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Abstract 
AIM: To investigate the role of PKC and TNFR 
in TNFα-induced expression of IP3R1 in human 
mesangial cells (HMCs).    

METHODS: Quantitative real-time polymerase 
chain reaction and immunoblot assay were used 
to examine the effect of TNFα treatment on 
IP3R1 mRNA and protein expression. Depletion 
of PKC with PMA, treatment with PKC kinases 

inhibitors, and overexpression of dominant 
negative mutant of PKCα were used to examine 
the role of PKC in TNFα-induced expression of 
IP3R1 in HMCs. The expression of total PKCα 
and p-PKCα was assayed by Western blot. The 
contribution of TNFR1 and TNFR2 to PKCα acti-
vation and TNFα-induced IP3R1 expression was 
also detected by Western blot.

RESULTS: Treatment with TNFα increased 
IP3R1 mRNA and protein expression in HMCs, 
and this effect could be blocked by prolonged 
incubation of chronic PMA, Safingol treatment 
and transfection with domain negative PKCα 
construct. TNFα could promote PKCα auto-
phosphorylation. Both anti-TNFR1 and TNFR2 
antibodies attenuated TNFα-induced IP3R1 
expression, while only anti-TNFR1 antibody at-
tenuated TNFα-induced PKCα activity.

CONCLUSION: TNFα increases the expression 
of IP3R1 through the TNFR1/PKCα and TNFR2 
signaling pathways in HMCs.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子α(tumor necros is 
factor α, TNFα)对人肾小球系膜细胞(human 
mesangial cells, HMCs)IP3R1蛋白和mRNA表
达的影响及PKC和肿瘤坏死因子受体(tumor 
necrosis factor receptor, TNFR)在此信号通
路中的作用, 以期为肝肾综合征(hepatorenal 
syndrome, HRS)肾小球滤过率下降的发生机
制和防治思路提供理论依据. 

■背景资料
肝肾综合征(HRS)
发生时肾脏血流
量明显减少, 其主
要原因是肾脏血
管收缩, 具体机制
不 十 分 清 楚 .  肾
小球系膜细胞内
有丰富的 IP 3R1 , 
IP3与IP3R1结合 , 
促进细胞内储备
Ca2+释放, 引起肾
血流减少. TNFα
是引起重症肝炎
发生的重要细胞
因子, 那么TNFα
能否上调人肾小
球系膜细胞IP3R1
表达?  在此信号
转导事件中, 蛋白
激 酶 C 及 肿 瘤 坏
死因子受体的作
用如何?  为解决
这一问题, 本文研
究 了 T N F α 对 人
肾小球系膜细胞
IP3R1表达的影响
并深入研究TNFα
上调IP3R1表达的
信号转导机制. 
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方法: 用实时定量PCR和免疫印记法检测IP3R1 
mRNA和蛋白表达的情况, 并分别用PMA耗竭
内源性蛋白激酶C(endogenous protein kinase C, 
PKC), PKCα特异性抑制剂Safingol和PKCδ特
异性抑制剂Rottlerin及HA-DN-PKCα质粒转
染干预上述诱导实验. 同时, 用免疫印记法检
测TNFα对PKCα和p-PKCα的表达的影响. 此
外, 免疫印记法检测TNFR对PKCα的活化及
IP3R1蛋白表达的影响. 

结果: TNFα作用HMCs后, IP3R1蛋白和mRNA
表达均明显增加. PMA、PKCα抑制剂Safingol, 
HA-DN-PKCα质粒转染均能明显阻断TNFα
诱导的I P3R1蛋白的上调 ,  而P K C δ抑制剂
Rottlerin无明显阻断作用. TNFα刺激HMCs, 
各不同时间组总PKCα蛋白表达无明显差异, 
而TNFα刺激8 h p-PKCα蛋白表达明显增加. 
TNFR1抗体+TNFα组和TNFR2抗体+TNFα组, 
IP3R1蛋白表达均有明显的不同程度的下降. 
TNFR1抗体+TNFα组p-PKCα蛋白表达明显
下降, 而TNFR2抗体+TNFα组, p-PKCα蛋白表
达无明显变化. 

结论: TNFα能上调HMCs中IP3R1蛋白及IP3R1 
mRNA的表达. 活化的PKCα可能在TNFα上
调IP3R1的表达中起重要作用. TNFα可能通过
TNFR1/PKCα途径及TNFR2途径上调IP3R1的
表达. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

肝肾综合征(hepatorenal syndrome, HRS)是重症

肝病的严重并发症, 病死率高达70%. 目前认为

肾小球滤过率(glomerular filtration rate, GFR)下
降是HRS的主要发病机制[1]. 1,4,5-三磷酸肌醇

受体(IP3R)是胞内钙贮库, IP3R与IP3结合后发生

构象改变, 内质网中的储备钙被释放到细胞质

中, 胞质游离Ca2+浓度升高引起细胞收缩[2]. 肾小

球系膜细胞(glomerular mesangial cells, GMCs)
收缩可导致GFR下降[3]. 国内外研究表明高表达

的Ⅰ型1,4,5-三磷酸肌醇受体(IP3R1)介导Ca2+失

衡、细胞收缩敏感性增加, 与许多疾病的进展

如房颤, 哮喘、阿尔茨海默及帕金森氏病等关

系密切[4-6]. TNFα与重型肝炎发生发展密切相

关[7]. 体外实验表明TNFα可上调IP3R1表达[6,8,9]: 
TNFα可诱导神经元细胞IP3R1表达; 在肝硬化大

鼠及暴发性肝衰竭小鼠模型中, 肾小球系膜细

胞(glomerular mesangial cells, GMCs)IP3R1蛋白

表达明显增加. 
综上所述, 我们认为TNFα通过上调IP3R1表

达, 为胞内IP3提供足够的IP3R, 促进GMCs内Ca2+

释放, 引起GMCs收缩, 导致GFR下降, 这可能是

HRS时肾脏对缩血管物质发生高敏的分子基础. 
为深入探讨IP3R1表达的分子机制, 我们以人肾

小球系膜细胞(human mesangial cells, HMCs)为
研究对象, 探讨TNFα对IP3R1表达的影响, 并进

一步研究PKC及TNFR在此信号通路中的作用, 
希望能在揭示肝肾综合征GFP下降的分子机制

方面有所突破, 并为干预肝肾综合征发生发展

的新策略提供理论基础及作用靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 H M C s和人肾小球系膜细胞专用培

养基(mesangial cell medium, MCM)(4201): sc-
cience cell公司; TNFα、兔抗人TNFR1、兔抗人

TNFR2抗体: R&D公司; 兔抗人Ⅰ型IP3R抗体: 
Chemicon International公司; Rottlerin、Safingol: 
Calbiochen公司; TRIzol: Invitrogen公司; 引物合

成, 逆转录试剂盒ExScriptTM RT Reagent Kit、
PCR试剂盒SYBR® premix EX TaqTM: Takara公
司; 人野生型PKCα(pHACE-WT-PKCα)质粒, 活
性失活PKCα(pHACE-DN-PKCα)质粒及pCD-
NA3.0质粒由韩国大学博士惠赠(经大连宝生物

工程有限公司测序分析). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及给药: 应用MCM将原代HCMs
细胞在37℃、5%CO2恒温培养箱中进行培养, 
适时换液, 消化传代, 取4-8代细胞做后继实验. 
待细胞生长到约80%-90%融合时, 吸弃旧培养

基, 换成无血清(free serum medium, FSM)MCM
同步饥饿 24 h后继续加药处理. 

不同细胞模型分组: (1)分为不同时间(0、
2、4、8、24 h)组, TNFα(100 ng/mL)刺激HMCs, 
实时定量PCR和免疫印迹检测IP3R1 mRNA和蛋

白表达; (2)多种信号抑制剂预处理HMCs分组: 
TNFα处理0 h组(T0h组); TNFα处理24 h组(T24h
组); Rottlerin/Safingol单独处理组; TNFα+抑制

■相关报道
肝 肾 综 合 征 时
TNFα浓度升高 , 
许 多 文 献 报 道
TNFα可通过多种
机制参与病理状
态时的血管收缩. 
文献报道, 动物模
型及在神经元细
胞中, TNFα可上
调IP3R1的表达. 
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剂组. PKCδ特异性抑制剂Rottlerin(5 μmol/L), 
PKCα特异性抑制剂Safingol(5 μmol/L)预处理血

清饥饿的HMCs 1 h后, 再予TNFα刺激24 h; (3)
质粒转染分组: TNFα处理0 h组(T0h组); 空载体

组(pCDNA3.0)+TNFα; DN-PKCα+TNFα; WT-
PKCα+TNFα每组设3个孔; (4)正常对照组(T0h
组); TNFα刺激8 h或24 h组(T8h, T24h); TNFR1
抗体+TNFα组(TR1+T组); TNFR2抗体+TNFα组

(TR2+T组). 
1.2.2 实时定量PCR: 细胞总RNA提取, 反转录为

cDNA. 采用SYBR GreenⅠ荧光染料嵌合法, 分
别制作目的基因(IP3R1)和管家基因(GAPDH)的
标准曲线. 检测各实验组中IP3R1目的基因的相

对表达量. 引物: IP3R1-F: 5'-ACAGGGTTTCGC-
CATGTTGAC-3'; IP3R1-R: 5'-AGGCTCAGTG-
GCTCATGCCTA-3'; GAPDH-F: 5'-GCACC-
GTCAAGGCTGAGAAC-3'; GAPDH-R: 5'-TG-
GTGAAGACGCCAGTGGA-3'. IP3R1/GAPDH 
mRNA的相对表达量 = IP3R1基因拷贝数/GAP-
DH基因拷贝数, 校正结果以T0h为1, 其余组与

之比较. 
1.2.3 Western blot: 提取细胞总蛋白, 经SDS-
PAGE电泳后, 电转移至PVDF膜后加一抗孵育

过夜; 加二抗室温孵育2 h; TBST洗膜3次, ECL
发光法检测. 以分子量45 kDa的β-actin作为内参, 
应用数码凝胶成像软件分析. 目的蛋白含量 = 
目的蛋白灰度值/同一样本β-actin灰度值. 
1.2.4 质粒瞬时转染: 质粒转化(转化大肠杆菌

DH5α感受态菌)、扩增、氨苄青霉素筛选、小

提质粒后酶切鉴定、测序证明(TAKARA公司完

成)相应质粒为野生型或显性负突变体进一步中

提质粒, -20 ℃冻存备用. 采用脂质体瞬时转染, 
制备转染试剂、转染试剂/空载体、转染试剂/重
组质粒转染复合物. 转染复合物加到各个培养

瓶中并轻轻摇动. 每组重复3次. 转染操作按说

明书进行. 转染后培养48 h, 分析结果. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 计

量资料各组间的比较采用方差分析, 所有数据

均在SPSS15.0软件分析处理, P <0.05被认为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 实时定量PCR及Wes t e rn b lo t检测IP3R1 
mRNA和蛋白的表达 与对照组相比, TNFα处理

后2 h到8 h IP3R1 mRNA表达逐渐增加, 于8 h达
高峰(P <0.01, 图1A); IP3R1蛋白表达于TNFα刺

激4 h开始升高, 至24 h IP3R1蛋白表达增加达高

峰(P <0.01, 图1B).
2.2 Western blot检测PKC信号抑制剂对IP3R1蛋

白表达的影响 PMA预处理耗竭内源性PKC(传
统型PKC、cPKC和新型PKC、nPKC), 再予

TNFα刺激, IP3R1蛋白表达明显下降(P <0.01, 图
2A). PMA刺激HMCs 24 h后, 总PKC的表达与对

照组相比明显下降(图2B), 证实了PMA 24 h孵育

对内源性PKC的耗竭作用. 说明cPKC和/或nPKC
可能参与人系膜细胞中IP3R1蛋白的表达. 为进

一步探究PKC亚型在IP3R1蛋白表达中的作用, 
PKCα和PKCδ的选择性抑制剂Safingol和Rot-
tlerin预处理HMCs 1 h后, 再予TNFα刺激, Sa+T
组IP3R1蛋白表达明显下降(P <0.01); 而rot+T组
IP3R1蛋白表达无明显变化(P >0.05, 图3), 提示

PKCα可能参与人系膜细胞中TNFα上调IP3R1的
表达. 
2.3 Western blot检测质粒瞬时转染对IP3R1蛋

白表达的影响 与T24h组比较, p H A C E-W T-
P K C α + T N F α组 I P 3R 1蛋白表达明显增加

(P <0.01), 而pHACE-DN-PKCα+TNFα组IP3R1蛋
白表达明显降低(P <0.01); 与T0h比较, T24h组和

pCDNA3.0组+TNFα组IP3R1蛋白表达均明显增

加, 而此两组间比较无明显差异(P >0.05), 说明

质粒的转染并不影响细胞的活性(图4). 
2.4 Western blot检测TNFα对PKCα和p-PKCα蛋

■创新盘点
目前对肝肾综合
征时肾血管收缩
机制的研究主要
集中在多种神经
体液因素对血流
动力学的影响方
面, 而对其分子水
平发病机制及胞
内信号转导机制
还 知 之 甚 少 .  在
人 细 膜 细 胞 中 , 
TNFα对IP3R1表
达的影响及相应
的信号转导机制
国内外还没有相
关报道. 
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图  1  TNFα刺激HMCs不同时间IP3R1 mRNA和IP3R1蛋白的表
达. bP<0.01 vs  T0h 组.
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■应用要点
本 文 发 现 T N F α
明 显 上 调 I P 3 R 1
蛋白及mRNA表
达, TNFα可通过
TNFR1/PKCα途
径及非依赖PKCα
的TNFR2信号转
导途径上调IP3R1
的表达, 为进一步
深入研究肾脏血
管收缩机制提供
了帮助.

白表达的影响 TNFα处理各时间组PKCα蛋白表

达无明显差异(P >0.05, 图5A). TNFα刺激HMCs 
8 h, p-PKCα蛋白表达明显增加(P <0.01, 图5B). 
2.5 Western blot检测TNFR1和TNFR2在p-PKCα

和 I P 3R1蛋白表达中的作用  与T24h组比较 , 
TNFR1抗体+TNFα组和TNFR2抗体+TNFα组, 
IP3R1蛋白表达均有明显下降(P <0.01, 图6A); 与
T8h组比较, TNFR1抗体+TNFα组p-PKCα蛋白

表达明显下降(P <0.01); 而TNFR2抗体+TNFα组, 
p-PKCα蛋白表达无明显变化(P >0.05, 图6B). 

3  讨论

IP3R是对第二信使IP3应答的一种普遍存在的胞

内Ca2+释放通道, 研究表明IP3R数目和结构的变

化会影响细胞内Ca2+信号的幅度和频率, 直接影

响细胞收缩, 并与多种疾病发生发展密切相关, 
如转化生长因子β下调IP3R1表达, 降低GMCs和
肾脏平滑肌收缩的敏感性, 与糖尿病肾病发生

发展密切相关[10]; 肝硬化动物模型中肾小球系
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膜细胞和入球小动脉平滑肌中IP3R1表达增加可

能与肾脏低灌注有关[8,9]. 肾脏IP3R1主要存在于

肾小球系膜细胞、血管平滑肌细胞[11]. 
系膜细胞在肾脏疾病中不仅是主要的靶细

胞, 也是病变过程的主要参与者. 重型肝炎患者

血清中TNFα明显增加[7]. 本实验中, 我们首先应

用实时定量PCR方法和免疫印迹法, 从基因和蛋

白水平验证了TNFα可上调HMCs的IP3R1表达, 
这与国内动物实验及国外学者在神经元细胞中

研究结果是一致的[6]. IP3R1 mRNA在时相上首

先出现表达升高, 是IP3R1蛋白表达增加的始动

因素. 
蛋白激酶C(protein kinase C, PKC)是一类钙

和磷脂依赖性磷酸化激酶, 广泛分布于各组织

和器官中. 文献表明系膜细胞的舒缩功能也与

PKC激活有密切关系, 激活的PKC可通过调节

系膜细胞骨架分布来影响肾小球滤过功能 [11]. 
PKC家族至少包括12种亚型[12], 其中PKCα约占

肾脏PKC的1/3, 对维持肾脏生理功能有重要的

作用[11]. 本实验中, 我们利用PMA耗竭内源性敏

感的PKC这一特性[13], 及选择性化学抑制剂的

方法初步确定了PKCα参与TNFα上调IP3R1的
表达. 通过瞬时转染pHACE-DN-PKCα质粒, 使
PKCα活性失活, 排除化学抑制剂潜在影响其他

蛋白的因素, IP3R1的表达明显下降, 进一步证实

了活化的PKCα在上调IP3R1表达中的重要作用. 
继续的实验结果: TNFα刺激HMCs 8 h, p-PKCα
表达明显增加, 表明TNFα以时间依赖性活化

PKCα, PKCα蛋白Thr638位点的磷酸化代表

PKCα的活化[14], 但PKCα总蛋白无明显变化, 说
明TNFα增加了PKCα从非磷酸化转变成磷酸化

的形式, 活化的PKCα参与了下游IP3R1的表达. 
TNFα主要通过DAG和非DAG依赖的途径

如活化胆绿素还原酶、活性氧、酪氨酸等途径

活化PKCα[15-17]. 而在HMCs中, TNFα是通过何

种途径活化PKCα进而促进IP3R1的表达? TNFα
作为一种多效性细胞因子, 是通过与TNFR结合

才得以实现的. TNFα两种受体TNFR1和TNFR2
均存在于多种组织细胞和免疫细胞表面, 他们

胞外结构区有30%的同源性, 但胞内结构区差别

很大, 提示他们在细胞内信号传递上有差异, 并
可诱发不同的生物学作用[18]. 本实验中, 我们利

用特异性抗TNFR的单克隆抗体封闭细胞表面

TNFα受体, 研究TNFR的作用. 有趣的是, 我们

发现两组单克隆抗体封闭组, IP3R1表达都不同

程度地明显下降, 抗TNFR1组下调IP3R1蛋白达

53%, 而抗TNFR2组下调IP3R1蛋白42%, 此结果

表明了TNFR1和TNFR2都参与了IP3R1表达的上

调, 那么, TNFR与PKCα活化的关系如何? 我们

发现抗TNFR1单克隆抗体封闭组, p-PKCα显著

减少, 而抗TNFR2单克隆抗体封闭组p-PKCα表

达无明显变化, 说明TNFR1介导了PKCα的活化, 
文献表明: TNFα可通过TNFR1胞内特定部位, 即
接头蛋白FAN, 活化PC-PLC, PC-PLC水解细胞膜

磷脂酰胆碱生成胆碱和DAG进而活化PKC[19]. 
综上所述, 我们认为人系膜细胞中, TNFα至

少可通过TNFR1/PKCα途径及非依赖PKCα的

TNFR2希信号传导途径上调IP3R1的表达, 高表

达的IP3R1为胞内IP3提供足够的IP3R, 促进胞内

Ca2+释放, 增加肾小球系膜细胞收缩, 导致GFR
下降, 进而促进HRS的发生与发展. 但在TNFα上

调IP3R1表达的信号事件中, TNFR1与TNFR2的
具体作用机制, 是独立作用或存在相互作用, 或
者与其他信号分子相关联等问题目前尚不清楚, 
仍有待于进一步实验研究. 

■名词解释
肝肾综合征: 又称
功能性肾功能衰
竭, 是指严重肝脏
疾病患者体内代谢
产物的损害, 血液
动力学的改变及血
流量的异常, 导致
肾脏血流量的减少
和滤过率降低所引
起, 而其肾脏并无
解剖和组织学方面
的病变. 临床表现
为进行性少尿、无
尿、氮质血症、低
钠血症等症候群. 
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图  6  TNFR1抗体或TNFR2抗体预处理HMCs后对IP3R1和
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