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萝卜硫素通过调节 ＡＬＯＸ５／ＮＦκＢ信号通路调控
巨噬细胞糖酵解抑制糖尿病肾病进展

乌日娜，丁海东，常　宏，孙娜娜，张　磊

摘要　目的　探讨萝卜硫素（ＳＦＮ）调节花生四烯酸５脂氧
合酶基因（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ５ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＡＬＯＸ５）／核因子
ｋａｐｐａＢ（ＮＦκＢ）信号通路调节巨噬细胞糖酵解对糖尿病肾
病（ＤＮ）进展的影响。方法　生物信息学分析 ＳＦＮ治疗 ＤＮ
的靶基因。使用３０ｍｍｏｌ／Ｌ高葡萄糖（ＨＧ）处理人近端肾小
管上皮细胞系（ＨＫ２细胞）诱导体外 ＤＮ模型。将 ＨＫ２细
胞分为如下组：正常糖（ＮＧ）组、ＨＧ组、ＨＧ＋ＳＦＮ（３ｍｍｏｌ／
Ｌ）组、ＨＧ＋ＡＬＯＸ５组、ＨＧ＋ＳＦＮ（３ｍｍｏｌ／Ｌ）＋ＡＬＯＸ５组、
ＨＧ处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组、ＨＧ＋ＳＦＮ（３ｍｍｏｌ／Ｌ）
处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组、ＨＧ＋ＡＬＯＸ５转染处理的巨
噬细胞＋ＨＫ２细胞组、ＨＧ＋ＳＦＮ（３ｍｍｏｌ／Ｌ）＋ＡＬＯＸ５转染
处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组。ＣＣＫ８检测细胞活力，原
位末端脱氧核苷酸转移酶标记（ＴＵＮＥＬ）法检测细胞凋亡；
葡萄糖和乳酸试剂盒检测各组细胞中葡萄糖和乳酸水平；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ＡＬＯＸ５、ＮＦκＢ以及糖酵解相
关蛋白己糖激酶２（ＨＫ２）、丙酮酸激酶 Ｍ２（ＰＫＭ２）、葡萄糖
转运蛋白１（ＧＬＵＴ１）的表达；使用链脲佐菌素（ＳＴＺ）构建ＤＮ
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小鼠模型，ＤＮ小鼠给与 ＳＦＮ（０５ｍｇ／ｋｇ）治疗；检测小鼠各
项生化指标，ＨＥ染色检测肾组织病理变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测小鼠肾脏巨噬细胞中糖酵解相关蛋白己糖激酶２（ＨＫ２）、
丙酮酸激酶Ｍ２（ＰＫＭ２）、葡萄糖转运蛋白 １（ＧＬＵＴ１）的表
达。结果　生物信息学分析结果显示 ＡＬＯＸ５是 ＳＦＮ治疗
ＤＮ的靶基因。与ＨＧ组相比，ＳＦＮ处理增强ＨＫ２细胞活力
并抑制细胞凋亡（Ｐ＜００５）；同时，ＳＦＮ处理抑制ＨＧ诱导的
巨噬细胞糖酵解相关蛋白的表达，减弱巨噬细胞介导的ＨＫ
２细胞损伤（Ｐ＜００５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明 ＳＦＮ抑制
ＡＬＯＸ５和ＮＦκＢ的表达（Ｐ＜００５）；小鼠实验结果显示，
ＳＦＮ治疗改善ＤＮ小鼠肾功能和肾组织病理学改变，抑制肾
组织中巨噬细胞糖酵解相关蛋白的表达（Ｐ＜００５）。结论
　 ＳＦＮ通过抑制 ＡＬＯＸ５／ＮＦκＢ信号通路抑制巨噬细胞糖
酵解从而改善ＤＮ进展。
关键词 　萝卜硫素；糖尿病肾病；巨噬细胞；糖酵解；花生四
烯酸５脂氧合酶；ＮＦκＢ信号通路
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是２型
糖尿病最常见的微血管并发症［１］。有文献［２］报道，
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在ＤＮ中高糖能够促进巨噬细胞糖酵解并且加速
ＤＮ进展。萝卜硫素（ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ，ＳＦＮ）是一种主
要从西兰花等十字花科蔬菜中提取的异硫氰酸盐，

Ｋｏｎｇｅｔａｌ［３］研究表明，ＳＦＮ可以减轻糖尿病肾纤维
化。花生四烯酸５脂氧合酶（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ５ｌｉ
ｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＡＬＯＸ５）基因在人体中起着重要作用，
其编码的蛋白质是一种催化花生四烯酸等多不饱和

脂肪酸过氧化反应的双加氧酶［４］。研究［５］表明，

ＡＬＯＸ５在高糖诱导的体外 ＤＮ细胞模型中表达上
调，敲低 ＡＬＯＸ５通过抑制核因子 ｋａｐｐａＢ（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）信号传导进而促进高糖处理
的肾系膜细胞增殖并抑制细胞凋亡。此外，也有研

究［６］表明ＳＦＮ能够抑制ＮＦκＢ通路的激活。然而，
关于ＳＦＮ调控 ＡＬＯＸ５／ＮＦκＢ信号通路在 ＤＮ中的
作用机制尚不明确。该研究旨在探讨 ＳＦＮ通过调
节ＡＬＯＸ５／ＮＦκＢ信号通路调控巨噬细胞糖酵解对
ＤＮ进展影响的机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料与仪器　雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠［许可
证号：ＳＣＸＫ（蒙）２０２００００１］购自内蒙古医科大学实
验动物中心；人近端肾小管上皮细胞系（ＨＫ２细
胞）和人单核细胞白血病细胞系（ＴＨＰ１细胞）（中
国科学院上海细胞库，货号：ＧＮＨｕ４７、ＴＣＨｕ５７）；
ＳＦＮ（上海诗丹德标准技术服务有限公司，货号：
４４７８９３７）；链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）（上海
懋康生物科技有限公司，货号：１８８８３６６４）；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎ３０００试剂盒、ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，货号：Ｌ３００００１５、１１８７５１１９）；ＣＣＫ８
溶液、佛波醇 １２肉豆蔻酸酯 １３乙酸酯（ｐｈｏｒｂｏｌ１２
ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）、ＴｒｉｔｏｎＸ１００（美国 Ｍｅｄ
ＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，货号：ＨＹＫ０３０１、１６５６１２９８、
ＨＹＹ１８８３Ａ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞培养小室（美国康宁公
司，货号：３４１２）；原位末端脱氧核苷酸转移酶标记
（ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰＮｉｃｋＥｎｄＬａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）试
剂盒（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司，货号：１１６８４８１７９１０）；葡萄糖
和乳酸试剂盒（武汉艾美捷科技有限公司，货号：

ＫＡ４０８８、Ｋ６０７１００）；小鼠ＣＤ１１ｂ磁珠（北京诺为生
物技术有限公司，货号：ＡＭ０１１１２１０）；ＲＩＰＡ裂解液、
ＢＣＡ试剂盒、１０％ＳＤＳＰＡＧＥ、ＥＣＬ（上海碧云天生物
技术股份有限公司，货号：Ｐ００１３Ｂ、ＳＴ２２２２、Ｐ０６９０、
Ｐ００１８Ｓ）；ＰＶＤＦ膜 （美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公 司，货 号：
ＩＰＶＨ０００１０）；一抗：抗己糖激酶２（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ２，
ＨＫ２）、丙酮酸激酶Ｍ２（ｐｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅＭ２，ＰＫＭ２）、

葡萄糖转运蛋白 １（ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，ＧＬＵＴ１）、
ＡＬＯＸ５、ＮＦκＢ、ｐＮＦκＢ和 βａｃｔｉｎ，二抗：辣根过氧
化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的羊抗兔
ＩｇＧ（美国 Ａｂｃａｍ公司，货号：ａｂ２０９８４７、ａｂ８５５５５、
ａｂ１１５７３０、ａｂ１６９７５５、ａｂ２３９８８２、ａｂ２６４２７１、ａｂ８２２７）；
Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒（南京森贝伽生物科技有限公司，
货号：ＢＰＤＬ０２２）；ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海酶联生物科技
有限公司，货号：ｍｌ０３７５８５）；细胞培养箱（德国Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ公司，型号：ＣｅｌｌＸｐｅｒｔ Ｃ１７０ｉ）；自动生化分析仪
（日本东京日立公司，型号：７６００）；酶标仪（北京普朗
新技术有限公司，型号：ＤＮＭ９６０２Ａ）；光学显微镜（日
本ＯＬＵＭＰＵＳ公司，型号：ＩＸ５３）；荧光显微镜（日本
Ｎｉｋｏｎ公司，型号：ＳＭＺ１８）。
１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　通过 Ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃ
ｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ／）获得ＳＦＮ
的靶基因，之后借助 ＧＥＯ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃ
ｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）查找 ＤＮ相关芯片 ＧＳＥ３０１２２和
ＧＳＥ３０５２９，以实验组和对照组基因表达水平的对数
倍数变化的绝对值大于１，校正后 Ｐ＜００５为条件
筛选ＤＮ相关基因，去除重复基因。借助Ｖｅｎｎ在线
工具（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／
Ｖｅｎｎ／）取ＳＦＮ靶基因和ＤＮ相关基因的交集。
１．２．２　细胞培养和处理　将 ＨＫ２细胞分为如下
组：正常糖（ＮＧ）组、ＨＧ组、ＨＧ＋ＳＦＮ组、ＨＧ＋
ＡＬＯＸ５组、ＨＧ＋ＳＦＮ＋ＡＬＯＸ５组。巨噬细胞和ＨＫ２
细胞共培养组分为：ＮＧ处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细
胞组、ＨＧ处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组、ＨＧ＋
ＳＦＮ处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组、ＨＧ＋ＡＬＯＸ５
转染处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组、ＨＧ＋ＳＦＮ＋
ＡＬＯＸ５转染处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组。

使用含有１０％ ＦＢＳ和１％青霉素链霉素的ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基培养 ＨＫ２细胞和 ＴＨＰ１细胞，并置
于３７℃、含５％ＣＯ２的培养箱中。为构建体外ＤＮ模
型，使用３０ｍｍｏｌ／Ｌ高葡萄糖（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）处
理 ＨＫ２细胞 ２４ｈ诱导 ＤＮ损伤模型，使用 ５５
ｍｍｏｌ／Ｌ正常葡萄糖（ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ，ＮＧ）处理ＨＫ２
细胞２４ｈ作为对照组，将ＳＦＮ溶解于ＤＭＳＯ中并稀
释至所需浓度３ｍｍｏｌ／Ｌ后处理ＨＧ组细胞２４ｈ［７］。
使用１００ｎｇ／ｍｌＰＭＡ处理４８ｈ诱导ＴＨＰ１细胞分化
为巨噬细胞，并使用上述方法处理巨噬细胞，评估

ＳＦＮ对ＨＧ诱导的巨噬细胞糖酵解的影响。
使用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养系统完成巨噬细胞和

ＨＫ２细胞的共培养，首先在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上腔加
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入ＨＫ２细胞，之后在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室下腔添加不同
条件处理后的巨噬细胞，在３７℃、含５％ＣＯ２的培
养箱中连续培养２４ｈ并进行后续实验。
１．２．３　细胞转染　将巨噬细胞接种于６孔板中（密
度为１×１０５个／孔），待细胞生长至６０％ ～７０％融
合度时，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ３０００试剂将 ＡＬＯＸ５过表
达质粒转染至巨噬细胞，转染４８ｈ后检测转染效率
并用于后续研究。

１．２．４　ＣＣＫ８实验检测细胞活力　将各组细胞以
３×１０３个／孔接种于９６孔板中，３７℃孵育过夜直至
细胞贴壁生长，之后将１０μｌＣＣＫ８溶液添加到９６
孔板中，继续孵育１ｈ。使用酶标仪检测４５０ｎｍ处
的吸光度值。

１．２．５　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　各组 ＨＫ２细胞
处理完毕后制备成细胞爬片，室温下用４％多聚甲
醛固定３０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗，用１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化
３ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，吸水纸吸干样本
周围水分，每个样本滴加５０μｌＴｄＴ酶反应液，放入
避光湿盒中，３７℃反应 １ｈ。ＰＢＳ再次洗涤，加入
ＤＡＰＩ染色液复染细胞核。荧光显微镜下观察并计
算阳性细胞百分比，ＴＵＮＥＬ阳性细胞为凋亡细胞。
１．２．６　检测葡萄糖和乳酸水平　收集各组巨噬细
胞培养基，以１０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１５ｍｉｎ后取上
清液，根据说明书使用葡萄糖和乳酸试剂盒检测上

清液中葡萄糖和乳酸的水平。

１．２．７　动物实验　１８只雄性ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
（８周龄）体质量１８～２２ｇ用于本研究。将所有小
鼠饲养在无特殊病原体的环境中，温度２２℃，湿度
５０％～５５％，光照／黑暗１２ｈ循环。适应性喂养７ｄ
后，将小鼠分为对照组（ｃｏｎ组）、ＤＮ组、ＤＮ＋ＳＦＮ
组。对照组给与正常饲料喂养，ＤＮ和 ＤＮ＋ＳＦＮ组
给与高脂饮食，连续喂养４周后构建ＤＮ小鼠模型，
使用ＳＴＺ（６０ｍｇ／ｋｇ，溶解在柠檬酸钠中，ｐＨ４５）对
ＤＮ和ＤＮ＋ＳＦＮ组小鼠行腹腔注射，每ｄ１次，注射
连续５ｄ，对照组（ｃｏｎ组）腹腔注射等量柠檬酸钠溶
液。最后一次注射５ｄ后，通过小鼠尾静脉检测小
鼠空腹血糖，并留取２４ｈ尿液，当连续３ｄ空腹血糖
≥１６７ｍｍｏｌ／Ｌ且尿蛋白阳性被认为 ＤＮ模型诱导
成功。随后ＤＮ＋ＳＦＮ组小鼠使用ＳＦＮ（０５ｍｇ／ｋｇ）
行皮下注射，每周５次，持续４个月［３］。

１．２．８　生化分析　在治疗结束前２４ｈ，将动物关在
单独的代谢笼中收集２４ｈ尿液，用ＥＬＩＳＡ试剂盒检
测２４ｈ尿蛋白。实验结束当天，小鼠通过尾静脉收
集小鼠血液标本，使用自动生化分析仪测量小鼠空腹

血糖（ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）、血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕ
ｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）和血清肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，
Ｓｃｒ）的水平。
１．２．９　肾组织中巨噬细胞分离　血液采集结束后
使用５０ｍｇ／ｋｇ的戊巴比妥钠麻醉小鼠，之后以颈椎
脱臼法安乐死小鼠，解剖后取肾组织。小鼠肾组织

（１００ｍｇ）使用含胶原酶的培养基在３７℃水浴中消
化１ｈ，然后使用过滤网（４０μｍ）过滤。使用小鼠
ＣＤ１１ｂ磁珠分离过滤液收获巨噬细胞，用于后续
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。
１．２．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　使用含有蛋
白酶和磷酸酶抑制剂混合物的 ＲＩＰＡ裂解液提取各
组ＨＫ２细胞、巨噬细胞和小鼠肾组织巨噬细胞中
的总蛋白，使用ＢＣＡ试剂盒检测蛋白的浓度。每组
３０μｇ蛋白在１０％ＳＤＳＰＡＧＥ上进行电泳分离并转
移至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶封闭１ｈ。然后与一
抗：抗ＨＫ２（１／１０００），ＰＫＭ２（１／１０００），ＧＬＵＴ１（１／
１０００００），ＡＬＯＸ５（１／２０００），ＮＦκＢ（１／１０００），ｐ
ＮＦκＢ（１／２０００）和βａｃｔｉｎ（１／２０００）在４℃下孵育
过夜，ＴＢＳＴ洗涤后，加入ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ二
抗（１／１０００）在室温下避光孵育２ｈ。ＥＣＬ对蛋白条
带进行显影、成像，以 βａｃｔｉｎ作为内参计算目的蛋
白的相对灰度值。

１．２．１１　小鼠肾组织 ＨＥ染色　小鼠肾组织脱水，
１０％福尔马林固定，石蜡包埋，切成 ５μｍ厚的切
片，脱蜡，水化，常规 ＨＥ染色后在显微镜下观察肾
组织的病理改变。

１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ８０进行
绘图和统计分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间数据比
较采用ｔ检验，多组间数据比较采用单因素方差分
析（ＡＮＯＶＡ），多组间数据的两两比较采用 ＳＮＫｑ
检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＦＮ抑制 ＡＬＯＸ５／ＮＦκＢ信号通路　如图
１Ａ，生物信息学分析显示 ＳＦＮ的靶基因与 ＤＮ相关
基因的交集共８个，结合相关文献［５］选择 ＡＬＯＸ５进
行进一步研究。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＫ２细胞和巨噬
细胞中 ＡＬＯＸ５和 ＮＦκＢ的蛋白表达。结果显示，
与ＮＧ组相比，ＨＧ组巨噬细胞及 ＨＫ２细胞中
ＡＬＯＸ５和 ｐＮＦκＢ的表达均上调（ｑ＝２００５、
２２５４、１９７９、２１０６，均 Ｐ＜０００１）。与 ＨＧ组相
比，ＳＦＮ处理后抑制了高糖处理 ＨＫ２细胞和巨噬
细胞的 ＡＬＯＸ５和 ｐＮＦκＢ的表达（ｑ＝１３５１、
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１４７２、１４０１、１４６７，均Ｐ＜０００１）。见图１Ｂ、Ｃ。

图１　ＳＦＮ抑制ＡＬＯＸ５／ＮＦκＢ信号通路

Ａ：ＳＦＮ的靶基因与 ＤＮ相关基因的交集；Ｂ、Ｃ：ＨＫ２细胞和巨

噬细胞中ＡＬＯＸ５和 ＮＦκＢ蛋白表达的比较；与 ＮＧ组比较：Ｐ

＜０００１；与ＨＧ组比较：＃＃＃Ｐ＜０００１

提示ＳＦＮ处理能够抑制ＨＧ诱导的巨噬细胞和ＨＫ
２细胞中ＡＬＯＸ５和ＮＦκＢ通路相关因子的表达。
２．２　ＳＦＮ抑制高糖诱导的 ＨＫ２细胞损伤　ＣＣＫ
８检测和ＴＵＮＥＬ检测结果显示，与 ＮＧ组相比，ＨＧ
组ＨＫ２细胞活力百分数下降，ＴＵＮＥＬ阳性细胞占
比增多（ｑ＝１３４４、１６９６，均 Ｐ＜０００１）。与 ＨＧ组
相比，ＳＦＮ处理后 ＨＫ２细胞活力增强，细胞凋亡被
抑制（ｑ＝７５２３、９４３５，均 Ｐ＜００１）。见图 ２。提
示ＳＦＮ能够抑制高糖诱导的ＨＫ２细胞损伤。
２．３　ＳＦＮ抑制高糖诱导的巨噬细胞糖酵解　与
ＮＧ组相比，ＨＧ处理上调巨噬细胞上清液中葡萄糖
水平和乳酸的水平（ｑ＝３５２４、１４３７，均 Ｐ＜
０００１），而ＳＦＮ处理后 ＨＧ诱导的葡萄糖水平和乳
酸的水平（ｑ＝１０３１、８９７４，Ｐ＜０００１、Ｐ＝０００２）
被抑制。见图３Ａ、Ｂ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，
ＨＧ处理后ＨＫ２、ＰＫＭ２和ＧＬＵＴ１的表达均高于ＮＧ
组（ｑ＝１４１０、１１５９、１４３９，均 Ｐ＜０００１），而 ＳＦＮ
处理明显降低 ＨＧ诱导的 ＨＫ２、ＰＫＭ２和 ＧＬＵＴ１的
水平（ｑ＝９５７４、７４７２、９５９５，均 Ｐ＜００１）。见图
３Ｃ。
２．４　ＳＦＮ抑制高糖处理的巨噬细胞介导的肾小管
上皮细胞损伤　将 ＣＣＫ８和 ＴＵＮＥＬ检测结果显
示，与ＮＧ处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组相比，ＨＧ
处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组细胞活力降低，细胞
凋亡增加（ｑ＝１７１１、１７３２，均 Ｐ＜０００１）；ＳＦＮ处
理后，ＨＧ处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞活力增强，
且细胞凋亡减少（ｑ＝１３６４、１０４０，均 Ｐ＜０００１）。
见图４。提示ＳＦＮ能够抑制高糖处理的巨噬细胞介
导的肾小管上皮细胞损伤。

２．５　过表达 ＡＬＯＸ５减弱 ＳＦＮ对巨噬细胞糖酵解
引起的肾小管上皮细胞损伤的保护作用　检测结果
显示，与ＨＧ＋ＳＦＮ组相比，ＨＧ＋ＳＦＮ＋ＡＬＯＸ５组巨
噬细胞培养基上清液中葡萄糖水平和乳酸水平升高

（ｑ＝４９５０、５７３９，Ｐ＝００３３、００１５４），且细胞中糖
酵解相关蛋白ＨＫ２、ＰＫＭ２和 ＧＬＵＴ１表达均上调（ｑ
＝３８８８、６７６０、６３２７，Ｐ＝００４８、０００５、０００７）。
提示ＡＬＯＸ５可能促进巨噬细胞的糖酵解过程。此
外，相比于 ＨＧ＋ＡＬＯＸ５组，ＳＦＮ处理后，ＨＧ＋ＳＦＮ
＋ＡＬＯＸ５组巨噬细胞中的葡萄糖水平和乳酸水平
降低（ｑ＝１０９７、１０６６，均 Ｐ＜０００１），糖酵解相关
蛋白 ＨＫ２、ＰＫＭ２和 ＧＬＵＴ１表达降低（ｑ＝２０９１、
１６６９、２７１３，均Ｐ＜０００１）。见图５ＡＣ。提示ＳＦＮ
可能抑制ＡＬＯＸ５促进巨噬细胞的糖酵解这一过程。
与ＨＧ＋ＳＦＮ处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组相比，
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图２　ＳＦＮ抑制高糖诱导的肾小管细胞损伤

Ａ：各组ＨＫ２细胞活力；Ｂ：各组ＨＫ２细胞凋亡的比较；ａ：ＮＧ组；ｂ：ＨＧ组；ｃ：ＨＧ＋ＳＦＮ组；与 ＮＧ组比较：Ｐ＜０００１；与 ＨＧ组比较：
＃＃Ｐ＜００１

图３　ＳＦＮ抑制高糖诱导的巨噬细胞糖酵解

Ａ：各组巨噬细胞中葡萄糖水平；Ｂ：各组巨噬细胞乳酸的水平；Ｃ：各组细胞中糖酵解相关蛋白（ＨＫ２、ＰＫＭ２、ＧＬＵＴ１）表达的比较；ａ：ＮＧ组；

ｂ：ＨＧ组；ｃ：ＨＧ＋ＳＦＮ组；与ＮＧ组比较：Ｐ＜０００１；与ＨＧ组比较：＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１

图４　ＳＦＮ抑制巨噬细胞介导的肾小管上皮细胞损伤

Ａ：各组ＨＫ２细胞活力的比较；Ｂ：各组ＨＫ２细胞凋亡的比较；ａ：ＮＧ处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组；ｂ：ＨＧ处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞

组；ｃ：ＨＧ和ＳＦＮ处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组；与ＮＧ处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组比较：Ｐ＜０００１；与 ＨＧ处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２

细胞组比较：＃＃＃Ｐ＜０００１

转染ＡＬＯＸ５并且以 ＨＧ＋ＳＦＮ处理的巨噬细胞 ＋
ＨＫ２细胞组中的细胞活力降低，细胞凋亡增加（ｑ＝
１６３４、５９２，Ｐ＜０００１、Ｐ＝００１３）。与 ＨＧ＋
ＡＬＯＸ５转染处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组比较，
ＨＧ＋ＳＦＮ＋ＡＬＯＸ５转染处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细
胞组中细胞活力增加、凋亡降低（ｑ＝１００８、８６８，均
Ｐ＜０００１）。见图５Ｄ、Ｅ。说明通过促进 ＡＬＯＸ５表
达可能影响肾脏细胞的活力和凋亡水平，并且会影

响ＳＦＮ对肾脏细胞的保护作用。

２．６　ＳＦＮ减轻ＤＮ模型小鼠肾损伤并抑制肾脏巨
噬细胞糖酵解　本研究动物实验示意图见图 ６Ａ。
与ｃｏｎ组比较，ＤＮ组小鼠 ＦＢＧ、２４小时尿蛋白、
ＢＵＮ和Ｓｃｒ均上调（ｑ＝１８１７、２１６１、２０４５、１０８８，
均 Ｐ＜０００１），糖酵解相关蛋白 ＨＫ２、ＰＫＭ２和
ＧＬＵＴ１表达均升高（ｑ＝１７９２、１５５０、１５０９，均Ｐ＜
０００１）。使用 ＳＦＮ治疗后，ＦＢＧ、２４小时尿蛋白、
ＢＵＮ和 Ｓｃｒ水平均降低（ｑ＝９２６５、８５３８、９８３０、
７１８３，均Ｐ＜００１），糖酵解相关蛋白 ＨＫ２、ＰＫＭ２
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和ＧＬＵＴ１表达均降低（ｑ＝１１８８、１０４４、１００６，均
Ｐ＜００１）。见图６Ｂ－Ｅ、Ｇ。ＨＥ染色结果显示，ｃｏｎ
组肾小球体积和结构无明显改变，ＤＮ组肾小球基
底膜增厚、系膜增生，细胞空泡变性增多，肾小球体

积增大，而ＳＦＮ治疗后，这些病理改变和纤维化得
到改善。见图６Ｅ。提示 ＳＦＮ可能对 ＤＮ具有治疗
作用。

３　讨论

　　ＤＮ的发病机制复杂，且多种因素，如血流动力
学异常、代谢紊乱和晚期糖基化终产物的形成均被

认为与ＤＮ的发病有关［８］。巨噬细胞是 ＤＮ患者和
动物模型肾组织中浸润最丰富的免疫细胞类型之

一。高血糖、肾小球免疫复合物沉积和趋化因子的

产生能够促进巨噬细胞在肾脏中的积累和活化，进

而导致肾损伤和纤维化［９］。有文献［１０］报道，ＤＮ小
鼠肾脏巨噬细胞糖酵解增强，通过抑制巨噬细胞糖

酵解可以减轻肾脏炎症和纤维化。本研究表明ＳＦＮ
能够抑制ＡＬＯＸ５和ＮＦκＢ的表达及巨噬细胞糖酵
解介导的肾小管上皮细胞损伤，且 ＳＦＮ有利于改善
ＤＮ小鼠肾功能和组织损伤。

糖酵解是一种细胞代谢途径，最近的研究［１１］表

明，Ｍ１巨噬细胞被促炎因子激活时会快速通过糖酵
解获取能量并促进炎症反应。Ｚｅｎｇｅｔａｌ［１２］表明，
ＨＧ可以诱导骨髓源性巨噬细胞分化为 Ｍ１促炎表
型，且在ＨＧ条件下 Ｍ１巨噬细胞糖酵解增加。此
外，糖酵解激活会进一步上调巨噬细胞中促炎和纤

维化基因的表达［１３］。本研究结果表明，ＨＧ处理后
巨噬细胞培养基上清液中葡萄糖和乳酸的水平升

高，糖酵解相关蛋白（ＨＫ２、ＰＫＭ２、ＧＬＵＴ１）的表达
上调。同时，从 ＤＮ小鼠肾脏分离的巨噬细胞中糖
酵解相关蛋白的表达高于正常对照组小鼠。这些结

果表明，在高葡萄糖环境下或ＤＮ发展过程中，巨噬
细胞的糖酵解途径增加。这可能是由于糖酵解相关

蛋白表达的上调导致了葡萄糖的优先代谢及乳酸的

累积。而使用ＳＦＮ处理巨噬细胞后，糖酵解途径被
抑制，可能是通过调控糖酵解相关蛋白的表达来实

现。

关于ＤＮ的研究［１４］显示 ＡＬＯＸ５在高葡萄糖处
理的ＨＫ２细胞中表达上调，且 ＡＬＯＸ５可能参与了
ＤＮ患者中的铁死亡分子机制，可能通过特定的代
谢途径和免疫／炎症机制发挥作用。ＮＦκＢ是一种
核转录因子，有研究［１５］报道ＮＦκＢ在ＤＮ中表达上
调，抑制其活化能够减轻高糖处理对足细胞的促炎

图５　过表达ＡＬＯＸ５减弱ＳＦＮ对巨噬细胞糖酵解引起的肾小管上皮细胞损伤的保护作用

Ａ：各组巨噬细胞中葡萄糖水平的比较；Ｂ：各组巨噬细胞乳酸的水平的比较；Ｃ：各组细胞中糖酵解相关蛋白（ＨＫ２，ＰＫＭ２，ＧＬＵＴ１）表达的比

较；Ｄ：各组ＨＫ２细胞活力的比较；Ｅ：各组ＨＫ２细胞凋亡的比较；ａ：ＨＧ组；ｂ：ＨＧ＋ＳＦＮ组；ｃ：ＨＧ＋ＡＬＯＸ５组；ｄ：ＨＧ＋ＳＦＮ＋ＡＬＯＸ５组；ｅ：ＨＧ处

理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组；ｆ：ＨＧ＋ＳＦＮ处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组；ｇ：ＨＧ＋ＡＬＯＸ５转染处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组；ｈ：ＨＧ＋ＳＦＮ＋

ＡＬＯＸ５转染处理的巨噬细胞 ＋ＨＫ２细胞组；与 ＨＧ组比较：Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与 ＨＧ＋ＳＦＮ组比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；与 ＨＧ＋

ＡＬＯＸ５组比较：□□□Ｐ＜０００１；与ＨＧ处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组比较：△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜０００１；与ＨＧ＋ＳＦＮ处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细

胞组比较：＆Ｐ＜００５，＆＆＆Ｐ＜０００１；与ＨＧ＋ＡＬＯＸ５转染处理的巨噬细胞＋ＨＫ２细胞组比较：Ｐ＜０００１
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图６　ＳＦＮ对ＤＮ模型小鼠肾损伤和肾脏巨噬细胞糖酵解影响

Ａ：动物实验示意图；Ｂ－Ｅ：各组小鼠ＦＢＧ水平２４ｈ尿蛋白水平、ＢＵＮ和Ｓｃｒ水平的比较；Ｆ：各组小鼠ＨＥ染色肾组织病理学改变 ×４００；

Ｇ：各组小鼠肾脏巨噬细胞中糖酵解相关蛋白（ＨＫ２、ＰＫＭ２、ＧＬＵＴ１）表达的比较；ａ：ｃｏｎ组；ｂ：ＤＮ组；ｃ：ＤＮ＋ＳＦＮ组；与 ｃｏｎ组比较：Ｐ＜

０００１；与ＤＮ组比较：＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１

反应和促凋亡作用。本研究证明了 ＡＬＯＸ５是 ＳＦＮ
治疗ＤＮ的核心靶点。ＨＧ处理后的巨噬细胞和
ＨＫ２中 ＡＬＯＸ５和 ｐＮＦκＢ的蛋白表达上调，而
ＳＦＮ处理则能够抑制 ＡＬＯＸ５和 ｐＮＦκＢ的表达。
本研究显示过表达 ＡＬＯＸ５能够增强 ＨＧ条件下巨
噬细胞糖酵解以及巨噬细胞介导的 ＨＫ２细胞损
伤，减弱 ＳＦＮ对 ＨＫ２细胞的保护作用。这些发现
强调了ＡＬＯＸ５在糖尿病性肾病中的重要作用，并且
提示ＳＦＮ可能通过抑制ＡＬＯＸ５和ｐＮＦκＢ表达，调
节糖酵解和巨噬细胞介导的损伤来发挥其治疗 ＤＮ
的作用。

综上所述，ＳＦＮ通过抑制ＡＬＯＸ５／ＮＦκＢ通路激
活来抑制巨噬细胞糖酵解从而改善 ＤＮ的进展。
ＡＬＯＸ５可以作为治疗 ＤＮ的潜力靶点。本研究为
ＤＮ的治疗提供了新的方向和思路。然而本研究也
存在一定局限性，如本研究只关注了 ＡＬＯＸ５和 ＮＦ
κＢ通路，未完全探究其他可能的机制和靶点，可能有
其他未知的关键因素在ＤＮ的发展中起到了重要作
用。此外，本研究并未对 ＳＦＮ的药理学或毒理学进

行深入研究。未来有待进一步研究ＡＬＯＸ５和ＮＦκＢ
通路参与ＤＮ进展的机制以及ＳＦＮ的药理作用。
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