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TIFA通过NF-κB信号通路调控焦亡对
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【摘要】 目的 探讨肿瘤坏死因子受体相关因子相互作用的具有叉形头相关结构域的蛋白

（TRAF-interacting protein with FHA domain-containing protein A，TIFA）对肾小管上皮细胞焦亡的影

响，以及是否通过核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）信号通路发挥作用。方法 收集重症监护病

房 12对脓毒症和诊断脓毒症后发生急性肾损伤（acute kidney injury，AKI）患者的血液标本，检测 2组

患者中血肌酐的含量和TIFA的含量。用TIFA siRNA敲低人肾小管上皮细胞中的TIFA，Toll样受

体（toll-like receptor，TLR）4及TLR9激动剂刺激肾小管上皮细胞，蛋白质印迹法检测TIFA、Caspase-
1、GSDMD表达，JC-1检测线粒体膜电位。采用盲肠结扎穿孔的方法构建脓毒症模型，小鼠腹腔注射

TLR4抑制剂，检测小鼠肾脏组织病理、焦亡情况，观察脓毒症小鼠生存率。结果 脓毒症患者发生

肾损伤后的尿液中TIFA增高。在肾小管上皮细胞中，敲低TIFA可抑制焦亡相关蛋白Caspase-1、
GSDMD表达，减少炎症因子白细胞介素（interleukin，IL）-1β和 IL-18产生，降低线粒体膜电位。在脓

毒症AKI小鼠中，抑制TLR4信号通路可抑制TIFA和NF-κB，减少炎症因子 IL-1β和 IL-18产生，改

善肾脏病理，提高脓毒症小鼠生存率。结论 在脓毒症AKI中TIFA可能通过抑制NF-κB信号通路

降低焦亡发生，靶向TIFA的治疗可能是改善脓毒症AKI的有效方法。
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【Abstract】 Objective To explore the effect of TRAF-interacting protein with FHA domain-
containing protein A（TIFA）on pyroptosis of renal tubular epithelial cells and examine whether or not it
operates through NF-κB signaling pathway.Methods Blood specimens were collected from 12 septic pa⁃
tients with acute kidney injury（AKI）in intensive care unit（ICU）. The levels of creatinine and TIFA
were measured. The expressions of TIFA，caspase-1 and GSDMD were detected by Western blot and
mitochondrial membrane potential by JC-1. Septic model was established by cecal ligation and puncture
and the mice received an intraperitoneal injection of TLR4 inhibitor for detecting renal injury and the ex⁃
pression of TIFA. Results Urinary TIFA rose after renal injury in septic patients. In renal tubular epi⁃
thelial cells，a knockdown of TIFA could suppress the expressions of Caspase-1 and GSDMD and mini⁃
mize the change of mitochondrial membrane potential. In septic AKI mice，an inhibition of TLR4 signal⁃
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ing pathway could suppress TIFA and NF-κB，reduce the production of inflammatory cytokines IL-1β
and IL-18 and improve renal pathology and survival rate. Conclusion TIFA may reduce pyroptosis by in⁃
hibiting NF-κB signaling pathway in septic AKI. Targeted treatment of TIFA may improve septic AKI.
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脓毒症是机体对于感染反应失调而导致的危及

生命的器官功能障碍，是目前世界范围内感染致死

的最主要原因［1］，中国脓毒症发病率和病死率高，为

486万/年［2］，脓毒症多器官功能障碍发生率高，其中

肾脏是最常被累及的器官之一，约有 50%的脓毒症

患者发生急性肾损伤，即脓毒症急性肾损伤（septic-
acute kidney injury，SA-AKI）［3］。由于发病机制尚不

明确，缺乏特异性治疗方法，SA-AKI的发病率和病

死率不断增高。炎症反应、微循环功能障碍和代谢

重构是SA-AKI的发病基础［4］，其中炎症反应是SA-
AKI发生的中心环节。我们在前期研究中收集了

SA-AKI大鼠的尿液标本，应用蛋白质质谱的方法检

测尿液中蛋白质谱，发现肿瘤坏死因子受体相关因

子相互作用的具有叉形头相关结构域蛋白（TRAF-
interacting protein with FHA domain-containing pro⁃
tein A，TIFA）在 SA-AKI大鼠尿液中明显增高，

TIFA 的 C 端 有 叉 头 相 关 结 构 域（forkhead-
associated，FHA），能够识别磷酸化的苏氨酸或丝氨

酸，TIFA蛋白的N端有连接苏氨酸的位点。在肿瘤

坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞

介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、脂多糖（lipopolysac⁃
charide，LPS）、肝素结合蛋白（heparin-binding pro⁃
tein，HBP）、缺氧等刺激下［5］，α蛋白激酶 1（alpha-
kinase 1，ALPK1）诱导TIFA的苏氨酸 9号位点发生

磷酸化，磷酸化的TIFA首尾结合以反向平行的方式

形成二聚体，称之为TIFA小体［6］，TIFA的FHA结

构域与肿瘤坏死因子受体相关因子（tumor necrosis
factor receptor-associated factor，TRAF）成员 2 和 6
结合，激活下游信号通路。有研究表明TIFA在感染

性疾病中发挥作用，可识别细胞内的细菌，对DNA
损伤做出应答，进而参与胃黏膜上皮幽门螺旋杆菌

感染，然而其在SA-AKI中的作用尚不明确。细胞焦

亡是一种细胞程序性死亡方式，通过炎症小体介导

包含Caspase-1在内的多种Caspases的激活，引起包

括GSDMD在内的多种Gasdermin家族成员发生剪

切和多聚化［7］，造成细胞穿孔，进而引起细胞死亡，并

会伴随着大量促炎症因子的释放。TIFA是否在

SA-AKI中通过细胞焦亡发挥作用尚不清楚，因此本

研究将探讨SA-AKI中TIFA是否能通过促进细胞

焦亡加重急性肾损伤，以及靶向TIFA对SA-AKI的
潜在治疗作用。

材料与方法

一、主要试剂

人肾小管上皮细胞（human renal tubular epithe⁃
lial cell，HK-2）购自武汉大学典藏中心，DMEM培养

基购自Hyclone科技有限公司，胎牛血清购于上海逍

鹏生物科技有限公司，LPS购自 InvivoGen公司，荧

光定量试剂盒购自诺唯赞有限公司，凋亡检测试剂

盒购自上海翌圣生物科技有限公司，Toll样受体

（toll-like receptor，TLR）成员 4抑制剂购于MCE公

司，C57BL/6J购于北京维通利华公司。

二、细胞处理与分组

制备转染TIFA siRNA的HK-2。用含有 10%
胎牛血清的培养基培养HK-2，将 70%满盘的HK-2
的完全培养基更换为OPTI，把 Lipofectamine 2000
试剂、OPTI和TIFA siRNA混合均匀后加入到HK-2
的培养基中，完成转染6 h后加入LPS，LPS刺激24 h
后收取肾小管上皮细胞，用于检测肾小管上皮细胞内

焦亡相关蛋白GSDMD、Caspase-1的表达，以及炎症

因子 IL-1β和 IL-18的mRNA的差异表达情况。

三、实时荧光定量 PCR（quantitative real-time
polymerase chain reaction，qRT-PCR）法检测 IL-1β和
IL-18的mRNA

收集 LPS刺激后转染TIFA siRNA和未转染

TIFA siRNA的肾小管上皮细胞，用Trizol抽提总

RNA，逆转录为 cDNA，使用 qRT-PCR方法检测细

胞因子 IL-1β和 IL-18的mRNA表达情况。

四、蛋白质印迹法（western blotting，WB）检测

TIFA小体和焦亡通路相关蛋白的表达

应用BCA试剂盒检测肾小管上皮细胞的蛋白

浓度。上样后，进行SDS-PVDF凝胶电泳，通过电转

移法，将蛋白质转移至PVDF膜上，PVDF膜置于封

闭 液 中 进 行 封 闭 ，接 着 依 次 Caspase-1、TIFA、
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GSDMD一抗、二抗孵育。免疫印迹后的滤膜与特

异性抗体结合，进行 ECL显色，常规曝光、显影、

定影。

五、JC-1 检测肾小管上皮细胞线粒体膜电位

变化

细胞悬液转入离心管中，在 300 g离心力下离心

5 min收集细胞，弃上清液。PBS洗涤细胞，用无血

清培养基按照 1∶500稀释 JC-1，装载探针，流式细胞

仪检测线粒体膜电位变化。

六、酶联免疫吸附测定（enzyme linked immuno⁃
sorbent assay，ELISA）法检测患者尿液中TIFA的含量

应用ELISA试剂检测SA-AKI患者和健康志愿

者尿液中TIFA和炎症因子（IL-1β、IL-18）的含量。

本研究通过了武汉大学中南医院伦理委员会批准

（审批号：WP2020-08022），患者同意参与临床研究并

签署知情同意书。

七、构建SA-AKI小鼠模型

本实验选用体重为20~25 g的雄性C57/BL6小
鼠，采用盲肠结扎穿孔（cecal ligation and puncture，
CLP）的方法建立小鼠脓毒症模型。具体操作方法

如下：小鼠用异氟烷麻醉后，置于手术操作台上，剃

除腹部毛发后进行消毒，打开腹腔分离出盲肠，用 4
号肠线结扎 50%长度的盲肠，应用 22G针头贯穿盲

肠，以构建中度SA-AKI小鼠模型，1 mL的生理盐水

皮下注射，待小鼠麻醉苏醒后，送动物房观察，24 h后
留取血清标本，用市售生化试剂盒检测血肌酐浓度。

本研究的动物伦理经武汉大学实验动物福利伦理专

业委员会批准，编号为WP2020-08022。
八、脓毒症小鼠给药和肾脏组织苏木精-伊红染

色法（hematoxylin-eosin staining，HE）切片

在用CLP方法构建SA-AKI模型后，腹腔注射

TLR4抑制剂（TAK-242），分为低剂量组和高剂量

组，TAK-242低剂量组剂量为 3 mg·kg-1·d-1，高剂量

组为 6 mg·kg-1·d-1，对照组给予同体积的生理盐水，

在造模 24 h后取出肾脏，用弯镊去除肾髓质部分，保

留肾皮质部分，用于后续HE和WB检测。

九、统计学方法

数据采用GraphPad Prism 5. 0 software统计软

件进行统计分析，多样本之间的比较采用单因素方

差分析，计量资料组间比较采用 t检验，符合正态分

布的计量资料用x ̅±s表示。P<0. 05认为差异有统

计学意义。

结 果

一、TIFA在SA-AKI患者中高表达

我们收集了重症医学科 12对脓毒症非AKI和
SA-AKI患者的血液标本，检测 2组患者中血肌酐和

TIFA的含量，发现在SA-AKI的患者中血肌酐明显

增高，血清中TIFA显著高表达。SA-AKI患者的血

清中 IL-1 和 IL-18 的含量明显高于脓毒症不合并

AKI的患者。（图1）

二、脓毒症模型中敲低TIFA抑制肾小管细胞焦

亡和降低线粒体膜电位

用 lipo2000 转染试剂将 TIFA siRNA转染到

HK-2 以敲低 TIFA，再加入 LPS和 TLR9 激动剂

（oligodeoxynucleotides containing CpG motifs，
ODN）模拟 SA-AKI中 TLR4 和 TLR9 激活情况。

LPS和ODN刺激 24 h后收集HK-2细胞，WB检测

肾小管中TIFA和焦亡相关蛋白的表达。如图 2A
所示，在LPS和ODN刺激情况下，和对照组相比，

TIFA和焦亡关键蛋白GSDMD、Caspase-1高表达，

和转染空白对照 siRNA组相比，在LPS和ODN刺

注：两组比较，aP<0. 05，bP<0. 01；TIFA为肿瘤坏死因子受体

相关因子相互作用的具有叉形头相关结构域蛋白；AKI为急性肾损

伤。

图1 两组患者血清中血肌酐、TIFA、白细胞介素-1及白

细胞介素-18含量的比较 1A. 血肌酐；1B. TIFA；1C. 白细

胞介素-1和白细胞介素-18
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激时，敲低TIFA降低了Caspase-1和GSDMD的表

达，减少了肾小管细胞焦亡。（图 2）

三、脓毒症模型中敲低TIFA降低线粒体膜电位

将 TIFA siRNA 转染到 HK-2 细胞，LPS 和

ODN刺激HK-2，加入 JC-1 试剂，用流式细胞术的

方法检测肾小管上皮细胞线粒体膜电位变化，LPS
和ODN刺激后，敲低TIFA使绿色荧光的 JC-1单体

减少，红色荧光的 JC-1聚合体增加，提示敲低TIFA
可降低肾小管上线粒体膜电位变化。（图 3）

四、抑制TLR4信号通路降低TIFA表达从而抑

制细胞焦亡

我们用CLP法构建了SA-AKI模型，在小鼠腹

腔注射高剂量（TAK-242 high dose，T HD）和低剂量

（TAK-242 low dose，T LD）TLR4抑制剂后，ＷＢ检

测小鼠肾皮质TIFA、Caspase-1、GSDMD蛋白质表

达，结果为TIFA低表达，焦亡信号通路蛋白 Cas⁃
pase-1、GSDMD表达降低，同时也用 qRT-PCR和

ELISA的方法检测肾皮质焦亡相关炎症细胞因子

IL-1β和 IL-18表达，结果为 IL-1β和 IL-18表达降低，

提示在脓毒症中，抑制TLR4通路激活会降低TIFA
表达，减少焦亡相关炎症因子 IL-1β和 IL-18产生，抑

制焦亡发生。（图4~6）

五、抑制TIFA表达可改善 SA-AKI
用 CLP法构建 SA-AKI模型，将不同浓度的

TLR4 抑制剂 TAK242 注射到腹腔，分为 CLP+
THD和CLP+T LD，仅用同等体积的生理盐水进行

腹腔注射作为对照，收集小鼠肾皮质，将肾皮质进行

切片，观察肾脏的病理损伤程度，结果发现抑制TLR4
信号通路，TIFA表达降低，肾小管细胞间质水肿、空

注：TIFA为肿瘤坏死因子受体相关因子相互作用的具有叉形

头相关结构域蛋白；TLR为Toll样受体。

图 2 蛋白质印迹法检测肾小管中 TIFA、Caspase-1 和

GSDMD的表达 2A. TLR4激动剂和TLR9激动剂刺激后

TIFA、Caspase-1和GSDMD的表达；2B. 将TIFA siRNA转

染到肾小管上皮细胞，TLR4激动剂和TLR9激动剂刺激肾

小管上皮细胞后TIFA、Caspase-1和GSDMD的表达

注：HK-2为人肾小管上皮细胞；TIFA为肿瘤坏死因子受体相

关因子相互作用的具有叉形头相关结构域蛋白；TLR为Toll样受

体；与对照组比较，aP<0. 05。
图3 JC-1检测敲低TIFA对HK-2线粒体膜电位的影响

注：TIFA为肿瘤坏死因子受体相关因子相互作用的具有叉形

头相关结构域蛋白；TLR为Toll样受体。

图 4 蛋白质印迹法检测各组小鼠肾组织中焦亡相关蛋

白的表达量

注：与对照组比较，aP<0. 05，bP<0. 01；TLR为Toll样受体；IL
为白细胞介素；qRT-PCR为实时荧光定量PCR。
图 5 qRT-PCR法检测小鼠肾皮质中 IL-1β和 IL-18 的

mRNA含量
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泡变性明显减轻，改善肾脏病理，同时血肌酐水平降

低，高剂量组小鼠生存率提高，差异具有统计学意义，

表明抑制TIFA表达可改善SA-AKI。（图7~9）

讨 论

脓毒症是机体对于感染反应失调而导致的危及

生命的器官功能障碍，肾脏是脓毒症最易累及的器

官，SA-AKI的发病率逐年增加［8］，既往研究表明

TIFA在 SA-AKI的早期增高，本研究通过应用

TIFA siRNA敲低HK-2 TIFA表达，以及在SA-AKI
动物中抑制TLR4信号通路，抑制TIFA表达，减少肾

小管上皮细胞焦亡，降低细胞因子 IL-1β和 IL-18产

生，改善小鼠肾脏病理，提高脓毒症小鼠生存率。

在脓毒症中，损伤相关分子模式（damage asso⁃
ciated molecular patterns，DAMPs）和病原相关分子

模 式 （pathogen-associated molecular patterns，
PAMPs）进入血液循环，小分子量的 DAMPs、
PAMPs 可 被 肾 小 球 滤 过 ，接 触 到 DAMPs 和

PAMPs的近端肾小管上皮细胞出现氧化应激［9］，

导致活性氧产生和线粒体损伤，对于处在炎症细胞

浸润环境中的肾小管上皮细胞会发生细胞自噬、线

粒体功能障碍、细胞极性丧失、细胞凋亡及坏死，进

而肾小球滤过率降低，最终发生肾损伤［10］。肾小管

上皮细胞是肾损伤的主要细胞，炎症反应是导致

SA-AKI的关键因素。

炎症反应促进TIFA小体形成，TIFA小体具有

注：与对照组比较，aP<0. 05，bP<0. 01；TLR为Toll样受体；

ELISA为酶联免疫吸附测定。

图6 ELISA法检测小鼠肾皮质中白细胞介素-1β和白细

胞介素-18的蛋白质含量

注：与盲肠结扎穿孔组比较，aP<0. 05，bP<0. 01；TLR为Toll
样受体。

图7 各组小鼠肾组织苏木精-伊红染色（×400）及病理评

分比较 7A. 假手术组；7B. 盲肠结扎穿孔组；7C. 盲肠结扎

穿孔组＋低剂量TLR4抑制剂；7D. 盲肠结扎穿孔组＋高剂

量TLR4抑制剂；7E. 各组病理评分比较

注：与盲肠结扎穿孔组比较，aP<0. 05，bP<0. 01；TLR为Toll
样受体。

图8 各组小鼠血肌酐含量比较

注：与盲肠结扎穿孔组+高剂量 TLR4 抑制剂组比较，aP<
0. 05；TLR为Toll样受体。

图9 各组小鼠多时间点生存情况



589临床肾脏病杂志 2022 年 7 月第 22 卷第 7 期 J Clin Nephrol，July 2022，Vol. 22，No. 7

迅速而强大的促炎效应，同时还能调节增殖、抑制凋

亡、调控细胞周期。目前认为TIFA小体和多种重

大疾病如肝癌、慢性髓系白血病、肺腺癌密切相

关［11-13］。近年来研究其与细菌感染的关系也日益受

到重视，包括耶尔森菌、肠致病性大肠杆菌、幽门螺

旋杆菌在内的诸多革兰氏阴性菌，这些细菌释放的

糖代谢中间产物二磷酸腺苷庚糖（ADP-heptose）或

者HBP（LPS的代谢前体）可以激活ALPK1激酶，

继而磷酸化TIFA的苏氨酸位点，多个TIFA以反

向平行的方式形成二聚体［14］，释放大量炎症因子，

导致上皮细胞中迅速发生剧烈而持久的炎症反

应［15-16］。LPS内核寡糖的结构多样，富含庚糖，ADP
是LPS的核心骨架成分，既往有研究应用人胚肾细

胞系进行基于流式细胞术分选的CRISPR-Cas9全

基因组筛选，发现了ADP促进TIFA小体的快速形

成，且TIFA信号通路对于ADP激活NF-κB通路是

不可或缺的［17］。此外，在动脉粥样硬化和高脂血症

中，TIFA通过激活 NF-κB通路促进NLRP3 炎症

小体形成［18］。本研究结果表明在 SA-AKI中，

TIFA高表达可激活下游NF-κB通路，而NF-κB调

控炎症小体的形成，应用TLR4抑制剂，抑制TIFA
表达，进而减少NF-κB产生，抑制焦亡，减少炎症因

子释放，进而证实TIFA小体能够通过影响炎症小

体的形成从而影响肾功能。

综上所述，本研究证实在 SA-AKI中TIFA可

能通过抑制NF-κB信号通路降低焦亡发生，减少炎

症因子产生，改善肾损伤，进而表明靶向TIFA的疗

法是SA-AKI有效治疗方法。
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