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  [摘要] 目的 探讨Toll样受体4(TLR4)/磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)通过调控内质网应激和自噬介导足

细胞损伤的分子机制。方法 通过转化生长因子β1(TGF-β1)刺激小鼠肾足细胞系建立足细胞损伤模型,分别

用TLR4-siRNA和3-甲基腺嘌呤(3-MA)处理该模型,蛋白免疫印迹(Western
 

blot)法检测TLR4、髓样分化因

子88(MyD88)、葡萄糖调控蛋白(GRP78)、C/EBP同源蛋白(CHOP)、PI3K,以及自噬蛋白beclin-1和微管相

关蛋白1轻链3B(LC3B)的水平。结果 TGF-β1 诱导的小鼠肾足细胞损伤后TLR4、MyD88、CHOP、PI3K和

GRP78的蛋白表达在6、12、24、36、48
 

h时间段明显升高,在刺激24
 

h后达到峰值,分别为0.57±0.07、0.65±
0.06、0.50±0.04、2.01±0.18及2.09±0.17;与TGF-β1 联合siRNA处理组比较,TGF-β1 联合siRNA-TLR4
处理组小鼠肾足细胞TLR4、MyD88、CHOP、LC3-Ⅱ、beclin-1、PI3K

 

和GRP78蛋白水平明显降低或减弱,其水

平分别为0.35±0.03、0.42±0.04、0.31±0.03、0.22±0.01、0.29±0.02、1.29±0.10及1.44±0.13;与TGF-
β1 组比较,TGF-β1 联合应用PI3K特异性抑制剂(2.5

 

mmol/L
 

3-MA)组小鼠肾足细胞后结果显示PI3K的活

化水平、自噬蛋白(LC3-Ⅱ和beclin-1)及内质网应激蛋白(CHOP和GRP78)显著减弱,其水平分别为0.24±
0.02、0.33±0.01、0.42±0.02、1.25±0.11及1.21±0.12,而TLR4和 MyD88的表达水平无显著性变化。结

论 TLR4通过PI3K信号通路调控TGF-β1 诱导小鼠肾足细胞损伤的内质网应激和自噬反应。
[关键词] 转化生长因子β1;足细胞损伤;TLR4/PI3K;自噬;内质网应激

[中图法分类号] R329.2 [文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2020)12-1902-05

Molecular
 

mechanism
 

of
 

TLR4/PI3K
 

regulating
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

and
 

autophagy
 

mediated
 

podocyte
 

injury*
XIE

 

Zhijuan1,DAI
 

Xingui1,ZHANG
 

Ping1,CHEN
 

Jianying2△

(1.Department
 

of
 

Nephrology,First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

University
 

of
 

South
 

China,Hengyang,Hunan
 

421001,China;2.Department
 

of
 

Rheumatism
 

and
 

Immunology,Hunan
 

Provincial
 

People's
 

Hospital,Changsha,Hunan
 

410005,China)
  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

Toll-like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)
 

and
 

phos-
phatidylinositol

 

3-kinase
 

(PI3K)
 

for
 

mediating
 

podocyte
 

injury
 

by
 

regulating
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

(ERS)
 

and
 

autophagy.Methods The
 

podocytes
 

injury
 

model
 

was
 

established
 

by
 

TGF-β1 stimulating
 

mouse
 

kidney
 

podocytes.The
 

model
 

was
 

treated
 

by
 

TLR4-siRNA
 

and
 

3-MA.Then
 

the
 

levels
 

of
 

TLR4,MyD88,C/
EBP

 

homologous
 

protein(CHOP),PI3K,autophage
 

protein
 

beclin-1
 

and
 

LC3B
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

Western
 

blot.Results The
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

TLR4,MyD88,CHOP,PI3K
 

and
 

GRP78
 

were
 

in-
creased

 

at
 

6,12,24,36,48
 

h
 

after
 

mouse
 

kidney
 

podocytes
 

injury
 

induced
 

by
 

TGF-β1,reaching
 

the
 

peak
 

values
 

at
 

24
 

h
 

after
 

stimulation,which
 

were
 

0.57±0.07,0.65±0.06,0.50±0.04,2.01±0.18
 

and
 

2.09±0.17
 

re-
spectively;

 

compared
 

with
 

the
 

TGF-β1 combined
 

with
 

small
 

interfering
 

RNA
 

treatment
 

group,the
 

results
 

after
 

stimulating
 

treating
 

mouse
 

kidney
 

podocytes
 

by
 

in
 

TGF-β1 combined
 

with
 

siRNA-TLR4
 

pre-treatingtreatment
 

group
 

TGF-β1 showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

TLR4,MyD88,CHOP,LC3-Ⅱ,beclin-1,PI3K
 

and
 

GRP78
 

protein
 

were
 

significantly
 

decreased
 

or
 

weakened,which
 

were
 

0.35±0.03,0.42±0.04,0.31±0.03,0.22±
0.01,0.29±0.02,1.29±0.10

 

and
 

1.44±0.13
 

respectively;
 

compared
 

with
 

the
 

TGF-β1 group,the
 

results
 

af-
ter

 

tstimulating
 

reating
 

mouse
 

kidney
 

podocytes
 

by
 

TGF-β1 combined
 

with
 

P13K
 

specific
 

inhibitor
 

2.5
 

mL
 

3-
MA

 

pre-treating
 

TGF-β1 showed
 

that
 

the
 

P13K
 

activation
 

level,LC3-Ⅱ,beclin-1,CHOP
 

and
 

GRP78
 

were
 

significantly
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weakened,which
 

were
 

0.24±0.02,0.33±0.01,0.42±0.02,1.25±0.11
 

and
 

1.21±0.12
 

respectively,howev-
er,the

 

expression
 

levels
 

of
 

TLR4
 

and
 

MyD88
 

had
 

no
 

significant
 

change.Conclusion TLR4
 

modulates
 

TGF-β1 

for
 

inducing
 

ERS
 

and
 

autophagy
 

of
 

mouse
 

kidney
 

podocytes
 

injury
 

via
 

PI3K
 

signaling
 

pathway.
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  足细胞损伤与自噬、焦亡、细胞器氧化应激、NOD
样受体蛋白3(NLRP3)炎性小体活化等因素密切相

关[1-3]。诸多体外研究对足细胞损伤的机制进行了探

讨,其中复合免疫蛋白Toll样受体4(TLR4)是近年

研究的亮点,其可介导Smad/NF-κB/miR-22/STAT3
信号通路参与肾损伤的调控[4-5]。文献报道:TLR4介

导的信号通路在调控细胞增殖、凋亡与内质网应激中

扮演重要的角色,也是生物代谢通路的关键靶点[3-6]。
最近研究发现,TLR4/CD44信号途径介导肾巨噬细

胞自噬反应,促进肾缺血再灌注损伤[7]。据此,笔者

提出新的科学设想:TLR4是否可介导内质网应激-自
噬途径促进足细胞损伤? 许武军等[8]研究发现,在脓

毒血症诱导的急性肾损伤大鼠中TLR4、髓样分化因

子88(MyD88)和磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)的表达水

平上调。然而TLR4/PI3K信号轴是否靶向调控转化

生长因子β1(TGF-β1)诱导内质网应激-自噬途径促进

足细胞损伤的研究目前未见报道。因此,本研究旨在

探讨TLR4/PI3K调控内质网应激和自噬抗足细胞损

伤的分子机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

采用细胞培养箱(Cell
 

Signalin,USA);冷冻高速

离心机及台式冷冻离心机(德国公司生产);超净工作

台(苏信净化设备厂);反转录试剂盒(Santa
 

Cruz,
USA);PI3K特异性抑制剂3-甲基腺嘌呤(3-MA)、实
时荧 光 定 量 PCR 试 剂 盒 及 引 物 (Sigma,USA);
DMEM培养液(Sigma-Aldrich,USA);20%胎牛血清

(FBS,Gibco,USA);鼠TLR4小干扰RNA(siRNA)
寡聚核苷酸片段(Sigma,USA);GRP78、GAPDH、
CHOP、MyD88、LC3B、Beclin-1、TLR4及PI3K等兔

抗多克隆抗体(Santa
 

Cruz,USA)。
1.2 方法

1.2.1 小鼠肾足细胞培养

足细 胞 购 自 中 科 院 细 胞 库,用 10%FBS 的

DMEM培养基,放置在37
 

℃、5%
 

CO2 细胞培养箱中

培养,细 胞 换 培 养 基 每 天1次,待 细 胞 密 度 达 到

70%~80%时进行细胞传代培养,于培养瓶中吸出培

养液,加磷酸盐缓冲液(PBS)到瓶中清洗细胞表面2
次,弃掉清洗液,加入0.25%胰蛋白酶1

 

mL,将消化

液均匀覆盖于细胞表面,消化时间为2
 

min左右。将

细胞分为如下2组:正常组(即0
 

h组)及TGF-β1 组

(分别为6、12、24、36、48
 

h组),每组细胞予以干预后

并检测各项指标。
1.2.2 分组

为进一步观察siRNA干扰TLR4(转染方法见试

剂盒说明书操作)是否参与TGF-β1 诱导足细胞损伤

的内质网应激及自噬反应,将其分为如下4组:TGF-
β1 联合siRNA处理组、siRNA处理组、TGF-β1 联合

siRNA-TLR4处理组、siRNA-TLR4处理组;同时,也
进一步观察PI3K是否参与TGF-β1 诱导足细胞损伤

的内质网应激及自噬反应,也将其分为如下4组:对
照组、TGF-β1 组、TGF-β1 联合PI3K 特异性抑制剂

(2.5
 

mmol/L
 

3-MA)组、PI3K特异性抑制剂组。
 

1.2.3 蛋白免疫印迹(Western
 

blot)法检测

收集细胞后将其用PBS洗涤3次,加入裂解液裂

解悬浮细胞,然后置于冰上30
 

min后,在4
 

℃下以

10
 

000
 

r/min离心10
 

min,提取上清液,用蛋白质定

量(BCA)法测定蛋白质水平,随后采用十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),电转蛋白至硝

酸纤维 素 膜;5%脱 脂 牛 奶 封 闭 1h 后,加 入 一 抗

(GRP78、TLR4、CHOP、LC3B、Beclin-1、MyD88及

PI3K),4
 

℃孵育12
 

h后,用TBST洗膜3次,每次20
 

min。加入辣根过氧化物酶标记的二抗,室温孵育2
 

h,用TBST洗膜3次,每次10
 

min,然后用化学发光

法显色,采集图像(UVP型凝胶图像分析系统),分析

条带吸光度(Image
 

J软件)。以对照组为参照计算蛋

白的表达水平。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行分析,计量资料以x±s
表示,组间采用LSD-t检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 多种信号通路参与TGF-β1 诱导的小鼠肾足细

胞损伤

结果显示:TGF-β1 诱导的小鼠肾足细胞损伤后,
TLR4、MyD88、CHOP、PI3K和 GRP78的表达水平

升高,在刺激24
 

h后达到峰值,见图1及表1。
 

  1:0
 

h;2:6
 

h;3:12
 

h;4:24
 

h;5:36
 

h;6:48
 

h。

图1  TGF-β1 对肾足细胞中TLR4、MyD88、CHOP、

PI3K和GRP78蛋白表达水平的时效关系
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表1  TGF-β1 诱导的肾足细胞不同时间的TLR4、MyD88、CHOP、
 

PI3K和GRP78蛋白表达水平(x±s)

组别 时间(h) TLR4 MyD88 PI3K CHOP GRP78
正常组 0 0.24±0.01 0.41±0.03 0.34±0.02 0.99±0.11 1.00±0.07
TGF-β1 组 6 0.27±0.02 0.49±0.04 0.36±0.02 1.12±0.13 1.21±0.10b

12 0.30±0.03b 0.52±0.05b 0.40±0.03b 1.45±0.14b 1.48±0.13a

24 0.57±0.07a 0.65±0.06a 0.50±0.04a 2.01±0.18a 2.09±0.17a

36 0.41±0.04a 0.56±0.05b 0.45±0.04b 1.62±0.15a 1.57±0.14a

48 0.31±0.04b 0.51±0.05b 0.43±0.04b 1.53±0.14a 1.44±0.13a

  a:P<0.01;b:P<0.05,与正常组比较。

表2  沉默TLR4对TGF-β1 诱导的肾足细胞TLR4、MyD88、CHOP、LC3-Ⅱ、beclin-1、

   PI3K和GRP78蛋白表达水平的影响(x±s)

组别 TLR4 MyD88 PI3K LC3-Ⅱ beclin-1 CHOP GRP78

TGF-β1 联合siRNA组 0.48±0.04 0.62±0.06 0.44±0.04 0.33±0.02 0.40±0.03 1.79±0.16 1.82±0.17

siRNA组 0.39±0.03 0.51±0.05 0.37±0.03 0.27±0.02 0.35±0.02 1.54±0.15 1.67±0.16

TGF-β1 联合siRNA-TLR4组 0.35±0.03b 0.42±0.04b 0.31±0.03b
 

0.22±0.01b 0.29±0.02a 1.29±0.10b 1.44±0.13b

siRNA-TLR4组 0.24±0.03 0.31±0.03 0.25±0.02 0.18±0.01 0.21±0.01 0.86±0.09 0.93±0.11

  a:P<0.01;b:P<0.05,与TGF-β1 联合小干扰RNA组比较。

表3  各组肾足细胞TLR4、MyD88、CHOP、LC3-Ⅱ、Beclin-1、PI3K和

   GRP78蛋白表达水平比较(x±s)

组别 TLR4 MyD88 PI3K LC3B Beclin-1 CHOP GRP78

对照组 0.36±0.02 0.39±0.03 0.16±0.01 0.32±0.02 0.41±0.02 1.07±0.11 1.03±0.12
TGF-β1组 0.49±0.05a 0.52±0.06a 0.38±0.03a 0.41±0.03a 0.50±0.03a 1.72±0.14a 1.66±0.13a

TGF-β1联合PI3K特异性抑制剂组 0.42±0.04 0.41±0.05 0.24±0.02b 0.33±0.01b 0.42±0.02b 1.25±0.12b 1.21±0.11b

PI3K特异性抑制剂组 0.39±0.02 0.40±0.04 0.20±0.02 0.31±0.01 0.39±0.02 1.11±0.11 1.13±0.11
 

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与TGF-β1 组比较。

2.2 TLR4调控小鼠肾足细胞PI3K和内质网应激

信号通路促进自噬作用

与 TGF-β1 联 合siRNA 组 比 较,TGF-β1 联 合

siRNA-TLR4组的 TLR4、MyD88、CHOP、LC3-Ⅱ、

Beclin-1、PI3K
 

和 GRP78蛋白水平明显降低或减弱

(P<0.05或P<0.01),见图2、表2。
 

图2  沉默TLR4对TGF-β1 诱导的肾足细胞TLR4、

MyD88、CHOP、LC3-Ⅱ、beclin-1、PI3K和

GRP78蛋白表达水平的影响

2.3 PI3K信号通路调控小鼠肾足细胞内质网应激-
自噬途径

与对照组比较,TGF-β1 组TLR4、MyD88、PI3K、
自噬蛋 白(LC3B 和 Beclin-1)及 内 质 网 应 激 蛋 白

(CHOP和GRP78)表达水平明显升高;TGF-β1 联合

PI3K特异性抑制剂组处理TGF-β1 刺激小鼠肾足细

胞PI3K蛋白、自噬蛋白(LC3B和Beclin-1)及内质网

应激蛋白(CHOP和GRP78)与TGF-β1 组比较,表达

水平明显减弱。然而,TLR4和 MyD88的表达水平

差异无统计学意义(P>0.05)。同时,与TGF-β1 联

合PI3K特异性抑制剂组比较,PI3K特异性抑制剂组

各蛋白的表达水平差异无统计学意义(P>0.05),见
图3、表3。

图3  Western
 

blot检测TLR4、MyD88、CHOP、LC3-Ⅱ、

Beclin-1、PI3K
 

和GRP78蛋白表达水平
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3 讨  论

  足细胞损伤在糖尿病肾病的病理进展中扮演着

重要的角色[9-10]。目前,TLR4信号通路和内质网应

激-凋亡途径介导足细胞损伤的发病机制已成为研究

的热点。炎症上游因子TLR4可被内源性配体甄别

及锚定结合后识别细胞表面抗原,启动信号转导功能

及激活自噬反应[11];TLR4与其下游靶向信号分子

MyD88发生融合效应调控细胞氧化应激及 Th1活

化[12-13];活化的TLR4介导PI3K信号通路调控自噬

反应与氧化应激之间的平衡[14-15]。最近研究发现:

TLR4/PI3K信号轴在调节NLRP3炎症小体活化、激
活内质网应激、诱导细胞增殖与凋亡发挥重要作

用[11-16]。为此,本研究应用TGF-β1 诱导足细胞损伤

来探讨TLR4/PI3K信号轴和内质网应激信号通路对

足细胞损伤的影响。结果证实,TGF-β1 刺激小鼠肾

足细 胞 0、6、12、24、36、48
 

h 后 TLR4、MyD88、

CHOP、PI3K 和 GRP78蛋 白 呈 高 表 达 趋 势,提 示

TGF-β1 能够介导TLR4/PI3K及内质网应激信号通

路诱导小鼠肾足细胞损伤。文献[13]研究结果也发

现,TLR4信号通路介导了脂多糖诱导的炎性肾损伤。
本实验结果也发现,TGF-β1 呈时间依赖性刺激

小鼠 肾 足 细 胞 介 导 TLR4 受 体 激 活 接 头 蛋 白

MyD88,进而诱导内质网应激信号通路和活化PI3K,

24
 

h达到峰值并随后逐渐下降以上显示TLR4可能

参与足细胞损伤,且蛋白不稳定的变化趋势也表明了

其机制 复 杂 化 及 多 样 性。笔 者 进 一 步 发 现,沉 默

TLR4可抑制PI3K蛋白的表达及内质网应激因子的

分泌,证实了TLR4参与TGF-β1 诱导足细胞损伤的

分子机制。笔者还观察到沉默TLR4后,自噬相关蛋

白LC3-Ⅱ和Beclin-1的表达水平也显著减少,提示在

TGF-β1 诱导小鼠肾足细胞损伤后,TLR4诱导自噬的

活化参与小鼠肾足细胞损伤的发病机制。
黎妮等[17]研究报道,PI3K信号通路调控TGF-β1

诱导的小鼠肾足细胞的活性氧(ROS)含量及细胞的

自噬水平,从而促进小鼠肾缺血再灌注损伤。虽然笔

者上一步实验证实siRNA-TLR4对 TGF-β1 诱导足

细胞损伤,那么靶向沉默其分子伴侣PI3K是否有类

似的实验结果? 实验结果发现,通过PI3K特异性抑

制剂3-MA预处理TGF-β1 刺激小鼠肾足细胞后,内
质网应激信号通路的活化及PI3K蛋白水平明显减

弱,提示抑制PI3K信号通路能够下调内质网应激。
而且,实验结果也证实抑制PI3K还能显著阻碍LC3-
Ⅱ和 Beclin-1的蛋白表达。证实 TLR4能够通过

PI3K信号通路调控TGF-β1 诱导小鼠肾足细胞的内

质网应激-自噬途径这一过程。目前研究显示,内质网

应激-自噬途径在多种疾病的发生、发展中扮演着重要

的角色,因此通过何种方式靶向调控TLR4/PI3K信

号通路介导自噬和内质网应激之间的稳态可能成为

治疗肾脏疾病的一种新策略[18-23]。
综上所述,TLR4/PI3K信号通路介导内质网应

激与自噬之间的稳态促进 TGF-β1 诱导肾足细胞损

伤,同时也为足细胞损伤后靶向基因治疗提供了新

方向。
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