
网络出版时间：２０２５－１１－０３１４：３６：４９　网络出版地址：ｈｔｔｐｓ：／／ｌｉｎｋ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｕｒｌｉｄ／３４．１０６５．Ｒ．２０２５１１０３．０９１２．００１

ＴＹＲＯＢＰ通过抑制 ＥＲＫ通路减缓糖尿病肾病的进展
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摘要　目的　探讨ＴＹＲＯ蛋白酪氨酸激酶结合蛋白（ＴＹＲＯＢＰ）是否通过细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）通路影响糖尿病肾病
（ＤＫＤ）的进展。方法　生物信息分析鉴定ＤＫＤ关键基因，免疫组织化学染色和实时定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）验证ＤＫＤ小鼠模型以
及高糖（ＨＧ）刺激的ＮＲＫ-５２Ｅ细胞中ＴＹＲＯＢＰ表达水平。通过慢病毒转染，构建稳定过表达／沉默 ＴＹＲＯＢＰ及其空载（ｅｖ）／
随机序列（ｓｓ）对照的ＮＲＫ-５２Ｅ细胞模型，分别采用５.５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖浓度和３０.０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖浓度干预７２ｈ，模拟正常糖
（ＮＧ）、ＨＧ环境；将含有终浓度为３.５μｍｏｌ／ＬＦＲ１８０２０４的ＨＧ培养基作为ＥＲＫ抑制剂干预；实验分为７组：ｅｖ＋ＮＧ组、ｅｖ＋
ＨＧ组、ｏｅ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ组、ｓｓ＋ＮＧ组、ｓｓ＋ＨＧ组、ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ组、ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ＋ＥＲＫ抑制剂组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
各组细胞中磷酸化细胞外信号调节激酶／细胞外信号调节激酶（ｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫ），凋亡相关蛋白Ｂ细胞淋巴瘤-２（Ｂｃｌ-２）、Ｂｃｌ-２关
联Ｘ蛋白（Ｂａｘ），上皮间质转化（ＥＭＴ）相关蛋白钙黏蛋白（Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ）、α-平滑肌肌动蛋白（α-ＳＭＡ）表达水平。通过四甲基罗
丹明乙酯（ＴＭＲＥ）以及异硫氰酸荧光素标记的膜联蛋白Ｖ／碘化丙啶（ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ）染色，使用流式细胞术检测细胞线
粒体膜电位及凋亡水平。结果　生物信息分析ＴＹＲＯＢＰ作为ＤＫＤ的关键基因，体内以及体外验证ＤＫＤ模型中ＴＹＲＯＢＰｍＲ-
ＮＡ水平增加。ＨＧ模型结果显示，与ｅｖ＋ＮＧ／ｓｓ＋ＮＧ组比较，ｅｖ＋ＨＧ／ｓｓ＋ＨＧ组ｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫ表达增加，线粒体膜电位降低，
凋亡水平增加，ＥＭＴ水平增加。扰动 ＴＹＲＯＢＰ的 ＮＲＫ-５２Ｅ细胞模型结果显示，与 ｅｖ＋ＨＧ组比较，ｏｅ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ组 ｐ-
ＥＲＫ／ＥＲＫ表达降低（Ｐ＜０.０１），线粒体膜电位增加（Ｐ＜０.０５），细胞凋亡水平减少（Ｐ＜０.００１），ＥＭＴ水平降低；与 ｓｓ＋ＨＧ比
较，ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ组ｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫ表达增加（Ｐ＜０.００１），线粒体膜电位降低（Ｐ＜０.０１），凋亡水平增加（Ｐ＜０.００１），ＥＭＴ水
平增加；与ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ比较，ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ＋ＥＲＫ抑制剂组中ｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫ表达降低（Ｐ＜０.０１），线粒体膜电位增加
（Ｐ＜０.００１），细胞凋亡水平减少（Ｐ＜０.００１），ＥＭＴ水平降低。结论　ＴＹＲＯＢＰ可能通过抑制ＥＲＫ信号通路，降低ＨＧ情况下
ＮＲＫ-５２Ｅ细胞凋亡以及ＥＭＴ相关蛋白的水平，增加肾小管上皮细胞线粒体膜电位水平继而抑制ＤＫＤ的进展。
关键词　糖尿病肾病；肾小管细胞；凋亡；上皮间质转化；ＴＹＲＯＢＰ；ＥＲＫ
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＤＫＤ）是
糖尿病的严重并发症，缺乏有效的治疗手段，探讨其

机制有助于寻找新的治疗靶点［１］。生物信息学分

析提示ＴＹＲＯ蛋白酪氨酸激酶结合蛋白（ＴＹＲＯｐｒｏ-
ｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ-ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＹＲＯＢＰ）可能是
ＤＫＤ肾小管发病中的关键基因［２］。ＴＹＲＯＢＰ作为
一种细胞表面分子，广泛分布于多种细胞类型，它通

过调节细胞表面受体的活性，参与调控细胞的增殖、

分化和凋亡过程［３］。研究［４］表明，ＴＹＲＯＢＰ能够调
控其下游的细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇ-

ｎａｌ-ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）信号通路，ＥＲＫ是细胞生
长、分化和凋亡等生物学过程中的关键调节因子。

肾小管上皮细胞凋亡以及上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ-
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是ＤＫＤ的重要特征之
一［５－６］，ＥＲＫ信号通路的异常激活与肾小管上皮细
胞凋亡及 ＥＭＴ紧密相关［７］。在 ＤＫＤ肾小管细胞
中，ＴＹＲＯＢＰ的表达水平发生了显著变化［８］，但其在

ＤＫＤ中的具体作用机制及其是否通过 ＥＲＫ信号通
路调节肾小管上皮细胞的凋亡及ＥＭＴ也尚属未知。
该研究旨在探讨ＴＹＲＯＢＰ在 ＤＫＤ进展过程中的影
响，以及其是否通过调控ＥＲＫ信号通路影响肾小管
上皮细胞的凋亡和ＥＭＴ。

１　材料与方法

１．１　主要材料
１．１．１　细胞　ＮＲＫ-５２Ｅ、ＨＥＫ-２９３Ｔ细胞购自中国
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科学院细胞库（北京），分别采用含１０％胎牛血清和
１％青链霉素的正常糖（ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ，ＮＧ）（５.５
ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、高糖（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）（３０.０
ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）ＤＭＥＭ培养基在３７℃、５％ ＣＯ２的
培养箱中培养。

１．１．２　动物　ＳＰＦ级５周龄ＤＢ／ＤＢＤＫＤ模型小鼠
６只，体质量（２８.０９±２.０７）ｇ；对照组为ＳＰＦ级５周
龄野生型 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠 ６只，体质量（１９.９３±
１.０１）ｇ，均购于北京华阜康生物科技股份有限公司。
实验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（冀）２０１９-０００８。所
有小鼠均饲养于 ＳＰＦ环境（２２～２５℃，相对湿度
５０％～６０％），１２ｈ／１２ｈ光暗循环。本实验经华北
理工大学实验动物福利伦理委员会批准（伦理批

号：２０２２-ＳＹ-０３９）。
１．１．３　实验材料　ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；胎牛血清购自德国ＰＡＮＳｅｒａｔｅｃｈ公司；胰酶购
自北京索莱宝科技有限公司；１００×青链霉素溶液
购自苏州新赛美生物科技有限公司；总ＲＮＡ提取试
剂盒购自北京兰杰柯科技有限公司；Ｈｉｆａｉｒ®Ⅱ １ｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ购自翌圣
生物科技（上海）股份有限公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ
凋亡试剂购自美国 ＢＤ公司；四甲基罗丹明乙酯
（ＴｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅＥｔｈｙｌＥｓｔｅｒ，ＴＭＲＥ）购自武汉艾
美捷科技有限公司；ＥＲＫ抑制剂 ＦＲ１８０２０４、嘌呤霉
素购自上海ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓＬＬＣ公司；ＴＹＲＯＢＰ小
鼠引物、ＢｅｙｏＰＥＩＴＭ转染试剂、ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ购自上海碧
云天生物科技有限公司；ＲＩＰＡ裂解液、ｃｏｃｋｔａｉｌ蛋白
酶抑制剂购自美国 Ｒｏｃｈｅ公司；鼠抗 β-Ｔｕｂｕｌｉｎ抗
体、兔抗细胞外调节蛋白激酶１／２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇ-
ｎａｌ-ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１／２，ＥＲＫ１／２）抗体、兔抗磷酸化
ＥＲＫ１／２（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＥＲＫ１／２，ｐ-ＥＲＫ１／２）抗体、
兔抗Ｂ细胞淋巴瘤-２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ-２，Ｂｃｌ-２）抗
体、兔抗 Ｂｃｌ-２关联 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ-２-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏ-
ｔｅｉｎ，Ｂａｘ）抗体、兔抗 Ｅ-钙黏蛋白（Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ）抗
体、兔抗α-平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａ-ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃ-
ｔｉｎ，α-ＳＭＡ）抗体购自美国 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公
司；兔抗 ＴＹＲＯＢＰ抗体、电化学检测发光（ＥＣＬ）试
剂盒购自（北京）博奥森生物技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　从ＧＥＯ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／）中获得人类ＤＫＤ和正
常肾组织的转录组数据。使用 Ｒ语言中 Ｌｉｍｍａ包
分别对数据集 ＧＳＥ１０４９５４、ＧＳＥ３０５２９归一化处理，
对基因注释文件筛选差异表达基因（｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞

１.５），ＦＤＲ矫正后的Ｐ＜０.０５作为筛选标准，取在２
个数据集中均存在的差异基因，导入 ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔ-
ｔｐｓ：／／ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．Ｏｒｇ）数据库构建蛋白互作网络，通
过Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ中 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ插件查找蛋白质相互作
用网络模块。

１．２．２　实时定量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）检测 ＤＫＤ模型 ＴＹＲＯＢＰｍＲＮＡ表
达情况　使用总ＲＮＡ提取试剂盒，按说明书操作提
取细胞及动物肾脏总 ＲＮＡ，使用 Ｈｉｆａｉｒ® Ⅱ １ｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ试剂说明
书进行逆转录和扩增，β-ａｃｔｉｎ为内参，结果采用
２－ΔΔＣＴ方法计算分析。小鼠 β-ａｃｔｉｎ引物序列：（Ｆ）
５′-ＣＡＴＴＧＣＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧ-３′，（Ｒ）５′-
ＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＡＧＧ-３′；ＴＹＲＯＢＰ大鼠
引物序列：（Ｆ）５′-ＴＴＣＴＧＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＴＣＣＴＣＣＴＧ-
３′，（Ｒ）５′-ＡＴＴＣＧＣＡＴＣＣＴＧＧＧＴＡＡＴＴＧＴＣＡＣ-３′；大
鼠 β-ａｃｔｉｎ引物序列：（Ｆ）５′-ＴＡＣＡＡＣＣＴＣＣＴＴＧ-
ＣＡＧＣＴＣＣ-３′，（Ｒ）５′-ＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴ-
ＣＡＧＴＣ-３′。
１．２．３　免疫组织化学检测 ＴＹＲＯＢＰ表达　取小鼠
肾组织，经４％多聚甲醛固定，梯度乙醇脱水后石蜡
包埋、切片，将切片脱蜡、水化，０.０１ｍｍｏｌ／Ｌ的枸橼
酸钠修复３ｍｉｎ。内源性过氧化物酶封闭１５ｍｉｎ加
入ＴＹＲＯＢＰ一抗（１∶３００）４℃孵育过夜。ＰＢＳ洗涤
后，与抗鼠／抗兔 ＩｇＧ的孵育缓冲液 ３７℃孵育 ３０
ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，苏木精复染，梯度乙醇脱水，二甲
苯透明，中性树胶封片。用深圳市生强科技有限公

司玻片扫描系统采集１２只小鼠肾脏图片，每个切片
取３个视野（×２００）。ＩｍａｇｅＪ计算棕黄色区域面
积，并将其平均值作为一个动物样本的数据。

１．２．４　构建稳定过表达及沉默 ＴＹＲＯＢＰ细胞模型
　将ＴＹＲＯＢＰ编码区序列导入 ｐＬＶＸ-Ｐｕｒｏ载体，构
建过表达 ＴＹＲＯＢＰ基因的质粒，将未作处理的
ｐＬＶＸ-Ｐｕｒｏ载体作为过表达组的空载（ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ，
ｅｖ）对照；将 ＴＹＲＯＢＰ沉默序列（５′-ＣＣＧＧＡＡＧＴＡＴ-
ＡＣＡＧＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＡＣＴＣＧＡＧＴＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡＣＴＧ-
ＴＡＴＡＣＴＴＴＴＴＴＴＴ-３′）和随机序列 （ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｅ-
ｑｕｅｎｃｅ，ｓｓ）对照（５′-ＴＧＡＣＴＴＣＡＴＡＡＧＧＣＧＣＡＴＧＣＴ-
ＴＣＡＡＧＡＧＡＧＣＡＴＧＣＧＣＣＴＴＡＴＧＡＡＧＴＣＴＴＴＴＴＴＣ-３′）
分别克隆至 ｐＬＫＯ．１-Ｐｕｒｏ载体，构建沉默 ＴＹＲＯＢＰ
及ｓｓ对照慢病毒质粒。将提取纯化后的质粒分别
与包装质粒 ＰＳＰＡＸ２、ＰＭＤ２Ｇ和转染脂质体 Ｂｅｙｏ-
ＰＥＩＴＭ混合，转染至２９３Ｔ细胞，制备 ｅｖ对照、过表达
ＴＹＲＯＢＰ、ｓｓ对照及沉默 ＴＹＲＯＢＰ的慢病毒。将制
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备的慢病毒与含１０ｎｇ／ｍＬｐｏｌｙｂｒｅｎｅ的培养基１∶１
混合，分别加入 ＮＲＫ-５２Ｅ细胞中，感染２４ｈ后，更
换新鲜培养基。转染７２ｈ后加入含１μｇ／ｍＬ嘌呤
霉素连续筛选５ｄ，从而获得感染相应慢病毒的细胞
株。

１．２．５　实验分组　通过慢病毒转染，构建稳定过表
达／沉默ＴＹＲＯＢＰ及其 ｅｖ／ｓｓ对照的 ＮＲＫ-５２Ｅ细胞
模型，分别采用 ５.５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖浓度和 ３０.０
ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖浓度干预７２ｈ，模拟 ＮＧ、ＨＧ环境；
将含有终浓度为３.５μｍｏｌ／ＬＦＲ１８０２０４的 ＨＧ培养
基作为 ＥＲＫ抑制剂干预；细胞实验分组：将空载
ｐＬＶＸ-Ｐｕｒｏ载体制成的慢病毒感染的细胞作为 ｅｖ
组，导入ｓｓ的ｐＬＫＯ．１-Ｐｕｒｏ载体制成的慢病毒所感
染的细胞作为 ｓｓ组，导入 ＴＹＲＯＢＰ编码区序列的
ｐＬＶＸ-Ｐｕｒｏ载体所制成的慢病毒感染的细胞作为过
表达ＴＹＲＯＢＰ组，导入ＴＹＲＯＢＰ沉默序列的 ｐＬＫＯ．
１-Ｐｕｒｏ载体所制成的慢病毒感染的细胞作为沉默
ＴＹＲＯＢＰ组；实验分为７组：ｅｖ＋ＮＧ组（ｅｖ病毒感
染细胞，ＮＧ培养７２ｈ）、ｅｖ＋ＨＧ组（ｅｖ毒感染细胞，
ＨＧ培养 ７２ｈ）、ｏｅ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ组（过表达 ＴＹ-
ＲＯＢＰ毒感染细胞，ＨＧ培养７２ｈ）、ｓｓ＋ＮＧ（ｓｓ毒感
染细胞，ＮＧ培养７２ｈ）、ｓｓ＋ＮＧ（ｓｓ病毒感染细胞，
ＮＧ培养７２ｈ）、ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ组（沉默 ＴＹＲＯＢＰ
病毒感染细胞，ＨＧ培养７２ｈ）、ＥＲＫ抑制剂组（沉默
ＴＹＲＯＢＰ病毒感染细胞 ＋ＥＲＫ抑制剂，ＨＧ培养７２
ｈ）。动物分组与处理：６只５周龄野生型 Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠作为正常对照组（ＷＴ组），６只５周龄自发性
糖尿病肾病 ＤＢ／ＤＢ小鼠作为疾病模型组（ＤＢ／ＤＢ
组）。两组小鼠均在标准实验室条件下饲养，自由

摄食饮水，未给予任何特殊药物干预。每周记录小

鼠体质量和血糖水平以确认模型成功成立。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＥＲＫ及凋亡相
关蛋白表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ｐ-ＥＲＫ／
ＥＲＫ、Ｂｃｌ-２、Ｂａｘ、Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ、α-ＳＭＡ蛋白表达水平，
使用含ｃｏｃｋｔａｉｌ的单去污剂 ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，
超声破碎１５ｓ，冰上放置２０ｍｉｎ。Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测量蛋
白样品浓度。取１５μｇ蛋白变性后，经４％～１２％的
ＳＤＳ-ＰＡＧＥ胶进行电泳分离。半干转转印至ＮＣ膜，
５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ后一抗（１∶１０００）室温
孵育１.５ｈ。ＴＳＢＴ洗涤３次去除残留一抗。二抗室
温孵育 ２ｈ，ＴＳＢＴ洗涤 ３次去除残留二抗。采用
ＥＣＬ法显示条带，使用成像系统采集图像。ＩｍａｇｅＪ
获取条带灰度值进行分析。

１．２．７　ＴＭＲＥ检测线粒体膜电位　消化离心收集

处理细胞至离心管中，向其中加入终浓度为 １００
ｎｍｏｌ／Ｌ的ＴＭＲＥ，３７℃的避光孵育３０ｍｉｎ。孵育结
束后室温下８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ清洗并收集细胞，
１ｈ内使用贝克曼 ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细胞仪检测。
ＦｌｏｗＪｏ软件获取平均荧光强度。
１．２．８　ＡｎｎｅｉｘＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ检测细胞凋亡　消化离
心收集处理细胞至离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细胞２次。加入 ＡｎｎｅｉｘＶ-ＦＩＴＣ染色
１５ｍｉｎ，上机检测前 ３ｍｉｎ左右加入 ＰＩ染色。３０
ｍｉｎ内贝克曼 ＣｙｔｏＦＬＥＸ流式细胞仪检测。ＦｌｏｗＪｏ
软件获取凋亡指数。

１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９.０软件
对实验数据进行统计学分析，结果用均数 ±标准差
表示，分析两组间差异采用独立样本ｔ检验，多组间
分析采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），多组间的两两
比较采用 Ｔｕｋｅｙ多重比较，以 Ｐ＜０.０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＤＫＤ患者、小鼠和 ＨＧ环境下 ＮＲＫ-５２Ｅ细
胞ＴＹＲＯＢＰ表达情况　生物信息学分析提示 ＴＹ-
ＲＯＢＰ是２个数据集中均差异表达基因构建蛋白质
相互作用网络模块的核心基因（图１Ａ），ＴＹＲＯＢＰ基
因在数据集 ＧＥＳ１０４９５４（ｔ＝４.３０８，Ｐ＜０.００１），
ＧＥＳ３０５２９（ｔ＝４.１３７，Ｐ＜０.００１）ＤＫＤ患者中表达
增加（图１Ｂ、Ｃ）；免疫组织化学染色显示，ＴＹＲＯＢＰ
的表达主要集中在肾小管区域（图１Ｄ）。与 ＷＴ组
比较，ＤＢ／ＤＢ组小鼠 ＴＹＲＯＢＰ表达水平增加（ｔ＝
９.５７５，Ｐ＜０.００１）（图１Ｇ）；ＨＧ环境下ＮＲＫ-５２Ｅ细
胞ＴＹＲＯＢＰｍＲＮＡ水平增加（ｔ＝４.４１４，Ｐ＜０.０１）
（图１Ｅ），在ＤＢ／ＤＢ小鼠模型中，与ＷＴ组比较，ＴＹ-
ＲＯＢＰｍＲＮＡ水平增加（ｔ＝２３.３９，Ｐ＜０.００１）（图
１Ｆ）。
２．２　构建扰动 ＴＹＲＯＢＰ基因细胞模型　ｑＰＣＲ分
析结果显示，与 ｅｖ对照组比较，过表达 ＴＹＲＯＢＰ组
ｍＲＮＡ水平增加（ｔ＝１８.３４，Ｐ＜０.０００１）（图２Ａ）；
与ｓｓ对照组比较，沉默 ＴＹＲＯＢＰ组中 ＴＹＲＯＢＰｍＲ-
ＮＡ水平降低（ｔ＝８.４３１，Ｐ＜０.００１）（图３Ａ）。结果
提示，成功构建稳定过表达及沉默 ＴＹＲＯＢＰ的
ＮＲＫ-５２Ｅ细胞模型。
２．３　过表达ＴＹＲＯＢＰ对 ＥＲＫ及肾小管细胞损伤
的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与ｅｖ＋ＮＧ组比较，
ｅｖ＋ＨＧ组 Ｅ-ｃａ蛋白表达降低（Ｐ＜０.０１），α-ＳＭＡ
蛋白表达升高（Ｐ＜０.０５），Ｂｃｌ-２蛋白表达降低
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图１　ＤＫＤ患者、小鼠和ＨＧ环境下的ＮＲＫ-５２Ｅ细胞ＴＹＲＯＢＰ表达情况

Ｆｉｇ．１　ＴＹＲＯＢＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＤＫＤｐａｔｉｅｎｔｓ，ｍｉｃｅ，ａｎｄｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ-ｔｒｅａｔｅｄＮＲＫ-５２Ｅｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＴＹＲＯＢＰｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓａｋｅｙｇｅｎｅｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｔｈｒｏｕｇｈｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆＧＥＯｄａｔａｓｅｔｓＧＳＥ１０４９５４ａｎｄＧＳＥ３０５２９；Ｂ，Ｃ：Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＹＲＯＢＰｉｎｄａｔａｓｅｔｓＧＳＥ１０４９５４ａｎｄＧＳＥ３０５２９；Ｄ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）ｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘ-

ｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＹＲＯＢＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙｓｏｆｗｉｌｄ-ｔｙｐｅ（ａ）ａｎｄＤＢ／ＤＢ（ｂ）ｍｏｄｅｌｍｉｃｅ；Ｅ：ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＹＲＯＢＰ

ｉｎＮＲＫ-５２Ｅｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；ＮＧ：５.５ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ；ＨＧ：３０.０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ；Ｆ：ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＴＹＲＯＢＰｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙｓｏｆＤＢ／ＤＢｍｏｄｅｌｍｉｃｅ；Ｇ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ；ＷＴ：Ｗｉｌｄ-ｔｙｐｅＣ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅ；ＤＢ／ＤＢ：ｄｉａ-

ｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｍｏｄｅｌｍｉｃｅ；***Ｐ＜０.００１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；＆＆＆Ｐ＜０.００１ｖｓＷＴｇｒｏｕｐ．

（Ｐ＜０.０１），Ｂａｘ蛋白表达升高（Ｐ＜０.０５），ｐ-ＥＲＫ／
ＥＲＫ蛋白表达升高（Ｐ＜０.０１）（图２Ｂ、Ｅ）；与 ｅｖ＋
ＨＧ组比较，ｏｅ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ组Ｅ-ｃａ蛋白表达升高
（Ｐ＜０.０１），α-ＳＭＡ蛋白表达降低（Ｐ＜０.０１），Ｂｃｌ-２
蛋白表达升高（Ｐ＜０.０１），Ｂａｘ蛋白表达降低（Ｐ＜
０.０１），ｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫ蛋白表达降低（Ｐ＜０.０１）（图
２Ｂ、Ｅ）。ＴＭＲＥ与 ＡｎｎｅｉｘＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ检测结果显
示，与ｅｖ＋ＮＧ组比较，ｅｖ＋ＨＧ组线粒体膜电位降
低（Ｐ＜０.００１）（图 ２Ｃ、Ｆ），凋亡水平升高（Ｐ＜
０.００１）（图２Ｄ、Ｇ）；与 ｅｖ＋ＨＧ组比较，ｏｅ-ＴＹＲＯＢＰ
＋ＨＧ组线粒体膜电位升高（Ｐ＜０.０５）（图２Ｃ、Ｆ），
凋亡水平降低（Ｐ＜０.００１）（图２Ｄ、Ｇ）。
２．４　沉默ＴＹＲＯＢＰ对 ＥＲＫ及肾小管细胞损伤的

影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ｓｓ＋ＮＧ组比较，ｓｓ
＋ＨＧ组 Ｅ-ｃａ蛋白表达降低（Ｐ＜０.０１），α-ＳＭＡ蛋
白表达升高（Ｐ＜０.０５），Ｂｃｌ-２蛋白表达降低（Ｐ＜
０.０５），Ｂａｘ蛋白表达升高（Ｐ＜０.０５），ｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫ
蛋白表达升高（Ｐ＜０.００１）（图３Ｂ、Ｅ）；与 ｓｓ＋ＨＧ
组比较，ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ组 Ｅ-ｃａ蛋白表达降低（Ｐ
＜０.０１），α-ＳＭＡ蛋白表达升高（Ｐ＜０.００１），Ｂｃｌ-２
蛋白表达降低（Ｐ＜０.０１），Ｂａｘ蛋白表达升高（Ｐ＜
０.０５），ｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫ蛋白表达升高（Ｐ＜０.００１）（图
３Ｂ、Ｅ）。ＴＭＲＥ与 ＡｎｎｅｉｘＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ检测结果显
示，与ｓｓ＋ＮＧ组比较，ｓｓ＋ＨＧ组线粒体膜电位降低
（Ｐ＜０.００１）（图３Ｃ、Ｆ），凋亡水平升高（Ｐ＜０.００１）
（图３Ｄ、Ｇ）；与ｓｓ＋ＨＧ组比较，ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ组
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图２　过表达ＴＹＲＯＢＰ对ＥＲＫ及肾小管细胞损伤的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴＹＲＯＢＰｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｎＥＲＫａｎｄｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙ

　　Ａ：ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅＴＹＲＯＢＰｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅ

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ；Ｂ，Ｅ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＥＲＫ，ｐ-ＥＲＫ，

Ｂｃｌ-２，Ｂａｘ，Ｅ-ｃａｄｈｅｒｉｎ，ａｎｄα-ＳＭＡｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅＴＹ-

ＲＯＢＰｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｉｒｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｓ；Ｃ，Ｆ：ＴＭＲＥａｓ-
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线粒体膜电位降低（图３Ｃ、Ｆ）（Ｐ＜０.０１），凋亡水平
升高（Ｐ＜０.００１）（图３Ｄ、Ｇ）。
２．５　ＥＲＫ抑制剂对沉默ＴＹＲＯＢ诱导的肾小管细
胞损伤的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ｓｈ-ＴＹ-
ＲＯＢＰ＋ＨＧ组比较，ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ＋ＥＲＫ抑制剂
组 ｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫ蛋白表达降低（ｔ＝４.９１５，Ｐ＜
０.０１），ＦＲ１８０２０４成功阻断了 ＥＲＫ通路；Ｅ-ｃａ蛋白
表达增加（ｔ＝９.９１８，Ｐ＜０.００１），α-ＳＭＡ蛋白表达
降低（ｔ＝４.５０４，Ｐ＜０.０５），Ｂｃｌ-２蛋白表达增加（ｔ＝
４.９０９，Ｐ＜０.０１），Ｂａｘ蛋白表达降低（ｔ＝７.６８４，Ｐ＜
０.０１）（图４Ａ、Ｂ）。ＴＭＲＥ与ＡｎｎｅｉｘＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ检测
结果显示，与 ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ组比较，ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ
＋ＨＧ＋ＥＲＫ抑制剂组线粒体膜电位增加（ｔ＝
９.０２２，Ｐ＜０.００１）（图 ４Ｃ、Ｅ），凋亡水平减少（ｔ＝
８.８６２，Ｐ＜０.００１）（图４Ｄ、Ｆ）。

３　讨论

　　ＤＫＤ是糖尿病的严重并发症，是导致肾衰竭的
重要原因［９］。目前针对 ＤＫＤ的治疗主要依靠控制
患者血糖和血压，给予肾素 －血管紧张素系统阻滞
剂降低尿蛋白排泄率。而近年来钠－葡萄糖协同转
运蛋白２抑制剂和盐皮质激素阻滞剂的应用能减缓
部分患者ＤＫＤ的进展［１０－１１］，揭示对ＤＫＤ发病机制
进行的近一步探索，可能为有效防治ＤＫＤ提供新的
思路。

　　前期生物信息学分析发现 ＴＹＲＯＢＰ的表达水
平在ＤＫＤ患者肾脏及ＨＧ刺激的ＨＫ-２细胞中发生
了显著变化［８］。本研究对ＧＳＥ１０４９５４、ＧＳＥ３０５２９数
据集进行分析，发现 ＴＹＲＯＢＰ在这两个数据集中表
达显著增加。进一步检测了ＨＧ环境下的ＮＲＫ-５２Ｅ
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图３　沉默ＴＹＲＯＢＰ对ＥＲＫ及肾小管细胞损伤的影响
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细胞中以及２型ＤＫＤ小鼠模型ＤＢ／ＤＢ中ＴＹＲＯＢＰ
的表达情况，发现无论是在细胞模型还是动物模型

中ＴＹＲＯＢＰ表达水平均显著增加。提示 ＴＹＲＯＢＰ
及其下游通路的激活在 ＤＫＤ发病中是一个普遍现
象，可能在ＤＫＤ发病中起到关键作用。
　　ＴＹＲＯＢＰ通过影响凋亡以及 ＥＭＴ影响 ＤＫＤ的
进展。ＴＹＲＯＢＰ含有５个外显子，编码 ＤＮＡＸ-ａｃｔｉ-
ｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１２（ＤＡＰ１２），ＤＡＰ１２是一种跨膜信号
接头蛋白，其参与细胞信号传导，影响细胞的增殖、

分化和凋亡［１２］。在一项创伤性脑损伤研究中，ＴＹ-
ＲＯＢＰ基因敲除可以减少活化小胶质细胞分泌的促
炎细胞因子，降低神经元细胞凋亡率［１３］。提示 ＴＹ-
ＲＯＢＰ对细胞凋亡途径起着重要调控作用。ＤＫＤ发

病过程中存在肾小管细胞凋亡异常［５］。肾小管上

皮细胞具有高能量需求和依赖有氧代谢的特征，其

在糖尿病过程中更容易受高血糖、氧化应激、持续性

慢性炎症等影响从而导致细胞凋亡的发生，促进

ＤＫＤ的进展。ＥＭＴ在ＤＫＤ的间质基质沉积和肾纤
维化中起重要作用。ＤＫＤ中肾小管细胞凋亡的增
加常导致ＥＭＴ的增加［１４］。本研究在 ＨＧ环境下的
ＮＲＫ-５２Ｅ细胞中也观测到凋亡增加，凋亡通路以及
ＥＭＴ的激活，而过表达 ＴＹＲＯＢＰ能使 ＨＧ环境下
ＮＲＫ-５２Ｅ线粒体膜电位增加，凋亡和 ＥＭＴ水平减
少。沉默 ＴＹＲＯＢＰ基因则使 ＨＧ环境下 ＮＲＫ-５２Ｅ
细胞线粒体膜电位降低，凋亡以及 ＥＭＴ水平增加。
这些结果提示ＴＹＲＯＢＰ对ＨＧ环境下ＮＲＫ-５２Ｅ细
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图４　ＥＲＫ抑制剂对沉默ＴＹＲＯＢ诱导的肾小管细胞损伤的影响
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胞凋亡和ＥＭＴ过程有着重要的调控作用，激活 ＴＹ-
ＲＯＢＰ可以减少肾小管的凋亡，减缓 ＥＭＴ进程，并
可能减缓 ＤＫＤ的进展。提示，在 ＤＫＤ患者中 ＴＹ-
ＲＯＢＰ通路的表达增加可能是机体对抗 ＤＫＤ损伤
的重要保护机制。

　　ＴＹＲＯＢＰ可能主要通过 ＥＲＫ通路行使其抗凋
亡以及 ＥＭＴ功能。有文献［１５］报道，ＴＹＲＯＢＰ编码
的ＤＡＰ１２蛋白可募集激酶３（ＤＯＫ３）的下游，并限
制ＥＲＫ活化。另外，ＴＹＲＯＢＰ敲除的小鼠原代小胶
质细胞中 ＥＲＫ磷酸化水平增加［１６］。提示 ＥＲＫ蛋
白是ＴＹＲＯＢＰ的下游。ＥＲＫ蛋白是 ＭＡＰＫ家族的
重要成员，参与调控细胞生长、分化和凋亡等多种生

物学过程，ＥＲＫ的适度激活对维持细胞功能至关重
要。在ＤＫＤ中，高血糖等病理因素可能导致 ＥＲＫ
过度激活，触发细胞内促凋亡蛋白表达，导致线粒体

功能障碍，促进肾小管细胞凋亡。文献报道，在

ＤＫＤ中ＥＲＫ通路的过度激活常导致肾小管上皮细
胞中ＥＭＴ水平增加［１７］。在一方面，凋亡细胞释放

的炎症因子（如 ＴＮＦ-α、ＩＬ-６）和损伤相关分子模式
（ＤＡＭＰｓ）可激活 ＥＭＴ相关信号通路，促进肾小管
上皮细胞向间充质细胞转化，另一方面，ＥＭＴ过程
中，细胞失去上皮特性并经历代谢和氧化应激的改

变，可能导致细胞凋亡。该研究结果显示，在ＨＧ环
境下，ＮＲＫ-５２Ｅ细胞过表达ＴＹＲＯＢＰ可以抑制ＥＲＫ
通路，并减缓ＨＧ所导致的细胞凋亡以及 ＥＭＴ。而
沉默ＴＹＲＯＢＰ可以激活ＥＲＫ通路，增加ＨＧ环境造
成的细胞凋亡以及 ＥＭＴ水平。提示 ＴＹＲＯＢＰ可能
通过调控 ＥＲＫ通路对凋亡和 ＥＭＴ途径进行调控。
在使用ＥＲＫ抑制剂抑制ＥＲＫ通路的时候，ＴＹＲＯＢＰ
沉默所介导的凋亡通路的激活和 ＥＭＴ水平的增加
显著减少。提示 ＥＲＫ通路在 ＴＹＲＯＢＰ抗凋亡和抑
制ＥＭＴ功能中有重要作用。
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　　综上所述，ＴＹＲＯＢＰ通路的激活可能是 ＤＫＤ患
者减缓ＤＫＤ进展的保护机制。ＴＹＲＯＢＰ通路能通
过凋亡影响 ＤＫＤ的进展。ＴＹＲＯＢＰ可能主要通过
抑制ＥＲＫ通路抑制肾小管的凋亡和肾小管 ＥＭＴ水
平，缓解ＤＫＤ的进展。
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ａｎｄｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ-ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＮＲＫ-５２Ｅｃｅｌｌｓ．ＮＲＫ-５２ＥｃｅｌｌｍｏｄｅｌｓｗｉｔｈｓｔａｂｌｅＴＹＲＯＢＰｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ／ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
ａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ（ｅｖ）／ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ（ｓｓ）ｃｏｎｔｒｏｌｓｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｖｉａｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｔｒａｎｓ-
ｆｅｃｔｉｏｎ．Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５.５ｍｍｏｌ／Ｌｏｒ３０.０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｆｏｒ７２ｈｏｕｒｓｔｏｍｉｍｉｃｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ（ＮＧ）
ａｎｄｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ（ＨＧ）ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３.５μｍｏｌ／ＬＦＲ１８０２０４ｗａｓ
ｕｓｅｄｆｏｒＥＲＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｉｎｃｌｕｄｅｄｓｅｖｅｎｇｒｏｕｐｓ：ｅｖ＋ＮＧ，ｅｖ＋ＨＧ，ｏｅ-ＴＹＲＯＢＰ＋
ＨＧ，ｓｓ＋ＮＧ，ｓｓ＋ＨＧ，ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ，ａｎｄｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ＋ＥＲＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅ-
ｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＥＲＫ／ｔｏｔａｌＥＲＫ（ｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫ），ａｐｏｐｔｏｓｉｓ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＢ-ｃｅｌｌｌｙｍ-
ｐｈｏｍａ-２（Ｂｃｌ-２）ａｎｄＢｃｌ-２-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ），ａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ-ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）-ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓＥ-ｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄα-ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ（α-ＳＭＡ）．Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ（ＴＭＲＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄ
ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ／ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ（ＡｎｎｅｘｉｎＶ-ＦＩＴＣ／ＰＩ）ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏａｓ-
ｓｅｓｓｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｌｅｖｅｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＴＹＲＯＢＰａｓ
ａｋｅｙｇｅｎｅｉｎＤＫＤ．ＩｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓｈｏｗｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｄＴＹＲＯＢＰｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎＤＫＤｍｏｄｅｌｓ．Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍｔｈｅＨＧｍｏｄｅｌｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｅｖ＋ＮＧ／ｓｓ＋ＮＧｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｖ＋ＨＧ／ｓｓ＋ＨＧｇｒｏｕｐ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｒｅｄｕｃｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ｅｌｅｖａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ，
ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄＥＭＴ．ＩｎＴＹＲＯＢＰ-ｐｅｒｔｕｒｂｅｄＮＲＫ-５２Ｅｃｅｌｌｓ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｅｖ＋ＨＧｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｏｅ-ＴＹＲＯＢＰ＋
ＨＧｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０.０１），ｉｎｃｒｅａｓｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（Ｐ
＜０.０５），ｒｅｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ（Ｐ＜０.００１），ａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｅｄＥＭＴ；ｗｈｅｒｅａｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｓｓ＋ＨＧｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｈ-
ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧｇｒｏｕｐｅｘｈｉｂｉｔｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０.００１），ｄｅｃｒｅａｓｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍ-
ｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（Ｐ＜０.０１），ｅｌｅｖａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ（Ｐ＜０.００１），ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄＥＭＴ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅ
ｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｈ-ＴＹＲＯＢＰ＋ＨＧ＋ＥＲＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｄｉｓｐｌａｙｅｄｒｅｄｕｃｅｄｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
（Ｐ＜０.０１），ｉｎｃｒｅａｓｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（Ｐ＜０.００１），ｄｅｃｒｅａｓｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ（Ｐ＜０.００１），ａｎｄ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄＥＭＴ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｎｔｒｏｌ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＴＹＲＯＢＰｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｅｌｅｖａｔｅｄｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０.００１），ｒｅｄｕｃｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ（Ｐ＜０.０１），ｉｎｃｒｅａｓｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０.００１），ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄＥＭＴ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＴＹＲＯＢＰ
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＴＹＲＯＢＰｋｎｏｃｋｄｏｗｎ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ＋ＥＲＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｐ-ＥＲＫ／ＥＲＫｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０.０１），ｒｅｓｔｏｒｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（Ｐ＜０.００１），ｒｅｄｕｃｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０.００１），ａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄＥＭＴ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＹＲＯＢＰｍａｙｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ-
ｗａｙｔｏｍｏｄｕｌａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ-ａｎｄＥＭＴ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｔｈｅｒｅｂｙｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ａｐｏｐ-
ｔｏｓｉｓ，ａｎｄＥＭＴｉｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇｔｏＤＫＤｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｃｅｌｌ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ-ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ＴＹＲＯＢＰ；
ＥＲＫ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ．Ｈ２０２０２０９２４３）；ＣｅｎｔｒａｌＧｏｖｅｒｎｍｅｎｔＧｕｉｄ-
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