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ＰＫＭ２调控的巨噬细胞糖酵解在糖尿病肾病炎症中的作用
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　　［摘要］　目的　探究在糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）中 Ｍ２型丙酮酸激酶（ｐｙｒｕｖａｔｅ
ｋｉｎａｓｅＭ２，ＰＫＭ２）调控的糖酵解对Ｎｏｄ样受体蛋白３（ｎｏｄｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）和黑色素瘤
缺乏因子２（ａｂｓｅｎｔｉｎｍｅｌａｎｏｍａ２，ＡＩＭ２）介导的巨噬细胞炎症激活的影响。方法　①收取３０例ＤＮ患
者的血清和肾穿刺活检标本作为ＤＮ组，２０例健康人血清标本和２０例癌旁正常肾组织标本作为正常
（Ｎｏｒｍａｌ）组，通过免疫组化检测糖酵解标志物ＰＫＭ２、巨噬细胞标志物ＣＤ６８、炎症因子ＴＮＦα的表达变
化，ＥＬＩＳＡ检测血清ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＭＣＰ１水平，激光共聚焦显微镜观察肾组织 ＣＤ６８与 ＰＫＭ２共表达。
②选取小鼠骨髓来源巨噬细胞分组培养，通过简单随机化的方法分为甘露醇对照组、ｓｉＲＮＡ对照组、低
糖对照组、高糖刺激组、高糖刺激＋ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ组、高糖刺激＋糖酵解抑制剂组；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组
细胞ＰＫＭ２、ｐＥＩＦ２ＡＫ２、ＥＩＦ２ＡＫ２、ＮＬＲＰ３、ＡＩＭ２表达，ＥＬＩＳＡ及 ＲＴＰＣＲ检测各组细胞 ＭＣＰ１、ＩＬ１β、
ＴＮＦα分泌及ｍＲＮＡ表达，乳酸测定试剂盒及葡萄糖吸收试剂盒检测各组细胞乳酸含量和葡萄糖吸
收。结果　与Ｎｏｒｍａｌ组相比，ＤＮ患者的肾组织中ＰＫＭ２表达增加（Ｐ＜０．０１），巨噬细胞浸润增多及炎
症因子表达增多（Ｐ＜０．０１）。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，高糖可以上调巨噬细胞 ＰＫＭ２、ｐＥＩＦ２ＡＫ２、ＮＬＲＰ３、
ＡＩＭ２蛋白表达（Ｐ＜０．０１）及ＭＣＰ１、ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０１），增加细胞上清液中ＭＣＰ１、
ＩＬ１β、ＴＮＦα、乳酸及葡萄糖水平（Ｐ＜０．０１），而 ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ可以抑制高糖诱导的炎症。结论　高糖
可以刺激巨噬细胞的糖酵解水平增加，并促进炎症小体激活及炎症因子的释放，其机制与 ＰＫＭ２
ＥＩＦ２ＡＫ２信号通路激活有关。
　　［关键词］　糖尿病肾病；巨噬细胞；糖酵解；Ｍ２型丙酮酸激酶；炎性小体
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是引起终
末期肾病最主要的原因之一，其确切发病机制尚未阐

明。已有研究表明巨噬细胞活化介导的炎症在 ＤＮ进
展中起着极其重要的作用［１－２］。巨噬细胞在高糖环境

中的活化机制很多，然而 Ｍ２型丙酮酸激酶（ｐｙｒｕｖａｔｅ
ｋｉｎａｓｅＭ２，ＰＫＭ２）介导的糖酵解对巨噬细胞激活及其
机制研究目前尚未探明。丙酮酸激酶（ｐｙｒｕｖａｔｅ
ｋｉｎａｓｅ，ＰＫ）是糖酵解代谢通路中的最后一个限速酶，
ＰＫＭ２是ＰＫ４个亚型中的一种，在活化的免疫细胞中
高表达［３］。有研究发现 ＰＫＭ２可介导 Ｎｏｄ样受体蛋
白３（ｎｏｄｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）和黑色素瘤
缺乏因子２（ａｂｓｅｎｔｉｎｍｅｌａｎｏｍａ２，ＡＩＭ２）炎症小体引
发 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＨＭＧＢ１等炎症因子的释放，抑制
ＰＫＭ２的表达导致炎症小体激活受抑，巨噬细胞炎症
反应减轻，使败血症和感染性休克小鼠死亡率降

低［４］。由此我们推测 ＰＫＭ２及其所激发表达的糖酵
解相关蛋白对巨噬细胞产生炎症反应是必需的。真核

生物翻译起始因子 ２α激酶 ２（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２ａｌｐｈａｋｉｎａｓｅ２，ＥＩＦ２ＡＫ２）可以发生磷
酸化并与多个炎症小体组件相互反应，增强炎症小体

活性［５］。因此我们推断，在 ＤＮ的进展过程中，ＰＫＭ２
可以促进 ＥＩＦ２ＡＫ２的磷酸化，进而激活 ＮＬＲＰ３和
ＡＩＭ２介导的炎症小体，从而促进巨噬细胞激活，并释
放炎症因子。本研究收集经肾穿刺活检确诊为 ＤＮ患
者的肾组织标本，通过组织学检测发现肾脏中巨噬细

胞浸润激活及糖酵解酶 ＰＫＭ２表达增加；进一步分离
小鼠骨髓来源巨噬细胞检测 ＮＬＲＰ３和 ＡＩＭ２炎症小
体分泌的细胞因子，探寻ＰＫＭ２ＥＩＦ２ＡＫ２信号通路在
糖尿病肾病巨噬细胞炎症激活中的作用机制。

１　材料与方法

１．１　临床标本来源
　　纳入３０例ＤＮ患者作为ＤＮ组，并收集其血清及肾
脏组织标本，同时招募２０名健康志愿者收集其血清，
招募２０名肾癌患者收集其癌旁正常组织作为 Ｎｏｒｍａｌ
组，血清样本均由安徽医科大学第一附属医院检验科

提供，肾组织样本均安徽医科大学第一附属医院肾脏

病理中心提供。ＤＮ纳入标准：①糖尿病诊断，空腹血糖
≥１２６ｍｇ／ｄＬ（７．０ｍｍｏｌ／Ｌ）：空腹定义为至少８ｈ无热
量摄入，或口服糖耐量试验时餐后２ｈ血糖≥２００ｍｇ／ｄＬ
（１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ）；②经肾穿刺活检确诊为糖尿病肾病。
排除标准为：①１型糖尿病；②患有其他疾病或并发
症，如合并原发性肾病及其他继发性肾病、心衰、恶性

高血压、心肌梗死、脑血管意外、感染、肝功能障碍，丙

氨酸转氨酶水平超过正常上限２倍；③孕妇、哺乳期妇
女；④癌症；⑤其他原因导致数据不全。本研究经安徽
医科大学第一附属医院伦理委员会审查获批（８１４７０９６５，
２０１８年１１月）。
１．２　实验动物及试剂
　　雄性 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，６～８周龄，体质量
１８～２０ｇ，购自安徽医科大学实验动物中心，兔抗
ＣＤ６８、ＭＣＰ１、ＩＬ１β、ＴＮＦα、ｉＮＯＳ、ＥＩＦ２ＡＫ２、ＮＬＲＰ３、
ＡＩＭ２、ｐＥＩＦ２ＡＫ２多克隆抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司，
兔抗ＰＫＭ２、小鼠抗 βａｃｔｉｎ单克隆抗体、辣根过氧化
物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ、羊抗小鼠 ＩｇＧ抗体购自武汉
三鹰公司，小鼠肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白介素１β
（ＩＬ１β）、趋化因子１（ＭＣＰ１）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国
Ｒ＆Ｄ公司，ＤＭＥＭ低糖培养基、胎牛血清购自加拿大
Ｗｉｓｅｎｔ公司，ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ购自锐博生物公司，Ｄ葡
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萄糖、糖酵解抑制剂（２ＤＧ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，
ＢＣＡ蛋白测定试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶试剂盒购自江
苏碧云天公司，ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司，反转录试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，实时荧
光定量ＰＣＲ试剂盒购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，ＥＣＬ化学
发光试剂盒购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。乳酸测
定试剂盒购自南京建成生物有限公司，葡萄糖吸收试

剂盒购自美国ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司，ＰＣＲ引物由上海生工生
物工程合成：序列如下：ＴＮＦα上游：５′ＡＴＧＡＧＣＡ
ＣＡＧＡＡＡＧＣＡＴＧＡＴＣ３′，ＴＮＦα下游：５′ＴＡＣＡＧＧＣＴ
ＴＧＴＣＡＣＴＧＧＡＡＴＴ３′，ＩＬ１β上游：５′ＣＴＣＣＡＴＧＡＧ
ＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡＧＧ３′，ＩＬ１β下游：５′ＴＧＣＴＧＡＴＧＴＡＣ
ＣＡＧＴＴＧＧＧＧ３′，ＭＣＰ１上游：５′ＣＴＴＣＴＧＧＧＣＣＴＧＣＴ
ＧＴＴＣＡ３′，ＭＣＰ１下游：５′ＣＣＡＧＣＣＴＡＣＴＣＡＴＴＧＧＧＡ
ＴＣ３′，ＧＡＰＤＨ上游：５′ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧ３′，
ＧＡＰＤＨ下游：５′ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ３′。
１．３　病理学分析
　　选取３０例ＤＮ患者的肾组织及２０例肾癌患者癌
旁正常肾组织ＰＡＳ染色切片，在光学显微镜下随机拍
摄１０个视野，并使用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０进行半定量
分析，将肾小球系膜扩张和肾小管间质损伤的程度进

行指数评分；使用莱卡超薄切片机将患者肾组织树脂

块获得７０～９０ｎｍ的肾活检切片标本，在透射电镜（日
立ＨＴ７７００）下随机选取１０个视野测量基底膜直径并
计算均值，将所有患者及正常对照组基底膜直径均值

行统计学处理。

１．４　免疫组化检测
　　肾组织切片常规脱蜡至水，依次通过高压法抗原
修复，１０％山羊血清封闭后，滴加一抗ＰＫＭ２（１∶２００）、
ＣＤ６８（１∶１００）、ＴＮＦα（１∶１００）、ｉＮＯＳ（１∶１００），并在
３７℃ 温箱中孵育１ｈ，后滴加二抗辣根过氧化物酶标
记的山羊抗兔／小鼠ＩｇＧ（１∶５００），并在３７℃温箱中孵
育３０ｍｉｎ，最后使用ＤＡＢ显色液常温避光显色。所有
切片在高倍镜视野（×４００）下随机拍摄 １０个肾小球，
并使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件计算各组肾小球内阳
性细胞数及肾小管阳性面积百分比并计算均值，将所

有患者及正常对照组阳性细胞数及阳性面积百分比均

值进行统计学分析。

１．５　激光共聚焦观察
　　肾组织切片常规脱蜡至水，依次通过高压法抗原
修复，１０％山羊血清封闭后，滴加一抗 ＰＫＭ２（１∶１００）
和ＣＤ６８（１∶１００）的混合液，并在 ３７℃温箱中孵育
１ｈ，随后滴加二抗鼠抗 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４和兔抗 Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ４８８（１∶１００）并在３７℃温箱中孵育３０ｍｉｎ，最后
滴加ＤＡＰＩ染色液染核５ｍｉｎ，甘油封片后在激光共聚
焦显微镜下进行观察。

１．６　小鼠骨髓来源巨噬细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＢＭＤＭｓ）分离、培养及鉴定

　　小鼠经颈椎脱臼法处死后，置于 ７５％乙醇浸泡
５ｍｉｎ，剪刀分离股骨和胫骨，７０％乙醇浸泡 ５ｍｉｎ；移
入超净台分离干骺端，用含２％ＦＢＳ的预冷 ＰＢＳ反复
冲洗至骨髓腔变白，经过细胞筛，裂解液去除红细胞，

２２９０ｒ／ｍｉｎ离心后弃去上清，用含有１０％ＦＢＳ、１％双抗
和１５％Ｌ９２９细胞上清液的ＤＭＥＭ低糖培养基重悬，并
在５％ＣＯ２、３７℃的恒温箱中培养，第７天时收集贴壁细
胞，并使用贝克曼流式细胞仪进行细胞纯度分析。

１．７　细胞分组及细胞活力测定
　　低糖浓度选取 ５．５ｍｍｏｌ／Ｌ，高糖浓度选取
３０ｍｍｏｌ／Ｌ，根据实验目的应用简单随机化的方法将
ＢＭＤＭｓ分为甘露醇对照组（Ｄｍａｎｎｉｔｏｌ）、阴性 ｓｉＲＮＡ
对照组（ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ）、低糖对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）、高糖刺
激组（ＨＧ）、ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ＋高糖刺激组（ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ＋
ＨＧ）、糖酵解抑制剂＋高糖刺激组（２ＤＧ＋ＨＧ）。２ＤＧ
终浓度为２ｎｍｏｌ／Ｌ，高糖刺激于细胞预处理３ｈ后加
入，观察各检查指标的变化并在处理完毕后收集细胞。

将对数生长期的 ＢＭＤＭｓ放置于培养板中，孵育 ２４ｈ
使细胞状态同步化，加入ＣＣＫ８溶液孵育４ｈ，在酶标
仪上测定４５０ｎｍ波长处的光密度值［Ｄ（４５０）］，细胞
活力＝Ｄ（４５０）实验组／Ｄ（４５０）对照组×１００％。
１．８　ＥＬＩＳＡ检测
　　收集 ＤＮ患者血清３０例、健康体检人血清２０例
及各组细胞上清液，加适量样品于反应孔中，随后加入

新鲜稀释的酶标抗体０．１ｍＬ，３７℃孵育０．５～１．０ｈ，
洗涤后加底物液显色，在酶标仪上检测４５０ｎｍ波长处
光密度值 Ｄ（４５０），并绘制标准曲线，从曲线上得到
ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＭＣＰ１的浓度。
１．９　ＲＴＰＣＲ检测
　　ＴＲＩｚｏｌ法裂解细胞并提取总 ＲＮＡ，紫外分析仪检
测ＲＮＡ质量和浓度，要求Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）在１．８～２．０。
ｃＤＮＡ在反转录试剂盒中生成。选用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＰＣＲ试剂盒进行 ＰＣＲ，终体积为２０μＬ。每个样本设
３个复孔。反应条件为：预变性９５℃１０ｍｉｎ，进入循环，
９５℃ １５ｓ，６０℃ ３０ｓ，３５个循环。设置ＧＡＰＤＨ内参照
进行校正，用２－△△Ｃｔ方法计算目的基因的相对表达。
１．１０　乳酸生成和葡萄糖吸收检测
　　用乳酸测定试剂盒及葡萄糖吸收试剂盒分别检测
各分组中巨噬细胞乳酸生成以及葡萄糖吸收量。待各

组细胞培养２４ｈ后，收集各分组细胞培养基和细胞，
检测步骤参考说明书。

１．１１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　收集各组巨噬细胞，ＲＩＰＡ裂解提取蛋白并使用
ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取 ４０μｇ蛋白样品上样，经
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ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳分离后转移至硝酸纤
维素膜（ＮＣ）上。５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ。分别加
一抗ＰＫＭ２（１∶１０００）、ｐＥＩＦ２ＡＫ２（１∶１０００）、ＥＩＦ２ＡＫ２
（１∶１０００）、ＮＬＲＰ３（１∶１０００）、ＡＩＭ２（１∶１０００）、ＰＫＭ２
（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶３５０００），４℃孵育１２ｈ，洗膜后
放入ＨＲＰ标记的山羊抗兔或抗鼠二抗（１∶８０００）室温
孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后滴加ＥＣＬ显色剂在凝胶成像系
统进行化学发光、照相，用 ＩｍａｇｅＪ软件对条带进行定
量分析。

１．１２　流式细胞仪检测
　　按组别处理后，分别收集成熟的ＢＭＭｓ细胞，每组
细胞数达１×１０６个，２５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清
液，ＰＢＳ（５００μＬ／管）重悬细胞，加入 ＣＤ１６／ＣＤ３２抗
体，４℃孵育２０ｍｉｎ后，离心并弃去上清液，再次以ＰＢＳ
（５００μＬ／管）重悬细胞，加入 ＦＩＴＣ标记的 Ｆ４／８０、ＡＰＣ
标记的 ＣＤ１１ｂ，充分混匀，于室温下避光孵育 ３０ｍｉｎ。

ＰＢＳ洗涤２次，再加入５００ｍＬＰＢＳ重悬细胞，上机进
行巨噬细胞检测。

１．１３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件。正态分布数据资料采
用 珋ｘ±ｓ的形式，两组间比较应用独立样本 ｔ检验，多组
间比较应用单因素方差分析进行统计学处理，方差不

齐应用Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩或检验或ＫＷ检验，方差齐性应用
Ｌｅｖｅｎｅ法检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＤＮ患者肾小球系膜增殖、小管损伤及基底膜增
厚加重

　　ＰＡＳ染色结果显示：ＤＮ组肾小球直径、系膜扩张
指数和肾小管间质损伤指数评分显著高于正常组（Ｐ＜
０．０１）；透射电镜结果显示：ＤＮ组基底膜厚度（ＧＢＭ）
明显高于正常组（Ｐ＜０．０１），见图１。
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Ａ：ＥＬＩＳＡ检测两组人血清炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＭＣＰ１表达变化；Ｂ：免疫组化检测两组人肾组织中ＣＤ６８、ＰＫＭ２及ＴＮＦα
表达变化（ＳＰ）；Ｃ：肾组织ＴＮＦα阳性面积统计；Ｄ：肾小球ＣＤ６８阳性细胞数统计；Ｅ：肾小管间质ＣＤ６８阳性细胞数统计；Ｆ：肾
小球ＰＫＭ２阳性细胞数统计；Ｇ：肾小管ＰＫＭ２阳性面积统计　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｎｏｒｍａｌ组比较

图２　Ｎｏｒｍａｌ组（ｎ＝２０）与ＤＮ组（ｎ＝３０）人血清和肾脏炎症水平变化及ＰＫＭ２表达变化　（珋ｘ±ｓ）

２．２　ＤＮ患者血清及肾脏中炎症加重，ＰＫＭ２表达增加
　　ＥＬＩＳＡ结果显示：ＤＮ组血清ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＭＣＰ１
都较正常人升高（Ｐ＜０．０１）。并且 ＤＮ组肾脏内 ＣＤ６８
浸润增加，ＰＫＭ２及ＴＮＦα表达增加，与正常组相比，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），提示ＤＮ患者血清和肾脏内
炎症均加重，并且糖酵解酶ＰＫＭ２被激活，见图２。
２．３　ＤＮ患者肾脏巨噬细胞内ＰＫＭ２表达增加
　　通过ＣＤ６８与ＰＫＭ２共染进一步观察肾脏巨噬细
胞内ＰＫＭ２表达。激光共聚焦结果显示 ＤＮ组 ＣＤ６８
及ＰＫＭ２表达均高于Ｎｏｒｍａｌ组，并且共表达的阳性细
胞同样增加。提示 ＤＮ患者肾脏巨噬细胞浸润增加，
并且糖酵解通路被激活，见图３。

２．４　ＰＫＭ２干扰后，高糖刺激的 ＢＭＭｓ乳酸生成和葡
萄糖吸收减少

　　为进一步观察ＰＫＭ２在高糖诱导的巨噬细胞炎症
中的作用，应用 ＢＭＭｓ进行了体外实验。流式细胞仪
检测结果显示：ＢＭＭｓ纯度达到了９９．０７％，符合进一
步实验要求（图 ４Ａ）。ＣＣＫ８检测结果显示：ＨＧ和
ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ对 ＢＭＭｓ活性均无影响（图 ４Ｂ）。乳酸
生成和葡萄糖吸收实验显示：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＨＧ组
乳酸生成和葡萄糖吸收增加，而 ＨＧ＋ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ组
较ＨＧ组乳酸生成和葡萄糖吸收减少（图４Ｃ、Ｄ）。提
示ＰＫＭ２干扰后可以减少高糖环境下ＢＭＭｓ的葡萄糖
吸收及乳酸释放。

８９３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．５　ＰＫＭ２干扰减轻了高糖诱导的ＢＭＭｓ炎症反应，并
减少ＥＩＦ２ＡＫ２／ＮＬＲＰ３／ＡＩＭ２信号通路蛋白表达

　　ＥＬＩＳＡ结果显示：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＨＧ组细胞上
清中炎症因子 ＴＮＦα、ＭＣＰ１和 ＩＬ１β水平明显增加
（Ｐ＜０．０１）；而与ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ组炎症
因子水平明显减少（Ｐ＜０．０１，图５Ａ）。ＲＴＰＣＲ再次观
察细胞内炎症因子 ｍＲＮＡ水平的变化，结果同样显
示：与ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ组 ＴＮＦα、ＭＣＰ１
和ＩＬ１βｍＲＮＡ表达明显减少（Ｐ＜０．０１，图 ５Ｂ）。进
一步检测 ＥＩＦ２ＡＫ２／ＮＬＲＰ３／ＡＩＭ２信号通路相关蛋白
表达，结果显示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＨＧ组 ＰＫＭ２，
ｐＥＩＦ２ＡＫ２，ＥＩＦ２ＡＫ２，ＮＬＲＰ３和 ＡＩＭ２蛋白表达增加
（Ｐ＜０．０１）；而与ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ组信号
通路相关蛋白明显减少（Ｐ＜０．０１，图６）。提示 ＰＫＭ２
通过ＥＩＦ２ＡＫ２／ＮＬＲＰ３／ＡＩＭ２通路参与了高糖诱导的
巨噬细胞炎症。

３　讨论

３．１　Ｍ１型巨噬细胞与糖尿病肾病
　　ＤＮ是糖尿病患者最常见的一种微血管并发症。
越来越多研究者认为 ＤＮ的发生、发展除遗传与血流
动力学紊乱因素外，以巨噬细胞浸润介导的肾内炎症

为主要影响因素，但巨噬细胞的具体参与机制尚未完

全明确［２，６］。巨噬细胞具有表型可塑性较强的特点，

浸润在糖尿病肾组织中的巨噬细胞受到高血糖、晚期

糖基化终末产物、血流动力学改变、代谢失调或炎症细

胞分泌的多种生长因子和促炎因子等刺激作用，可使

Ｍ１型巨噬细胞增殖极化［１，７］。Ｍ１型巨噬细胞增殖活
化所产生的大量炎症因子和糖酵解酶的上调均可介导

炎症反应［８－９］。本研究结果表明：ＤＮ肾组织内巨噬细
胞浸润明显增加，并且肾脏中炎症介质的表达明显增

加，这表明巨噬细胞可以参与ＤＮ的发展，在高糖环境
下通过释放大量炎症介质参与肾脏的炎症反应。
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图３　激光共聚焦检测Ｎｏｒｍａｌ组与ＤＮ组人肾组织中ＣＤ６８与ＰＫＭ２共表达变化

９９３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２４）
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１：Ｄｍａｎｎｉｔａｌ组；２：ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组；３：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；４：ＨＧ组；５：ＨＧ＋ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ组；６：ＨＧ＋２ＤＧ组
Ａ：流式细胞仪检测ＢＭＭｓ纯度；Ｂ：ＣＣＫ８检测高糖及ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ对ＢＭＭｓ活性的影响；Ｃ：乳酸生成试剂盒检测各组细胞乳
酸水平变化；Ｄ：葡萄糖吸收试剂盒检测各组细胞葡萄糖吸收水平变化　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＨＧ组比较

图４　ＢＭＭｓ纯度及各组细胞乳酸生成和葡萄糖吸收测定　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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１：Ｄｍａｎｎｉｔａｌ组；２：ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组；３：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；４：ＨＧ组；５：ＨＧ＋ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ组；６：ＨＧ＋２ＤＧ组
Ａ：ＥＬＩＳＡ检测各组细胞上清中炎症因子ＴＮＦα，ＩＬ１β和ＭＣＰ１水平变化；Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测各组细胞中炎症因子 ＴＮＦα，ＩＬ１β
和ＭＣＰ１ｍＲＮＡ水平变化；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ＰＫＭ２、ｐＥＩＦ２ＡＫ２、ＥＩＦ２ＡＫ２、ＮＬＲＰ３及 ＡＩＭ２蛋白表达变化　
ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＨＧ组比较

图５　各组细胞炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＭＣＰ１表达变化及ＥＩＦ２ＡＫ２／ＮＬＲＰ３／ＡＩＭ２信号通路蛋白表达变化　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

００４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：Ｄｍａｎｎｉｔａｌ组；２：ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组；３：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；４：ＨＧ组；５：ＨＧ＋ＰＫＭ２ｓｉＲＮＡ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｂ～Ｅ：ＰＫＭ２、ｐＥＩＦ２ＡＫ２、ＮＩＲＰ３、ＡＩＭ２蛋白表达半定量结果　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＨＧ组比较

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中ＰＫＭ２、ｐＥＩＦ２ＡＫ２、ＥＩＦ２ＡＫ２、ＮＬＲＰ３及ＡＩＭ２蛋白表达变化　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

３．２　Ｍ１型巨噬细胞与糖酵解
　　糖酵解是葡萄糖代谢过程中的关键环节。当细胞
受到刺激时，耗能速度加快，选择高速供能的糖酵解途

径成为癌细胞代谢过程中最常见的现象。有氧条件

下，葡萄糖的消耗加快，氧化磷酸化急剧降低，糖酵解

途径中乳酸产生大量增加，进而在短时间内合成大量

能量和代谢所需产物，经典活化的巨噬细胞代谢过程

符合此种效应［８］。糖酵解对于炎症的调控近年来引

起了广泛关注，并且ＮＬＲＰ３炎症小体可以被代谢依赖
性的途径激活［１０］。ＰＫＭ２作为糖酵解过程中的限速
酶之一，以二聚体的形式进入细胞核与缺氧诱导因子

１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）和ＩＬ１β启动
子结合，引起巨噬细胞发生Ｍ１型活化，激活相关糖代
谢基因转录，引起过度糖酵解［３，４］。与此同时，细胞中

的氧化磷酸化被显著抑制［１１］。研究证实 ＰＫＭ２可以
通过ＨＭＧＢ１乙酰化、ＩＬ１β转录或炎性小体激活等方
式，介导巨噬细胞活化和炎症因子的释放［４，８］。另外，

ＰＫＭ２可以与线粒体来源的ＲＯＳ相互作用，抑制ＨＩＦ１α
降解，激活 ＮＦκＢ信号通路，并调控巨噬细胞 ＮＬＲＰ３
和ＡＩＭ炎症小体的激活［１２］。炎症小体是一种感知病

原体和内源性危险信号的多分子复合物，通过ｃａｓｐａｓｅ１
激活促进促炎因子的分泌［１３－１４］。有文献表明，炎症小

体在生理状态下对于机体代谢稳态的维持具有重要的

意义。但在慢性疾病如肥胖或高血脂中，炎症小体会

发生异常激活，从而促进疾病的进展。年龄相关的炎

症也可以改变ＮＬＲＰ３的激活，使ＮＬＲＰ３诱发内源性代
谢改变，从而触发ＩＬ１的释放，并且ＰＫＭ２是ＮＬＲＰ３和
ＡＩＭ２炎症小体激活的关键环节［１５］。

　　本研究通过进一步细胞实验发现：高糖可以刺激
巨噬细胞中ＰＫＭ２表达增加，并且炎症小体的表达和
促炎因子释放增加；而ＰＫＭ２干扰后，炎症因子分泌明
显减少。这一实验结果与ＹＡＮＧ等［１６］一致，他们证明

紫草素通过抑制 ＰＫＭ２，可以避免小鼠因感染休克而
死亡。本研究同样观察到ＤＮ患者肾组织巨噬细胞中
ＰＫＭ２表达增加，因此我们推测高糖可以通过 ＰＫＭ２
增强巨噬细胞糖酵解途径，进而诱导巨噬细胞的激活

和炎症介质的释放。

３．３　ＰＫＭ２ＥＩＦ２ＡＫ２信号通路与糖酵解
　　乳酸是糖酵解的最终产物，增多的主要因素是活
化的巨噬细胞内 ＰＫＭ２的高表达［１３］。２型糖尿病患
者和败血症、感染性休克患者均检测血清乳酸水平增

高［４］。乳酸不仅是代谢过程的重要产物，也是炎症过

程的重要参与者［１７］。本研究表明：高糖刺激巨噬细胞

乳酸生成增加，糖吸收能力增强，过度堆积的乳酸通过

１０４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２４）



炎性小体激活巨噬细胞并促进炎症介质释放［１３，１７］。

ＥＩＦ２ＡＫ２是一种病原识别受体，是由染色体２ｐ２２ｐ２１
上的ＥＩＦ２ＡＫ２基因编码的胞内蛋白，具有两个 ＲＮＡ
结合域和一个激酶结构域，其磷酸化是巨噬细胞炎性

小体激活的重要途径［１８］。ＥＩＦ２ＡＫ２的磷酸化可以激
活ＮＬＲＰ３和 ＡＩＭ炎症小体，并诱导其下游炎症因子
ＩＬ１β的分泌［５］。本研究发现高糖可以刺激巨噬细胞

内ＰＫＭ２、ｐＥＩＦ２ＡＫ２、ＮＬＲＰ３、ＡＩＭ２表达上调，同时
炎症因子ＭＣＰ１、ＩＬ１β、ＴＮＦα分泌及 ｍＲＮＡ表达增
加，而ＰＫＭ２干扰能减轻高糖诱导的炎症反应。这说
明糖酵解限速酶ＰＫＭ２或乳酸等糖酵解代谢物可能通
过促进巨噬细胞中 ＥＩＦ２ＡＫ２的磷酸化和炎症小体
ＮＬＲＰ３的激活进而调控炎症反应。
　　综上所述，本研究证实高糖可以刺激巨噬细胞内
ＰＫＭ２的表达，有助于巨噬细胞的激活和炎症因子的
释放，其机制很可能与促进ＥＩＦ２ＡＫ２磷酸化进而活化
炎性小体有关，提示ＰＫＭ２ＥＩＦ２ＡＫ２信号通路可能成
为巨噬细胞参与 ＤＮ肾脏损伤研究中的重要机制之
一。本研究结果有助于揭示高糖导致肾脏炎症及纤维

化的新机制，以期为ＤＮ的干预提供新的思路和方案。
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