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［摘要］ 　 目的　 探讨白细胞介素（ＩＬ）⁃１ 受体相关激酶 １（ＩＲＡＫ１）在脂多糖（ＬＰＳ）诱导的足细

胞损伤中的作用及其机制。 方法　 将体外培养的永生化人足细胞分为 ５ 组：正常对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ
组）、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋空载转染组（ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组）、ＬＰＳ ＋ ＩＲＡＫ１ 干扰质粒转染组（ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１
组）、ＬＰＳ ＋肿瘤坏死因子受体相关因子 ６（ＴＲＡＦ６）干扰质粒转染组（ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组）。 采用蛋

白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）及实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ）分别检测 ５ 组足细胞

ＩＲＡＫ１ 和 ＴＲＡＦ６ 蛋白及其 ｍＲＮＡ 的相对表达水平；采用免疫荧光检测 ５ 组足细胞紧密连接蛋白

（ＺＯ）⁃１、结蛋白（Ｄｅｓｍｉｎ）的定位及相对表达水平；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ５ 组足细胞 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、
肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）⁃α、人核因子（ＮＦ）⁃κＢ 抑制蛋白（ＩＫＢ）α、ＮＦ⁃κＢ（ｐ６５）、磷酸化 ＮＦ⁃κＢ（ｐ⁃ｐ６５）
蛋白的相对表达水平；采用免疫共沉淀（Ｃｏ⁃ＩＰ）实验检测 ＩＲＡＫ１ 和 ＴＲＡＦ６ 结合情况。 结果　 ＬＰＳ
组足细胞 ＩＲＡＫ１、ＴＲＡＦ６ 蛋白及 ｍＲＮＡ 相对表达水平均高于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足细胞

上述指标均低于 ＬＰＳ 组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组足细胞 Ｄｅｓｍｉｎ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、
ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达水平均高于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ＺＯ⁃１、ＩＫＢ⁃α 蛋白相对表达水平均低于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组；
ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组足细胞 Ｄｅｓｍｉｎ、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达

水平均低于 ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组，ＺＯ⁃１、ＩＫＢ⁃α 蛋白相对表达水平均高于 ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组

（Ｐ ＜ ０． ０５）。 Ｃｏ⁃ＩＰ 实验结果显示 ＩＲＡＫ１ 与 ＴＲＡＦ６ 存在结合。 结论　 ＬＰＳ 诱导足细胞发生损伤并

激活炎症反应，调控 ＩＲＡＫ１ 通过靶向 ＴＲＡＦ６ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路减轻 ＬＰＳ 导致的足细胞损伤。
［关键词］　 脂多糖；　 足细胞；　 白细胞介素⁃１ 受体相关激酶 １；　 肿瘤坏死因子受体相关因子 ６
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　 　 糖尿病肾病（ＤＫＤ）是全球肾衰竭最常见的原因

之一，影响约 １ ／ ３ 的糖尿病患者［１］。 ＤＫＤ 是一种以进

行性肾小球基质扩张为特征的多阶段临床综合征，导
致肾小球基底膜增厚、系膜扩张、肾小球内皮细胞损伤

和足细胞丢失［２］。 足细胞是终末分化和高度特化的

肾小球上皮细胞，目前普遍认为足细胞损伤可作为

ＤＫＤ 演变的临床预测因子［３⁃５］。 白细胞介素（ＩＬ）⁃１ 受

体相关激酶 １（ ＩＲＡＫ１）是丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶家

族的一员，与 ＩＬ⁃１ 受体和 Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲ）信号转导

关系密切，在先天免疫和炎症相关疾病中发挥重要作

用［６⁃７］。 Ｚｈａｎｇ 等［８］研究证实 ＩＲＡＫ１ 在糖尿病患者及

小鼠中表达水平升高，沉默 ＩＲＡＫ１ 表达可通过 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路抑制炎症和细胞凋亡减轻肾损伤。
Ｚｈｅｎｇ 等［９］发现微小 ＲＮＡ（ＭＩＲ）⁃１４６Ａ⁃５Ｐ 可通过调控

ＩＲＡＫ１ 靶点抑制肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）受体相关因子 ６
（ＴＲＡＦ６） ／核因子（ＮＦ）⁃κＢ 通路改善急性胰腺炎中的

炎症反应和细胞自噬。 本研究采用脂多糖（ＬＰＳ）处理

人足细胞以构建足细胞损伤的体外模型，以期研究

ＩＲＡＫ１在足细胞损伤中的作用及分子机制。

材料与方法

１． 材料：永生化人足细胞系由美国 Ｐｅｔｅｒ Ｍｕｎｄｅｌ 教
授惠赠；ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；ＴＲＩｚｏｌ 购自 ＴａＫａＲａ 公司、ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡＱ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒ ｑＰＣＲ、ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自南京诺

唯赞生物科技股份有限公司；ＲＩＰＡ 裂解液、ＬＰＳ 购自

北京索莱宝科技有限公司；双抗青链霉素混合液、免疫

共沉淀试剂盒购自上海雅酶生物医药科技有限公司；
一抗及辣根过氧化酶标记的山羊抗兔二抗购自 Ａｂｃａｍ
公司；阴性对照、ＩＲＡＫ１ 及 ＴＲＡＦ６ 干扰质粒由吉满生

物科技上海有限公司构建。
２． 方法

（１）ＬＰＳ 储存液的配制：将 １ ｍｇ ＬＰＳ 粉末完全溶

解于 １ ｍｌ ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养基，得到 １ ｍｇ ／ ｍｌ 的储

存液，细胞培养时，使其终质量浓度为 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ。
（２）细胞培养及分组：足细胞在含 １０％胎牛血清、

１％青链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养

箱中培养。 细胞密度达 ５０％～ ６０％ 时按 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

３０００ 说明书转染干扰质粒。 将足细胞分为 ５ 组，每组

１ × １０６ 个细胞：①正常对照组（ ｃｏｎｔｒｏｌ 组）：正常培养

基培养细胞 ４８ ｈ；②ＬＰＳ 组：含 ＬＰＳ 的培养基培养细胞

４８ ｈ；③ ～ ⑤ＬＰＳ ＋ 空载转染组（ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组）、ＬＰＳ
＋ ＩＲＡＫ１ 干扰质粒转染组（ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组）、ＬＰＳ ＋
ＴＲＡＦ６ 干扰质粒转染组（ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组）：分别采

用空载质粒、ＩＲＡＫ１ 干扰质粒、ＴＲＡＦ６ 干扰质粒转染

８ ～ １２ ｈ 后均加 ＬＰＳ 溶液培养细胞 ４８ ｈ。
（３）细胞总 ＲＮＡ 提取及实时荧光定量聚合酶链

反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ）检测：采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取足细胞的总

ＲＮＡ，检测 ＲＮＡ 浓度及纯度后进行逆转录和体外扩增，
采用 ２ －△△ｃｔ法计算目的基因（ ＩＲＡＫ１、ＴＲＡＦ６ ｍＲＮＡ）
的相对表达水平。

（４）细胞总蛋白提取及蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ）检测：提取各组总蛋白，测定浓度后向 １０％ 的聚

丙烯酰胺（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）凝胶上样孔中加入 ２０ μｇ 蛋白，
电泳及转膜后封闭 １ ｈ，４ ℃孵育一抗［ＩＲＡＫ１、ＴＲＡＦ６、
紧密连接蛋白（ＺＯ）⁃１、结蛋白（Ｄｅｓｍｉｎ）、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、人核因子（ＮＦ）⁃κＢ 抑制蛋白（ ＩＫＢ）⁃α、ＮＦ⁃κＢ
（ｐ６５）、磷酸化 ＮＦ⁃κＢ （ｐ⁃ｐ６５）］过夜。 室温孵育二抗

１ ｈ，洗膜后进行化学发光成像，并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行

半定量分析表示蛋白相对表达水平。
（５）免疫荧光：细胞爬片经不同处理后，４％ 多聚

甲醛室温固定，０． １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 破膜，５％ ＢＳＡ 溶液

室温封闭，一抗工作液（Ｄｅｓｍｉｎ、ＺＯ⁃１）４ ℃孵育过夜。
二抗工作液 ３７ ℃避光孵育 １ ｈ，ＤＡＰＩ 核染后防荧光淬

灭封片剂封片，荧光显微镜观察拍照。
（６）免疫共沉淀（Ｃｏ⁃ＩＰ）实验：提取足细胞总蛋白，

用 ＩＲＡＫ１ 抗体或同种属 ＩｇＧ 抗体与 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ 磁珠

及总蛋白 ４ ℃缓慢摇晃过夜孵育，将混有抗体和结合

蛋白的磁珠洗脱，用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测 ＩＲＡＫ１ 与 ＴＲＡＦ６
是否结合。

３． 统计学处理：应用 ＳＰＳＳ ２６． ０ 软件进行统计分

析。 计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，多组间比较采用单因素方

差分析，两组间比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为

差异有统计学意义。

结　 　 果

１． ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＬＰＳ 组足细胞 ＩＲＡＫ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ
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相对表达水平比较：ＬＰＳ 组足细胞 ＩＲＡＫ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ
相对表达水平均高于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组（１． ３９ ± ０． ０９ 比 ０． ６６ ±
０． ０８；１． ６７ ± ０． １２ 比 １． ０６ ± ０． ０６，Ｐ 均 ＜ ０． ０５）。

２． ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１
组足细胞 Ｄｅｓｍｉｎ、ＺＯ⁃１ 蛋白相对表达水平比较：ｃｏｎｔｒｏｌ
组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足细胞

Ｄｅｓｍｉｎ、ＺＯ⁃１ 蛋白相对表达水平比较差异均有统计学

意义（Ｐ ＜０． ０５）。 ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组足细胞 Ｄｅｓｍｉｎ
蛋白相对表达水平均高于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ＺＯ⁃１ 蛋白相对表

达水平均低于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜０． ０５）。 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组

足细胞 Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白相对表达水平均低于 ＬＰＳ 组、ＬＰＳ
＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组，ＺＯ⁃１ 蛋白相对表达水平均高于 ＬＰＳ 组、
ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 而其余各组间两两比较差

异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见图 １、２ 及表 １。

表 １　 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足

细胞 Ｄｅｓｍｉｎ、ＺＯ⁃１ 蛋白相对表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 Ｄｅｓｍｉｎ ＺＯ⁃１

ｃｏｎｔｒｏｌ 组 １． ２１ ± ０． １１ １． ２６ ± ０． １１
ＬＰＳ 组 １． ８７ ± ０． ０８ａ ０． ５３ ± ０． ０６ａ

ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 １． ７７ ± ０． ０８ａ ０． ５７ ± ０． ０７ａ

ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组 １． １４ ± ０． ０９ｂｃ １． １５ ± ０． １９ｂｃ

Ｆ 值 ４１． ７６８ ３１． ４１３
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＬＰＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 ＬＰＳ
＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５

　 　 ３． ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１
组足细胞 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＫＢ⁃α、ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白

相对表达水平比较：ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组

及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足细胞 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＫＢ⁃α、
ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达水平比较差异均有统计学意

义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组足细胞 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、 ｐ６５、 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达水平均高于

ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ＩＫＢ⁃α 蛋白相对表达水平均低于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组
（Ｐ ＜ ０． ０５）。 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达水平均低于 ＬＰＳ 组、
ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组，ＩＫＢ⁃α 蛋白相对表达水平均高于 ＬＰＳ
组 、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ组（Ｐ ＜ ０． ０５） 。而其余各组间两两比

较差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见表 ２。

图 １　 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足细

胞 Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白表达情况（Ａ ～ Ｄ：ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组

及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组 ＤＡＰＩ 核染结果；Ｅ ～ Ｈ：４ 组 Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白表达

情况；Ｉ ～ Ｌ：４ 组细胞核与 Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白 ｍｅｒｇｅ 结果；免疫荧光染色，
× ２００）

图 ２　 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足细胞

ＺＯ⁃１ 蛋白表达情况（Ａ ～ Ｄ：ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ
＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组 ＤＡＰＩ 核染结果；Ｅ ～ Ｈ：４ 组 ＺＯ⁃１ 蛋白表达情况；Ｉ ～ Ｌ：
４ 组细胞核与 ＺＯ⁃１ 蛋白 ｍｅｒｇｅ 结果；免疫荧光染色， × ２００）

　 　 ４． ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６
组足细胞 Ｄｅｓｍｉｎ、ＺＯ⁃１ 蛋白相对表达水平比较：ｃｏｎｔｒｏｌ
组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组足细

胞 Ｄｅｓｍｉｎ、ＺＯ⁃１ 蛋白相对表达水平比较差异均有统

计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组足细胞

Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白相对表达水平均高于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ＺＯ⁃１ 蛋

白相对表达水平均低于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 ＬＰＳ ＋
ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组足细胞 Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白相对表达水平均低于

ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组，ＺＯ⁃１ 蛋白相对表达水平均高

于 ＬＰＳ组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ组（Ｐ ＜ ０ ． ０５） 。而其余各组间

表 ２　 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足细胞 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、
ＩＫＢ⁃α、ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α ＩＫＢ⁃α ｐ６５ ｐ⁃ｐ６５

ｃｏｎｔｒｏｌ 组 １． １２ ± ０． ０６ １． ５１ ± ０． ２５ １． ４８ ± ０． １８ １． １２ ± ０． ２０ ０． ７４ ± ０． ２６ ０． ６６ ± ０． ２１
ＬＰＳ 组 １． ６５ ± ０． １３ａ ２． ４０ ± ０． ３８ａ ２． ６６ ± ０． １０ａ ０． ７０ ± ０． ２６ａ １． ６７ ± ０． １８ａ １． ５４ ± ０． １９ａ

ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 １． ６３ ± ０． ０８ａ ２． ６１ ± ０． １７ａ ２． ５９ ± ０． １１ａ ０． ６４ ± ０． １７ａ １． ６０ ± ０． ２０ａ １． ６１ ± ０． ２５ａ

ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组 １． １６ ± ０． ０８ｂｃ １． ６４ ± ０． ０７ｂｃ １． ６１ ± ０． １４ｂｃ １． ０８ ± ０． １９ｂｃ ０． ８０ ± ０． １３ｂｃ ０． ６０ ± ０． １５ｂｃ

Ｆ 值 ２９． ７７８ １４． ８５８ ６１． ０５６ ５． １４５ １９． １８３ ２１． ７３１
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ０． ０３１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＬＰＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５
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表 ４　 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组足细胞 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、
ＩＫＢ⁃α、ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α ＩＫＢ⁃α ｐ６５ ｐ⁃ｐ６５

ｃｏｎｔｒｏｌ 组 １． ３９ ± ０． １４ １． ２８ ± ０． ０７ １． ３９ ± ０． ０７ １． ０２ ± ０． ２４ ０． ６９ ± ０． １６ ０． ６６ ± ０． １９
ＬＰＳ 组 ２． ６７ ± ０． １１ａ ２． ９７ ± ０． １６ａ ３． １４ ± ０． ２０ａ ０． ６１ ± ０． １６ａ １． ３３ ± ０． ２１ａ １． ３２ ± ０． １３ａ

ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 ２． ６６ ± ０． ２１ａ ２． ９２ ± ０． ２０ａ ３． ２０ ± ０． ０６ａ ０． ６７ ± ０． ２０ａ １． ３９ ± ０． １３ａ １． ３６ ± ０． １９ａ

ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组 １． ４９ ± ０． ０８ｂｃ １． ３１ ± ０． ０７ｂｃ １． ３６ ± ０． １１ｂｃ １． ０８ ± ０． １９ｂｃ ０． ７６ ± ０． １４ｂｃ ０． ５８ ± ０． １１ｂｃ

Ｆ 值 ７５． ２１４ １４５． １７２ ２００． ９２６ ４． ７６３ １５． ３５２ ２０． ６４７
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ０． ０２９ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＬＰＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５

两两比较差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见图 ３、４
及表 ３。

图 ３　 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组足细

胞 Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白表达情况（Ａ ～ Ｄ：ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组

及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组 ＤＡＰＩ 核染结果；Ｅ ～ Ｈ：４ 组 Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白表达

情况；Ｉ ～ Ｌ：４ 组细胞核与 Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白 ｍｅｒｇｅ 结果；免疫荧光染色，
× ２００）

图 ４　 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组足细胞

ＺＯ⁃１ 蛋白表达情况（Ａ ～ Ｄ：ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ
＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组 ＤＡＰＩ 核染结果；Ｅ ～ Ｈ：４ 组 ＺＯ⁃１ 蛋白表达情况；Ｉ ～ Ｌ：
４ 组细胞核与 Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白 ｍｅｒｇｅ 结果；免疫荧光染色， × ２００）

表 ３　 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组

足细胞 Ｄｅｓｍｉｎ、ＺＯ⁃１ 蛋白相对表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 Ｄｅｓｍｉｎ ＺＯ⁃１

ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ０． ７４ ± ０． ０６ １． ０９ ± ０． １４
ＬＰＳ 组 １． １４ ± ０． １３ａ ０． ６２ ± ０． ０７ａ

ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 １． １６ ± ０． １１ａ ０． ６４ ± ０． ０６ａ

ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组 ０． ６４ ± ０． ０９ｂｃ １． １５ ± ０． ０８ｂｃ

Ｆ 值 ２１． ７３７ ２８． ０８２
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＬＰＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与 ＬＰＳ
＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｃＰ ＜ ０． ０５

　 　 ５． ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６

组足细胞 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＫＢ⁃α、ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白

相对表达水平比较：ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组

及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组足细胞 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＫＢ⁃α、
ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达水平比较差异均有统计学意

义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 ＬＰＳ 组、ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组足细胞 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、 ｐ６５、 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达水平均高于

ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ＩＫＢ⁃α 蛋白相对表达水平均低于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组
（Ｐ ＜ ０． ０５）。 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组足细胞 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达水平均低于 ＬＰＳ 组、
ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组，ＩＫＢ⁃α 蛋白相对表达水平高于 ＬＰＳ 组、
ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 而其余各组间两两比较差

异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见表 ４。
　 　 ６． ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＬＰＳ 组及 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足细胞

ＴＲＡＦ６ 蛋白及 ｍＲＮＡ 相对表达水平比较：ＬＰＳ 组足细

胞 ＴＲＡＦ６ 蛋白及ｍＲＮＡ 相对表达水平均高于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组
（１． ８７ ±０． ２３ 比 １． １２ ±０． １７；１． ７９ ± ０． ０９ 比 １． １５ ± ０． １０，
Ｐ ＜ ０． ０５）。 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足细胞 ＴＲＡＦ６ 蛋白及

ｍＲＮＡ 相对表达水平均低于 ＬＰＳ 组（０． ９３ ± ０． ２１ 比

１． ８７ ±０． ２３；０． ８７ ±０． １６ 比 １． ７９ ±０． ０９，Ｐ 均 ＜ ０． ０５）。
　 　 ７． Ｃｏ⁃ＩＰ 实验检测 ＩＲＡＫ１ 与 ＴＲＡＦ６ 结合情况：阳
性对照条带证明足细胞可表达 ＩＲＡＫ１、ＴＲＡＦ６ 蛋白；
免疫沉淀（ＩＰ） ＩｇＧ 未见结合条带，证明实验中不存在

与 ＩｇＧ 的非特异结合；ＩＰ ＩＲＡＫ１ 条带表示利用蛋白

ＩＲＡＫ１ 进行沉淀实验，ＩＲＡＫ１ 与 ＴＲＡＦ６ 均被沉淀，由
此证实 ＩＲＡＫ１ 与 ＴＲＡＦ６ 之间存在相互作用。 见图 ５。

图 ５　 Ｃｏ⁃ＩＰ 实验结果（ａ：阳性对照；ｂ：ＩＰ ＩｇＧ；ｃ：ＩＰ ＩＲＡＫ１）

讨　 　 论

ＤＫＤ 是糖尿病最常见的并发症之一，也是慢性肾

脏病的主要原因，最终可致终末期肾病甚至死亡［１０⁃１１］。
足细胞已被证实是 ＤＫＤ 中肾脏损伤的重要靶点，在维
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持稳态方面面临特殊挑战［１２］。 足细胞损伤的特征是

特异性蛋白下调，包括 ｎｅｐｈｒｉｎ、ＷＴ１ 及 ＺＯ⁃１［１３］；Ｄｅｓｍｉｎ
是一种细胞中间纤维，足细胞受损时在肾小球中高度

表达，也是足细胞损伤的典型指征［１４］。 本实验利用

ＬＰＳ 处理足细胞后，其 ＺＯ⁃１、Ｄｅｓｍｉｎ 蛋白异常表达，证
明成功构建 ＤＫＤ 足细胞损伤的体外模型。

大量证据表明，ＩＲＡＫ１ 是免疫信号通路的核心，参
与多种疾病的发生发展，如恶性肿瘤、代谢紊乱（如糖

尿病）、感染和非传染性免疫疾病［１５］。 本研究中 ＬＰＳ
组足细胞 ＩＲＡＫ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 相对表达水平显著升

高，为研究足细胞损伤提供了新方向。 尽管 ＤＫＤ 传统

上被认为是一种非免疫性疾病，但越来越多的临床和

动物模型研究表明，先天免疫系统的激活和炎症机制

在 ＤＫＤ 的发病机制中起着重要作用［１６］。 本实验中

ＬＰＳ 组足细胞炎性因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５
蛋白相对表达水平高于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组

足细胞上述指标均低于 ＬＰＳ 组，表明 ＬＰＳ 诱导足细胞

发生炎症反应，敲低 ＩＲＡＫ１ 可调控 ＮＦ⁃κＢ 通路进而抑

制炎性因子释放而影响细胞功能，证明 ＩＲＡＫ１ 在 ＤＫＤ
的发生和发展中起着重要作用。

ＮＦ⁃κＢ 信号通路参与免疫、炎症反应、细胞生长发

育过程［１７］，且与细胞中其他信号通路组成包含正、负
调控的完整信号转导途径［１８］。 ＴＲＡＦ６ 作为 Ｅ３ 泛素连

接酶，可激活 ＩκＢ 激酶（ ＩＫＫ），导致 ＩκＢα 降解和 Ｐ６５
核易位，是 ＮＦ⁃κＢ 信号激活的信号传感器［１９］。 本实验

中 ＬＰＳ 组足细胞 ＴＲＡＦ６ 蛋白及 ｍＲＮＡ 相对表达水平

均高于 ｃｏｎｔｒｏｌ 组，且 ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＴＲＡＦ６ 组足细胞 ＺＯ⁃１、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ｐ６５、ｐ⁃ｐ６５ 蛋白相对表达水平均低

于 ＬＰＳ 组，证明 ＴＲＡＦ６ 通过 ＮＦ⁃κＢ 信号通路调节炎

症过程，与 Ｇａｏ 等［２０］研究结果一致。 为了探讨 ＩＲＡＫ１
与 ＴＲＡＦ６ 之间的调控关系，我们敲低 ＩＲＡＫ１ 后检测

足细胞 ＴＲＡＦ６ 蛋白和 ｍＲＮＡ 相对表达水平，结果显

示，ＬＰＳ ＋ ｓｉ⁃ＩＲＡＫ１ 组足细胞 ＴＲＡＦ６ 蛋白及 ｍＲＮＡ 相

对表达水平均低于 ＬＰＳ 组，表明 ＴＲＡＦ６ 受到 ＩＲＡＫ１
的调控，且 Ｃｏ⁃ＩＰ 实验证实二者存在结合。 因此我们

推断，ＬＰＳ 诱导足细胞后，ＩＲＡＫ１ 通过与 ＴＲＡＦ６ 结合

并调控其活性，进而靶向 ＮＦ⁃κＢ 通路，导致足细胞损

伤和炎症反应的发生。
然而，本研究仍存在一定局限性，仅探讨了 ＩＲＡＫ１

在足细胞损伤体外模型中的作用和机制，并未涉及体

内实验部分，我们将在未来进一步探讨。
综上所述，ＩＲＡＫ１ 是 ＤＫＤ 足细胞损伤信号转导通

路的重要组成部分。 沉默 ＩＲＡＫ１ 表达可通过 ＴＲＡＦ６ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路抑制炎症反应从而改善肾脏损伤，

ＩＲＡＫ１ ／ ＴＲＡＦ６ ／ ＮＦ⁃κＢ 环可能为 ＤＫＤ 的分子机制探

讨提供新见解，从而为治疗 ＤＫＤ 提供新的理论依据。
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