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［摘要］ 　 目的　 探讨热休克转录因子 ２（ＨＳＦ２）在糖尿病肾脏疾病（ＤＫＤ）足细胞焦亡与损伤

发生中的作用机制。 方法　 将 １２ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠随机均分为对照组和 ＤＫＤ 组，采用免疫

组化（ＩＨＣ）染色检测 ＤＫＤ 组小鼠肾脏组织中 ＨＳＦ２ 的表达。 体外培养永生化人足细胞，构建高糖

诱导的足细胞损伤模型，将足细胞分为低糖组（ＬＧ 组）、高糖组（ＨＧ 组）、高渗组（ＨＯ 组）、高糖 ＋
过表达对照组（ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组）、高糖 ＋ ＨＳＦ２ 过表达组（ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组）、低糖 ＋ 敲低对照组

（ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组）、低糖 ＋ＨＳＦ２ 敲低组（ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组）、空白对照组（ｃｏｎ 组）、敲低对照组（ｓｉ⁃ＮＣ 组）、
ＨＳＦ２ 敲低组（ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组）、ＨＳＦ２ 敲低 ＋ ＲＯＳ 抑制剂组（ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ 组）。 采用实时荧光定量聚

合酶链反应（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）、蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）及免疫荧光检测足细胞损伤相关蛋白 ｚｏ⁃１、
ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 的表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 评估足细胞中 ＨＳＦ２ 蛋白、ＮＯＤ 样受体蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）炎症

小体和焦亡相关蛋白 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 蛋白的表达水平；线粒体超氧化物红色荧光探针试

剂盒检测足细胞线粒体超氧化物（ｍｔＲＯＳ）水平。 结果 　 与对照组相比，ＤＫＤ 组小鼠肾组织中

ＨＳＦ２ 表达显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。 ＨＧ 组足细胞 ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 相对表达水平均高

于 ＬＧ 组、ＨＯ 组和 ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组，ＨＳＦ２ 表达水平均低于 ＬＧ 组和 ＨＯ 组，ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、ｚｏ⁃１ 蛋白

和 ｍＲＮＡ 相对表达水平均低于 ＬＧ 组和 ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与 ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组相比，ＬＧ ＋
ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组足细胞 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、 ｚｏ⁃１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 相对表达水平均显著降低，ＮＬＲＰ３、 ＩＬ⁃１β、
Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 相对表达水平均显著升高（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与 ＬＧ 组相比，ＨＧ 组及 ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组

足细胞 ｍｔＲＯＳ 均明显增加；与 ＨＧ 组相比，ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组足细胞 ｍｔＲＯＳ 明显减少；与 ｃｏｎ 组相

比，ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组和 ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ 组足细胞 ｍｔＲＯＳ 均明显增加（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论 　 ＨＳＦ２ 通过调控

ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ 信号通路介导高糖诱导的足细胞焦亡与损伤。
［关键词］　 足细胞；　 热休克转录因子 ２；　 细胞焦亡；　 ＮＯＤ 样受体蛋白 ３ 炎症小体；　 活性氧
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ｆｏｏｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ｇｒｏｕｐ； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＨＧ ｇｒｏｕｐ，ｍｔＲＯＳ ｏｆ ｆｏｏｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＨＳＦ２ ｇｒｏｕｐ； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ，ｍｔＲＯＳ ｏｆ ｆｏｏｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉ ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ
ｇｒｏｕｐｓ ｂｏｔｈ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｏｏｔ ｃｅｌｌ ｍｔＲＯＳ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＨＳＦ２ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｏｄｏｃｙｔｅ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．

［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］ 　 Ｐｏｄｏｃｙｔｅｓ； 　 Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２； 　 ｃｅｌｌ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ； 　 ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ；　 Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ

　 　 糖尿病肾脏疾病（ＤＫＤ）是糖尿病最常见的并发

症之一，是终末期肾病（ＥＳＲＤ）的首要原因［１］。 足细胞

损伤是 ＤＫＤ 发生发展的关键环节［２］。 细胞焦亡是近

年来新发现的一种与炎症过程密切相关的程序性细胞

死亡方式，其主要是由半胱氨酸蛋白酶（如 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
４、５、１１）和大量促炎细胞因子的释放所触发［３⁃４］。 细胞

焦亡的发生通常伴随着 ＮＯＤ 样受体蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）
炎症小体的激活和促炎细胞因子的释放，已有证据表

明 ＮＬＲＰ３ 炎症小体介导的细胞焦亡是 ＤＫＤ 的主要致

病机制，抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体激活不仅可减轻 ＤＫＤ
小鼠的肾脏炎症反应和纤维化［５］，且对高糖诱导的足

细胞亦可发挥保护作用［６］。 活性氧（ＲＯＳ）作为介导

体内氧化还原反应的重要调控因子［７］，线粒体 ＲＯＳ 可

作为上游启动因子激活 ＮＬＲＰ３ 炎症小体诱导足细胞

焦亡的发生，是介导 ＤＫＤ 发生发展的重要机制［８］。 热

休克转录因子（ＨＳＦｓ）最初发现是受热应激调控的基

因直接转录激活因子，可以编码热休克蛋白［９⁃１０］。 近

来有研究表明 ＨＳＦ２ 可通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的

激活，减轻肠道炎症因子 ＩＬ⁃１β 的分泌［１１］；且 ＨＳＦ２ 可

通过促进线粒体自噬降低肠上皮细胞中线粒体和线粒

体衍生的 ＲＯＳ（ｍｔＲＯＳ）水平，调控 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的

激活［１２］。 但 ＨＳＦ２ 在 ＤＫＤ ＮＬＲＰ３ 炎症小体的激活中

的生物学作用和潜在的分子机制尚未有研究明确。 本

研究通过构建链脲佐菌素（ＳＴＺ）小鼠模型以及高糖诱

导的人足细胞损伤模型，探究 ＨＳＦ２ 在 ＤＫＤ 足细胞焦

亡和损伤过程中的作用及调控机制。

材料与方法

１． 材料：Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠购自北京维通利华实验动

物技术有限公司，动物饲养及动物实验经山东第一医

科大学附属省立医院医学伦理委员会批准后进行。 永

生化人足细胞系由美国 Ｐｅｔｅｒ Ｍｕｎｄｅｌ 教授惠赠；青霉

素—链霉素混合物和线粒体 ＲＯＳ 抑制剂 Ｍｉｔｏ⁃ＴＥＭＰＯ
（ＭＴ）均购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基和胎

牛血清（ＦＢＳ）均购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；ＨＳＦ２ 的过表达

质粒以及 ＨＳＦ２ 小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）均购于铂尚生物

技术有限公司；线粒体超氧化物红色荧光探针试剂盒

购自上海翌圣生物科技有限公司；放射免疫沉淀法

（ＲＩＰＡ）裂解液购自上海碧云天生物技术有限公司；辣
根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔 ／抗鼠二抗购自

武汉三鹰生物技术有限公司。
２． 方法

（１）动物实验造模及分组：将 １２ 只 ８ 周龄雄性小

鼠随机分为对照组和 ＤＫＤ 组。 ＤＫＤ 组小鼠予高脂饮

食 ４ 周，禁食不禁水 １２ ｈ 后腹腔注射 ＳＴＺ ５５ ｍｇ ／ ｋｇ、连
续 ５ ｄ，建立 ＤＫＤ 小鼠模型；收集 ＤＫＤ 小鼠血液和尿

液，若空腹血糖≥１６． ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 且 ２４ ｈ 尿蛋白≥３０ ｍｇ，
则 ＤＫＤ 模型成功建立。 对照组小鼠禁食不禁水 １２ ｈ
后注射同体积柠檬酸钠缓冲液。 在注射 ＳＴＺ １２ 周后，
处死两组小鼠并获取其肾脏组织，石蜡包埋切片，采用

免疫组化染色观察 ＨＳＦ２ 表达情况。
（２）细胞培养、转染及分组：采用含 １％青霉素⁃链

霉素的混合物和 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基培养足

细胞，放置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱。 采用低葡萄糖

（５． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＬＧ）、高葡萄糖（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＨＧ）或高渗

透压（低葡萄糖５． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＋甘露醇２４． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＨＯ）
分别刺激分化的人足细胞 ２４ ｈ，作为低糖组（ＬＧ 组）、高
糖组（ＨＧ 组）、高渗组（ＨＯ 组）。 当足细胞特异性损
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伤蛋白 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、ｚｏ⁃１ 显著下降，表明该环境下已

经产生足细胞损伤，可认为已达到建立高糖损伤细胞

模型的目的。 采用 ＨＳＦ２ 过表达载体 （ ＯＥ⁃ＨＳＦ２）、
ＨＳＦ２ 敲低小干扰（ｓｉ⁃ＨＳＦ２）和对照组空载体（ ｓｉ⁃ＮＣ、
ＯＥ⁃ＮＣ）分别转染足细胞，按照说明书所述步骤添加转

染试剂将 ｓｉＲＮＡ 或过表达质粒转染到人足细胞中，并
将其分为高糖 ＋ 过表达对照组（ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组）、高
糖 ＋ ＨＳＦ２ 过表达组（ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组）、低糖 ＋ 敲低

对照组（ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组）、低糖 ＋ ＨＳＦ２ 敲低组（ ＬＧ ＋
ｓｉ⁃ＨＳＦ２组）、对照组（ｃｏｎ 组）、敲低对照组（ｓｉ⁃ＮＣ 组）、
ＨＳＦ２ 敲 低 组 （ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组 ）、 ＨＳＦ２ 敲 低 抑 制 组

（ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ 组）。
（３）实时定量聚合酶链反应（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）：采用总

ＲＮＡ 试剂提取盒从培养的足细胞中提取总 ＲＮＡ，然检

测样品 ＲＮＡ 纯度并进行逆转录和 ＤＮＡ 扩增。 使用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 预混液和 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ 􀅹 ４８０ 实时荧光定

量 ＰＣＲ 系统通过 ｑＰＣＲ 测定 ｚｏ⁃１、ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ ｍＲＮＡ
表达水平。

（４）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：采用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液裂解细胞

得到蛋白样品，在 １０％凝胶上通过聚丙烯酰胺凝胶电

泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）分离。 将蛋白质转移到 ＰＶＤＦ 膜上，在
摇床上用 ５％ 脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈ，与对应抗体在

４ ℃下孵育过夜。 次日用 ＴＢＳＴ 洗涤膜，与相应 ＨＲＰ
标记的二抗在室温下孵育 １ ｈ。 使用增强型化学发光

试剂（ＥＣＬ）试剂观察蛋白质图像，计算焦亡相关蛋白

（ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β）相对表达水平。
（５）免疫荧光染色：将细胞铺在 ２４ 孔载玻片中进

行不同干预；用 ０． ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 渗透，与 ５％ ＢＳＡ 在

室温下孵育 ３０ ｍｉｎ。 将细胞与 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ（１ ∶ ４００）、
ｚｏ⁃１（１∶ ２ ０００）抗体在 ４ ℃孵育过夜。 在 ３７ ℃避光与

二抗（１∶ ２００）孵育 １ ｈ。 与 ＤＡＰＩ 孵育 １０ ｍｉｎ 后，用荧

光显微镜观察细胞。
　 　 （６） ＲＯＳ水平检测：采用ＭｉｔｏＳＯＸ红色线粒体超

氧化物试剂盒检测线粒体 ＲＯＳ 水平。

　 　 ３． 统计学处理：应用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行统

计分析。 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，多组

间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ
检验。 以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异具有统计学意义。

结　 　 果

１． 对照组和 ＤＫＤ 组小鼠肾脏组织中 ＨＳＦ２ 表达

情况比较：与对照组相比，ＤＫＤ 组小鼠肾组织中 ＨＳＦ２
表达显著降低［（０． ０８３ ± ０． ０２０）比（０． １９ ± ０． ０１８），
Ｐ ＜ ０． ０５］。 见图 １。

图 １　 小鼠肾脏组织中 ＨＳＦ２ 表达情况

（Ａ：对照组；Ｂ：ＤＫＤ 组；免疫组化染色； × ４００）

　 　 ２． ＬＧ 组、ＨＧ 组、ＨＯ 组足细胞损伤与焦亡相关蛋

白及 ＨＳＦ２ 相对表达水平比较：ＨＧ 组足细胞焦亡相关

蛋白 ＮＬＲＰ３、ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ１⁃β 相对表达水平均

高于 ＬＧ 组和 ＨＯ 组，ＨＳＦ２ 表达水平均低于 ＬＧ 组和

ＨＯ 组（Ｐ ＜０． ０５）；ＬＧ 组和 ＨＯ 组足细胞上述指标比较

差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见表 １。 ＨＧ 组足细胞

损伤相关蛋白 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、ｚｏ⁃１ 蛋白相对表达水平均

低于 ＬＧ 组。 见图 ２。

表 １　 ＬＧ 组、ＨＧ 组、ＨＯ 组足细胞中焦亡相关蛋白及 ＨＳＦ２
相对表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝３）

组别 ＮＬＲＰ３ ＩＬ⁃１β ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＨＳＦ２

ＬＧ 组 ０． ４０ ±０． ０３ ０． ６２ ±０． ０７ ０． ４４ ±０． ０５ ０． ９８ ±０． １１
ＨＧ 组 ０． ９４ ±０． ０８ａ １． １４ ±０． １２ａ ０． ８９ ±０． １３ａ ０． ３２ ±０． ０７ａ

ＨＯ 组 ０． ５２ ±０． ０９ ０． ５８ ±０． ０２ ０． ４３ ±０． １３ ０． ８４ ±０． ０６
Ｆ 值 ４９． ７１０ ４７． ０８０ １６． ３９０ ５７． ４５０
Ｐ 值 ＜０． ００１ ＜０． ００１ ＜０． ００１ ＜０． ００１

　 　 注：与 ＬＧ 组比较，ａＰ ＜０． ０５

图 ２　 不同组别足细胞 ｚｏ⁃１ 及 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达情况（Ａ ～ Ｃ： ｚｏ⁃１ 蛋白表达情况；Ｄ ～ Ｆ：ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达情况；Ｇ ～ Ｉ：ｚｏ⁃１ 蛋白

ＤＡＰＩ 核染；Ｊ ～ Ｌ： ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白 ＤＡＰＩ 核染；Ｍ ～ Ｏ：细胞核与 ｚｏ⁃１ 蛋白的 Ｍｅｒｇｅ 结果； Ｐ ～ Ｒ：细胞核与 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白的 Ｍｅｒｇｅ 结

果；免疫荧光染色； ×４００）
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　 　 ３． ＬＧ 组、ＨＧ 组、ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组及 ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＨＳＦ２
组足细胞中焦亡相关蛋白、ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、ｚｏ⁃１ 蛋白和

ｍＲＮＡ 相对表达水平比较：ＨＧ 组足细胞 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、
ｚｏ⁃１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 相对表达水平均显著低于 ＬＧ 组和

ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组，ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 相

对表达水平均显著高于 ＬＧ 组和 ＨＧ ＋ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组（Ｐ ＜
０． ０５）。 其余各组上述指标比较差异均无统计学意义

（Ｐ ＞０． ０５）。 见表 ２。
　 　 ４． ＬＧ 组、ＨＧ 组、ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组

足细胞中焦亡相关蛋白、 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、 ｚｏ⁃１ 蛋白和

ｍＲＮＡ相对表达水平比较：ＨＧ 组足细胞 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、
ｚｏ⁃１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 相对表达水平均显著低于 ＬＧ 组，
ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 相对表达水平均显著

高于 ＬＧ 组；与 ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组相比，ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组足细

胞 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、ｚｏ⁃１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 相对表达水平均显

著降低，ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 相对表达水平

均显著升高（Ｐ ＜ ０． ０５）。 其余各组上述指标比较差异

均无统计学意义（Ｐ ＞０． ０５）。 见表 ３。
　 　 ５． 不同组别足细胞 ｍｔＲＯＳ 水平比较：与 ＬＧ 组相

比，ＨＧ 组及 ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组足细胞 ｍｔＲＯＳ 均明显增

加；与 ＨＧ 组相比，ＨＧ ＋ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组足细胞 ｍｔＲＯＳ 明显

减少；与 ｃｏｎ 组相比， ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组和 ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ 组

ｍｔＲＯＳ 均明显增加。 见图 ３。
　 　 ６． ｃｏｎ 组、ｓｉ⁃ＮＣ 组、ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组及 ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ 组

足细胞损伤与焦亡相关蛋白相对表达水平比较：
ｓｉ⁃ＨＳＦ２组足细胞 ＮＬＲＰ３、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 蛋白

相 对表达水平均显著高于ｃｏｎ组和ｓｉ ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ组

图 ３　 不同组别足细胞 ＲＯＳ 水平（Ａ：ＬＧ 组；Ｂ：ＨＧ 组；Ｃ：ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ
组；Ｄ：ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组；Ｅ：ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组；Ｆ：ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组；Ｇ：
ｃｏｎ 组；Ｈ：ｓｉ⁃ＮＣ 组；Ｉ：ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ 组；线性体超氧化物红色荧光探

针染色； ×４００）

（Ｐ ＜０． ０５）。 其余各组上述指标比较差异均无统计学

意义（Ｐ ＞０． ０５）。 见表 ４。 ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、ｚｏ⁃１
蛋白相对表达水平显著低于 ｃｏｎ 组和 ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ 组

（Ｐ ＜０． ０５）。 见图 ４。

表 ４　 ｃｏｎ 组、ｓｉ⁃ＮＣ 组、ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组及 ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ 组足细胞

焦亡相关蛋白相对表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝３）

组别 ＮＬＲＰ３ ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＩＬ⁃１β

ｃｏｎ 组 ０． ４１ ±０． ０４ ０． ４０ ±０． ０４ ０． ３５ ±０． ０１
ｓｉ⁃ＮＣ 组 ０． ５６ ±０． ０２ ０． ４４ ±０． ０２ ０． ５８ ±０． ０１
ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组 １． ３９ ±０． ０６ａ １． ３７ ±０． １８ａ １． ３１ ±０． ０７ａ

ｓｉ⁃ＨＳＦ２ ＋ ＭＴ 组 ０． ７１ ±０． ０６ｂ ０． ７０ ±０． １２ｂ ０． ６２ ±０． ０５ｂ

Ｆ 值 ２２７． ４００ ４８． ５８０ ２８９． ４００
Ｐ 值 ＜０． ００１ ＜０． ００１ ＜０． ００１
　 　 注：与 ｃｏｎ 组比较，ａＰ ＜０． ０５；与 ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组比较，ｂＰ ＜０． ０５

表 ２　 ＬＧ 组、ＨＧ 组、ＨＧ ＋ＯＥ⁃ＮＣ 组及 ＨＧ ＋ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组足细胞焦亡相关蛋白、ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、ｚｏ⁃１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝３）

组别
蛋白相对表达水平

ＮＬＲＰ３ ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＩＬ⁃１β ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ ｚｏ⁃１
ｍＲＮＡ 相对表达水平

ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ ｚｏ⁃１
ＬＧ 组 ０． ４９ ± ０． ０８ ０． ５７ ± ０． ０７ ０． ５３ ± ０． ０８ ０． ９６ ± ０． ０３ １． １１ ± ０． １４ １． ００ ± ０． ００ １． ００ ± ０． ００
ＨＧ 组 ０． ９８ ± ０． １８ａ １． ０４ ± ０． １７ａ １． ０９ ± ０． ０９ａ ０． ４０ ± ０． ０８ａ ０． ５１ ± ０． １０ａ ０． ４７ ± ０． ０７ａ ０． ４９ ± ０． ０５ａ

ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＮＣ 组 １． １９ ± ０． ０４ １． １２ ± ０． １０ １． １９ ± ０． ０７ ０． ４２ ± ０． ０７ ０． ５６ ± ０． ０５ ０． ５０ ± ０． ０２ ０． ５０ ± ０． ０８
ＨＧ ＋ ＯＥ⁃ＨＳＦ２ 组 ０． ４０ ± ０． ０４ｂ ０． ４３ ± ０． ０３ｂ ０． ６０ ± ０． ０５ｂ ０． ８５ ± ０． ０３ｂ ０． ９８ ± ０． １０ｂ １． ００ ± ０． ０７ｂ １． ０７ ± ０． ０７ｂ

Ｆ 值 ４１． ５８０ ３１． １２０ ５８． ６６０ ７９． ８６０ ６２． ７３０ １０５． ５００ ８１． ５２０
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１
　 　 注：与 ＬＧ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＨＧ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５

表 ３　 ＬＧ 组、ＨＧ 组、ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组及 ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组足细胞焦亡相关蛋白、ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ、ｚｏ⁃１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝３）

组别
蛋白相对表达水平

ＮＬＲＰ３ ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ＩＬ⁃１β ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ ｚｏ⁃１
ｍＲＮＡ 相对表达水平

ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ ｚｏ⁃１
ＬＧ 组 ０． ４８ ± ０． ０７ ０． ５４ ± ０． ０２ ０． ４４ ± ０． ０２ ０． ９５ ± ０． ０８ １． ０６ ± ０． ０６ １． ００ ± ０． ００ １． ００ ± ０． ００
ＨＧ 组 １． １８ ± ０． ０２ａ １． ２６ ± ０． ０４ａ １． ３５ ± ０． ０８ａ ０． ４４ ± ０． ０５ａ ０． ６２ ± ０． ０８ａ ０． ４６ ± ０． ０９ａ ０． ４３ ± ０． ０３ａ

ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组 ０． ６０ ± ０． ０６ ０． ４８ ± ０． ０１ ０． ５３ ± ０． ０３ １． ２１ ± ０． １３ １． ２５ ± ０． ２２ １． ００ ± ０． ０９ ０． ９８ ± ０． ０９
ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＨＳＦ２ 组 １． １４ ± ０． ０８ｂ １． ２３ ± ０． ０９ｂ １． ２７ ± ０． ０７ｂ ０． ５３ ± ０． ０６ｂ ０． ５１ ± ０． ０９ｂ ０． ５２ ± ０． ０４ｂ ０． ５２ ± ０． ０６ｂ

Ｆ 值 １０４． ８００ １９３． ５００ ２２３． １００ ５０． ８４０ ２２． ３００ ５５． ２２０ ９２． １００
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１
　 　 注：与 ＬＧ 组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＬＧ ＋ ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５
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图 ４　 不同组别足细胞 ｚｏ⁃１ 及 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达情况（Ａ ～ Ｄ： ｚｏ⁃１ 蛋白表达情况；Ｅ ～ Ｈ：ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白表达情况；Ｉ ～ Ｌ：ｚｏ⁃１ 蛋白

ＤＡＰＩ 核染；Ｍ ～ Ｐ：ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白 ＤＡＰＩ 核染；Ｑ ～ Ｔ：细胞核与 ｚｏ⁃１ 的 Ｍｅｒｇｅ 结果；Ｕ ～ Ｘ：细胞核与 ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ 蛋白的 Ｍｅｒｇｅ 结果；免疫

荧光染色； × ４００）

讨　 　 论

ＤＫＤ 作为 ＥＳＲＤ 的首要原因，是肾脏病领域亟待

解决的重大难题之一。 足细胞损伤在介导 ＤＫＤ 尿白

蛋白排泄、肾小球硬化和肾功能衰竭中起着关键作

用［１３］。 深入研究足细胞损伤发生机制将为 ＤＫＤ 等继

发性肾脏病提供更好的防治方案。 本研究证实，ＨＳＦ２
可通过 ＲＯＳ 通路介导 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的激活，导致

足细胞焦亡及损伤，进一步揭示了足细胞焦亡与损伤

的新调控机制，为 ＤＫＤ 的预治提供了新的靶点。
　 　 ＨＳＦ 参与调控热休克蛋白的表达，在肾脏抗炎和

抗氧化中发挥重要作用。 有研究发现，ＨＳＦ２ 可调控肠

上皮细胞 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的激活［１１］，参与肠道炎症

发生。 ＨＳＦ２ 在 ＤＫＤ 发生中的生物学作用及其对

ＮＬＲＰ３炎症小体的激活的潜在的分子机制，尚缺乏研

究。 本研究发现，高糖诱导足细胞中 ＮＬＲＰ３ 炎症小体

以及相关焦亡蛋白表达增加，证实高糖条件下足细胞

焦亡发生，与之前的研究结果一致［６］。 本研究证实，
高糖下 ＨＳＦ２ 明显降低，且 ＨＳＦ２ 过表达可显著抑制

ＮＬＲＰ３ 炎症小体表达，及足细胞焦亡的发生，而 ＨＳＦ２
敲除后则结果相反。 这提示，足细胞 ＨＳＦ２ 与 ＮＬＲＰ３
炎症小体介导的细胞焦亡间的密切联系，但具体的调

控机制仍需进一步探讨。
ＮＬＲＰ３ 炎症小体可以通过多种途径被激活，氧化

应激作为 ＤＫＤ 发生发展的关键因素。 研究表明 ＲＯＳ
的过度累积可以激活 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 通路，诱导细

胞焦亡的发生［１４］。 我们研究发现，ＨＳＦ２ 过表达，可明

显抑制高糖下诱导的 ＲＯＳ 产生，提示高糖条件下，
ＨＳＦ２ 可通过调控 ＲＯＳ 影响 ＮＬＲＰ３ 炎症小体激活，促
进焦亡发生；通过线粒体 ＲＯＳ 抑制剂 Ｍｉｔｏ⁃ＴＥＭＰＯ，进
一步充分证实 ＨＳＦ２ 介导的 ＲＯＳ 产生，进而参与足细

胞焦亡。 而 ＨＳＦ２ 是否还通过其他未知的通路来调控

足细胞焦亡的发生，仍需要进一步研究。 其次，在本研

究中虽在 ＳＴＺ 小鼠和人足细胞中均发现了 ＨＳＦ２ 的表

达减少，但尚未构建 ＨＳＦ２ 特异性敲除的 ＤＫＤ 动物模

型进行验证。 此外，除足细胞外，ＤＫＤ 中的细胞焦亡

还涉及肾小管上皮细胞、内皮细胞等，但我们并未阐明

ＨＳＦ２ 在其他肾脏细胞中的细胞焦亡调节机制。 因此，
未来我们需要进一步设计完善的 ＤＫＤ 动物模型来进

行验证，探讨更为全面的研究。
综上所述，本研究用高糖诱导足细胞损伤模型，发

现 ＨＳＦ２ 通过抑制足细胞的焦亡与损伤而发挥保护作

用，其具体机制是 ＨＳＦ２ 通过降低 ＲＯＳ 水平，抑制

ＮＬＲＰ３炎症小体的激活以及足细胞焦亡，研究将为

ＤＫＤ 的诊断和治疗提供新的靶点。
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