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［摘要］ 目的：探究雷公藤甲素 （TP） 是否通过调控醛缩酶 A/AMP 活化蛋白激酶/雷帕霉素靶蛋

白 （ALDOA/AMPK/mTOR） 通路恢复高糖状态下 HK-2细胞自噬。方法：采用标准培养的人肾小管上皮细胞系

HK-2建立高糖损伤模型，具体设为对照组 （Control：5.5 mmol/L 葡萄糖溶液）、高糖组 （High G：25 mmol/L 葡

萄糖溶液）、低剂量TP组 （TP-L：25 mmol/L葡萄糖溶液+10 nmol/L TP）、高剂量TP组 （TP-H：25 mmol/L葡萄

糖溶液+20 nmol/L TP）、siALDOA组（25 mmol/L葡萄糖溶液+50 nmol/L siALDOA）、siALDOA+TP-L组（25 mmol/L
葡萄糖溶液+50 nmol/L siALDOA+10 nmol/L TP），各组均干预 48 h。通过 MTT 比色法系统检测细胞增殖活力变

化、PI 染色结合流式细胞术定量分析细胞凋亡率、MDC 法检测细胞自噬通量变化、免疫荧光技术检测自噬标

志物 LC3-Ⅱ蛋白的亚细胞定位与表达水平、Western Blot 法检测糖酵解关键酶 ALDOA 的蛋白表达变化。为进

一步验证机制，通过 siRNA 转染技术敲低高糖模型组 HK-2 细胞的 ALDOA 表达，联合低剂量 TP 干预后，

Western Blot 法检测 ALDOA、p-AMPK、p-mTOR 蛋白表达，RT-qPCR 法检测 ALDOA、AMPK、mTOR 基因表

达。结果：细胞功能实验显示，HG组 HK-2细胞增殖率下降至 （30.69±5.96） %；而 TP干预后呈现剂量依赖性

恢复，TP-L 组、TP-H 组分别达到 （50.11±7.97） %和 （62.78±11.64） %，与 HG 组比较，差异均有统计学意

义 （P＜0.05）。凋亡检测发现， HG 组凋亡率升高至 （49.34±2.52） % ；而 TP-L 组、 TP-H 组分别降低

至 （23.89±0.76） %和 （13.48±2.33） %，与 HG 组比较，差异均有统计学意义 （P＜0.05）。与 HG 组比较，

TP-L组细胞自噬通量和 LC3-Ⅱ表达显著增加 （P＜0.05），ALDOA 表达明显降低 （P＜0.05）。相关机制研究显

示，与 HG 组比较，siALDOA 组与 TP-L 组 mTOR 通路激活均显著减少 （P＜0.05），同时 AMPK 磷酸化水平明显

增强 （P＜0.05）；而 siALDOA+TP-L 组各指标与 siALDOA 组比较，差异均无统计学意义 （P＞0.05）。结论：

TP能够有效恢复高糖状态下HK-2细胞自噬，其机制与抑制ALDOA/AMPK/mTOR 信号通路激活有关。
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Abstract： Objective： To investigate whether Triptolide （TP） restores autophagy in HK-2 cells under high-

·· 102



新中医　2026年2月第58卷第4期

NEW CHINESE MEDICINE February　2026 Vol.58 No.4

糖尿病肾病（DKD）是糖尿病主要并发症之一，

同时也是终末期肾脏病最主要的继发性因素之一[1-2]。

阻止和延缓DKD患者向终末期肾脏病（ESRD）发展是

当前临床需解决的重要难题。传统认为，蛋白尿是

肾小球受损的表现，也是早期DKD标志物[3]。然而近

年研究发现，DKD 中肾小管及肾间质系统的损伤不

仅早于肾小球损伤[4-7]，并且参与介导了肾小球硬

化[8]。因此，在早期保护肾小管功能可能是延缓DKD
进程的重要方向。自噬是细胞内的一个动态循环系

统，通过降解蛋白质和细胞器产生新的构建块和能

量，在维持细胞自身稳态中发挥至关重要的作用[9]。

丝 氨 酸/苏 氨 酸 激 酶 AMP- 激 活 蛋 白 激 酶 复 合

物（AMPK）作为调控能量稳态的重要激酶，在调节线

粒体自噬、维持线粒体稳态中发挥了关键作用 [10]，

且 AMPK 激活可抑制 mTOR 磷酸化（p-mTOR 降低），

进而促进自噬。既往研究表明，在 DKD 患者肾小

管上皮细胞中 AMPK 表达显著抑制，而 mTOR 通路

异常激活，进一步导致肾小管自噬降低[11]。而醛缩

glucose conditions by regulating the Aldolase A/AMP-activated protein kinase/mammalian target of rapamycin （ALDOA/
AMPK/mTOR） signaling pathway. Methods：A high-glucose injury model was established using the standard cultured 
human renal tubular epithelial cell line HK-2. The cells were divided into the following groups ： control group 
（5.5 mmol/L glucose），high-glucose group （High G： 25 mmol/L glucose），low-dose TP group （TP-L： 25 mmol/L 
glucose + 10 nmol/L TP），high-dose TP group （TP-H：25 mmol/L glucose + 20 nmol/L TP），siALDOA group （25 mmol/L 
glucose + 50 nmol/L siALDOA），and siALDOA+TP-L 组 （25 mmol/L glucose + 50 nmol/L siALDOA+10 nmol/L TP）. 
All groups were treated for 48 hours. Changes in cell proliferation viability were detected by MTT colorimetric assay；
apoptosis rate was quantitatively analyzed by PI staining combined with flow cytometry；changes in autophagic flux were 
detected by the MDC method； subcellular localization and expression levels of the autophagy marker LC3-Ⅱ protein 
were detected by immunofluorescence；and changes in the protein expression of the key glycolytic enzyme ALDOA were 
detected by Western Blot. To further verify the mechanism，ALDOA expression was knocked down in HK-2 cells of the 
high-glucose model group using siRNA transfection technology. Combined with low-dose TP intervention， protein 
expression of ALDOA， p-AMPK， and p-mTOR was detected by Western Blot， and gene expression of ALDOA，

AMPK，and mTOR was detected by RT-qPCR. Results：Cell function experiments showed that the proliferation rate 
of HK-2 cells in the HG group significantly decreased to （30.69 ± 5.96）%；whereas after TP intervention，it recovered 
in a dose-dependent recovery，reaching （50.11 ± 7.97）% in the TP-L group and （62.78 ± 11.64）% in the TP-H group，
with statistically significant differences compared to the HG group （P＜0.05）. Apoptosis detection revealed that the 
apoptosis rate in the HG group increased to （49.34 ± 2.52）%；whereas it decreased to （23.89 ± 0.76）% in the TP-L 
group and （13.48 ± 2.33）% in the TP-H group，showing statistically significant differences compared to the HG 
group （P＜0.05）. Compared with the HG group， autophagic flux and LC3- Ⅱ expression were significantly 
increased （P＜0.05），and ALDOA expression was significantly decreased （P＜0.05） in the TP-L group. Mechanistic 
studies showed that compared with the HG group，mTOR pathway activation was significantly reduced in both the 
siALDOA group and the TP-L group （P＜0.05），while AMPK phosphorylation levels were significantly enhanced （P＜

0.05）. Notably，there were no statistically significant differences in the indicators between the siALDOA+TP-L group 
and the siALDOA group （P＞0.05）. Conclusion： TP can effectively restore autophagy in HK-2 cells under high-
glucose conditions，and its mechanism is related to the inhibition of the ALDOA/AMPK/mTOR signaling pathway 
activation.

Keywords： Diabetic nephropathy； Mitophagy； Triptolide； Aldolase A； Aldolase A/AMP-activated protein 
kinase/mammalian target of rapamycin signaling pathway
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酶 A（ALDOA）在糖酵解和糖异生途径中起着重要作

用，能通过激活AMPK/mTOR来抑制自噬的发生，进

而促进 DKD 进程[12]。因此，ALDOA/AMPK/mTOR 是

调控 DKD 发生发展的关键信号通路之一，也是潜在

治疗DKD的重要分子靶点。

雷公藤甲素（TP）是中药雷公藤中提取的二萜三

环氧化合物，具有强大的免疫抑制、抗炎和抗蛋白

尿作用[13]，广泛应于治疗膜性肾病、免疫蛋白（Ig）A
肾病、局灶节段性肾小球硬化（FSGS）和 DKD等。既

往研究表明，TP 是一种天然成分的自噬调节剂，能

够通过调节自噬发挥神经保护作用、抗肿瘤活性、

器官毒性和足细胞保护作用[14]。笔者前期已在 TP 的

下拉实验（pull-down）+质谱分析（MS）实验中发现

ALDOA是TP的直接作用靶点。本研究拟通过高糖处

理的人肾小管上皮HK-2细胞（模拟DKD细胞模型）为

对象，探讨 TP 能否通过下调 ALDOA 表达、抑制

AMPK/mTOR 激活，恢复细胞自噬，从而为 TP 治疗

DKD提供机制依据。

1 材料和方法

1.1 细胞株 人肾小管上皮细胞 HK-2 购买自中国

科学院细胞库。

1.2 药物 TP（CAS：38748-32-2）购自上海同田生

物技术有限公司。

1.3 试剂与仪器 MTT细胞增殖及细胞毒性检测试

剂盒（#C0009S）、细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒购

自 碧 云 天（#C1052）； FITC Annexin V Apoptosis 
Detection Kit I购自BD pharmingen（#556547）；细胞自

噬染色检测试剂盒（MDC法）（#C3018S）、BCA蛋白分

析试剂盒购自碧云天（#P0012S）；ALDO A（D73H4）兔

抗（#8060）， p-AMPKα（Thr172）兔抗（#50081）， p-
mTOR（Ser2448）兔抗（D9C2）。β-actin兔抗（#4970）购

自 Cell Signaling Technology 公司。样品 Maker 购自赛

默飞（#26617）；ECL化学发光液购自雅酶（# SQ201）；

HRP 标记山羊抗兔二抗（# A0208），Cy3 标记山羊抗

兔二抗（#A0516）购自碧云天。电子天平购自德国

Sartorius公司；CO2恒温培养箱购自德国贺利氏公司；

倒置相差显微镜购自日本Olympus公司；酶联免疫检

测仪购自美国Biotek公司；BD FACSCantoⅡ流式细胞

仪购自美国BD公司。

1.4 细胞培养 培养条件如下：HK-2 细胞用加入

含 10% 胎牛血清的 DMEM/F12 培养基，在 5%CO2，

37 ℃培养箱中培养，取对数期生长的HK-2细胞进行

后续实验。

1.5 细胞分组及处理 将 HK-2 细胞分为对照

组（Control：5.5 mmol/L 葡萄糖溶液）、高糖组（HG：

25 mmol/L 葡 萄 糖 溶 液）、 低 剂 量 TP 组（TP-L：

25 mmol/L 葡 萄 糖 溶 液 +10 nmol/L TP）、 高 剂 量

TP 组（TP-H：25 mmol/L 葡萄糖溶液+20 nmol/L TP）、

siALDOA 组（25 mmol/L 葡 萄 糖 溶 液 + 50 nmol/L 
siALDOA）、 siALDOA+TP-L 组（25 mmol/L 葡萄糖溶

液+ 50 nmol/L siALDOA+10 nmol/L TP）。

1.6 细胞功能检测

1.6.1 MTT法检测细胞增殖 将HK-2细胞以 2×104/
100 μL接种于 96孔板，培养 24 h待细胞完全贴壁后，

按照上述分组方法进行药物干预，每组设 6个复孔。

干预 48 h 后，每孔加入 10 μL MTT 溶液（5 mg/mL，
用 PBS 配制），置于细胞培养箱内继续孵育 4 h；随

后每孔加入 100 μL 二甲基亚砜（DMSO，即 Formazan
溶解液），轻轻混匀后放回细胞培养箱内，继续孵育

4 h。使用全自动酶标仪检测各孔在 570 nm波长下测

定吸光度（OD）。计算细胞生存率并绘制效应曲线，

相同实验重复 3次。细胞生存率=OD药物组/OD对照

组×100%。

1.6.2 Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡 将

处于对数生长期的 HK-2 细胞以 1×106 个 /孔接种于

6 孔板，待细胞贴壁后，按照上述分组进行药物干

预，每组 3个复孔。干预 48 h后，使用不含EDTA的

胰酶消化细胞，用PBS洗涤 2次后进行计数。使用试

剂盒配套的 1×Binding Buffer 将洗涤后的细胞稀释为

1×106 /mL 单细胞悬液，吸取 300 μL 细胞悬液至流式

管中，加入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI 染色液，

室温下避光孵育 15 min。使用流式细胞仪检测，计算

FITC阳性、PI阴性细胞比例，即细胞凋亡率。

1.6.3 MDC法检测细胞自噬 将 HK-2 细胞接种于

6孔板，按照上述分组进行药物干预，每组 3个复孔。

干预 48 h 后，吸净培养液，用 PBS 洗涤 1 次；加入

EBSS 溶液，置于细胞培养箱中 37 ℃孵育 4 h；随后

每孔加入 1 mL MDC染色液，在 37 ℃细胞培养箱中避

光孵育 30 min。吸净 MDC 染色液，使用 Assay Buffer
洗涤 3 次，吸净残留 Assay Buffer 后，每孔补加 1 mL 
Assay Buffer。在荧光显微镜下用紫外激发光观察绿

色荧光。
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1.7 分子水平验证

1.7.1 免疫荧光法检测 LC3-II表达 将处于对数生

长期的 HK-2 细胞以 2×106个/孔接种于含爬片的 6 孔

板，按照上述分组进行药物干预，48 h后取出爬片。

用 PBS 轻轻洗涤爬片 2 次，去除残留培养基；加入

4% 多聚甲醛固定 15 min，0.1%Triton-X-100（PBS 配

制）透化 10 min；用 5% 山羊血清（免疫荧光封闭液，

PBS 配制）封闭 30 min。加 LC3-Ⅱ抗体（1∶1 500）4 ℃
过夜孵育；PBST 洗涤 3 次后，加 Cy3 山羊抗兔二

抗（1∶1 500），室温避光孵育 2 h。使用 10 μg/mL 
DAPI 染色 5 min，PBS 洗涤后用抗淬灭封片剂封片。

通过共聚焦显微镜拍照，Image J软件分析 LC3-Ⅱ荧

光强度。

1.7.2 Western Blot法检测蛋白表达 将HK-2细胞

接种于 6孔板，按照上述分组进行药物干预，48 h后

收集细胞并提取总蛋白；使用 BCA 蛋白分析试剂盒

进行蛋白定量，并按标准流程对蛋白样品进行处理。

制备 10.0%和 12.5%的 SDS-PAGE凝胶，加入蛋白样

品和蛋白 Maker，电泳后湿转到 PVDF 膜上。转膜后

用 5% 脱脂奶粉（TBST 配制）室温封闭 2 h，随后将膜

分别浸泡在 AMPK一抗（1∶1 000）、p-AMPK一抗（1∶
1 000）、mTOR 一抗（1∶1 000）、p-mTOR 一抗（1∶
1 000）和 β-actin 一抗（1∶2 000）中，4 ℃孵育过夜。

使用 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，随后加入 HRP 标

记山羊抗兔二抗室温孵育2 h；再次用TBST洗膜后，滴

加ECL化学发光液显色，并用Image J软件分析灰度值。

1.7.3 Real-time PCR法检测基因表达 将HK-2细

胞接种于 6孔板，按照上述分组进行药物干，48 h后

使用 TRIzol 试剂提取细胞总 RNA。使用逆转录试剂

盒将合格的总 RNA 逆转录成 cDNA，取适量的 cDNA
为反应模板、GAPDH 为内参进行荧光定量 PCR 扩
增，检测各组 HK-2 细胞 ALDOA、AMPK 和 mTOR 
mRNA 的表达水平。PCR 反应条件：95 ℃预变性

30 s；95℃变性 10 s，60 ℃退火并延申 30 s，共 40个

循环。每组均设 3 个复孔，并使用 2-△△CT 方法计算

mRNA相对表达水平。扩增引物由上海生工生物工程

技术服务公司合成，引物序列见表1。
2 结果

2.1 TP 对高糖状态下 HK-2 细胞增殖和凋亡的影

响 见表 2。MTT 检测结果显示：与 Control 组比较，

HG 组细胞增殖率降低，差异有统计学意义（P＜

0.05）；与 HG 组比较，TP-L 组细胞增殖率升高，差

异有统计学意义（P＜0.05）；与 TP-L 组比较，TP-H
组细胞增殖率升高，差异有统计学意义（P＜0.05）。

Annexin V-FITC/PI 双染检测结果显示：与 Control 组
比较，HG 组细胞凋亡率升高，差异有统计学意

义（P＜0.05）；与 HG 组比较，TP-L 组细胞凋亡率降

低，差异有统计学意义（P＜0.05）；与 TP-L 组比较，

TP-H组凋亡率降低，差异有统计学意义（P＜0.05）。

表2 TP对高糖状态下HK-2细胞增殖和凋亡的影响   %
组 别

Control
HG 组

TP-L 组

TP-H 组

样本数

3
3
3
3

细胞增殖率    
100.00 ± 4.79

30.69 ± 5.96①

50.11 ± 7.97②

62.78 ± 11.64③

细胞凋亡率

3.20 ± 1.07
49.34 ± 2.52①

23.89 ± 0.76②

13.48 ± 2.33③

注：①与 Control 组比较，P＜0.05；②与 HG 组比较，P＜

0.05；③与TP-L组比较，P＜0.05。

2.2 TP对高糖状态下HK-2细胞自噬的影响 见图

1～2。MDC检测结果显示：与Control组比较，HG组

自噬通量降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；与HG
组比较，TP-L 组自噬通量增加，差异有统计学意

义（P＜0.05）。免疫荧光检测结果显示：与 Control组
比较，HG 组 LC3-Ⅱ荧光强度降低（且点状聚集明显

减少），差异有统计学意义（P＜0.05）；与 HG 组比

较，TP-L 组 LC3-Ⅱ荧光强度增加（且点状聚集明显

增多），差异有统计学意义（P＜0.05）。

2.3 TP对高糖状态下HK-2细胞ALDOA表达的影

响 见图 3。通过 Western Blot 检测发现，与 Control
组比较，HG组HK-2细胞中ALDOA蛋白表达水平显

著增加，差异有统计学意义（P＜0.05）；与 HG 组比

较，TP-L 组 HK-2 细胞中 ALDOA 蛋白表达水平降

低，差异具有统计学意义（P＜0.05）；与 TP-L 组比

较，TP-H 组 HK-2 细胞中 ALDOA 蛋白表达水平降

低，差异有统计学意义（P＜0.05）。

2.4 TP通过调节ALDOA恢复高糖状态下HK-2细
胞自噬 见图4～5。MDC检测结果显示：与HG组比

表1 引物序列

名称

GAPDH
ALDOA
AMPK
mTOR

上游引物（5'→3'）
TGTGGGCATCAATGGATTTGG
CATCGTGGAGCCTGAGATCC
TTGAAACCTGAAAATGTCCTGCT
GCTAGGTGCATTGACATACAACA

下游引物（5'→3'）
ACACCATGTATTCCGGGTCAAT
CAGCACCTTCTCGGTCACAT
GGTGAGCCACAACTTGTTCTT
GCTAGGTGCATTGACATACAACA
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Control HG TP-LA B

注：①与Control组比较，P＜0.05；②与HG组比较，P＜0.05。

图1 TP对高糖状态下HK-2细胞自噬通量的影响

注：比例尺：75 μm。①与Control组比较，P＜0.05；②与HG组比较，P＜0.05。

图2 TP对高糖状态下HK-2细胞LC3-Ⅱ表达的影响

Control HG TP-L BA

注：①与Control 组比较，P＜0.05；②与HG组比较，P＜0.05；
③与TP-L组比较，P＜0.05。

图3 TP对高糖状态下HK-2细胞ALDOA蛋白水平的影响

A

B

较，siALDOA 组和 siALDOA+TP-L 组自噬通量均增

加，差异有统计学意义（P＜0.05）；与 siALDOA 组比

较， siALDOA+TP-L 组自噬通量差异无统计学意

义（P＞0.05）。免疫荧光检测结果显示：与 HG 组比

较，siALDOA 组和 siALDOA+TP-L 组 LC3-Ⅱ荧光强

度均明显升高（且点状聚集明显增多），差异有统计

学意义（P＜0.05）；而与 siALDOA组比较，siALDOA+
TP-L组LC3-Ⅱ荧光强度及点状聚集程度差异均无统

计学意义（P＞0.05）。

2.5 TP 对高糖状态下 HK-2 细胞 ALDOA、 p-
AMPK/p-AMPK、 mTOR/p-mTOR 蛋白表达的影

响 见图 6。通过 Western Blot 检测发现：与 Control
组比较，HG组ALDOA、p-mTOR表达水平升高，p-
AMPK 蛋白表达水平降低，且差异均有统计学意

Control HG TP-L
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注：①与HG组比较，P＜0.05；ns代表与 siALDOA组比较无统计学差异。

图4 各组HK-2细胞自噬通量

注：①与HG组比较，P＜0.05；ns代表与 siALDOA组比较差异无统计学意义。

图5 各组HK-2细胞LC3-Ⅱ表达

HG siALDOA siALDOA+TP-LA

B

HG siALDOA siALDOA+TP-LA B

义（P＜0.05）。与 HG 组比较，siALDOA 组、TP-L 组

ALDOA、p-mTOR 表达水平降低，p-AMPK 蛋白表

达水平升高，差异均有统计学意义（P＜0.05）。

与 siALDOA 组 比 较 ， siALDOA+TP-L 组 ALDOA、

p-AMPK、 p-mTOR 表 达 水 平 差 异 无 统 计 学 意

义（P＞0.05）。

2.6 TP 对高糖状态下 HK-2 细胞 ALDOA、AMPK
和 mTOR mRNA 表达的影响 见图 7。通过 Real-

time PCR 检 测 显 示 ： 与 Control 组 比 较 ， HG 组

ALDOA、mTOR mRNA 表达水平升高，AMPK mRNA
表达水平显低，差异均有统计学意义（P＜0.05）；与

HG 组比较， siALDOA 组、TP-L 组 ALDOA、mTOR 
mRNA 表达水平降低，AMPK mRNA 表达水平升高，

差异均有统计学意义（P＜0.05）；与 siALDOA 组比

较，siALDOA+TP-L 组 ALDOA、AMPK、mTOR 表达

水平差异无统计学意义（P＞0.05）。
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注：①与Control组比较，P＜0.05；②、③与HG组比较，P＜

0.05；ns表示与 siALDOA组比较差异无统计学意义。

图7 TP对高糖状态下HK-2细胞ALDOA、
   AMPK、mTOR mRNA表达的影响

3 讨论

全球糖尿病的流行趋势正持续加剧，患者规模

呈显著增加态势。据国际糖尿病联合会统计预测，

到 2045 年，全球糖尿病患者数量预计将增加至

7.84 亿[15]。糖尿病并发症是糖尿病患者死亡的主要原

因，约 40% 的糖尿病患者在长期病程中最终发展成

为慢性肾脏病。目前，DKD 已经是国内外终末期肾

脏病患者的最主要致病原因[16-17]。

DKD在中医学中属于水肿、尿浊、消渴等范畴。

其病位主要在脾肾，以虚、湿、痰、热、瘀为常见

病因，且多以病邪相兼为患；病性多为本虚标实，

阴阳失调，病变后期多累及脾肾，病机以气阴两虚、

阴阳两虚为主[18]。中医药治疗 DKD 具有多组分、多

靶点协同的优势，在改善 DKD 患者肾脏损伤方面发

挥着重要的作用[19]。其中，临床上使用 TP 治疗 DKD
具有降低蛋白尿、延缓肾功能恶化等作用[20-21]。目前

研究进一步发现，雷公藤制剂治疗 DKD 的机制涉及

多方面，如抑制炎性因子、改善氧化应激、修复足

细胞损伤、保护肾小球内皮细胞、抑制系膜细胞增

殖及细胞外基质过度沉积、促进肾小管间质损伤修

复、抑制肾脏纤维化等[22]。本研究基于 TP 治疗 DKD
的临床证据和前期实验基础，从改善 DKD 早期肾小

管病变角度进一步探究了TP治疗DKD的内在分子机

制。结果发现，TP 能够显著促进高糖状态下肾小管

上皮细胞的增殖能力，减少细胞凋亡的发生。

肾小管上皮细胞自噬正常的活化有助于维持细

胞和细胞器的稳态以及应激能力，防止肾小管间质

纤维化。已有研究表明，STZ诱导的早期糖尿病大鼠

肾近端小管细胞自噬受到抑制，并且与肾小管肥大

有关[23]。另外，在 2 型糖尿病患者的肾活检标本中，

自噬底物 p62/SQSTM1在近端小管上皮细胞中检测到

积累，提示人类糖尿病肾脏同样缺乏自噬活性[24]。上

述研究共同表明，自噬受损是 DKD 肾损伤的发生和

发展的重要内在机制，靶向调节细胞自噬或可成为

治疗 DKD 新的方向[25]。SGLT-2抑制剂的作用机制与

自噬调控也存在关联，其能够通过减少肾近端小管

对葡萄糖的重吸收，达到降低血糖的作用，现代临

床研究发现其具有延缓 DKD 进程，减少心血管事件

发生的作用[26]。Xu J等[27]进一步研究发现，达格列净

能够恢复高糖状态下人肾近端小管细胞自噬通量，

抑制炎性因子的表达，减少人肾近端小管细胞损伤，

这提示 SGLT-2抑制剂延缓DKD进程作用可能与调节

自噬有关。而本研究通过检测自噬通量和自噬关键

蛋白LC3的表达，发现高糖状态下肾小管上皮细胞自

噬显著减少，而 TP能够明显恢复高糖状态下肾小管

注：①与Control组比较，P＜0.05；②、③与HG组比较，P＜0.05；ns表示与 siALDOA组比较差异无统计学意义。

图6 TP对高糖状态下HK-2细胞AMPK、AMPK/p-AMPK、mTOR/p-mTOR蛋白表达的影响
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上皮细胞的自噬。

ALDOA/AMPK/mTOR 是调控细胞自噬的重要信

号通路之一。AMPK是一种能量状态感受器，是维持

细胞和全身能量稳态的重要通路[28]。DKD 中，细胞

AMP/ATP 或 ADP/ATP 比值降低，AMPK 磷酸化受到

明显抑制[29]。多项研究表明mTOR是细胞自噬的负调

节因子[30-32]，mTOR 的异常激活能够抑制 AMPK 介导

的自噬发生 [33-34]。ALDOA 是一种糖酵解相关蛋白，

其可通过介导炎性代谢途径促进线粒体活性氧产

生和 DNA 碎片释放，抑制细胞线粒体自噬发生[12]。

ALODA 作为 AMPK 的上游负调节因子，在高糖状态

下被激活[35]。本研究发现，高糖状态下肾小管上皮

细胞中 ALDOA 表达水平增加，p-AMPK 表达减少，

p-mTOR 表达增加，可见高糖能够通过激活 ALDOA/
AMPK/mTOR 通路抑制肾小管上皮细胞的自噬。而

TP治疗明显抑制了肾小管上皮细胞中ALDOA的表达

水平，通过下调 ALDOA/AMPK/mTOR 通路来恢复高

糖状态下肾小管上皮细胞的自噬。值得注意的是，

本研究发现TP对高糖状态下HK-2细胞ALDOA mRNA
表达水平无显著影响，但能够显著降低 ALDOA蛋白

表达。

TP 作为一种自噬调节剂，已有多项研究表明能

够通过调节细胞自噬达到保护肾脏的作用，但 TP调

节治疗 DKD 的具体机制尚不清楚。本研究发现，

TP 能够增加高糖状态下肾小管上皮细胞活力，其机

制可能与调控 ALDOA/AMPK/mTOR 通路恢复肾小管

上皮细胞自噬有关。本研究可为阐释 TP调节细胞自

噬的分子机制提供了新思路，为TP治疗DKD提供理

论依据。
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