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[摘要] 目的 探讨瞬时受体电位阳离子通道6(TRPC6)对糖尿病肾病(diabetickidneydisease,DKD)小鼠肾

小管间质炎症的影响及其机制。方法 将6周龄雄性C57BL/6J小鼠36只随机分为6组,每组6只。对照组(A
组)和DKD组(B组)分别腹腔注射0.1mmol/L柠檬酸盐缓冲液和10g/L链脲佐菌素(后简称给药);DKD+生理

盐水干预组(C组)和DKD+线粒体自噬激活剂干预组(D组)在B组基础上分别灌胃生理盐水和10mmol/L尿石

素A;DKD+阴性对照慢病毒转染组(E组)和DKD+TRPC6敲降慢病毒转染组(F组)在B组基础上分别尾静脉

注射阴性对照慢病毒和TRPC6 敲降慢病毒。测定各组小鼠给药后第12周时的全血空腹血糖(FBG)水平、尿微量

白蛋白肌酐比(ACR)和血尿素氮(BUN)水平,PAS染色观察小鼠肾小管损伤情况并进行评分,实时荧光定量PCR
(RT-qPCR)技术检测小鼠肾组织中炎性因子(IL-1β、MCP-1、TNF-α)mRNA水平,免疫组织化学染色观察小鼠肾

组织中TRPC6蛋白表达水平,蛋白免疫印迹检测小鼠肾组织中TRPC6、LC3B、P62、PINK1、Parkin相对表达量,透
射电镜观察小鼠肾小管细胞中线粒体自噬体数量变化。将 HK-2细胞分为高糖+TRPC6siRNA+DMSO干预组

(G组,TRPC6siRNA转染+35.0mmol/L葡萄糖+0.06%DMSO)和高糖+TRPC6siRNA+线粒体自噬抑制剂干

预组(H组,TRPC6siRNA转染+35.0mmol/L葡萄糖+12μmol/L千层纸素A),RT-qPCR技术检测细胞中炎性

因子(IL-1β、MCP-1、TNF-α)mRNA的水平。结果 给药后第12周时,B组小鼠全血FBG水平、ACR、BUN水

平、肾小管损伤评分、肾组织炎性因子mRNA水平及TRPC6、P62蛋白表达水平均显著高于A组(t=2.77~13.61,

P<0.05),肾组织LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ及PINK1、Parkin蛋白表达水平显著低于A组(t=3.33~14.63,P<0.05),肾
小管细胞中线粒体自噬体数量减少;D组小鼠ACR、BUN水平、肾小管损伤评分、肾组织炎性因子 mRNA水平及

P62蛋白表达水平显著低于C组(t=2.40~23.50,P<0.05),肾组织LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ及PINK1、Parkin蛋白表达

水平显著高于C组(t=5.74~12.50,P<0.05),肾小管细胞中线粒体自噬体数量增多;F组小鼠 ACR、BUN水平、

肾小管损伤评分、肾组织炎性因子 mRNA水平及TRPC6、P62蛋白表达水平均显著低于E组(t=2.45~7.09,P<
0.05),肾组织LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ及PINK1、Parkin蛋白表达水平显著高于E组(t=7.91~13.18,P<0.05),肾小管

细胞中线粒体自噬体数量增多;H组细胞的炎性因子 mRNA水平显著高于G组(t=5.40~7.27,P<0.05)。结论

TRPC6可通过上调自身表达,抑制肾小管细胞线粒体自噬,从而加重DKD小鼠的肾小管间质炎症。TRPC6抑制

药物有希望用于DKD治疗。
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Influenceoftransientreceptorpotentialcationchannel6onrenaltubulointerstitialinflammationin
micewithdiabetickidneydiseaseanditsmechanism  LIUCongcong,ZHANGXingjian,DINGLin,ZHANG

Yao,ZHANG Dongjie,MA Ruixia (DepartmentofNephrology,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao

266003,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheinfluenceoftransientreceptorpotentialcationchannel6(TRPC6)onrenaltu-

bulointerstitialinflammationinmicewithdiabetickidneydisease(DKD)anditsmechanism. Methods Atotalof36maleC57/

BL6Jmice,aged6weeks,wererandomlydividedintocontrolgroup(groupA),DKDmodelgroup(groupB),DKD+normalsa-

lineinterventiongroup(groupC),DKD+mitophagyactivatorinterventiongroup(groupD),DKD+negativecontrollentivirus

transfectiongroup(groupE),andDKD+TRPC6knockdownlentivirustransfectiongroup(groupF),with6miceineachgroup.

ThemiceingroupsAandBwererespectivelygivenintraperitoneal

injectionof0.1mmol/Lcitratebufferand10g/Lstreptozotocin

(hereinafterreferredtoasadministration);themiceingroupsCand

Dwererespectivelygivennormalsalineand10mmol/LurolithinA

bygavageinadditiontothetreatmentingroupB;themiceingroups
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EandFwererespectivelyinjectedwithnegativecontrollentivirusandTRPC6knockdownlentivirusviathetailveininadditionto

thetreatmentingroupB.Thelevelsoffastingbloodglucose(FBG),urinaryalbumin-to-creatinineratio(ACR),andbloodurea

nitrogen(BUN)weremeasuredatweek12afteradministration;PASstainingwasusedfortheobservationandscoringofrenaltu-

bularinjury;RT-qPCRwasusedtomeasurethemRNAexpressionlevelsofinflammatoryfactors[interleukin-1β(IL-1β),mono-

cytechemoattractantprotein-1(MCP-1),andtumornecrosisfactor-α(TNF-α)]inrenaltissue;immunohistochemicalstaining
wasusedtomeasuretheproteinexpressionlevelofTRPC6inrenaltissue,andWesternblottingwasusedtomeasuretherelative

expressionlevelsofTRPC6,LC3B,P62,PINK1,andParkininrenaltissue;transmissionelectronmicroscopywasusedtoobserve

thechangeinthenumberofmitophagosomesinrenaltubularcellsofmice.HK-2cellsweredividedintohighglucose+TRPC6siR-

NAtransfection+DMSOinterventiongroup(groupG,treatedwithTRPC6siRNA+35.0mmol/Lglucose+0.06% DMSO)and

highglucose+TRPC6siRNAtransfection+mitophagyinhibitorinterventiongroup(groupH,treatedwithTRPC6siRNA+

35.0mmol/Lglucose+12μmol/LoroxylinA),andthenRT-qPCRwasusedtomeasurethemRNAexpressionlevelsofinflamma-

toryfactors(IL-1β,MCP-1,andTNF-α)incells. Results Atweek12afteradministration,comparedwithgroupA,groupB

hadsignificantlyhigherwholebloodFBG,ACR,BUN,renaltubularinjuryscore,mRNAexpressionlevelsofinflammatoryfac-

tors,andproteinexpressionlevelsofTRPC6andP62inrenaltissue(t=2.77-13.61,P<0.05)andsignificantlylowerproteinex-

pressionlevelsofLC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ,PINK1,andParkininrenaltissue(t=3.33-14.63,P<0.05),withareductioninthenum-

berofmitophagosomesinrenaltubularcells.ComparedwithgroupC,groupDhadsignificantlylowerlevelsofACRandBUN,re-

naltubularinjuryscore,mRNAexpressionlevelsofinflammatoryfactors,andproteinexpressionlevelofP62inrenaltissue(t=

2.40-23.50,P<0.05)andsignificantlyhigherproteinexpressionlevelsofLC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ,PINK1,andParkininrenaltissue
(t=5.74-12.50,P<0.05),withanincreaseinthenumberofmitophagosomesinrenaltubularcells.ComparedwithgroupE,

groupFhadsignificantlylowerlevelsofACRandBUN,renaltubularinjuryscore,mRNAexpressionlevelsofinflammatoryfac-

tors,andproteinexpressionlevelsofTRPC6andP62inrenaltissue(t=2.45-7.09,P<0.05)andsignificantlyhigherproteinex-

pressionlevelsofLC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ,PINK1,andParkininrenaltissue(t=7.91-13.18,P<0.05),withanincreaseinthenum-

berofmitophagosomesinrenaltubularcells.GroupHhadsignificantlyhighermRNAexpressionlevelsofinflammatoryfactors

thangroupG(t=5.40-7.27,P<0.05). Conclusion TRPC6canaggravaterenaltubulointerstitialinflammationbyupregula-

tingitsexpressionandinhibitingmitophagyinrenaltubularcells.ThereforeTRPC6inhibitorsarepromisingforthetreatmentof

DKDdisease.
[KEY WORDS] Diabeticnephropathies;TRPCcationchannels;Mitophagy;Nephritis,interstitial;Disease models,

auimal;Mice,inbredC57BL

  糖尿病肾病(diabetickidneydisease,DKD)是
糖尿病(diabetesmellitus,DM)微血管并发症,是导

致终末期肾病的主要原因之一。DKD的发病机制

包括肾脏基底膜增厚、足细胞丢失、系膜扩张、肾小

管萎缩、间质炎症和纤维化等[1]。有研究表明,肾小

管损伤及其继发的肾小管间质炎症是DKD进展的

特征性病理改变[2-3]。瞬时受体电位阳离子通道6
(TRPC6)是一类Ca2+通透的非选择性阳离子通道,
在各种刺激下介导肾脏细胞中Ca2+水平的增加[4]。
据报道,TRPC6在肾小管上皮细胞(TECs)的细胞

质中表达[5],并通过抑制TECs中NFAT信号通路

促进TECs炎症和纤维化[6-7]。TRPC6 敲降可以通

过激活TECs自噬来抑制氧化应激所致的TECs凋

亡[8]。TECs作为线粒体最丰富的细胞之一,易受

线粒体功能障碍的影响,线粒体自噬功能障碍是导

致线粒体稳态紊乱的重要原因之一。线粒体自噬在

细胞炎症的发生发展中发挥关键调节作用,线粒体

自噬调节基因表达的减少会导致线粒体质量控制缺

陷,从而导致细胞炎症[9]。越来越多的研究结果表

明,线粒体自噬对DKD的发生和发展具有显著促

进作用,DKD患者及DKD模型小鼠均存在肾脏细

胞线粒体自噬功能障碍情况[10-11]。本研究拟探讨

TRPC6对DKD小鼠肾小管间质炎症的影响及其

机制,旨在为DKD的治疗提供实验数据参考。

1 材料与方法

1.1 材料来源

6周龄雄性健康C57BL/6J小鼠购自北京维通

利华实验动物有限公司,HK-2细胞由东南大学肾

脏病研究所惠赠。链脲佐菌素、P62抗体购自美国

Sigma-Aldrich公司,慢病毒购买于上海吉玛制药技

术有限公司,尿石素A、千层纸素A均购买于美国

MedChemExpress生物科技公司,肌酐、尿素氮试剂

盒购自南京建成生物工程研究所,小鼠尿微量白蛋

白酶联免疫吸附测定试剂盒购自武汉伊莱瑞特生物

科技股份有限公司,生理盐水、DMSO、组织线粒体

分离试剂盒购买于上海碧云天生物技术有限公司,

TRPC6、PINK1、COX-Ⅳ抗体购自武汉三鹰生物技

术有限公司,Parkin抗体购买于美国SantaCruz生

物技术公司,LC3B抗体、辣根过氧化物酶标记的山
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羊抗小鼠和抗兔IgG购自美国CellSignalingTech-
nology公司,β-actin抗体购自上海泊湾生物技术有

限公司,ECL化学发光液购自北京Biosharp公司,

PCR引物购买于上海捷瑞生物工程有限公司,RNA
isolater总RNA提取试剂、HiScriptⅢ RTSuper-
Mix试剂、ChamQ UniversalSYBRqPCR Master
Mix试剂购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司,
血糖仪与血糖试纸购自德国贝朗公司,逆转录仪购

自德国艾本德股份公司,7300Real-timePCR仪购

自美国AppliedBiosystems公司。

1.2 小鼠的分组及处理

将36只6周龄雄性C57BL/6J小鼠随机分为

对照组(A组)、DKD组(B组)、DKD+生理盐水灌

胃组(C组)、DKD+线粒体自噬激活剂灌胃组(D
组)、DKD+阴性对照慢病毒组(E组)、DKD+TR-
PC6敲降慢病毒组(F组)共6组,每组6只。B~F
组连续5d每天腹腔注射(后简称给药)10g/L的链

脲佐菌素50mg/kg,A组则连续每天给予等体积柠

檬酸盐缓冲液。给药后第4周开始,D组每天灌胃

浓度为10mmol/L的尿石素A50mg/kg,C组每

天灌胃等体积生理盐水,连续处理8周。给药后第

8周开始,F组每只小鼠每周通过尾静脉注射滴度为

1×109的TRPC6 敲降慢病毒50μL,E组每只小鼠

每周通过尾静脉注射等量阴性对照慢病毒,连续4
周。所有小鼠均于给药后第12周脱颈处死。

1.3 人肾皮质近曲小管上皮(HK-2)细胞的分组及

处理

将复苏后的HK-2细胞置于含体积分数0.1的

胎牛血清、10g/L青-链霉素混合液的DMEM/F12
培养基中,随机分为高糖+TRPC6siRNA转染+
线粒体自噬抑制剂干预组(H 组)及高糖+TRPC6
siRNA转染+DMSO干预组(G组)。H组将 HK-
2细胞转染TRPC6siRNA后,置于含35.0mmol/L
葡萄糖及12μmol/L千层纸素 A 的 DMEM/F12
培养基中,G组将 HK-2细胞转染 TRPC6siRNA
后,置于含35.0mmol/L葡萄糖及0.06% DMSO
的DMEM/F12培养基中,两组细胞均置于37℃、
含体积分数0.05CO2的培养箱中培养48h。

1.4 各组小鼠全血空腹血糖(FBG)水平、尿微量白

蛋白肌酐比(ACR)和血尿素氮(BUN)水平测定

于给药后第12周时,检测各组小鼠全血FBG
水平;收集各组小鼠24h的尿液,按小鼠尿微量白

蛋白酶联免疫吸附测定试剂盒和肌酐试剂盒说明书

检测尿液中微量白蛋白、肌酐水平,并计算ACR;另

取各组小鼠眼球血分离血清,按尿素氮测定试剂盒

说明书检测BUN水平。上述检测均重复3次,结
果取均值。

1.5 过碘酸希夫(PAS)染色观察各组小鼠肾小管

损伤情况

所有小鼠均于给药后第12周时脱颈处死,分离

取出双侧肾脏。取各组小鼠部分肾组织标本用4%
多聚甲醛固定,石蜡包埋后切片,进行PAS染色之

后,置于光学显微镜下观察然后拍照。随机选取每

组小鼠的肾组织切片中20处皮质区域的PAS染色

图像,由观察者采用盲法对小鼠肾小管损伤情况进

行评分[12]。

1.6 免疫组化染色观察A、B、E、F组小鼠肾组织中

胞浆蛋白TRPC6表达

取1.5中A、B、E、F组小鼠肾组织切片,抗原修

复后滴加过氧化物酶阻断剂和正常非免疫动物血

清,在4℃下与 TRPC6一抗(1∶200)孵育过夜。
复温后滴加过氧化物酶标记的鼠/兔IgG二抗,室
温下孵育2h。将配制的DAB显色液滴加在组织

上,显微镜下显色观察,苏木素滴染后使用体积分数

0.80、0.85、0.95、1.00的乙醇梯度脱水,二甲苯透明,
中性树胶封片。置于光学显微镜下观察、拍照并保

存图片。

1.7 免疫印迹法检测小鼠肾组织胞浆蛋白TRPC6
及线粒体蛋白相对表达水平

取1.5中A、B、E、F组小鼠肾组织标本,检测肾

组织中胞浆蛋白TRPC6相对表达水平;取所有组

小鼠肾组织标本,分离肾组织线粒体,同时检测肾组

织线粒体中各种蛋白[微管相关蛋白1轻链3β
(LC3B)、泛素结合蛋白P62、PTEN诱导假定激酶1
(PINK1)、E3连接酶Parkin]相对表达水平。采用

组织线粒体分离试剂盒分离各组小鼠肾组织线粒

体,RIPA裂解肾组织及线粒体,并用二喹啉甲酸测

定蛋白浓度。在提取的总蛋白中加入上样缓冲液和

双蒸水,制成等浓度等体积的蛋白样本,充分混匀,
于100℃水浴加热5min。使用十二烷基硫酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶电泳加载处理后的蛋白质,并转移到

聚偏二氟乙烯膜上。然后将膜置于 NcmBlot封闭

缓冲液中封闭20min,并在4℃下与TRPC6(1∶
1000)、胞浆蛋白内参β-actin(1∶10000)、LC3B
(1∶1000)、P62(1∶1000)、PINK1(1∶1000)、

Parkin(1∶1000)和线粒体蛋白内参COX-Ⅳ(1∶
5000)的一抗孵育过夜。用辣根过氧化物酶标记的

山羊抗小鼠或抗兔IgG(1∶3000)在室温下孵育
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1h后,化学发光增强系统显影上述蛋白印迹并拍

照。使用ImageJ软件分析TRPC6、β-actin、LC3B-
Ⅱ/LC3B-Ⅰ、P62、PINK1、Parkin、COX-Ⅳ蛋白条

带灰度值,蛋白相对表达量以蛋白灰度值/内参灰度

值计算,结果取3次重复实验的均值。

1.8 RT-qPCR检测各组小鼠肾组织及各组 HK-2
细胞 中 炎 性 因 子(IL-1β、MCP-1、TNF-α)mRNA
表达水平

使用RNAisolater总RNA提取试剂提取A~
F组小鼠肾组织中以及G、H 组 HK-2细胞中的总

RNA,使用HiScriptⅢ RTSuperMix试剂在逆转

录仪当中逆转录 mRNA,然后用ChamQUniversal
SYBRqPCR MasterMix试剂 在7300Real-time
PCR仪中检测IL-1β、MCP-1、TNF-αmRNA表达

水平。以β-actin 作为内参,采用2-△△CT 方法计算

以上各mRNA的相对表达水平。所使用的引物名称

及其序列见表1。

表1 引物名称及其序列

名称 序列
长度
(bp)

Mus-β-actin F:5'-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3' 20
R:5'-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3' 21

Mus-IL-1β F:5'-GAAATGCCACCTTTTGACAGTG-3' 22
R:5'-TGGATGCTCTCATCAGGACAG-3' 21

Mus-MCP-1 F:5'-TAAAAACCTGGATCGGAACCAAA-3'23
R:5'-GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT-3'23

Mus-TNF-α F:5'-CTGAACTTCGGGGTGATCGG-3' 20
R:5'-GGCTTGTCACTCGAATTTTGAGA-3'23

Homo-β-actin F:5'-GGACCTGACCTGCCGTCTAG-3' 20
R:5'-GTAGCCCAGGATGCCCTTGA-3' 20

Homo-IL-1β F:5'-ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA-3'23
R:5'-GTCGGAGATTCGTAGCTGGA-3' 20

Homo-MCP-1 F:5'-CAGCCAGATGCAATCAATGCC-3' 21
R:5'-TGGAATCCTGAACCCACTTCT-3' 21

Homo-TNF-α F:5'-GAGGCCAAGCCCTGGTATG-3' 19
R:5'-CGGGCCGATTGATCTCAGC-3' 19

1.9 透射电镜观察各组小鼠肾小管细胞中线粒体

自噬体数量

取各组小鼠部分肾组织标本,使用2.5%戊二醛

固定后浸泡在1%四氧化锇中,用体积分数0.5、0.7、

0.8、0.9的丙酮梯度脱水,包埋后制作超薄(50~
70nm)切片,用醋酸铀和柠檬酸铅对其进行染色,
最后在透射电镜下观察并拍照。

1.10 统计学分析

采用GraphPadPrism8.0和SPSS25.0软件对

数据进行统计学分析。符合正态分布的计量资料以

x±s表示,两组间比较采用独立样本t 检验。以

P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组小鼠给药后第12周时全血FBG、BUN水

平及ACR比较

第12周时,B组小鼠给药后全血FBG、BUN水

平以及ACR均显著高于A组(t=2.77~5.71,P<
0.05);D组小鼠 ACR及BUN水平显著低于C组

(t=2.40、3.50,P<0.05);F组小鼠ACR及BUN水

平显著低于E组(t=2.45、3.81,P<0.05)。见表2。

表2 A~F组小鼠给药后第12周时全血FBG、BUN水

平及ACR比较(n=6,x±s)

组别
全血FBG水平
(c/mmol·L-1)

ACR
(ω×10-3)

BUN水平
(c/mmol·L-1)

A组 10.47±1.72 0.97±0.05 2.32±0.19
B组 25.43±6.18 2.24±0.78 4.58±1.99
C组 25.80±4.18 3.58±1.32 4.51±1.39
D组 21.83±3.79 2.15±0.62 2.35±0.58
E组 23.83±3.14 2.76±0.77 4.49±1.24
F组 25.45±4.20 1.87±0.45 2.48±0.38

2.2 各组小鼠肾组织PAS染色及肾小管损伤情况

比较

A~F组肾小管损伤评分分别为(1.10±0.57)、
(2.90±0.74)、(3.00±0.67)、(2.00±0.67)、(3.00±
0.47)、(2.30±0.67)分。与A组相比,B组小鼠肾小

管萎缩、TECs脱落和刷状缘缺失,肾小管损伤评分

值显著升高(t=6.11,P<0.05);与C组相比,D组

小鼠肾小管萎缩、TECs脱落和刷状缘缺失的情况

得到明显改善,肾小管损伤评分值显著降低(t=
3.35,P<0.05);与E组相比,F组小鼠肾小管萎缩、

TECs脱落和刷状缘缺失的情况得到明显改善,肾
小管损伤评分值显著降低(t=2.69,P<0.05)。见

图1。

2.3 各组小鼠肾组织中及各组细胞中炎 性 因 子

mRNA表达水平比较

RT-qPCR结果显示,B组小鼠肾组织当中IL-
1β、MCP-1、TNF-α的mRNA表达水平显著高于A
组(t=5.49~7.79,P<0.05);D组小鼠肾组织中以

上炎性因子 mRNA表达水平显著低于C组(t=
4.29~8.80,P<0.05);F组小鼠肾组织中以上炎性

因子 mRNA 表达水平显著低于E组(t=4.44~
6.11,P<0.05);H组细胞中以上炎性因子 mRNA
表达水平显著高于G组(t=5.40~7.27,P<0.05)。
见表3。

2.4 各组小鼠肾组织胞浆蛋白TRPC6免疫组化染

色以及胞浆蛋白TRPC6、线粒体蛋白(LC3B、P62、
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PINK1、Parkin)表达水平比较

免疫组化染色结合蛋白免疫印迹结果显示,B
组肾组织中胞浆蛋白TRPC6表达水平显著高于A
组(t=13.61,P<0.05),F组小鼠肾组织TRPC6表

达 显 著 低 于E组(t=6.08,P<0.05)。见 图2~3、
表4。蛋白免疫印迹结果显示,与A组相比,B组小

鼠肾组织线粒体蛋白LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ及PINK1、

Parkin相对表达水平显著降低,P62相对表达水平

显著升高(t=3.33~14.63,P<0.05);与C组相比,

D组小鼠肾组织线粒体蛋白LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ及

PINK1、Parkin相对表达水平显著升高,P62相对表

达水平显著降低(t=5.74~23.50,P<0.05);与E
组相比,F组小鼠肾组织中线粒体蛋白LC3B-Ⅱ/

LC3B-Ⅰ及PINK1、Parkin相对表达水平均显著升

高,P62相对表达水平显著降低(t=7.09~13.18,

P<0.05)。见图4、表4。

表3 各组小鼠肾组织中及各组细胞中炎性因子 mR-
NA表达水平比较(n=6,x±s)

组别 IL-1β MCP-1 TNF-α

A组 1.02±0.21 1.07±0.22 1.02±0.20
B组 2.86±0.54 3.43±1.03 2.63±0.67
C组 1.01±0.12 0.98±0.11 0.98±0.21
D组 0.45±0.12 0.39±0.12 0.54±0.14
E组 0.97±0.16 1.00±0.16 1.01±0.18
F组 0.46±0.19 0.66±0.10 0.44±0.13
G组 0.96±0.12 0.93±0.16 1.00±0.13
H组 1.34±0.12 1.67±0.22 2.21±0.39

A~F分别表示A~F组

图1 A~F组小鼠肾组织PAS染色结果(400倍)

A、B、C、D分别表示A、B、E、F组

图2 A、B、E、F组小鼠肾组织TRPC6免疫组化染色结果(400倍)

图3 A、B、E、F组小鼠肾组织胞浆蛋白TRPC6免疫印迹结果

图4 A~F组小鼠肾组织线粒体蛋白LC3B、P62、PINK1、Par-

kin免疫印迹结果

  表4 A~F组小鼠肾组织胞浆蛋白TRPC6及线粒体

蛋白LC3B、P62、PINK1、Parkin表达水平比较(n=6,x±s)

组别 TRPC6 LC3B-Ⅱ/
LC3B-Ⅰ P62 PINK1 Parkin

A组 1.00±0.05 1.00±0.17 1.00±0.05 1.00±0.051.00±0.10
B组 1.65±0.11 0.75±0.08 1.20±0.09 0.56±0.060.52±0.08
C组 - 1.00±0.07 1.00±0.04 1.00±0.171.00±0.07
D组 - 1.40±0.15 0.42±0.05 1.85±0.081.64±0.10
E组 1.00±0.08 1.00±0.11 1.00±0.06 1.00±0.091.00±0.13
F组 0.64±0.13 1.75±0.08 0.75±0.06 1.72±0.181.65±0.15

2.5 各组小鼠肾小管细胞透射电镜观察结果比较

透射电镜观察结果显示,B组小鼠肾小管细胞

中线粒体自噬体数量少于A组,C组小鼠肾小管细

胞中线粒体自噬体数量多于D组,E组小鼠肾小管

细胞中线粒体自噬体数量多于F组。见图5。

A~F分别表示A~F组,黄色箭头指示线粒体自噬体

图5 小鼠肾小管细胞透射电镜观察结果(10000倍)
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3 讨  论

DKD是DM患者最严重的微血管并发症之一,
是一种慢性进行性疾病。肾小管间质炎症是DKD
的重要病理特征之一,其进展最终导致间质纤维化。
既往认为DKD是一种肾小球疾病,肾小管损伤被

认为继发于肾小球损伤。然而,越来越多的证据支

持DKD的肾小管间质损伤也可能始于原发性肾小

管损伤[13]。本研究结果显示,给药后第12周时B
组小鼠全血FBG水平、ACR、BUN水平、肾小管损

伤评分及肾组织炎性因子 mRNA水平均明显高于

A组,提示DKD小鼠出现肾小管损伤,肾小管间质

炎症加重。
肾小管细胞易受线粒体功能障碍的影响。受损

的线粒体无法供给足够的ATP,从而导致肾小管细

胞萎缩或去分化[14]。严重的线粒体损伤和线粒体

清除功能障碍可导致线粒体DNA(mtDNA)泄漏到

细胞质中,而肾小管细胞中 mtDNA的异常包装导

致其在细胞质中易位,激活环磷酸鸟苷-腺苷磷酸合

成酶-干扰素基因刺激因子信号通路,从而导致细胞

因子表达和免疫细胞募集[15]。此外,缺陷线粒体不

能维持跨越线粒体内膜的质子梯度,因而导致肾小

管细胞产生大量活性氧,加重肾小管间质炎症[16]。
本研究结果显示,与 A组相比,B组小鼠肾组织中

LC3B-Ⅱ/LC3B-Ⅰ以及PINK1、Parkin蛋白表达减

少,P62蛋白表达增加,电镜下B组小鼠肾小管细胞

中线粒体自噬体数量减少,提示DKD小鼠肾小管

细胞中PINK1/Parkin通路介导的线粒体自噬受到

抑制。使用尿石素A激活线粒体自噬后的D组小

鼠肾组织ACR、BUN水平、肾小管损伤评分及肾组

织炎性因子 mRNA水平均显著低于C组,提示激

活肾小管细胞线粒体自噬可减轻DKD小鼠的肾小

管损伤和肾小管间质炎症,该结果与既往研究报道

的结果相似[17]。但目前DKD肾小管线粒体自噬抑

制的具体机制尚未完全清楚。

TRPC6是一类广泛存在于各种肾脏细胞膜上

的蛋白质,能够介导Ca2+ 内流进入细胞。DKD中

TRPC6通道活性受到血管紧张素Ⅱ、ATP、蛋白酶

激活受体激动剂和其他内源性因素的调节,刺激磷

脂酶C偶联受体可激活TRPC6,从而诱导Ca2+ 进

入细胞并刺激钙调磷酸酶[18]。本研究中B组小鼠

肾组织TRPC6表达显著高于 A组,F组小鼠肾组

织ACR、BUN水平、肾小管损伤分数及肾组织炎性

因子 mRNA水平均显著低于E组,提示敲降TR-

PC6 可减轻DKD肾小管损伤和肾小管间质炎症。
同时,与E组相比较,F组小鼠肾组织中LC3B-Ⅱ/

LC3B-Ⅰ及PINK1、Parkin蛋白表达增加,P62蛋白

表达减少,电镜下肾小管细胞中线粒体自噬体数量

增多,提示TRPC6 敲降的DKD小鼠肾小管细胞中

PINK1/Parkin通路介导的线粒体自噬抑制得到改

善。体外细胞实验中,在敲降TRPC6 的基础上使

用线粒体自噬抑制剂干预后,H组细胞的炎性因子

mRNA水平显著高于G组,说明敲降TRPC6 对肾

小管间质炎症的改善作用几乎被线粒体自噬抑制剂

消除,进一步说明TRPC6通过抑制线粒体自噬加

重了DKD小鼠肾小管间质炎症。
综上所述,TRPC6表达上调可通过抑制线粒体

自噬加剧高糖诱导的小鼠肾小管炎性损伤和DKD。
本研究首次阐述了DKD中TRPC6与线粒体自噬

的相关性,但上述结论还需后续更严谨的实验验证,
且需对TRPC6抑制线粒体自噬的具体机制进行探

讨。既往研究结果显示,包括 AMPK、NOX4以及

Klotho在内的多种信号通路均能够抑制肾组织当

中TRPC6的表达,miR-26a-5p也可以减弱DKD中

TRPC6活化,从而改善DKD中肾小球或肾小管间

质病变[19-22]。在此背景下,TRPC6抑制药物有希望

用于DKD治疗,本研究为延缓DKD肾小管间质炎

症进展提供了治疗策略及理论依据。
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