙｃｌｉｎＤ１
等分子表达，并促进细胞的增殖。此外，Ｓｉｘ１可诱导抗
凋亡通路分子表达及抑制凋亡分子表达。这与已报道

的在增殖细胞中Ｓｉｘ１可调控 Ｂｃｌ２等抗凋亡细胞信号
通路研究一致［２５］。上述研究结果均提示，高表达的

Ｓｉｘ１可能通过促增殖抗凋亡等多种信号通路在细胞再
生中发挥关键作用。

３．３　Ｓｉｘ１调控肾源性分子表达影响细胞损伤再生
　　目前认为，肾脏在 ＡＫＩ后“重现”肾脏的胚胎发
育，提示损伤后残存的小管上皮细胞通过“去分化”、

增殖、再分化等过程完成损伤的修复［１９］。本研究证实

７１６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２３）



Ｓｉｘ１、Ｐａｘ２、Ｓｉｘ２、Ｓｏｘ９与 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ［１４，２６－２８］在 ＡＫＩ后被
激活，但这些肾源性分子是否通过促进上皮细胞 的

“去分化”，来参与损伤的修复，尚未报道。而在肿瘤

干细胞的研究中，Ｓｉｘ１可通过上调 Ｗｎｔ信号通路分
子，激活上皮细胞向间质细胞转化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），促进上皮细胞“去分化”
而呈现干细胞／祖细胞表型［２９］。在类似的研究中，

Ｓｉｘ１可以促进转移生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）信号通路，诱导人乳腺癌细胞在小鼠
体内发生 ＥＭＴ转化及细胞增殖／迁移［３０］。在肿瘤细

胞中，这些肾源性分子恰恰与 ＥＭＴ密切相关，如
Ｐａｘ２［３１］、Ｓｏｘ９［３２］、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ［３３］等。本研究发现，Ｓｉｘ１可
促进这些肾源性分子的表达。同时过表达 Ｓｉｘ１可上
调抗凋亡基因并抑制损伤凋亡基因表达，减轻ＩＲ诱导
的肾脏损伤。这些结果提示：ＡＫＩ后激活的 Ｓｉｘ１基
因，可能以其在肾脏发育中类似的基因调控网络上调

肾源性分子表达，进而促进上皮细胞的 ＥＭＴ与“去分
化”进程，并呈现祖细胞表型，通过促进细胞增殖／迁
移及抗细胞凋亡，参与损伤与修复。

　　综上所述，本研究证实转录因子 Ｓｉｘ１通过上调肾
源性分子的表达，“重现”肾脏发育的分子网络信号通

路，进而促进细胞的增殖／迁移，为临床预防和治疗
ＡＫＩ提供了新的理论依据。此外，基于本研究中过表
达Ｓｉｘ１可显著促进损伤细胞再生的发现，提示过表达
Ｓｉｘ１可能具有促进临床患者肾功能修复的潜力，因此
Ｓｉｘ１有望成为ＡＫＩ治疗的新靶点。
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