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摘要　 目的　 探究汉黄芩苷（ＷＧ）对高糖刺激下 ＲＡＷ２６４. ７
巨噬细胞的 ＫＬＦ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响。 方法 　 培养

ＲＡＷ２６４. ７ 巨噬细胞，ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＷＧ 对细胞无活性影响

的浓度范围。 将细胞随机分为 ＬＧ 组（５. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖培

养基）、Ｄ 组（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇培养基）、ＨＧ 组（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
葡萄糖培养基）、ＬＧ ＋ ＷＧ５０ 组（５. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖 ＋ ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＧ）、ＨＧ ＋ ＷＧ１２. ５ 组（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖 ＋ １２. ５
μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＧ）、ＨＧ ＋ＷＧ２５ 组（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖 ＋ ２５ μｍｏｌ ／
Ｌ ＷＧ）、ＨＧ ＋ ＷＧ５０ 组 （３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖 ＋ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＷＧ）；免疫荧光检测各组细胞 ｉＮＯＳ 的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测各组细胞 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５、 ＫＬＦ４、 ｉＮＯＳ、 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α 蛋白表达，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测各组细胞 ＫＬＦ４、ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β 的 ｍＲＮＡ 表达量，ＥＬＩＳＡ 法检测各组细胞上清液中

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的分泌水平。 结果　 与 ＬＧ 组相比，ＨＧ 组细胞

中 ｉＮＯＳ 表达高（Ｐ ＜ ０. ０１），与 ＨＧ 组相比，ＨＧ ＋Ｗ５０ 组细胞

中 ｉＮＯＳ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与 ＬＧ 组相比，高糖可以抑制

ＫＬＦ４ 的表达 （ Ｐ ＜ ０. ０１），上调 ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５、 ｉＮＯＳ、 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α 的表达（Ｐ ＜ ０. ０１），增加上清液中 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 的水

平（Ｐ ＜ ０. ０１）；与 ＨＧ 组相比，ＷＧ 组各炎症指标明显下降（Ｐ
＜ ０. ０１），ＫＬＦ４ 的表达量反而剂量依赖性增高（Ｐ ＜ ０. ０１）。
结论　 ＷＧ 可以抑制高糖刺激巨噬细胞分泌炎症因子及相

关蛋白的表达，有提高保护性因子 ＫＬＦ４ 的治疗作用。
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　 　 糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ， ＤＮ）是糖尿

病最常见的微血管并发症，在 ＤＮ 发生和发展中巨

噬细胞的参与起着至关重要的作用。 研究显示，在
ＤＮ 肾组织中，过表达的 Ｋｒüｐｐｅｌ 样因子 ４（Ｋｒüｐｐｅｌ⁃
ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ４，ＫＬＦ４）可以抑制肾脏炎症，表现出抗炎、

抗纤维化的保护作用［１ － ３］，也可以在巨噬细胞炎症

中进行调节［４ － ５］。 因而，激活 ＫＬＦ４ 的表达可能是

延缓 ＤＮ 进展的有效手段。 汉黄芩苷（ｗｏｇｏｎｏｓｉｄｅ，
ＷＧ）属于生物活性黄酮，具有抗氧化、抗炎、抗病毒

和抗癌的作用［６］。 同时，ＷＧ 能显著降低脂多糖（ ｌｉ⁃
ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ）刺激引起的巨噬细胞炎症因

子释放［７］。 但是 ＷＧ 是否干预高糖诱导巨噬细胞

活化，ＫＬＦ４ 是否参与炎症及 ＷＧ 干预机制，目前尚

未见报道。 该研究以巨噬细胞为研究对象，通过观

察 ＷＧ 对巨噬细胞中相关信号通路及炎症因子的影

响，探讨 ＫＬＦ４⁃蛋白核因子 κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ，
ＮＦ⁃κＢ）信号通路在高糖诱导巨噬细胞激活中的具

体机制。

１　 材料与方法

１． １　 细胞与试剂　 小鼠巨噬细胞系（ＲＡＷ２６４. ７）
购自中科院上海细胞生物学研究所。 ＷＧ（Ｂａｔｃｈ
ＮＯ． ：ＤＳＴ２１０４０９ － ０２６）购自成都乐天美医药科技

有限公司。 兔抗 ＣＤ６８、白介素 １β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，
ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ，
ＴＮＦ⁃α）、诱生型一氧化氮合酶（ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ， ｉＮＯＳ）、ＫＬＦ４ 单克隆抗体购自美国 Ａｂｃａｍ
公司，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５ 单克隆抗体购自美国

ＣＳＴ 公司，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 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 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，Ｄ⁃葡萄糖、２⁃脱氧⁃Ｄ⁃葡萄糖（２⁃
ｄｅｏｘｙ⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ，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 试剂购自雅酶公司，反转录试剂

盒、实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒购自艾科瑞生物公

司，ＥＣＬ 化学发光试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司。 ＰＣＲ 引物由上海生工生物工程股份有限公

司合成。
１． ２　 方法　
１． ２． １ 　 细胞培养 　 将 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养于含
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１０％胎牛血清的低糖 ５． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＭＥＭ 培养基，放
置于条件为 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱。 将细胞随机

分为：ＬＧ 组（５. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖培养基）、Ｄ 组（３０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘露醇培养基）、ＨＧ 组（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖

培养基）、ＬＧ ＋ ＷＧ５０ 组（５. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖 ＋ ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＧ）、ＨＧ ＋ ＷＧ１２. ５ 组（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖

＋１２. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＧ）、ＨＧ ＋ＷＧ２５ 组（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡

萄糖 ＋ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＧ）、ＨＧ ＋ ＷＧ５０ 组（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
葡萄糖 ＋ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＧ）后同步化培养 ２４ ｈ，高糖

刺激在 ＷＧ 预处理 ２ ｈ 后加入培养基，光镜观察各

组细胞数量及形态变化，检查各组指标变化，并收集

数据。
１． ２． ２　 细胞活力测定　 将 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞置于 ９６
孔板中，于低糖培养条件下同步化 ２４ ｈ 后，分别更

换 ０、６. ２５、１２. ５、２５、５０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＧ 高糖培养

基，２４ ｈ 后加入 ＣＣＫ⁃８ 孵育 ２ ｈ，酶标仪 ４５０ ｎｍ 波

长下进行光密度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值测定，并使

用公式 ＯＤ（４５０）实验组 ／ ＯＤ（４５０） ０ μｍｏｌ ／ Ｌ × １００％ 算出

细胞活力。
１． ２． ３　 细胞荧光检测　 将 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞以 １ ×
１０５ 个 ／孔的密度接种在玻璃皿底，４％ 多聚甲醛固

定 １０ ｍｉｎ，１０％ 牛血清蛋白阻断 ３０ ｍｉｎ，加入 ｉＮＯＳ
一抗溶液 ４ ℃ 孵育过夜。 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后，加入

ＦＩＴＣ 标记的荧光二抗室温避光孵育 １ ｈ，ＤＡＰＩ 染核

５ ｍｉｎ，加荧光抗淬灭剂封片后，在荧光显微镜下观

察并采集图象，各组随机选取 ５ ～ １０ 个高倍镜视野，
使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计数细胞平均数。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析　 收集各组细胞，加 ＲＩＰＡ
裂解液冰上裂解，ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度并计算

上样量。 适量蛋白通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶进行电泳后

转移到 ＮＣ 膜，用 ５％的脱脂牛奶封闭 ２ ｈ，再用稀释

一抗 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （１ ∶ １ ０００ ）、 ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５ （ １ ∶
１ ０００）、ＫＬＦ４（１ ∶ １ ０００）、ｉＮＯＳ（１ ∶ １ ０００）、ＴＮＦ⁃α
（１ ∶ １ ０００）、ＩＬ⁃１β（１ ∶ １ ０００）４ ℃孵育 １２ ｈ，用 ＨＲＰ
标记的山羊抗鼠或抗兔二抗（１ ∶ ８ ０００）进行孵育，
ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，滴加 ＥＣＬ 显色剂在凝胶成像系统进

行化学发光，并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行半定量分析。
１． ２． ５ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 　 ＴＲＩｚｏｌ 试剂裂解细胞后提取总

ＲＮＡ，进行 ＲＮＡ 浓度及纯度鉴定，使 ＯＤ２６０ ／ ２８０ 在

１． ８ ～ ２． １ 之间，并在反转录系统中逆转录为 ｃＤＮＡ。
依据 ＳＹＢＧＲＥＥＮ ＰＣＲ 试剂盒进行定量分析，终体积

１０ μｌ。 引物序列见表 １。 每个样本设置 ３ 个复孔，
设置 ＧＡＰＤＨ 为内参对照进行校正，用 ２ － △△Ｃｔ计算

目的基因的相对表达量。

表 １　 引物序列

引物 序列

ＴＮＦ⁃α Ｆ：５′⁃ＡＴＧＡＧＣＡＣＡＧＡＡＡＧＣＡＴＧＡＴＣ⁃３′
Ｒ： ５′⁃ ＴＡＣＡＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＧＧＡＡＴＴ⁃３′

ＩＬ⁃１β Ｆ： ５′⁃ＣＴＣＣＡＴＧＡＧＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡＧＧ⁃３′，
Ｒ： ５′⁃ ＴＧＣＴＧＡＴＧＴＡＣＣＡＧＴＴＧＧＧＧ⁃３′

ｉＮＯＳ Ｆ： ５′⁃ＴＧＣＡＴＧＡＣＡＣＴＣＴＴＣＡＣＣＡＣＡＡＧＧ⁃３′
Ｒ： ５′⁃ ＴＣＴＣＴＧＧＧＴＣＣＴＣＴＧＧＴＣＡＡＡＣＴＣ⁃３′

ＫＬＦ４ Ｆ： ５′⁃ＡＣＣＴＣＣＴＧＧＡＣＣＴＡＧＡＣＴＴＴＡＴ⁃３′
Ｒ： ５′⁃ ＧＡＡＧＡＣＧＡＧＧＡＴＧＡＡＧＣＴＧＡＣ⁃３′

ＧＡＰＤＨ Ｆ： ５′⁃ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧ ⁃３′
Ｒ： ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ ⁃３′

１． ３　 统计学处理　 所有数据使用 ＳＰＳＳ １８. ０ 软件

进行统计学分析，方差齐性应用 Ｌｅｖｅｎｅ 法检验，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（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），方差不齐应用 Ｋ⁃
Ｗ 检验或 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验，ＬＳＤ 分析数据以确定

显著差异性。 Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＷＧ 对 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞活性的影响　 ＷＧ 选

取 ０ ～ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围中 ６ 个浓度，见图 １，当 ＷＧ
浓度在 ０ ～ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，高糖刺激后的 ＲＡＷ２６４. ７
细胞活性无明显影响（Ｐ ＞ ０. ０５），ＷＧ 浓度高于 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ 时，细胞活性明显下降（Ｐ ＜ ０. ０１）。

图 １　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＷＧ 对 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞活性的影响

与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＧ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 高糖刺激各组巨噬细胞 ｉＮＯＳ 的表达　 高糖

刺激的巨噬细胞中 ｉＮＯＳ 表达量增高，阳性细胞数

明显高于低糖培养的巨噬细胞（Ｐ ＜ ０. ０１），表明高

糖可以促进巨噬细胞炎症。 加入 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＷＧ 预

处理的高糖巨噬细胞，ｉＮＯＳ 表达的阳性细胞数明显

低于 ＨＧ 组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ２。
２． ３　 ＷＧ 减轻高糖刺激 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞引起的炎

症　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ＷＧ 预处理 ２
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ｈ 后，高糖刺激的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞 ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃
１β、ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５ 表达均明显增高（Ｐ ＜ ０. ０１），ＷＧ 明

显抑制 ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５ 表达，且 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的抑制程度最明显，与 ＨＧ 组对比，差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ３ ～ ５。 ＥＬＩＳＡ 法检测

各组细胞上清液，结果表明高糖刺激上清液中 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β 表达增高，不同浓度的 ＷＧ 作用后 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β 呈浓度依赖性降低（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ６。

图 ２　 ＬＧ 组、ＨＧ 组与 ＨＧ ＋Ｗ５０ 组 ｉＮＯＳ 的表达 × ４００

　 　 Ａ：ＬＧ 组；Ｂ：ＨＧ 组；Ｃ：ＨＧ ＋ Ｗ５０ 组；Ｄ：荧光镜下 ｉＮＯＳ 阳性面积统计；与 ＬＧ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＧ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５、ＫＬＦ４、ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α及 ＩＬ⁃１β蛋白表达

　 　 Ａ：ＬＧ 组、ＨＧ 组、Ｄ 组、ＬＧ ＋ Ｗ５０ 组的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验条带图；Ｂ：ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５、ＫＬＦ４、ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α 及 ＩＬ⁃１β 蛋白表达半定量统

计；与 ＬＧ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＧ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５、ＫＬＦ４、ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α及 ＩＬ⁃１β蛋白表达

　 　 Ａ：ＬＧ 组、ＨＧ 组、ＨＧ ＋ Ｗ１２. ５ 组、ＨＧ ＋ Ｗ２５ 组和 ＨＧ ＋ Ｗ５０ 组的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验条带图；Ｂ：ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５、ＫＬＦ４、ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α

及 ＩＬ⁃１β 蛋白表达半定量统计；与 ＬＧ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＧ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ４　 ＷＧ 干预高糖刺激 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中 ＫＬＦ４
的表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，高糖刺激后，巨噬

细胞内 ＫＬＦ４ 蛋白表达量较 ＬＧ 组下降（Ｐ ＜ ０. ０１），
在 ＷＧ 干预后，ＫＬＦ４ 的蛋白表达量呈现增高现象

（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ３、４。 通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 再次观察了

ＫＬＦ４ ｍＲＮＡ 表达量变化，结果同样显示巨噬细胞内

ＫＬＦ４ ｍＲＮＡ 表达量较 ＬＧ 组下降 （Ｐ ＜ ０. ０１），在
ＷＧ 干预后，ＫＬＦ４ ｍＲＮＡ 的表达量呈现剂量依耐性

增高现象（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ５Ａ。

图 ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测各组细胞中 ＫＬＦ４、ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α及 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达

　 　 Ａ： ＫＬＦ４ ｍＲＮＡ 表达；Ｂ ｉＮＯＳ ｍＲＮＡ 表达；Ｃ：ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达；Ｄ： ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达；ａ：ＬＧ 组；ｂ：ＨＧ 组；ｃ：Ｄ 组；ｄ：ＬＧ ＋ Ｗ５０ 组；ｅ：ＨＧ ＋
Ｗ１２. ５ 组；ｆ：ＨＧ ＋ Ｗ２５ 组；ｇ：ＨＧ ＋ Ｗ５０ 组；与 ＬＧ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＧ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 各组细胞上清液中炎症因子 ＴＮＦ⁃α及 ＩＬ⁃１β水平变化

　 　 Ａ：ＴＮＦ⁃α 表达水平；Ｂ：ＩＬ⁃１β 表达水平；ａ：ＬＧ 组；ｂ：ＨＧ 组；ｃ：Ｄ 组；ｄ：ＬＧ ＋ Ｗ５０ 组；ｅ：ＨＧ ＋ Ｗ１２. ５ 组；ｆ：ＨＧ ＋ Ｗ２５ 组；ｇ：ＨＧ ＋ Ｗ５０ 组；与
ＬＧ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＧ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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３　 讨论

　 　 ＤＮ 已经成为终末期肾脏病的主要原因之一，
且在中国人群中的患病率逐年上升［８］。 众所周知，
自身免疫病发展与巨噬细胞的长期激活有关，持续

不断分泌的炎症因子，最终对正常组织及细胞造成

无法修复的损害，导致肾组织纤维化及肾脏功能下

降［９］。 本实验以高糖刺激的巨噬细胞为研究对象，
模拟糖尿病高糖环境，探究 ＷＧ 抑制 ＤＮ 炎症发展

的可能机制。
　 　 在长期高血糖状态下，巨噬细胞在肾组织中异

常聚集，激活 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ 等通路，分泌大量 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β 炎症因子，导致肾小球、肾小管及基底膜病

理性改变，进而出现蛋白尿增多等临床症状。 ＴＮＦ⁃
α 和 ＩＬ⁃１β 被称作巨噬细胞炎症的“警报细胞因

子”，它们会进一步诱导促炎基因 ｉＮＯＳ 的产生。 此

次研究中采用高糖刺激小鼠 ＲＡＷ２６４. ７ 巨噬细胞，
观察炎症信号蛋白及相关炎症因子表达。 结果表

明，高糖刺激后，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５、ｉＮＯＳ 表达

增高，促炎因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 表达明显上调，巨噬细

胞极化。 与 Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ［９］ 及汤祥瑞 等［１０］ 研究结果相

似，高糖可以直接或间接的刺激巨噬细胞迁移、炎症

因子的分泌及 ｉＮＯＳ 表达增加。
　 　 巨噬细胞是先天免疫的重要参与者，而 ＫＬＦ４
是巨噬细胞生物学中的关键介质，起着调节巨噬细

胞促炎效应。 本研究显示， ＫＬＦ４ 在高糖诱导的

ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中表达下调，并且伴随炎症因子的

释放及 ｉＮＯＳ 的增加。 与多数研究［１１ － １２］ 结果一致，
ＫＬＦ４ 在肾脏保护及炎症抑制方面有极大地探索意

义。 有研究［２ － ３， １３］报道 ＫＬＦ４ 抑制 ＳＴＡＴ３、ｍＴＯＲ 和

ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的激活，以改善动脉粥样硬化及脓毒血

症等疾病的进展。 此研究验证出高糖刺激巨噬细胞

２４ ｈ 出现抑制 ＫＬＦ４ 表达的情况，说明在炎症状态

中 ＫＬＦ４ 是处于低表达状态。 也有文献［３］ 报道在炎

症激活过程中，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 活性增强抑制 ＫＬＦ４ 的转

录作用，ＫＬＦ４ 表达下调会激活 ＮＦ⁃κＢ ｐｐ６５ 的表达，
两者形成正反馈效应加快炎症反应的进行。 由此推

测 ＫＬＦ４ 介导是 ＤＮ 炎症发展过程的重要环节。
　 　 ＷＧ 是一种低毒、低成本、高疗效的黄酮类天然

化合物［８］，具有抗炎、抗氧化、抗癌等作用。 多数研

究证明，ＷＧ 有显著的抗炎活性，可以明显减轻结肠

炎［６］、脂肪肝［１４］ 及慢性咽炎［１５］ 等疾病进展，但在

ＤＮ 介导的慢性炎症中的作用及机制还有待探索。
在本研究中，通过 ＣＣＫ⁃８ 实验验证高糖条件下细胞

安全浓度范围，再用不同浓度的 ＷＧ 给予细胞预处

理，然后再用高糖刺激巨噬细胞活化。 结果表明，
ＷＧ 减轻 ＨＧ 组巨噬细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 的分泌和

ｉＮＯＳ 的表达，这种作用是通过抑制 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的磷

酸化，逆转巨噬细胞抗炎活性，成功减轻了高糖诱导

的巨噬细胞炎症。 此外，ＫＬＦ４ 表达量在 ＷＧ 作用下

呈剂量依赖性递增，提示 ＫＬＦ４ 不仅是炎症中的重

要参与者，更在 ＤＮ 中发挥保护性作用，并参与到

ＷＧ 的治疗机制中。
　 　 综上所述，本研究表明高糖刺激巨噬细胞后，其
ＫＬＦ４ 表达减少，而 ＷＧ 可以刺激巨噬细胞 ＫＬＦ４ 的

表达增高，进而抑制高糖刺激巨噬细胞产生促炎因

子和炎性物质，其机制是由于 ＫＬＦ４ 表达增高抑制

了 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的磷酸化，进而减少了 ｉＮＯＳ 的表达。
提示 ＫＬＦ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 相关信号通路可能参与到 ＷＧ 影

响巨噬细胞改善 ＤＮ 的过程。 由于本研究缺乏对相

关靶向蛋白干预和相应体内模型验证，将在以后的

研究中加以探讨，以期为 ＤＮ 的治疗提供新的思路。
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