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CTRP3通过调节Sirt1参与高糖条件下

肾小管细胞的胆固醇转运
梁子辉1  朱艳2  任韫卓3  吴明3  韩伟霞3  张国宇3  胡越3  杜春阳3*

(1河北医科大学, 外科总论与手术学教研室, 石家庄 050017; 2河北医科大学, 电镜实验中心, 石家庄 050017;  
3河北医科大学, 病理学教研室, 石家庄 050017)

摘要      该文探究了C1q/肿瘤坏死因子相关蛋白-3(C1q/TNF-related protein 3, CTRP3)在高糖

条件下肾小管细胞胆固醇转运中的作用及机制。体外培养人肾小管上皮细胞HK-2, 随机分为正

常糖对照组(NG)、正常糖+CTRP3干预组(NG+CT)、高糖培养组(HG)、高糖培养+CTRP3干预组

(HG+CT)、高糖培养+CTRP3干预组+siRNA转染组(HG+CT+siRNA)和高糖培养+CTRP3干预组

+Sirt1 siRNA转染组(HG+CT+siSirt1)。试剂盒检测细胞内胆固醇含量及胆固醇流出情况; Filipin染
色观察细胞内胆固醇蓄积情况; 试剂盒检测Sirt1酶活性; Western blot检测CTRP3、Sirt1、ABCA1
及LXRα的蛋白表达; 实时定量PCR检测CTRP3的mRNA表达。结果显示, 重组CTRP3蛋白干预能

够抑制高糖条件下HK-2细胞胆固醇蓄积, 上调ABCA1及LXRα的表达从而促进胆固醇外流; 同时

增强Sirt1的蛋白表达及活性; 应用Sirt1 siRNA抑制Sirt1的表达后CTRP3的上述调控作用均消失了。

以上结果提示, CTRP3对高糖条件下的肾小管细胞的保护作用, 可能是部分通过调控Sirt1的表达促

进高糖条件下肾小管细胞的胆固醇外流实现的。

关键词       C1q/肿瘤坏死因子相关蛋白3; 沉默信息调节因子2相关酶1; 胆固醇; 肾小管细胞; 高糖

CTRP3 Mediates Cholesterol Transport in Renal Tubular Cells under High 
Glucose Condition by Regulating Sirt1
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Abstract       The purpose of this study is to investigate the role and molecular mechanisms of CTRP3 on 
cholesterol transport in renal tubular cells under high glucose condition. Cultured HK-2 cells were randomly di-
vided into normal glucose group (NG), NG plus CTRP3 group (NG+CT), high glucose (HG), HG plus CTRP3 
group (HG+CT), HG plus CTRP3 treatment plus siRNA transfection group (HG+CT+siRNA), HG plus CTRP3 
treatment plus Sirt1 siRNA transfection group (HG+CT+siSirt1). Cholesterol content and efflux levels in different 
groups were detected using cholesterol detection kits according to instructions of the manufacturer, and cholesterol 
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accumulation was detected by Filipin staining. The activity of Sirt1 enzyme was measured using commercial detec-
tion kit. Western blot was used to detect the protein expression of CTRP3, Sirt1, LXRα, and ABCA1 in HK-2 cells. 
The level of CTRP3 mRNA was detected by Real-time PCR. Recombinant protein CTRP3 treatment significantly 
inhibited the HG-induced cholesterol accumulation and promoted the level of cholesterol efflux in HK-2 cells. In 
addition, down -regulation of CTRP3, Sirt1, LXRα, and ABCA1protein expression and Sirt1 activity induced by 
HG were markedly prevented by treatment with recombinant protein CTRP3. After the application of Sirt1 siRNA 
to inhibit the expression of Sirt1,the above regulatory effects of CTRP3 on HK-2 cells disappeared. These findings 
indicated that CTRP3 had protective effects on HG-induced cholesterol accumulation in HK-2 cells. The mecha-
nism of role performed by CTRP3 may include, at least in part regulating the expression of Sirt1 and promoting the 
cholesterol efflux.

Keywords       CTRP3; Sirt1; cholesterol; renal tubular cells; high glucose

高血糖诱导的肾小管上皮细胞损伤在糖尿病性

肾脏疾病(diabetic kidney disease, DKD)进展中发挥重

要作用, 其中胆固醇转运通路异常造成的胆固醇外流

减少和细胞内胆固醇大量蓄积是高糖条件下肾细胞

的主要病理表现之一, 也是造成细胞凋亡和间质转化

的重要原因[1]。我们前期实验证实, 高糖条件下培养

的人肾小管HK-2细胞24 h即出现异常的胆固醇蓄积、

胆固醇外流减少的现象[2]。C1q/肿瘤坏死因子相关蛋

白-3(C1q/TNF-related protein 3, CTRP3)是一种脂肪细

胞因子, 在脂肪组织、软骨、心脏及肾脏等多种组织

细胞表达。研究显示, 2型糖尿病患者血浆中CTRP3
的水平显著低于健康人群, 进一步分析显示, 血浆

CTRP3与体重指数、腰围、空腹血糖等指标均呈显

著负相关[3]。动物实验中, 重组CTRP3蛋白能够显著

降低ob/ob肥胖小鼠的血糖水平; 同时CTRP3呈浓度

依赖性地增加脂肪细胞对葡萄糖的摄取, 提高其糖代

谢的能力[4]。新近有研究显示, 给予CTRP3转基因小

鼠高脂饮食, 其肝脏脂质沉积显著程度显著轻于野生

型小鼠[5]。肥胖小鼠腹腔注射CTRP3重组蛋白5天, 其
肝脏甘油三酯含量降低了43%, 提示CTRP3可能是机

体脂质代谢的关键调控点[6]; 但CTRP3是否在糖尿病

肾小管细胞胆固醇代谢中发挥作用还不清楚。

Sirt1(NAD-dependent deacetylase Sirtuin1)是组

蛋白脱乙酰酶Sirtuins家族的重要成员, 在细胞凋亡、

能量代谢及纤维化过程中发挥重要作用[7]。研究发

现, Sirt1通过调节氧化应激、自噬、细胞凋亡和炎

症等参与糖尿病肾病的发生发展[8]。有意思的是, 
Sirt1作为CTRP3的下游效应分子参与了阿霉素诱导

的心肌细胞炎症和细胞死亡[9]; 而Sirt1激活剂E1231
通过上调三磷酸腺苷结合区转运蛋白A1(ATP-bind-

ing cassette transporter 1, ABCA1)的表达促进胆固醇

外流抑制动脉粥样硬化的进展[10]。因此, 本研究以

体外高糖培养的人肾小管上皮细胞HK-2为研究对

象, 初步观察CTRP3对高糖条件下HK-2细胞胆固醇

转运的影响, 并进一步观察探讨Sirt1在其中所发挥

的关键作用, 为糖尿病肾病的治疗提供有效的药物

靶点。

1   材料和方法
1.1   材料

HK-2细胞株(人肾小管上皮细胞株)购自美国标

准生物品收藏中心。细胞常规培养采用含10%胎牛

血清的DMEM-F12培养基, 培养条件为37 °C、含5% 
CO2的细胞培养箱。DMEM-F12培养基购自美国

Gibco公司。胎牛血清购自美国Hyclone公司。实验

中所用到的抗体: 兔抗CTRP3、Sirt1和β-actin多克隆

抗体及小鼠抗ABCA1多克隆抗体购自美国Abcam
公司。兔抗LXRα多克隆抗体购自美国signalway公
司。重组CTRP3蛋白购自美国Aviscera Bioscience公
司。Sirt1 siRNA购自广州锐博生物技术有限公司。

Real-time PCR试剂由美国Promega公司提供。Fili-
pin染色试剂盒由美国GenMed公司提供。细胞转染

试剂脂质体2000购自Invitrogen公司。细胞内胆固醇

检测试剂盒购自上海荣盛生物技术有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞分组及质粒转染      实验以HK-2细胞为

研究对象, 常规培养, 待细胞达到75%左右的融合

后, 用无血清培养基同步24 h。实验细胞分为六组: 
正常糖对照组(5.5 mmol/L D-葡萄糖, NG)、正常糖

+CTRP3干预组(5.5 mmol/L D-葡萄糖+3 mg/L CTRP3, 
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NG+CT)、高糖培养组(30 mmol/L D-葡萄糖, HG)、
高糖培养+CTRP3干预组(30 mmol/L D-葡萄糖+3 mg/L 
CTRP3, HG+CT)、高糖培养+CTRP3干预组+siRNA
转染组(30 mmol/L D-葡萄糖+3 mg/L CTRP3+siRNA, 
HG+CT+siRNA)和高糖培养+CTRP3干预组+Sirt1 
siRNA转染组(30 mmol/L D-葡萄糖+3 mg/L CTRP3+ 
Sirt1 siRNA, HG+CT+siSirt1)。Sirt1 siRNA及对照

siRNA的转染利用脂质体2000实现, 具体操作步骤

按照试剂说明书进行。于刺激不同时间点收集细胞, 
进行以下观察。

1.2.2   细胞内胆固醇含量测定      各组培养的细胞

按照实验设计完成转染及干预后; 用预冷的生理盐

水轻轻洗涤2次后收集细胞, 将氯仿与甲醇按照11׃的
比例混合好, 取0.8 mL加入收集好的细胞中并充分研

磨, 室温下振荡20 min, 低温离心机内12 000 r/min离
心10 min, 取上清并加入1/5体积的生理盐水, 室温下

(2 000 r/min)离心10 min, 吸出上清保留含有脂质的

下层相。按照说明书分别测定各组细胞内的胆固醇

含量。

1.2.3   Filipin染色       将HK-2细胞在干预前先接种

于干净的盖玻片上, 按照实验设计分组转染并刺激

细胞, 48 h后进行Filipin染色, 操作步骤同试剂盒说

明书。主要步骤如下: 磷酸盐缓冲液PBS稍冲洗, 4%
的多聚甲醛室温固定30 min, 后用Filipin染料对细胞

进行染色(避光条件下染色1 h), PBS漂洗后封片, 荧
光显微镜下照相。

1.2.4   胆固醇流出实验      采用Cholesterol Efflux 
Fluorometric Assay Kit(Biovision, K582-100)对细胞

内的胆固醇流出率进行检测。简单步骤如下: 96孔
酶标板上培养的细胞干预完成后, 弃去培养基, 用含

有标记物的培养基孵育16 h, 后用无血清培养基清

洗细胞, 加入含有HDL的诱导胆固醇外流液干预细

胞。分别收集细胞上清及细胞的裂解液, 测定荧光

强度。最终胆固醇流出率(%)=培养基荧光强度/(培
养基+细胞)荧光强度。

1.2.5   Sirt1脱乙酰基酶活性测定实验      提取各组

细胞的核蛋白, 后按照Sirt1活性检测试剂盒(美国

GENMED公司)说明书步骤测定Sirt1的活性。基本

原理为Sirt1对硝基苯胺标记人工合成的乙酰化p53
多肽底物进行脱乙酰基处理后, 多肽底物进一步被

位点特异性氨基肽酶水解, 释放对硝基苯胺, 在波长

405 nm条件下观察吸光度值。

1.2.6   Western blot免疫印记检测      各组干预完成

的细胞用预冷的PBS缓冲液冲洗2遍, 加入冰冷的细

胞裂解液在冰上进行裂解, 后用细胞刮收集培养板

内的所有细胞, 4 °C、12 000 r/min离心20 min,  采用

考马斯亮蓝法测定各组细胞的蛋白浓度。取蛋白样

品各50 μg, 经SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳后将蛋白转

印至PVDF膜上; TBST缓冲液稍洗, 将PVDF膜放于

5%脱脂奶粉(TBST配制)中37 °C封闭2 h, 分别加入

CTRP3、Sirt1、ABCA1、LXRα和β-actin抗体, 4 °C
冰箱过夜。用TBST缓冲液稀释(5 0001׃)辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔二抗抗体, 37 °C下孵育1.5 h; 将
ECL发光液均匀滴在PVDF膜上反应1 min, 在Odys-
sey FC成像系统中显影并分析各蛋白条带的灰度值, 
以各目的条带和β-actin条带的比值作为统计结果。

1.2.7   Real-time PCR检测细胞内CTRP3的mRNA变

化情况      Trizol法提取各组细胞总RNA后反转录

呈cDNA。荧光实时定量PCR采用20 μL反应体系, 
将10 μL的SYBR Premix Ex TaqTM II (2×)、0.4 μL
的ROX Reference Dye (50×)、2 μL的反转录产物、

6 μL的ddH2O和各0.8 μL的上下游引物(终浓度为

1 ng/mL)按次序混合均匀。Real-time PCR的反应条件

为: 95 °C 预变性30 s, 95 °C 5 s→55 °C 30 s→72 °C 30 s共
40个循环。根据比较法计算基因表达相对量, 采用

公式2–ΔΔCt计算基因表达的相对倍数变化。

1.2.8   统计学处理      采用SPSS 17.0统计软件对各

部分实验结果进行统计分析, 结果以x
_
±s表示, 两组

间的比较采用单因素方差分析, 若P<0.05判定为差

异具有统计学意义。

2   结果
2.1   高糖对HK-2细胞CTRP3表达的影响

Western blot结果(图1A) 所示, 高糖(30 mmol/L)条
件下, CTRP3的蛋白表达在HK-2细胞中明显降低, 6 h
开始下降, 48 h表达最低, 呈现明显的时间依赖性; Real-
time PCR结果(图1B) 表明, CTRP3在高糖(30 mol/L)条件

下的HK-2细胞中的mRNA表达趋势与蛋白相一致。

2.2   重组CTRP3蛋白干预对高糖条件下HK-2细
胞胆固醇含量的影响

细胞内胆固醇含量测定结果显示, 重组CTRP3
蛋白干预48 h明显减轻了高糖条件下HK-2细胞内

的胆固醇含量, 其中CTRP3浓度为3 mg/L时, 减轻效

果最显著(图2A); Filipin染色结果也进一步证实了
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3 mg/L的重组CTRP3蛋白能够显著抑制高糖条件下

HK-2细胞内胆固醇沉积(图2B)。因此后续实验中重

组CTRP3蛋白的浓度均为3 mg/L。
2.3   重组CTRP3蛋白干预对高糖条件下HK-2细
胞胆固醇流出的影响

为了验证 CTRP3减轻高糖条件下 HK-2细胞

内胆固醇含量是否通过促进细胞内胆固醇流出实

现的, 我们检测了细胞内胆固醇流出水平; 与正常

糖相比, 高糖抑制了HK-2细胞的胆固醇流出; 重组

CTRP3蛋白干预恢复了HK-2细胞内胆固醇流出水

平(P<0.01, 图3A)。Western blot结果显示, 高糖条

件下介导胆固醇流出的ABCA1和LXRα的蛋白表达

明显降低; 重组CTRP3蛋白干预上调了ABCA1和
LXRα的蛋白表达(P<0.01, 图3B)。
2.4   重组CTRP3蛋白干预对高糖条件下HK-2细
胞Sirt1表达及活性的影响

与正常糖相比, HK-2细胞内Sirt1蛋白表达在高

糖条件下明显降低; 重组CTRP3蛋白干预48 h显著上

调了高糖条件下Sirt1的蛋白表达(P<0.01, 图4A)。进

一步对Sirt1的活性检测发现, 重组CTRP3蛋白干预能

够逆转高糖对Sirt1活性的抑制作用(P<0.01, 图4B)。
2.5   重组CTRP3蛋白通过Sirt1途径参与高糖条

件下HK-2细胞胆固醇流出

为了探讨Sirt1在CTRP3介导的高糖条件下HK-2

A: Western blot检测CTRP3蛋白表达情况; B: Real-time PCR检测CTRP3 mRNA表达情况。*P<0.05, **P<0.01, 与0 h相比。

A: the protein expression level of CTRP3 was analyzed by Western blot. B: the mRNA expression level of CTRP3 was analyzed by Real-time PCR. 

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 h.
图1   高糖对HK-2细胞CTRP3表达的影响

Fig.1   Effect of high glucose on the expression of CTRP3 in HK-2 cells
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细胞胆固醇流出中的作用, 我们先将Sirt1的siRNA转

染进HK-2细胞, 然后给予重组CTRP3蛋白干预, 观察

细胞内胆固醇含量、胆固醇流出及ABCA1和LXRα
的蛋白表达情况。结果显示, 应用Sirt1的siRNA抑制

Sirt1的表达后, CTRP3减少高糖条件下HK-2细胞胆

固醇含量、促进胆固醇流出及上调ABCA1和LXRα
的蛋白表达的作用均受到了明显的抑制, 提示重组

CTRP3蛋白通过Sirt1途径上调ABCA1和LXRα的表

达, 促进了胆固醇流出而抑制了高糖条件下HK-2细
胞的胆固醇蓄积(P<0.01, 图5)。

3   讨论
DKD是终末期肾脏病的重要原因之一, 其中高

血糖诱导的肾小管上皮细胞损伤在DKD进展中发

挥重要作用。既往研究显示, 胆固醇转运通路异常

造成的胆固醇外流减少和细胞内胆固醇大量蓄积是

A: HK-2细胞胆固醇含量检测; B: Filipin染色检测HK-2细胞胆固醇沉积情况。**P<0.01, 与正常糖培养的HK-2细胞相比; #P<0.05, ##P<0.01, 与
高糖培养的HK-2细胞相比。

A: cholesterol levels in different group was detected by commercial kit. B: the accumulation of cholesterol in HK-2 cells was analyzed by Filipin stat-
ing. **P<0.01 vs NG; #P<0.05, ##P<0.01 vs HG.

图2   CTRP3对高糖条件下HK-2 细胞胆固醇含量的影响

Fig.2   Effect of CTRP3 on cholesterol levels in high glucose cultured HK-2 cells
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A: 各组HK-2细胞胆固醇流出水平检测; B: Western blot检测高糖条件下HK-2细胞ABCA1和LXRα的表达情况。**P<0.01, 与正常糖培养的

HK-2细胞相比; ##P<0.01, 与高糖培养的HK-2细胞相比。

A: cholesterol efflux in in different group was detected by commercial kit. B: the expression of ABCA1 and LXRα in HK-2 cells was analyzed by West-
ern blot. **P<0.01 vs NG; ##P<0.01 vs HG.

图3   CTRP3对高糖条件下HK-2细胞胆固醇流出水平及ABCA1和LXRα表达的影响

Fig.3   Effect of CTRP3 on cholesterol efflux rate and the expression of ABCA1 and LXRα in high glucose cultured HK-2 cells
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A: Western blot检测高糖条件下HK-2细胞Sirt1的蛋白表达情况; B: Sirt1活性检测。**P<0.01, 与正常糖培养的HK-2细胞相比; ##P<0.01, 与高糖

培养的HK-2细胞相比。

A: the protein expression of Sirt1 in HK-2 cells was analyzed by Western blot; B: Sirt1 activity in different group of HK-2 cells was analyzed by com-
mercial kit. **P<0.01 vs NG; ##P<0.01 vs HG.

图4   CTRP3对高糖条件下HK-2细胞Sirt1表达及活性的影响

Fig.4   Effect of CTRP3 on expression and activity of Sirt1 in high glucose cultured HK-2 cells
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高糖条件下肾细胞的主要病理表现之一, 也是造成细

胞发生凋亡和间质转化的重要原因[1]。我们前期实验

证实, 高糖条件下培养的人肾小管HK-2细胞24 h即出

现异常的胆固醇蓄积, 胆固醇外流减少[2]。 ABCA1
是促进细胞内游离胆固醇和磷脂流出胞外的重要的

膜整合蛋白, 而肝X受体α(liver X Receptor α, LXRα)
是调控ABCA1表达的上游基因; 其二者稳定表达对

于维持外周细胞内胆固醇平衡至关重要[11-12]。本研

究中高糖刺激HK-2细胞48 h后细胞内胆固醇外流明

显减少伴细胞内胆固醇蓄积, 同时LXRα和ABCA1
的蛋白表达下调。因此, 探究高糖情况下LXRα和
ABCA1表达下调的机制对于防治糖尿病肾组织胆

固醇蓄积具有重要意义。

CTRP3是一种高度保守的脂肪细胞因子, 其
基因定位于5p13.2-13.1, 包含6个外显子和5个内含

子。既往的研究显示, CTRP3在调节组织细胞的糖

代谢方面发挥着重要作用。CTRP3在2型糖尿病患

者血浆中的水平显著低于健康人群, 进一步分析显

示, 血浆CTRP3水平与糖尿病患者的体重指数、腰

围、空腹血糖等指标均呈显著负相关[3]。动物实验中, 
CTRP3通过激活蛋白激酶B(protein kinase B, PKB)并
进一步抑制葡萄糖-6-磷酸酶和磷酸烯醇丙酮酸羧基

酶的表达限制细胞糖异生, 发挥降糖作用[13]。新近

有课题组给予CTRP3转基因小鼠高脂饮食后发现, 小
鼠肝脏脂质沉积程度显著轻于野生型小鼠[5]。肥胖小

鼠腹腔注射CTRP3重组蛋白5天, 其肝脏甘油三酯含量

降低了43%, 提示CTRP3可能是机体脂质代谢的关键

调控点[6]。但CTRP3在胆固醇代谢尤其是胆固醇流出

中是否同样具有调节作用还不清楚。本研究采用重

组CTRP3蛋白干预体外高糖培养的人肾小管HK-2细
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A: 各组HK-2细胞胆固醇含量检测; B: HK-2细胞胆固醇流出水平检测; C: Western blot检测高糖条件下HK-2细胞ABCA1和LXRα的表达情况。

**P<0.01, 与高糖培养的HK-2细胞相比; ##P<0.01, 与高糖条件下CTRP3干预的HK-2细胞相比。

A: cholesterol levels in different group was detected by commercial kit. B: cholesterol efflux in in different group was detected by commercial kit. C: 
the expression of ABCA1 and LXRα in HK-2 cells was analyzed by Western blot. **P<0.01 vs HG; ##P<0.01 vs HG+CT.

图5   Sirt1对CTRP3介导的HK-2细胞胆固醇流出的影响

Fig.5   Effect of Sirt1 on cholesterol efflux mediated by CTRP3 in HK-2 cells under the condition of high glucose
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胞发现, CTRP3能够有效地抑制细胞内胆固醇含量, 促
进胆固醇外流, 同时上调LXRα和ABCA1的蛋白表达。

本研究结果提示, CTRP3参与了高糖条件下肾小管细

胞的胆固醇转运过程, 但具体机制如何呢？

Sirt1是组蛋白去乙酰化酶家族成员之一, 参与

机体组织细胞增殖、凋亡、氧化应激、胰岛素分泌

和葡萄糖合成等生理活动, 而这些生理活动与糖尿

病、心血管疾病、代谢综合症、炎症和衰老等密切

相关。研究发现, Sirt1在胆固醇代谢过程中有重要

作用。Sirt1激活剂E1231通过上调ABCA1的表达促

进胆固醇外流抑制动脉粥样硬化的进展[10]。而中药

姜黄素通过激活AMPK-SIRT1-LXRα信号途径上调

ABCA1的蛋白表达, 促进了THP-1源性泡沫细胞内

的胆固醇外流, 改善了动脉粥样硬化[14]。有意思的

是, Sirt1作为CTRP3的下游效应分子参与了阿霉素诱

导的心肌细胞炎症和细胞死亡[9]。我们在本研究中

也观察了CTRP3和Sirt1的作用关系, 重组CTRP3蛋白

干预抑制了高糖诱导的Sirt1蛋白表达和活性的降低。

为了进一步探讨Sirt1在CTRP3参与高糖条件下肾小

管细胞胆固醇转运中的作用, 我们应用Sirt1 siRNA
抑制Sirt1的表达后给予高糖培养的HK-2细胞重组

CTRP3蛋白干预发现; 抑制Sirt1的表达后, CTRP3对
于高糖条件下HK-2细胞胆固醇流出的促进作用及

LXRα和ABCA1蛋白的上调作用均不能发挥。以上

结果说明, CTRP3参与高糖条件下肾小管细胞的胆固

醇转运过程是通过调控Sirt1的表达和活性实现的。

综上所述, 我们的研究表明, CTRP3对高糖条件

下的肾小管细胞具有保护作用, 其机制可能是部分

通过调控Sirt1-LXRα-ABCA1的表达促进高糖条件

下肾小管细胞的胆固醇外流、抑制肾小管细胞的胆

固醇蓄积实现的。
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