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原钙黏附蛋白 7 在脂多糖诱导的肾小管上皮细胞焦亡
中的作用

王艳玲  谭芳  游意莹  余小芳  黄菲

【摘要】  目的 探讨原钙黏附蛋白 7（PCDH7）是否参与脂多糖（LPS）刺激引起的肾小管上皮细胞（HK-2）

焦亡过程。方法 构建 LPS 刺激 HK-2 损伤模型，使用 RT-PCR 和蛋白免疫印迹法检测细胞中 PCDH7、NLR 家族

Pyrin 域 蛋 白 3（NLRP3）、caspase-1、 和 IL-1β 蛋 白 的 表 达 变 化。MTT 法 测 定 细 胞 活 力，TUNEL 法 确 定 细 胞 焦 亡

率，ELISA 法检测细胞分泌 TNF-α、IL-6 水平，全自动生化分析仪检测培养液中乳酸脱氢酶（LDH）含量。结果 与

Control 组比较，LPS 组细胞生存率下降，细胞凋亡率升高，炎症因子 TNF-α 和 IL-6 水平升高，细胞损伤指标 LDH
含量明显升高，PCDH7 的蛋白和 mRNA 表达明显下调，细胞焦亡指标 NLRP3、caspase-1、IL-1β 蛋白和 mRNA 表达

明显上调（P 均 < 0.05）。结论 LPS 通过下调 PCDH7 的表达，促进肾小管上皮细胞发生明显细胞焦亡损伤。
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【Abstract】  Objective To investigate whether protocadherin 7 （PCDH7） participates in the progress of renal tubular 
epithelial cell pyroptosis induced by lipopolysaccharide （LPS）. Methods HK-2 cell was stimulated by 2 μg/mL LPS to construct 
renal tubular epithelial cell injury model. The changes in the expression levels of PCDH7， NLRP3， caspase-1， and IL-1β in cells 
were detected by RT-PCR and western blot. MTT assay was used to detect cell viability. TUNEL assay was employed to determine 
pyroptosis rate. ELISA was adopted to detect the secretion of TNF-α and IL-6 in cells. The content of lactate dehydrogenase （LDH） 
in culture medium was detected by automatic biochemical analyzer. Results Compared with the control group， cell viability was 
decreased， while pyroptosis rate was increased. The expression levels of TNF-α and IL-6 were up-regulated. The expression level of 
LDH， a biomarker of cell damage， was significantly elevated. The expression levels of PCDH7 and mRNA were significantly down-
regulated. The expression levels of NLRP3， caspase-1， IL-1β and mRNA were significantly up-regulated in the LPS group （all P < 
0.05）. Conclusion LPS can induce renal tubular epithelial cell pyroptosis by down-regulating the expression of PCDH7.
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脓毒性急性肾损伤（SAKI）是一种重症患者

术后常见且严重影响预后的并发症，发生率高达

50%，是导致患者发展为慢性肾病甚至死亡的关键

原因［1］。前期研究已报道 SAKI 主要发生在肾小管

上皮细胞，且细胞焦亡是 SAKI 发生发展过程中的

重要事件，通过抑制炎症反应和细胞死亡可明显

减轻 SAKI，然而其机制尚未完全阐明［2-4］。

研究表明，细菌等伤害性信号刺激使 caspase-1
活 化， 活 化 的 caspase-1 一 方 面 切 割 Gasdermin D

诱导细胞膜穿孔和破裂引起细胞死亡。另一方

面促进 IL-1β 和 IL-18 活化和释放，引起强烈的

炎症反应，导致细胞焦亡，而过度的细胞焦亡会

因细胞死亡和级联炎症反应而导致器官损伤和疾

病的发生［5-6］。原钙黏附蛋白 7（PCDH7）是钙黏

蛋白超家族的一组跨膜糖蛋白，广泛参与细胞识

别、通信、运动等细胞活动，介导生长分化、炎

症、免疫应答及肿瘤转移等复杂生物学过程［7-8］。 
有研究显示 PCDH 可通过干预炎症因子、趋化因
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子等的募集和浸润，控制级联炎症反应，参与疾

病的防治［9-11］。本研究拟评价脂多糖（LPS）刺激引

起肾小管上皮细胞 PCDH7 表达和细胞焦亡过程的

变化。

材料与方法

一、材 料

肾小管上皮细胞株（HK-2）购自美国 ATCC 公 
司，SYBR Green RT-PCR 试剂盒购自日本 TOYOBO，

BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 购 自 美 国 Thermo 
Scientific 公司， PCDH7、NLR 家族 Pyrin 域蛋白 3

（NLRP3）、caspase-1 和 IL-1β 抗体购自美国 Santa 
Cruz 公司，MTT 试剂盒、乳酸脱氢酶（LDH）试

剂盒、TNF-α 和 IL-1β 含量测定试剂盒均购自广

州杰特伟生物科技有限公司，原位末端转移酶标

记技术（TUNEL）试剂盒购自美国 Roche 公司。

二、方 法

1. 细胞培养

配制含 10% 胎牛血清的 DMEM/F12 完全培养

基，将 HK-2 复苏后转移至培养皿中，加入 7 mL
培养基，并置于 37℃、5%CO2 培养箱中贴壁培养。

待细胞生长达到 80% 融合时，用 0.05% 胰蛋白酶

消化并传代，每 4~5 d 传代 1 次，选取处于对数生

长期并且状态良好的细胞进行后续实验。

2. 实验分组与处理

HK-2 以 1.5×104 个 /mL 的密度接种于 96 孔培

养板，研究分为 Control 组和 LPS 组。Control 组置

于常氧恒温培养箱（37℃，5%CO2-21%O2-74%N2）

中培养 24 h；LPS 组加入含 2 μg/mL LPS（Sigma
公司， 美国）的培养基，置于常氧恒温培养箱中孵

育 24 h；每组设置复孔 5 个。

3. 检测方法

MTT 法检测细胞活力，流式细胞仪测定细胞

焦亡率，ELISA 法检测细胞分泌 TNF-α 和 IL-6 的

水平，全自动生化分析仪检测 LDH 含量，分别参

照产品说明书完成检测。

4. 蛋白免疫印迹法检测蛋白表达

根 据 总 蛋 白 提 取 裂 解 液 说 明 书 按 步 骤 操

作，取适量蛋白样本进行电泳，分离后转膜、封

闭。洗膜后加入一抗 4℃孵育过夜，再加入二抗

（1∶5000） 室温下孵育 1 h。洗膜 3 次后显色曝光。

采用 Tanon-4500 凝胶图像处理系统进行结果分析。

5. RT-PCR 法检测 mRNA 表达

按照 RNA 快速提取试剂盒说明书提取各组细

胞中的 RNA，测定 RNA 纯度与浓度，逆转录后测

定目的基因，选择 β-actin 作为内参基因。

三、统计学处理

采用 SPSS 22.0 软件和 GraphPad Prism 8.0 软件

进行统计学分析及作图，使用 Kolmogorov-Smirnov
检验数据的正态性，Levene 检验用于检验方差齐

性。正态分布的计量资料以  表示，2 组间比
较采用独立样本 t 检验。P < 0.05 为差异有统计学

意义。

结    果

一、LPS 刺激对肾小管上皮细胞生存率和焦

亡率的影响

与 Control 组比较，LPS 组明显降低肾小管上

皮细胞的生存率（P < 0.001），增加肾小管上皮细

胞的焦亡率（P < 0.05），见表 1。
表 1 LPS 组与 Control 组肾小管上皮细胞生存率、焦亡率

比较（x±s，n = 5）                  单位：%

组 别 细胞生存率 细胞焦亡率
Control 组   100 10.3±1.2
LPS 组       50.2±1.6a 32.4±1.5b

t 值 62.020 -19.016
P 值 <0.001 0.013

注：与 Control 组比较，aP < 0.001，bP < 0.05。

二、LPS 刺激对肾小管上皮细胞炎症因子和

LDH 水平的影响

与 Control 组 比 较，LPS 组 炎 症 因 子 TNF-α
和 IL-6 水平明显升高（tTNF-α = -24.381，P < 0.001； 
tIL-6 = -15.205，P < 0.001），细胞损伤指标 LDH 水

平也明显升高（tLDH = -8.771，P < 0.001），见图 1。

三、LPS 刺激对肾小管上皮细胞 PCDH7 表达

的影响

与 Control 组比较，LPS 组 PCDH7 表达明显下

调，见图 2。

四、LPS 刺激对肾小管上皮细胞 PCDH7 蛋白

表达的影响

蛋白免疫印迹法灰度分析结果显示，LPS 组

细 胞 焦 亡 相 关 蛋 白 NLRP3、caspase-1 及 IL-1β
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表达均高于 Control 组（tNLRP3 = -7.359，P = 0.009；

tcaspase-1 = -22.390，P = 0.001；tIL-1β = -8.717，P = 
0.006），见图 3。

五、LPS 刺 激 对 肾 小 管 上 皮 细 胞 PCDH7、

NLRP3、caspase-1 和 IL-1β mRNA 表达的影响

与 Control 组比较，LPS 组 PCDH7 mRNA 的表

达 下 调，NLRP3、caspase-1 和 IL-1β mRNA 的 表

达上调，见表 2。

讨    论

重症患者常由于感染或肠黏膜屏障破坏、肠

道菌群改变和微生物易位，引起全身性炎症反应，

改变宿主的免疫和代谢稳态，引起脓毒血症，并

驱动术后急性肾损伤（AKI）的发生，而 AKI 期间

炎症介质和代谢产物的清除减少，进一步导致肠

道损伤和黏膜屏障破坏，加重 SAKI，导致恶性循

环从而造成严重后果［12］。脓毒血症患者围术期病理

生理变化非常复杂，术后 AKI 的高发生率是影响

患者预后和导致患者死亡的重要原因之一［13］。

SAKI 同心源性、缺血再灌注等原因引起 AKI
明显不同的病理学表现，主要表现为肾小管上

皮细胞凋亡和炎性细胞浸润，而在其他原因 AKI
中常见的细胞坏死几乎不存在［14］。有证据表明，

SAKI 的起源是多方面的，存在几种并发机制，其

中特有的募集和诱导炎症因子、趋化因子、其他

黏附分子等的浸润，级联放大炎症反应在诱导最

早期的细胞损伤尤为重要［1， 15］。组织修复与细胞死

亡相关基因 PCDH7 具有促进细胞运动优于维持细

胞黏附稳定性的特点，介导动态细胞过程［16］。多项

研究显示 PCDH 可通过调控炎症因子和趋化因子

等的募集和浸润，参与多种疾病的防治［9-11］。本研

究基于上述研究背景，发现 LPS 刺激肾小管上皮

注：A 为 TNF-α 水平比较；B 为 IL-6 水平比较；C 为 LDH 水平比较；与 Control 组比较，***P < 0.001。

图 1 2 组细胞炎症因子和 LDH 水平变化

注：A 为 2 组肾小管上皮细胞 PCDH7 蛋白免疫印迹条带；B 为 2 组肾小管上皮细胞焦亡相关蛋白免疫印迹条带；与

Control 组比较，t = 9.630，***P < 0.001。

图 2 2 组肾小管上皮细胞 PCDH7 蛋白表达的比较
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表 2 2 组肾小管上皮细胞 PCDH7、NLRP3、caspase-1、及 IL-1β mRNA 表达的比较（x±s，n = 5）

组 别 PCDH7 mRNA NLRP3 mRNA caspase-1 mRNA IL-1βmRNA
Control 组 0.912±0.031 0.464±0.032 0.898±0.057 0.784±0.047
LPS 组 0.387±0.022a 1.771±0.138a 2.249±0.297a 1.983±0.146a

t 值 28.118 -28.900 -17.875 -8.972
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注：与 Control 组比较，aP < 0.001。

细胞引起细胞焦亡，伴随 PCDH7 的表达抑制，提

示 PCDH7 的表达减少可能参与 LPS 引起的肾小管

上皮细胞焦亡过程。

本研究使用 LPS 刺激肾小管上皮细胞建立肾

小管上皮细胞损伤模型，基于前期研究和预实验

结果，选取浓度为 2μg/mL 的 LPS 刺激肾小管上

皮细胞，结果表明 LPS 引起以细胞焦亡损伤形式

为主的肾小管上皮细胞损伤过程，表现为肾小管

上皮细胞生存率下降，细胞焦亡率升高，炎症因

子 IL-6 和 TNF-α、细胞损伤指标 LDH 水平明显

升 高， 细 胞 焦 亡 指 标 NLRP3、caspase-1、IL-1β

蛋白及 mRNA 水平升高，此研究结果与同行相关

研究结果一致［4， 17］。在此基础上，为了确定 PCDH7
是否参与 LPS 诱导的肾小管上皮细胞焦亡过程，

本研究进一步观察组织修复和细胞死亡相关基因

PCDH7 的表达情况，结果发现，LPS 刺激肾小管

上皮细胞损伤过程伴随 PCDH7 蛋白和 mRNA 的表

达明显下调，提示 PCDH7 的表达减少参与 LPS 引

起肾小管上皮细胞焦亡过程。研究报道了内皮细

胞中的“组织修复相关基因”PCDH 可通过细胞骨

架动力学调控，在多种损伤修复过程中发挥调节

炎性细胞极性迁移的作用［9］。研究已证实 PCDH1

注：A 为 2 组细胞焦亡相关蛋白免疫印迹条带；B 为 2 组细胞 NLRP3 蛋白相对表达量；C 为 2 组细胞 caspase-1 蛋白相

对表达量；D 为 2 组细胞 IL-1β 蛋白相对表达量；与 Control 组比较，**P < 0.01。

图 3 2 组细胞细胞焦亡蛋白表达的比较



2022 年4月第 53 卷第 4期242 新医学 

是气道功能的重要物理屏障，吸烟明显降低肺组

织 PCDH1 的表达，诱导中性粒细胞增多和气道高

反应性［10］。PCDH17 前体在溃疡性结肠炎的受损黏

膜中高表达，参与创伤早期朝向创伤位点的细胞

极化迁移［11］。因此，我们认为 LPS 可能通过调控

肾小管上皮细胞 PCDH7 的表达，介导细胞焦亡损

伤过程。     
DNA 甲基化是一种介导多种疾病发生过程的

表观遗传修饰［18］。研究揭示了 PCDHB 基因甲基

化在脓毒性炎症反应过程中调节白细胞的黏附和

迁移功能，影响脓毒症的严重程度并导致不良预

后［19］。受损肾脏组织即使在起始的 AKI 完全恢复

以后，部分 AKI 仍会向慢性肾脏病转变，这种被

称为“损伤记忆”的现象就是由表观遗传学的改变

介导，肯定了以表观遗传学手段为靶向防治肾损

伤的可行性［20］。未来我们将进一步从 PCDH7 甲基

化的角度深入探究其参与 LPS 引起肾小管上皮细

胞焦亡的分子机制，进而从表观遗传学角度为重

症患者术后 SAKI 的精准防治提供新思路。

综上所述，LPS 刺激肾小管上皮细胞损伤的细

胞焦亡过程与其对 PCDH7 表达的调控有关。
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