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陈小丽，罗富里，童梦瑶． ＨＤＡＣ６ 抑制剂通过保护肾小球内皮细胞线粒体稳态和 ＥＭＴ 改善糖尿病肾病 ［Ｊ］． 中国比较医学杂

志， ２０２３， ３３（１０）： ７１－８０．
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ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２３， ３３（１０）： ７１－８０．
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［基金项目］江西省青年科学基金资助项目（２０１９２ＢＡＢ２１５０５１）。
［作者简介］陈小丽（１９７６—），女，副主任医师，研究方向：肾病学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｋｙｅｒ２００２０７＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］童梦瑶（１９９３—），女，主治中医师，研究方向：肾病学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｑｑ０９ｗｗｑ＠ １６３． ｃｏｍ

ＨＤＡＣ６ 抑制剂通过保护肾小球内皮细胞线粒体
稳态和 ＥＭＴ 改善糖尿病肾病

陈小丽１，罗富里２，童梦瑶３∗

（１．井冈山大学附属医院肾病风湿免疫科，江西 吉安　 ３４３０００；２．江西中医药大学附属医院肾病科，南昌　 ３３０００６；
３．江西中医药大学第二附属医院呼吸科，南昌　 ３３０００６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨组蛋白去乙酰化酶 ６（ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ ６，ＨＤＡＣ６）特异性小分子抑制剂 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ
对糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）小鼠肾损伤的保护作用和机制。 方法　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为 ３ 组：对
照组、ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组。 ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组行包膜下肾切除术以切除右肾，并通过腹膜内注射 ＳＴＺ 诱

导 ＤＮ。 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组接受 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 治疗，每 ３ ｄ １ 次，连续治疗 ８ 周。 ＲＮＡ 测序分析 ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组

肾组织中差异表达基因。 通过透射电子显微镜评估线粒体受损情况，以及 ＤＨＥ 染色估计肾组织中的活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平。 将小鼠肾小球内皮细胞（ｍｉｃｅ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ，ｍＧＥＣ）暴露于高葡萄

糖（ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）培养基或 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇（对照），加入或不加入 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 处理。 采用蛋白质印迹分析

ＨＤＡＣ６、肾损伤标志物 ＫＩＭ１ 和上皮细胞－间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）标志物的表达情况，
以及流式细胞仪检测细胞中线粒体 ＲＯＳ 和细胞凋亡情况。 结果　 ＤＮ 小鼠肾组织和暴露于 ＨＧ 的 ｍＧＥＣ 细胞中

ＨＤＡＣ６ 表达上调，并与 ＫＩＭ１ 水平升高一致。 组织学分析显示 ＤＮ 小鼠的显著形态学变化，包括肾小球肥大、肾小

球系膜基质积聚、肾小球基底膜增厚、肾小管基底膜增厚和出现肾小球、肾小管间质纤维化；Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 治疗缓解

了这些不良改变。 与对照 ＤＭＳＯ 相比，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 在 ＨＧ 处理下显著降低了 ｍＧＥＣ 细胞中肾损伤分子 １（ｋｉｄｎｅｙ
ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ１，ＫＩＭ１）、ＨＤＡＣ６、α 平滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）、Ｎ⁃钙粘蛋白、波形蛋白表达（Ｐ
＜０􀆰 ０５），并上调 Ｅ－钙粘蛋白表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 透射电子显微镜显示 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠的肾小球内皮细胞受损线

粒体的比例较 ＤＮ 组显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠肾组织中 ＲＯＳ 水平较 ＤＮ 组降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＲＮＡ
测序结果表明，与 ＤＮ 组小鼠相比，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠肾组织中与 ＥＣＭ－受体相互作用和与三羧酸（ＴＣＡ）循环相关

的基因富集。 在 ｍＧＥＣ 细胞中，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 处理下调了 ＨＧ 诱导的 ｍＧＥＣ 细胞中的线粒体 ＲＯＳ 水平（Ｐ＜０􀆰 ０１），以
及减少了细胞凋亡（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善了 ＨＧ 诱导的肾小球内皮细胞损伤和 ＤＮ 进展，其作用机制

与保护线粒体稳态和抑制 ＥＭＴ 发生相关。
【关键词】 　 组蛋白去乙酰化酶 ６；Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ；糖尿病肾病；线粒体；肾小球内皮细胞
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（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉｎｇｇａｎｇｓｈａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｊｉ’ａｎ ３４３０００， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｐｈｒｏｌｏｇｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３０００６．

３． Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３０００６）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ６ （ＨＤＡＣ６）⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｏｎ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ （ＤＮ） ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＤＮ ａｎｄ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐｓ． Ｍｉｃｅ ｉｎ ＤＮ ａｎｄ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ８０ ｍｇ ／ ｋｇ ＳＴＺ ｄａｉｌｙ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｏｎｅ ｋｉｄｎｅｙ． Ｔｈｅ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ
ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｅｖｅｒｙ ３ ｄａｙｓ ｆｏｒ ８ ｗｅｅｋｓ． ＲＮＡ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ
ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＤＮ ａｎｄ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐｓ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ． ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ ＤＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｍｏｕｓｅ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ｍＧＥＣｓ） ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ （ＨＧ） ｍｅｄｉｕｍ ｏｒ ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｍａｎｎｉｔｏｌ （ｃｏｎｔｒｏｌ） ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ａｎａｌｙｚｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ６， ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｍａｒｋｅｒ ＫＩＭ１， ａｎｄ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ＥＭＴ） ｍａｒｋｅｒｓ． Ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＲＯＳ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＨＤＡＣ６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ
ＤＮ ｍｏｕｓｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｍＧＥＣｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＨＧ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＫＩＭ１． Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＤＮ ｍｉｃｅ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ， ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｍａｔｒｉｘ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ， ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ， ｔｕｂｕｌａｒ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ
ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｔｕｂｕｌａｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ． Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｔｈｅｓｅ ｃｈａｎｇｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，
ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＩＭ１， ＨＤＡＣ６， α⁃ＳＭＡ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ｖｉｍｅｎｔｉｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ａｎｄ ｕｐ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ｉｎ ｍＧＥＣｓ ｕｎｄｅｒ ＨＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． ＲＮＡ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＥＣＭ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮ ｇｒｏｕｐ． Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｍａｇｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ
ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ
ＲＯＳ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｍＧＥＣｓ，
ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＨＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１） ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ＨＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ＤＮ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ６； Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ； ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ； ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 糖尿病肾病（ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是全球

终末期肾病的主要原因，因为一半以上需要透析的

患者患有糖尿病［１］。 尽管目前建议对 ＤＮ 治疗进行

早期干预，以最佳血糖和血压控制来预防主要不良

肾结果，但不良肾和心血管结果的残余风险仍然很

高［２］。 因此，理解 ＤＮ 的发病分子机制、识别可靠的

生物标志物，是开发新的治疗方法来阻止或逆转

ＤＮ 进展的必要途径。
肾小球内皮细胞由于其持续高水平的能量消

耗而含有丰富的线粒体［３］。 肾疾病的早期阶段通

常发生代谢改变，它们会破坏线粒体稳态，如线粒

体功能障碍和能量代谢受损［４］，并伴随着线粒体的

一系列变化，包括破碎的形态、活性氧的产生升高

和线粒体膜电位的丧失，导致足细胞丢失和脱离以

及足突消失，最终出现肾小球滤过屏障破坏和蛋白

尿［５］。 最近的研究证明组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅ

ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ，ＨＤＡＣ）在维持足细胞功能平衡方面发

挥着至关重要的作用［６］。 在人类鉴定的 １８ 种

ＨＤＡＣ 中，ＨＤＡＣ６ 是特异性的 ＨＤＡＣ，因为它有两

个活性去乙酰化酶结构域和一个锌指基序，可优先

定位于细胞质［７］。 ＨＤＡＣ６ 的亚细胞定位使其与影

响细胞迁移、增殖和错误折叠蛋白分解代谢的其他

细胞质蛋白和多泛素链相互作用［８－９］。 最近研究证

实，ＨＤＡＣ６ 可能是 ＤＮ 治疗的有希望的治疗靶

点［７］。 此外，ＨＤＡＣ６ 抑制通过抑制上皮细胞－间充

质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）减轻

梗阻性肾病的肾纤维化［８］。 还有研究发现 ＨＤＡＣ６
是线粒体动力学多种机制中的关键调节因子，其抑

制与减轻线粒体功能障碍密切相关［１０］。 然而，目前

尚不清楚 ＨＤＡＣ６ 是否通过破坏肾小球内皮细胞线

粒体稳态参与 ＤＮ 的病理机制。
在本研究中，我们从 ＥＭＴ 以及线粒体介导的细
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胞凋亡等方面检测了 ＨＤＡＣ６ 特异性小分子抑制剂

Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 对 ＤＮ 小鼠肾损伤的保护作用。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 ３０ 只 ＳＰＦ 级 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠（体重

１８～２２ ｇ）购自南京君科生物科技有限公司［ＳＣＸＫ
（苏）２０１９－００４６］。 小鼠喂养于江西中医药大学实

验动物中心［ ＳＹＸＫ（赣） ２０１９ － ０００２］，在标准 ＳＰＦ
级动物房饲养，湿度为 ４０％ ～ ７０％，温度为 ２０ ～
２２℃，１２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／暗循环。 动物实验经井冈山大

学附 属 医 院 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 审 核 批 准

（ＪＧＳＨ２０２００１６），并严格遵循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 小 鼠 肾 小 球 内 皮 细 胞 （ ｍｉｃｅ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ，ｍＧＥＣ）购自美国 ＡＴＣＣ，维持在含有

１０％ ＦＢＳ 和 １％青霉素 ／链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 中。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ、ＳＴＺ 购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；
尿蛋白、血清尿素氮和血清肌酐商业试剂盒购自南

京建成生物工程研究所；ＤＨＥ 染色剂、ＲＩＰＡ 缓冲

液、ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒购自上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公

司；５％白蛋白牛 Ｖ 购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司；ＨＤＡＣ６、
ＫＩＭ１ 兔一抗购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、α⁃ＳＭＡ、β⁃ａｃｔｉｎ 兔一抗、抗兔 ＩｇＧ
二抗均购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。

ＢＸ⁃５１ 光学显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；
Ｈ７６５０ 显微镜购自日本日立公司；蛋白质印迹检测

系统购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；ＣｙｔｏＦＬＥＸ Ｓ 流

式细胞仪购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

　 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为 ３ 组（ｎ＝ １０）：对照组、
ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组。 参照文献方法［１１］，对 ＤＮ
组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠进行 ＤＮ 诱导，具体操作

为：在异氟醚麻醉下，小鼠进行包膜下肾切除术以

切除右肾。 每天对小鼠腹膜内注射 ＳＴＺ（８０ ｍｇ ／
ｋｇ），持续 ３ ｄ。 在 ＳＴＺ 注射后，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组腹膜

内注射 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ，剂量为 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ［１２］，每 ３ ｄ 注

射 １ 次，连续治疗 ８ 周。 对照组和 ＤＮ 组在相同时

间注射等体积 ＤＭＳＯ。 对照组接受剖腹手术，但不

进行肾切除和腹膜内注射 ＳＴＺ。

１􀆰 ３􀆰 ２　 生化测量

　 　 使用商业试剂盒测量小鼠 ２４ ｈ 尿蛋白、血清尿

素氮和血清肌酐。
１􀆰 ３􀆰 ３　 组织病理学分析

　 　 对于苏木精和伊红（ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染

色，肾组织用 １０％中性甲醛固定，乙醇梯度脱水，二
甲苯透明，石蜡包埋并切片（５ μｍ）。 然后将切片分

别用苏木精和伊红染色 １５ ｍｉｎ 和 ５ ｍｉｎ。 对于 ＰＡＳ
分析，肾切片首先用高碘酸孵育 １５ ｍｉｎ，然后用希夫

溶液染色 １０ ｍｉｎ。 洗涤后，切片用苏木精复染 ３
ｍｉｎ。 对于 Ｍａｓｓｏｎ 测定，在对肾石蜡切片进行常规

脱蜡后，用 Ｍａｓｓｏｎ 三原色染料对切片进行染色。 在

ＢＸ⁃５１ 光学显微镜下观察组织学变化。 从每个肾中

随机选择 ２０ 个肾小球，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件量化系膜

面积和 Ｍａｓｓｏｎ 染色的阳性区域。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＲＮＡ 测序分析

　 　 ８ 周后，从 ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组各取 ３ 只小

鼠的肾组织中提取总 ＲＮＡ。 ＲＮＡ 测序由北京基因

组研究所按照标准方案进行。 使用 ＢＧＩＳＥＱ⁃５００ 平

台对文库进行测序。
１􀆰 ３􀆰 ５ 　 透 射 电 子 显 微 镜 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）
　 　 对小鼠的肾组织进行 ＴＥＭ 分析。 将肾组织切

成 １ ｍｍ３ 块并浸入 ２􀆰 ５％戊二醛中。 用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸冲洗肾组织并用锇酸固定 ３０ ｍｉｎ。 然后将切片

脱水并包埋在丙酮中。 ５０ ～ ６０ ｎｍ 切片用 ３％醋酸

铀－柠檬酸铅钠染色，并安装在铜网格上，在 Ｈ７６５０
显微镜下拍照。 将底片数字化，获得最终放大倍数

约为×２３ ０００ 的图像。 畸形线粒体被定义为具有可

见嵴的局灶性丧失、在外周线粒体膜处残留嵴聚集

和碎片化（长度＜２ μｍ）的线粒体。
１􀆰 ３􀆰 ６　 细胞处理

　 　 对于高葡萄糖 （ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＨＧ） 处理， 将

ｍＧＥＣ 细胞暴露于补充有 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄ－葡萄糖的完全培养基 ４８ ｈ［１３］。 用 ５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄ－
葡萄糖或 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇培养的细胞用作对照。
为了考察 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 对 ＨＧ 环境下的 ｍＧＥＣ 细胞

损伤的改善作用，将细胞以 ５×１０４ ／孔接种于 ６ 孔板

中，并 分 为 以 下 ４ 组： 对 照 ＋ ＤＭＳＯ 组、 对 照 ＋
Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组、ＨＧ＋ＤＭＳＯ 组和 ＨＧ＋Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ
组。 对照 ＋ ＤＭＳＯ 组加入 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇和

ＤＭＳＯ 处理细胞 ４８ ｈ；对照＋Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组加入 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇和 ５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 处理细胞
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４８ ｈ；ＨＧ ＋ＤＭＳＯ 组加入 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄ －葡萄糖和

ＤＭＳＯ 处理细胞 ４８ ｈ；ＨＧ＋Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组加入 ４０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄ－葡萄糖和 ５００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 处理

细胞 ４８ ｈ。 所有分组一式三份。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＲＯＳ 水平检测

　 　 使用线粒体超氧化物指示剂测量 ｍＧＥＣ 细胞

中的线粒体 ＲＯＳ。 细胞用 ＰＢＳ 洗涤两次以去除培

养基，随后在 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 中于 ３７℃孵育

１０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。 然后通过流式细胞术检

测细胞。 使用 ＤＨＥ 染色估计肾组织中的 ＲＯＳ 水

平。 将冷冻肾切片在丙酮中浸泡 ３０ ｍｉｎ，并在 ３７℃
下与 ＤＨＥ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）一起孵育 ３０ ｍｉｎ。 使用 ＢＸ⁃
５１ 光学显微镜捕获图像。
１􀆰 ３􀆰 ８　 蛋白质印迹分析

　 　 使用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液提取细胞或肾组织中的

总蛋白。 使用 ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒测量蛋白质

浓度。 通过十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离蛋白质并转移到聚偏二氟乙烯膜上。 在室温

下用含 ５％牛血清白蛋白 ＰＢＳ 液封闭 １ ｈ 后，将膜与

兔一抗 （ ＨＤＡＣ６， １ ∶ ８００； Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、α⁃ＳＭＡ，１ ∶ ５００；ＫＩＭ１，１ ∶ ５００）在 ４℃孵育

过夜。 然后洗涤膜并与二抗（抗兔 ＩｇＧ，１ ∶ ３０００）在
室温下孵育 １􀆰 ５ ｈ。 抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（１ ∶ １０００）作为

对照。 用增强的化学发光试剂观察蛋白质条带，并

使用蛋白质印迹检测系统量化信号密度。
１􀆰 ３􀆰 ９　 流式细胞仪检测细胞凋亡

　 　 通过流式细胞术估计培养细胞的凋亡。 将处

理后的细胞加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ，在室温下避

光孵育 １０ ｍｉｎ。 然后加入 １０ μＬ 碘化丙啶染色液，
冰浴避光放置 １５ ｍｉｎ，随后使用 ＣｙｔｏＦＬＥＸ Ｓ 流式细

胞仪进行分析。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 所有数据均使用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行分析，并
表示为平均数±标准误差（􀭰ｘ±ｓ􀭰ｘ）。 ｔ 检验用于两组

之间的比较，单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）和 Ｔｕｋｅｙ 多

重比较后检验用于 ３ 组或更多组的比较。 以 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＨＤＡＣ６ 在 ＤＮ 小鼠的肾组织中上调

　 　 为了初步评估 ＨＤＡＣ６ 在 ＤＮ 中的潜在参与，首
先使用免疫印迹分析显示 ＤＮ 小鼠肾组织中

ＨＤＡＣ６ 的上调，这与肾损伤标志物 ＫＩＭ１ 水平升高

一致（图 １Ａ、１Ｂ）。 在不同浓度葡萄糖（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
和 ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的 ｍＧＥＣ 细胞中，ＨＤＡＣ６ 表达也上

调，伴随着 ＫＩＭ１ 的表达增加（图 １Ｃ、１Ｄ）。 这些结

果表明 ＨＤＡＣ６ 表达在 ＤＮ 肾组织中增加，提示

ＨＤＡＣ６ 可能参与 ＤＮ 的发病机制。

注：Ａ、Ｂ：对照组小鼠（ｎ＝ ５）和 ＤＮ 组小鼠（ｎ＝ ５）肾组织中 ＨＤＡＣ６ 和 ＫＩＭ⁃１ 表达的蛋白质印迹分析和蛋白相对量。 Ｃ、Ｄ：用高葡萄糖处

理的 ｍＧＥＣ 细胞中 ＨＤＡＣ６ 和 ＫＩＭ⁃１ 的蛋白质印迹分析和蛋白相对量。 与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ＨＤＡＣ６ 在 ＤＮ 小鼠的肾组织和高葡萄糖处理的 ｍＧＥＣ 细胞中上调

Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｂ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ６ ａｎｄ ＫＩＭ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅ （ｎ＝ ５）
ａｎｄ ＤＮ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ （ｎ＝ ５）． Ｃ ／ Ｄ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ６ ａｎｄ ＫＩＭ⁃１ ｉｎ ｍＧＥＣ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ

ｇｌｕｃｏｓｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ６ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｍＧＥＣ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＤＮ ｍｉｃｅ
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注：Ａ、Ｃ：ＤＮ 组小鼠（ｎ＝ ５）和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠（ｎ＝ ５）肾组织中 ＨＤＡＣ６ 和 ＫＩＭ⁃１ 表达的蛋白质印迹分析和相对蛋白量；Ｂ：对照组小鼠

（ｎ＝ ５）、ＤＮ 组小鼠（ｎ＝ ５）和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠（ｎ＝ ５）肾的 ＨＥ、ＰＡＳ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色；Ｄ：肾系膜面积 ／ 肾小球面积的量化；Ｅ：肾胶原蛋白面

积的量化；Ｆ：血清尿素氮；Ｇ：血清肌酐；Ｈ：２４ ｈ 的尿蛋白。 与对照组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＤＮ 组相比， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 减轻肾的形态变化并改善肾功能

Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｃ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＤＡＣ６ ａｎｄ ＫＩＭ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＤＮ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝

５） ａｎｄ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ５）． Ｂ， ＨＥ， ＰＡＳ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ５）， ＤＮ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ５） ａｎｄ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ
ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ５）． Ｄ， Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｒａｃｔ ａｒｅａ ／ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ａｒｅａ． Ｅ， Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｃｏｌｌａｇｅｎ ａｒｅａ． Ｆ， Ｓｅｒｕｍ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ． Ｇ， Ｓｅｒｕｍ

ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ． Ｈ， Ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ ２４ ｈ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＮ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 可减轻 ＤＮ 中的肾损伤和纤

维化

　 　 为了进一步评估 ＨＤＡＣ６ 在 ＤＮ 进展中的作用，

我们向小鼠腹腔注射 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 有效降低了肾组

织中 ＨＤＡＣ６ 表达（图 ２Ａ、２Ｃ）。 ＨＥ 和 ＰＡＳ 染色显

示 ＤＮ 小鼠发生显著形态学变化，包括肾小球肥大、
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肾小球系膜基质积聚、肾小球基底膜增厚和肾小管

基底膜增厚。 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 治疗缓解了这些不良改

注：Ａ、Ｃ：ＫＩＭ１ 和 ＨＤＡＣ６ 表达的蛋白质印迹分析和相对蛋白量；Ｂ、Ｄ、Ｅ：α⁃ＳＭＡ、Ｎ⁃钙粘蛋白、波形蛋白和 Ｅ－钙粘蛋白的蛋白质印迹分析和

相对蛋白量。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＤＭＳＯ 组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＨＧ＋ＤＭＳＯ 组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ３　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善 ＨＧ 环境下的 ｍＧＥＣ 细胞损伤和 ＥＭＴ
Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｃ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＫＩＭ１ ａｎｄ ＨＤＡＣ６ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｂ ／ Ｄ ／ Ｅ， Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ， Ｎ⁃ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ， ｗａｖｅｆｏｒｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ｅ⁃ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ＋

ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｍＧＥＣ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ＥＭＴ ｉｎ ＨＧ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

变（图 ２Ｂ、２Ｄ）。 Ｍａｓｓｏｎ 染色显示 ＤＮ 小鼠出现肾

小球和肾小管间质纤维化，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 治疗后纤维

化程度得到缓解（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ２Ｅ）。 此外，与对照

组相比，ＤＮ 组肾功能标志物尿蛋白 ／ ２４ ｈ、血清尿素

氮和血清肌酐显著升高，而 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 治疗降低了

它们的水平（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ２Ｆ ～ ２Ｈ）。 这些数据表

明，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善了 ＤＮ 小鼠的肾功能。
２􀆰 ３　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善 ＨＧ 环境下的 ｍＧＥＣ 细胞

损伤和 ＥＭＴ
　 　 使用 ｍＧＥＣ 进一步证实了 ＨＤＡＣ６ 参与 ＨＧ 诱

导的肾小球内皮细胞。 与体内数据一致，与对照

ＤＭＳＯ 相比，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 在 ＨＧ 处理下显著降低了

ｍＧＥＣ 细胞中 ＫＩＭ１、ＨＤＡＣ６、α⁃ＳＭＡ、Ｎ⁃钙粘蛋白、
波形蛋白表达（Ｐ＜０􀆰 ０５），并上调 Ｅ－钙粘蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ３）。

２􀆰 ４　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善线粒体稳态并减少 ＨＧ 环

境下 ｍＧＥＣ 凋亡

　 　 ＴＥＭ 显示 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠的肾小球内皮细

胞受损线粒体的比例较 ＤＮ 组显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），
表现为线粒体肿胀、内膜和 ／或外膜断裂以及线粒

体嵴 破 裂 （ 图 ４Ａ、 ４Ｂ ）。 此 外， ＤＨＥ 染 色 显 示

Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠肾组织中 ＲＯＳ 水平较 ＤＮ 组降

低（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ４Ｃ、４Ｄ），为了进一步研究 ＨＤＡＣ６
如何调节 ＨＧ 诱导的肾小球内皮细胞损伤和 ＥＭＴ
进展，我们对 ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠的肾进行

了转录组学分析。 ＲＮＡ 测序（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）揭示了总

共 １２９４ 个差异表达基因（ＤＥＧ），包括 ８２１ 个下调基

因和 ４７３ 个上调基因，Ｉ 定义为倍数变化≥２􀆰 ００，调
整后 Ｐ≤０􀆰 ００１（图 ５Ａ）。 基因集富集分析（ＧＳＥＡ）
揭示了与 ＤＮ 组小鼠相比，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠肾组

织中与 ＥＣＭ－受体相互作用和与三羧酸（ＴＣＡ）循环

相关的基因富集（图 ５Ｂ、５Ｃ），证实了 ＨＤＡＣ６ 的调
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节在 ＥＭＴ 过程和线粒体受损中的作用。 在 ｍＧＥＣ
细胞中，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 处理下调了 ＨＧ 诱导的 ｍＧＥＣ

细胞中的线粒体 ＲＯＳ 水平（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ５Ｄ、５Ｅ），
以及减少了细胞凋亡（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ５Ｆ、５Ｇ）。

注：Ａ、Ｂ：线粒体形态的 ＴＥＭ 图像和受损线粒体的统计图（箭头表示细胞中的畸形线粒体）；Ｃ、Ｄ：ＤＨＥ 染色的代表性图像和统计图。 与 ＤＮ

组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与对照组相比， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善 ＨＧ 诱导线粒体损伤和肾氧化损伤

Ｎｏｔｅ． Ａ ／ Ｂ， ＴＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｄａｍａｇｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ （ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａｂｅｒｒａｎｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ｃｅｌｌｓ） ． Ｃ ／

Ｄ， Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ＤＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＮ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ＨＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｃａｔｔｌｅ
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注：Ａ：对来自 ＤＮ 组和 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 组小鼠的肾组织进行 ＲＮＡｓｅｑ 分析（Ｌｏｇ２（倍数变化）与 Ｌｏｇ１０（Ｐ 值）的火山图，图中箭头指示 ＤＥ 基因中的

ＥＭＴ 指标）；Ｂ、Ｃ：与 ＥＣＭ－受体相互作用和柠檬酸循环相关的失调基因的 ＧＳＥＡ 分析；Ｄ、Ｅ：ｍＧＥＣ 细胞中 ＭｉｔｏＳｏｘ 的流式细胞术分析的代表

性图和统计图。 与 ＤＭＳＯ 组相比， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。 Ｆ、Ｇ：ｍＧＥＣ 细胞中凋亡细胞的流式细胞术分析的代表性图和统计图。 与 ＨＧ＋ＤＭＳＯ

组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 调节 ＨＧ 诱导的肾小球内皮细胞损伤和 ＥＭＴ 进展

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＲＮＡｓｅｑ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮ ａｎｄ Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｇｒｏｕｐｓ （ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ Ｌｏｇ２ （ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ） ｖｅｒｓｕｓ Ｌｏｇ１０ （Ｐ ｖａｌｕｅ） ．
Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ＥＭＴ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ＤＥ ｇｅｎｅ） ． Ｂ ／ Ｃ， Ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥＣＭ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅ

ｆｏｒ ＧＳＥＡ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｄ ／ Ｅ， Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｉｔｏＳｏｘ ｉｎ ｍＧＥＣ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ

＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｆ ／ Ｇ， Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍＧＥＣ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ＋

ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ＨＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ＥＭＴ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

３　 讨论

　 　 越来越多的研究证实，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 通过抑制

ＨＤＡＣ６ 表达在许多疾病中发挥保护作用［１４］，如 Ｃｈｉ
等［１５］报道 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 可有效减轻血管紧张素 ＩＩ 诱
导的高血压；Ｚｈｅｎｇ 等［１６］发现 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 通过改善

线粒体功能减轻骨关节炎的进展。 近年来，有学者

发现，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 能够阻止了错误折叠的蛋白质聚

集体在慢性肾病大鼠模型肾小管上皮细胞中的积

累，减轻了蛋白尿的进展，限制了肾小管细胞的死

亡和减少了肾小管间质胶原基质的沉积［１２］。 此外，
最近研究证实，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 抑制肾小管上皮细胞－
间充质转化及肾间质成纤维细胞活化，表明其有希

望成为防治肾间质纤维化的新型药物靶点［１７］。 与

先前的研究一致，本研究确定了 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 对 ＤＮ
小鼠肾损伤的保护作用，提示 ＨＤＡＣ６ 在调节 ＤＮ 进

展中的关键作用。 在 ＨＧ 条件下，ＨＤＡＣ６ 破坏肾小

球内皮细胞中的线粒体稳态和诱导了 ＥＭＴ 发生。
我们的数据表明，ＨＤＡＣ６ 上调是肾小球内皮细胞损

伤和 ＥＭＴ 的催化剂，通过 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 抑制 ＨＤＡＣ６
上调，最终减缓了 ＤＮ 的发展。

近年来肾小球损伤在糖尿病肾病发病机制中

的重要性得到强调［１８－１９］。 据报道，肾小球损伤是

ＤＮ 进展的独立预测因子，并且 ＥＭＴ 是肾小球损伤

的始动因素之一［２０］。 我们的数据表明，ＨＤＡＣ６ 表

达在 ＤＮ 小鼠模型的肾组织中显著上调。 重要的

是，通过腹腔注射 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 抑 制 肾 组 织 中

ＨＤＡＣ６ 表达显著减弱了 ＳＴＺ 诱导的糖尿病小鼠的
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肾损伤和纤维化，而且还改善了肾功能（即尿蛋白 ／
２４ ｈ、血清尿素氮和血清肌酐显著降低）。 与体内数

据一致，体外结果证实了 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 抑制了 ＨＧ 诱

导的 ｍＧＥＣ 细胞的 ＥＭＴ 发生，表明 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 可

能通过减轻 ＥＭＴ 的发生减缓 ＤＮＤＮ 的发展。 因此，
ＨＤＡＣ６ 是 ＤＮ 肾小球细胞损伤的关键调节因子。

肾小球内皮细胞富含线粒体以满足高代谢能

量需求，因此，它们容易受到线粒体生物能量学紊

乱的影响［２１］。 肾小球内皮细胞线粒体中 ＡＴＰ 产生

不足与各种肾疾病有关，包括 ＤＮ［２２］。 越来越多的

证据表明，线粒体动力学缺陷和线粒体过度氧化应

激是 ＤＮ 肾小管损伤的主要原因［２３］。 因此，目前正

在开发许多新的线粒体靶向策略来治疗肾疾病［２４］。
在这项研究中，我们发现 Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 显著改善了线

粒体形态，同时在 ＨＧ 条件下降低了线粒体 ＲＯＳ 水

平。 因此，ＨＤＡＣ６ 的抑制降低了肾小球内皮细胞的

凋亡率。 这些数据表明，ＨＤＡＣ６ 通过破坏线粒体稳

态导致 ＨＧ 诱导的肾小球内皮细胞凋亡。 先前研究

将 ＨＤＡＣ６ 确定为参与坏死性凋亡和细胞凋亡的候

选分子［７］。 据报道 ＨＤＡＣ６ 通过作用于多种信号通

路来调节细胞死亡，例如 Ｒａｃ１ 和 ｐ５３ 通路［２５］。 本

研究扩展了先前的发现，证明了 ＨＤＡＣ６ 破坏线粒

体稳态并导致细胞凋亡，突出了 ＨＤＡＣ６ 在操纵细

胞命运中的多种调节机制。
总之，这项研究表明，Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 改善了 ＨＧ

诱导的肾小球内皮细胞损伤和 ＤＮ 进展，其作用机

制与保护线粒体稳态和抑制 ＥＭＴ 发生相关。 这些

发现为 ＤＮ 的治疗策略提供新的启示。 然而，
Ｔｕｂａｓｔａｔｉｎ Ａ 通过何种途径调节线粒体稳态和 ＥＭＴ
有待于进一步研究。
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ＣＤ２７ ａｎｄ ＯＸ４０ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｓ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ
ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２０１８， １３１（１）： ３９－４８．

［２１］ 　 Ｚａｍａｎｉ ＭＲ， Ａｓｌａｎｉ Ｓ， Ｓａｌｍａｎｉｎｅｊａｄ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ ａｎｄ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ： ａ ｇｒｏｗｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１６，
３１０： ２７－４１．

［２２］ 　 Ｍｅｓｓｅｎｈｅｉｍｅｒ ＤＪ， Ｊｅｎｓｅｎ ＳＭ， Ａｆｅｎｔｏｕｌｉｓ ＭＥ， ｅｔ ａｌ． Ｔｉｍｉｎｇ ｏｆ
ＰＤ⁃１ ｂｌｏｃｋａｄｅ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｔｏ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ
ｗｉｔｈ Ａｎｔｉ⁃ＯＸ４０ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１７， ２３（ ２０）： ６１６５
－６１７７．

［２３］ 　 Ｍａ Ｙ， Ｌｉ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＤ⁃１ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ
ＯＸ４０ ａｇｏｎｉｓｔ ｉｎｄｕｃｅｓ ｔｕｍｏｒ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２０２０，
１５９（１）： ３０６－３１９．

〔收稿日期〕２０２２－１２－１２

０８ 中国比较医学杂志 ２０２３ 年 １０ 月第 ３３ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２３，Ｖｏｌ． ３３，Ｎｏ． １０


