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敲低 RIP3对缺氧 /复氧诱导人肾小管上皮 HK2细胞自噬、细胞

焦亡和铁死亡的影响

何国斌, 王 焕

（河南省新乡市中心医院肾内科，河南  新乡  453000）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨敲低受体相互作用蛋白激酶 3 （RIP3） 对缺氧复氧 （H/R） 诱导下人肾小管上

皮 HK2 细胞自噬、焦亡和铁死亡的影响。方法方法：：将慢病毒干扰载体质粒 shRIP3 和阴性对照慢病毒干

扰载体质粒 shNC 分别转染至 HK2 细胞中，分为 shRIP3 组和 shNC 组，另以正常培养未转染的 HK2 细

胞作为空白组，转染 48 h 后，采用实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法和 Western blotting 法验证慢病

毒转染效果。将 HK2 细胞分为对照组、H/R 组、shNC+H/R 组和 shRIP3+H/R 组。CCK-8 法检测各

组 HK2 细胞存活率，免疫荧光染色法检测各组细胞中微管结合蛋白 1 轻链 （LC） 3B 和含核苷酸结合

结构域富亮氨酸重复序列 （NLR） 家族 Pyrin 域蛋白 3 （NLRP3） 蛋白荧光强度，Western blotting 法

检测各组 HK2 细胞中 LC3Ⅱ、LC3Ⅰ、Beclin1、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白酶 （Caspase）-1、膜穿孔

蛋 白 D （GSDMD）、 白 细 胞 介 素 （IL）-1β 和 IL-18 蛋 白 表 达 水 平 ， 试 剂 盒 检 测 各 组 细 胞 中 铁 离 子

（Fe2+） 水平。结果结果：：与空白组和 shNC 组比较，shRIP3 组 HK2 细胞中 RIP3 mRNA 和蛋白表达水平均

明显降低 （P<0. 05）。CCK-8 法检测，与对照组比较，H/R 组 HK2 细胞存活率明显降低 （P<0. 05）；

与 H/R 组比较，shRIP3+H/R 组 HK2 细胞存活率明显升高 （P<0. 05）。免疫荧光染色法检测，与对

照组比较，H/R 组 HK2 细胞中 LC3B 蛋白荧光强度明显降低 （P<0. 05），NLRP3 蛋白荧光强度明显

升 高 （P<0. 05）； 与 H/R 组 比 较 ， shRIP3+H/R 组 HK2 细 胞 中 LC3B 蛋 白 荧 光 强 度 明 显 升 高 （P<
0. 05），NLRP3 蛋白荧光强度明显降低 （P<0. 05）。Western blotting 法检测，与对照组比较，H/R 组

HK2 细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值明显降低 （P<0. 05），Beclin1 蛋白表达水平明显降 低 （P<0. 05）； 与

H/R 组比较，shRIP3+H/R 组 HK2 细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值明显升高 （P<0. 05），Beclin1 蛋白表达

水平明显升高 （P<0. 05）；与对照组比较，H/R 组 HK2 细胞中 Caspase-1、GSDMD、IL-1β 和 IL-18 蛋

白表达水平均明显升高 （P<0. 05）；与 H/R 组比较，shRIP3+H/R组 HK2细胞中 Caspase-1、GSDMD、

IL-1β 和 IL-18 蛋 白 表 达 水 平 均 明 显 降 低 （P<0. 05）。 与 对 照 组 比 较 ， H/R 组 HK2 细 胞 中 GPX4 和

SLC7A11 蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 05）；与 H/R 组比较，shRIP3+H/R 组 HK2 细胞中 GPX4
和 SLC7A11 蛋白表达水平均明显升高 （P<0. 05）。与对照组比较，H/R 组 HK2 中细胞 Fe2+ 水平明

显 升 高 （P<0. 05）； 与 H/R 组 比 较 ， shRIP3+H/R 组 HK2 细 胞 中 Fe2+ 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05）。

结论结论：：靶向敲低 RIP3 可诱导 H/R 诱导人肾小管上皮 HK2 细胞自噬，抑制细胞焦亡和减轻铁死亡。
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Effect of knockdown of RIP3 on autophagy, pyroptosis， and 
ferroptosis of hypoxia/reoxygenation-induced human renal 

tubular epithelial HK2 cells

HE Guobin, WANG Huan
（Department of Nephrology， Central Hospital， Xinxiang City， Henan Province， Xinxiang 453000， China）

ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of knockdown of receptor-interacting protein kinase 3 （RIP3） 
on autophagy， pyroptosis， and ferroptosis in the human renal tubular epithelial HK2 cells under hypoxia/
reoxygenation （H/R） conditions.  Methods：The lentiviral interference vector plasmid shRIP3 and negative 
control lentiviral interference vector plasmid shNC were transfected into the HK2 cells and the HK cells 
were divided into shRIP3 group and shNC group， and the normal cultured untransfected HK2 cells were 
regarded as blank group.  After 48 h of transfection， real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） 
and Western blotting methods were used to verify the lentiviral transfection efficiencies.  The HK2 cells 
were divided into control group， H/R group， shNC+H/R group， and shRIP3+H/R group.  CCK-8 
method was used to detect the survival rates of the HK2 cells in various groups； immunofluorescence 
staining was used to detect the fluorescence intensities of light chain 3 （LC3B） and NLR family pyrin 
domain-containing 3 （NLRP3） proteins in the cells in various groups； Western blotting method was used to 
detect the expression levels of LC3Ⅱ， LC3Ⅰ， Beclin1， Caspase-1， Gasdermin D （GSDMD）， interleukin 

（IL）-1β， and IL-18 proteins in the HK2 cells in various groups； Kits were used to detect the ferri ion（Fe2+） 
levels in the cells in various groups.  Results：Compared with blank group and shNC group， the expression 
levels of RIP3 mRNA and protein in the HK2 cells in shRIP3 group were decreased （P<0. 05）. The CCK-8 
method results showed that compared with control group， the survival rate of the HK2 cells in H/R group 
was decreased （P<0. 05）；  compared with H/R group， the survival rate of the HK2 cells in shRIP3+H/R 
group was increased （P<0. 05）.  The immunofluorescence staining results showed that compared with 
control group， the fluorescence intensity of LC3B protein in the HK2 cells in H/R group was decreased （P<
0. 05），  and the fluorescence intensity of NLRP3 protein was increased （P<0. 05）；  compared with 
H/R group， the fluorescence intensity of LC3B protein in the HK2 cells in shRIP3+H/R group was 
increased （P<0. 05），  and the fluorescence intensity of NLRP3 protein was decreased （P<0. 05）.  The 
Western blotting results showed that compared with control group， the ratio of LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ and the 
expression level of Beclin1 protein in the HK2 cells in H/R group were decreased （P<0. 05）；  compared 
with H/R group， the ratio of LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ and expression level of Beclin1 protein in the HK2 cells in 
shRIP3+H/R group were increased （P<0. 05）； compared with control group， the expression levels of 
Caspase-1， GSDMD， IL-1β， and IL-18 proteins in the HK2 cells in H/R group were increased （P<
0. 05）； compared with H/R group， the expression levels of Caspase-1， GSDMD， IL-1β， and IL-18 
proteins in the HK2 cells in shRIP3+H/R group were decreased （P<0. 05）.  Compared with control 
group， the expression levels of GPX4 and SLC7A11 proteins in the HK2 cells in H/R group were 
decreased （P<0. 05）； compared with H/R group， the expression levels of GPX4 and SLC7A11 proteins 
in the HK2 cells in shRIP3+H/R group were increased （P<0. 05）.  Compared with control group， the 
Fe2+ level in the HK2 cells in H/R group was increased （P<0. 05）；  compared with H/R group， the 
Fe2+ level in the HK2 cells in shRIP3+H/R group was decreased （P<0. 05）.  Conclusion：Targeted 
knockdown of RIP3 can induce the autophagy， inhibit the pyroptosis， and reduce the ferroptosis of the 
human renal tubular epithelial HK2 cells induced by H/R.
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急性肾损伤是一种急性危重肾脏疾病，通常由

肾 缺 血/再 灌 注 、 肾 毒 素 、 肾 切 除 术 和 脓 毒 症 引

起 ［1］。目前，重症监护病房患者急性肾损伤的发病

率和死亡率高达 50% 以上 ［2］。肾缺血/再灌注损伤

作为急性肾损伤的常见原因之一，主要由于肾脏局

部缺血后恢复血供而造成不可逆性肾功能损伤，其

发生和进展与多种分子事件有关，如离子蓄积、线

粒 体 功 能 障 碍 、 氧 化 应 激 、 炎 症 及 细 胞 凋 亡 ［3-4］。

因此，探讨抑制肾缺血/再灌注损伤的有效治疗方

法对于预防急性肾损伤较为重要。

受 体 相 互 作 用 蛋 白 激 酶 （receptor interacting 
protein kinase，RIP） 3 是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，

在 介 导 炎 症 和 细 胞 死 亡 中 起 重 要 的 作 用 。 研 究 ［5］

显 示 ： RIP3 促 进 脓 毒 症 诱 导 的 小 鼠 急 性 肾 损 伤 ，

并 在 脂 多 糖 处 理 的 近 端 肾 小 管 上 皮 细 胞 （renal 
proximal tubular epithelial cells， PTEC） 中 激 活 ，

通过促进氧化应激和线粒体功能障碍加重肾小管损

伤。此外，抑制 RIP3 可以通过恢复脓毒性急性肾

损 伤 期 间 肾 小 管 细 胞 的 自 噬 降 解 起 到 肾 脏 保 护 作

用 ， RIP3 可 能 参 与 急 性 肾 损 伤 的 发 生 发 展 ［6］。 本

研 究 通 过 缺 氧 复 氧 （hypoxia reoxygenation， H/R）

诱导人肾小管上皮细胞 HK2 在体外模拟肾缺血/再

灌注模型，探讨 RIP3 敲低后对 H/R 诱导的人肾小

管 上 皮 HK2 细 胞 的 影 响 及 其 作 用 机 制 ， 为 急 性 肾

损伤的临床防治提供潜在靶点。

1 材料与方法  

1. 1　　 细 胞细 胞 、、主 要 试 剂 和 仪 器主 要 试 剂 和 仪 器　　 人 肾 小 管 上 皮 细 胞

HK2 来 源 于 中 国 科 学 院 细 胞 库 。 胎 牛 血 清 、

1% 青-链霉素及 DMEM 培养基购于美国 Hyclone 公

司，转染试剂 Lipofectamine 2000 购于美国 Invitrogen
公司，TRIzol、反转录和铁 SYBR Green 定量检测

试 剂 盒 购 于 日 本 TaKaRa 公 司， RIPA 裂 解 液 、

BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒 、 超 敏 ECL 试 剂 液 和 DAPI
染料购于上海碧云天生物技术有限公司，CCK-8 试

剂 购于北京康为世纪公司，Triton X-100 购 于 北 京

百奥莱博科技有限公司，铁离子 （ferri ion，Fe2+）

检 测 试剂盒购于北京普利莱基因技术有限公司，兔

抗 甘 油 醛 3 磷 酸 脱 氢 酶 （glyceraldehyde-3-

phosphate   dehydrogenase，GAPDH） 多克隆抗体、

兔 抗 RIP3 多 克 隆 抗 体 、 兔 抗 微 管 结 合 蛋 白 1 轻 链

（microtubule binding protein 1 light chain， LC）3B
多 克 隆 抗 体 、 兔 抗 Beclin1 单 克 隆 抗 体 、 兔 抗 含 半

胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 （cysteinyl aspartate 
specific proteinase， Caspase）-1 多 克 隆 抗 体 、 兔 抗

膜穿孔蛋白 D （gasdermin-D，GSDMD） 单克隆抗

体、兔抗白细胞介素 （interleukin，IL）-1β 单克隆抗

体、兔抗 IL-18 单克隆抗体、兔抗谷胱甘肽过氧化

物 酶 4 （glutathione peroxidase 4， GPX4） 单 克 隆

抗 体 、 兔 抗 溶 质 载 体 家 族 7 成 员 11 （solute carrier 
family 7 member 11， SLC7A11） 多 克 隆 抗 体 、 含

核苷酸结合结构域富亮氨酸重复序列 （nucleotide-

binding domain leucine-rich repeat， NLR） 家 族

Pyrin 域蛋白 3 （NLR family Pyrin-domain protein 3，

NLRP3） 和 多 克 隆 抗 体 及 辣 根 过 氧 化 物 酶/花 青 3
（cyanine  3， Cy3） 荧 光 标 记 的 山 羊 抗 兔 IgG 抗 体

均 购 于 英 国 Abcam 公 司 。 引 物 序 列 、 慢 病 毒 干 扰

载 体 质 粒 shRIP3 和 阴 性 对 照 慢 病 毒 干 扰 载 体 质

粒 shNC 由生工生物工程 （上海） 有限公司合成和

构建。

1. 2　　细胞培养和转染细胞培养和转染　　将 HK2 细胞置于含 10% 胎

牛血清与 1% 青 -链霉素混合溶液的 DMEM 培养基

中，置于 37℃、5% CO2 环境下培养，取对数生长

期 细 胞 用 于 实 验 。 将 慢 病 毒 干 扰 载 体 质 粒 shRIP3
和阴性对照慢病毒干扰载体质粒 shNC 分别转染至

HK2 细胞中，分为 shRIP3 组和 shNC 组，具体根据

Lipofectamine 2000 试 剂 盒 说 明 书 步 骤 执 行 。 另

以 正 常 培 养 未 转 染 的 HK2 细 胞 作 为 空 白 组 ， 转 染

48 h 后，收集细胞并加入新鲜完全培养基，采用实

时荧光定量 PCR （real-time fluorescence quantitative 
PCR ， RT-qPCR） 法 和 Western blotting 法 验 证 慢

病毒转染效果。

1. 3　　H/R 细胞模型制备和分组细胞模型制备和分组　　H/R 建模方法 ［7］：

将 HK2 细 胞 置 于 低 氧 培 养 箱 内 （含 94% N2、 5% 
CO2 和 1% O2） 持 续 培 养 6 h 后 ， 再 移 至 复 氧 培 养

箱 内 （含 74% N2、 5% CO2 和 21% O2） 中 继 续 培

养 6 h，造成 HK2 细胞的 H/R。将 HK2 细胞分为对

照 组 （HK2 细 胞 在 正 常 环 境 下 培 养）、 H/R 组

（HK2 细胞进行 H/R 处理）、shNC+H/R 组 （HK2
细胞转染阴性对照慢病毒干扰载体质粒 shNC 后进

行 H/R 处理） 和 shRIP3+H/R 组 （HK2 细胞转染

慢病毒干扰载体质粒 shRIP3 后进行 H/R 处理）。
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1. 4　　 RT--qPCR 法 检 测 各 组法 检 测 各 组 HK2 细 胞 中细 胞 中 RIP3 

mRNA 表达水平表达水平　　各组 HK2 细胞中添加 TRIzol 试

剂 ， 按 照 说 明 书 步 骤 提 取 总 RNA， 反 转 录 合 成

cDNA。 RT-qPCR 法 检 测 各 组 HK2 细 胞 中 RIP3 
mRNA 表 达 水 平 ， 参 照 SYBR Green 法 荧 光 定 量

PCR 试 剂 盒 说 明 书 ， 加 入 各 试 剂 与 对 应 底 物

cDNA， 反 应 体 系 体 积 共 20 μL， 定 量 检 测 系 统 上

设置两步法反应程序：95 ℃下预变性 30 s；95 ℃变

性 5 s、60 ℃退火/延伸 30 s，循环 40 次。实验重复

检 测 3 次 ， 以 β -actin 为 内 参 ， 采 用 2—△△Ct 法 计 算

RIP3 mRNA 表 达 水 平 。 引 物 序 列 ： RIP3 上 游 引

物 5'-GGACCTCAAGCCCTCTAACA-3'， RIP3
下 游 引 物 5'-ACCTCGGAGACAGCAGCATC-3'；
β -actin 上 游 引 物 5'-TGTTACCAACTGGGACGA- 
CA-3'， β -actin 下 游 引 物 5'-CTGGGTCATCTTT- 
TCACGGT-3'。
1. 5　　Western blotting 法检测各组法检测各组 HK2 细胞中相关细胞中相关

蛋白表达水平蛋白表达水平　　使用 RIPA 裂解液提取各组 HK2 细

胞总蛋白，BCA 法进行定量。蛋白样品经 100 ℃金

属 浴 煮 沸 变 性 后 ， 将 等 量 30 μg 蛋 白 加 入 凝 胶 孔 ，

通过 10% SDS-PAGE 电泳分离并转移至硝酸纤维

素膜。再将分离后的膜浸入 5% 脱脂奶粉中，室温

封闭 2 h，加入兔抗 RIP3、LC3Ⅱ、LC3Ⅰ、Beclin1、

Caspase-1、 GSDMD、 IL-1β、 IL-18 、 GPX4 和

SLC7A11 抗 体 作 为 一 抗 ， 均 按 1 ∶ 1 000 稀 释 ，

与膜在 4 ℃下共孵育。次日，取膜复温，TBST 溶

液洗涤后，加入对应标记的山羊抗兔 IgG 抗体作为

二 抗 ， 按 1∶ 5 000 稀 释 ， 与 膜 在 室 温 下 共 孵 育 ，

2 h 后 再 以 TBST 溶 液 洗 膜， 超 敏 ECL 试 剂 液 显

色 ， 曝 光 显 影 ， 图 像 扫 描 仪 检 测 蛋 白 条 带 ， 采 用

Image J 软 件 分 析 蛋 白 条 带 灰 度 值 ， 以 GAPDH 作

为内参，计算目的蛋白表达水平。目的蛋白表达水

平=目的蛋白条带灰度值/内参蛋白条带灰度值。

1. 6　　CCK--8 法检测各组细胞存活率法检测各组细胞存活率　　将 HK2 细胞

按 照 每 孔 3×103 个 细 胞 的 密 度 接 种 于 96 孔 细 胞 培

养板，37 ℃、5% CO2 环境下过夜培养。各孔内添

加 10 μL 新 鲜 配 制 的 CCK-8 试 剂 ， 继 续 孵 育 2 h，

采 用 酶 标 仪 测 定 波 长 450 nm 处 各 孔 吸 光

度 （A） 值 ， 并 计 算 细 胞 存 活 率 。 细 胞 存 活 率 =
（实 验 组 A 值 - 空 白 孔 A 值） / （对 照 组 A 值 -
空 白 孔 A 值） ×100%。

1. 7　　 免 疫 荧 光 染 色 法 检 测 各 组 细 胞 中免 疫 荧 光 染 色 法 检 测 各 组 细 胞 中 LC3B 和和

NLRP3 蛋白荧光强度蛋白荧光强度　　取各组 HK2 细胞进行细胞

爬片，4% 多聚甲醛固定后，滴加 0. 5%Triton X-100
渗 透 15 min， 磷 酸 盐 缓 冲 液 （phosphate buffered 
saline， PBS） 清 洗 后 ， 5% 山 羊 血 清 封 闭 1 h。 甩

去多余封闭液，加入兔抗 LC3B 多克隆抗体或兔抗

NLRP3 多克隆抗体分别作为一抗，均按照 1∶100
稀释，4 ℃下孵育过夜。次日，PBS 缓冲液再次清

洗，加入 Cy3 荧光标记的二抗，按照 1∶200 稀释，

避光室温孵育 2 h，DAPI 染色液染核 15 min，抗淬

灭封片剂封片，在荧光显微镜下观察染色情况，摄

取图像，采用 Image J 软件分析 LC3B 和 NLRP3 蛋

白 荧 光 强 度 。 蛋 白 荧 光 强 度 = 实 验 组 蛋 白 荧 光 强

度/对照组蛋白荧光强度。

1. 8　　采用试剂盒检测各组细胞中采用试剂盒检测各组细胞中 Fe2+水平水平　　各组

HK2 细胞采用 PBS 缓冲液洗涤后加入 200 μL 裂解

液裂解细胞，置于摇床处理 2 h。将缓冲液与 4. 5% 高

锰酸钾溶液按照 1∶1 比例混匀，设置空白对照管、

标准品管和样品管，根据试剂盒说明书添加各试剂

和样品，混匀后于 60 ℃条件下孵育 1 h，冷却至室温

后 ， 加 入 30 μL Fe2+ 检 测 剂 ， 室 温 下 孵 育 30 min，

采 用 酶 标 仪 检 测 波 长 550 nm 处 各 孔 A 值 ， 绘 制 标

准曲线并计算 Fe2+水平。

1. 9　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad Prism7. 0 统计软

件 进 行 统 计 学 分 析 并 绘 制 图 像 。 各 组 HK2 细 胞 中

RIP3 mRNA 表达水平、细胞存活率、HK2 细胞中

LC3B 蛋 白 荧 光 强 度 和 RIP3、Beclin1、Caspase-1、

GSDMD、 IL-1β、 IL-18、 GPX4 及 SLC7A11 蛋 白

表达水平以及 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值均符合正态分布，

以 x±s 表 示 ， 多 组 间 样 本 均 数 比 较 采 用 单 因 素 方

差分析，组间样本均数两两比较采用 LSD-t 检验 。

以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　各组各组 HK2 细胞中细胞中 RIP3 mRNA 和蛋白表达水平和蛋白表达水平　　

 与空白组 （1. 00±0. 08 和 0. 84±0. 07） 和 shNC 组

（1. 03±0. 10 和 0. 83±0. 08） 比较，shRIP3 组 HK2
细胞中 RIP3 mRNA 和蛋白表达水平 （0. 24±0. 02
和 0. 26±0. 02） 均明显降低 （P<0. 05）。见图 1。

2. 2　　各组各组 HK2细胞存活率细胞存活率　　与对照组比较，H/R 组

HK2 细 胞 存 活 率 明 显 降 低 （P<0. 05）。 与 H/R 组

比 较 ， shRIP3+H/R 组 HK2 细 胞 存 活 率 明 显 升 高

（P<0. 05）， shNC+H/R 组 HK2 细 胞 存 活 率 差 异

无统计学意义 （P>0. 05）。见图 2。

2. 3　　 各 组各 组 HK2 细 胞 中细 胞 中 LC3B 和和 NLRP3 蛋 白 荧 光蛋 白 荧 光

强强度度　　与 对 照 组 （1. 00±0. 04 和 1. 00±0. 05） 比
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较 ， H/R 组 HK2 细 胞 中 LC3B 蛋 白 荧 光 强 度

（ 0. 24±0. 02 ） 明 显 降 低 （P<0. 05）， NLRP3
蛋 白 荧 光 强 度 （2. 38±0. 25） 明 显 升 高 （P<
0. 05）。 与 H/R 组 比 较 ， shRIP3+H/R 组 HK2 细

胞中 LC3B 蛋白荧光强度 （1. 23±0. 11） 明显升高

（P<0. 05）， NLRP3 蛋 白 荧 光 强 度 （1. 17±0. 13）
明显降低 （P<0. 05），shNC+H/R 组 HK2 细 胞 中

LC3B 和 NLRP3 蛋 白 荧 光 强 度 （0. 25±0. 03 和

2. 29±0. 25） 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （P>0. 05）。

见图 3 和 4。

Control H/R ShNC+H/R ShRIP3+H/R

LC3B（×100）

DAPI（×100）

Merge（×100）

Partial 
  enlargement

图图 3　各组　各组 HK2 细胞中细胞中 LC3B 蛋白荧光强度蛋白荧光强度（（免疫荧光免疫荧光））

Fig. 3　　Fluorescence intensities of LC3B protein in HK2 cells in various groups（（Immunofluorescence））
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Lane 1： Blank group； Lane 2： ShNC group； Lane 3： ShRIP3 
group.

图图 1　各组　各组 HK2 细胞中细胞中 RIP3 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图

Fig. 1　　 Electrophoregram   of   expressions   of   RIP3 

protein in HK2 cells in various groups
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图图 2　各组　各组 HK2 细胞存活率细胞存活率

Fig. 2　　Survival rates of HK2 cells in various groups
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2. 4　　各组各组 HK2 细胞中细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值和比值和 Beclin1

蛋白表达水平蛋白表达水平　　与 对 照 组 比 较 ， H/R 组 HK2 细 胞

中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值明显降低 （P<0. 05），Beclin1
蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05）。 与 H/R 组 比

较，shRIP3+H/R 组 HK2 细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比

值 明 显 升 高 （P<0. 05）， Beclin1 蛋 白 表 达 水 平 明

显 升 高 （P<0. 05）， shNC+H/R 组 HK2 细 胞 中

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比 值 和 Beclin1 蛋 白 表 达 水 平 差 异

均 无 统 计 学 意 义 （P>0. 05）。见图 5。

2. 5　　 各 组各 组 HK2 细 胞 中细 胞 中 Caspase--1、、GSDMD、、IL--1β

和和 IL--18 蛋 白 表 达 水 平蛋 白 表 达 水 平　　 与 对 照 组 比 较 ， H/R 组

HK2 细 胞 中 Caspase-1、 GSDMD、 IL-1β 和 IL-18
蛋 白 表 达 水 平 均 明 显 升 高 （P<0. 05）。 与 H/R 组

Control H/R shNC+H/R shRIP3+H/R

NIRP3

DAPI

Merge

图图 4　各组　各组 HK2 细胞中细胞中 NLRP3 蛋白荧光强度蛋白荧光强度（（免疫荧光免疫荧光，，×200））

Fig. 4　　Fluorescence intensities of NLRP3 protein in HK2 cells in various groups（（Immunofluorescence，，×200））
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图图 5　各组　各组 HK2 细胞中细胞中 LC3ⅡⅡ、、 LC3ⅠⅠ和和 Beclin1 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B, C））

Fig. 5　　Electrophoregram（（A）） and histograms（（B, C）） of expressions of LC3ⅡⅡ, LC3ⅠⅠ  and Beclin1 proteins in HK2 cells 

in various groups
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比  较， shRIP3+H/R 组 HK2 细 胞 中 Caspase-1、

GSDMD、IL-1β 和 IL-18 蛋白表达水平均明显降低

（P<0. 05），shNC+H/R 组 HK2 细胞中 Caspase-1、

GSDMD、IL-1β 和 IL-18 蛋白表达水平差异均无统

计学意义 （P>0. 05）。见图 6 和 7。

2. 6　　 各 组各 组 HK2 细 胞 中细 胞 中 GPX4 和和 SLC7A11 蛋 白 表蛋 白 表

达水平达水平　　与对照组比较，H/R 组 HK2 细胞中 GPX4
和 SLC7A11 蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 05）。

与 H/R 组 比 较， shRIP3+H/R 组 HK2 细 胞 中

GPX4 和 SLC7A11 蛋白表达水平均明显升高 （P<
0. 05）， shNC+H/R 组 HK2 细 胞 中 GPX4 和

SLC7A11 蛋白表达水平差异均无统计学意义 （P>
0. 05）。见图 8 和 9。

2. 7　　 各 组各 组 HK2 细 胞 中细 胞 中 Fe2+ 水 平水 平　　 与 对 照 组

［ （1. 00±0. 03） μmol·g－1］ 比 较 ， H/R 组 HK2
细胞中 Fe2+水平 ［（1. 67±0. 19） μmol·g－1］ 明显

升高 （P<0. 05）。与 H/R 组比较，shRIP3+H/R 组

HK2 细 胞 中 Fe2+ 水 平 ［ （1. 22±0. 14） μmol·g－1］

明显降低 （P<0. 05），shNC+H/R 组 HK2 细胞中

Fe2+ 水平 ［（1. 69±0. 18） μmol·g－1］ 差异无统计

学意义 （P>0. 05）。

3 讨  论  

临床上，急性肾损伤患者的肾功能迅速恶化，

表现为肾小球滤过率降低、体液和电解质失衡及代

谢 废 物 的 积 累 ， 给 患 者 生 命 健 康 造 成 了 严 重 威
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Lane 1：Control group；Lane 2：H/R group；Lane 3：ShNC+
H/R group；Lane 4：ShRIP3+H/R group.
图图 6　 各 组　 各 组 HK2 细 胞 中细 胞 中 Caspase--1、、 GSDMD、、 IL--1β  

和和 IL--18 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图

Fig. 6　　Electrophoregram of expressions of Caspase--1, 

GSDMD, IL--1β，， and IL--18 proteins in HK2 cells in 

various groups
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图图 7　各组　各组 HK2 细胞中细胞中 Caspase--1、、GSDMD、、IL--1β 和和 IL--18 蛋白表达水平蛋白表达水平

Fig. 7　　Expression levels of Caspase--1, GSDMD, IL--1β，， and IL--18 proteins in HK2 cells in various groups
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胁 ［8］。急性肾损伤的严重程度与多种因素有关，确

切 发 病 机 制 有 待 深 入 研 究 。 RIP3 作 为 程 序 性 坏 死

的关键调节因子，可以控制肿瘤坏死因子受体家族

的 下 游 信 号 传 导 ， 并 通 过 与 RIP1 相 互 作 用 导 致

RIP3-RIP3 同 源 相 互 作 用 及 RIP3 磷 酸 化 ， 磷 酸 化

的 RIP3 募 集 并 激 活 混 合 系 列 蛋 白 激 酶 样 结 构 域

（mixed lineage kinase domain-like， MLKL）， 使

MLKL 易位至细胞膜诱导坏死性病变［9］。WANG 等［10］

研 究 发 现 ： RIP3 缺 乏 减 轻 了 氧 嗪 酸 钾 诱 导 的 小 鼠

高尿酸血症，降低了肾脏促炎细胞因子表达水平，

对 肾 脏 损 伤 起 保 护 作 用 。 FENG 等 ［11］ 研 究 发 现 ：

RIP3 易 位 至 线 粒 体 ， 促 进 线 粒 体 降 解 ， 增 加 肾 缺

血再灌注后炎症反应和肾组织损伤；WANG 等 ［12］

发现：急性 DeBakeyⅠ型主动脉夹层患者血浆 RIP3
水平与术后急性肾损伤和炎症反应有关，且患者血

浆 RIP3 水平越高，患者生存率越低。因此，RIP3
在急性肾损伤中发挥了重要作用，可能是未来治疗

策略的重要靶点。本研究在 H/R 诱导的 HK2 细胞

中 转 染 慢 病 毒 干 扰 载 体 质 粒 shRIP3， 并 成 功 敲 低

了 RIP3 的 mRNA 和 蛋 白 表 达 。 本 研 究 结 果 显 示 ：

敲低 RIP3 表达能够减轻 H/R 诱导的 HK2 细胞焦亡

和 铁 死 亡 ， 诱 导 HK2 细 胞 自 噬 ， 并 使 细 胞 存 活 率

升高。

自噬是一种高度保守的过程，通过溶酶体降解

和回收错误折叠蛋白质及衰老细胞器，以维持细胞

稳 态 ［13］。 自 噬 功 能 障 碍 与 多 种 疾 病 的 发 病 机 制 有

关，激活自噬对急性肾损伤具有保护作用。恩格列

净可通过促进自噬和降低氧化应激、炎症及凋亡改

善 非 糖 尿 病 大 鼠 的 肾 缺 血 再 灌 注 损 伤 ［14］。 缺 血 预

处理通过激活近端肾小管细胞自噬，进而减少缺血

再灌注急性期肾组织中巨噬细胞浸润，介导肾内膜

的保护作用 ［15］。LC3B 属于哺乳动物细胞中自噬相

关蛋白 8 （autophagy-related protein，ATG8） 基因

的 同 系 物，定 位 于 自 噬 囊 泡 膜 表 面，参 与 自 噬 体

形 成 。 自 噬 过 程 涉 及 LC3-Ⅰ 向 LC3-Ⅱ 的 转 化 ，

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值可被视为反映自噬水平的主要

指标 ［16］。Beclin1 是自噬的成熟调节因子，与Ⅲ类

磷脂酰肌醇 3 激酶复合物相互作用，产生磷酸化磷

脂酰肌醇后，通过与相关核心成分结合以促进自噬

体 的 形 成 和 成 熟 ［17］。 本 研 究 结 果 显 示 ： H/R 诱 导

的 HK2 细 胞 中 LC3B 蛋 白 荧 光 强 度 降 低 ， LC3Ⅱ/
LC3Ⅰ比值降低，Beclin1 蛋白表达水平降低，表明

H/R 处理抑制了 HK2 细胞自噬；敲低 RIP3 后可升

高 HK2 细胞中 LC3B 蛋白荧光强度，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
比 值 升 高 ， Beclin1 蛋 白 表 达 水 平 升 高 ， 提 示 敲 低

RIP3 可诱导 H/R 诱导的 HK2 细胞自噬。
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Lane 1： Control group；Lane 2： H/R group；Lane 3： ShNC+
H/R group；Lane 4： ShRIP3+H/R group.
图图 8　各组　各组 HK2 细胞中细胞中 GPX4 和和 SLC7A11 蛋白表达电蛋白表达电

泳图泳图

Fig. 8　　Electrophoregram of expressions of GPX4 and 

SLC7A11 proteins in HK2 cells in various groups

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0E
xp

re
ss

io
n 

le
ve

l 
of

 G
P

X
4 

pr
ot

ei
n

Contro
l

H/R

ShNC+H/R

ShRIP3+H/R

*

△
△1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0E
xp

re
ss

io
n 

le
ve

l 
of

 S
L

C
7A

11
 p

ro
te

in

Contro
l

H/R

ShNC+H/R

ShRIP3+H/R

*

A B

*P<0.05 compared with control group； △P<0.05 compared with H/R group.
图图 9　各组　各组 HK2 细胞中细胞中 GPX4（（A））和和 SLC7A11（（B））蛋白表达水平蛋白表达水平

Fig. 9　　Expression levels of GPX4（（A）） and SLC7A11（（B）） proteins in HK2 cells in various groups
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肾脏疾病的发生和发展均与细胞焦亡有关。焦

亡导致的细胞死亡与凋亡相似，均以 DNA 断裂为

特征。然而，焦亡是依赖炎症反应的程序性坏死，

该过程不由经典的凋亡相关途径所调节 ［18］。H/R 中

产生的大量活性氧加剧了炎症活动，有助于炎症信

号因子的形成，包括 NLRP3 炎性体，其激活可进

一 步 诱 发 焦 亡 ［19］。 NLRP3 炎 性 小 体 由 NLRP3、

Caspase-1 前 体 （pro-Caspase-1） 和 凋 亡 相 关 斑 点

样 蛋 白 （apoptosis-associated speck-like protein 
containing a card，ASC） 组成，其催化 pro-Caspase-1
转 化 为 活 化 的 Caspase-1， 从 而 促 进 IL-1β 和 IL-18
的成熟和分泌，并激活 GSDMD 产生 N 末端片段寡

聚物，导致细胞膜破裂，诱导焦亡发生 ［20］。因此，

抑制 NLRP3 炎性体介导的焦亡是抑制肾缺血/再灌

注 后 肾 损 伤 的 重 要 途 径 。 本 研 究 结 果 显 示 ： H/R
诱 导 的 HK2 细 胞 中 NLRP3 蛋 白 荧 光 强 度 升 高 ，

Caspase-1、GSDMD、IL-1β 和 IL-18 蛋白相对表达

量均上调，提示 H/R 处理促进了 HK2 细胞焦亡发

生 ； 在 敲 低 RIP3 后 HK2 细 胞 中 NLRP3 蛋 白 荧 光

强度降低，Caspase-1、GSDMD、IL-1β 和 IL-18 蛋

白表达均下调，提示敲低 RIP3 能够抑制 H/R 诱导

的 HK2 细胞焦亡。

本 研 究 结 果 显 示：H/R 诱 导 后 HK2 细 胞 中

Fe2+ 水 平 升 高 ， 铁 死 亡 负 调 节 蛋 白 GPX4 和

SLC7A11 蛋 白 表 达 下 调 。 铁 死 亡 是 一 种 新 型 细 胞

死亡调节方式，由铁介导的脂质过氧化积累、质膜

破裂和损伤相关分子的释放所诱导。特定小分子化

合物作用于细胞各向异性靶标，导致抗氧化剂谷胱

甘肽或 GPX4 表达下调，导致细胞中活性氧积累和

脂质过氧化，在 Fe2+的协同作用下，细胞发生铁死

亡 ［21］。 SLC7A11 是 胱 氨 酸/谷 氨 酸 反 向 转 运 蛋 白

的一个亚基，主要功能是跨细胞膜交换胱氨酸和谷

氨 酸 ， 从 而 抑 制 铁 死 亡 ［22］。 铁 死 亡 失 调 已 在 多 种

生理和病理过程中得到证实，如癌症、组织损伤和

T 淋巴细胞免疫等。此外，人尿源性干细胞来源的

外 泌 体 携 带 的 长 链 非 编 码 RNA （long non-coding 
RNA， lncRNA） 中 磺 酸 上 调 基 因 1 （taurine 
upregulated 1， TUG1） 通 过 抑 制 酰 基 辅 酶 A 合 成

酶 长 链 家 族 成 员 4 （acyl-CoA synthetase long-chain  
family member 4， ACSL4） 介 导 的 铁 死 亡 来 缓 解

缺 血 再 灌 注 诱 导 的 急 性 肾 损 伤 ［23］。 核 苷 治 疗 减 轻

了叶酸诱导的急性肾损伤小鼠肾组织病变，抑制了

炎症细胞浸润并改善了肾功能障碍，这一作用机制

与抑制铁死亡有关，提示铁死亡可能是肾脏损伤治

疗的新靶点 ［24］。本研究结果显示：敲低 HK2 细胞

中 RIP3 后，细胞中 Fe2+ 水平降低，铁死亡负调节

蛋 白 GPX4 与 SLC7A11 蛋 白 表 达 水 平 升 高 ， 提 示

敲低 RIP3 能够减轻 H/R 诱导的 HK2 细胞铁死亡。

综上所述，靶向敲低 RIP3 可诱导 H/R 人肾小

管 上 皮 HK2 细 胞 自 噬 、 抑 制 细 胞 焦 亡 和 减 轻 铁 死

亡，对 H/R 环境下的 HK2 细胞发挥保护效果，本

研究结果为临床上预防和治疗缺血再灌注诱导的急

性肾损伤提供了新的思路。
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