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　　［摘要］　目的　探讨沉默信息调节因子１（ＳＩＲＴ１）对高糖诱导的大鼠肾小球系膜细胞（ＲＭＣ）核因子κＢ（ＮＦκＢ）ｐ６５蛋

白乙酰化及单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）表达的影响。方法　构建干扰ＳＩＲＴ１基因的ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒ｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１
并进行鉴定。将ＲＭＣ分为高糖组（用高糖培养液培养）、白藜芦醇（ＳＩＲＴ１激活剂）＋高糖组（用含１μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇的低糖

培养液培养２４ｈ后，换用高糖培养液培养）、ＳＩＲＴ１ＲＮＡｉ组（添加干扰病毒ｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１感染４ｈ后，换用低糖培养液培

养）、ＳＩＲＴ１ＲＮＡｉ＋高糖组（添加干扰病毒ｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１感染４ｈ后，换用高糖培养液培养），同时设正常对照组和甘露醇高

渗对照组。以实时荧光定量ＰＣＲ检测ＳＩＲＴ１、ＭＣＰ１的ｍＲＮＡ表达，蛋白质印迹法检测ＳＩＲＴ１和ＮＦκＢｐ６５乙酰化蛋白的

表达，ＥＬＩＳＡ技术检测 ＭＣＰ１蛋白含量。结果　质粒测序证实干扰ＳＩＲＴ１基因的ｓｈＲＮＡ慢病毒载体构建成功，且能抑制

ＲＭＣ中ＳＩＲＴ１基因表达（Ｐ＜０．０１）。高糖刺激使ＲＭＣＳＩＲＴ１基因表达降低，ＮＦκＢｐ６５蛋白乙酰化增强，ＭＣＰ１ｍＲＮＡ和蛋

白水平增高；ＳＩＲＴ１激活剂白藜芦醇可逆转高糖引起的变化；而沉默ＳＩＲＴ１可促进高糖诱导的ＲＭＣＮＦκＢｐ５６乙酰化及 ＭＣＰ１

ｍＲＮＡ和蛋白表达（Ｐ＜０．０５或０．０１）。结论　ＳＩＲＴ１可抑制高糖诱导的ＲＭＣＭＣＰ１表达，其机制可能与ＮＦκＢｐ５６去乙酰化
有关。
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ｗｉｔｈｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ），ＳＩＲＴ１ＲＮＡｉｇｒｏｕｐ（４ｈａｆｔｅｒｖｉｒａｌｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｌｏｗ

ｇｌｕｃｏｓｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ），ＳＩＲＴ１ＲＮＡｉ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ（４ｈａｆｔｅｒｖｉｒａｌｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ）；ｗｅａｌｓｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｈｙｐｅｒｔｏｎｉｃｍａｎｎｉｔｏｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ１ａｎｄＭＣＰ１ｇｅｎｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ；ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ１ａｎｄｔｈｅ
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ｃｏｕｌｄｋｎｏｃｋｅｄｄｏｗｎＳＩＲＴ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．ＨｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｄｅｃｒｅａｓｅｄＳＩＲＴ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｄａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ
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ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｐ６５ｓｕｂｕｎｉｔａｎｄＭＣＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔｂｏｔｈｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ（Ｐ＜０．０１ｏｒＰ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
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第７期．杜月光，等．ＳＩＲＴ１对高糖诱导的系膜细胞ＮＦκＢｐ６５乙酰化及 ＭＣＰ１表达的影响 ·７２３　　 ·

ＳＩＲＴ１ｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄ ＭＣＰ１ ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＲＭＣｓ，ｗｈｉｃｈ ｍａｙｉｎｖｏｌｖｅＮＦκＢｐ６５

ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１；ＮＦκＢ；ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１；ｍｅｓａｎｇｉａｌ

ｃｅｌｌｓ；ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（７）：７２２７２６］

　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是常见

的糖尿病微血管并发症之一。近年研究发现，炎症

是ＤＮ持续发展的关键因素，其中核因子κＢ（ｎｕｃｌｅ

ａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）及单核细胞趋化蛋白１（ｍｏｎｏ

ｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）起重要的介

导作用［１２］，但其确切的分子机制仍不明确。沉默信

息调 节 因 子 １（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，

ＳＩＲＴ１）是一种依赖烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ＋）

的组蛋白去乙酰化酶，通过对组蛋白、多种转录因子

的翻译后修饰（去乙酰化），调节相关基因转录活性，

参与细胞衰老、寿命延长、抗氧化应激和能量代谢等

多种细胞功能活动的调节，与衰老相关性疾病、代谢

性疾病等密切相关［３］。研究表明，ＳＩＲＴ１可使 ＮＦ

κＢ亚单位ＲｅｌＡ／ｐ６５去乙酰化，进而抑制其转录活

性，减少炎症因子的产生，防止炎症引起的损伤［４５］。

在对肾脏疾病的研究中发现，ＳＩＲＴ１可以通过抑制

肾脏固有细胞的凋亡、炎症反应、自噬等多种途径，

延缓多种肾脏疾病包括ＤＮ的进展［６］。本研究通过

观察沉默ＳＩＲＴ１基因和激活ＳＩＲＴ１对高糖诱导的
系膜细胞 ＮＦκＢｐ６５蛋白乙酰化水平及 ＭＣＰ１表

达的影响，从炎症角度探讨ＳＩＲＴ１对高糖诱导的系

膜细胞损伤的保护作用。

１　材料和方法

１．１　实验材料　 大鼠肾小球系膜细胞株（ｒａｔｍｅ

ｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ，ＲＭＣ）由杭州市中医院肾病中心惠赠，

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞株购自 ＡＴＣＣ，感受态细胞ＪＭ１０９
购自杭州浩基生物科技有限公司。低糖ＤＭＥＭ 培

养基、高糖ＤＭＥＭ 培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛

血清购自普飞生物公司。限制性内切酶 ＡｇｅⅠ、

ＥｃｏＲⅠ和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；

１０×ＭＢｕｆｆｅｒ、实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒ＳＹＢＲ○Ｒ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）购自ＴａＫａＲａ
公司；慢病毒载体系统购自杭州浩基生物科技有限

公司，包括 ｐＴＲＣＥＧＦＰ、ｐＴＲＣＳｃｒａｍｂｌｅＥＧＦＰ、

ｐＨｅｌｐｅｒ和ｐＶＳＶＧ，ｐＴＲＣＥＧＦＰ载体含有能持续

表达小ＲＮＡ的元件，同时能表达增强型绿色荧光蛋

白（ＥＧＦＰ）；抗 ＳＩＲＴ１ 抗 体 购 自 Ａｂｃａｍ 公 司

（ａｂ１０４８３３）；抗乙酰化 ＮＦκＢｐ６５抗体购自Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ（ＰＡ５１７２６４）；ＭＣＰ１（ＭＪＥ００）ＥＬＩＳＡ检测试

剂盒购自Ｒ＆Ｄ公司。

１．２　ｓｈＳＩＲＴ 慢病毒载体的构建和鉴定　根据

ＳＩＲＴ１（ＸＭ＿００３７５１９３４．１）基因信息，利用 ＲＮＡｉ
在线设计软件，设计合成针对ＳＩＲＴ１基因的有效寡
核苷酸靶序列５′ＣＣＴＧＡＡＡＧＡＡＣＴＧＴＡＣＣＡ

ＣＡＡ３′（位于ＳＩＲＴ１基因的１５７３～１５９３ｂｐ处），
并合成针对靶序列的两条互补单链寡脱氧核苷酸

（ＤＮＡＯｌｉｇｏ）：正向５′ＣＣＧＧＣＣＴＧＡＡＡＧＡＡＣ

ＴＧＴＡＣＣＡＣＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＧＴＧＧＴＡＣＡＧ

ＴＴＣ ＴＴＴ ＣＡＧ ＧＴＴ ＴＴＴ Ｇ３′；反向 ５′ＡＡＴ

ＴＣＡＡＡＡＡＣＣＴＧＡＡＡＧＡＡＣＴＧＴＡＣＣＡＣＡ

ＡＣＴＣＧＡＧＴＴＧＴＧＧＴＡＣＡＧＴＴＣＴＴＴＣＡＧ

Ｇ３′（内含ＡｇｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切位点），经退火形成
双链ＤＮＡ，与经ＡｇｅⅠ、ＥｃｏＲⅠ双酶切后的ｐＴＲＣ
ＥＧＦＰ连接，转化感受态细胞ＪＭ１０９，转移到含Ａｍｐ
抗性的ＬＢ琼脂培养基上３７℃培养，挑选阳性克隆，

送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。

取状态良好、处于对数生长期的ＲＭＣ接种于６
孔板中，每孔细胞数约为５×１０４个，加入ｐＴＲＣ

ｓｈＳＩＲＴ１病毒及助转剂至终浓度８μｇ／ｍＬ，轻轻摇

晃混匀，放入３７℃５％ＣＯ２培养箱培养４～６ｈ后，更

换完全培养液继续培养。同时设置未感染组和空载

体（ｐＴＲＣｓｃｒａｍｂｌｅＥＧＦＰ病毒）对照组。３ｄ后通

过荧光倒置显微镜观察报告基因ＥＧＦＰ的表达情况
及ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况。

１．３　实验分组　处于对数生长期的 ＲＭＣ用含

１０％ＦＢＳ和青链霉素的低糖ＤＭＥＭ 培养液培养，

待贴壁生长到融合度在５０％～７０％，换无血清培养

液。根据加入刺激物的不同分为：（１）高糖组，用高

糖培养液培养；（２）白藜芦醇（ＳＩＲＴ１激活剂）＋高糖

组，用含１μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇的低糖培养液培养２４ｈ
后，换用高糖培养液培养；ＳＩＲＴ１ＲＮＡｉ组，加入干
扰病毒ｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１感染４ｈ后，换用低糖培养

液培养；ＳＩＲＴ１ＲＮＡｉ＋高糖组，添加干扰病毒感染

４ｈ后，换用高糖培养液培养，同时设正常对照组和

甘露醇高渗对照组，每组设３个复孔。
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１．４　实时荧光定量 ＰＣＲ检测ＳＩＲＴ１和 ＭＣＰ１
ｍＲＮＡ的表达　收集细胞，用ＴＲＩｚｏｌ提取ＲＮＡ，测

定并计算ＲＮＡ的纯度和浓度；取ＲＮＡ在反转录酶

的作用下合成ｃＤＮＡ，用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ嵌合荧光法进

行实时ＰＣＲ扩增。荧光引物采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ

６．０和Ｂｅａｃｏｎｄｅｓｉｇｎｅｒ软件进行设计，由上海生物

工程 有 限 公 司 负 责 合 成。１８Ｓ（基 因 序 列 号：

Ｍ１１１８８）上游引物为５′ＧＡＡＴＴＣＣＣＡＧＴＡＡＧＴ

ＧＣＧＧＧＴＣＡＴＡ３′，下游引物为５′ＣＧＡ ＧＧＧ

ＣＣＴＣＡＣＴＡＡＡＣＣＡＴＣ３′，扩增产物长度为１０５

ｂｐ；ＳＩＲＴ１（基因序列号：ＸＭ＿００３７５１９３４．１）上游引
物为５′ＣＡＧ ＧＴＡ ＣＡＧ ＧＡＡ ＴＴＧ ＣＴＣＣＡＣ

ＣＡ３′，下游引物为５′ＣＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＧＴＴＣ

ＡＡＧＴＴＣ ＡＣＡ Ｇ３′，扩增产物长度为８５ｂｐ；

ＭＣＰ１（基因序列号：Ｍ５７４４１）上游引物为５′ＣＡＣ
ＣＴＧＣＴＧＣＴＡＣＴＣＡＴＴＣＡＣＴＧ３′，下游引物

为５′ＣＴＴＣＴＴＴＧＧＧＡＣＡＣＣＴＧＣＴＧＣＴ３′，

扩增产物长度为９３ｂｐ。反应体系：ｄｄＨ２Ｏ１０．５

μＬ，ＳＹＢＲ
○Ｒ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２×）１２．５μＬ，上游

引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）

０．５μＬ，模板ｃＤＮＡ１．０μＬ，总体系量２５μＬ。反应

条件：９５℃预变性１ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，６２℃退火

延伸２５ｓ，４５个循环。在每个循环的延伸阶段读取

光密度值。每个样品重复３次，取其循环阈值（Ｃｔ）

均值，分别计算各组的ΔＣｔ（Ｃｔ内参基因－Ｃｔ目的基因），再

以正常组细胞为１进行均一化，以２－ΔΔＣｔ表示基因的

相对表达水平。

１．５　蛋白质印迹法检测ＳＩＲＴ１和ＮＦκＢｐ６５乙酰化

蛋白的表达　收集细胞，采用总蛋白提取试剂盒提取

细胞总蛋白，用ＢＣＡ法对提取的蛋白进行浓度测定。

取６０μｇ总蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ。电泳完毕后将蛋白

转移到ＰＶＤＦ膜上。将膜放入ＴＴＢＳ（含３％脱脂奶

粉）封闭１ｈ后，分别加入一抗（ＳＩＲＴ１：１∶１０００；乙

酰化ＮＦκＢｐ６５：１∶５００）４℃孵育过夜，洗膜，然后用

二抗（１∶５０００）室温孵育１ｈ，在暗室中用增强化学发

光检测试剂显色，拍片晾干。采用Ｂａｎｄｓｃａｎ５．０软件

分析条带的光密度值，目的蛋白相对表达量＝目的蛋

白光密度值／内参βａｃｔｉｎ光密度值。

１．６　ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液中 ＭＣＰ１蛋白含量　
收集细胞培养上清液，按照ＭＣＰ１ＥＬＩＳＡ试剂盒说

明书操作测定其浓度。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行

统计学分析，计量资料以珔ｘ±ｓ表示，组间差异的比
较采用方差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　干扰ＳＩＲＴ１基因的ｓｈＳＩＲＴ慢病毒载体构建
成功　测序结果表明设计合成的寡核苷酸已经正确

插入到ｐＴＲＣＥＧＦＰ载体中。将ｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１病

毒感染ＲＭＣ后，绝大多数细胞表达绿色荧光蛋白，

细胞感染效率在９０％以上（图１Ａ）。实时荧光定量

ＰＣＲ和蛋白质印迹结果显示，与空载体对照组和未

感染组相比，ｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１病毒感染组 ＳＩＲＴ１

ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均明显下调（图１Ｂ、１Ｃ）。

图１　ｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１病毒感染ＲＭＣ后ＥＧＦＰ和ＳＩＲＴ１的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＧＦＰａｎｄＳＩＲＴ１ｉｎＲＭＣｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＧＦＰｉｎＲＭＣｓｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ：ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；Ｃ：ＳＩＲＴ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．１：Ｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ；２：Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ；３：ｐＴＲＣｓｈＳＩＲＴ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ．ＲＭＣｓ：Ｒａｔ

ｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ；ＥＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；ＳＩＲＴ１：Ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ）．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

２．２　激活和沉默ＳＩＲＴ１对高糖诱导的系膜细胞

ＳＩＲＴ１表达的影响　实时荧光定量ＰＣＲ结果和蛋

白质印迹结果显示，高糖刺激可抑制ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ

和蛋白的表达，与正常对照组比较差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０１）。采用ＳＩＲＴ１激活剂白藜芦醇预处理
可使高糖介导的ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ和蛋白表达增加，与
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第７期．杜月光，等．ＳＩＲＴ１对高糖诱导的系膜细胞ＮＦκＢｐ６５乙酰化及 ＭＣＰ１表达的影响 ·７２５　　 ·

高糖组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；通过

ＳＩＲＴ１ＲＮＡｉ干扰可使高糖介导的ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ
和蛋白表达进一步减少，其中ＳＩＲＴ１蛋白表达与高

糖组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结果详见
表１、图２Ａ。

２．３　激活和沉默ＳＩＲＴ１对高糖诱导的ＲＭＣ乙酰化

ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的影响　蛋白质印迹结果（图

２Ｂ）显示，高糖诱导２４ｈ后可使乙酰化ＮＦκＢｐ６５蛋

白表达增加，与正常对照组比较差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。以ＲＮＡ干扰技术使ＳＩＲＴ１沉默后，可
促进高糖诱导的ＲＭＣＮＦκＢ蛋白乙酰化水平，与高

糖组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。相反，白藜
芦醇干预则可以降低高糖诱导的ＮＦκＢ蛋白乙酰化

水平，与高糖组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

表１　各组细胞ＭＣＰ１ｍＲＮＡ、ＭＣＰ１蛋白和ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ的表达情况

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＣＰ１ｍＲＮＡ，ＭＣＰ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＳＩＲＴ１ｍＲＮＡｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ ＭＣＰ１ｐｒｏｔｅｉｎρＢ／（ｐｇ·ｍＬ－１） ＭＣＰ１ｍＲＮＡ
Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １．０００±０．０１２ １４６．８７±７．６５ １．０００±０．０１４
Ｍａｎｎｉｔｏｌ １．０５０±０．０２２ １４８．３９±７．３４ ０．８６５±０．００３
Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ ０．４７４±０．０１４ １９５．４９±１３．９７ １．９２３±０．０２３

Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ ０．７３４±０．０２３△△ １５０．３５±６．８０△ １．１２８±０．０１６△△

ＳＩＲＴ１ＲＮＡｉ ０．２８４±０．０１０ ２０７．８７±９．２５ １．９６３±０．０１３

ＳＩＲＴ１ＲＮＡｉ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ ０．２９１±０．０１５△ ２０８．１３±８．１５△ １．９５６±０．０２１△

　ＳＩＲＴ１：Ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１；ＭＣＰ１：Ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１．Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，

△△Ｐ＜０．０１ｖｓｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

２．４　激活和沉默ＳＩＲＴ１对高糖诱导的系膜细胞

ＭＣＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响　实时荧光定量

ＰＣＲ结果和ＥＬＩＳＡ结果显示，高糖诱导２４ｈ后可

促进 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ 和蛋白的表达，与正常对照组

比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。以ＲＮＡ干扰

技术使ＳＩＲＴ１沉默可进一步上调高糖诱导的ＲＭＣ
ＭＣＰ１表达水平，与高糖组比较差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。相反，白藜芦醇干预可使高糖诱导的

ＭＣＰ１表达降低，与高糖组比较差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结果见表１。

图２　 各组细胞ＳＩＲＴ１蛋白表达（Ａ）及ＮＦκＢｐ６５乙酰化水平（Ｂ）

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ１ｐｒｏｔｅｉｎ（Ａ）ａｎｄａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｐ６５（Ｂ）ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
１：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｍａｎｎｉｔｏｌｇｒｏｕｐ；３：Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ；４：Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ；５：ＳＩＲＴ１ＲＮＡｉｇｒｏｕｐ；６：ＳＩＲＴ１

ＲＮＡｉ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ．ＳＩＲＴ１：Ｓｉｔｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１；ＮＦκＢｐ６５：ＮｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｐ６５ｓｕｂｕｎｉｔ．Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

３　讨　论

糖尿病时由高糖诱发的多元醇通路活跃、肾素
血管紧张素系统（ＲＡＳ）活性增加、糖基化产物（ａｄ

ｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）的形成、蛋白

激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）和氧化应激以及各

种细胞因子介导的炎症反应都可引起肾脏的损

伤［２］，其中炎症反应是关键因素。ＮＦκＢ是调控炎
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症反应的关键蛋白［７］，由ｐ５０和ｐ６５两个蛋白亚基
组成。在静息状态下，ＮＦκＢ与其抑制因子ＩκＢ相
结合，使 ＮＦκＢ以无活性的形式存在于胞质中；当
细胞受到各种刺激后，ＩκＢ发生酶解，ＮＦκＢ被活
化。近年诸多研究表明，ＮＦκＢｐ６５３１０赖氨酸残
基乙酰化水平对 ＮＦκＢ的活性至关重要：ＮＦκＢ

ｐ６５３１０赖氨酸残基乙酰化，ＲｅｌＡ／ｐ６５亚单位不能
与ＩκＢα结合，进入核内，与ＤＮＡ相关元件结合，刺
激相关基因表达；相反，ＲｅｌＡ／ｐ６５亚单位去乙酰化，
允许 ＮＦκＢ／ＩκＢα相互作用，进而抑制 ＮＦκＢ 活
性［８９］。研究表明，ＳＩＲＴ１激活能使 ＮＦκＢ的 Ｒｅ
ｌＡ／ｐ６５亚单位去乙酰化，进而抑制ＮＦκＢ的转录活
性，从而改善炎症［４５］。Ｙｏｓｈｉｚａｋｉ等［１０］研究结果显

示，ＳＩＲＴ１的激活使ＲｅｌＡ／ｐ６５亚单位去乙酰化，从
而抑制ＴＮＦα诱导的炎症反应，而敲除３Ｔ３Ｌ１脂
肪细胞ＳＩＲＴ１基因，可增加ＮＦκＢｐ６５的乙酰化水
平，增强与炎症相关因子基因增强子的结合。

肾小球系膜细胞是肾小球固有细胞中反应最活

跃的细胞，在ＤＮ早期即可分泌大量炎性因子，致使
细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）积聚，导致肾
小球硬化。研究发现，限制热量摄入可通过激活

ＳＩＲＴ１进而抑制炎症和促进自噬改善ＤＮ；ＳＩＲＴ１的
激活剂白藜芦醇可以通过ｐ５３途径和ＦＯＸ途径减轻
高糖诱导的系膜细胞氧化应激水平、维持正常的线粒
体结构和功能，阻断 ＴＧＦβ１ 诱导的系膜细胞凋
亡［１１１３］。但是系膜细胞中，ＳＩＲＴ１与ＮＦκＢｐ６５之间
是否存在相互作用尚未见报道。本研究分别采用沉
默ＳＩＲＴ１处理和白藜芦醇干预，观察高糖诱导的

ＲＭＣＮＦκＢｐ６５的乙酰化水平及 ＭＣＰ１表达的变
化。结果显示，高糖刺激使ＲＭＣ表达ＳＩＲＴ１减少。由
于ＳＩＲＴ１含量的降低，ＳＩＲＴ１介导的抗炎作用被削弱，即

ＮＦκＢｐ６５乙酰化水平升高，ＭＣＰ１基因及蛋白表达增
加。白藜芦醇预处理能逆转高糖诱导引起的ＳＩＲＴ１表
达降低，使ＮＦκＢｐ６５乙酰化水平降低，ＭＣＰ１基因及蛋
白表达减少。而沉默ＳＩＲＴ１基因却促进了高糖的作用，
使ＮＦκＢｐ６５乙酰化水平和 ＭＣＰ１表达进一步升高。
这提示ＳＩＲＴ１可通过ＮＦκＢｐ６５亚单位去乙酰化在高糖
诱导的系膜细胞炎症损伤中起保护作用。这可能为将来

ＤＭ的治疗提供一种新的策略。
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