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下调 GSK3β通过抑制 ITPR1-GRP75-VDAC1 复合体
功能减轻衰老肾小管上皮细胞缺氧/复氧损伤

倪海强　顾世琦　彭宣　宫念樵

【摘要】　目的　 探讨糖原合成酶激酶 3β（GSK3β）对衰老小鼠原代肾小管上皮细胞（RTEC）缺氧/复氧

（H/R）损伤的影响及其调控机制。方法　将 RTEC 分成为 Young 组即正常生长的年轻 RTEC、Old 组即使用

Etoposide 诱导的衰老 RTEC、Old+Ad-shNC+H/R 组即使用 Etoposide 诱导衰老再转染腺病毒阴性对照（Ad-
shNC）后进行 H/R 处理，Old+Ad-shGSK3β+H/R 组即使用 Etoposide 诱导衰老后再转染靶向沉默 GSK3β 的短发

夹 RNA 腺病毒（Ad-shGSK3β）后进行 H/R 处理。采用流式细胞术检测各组细胞凋亡水平和线粒体活性氧水平，

采用免疫荧光染色法检测各组钙离子水平，采用蛋白质印迹法检测各组 GSK3β、线粒体相关的内质网膜

（MAM）相关蛋白肌醇 1,4,5-三磷酸受体 1（ITPR1）、电压依赖性阴离子通道 1（VDAC1）、葡萄糖调节蛋白

75（GRP75）表达及磷酸化水平，采用免疫共沉淀分析 GSK3β 与 MAM 相关蛋白的相互作用。结果　与

Young 组比较，Old 组细胞凋亡水平、线粒体活性氧水平及线粒体钙离子水平均较高；与 Old 组比较，Old+Ad-
shNC+H/R 组细胞凋亡水平、线粒体活性氧水平及线粒体钙离子水平均较高；与 Old+Ad-shNC+H/R 组比较，

Old+Ad-shGSK3β+H/R 组细胞凋亡水平、线粒体活性氧水平及线粒体钙离子水平均较低，差异均有统计学意义
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（均为 P<0.05）。与 Young 组比较，Old 组 ITPR1、GRP75 和 GSK3β 总蛋白表达增多，ITPR1 和 GRP75 磷酸化

水平升高，而 VDAC1 总蛋白和磷酸化水平均下降；与 Old 组比较，Old+Ad-shNC+H/R 组 GSK3β 蛋白表达不

变， ITPR1 和 GRP75 总蛋白和磷酸化水平升高，VDAC1 总蛋白表达不变，磷酸化水平增高；与 Old+Ad-
shNC+H/R 组比较，Old+Ad-shGSK3β+H/R 组 GSK3β 蛋白表达减少，ITPR1、GRP75 和 VDAC1 总蛋白表达不

变，磷酸化水平均下降。免疫共沉淀结果显示，GSK3β 能够与 ITPR1、GRP75 和 VDAC1 蛋白发生相互作用。结

论　GSK3β 在衰老 RTEC 中表达升高，抑制 GSK3β 表达能够降低 ITPR1-GRP75-VDAC1 复合体磷酸化水平，限

制线粒体钙离子超负荷，保护线粒体功能，减少再灌注时细胞损伤。

【关键词】　糖原合成酶激酶 3β；肾移植；中老年供者；缺血-再灌注损伤；线粒体损伤；衰老；线粒体相关

的内质网膜；钙超载；凋亡
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Down-regulating  GSK3β alleviates  hypoxia/reoxygenation-induced  injury  of  senescent  renal  tubular  epithelial  cells  by
inhibiting  the  function  of  ITPR1-GRP75-VDAC1  complex　  Ni  Haiqiang, Gu  Shiqi, Peng  Xuan, Gong  Nianqiao. Institute  of
Organ Transplantation, Tongji Hospital, Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology, Key Laboratory
of  Organ  Transplantation  of  Ministry  of  Education, Key  Laboratory  of  Organ  Transplantation  of  National  Health  Commission  of
China, Key Laboratory of Organ Transplantation of Chinese Academy of Medical Sciences, Wuhan 430030, China
Corresponding author: Gong Nianqiao, Email: nqgong@tjh.tjmu.edu.cn

【Abstract】 Objective  To evaluate the effect of glycogen synthase kinase 3β (GSK3β) on hypoxia/reoxygenation
(H/R)-induced  injury  of  senescent  renal  tubular  epithelial  cell  (RTEC)  in  aged  mice  and  its  regulatory  mechanism.
Methods  RTEC were divided into the Young group (young RTEC with normal growth), Old group (aged RTEC induced
by  Etoposide),  Old+Ad-shNC+H/R  group  [aged  RTEC  induced  by  Etoposide  and  then  transfected  with  adenovirus
negative control (Ad-shNC) for H/R treatment], and Old+Ad-shGSK3β+H/R group (aged RTEC induced by Etoposide and
then  transfected  with  short-hairpin  RNA-expressing  adenovirus  with  targeted  silencing  GSK3β  for  H/R  treatment),
respectively. Apoptosis level and mitochondrial reactive oxygen species level were detected by flow cytometry. Calcium
ion  level  was  determined  by  immunofluorescence  staining.  The  expression  and  phosphorylation  levels  of  GSK3β,
mitochondria-associated  endoplasmic  reticulum  membrane  (MAM)-related  proteins  of  inositol  1,4,5-trisphosphate
receptor1 (ITPR1), voltage dependent anion-selective channel 1(VDAC1) and glucose-regulated protein 75 (GRP75) were
detected  by  Western  blot.  The  interaction  between  GSK3β  and  MAM-related  proteins  was  analyzed  by
immunoprecipitation. Results  Compared with the Young group, the apoptosis, mitochondrial reactive oxygen species and
mitochondrial calcium ion levels were higher in the Old group. Compared with the Old group, the apoptosis, mitochondrial
reactive  oxygen  species  and  mitochondrial  calcium ion  levels  were  higher  in  the  Old+Ad-shNC+H/R group.  Compared
with the Old+Ad-shNC+H/R group, the apoptosis,  mitochondrial reactive oxygen species and mitochondrial calcium ion
levels  were  lower  in  the  Old+Ad-shGSK3β+H/R  group,  and  the  differences  were  statistically  significant  (all P<0.05).
Compared  with  the  Young  group,  the  expression  levels  of  ITPR1,  GRP75  and  GSK3β  proteins  were  up-regulated,  the
phosphorylation  levels  of  ITPR1  and  GRP75  were  increased,  whereas  the  total  protein  and  phosphorylation  levels  of
VDAC1  were  decreased  in  the  Old  group.  Compared  with  the  Old  group,  the  expression  level  of  GSK3β  protein  was
unchanged, the total protein and phosphorylation levels of ITPR1 and GRP75 were increased, the expression level of total
VDAC1  protein  remained  unchanged  and  the  phosphorylation  level  was  increased  in  the  Old+Ad-shNC+H/R  group.
Compared with the Old+Ad-shNC+H/R group, the expression level of GSK3β protein was decreased, the expression levels
of total ITPR1, GRP75 and VDAC1 proteins were unchanged, whereas the phosphorylation levels were decreased in the
Old+Ad-shGSK3β+H/R group. Immunoprecipitation showed that GSK3β could interact with ITPR1, GRP75 and VDAC1
proteins.Conclusions   The  expression  level  of  GSK3β  is  up-regulated  in  senescent  RTEC.  Down-regulating  GSK3β
expression  may  reduce  the  phosphorylation  level  of  ITPR1-GRP75-VDAC1  complex,  constrain  the  overload  of
mitochondrial calcium ion, protect mitochondrial function and mitigate cell damage during reperfusion.

【Key  words】  Glycogen  synthase  kinase  3β; Kidney  transplantation; Middle  aged  and  elderly  donor;  Ischemia-
reperfusion  injury;  Mitochondrial  damage;  Senescence;  Mitochondria-associated  endoplasmic  reticulum  membrane;
Calcium overload; Apoptosis
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器官短缺已成为阻碍器官移植领域发展的瓶颈问

题。为缓解供需矛盾，中老年供者来源的供肾在临床

肾移植中的占比逐渐增加[1-2]。相较年轻供者，中老

年 供 者 的 肾 脏 对 缺 血 -再 灌 注 损 伤 （ ischemia-
reperfusion injury，IRI）的耐受性较差，移植肾功能延

迟恢复发生率更高[3]，移植肾 5 年存活率明显降低[4-6]。

衰 老 过 程 中 肾 脏 细 胞 超 微 结 构 出 现 内 质 网 应 激

（endoplasmic reticulum stress，ERS）和线粒体功能

障碍[7-9]，而供肾在获取和移植过程中无法避免 IRI，
这将诱发肾脏发生过度的 ERS 和线粒体失功[10]。在

衰老基础上发生 IRI 将导致损伤叠加，加速中老年供

肾失功[11]。

钙离子是细胞内的第二信使，储存于内质网，主

要通过内质网膜上的配体门控通道肌醇 1,4,5-三磷酸

受体（inositol 1,4,5-trisphosphate receptor，ITPR）释

放 [12]，经线粒体外膜上的电压依赖性阴离子通道

（ voltage  dependent  anion-selective  channel，VDAC）

转 运 至 线 粒 体 内 ， 葡 萄 糖 调 节 蛋 白 75（ glucose-
regulated  protein  75，GRP75） 将 ITPR 与 VDAC 连

接，形成 ITPR-GRP75-VDAC 复合体，在线粒体相关

的 内 质 网 膜 （ mitochondria-associated  endoplasmic
reticulum membrane，MAM）结构上介导钙离子转

运[13-14]。适量的钙离子释放能够促进线粒体三磷酸腺

苷（adenosine triphosphate，ATP）产生，但过量释放

会导致钙超载触发内源性凋亡程序[15]。糖原合成酶激

酶 3β（glycogen synthase kinase 3β，GSK3β）与多种

肾脏疾病有关，在肾脏中其含量与年龄呈正相关[16]。

本课题组前期研究已经证实在小鼠肾脏 IRI 模型中抑制

GSK3β 活性能够减轻线粒体损伤，改善肾脏功能[17]，

但 是 在 衰 老 细 胞 中 GSK3β 是 否 能 够 直 接 影 响

MAM 组成尚不清楚。因此，本研究拟探讨在缺氧复

氧 （ hypoxia/reoxygenation， H/R） 模 型 中 ， 抑 制

GSK3β 对衰老小鼠原代肾小管上皮细胞（renal tubule
epithelial cell，RTEC）MAM 相关蛋白和线粒体功能

的影响及可能的调控机制。 

1    材料与方法
 

1.1    实验动物与材料

C57BL/6 小鼠均购买于北京维通利华实验动物技

术有限公司，饲养于湖北省武汉市蔡甸区同济医院科

研大楼实验动物中心（无特定病原体级饲养环境，22 ℃
恒温，压差 25 Pa，55% 相对湿度，12 h 昼夜规律循

环），所有动物实验均经华中科技大学同济医学院附

属同济医院机构动物护理和使用委员会批准（批准

号：TJH-202 207 003），并遵循中国国家科学技术委

员会《实验动物管理条例》和《实验动物饲养管理和

使用指南》的要求开展相关实验。

上皮细胞专用培养基 EpiCM-a 完全培养基购自

美国 ScienCell 公司，胶原酶/中性蛋白酶购自美国罗

氏公司，DNaseⅠ购自中国 Biosharp 公司，GSK3β 干

扰腺病毒由上海和元生物公司合成，Etoposide、小

鼠 IgG 和细胞衰老相关-β-半乳糖苷酶（senescence-
associated β-galactosidase，SA-β-gal）染色试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司，细胞凋亡检测试剂

盒购自杭州联科生物技术有限公司，MitoSOX Red 探

针 和 MitoTracker®  Green 探 针 购 自 美 国 Thermo
Scientific 公 司 ， 线 粒 体 钙 离 子 荧 光 染 料 Rhod-2
AM 购自上海翌圣生物科技股份有限公司，GSK3β 抗

体、VDAC1 抗体和 GRP75 抗体购自武汉三鹰生物技

术 有 限 公 司 ， ITPR1 抗 体 、 pan  Phospho-Serine/
Threonine 抗体和 β-actin 抗体购自武汉爱博泰克生物

科技有限公司，Phospho-ITPR1（Ser1756）抗体购自

美国 Affinity 公司。 

1.2    实验方法 

1.2.1   小鼠 RTEC 提取和培养　选用 5~6 周雄性小

鼠，无菌环境下取出肾脏，剥离肾包膜，切碎组织，

使用组织分离器打碎肾脏，通过胶原酶/中性蛋白酶

和 DNA 酶消化获得单细胞悬液，在 70 μm 滤网中过

滤，悬浮液以 300×g 离心 3 min。密度梯度后收集肾

小管细胞，EpiCM-a 完全培养基重悬细胞，转至细胞

培养瓶内，置于培养箱培养，每 3 d 换液并观察细胞

生长情况。 

1.2.2    缺 氧 /复 氧 模 型 　 RTEC 生 长 融 合 率 达

80%~90% 时，更换为无血清培养基，转移至三气缺

氧箱中模拟缺氧（1% O2、5% CO2、94% N2），常氧

组细胞继续维持正常培养。缺氧 24 h 后，4 组细胞全

部更换新鲜完全培养基，置于常氧培养箱中培养 2 h
模拟复氧。 

1.2.3   小鼠 RTEC 衰老模型　在细胞培养基中加入

Etoposide（终浓度 10 μmol/L）后继续培养 7 d，诱导

衰老模型。 

1.2.4   细胞转染　诱导细胞衰老后进行腺病毒转染（感染

复数 50），48 h 后即可检测基因调控效果。小鼠GSK3β
的干扰序列为 5′-CCACTCAAGAACTGTCAAGTA-3′。 
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1.2.5    实 验 分 组 　 Young 组 即 正 常 生 长 的 年 轻

RTEC，Old 组即使用 Etoposide 诱导的衰老 RTEC，

Old+Ad-shNC+H/R 组使用 Etoposide 诱导衰老后再转

染腺病毒阴性对照（Ad-shNC）后进行 H/R 处理，

Old+Ad-shGSK3β+H/R 组使用 Etoposide 诱导衰老再

转染靶向沉默 GSK3β 的短发夹 RNA 腺病毒（Ad-

shGSK3β）后进行 H/R 处理。 

1.2.6   SA-β-gal 染色　使用 SA-β-gal 染色试剂盒检测

衰 老 细 胞 ， 弃 去 细 胞 培 养 基 后 用 磷 酸 盐 缓 冲 液

（phosphate buffer saline，PBS）清洗 3 遍，加入 1 mL

染 色 固 定 液 室 温 固 定 15  min， 弃 去 固 定 液 后 用

PBS 清洗 3 次，加入 1 mL 染色工作液，用保鲜膜封

住培养板后 37 ℃ 孵育过夜。次日弃去染色液后用

PBS 清洗 3 次，使用光学显微镜进行观察、拍摄，衰

老细胞被染为蓝色。 

1.2.7    蛋白质印迹法　用 IP 裂解液提取细胞总蛋

白。4 ℃ 低温离心 15 min 后收集蛋白上清，检测试

剂盒定量蛋白浓度，将适量蛋白样品和上样缓冲液混

合后煮沸 5 min 变性蛋白质，进行电泳分离样品。冰

浴条件下以恒定电流 200 mA 完成转印，室温下用含

5% 牛血清白蛋白的封闭液封闭 60 min。加入相应一

抗 （ p53、 p21、 p16、 GSK3β、 ITPR1、 p-ITPR1、

GRP75、VDAC1、β-actin）4 ℃ 慢速摇床孵育过夜，

次日充分洗涤后加入二抗，室温孵育 60 min，然后洗

涤、显影和采集图片。 

1.2.8   细胞凋亡的检测　通过 Annexin Ⅴ与碘化丙啶

（propidium iodide，PI）双染法评估凋亡水平。收集

所有细胞后离心弃上清，缓冲液重悬洗涤后加入

Annexin V 和 PI 染色工作液，避光孵育 5 min 后进行

流式细胞术检测。 

1.2.9   线粒体活性氧的检测　使用 MitoSOX Red 探针

检测线粒体活性氧水平。将细胞与 5 μmol/L 染色工

作液混合后置于 37 ℃ 细胞培养箱中避光孵育 30 min，

收集细胞后进行流式细胞术检测。 

1.2.10    线粒体钙离子的检测 　 使 用 线 粒 体 探 针

MitoTracker® Green 和线粒体钙离子荧光探针 Rhod-

2AM 对线粒体和钙离子进行标记，根据说明书进行

染色孵育后，通过荧光显微镜观察、拍摄和成像。 

1.2.11   免疫共沉淀　使用含有蛋白酶和磷酸酶抑制

剂的 IP 裂解缓冲液裂解细胞后低温离心收集上清，

测定试剂盒定量蛋白浓度，留取适量上清加入上样缓

冲液 100 ℃ 煮沸 5 min 作为 Input 组。蛋白与特异性

一抗或者 IgG 于 4 ℃ 下孵育过夜，再加入蛋白 A/G

琼脂糖珠继续 4 ℃ 孵育过夜。充分洗涤、离心弃上

清后加入上样缓冲液 100 ℃ 煮沸 5 min 作为 IP 组或

者 IgG 组，分析确定结合蛋白。 

1.3    研究内容

分析下调 GSK3β 对 H/R 诱导的衰老 RTEC 凋亡

水平、线粒体活性氧水平、线粒体钙离子水平的影

响。检测下调 GSK3β 对 MAM 相关蛋白磷酸化水平

的影响及与 MAM 相关蛋白的相互作用。 

1.4    统计学方法

采用 PRISM 6 软件进行统计学分析。符合正态

分布的计量资料以均数 ± 标准差表示，两组间比较采

用 Student’s t 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    小鼠 RTEC 提取和培养

光学显微镜可见分离出的典型肾小管节段，培

养 2~3 d 后可见 RTEC 贴壁并快速生长，形态呈三角

形或者长梭形，细胞质伸展，核突出易见，细胞间紧

密衔接，呈铺路石样排列，符合 RTEC 特征（图 1）。
 
 

图 1    小鼠 RTEC 形态学特征（×100）
Figure 1    Morphological characteristics of RTEC of mice
  

2.2    RTEC 衰老模型鉴定

SA-β-gal 染 色 结 果 显 示 ， 与 Young 组 比 较 ，

Old 组衰老细胞增多（图 2A）。蛋白质印迹法结果

显示，与 Young 组比较，Old 组 p53、p21 和 p16 蛋

白表达增多（图 2B）。 

2.3    下调 GSK3β能够抑制 H/R 诱导的衰老 RTEC

凋亡水平

流式细胞术结果显示，与 Young 组比较，Old 组
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细 胞 凋 亡 水 平 较 高 ； 与 Old 组 比 较 ， Old+Ad-

shNC+H/R 组 凋 亡 水 平 较 高 ； 与 Old+Ad-shNC+

H/R 组 比 较 ， Old+Ad-shGSK3β+H/R 组 细 胞 凋 亡

水 平 较 低 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均 为 P<0.05，

图 3）。 

2.4    下调 GSK3β能够减少 H/R 诱导的衰老 RTEC

线粒体活性氧水平

流式细胞术结果显示，与 Young 组比较，Old 组

细 胞 线 粒 体 活 性 氧 水 平 较 高 ； 与 Old 组 比 较 ，

Old+Ad-shNC+H/R 组细胞线粒体活性氧水平较高；

与 Old+Ad-shNC+H/R 组 比 较 ， Old+Ad-shGSK3β+

H/R 组细胞线粒体活性氧水平较低，差异均有统计学

意义（均为 P<0.05，图 4）。 

2.5    下调 GSK3β能够减少 H/R 诱导的衰老 RTEC

线粒体钙超载

免疫荧光染色结果显示，Old 组细胞线粒体钙离

子 较 Young 组 增 多 ；Old+Ad-shNC+H/R 组 线 粒 体

钙 离 子 较 Old 组 增 多 ； Old+Ad-shGSK3β+H/R 组

细 胞 线 粒 体 钙 离 子 较 Old+Ad-shNC+H/R 组 减 少

（图 5）。
 

2.6    下调 GSK3β能够抑制 MAM 相关蛋白磷酸化

水平

蛋 白 质 印 迹 法 结 果 显 示 ， Old 组 ITPR1、

GRP75 和 GSK3β 总 蛋 白 表 达 较 Young 组 增 多 ，

ITPR1 和 GRP75 磷酸化水平升高，而 VDAC1 总蛋

白和磷酸化水平均下降；与 Old 组比较，Old+Ad-

 

注：A 图为 SA-β-gal 染色（×100）；B 图为蛋白质印迹法。

图 2    衰老细胞鉴定

Figure 2    Identification of senescent cells

 

注：A 图为流式细胞术检测各组细胞凋亡水平；B 图为各组细胞凋亡率分析。与 Young 组比较，aP<0.05；与 Old 组比

较，bP<0.05；与 Old+Ad-shNC+H/R 组比较，cP<0.05。

图 3    各组细胞凋亡水平

Figure 3    Apoptosis levels of cells in each group
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shNC+H/R 组 GSK3β 蛋 白 水 平 不 变 ， ITPR1 和

GRP75 总蛋白和磷酸化水平升高，而 VDAC1 总蛋白

表 达 不 变 ， 磷 酸 化 水 平 增 高 ； 与 Old+Ad-shNC+

H/R 组比较，Old+Ad-shGSK3β+H/R 组 GSK3β 蛋白

表达减少，ITPR1、GRP75 和 VDAC1 总蛋白表达不

变，磷酸化水平均下降（图 6）。
 

2.7    GSK3β能够与 MAM 相关蛋白相互作用

免疫共沉淀结果提示 Input 组有目的蛋白条带，

IgG 组无目的蛋白条带，而 GSK3β 能够与 ITPR1、

GRP75 和 VDAC1 免疫共沉淀（图 7）。
 

3    讨　论

肾移植术后的肾脏修复受多种病理生理因素的影

响，包括缺血时间、排斥反应和供者年龄等[18-19]。随

着全球预期寿命的不断延长，临床医师将面临更多的

衰老供肾带来的挑战，老年患者急性肾损伤后的肾功

能明显更差，这种再生潜力的下降是衰老过程的标

志，可能是由细胞衰老引起的[20]。GSK3β 是一种保

 

注：A 图为流式细胞术分析线粒体活性氧水平；B 图

为 各 组 线 粒 体 活 性 氧 水 平 分 析 。 与 Young 组 比 较 ，
aP<0.05；与 Old 组比较，bP<0.05；与 Old+Ad-shNC+H/R 组

比较，cP<0.05。

图 4    各组线粒体活性氧水平

Figure 4    Mitochondrial reactive oxygen species levels in
each group

 

图 5    各组线粒体钙离子水平（免疫荧光，×600）

Figure 5    Mitochondrial calcium levels in each group

 

图 6    各组 GSK3β和 MAM 相关蛋白表达水平

Figure 6    The expression levels of GSK3β and MAM-
associated proteins in each group

 

图 7    GSK3β与 MAM 相关蛋白免疫共沉淀

Figure 7    Co-immunoprecipitation of GSK3β and MAM-
associated proteins
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守的、广泛表达的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，能够调

节多种关键病理生理过程，包括糖代谢、炎症、胚胎

发育、组织损伤、修复和再生[21-22]。近年来的研究发

现，GSK3β 在衰老肾脏中发挥重要作用[23]，除肾小

球 外 ， 在 人 类 衰 老 肾 皮 质 的 肾 小 管 中 也 检 测 到

GSK3β 的表达增加，在小鼠中，GSK3β 的表达和活

性同样随着年龄的增长在皮质肾小管中增加，靶向肾

小管中 GSK3β 调节，可能会保留肾脏祖细胞，促进

细胞再生，从而减轻肾脏衰老[16]。本研究通过建立衰

老 原 代 RTEC  H/R 模 型 ， 发 现 衰 老 和 H/R 可 引 起

GSK3β 和 ITPR1-GRP75-VDAC1 复合体活化，导致

线 粒 体 钙 离 子 超 载 和 活 性 氧 产 生 增 多 ， 而 下 调

GSK3β 能够抑制 ITPR1、GRP75 和 VDAC1 磷酸化

水平，改善线粒体损伤，其可能机制是 GSK3β 能够

与 MAM 相关蛋白发生相互作用，改变其磷酸化水

平，进而影响 MAM 功能。

衰老会导致线粒体功能下降，氧化还原功能受

损，使得老年患者对 IRI 更敏感[24-25]。研究表明在缺

血期间衰老心脏中 GSK3β 活性增高，抑制 GSK3β 可

改善线粒体功能，保护受损心脏[26-27]。越来越多的研

究证实 GSK3β 的靶向治疗在急性肾损伤中具有保护

作用[28]。GSK3β 已被证明在调节各种肾细胞的损伤

中发挥关键作用[29]，参与多种肾脏疾病的发病机制，

例如肾小球疾病、急性肾损伤、糖尿病肾病和慢性肾

病[30-33]。Fang 等[16] 发现衰老信号的关键介质 p16 和

p53 含有 GSK3β 共识基序，能够与 GSK3β 发生相互

作用，使用 GSK3β 特异性抑制剂锂剂靶向 GSK3β 可

减少小鼠的衰老信号传导并延缓肾脏衰老。这种表达

基线差异可能使得衰老肾脏经历 IRI 时更容易受到

GSK3β 的调控，从而变得更为脆弱，这或许能够尝

试解答为何老年患者对 IRI 更为敏感。笔者团队前期

研究结果表明抑制 GSK3β 活性能够减轻肾脏 IRI 小

鼠线粒体损伤，促进肾脏修复 [17]。但是目前对于

GSK3β 在衰老肾脏 IRI 中的作用研究甚少，本研究构

建的衰老原代 RTEC H/R 模型尚不足以模拟体内环

境，仍需动物实验进一步论证。

肾小管尤其是近端部分，是肾脏功能的主力军，因

其在重吸收过程中需要依靠线粒体消耗大量能量，在

衰老过程中，能量需求高的细胞容易积累氧化损伤[20]。

MAM 作为线粒体和内质网之间通讯的桥梁，能够作

为衰老细胞中活性氧合成的调节剂和氧化损伤的靶

标[34]。研究表明，近端 RTEC 主要表达 ITPR1[35]，通

过 GRP75 与线粒体外膜蛋白 VDAC1 连接组成复合

体，并将线粒体与内质网偶联形成 MAM，介导钙离

子转移 [36]。GSK3β 被证实能够作为 ITPR1-GRP75-
VDAC1 复合体的一部分存在于 MAM 中，参与细胞

钙离子转运的调控。Gomez 等[37] 在心肌 H/R 模型中

发现位于 MAM 上的 GSK3β 介导钙离子从内质网转

移 到 线 粒 体 ， 再 灌 注 时 抑 制 GSK3β 能 够 影 响

ITPR1 丝氨酸位点磷酸化，限制 ITPR1 通道打开，减

少胞质和线粒体钙离子超载，从而保护心脏。此外

GSK3β 也能通过磷酸化 VDAC 苏氨酸位点，加速

线 粒 体 钙 摄 取 ， 抑 制 GSK3β 活 化 能 够 逆 转 这 一

过程[38-39]。有趣的是，近期 Thoudam 等[40] 研究发现

丙酮酸脱氢酶激酶 4 作为一种丝氨酸/苏氨酸激酶，

能够通过磷酸化 GRP75 调节 MAM 的形成。本研究

结果证实在 RTEC 中，GSK3β 作为丝氨酸/苏氨酸激

酶一员，除了能够与 ITPR1 和 VDAC1 相互作用，还

能通过与 GRP75 结合并改变其磷酸化水平进而影响

MAM 功能，但是其具体修饰类型和位点尚不清楚，

仍需后续实验深入验证。

综上所述，本研究通过构建衰老 RTEC 的 H/R
模型，发现 GSK3β 在衰老 RTEC 中表达升高，抑制

GSK3β 表达能够通过降低 ITPR1-GRP75-VDAC1 复

合体磷酸化水平，限制线粒体钙离子超负荷，保护线

粒体功能，减少再灌注时细胞损伤，这些研究结果能

够为了解肾脏细胞衰老的分子机制和保护衰老肾脏

IRI 提供有效的新靶点。
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