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氨磷汀通过上调ＰＫＭ２表达增强肾近端小管上皮细胞抵抗顺铂毒性
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　　［摘要］　目的　探究氨磷汀缓解顺铂肾毒性的分子机制。方法　在肾近端小管上皮细胞系 ＨＫ２
及原代细胞中，采用ＣＣＫ８细胞活性实验检测氨磷汀对顺铂细胞毒性的抑制作用。通过在线数据库
ｔａｂｕｌａｍｕｒｉｓ分析肾脏组织各细胞亚群 ＰＫＭ２的表达。通过流式细胞术检测细胞凋亡比例。通过荧光
定量ＰＣＲ和蛋白免疫印迹实验检测细胞中ＰＫＭ２基因表达。通过小 ＲＮＡ干扰技术敲低细胞中 ＰＫＭ２
基因表达。结果　氨磷汀显著增强ＨＫ２细胞和原代肾近端小管上皮细胞抵抗顺铂的毒性。在顺铂处
理的细胞中，随着氨磷汀浓度的增加，细胞的活力从０．３７增加到０．４５至０．７７（Ｐ＜０．００１）。另外，随着
氨磷汀浓度的增加，ＨＫ２细胞中 ＰＫＭ２基因表达依次增加，在 １μｍｏｌ／Ｌ浓度时增加到 ８．７６倍（Ｐ＜
０．００１）。在ＨＫ２细胞中干扰ＰＫＭ２基因表达，氨磷汀对顺铂的细胞毒性的保护作用显著受到抑制。
顺铂诱导的细胞凋亡比例、标志蛋白 ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ和 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达被氨磷汀显著抑制。单
细胞数据分析的结果表明，相对于肾脏组织其他细胞亚群，ＰＫＭ２在肾近端小管上皮细胞中表达最低。
结论　氨磷汀通过上调肾近端小管上皮细胞ＰＫＭ２的表达抑制顺铂诱导的细胞凋亡，从而缓解顺铂的
细胞毒性。

　　［关键词］　 氨磷汀；肾近端小管上皮细胞；ＰＫＭ２；顺铂；毒性
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　　顺铂（ｃｉｓＤｉｃｈｌｏｒｏｂｉｓ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ）ｐｌａｔｉｎｕｍ，
ＤＤＰ）的抗肿瘤治疗过程中，顺铂进入机体后大部分与
血浆蛋白结合，最后经过肾脏排泄［１］。由于顺铂在肾

脏中聚集程度很高，因此对肾脏产生很大的毒性。顺

铂对肾脏组织细胞中肾近端小管细胞损伤最大，肾小

管的损伤最终导致肾脏结构和功能紊乱，严重时会导

致肾衰竭甚至患者死亡［２］。顺铂在肾脏中主要引起

肾近端小管细胞发生凋亡和坏死，主要表现为细胞基

因组ＤＮＡ损伤、细胞器功能障碍等［３］。顺铂给患者带

来了极大的痛苦，目前针对顺铂的肾毒性尚没有很好

的缓解办法。氨磷汀是临床上常用来缓解顺铂肾毒性

的药物，然而氨磷汀缓解顺铂对肾近端小管细胞损伤

作用机制尚不明确［４］。因此阐明氨磷汀缓解顺铂肾

毒性的分子机制有着十分重要的意义。

　　本研究主要探讨氨磷汀增强肾近端小管细胞抵抗
顺铂毒性的分子机制，初步研究发现 ＰＫＭ２在其中起
了重要作用。ＰＫＭ２是丙酮酸激酶家族成员之一，是
细胞糖酵解过程中的关键酶，催化磷酸烯醇式丙酮酸

生成丙酮酸［５］。ＰＫＭ２主要分布在大脑和肝脏等组织
中，其主要通过形成四聚体和二聚体来发挥生物学功

能［６］。除了在糖酵解过程中发挥作用外，ＰＫＭ２也能
够从胞浆转移到细胞核，并以二聚体的形式协同多种

转录因子共同调节基因的表达，从而激活多条信号通

路，发挥细胞生物学功能［７－８］。除此之外，ＰＫＭ２能够
磷酸化激活转录因子，进而影响其转录活性［９］。例如

ＰＫＭ２可以磷酸化 ＳＴＡＴ３的第 ７０５位的酪氨酸，进一
步促进丝裂原活化蛋白激酶激酶５（ＭＡＰＫＫ５／ＭＥＫ５）
的转录，从而促进肿瘤细胞的生长［１０］。另外一项研究

表明，ＰＫＭ２通过磷酸化ＡＴＦ３增强肠癌患者对吉西他
滨耐药［１１］。ＰＫＭ２可使 ＡＫＴ１Ｓ１发生磷酸化，促进其
与１４３３蛋白的结合，激活 ｍＴＯＲＣＩ信号通路，促进
肿瘤生长和抵抗凋亡［１２］。本研究旨在探讨氨磷汀诱

导的ＰＫＭ２对肾近端小管细胞抵抗顺铂诱导的凋亡作

用，以期为临床缓解顺铂的肾毒性提供新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试剂
　　氨磷汀（化学名 ２（３氨基丙胺基）乙硫醇磷酸
酯）和顺铂（化学名顺式二氯二氨合铂）购自美国
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，ＤＭＳＯ购自德国Ｍｅｒｃｋ公司；胰
蛋白酶消化液购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；
ＰＫＭ２抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司；Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、
ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ、Ａｃｔｉｎ抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＴＲＩｚｏｌＴＭ试剂购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司，ＲＴＰＣＲ 试 剂 盒 购 自 美 国

ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；ＰＫＭ２的 ｓｉＲＮＡ和对照 ｓｉＲＮＡ
购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．２　细胞培养
　　人原代肾近端小管上皮细胞（品牌 ＬＯＮＺＡ，购自
北京泽平科技有限公司）和ＨＫ２细胞系（购自上海中
科院细胞库）置于含１０％胎牛血清（Ｇｂｉｃｏ公司，美国）
的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中，培养条件为：３７℃、５％ＣＯ２、
饱和湿度的细胞培养箱中，所有细胞经检测无支原体

污染。

１．３　细胞活力检测
　　对数生长期细胞用胰蛋白酶消化，通过计数板计
数，按照每孔２００μＬ细胞悬液含１００００个细胞的密
度接种于９６孔板中，细胞在培养箱中培养至少８ｈ，待
细胞完全贴壁后，每孔加指定浓度的顺铂（溶解于蒸

馏水中，存储浓度１ｍｇ／ｍＬ）和氨磷汀（溶解于蒸馏水
中，存储浓度 １００ｍｇ／ｍＬ），然后细胞继续培养 ４８ｈ。
按照ＣＣＫ８检测试剂盒说明书步骤完成细胞增殖检
测。实验流程如下：在培养的第 ４４小时加入 ＣＣＫ８
溶液２０μＬ，放入培养箱中继续培养 ４ｈ，然后在酶联
检测仪上检测 ４５０ｎｍ 波长下每孔的光密度值
Ｄ（４５０），按下列公式求出细胞活力。细胞活力（ｃｅｌｌ

４３４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｖｉａｂｉｌｉｔｙ）＝［实验组 Ｄ（４５０）－空白对照组 Ｄ（４５０）］／
［对照组Ｄ（４５０）－空白对照组Ｄ（４５０）］［１３］。
１．４　荧光定量ＰＣＲ
　　对数生长期细胞用胰蛋白酶消化，通过计数板计
数，按照每孔２ｍＬ细胞悬液含５０万个细胞的密度接
种于６孔板中，细胞在培养箱中培养至少８ｈ，待细胞
完全贴壁后，每孔加指定浓度的顺铂和氨磷汀，继续培

养４８ｈ。清除培养液后，用 ＰＢＳ清洗细胞 ３次，用
ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ。定量ＲＮＡ浓度，按照制造商
的说明及逆转录试剂盒操作步骤将获取的总 ＲＮＡ反
转录成 ｃＤＮＡ。通过荧光定量 ＰＣＲ检测 ＰＫＭ２的
ｍＲＮＡ表达，Ａｃｔｎ基因作为内参基因。按照 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒试验步骤在 ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔＴＭ实时系
统上检测基因的表达，并根据 ２－△△Ｃｔ算法计算倍数
变化。

表１　基因引物序列

基因 序列（５′→３′）

ＰＫＭ２
正义链５′ＡＴＧＴＣＧＡＡＧＣＣＣＣＡＴＡＧＴＧＡＡ３′
反义链５′ＴＧＧＧＴＧＧＴＧＡＡＴＣＡＡＴＧＴＣＣＡ３′

Ａｃｔｉｎ
正义链５′ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ３′
反义链５′ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ３′

１．５　小ＲＮＡ干扰和质粒转染
　　对数生长期细胞用胰蛋白酶消化，通过计数板计
数，按照每孔２ｍＬ细胞悬液含５０万个细胞的密度接
种于６孔板中，细胞在培养箱中培养至少８ｈ，待细胞
完全贴壁后。用无血清的培养液置换培养液，孵育２ｈ。
Ｌｉｐｏ３０００混合ＰＫＭ２的小ＲＮＡ干扰和对照小ＲＮＡ干
扰（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ），在室温静置０．５ｈ，加
入每个孔，使ｓｉＲＮＡ的终浓度是５０ｎｍｏｌ／Ｌ，继续培养
８ｈ。去除含 Ｌｉｐｏ３０００和 ｓｉＲＮＡ的培养液，加入新鲜
的含血清的培养液继续培养４８ｈ，完成细胞活力实验
和蛋白免疫印迹实验。质粒转染步骤同上，６孔板每
个孔转染 ２μｇ的 ｐｃＤＮＡ３．０ＯＥ（ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）
ＰＫＭ２质粒和ｐｃＤＮＡ３．０对照质粒。
１．６　流式细胞术检测细胞凋亡
　　对数生长期的 ＨＫ２细胞，经过顺铂和氨磷汀处
理４８ｈ后，用无 ＥＤＴＡ的胰蛋白酶消化和收集细胞。
将１×１０５个细胞重悬于２００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ中，加
入４μＬ０．５ｍｇ／ｍＬＰＩ和２μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ溶液，
避光室温孵育１５ｍｉｎ，用流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ）进行荧
光检测。（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ都用激发波长４８８ｎｍ，
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ发射光为５２０ｎｍ，发射光为 ６１７ｎｍ）。
１．７　分析ＰＫＭ２基因在肾脏各组织细胞中的表达
　　通过在线软件ｔａｂｕｌａｍｕｒｉｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｔａｂｕｌａｍｕｒｉｓ．

ｄｓ．ｃｚｂｉｏｈｕｂ．ｏｒｇ／），分析数据库中肾脏组织各细胞亚
群ＰＫＭ２的表达。参数选择 Ｍｅｔｈｏｄ：ｄｒｏｐｌｅｔ，Ｔｉｓｓｕｅ：
ｋｉｄｎｅｙ，Ｇｅｎｅ：ＰＫＭ２。
１．８　蛋白免疫印迹实验
　 　 收 集 单 层 贴 壁 细 胞，利 用 ＲＩＰＡ（ｒａｄｉｏ
ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ）裂解液（含有蛋白酶抑制
剂）提取总蛋白，９８℃变性蛋白 １０ｍｉｎ，完成 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，每个电泳孔上样量为４０～６０μｇ蛋白质。
电泳完成后，ＰＡＧＥ胶上的蛋白通过电转至 ＰＶＤＦ膜
上。用５％牛血清白蛋白在室温封闭 ＰＶＤＦ膜１ｈ，然
后ＴＢＳＴ清洗３次，在４℃条件下孵育相应的抗体（抗
体稀释比例均为１∶１０００），１０ｈ后用ＴＢＳＴ清洗３次。
最后在室温孵育二抗１ｈ（抗体稀释比例为１∶５０００），
用ＴＢＳＴ清洗３次，显色。
１．９　统计学分析
　　实验数据均采用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分
析，所有实验独立重复３次，计量资料采用 珋ｘ±ｓ表示，
数据的比较分析采取 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｔ检验分析，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　氨磷汀增强肾近端小管上皮细胞抵抗顺铂毒性
　　 为检测氨磷汀是否能够增强肾近端小管上皮细
胞抵抗顺铂毒性，首先检测了不同浓度的ＤＤＰ对ＨＫ２
细胞和原代肾近端小管上皮细胞的毒性。结果如图

１Ａ、Ｂ所示，随着顺铂浓度的增加，两种细胞的细胞活
力依次下降，且顺铂浓度 １００μｍｏｌ／Ｌ以上对这两种
细胞都有显著的细胞毒性。分别在 ＨＫ２细胞和原代
肾近端小管上皮细胞加入氨磷汀和顺铂后４８ｈ，结果
如图 １Ｃ、Ｄ所示，１００μｍｏｌ／Ｌ的顺铂能够显著抑制
ＨＫ２细胞和原代肾近端小管上皮细胞的活力，在同时
存在顺铂和氨磷汀的情况下，细胞活力明显升高，表明

氨磷汀能够阻止顺铂对ＨＫ２细胞和原代肾近端小管
上皮细胞的毒性。同时结果也表明两种细胞抵抗顺铂

毒性的能力，随着氨磷汀药物浓度的增加而增强。

２．２　ＰＫＭ２在肾近端小管上皮细胞中低表达
　　通过 Ｔａｂｕｌａ在线数据库分析 ＰＫＭ２基因在肾脏
组织各细胞亚群中的表达水平，结构如图 ２所示，
ＰＫＭ２基因在肾近端小管上皮细胞中表达水平最低。
而在肾集合管上皮细胞中表达相对最高。通过分析

ＰＫＭ２基因在肾脏组织各细胞亚群中的相对表达值，
如图３所示，ＰＫＭ２在肾集合管上皮细胞和肾Ｈｅｎｌｅ袢
细段小管上皮细胞中表达值最高，而在肾近端小管上

皮细胞中表达值最低。

５３４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）
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ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．００１
Ａ、Ｂ：ＣＣＫ８法检测顺铂处理的ＨＫ２（Ａ）和原代肾近端小管上皮细胞（Ｂ）的细胞活力；Ｃ、Ｄ：ＣＣＫ８法检测氨磷
汀和顺铂联合处理的ＨＫ２（Ｃ）和原代肾近端小管上皮细胞（Ｄ）的细胞活力

图１　氨磷汀和顺铂处理ＨＫ２和原代肾近端小管上皮细胞的细胞活力
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Ａ：ＰＫＭ２基因在各亚群细胞中的表达；Ｂ：肾脏组织各亚群细胞的分类

图２　单细胞测序结果分析ＰＫＭ２基因在肾脏组织各细胞亚群中的表达水平

６３４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



! " # $ % & ' (

$

#

"

!

)

!
"
#
"

基
因
表
达
值

! " # $ % & ' (

$

#

"

!

)

!
"
$
"

基
因
表
达
值

* +

细胞亚群 细胞亚群

１：肾集合管上皮细胞；２：肾Ｈｅｎｌｅ袢细段小管上皮细胞；３：肾系膜细胞；４：肾毛细管内皮细胞；５：足细胞；６：白细
胞；７：巨噬细胞；８：肾近端小管上皮细胞

Ａ：ＰＫＭ２基因在各亚群细胞中的表达小提琴统计图；Ｂ：ＰＫＭ２基因在各亚群细胞中的表达箱形统计图

图３　ＰＫＭ２基因在肾脏组织各细胞亚群中的相对表达值

２．３　氨磷汀诱导ＨＫ２细胞ＰＫＭ２基因表达
　　在氨磷汀处理的ＨＫ２细胞中，随着氨磷汀药物浓
度的增加，ＰＫＭ２基因的ｍＲＮＡ水平也显著增加（图４Ａ）。
在蛋白表达水平，随着氨磷汀药物浓度的增加，ＰＫＭ２

基因蛋白表达显著增加（图４Ｂ）。检测顺铂和氨磷汀单
独处理和联合处理对ＰＫＭ２蛋白表达的影响，如图４Ｃ
所示，顺铂处理不能明显改变ＰＫＭ２的表达，而顺铂联
合氨磷汀处理后，ＰＫＭ２蛋白的表达显著上升。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ法检测ＨＫ２细胞ＰＫＭ２基因表达；Ｂ、Ｃ：免疫印迹法检测氨磷汀和顺铂单独或联合处理的ＨＫ２细胞
的ＰＫＭ２蛋白表达

图４　氨磷汀和顺铂处理对ＨＫ２细胞中ＰＫＭ２基因表达的影响
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２．４　干扰 ＰＫＭ２基因表达降低氨磷汀对 ＨＫ２细胞
顺铂毒性的保护作用

　　为进一步证明ＰＫＭ２的表达促进了氨磷汀对ＨＫ
２细胞顺铂毒性的保护作用，利用 ｓｉＲＮＡ技术敲低
ＨＫ２细胞中ＰＫＭ２基因的表达，检测细胞活力。如图
５Ａ所示，在ＨＫ２细胞中转染ＰＫＭ２基因的ｓｉＲＮＡ，发
现ＰＫＭ２基因的蛋白表达显著降低。在转染了 ＰＫＭ２
基因ｓｉＲＮＡ的ＨＫ２细胞中，用顺铂和氨磷汀处理４８ｈ，
结果如图５Ｂ所示，在对照组中氨磷汀能够显著增强
细胞抵抗顺铂的毒性，而在干扰ＰＫＭ２表达后，氨磷汀
阻止顺铂对ＨＫ２细胞的毒性作用显著降低。以上结
果表明，氨磷汀增强肾近端小管上皮细胞抵抗顺铂毒

性与 ＰＫＭ２基因的表达显著相关。另外在 ＨＫ２细胞
中通过转染 ＰＫＭ２过表达质粒过表达 ＰＫＭ２，用顺铂
处理细胞４８ｈ，结果表明，过表达ＰＫＭ２能够显著缓解
顺铂对ＨＫ２细胞活力的抑制（图５Ｃ、Ｄ）。
２．５　氨磷汀阻止顺铂诱导的ＨＫ２细胞凋亡
　　细胞活力的降低主要由于细胞凋亡的发生，为此，
在进一步的实验中验证氨磷汀增强肾近端小管上皮细

胞抵抗顺铂毒性与细胞凋亡的相关性。在 ＨＫ２细胞
中，用氨磷汀和顺铂处理 ４８ｈ，如图 ６Ａ所示，
１００μｍｏｌ／Ｌ的顺铂诱导细胞的凋亡率是３２．６％，而在

氨磷汀和顺铂联合处理组，细胞的凋亡率降低到

１６．６％。图６Ｂ、Ｃ的结果也表明氨磷汀能够显著降低顺
铂诱导的 ＨＫ２细胞凋亡比例。细胞凋亡标志蛋白
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（剪切型ｃａｓｐａｓｅ３）和ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ（剪
切型ＰＡＲＰ）蛋白检测。结果如图７所示，顺铂能够显
著诱导这两个标志蛋白表达的增加，而在同时存在氨磷

汀情况下，顺铂诱导的 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃｌｅａｖｅｄ
ＰＡＲＰ蛋白表达被显著抑制。由此表明氨磷汀能够阻
止顺铂诱导的ＨＫ２细胞凋亡。

３　讨论

　　顺铂是临床上最常见的抗肿瘤化疗药，在各种实
体瘤中治疗效果十分显著，如前列腺癌、卵巢癌、小细

胞肺癌、头颈部癌、睾丸癌和子宫颈癌［１４－１５］。然而顺

铂有显著的肾毒性以及对其他组织的毒性，其临床应

用受到一定的限制［１６］。在所有接受顺铂治疗的肿瘤

患者中，有２５％～４０％的患者发生急性肾损伤。顺铂
诱导的肾脏损伤主要发生在近端肾小管。低浓度顺铂

诱导近端肾小管上皮细胞凋亡，而高浓度顺铂诱导近

端肾小管上皮细胞坏死［１７］。因此阐明顺铂诱导近端

肾小管上皮细胞死亡的机制对于开发药物用于临床上

治疗急性肾损伤有着十分重要的意义。
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Ａ、Ｃ：免疫印迹法检测ＰＫＭ２过表达和敲低ＨＫ２细胞的ＰＫＭ２基因表达；Ｂ、Ｄ：ＣＣＫ８法检测氨磷汀和顺铂处理
的ＰＫＭ２过表达、敲低和对照ＨＫ２细胞的细胞活力水平

图５　氨磷汀和顺铂处理ＰＫＭ２过表达、敲低和对照ＨＫ２细胞的细胞活力水平

８３４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图６　流式细胞术检测氨磷汀和顺铂处理的ＨＫ２细胞死亡和凋亡
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图７　氨磷汀和顺铂处理的ＨＫ２细胞中Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ蛋白的表达

　　氨磷汀为正常细胞保护剂，临床上主要用于各种
癌症的辅助治疗。氨磷汀可明显减轻化疗药物所产生

的肾脏、骨髓、心脏、耳及神经系统的毒性，而不降低化

疗药物的药效［１８］。本研究发现氨磷汀通过上调

ＰＫＭ２表达抑制了顺铂诱导的肾近端小管上皮细胞凋
亡。ＰＫＭ２即Ｍ２型丙酮酸激酶，是细胞糖酵解过程中
的一个限速酶。研究发现高表达ＰＫＭ２促进细胞抵抗
凋亡，分子机制的研究表明，ＰＫＭ２抑制细胞凋亡主要
通过结合线粒体上的抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２，增强 Ｂｃｌ２蛋
白的稳定性，进而抑制线粒体细胞色素 Ｃ的释放，从
而阻止细胞凋亡［１９］。已有报道表明顺铂能够诱导线

粒体细胞色素Ｃ的释放，从而激活 ｃａｓｐａｓｅ９触发细胞
通过线粒体凋亡途径而凋亡［１７］。这些发现说明在肾

小管上皮细胞中，氨磷汀可能通过上调 ＰＫＭ２表达稳
定线粒体上的抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２，进而抑制线粒体细胞
色素Ｃ的释放，从而阻止顺铂诱导的肾小管上皮细胞
凋亡。本研究发现相对于其他肾脏组织细胞，ＰＫＭ２
在肾近端小管上皮细胞中显著低表达，这表明肾近端

小管上皮细胞可能相对于其他肾脏组织细胞对化疗药

更敏感。事实上，以前的研究发现顺铂诱导肾损伤主

要是诱导肾近端小管上皮细胞死亡，而对其他细胞的

损伤相对较小。这些证据表明ＰＫＭ２能够保护肾脏组
织细胞抵抗顺铂毒性。本研究发现氨磷汀能够上调肾

近端小管上皮细胞 ＰＫＭ２的 ｍＲＮＡ及蛋白的表达。
已有研究表明，ＰＫＭ２的转录水平受 ｃｍｙｃ和 ＨＩＦα
等转录因子的调节［２０］。而 ｃｍｙｃ和 ＨＩＦα表达受上

９３４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）



游ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的调节［２１］。由此我们推测氨

磷汀可能通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路上调 ｃｍｙｃ和
ＨＩＦα等的表达，从而诱导ＰＫＭ２的表达。总之，本研
究表明ＰＫＭ２是介导肾近端小管上皮细胞抵抗顺铂损
伤的关键基因，提示在临床上能够上调 ＰＫＭ２表达的
药物都有潜在缓解顺铂导致的急性肾损伤的作用。
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