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下调 XBP1s 通过抑制 ITPR 介导的线粒体功能障碍
改善肾小管上皮细胞缺氧/复氧损伤

倪海强　彭宣　顾世琦　宫念樵

【摘要】　目的　探讨剪接型 X 盒结合蛋白 1（XBP1s）对小鼠肾小管上皮细胞缺氧/复氧（H/R）损伤的影响

及其作用机制。方法　将小鼠肾小管上皮细胞分为腺病毒阴性对照组（Ad-shNC 组）、靶向沉默 XBP1s 腺病毒组

（Ad-shXBP1s 组）、Ad-shNC+H/R 组、Ad-shXBP1s+H/R 组。检测各组细胞凋亡水平、线粒体活性氧活性、线

粒体膜电位及线粒体钙离子水平。使用染色质免疫共沉淀测序（ChIP-seq）分析 XBP1s 调控肌醇 1,4,5-三磷酸受

体（ITPR）家族的结合位点。检测各组 XBP1s 和 ITPR 家族信使 RNA（mRNA）和蛋白表达水平。结果　与 Ad-
shNC 组比较，Ad-shNC+H/R 组细胞凋亡水平更高，线粒体活性氧水平升高，线粒体膜电位降低，线粒体钙离子

水平升高；与 Ad-shNC+H/R 组比较，Ad-shXBP1s+H/R 组细胞凋亡水平较低，线粒体活性氧水平下降，线粒体膜

电位升高，线粒体钙离子水平降低（均为 P<0.05）。与 Ad-shNC 组比较，Ad-shXBP1s 组 XBP1s、 ITPR1、

ITPR2 和 ITPR3 mRNA 和蛋白相对表达量降低（均为 P<0.05）。与 Ad-shNC 组相比，Ad-shNC+H/R 组 XBP1s、
ITPR1、ITPR2 和 ITPR3 蛋白相对表达量升高；与 Ad-shNC+H/R 组相比，Ad-shXBP1s+H/R 组 XBP1s、ITPR1、

ITPR2 和 ITPR3 蛋白相对表达量下降（均为 P<0.05）。ChIP-seq 结果显示，XBP1s 能够结合 ITPR1 的启动子和

外显子、ITPR2 外显子和 ITPR3 外显子。结论　XBP1s 可能通过直接调控 ITPR 转录和翻译而影响线粒体相关的
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内质网膜结构功能，下调 XBP1s 能够抑制 ITPR 表达，改善线粒体损伤。

【关键词】　器官移植；缺血-再灌注损伤；剪接型 X 盒结合蛋白 1；肌醇 1,4,5-三磷酸受体；线粒体损伤；

内质网应激；线粒体相关的内质网膜；钙超载
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Down-regulating XBP1s alleviates hypoxia/reoxygenation injury of renal tubular epithelial cells by inhibiting ITPR-mediated
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【Abstract】 Objective   To  evaluate  the  effect  of  spliced  X-box  binding  protein  1  (XBP1s)  on  hypoxia/
reoxygenation (H/R) injury of  mouse renal  tubular  epithelial  cells  and unravel  underlying mechanism. Methods   Mouse
renal  tubular  epithelial  cells  were  divided  into  adenovirus  negative  control  group  (Ad-shNC  group),  targeted  silencing
XBP1s adenovirus group (Ad-shXBP1s group), Ad-shNC+H/R group and Ad-shXBP1s+H/R group. The apoptosis level,
mitochondrial  reactive  oxygen  activity,  mitochondrial  membrane  potential  and  mitochondrial  calcium  ion  level  were
detected in each group.  Chromatin immunocoprecipitation followed by sequencing (ChIP-seq) was employed to analyze
the binding sites of XBP1s in regulating the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (ITPR) family. The expression levels of
XBP1s and ITPR family messenger RNA (mRNA) and protein were determined in each group. Results   Compared with
the  Ad-shNC  group,  the  apoptosis  level  was  higher,  mitochondrial  reactive  oxygen  species  level  was  increased,
mitochondrial membrane potential was decreased and mitochondrial calcium ion level was elevated in the Ad-shNC+H/R
group.  Compared  with  the  Ad-shNC+H/R  group,  the  apoptosis  level  was  lower,  mitochondrial  reactive  oxygen  species
level was decreased, mitochondrial membrane potential was elevated, and mitochondrial calcium ion level was decreased
in  the  Ad-shXBP1s+H/R  group  (all P<0.05).  Compared  with  the  Ad-shNC group,  relative  expression  levels  of  XBP1s,
ITPR1, ITPR2 and ITPR3 mRNAs and proteins were down-regulated in the Ad-shXBP1s group (all P<0.05). Compared
with the Ad-shNC group, relative expression levels of XBP1s, ITPR1, ITPR2 and ITPR3 proteins were up-regulated in the
Ad-shNC+H/R group. Compared with the Ad-shNC+H/R group, relative expression levels of XBP1s, ITPR1, ITPR2 and
ITPR3 were down-regulated in the Ad-shXBP1s+H/R group (all P<0.05). ChIP-seq results showed that XBP1s could bind
to  the  promoter  and  exon  of  ITPR1,  the  exon  of  ITPR2,  and  the  exon  of  ITPR3.  Conclusions   XBP1s  may  affect
mitochondria-associated endoplasmic reticulum membrane structure and function by directly regulating ITPR transcription
and translation. Down-regulating XBP1s may inhibit ITPR expression and mitigate mitochondrial damage.

【Key words】 Organ transplantation; Ischemia-reperfusion injury; Spliced X-box binding protein 1; Inositol 1,4,5-
triphosphate  receptor;  Mitochondrial  damage;  Endoplasmic  reticulum  stress;  Mitochondria-associated  endoplasmic
reticulum membrane; Calcium overload

 

肾脏缺血-再灌注损伤（ischemia-reperfusion

injury，IRI）是器官移植、心脏手术和其他大手术后

的严重并发症[1-2]。手术过程中肾脏血供不足，恢复

灌注时伴有复氧，这对肾脏造成难以避免的损害[3-4]。

肾脏 IRI 的机制包括线粒体功能障碍、内质网应激、

细胞凋亡和氧化应激[5]。其中，线粒体功能障碍和内

质网应激起着重要作用[6]。越来越多的证据表明，内

质网和线粒体功能在生理和病理上高度相关[7]，线粒

体是双层膜细胞器，与内质网的特定结构形成密切的

物理接触，即线粒体相关的内质网膜（mitochondria-

assoc ia ted  endoplasmic   re t icu lum membrane，

MAM），在线粒体损伤、内质网应激、脂质稳态和

细胞死亡中起重要作用[8-9]。钙离子是重要的胞内第

二信使，内质网是细胞内钙离子储存结构，内质网对

钙离子的释放主要通过膜上的肌醇 1,4,5-三磷酸受体

（inositol 1,4,5-trisphosphate receptor，ITPR）实现[10]。

线粒体钙摄取主要由线粒体外膜上的电压依赖性阴离

子通道（voltage dependent anion-selective channel，
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VDAC）介导，ITPR 通过葡萄糖调节蛋白 75（glucose-
regulated protein 75，GRP75）与 VDAC 连接，形成

ITPR-GRP75-VDAC 复合体，在 MAM 上调控钙离子

自内质网向线粒体的转运[11-13]。适当的钙离子释放激

活 线 粒 体 氧 化 磷 酸 化 活 性 ， 促 进 三 磷 酸 腺 苷

（adenosine triphosphate，ATP）产生，但持续过量的

释放导致钙超载和线粒体通透性转换孔道开放，启动

内源性凋亡程序[14]。本课题组前期研究证实内质网应

激相关蛋白剪接型 X 盒结合蛋白 1（spliced X-box
binding protein 1，XBP1s）能够通过调控炎症小体在

MAM 上的聚集影响线粒体功能[15]，但 XBP1s 是否能

够直接调控 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

下，XBP1s 对小鼠肾小管上皮细胞 TCMK-1 线粒体

功能和 MAM 相关蛋白 ITPR 表达的影响及可能的调

控机制。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

小鼠肾小管上皮细胞（TCMK-1）购自美国细胞

培养物收藏中心，RPMI 1640 细胞培养基、线粒体活

性氧探针 MitoSOX Red、线粒体探针 MitoTracker
Deep Red 和 MitoTracker Green 购自美国 Thermo
Scient i f ic 公司，线粒体钙离子荧光探针 Rhod-2
AM 购自上海翌圣生物科技股份有限公司，细胞凋亡

检测试剂盒购自杭州联科生物技术有限公司，IP 裂

解液和 BCA 蛋白定量试剂盒购自上海碧云天生物技

术有限公司，RNA 抽提试剂盒购自上海飞捷有限公司，

染色质免疫共沉淀-测序（chromatin immunoprecipitation
followed by sequencing，ChIP-seq）试剂盒和 XBP1s
抗体购自美国 CST 公司，ITPR1 抗体、ITPR3 抗

体、β-actin 抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二

抗、逆转录试剂盒和荧光定量试剂盒购自武汉爱博泰

克生物科技有限公司，ITPR2 抗体购自美国 Santa
Cruz 公司，聚合酶链反应（polymerase chain reaction，

PCR）引物由武汉奥科鼎盛公司合成，XBP1s 干扰腺

病毒由上海和元生物公司合成。 

1.2    实验方法 

1.2.1   实验分组　TCMK-1 生长在含 10% 胎牛血清

的 RPMI 1640 完全培养基中，置于 37 ℃、5% CO2

细胞培养箱中培养。细胞生长到 80%~90% 融合率时

进行传代。将细胞分成 4 组：转染腺病毒阴性对照组

（Ad-shNC 组）、转染靶向沉默 XBP1s 腺病毒组

（Ad-shXBP1s 组）、转染 Ad-shNC 后进行 H/R 处理

组（Ad-shNC+H/R 组）、转染 Ad-shXBP1s 后进行

H/R 处理组（Ad-shXBP1s+H/R 组）。 

1.2.2   H/R 模型建立　细胞培养融合率达 80%~90%

时更换无血清培养基后于三气缺氧箱中继续培养

（1% O2、5% CO2、94% N2）24 h 模拟缺氧条件，常

氧 细 胞 则 在 标 准 条 件 下 保 持 培 养 。 缺 氧 2 4   h

后，缺氧细胞和常氧细胞均更换新鲜培养基，在常规

细胞培养箱中继续培养 2 h。 

1.2.3   细胞转染　细胞融合率达 70%~80% 时进行

XBP1s 干扰腺病毒转染，以感染复数 50 为参考转染

细胞，48 h 后即可检测转染效率和基因调控效果。小

鼠 XBP1s 干扰序列为 5′-CAGCGCAGACTGCTCGAG

ATAGAAA-3′。 

1.2.4   实时定量聚合酶链反应　使用 RNA 抽提试剂

盒提取总 RNA，通过逆转录试剂盒逆转录为互补

DNA（complementary DNA，cDNA）。使用 SYBR

Green 预混料配置成相应体系进行扩增。引物序列见

表 1。
 
 

表 1    引物序列

Table 1    Primer sequences

基因 序列（5’→ 3’）

XBP1s
正义链 AAGAACACGCTTG GGAATGG

反义链 CTGCACCTGCTGCGGAC

ITPR1
正义链 CTCTGTATGCGGAGGGATCTAC

反义链 CAGGATACTTAGCTATGAGGCG

ITPR2
正义链 CTTCCTCTACATTGGGGACATC

反义链 GGGATACTTAGCTATGAGACGG

ITPR3
正义链 CGACCTCATCAAGGCTCTCC

反义链 TCCCCATCTCGTTGTTCTGC

β-actin
正义链 AGGCCAACCGTGAAAGATG

反义链 TGGCGTGAGGGAGAGCATAG
  

1.2 .5      蛋白质印迹法　提取细胞中总蛋白样品，

BCA 蛋白测定试剂盒对蛋白浓度进行定量。凝胶电

泳后进行转膜，室温下用 5% 脱脂奶粉封闭液封闭

60 min。洗涤后孵育相应一抗 4 ℃ 过夜，次日洗膜后

加入二抗在室温下孵育 60 min，然后进行清洗、显影

和图片采集。 
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1.2.6   细胞凋亡检测　通过 Annexin Ⅴ/碘化丙啶

（propidiumiodide，PI）双染法检测细胞凋亡水平。

收集细胞离心后弃上液，用缓冲液洗涤，按照说明书

加 入 一 定 比 例 的 异 硫 氰 酸 荧 光 素 （ f l u o r e s c e i n

isothiocyanate，FITC）-Annexin V 和 PI 溶液，避光

孵育后使用流式细胞术检测。 

1.2.7   线粒体膜电位检测　线粒体膜电位通过流式细

胞术测量，使用 MitoTracker Deep Red 和 MitoTracker

Green 染色，MitoTracker Deep Red 的积累取决于膜

电位，膜电位越高荧光信号越强，而 MitoTracker

Green 在线粒体中的定位并不受线粒体膜电位的影

响。因此，细胞群右移表明线粒体肿胀，膜电位下降。 

1.2.8   线粒体活性氧检测　使用 MitoSOX Red 探针测

量线粒体活性氧。将细胞与探针在 37 ℃ 细胞培养箱

中孵育 30 min 后使用流式细胞术检测。 

1.2.9   线粒体钙离子检测　使用线粒体钙离子荧光探

针 Rhod-2AM 对线粒体钙离子进行标记，根据说明书

进行孵育后，通过多功能酶标仪检测荧光强度，激发

波长 530/25 nm，发射波长 590/35 nm。 

1.2.10   ChIP-seq　细胞与 1% 甲醛交联后裂解，超声

处理使 DNA 片段化，用抗 XBP1s 或抗 IgG 抗体免疫

沉淀，加入蛋白 A/G 磁珠 4 ℃ 过夜，按说明书要求

洗涤蛋白质复合物。洗涤后纯化 DNA 再进行二代

测序。 

1.3    研究内容

检测各组细胞凋亡水平、线粒体活性氧活性、线

粒体膜电位及线粒体钙离子水平。使用 ChIP-seq 分

析 XBP1s 调控 ITPR 家族的结合位点，检测各组

XBP1s 和 ITPR 家族信使 RNA（messenger RNA，

mRNA）和蛋白表达水平。 

1.4    统计学方法

采用 GraphPad Prism 9 软件进行统计学分析。符

合正态分布的计量资料采用均数±标准差表示，采用

Student’s t 检验分析两组间差异。P<0.05 为差异有统

计学意义。 

2    结　果
 

2.1    H/R 模型构建

光学显微镜检测结果显示，相比于常氧组细胞，

H/R 组细胞死亡增多，表现为细胞肿胀变圆，折光性

增强，细胞脱落增多（图 1）。

 

图 1    各组细胞形态学变化（×100，×200）
Figure 1    Cell morphological changes in each group

  

2.2    下调 XBP1s 对细胞凋亡的影响

常氧状态下，Ad-shNC 组和 Ad-shXBP1s 组细胞

凋亡少，两组差异无统计学意义（P>0.05，图 2）。

与 Ad-shNC 组比较，Ad-shNC+H/R 组细胞凋亡水平

较高；与 Ad-shNC+H/R 组比较，Ad-shXBP1s+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 2）。 

2.3    下调 XBP1s 对线粒体活性氧的影响

常氧状态下，Ad-shNC 组和 Ad-shXBP1s 组细胞

线 粒 体 活 性 氧 水 平 低 ， 两 组 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05，图 3）；与 Ad-shNC 组比较，Ad-shNC+H/R
组线粒体活性氧水平升高；与 Ad-shNC+H/R 组比

较，Ad-shXBP1s+H/R 组线粒体活性氧水平下降，差

异均有统计学意义（均为 P<0.05，图 3）。 

2.4    下调 XBP1s 对线粒体膜电位的影响

常氧状态下，Ad-shNC 组和 Ad-shXBP1s 组细胞

线 粒 体 膜 电 位 水 平 高 ， 两 组 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05，图 4）。与 Ad-shNC 组比较，Ad-shNC+H/R
组线粒体膜电位降低；与 Ad-shNC+H/R 组比较，Ad-
shXBP1s+H/R 组线粒体膜电位升高，差异均有统计

学意义（均为 P<0.05，图 4）。 

2.5    下调 XBP1s 对线粒体钙超载的影响

常氧状态下，Ad-shNC 组和 Ad-shXBP1s 组细胞

线 粒 体 钙 离 子 水 平 低 ， 两 组 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05，图 5）。与 Ad-shNC 组比较，Ad-shNC+H/R
组线粒体钙离子水平升高；与 Ad-shNC+H/R 组比

较，Ad-shXBP1s+H/R 组线粒体钙离子水平下降，差

异均有统计学意义（均为 P<0.05，图 5）。 
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2.6    XBP1s 对 ITPR 家族蛋白调控的机制

ChIP-seq 结果显示，与 Input 组相比，IP 组

XBP1s 能够结合 ITPR1 的启动子和外显子、ITPR2

外显子和 ITPR3 外显子（图 6）。 

2.7    下调 XBP1s 对 ITPR 家族蛋白表达的影响

实时定量 PCR 结果显示，与 Ad-shNC 组比较，

Ad-shXBP1s 组 XBP1s、ITPR1、ITPR2 和 ITPR3

mRNA 相对表达量均降低，差异均有统计学意义

（均为 P<0.05，图 7A）。

蛋白质印迹法结果显示，与 Ad-shNC 组比较，

Ad-shXBP1s 组 XBP1s、ITPR1、ITPR2 和 ITPR3 蛋

白相对表达量均降低；与 Ad-shNC 组比较，Ad-

shNC+H/R 组 XBP1s、ITPR1、ITPR2 和 ITPR3 蛋白

相对表达量升高；与 Ad-shNC+H/R 组比较，Ad-

shXBP1s+H/R 组 XBP1s、ITPR1、ITPR2 和 ITPR3 蛋

白相对表达量降低，差异均有统计学意义（均为

P<0.05，图 7B、C）。 

3    讨　论

肾脏 IRI 可导致实质细胞内质网应激和线粒体失

功，引起细胞凋亡或坏死[16-17]，肾移植围手术期肾小

管上皮细胞容易发生内外应激[18]。内质网是维持蛋白

质 稳 态 的 核 心 细 胞 器 ， 内 质 网 应 激 由 三 条 通 路

（IRE1α-XBP1s、ATF6、PERK/eIF2α）完成[19]。其

中，XBP1 作为调控细胞稳态主要的内质网应激相关

 

注：与 Ad-shNC 组比较，aP>0.05；与 Ad-shNC+H/R 组比较，bP<0.05。

图 2    各组细胞凋亡水平

Figure 2    Apoptosis levels of cells in each group
 

注：与 Ad-shNC 组比较， aP<0.05；与 Ad-shNC+H/R
组比较，bP<0.05。

图 3    各组细胞线粒体活性氧水平

Figure 3    Mitochondrial reactive oxygen species levels of
cells in each group

 

注：与 Ad-shNC 组比较，aP<0.05；与 Ad-shNC+H/R 组比较，bP<0.05。

图 4    各组细胞线粒体膜电位水平

Figure 4    Mitochondrial membrane potential levels of cells in each group
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蛋白，被激活的 IRE1α 剪接一个内含子重编码生成

XBP1s 后，通过蛋白质翻译、折叠、运输和降解来调

控 细 胞 功 能 [ 2 0 ]。 本 课 题 组 前 期 研 究 已 证 明 下 调

XBP1s 可以抑制内质网应激和线粒体损伤，保护肾小

管上皮细胞，这和 MAM 功能密切相关[15-16]，本研究

中，H/R 可促进胞内 ITPR 家族表达增多，导致线粒

 

注：与 Ad-shNC 组比较， aP<0.05，与 Ad-shNC+H/R
组比较，bP<0.05。

图 5    各组细胞线粒体钙离子水平

Figure 5    Mitochondrial calcium levels of
cells in each group

 

图 6    染色质免疫共沉淀测序峰图

Figure 6    Chromatin immunoprecipitation followed by
sequencing peak maps

 

注：A 图为各组 mRNA 表达水平；B、C 图为各组蛋白表达水平。与 Ad-shNC 组比较，aP<0.05；与 Ad-shNC+H/R 组

比较，bP<0.05。

图 7    各组 XBP1s 和 ITPR 家族 mRNA 和蛋白表达水平

Figure 7    The mRNA and protein expression levels of XBP1s and ITPR family in each group
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体活性氧升高，钙离子超载和膜电位下降，而下调

XBP1s 能够抑制 ITPR 蛋白产生，改善线粒体损伤，

其可能机制是 XBP1s 调控 ITPR 蛋白表达，调控内质

网和线粒体之间的相互作用。

ITPR 是钙离子释放通道，位于内质网膜上，有

ITPR1、ITPR2 和 ITPR3 3 种亚型，均参与 MAM 的

形成[21-24]。钙离子从内质网转移到线粒体是线粒体 ATP
产生和细胞存活所必需的，然而，过度摄取钙离子可

能会引发线粒体功能障碍，导致线粒体膜电位丧

失，引起 ATP 合成减少和线粒体活性氧产生增多[25-26]。

线粒体钙吸收主要通过 MAM 进行，Arruda 等[27] 发

现MAM形成增加会导致线粒体钙离子超负荷；Chu等[28]

发 现 I RE1α -XBP1 通 路 的 激 活 可 促 进 I TPR1，

GRP75 和 VDAC1 的表达和相互作用，诱导 MAM 形

成增加，钙离子通过 MAM 从内质网转移到线粒体导

致线粒体功能障碍，IRE1α-XBP1 通路的抑制能够调

节 MAM 的完整性和功能，减轻 Aβ25-35 处理的 SH-
SY5Y 细胞中的线粒体功能障碍，从而促进了神经保

护。本研究结果证实了抑制 XBP1s 能够改善 H/R 所

致的肾小管上皮细胞线粒体功能障碍，这可能是通过

直接调控 ITPR 家族表达从而影响 MAM 的功能。

需要强调的是，顺式调控元件是转录因子调控基

因所必需的，鉴定转录因子的全基因组结合靶标是研

究转录因子调控机制的重要手段[29-30]，预期较为理想

的结果是转录因子结合靶基因的启动子。然而，在大

量的文献中经常会发现基于 ChIP-seq 发现的转录因

子结合位点不仅仅出现在启动子区，还会出现在外显

子、内含子或基因间区等[31-33]，但是大多数研究主要

关注转录因子对于启动子区的调控[34-37]，鲜有人将非

启动子区作为研究对象。其实，转录因子可以通过结

合启动子来调节基因表达，那它结合其他位置的顺式

作用元件也可能调节基因表达[38-40]。近年，Wei 等[41]

证实转录因子 OsDREB1C 可以结合靶基因的启动子

或者外显子直接激活基因表达；Du 等[42] 发现转录因

子 UB2、OBF1 和 OBF4 能够与基因间区相互作用调

控基因表达。本研究测序结果证实 XBP1s 可能结合

在 ITPR1 的 启 动 子 和 外 显 子 、 ITPR2 外 显 子 和

ITPR3 外显子，虽然目前尚未有文献报道 XBP1s 能

够通过结合外显子调控靶基因的表达，但仍有必要深

入验证，本研究提示不应忽视 XBP1s 对于非启动子

区的调控机制，否则容易遗漏潜在的机制。这也是本

研究的不足之处，仍需后续进一步论证。

综上所述，本研究通过建立 TCMK-1 的 H/R 模

型，确定了下调 XBP1s 能够抑制 ITPR 蛋白家族表

达，改善线粒体损伤；XBP1s 作为内质网应激的关键

蛋白，可能通过直接调控 ITPR 表达而影响 MAM 的

功能，这些发现为减轻肾 IRI 提供了新的研究方向。
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