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摘要：目的　观察丹皮酚对白蛋白（ＨＳＡ）诱导的肾小管上皮细胞（ＨＫ－２）自噬
和ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎症小体的调控作用。方法　体外培养 ＨＫ－２
细胞并随机分为对照组、模型组和低、中、高剂量实验组。对照组细胞正常培养；

模型组用２０ｍｇ·ｍＬ－１ＨＳＡ干预２４ｈ；低、中、高剂量实验组在模型组的基础上
分别加入２５、５０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１丹皮酚处理２４ｈ。酶联免疫吸附实验法检测
上清液肾损伤因子１（ＫＩＭ－１）、单核细胞趋化蛋白 －１（ＭＣＰ－１）、白介素 －１β
（ＩＬ－１β）和胱天蛋白酶－１（ｃａｓｐａｓｅ－１）的含量，用实时荧光定量聚合酶链反应
法检测ＫＩＭ－１和 ＭＣＰ－１基因表达，用蛋白质印迹法检测含吡喃结构域的
ＮＬＲＰ３、含 ＣＡＲＤ结构域的凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）、ＩＬ－１β、微管相关蛋白
１轻链 ３（ＬＣ３）、泛素结合蛋白ｐ６２（ｐ６２）、自噬效应蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１（Ｂｅｃｌｉｎ－１）、
ＰＴＥＮ诱导激酶 １（ＰＩＮＫ１）和 Ｐａｒｋｉｎ蛋白的表达。结果　对照组、模型组和低、
中、高剂量组细胞上清中 ＫＩＭ－１浓度分别为（８６５±０５３）、（１７３３±２０４）、
（１０７６±１４１）、（８４８±０４７）和（８４７±０２４）ｐｇ·ｍＬ－１，ＭＣＰ－１含量为
（５３１３８±１５６４）、（２１９８５５±１４８２１）、（１９６６２９±５３５２）、（１６０５４９±２３４６８）和
（９３７３３±３６９６）ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＬ－１β分泌水平为（７１６６±２２９）、（１０９９２±４４１）、
（９１６８±４７５）、（８０６６±４００）和（６２３８±３２４）ｐｇ·ｍＬ－１，ｃａｓｐａｓｅ－１含量为
（６６５７±１０５２）、（２１０５０±１７５０）、（２０１８８±７２２）、（１９５４２±１３９５）和
（１２９８１±１３２０）ｐｇ·ｍＬ－１，ＫＩＭ －１ｍＲＮＡ基因相对表达水平分别为
１０５±００５、２３８±０４５、１５８±０２０、１４４±００８和１３８±０２２，ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ相对
表达水平分别为 １０４±００４、１５３±００８、１３２±０１６、１１６±０１６和
０６２±０１３，ＮＬＲＰ３蛋白相对表达水平为０８９±００８、１１３±００７、１００±００７、
０８４±０１２和 ０５５±０１６，ＡＳＣ蛋白相对表达水平分别为 ０２３±００３、
０８７±０１９、０８１±０１６、０７８±００８和０４６±００５，ＩＬ－１β蛋白相对表达水平
分别为０４９±０１２、１４６±０２９、１１０±０２６、０７１±００６和０５３±０１３，微管相
关蛋白１轻链 ３－２（ＬＣ３Ⅱ）／ＬＣ３Ⅰ蛋白相对表达水平分别为１０８±００４、
０９０±００６、１００±００２和 １０５±００４，ｐ６２蛋白相对表达水平分别为
０３８±００６、１２３±０１１、１０５±０２０和０６２±０１９，Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白相对表达水
平分别为０８２±００７、０５９±００６、０９０±００７和０９３±００９，ＰＩＮＫ１蛋白相对
表达水平分别为１１０±００３、０６８±００７、０７８±０１１和１０３±００８，Ｐａｒｋｉｎ蛋
白相对表达水平为０６４±００６、０４６±００５、０５８±００８和０７９±０１２。模型
组的上述指标与对照组比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），高剂量实验组的上述指标与模型组比较，在统计学上差异
均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　丹皮酚可能通过促进
线粒体自噬，抑制ＮＬＲＰ３炎症小体，缓解白蛋白导致的肾小管损伤。
关键词：丹皮酚；白蛋白；自噬；炎症小体；肾小管上皮细胞
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１３２±０１６，１１６±０１６ａｎｄ０６２±０１３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
０８９±００８，１１３±００７，１００±００７，０８４±０１２ａｎｄ０５５±０１６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｏｓｅｏｆＡＳＣｗｅｒｅ
０２３±００３，０８７±０１９，０８１±０１６，０７８±００８ａｎｄ０４６±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｏｓｅｏｆＩＬ－１βｗｅｒｅ
０４９±０１２，１４６±０２９，１１０±０２６，０７１±００６ａｎｄ０５３±０１３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＬＣ３Ⅱ／Ⅰ ｒａｔｉｏｓｗｅｒｅ
１０８±００４，０９０±００６，１００±００２ａｎｄ１０５±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ６２ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
０３８±００６，１２３±０１１，１０５±０２０ａｎｄ０６２±０１９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｏｓｅｏｆＢｅｃｌｉｎ－１ｗｅｒｅ０８２±００７，
０５９±００６，０９０±００７ａｎｄ０９３±００９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｏｓｅｏｆＰＩＮＫ１ｗｅｒｅ１１０±００３，０６８±００７，
０７８±０１１ａｎｄ１０３±００８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｏｓｅｏｆＰａｒｋｉｎｗｅｒｅ０６４±００６，０４６±００５，０５８±００８ａｎｄ
０７９±０１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｌｌｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｅｘｈｉｂｉｔｅｄ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｔｈｅｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｐａｅｏｎｏｌｍａｙａｌｌｅｖｉａｔｅａｌｂｕｍｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｉｎｊｕｒｙｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇｍｉｔｏｐｈａｇｙａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄ：ｐａｅｏｎｏｌ；ａｌｂｕｍｉｎ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ；ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ

　　慢性肾病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）是由多种
因素引发的肾结构和功能受损的一类疾病，包括狼疮

性肾炎和糖尿病肾病等。白蛋白尿是 ＣＫＤ的典型症
状，通过损伤肾小球内皮细胞、损害肾小管功能、促进

炎症反应等［１－２］。因此，探究这些病理变化背后的机

制对于开发针对ＣＫＤ的疗法是至关重要的。在 ＣＫＤ
患者肾小管上皮细胞、内皮细胞等细胞中均发现ＮＯＤ
样受体蛋白（ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）炎

症小体激活［３］。ＣＫＤ患者高浓度白蛋白的累积会干
扰肾小管上皮细胞的自噬功能。研究表明，过量的白

蛋白可以抑制自噬体形成和自噬通量，使细胞内受损

蛋白质和细胞器积累增加［４］。丹皮酚是一种从牡丹

皮中分离出来的主要酚类化合物，前期研究已经证

实，丹皮酚在狼疮模型中对肾的保护作用，但其作用

机制尚缺乏系统研究。本研究用白蛋白诱导的肾小

管上皮细胞炎症模型，探讨丹皮酚对肾小管上皮细胞
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

中自噬和ＮＬＲＰ３炎症小体相关蛋白的影响。

材料和方法

１　材料
细胞系　人肾小管上皮细胞ＨＫ－２，购自北京协

和细胞库。

药品与试剂　丹皮酚，规格：每支 ２０ｍｇ，纯度：
≥９８％，批号：ＤＤ００４８－００２０，四川成都德思特生物技
术有限公司生产；白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ，ＨＡＳ），规格：每瓶
１ｇ，纯度：≥ ９８％，批号：Ａ１６５３－１Ｇ，德国 ＳＩＧＭＡ公
司生产；反转录试剂盒和实时定量聚合酶链式反应试

剂，均由南京诺维赞公司生产；放射免疫沉淀法裂解

缓冲液（ｒａｄｉｏ－ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ，
ＲＩＰＡ），上海碧云天生物技术有限公司生产；甘油醛－
３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙ
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体、含吡喃结构域的 ＮＯＤ样受
体家族蛋白３（ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎ－
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３，ＮＬＲＰ３）抗体、含ＣＡＲＤ结构域的凋亡相
关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋ－ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ，ＡＳＣ）抗体、白细胞介素－１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１ｂｅｔａ，ＩＬ－１β）抗体、微管相关蛋白 １
轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，
ＬＣ３）抗体、Ｂｅｃｌｉｎ－１抗体、ＰＴＥＮ诱导激酶 １（ＰＴＥＮ－
ｉｎｄｕｃｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＰＩＮＫ１）抗体和 Ｐａｒｋｉｎ抗体，均由湖
北武汉三鹰 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司生产；ｐ６２抗体，美国
Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司生产；二辛可宁酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，
ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒，江苏苏州新赛美生物科技有
限公司生产；肾损伤分子１（ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ－１，
ＫＩＭ－１）、单核细胞趋化蛋白 －１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔ
ｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ－１，ＭＣＰ－１）、ＩＬ－１β和半胱氨酸天冬
氨酸特异性蛋白酶 １（ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｓｐａｒｔａｔｅ－
ｄｉｒｅｃｔｅｄｐｒｏｔｅａｓｅ１，ｃａｓｐａｓｅ－１）检测试剂盒，均由江
苏南京迈博生物有限公司生产。

仪器　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６荧光定量聚合酶链式反应
仪，瑞士罗氏公司产品；ｉｎｆｉｎｔｅＭ２００Ｐｒｏ酶标仪，瑞士
ＴＥＣＡＮ公司产品；２６４－５０５０电泳仪、ＧｅｌＤｏｃ２０００凝
胶成像仪，均为美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养

将ＨＫ－２细胞在含有１０％胎牛血清和含双抗的
Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良Ｅａｇｌｅ培养基与Ｈａｍ’ｓＦ－１２营养混合
物（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ／ｎｕｔｒｉｅｎｔｍｉｘｔｕｒｅ
Ｆ－１２，ＤＭＥＭ／Ｆ１２）培养基中，并将培养基置于３７℃、

５％ ＣＯ２的培养箱中传代培养。
２２　细胞分组与处理方法

将对数生长期的 ＨＫ－２细胞调整细胞密度
２×１０５接种于６孔板中，分为对照组、模型组和低、中、
高剂量实验组。对照组细胞正常培养；模型组加入

２０ｍｇ·ｍＬ－１的ＨＳＡ溶液，低、中、高剂量实验组在模
型组的基础上分别加入２５，５０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１丹皮
酚，各组均培养 ２４ｈ后收集细胞和上清进行后续
检测。

２３　酶联免疫吸附（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测ＫＩＭ－１、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１β和
ｃａｓｐａｓｅ－１水平［５］

收集细胞上清，以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，
取上清液，按照相应试剂盒说明书操作，通过酶标

仪于４５０ｎｍ处测定各孔的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｌｎｓｉｔｙ，
ＯＤ）值，然后根据 ＯＤ值绘制标准曲线，进而计算
各组培养上清中 ＫＩＭ－１、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１β和
ｃａｓｐａｓｅ－１浓度。
２４　逆转录实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）法检测 ＫＩＭ －１和
ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ相对表达水平［６］

按Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组细胞的总 ＲＮＡ，鉴定提取的
总 ＲＮＡ浓度和纯度。通过逆转录反应试剂盒将总
ＲＮＡ逆转录合成ｃＤＮＡ，荧光定量得出Ｃｔ值，用２－ΔΔＣｔ

计算基因相对表达水平，以 ＧＡＰＤＨ为内参，检测各组
ＫＩＭ－１和ＭＣＰ－１基因表达。
２５　蛋白质印记法检测ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ＩＬ－１β、ＬＣ３、
Ｂｅｃｌｉｎ－１、ｐ６２、ＰＩＮＫ１和Ｐａｒｋｉｎ蛋白表达水平［７］

收集细胞，用 ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，用 ＢＣＡ
法测定蛋白浓度，１００℃加热５ｍｉｎ，充分变性后置于
－８０℃保存。电泳分离，转移至 ＰＶＤＦ膜，用 ５％脱
脂奶粉室温封闭１ｈ，１×ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，加
入 ＬＣ３（１∶２０００）、Ｂｅｃｌｉｎ－１（１∶２０００）、ｐ６２
（１∶１０００）、ＰＩＮＫ１（１∶２０００）、Ｐａｒｋｉｎ（１∶２０００）、
ＮＬＲＰ３（１∶１０００）、ＡＳＣ（１∶２０００）、ＩＬ－１β（１∶２０００）、
ＧＡＰＤＨ（１∶２０００），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤３次，室
温下孵育二抗（１∶１０×１０４）１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，加入
ＥＣＬ显色液，用凝胶成像系统曝光，用ＩｍａｇｅＬａｂ分析
软件进行图像分析。

３　统计学处理
用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件进行统计分析与作

图。数据以 珋ｘ±ｓ表示，用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验进行２组
间的差异比较，用单因素方差（ＡＮＯＶＡ）进行多组
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间的差异比较。

结　　果

１　丹皮酚对 ＨＳＡ诱导的 ＨＫ－２细胞分泌的
ＫＩＭ－１、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１β、ｃａｓｐａｓｅ－１含量的影响

与对照组比较，模型组的ＫＩＭ－１、ＭＣＰ－１、ＩＬ－１β
和ｃａｓｐａｓｅ－１均显著升高（均Ｐ＜０００１）；与模型组比
较，低剂量实验组的ＫＩＭ－１和ＩＬ－１β含量均显著下
降（均 Ｐ＜００５），中、高剂量实验组的ＫＩＭ－１、
ＭＣＰ－１、ＩＬ－１β和 ｃａｓｐａｓｅ－１水平均显著降低
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结果见表１。
２　丹皮酚对ＨＳＡ诱导的 ＨＫ－２细胞中 ＫＩＭ－１和
ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ的影响

与对照组比较，模型组的 ＫＩＭ－１和 ＭＣＰ－１
ｍＲＮＡ均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）；与模型组比
较，中、高剂量实验组细胞的 ＫＩＭ－１和 ＭＣＰ－１
ｍＲＮＡ均显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结果见
表２。

表２　丹皮酚对ＨＳＡ诱导的ＨＫ－２细胞中ＫＩＭ－１和ＭＣＰ－１
ｍＲＮＡ的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐａｅｏｎｏｌｏｎＫＩＭ－１ａｎｄＭＣＰ－１ｍＲＮＡｉｎ
ＨＳＡ－ｉｎｄｕｃｅｄＨＫ－２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＫＩＭ－１ｍＲＮＡ ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０５±００５ １０４±００４
Ｍｏｄｅｌ ２３８±０４５ １５３±００８

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １５８±０２０ １３２±０１６
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １４４±００８＃ １１６±０１６＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １３８±０２２＃ ０６２±０１３＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，
Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

３　丹皮酚对 ＨＳＡ诱导的 ＨＫ－２细胞中 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ和ＩＬ－１β蛋白水平的影响

与对照组比较，模型组的 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ和 ＩＬ－１β
蛋白相对表达水平均显著上调（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；
与模型组比较，中剂量实验组的 ＮＬＰＲ３和 ＩＬ－１β蛋
白相对表达水平均显著下调（均 Ｐ＜００５），高剂量实
验组的 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ和 ＩＬ－１β蛋白相对表达水平均
显著下调（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结果见表３。
４　丹皮酚对 ＨＳＡ诱导的 ＨＫ－２细胞中自噬蛋白
ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ－１和ｐ６２水平的影响

与对照组比较，模型组的 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１
蛋白相对表达水平均显著下调，ｐ６２蛋白相对表达水
平显著上调（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）；与模型组比较，中
剂量实验的 Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白相对表达水平显著上调，
高剂量实验组的 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白相对表
达水平均显著上调，ｐ６２蛋白相对表达水平显著下调
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结果见图１和表４。

表３　丹皮酚对ＨＳＡ诱导的 ＨＫ－２细胞中 ＮＯＤ样受体家族
蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）、含 ＣＡＲＤ结构域的凋亡相关斑点样蛋白
（ＡＳＣ）、白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）蛋白水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐａｅｏｎｏｌｏｎＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｐｙｒｉｎ
ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３（ＮＬＲＰ３），ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋ－
ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ（ＡＳＣ），ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β
（ＩＬ－１β）ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＨＳＡ－ｉｎｄｕｃｅｄＨＫ－２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＮＬＲＰ３ ＡＳＣ ＩＬ－１β

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０８９±００８ ０２３±００３ ０４９±０１２
Ｍｏｄｅｌ １１３±００７ ０８７±０１９ １４６±０２９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １００±００７ ０８１±０１６ １１０±０２６
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０８４±０１２＃ ０７８±００８ ０７１±００６＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０５５±０１６＃＃ ０４６±００５＃ ０５３±０１３＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

表１　丹皮酚对白蛋白（ＨＳＡ）诱导的肾小管上皮（ＨＫ－２）细胞分泌的上清液肾损伤因子１（ＫＩＭ－１）、单核细胞趋化蛋白 －１
（ＭＣＰ－１）、白介素－１β（ＩＬ－１β）和胱天蛋白酶１（ｃａｓｐａｓｅ－１）含量的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐａｅｏｎｏｌｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ１（ＫＩＭ－１），ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１（ＭＣＰ－１），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β
（ＩＬ－１β）ａｎｄｃａｓｐａｓｅ－１ｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ（ＨＳＡ）－ｉｎｄｕｃｅｄｈｕｍａｎｒｅｎａｌｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＫ－２）
ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＫＩＭ－１（ｐｇ·ｍＬ－１） ＭＣＰ－１（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１β（ｐｇ·ｍＬ－１） ｃａｓｐａｓｅ－１（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８６５±０５３ ５３１３８±１５６４ ７１６６±２２９ ６６５７±１０５２
Ｍｏｄｅｌ １７３３±２０４ ２１９８５５±１４８２１ １０９９２±４４１ ２１０５０±１７５０

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０７６±１４１＃ １９６６２９±５３５２ ９１６８±４７５＃ ２０１８８±７２２
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ８４８±０４７＃＃ １６０５４９±２３４６８＃ ８０６６±４００＃＃ １９５４２±１３９５＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ８４７±０２４＃＃ ９３７３３±３６９６＃＃＃ ６２３８±３２４＃＃＃ １２９８１±１３２０＃＃

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｒｏｕｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：２０ｍｇ·ｍＬ－１ＨＳＡｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｆｏｒ２４ｈ；Ｌｏｗ－，ｍｅｄｉｕｍ－，ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ：２５，５０，

１００μｍｏｌ·Ｌ－１ｐａｅｏｎｏｌｔｏＨＳＡｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ２４ｈ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　 ５７　　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

５　丹皮酚对 ＨＳＡ诱导的 ＨＫ－２细胞中 ＰＩＮＫ１和
Ｐａｒｋｉｎ的影响

与对照组比较，模型组的ＰＩＮＫ１和Ｐａｒｋｉｎ蛋白相对
表达水平均显著下调（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；与模型组比
较，高剂量实验组的ＰＩＮＫ１和Ｐａｒｋｉｎ蛋白相对表达水平
均显著上调（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结果见图２和表５。

图 １　蛋白质印迹法检测各组ＨＫ－２细胞自噬相关蛋白相对
表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＨＫ－２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ｇｒｏｕｐ；
Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ；ｐ６２：Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１；ＬＣ３Ⅱ：Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３－Ⅱ

表４　丹皮酚对ＨＳＡ诱导的ＨＫ－２细胞中自噬蛋白微管相关
蛋白 １轻链 ３（ＬＣ３）、自噬效应蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１（Ｂｅｃｌｉｎ－１）、ｐ６２
水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐａｅｏｎｏｌｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３（ＬＣ３），Ｂｅｃｌｉｎ－１
ａｎｄｐ６２ｉｎＨＳＡ－ｉｎｄｕｃｅｄＨＫ－２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ Ｂｅｃｌｉｎ－１ ｐ６２

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０８±００４ ０８２±００７ ０３８±００６
Ｍｏｄｅｌ ０９０±００６ ０５９±００６ １２３±０１１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １００±００２ ０９０±００７＃＃ １０５±０２０
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０５±００４＃ ０９３±００９＃＃ ０６２±０１９＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，
Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

图 ２　蛋白质印迹法检测各组ＨＫ－２细胞线粒体自噬相关蛋
白表达

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＴｈｅｅａｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＨＫ－２
ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ｇｒｏｕｐ；Ｄ：

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ；ＰＩＮＫ１：ＰＴＥＮ－ｉｎｄｕｃｅｄｋｉｎａｓｅ１

表５　丹皮酚对ＨＳＡ诱导的ＨＫ－２细胞中ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ蛋白
水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐａｅｏｎｏｌｏｎＰＩＮＫ１ａｎｄＰａｒｋｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎ
ＨＳＡ－ｉｎｄｕｃｅｄＨＫ－２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １１０±００３ ０６４±００６
Ｍｏｄｅｌ ０６８±００７ ０４６±００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０７８±０１１ ０５８±００８
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０３±００８＃＃ ０７９±０１２＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，
Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

讨　　论

白蛋白尿是危害肾功能的独立危险因素，也是

ＤＫＤ的独立预测因子［８］。白蛋白作为蛋白尿中的

关键成分［９］，可以通过肾小管上皮细胞的内吞受体

ｍｅｇａｌｉｎ和ｃｕｂｉｌｉｎ摄取，导致ＭＣＰ－１、ＣＣＬ５和ＣＸＣＬ８
等趋化因子释放增加［１０］。ＫＩＭ－１是一种１型跨膜糖
蛋白，由近端肾小管上皮细胞显著表达，ＫＩＭ－１作为
肾损伤生物标志物已在各种动物模型和人类疾病中

得到证实［１１］。本实验发现，白蛋白诱导的 ＨＫ－２细
胞上清液中 ＫＩＭ－１和 ＭＣＰ－１分泌增加，并且
ＫＩＭ－１、ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ表达增加，而丹皮酚２５、５０、
１００μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞上清液中 ＫＩＭ－１、ＭＣＰ－１分
泌减少，丹皮酚５０、１００μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞中 ＫＩＭ－１
和ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ表达显著降低。

ＮＬＲＰ３炎症小体由ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ和ｐｒｏ－Ｃａｓｐａｓｅ－１
组成，白蛋白能够促进 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｐｒｏ－Ｃａｓｐａｓｅ－１
的转录、组装及蛋白表达，募集的ＡＳＣ把ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ－１
切割为有活性的 ｃａｓｐａｓｅ－１，ｃａｓｐａｓｅ－１进一步将
ｐｒｏ－ＩＬ－１β和ｐｒｏ－ＩＬ－１８裂解成同源的炎性细胞
因子，引起ＩＬ－１β等促炎细胞因子成熟分泌［１２］，进而

促进炎症的发生。本研究发现，丹皮酚１００μｍｏｌ·Ｌ－１组
能够显著抑制白蛋白所致的 ＨＫ－２细胞中 ＮＬＲＰ３、
ＡＳＣ和ＩＬ－１β蛋白水平的上调，减少细胞上清液中
ＩＬ－１β和ｃａｓｐａｓｅ－１的分泌。

最近研究发现，自噬通过影响 ＮＬＲＰ３炎症小体
参与 ＬＮ的发生和发展［１３］。如：ＴｒｉｓＤＢＡ等药物可以
通过促进自噬，抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体的激活，从而缓
解ＮＬＲＰ３炎症小体介导的炎症反应对肾的损伤［１４］。

ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１和 ｐ６２均为自噬溶酶体相关蛋
白。ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ是自噬体形成的标志性成分，也是自噬
被激活的标志［１５－１６］。Ｂｅｃｌｉｎ－１是自噬相关基因
Ａｔｇ６同源物，对自噬体形成及成熟起着关键作
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用［１７－１８］，随着自噬的激活其表达水平增高。ｐ６２随
着自噬体一起降解，当自噬体降解障碍时，其含量会

升高，２者相互作用反映自噬水平的改变［１９］。本研究

发现，丹皮酚高剂量实验组显著上调自噬蛋白

ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１，下调自噬蛋白ｐ６２的表达，起到
促进自噬作用。线粒体自噬是自噬的一种特殊形式，

专门负责清除受损的线粒体。线粒体自噬功能发生

障碍时，受损线粒体的积累会导致 ＲＯＳ大量生成，激
活 ＮＬＲＰ３炎症小体，诱发炎症［２０－２１］。ＰＩＮＫ１和
Ｐａｒｋｉｎ是调控线粒体自噬的核心分子，当线粒体受损
时，线粒体膜电位下降，ＰＩＮＫ１蛋白在线粒体外膜上
稳定积累并激活Ｐａｒｋｉｎ，促进自噬体包裹受损线粒体，
使受损线粒体的降解，从而抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体激
活［２２］。本研究发现，丹皮酚高剂量实验组显著上调

线粒体自噬通路蛋白ＰＩＮＫ１和Ｐａｒｋｉｎ蛋白的表达。
本研究提示：丹皮酚可能通过促进白蛋白所诱导的

ＨＫ－２细胞线粒体自噬，抑制ＮＬＲＰ３炎症小体激活，减
少促炎因子ＩＬ－１β的释放，从而缓解肾功能的损伤。
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［２０］　ＷＡＮＧＨ，ＳＨＥＮＭ，ＭＡＹ，ｅｔａｌＮｏｖｅｌｍｉｔｏｐｈａｇｙｉｎｄｕｃｅｒ

ａｌｌｅｖｉａｔｅｓｌｕｐｕｓｎｅｐｈｒｉｔｉｓｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄ

ａｕｔｏａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］ＫｉｄｎｅｙＩｎｔ，２０２４，１０５（４）：７５９—７７４

［２１］　ＤＵＡＮＰ，ＴＡＮＪ，ＭＩＡＯＹ，ｅｔａｌＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｍｉｔｏｐｈａｇｙｐｌａｙｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎａｌｂｕｍｉｎｏｖｅｒｌｏａｄ－ｉｎｄｕｃｅｄ

ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］ＦｒｏｎｔＢｉｏｓｃｉ（ＬａｎｄｍａｒｋＥｄ），２０２２，

２７（６）：１８４

［２２］　ＺＵＯＺ，ＪＩＮＧＫ，ＷＵＨ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆ

ｍｉｔｏｐｈａｇｙａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｓｉｎｒｅｎａｌｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ／ＯＬ］．Ｆｒｏｎｔ

Ｐｈｙｓｉｏｌ，２０２０，１１：９３５．２０２０－０８－０７［２０２５－０５－１０］．

ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／３２９０３６６５／．

（本文编辑：马凌云　收稿日期２０２５－０５－０９）


