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lncRNA Rpph1 对糖尿病肾病足细胞
AMPK / Nrf2 通路、焦亡的影响

古丽鲜·吐尔洪, 姑丽孜巴·塔衣尔
(新疆医科大学第二附属医院肾内科, 乌鲁木齐 830028)

摘　 要　 探讨长链非编码 RNA( lncRNA)Rpph1 促进糖尿病肾病(diabetes nephropathy,DN)足细胞损伤,是否与腺苷酸激活蛋

白激酶(AMP-activated protein kinase,AMPK) / 核因子 E2 相关因子 2(Nrf2)信号通路以及细胞焦亡和凋亡有关。 体外培养人

肾小球足细胞(Human glomerular podocytes,HGPC)随机分为对照组、模型组、lncRNA Rpph1 过表达组、低表达组和空载体组,
5 mmol / L的 D-葡萄糖孵育 HGPC 为对照组,其他三组采用 30 mmol / L 的 D-葡萄糖孵育细胞建立 DN 模型。 脂质体转染法将

携带 lncRNA Rpph1 过表达、低表达与空载体的稳定质粒与 HGPC 共孵育。 qRT-PCR 检测 lncRNA Rpph1 表达,Western blot 检
测 p-AMPK / AMPK 和 Nrf2 蛋白,以及细胞焦亡相关蛋白包括 Nod 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3(NLRP3)、胱天蛋白酶-1
(caspase-1)和 GSDMD-N 的表达量,MTT 法检测细胞存活率,流式细胞术检测凋亡率。 与对照组相比,模型组 lncRNA Rpph1
表达量显著增加(P < 0. 05)。 模型组 p-AMPK / AMPK、Nrf2、NLRP3、caspase-1 和 GSDMD-N 蛋白表达量显著增加(P < 0. 05)。
模型组细胞存活率显著减少,凋亡率增加(P < 0. 05)。 与模型组和空载体组相比,lncRNA Rpph1 过表达组 lncRNA Rpph1、
p-AMPK / AMPK、Nrf2、NLRP3、caspase-1 和 GSDMD-N 蛋白表达量显著增加,细胞存活率显著减少,凋亡率增加(P < 0. 05);
lncRNA Rpph1 低表达组 lncRNA Rpph1、p-AMPK / AMPK、Nrf2、NLRP3、caspase-1 和 GSDMD-N 蛋白表达量显著下降,细胞存活

率显著增多,凋亡率下降(P < 0. 05)。 DN 中 lncRNA Rpph1 高表达可以促进足细胞损伤,可能通过 AMPK / Nrf2 信号通路激活

细胞焦亡和凋亡有关。
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Effect of lncRNA Rpph1 on AMPK / Nrf2 Signal Pathway and
Cytopyrosis in Diabetes Nephropathy

GULIXIAN·Turhong, GULIZIBA·Tayier
(Nephrology Department of the Second Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi 830028, China)

[Abstract]　 To investigate the mechanism of lncRNA ( long chain non coding RNA) Rpph1 activating cytopyrosis through AMP-
AMPK(activated protein kinase) / Nrf2(nuclear factor E2 related factor 2) signaling pathway, then to promote podocyte injury in DN
(diabetes nephropathy). HGPC(Human glomerular podocytes) were cultured in vitro and randomly divided into control group, model
group, lncRNA Rpph1 over-expression group, low-expression group, and empty vector group. HGPC were incubated with 5 mmol / L
D-glucose as control group, while the other three groups were incubated with 30 mmol / L D-glucose to establish DN model. Liposome
transfection method was used to co-incubate stable plasmids carrying Rpph1 over-expression, low-expression, and empty vector with
HGPC. qRT-PCR was used to detect lncRNA Rpph1 expression, Western blot was used to detect p-AMPK / AMPK and Nrf2 proteins,
as well as the expression levels of cytopyrosis related proteins including NLRP3(Nod like receptor thermal domain associated protein
3), caspase-1, and GSDMD-N. MTT assay was used to detect cell survival rate. Flow cytometry was used to detecte apoptosis rate.
Compared with control group, the expression level of lncRNA Rpph1 in model group significantly increased ( P < 0. 05 ). The
expression levels of p-AMPK / AMPK, Nrf2, NLRP3, caspase-1, and GSDMD-N proteins significantly increased in model group (P <
0. 05). The survival rate of model group cells significantly reduced, while apoptosis rate increased in model group (P < 0. 05).
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Compared with model group and empty vector group, lncRNA Rpph1, p-AMPK / AMPK, Nrf2,NLRP3, caspase-1, and GSDMD-N
proteins in lncRNA Rpph1 over-expression group significantly increased, and cell survival rate significantly reduced, apoptosis rate
increased (P < 0. 05). The expression levels of lncRNA Rpph1, p-AMPK / AMPK, Nrf2, NLRP3, caspase-1, and GSDMD-N proteins
significantly decreased in lncRNA Rpph1 low-expression group, and cell survival rate significantly increased, apoptosis rate reduced
(P < 0. 05). In all, High expression of lncRNA Rpph1 in DN may activate cytopyrosis and promote podocyte injury by AMPK / Nrf2
signaling pathway.
[Keywords] 　 diabetes nephropathy; podocyte; long non coding RNA Rpph1; AMP-activated protein kinase; nuclear factor E2
related factor 2; cytopyrosis

　 　 糖尿病肾病(diabetes nephropathy,DN)糖尿病
肾病(diabetic kidney disease,DKD)是指由糖尿病引

起的慢性肾脏疾病,现已成为慢性肾脏病和终末期

肾病的主要原因。 发病机制,涉及炎症反应、氧化

应激、细胞凋亡、高糖毒性等[1]。 足细胞、肾小球内

皮细胞及肾小球基底膜共同构成了肾小球滤过屏

障,调控肾小球滤过功能。 足细胞损伤、脱落和凋

亡等是 DKD 最具特征的病理变化[2],因此探索足细

胞损伤机制至关重要。 研究发现,长链非编码 RNA
(long non coding RNA,lncRNA)在 DN 的发病机制

中发挥重要作用,可以影响下游靶基因和效应蛋白

的功能表达,进而加重 DN 病情和影响预后。 ln-
cRNA Rpph1 是一类重要的 lncRNA,既往研究发现

其在恶性肿瘤[3]、糖尿病[4]、肾小管上皮细胞损

伤[5]等疾病中异常表达,可能参与了疾病的发生。
但是,中外关于 lncRNA Rpph1 在 DN 中的确切

发病机制仍不是十分清楚。 细胞焦亡是一种细胞

程序性死亡方式,已经被证实在 DN 发病机制中同

样发挥重要作用[6-7]。 lncRNA Rpph1 是否通过调控

细胞焦亡进而影响 DN 足细胞的损伤还没有统一认
识。 腺苷酸激活蛋白激酶(AMP-activated protein ki-
nase,AMPK) /核因子 E2 相关因子 2(nuclear factor
E2 related factor 2,Nrf2)信号通路在调控细胞增殖、
凋亡、炎症反应等病理过程中发挥重要作用[8-9]。
基于此,现利用高糖刺激人肾小球足细胞建立 DN
模型,探讨 lncRNA Rpph1 促进 DN 足细胞损伤的相

关机制,是否与 AMPK / Nrf2 信号通路以及细胞焦亡

和凋亡有关。

1　 材料与方法

1. 1　 细胞培养

体外培养人肾小球足细胞 ( human glomerular
podocytes,HGPC)购自上海生工细胞实验中心,常规

复苏后在 DMEM-F12 培养基(含 10% 胎牛血清和

1%青-链霉素)中,于 37 ℃ 5% CO2培养箱中培养,
隔天换液至细胞体积达到 85%后,胰酶消化终止反

应,PBS 洗涤重悬细胞浓度为 1 × 106 / mL,分装

备用。

1. 2　 主要试剂

Lipofectamine 2000 转染试剂购自赛默飞世尔科

技(中国)有限公司,逆转录试剂盒和 PCR 试剂盒购

自美国 R&D 公司,BCA 蛋白定量试剂盒购自美国

Sigma 公司,鼠抗人 p-AMPK、AMPK、Nrf2、NLRP3、
caspase-1 和 GSDMD-N 抗体一抗及对应二抗购自江

苏碧云天科技有限公司,MTT 试剂盒购自翌圣生物

科技(上海)股份有限公司。
1. 3　 研究分组

HGPC 细胞随机分为对照组、模型组、 lncRNA
Rpph1 过表达组、低表达组和空载体组,5 mmol / L
的 D-葡萄糖孵育 HGPC 为对照组,其他 3 组采用

30 mmol / L的 D-葡萄糖孵育细胞建立 DN 模型。
脂质体转染法将携带 lncRNA Rpph1 过表达、

低表达与空载体的稳定质粒与 HGPC 共孵育 24 h。
实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测 lncRNA Rpph1
表达量,鉴定转染效率。
1. 4　 检测方法

1. 4. 1　 qRT-PCR 检测 lncRNA Rpph1 表达

Trizol 试剂提取细胞 RNA,逆转录合成 cDNA
后测量纯度和浓度,设计引物序列 lncRNA Rpph1:
上 游 5􀆳-ACTGGGTGTGATGCCTCTCAAG-3􀆳, 下 游

5􀆳-GGAACCTGAACCCCTGCTGTG-3􀆳;内参 β-actin:
上 游 5􀆳CTGGTATCGTGGAAGGACTC-3􀆳, 下 游

5􀆳-GTAGAGGCAGGGATGATGTCT-3􀆳。 根据试剂盒

说明书 配 制 反 应 体 系 包 括 10 × PCR 缓 冲 液、
MgCl2、dNTPs、 Taq 酶、 cDNA 和 反 应 水, 总 体 积

30 μL。 反应条件为 94 ℃ 预变性 5 min;94 ℃
45 s、60 ℃ 45 s、72 ℃ 45 s,共循环 40 次;72 ℃延

伸10 min结束。 构建扩增曲线和熔解曲线,结果以

2 - △△Ct表示。
1. 4. 2　 Western blot 检测蛋白表达量

蛋白包括 p-AMPK / AMPK 和 Nrf2 蛋白,以及细

胞焦亡相关蛋白包括 Nod 样受体热蛋白结构域相关

蛋白 3 ( nod like receptor thermal domain associated
protein 3,NLRP3)、胱天蛋白酶-1(caspase-1)和 GSD-
MD-N 的表达量。 RIPA 裂解液提取蛋白,对蛋白进

行定量、电泳分离,转 PVDF 膜后室温封闭 2 h。 滴加
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鼠抗人单克隆抗体一抗(稀释浓度为 1∶ 1 000),4 ℃
孵育过夜,洗涤后加入辣根酶标记羊抗兔二抗(稀释
浓度为1∶ 500)室温下孵育4 h。 PBS 洗涤,ECL 显色,
Lab Works 4. 5 凝胶成像软件行半定量分析,以目的
蛋白与内参 GAPDH 条带的灰度值比值表示。 每组
设置 3 个复孔,结果取平均值。
1. 4. 3　 MTT 法检测细胞存活率

各组处理 24 h 后分别加入 MTT 每孔 20 μL,继
续孵育 4 h 后弃上清液,加 DMSO 每孔 200 μL,振
荡 10 min, 置于波长 570 　 nm 处测定吸光度
(A)值。 细胞存活率 = A 处理组 / A 对照组 ×
100% 。 每组设置 6 个复孔,结果取平均值。
1. 4. 4　 流式细胞术检测细胞凋亡率

各组细胞培养 24 h 后用预冷 PBS 冲洗,加入
100 μL 1 × 结合缓冲液重悬, 然后加入 5 μL
Annexin V-FITC 和 PI 染液充分混匀,室温遮光染色
15 min,流式细胞仪检测细胞凋亡率。
1. 5　 统计学方法

采用 SPSS 23. 0 统计软件对计量资料(均数 ±
标准差)多组间比较采用单因素 ANOVA 分析,然后
两两组间再比较采用 LSD-t 法检验;P < 0. 05 表示
差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 lncRNA Rpph1 表达量的比较
与对照组相比,模型组 lncRNA Rpph1 表达量

显著增加(P < 0. 05),提示 DN 中足细胞 lncRNA
Rpph1 表达量上调。 与空载体组相比, lncRNA
Rpph1过表达组 lncRNA Rpph1 表达量显著增加,
lncRNA Rpph1 低表达组 lncRNA Rpph1 表达量显著
下降( P < 0. 05 ),提示转染成功,如图 1 和图 2
所示。

∗∗表示 P < 0. 01
图 1　 对照组与模型组足细胞 lncRNA Rpph1 表达量

Fig. 1　 qRT-PCR detection of lncRNA Rpph1 expression levels in
podocytes between the control group and the model group

2. 2　 AMPK / Nrf2 信号通路蛋白的比较
与对照组相比,模型组 p-AMPK / AMPK 和 Nrf2

∗∗表示 P < 0. 01
图 2　 qRT-PCR 检测各组足细胞 lncRNA Rpph1 表达量

Fig. 2　 qRT-PCR detection of lncRNA Rpph1 expression
levels in podocytes of each group

蛋白表达量显著增加(P < 0. 05),提示 AMPK / Nrf2
信号通路激活参与了 DN 足细胞的损伤。 与模型组
和空载体组相比,lncRNA Rpph1 过表达组p-AMPK /
AMPK 和 Nrf2 蛋白表达量显著增加,lncRNA Rpph1
低表达组 p-AMPK / AMPK 和 Nrf2 蛋白表达量显著
下降(P < 0. 05),提示靶向干预 lncRNA Rpph1 表达
可以正向调控 AMPK / Nrf2 信号通路的活性,如
图 3 ~图 5 所示。

∗∗表示 P < 0. 01
图 3　 Western blot 检测各组足细胞 AMPK / Nrf2 信号

通路蛋白表达量

Fig. 3　 AMPK / Nrf2 signaling pathway protein expression
levels in podocytes of each group by Western blot

∗∗表示 P < 0. 01
图 4　 各组足细胞 AMPK 通路蛋白统计分析结果

Fig. 4　 Statistical analysis results of AMPK signaling
pathway protein in each group
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∗∗表示 P < 0. 01
图 5　 各组足细胞 Nrf2 信号通路蛋白统计分析结果

Fig. 5　 Statistical analysis results of Nrf2 signaling
pathway protein in each group

2. 3　 细胞焦亡蛋白的比较
与对照组相比,模型组的 NLRP3、caspase-1 和

GSDMD-N蛋白表达量显著增加(P < 0. 05),提示细
胞焦亡参与了 DN 足细胞的损伤。 与模型组和空载
体组相比,lncRNA Rpph1 过表达组 NLRP3、caspase-
1 和 GSDMD-N 蛋白表达量显著增加,lncRNA Rp-
ph1 低表达组 NLRP3、caspase-1 和 GSDMD-N 蛋白
表达量显著下降(P < 0. 05),提示靶向干预 lncRNA
Rpph1表达可以影响细胞焦亡的活性,如图 6 ~ 图 9
所示。

∗∗表示 P < 0. 01
图 6　 Western blot 检测各组足细胞细胞焦亡蛋白表达量

Fig. 6　 Pyroptosis protein expression in podocyte
cells of each group by Western blot

∗∗表示 P < 0. 01
图 7　 各组足细胞 NLRP3 蛋白统计分析结果

Fig. 7　 Statistical analysis results of NLRP3
protein in each group

∗∗表示 P < 0. 01
图 8　 各组足细胞 caspase-1 蛋白统计分析结果

Fig. 8　 Statistical analysis results of caspase-1
protein in each group

∗∗表示 P < 0. 01
图 9　 各组足细胞 GSDMD-N 蛋白统计分析结果

Fig. 9　 Statistical analysis results of GSDMD-N
protein in each group

2. 4　 细胞存活和凋亡率的比较

与对照组相比,模型组的细胞存活率显著减

少,凋亡率显著增高(P < 0. 05),提示 DN 可导致足

细胞损伤。 与模型组和空载体组相比,lncRNA Rp-
ph1 过表达组的细胞存活率显著减少,凋亡率显著

增加;lncRNA Rpph1 低表达组的细胞存活率显著增

多,凋亡率显著降低 (P < 0. 05),提示靶向干预

lncRNA Rpph1表达可以影响 DN 足细胞损伤,如
图 10 ~图 12所示。

∗∗表示 P < 0. 01
图 10　 MTT 检测各组足细胞存活

Fig. 10　 The survival of podocytes in each group by MTT
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∗∗表示 P < 0. 01
图 11　 各组足细胞凋亡情况

Fig. 11　 Podocyte apoptosis in each group

∗∗表示 P < 0. 01
图 12　 各组凋亡率比较

Fig. 12　 The comparison of apoptosis rate in each group

3　 讨论

DN 是糖尿病最常见的微血管并发症之一,发
病机制复杂,涉及多种细胞信号通路和分子调控网
络。 足细胞是一种高度分化的肾脏实质细胞,是肾
小球滤过屏障的关键组成部分,当足细胞受到损伤
时,肾小球滤过屏障受损,蛋白尿生成,最终导致肾
小球滤过率的下降和终末期肾病。 然而足细胞的
增殖能力有限,一旦出现损伤则无法通过自我调节
来弥补。

LncRNA 是缺乏编码蛋白能力的内源性分子,
其在肿瘤、心脑血管疾病和神经退行性疾病中具有

重要调节作用。 越来越多的研究证明 LncRNA 可直

接或间接参与 DKD 的发生、发展。 lncRNA Rpph1
作为一种重要的调控分子,表达水平在 DN 患者肾

组织中显著上调,提示 lncRNA Rpph1 可能参与了

该疾 病 的 发 生、 发 展[10]。 本 文 研 究 中 模 型 组

lncRNA Rpph1 表达量显著增加,同样提示 DN 中足
细胞 lncRNA Rpph1 表达量上调。 lncRNA Rpph1 是

一种由 RNA 聚合酶 III 转录的 lncRNA,主要定位于
细胞核内,参与多种生理病理过程的调控。 正常生

理条件下,lncRNA Rpph1 主要调控细胞的增殖、分
化和凋亡等基本生命活动。 lncRNA Rpph1 通过与
特定的转录因子或表观遗传调控因子结合,影响下

游基因的表达。 例如, lncRNA Rpph1 可以招募
EZH2 等表观遗传调控蛋白,下调肿瘤抑制基因的

表达, 从 而 促 进 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 和 侵 袭[11]。
lncRNA Rpph1 还可以通过竞争性结合 microRNA 方

式,调控靶基因的表达,参与机体的免疫调节和炎

症反应[12-13]。 lncRNA Rpph1 作为一个多功能调控

因子,表达水平异常可能导致多种疾病的发生与

发展[14]。
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在 DN 发病过程中,lncRNA Rpph1 表达水平显
著上调,可能由于高糖环境下 lncRNA Rpph1 转录
被激活[15]。 并且,lncRNA Rpph1 通过多种机制参
与 DN 的发病过程。 lncRNA Rpph1 可以抑制肾小
管细胞的增殖,促进细胞凋亡,加重肾脏功能的损
害;lncRNA Rpph1 可以诱导细胞外基质的过度沉
积,加重肾小球硬化;lncRNA Rpph1 可以激活炎症
信号通路,增强肾脏的炎症反应,加重肾脏损伤;
lncRNA Rpph1 可以通过调控 DNA 甲基转移酶的表
达,改变肾小管细胞的表观遗传状态,影响细胞的
增殖和分化[16-17]。 因此,推测 lncRNA Rpph1 在 DN
发病机制中发挥重要的作用,可作为疾病的潜在治
疗靶点。 进一步通过靶向干预 lncRNA Rpph1 表达
发现,可以正向调控 AMPK / Nrf2 信号通路的活性。
王静等[18]指出,AMPK / Nrf2 信号通路参与了 DN 的

发生以及药物治疗过程。 何亚萍等[19] 也指出,Nrf2
参与了 DN 的发病机制。

本文研究还显示,靶向干预 lncRNA Rpph1 表
达可以影响细胞焦亡的活性和足细胞的存活率和
凋亡率。 姜莉莉等[20]指出,系膜细胞的氧化应激和

焦亡 参 与 了 DN 的 发 生。 李 佳 武 等[21] 指 出,
NLRP3 / IL-1β / TGF-β1 通路参与了 DN 中足细胞的
焦亡损伤过程。 研究发现,lncRNA Rpph1 可以通过
多种方式参与调控 DN 足细胞的焦亡过程[22-23]。
lncRNA Rpph1 可以抑制 Sirt1 表达,激活 TGF-β /
Smad 通路,促进肾小球系膜细胞和足细胞的增殖和
细胞外基质的沉积。 lncRNA Rpph1 可以竞争性结
合 miR-29b,降低对 Col4a1、Col4a2 等基因的抑制作
用,加重肾脏纤维化。 lncRNA Rpph1 可以招募
EZH2 抑制 Klotho 基因的表达,加重肾脏功能的损
害。 lncRNA Rpph1 还可以通过调控 NF-κB 信号通
路,增强肾脏的炎症反应。 lncRNA Rpph1 作为一个
“主控”因子,通过调控多条信号通路参与 DN 的发
病机制。

4　 结论

DN 中 lncRNA Rpph1 高表达可以促进足细胞
损伤,可能通过 AMPK / Nrf2 信号通路调控细胞焦
亡。 干预 lncRNA Rpph1 有望成为临床诊治 DN 的
新型靶点。
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