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DDIT4 在糖尿病肾病肾小管细胞焦亡中的作用及机制研究 
 

摘    要 
 

目的：糖尿病肾病是终末期肾病的主要原因，现有治疗效果不佳，其

发病机制仍不明确，亟需探索糖尿病肾病治疗策略相关的疾病进展的精确

分子机制，寻找潜在的治疗靶点。 
DDIT4 作为一种关键的压力调节蛋白，参与细胞生长、凋亡、代谢和

氧化应激，与多种代谢性疾病相关。然而 DDIT4 与糖尿病肾病的作用仅

个别报道，具体机制尚不明确。 
细胞焦亡是一种炎症性程序性细胞死亡，其特征是细胞肿胀、破裂、

细胞内容物释放和显著的促炎作用。焦亡引起的炎症和细胞损伤与糖尿病

肾病的进展密切相关，加重肾纤维化、肾小球硬化和肾小管损伤，但是糖

尿病肾病中，介导细胞焦亡继而加重肾小管细胞纤维化反应的具体机制尚

不明确。焦亡的核心是激活 NLRP3 炎症小体，NLRP3 是 NLRP3 炎症小

体的核心分子之一。作为一种炎症和免疫相关疾病，大量证据支持肾小管

间质的炎性成分，特别是近端肾小管上皮细胞的炎性成分，在糖尿病肾病

的发病机制中起核心作用。CCR2 在单核细胞、髓样前体细胞和 T 细胞、

树突状细胞和多种组织实质细胞上表达，是促炎症反应的化学诱导剂。 
本研究以人肾小管上皮 HK-2 细胞、1/2 型糖尿病小鼠模型、临床糖

尿病肾病患者活检标本为研究对象，通过体内、体外实验，临床标本检测，

探讨 DDIT4 在糖尿病肾病中的作用及调控机制，为探索糖尿病肾病防治

新靶点提供实验依据。 
方法： 
1．以 HK-2 细胞为研究对象，高糖（30 mmol/L glucose）诱导 HK-2 

细胞不同时间点，检测 DDIT4 mRNA 和蛋白质的表达变化，以及

NLRP3/Caspase-1/GSDMD 炎症信号通路的活化情况。根据结果选择高糖

刺激最佳时间点，通过 AO/EB 实验检测细胞膜完整性，LDH 含量检测分

析细胞膜受损情况，CCK-8 实验检测细胞活力，EDU 实验检测细胞增殖

活性，FLICA/PI 免疫荧光共聚焦实验以及流式细胞术检测细胞焦亡的发

生情况。Western Blot 和免疫荧光检测 DDIT4，细胞焦亡执行蛋白 GSDMD，
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NLRP3 炎症小体关键组分以及糖尿病肾脏纤维化指标蛋白 FN1 和

Collagen I 的表达。 
2．以 HK-2 细胞为研究对象，敲低或过表达 DDIT4，高糖诱导 48h。

实验分组为 NG 组，M 组，HG 组，HG+NC 组（敲低阴性对照组），

HG+shDDIT4 组（DDIT4 敲低组）；或者为 NG 组，M 组，HG 组，HG+Vector
组（过表达阴性对照组），HG+DDIT4 组（DDIT4 过表达组）。通过 AO/EB
双染、LDH 活性检测、CCK-8、EDU 实验、FLICA/PI 免疫荧光共聚焦实

验、流式细胞术、Western Blot 以及免疫荧光等实验，检测高糖环境下，

干预 DDIT4 对 HK-2 细胞焦亡、纤维化反应以及 NLRP3 炎症小体激活的

影响。 
3. 以 STZ 诱导的糖尿病小鼠为研究对象，探讨敲除 DDIT4 对焦亡、

糖尿病肾损伤以及 NLRP3 炎症小体的调控作用。分为四组，WT 组（注

射枸橼酸盐缓冲液），WT-DKO 组（注射枸橼酸盐缓冲液），STZ-WT 组

（腹腔注射 50 mg/kg/day STZ，连续 5 天）和 STZ-DKO 组（腹腔注射 50 
mg/kg/day STZ，连续 5 天）。Masson 和 PAS 染色观察小鼠肾脏病理改

变；收集血尿标本，检测生化指标的变化；Western Blot 和免疫组织化学

检测焦亡执行蛋白 GSDMD，纤维化指标蛋白 FN1 和 Collagen I，以及

NLRP3 炎症小体关键组分的表达变化。 
4. 以 db/db 糖尿病小鼠为研究对象，探讨敲低 DDIT4 对焦亡、糖尿

病肾损伤以及 NLRP3 炎症小体的调控作用。8 周龄 18 只 db/db 小鼠，6
只 db/m 小鼠同窝对照。行肾盂原位注射术，转染腺相关病毒 AAV-9，敲

低 DDIT4。分组情况 db/m 组，db/db 组（不处理），db/db-control 组（右

侧肾盂原位注射 HBAAV2/9-luc NC 对照），shDDIT4 组（右侧肾盂原位

注射 HBAAV2/9-m-DDIT4shRNA-luc，shDDIT4 序列：TTCTCCGAACG 
TGTCACGTAA）。术后 8 周取材，检测各组小鼠代谢（体重、肾重和血

糖）和生化指标（BUN，Scr，UAE 和 UACR）的变化。Masson 和 PAS 染

色观察小鼠肾脏病理改变；Western Blot 和免疫组织化学检测 DDIT4，焦

亡执行蛋白 GSDMD，纤维化指标蛋白 FN1 和 Collagen I，以及 NLRP3 炎

症小体关键组分的表达变化。 
5. 以 HK-2 细胞为研究对象，探讨高糖环境下 DDIT4 通过上调

NLRP3 介导细胞焦亡的作用机制。免疫荧光共聚焦检测 DDIT4 和 NLRP3
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共定位情况。构建 NLRP3-crispr 质粒，过表达 DDIT4 的同时敲低 NLRP3，
AO/EB 双染、LDH 活性检测、CCK-8、EDU 实验、FLICA/PI 免疫荧光共

聚焦实验、Western Blot 以及免疫荧光等实验，检测肾小管上皮细胞焦亡,
纤维化反应以及 NLRP3 炎症小体的变化。进一步，高糖环境下过表达 
DDIT4 的同时加入 NLRP3 选择性抑制剂 MCC950，检测肾小管上皮细胞

焦亡，纤维化反应以及 NLRP3 炎症小体的变化。 
6. 从 GEO 数据库查询有关糖尿病肾病肾小管表达谱的芯片数据，比

较糖尿病肾病患者以及对照组肾脏组织的 DDIT4 表达差异，受试者工作

特征曲线分析 DDIT4 鉴别糖尿病肾病的能力。进一步收集 40 例临床糖尿

病肾病患者活检标本和 30 例对照组织，免疫组织化学检测连续切片中

DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 炎症信号的表达情况，并进行 ROC 曲线分

析以及相关性分析。另外，有完整临床信息的 30 例糖尿病肾病标本中，

分析 DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 各因子表达水平与临床参数的关系。 
7. 以 1/2 型糖尿病小鼠为研究对象，Western Blot 和免疫组织化学检

测肾脏组织敲除/敲低 DDIT4 后，CCR2 的表达变化。 
结果： 
1. 高糖诱导对肾小管上皮细胞（HK-2 细胞）DDIT4、NLRP3、Caspase-

1、GSDMD 的表达以及细胞焦亡和纤维化反应的作用。 
高糖诱导 HK-2 细胞，DDIT4 mRNA 和蛋白质表达呈时间依赖性增

强，48h 达到高峰。同样地，NLRP3/Caspase-1/GSDMD 炎症信号通路呈

时间依赖性激活，48h 达到高峰。因此以下实验选择最佳时间点为高糖刺

激 48h。NG（正常糖，5.6 mmol/L glucose）、M（高渗对照组，5.6 mmol/L 
glucose+24.4 mmol/L mannitol）、HG（高糖组，30 mmol/L glucose）不同

条件下干预 HK-2 细胞 48h，AO/EB 显示高糖诱导的 HK-2 细胞橘红色荧

光染色增强，细胞膜完整性受损；乳酸脱氢酶活性检测结果显示，高糖诱

导下的 HK-2 细胞释放的 LDH 明显增多，细胞膜发生破裂；CCK-8 细胞

活力检测结果显示，高糖诱导的 HK-2 细胞活力明显降低；EDU 细胞增殖

活性检测结果显示高糖诱导下的 HK-2 细胞 EDU 染色比例降低，细胞增

殖活性减弱；免疫荧光共聚焦分析 FLICA（活性 Caspase-1）和 PI 双染

结果显示，相比 NG 组，HG 组发生焦亡的细胞（FAM-YVAD-FMK 和 PI 
双阳性染色）增加了 1.07 倍；流式细胞术检测结果显示 HG 组细胞发生
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焦亡的比例明显增多；Western blot 结果显示，高糖诱导的 HK-2 细胞中

焦亡和纤维化相关蛋白：NLRP3，Pro-caspase-1，Caspase-1 P20，GSDMD-
FL（GSDMD 全长），GSDMD-N（GSDMD 活性片段），ASC，IL-1β（mature），
IL-18，FN1，Collagen I 表达显著增加；免疫荧光显示高糖诱导下，HK-
2 细胞中 NLRP3、GSDMD、Caspase-1、FN1 和 Collagen I 荧光强度增强。 

2. 以 HK-2 细胞为研究对象，敲低或过表达 DDIT4 对细胞焦亡、纤

维化反应以及 NLRP3 炎症小体激活的影响。 
相比 HG 组，敲低 DDIT4 的 HK-2 细胞中，AO/EB 双染橘红色荧光

染色减弱，LDH 释放减少，细胞活力和细胞增殖活性增加，FLICA/PI 免
疫荧光双染双阳性细胞比例减少，流式细胞术检测细胞焦亡比例降低，

GSDMD（全长和活性片段），纤维化指标蛋白 FN1 和 Collagen I，NLRP3
炎症小体各组分蛋白 NLRP3、ASC、Caspase-1 前体（Pro-Caspase-1）、

活化的 Caspase-1（Caspase-1-p20）以及细胞因子 IL-1β（precursor）、IL-
1β（mature）和 IL-18 的表达减弱。相反，与 HG 组相比，过表达 DDIT4
的 HK-2 细胞上述现象加重，且相关蛋白表达增强。 

3. 以 STZ 诱导糖尿病小鼠为研究对象，探讨敲除 DDIT4 对焦亡、糖

尿病肾损伤以及 NLRP3 炎症小体的调控作用。 
相比 WT 组，STZ 诱导的糖尿病小鼠的肾小球体积变大，系膜基质增

多，基底膜存在不规则增厚。STZ-DKO 组小鼠的肾小球和肾小管的形态

结构明显改善。与 WT 组小鼠相比，糖尿病组小鼠的 BG（血糖）、KW
（肾重）、UAE、UACR、BUN 和 Scr 则显著增高，且其 BW（体重）

显著降低。与 STZ-WT 组小鼠相比，STZ-DKO 组小鼠的 BG、UAE、
UACR、BUN 和 Scr 水平明显下降。对比 WT 组，STZ-WT 组小鼠肾脏

组织的 GSDMD-FL 和 GSDMD-N，FN1 和 Collagen I，以及 NLRP3 炎症

小体各组分 NLRP3，Caspase-1-p20，ASC，IL-1β （precursor），IL-1β（mature）
表达水平均显著增加，而 DDIT4 基因敲除可以导致上述蛋白表达下降。 

4. 以 db/db 糖尿病小鼠为研究对象，探讨敲低 DDIT4 对焦亡，糖尿

病肾损伤以及 NLRP3 炎症小体激活的调控作用。 
相比于 db/m 组，DDIT4 在 db/db 组和 db/db-control 组小鼠肾脏组织

的中存在广泛的胞浆染色。与 db/m 小鼠相比，db/db 组和 db/db-control 
组的小鼠，肾小球体积明显增大，系膜区扩宽，系膜基质增多。敲低 DDIT4 
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后上述症状明显改善。各组小鼠各种代谢指标的变化结果显示：与 db/m
组比，db/db 组和 db/db-control 组小鼠的 BW 和 BG 明显增加，且 BG 均

高于 16.7 mmol/L，KW 变化不明显。UAE，UACR，BUN 和 Scr 也显著

增高。DDIT4 敲低后，db/db 小鼠的上述代谢指标均显著下降。另外，与 
db/m 小鼠相比，db/db 组小鼠肾组织的 GSDMD-FL 和 GSDMD-N，FN1
和 Collagen I，以及 NLRP3 炎症小体各组分 NLRP3，pro-Caspase-1，
Caspase-1-p20，ASC，IL-1β（precursor），IL-1β（mature）表达水平均显

著增加，而敲低 DDIT4 的 db/db 小鼠（db/db-shDDIT4 组）肾脏组织中，

上述蛋白表达下降（Pro-Caspase-1 和 IL-1β（precursor）仅有下降趋势）。 
5. 以 HK-2 细胞为研究对象，探讨高糖环境下，DDIT4 通过上调

NLRP3 介导细胞焦亡的作用机制。 
免疫荧光共定位结果显示高糖诱导下，DDIT4 与 NLRP3 在 HK-2 细

胞中有明显的共定位。高糖环境下，相对于 DDIT4 单独过表达的 HK-2 细

胞，同时转入 DDIT4 过表达质粒和 NLRP3-crispr 质粒的 HK-2 细胞，

细胞膜完整性的受损程度得到缓解，LDH 释放减少，细胞活力以及细胞

增殖活性均得到有效恢复，FLICA 和 PI 双阳性细胞减少。GSDMD-FL 和 
GSDMD-N、NLRP3、 pro-Caspase-1 和  Caspase-1-p20、ASC、 IL-1β
（precursor）、IL-1β（mature），Collagen I 和 FN1 表达水平均明显下降。

相似地，相对于 DDIT4 单独过表达的 HK-2 细胞，过表达 DDIT4 的同时

加入 NLRP3 抑制剂 MCC950 的 HK-2 细胞，展示出类似的变化趋势。 
6. DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 在糖尿病肾病 GEO 数据集以及临床

病理切片中的表达和相关性分析 
从 GEO 数据库中下载 3 个糖尿病肾病患者肾小管的基因芯片数据集

GSE47184、GSE104954 和 GSE99325。三个数据集中，DN 组 DDIT4 的

表达明显高于 Control 组，且 ROC 分析结果显示三个数据集 DDIT4 的

AUC 分别为 0.917，0.894 和 0.843。40 例糖尿病肾病患者活检组织以及

30 例对照组织中，免疫组织化学检测显示 DDIT4、NLRP3、GSDMD 和
CCR2 的表达，在糖尿病肾病患者的肾脏组织中明显增强，ROC 曲线分析

显示 DDIT4、NLRP3、GSDMD 和 CCR2 对于糖尿病肾病具有较高的诊

断能力。另外，在 DN 组织中，四因子之间存在高度正相关。有完整临床

信息的 30 例糖尿病肾病患者临床参数分析显示，DDIT4/NLRP3/GSDMD/ 
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CCR2 表达水平与糖尿病肾病患者的性别，级别，病程，BMI，FBG，SBP，
DBP，HbA1c  (%)，UA，TC，TG，LDL 均不相关。DDIT4 与 Urea nitrogen，
Scr 显著正相关，与 Hb，eGFR 负相关; NLRP3 与年龄，Scr, 24h 蛋白尿显

著正相关，与 Hb，eGFR 负相关；GSDMD 与 Urea nitrogen，Scr，24h 蛋

白尿显著正相关，与 eGFR 负相关；CCR2 与年龄和 Scr 之间显著正相关，

与 Hb，Alb，eGFR 之间存在显着负相关。 
7. 以 1/2 型糖尿病小鼠为研究对象，敲除/敲低 DDIT4 对小鼠肾脏

组织 CCR2 的影响。 
STZ 诱导的糖尿病小鼠中，相比 WT 组小鼠，DKO 组小鼠肾脏组织

中的 CCR2 的表达稍有降低，而 STZ-WT 组小鼠的 CCR2 表达明显增

强；与 STZ-WT 组相比，敲除 DDIT4 的小鼠肾脏组织中 CCR2 表达下降。

db/db 糖尿病小鼠中，与 db/m 组小鼠相比，db/db 小鼠肾脏组织中 CCR2
的表达明显增强；与 db/db 组相比，敲低 DDIT4 的小鼠肾脏组织中 CCR2
表达明显下降. 

结论： 
1. DDIT4 在高糖培养的肾小管上皮细胞，1/2 型糖尿病小鼠肾脏组

织，以及糖尿病肾病患者肾脏组织中高表达。 
2. 高糖诱导下，DDIT4 通过促进 NLRP3 炎症小体激活介导肾小管

上皮细胞焦亡和纤维化反应的发生。 
3. DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 炎症信号通路在糖尿病肾病时被

激活，两两之间存在正相关。 
 

    关键词：糖尿病肾病，DNA 损伤诱导因子 4，NLRP3 炎症小体，细

胞焦亡，C-C 基序趋化因子受体 2 
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The role and mechanism of DDIT4 in renal tubular cells 
pyroptosis of diabetes nephropathy  

 

ABSTRACT 
 

Objective: Diabetes nephropathy (DN) is the main cause of end-stage 
renal disease. Based on the poor effect and unclear pathogenesis, it is urgent to 
explore the precise molecular mechanism of disease progression related to DN 
treatment strategies and find potential therapeutic targets. 

DDIT4, as a key stress regulating protein, is involved in cell growth, 
apoptosis, metabolism, and oxidative stress, and is associated with various 
metabolic diseases. However, the role of DDIT4 on diabetes nephropathy has 
only been reported individually, and the specific mechanism is still unclear. 

Pyroptosis is an inflammatory programmed cell death characterized by cell 
swelling, rupture, secretion of cellular contents, and significant pro-
inflammatory effects. Inflammation and cell damage caused by pyroptosis are 
closely related to the progress of DN, which can aggravate renal fibrosis, 
glomerulosclerosis and tubular damage. However, it is still unclear about the 
specific mechanism that inducing cell pyroptosis followed by tubular cell 
fibrosis. The core of pyroptosis is the activation of NLRP3 inflammasome, one 
core molecule of which is NLRP3. As an inflammatory and immune related 
disease, A large amount of evidence supports that the inflammatory components 
of renal tubulointerstium, especially those of proximal tubular epithelial cells, 
play a central role in the pathogenesis of DN. CCR2 is expressed on monocytes, 
myeloid precursor cells and T cells, dendritic cells, and various tissue 
parenchymal cells, and is a chemical inducer of pro-inflammatory responses. 

In this study, human renal tubular epithelial HK-2 cells, type 1/2 diabetes 
mouse models, and clinical DN patients' biopsy samples were used. We 
explored the role and regulatory mechanism of DDIT4 in DN by in vivo or in 
vitro experiments, and clinical samples detection, which can provide 
experimental basis of exploring new targets for the DN prevention and 
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treatment. 
Methods: 
1. High glucose (30 mmol/L glucose, HG) was used to stimulate HK-2 

cells at different time points, and the DDIT4 mRNA and protein, and 
NLRP3/Caspase-1/GSDMD inflammatory signaling pathway were detected. 
based on the above results, selected the optimal time point for HG stimulation. 
And then detected cell membrane integrity through AO/EB, analyzed cell 
membrane damage through LDH activity detection, detected cell viability 
through CCK-8, detected cell proliferation activity through EDU, and detected 
the occurrence of cell pyroptosis through FLICA/PI immunofluorescence 
confocal and flow cytometry. Western blot and immunofluorescence were used 
to detect the expression of DDIT4, GSDMD, key components of NLRP3 
inflammasome, and the indicators of renal fibrosis in diabetes, FN1 and 
Collagen I. 

2. In HK-2 cells, knockdown or overexpression DDIT4 were performed, 
and followed by HG stimulation for 48 hours. Divided into NG group, M group, 
HG group, HG+NC group (knockdown negative control group with HG 
stimulation), HG+shDDIT4 group (DDIT4 knockdown group with HG 
stimulation); Or NG group, M group, HG group, HG+vector group 
(overexpression negative control group with HG stimulation), HG+_DDIT4 
group (DDIT4 overexpression group with HG stimulation). By AO/EB dual 
staining, LDH activity detection, CCK-8, EDU, FLICA/PI immunofluorescence 
confocal, flow cytometry, western blot, and immunofluorescence, the effects of 
intervention with DDIT4 on pyroptosis, fibrosis and the activation of NLRP3 
inflammasomes in HK-2 cells under HG environment were detected. 

3. In STZ-induced diabetes mice, we explored the regulatory role of 
DDIT4 knockout on pyroptosis, diabetes kidney injury, and NLRP3 
inflammasomes. Divided into four groups, WT group (injected with citrate 
buffer), WT-DKO Group (injection of citrate buffer), STZ-WT group 
(intraperitoneal injection of 50 mg/kg/day STZ, continuous Continuation of 5 
days) and STZ-DKO group (intraperitoneal injection of 50 mg/kg/day STZ for 
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5 consecutive days). Masson and PAS staining were used to observe renal 
pathological changes in mice. Collected blood and urine specimens and tested 
biochemical indicators changes in the subject matter. Western Blot and 
immunohistochemical were used to detect the expression changes of pyroptosis 
executive protein, GSDMD, fibrosis indicators FN1 and Collagen I, and key 
components of NLRP3 inflammasome. 

4. In db/db diabetes mice, we explored the regulatory role of DDIT4 
knockout on pyroptosis, diabetes kidney injury, and NLRP3 inflammasomes. 
18 db/db mice at 8 weeks old, and 6 healthy male littermate control db/m mice 
were selected. Situ renal pelvis injection was performed, and adeno-associated 
virus AAV-9 was transfected to knocked down DDIT4. Grouping: db/m group, 
db/db group (no treatment), db/db control group (right renal pelvis in situ 
injection of HBAAV2/9-luc NC control), shDDIT4 group (right renal pelvis in 
situ injection of HBAAV2/9-m-DDIT4shRNA-luc, shDDIT4 sequence: 
TTCTCCGAACGTCACGTTAA). After 8 weeks of surgery, samples were 
taken and changes in metabolism (body weight, kidney weight, and blood 
glucose) and biochemical indicators (BUN, Scr, UAE, and UACR) were 
detected in each group of mice. Masson and PAS staining were used to observe 
renal pathological changes. Western blot and immunohistochemistry were used 
to detect the expression changes of DDIT4, pyroptosis executive protein 
(GSDMD), fibrosis indicators (FN1 and Collagen I), and key components of 
NLRP3 inflammasome. 

5. In HK-2 cells, we explored the mechanism of pyroptosis induced by 
DDIT4 through upregulating NLRP3 with HG stimulation. 
Immunofluorescence confocal was used to detect the co-localization between 
DDIT4 and NLRP3. Constructed NLRP3-crispr plasmid, and both DDIT4 
overexpression and NLRP knockdown were performed in HK-2 with HG 
stimulation. The AO/EB dual staining, LDH activity detection, CCK-8, EDU 
assay, FLICA/PI immunofluorescence confocal assay, western blot, and 
immunofluorescence assay were used to observe the changes of pyroptosis, 
fibrosis and NLRP3 inflammasome in HK-2 cells. Furthermore, under HG 
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conditions, both DDIT4 overexpression and NLRP3 selective inhibitor 
MCC950 were used, and then detected the changes of pyroptosis, fibrosis and 
NLRP3 inflammasome in HK-2 cells. 

6. Three renal tubular expression profiles about DN from GEO database 
were downloaded, and then compared DDIT4 expression between DN patients 
and controls, and the capacity of DDIT4 to differentiate DN from controls were 
analyzed by the ROC curve. Further, 40 biopsy specimens from DN patients 
and 30 control tissues were collected. Immunohistochemistry was used to detect 
the expression of DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 inflammatory signaling 
pathway in serial sections, and then ROC curve analysis and correlation analysis 
were performed. In addition, the expression levels of DDIT4/NLRP3/GSDMD/ 
CCR2 and their relationship with clinical parameters were analyzed in 30 
specimens of DN patients with complete clinical information. 

7. Western Blot and immunohistochemistry were performed on type 1/2 
diabetes mice to measure CCR2 in kidney tissues after knocking out or 
knocking down DDIT4. 

Results: 
1.Under HG stimulation, the changes of DDIT4, NLRP3, Caspase-1, 

GSDMD, as well as cell pyroptosis and fibrosis response in renal tubular 
epithelial cells (HK-2 cells). 

Under HG stimulation, there were increased DDIT4 mRNA and protein of 
HK-2 cells in a time-dependent manner, reaching a peak at 48 hours. Similarly, 
the NLRP3/Caspase-1/GSDMD inflammatory signaling pathway exhibited 
time-dependent activation, reaching its peak at 48 hours. Therefore, the optimal 
time point for the following experiment is at 48 hours after HG stimulation. 
Different conditions with NG (normal glucose, 5.6 mmol/L glucose), or M 
(hypertonic control group, 5.6 mmol/L glucose+24.4 mmol/L mannitol), or HG 
(high glucose group, 30 mmol/L glucose) intervened HK-2 cells for 48 hours, 
AO/EB dual staining showed enhanced orange fluorescence staining in HK-2 
cells with HG stimulation, indicating the cell membrane integrity damage. The 
detection results of lactate dehydrogenase (LDH) activity showed that the LDH 
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released by HK-2 cells under HG stimulation were significantly increased, 
indicating the cell membrane rupture. The results of CCK-8 showed that the cell 
viability was significantly reduced under HG stimulation. The results of EDU 
detection showed a decrease in the proportion of EDU staining in HK-2 cells 
under HG stimulation, indicating a weakened proliferation activity of HK-2 
cells. The immunofluorescence confocal analysis of FLICA (active Caspase-1) 
and PI double staining showed that compared with the NG group, cells in the 
HG group had a 1.07-fold increase in the number of cells undergoing pyroptosis 
(FAM-YVAD-FMK and PI double positive staining). The results of flow 
cytometry showed an increase in the proportion of cells undergoing pyroptosis 
in the HG group. Western blot results showed that the proteins related to 
pyroptosis and fibrosis in high glucose stimulated HK-2 cells, such as NLRP3, 
Pro-caspase-1, Caspase-1 P20, GSDMD-FL (the full length of GSDMD), 
GSDMD-N (the active fragment of GSDMD), ASC, IL-1β, IL-18, FN1 and 
Collagen I were significantly increased. Immunofluorescence showed that with 
HG stimulation, the fluorescence intensity of NLRP3, GSDMD, Caspase-1, 
FN1, and Collagen I were increased in HK-2 cells. 

2. In HK-2 cells, the effects of knocking down or overexpressing DDIT4 
on cell pyroptosis, fibrosis response, and NLRP3 inflammasome activation 
were investigated.  

Compared with the HG group, there were a weakened orange red 
fluorescence staining detected by AO/EB dual staining, decreased LDH release, 
increased cell viability and proliferation activity, decreased proportion of 
FLICA+/PI+ cells, decreased proportion of cell pyroptosis detected by flow 
cytometry, and decreased expression of GSDMD (full length and active 
fragment), fibrosis indicators (FN1 and Collagen I) and NLRP3 inflammasome 
components (NLRP3, pro-Caspase-1, Caspase-1-p20, ASC, IL-1β(precursor), 
IL-β (mature), and IL-18) in HK-2 cells with DDIT4 knockdown. On the 
contrary, the above phenomena were exacerbated and the related proteins 
expression were enhanced in HK-2 cells with overexpressed DDIT4. 

3. In STZ-induced diabetes mice, the regulatory effect of DDIT4 knockout 
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on cell pyroptosis, diabetic renal injury and NLRP3 inflammasome activation 
were investigated. 

Compared with WT group, the glomerular volume became larger, the 
mesangial matrix increased, and the basement membrane was irregularly 
thickened in STZ-induced diabetes mice. The morphological structure of 
glomeruli and renal tubules was significantly improved in STZ-DKO group 
mice. Compared with WT group, body weight (BW), kidney weight (KW), 
UAE, UACR, BUN and Scr of mice in STZ-WT group were significantly higher, 
and BW was significantly lower. Compared with the STZ-WT group, the levels 
of blood glucose (BG), UAE, UACR, BUN, and Scr of mice in the STZ-DKO 
group were significantly reduced. In addition, compared with the WT group, the 
expression levels of GSDMD-FL and GSDMD-N, fibrosis related proteins 
(FN1 and Collagen I), as well as NLRP3 inflammasome components (NLRP3, 
pro-Caspase-1, Caspase-1-p20, ASC, IL-1β(precursor), IL-β (mature)) in the 
renal tissue of STZ-WT group mice were significantly increased, while 
knocking out the DDIT4 resulted in a decrease in these proteins. 

4. In db/db diabetes mice, the regulatory effect of DDIT4 knockout on cell 
pyroptosis, diabetic renal injury and NLRP3 inflammasome activation were 
investigated. 

Compared to the db/m mice, DDIT4 exhibited extensive cytoplasmic 
staining in the kidney tissue of db/db and db/db-control mice. Compared with 
db/m mice, it showed a significant increase in glomerular volume, widened 
mesangial area, and increased mesangial matrix in the db/db and db/db-control 
mice. After knocking down DDIT4, the above symptoms were significantly 
improved. It showed that compared with the db/m mice, the BW and BG of the 
db/db and db/db-control mice were increased significantly, and BG levels were 
both higher than 16.7mmol/L. And there were no significant changes in KW 
among them. UAE, UACR, BUN, and Scr were also significantly increased in 
the db/db group and db/db-control group. After knocking down DDIT4, the 
above metabolic indicators in db/db mice were significantly reduced. In 
addition, compared with db/m mice, the expression levels of GSDMD-FL and 
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GSDMD-N, fibrosis related proteins (FN1 and Collagen I), as well as NLRP3 
inflammasome components (NLRP3, pro-Caspase-1, Caspase-1-p20, ASC, IL-
1β(precursor), IL-β (mature)) were significantly increased in the kidney tissue 
of db/db group mice. while knocking down the DDIT4 resulted in a decrease in 
these proteins (pro-Caspase-1 and IL-1β(precursor) showed a decreasing trend). 

5. In HK-2 cells, the mechanism of DDIT4 mediated cell pyroptosis by 
upregulating NLRP3 in HG environments was explored. 

The immunofluorescence co-localization results showed a significant the 
co-localization between DDIT4 and NLRP3 in HK-2 cells under HG 
stimulation. Under HG stimulation, compared to HK-2 cells with 
overexpressing DDIT4 alone, HK-2 cells transfected with both DDIT4 
overexpression plasmid and NLRP3-crispr plasmid simultaneously showed 
alleviated cell membrane integrity damage, reduced LDH release, and 
effectively restored cell viability and proliferation activity, and decreased 
FLICA+/PI+ cells. The GSDMD-FL, GSDMD-N, NLRP3, pro-Caspase-1 and 
Caspase-1 p20, ASC, IL-1β (precursor), IL-1β (mature), FN1 and Collagen I 
were significantly reduced. Similarly, compared to HK-2 cells with 
overexpressing DDIT4 alone, HK-2 cells with DDIT4 overexpression and 
NLRP3 inhibitor MCC950 showed the similar trend of changes. 

6. The expression and correlation analysis of DDIT4/NLRP3/GSDMD/ 
CCR2 in GEO datasets and clinical pathological sections of DN. 

Three datasets related to tubulointerstitial injury in patients with DN, 
GSE47184, GSE104954 and GSE99325 from the GEO database, were 
download. In the three datasets, there were significant up-regulated expression 
of DDIT4 in the DN group than the Controls, and the AUC of DDIT4 in the 
three datasets were 0.917, 0.894, and 0.843, respectively, calculated by ROC 
analysis. In the collected biopsy tissues of 40 patients with DN and 30 controls, 
immunohistochemical detection showed that the expression of DDIT4, NLRP3, 
GSDMD and CCR2 was significantly enhanced in the renal tissues of DN 
patients. ROC curve analysis showed that DDIT4, NLRP3, GSDMD and CCR2 
had a high differential diagnosis ability for DN. In addition, there are high 
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positive correlation among the four factors in DN group. The correlation 
analysis in 30 DN patients with complete clinical information showed that it 
was no relationship between the expression levels of DDIT4/NLRP3/GSDMD/ 
CCR2 and gender, grade, disease course, BMI, FBG, SBP, DBP, HbA1c (%), 
UA, TC, TG, LDL of DN patients. DDIT4 was significantly positively 
correlated with Urea nitrogen and Scr, and negatively correlated with Hb and 
eGFR. NLRP3 was significantly positively correlated with age, Scr, 24-hour 
proteinuria, and negatively correlated with Hb and eGFR. GSDMD was 
significantly positively correlated with Urea nitrogen, Scr, 24-hour proteinuria, 
and negatively correlated with eGFR. CCR2 was significantly positively 
correlated with age and Scr, and negatively correlated with Hb, Alb, and eGFR. 

7. In type 1/2 diabetes mice, the effect of knocking out or knocking down 
DDIT4 on CCR2 in kidney tissues.  

Compared with WT group, CCR2 in kidney tissue was slightly reduced in 
DKO group, while CCR2 was significantly increased in STZ-WT group mice. 
Compared with the STZ-WT group, CCR2 in the kidney tissue of DDIT4 
knockout mice (STZ-DKO group) was decreased. Compared with db/m mice, 
CCR2 was significantly increased in kidney tissue of db/db diabetes mice. And 
compared with the db/db group, CCR2 in the kidney tissue in db/db-shDDIT4 
group was significantly reduced. 

Conclusions: 
1. The expression of DDIT4 in renal tubular epithelial cells under HG 

stimulation, kidney tissue of type 1/2 diabetes mice, and kidney tissue of DN 
patients were increased significantly. 

2. Under HG conditions, DDIT4 can induced renal tubular epithelial cells 
pyroptosis and fibrosis reaction by activating NLRP3 inflammasome. 

3. DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 inflammatory signaling pathway was 
activated in diabetes nephropathy, and there was high positive correlation 
among them. 

 
Keywords: DN, DDIT4, pyroptosis, NLRP3 inflammasome, CCR2
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英文缩写 
 

英文缩写 英文全称 中文全称 
DDIT4 DNA damage-inducible transcript 4 DNA 损伤诱导因子 4 
GSDMD gasdermin D gasdermin 家族蛋白 D 
NLRP3 NOD-like receptor family pyrin 

domain containing 3 
含 NLR 家族 Pyrin 域蛋

白 3 
ASC PYCARD, PYD and CARD 

domain containing 
包含 PYD 和 CARD 域蛋

白 
Caspase-1 Cysteine-aspartic acid protease 1 半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶 1 
IL-1β Interleukin-1β 白介素-1β 
IL-18 Interleukin-18 白介素-18 
FN1 Fibronectin 1 纤连蛋白 1 
Col-Ⅰ Collagen type I I 型胶原蛋白 
CCR2 C-C motif chemokine receptor 2 C-C 基序趋化因子受体 2
DN Diabetes nephropathy 糖尿病肾病 
DM Diabetes mellitus 糖尿病 
DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindole 4,6-联脒-2-苯基吲哚 
PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
STZ streptozotocin 链脲佐菌素 
WT wild type 野生型 
HK-2 human renal proximal tubular cells 人肾小管上皮细胞 
Hb hemoglobin 血红蛋白 
FBG 
SBP 

Fibrinogen 
Systolic blood pressure 

纤维蛋白原 
收缩压 

DBP Diastolic blood pressure 舒张压 
HbA1c Hemoglobin A1c 糖化血红蛋白 
Alb albumin 白蛋白 
Scr Serum creatinine 血清肌酐 
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eGFR Estimated glomerular filtration rate 估计肾小球滤过率 
UACR Urine albumin/creatinine ratio 尿白蛋白肌酐比值 
TC total cholesterol 总胆固醇 
TG Triglyceride 甘油三酯 
LDL Low-Density Lipoprotein 低密度脂蛋白 
UA urine acid 尿酸 
BUN blood urea nitrogen 血尿素氮 
UAE urine albumin excretion 尿蛋白排泄率 
BW Body weight 体重 
KW Kidney weight 肾重 
BG Blood glucose 血糖 
PAS Periodic Acid‐Schiff staining 过典酸雪夫氏染色 
IHC immunohistochemical 免疫组织化学 
ROC Receiver operating characteristic 

curve 
受试者工作特征曲线 

NG Normal glucose 正常糖 
HG High glucose 高糖 
M mannitol 甘露醇 
ECM Extracellular matrix 细胞外基质 
IF Immunofluorescence 免疫荧光 
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DDIT4 在糖尿病肾病肾小管细胞焦亡中的作用及机制研究 
 

引    言 
 

糖尿病（diabetes mellitus, DM）主要是因胰岛素分泌绝对或相对分泌

不足和（或）胰岛素作用缺陷所导致的，以高血糖为特征的、可造成全身

多个组织、脏器损害的代谢性疾病。其发病率在全球范围内呈日益增长之

势，目前患病人数高达 5.37 亿。除常见的大血管病变外，微血管并发症

亦呈高发状态。糖尿病肾病（Diabetes nephropathy, DN）约占糖尿病的

30%~40%，是糖尿病最常见和最具危害的微血管并发症之一，是世界范围

内目前终末期肾病（End-stage renal disease, ESRD）的主要原因。提高对

DN 致病机制的理解和探索对于开发治疗 DN 的新策略具有重要意义。 
糖尿病肾病发病机制的传统理论强调肾小球是高血糖引起损伤的主

要肾区室，而肾小管间质损伤是一种继发性或晚期病变。但在过去十年中，

早期糖尿病肾病的小管病变越来越被认为是一种 DN 进展的关键组成部

分。由于越来越多的证据支持肾小管损伤在 DN 中的作用，人们的兴趣已

经转移到近端小管，近端小管可能在糖尿病条件下肾脏疾病的早期发病机

制中起到引发、驱动或贡献者的作用。DN 肾小管损伤的机制是复杂的，

了解肾小管损伤机制可能有助于对 DN 进行新的治疗干预。 
病理学上，DN 的特征可分为肾小球病变和肾小管间质改变，其病理

特征包括肾小球系膜扩张、基底膜增厚、足细胞丢失、结节性肾小球硬化

和内皮细胞破坏。DN 早期有肾小管肥大，但最终发展为间质纤维化伴肾

小管萎缩。肾小管间质纤维化已被认为是 DN 患者肾脏预后的主要决定因

素。肾小管间质纤维化主要病理改变表现为间质炎症细胞的大量积聚、细

胞外基质(Extracellular matrix, ECM)沉积以及肾小管上皮细胞转分化等。 
作为一种炎症和免疫相关疾病，肾脏炎症在 DN 的发展和进展中起着

非常重要的作用，肾组织的持续炎症是 DN 发展的重要病理生理基础。已

证实 DN 与全身和局部肾脏炎症相关，炎症细胞浸润，进而释放细胞因子、

趋化因子和活化补体进入糖尿病肾脏，从根本上改变肾脏微环境。目前，

DN 患者尚无靶向药物治疗，靶向炎症反应有望转化为 DN 治疗药物，这

也是研究 DN 药物的热点方向。肾脏中的慢性非消退性炎症驱动纤维化反
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应，持续性炎症触发促纤维化信号级联反应。由此可见，慢性炎症以及随

后发生的纤维化是导致 DN 持续进展的关键过程。 
细胞焦亡是一种促炎程序性细胞死亡，即由炎症激活引发，炎症反过

来释放大量炎症因子，在炎症小体中，细胞不断膨胀，直到细胞膜破裂，

导致细胞内容物释放，引发强烈的炎症反应。已知常见的焦亡由两种炎症

途径介导，经典途径（Caspase-1, Cysteine-aspartic acid protease 1, 半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶 1 依赖性）和非经典途径（Caspase-4, 5, 11,  Cysteine-
aspartic acid protease 4, 5, 11, 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 4，5，11 依赖性）。

经典途径引发的焦亡的主要特征是 Caspase-1 的激活，GSDMD（gasdermin 
D, gasdermin 家族蛋白 D）的裂解。涉及四个主要步骤，即炎症小体组装、

前半胱氨酸蛋白酶-1（pro-Caspase-1）的激活、GSDMD 的切割以及 IL-1β
和 IL-18 的释放。在细胞焦亡的过程中，GSDMD 是焦亡的执行者，GSDMD
由两个保守结构域组成：C-末端抑制结构域和 N-末端效应结构域。

GSDMD 的 N-末端具有细胞毒性，并通过与质膜中的脂质成分结合形成

孔，而 GSDMD 全长结构不具有细胞毒性。GSDMD 被切割后，释放

GSDMD-N 片段的活性形式，在细胞膜中低聚产生孔，细胞膜通透性增加，

释放细胞内容物和炎症因子（IL-1β 和 IL-18 等），引起炎症反应，介导

细胞焦亡。 
这个过程中，炎性小体的激活是细胞焦亡过程的关键。NLRP3 炎症

小体是研究最深入的炎症小体之一，与不受控制的炎症反应密切相关。

NLRP3 与多种炎症疾病直接相关，并在代谢性疾病的发病机制中发挥双

重作用。NLRP3 在炎症反应中作为一个重要的分子，已被证实在糖尿病

肾病中有重要作用。 
越来越多的研究证明焦亡相关炎症小体通路在糖尿病及其并发症的

病理生理学中起着重要作用。DN 的发展进程和细胞焦亡之间的联系已被

证实，但具体触发机制仍不十分清楚。 
DNA 损伤诱导因子 4（DNA damage-inducible transcript 4，DDIT4），

也称为 REDD1 或 RTP801，是一种被不同应激条件激活的，即时早期反

应基因，被缺氧、DNA 损伤和氧化等引起的应激反应诱导转录并翻译。

作为一种应激诱导蛋白，其表达受特定转录因子的精细调节，包括HIF-1、
p53 或 ATF4-C/EBPβ6-9。DDIT4，已明确的功能是通过抑制哺乳动物雷
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帕霉素靶蛋白抑制增殖信号传导和调节代谢。DDIT4 参与细胞生长、凋

亡、代谢和氧化应激，暗示其在各种病理生理功能中的作用，包括癌症和

炎症性疾病。迄今为止，DDIT4 与糖尿病肾病的相关研究仅少见报道，具

体机制尚不明确，而 DDIT4 在糖尿病肾病中对肾小管上皮细胞焦亡的调

控，尚未见报道。另外，已有文章证实 DDIT4 在骨髓来源的巨噬细胞和

表皮脂肪组织中，是控制脂多糖介导的炎症的关键因素，DDIT4 的缺失延

缓了炎症的发展，这与抑制 p38MAPK、JNK、NF-κB 和 NLRP3 炎症小体

的激活有关，提示 DDIT4 和 NLRP3 在炎症反应中存在调控作用。但是关

于 DDIT4 和 NLRP3 在糖尿病肾病的调控作用尚未见报道。 
大量证据支持肾小管间质的炎性成分，特别是近端肾小管上皮细胞的

炎性成分，在糖尿病肾病的发病机制中起核心作用。CCR2，即 C-C 基序

趋化因子受体 2，位于 3 号染色体上，是 G 蛋白偶联受体超家族的成员，

也是单核细胞趋化蛋白 1~4 的受体，是促炎症反应的化学诱导剂。有研究

发现，GSDMD 介导的肝细胞焦亡可通过增加 CCR2 的表达来加重急性肝

损伤程度，提示了 GSDMD 与 CCR2 存在调控关系，但是在糖尿病肾病中

的调控作用尚未见报道。 
基于上述背景及假设，本研究将明确 DDIT4 在糖尿病肾病中的表达

与作用，利用细胞培养、动物实验，以及临床糖尿病肾病患者活检标本，

探讨了 DDIT4 在 DN 进展中发挥的作用及其具体机制，为进一步阐明糖

尿病肾病的发病机制和寻找新的治疗靶点提供理论依据。 
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第一部分 
 

DDIT4 在糖尿病肾病肾小管细胞焦亡和肾纤维化中的作用 
 

前    言 
 

糖尿病肾病是糖尿病患者中最常见也是最严重的微血管病并发症之

一，同时是终末期肾病及导致 1/2 型糖尿病患者死亡的主要原因，发病率

和死亡率不断上升，引起越来越多人的重视[1]。目前糖尿病肾病的确切发

病机制尚未明确，治疗效果并不理想。延缓甚至逆转慢性肾病的进展是一

个提高预后的可行方向。 
肾脏炎症和肾纤维化的增加在 DN 的发生和发展中起着关键作用[2]。

肾纤维化是糖尿病肾病晚期的一个突出病理特征，显著增加了晚期糖尿病

患者的死亡率。肾纤维化以细胞外基质的过度积累和沉积（如肾小球和肾

小管间质中的纤连蛋白（FN1）和各种胶原蛋白等）为特征，是几乎所有

晚期慢性肾病常见的最终途径。这是一个复杂的过程，在慢性持续损伤后，

肾组织的伤口愈合不成功，导致肾脏结构的渐进性破坏和肾功能的丧失。 
细胞焦亡是一种特殊类型的裂解性和炎症性程序性细胞死亡，其特征

是细胞肿胀、破裂、细胞内容物分泌和显著的促炎作用[3]。细胞焦亡是一

种重要的免疫反应，与传染病、心血管疾病、神经系统相关疾病、肿瘤和

糖尿病密切相关。目前已有研究报道了高血糖诱导的细胞应激在肾细胞焦

亡中的刺激作用，并且不同的信号通路已被证明可以调节焦亡的发生[3]。

此外，焦亡引起的炎症和细胞损伤与 DN 的进展密切相关，加重肾纤维化、

肾小球硬化和肾小管损伤，但是糖尿病肾病中，有关焦亡和肾脏纤维化的

具体机制的尚不明确。 
DDIT4，也被称为 REDD1 或 RTP801，DDIT4 初始被定义为缺氧诱

导因子，是一种关键的压力调节蛋白[4]。DDIT4 定位于细胞质、细胞核、

和细胞膜[5]。除此之外，有研究在 HEK-293T 细胞[6]和视网膜神经节 RGC-
5 细胞[7]的线粒体中检测到 DDIT4 的存在。低水平的 DDIT4 在人体正常

组织广泛表达，面对各种细胞应激如缺氧、能量压力、ATP 缺失、细胞铁

缺乏、内质网压力和多种 DNA 损害时，DDIT4 表达随之升高[8]。DDIT4
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的异常表达涉及多种疾病的发生，包括阿尔茨海默病、缺血增殖性视网膜

炎和其他疾病等。日益增多的报道证实，DDIT4 和糖尿病及其并发症有

关。DDIT4 在 2 型糖尿病肥胖个体的骨骼肌中高表达，且与胰岛素导致

的葡萄糖利用减少以及调节细胞葡萄糖摄取、脂质代谢和生长的信号激活

减弱有关[9]。Nora K. M 等[10]发现 1 型糖尿病的大鼠体内较未患糖尿病大

鼠 DDIT4 表达高。Michael D. Dennis 团队在高脂肪高蔗糖喂食的小鼠中，

发现心脏 DDIT4 的高表达促进心肌细胞炎症的发展[4]。Michael D Dennis
报道 STZ 诱导的 1 型糖尿病小鼠 16 周后，小鼠视网膜中 DDIT4 表达增

加，DDIT4 对于糖尿病诱导的促炎细胞因子表达至关重要[11]。迄今为止，

DDIT4 与糖尿病肾病的相关研究仅个别报道，具体机制尚不明确。然而，

在糖尿病肾病中，DDIT4 对肾小管上皮细胞焦亡和肾脏纤维化的作用，尚

未见报道。 
 

材料与方法 
 
1．材料 
1.1 仪器 

超低温冰箱 中国 Haier 公司 
CO2 培养箱  美国 Thermo Scientific 公司 
纯水机 美国 Millipore 公司 
一次性塑料培养瓶 无锡耐思生命科技有限公司 
Nanodrop 2000 分光光度计 美国 Thermo Scientific 公司 
实时定量 PCR 仪 BioRad 
细胞培养超净工作台 ESCO 公司  
纯水机 美国 Millipore 
液氮罐 中科都菱 
移液器 Eppendorf  
恒温磁力搅拌器 上海梅颖浦仪器仪表制造公司 
轮转式石蜡组织切片机 德国徕卡公司 
组织脱水机 德国莱卡公司 
组织包埋机 德国莱卡公司 
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旋涡混合器 海门市其林贝尔仪器制造公司 
压力蒸汽灭菌器 重庆雅马拓科技有限公司 
电热恒温鼓风干燥机 上海姚氏仪器设备厂 
电子恒温水浴锅 天津市泰斯特仪器有限公司 
微波炉 格兰仕 
电磁炉 美的 
电子天平 梅特勒-托利多有限公司 
台式 pH 计 安莱立思仪器有限公司 
垂直电泳仪 美国伯乐公司 
转印电泳仪 美国伯乐公司 
垂直电泳槽 中国韦克斯/美国伯乐公司 
转印电泳槽 中国韦克斯/美国伯乐公司 
ChemiDoc MP 凝胶成像系统  美国伯乐公司 
低温高速离心机 美国 Thermo 公司 
T100 Thermal Cycler PCR 仪 美国伯乐公司 
电热恒温金属浴 常州市国旺仪器公司 
制冰机 郑州南北仪器设备有限公司 
微波炉 中国美的 
高压灭菌锅 日本雅马拓 
酶标仪 TECAN 
超净工作台 苏州净化设备公司 
光学倒置显微镜  德国蔡司公司 
正置荧光显微镜 德国蔡司公司 
RT-9600 半自动生化分析仪 美国雷杜公司 
小鼠血压检测仪 美国 Matrx 公司 
血糖分析仪 德国罗氏公司 

1.2 主要试剂 
Opti-MEM 北京索莱宝 
RPMI 1640 培养基 美国 Gibco 公司 
胎牛血清（FBS） 美国 Gbico 公司 
胰蛋白酶 美国 Sigma 公司 
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青链霉素混合液 北京 Solarbio 公司 
EDTA-胰酶混合物 北京 Solarbio 公司 
EdU-488 试剂盒 广州瑞博有限公司 
DDIT4-shRNA 质粒 上海吉玛公司 
DDIT4 质粒 载体家（云州生物） 
链脲佐菌素（STZ） 美国 Sigma 公司 
兔抗 DDIT4 多克隆抗体 武汉 proteintech 公司 
兔抗 NLRP3 多克隆抗体 MCE 公司 
兔抗 GSDMD 多克隆抗体 Affinity Biosciences 公司 
鼠抗 GSDMD 单克隆抗体 武汉 proteintech 公司 
兔抗 FN1 多克隆抗体 Abcam 公司 
鼠抗 Collagen I 单克隆抗体 Abcam 公司 
兔抗 Collagen I 单克隆抗体 武汉 proteintech 公司 
鼠抗 β-actin 苏州博奥龙 
CoraLite488-山羊抗鼠 IgG  
CoraLite488-山羊抗兔 IgG  

武汉 proteintech 公司 
武汉 proteintech 公司 

PolyFast Transfection Reagent MCE 公司 
转染试剂 Lipofectamine 3000 美国 Invitrogen  
Realtime PCR 试剂  翌圣生物科技（上海） 
RNA 反转录试剂  翌圣生物科技（上海） 
PV9000 通用二步法检测试剂盒 北京中杉金桥公司 
TRIzol reagent  ThermoFisher Scientific 公司 
蛋白质 marker 翌圣生物科技（上海） 
Realtime PCR 试剂盒 翌圣生物科技（上海） 
Cell Counting Kit-8  MCE 公司 
FAM-FLICA 试剂盒 ICT 公司 
小鼠源性 GAPDH 抗体 武汉 proteintech 公司 
小鼠源性 β-actin 抗体 武汉 proteintech 公司 
小鼠源性 β-Tublin 抗体 北京博奥森公司 
山羊抗小鼠二抗  中山金桥生物技术有限公司 
山羊抗兔二抗 中山金桥生物技术有限公司 
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二氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒 北京中杉金桥公司 
高敏 ECL 化学发光试剂盒 白鲨生物 
BCA 蛋白浓度测定试剂盒 北京 Solarbio 公司 
蛋白酶抑制剂 北京 Solarbio 公司 
PVDF 膜 美国 Milipore 公司 
三羟甲基氨基甲烷（Tris） 北京 Solarbio 公司 
甘氨酸（Glycine） 北京 Solarbio 公司 
十二烷基磺酸钠（SDS） 北京 Solarbio 公司 
丙烯酰胺（ACR） 北京 Solarbio 公司 
1.0 M Tris-HCl（pH 6.8） 北京 Solarbio 公司 
1.5 M Tris-HCl（pH 8.8） 北京 Solarbio 公司 
苯甲磺酰氟（PMSF） 德国 Boehringer 公司 
TritonX-100 碧云天生物技术公司 
二硫苏糖醇（DTT） 美国 Sigma 公司 
过硫酸铵 美国 Sigma 公司 
TEMED 美国 Sigma 公司 
脱脂奶粉 
二甲苯 

美国 R＆D 公司 
中国阿拉丁公司 

RIPA 裂解液 北京 Solarbio 公司 
溴酚蓝 北京 Solarbio 公司 
Masson 染色试剂盒 北京 Solarbio 公司 
PAS 染色试剂盒 北京 Solarbio 公司 
苏木素伊红 (HE)染色试剂盒 上海翌圣生物公司 
AO/EB（吖啶橙溴化乙锭）染色 北京 Solarbio 公司 
乳酸脱氢酶（LDH）测定试剂盒 南京建成生物工程研究所 
肌酐测定试剂盒 南京建成生物工程研究所 
甘油三脂测定试剂盒 南京建成生物工程研究所 
总胆固醇测定试剂盒 南京建成生物工程研究所 
血糖测定试剂盒 南京建成生物工程研究所 

1.3 试剂配制 
1.3.1 0.01mol/L 柠檬酸抗原修复液（pH6.0）：  
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A 液（0.1 mol/L 柠檬酸）：2.101 g 柠檬酸溶解于 100 mL 蒸馏水； 
B 液（0.1 mol/L 柠檬酸钠）：2.941 g 柠檬酸钠溶解于 100 mL 蒸馏水； 
A 液（3.6 mL）与 B 液（16.4 mL）混合后加蒸馏水定容至 200 mL，

即为 0.01 mol/L 柠檬酸抗原修复液（pH 6.0）。 
1.3.2 柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液（pH 4.5）的配制 

A 液（0.1 mol/L 柠檬酸）：2.101 g 柠檬酸溶解于 100 mL 蒸馏水； 
B 液（0.1 mol/L 柠檬酸钠）：2.941 g 柠檬酸钠溶解于 100 mL 蒸馏水； 
按照 A 液：B 液=14：11 比例，配制成终浓度为 0.1 mol/L 柠檬酸-柠

檬酸钠缓冲液。 
1.3.3 链脲佐菌素（STZ）的配制 

STZ 剂量为 100 mg/支，加入 10 mL 柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液（0.1 
mol/L ，pH 4.5）溶解，终浓度为 10 mg/mL，整个配置过程需要避光操作，

该试剂现用现配。 
1.3.4 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液（PBS）的配制 

称量 NaCl 8 g，KCl 0.2 g，Na2PO4·H2O 1.56 g，KH2PO4 0.2 g，加

入 1000 mL 蒸馏水充分溶解。 
1.3.5 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）浓缩胶的配制 
具体配方如下： 

表 1-1 SDS-PAGE 浓缩胶的配制 
Table 1-1 Preparation of SDS-PAGE concentrated gel 

5%浓缩胶 2 mL 3 mL 4 mL 6 mL 
ddH2O 1.4 2.1 2.7 4.1 
30%Acr-Bis (29: 1) 0.33 0.5 0.67 1.0 
1M pH 6.8 Tris-HCl 0.25 0.38 0.5 0.75 
SDS (10%) 0.02 0.03 0.04 0.06 
AP (10%) 0.02 0.03 0.04 0.06 
TEMED 0.002 0.003 0.004 0.006 

1.3.6 SDS-PAGE 分离胶的配制 
表 1-2 8%SDS-PAGE 分离胶的配制 

Table 1-2 Preparation of 8% SDS-PAGE separation gel 
8%分离胶 5mL 10mL 15mL 20mL 
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ddH2O 1.7 3.3 5.0 6.7 
30%Acr-Bis (29: 1) 1.3 2.7 4.0 5.3 
1.5M pH 8.8 Tris-HCl 1.9 3.8 5.7 7.6 
SDS (10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 
AP (10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 
TEMED 0.005 0.01 0.015 0.02 

表 1-3 10%SDS-PAGE 分离胶的配制 
Table 1-3 Preparation of 10% SDS-PAGE separation gel 

10%分离胶 5mL 10mL 15mL 20mL 
ddH2O 1.7 3.3 4.0 5.3 
30%Acr-Bis (29: 1) 1.3 2.7 5.0 6.7 
1.5M pH 8.8 Tris-HCl 1.9 3.8 5.7 7.6 
SDS (10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 
AP (10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 
TEMED 0.005 0.01 0.015 0.02 

表 1-4 12%SDS-PAGE 分离胶的配制 
Table 1-4 Preparation of 12% SDS-PAGE separation gel 

12%分离胶 5mL 10mL 15mL 20mL 
ddH2O 1.0 2.0 3.0 4.0 
30%Acr-Bis (29: 1) 2.0 4.0 6.0 8.0 
1.5M pH 8.8 Tris-HCl 1.9 3.8 5.7 7.6 
SDS (10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 
AP (10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 
TEMED 0.005 0.01 0.015 0.02 

1.3.7 Western Blot 电泳液的配制 
配制 10×Running buffer: Tris base 30.8 g，Glycine 188 g，SDS 10 g 去

离子水至 1 L，常温放置。使用时 100 mL Running buffer，加入 900 mL
去离子水稀释使用。 
1.3.8 Western Blot 转膜液的配制 

称量 Tris base 2.42 g，Glycine 11.52 g，溶于去离子水（不超过 800 mL）
中，再加入甲醇 200 mL，最后加去离子水定容至 1 L，4℃冰箱预冷保存。 
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1.3.9 2×Loading Buffer（10 mL）的配制  
称量蔗糖 0.5 g，溴酚蓝 0.02 g，加入 10% SDS 2 mL，β-巯基乙醇

0.5 mL，去离子水 7.5 mL，4℃冰箱保存。 
1.3.10 Western Blot 洗涤液（TBST） 

称量 Trisbase 30.2 g，NaCl 43.8 g，一次性注射器吸取 Triton X-100 
(0.1%) 5 mL 加入，将各组分溶于去离子水中，离子搅拌器搅拌至充分溶

解，用 浓盐酸调节 pH 到 7.4，最后加去离子水定容至 5 L，室温放置。  
2．实验方法 
2.1 细胞培养 

细胞株人肾小管上皮细胞（HK-2），购自于武汉普诺赛生命科技有限

公司。采用完全培养基培养：R1640 培养基+10%FBS+ 1%青链霉素混合

液，置于 37℃、5%CO2 细胞恒温箱中培养。 
1）细胞复苏：水浴锅升温 37℃，从液氮拿出冻存的细胞，放入一次

性手套里，立即全部浸入水浴锅中。手在水浴锅里轻轻摇动细胞，待 2min，
细胞完全溶解。800 rpm 低速离心 5min，超净工作台中弃上清，加入配好

的 1 mL 完全培养基，轻轻吹匀后吸入培养瓶，补齐培养基晃匀放入培养

箱。 
2）细胞传代：细胞密度到达 80%左右时，弃去培养瓶中的培养基，

PBS 清洗 2 遍，加入 0.25%含 EDTA 胰蛋白酶 37℃培养箱消化 2min 左

右，镜下观察大部分细胞变大变圆，立即加入 500 μL 含血清培养基停止

消化。弃去消化液，加入 2 mL 完全培养基，将细胞吹打成细胞混悬液，

800 rpm 离心 5min，弃上清。加入 1 mL 完全培养基重悬细胞，按 1:4 进

行传代。 
3）细胞冻存：按照上述方法消化细胞，变成细胞混悬液后，同样条

件 800 rpm 离心 5min，弃上清。加入 1 mL 细胞冻存液（70%完全培养基

+20%FBS+10%DMSO），吹打混匀，放入冻存管中，封口膜封口，做好标

记。放入遇冷的冻存盒于-80℃冰箱 24h，之后放入液氮罐长期冻存。 
4）高糖诱导细胞：细胞正常培养 24h，更换为含高糖（HG，30mmol/L 

葡萄糖）培养基。正常糖培养基（NG，5.5 mmol/L 葡萄糖）和高渗培养

基（M，5.5 mmol/L 葡萄糖+24.5 mmol/L 甘露醇）作对照。 
2.2 转染 DDIT4-shRNA  
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按照 Lipofectamine 3000 说明书转染 DDIT4-shRNA 及对照组。 
1）铺板：将 HK-2 细胞进行铺板； 
2）转染：铺板过夜，细胞贴壁后即可转染。具体操作为 EP 管 1，125 

μL opti-MEM+lip3000 5 μL；EP 管 2，125 μL opti-MEM+P3000 3.75 μL +
目的质粒 5 μL。室温孵育 5 min，然后 EP 管 2 混合物加入 EP 管 1 中，室

温孵育 15min。悬空滴加转染混合液至 6 孔板中； 
3）转染 24h 后，更换高糖培养基，继续培养进行下一步实验； 
4）具体分组为正常糖对照组（NG），高渗对照组（M），高糖空白组

（HG），高糖+转染阴性质粒组（HG+NC），高糖+转染敲低质粒组

（HG+shDDIT4）。 
2.3 转染 DDIT4 过表达质粒 

方法同上。 
具体分组：正常糖对照组（NG），高渗对照组（M），高糖空白组（HG），

高糖 +转染阴性质粒组（HG+Vector），高糖 +转染过表达质粒组

（HG+overDDIT4）。 
2.4 实时荧光定量 PCR（Real-time PCR） 
2.4.1 总 RNA 的提取 

细胞/组织总 RNA 提取均在冰上进行，所有耗材均经高压灭 RNA 酶

处理。 
1）待提取 RNA 的细胞弃去培养基，预冷的 PBS 洗两遍，移液器吸

去 PBS(吸干净)，加入 1 mL TRIzol，充分吹打细胞。收集到 1 mL EP 管

中，冰上 10min，充分裂解；如果是组织 RNA 的提取，加入 1 mL TRIzol
后，用匀浆机匀浆组织（冰上进行），注意不同组织之间匀浆充分清洗机

器，避免交叉污染。12000 rpm，4℃离心 20min，取上清至新的 EP 管中。 
2）加入预冷的三氯甲烷 200 μL，冰上孵育 20min，12000 rpm, 4℃离

心 20 min, 取上层 RNA 萃取部分至新的 EP 管； 
3）加入 0.8 体积预冷的异丙醇，-80℃放置过夜； 
4）取出样本，12000 rpm，4℃离心 20min，弃上清，留沉淀； 
5）75%乙醇（无酶灭菌水配制）洗 2 次，每次 12000 rpm，4℃离心

10min，弃上清，留沉淀； 
6）超净工作台中自然晾干，加入适量无酶灭菌水溶解。 
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2.4.2 RNA 浓度测定 
Nanodrop 2000 分光光度计测量 RNA 浓度，具体步骤如下： 
1）Blank：测浓度前，先将 1 µL 溶解 RNA 的无酶灭菌水 blank 平衡； 
2）浓度测定：取 1 µL RNA，检测其浓度和纯度； 
3）评估：根据 OD 260/280nm 比值，对测 RNA 进行纯度评估，比值

在 1.8-2.2 范围内表示 RNA 纯度较好，可进行下一步实验。 
2.4.3 RNA 逆转录成 cDNA 
将上述 RNA样本，根据试剂盒说明书进行反转录得到对应的 cDNA，

具体操作步骤如下： 
1）去除残留基因组 DNA，加入体系，轻柔混合瞬离，42℃孵育 2min； 

表 1-5 逆转录反应体系 1 
Table 1-5 Reverse transcription reaction system 1 

组分 体积/反应体系 
模板 RNA (0.1-5 μg) Variable (2 μg)  
5×gDNA digester Mix 2 μL 
RNase-free water 加到 15 μL 

2）逆转录反应液的配制 
按照试剂盒说明书继续添加反应混合物，配制完成后轻柔混合，瞬离； 

表 1-6 逆转录反应体系 2 
Table 1-6 Reverse transcription reaction system 2 

组分 体积/反应体系 
上述反应液 15 μL 
4×Hifair®Ⅲ Super Mix plus 5 μL 
总反应体系 20 μL 
3）设置逆转录程序：25℃→5min；55℃→15min；85℃→5min；  
4）程序结束，每个 EP 管加入 20 μL 无酶灭菌水，充分混匀保存。 

2.4.4 Realtime PCR  
1）反应体系的配制，充分混匀后离心； 

表 1-7 Realtime PCR 反应体系 
Table 1-7 Realtime PCR reaction system 

组分 体积/反应体系 
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Hieff® qPCR SYBR Green Master Mix (No Rox) 10 μL 
前引物（10 μM） 0.4 μL 
后引物（10 μM） 0.4 μL 
模板 DNA 2 μL 
无酶超纯水 加到 20 μL 

2）将上述反应混合液放入 PCR 仪进行扩增，反应程序如下： 
95℃ 5min→[95℃ 10s, 55℃ 20s, 72℃ 20s]×40→95℃ 30s→25℃ 30s 

3）计算根据反应测得的 Ct 值进行计算，β-actin/18s 为内参，用 2-△△

Ct法分析不同实验组，目标基因的相对表达量。 
人源引物序列如下：  

DDIT4 Forward primer 5'-GAGCCTGGAGAGCTCGGACT-3' 
DDIT4 Reverse primer 5'-CTGCATCAGGTTGGCACACA-3' 
β-actin Forward primer  5'-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3'  
β-actin Reverse primer 5'-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3' 
鼠源引物序列如下：  
DDIT4 Forward primer 5'- TTCGA GAGGCAGA TCGCT -3' 
DDIT4 Reverse primer 5'- GAAGAGGAGGACGAGAAACGA -3' 
18s Forward primer  5’- ACACGGACAGGATTGACAGA -3’  
18s Reverse primer  5’- GGACATCTAAGGGCATCACAG -3’ 
2.5 细胞免疫荧光染色 

1）对数期 HK-2 细胞计数均匀分入 T12.5 瓶，过夜贴壁。换上双无培

养基，按照 Lipofectamine 3000 转染试剂的说明书转染，6h 换上高糖培养

基继续培养； 
2）转染 24h 后，计数分板（细胞培养玻片），换上对应的正常糖，高

渗或高糖培养基，继续培养； 
3）高糖培养 48h 后，用 PBS 清洗细胞 3 次，每次 5min； 
4）固定：弃去 PBS，甲醇室温固定细胞 30min，PBS 清洗细胞 3 次，

每次 5min； 
5）打孔：0.2%Triton X-100 打孔 20min，PBS 清洗 3 次，每次 5min； 
6）封闭：5%BSA 室温封闭 30min； 
7）封一抗：配比对应的一抗（DDIT4，1:100；GSDMD，1:200；FN1，
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1：200；Collagen I，1:200），湿盒 4℃封闭过夜； 
8）回收一抗，PBS 清洗细胞 3 次，每次 5min； 
9）封荧光二抗（1:100），37℃，1h； 
10）PBS 清洗细胞 3 次，每次 5min，含 DAPI 的防猝灭封片剂封片； 
11）湿盒晾干，正置荧光显微镜观察照相。 

2.6 乳酸脱氢酶（LDH）活性测定 
根据说明书，配置不同孔样品，具体步骤如下： 
1）按照下表，配置反应体系，具体如下： 

表 1-8 LDH 反应体系 
Table 1-8 The reaction system of LDH 

 空白孔 标准孔 测定孔 对照孔

双蒸水（μL） 25 5  5 
0.2μmol/mL 丙酮酸钠标准

液（μL） 
 20   

待测样本（μL）   20 20 
基质缓冲液（μL） 25 25 25 25 

辅酶 1（μL）   5  
2）混匀上述体系，37℃温浴 15min。 
3）每孔加入 25μL 2,4-二硝基苯肼。 
4）混匀，37℃温浴 15min。 
5）每孔加入 250μL 0.4mol/L NaOH 溶液。 
6）混匀，室温放置 5min，酶标仪测定吸光度值（波长 450 nm），计

算公式如下，LDH 活性（U/L）=(A 测定-A 对照)/(A 标准-A 空白) ×C 标

准×N×1000，N：样本测试前稀释倍数；C 标准：标准液浓度，0.2 μmol/mL；
1000：单位换算，mL→L。 
2.7 AO/EB（吖啶橙/溴化乙锭）双染 

1）对数生长期 HK-2 细胞均匀分瓶，过夜贴壁转染，不同糖含量培

养基培养，转染 24h 分入 24 孔板继续培养。 
2）不同糖含量培养基培养 48h 后，弃培养基，PBS 洗两次。 
3）配置染色反应液（1×缓冲液：AO：EB=18:1:1），弃去细胞中的洗

涤液（注意吸干净），每孔加入 200 μL 反应液，室温避光孵育 5~10min。 
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4）倒置荧光显微镜下观察，拍照。 
2.8 CCK-8 细胞活力检测 

 1）对数生长期 HK-2 细胞六孔板中铺板，进行敲低/过表达实验，转

染 24h 后，消化计数，制备细胞悬液。分组接种于两个 96 孔版中，3000
个细胞/孔，加入相应的培养基 200 μL（NG，M 或者 HG），5 个复孔。将

96 孔板放回细胞培养箱中继续培养。 
2）24h 后取其中 1 个 96 孔板，弃培养基，每孔加入 100 μL 配好的

含有 CCK-8 的双无培养基（双无培养基：CCK-8 液为 10:1），37℃孵育 
2-4h 后用酶标仪进行检测（吸光度值 450 nm）。 

3）高糖诱导 48h，取出第二个 96 孔板进行测量。 
2.9 EDU 检测细胞增殖 

1）96 孔板中接种细胞，每孔 1 万-2 万个，每组设置 3 个复孔； 
2）弃去培养基，加入 1×EDU 溶液，恒温箱 37℃孵育 2h； 
3）孵育完毕后弃去液体，甲醇室温固定细胞 15-30min，弃去固定液； 
4）加入 PBS 漂洗细胞 1 次，弃去漂洗液； 
5）加入 0.5% Triton X-100，室温孵育 20min，破膜，弃去液体； 
6）加入 PBS，漂洗 2 次，弃液； 
7）加入反应混合物，摇床上室温避光 30min，弃液体，PBS 洗 2 次； 
8）加入 Hoechst 避光孵育 20min，弃 Hoechst 溶液，PBS 洗 2 次； 
9）荧光显微镜下拍摄照片，进行统计分析。 

3.0 FLICA/PI 免疫荧光共聚焦 
1）工作液配置：FLICA 粉末瞬时离心后，加入 50 μL DMSO 配置为

150×储存液，用 200 μL PBS 稀释为 30×FLICA 工作液体；Apoptosis Wash 
Buffer（AWB）稀释：去离子水将 10×AWB 稀释为 1×AWB；Hoechst 33342
配置：现用现配，体积比为 0.5%；PI 配置：现用现配，体积比为 0.5%。 

2）对数期 HK-2 细胞计数均匀分入 T12.5 瓶，过夜贴壁转染。不同糖

含量培养基（NG，M，HG）培养； 
3）转染 24h 后，计数分板（细胞培养玻片）； 
4）高糖刺激 48h 后，弃去培养玻片中的培养基，加入 100 μL 1×FLICA

（30×FLICA工作液：1×AWB=1:29），37℃孵育 90min (20min，摇动5min，
20min，摇动 5min，20min，摇动 5min，20min)； 
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5）孵育结束，弃去 FLICA，加入完全培养基，37℃孵育 10 min，3
次； 

6）弃去上清，加入 200 μL 完全培养基含 0.5% Hoechst 33342 以及 
PI， 37°C 避光孵育 10min； 

7）弃去上清，加入新完全培养基，37℃孵育 10min，PBS 2 次，5min ； 
8）加入固定液 200 μL，室温固定 20min； 
9）晾干，不含 DAPI 封片液封片； 
10）使用尼康共聚焦显微成像系统观察细胞，照相。根据染色情况，

将细胞分为：（1）活细胞：FAM-YVAD-FMK—
，PI— 细胞；（2）早期焦亡

细胞：FAM-YVAD-FMK+，PI—细胞；（3）焦亡细胞：FAM-YVAD-FMK+ ，
PI+细胞。 
3.1 流式细胞术检测 HK-2 细胞焦亡 

1）工作液配置：方法同上； 
2）细胞干预结束后，用无 EDTA 的胰酶消化，收集细胞悬液到灭菌

EP 管中。室温转速 200 g，离心 10min，小心弃去上清液；加入少量 1×AWB
重悬细胞，计数。取 1×106 细胞到新的 EP 管中，加入 1×AWB 调整体积

到 290 μL；注意留 3 管对照（空白组，FLICA 单染组，PI 单染组）； 
3）每管加入 10 μL 30×FLICA 充分混匀，37℃避光温育 90min，每

20min 轻轻摇晃 EP 管（空白组和 PI 单染组细胞不做 FLICA 染色）；  
4）温育结束，加入 1 mL 1×AWB 吹打混匀（注意一定要轻）， 37°C

避光温育 10min，室温 200 g 离心 5min，小心弃上清液； 
5）1mL 1×AWB 重悬细胞，37°C 恒温箱避光温育 10min，洗去未结

合的 FLICA，室温 200 g 离心 5min，弃上清；（FLICA 单染组的细胞可

以 4°C 冰箱避光保存 4h）； 
6）加入 400 µL 1×AWB 重悬细胞，加入 5 µL PI 轻轻吹打混匀，室

温避光孵育 10min 后置于冰上，30min 内上机分析。（空白组和 FLICA 单
染组的细胞不做 PI 染色）； 

7）BD Accuri™ C6 Plus 流式细胞仪检测细胞焦亡比率，FLICA 的激

发波长和发射波长分别为 492 nm 和 520 nm，PI 的激发波长和发射波长

分别为 488-492 nm 和>610 nm。每个样本分析约 20000 个细胞，第二象

限为焦亡的细胞。 
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3.2 实验动物 
3.2.1 1 型糖尿病小鼠 

6-8 周龄雄性 C57BL/6 小鼠（野生型 WT 和 DDIT4 敲除小鼠 DKO）

随机分为四组，WT 对照组（注射枸橼酸盐缓冲液），WT-DKO 组(注射枸

橼酸盐缓冲液) ，STZ-WT 组（腹腔注射 50 mg/kg/day STZ，连续 5 天）

和 STZ-DKO 组（腹腔注射 50 mg/kg/day STZ，连续 5 天），每组 6 只。注

射完毕一周后检测空腹血糖，血糖≥16.7 mmol/L 且尿糖阳性（+++~++++）
确定 1 型糖尿病小鼠建模成功。实验期间，小鼠自由进食和饮水，并且每

周测一次血糖和体重。造模成功后 16 周，称量小鼠体重，处死进行取材。

部分肾组织浸于 4%多聚甲醛固定，经脱水、透明、石蜡包埋肾脏组织，

用于 HE、Masson、PAS 检测和免疫组化检测肾组织中目的蛋白表达。部

分肾组织置于液氮保存，以用于后续提取 RNA 和蛋白质，Realtime PCR 
和 Western 检测。 
3.2.2 2 型糖尿病小鼠 

8 周龄 C57BL/ks 背景 db/db 小鼠（40~50g）18 只，健康雄性 C57BL/ks
同窝对照 db/m 小鼠（15~20g）6 只，购自南京大学模式动物研究所。所

有小鼠恒温（22~25℃）恒湿（53~57%）条件下培养，定时开关灯（12 小

时照明，12h 黑暗），定期更换垫料锯末。分组情况 db/m 组：不处理；db/db
小鼠随机分为 db/db 组：不处理；db/db-control 组：右侧肾盂原位注射

HBAAV2/9-luc NC 对照；shDDIT4 组：右侧肾盂原位注射 HBAAV2/9-m-
shDDIT4-luc（shDDIT4 序列: TTCTCCGAACGTGTCACGTAA）。操作前

用 10%水合氯醛（0.1-0.2mg/20mg）对实验动物进行麻醉，俯卧位放置，

背部脊柱右侧 1cm、肋下缘 2cm 处开刀，逐层分离脂肪组织、筋膜后暴露

肾脏，规格为 30G 的无菌注射针肾盂内多点注射，手术完成消毒缝合。所

有 db/db 小鼠术中切除左侧肾脏，去除左肾代偿作用。实验期间，小鼠可

自由进食进水，2 周监测一次血糖和体重。16 周禁食 12 小时后，称量体

重，处死进行取材。部分肾组织浸于 4%多聚甲醛固定，经脱水、透明、

石蜡包埋肾脏组织，用于免疫组化检测肾组织中 DDIT4 和 NLRP3 蛋白表

达。部分肾组织置于液氮保存，以用于后续提取总蛋白质，Western 检测。

本研究经河北医科大学伦理委员会批准。 
3.3 免疫组织化学检测 
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对包埋好的肾脏组织连续切片（厚度 4 μm），使用黏附切片（多聚赖

氨酸防脱处理），免疫组织化学通用二步法检测进行如下操作： 
1）烤片：65℃烘箱中烤片 6h，使切片紧贴在载玻片上，收入标本盒，

待用。脱蜡前，同样条件烘烤 2h，冷却至室温后进行脱蜡； 
2）脱蜡：切片依次置入三个二甲苯缸中脱蜡： 
二甲苯 I 缸 8min 
二甲苯 II 缸 8min 
二甲苯 III 缸 8min 
3）水化：脱蜡结束后，切片置入梯度酒精中各 8min，无水乙醇→95%

乙醇→85%乙醇→75%乙醇； 
4）PBS 清洗切片 3 次，每次 5min； 
5）抗原修复：将切片浸入装有 0.1 mol/L 柠檬酸抗原修复液的容器中，

容器置入煮开的水中，水浴 1h，静置自然冷却到室温。 
6）PBS 清洗切片 3 次，每次 5min； 
7）封闭：用免疫组化笔圈定待测的组织区域，滴加适量的内源性过

氧化物酶常温封闭 30min，PBS 清洗切片 3 次，每次 5min； 
8）一抗：滴加一抗（一抗稀释液稀释抗体，DDIT4 1：200；NLRP3 

1：200），充分覆盖待测组织区，4℃孵育过夜； 
9）第二天，孵育的切片放置室温，PBS 清洗切片 3 次，每次 5min； 
10）滴加增强反应液，37℃孵育 30min，PBS 清洗 3 次，每次 5min； 
11）二抗：擦干组织周围的 PBS，滴加辣根酶标记山羊抗小鼠/兔 IgG

聚合物，37℃1h，PBS 清洗切片 3 次，每次 5min； 
12）显色：DAB 底物缓冲液 A 液和 DAB 浓缩显色液 B 液适当比例

配制 DAB 显色液，滴加到切片的待测组织区，光镜下实时观察显色程度，

切片浸入自来水终止显色，所有切片尽量控制显色时间一致。注意：DAB
显色液需避光且现配现用； 

13）复染：切片置于苏木素染色液中复染 2min，自来水冲洗； 
14）分化：切片置于 1%盐酸酒精中分化 10s，自来水冲洗； 
15）返蓝：分化后组织切片浸入 1%氨水中返蓝 5s，自来水冲洗； 
16）脱水：返蓝后，组织切片依次浸入梯度酒精溶液（由低浓度向高

浓度）中脱水：75%乙醇 3min→85%乙醇 3min→100%乙醇 3min； 
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17）晾干，封片：吹风机吹干切片，滴加中性树脂胶于载玻片组织上，

盖玻片封片，晾干后镜检读片。 
18）Image J 软件进行批处理，计算平均光密度值，分析结果。 

3.4 Western Blot 
3.4.1 蛋白质提取 

一次性手术刀片切取绿豆大小液氮冻存的肾脏组织放于装有 1 mL 
RIPA 裂解液的 EP 中，置于冰上。RIPA 裂解液在使用前数分钟内加入

PMSF、DTT 等蛋白酶抑制剂，使其最终浓度为 1 mM。匀浆机冰上匀浆，

静置 30min，4℃、12000 r/min 离心 20min，取上清液，进一步测定蛋白

浓度。 
3.4.2 蛋白质定量 

利用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白质浓度，进行蛋白定量，具体实

验操作如下： 
1） 工作液的配制：按照 BCA 试剂：Cu 试剂=50:1 的比例配制成

BCA 工作液，充分混匀，尽量现配现用； 
2） 标准品的稀释：取 10 μL 5 mg/mL BSA 标准品用，加入 90 μL

的 PBS，稀释成终浓度为 0.5mg/mL 标准品。将 0.5mg/mL 标准品按 0，
2，4，6，8，12，16，20 μL 加到 96 孔板的蛋白标准品孔中，PBS 补足

至 20 μL，移液器温和地混匀液体，注意避免气泡的产生； 
3）样品的稀释：1 μL 样品和 19 μL PBS 缓冲液充分混匀，加入到 96 

孔板的样品孔中； 
4）酶标仪读数：标准品孔和样品孔中加入 200 μL 配好的 BCA 工作

液，37℃孵育 20min。酶标仪测定波长为 A562 nm 的吸光度值，记录数

据； 
5）根据标准品的吸光度值，绘制标准曲线，根据标准曲线计算出对

应的蛋白浓度，再乘以稀释倍数，得到样本蛋白质浓度； 
6）按照样品中的最小浓度进行调平，将所有样品蛋白质浓度调成一

致，加入等量体积的 2×loading buffer，100℃金属浴 10min 变性，-80℃冰

箱保存待用。 
3.4.3 SDS-PAGE 

1）SDS-PAGE 凝胶配制：清洗玻璃板（厚度 1.5 cm），吹风机吹干玻
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璃板表面的水分，尽量确保玻璃板表面没有水渍和灰尘。按照配方说明开

始配胶，先配分离胶，灌入组装好的玻璃板中，用异丙醇封闭压平界面。

室温静置 30min，待分离胶凝固。倒掉异丙醇，用滤纸洗干净，开始灌入

浓缩胶，插入齿梳，室温静置 30min，拔掉齿梳； 
2）电泳：组装电泳装置，凝胶玻璃板长板在外，短板在内，对齐底

边，固定加紧，加入电泳缓冲液。上样，每孔加入 20 μg 变性好的蛋白样

品.凝胶版的第一个孔和最后一个孔分别加入 5 μL 和 1 μL 的预染 marker 
(loading buffer 补齐)。连通电极，电流调至最大，恒压 90 V 开始电泳，

约 30min 后，样品浸入分离胶，将电压调至 120 V，继续电泳，直至溴酚

蓝指示剂进入分离胶底端，终止电泳； 
3）转印：电泳结束，提前剪裁好滤纸、PVDF 膜，将滤纸和海绵一同

浸入遇冷的转膜液。PVDF 膜用甲醇激活 1min，然后放入转膜液中备用。

打开转印夹，负极在下，自下而上放入海绵→双层滤纸→凝胶→PVDF 膜

→双层滤纸→海绵，每放一层，加点转膜液排除气泡。组装好后转印夹放

入转印槽中，300 mA 恒流 2h； 
4）封闭：转膜结束，TBST 清洗 5min。TBST 配制的 3%脱脂奶粉

（M/V）室温封闭 1 h； 
5）一抗孵育：加入一抗（DDIT4 1：200），4℃孵育过夜。 
6）二抗孵育：第二天，拿出复温 30min。回收一抗，TBST 清洗 3 次，

每次 10min；加入二抗（兔二抗 1：10000），室温摇床孵育 2h。 
7）显色：二抗孵育结束，TBST 清洗 3 次，10min/次。PVDF 膜用

TBST 浸泡，保持膜的湿润性。ECL 化学发光液 A 液和 B 液，避光混合，

凝胶电泳成像仪显影扫描，后期使用 Image J 软件进行条带分析。 
3.5 Masson 染色 

本实验按照改良版 Masson 三色染色试剂盒步骤进行，具体如下： 
1）烤片脱蜡相关步骤和 IHC 染色相同； 
2）组织切片浸入试剂 A 媒染液，室温过夜； 
3）第二天，自来水清洗 10min； 
4）Masson 试剂 B 天青石蓝染色液滴加到待测组织区染色 3min，自

来水清洗 2 次，每次 20s； 
5） Masson 试剂 C Mayer 苏木素染色液滴加到待测组织区染色 3min，
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蒸馏水清洗 2 次，每次 20s； 
6）Masson 试剂 D 酸性分化液分化，自来水终止分化，蒸馏水浸泡 10 

min； 
7）Masson 试剂 E 丽春红品红染色液滴加到切片上，染色 10min，蒸

馏水清洗 2 次，每次 20s； 
8）Masson 试剂 F 磷钼酸溶液滴加到待测组织区，孵育 8min； 
9）甩去磷钼酸溶液，不用水洗，直接滴加 Masson 试剂 G 苯胺蓝染

色液染色 5min； 
10）Masson 试剂 H 弱酸溶液洗掉苯胺蓝染色液，切片组织区再次滴

加弱酸溶液处理 2min； 
11）脱水透明：依次 95%乙醇 30s→无水乙醇 I 30s→无水乙醇 II 1min

→二甲苯 I 缸 2min→二甲苯 II 缸 2min。晾干，滴加中性树胶进行封片。

在显微镜下观察肾组织胶原纤维的变化。 
3.6 PAS 染色 

本实验按照 PAS 操作说明书进行，具体如下： 
1） 烤片脱蜡相关步骤和 IHC 染色相同； 
2） 自来水清洗 3min，蒸馏水浸泡 2 次，每次 20s； 
3） 将组织切片浸入试剂 A 氧化剂中，室温孵育 8min； 
4） 自来水清洗 1 次，蒸馏水浸泡 2 次，每次 20s； 
5） 将组织切片置入试剂 B Schiff 染色液中，避光室温孵育 20min； 
6） 自来水清洗 10min； 
7） 将组织切片浸入试剂 C 苏木素染色液中，染核 3min，水洗； 
8） 试剂 D 酸性分化液分化 5s，水洗，氨水返蓝，水洗。 
9） 脱水透明：依次 95%乙醇 30 s→无水乙醇 I 30s→无水乙醇 II 

1min→二甲苯 I 缸 2min→二甲苯 II 缸 2min。晾干，滴加中性树胶进行封

片。在显微镜下观察肾组织糖原的变化。 
3.7 统计分析 

实验数据使用 GraphPad prism 9 软件进行统计分析。双尾未配对 t 检
验用于确定两组之间的差异分析。单向方差分析(one-way ANOVA)检验至

少 3 组之间的差异，P<0.05 具有统计学意义。 
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结    果 
 

1. DDIT4 在高糖诱导下 HK-2 细胞中的表达情况 
为了研究 DDIT4 在高糖环境下肾小管上皮细胞中的表达，以人肾小

管上皮 HK-2 为研究对象，HG（30 mmol/L 葡萄糖）诱导 HK-2 细胞 6h，
12h，24h，48h，72h 不同时间点，检测 DDIT4 的表达变化，Realtime PCR 
和 Western Blot 结果显示，与对照组（0h）相比，从高糖诱导 12h 开始，

DDIT4 mRNA 和蛋白质开始显著增加，随着高糖诱导时间的延长，DDIT4 
mRNA 和蛋白质表达量逐渐增加，48h 达到高峰（Fig.1-1, Fig.1-2）。 

 

 
图 1-1 Realtime PCR 检测高糖诱导下不同时间点 HK-2 细胞中 DDIT4 

mRNA 的表达情况  
Fig.1-1 The expression of DDIT4 mRNA in HK-2 cells at different time points 

under high glucose stimulation detected by Realtime PCR 
*P<0.05, ***P<0.001, vs 0h 

 

 
图 1-2 Western Blot 检测高糖刺激下不同时间点 HK-2 细胞中 DDIT4 的蛋

白表达情况 
Fig.1-2 The expression of DDIT4 protein in HK-2 cells at different time points 
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under high glucose stimulation detected by Western Blot 
*P<0.05, **P<0.01, vs 0h 

 
2.高糖诱导对肾小管上皮细胞 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 炎症信号通

路的影响 
为研究细胞焦亡在高糖环境下肾小管上皮细胞中的作用，分别以 NG

（5.5 mmol/L 葡萄糖）、M（5.5 mmol/L 葡萄糖+24.5 mmol/L 甘露醇）和

HG（30 mmol/L 葡萄糖）为干预条件培养 HK-2 细胞，其中高糖分不同时

间点（6h，12h，24h，48h）诱导，以便了解不同浓度葡萄糖以及不同时

间点对 HK-2 细胞炎症信号通路活化水平的影响。Western Blot 检测结果

显示高糖诱导上调肾小管上皮细胞 NLPR3 表达水平，促进 Caspase-1 和 
GSDMD 的剪切活化。而 NG 组与 M 组相比表达水平差异无显著意义，

且显著低于 HG 组。提示葡萄糖，而不是渗透压改变，是活化 HK-2 细胞

中 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 炎症信号通路的主要诱因，而且高糖诱导

48h NLRP3/Caspase-1/GSDMD 炎症信号到达高峰，接下来实验选择时间

点为高糖刺激 48h（Fig.1-3）。 
 

 
图 1-3 高糖诱导 HK-2 细胞不同时间点 NLRP3/caspase-1/GSDMD 蛋白

表达情况 
Fig.1-3 The expression of NLRP3/caspase-1/GSDMD protein in HK-2 cells at 
different time points under high glucose stimulation detected by Western Blot  

*P<0.05, **P<0.01, vs NG 
 

3. 高糖诱导对肾小管上皮细胞焦亡和纤维化反应的作用 
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（1）AO/EB 染色检测细胞膜完整性：NG、M、HG 不同条件下干预

HK-2 细胞 48h，NG 组和 M 组几乎没有橘红色荧光染色，HG 诱导 48h 后

HK-2 细胞橘红色荧光染色增强(细胞膜完整的细胞，AO 可穿透并嵌入核

DNA，显出绿色荧光；而 EB 仅能透过细胞膜受损的细胞，嵌入核 DNA，

发橘红色荧光)。结果提示：高糖诱导干预下，肾小管上皮细胞膜完整性受

损（Fig.1-4）。 

 
图 1-4 AO/EB 染色检法检测各组 HK-2 细胞的细胞膜完整性（×200） 

Fig.1-4 The cell membrane integrity of HK-2 cells in each group detected by 
AO/EB staining assay (×200) 

 
（2）乳酸脱氢酶（LDH）活性检测：NG、M、HG 不同条件下干预

HK-2 细胞 48h，与 NG 组相比，高糖诱导下的 HK-2 细胞释放的 LDH 明

显增多，差异具有统计学意义（P<0.001）。提示：高糖诱导肾小管细胞

后，细胞膜发生破裂（Fig.1-5）。 
（3）CCK-8 细胞活力检测：与 NG 相比，高糖诱导的 HK-2 细胞活

力明显减弱，差异具有统计学意义（P<0.001）。提示：高糖诱导肾小管

细胞后，细胞活力减弱（Fig.1-5）。 

 
图 1-5 各组 HK-2 细胞的乳酸脱氢酶活性和细胞活力 

Fig.1-5 The LDH activity and cell viability of HK-2 cells in each group  
***P<0.001, vs NG 
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（4）EDU 细胞增殖活性检测：NG、M、HG 不同条件下干预 HK-2
细胞 48h，与 NG 组比较，高糖诱导的 HK-2 细胞 EDU 染色比例降低，差

异具有统计学意义（p<0.001），表明高糖诱导的 HK-2 细胞增殖活性减弱

（Fig.1-6）。 
 

 
图 1-6 EDU 检测各组 HK-2 细胞增殖活性（×200） 

Fig.1-6 The cell proliferation activity of HK-2 in each group detected by EDU 
analysis (×200), ***P<0.001, vs NG 

 
（5）免疫荧光共聚焦分析 FLICA（活性 Caspase-1）和 PI 双染: NG、

M、HG 不同条件下干预 HK-2 细胞 48h，FAM-YVAD-FMK（绿色，活性 
Caspase-1 探针）、PI（红色，标记死细胞）和 Hoechst 33342（蓝色，标

记细胞核）对细胞进行染色分析结果显示，与 NG 组相比，HG 组 FAM- 
YVAD-FMK 和 PI 双阳性的细胞染色增多，HG 组发生焦亡的 HK-2 细胞

（FAM-YVAD-FMK+/ PI+细胞）增加了 1.07 倍，差异具有统计学意义

（P<0.001）（Fig.1-7）。 
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图 1-7 高糖刺激 HK-2 细胞后免疫荧光共聚焦检测细胞焦亡

（×200） 
Fig.1-7 Detection of cell pyroptosis in HK-2 cells stimulated by high 

glucose using Immunofluorescence confocal (×200), *P<0.05, vs NG 
 

（6）流式细胞术检测细胞焦亡: NG、M、HG 不同条件下干预 HK-2
细胞 48h，采用流式细胞术定量分析各组细胞发生焦亡比例。结果显示，

与 FLICA（活性 Caspase-1）和 PI 双染结果一致，相比 NG 组，高糖诱导

48h 的 HK-2 细胞发生焦亡更为明显（Fig.1-8）。 
 

 
图 1-8 流式细胞术检测高糖诱导 HK-2 细胞后细胞焦亡情况 

Fig.1-8 Detection of cell pyroptosis in HK-2 cells stimulated by high glucose 
using flow cytometry 

 
（7）Western blot 检测 HK-2 细胞中 DDIT4 和焦亡相关指标的蛋白表

达：NG、M、HG 不同条件下干预 HK-2 细胞 48h，与 NG 组相比，HG 组
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HK-2 细胞，DDIT4，NLRP3，Pro-caspase-1， Caspase-1 P20，GSDMD-
FL（GSDMD 全长）， GSDMD-N（GSDMD 活性片段），ASC，IL-1β（mature），
IL-18 表达显著增加，差异具有统计学意义（Fig.1-9）。 
 

 
图 1-9 Western Blot 检测高糖诱导后细胞焦亡相关指标蛋白的表达 

Fig.1-9 The pyroptosis related indicator proteins expression with high glucose 
stimulation detected by western blot, *P<0.05; ***P<0.001, vs NG 

 
（8）免疫荧光检测 HK-2 细胞中 DDIT4 和焦亡相关指标的蛋白表达：

NG、M、HG 不同条件下干预 HK-2 细胞 48h，免疫荧光结果与 Western 
blot 结果一致，与 NG 组相比，HG 组 HK-2 细胞，DDIT4，NLRP3，Caspase-
1，GSDMD 荧光染色明显增强，荧光强度结果分析差异具有统计学意义

（Fig.1-10）。 
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图 1-10 免疫荧光检测各组 HK-2 细胞中 DDIT4、GSDMD、NLRP3 和

Caspase-1 的蛋白表达情况（×200） 
Fig.1-10 The protein expression of DDIT4, GSDMD, NLRP3 and Caspase-1 

in HK-2 cells in each group detected by Immunofluorescence (×200), 
***P<0.001, vs NG 

 
（9）Western blot 检测 HK-2 细胞中纤维化指标的变化：NG、M、HG

不同条件下干预 HK-2 细胞 48h，与 NG 组相比，高糖干预后，Collagen 
Type I 和 FN1 蛋白表达增加，灰度值统计结果差异具有统计学意义（Fig.1-
11）。 

 
图 1-11 Western blot 检测各组 HK-2 细胞纤维化指标的表达 

Fig.1-11 The fibrosis index expression in HK-2 cells in each group detected by 
Western blot, *P<0.05, vs NG 
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（10）免疫荧光检测 HK-2 细胞中纤维化指标的变化：NG、M、HG
不同条件下干预 HK-2 细胞 48h，免疫荧光结果与 Western blot 结果一致，

高糖刺激 HK-2 细胞后，纤维化指标 Collagen I 和 FN1 染色显著增强，荧

光强度统计结果差异具有统计学意义（Fig.1-12）。 
 

 
图 1-12 免疫荧光检测各组 HK-2 细胞中 FN1 和 Collagen I 的表达情况

（×200） 
Fig.1-12 The protein expression of FN1 and Collagen I in HK-2 cells of each 

group detected by Immunofluorescence (×200), ***P<0.001, vs NG 
 

4. 敲低 DDIT4 对 HK-2 细胞焦亡和纤维化指标的影响 
（1）敲低效率的验证：Realtime PCR、Western Blot、免疫荧光结果

显示，与 NG 组相比，HG 组的 DDIT4 mRNA 和蛋白质表达均升高，转

染 shDDIT4 质粒后，细胞中 DDIT4 mRNA 和蛋白都表达减少（Fig.1-13；
Fig.1-14）。 

 

 
图 1-13 Realtime PCR 和 Western Blot 验证 DDIT4 的敲低效率 

Fig.1-13 The validation of knockdown efficiency of DDIT4 using Realtime 
PCR and Western Blot, ***/### P<0.001, *vs NG, #vs HG 
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图 1-14 免疫荧光验证 DDIT4 的敲低效率（×200） 

Fig.1-14 The validation of knockdown efficiency of DDIT4 using 
Immunofluorescence (×200), ***/### P<0.001, *vs NG, #vs HG 

 
（2）敲低 DDIT4 后，细胞焦亡执行蛋白 GSDMD 的变化：收集各组

HK-2 细胞，提取细胞总蛋白，Western Blot 检测 GSDMD 的变化，结果显

示，shDDIT4能够明显抑制高糖诱导的HK-2细胞GSDMD-FL和GSDMD-
N 的表达，灰度值统计差异具有统计学意义（Fig.1-15）。 

 

 
图 1-15 敲低 DDIT4 后 Western Blot 检测 GSDMD 的变化 

Fig.1-15 The Changes of GSDMD after knocking down DDIT4 detected by 
Western Blot, */#P<0.05; ##P<0.01, ***P<0.001; *vs NG, #vs HG 

 
（3）敲低 DDIT4 后，免疫荧光检测细胞焦亡执行蛋白 GSDMD 的变

化：与 Western Blot 结果一致，和 HG 组细胞相比，敲低组 HK-2 细胞

GSDMD 染色减弱，差异具有统计学意义（P<0.001）（Fig.1-16）。 
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图 1-16 敲低 DDIT4 后免疫荧光检测 GSDMD 变化（×200） 

Fig.1-16 The Changes of GSDMD after knocking down DDIT4 detected by 
Immunofluorescence (×200), ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 

 
（4）敲低 DDIT4 后，AO/EB 染色检测细胞膜完整性变化：与 HG 组

细胞相比，敲低组 HK-2 细胞的橘红色荧光染色显著减少。结果提示：

shDDIT4 能够明显抑制高糖诱导的肾小管上皮细胞膜完整性的受损

（Fig.1-17）。 
 

 
图 1-17 AO/EB 染色检法检测敲低 DDIT4 后 HK-2 细胞膜完整性

（×200） 
Fig.1-17 The cell membrane integrity of HK-2 cells after knocking down 

DDIT4 detected by AO/EB staining assay(×200) 
 

（5）敲低 DDIT4 后，LDH 活性检测：与 HG 组细胞相比，敲低组

HK-2 细胞释放的 LDH 明显减少，差异具有统计学意义（P<0.001）。提

示：shDDIT4 能够明显抑制高糖诱导的 HK-2 细胞膜破裂（Fig.1-18）。 
（6）敲低 DDIT4 后，CCK-8 细胞活力检测：与 HG 组细胞相比，敲

低组 HK-2 细胞的细胞活力明显增强，差异具有统计学意义（P<0.001）。

提示：shDDIT4 能够明显抑制高糖诱导的 HK-2 细胞活力的降低（Fig.1-
18）。 
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图 1-18 敲低 DDIT4 后 HK-2 细胞的乳酸脱氢酶活性和细胞活力变化 
Fig.1-18 The changes of LDH activity and cell viability in HK-2 cells after 

knocking down DDIT4, ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 
 

（7）敲低 DDIT4 后，EDU 细胞增殖活性检测：与 HG 组细胞相比，

敲低组 HK-2 细胞的 EDU 染色比例明显增加，差异具有统计学意义

（P<0.001）。提示：shDDIT4 能够明显抑制高糖诱导的 HK-2 细胞增殖

活性的降低（Fig.1-19）。 
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图 1-19 EDU 检测 DDIT4 敲低后 HK-2 细胞的增殖活性（×200） 
Fig.1-19 The cell proliferation viability of HK-2 cells after knocking down 

DDIT4 detected by EDU (×200), ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 
 

（8）敲低 DDIT4 后免疫荧光共聚焦分析 FLICA（活性 Caspase-1）
和 PI 双染:与 HG 组细胞相比，敲低组 FAM-YVAD-FMK 和 PI 双阳性的

细胞显著减少，统计结果显示与 HG 组相比，敲低组发生焦亡的 HK-2 细

胞（FAM-YVAD-FMK+/PI+细胞）明显减少，差异具有统计学意义（P<0.001）
（Fig.1-20）。 

 

 
图 1-20 免疫荧光共聚焦检测 DDIT4 敲低后 HK-2 细胞焦亡情况（×200） 

Fig.1-20 The cell pyroptosis in HK-2 cells after knocking down detected by 
Immunofluorescence confocal (×200), ***P<0.001, vs NG; #P<0.05, vs HG 

 
（9）敲低 DDIT4 后流式细胞术检测细胞焦亡: 与 HG 组相比，敲低

组 HK-2 细胞发生焦亡比例降低。结果显示，与 FLICA（活性 Caspase-1）
和 PI 双染结果一致，相比 HG 组，shDDIT4 能够明显抑制高糖诱导的 HK-
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2 细胞焦亡（Fig.1-21）。 
 

 
图 1-21 流式细胞术检测 DDIT4 敲低后 HK-2 细胞焦亡情况 

Fig.1-21 The cell pyroptosis in HK-2 cells after knocking down DDIT4 
detected by flow cytometry 

以上均提示：敲低 DDIT4 能够明显抑制高糖诱导的 HK-2 细胞焦亡。 
 

（10）敲低 DDIT4 后 Western blot 检测 HK-2 细胞中纤维化指标的变

化：与 HG 组相比，敲低 DDIT4 后，Collagen I 和 FN1 蛋白表达减少，灰

度值结果统计差异具有统计学意义（Fig.1-22）。 
 

 
图 1-22 Western blot 检测 DDIT4 敲低后 HK-2 细胞纤维化指标的表达 
Fig.1-22 The fibrosis index expression in HK-2 cells after knocking down 

DDIT4 detected by Western, */#P<0.05, ##P<0.01, ***P<0.001; * vs NG, #vs HG 
 

（11）免疫荧光检测 DDIT4 敲低后 HK-2 细胞中纤维化指标的变化：

免疫荧光结果与 Western blot 结果一致，与 HG 组细胞相比，敲低组细胞

纤维化指标 Collagen I 和 FN1 的染色显著减弱，荧光强度统计结果差异具
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有统计学意义（Fig.1-23）。 
以上均提示：提示：shDDIT4 能够明显抑制高糖诱导的 HK-2 细胞的

纤维化相关蛋白的生成。 
 

 
图 1-23 免疫荧光检测 DDIT4 敲低后 HK-2 细胞中 FN1 和 Collagen I 的表

达情况（×200） 
Fig.1-23 The protein expression of FN1 and Collagen I in HK-2 cells after 

knocking down detected by Immunofluorescence (×200)  
#P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; *vs NG, #vs HG 

 
5.过表达 DDIT4 对 HK-2 细胞焦亡和纤维化指标的影响 
（1）过表达效率的验证：Realtime PCR、Western Blot、免疫荧光结

果显示，与 NG 组相比，HG 组的 DDIT4 mRNA 和蛋白质表达均升高，

转染 DDIT4 质粒后，细胞中 DDIT4 mRNA 和蛋白都表达增强（Fig.1-24, 
Fig.1-25）。 
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图 1-24 Realtime PCR 和 Western Blot 验证 DDIT4 的过表达效率 

Fig.1-24 The validation of overexpression efficiency of DDIT4 using Realtime 
PCR and Western Blot, ***/###P<0.001, * vs NG, # vs HG; OE, DDIT4 过表达, 

OE1, 3 μg; OE2, 5 μg 
 

 
图 1-25 免疫荧光检测过表达 DDIT4 后 DDIT4 和 GSDMD 的表达变化

（×200） 
Fig.1-25 The Changes of DDIT4 and GSDMD after overexpressing DDIT4 
detected by Immunofluorescence, ***, ###P<0.001, vs NG; ##P<0.01, vs HG 

 
（2）过表达 DDIT4 后，细胞焦亡执行蛋白 GSDMD 的变化：与 HG

组相比，过表达 DDIT4 能够进一步上调高糖条件下 HK-2 细胞中 GSDMD-
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FL 和 GSDMD-N 的表达，灰度值统计差异具有统计学意义（Fig.1-26）。 
 

 
图 1-26 Western Blot 检测 DDIT4 过表达后 GSDMD 变化（×200） 

Fig.1-26 The Changes of GSDMD after overexpressing DDIT4 detected by 
Western Blot (×200), */#P<0.05; *vs NG, #vs HG 

 
（3）过表达 DDIT4 后，免疫荧光检测细胞焦亡执行蛋白 GSDMD 的

变化：与 Western Blot 结果一致，与 HG 组细胞相比，过表达 DDIT4 质粒

的 HK-2 细胞 GSDMD 染色进一步加强，差异具有统计学意义（P<0.001）
（Fig.1-25）。 

 
（4）过表达 DDIT4 后，AO/EB 染色检测细胞膜完整性变化：与 HG

组细胞相比，过表达 DDIT4 质粒的 HK-2 细胞的橘红色荧光染色进一步

增多。结果提示：高糖诱导干预下，DDIT4 过表达能够明显加重肾小管上

皮细胞膜完整性的受损（Fig.1-27）。 
 

 
图 1-27 AO/EB 染色检法检测过表达 DDIT4 后 HK-2 细胞膜完整性

（×200） 
Fig.1-27 The cell membrane integrity of HK-2 cells after overexpressing 

DDIT4 detected by AO/EB staining assay (×200) 
 

（5）过表达 DDIT4 后，乳酸脱氢酶 LDH 活性检测：与 HG 组细胞
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相比，过表达 DDIT4 质粒的 HK-2 细胞释放的 LDH 进一步增多，差异具

有统计学意义（P<0.001）。提示：高糖诱导干预下，过表达 DDIT4 能够

明显加重 HK-2 细胞膜破裂（Fig.1-28）。 
（6）过表达 DDIT4 后，CCK-8 细胞活力检测：与 HG 组细胞相

比，过表达 DDIT4 质粒的 HK-2 细胞的细胞活力进一步减弱，差异具有

统计学意义（P<0.001）。提示：高糖诱导干预下，过表达 DDIT4 能够

明显加重 HK-2 细胞活力的降低（Fig.1-28）。 
 

 
图 1-28 过表达 DDIT4 后 HK-2 细胞乳酸脱氢酶活性和细胞活力变化 
Fig.1-28 The changes of LDH activity and cell viability in HK-2 cells after 

overexpressing DDIT4, ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 
 

（7）过表达 DDIT4 后，EDU 细胞增殖活性检测：与 HG 组细胞相

比，过表达 DDIT4 质粒的 HK-2 细胞的 EDU 染色进一步减弱，差异具有

统计学意义（P<0.001）。提示：过表达 DDIT4 能够明显加重高糖诱导的

HK-2 细胞增殖活性的降低（Fig.1-29）。 
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图 1-29 EDU 检测 DDIT4 过表达后 HK-2 细胞的增殖活性（×200） 

Fig.1-29 The cell proliferation viability of HK-2 after overexpressing DDIT4 
detected by EDU (×200), ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 

 
（8）过表达 DDIT4 后免疫荧光共聚焦分析 FLICA（活性 Caspase-1）

和 PI 双染：与 HG 组细胞相比，过表达 DDIT4 质粒的 HK-2 细胞 FAM- 
YVAD-FMK 和 PI 双阳性的细胞进一步增强，统计结果显示差异具有统计

学意义（P<0.001）（Fig.1-30）。 
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图 1-30 免疫荧光共聚焦检测 DDIT4 过表达后 HK-2 细胞焦亡情况

（×200） 
Fig.1-30 The cell pyroptosis in HK-2 cells after overexpressing detected by 

Immunofluorescence confocal (×200), ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 
  

（9）过表达 DDIT4 后流式细胞术检测细胞焦亡: 与 HG 组相比，过

表达 DDIT4 的 HK-2 细胞发生焦亡比例进一步增加。结果显示，与 FLICA
（活性 Caspase-1）和 PI 双染结果一致，相比 HG 组，过表达 DDIT4 能够

明显加重高糖诱导的 HK-2 细胞焦亡（Fig.1-31）。 
 

 
图 1-31 流式细胞术检测 DDIT4 过表达后 HK-2 细胞的焦亡情况 
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Fig.1-31 The cell pyroptosis in HK-2 cells after overexpressing DDIT4 
detected by flow cytometry 

以上均提示：过表达 DDIT4 能够加重高糖诱导的 HK-2 细胞焦亡。 
 

（10）过表达 DDIT4 后 Western blot 检测 HK-2 细胞中纤维化指标的

变化：与 HG 组相比，过表达 DDIT4 质粒后，Collagen Type I 和 FN1 蛋

白表达进一步增强，灰度值结果统计差异具有统计学意义（Fig.1-32）。 
 

 
图 1-32 Western blot 检测 DDIT4 过表达后 HK-2 细胞纤维化指标的表达 

Fig.1-32 The fibrosis index expression in HK-2 cells after overexpressing 
DDIT4 detected by Western blot, */#P<0.05; *vs NG, #vs HG 

 
（11）过表达 DDIT4 后免疫荧光检测 HK-2 细胞中纤维化指标的变

化：免疫荧光结果与 Western blot 结果一致，与 HG 组细胞相比，过表达

组 HK-2 细胞纤维化指标 Collagen I 和 FN1 的染色显著进一步增强，荧光

强度统计结果差异具有统计学意义（Fig.1-33）。 
以上均提示：过表达 DDIT4 能够明显促进高糖诱导的 HK-2 细胞纤

维化相关蛋白的生成。 
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图 1-33 免疫荧光检测 DDIT4 过表达后 HK-2 细胞中 FN1 和 Collagen 

Type I 的表达情况（×200） 
Fig.1-33 The protein expression of FN1 and Collagen I in HK-2 cells after 

overexpressing detected by Immunofluorescence (×200)  
#P<0.05, ##P<0.01, ***P<0.001; *vs NG, ##vs HG 

 
6. STZ 诱导的糖尿病小鼠中，DDIT4 对肾脏细胞焦亡及肾损伤的调

控作用 
（1）Western Blot 验证小鼠中 DDIT4 的敲除：与 WT 组相比，STZ-

WT 组小鼠肾皮质中 DDIT4 的表达明显增多；DKO 组和 STZ-WT 组小鼠

肾脏组织中未见 DDIT4 的表达（Fig.1-34）。 
 

 
图 1-34 Westen Blot 检测 STZ 诱导的糖尿病小鼠肾组织 DDIT4 表达 

Fig.1-34 The expression of DDIT4 in Renal Tissue of STZ-induced 
diabetes Mice detected by western blot 
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 （2）敲除 DDIT4 小鼠的肾脏病理变化，Masson 染色和 PAS 染色后

光镜下观察，可见 WT 组和 DKO 组小鼠的肾小球和肾小管结构正常，细

胞外基质未见明显增生，毛细血管腔开放良好。与 WT 组相比，STZ 诱导

的糖尿病小鼠的肾小球体积变大，系膜基质增多，基底膜存在不规则增厚。

此外，STZ-DKO 组小鼠的肾小球和肾小管的形态结构明显改善，提示：

敲除 DDIT4 基因能够改善 STZ 诱导的糖尿病所引起的小鼠肾脏形态学

改变（Fig.1-35）。 
 

 

 
图 1-35 STZ 诱导的糖尿病肾病小鼠肾组织 Masson 和 PAS 染色 

Fig.1-35 Masson and PAS staining of kidney tissue in STZ-induced diabetes 
nephropathy mice (×200) 

 
（3）敲除 DDIT4 对 STZ 诱导的糖尿病小鼠肾脏代谢指标的影响 
与 WT 组小鼠相比，DKO 组小鼠的 BG、KW、BW、UAE、UACR、

BUN 和 Scr 水平无明显差别，糖尿病组小鼠的 BG、KW、UAE、UACR、
BUN 和 Scr 则显著增高，且其 BW 显著降低。与 STZ-WT 组小鼠比较，

STZ-DKO 组小鼠的 KW 和 BW 无明显改变，但是 BG、UAE、UACR、
BUN 和 Scr 水平明显下降，提示 DDIT4 基因的缺失可显著降低糖尿病组

小鼠升高的 BG、UAE、UACR、BUN 和 Scr（Fig.1-36; Fig.1-37）。 
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图 1-36 1 不同处理组小鼠的血糖、肾重、体重的变化 

Fig. 1-36 The changes of BG、KW and BW of mice in different treatment 
groups, #P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; *vs WT, #vs STZ-WT 

 

 
图 1-37 不同处理组小鼠生化指标的变化 

Fig. 1-37 The changes of metabolic parameters of mice in different treatment 
groups, ##P<0.01, ***/###P<0.001; *vs WT, #vs STZ-WT 

 
（4）敲除 DDIT4 对 STZ 诱导的糖尿病小鼠肾脏细胞焦亡的影响 
Western Blot 结果显示，对比 WT 组小鼠，STZ-WT 组小鼠肾组织的 

GSDMD-FL 和 GSDMD-N 蛋白表达水平均显著增加，而 DDIT4 基因敲

除可以使糖尿病小鼠肾脏组织的 GSDMD-FL 和 GSDMD-N 的蛋白表达下

降(Fig.1-38)。另外，免疫组织化学结果显示，相比于 WT 组，GSDMD 的

表达在 STZ-WT 组显著升高。对于 STZ-WT 组，STZ-DKO 组 GSDMD 的

表达降低。提示：敲除 DDIT4 基因可以逆转 STZ 诱导的糖尿病引起的小

鼠肾脏细胞焦亡（Fig. 1-39）。 
（5）敲除 DDIT4 对 STZ 诱导的糖尿病小鼠肾脏纤维化的影响 
Western Blot 结果显示，对比 WT 组小鼠，STZ-WT 组小鼠肾组织的 

FN1 和 Collagen Type I 蛋白表达均显著增加，而 DDIT4 基因敲除可以使

糖尿病小鼠肾脏组织的 FN1 和 Collagen I 的蛋白表达下降（Fig.1-38）。另

外，免疫组织化学结果显示，相比于 WT 组，FN1 和 Collagen I 的表达在 



研 究 论 文 

62 
 

STZ-WT 组显著升高。对于 STZ-WT 组，STZ-DKO 组 FN1 和 Collagen I
的表达降低。提示：敲除 DDIT4 基因可以逆转 STZ 诱导的糖尿病引起的

小鼠肾脏组织纤维化 (Fig. 1-39) 。 
 

 
图 1-38 Western Blot 检测敲除 DDIT4 对 STZ 诱导的糖尿病小鼠肾组织

GSDMD 和纤维化蛋白的影响 
Fig. 1-38 the effect of DDIT4 Knockout on GSDMD and Fibrosis Protein in 

Kidney Tissue of STZ-induced diabetes mice detected by Western Blot  
*/#P<0.05, **/##P<0.01, ###P<0.001; *vs WT, #vs STZ-WT 

 

 
图 1-39 免疫组化检测 STZ 诱导的糖尿病小鼠敲除 DDIT4 后肾脏组织

GSDMD 和纤维化蛋白的表达（×200） 
Fig.1-39 The GSDMD and Fibrosis Protein expression in renal tissue of STZ-

induced diabetes mice after DDIT4 Knockout detected by IHC (×200)  
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7. db/db 糖尿病小鼠中，DDIT4 对肾脏细胞焦亡及肾损伤的调控作用 
（1）Realtime PCR 和 Western Blot 验证小鼠中 DDIT4 的敲低：DDIT4

在 db/db 组和 db/db-control 组小鼠肾脏组织中的 mRNA 和蛋白质表达水

平明显高于 db/m 组。且 db/db-shDDIT4 组，即肾盂原位注射 DDIT4 敲低

质粒组的 db/db 小鼠肾组织中，DDIT4 mRNA 和蛋白质表达被抑制（Fig.1-
40）。 
 

 
图 1-40 Westen Blot 检测 db/db 糖尿病小鼠肾组织 DDIT4、GSDMD

和纤维化指标的表达 
Fig.1-40 The expression of DDIT4, GSDMD and fibrosis indicator 

proteins in Renal Tissue of db/db diabetes mice detected by western blot 
*/#P<0.05, **/##P<0.01, ***P<0.001; *vs db/m, #vs db/db 

 
（2）免疫组织化学检测各组小鼠肾脏组织中 DDIT4 的表达：免疫组

织化学染色结果显示：相比于 db/m 组，DDIT4 在 db/db 组和 db/db-control
组小鼠肾脏组织中存在广泛的胞浆染色，敲低DDIT4后，db/db小鼠DDIT4
蛋白质的表达降低（Fig.1-41）。 
  

 
图 1-41 免疫组化检测 db/db 糖尿病小鼠肾 DDIT4 的表达（×200） 

Fig. 1-41 IHC detection of the expression of DDIT4 in renal tissue of db/db 
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diabetes mice (×200) 
 

（3）敲低小鼠的肾脏病理变化，Masson 染色和 PAS 染色后，光镜下

观察可见：与 db/m 小鼠相比，db/db 组和 db/db-control 组的小鼠，肾小球

体积明显增大，系膜区扩宽，系膜基质增多。敲低 DDIT4 后上述症状明

显改善（Fig.1-42）。 
 

 

 
图 1-42 db/db 糖尿病小鼠肾组织 Masson 和 PAS 染色（×200） 

Fig. 1-42 Masson and PAS staining of kidney tissue in db/db diabetes mice 
(×200) 

 
（4）敲低 DDIT4 对 db/db 糖尿病小鼠肾脏代谢指标的影响 
进一步分析 DDIT4 敲低后，小鼠肾脏各种代谢指标的变化，结果显

示：与 db/m 组比，db/db 组和 db/db-control 组小鼠的 BW 和 BG 明显增

加，且血糖均高于 16.7 mmol/L，KW 变化不明显。另外，UAE，UACR，
BUN 和 Scr 也显著增高。DDIT4 敲低后，db/db 小鼠的上述代谢指标均有

所下降，且差异具有统计学意义（Fig.1-43; Fig.1-44）。 
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图 1-43 不同处理组小鼠的血糖、体重的变化 

Fig. 1-43 The Changes of BG and BW of mice in different treatment groups     
*, vs db/m, #, vs db/db; **/##, P<0.01 

 
图 1-44 不同处理组小鼠生化指标的变化 

Fig. 1-44 The Changes of metabolic parameters of mice in different treatment 
groups, **/##P<0.01; *vs db/m, #vs db/db 

 
（5）敲低 DDIT4 对 db/db 小鼠肾脏细胞焦亡的影响 
Western Blot 结果显示，对比 db/m 组小鼠，db/db 组小鼠肾组织的 

GSDMD-FL 和 GSDMD-N 蛋白表达水平均显著增加，而 敲低 DDIT4 后

糖尿病小鼠的 GSDMD-FL 和 GSDMD-N 的蛋白表达下降（Fig.1-40）。另

外，免疫组织化学结果显示，相比于 db/m 组，GSDMD 的表达在 db/db 组

显著升高。对于 db/db 组，db/db-shDDIT4 组 GSDMD 的表达降低。提示：

敲低 DDIT4 可以缓解 db/db 糖尿病引起的小鼠肾脏细胞焦亡 (Fig. 1-45) 。 
 
（6）敲低 DDIT4 对 db/db 小鼠肾脏肾脏纤维化的影响 
Western Blot 结果显示，对比 db/m 组小鼠，db/db 组小鼠肾组织的 

FN1 和 Collagen Type I 蛋白表达水平均显著增加，而敲低 DDIT4 后糖尿

病小鼠的 FN1 和 Collagen Type I 的蛋白表达下降（Fig.1-40）。另外，免疫

组织化学结果显示，相比于 db/m 组，FN1 和 Collagen I 在 db/db 组染色

加强。对于 db/db 组，db/db-shDDIT4 组 FN1 和 Collagen I 染色减弱。提
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示：敲低 DDIT4 基因可以缓解 db/db 糖尿病引起的小鼠肾脏组织纤维化

（Fig. 1-45）。 

 
图 1-45 免疫组化检测 db/db 糖尿病小鼠肾组织 GSDMD 和纤维化指标的

表达（×200） 
Fig. 1-45 The GSDMD and fibrosis protein expression in renal tissue of db/db 

diabetes mice after Knocking down DDIT4 detected by IHC (×200) 
 

讨    论 
 

随着人类社会经济的发展，人们的生活方式和饮食结构发生了巨大的

变化，随之而来的代谢异常疾病如：糖尿病、高脂血症等的发病率也呈逐

年上升的趋势。糖尿病肾病是糖尿病患者最常见、最严重的慢性合并症。

据估计，中国糖尿病合并慢性肾脏疾病患者人数达到 2430 万[8]。世界糖

尿病患病率正在迅速增长，尤其是在发展中国家。随着糖尿病发病率的增

加，倘若针对糖尿病肾病的临床预防策略并未立即改善，预计随之而来的

就是糖尿病肾病的增加。DN 的发病机制非常复杂，目前尚不完全清楚，

导致治疗效果差。 
肾小管病变在早期 DN 中的重要性越来越被认为是 DN 进展的关键

组成部分。当肾脏暴露在高糖环境中时，肾小管上皮细胞是损伤的初始部

位，小管上皮细胞的脱落和凋亡最终导致肾纤维化和 ESRD 的发生和进

展[12]。越来越多的证据支持肾小管损伤在 DN 中的作用，人们的兴趣已经
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转移到近端小管，近端小管可能在糖尿病条件下肾脏疾病的早期发病机制

中起到引发、驱动或贡献者的作用。DN 肾小管损伤的机制是复杂的，了

解肾小管损伤机制可能有助于对 DN 进行新的治疗干预。 
DDIT4 是一种应激诱导蛋白，早期由细胞应激诱导。其表达受 HIF-

1、p53 或 ATF4-C/ EBPβ6-9 等特定转录因子激活的精细调控[13] 。DDIT4
最具特征的功能是抑制 mTORC1， mTORC1 是一种整合细胞外信号和细

胞内对营养物质、生长因子或应激反应的主调节激酶。mTORC1 调控在细

胞生长、增殖、和代谢中起着至关重要的作用[14]。DDIT4 是一种保守且普

遍存在的蛋白质，在多种刺激下被瞬时诱导。作为 Akt/mTOR 信号通路的

内源性抑制剂，DDIT4 蛋白已被证明可以调节细胞生长，线粒体功能，氧

化应激和凋亡。目前已有明确研究证实 DDIT4 与糖尿病及其并发症的研

究紧密相关，但是关于 DDIT4 和糖尿病肾病的研究知之甚少。有研究报

道 1,25(OH)2D3可有效抑制高血糖诱导的系膜细胞增殖，从而抑制糖尿病

肾病的发展，并且表明 1,25(OH)2D3 的肾保护作用部分是通过

DDIT4/TSC2/mTOR 途径介导的[15, 16]。Michael D. Dennis 团队报道在 STZ
诱导糖尿病 16 周后发现，小鼠出现蛋白尿和肾脏肥大，同时肾脏 DDIT4
表达增加。相比之下，糖尿病 DDIT4 基因敲除小鼠没有表现出肾脏生理

功能受损[13]。迄今为止，关于 DDIT4 对糖尿病肾病中肾小管上皮细胞的

作用未见报道。本部分研究探索了 DDIT4 在糖尿病肾脏肾小管上皮细胞

损伤中的作用。结果显示，DDIT4 在高糖刺激下，呈时间依赖性增加，48h
达到高峰。在 1 型和 2 型糖尿病小鼠的肾脏组织中，同样检测到 DDIT4
的异常高表达，说明 DDIT4 可能对糖尿病肾病有重要作用。进一步本部

分应用 1 型和 2 型糖尿病小鼠模型研究 DDIT4 对糖尿病小鼠的作用。

DDIT4 基因缺失的小鼠模型（STZ-DKO 组）和敲低 DDIT4 的 db/db 小鼠

（db/db-shDDIT4 组）中，一些升高的反映肾功能的生化指标（如 UAE，
UACR，BUN 和 Scr 等）得到明显改善。并且 Masson 染色和 PAS 染色结

果表明，STZ 小鼠敲除 DDIT4 和 db/db 小鼠敲低 DDIT4 后，糖尿病所引

起的肾小球体积增大、系膜区增宽、基底膜不规则增厚及细胞外基质增加

等病理变化得到明显改善。提示降低 DDIT4 的表达水平可以改善糖尿病

引起的肾脏损害。 
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焦亡是一种特殊类型的裂解性程序性细胞死亡，其特征是细胞肿胀、

破裂、细胞内容物分泌和显著的促炎作用[17]。GSDMD 是 Gasdermin 家族

的关键成员，是焦亡的执行者，可被 Caspase-1/4/5/11 切割和激活。GSDMD
的 N-末端片段在膜中寡聚形成孔，诱导细胞因子的释放,导致焦亡的发生。

在正常生理状态下，适度的细胞焦亡发生，能够释放适量的促炎症因子，

通过进一步募集中性粒细胞、巨噬细胞等免疫细胞清除有害物质。但是过

度的细胞焦亡，则会促使机体释放更多的促炎症因子，进而通过 NADPH
氧化酶系统产生更多的活性氧，炎症小体进一步活化，诱导细胞焦亡的发

生，更多的炎症因子进一步释放，最终形成恶性循环。日益增多的证据报

道了细胞焦亡在糖尿病肾病中发挥关键作用。本部分通过高糖刺激 HK-2
细胞，发现同 DDIT4 一样，肾小管上皮细胞中的 NLRP3/Caspase-
1/GSDMD 炎症信号通路也呈时间依赖性激活，同样在 48h 达到高峰。

AO/EB 双染检测到高糖干预下 HK-2 的细胞膜完整性受损。另外 CCK-8
和 EDU 实验结果显示 HG 组细胞活力和增殖活性的降低，LDH 活性检测

实验显示高糖刺激的 HK-2 细胞释放更多的 LDH。FLICA/PI 免疫荧光共

聚焦和流式检测，显示高糖环境下的 HK-2 细胞中，FLICA+/PI+细胞比例

增多。以上说明高糖刺激下，肾小管上皮细胞发生了细胞焦亡。在糖尿病

肾病中，细胞焦亡的触发机制尚不十分清楚。本部分还探讨了应激诱导蛋

白 DDIT4 在糖尿病肾病时是否会导致肾小管上皮细胞焦亡。高糖环境下，

HK-2 细胞中分别敲低、过表达 DDIT4 后，检测细胞焦亡各指标的变化。

敲低 DDIT4 后上述表型有所改善，并且 GSDMD-FL 和活性片段 GSDMD-
N 表达减少；而过表达 DDIT4 的 HK-2 细胞，上述表型进一步加重，并且

GSDMD-FL 和活性片段 GSDMD-N 表达进一步增多。此外，1 型糖尿病

小鼠和 2 型糖尿病小鼠模型中，DDIT4 基因缺失或者敲低，Western Blot
和 IHC 检测结果显示 GSDMD 随之降低。以上说明 DDIT4 在糖尿病肾病

时调控小管细胞焦亡的发生。 
肾固有细胞的焦亡在 DN 进展中强烈影响肾功能[18, 19]。焦亡引起的炎

症和细胞损伤与 DN 的进展密切相关，在 DN 的发展过程中，持续肾损伤

后未解决的炎症可以促进纤维形成阶段，从而导致后期胶原沉积和积聚，

导致肾实质逐渐硬化和瘢痕形成，直到肾功能完全衰竭。作为一种特殊的

细胞死亡形式，焦亡就像一把双刃剑：一方面，适度的细胞死亡有利于保
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护肾脏免受内部和外部损伤。而另一方面，大量的肾脏固有细胞焦亡会导

致严重的炎症反应，这是促进 DN 进展的主要因素。本部分实验结果显示，

高糖刺激的 HK-2 细胞中，纤维化指标蛋白 FN1 和 Collagen Type I 表达增

多，敲低 DDIT4 后表达下降，而在过表达后与之相反。进一步，在 DDIT4
基因缺失的 1 型糖尿病小鼠和 DDIT4 敲低的 2 型糖尿病小鼠中得到了再

次验证。提示 DDIT4 在糖尿病肾病时可能通过触发细胞焦亡进一步调控

肾小管上皮细胞的纤维化。 
综上所述，高糖刺激下，DDIT4 和 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 炎症信

号通路呈时间依赖性激活，48h 达到高峰。敲除 DDIT4 的 1 型糖尿病小

鼠和敲低 DDIT4 的 2 糖尿病小鼠的肾功能显著改善。另外，干预 DDIT4
的表达后，无论是在细胞水平还是在 1/2 型糖尿病小鼠肾脏组织中，焦亡

执行蛋白 GSDMD，以及纤维化指标蛋白 FN1 和 Collagen Type I 的表达

均随之改变。 
 

小    结 
 
1. 高糖诱导肾小管上皮细胞发生 NLRP3/ Caspase-1/GSDMD 炎症信

号通路活化。 
2. DDIT4 介导了高糖诱导的肾小管上皮细胞焦亡。 
3. DDIT4 促进糖尿病肾病状态下肾脏纤维化。 
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第二部分 
 
DDIT4 通过调控 NLRP3 炎症小体激活对高糖诱导的肾小管细

胞焦亡的影响 
 

前    言 
 

糖尿病肾病是一种慢性炎症性疾病，影响着全球数百万糖尿病患者。

肾纤维化伴随着细胞外基质蛋白的过度积累，如肾小球和肾小管间质中的

纤连蛋白（FN1）和各种胶原蛋白[1]，是几乎所有晚期 DN 的常见最终途

径[2]。在器官损伤的早期阶段，纤维化通常由持续数月的免疫反应引起的

慢性炎症引起，其中炎症、组织重塑和修复过程同时发生。因此，慢性炎

症是 DN 的特征，通常是纤维化过程的诱因。因此炎症反应是 DN 重要的

发病机制之一，涉及诸多细胞因子及信号转导通路，参与 DN 各个时期的

病理过程，对病情进展的评估及预后的评判具有重要意义，抗炎症反应是

DN 治疗的重要靶点。 
细胞焦亡是一种促炎形式的调节性细胞死亡。焦亡是近年来生物科学

研究的热点，具有天然免疫炎症的特殊性。焦亡涉及阿尔茨海默病[3]、帕

金森病[4]和其他神经退行性疾病、动脉粥样硬化[5]、类风湿性关节炎[6]和其

他慢性进行性疾病的研究。目前已发现 DN 的一些危险因素，包括高糖、

氧化应激、异常脂质代谢和晚期糖基化终产物，均与细胞焦亡密切相关[7]。

焦亡主要通过炎症小体介导包含 Caspase-1 在内的多种 Caspase 的激活，

造成包括 GSDMD 在内的多种 Gasdermin 家族成员发生剪切和多聚化，造

成细胞穿孔，进而引起细胞死亡。相比于细胞凋亡，相同点是：胞核浓缩、

DNA 断裂、Tunnel 染色阳性；不同点是：凋亡时细胞膜保持完整、凋亡

小体形成，细胞焦亡时常伴有大量炎性细胞因子和炎性细胞内含物释放，

伴有细胞膜孔形成，细胞渗透性肿胀，细胞内含物流出，最终导致细胞裂

解死亡。焦亡的核心是激活 NLRP3 炎症小体，伴随 NLRP3 炎性体的活

化，激活 IL-1β 和 IL-18 并触发细胞焦亡，GSDMD 是细胞焦亡的决定性

执行者，负责执行细胞焦亡和促使成熟的炎性因子释放。NLRP3 为 NOD
样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor thermal protein domain 
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associated protein 3），是 NOD 样受体家族中重要的一员，其炎性小体复

合物由 NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白（apoptosis-associated speck-like 
protein containing a CARD, ASC）和半胱天冬酶-1 前体（pro-cysteinyl 
aspartate specific proteinase-1, pro-caspase-1）组成。NLRP3 是一种细胞质

蛋白，具有三个结构域：一个 N 端吡啶结构域（pyrin domain, PYD）、一

个中央核苷酸结合寡聚结构域（nucleoside triphosphatase domain, NACTH 
domain）和一个 C 末端富含亮氨酸的重复序列（leucine-rich repeat, LRR）。
当 NLRP3 感应到危险信号时，会同 ASC 的 PYD 相互作用而结合，之后

ASC 通过相同的 CARD 募集 Caspase-1 前体（pro-caspase-1）进而聚集成

NLRP3 炎性小体，被激活的炎性小体促使 ASC 切割 pro-caspase-1 成为具

有活性的 Caspase-1，该分子继而促进 IL-1β 与 IL-18 成熟，诱导炎症。

NLRP3 在炎症反应中作为一个重要的分子，已被证实在糖尿病肾病中有

重要作用[8-10]。在糖尿病小鼠肾脏中 NLRP3 高表达，相比较野生型的糖尿

病小鼠，糖尿病 NLRP3-KO 小鼠中，肾脏组织的活性 Caspase-1，Cleaved-
IL-1β，IL-18 减少，NLRP3 缺失缓解了糖尿病小鼠肾脏组织的炎症[9]。另

外，敲除 NLRP3 可拮抗高糖诱导的肾小管细胞的上皮-间充质转换[10]。有

研究发现 DDIT4 缺失小鼠中，骨髓源性巨噬细胞（BMDM）和脂肪组织

在 LPS 刺激下，p38 MAPK，JNK 和 NF-κB 以及 NLRP3 炎症小体的激

活和 IL-1β 的产分泌减弱。DDIT4 通过 NF-κB 依赖而 mTORC1-非依赖的

途径实现 NLRP3 炎症小体的激活[11]。这提示 DDIT4 和 NLRP3 炎症小体

之间可能存在相关性。据检索文献，关于 DDIT4 和 NLRP3 炎症小体在糖

尿病肾病的调控作用目前未见报道。本部分研究，以人肾小管上皮细胞、

STZ 诱导的糖尿病小鼠和 db/db 糖尿病小鼠为研究对象，探讨糖尿病肾病

状态下，DDIT4 对 NLRP3 炎症小体激活是否存在调控作用。 
 

材料与方法 
 
1．材料 
1.1  仪器 

T100 Thermal Cycler PCR 仪 美国 Bio-Rad 科技公司 
水平电泳槽 北京六一生物科技公司 
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水浴锅 上海一恒仪器公司 
紫外切胶仪 北京兰杰柯科技有限公司 
磁力搅拌器 上海梅颖浦仪器仪表制造公司 
其他仪器同第一部分  
  

1.2 主要试剂 
10×TAE 北京索莱宝公司 
核酸染料 北京索莱宝公司 
DNA Marker 赛文创新生物科技 
5×DNA 上样缓冲液 北京索莱宝公司 
琼脂糖 北京索莱宝公司 
NEBuffer r3.1 New England Biolabs 公司 
NEBuffer r2.1 New England Biolabs 公司 
T4 DNA 连接酶  New England Biolabs 公司 
BsmBI-v2 New England Biolabs 公司 
感受态细胞 DH5α 天根生化（北京）科技公司 
质粒小提试剂盒 Omega Bio-Tek 公司 
DNA 胶回收试剂盒 Omega Bio-Tek 公司 
鼠抗 NLRP3 多克隆抗体 武汉 proteintech 公司 
Caspase-1 p20 北京博奥森公司 
Caspase-1 美国 Novus 
ASC 正能生物 
IL-18 Santa 公司 
IL-1β MCE 公司 
CoraLite488-山羊抗鼠 IgG  
CoraLite488-山羊抗兔 IgG  

武汉 proteintech 公司 
武汉 proteintech 公司 

CoraLite594-羊抗鼠 IgG  武汉 proteintech 公司 
CoraLite594-羊抗兔 IgG 武汉 proteintech 公司 
其他试剂同第一部分  

2．实验方法 
2.1 细胞培养 
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实验步骤同第一部分 
2.2 细胞转染 
实验步骤同第一部分 
2.3 实时荧光定量 PCR（Real-time PCR） 
总 RNA 的提取、RNA 浓度测定、RNA 逆转录成 cDNA、Realtime PCR 的

实验步骤均同第一部分 
NLRP3 的引物如下： 
人源引物 

NLRP3 前引物 5’-GATCTTCGCTGCGATCAACAG-3’ 
NLRP3 后引物 5’-CGTGCATTATCTGAACCCCAC-3’ 

鼠源引物 
NLRP3 前引物 5’- CTGCGGACTGTCCCATCAAT-3’ 
NLRP3 后引物 5’- AGGTTGCAGAGCAGGTGCTT-3’ 

2.4 细胞免疫荧光染色 
实验步骤同第一部分 
2.5 乳酸脱氢酶（LDH）活性测定 
实验步骤同第一部分 
2.6 AO/EB 双染 
实验步骤同第一部分 
2.7 CCK-8 细胞活性检测 
实验步骤同第一部分 
2.8 FLICA/PI 双染共聚焦 
实验步骤同第一部分 
2.9 流式细胞术检测 HK-2 细胞焦亡 
实验步骤同第一部分 
3.0 免疫组织化学检测 
实验步骤同第一部分 
3.1 Western Blot 
实验步骤同第一部分 
3.2 NLRP3-crispr 质粒的制备 

（1）NLRP3-crispr 的 sgRNA 序列设计：NCBI 网站（https://www. 
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ncbi.nlm.nih.gov/）中查询人 NLRP3 基因的第二外显子序列，根据其在 zlab
网站（https://www.zlab.bio/resources）中设计它的 sgRNA（guide RNA）序

列，选取退火温度（Tm）在 56-62℃，GC 比例 40%-60%及没有二级结构

的序列。然后分别在两条链 5’端，加上红色标注的序列。标红部分与经 
BsmBI 限制性内切酶酶切后的载体互补（BsmBI 的特点是酶切后不需要

用 CIP 脱磷，也不会自连），最终的序列如下： 
Forword: 5’- CACCGTGATTACGGGGCTATGACAT-3’ 
Reverse: 5’- AAACATGTCATAGCCCCGTAATCAC-3’。  

（2）Crispr 质粒载体：CRISPR-Cas9 系统属于一种基因编辑技术，人

工设计 sgRNA 序列识别目的基因组序列，并引导 Cas9 蛋白酶靶基因组进

行定点切割，形成 DNA 的双链断裂。本研究选择 LentiCRISPRv2GFP 载

体，长度为 13131bp，为 U6 启动子，含有氨苄霉素抗性基因及博莱霉素

筛选抗性。 
 
质粒载体图谱如下： 
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NLRP3-crispr 质粒图谱如下： 
 

 
 
（3）限制性内切酶酶切 
按照下表配置酶切体系： 

表 1-8 酶切体系 
Table1-8 Enzyme digestion system 
试剂 体积 

BsmBI-V2 8 μL 

NEBuffer r3.1 10 μL 

质粒载体 8 μg 

ddH2O 补至 100 μL 

配好的酶切体系置于 PCR 仪中，设置程序：55℃，2h→80℃，20 
min→4℃，∞。程序结束取出体系 4℃保存。 

（4）琼脂糖凝胶电泳： 
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①配制电泳缓冲液 1×TAE，称取适量琼脂糖 1%的琼脂糖溶解，微波

炉加热熔化，待熔化的凝胶稍冷却加入荧光核酸染料，倒入安装好的水平

电泳槽中插上样梳子凝固。 
②待琼脂糖胶凝固后，在电泳槽内加入 1×TAE，电泳缓冲液面高出琼

脂糖凝胶表面 1～2mm，拔出梳子。 
③加样：将经过酶切的载体质粒 DNA 样品与 5×DNA loading buffer 

4：1 混匀，上样。其中上一个对照孔，上未酶切的 Crispr 空载体质粒，其

余孔均为第（3）步的酶切产物，DNA marker 分别加至样品孔的左右两侧

的两孔。 
④电泳：盖上电泳槽，电压 135 V，电泳 30~40min。 
⑤电泳结束，取出凝胶，置于紫外切胶仪中，观察 DNA 条带，不同

大小的 DNA 分子由于迁移率的不同而分离开。若未酶切的 Crispr 载体质

粒孔条带电泳位置低于酶切产物条带，说明酶切成功。切下带有所需 DNA
片段的凝胶，置于 EP 管中称重，利用胶回收试剂盒将目的片段回收纯化。 

（5）DNA 胶回收试剂盒回收酶切产物 DNA 
按照 omega DNA 胶回收试剂盒说明书，从琼脂糖凝胶中回收 DNA。 
① 根据 EP 管中琼脂糖凝胶的重量，加入等体积的 Binding Buffer

（XP2），于 50-60℃水浴锅中温浴 7min 或至凝胶完全熔化，每 2-3min 振

荡或涡旋混合物。 
② 取一个 HiBind® DNA Mini 结合柱装在一个 2 mL 收集管内。将上

步的熔胶液转移至结合柱中。室温 10,000 g 离心 1min。弃去收集管内液

体，将柱子套回 2 mL 收集管内。 
③ 300 μL XP2 Binding Buffer加至结合柱中，室温 13,000 g离心1min，

弃滤液，将柱子套回 2mL 收集管内。 
④ 将 700 μL SPW Buffer（已用无水乙醇稀释）加至结合柱中，室温

10,000 g 离心 1min，弃滤液，将柱子套回 2 mL 收集管内。重复一次。 
⑤ 室温下 13,000 g 离心 2min，目的是甩干结合柱残余液体。 
⑥ 离心结束，结合柱装在一个新的 1.5 mL 离心管上，加入 15~30 μL

的 Elution Buffer 到结合柱中心，室温放置 10min，13000 g 离心 1min 以

洗脱 DNA。 
（6）退火：配制体系如下： 
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表 1-9 退火体系 
Table1-9 Annealing system system 

试剂 体积 
NLRP3-sgRNA 序列前引物 10 μL 
NLRP3-sgRNA 序列后引物 10 μL 
NEBuffer r2.1 5 μL 
ddH2O 25 μL 

将体系置于 PCR 仪中，设置程序：90℃，4min→70℃，10min→40℃，

10min→25℃，10min→4℃，∞。结束后取出置于-20℃保存。 
（7）连接：冰上配制连接体系： 

表 1-10 连接体系 
Table1-10 Connection system 

试剂 体积 
退火产物（稀释 100 倍） 2 μL 
DNA 回收产物 2 μL 
T4 DNA 连接酶 1 μL  
T4 Buffer 1 μL 
ddH2O 4 μL 

配好体系后，室温放置 1h，PCR 仪中连接，设置程序：65℃，10min
→4℃，∞。结束后取出连接产物-20℃保存。 

（8）转化 
①冰上取 50 μL 感受态细胞 DH5α，加入 5 μL 上述连接产物，冰浴

30 min，然后置于 42℃水浴锅中 1 min（严格计时），之后再冰浴 3min。
加入 450 μL 不含抗生素的 LB 液体培养基，置于恒温摇床上，37℃，200 
rpm，1h。 

②提前配制 LB 固体培养基并高压灭菌，灭菌结束室温放置培养基不

烫手后，按照 1：1000 比例加入氨苄霉素，磁力搅拌器上转子混匀后倒入

10 cm皿中，静置冷却置于 4℃冰箱中保存待用（存放时间不要超过 1周）。 
③将①中摇好的菌液 5000 rpm 离心 2min，弃上清至适量菌液均匀涂

于固体 LB 培养基上，倒置于 37℃恒温培养箱中过夜。 
④12-14h 后挑取单克隆菌落，放入含氨苄霉素的液体 LB 培养基中，
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置于恒温摇床上，37℃，200 rpm，12-14h。取部分菌液测序，确定 sgRNA
与载体是否连接成功。 

（9）质粒提取： 
按照 Omega 质粒提取试剂盒说明进行操作，具体如下： 
①将 RNase A 加入到 Solution I 中， 在 DNA Wash Buffer 中加入规定

量的无水乙醇，在 HBC Buffer 中加入规定量的异丙醇。 
②室温下 5000 g离心 10min 弃培养基，收集菌体；加入 500 µL Solution 

I（含 RNaseA），漩涡振荡上重悬细胞。 
③将重悬液转移到新的 2 mL 离心管中，加入 500 µL Solution II，温

和颠倒混匀数次，静置 2-3min。 
④加入 700µL Solution III，上下轻轻颠倒数次至形成白色絮狀沉淀，

室温下 13,000 g 离心 10min。 
⑤HiBind® DNA Mini 柱套入到 2 mL 收集管中，每管分离柱中加入

700 µL 上清液，室温下 13,000 g 离心 1min，弃滤液。 
⑥将分离柱套回到 2 mL 收集管中，加入 500 µL HBC Buffer，室温下

13,000 g 离心 1min，弃滤液。 
⑦将分离柱放回到收集管，加入 700 µL DNA Wash Buffer，室温下

13,000 g 离心 1min，弃滤液。重复一次。 
⑧将分离柱放回到收集管，13,000 g 离心空柱 2min。 
⑨将分离柱放入新的 1.5 mL 离心管中，加入 80~100 µL Elution Buffer 

到柱子基质中，静置 2min，13,000 g 离心 1min 洗脱出 DNA。使用

Nanodrop2000 分光光度计检测 DNA 纯度和浓度（A260/A280 >1.8，
A260/A230>2.0 的 DNA 较纯），-20℃保存。 
3.3 DDIT4 和 NLRP3 免疫荧光双染 
（1）按照需求制备细胞，培养在细胞培养腔室载玻片中，高糖诱导 48h； 
（2）弃去细胞中的培养基，PBS 清洗细胞 3 次，每次 5 min； 
（3）弃去 PBS，注意用移液器吸取干净，加入甲醇室温固定 30min； 
（4）固定结束，弃去甲醇，PBS 洗 3 次，每次 10min； 
（5）打孔：0.2%Triton X-100 打孔 20min，PBS 清洗 3 次，每次 5min； 
（6）封闭：5%BSA 室温封闭 30min； 
（7）封一抗：选择二抗属性不同的抗体进行稀释（DDIT4，1:100；NLRP3，
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1:200），湿盒 4℃封闭过夜； 
（8）从 4℃冰箱拿出，室温复温 30min； 
（9）回收一抗，PBS 清洗细胞 3 次，每次 5min； 
（10）封荧光二抗（DDIT4 对应兔二抗 1：100；NLRP3 对应鼠二抗，1：

100），37℃避光孵育 1h； 
（11）PBS 清洗细胞 3 次，每次 5min，用含 DAPI 的防猝灭封片剂封片； 
（12）湿盒晾干，共聚焦荧光显微镜观察照相。 
3.4 统计分析 
统计方法同第一部分 
     

结    果 
 

2.1 高糖诱导下 DDIT4 对 NLRP3 炎症小体激活的影响 
2.1.1 以 HK-2 细胞为研究对象，检测在高糖诱导下，敲低 DDIT4 对

NLRP3 炎症小体的影响。 
（1）Realtime PCR 检测结果显示，与 NG 组相比，高糖诱导的 HK-

2 细胞中，NLRP3 mRNA 同 DDIT4 一样表达升高；相比 HG 组，敲低

DDIT4 后，NLRP3 mRNA 表达下降，差异具有统计学意义（Fig.2-1）。 
 

 
图 2-1 敲低 DDIT4 后 HK-2 细胞中 NLRP3 mRNA 的表达变化 

Fig.2-1 The changes of NLRP3 mRNA after knocking down DDIT4 in HK-2 
cells, ***P<0.001, vs NG; ###P<0.001, vs HG 

 
（2）Western Blot 检测结果显示：与 NG 组相比，高糖诱导的 HK-2

细胞中，NLRP3 炎症小体各组分 NLRP3、ASC、Caspase-1 前体（Pro-
Caspase-1）、活化的 Caspase-1（Caspase-1 p20）以及细胞因子 IL-1β
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（precursor）、IL-1β（mature）和 IL-18 蛋白质表达水平均升高；相比 HG
组，敲低 DDIT4 后，除了 IL-1β（precursor）仅有表达下降的趋势外，上

述其他蛋白表达均明显下降，差异具有统计学意义（Fig.2-2）。 
 

 
图 2-2 Western Blot 检测敲低 DDIT4 后 NLPR3 炎症小体信号通路相关蛋

白的表达 
Fig.2-2 Western Blot detection of NLPR3 inflammasome signaling pathway 

related protein expression after knocking down DDIT4 
*/#P<0.05, **/##P<0.01, ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 

 
（3）免疫荧光检测结果显示: 与 NG 组相比，高糖诱导的 HK-2 细胞

中，NLRP3 炎症小体关键组分 NLRP3 和 Caspase-1 染色增强；相比 HG
组，敲低 DDIT4 后，NLRP3 和 Caspase-1 染色减弱，差异具有统计学意

义（Fig.2-3）。 
以上提示，高糖刺激的 HK-2 细胞中，敲低 DDIT4 能够抑制高糖引

起的 NLRP3 炎症小体的激活。 
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图 2-3 免疫荧光检测敲低 DDIT4 后 HK-2 细胞 NLRP3 和 Caspase-1 表达 
Fig.2-3 The expression of NLRP3 and Caspase-1 in HK-2 cells after knocking 

down DDIT4 detected by IF; ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 
 

2.1.2 以 HK-2 细胞为研究对象，检测在高糖诱导下，过表达 DDIT4
对 NLRP3 炎症小体的影响。 

（1）Realtime PCR 检测结果显示：相比 HG 组，过表达 DDIT4 后，

NLRP3 mRNA 表达上调，差异具有统计学意义（Fig.2-4）。 
 

 
图 2-4 过表达 DDIT4 后 HK-2 细胞中 NLRP3 mRNA 的表达水平 

Fig.2-4 The expression level of NLRP3 mRNA after overexpressing DDIT4 in 
HK-2 cells, ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 
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（2）Western Blot 检测结果显示：与 HG 组相比，过表达 DDIT4 的

HK-2 细胞中，NLRP3 炎症小体各组分 NLRP3、ASC、Caspase-1 前体（Pro-
Caspase-1）、活化的 Caspase-1（Caspase-1 p20）以及细胞因子 IL-1β
（precursor）、IL-1β（mature）和 IL-18 蛋白质水平表达均明显上调，差异

具有统计学意义（Fig.2-5）。 
 

 
图 2-5 Western Blot 检测过表达 DDIT4 后 NLPR3 炎症小体信号通路相关

蛋白的表达 
Fig.2-5 Western Blot detection of NLPR3 inflammasome signaling pathway 

related protein expressions after overexpressing DDIT4 
*/#P<0.05, **/##P<0.01; *vs NG, #vs HG; 

 
（3）免疫荧光检测结果显示：与 HG 组相比，过表达 DDIT4 的 HK-

2 细胞中，NLRP3 炎症小体关键组分 NLRP3 和 Caspase-1 染色增强，差

异具有统计学意义（Fig.2-6）。 
以上提示，高糖诱导的 HK-2 细胞中，过表达 DDIT4 能够进一步加
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强高糖引起的 NLRP3 炎症小体的激活。 
 

 
图 2-6 免疫荧光检测过表达 DDIT4 后 HK-2 细胞 NLRP3 和 Caspase-1 的

表达变化 
Fig.2-6 The expression of NLRP3 and Caspase-1 in HK-2 cells after 

overexpressing DDIT4 detected by IF, #P<0.05, ***P<0.001; *vs NG, #vs HG 
 

2.1.3 以 STZ 诱导的糖尿病小鼠为研究对象，检测敲除 DDIT4 对小

鼠肾脏 NLRP3 炎症小体的影响 
（1）Western Blot 实验结果显示：与 WT 组小鼠相比，DKO 组小鼠

肾脏组织中 NLRP3 炎症小体各组分 NLRP3、ASC、Caspase-1 前体（Pro-
Caspase-1）、活化的 Caspase-1（Caspase-1 p20）以及细胞因子 IL-1β
（precursor）、IL-1β（mature）和 IL-18 蛋白质表达水平下降，而 STZ-WT
组中这些蛋白质明显上调。相比 STZ-WT 组小鼠，敲除 DDIT4 的 STZ 诱

导的糖尿病小鼠（STZ-DKO 组）肾脏组织中，上述蛋白质表达下降，差

异有统计学意义（Fig.2-7）。 
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图 2-7 Western Blot 检测 STZ 诱导的糖尿病小鼠肾脏组织中 NLPR3 炎症

小体相关蛋白的表达 
Fig.2-7 The expression of NLPR3 Inflammasome related proteins in the 

kidney of STZ-induced diabetes mice detected by Western Blot 
 */#P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; *vs WT, #vs STZ-WT 

 
（2）免疫组化检测结果显示: 与 WT 组小鼠相比，DKO 组小鼠肾脏

组织中 NLRP3 和 Caspase-1 蛋白质表达水平下降，而 STZ-WT 组中这些

蛋白质明显上调。相比 STZ-WT 组小鼠，STZ-DKO 组小鼠肾脏组织中，

上述蛋白质表达下降（Fig.2-8）。 
以上均提示：STZ 诱导的糖尿病小鼠中，敲除 DDIT4 能够抑制肾脏

组织 NLRP3 炎症小体的激活。 
 

 
图 2-8 免疫组化检测 STZ 诱导的糖尿病小鼠肾脏组织中 NLRP3 和

Caspase-1 表达水平 
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Fig.2-8 The protein expression of NLPR3 and Caspase-1 in renal tissue of 
STZ-induced diabetes mice detected by IHC 

 
2.1.4 以 db/db 糖尿病小鼠为研究对象，检测敲低 DDIT4 对小鼠肾脏

NLRP3 炎症小体的影响 
（1）Western Blot 实验结果显示：与 db/m 组小鼠相比，db/db 组和

db/db-control 组小鼠肾脏组织中 NLRP3 炎症小体各组分 NLRP3、ASC、
Caspase-1 前体（Pro-Caspase-1）、活化的 Caspase-1（Caspase-1 p20）以及

细胞因子 IL-1β（precursor mature）和 IL-18 蛋白质表达水平明显上调。相

比 db/db 组小鼠，敲低 DDIT4 的 db/db 糖尿病小鼠（db/db-shDDIT4 组）

肾脏组织中，除 Pro-Caspase-1 和 IL-1β（precursor）仅有下降趋势外，其

余蛋白质表达均下降，差异有统计学意义（Fig.2-9）。 
 

 
图 2-9 Western Blot 检测 db/db 糖尿病小鼠肾脏组织中 NLPR3 炎症小体

相关蛋白的表达 
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Fig.2-9 The expression of NLPR3 Inflammasome related proteins in the 
kidney of db/db diabetes mice detected by Western Blot 

 */#P<0.05, **/##P<0.01, ***P<0.001; *vs WT, #vs STZ-WT 
 

（2）免疫组化检测结果显示：与 db/m 组小鼠相比，db/db 组和 db/db-
control 组小鼠肾脏组织 NLRP3 炎症小体关键组分 NLRP3 和 Caspase-1 蛋

白质表达水平明显上调。相比，db/db 组小鼠，db/db-shDDIT4 组小鼠肾脏

组织中（Fig.2-10）。 
以上均提示：db/db 糖尿病小鼠中，敲低 DDIT4 能够抑制肾脏组织

NLRP3 炎症小体的激活。 
 

 
图 2-10 免疫组化检测 2 型糖尿病小鼠肾脏组织中 NLRP3 和 Caspase-1

蛋白表达水平 
Fig.2-10 The protein expression of NLPR3 and Caspase-1 in type 2 diabetes 

mice detected by IHC 
 

2.2 免疫荧光共聚焦检测 DDIT4 和 NLRP3 共定位情况 
为了进一步确定 DDIT4 和 NLRP3 的协同关系，应用免疫荧光共定位

检测两者在肾小管上皮细胞中的定位情况。结果显示：与 NG、M 组相比，

HG 组 DDIT4 和 NLRP3 的荧光染色强度增加，过表达 DDIT4 后，两者表

达更强，敲低 DDIT4 后，随之下降。另外，NG 和 M 组 HK-2 细胞中，

DDIT4 和 NLRP3 有少量的共定位，高糖刺激下，尤其是过表达 DDIT4 后

共定位情况明显，敲低 DDIT4 后，共定位不明显。提示：高糖环境下，

DDIT4 介导的肾小管上皮细胞损伤，与 NLRP3 存在协同关系（Fig.2-11）。 
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图 2-11 DDIT4 和 NLRP3 免疫荧光共定位（×200） 

Fig.2-11 The colocalization of DDIT4 and NLRP3(×200) 
 

2.3 以 HK-2 细胞为研究对象，检测高糖诱导下，过表达 DDIT4 的同

时敲低 NLRP3，肾小管细胞焦亡及纤维化指标的变化 
2.3.1 NLRP3-cirspr 质粒载体的构建与敲低效率的验证 
（1） 验证 NLRP3-crispr 质粒载体的成功构建 
将构建的 NLRP3-crispr 质粒进行测序，用 SnapGene 软件进行比对，

比对结果显示，NLRP3-crispr 质粒构建成功（Fig.2-12）。 
 

 
图 2-12 NLRP3-crispr 质粒测序结果比对 
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Fig.2-12 The Comparison results of NLRP3-crispr plasmid sequencing 
 

（2）验证 HK-2 细胞转染 NLRP3-crispr 的敲低效率 
Realtime PCR 和 Western Blot 结果显示，高糖诱导的 HK-2 细胞中，

瞬时转染 NLRP3-crispr 质粒，NLRP3 的表达明显减弱（Fig.2-13）。 
 

 
图 2-13 Realtime PCR 和 Western Blot 检测 NLRP3 的敲低效率 

Fig.2-13 The knockdown efficiency of NLRP3 detected by realtime PCR
 and Western Blot, *P<0.05, ***/###P<0.001, *vs NG; #vs HG 

 
2.3.2 高糖环境下，HK-2 细胞中同时转入 DDIT4 过表达质粒和

NLRP3-crispr 质粒后，肾小管上皮细胞焦亡和纤维化指标的变化 
（3）AO/EB 染色检测细胞膜完整性变化结果显示：与 DDIT4 过表达

组相比，同时转入 DDIT4 过表达质粒和 NLRP3-crispr 质粒的 HK-2 细胞

橘红色荧光染色减少。结果提示：敲低 NLRP3 能够有效缓解高糖环境下

DDIT4 高表达引起的肾小管上皮细胞膜完整性的受损程度（Fig.2-14）。 
 

 
图 2-14 AO/EB 染色检法检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3

后 HK-2 细胞膜完整性（×200） 
Fig.2-14 The cell membrane integrity of HK-2 cells with both DDIT4 

overexpression and NLRP3 knockdown under high glucose stimulation 
detected by AO/EB staining assay (×200) 
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（5）LDH 活性检测：与 DDIT4 过表达组相比，同时转入 DDIT4 过

表达质粒和 NLRP3-crispr 质粒的 HK-2 细胞，释放的 LDH 明显减少，差

异具有统计学意义（p<0.001）。提示：敲低 NLRP3 能够有效缓解高糖环

境下 DDIT4 高表达引起的肾小管上皮细胞的细胞膜破裂（Fig.2-15）。 
（6） CCK-8 细胞活力检测：与 DDIT4 过表达组相比，同时转入

DDIT4 过表达质粒和 NLRP3-crispr 质粒的 HK-2 细胞的细胞活力明显减

弱，差异具有统计学意义（P<0.001）。提示：敲低 NLRP3 能够有效缓解

高糖环境下 DDIT4 高表达引起的肾小管上皮细胞活力的降低。（Fig.2-15） 

 
图 2-15 高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3 后 HK-2 细胞乳酸脱

氢酶活性和细胞活力的变化 
Fig.2-15 The LDH activity and cell viability of HK-2 with both DDIT4 

overexpression and NLRP3 knockdown under glucose stimulation detected 
***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG, & vs HG+DDIT4 

 
（7）EDU 细胞增殖活性检测：与 DDIT4 过表达组相比，同时转入

DDIT4 过表达质粒和 NLRP3-crispr 质粒的 HK-2 细胞增殖活性明显减少，

差异具有统计学意义（P<0.001）。提示：敲低 NLRP3 能够有效缓解高糖

环境下 DDIT4 高表达引起的肾小管上皮细胞增殖活性的降低（Fig.2-16）。 
 



研 究 论 文 

92 
 

 
图 2-16 高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3 后 EDU 实验检测 

HK-2 细胞增殖活性（×200） 
Fig.2-16 The proliferation viability of HK-2 cells with both DDIT4 

overexpression and NLRP3 knockdown under glucose stimulation detected by 
EDU (×200), ***/###/&&&P<0.001, *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 

 
（8）免疫荧光共聚焦分析 FLICA 和 PI 双染:与 DDIT4 过表达组相

比，同时转入 DDIT4 过表达质粒和 NLRP3-crispr 质粒的 HK-2 细胞中

FAM-YVAD-FMK 和 PI 双阳性细胞显著减少，差异具有统计学意义

（P<0.001）（Fig.2-17）。 
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图 2-17 高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3 后免疫荧光共聚焦检

测 HK-2 细胞焦亡情况（×200） 
Fig.2-17 The cell pyroptosis in HK-2 cells with both DDIT4 overexpression 

and NLRP3 knockdown under glucose stimulation detected by 
Immunofluorescence confocal (×200)  

***/###/&&&P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs DDIT4 
 

（9）Western Blot 检测结果显示：与 DDIT4 过表达组相比，同时转

入 DDIT4 过表达质粒和 NLRP3-crispr 质粒的 HK-2 细胞中，焦亡执行蛋

白 GSDMD 的全长和活性片段（GSDMD-FL 和 GSDMD-N）、NLRP3、
Caspase-1 前体和活性剪切片段（pro-Caspase-1 和 Caspase-1）、ASC、IL-
1β（precursor）、IL-1β（mature），以及纤维化指标蛋白（Collagen Type 
I 和 FN1）表达水平均明显下降，差异具有统计学意义（Fig.2-18）。 
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图 2-18 高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3 后 Western Blot 检测

HK-2 细胞焦亡和纤维化相关蛋白表达情况 
Fig.2-18 The expression of proteins related to pyroptosis and fibrosis in HK-2 
cells with both DDIT4 overexpression and NLRP3 knockdown under glucose 

stimulation detected by Western blot 
 */#/&P<0.05, **/##P<0.01, ***/###/&&&P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 

 
(10) 免疫荧光检测结果显示：与 DDIT4 过表达组相比，同时转入

DDIT4 过表达质粒和 NLRP3-crispr 质粒的 HK-2 细胞中，除 DDIT4 染色

变化不大，焦亡执行蛋白 GSDMD、NLRP3、Caspase-1 以及纤维化指标

蛋白（Collagen I 和 FN1）的 HK-2 细胞中染色强度明显下降，差异具有

统计学意义（Fig.2-19-Fig.2-24）。 
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图 2-19 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3 后

DDIT4 的表达情况 
Fig.2-19 The expression of DDIT4 protein in HK-2 cells with both DDIT4 

overexpression and NLRP3 knockdown under glucose stimulation detected by 
IF, ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 

 

 
图 2-20 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3 后

NLRP3 的表达情况 
Fig.2-20 The expression of NLRP3 protein in HK-2 cells with both DDIT4 

overexpression and NLRP3 knockdown under glucose stimulation detected by 
IF, */#/&P<0.05, **P<0.01; *vs NG, #vs HG, & vs HG+DDIT4 
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图 2-21 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3 后

GSDMD 的表达情况 
Fig.2-21 The expression of GSDMD protein in HK-2 cells with both DDIT4 

overexpression and NLRP3 knockdown under glucose stimulation detected by 
IF, ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 

 

 
图 2-22 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3 后

Caspase-1 的表达情况 
Fig.2-22 The expression of Caspase-1 protein in HK-2 cells with both DDIT4 
overexpression and NLRP3 knockdown under glucose stimulation detected by 

IF, &P<0.05, vs HG+DDIT4; ##P<0.01, vs HG; ***P<0.001, vs NG 
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图 2-23 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3 后 FN1
的表达情况 

Fig.2-23 The expression of FN1 protein in HK-2 cells with both DDIT4 
overexpression and NLRP3 knockdown under glucose stimulation detected by 

IF, ##/&&P<0.01; ***P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 
 

 
图 2-24 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时敲低 NLRP3 后

Collagen I 的表达情况 
Fig.2-24 The expression of Collagen I protein in HK-2 cells with both DDIT4 
overexpression and NLRP3 knockdown under glucose stimulation detected by 

IF, ##/&&P<0.01; ***P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 
 
2.4 以 HK-2 细胞为研究对象，检测高糖诱导下，过表达 DDIT4 的同

时加入 NLRP3 抑制剂，检测肾小管细胞焦亡及纤维化指标的变化 
（1）AO/EB 染色检测细胞膜完整性变化结果显示：与 DDIT4 过表达

组相比，同时加入 DDIT4 过表达质粒和 MCC950（10μM）的 HK-2 细胞

橘红色荧光染色减少。结果提示：抑制 NLRP3 能够有效缓解高糖环境下

DDIT4 高表达引起的肾小管上皮细胞膜完整性的受损程度（Fig.2-25）。 
 

 
图 2-25 AO/EB 染色检法检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3

后 HK-2 细胞膜完整性（×200） 
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Fig.2-25 The cell membrane integrity of HK-2 cells with both DDIT4 
overexpression and NLRP3 inhibition under high glucose stimulation detected 

by AO/EB staining assay（×200） 
 

（2）LDH 活性检测：与 DDIT4 过表达组相比，同时加入 DDIT4 过

表达质粒和 MCC950 的 HK-2 细胞释放的 LDH 明显减少，差异具有统计

学意义（P<0.001）。提示：抑制 NLRP3 能够有效缓解高糖环境下 DDIT4
高表达引起的肾小管上皮细胞的细胞膜破裂（Fig.2-26）。 

（3） CCK-8 细胞活力检测：与 DDIT4 过表达组相比，同时加入

DDIT4 过表达质粒和 MCC950 的 HK-2 细胞活力明显减弱，差异具有统

计学意义（P<0.001）。提示：抑制 NLRP3 能够有效缓解高糖环境下 DDIT4
高表达引起的肾小管上皮细胞活力的降低（Fig.2-26）。 

 

 
图 2-26 高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3 后 HK-2 细胞乳酸脱

氢酶活性和细胞活力 
Fig.2-26 The LDH activity and cell viability of HK-2 cells with both DDIT4 

overexpression and NLRP3 inhibition under glucose stimulation  
***/###/&&&P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 

 
（7）EDU 细胞增殖活性检测：与 DDIT4 过表达组相比，同时加入

DDIT4 过表达质粒和 MCC950 的 HK-2 细胞的增殖活性明显减少，差异

具有统计学意义（P<0.001）。提示：抑制 NLRP3 能够有效缓解高糖环境

下 DDIT4 高表达引起的肾小管上皮细胞增殖活性的降低（Fig.2-27）。 
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图 2-27 高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3 后 EDU 实验检测 

HK-2 细胞的增殖活性（×200） 
Fig.2-27 The cell proliferation viability of HK-2 cells with both DDIT4 

overexpression and NLRP3 inhibition under glucose stimulation detected by 
EDU (×200), ***/###/&&&P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 

 
（8）免疫荧光共聚焦分析 FLICA 和 PI 双染: 与 DDIT4 过表达组相

比，同时加入 DDIT4 过表达质粒和 MCC950 的 HK-2 细胞中 FAM-YVAD- 
FMK 和 PI 双阳性细胞显著减少，差异具有统计学意义（P<0.001）（Fig.2-
28）。 
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图 2-28 高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3 后免疫荧光共聚焦检

测 HK-2 细胞焦亡情况（×200） 
Fig.2-28 The cell pyroptosis in HK-2 cells with both DDIT4 overexpression 

and NLRP3 inhibition under glucose stimulation detected by 
Immunofluorescence confocal (×200) 

 ***/###/&&&P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 
 

（9）Western Blot 检测结果显示：与 DDIT4 过表达组相比，同时加

入 DDIT4 过表达质粒和 MCC950 的 HK-2 细胞中，除了 GSDMD-FL 仅

有下降趋势外，GSDMD-N、NLRP3、Caspase-1 前体和活性剪切片段（pro-
Caspase-1 和 Caspase-1）、ASC、IL-1β（precursor）、IL-1β（mature），

以及纤维化指标蛋白（Collagen I 和 FN1）表达水平均明显下降，差异具

有统计学意义（Fig.2-29）。 
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图 2-29 高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3 后 Western Blot 检测

HK-2 细胞焦亡、炎症、纤维化相关蛋白表达情况 
Fig.2-29 The expression of proteins related to apoptosis, inflammation and 

fibrosis in HK-2 cells with both DDIT4 overexpression and NLRP3 inhibition 
under glucose stimulation detected by Western bolt 

*/#/&P<0.05, **/##/&&P<0.01, &&&P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 
 

（10）免疫荧光检测结果显示：与 DDIT4 过表达组相比，同时转入

DDIT4 过表达质粒和 MCC950 的 HK-2 细胞中，除 DDIT4 染色变化不大，

焦亡执行蛋白 GSDMD、NLRP3、Caspase-1 以及纤维化指标蛋白（Collagen 
I 和 FN1）的 HK-2 细胞中染色强度明显下降，差异具有统计学意义（Fig.2-
30-Fig.2-35）。 
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图 2-30 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3 后

DDIT4 的表达情况 
Fig.2-30 The expression of DDIT4 protein in HK-2 cells with both DDIT4 

overexpression and NLRP3 inhibition under glucose stimulation detected by 
IF, ***/###P<0.001; *vs NG, #vs HG 

 

 
图 2-31 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3 后

NLRP3 的表达情况 
Fig.2-31 The expression of NLRP3 protein in HK-2 cells with both DDIT4 

overexpression and NLRP3 inhibition under glucose stimulation detected by 
IF, ***/###/&&&P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 
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图 2-32 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3 后

GSDMD 的表达情况 
Fig.2-32 The expression of GSDMD protein in HK-2 cells with both DDIT4 
overexpression and NLRP3 inhibition under glucose stimulation detected by 

IF, ***/###/&&&P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 
 

 
图 2-33 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3 后

Caspase-1 的表达情况 
Fig.2-33 The expression of Caspase-1 protein in HK-2 cells with both DDIT4 
overexpression and NLRP3 inhibition under glucose stimulation detected by 

IF, #/&P<0.05, ***P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 
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图 2-34 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3 后 FN1
的表达情况 

Fig.2-34 The expression of FN1 protein in HK-2 cells with both DDIT4 
overexpression and NLRP3 inhibition under glucose stimulation detected by 

IF, ***/###/&&&p<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 
 

 
图 2-35 免疫荧光检测高糖条件下过表达 DDIT4 同时抑制 NLRP3 后

Collagen I 的表达情况 
Fig.2-35 The expression of Collagen I protein in HK-2 cells with both DDIT4 
overexpression and NLRP3 inhibition under glucose stimulation detected by 

IF, #P<0.05, &&P<0.01, ***P<0.001; *vs NG, #vs HG, &vs HG+DDIT4 
 

讨    论 
 

糖尿病肾病是糖尿病的主要并发症之一，是一种由代谢紊乱引发的

炎症性疾病，持续高血糖环境引起的炎症级联反应在肾损伤和纤维化的

加重中起着不可或缺的作用。炎症，更具体地说，促炎细胞因子和其他

在炎症过程中发挥相关作用的分子，可能是微血管糖尿病并发症（包括

肾病）发展的关键因素[12]。慢性炎症是 DN 的特征，通常是纤维化过程

的诱因[13, 14]。肾脏纤维化是肾脏功能丧失的结构基础，也是各种肾脏疾

病进展至肾衰竭的共同途径。肾纤维化伴随着细胞外基质（ECM）蛋白

的过度积累，如肾小球和肾小管间质中的纤连蛋白（FN1）和各种胶原

蛋白[15, 16]。无论病因如何，肾纤维化都是一个慢性和进行性过程，会导
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致 DN 期间肾功能下降[1, 17]。其中炎症在进行性肾纤维化中起核心作用

之一。 
NLRP3 炎症小体在肾脏疾病中的病理作用引起了广泛关注 [18]。

NLRP3 炎症小体的激活不仅导致炎症反应，而且诱导一种细胞焦亡[19]。

焦亡可分为经典途径和非经典途径，NLRP3 炎症小体是最重要的引发剂。

NLRP3 炎症小体介导的焦亡是其主要的激活机制之一，也是激活炎症反

应的关键步骤。当 NLRP3 炎症小体被激活时，它将非活性的 pro-Caspase-
1 转化为活性的 Caspase-1，随后促进成熟 IL-1β 和 IL-18 的产生并裂解

GSDMD。GSDMD 的 N-末端片段导致膜孔的形成并诱导焦亡[20]。同时，

NLRP3 炎症小体的激活可导致大量炎症因子的产生，这是包括 DN 在内

的许些炎症性疾病的发病机制[21]。 
多项研究已经证明，NLRP3 炎症小体成分的表达与肾脏炎症和纤维

化密切相关。NLRP3 炎症小体激活在糖尿病肾脏中得到证实，NLRP3
或 Caspase-1 缺乏可改善糖尿病肾损伤[22]。更有研究已经证实糖尿病肾

病的小管细胞中，存在 NLRP3 炎症小体激活和 NLRP3 依赖性的细胞焦

亡发生[23]。此外，本团队前期研究成果显示 NLRP3 缺乏可以改善糖尿

病小鼠的肾脏炎症和纤维化[9]。 
目前，关于 DDIT4 调控 NLRP3 炎症小体的研究甚少。仅发现一项研

究，在 DDIT4 缺失小鼠中，骨髓源性巨噬细胞（BMDM）和脂肪组织在

LPS 刺激下， NLRP3 炎症小体的激活和 IL-1β 的产分泌减弱。这提示了

DDIT4 对 NLRP3 的潜在的调控作用。除本团队外，目前尚未发现关于

DDIT4 与 NLRP3 在糖尿病肾病的相关研究。本部分实验发现，在高糖环

境下，HK-2 细胞中干预 DDIT4 后，NLRP3 炎症小体各组分及激活后分

泌的 IL-1β 和 IL-18 发生了相应的改变。另外，1 型糖尿病小鼠肾脏组织

中敲除 DDIT4，或者 2 型糖尿病小鼠肾脏组织中敲低 DDIT4，高糖引起

的NLRP3炎症小体各组分以及 IL-1β和 IL-18的表达升高得到有效控制。

表明在高糖刺激下，DDIT4 在糖尿病肾病中作用是通过调控 NLRP3 炎症

小体来实现的。 
NLRP3 是 NLRs 蛋白家族的成员，也是 NLRP3 炎症小体的核心分子

之一。除此之外，免疫荧光共定位实验，检测到 DDIT4 和 NLRP3 在 HK-
2 细胞中存在，提示了 DDIT4 和 NLRP3 协同调控的可能性，这需要更多
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的实验来证明。  
Crispr-Cas9 基因编辑技术是一种新的方法，已成为世界上应用最广泛

的基因组编辑技术。利用这项技术，有可能操纵细胞的基因组[24]。本部分

还利用 Crisp-Cas9 基因编辑技术构建了 NLRP3-crispr 质粒，该技术的优

点是可以较为稳定进行基因干预。高糖培养下的HK-2细胞，过表达DDIT4
的同时转入 NLRP3-crispr 质粒，通过细胞活力，培养上清中 LDH 含量、

细胞增殖活性、活性Caspase-1和 PI双染等实验，以及Caspase-1，GSDMD，

ASC，IL-1beta，IL-18 的蛋白表达水平检测均提示细胞焦亡被有效抑制。

同时肾小管上皮细胞中纤维化蛋白 FN1 和 Collagen Type I 的表达也被显

著抑制。说明 NLRP3 的有效干预，可以有效缓解高糖环境下 DDIT4 高表

达导致的肾小管损伤。 
另外，本研究还选择了 MCC950(CP-456773)，一种有效选择性的 

NLRP3 抑制剂，可特异性阻断 NLRP3 依赖性焦亡程序性细胞死亡[25] 。
MCC950 是最有前途的抑制剂之一，特异性阻断 NLRP3，从而阻断 IL-1β
和 IL-18 的激活，已经在临床开发中[25, 26]。在一项使用 2 型糖尿病 db/db
模型的 DN 预防性研究中，MCC950 已被证明具有肾脏保护作用[27]。本团

队前期研究也已证实，MCC950 治疗可以有效改善 db/db 小鼠肾小球内脂

质沉积，以及减少高糖引起的 HK-2 的细胞凋亡和线粒体 ROS 的产生等
[28]。本部分研究通过在高糖培养下的 HK-2 细胞中，过表达 DDIT4 的同

时加入 MCC950，有效抑制了 NLRP3 炎症小体的激活、细胞焦亡的发生、

纤维化的加重。 
综上所述，DDIT4 可以通过上调 NLRP3 炎症小体的激活调控糖尿病

肾病状态下的肾小管细胞焦亡及纤维化反应。 
 

小    结 
 
1.糖尿病肾病时，DDIT4 介导了 NLRP3 炎症小体的激活。 
2. 抑制 NLRP3 能够有效缓解 DDIT4 高表达引起的高糖诱导下的肾

小管细胞焦亡及纤维化反应。 
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第三部分 
 
DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 在糖尿病肾病中的作用和相关

性 
 

前    言 
 

DDIT4 是一种应激诱导和代谢相关蛋白，前两部分研究已经明确

DDIT4 在高糖环境下培养的肾小管上皮细胞以及 1/2 型糖尿病小鼠中的

表达及作用。但是在临床糖尿病肾病患者肾脏组织中的表达及作用，以及

与 NLRP3 和 GSDMD 的相关性并未见相关性报道。 
另外，作为一种炎症和免疫相关疾病，糖尿病肾病肾组织中的免疫细

胞，包括驻留和浸润的免疫相关细胞，在 DN 的发生和发展中起着至关重

要的作用。从实验和临床研究中积累的证据表明，肾脏炎症在决定糖尿病

期间肾损伤是否进展方面发挥着关键作用。越来越多的研究表明，DN 患

者的肾组织中存在大量巨噬细胞、淋巴细胞和肥大细胞[1]，它们分泌大量

炎症介质、细胞因子和氧自由基，可直接或间接诱导肾组织损伤，加速肾

纤维化进程。有研究表明，无关原发性病变，肾小管间质损伤的严重程度

和间质白细胞浸润的程度与肾功能丧失和进展为终末期肾病的风险最相

关[2-4]。白细胞浸润在慢性肾脏疾病中介导肾小管间质炎症和纤维化中起

主要作用。作为糖尿病肾脏中主要的浸润性白细胞之一，巨噬细胞与 DN
患者肾功能下降有关[5]。巨噬细胞的聚集与肾小球硬化、蛋白尿、Scr 和

肾间质纤维化的程度之间存在高度相关性[6]。特别是，表达 C-C 趋化因子

受体 2 型（CCR 2）的巨噬细胞的积累促进了肾小球肾炎和糖尿病肾病等

疾病中的肾损伤和纤维化重塑[7]。CCR2 在单核细胞、髓样前体细胞和 T
细胞、树突状细胞和多种组织实质细胞上表达[8, 9]。有研究发现 GSDMD
介导的肝细胞焦亡，可通过上调 CCR2 来扩大加重急性肝功能衰竭的炎症

反应，提示了 GSDMD 与 CCR2 存在调控关系 [10] 。但是关于

DDIT4/NLRP3/GSDMD/ CCR2 在糖尿病肾病中的表达、作用及相关性并

未见报道。 
本部分主要是从 GEO 公共数据库、糖尿病肾病患者的临床肾穿刺标



研 究 论 文 

111 
 

本 和 对 照 组 织 ， 1/2 型 糖 尿 病 小 鼠 的 肾 脏 组 织 中 分 析

DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 的表达与作用，进一步研究 DDIT4 通过焦

亡调控糖尿病肾脏炎症的作用。 
 

材料与方法 
 
1．材料 
1.1 仪器   

数字病理全景扫描仪 宁波江丰生物 
其他仪器同第一部分  

1.2 试剂 
兔抗 CCR2 多克隆抗体 北京博奥森生物技术有限公司 
其他试剂同第一部分  

2．实验方法 
2.1 GEO 数据库 

从 GEO (Gene Expression Omnibus，https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
数据库中下载 3 个糖尿病肾病的基因芯片数据集 GSE47184、GSE104954 
和 GSE99325 的 Series Matrix 文件。对于对应多个探针的基因取平均值，

一个探针对应多个基因的则被移除。 
2.2 临床标本的收集 

收集 2022 年 01 月~2022 年 06 月在河北医科大学第二医院肾内科住

院，经询问病史、临床化验室检查及肾穿刺活检病理学诊断为糖尿病肾病

的患者标本 40 例。收集同时间段住院的无糖尿病肾病病史的血糖正常的

肾癌患者的癌旁组织 30 例作为正常对照。肾脏组织标本经过脱水，石蜡

包埋，切片后进行常规病理染色及免疫组织化学检测。另外，收集所有糖

尿病肾病和对照人群的详细临床资料（共有 30 例），包括年龄、性别、身

高、体重、糖尿病病程（仅 DN 组收集）、血压，记录患者肾活检及手术

前一日的空腹血糖（FBG）、血尿素氮（Urea nitrogen）、糖化血红蛋白

（HbA1c）、血红蛋白（Hb）、血清白蛋白（Alb）、血清肌酐（Scr）、MDRD
法计算肾小球滤过率（eGFR），血尿酸（UA）、血总胆固醇（TC）、血甘

油三酯（TG）和血低密度脂蛋白（LDL）。本实验所有入选患者均经河北
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医科大学第二医院伦理委员会批准且取得患者本人知情同意。 
2.3 HE 染色 

1）烤片步骤和免疫组织化学步骤相同； 
2）将切片依次浸入：二甲苯 I 缸 10min→二甲苯Ⅱ缸 10min→二甲

苯 III 缸 10min→无水乙醇 5min→95%酒精 5min→75%酒精 5min→自来水

冲洗。 
3）复染：苏木素染液染 3min，自来水洗 60s； 
4）分化：1%盐酸酒精中分化 30s，自来水洗 60s； 
5）反蓝：1%氨水中返蓝 2min，自来水洗 60s； 
6）脱水：伊红染液染 2min，75%乙醇 5min→85%乙醇 5min→无水乙

醇 5min→二甲苯 I 缸 5min→二甲苯Ⅱ缸 5min。晾干，滴加中性树胶封片。

晾干待显微镜观察。 
2.4 Masson  

方法同第一部分 
2.4 PAS  

方法同第一部分 
2.5 免疫组织化学  

方法同第一部分 
2.6 统计分析 

实验数据使用 GraphPad prism 8 软件进行统计分析，使用 χ2 或 t 检
验或 Mann-Whitney U 检验检验两组之间的差异。两个指标的相关性使用

Pearson （两组均符合正态分布）或者 spearman（至少一组不符合正太分

布）分析。受试者工作特征曲线(Receiver operating characteristic curve, ROC)
曲线的绘制使用 MedCale 软件，P＜0.05 表示存在统计学差异。 

 
结    果 

 
1. GEO 数据集糖尿病肾病和对照组样本 DDIT4 表达及 ROC 分析 
GEO 公共数据库中下载三个糖尿病肾病肾小管间质基因芯片

GSE47184，GSE104954，GSE99325。GSE47184 实验平台为 GPL11670 
(Human Genome U133 Plus 2.0 芯片；Affymetrix 公司) 和 GPL14663 
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(Human GenomeHG-U133A Custom CDF 基因芯片；Affymetrix 公司) 。
GSE104954 实验平台为 GPL24120 (Human Genome U133A 芯片； 
Affymetrix 公司) 和 GPL22945 (Human Genome U133 Plus 2.0 芯片； 
Affymetrix 公司)。GSE99325 实验平台为 GPL19109 (Human Genome U133 
Plus 2.0 芯片；Affymetrix 公司) 和 GPL19184 (Human Genome U133A 芯
片；Affymetrix 公司)。GSE47184 包含来自糖尿病肾病患者的 18 个肾小

管样本（GSM1146387~GSM1146393；GSM1146327~GSM1146337）和来

肾肿瘤切除患者的 6 个对照肾小管样本（GSM1146427~GSM1146429；
GSM1146353~GSM1146355）。GSE104954 包含来自糖尿病肾病患者的 17
个肾小管样本（GSM2811029~GSM2811035；GSM2810894~GSM2810903）
和来肾肿瘤切除患者的 5 个对照肾小管样本（GSM2811086~GSM2811088；
GSM2810939，GSM2810940）。GSE99325 包含来自糖尿病肾病患者的 18
个肾小管样本（GSM2641157~GSM2641167, GSM2641285~GSM2641291）
和来肾肿瘤切除患者的 6 个对照肾小管样本（GSM2641201~GSM2641203；
GSM2641325~GSM2641327）。两组间差异结果显示：三个数据集中，DN
组 DDIT4 的表达明显高于 Control 组(GSE47184，P=0.0004；GSE104954，
P=0.0009；GSE99325，P=0.0118)。ROC 分析结果显示：GSE47184 数据

库 中 AUC 为 0.917 ， 95%CI （ 0.730~0.990 ） ， Sensitivity=100%, 
Specificity=83.3%，P<0.0001；GSE104954 数据库中 AUC 为 0.894，95%CI
（0.689~0.984），Sensitivity=100%，Specificity=80%，P=0.0003；GSE99325
数据库中 AUC 为 0.843，95%CI（0.637~0.958），Sensitivity=100%， 
Specificity=83.3%，P=0.0298（Fig.3-1）。 
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图 3-1 GEO 数据集糖尿病肾病和对照样本 DDIT4 表达及 ROC 分析 

Fig. 3-1 DDIT4 expression and ROC analysis of diabetes nephropathy and 
control samples in GEO datasets 

 
2. 本中心数据，IHC 检测对照组和 DN 样本中 DDIT4，NLRP3，

GSDMD，CCR2 的表达及相关性分析 
2.1 糖尿病肾病患者肾脏组织病理学改变 
HE 染色结果显示：Control 组肾脏组织中肾小球结构较完整，其肾小

管排列整齐，且无基质增生；DN 组肾脏组织中肾小球轮廓不清晰，且肾

小管中空泡增加，肾小管排列紊乱，并伴随着炎性浸润，部分细胞萎缩和

脱落（Fig.3-2）； 
Masson 染色结果显示：相对于 Control 对照组，DN 组的肾脏组织切

片的蓝色区域明显增加，说明糖尿病肾病患者的肾脏组织中胶原纤维明显

增加（Fig.3-3）； 
PAS 染色结果显示；与对照 Control 组对比，DN 组的肾脏组织切片

出现显著的糖原沉积，并且伴有肾小球系膜基质扩张，基底膜不规则增厚，

说明糖尿病肾病患者的肾脏组织中的糖原明显增加（Fig.3-4）。 
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图 3-2 对照组及糖尿病肾病组肾脏组织 HE 染色 

Fig. 3-2 HE staining of renal tissue in control group and diabetes nephropathy 
group 

 

 
图 3-3 对照组及糖尿病肾病组肾脏组织 Masson 染色 

Fig. 3-3 Masson staining of renal tissue in control group and diabetes 
nephropathy group 

 

 
图 3-4 对照组及糖尿病肾病组肾脏组织 PAS 染色 

Fig.3-4 PAS staining of renal tissue in control group and diabetes nephropathy 
group 

 
2.2 糖尿病肾病和对照组人群的临床基本特征 
如表 3-1 所示，糖尿病肾病患者和对照人群两组间除了性别没有统计

学差异外（Control 组男性 19 名，占比 63.33%，DN 组男性 24 名，占比

80%，P=0.1520），年龄，BMI，FBG，SBP，DBP，Hb，Alb，Urea nitrogen，
Scr，UA，eGFR 均存在显著差异（P<0.05）（Table 3-1）。 
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表 3-1 糖尿病肾病和对照组人群的临床基本特征 
Table 3-1 Basic clinical characteristics of diabetes nephropathy group and 

control group 
Parameter Control group DN group χ2/t/U P value 

Gender 

(Male) 
19/30

（63.33%） 
24/30（80%） 2.052 0.1520 

Age 56.13±13.21 49.47±10.11 290.5 0.0176 

BMI 

(kg/m2) 
24.44±3.73 27.29±3.78 2.936 0.0048 

FBG 

(nmol/L) 
5.36±0.67 9.12±4.62 117.5 <0.0001 

SBP 

(mmHg) 
131.1±15.60 147.77±23.05 3.280 0.0018 

DBP 

(mmHg) 
84.23±9.89 91.87±15.35 2.289 0.0257 

Hb (g/L) 128.20±17.44 115.73±25.61 2.204 0.0315 

Alb (g/L) 40.39±3.54 32.81±7.99 212 0.0003 

Urea nitrogen 

(mmol/L） 
5.23±1.58 8.64±3.55 119.5 <0.0001 

Scr (μmol/L) 72.1±15.37 155.53±128.26 96 <0.0001 

UA (mmol/L) 307.43±74.73 396.13±91.93 4.101 0.0001 

eGFR 

(ml/min/1.73 m2) 
96.42±18.5 55.14±25.89 7.105 <0.0001 

 
2.3 不同尿蛋白组糖尿病肾病患者的临床特征 
以 24h 尿蛋白分类，分为中度蛋白尿组（n=16，<3.5 g/24h）和重度

蛋白尿组（n=14，≥3.5 g/24h）。其中 24h 尿蛋白，Hb，Alb，Scr，eGFR，
TG 在两组中存在显著差异（P＜0.05），性别，级别，病程，年龄，BMI，
FBG，SBP，DBP，Urea nitrogen，HbA1c  (%)，UA，TC，LDL 均不存在

统计学差异（Table 3-2）。 
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表 3-2 不同尿蛋白组糖尿病肾病患者的临床特征 
Table 3-2 Clinical characteristics of the DN patients with different urinary 

protein 

 Overt proteinuria 

(n=16) 

Heavy proteinuria 

(n=14) 
P value 

Sex 
Female 4 Female 2 

0.6567 
Male 12 Male 12 

Stage 

II 6 II 2 

0.154 III 9 III 8 

IV 1 IV 4 

Diabetes history (years) 7.00±3.95 8.71±6.74 0.3954 

Age 47.69±8.48 51.50±11.69 0.3110 

BMI (kg/m2) 27.08±4.23 27.23±3.52 0.9391 

FBG (nmol/L) 8.20±3.48 10.17±5.61 0.2617 

SBP (mmHg) 143.56±22.46 152.57±23.58 0.2934 

DBP (mmHg) 91.44±13.76 92.36±17.52 0.8733 

Urea nitrogen 

(mmol/L) 
7.71±2.42 9.69±4.36 0.1070 

24-h urinary protein 3.27±4.61 6.87±1.83 0.0002 

HbA1c (%) 8.20±1.86 9.53±2.58 0.1131 

Hb (g/L) 126.13±20.82 103.86±26.04 0.0147 

Alb (g/L) 36.81±6.97 28.23±6.64 0.0121 

Scr (μmol/L) 129.00±113.20 185.86±141.16 0.0393 

eGFR 

(ml/min/1.73 m2) 
66.81±26.15 41.81±18.62 0.0060 

UA (mmol/L) 387.38±95.61 406.14±90.01 0.5859 

TC (mmol/L) 4.71±1.52 5.78±1.59 0.0698 

TG (mmol/L) 1.79±0.55 2.70±1.37 0.0198 

LDL (mmol/L) 3.2±1.37 3.86±1.75 0.2627 
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2.4 糖尿病肾病患者肾脏组织中 DDIT4、NLRP3、GSDMD 以及 CCR2 
的表达及 ROC 分析  

为了探讨 DDIT4 在糖尿病肾病中的作用，进一步验证 DDIT4 通过触

发焦亡进而介导炎症积累，最终导致糖尿病肾损伤中机制，收集糖尿病肾

病的肾脏组织和对照肾脏组织，检测 DDIT4、NLRP3 和 GSDMD，以及

与糖尿病肾病的肾脏损伤和纤维化密切相关的炎症指标 CCR2 的表达，分

析其相关性。 
免疫组织化学检测 DDIT4、NLRP3、GSDMD 和 CCR2 的表达，结果

显示：与对照相比，糖尿病肾病患者的肾脏组织中 DDIT4、 NLRP3、
GSDMD 和 CCR2 的表达明显增强，差异具有统计学意义。 

进一步绘制 ROC 曲线，结果显示：DDIT4、NLRP3、GSDMD 和 CCR2
对于糖尿病肾病具有一定的诊断能力，DDIT4 AUC=0.992，敏感性为

97.5%，特异性为 100%（P<0.0001），NLRP3 AUC=0.987，敏感性为 97.5%，

特异性为 100%（P<0.0001）, GSDMD AUC=0.994，敏感性为 97.5%，特

异性为 100%（P<0.0001）, CCR2 AUC=0.958，敏感性为 92.5%，特异性

为 96.7%（P<0.0001）（Fig.3-5）。 
 

 
图 3-5 免疫组化检测 DDIT4、NLRP3、GSDMD 和 CCR2 的表达及
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ROC 分析 
Fig. 3-5 The expression and ROC analysis of DDIT4、NLRP3、GSDMD and 

CCR2 detected by IHC, ***P<0.001, vs Control 
 

2.5 连续切片下观察四个基因在糖尿病肾病肾脏组织的表达特点，分

析糖尿病患者肾脏组织中 DDIT4、NLRP3，GSDMD 和 CCR2 蛋白质表达

的相关性，结果显示，DDIT4、NLRP3、GSDMD 和 CCR2 在肾小管上皮

细胞胞浆表达增多，相关性分析显示 DDIT4、NLRP3、GSDMD 和 CCR2
两两之间存在高度正相关：DDIT4 Vs NLRP：R=0.6469，p=0.0001；DDIT4 
vs GSDMD：R=0.5821，P=0.0007；DDIT4 vs CCR2：R=0.4980，P=0.0051；
NLRP3 vs GSDMD：R=0.7968，P<0.0001；NLRP3 vs CCR2：R=0.4829，
P=0.0069；GSDMD vs CCR2: R=0.4633，P=0.0099。提示：DDIT4 参与糖

尿病肾损伤的发生，与 NLRP3/GSDMD/CCR2 炎症信号密切相关（Fig. 3-
6; Fig.3-7）。 
 

 
图 3-6 糖尿病肾病肾脏组织连续切片中 DDIT4、NLRP3、GSDMD

和 CCR2 的表达 
Fig.3-6 The expression of DDIT4, NLRP3, GSDMD and CCR2 in serial 

sections of diabetes nephropathy 
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图 3-7 糖尿病肾病肾脏组织中 DDIT4、NLRP3、GSDMD 和 CCR2 表达

的相关性分析 
Fig.3-7 Correlation analysis among DDIT4, NLRP3, GSDMD and CCR2 

in renal tissue samples of DN 
 
2.6 糖尿病肾病患者肾脏组织中 DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 与临

床指标的相关性 
分析 DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 和糖尿病肾病患者各临床指标的

相关性，结果显示：DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 表达水平与糖尿病肾病

患者的性别，级别，病程，BMI，FBG，SBP，DBP，HbA1c  (%)，UA，

TC，TG，LDL 均不相关。DDIT4 与 Urea nitrogen（R=0.5218，p=0.0031），
Scr （R=0.5180, P=0.0034） 存在显著的正相关，与 Hb（R=-0.4102，
P=0.0244），eGFR（R=-0.5179，P=0.0034）负相关; NLRP3 与年龄（R=0.4451，
p=0.0137），Scr（R=0.4377，P=0.0156）, 24h 蛋白尿（R=0.3958, P=0.0304）
存在显著的正相关，与 Hb（R=-0.3696，P=0.0444），eGFR（R=-0.5527，
P=0.0015）负相关；GSDMD 与 Urea nitrogen（R=0.3725，p=0.00426），

Scr (R=0.5093，P=0.004) ，24h 蛋白尿（R=0.4314，p=0.0173）存在显著

的正相关，与 eGFR（R=-0.5407，P=0.002）负相关；CCR2与年龄（R=0.4731，
P=0.0083），Scr（R=0.3647，P=0.0475）之间存在显著的正相关，CCR2 与

Hb（R=-0.4774，P=0.0076），Alb（R=-0.3896，P=0.0333），eGFR（R=-0.4350，
P=0.0163）之间存在显着的负相关（Fig.3-8）。 
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图 3-8 糖尿病肾病患者肾脏组织 DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 与临

床指标相关性 
Fig.3-8 Correlation between DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 and clinical 

parameters in renal tissue of patients with diabetes nephropathy 
 
3 糖尿病小鼠模型，干预 DDIT4 后小鼠肾脏组织 CCR2 的变化 
3.1 STZ 诱导的糖尿病小鼠中，DDIT4 敲除对小鼠肾脏组织 CCR2 的

影响 
为了确定 DDIT4 对 CCR2 的调控作用，免疫组织化学检测 STZ 诱导

的糖尿病小鼠肾脏组织中，敲除 DDIT4 对 CCR2 表达是否有影响，结果

显示：与 WT 组小鼠相比，DKO 组小鼠肾脏组织中 CCR2 染色强度降低，

而 STZ-WT 组小鼠肾脏组织 CCR2 染色强度增强；与 STZ-WT 组相比，

敲除 DDIT4 的小鼠肾脏组织中 CCR2 染色强度减弱（Fig.3-9）。 
 

 
图 3-9 免疫组化检测 STZ 诱导的糖尿病小鼠肾脏组织 CCR2 的表达
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（×200） 
Fig.3-9 IHC detection of the expression of CCR2 in renal tissue of STZ-

induced diabetes mice (×200) 
 

Western Blot 结果显示：同免疫组织化学结果一致，STZ-RKO 组小

鼠肾脏组织中，CCR2 的表达被明显抑制（Fig.3-10）。 
 

 
图 3-10 Western Blot 检测 STZ 诱导的糖尿病小鼠肾 CCR2 的表达 

Fig.3-10 The expression of CCR2 in Renal Tissue of STZ-induced diabetes 
mice detected by western blot，**P<0.01, vs WT; #P<0.05, vs STZ-WT 

 
3.2 db/db 糖尿病小鼠，DDIT4 敲低对小鼠肾脏组织 CCR2 的影响 
免疫组织化学检测 db/db 糖尿病小鼠肾脏组织中，敲低 DDIT4 对

CCR2 表达是否有影响，结果显示：与 db/m 组小鼠相比，db/db 小鼠肾脏

组织 CCR2 染色强度增强；与 db/db 组相比，敲低 DDIT4 的小鼠肾脏组

织中 CCR2 染色强度下降（Fig.3-11）。 
 

 
图 3-11 免疫组化检测 db/db 糖尿病小鼠肾脏组织 CCR2 的表达（×200） 

Fig.3-11 IHC detection of the expression of CCR2 in renal tissue of db/db 
diabetes mice (×200) 
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Western Blot 结果显示：同免疫组织化学结果一致，DDIT4 敲低的

db/db 糖尿病小鼠肾脏组织中，CCR2 的表达被明显抑制（Fig.3-12）。 

 
图 3-12 Western Blot 检测 db/db 糖尿病小鼠肾脏组织 CCR2 的表达 

Fig.3-12 The expression of CCR2 in Renal Tissue of db/db diabetes mice 
detected by western blot 

*P<0.05, ##P<0.01, ***P<0.001; *vs db/m, #vs db/db 
 

讨    论 
糖尿病肾病是糖尿病的一种慢性并发症，可发展为终末期肾衰竭。DN

代表着日益增长的社会经济和全球健康负担，2015 年糖尿病患者中终末

期肾病的年发病率达到每百万人 1016 例[11]。糖尿病控制和并发症试验证

明了高血糖在肾脏并发症的发生和进展中的关键作用[12]。然而，目前与血

糖控制联合使用的治疗性干预措施还不足以阻止或逆转 DN 进展[13, 14]。这

至少部分是由于缺乏对导致肾脏病理学的特定分子事件的理解。在 DN 的

发展过程中，肾小管间质损伤起着关键作用，甚至在肾小球损伤之前。肾

小管萎缩和肾小管间质纤维化，被认为是 DN 患者肾功能障碍的主要病理

特征。因此肾小管分子表达特征对于深入了解糖尿病肾病分子机制以及寻

找防治新靶点至关重要。 
越来越多的文献支持应激反应蛋白 DDIT4 在糖尿病并发症中起着关

键作用。有研究报道 DDIT4 缺失可预防 STZ 糖尿病小鼠的视网膜病变和

视觉功能缺陷[15-17]。已经确定 DDIT4 介导细胞对许多不利条件的应激反

应，包括高血糖症[18, 19]。在糖尿病小鼠视网膜和暴露于高血糖条件下的人

视网膜细胞培养物中，REDD1 表达上调与促炎信号相关[20]。目前关于

DDIT4 对糖尿病肾病的研究并不多见，本研究前两部分已经明确 DDIT4
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在糖尿病肾病中的关键作用，以及对糖尿病肾病炎症信号的调控。本部分

重点讨论 DDIT4 及其调控的下游在临床糖尿病肾病患者中的具体表达特

征和作用。 
证据表明，具有免疫调节的炎症过程与糖尿病肾病结构恶化的发生和

发展密切相关。炎症细胞的募集、浸润和活化在 DN 的发生发展中起着至

关重要的作用。一旦被损伤的肾脏细胞释放，就会触发炎症重塑的进程，

进而引起糖尿病肾病的进展。大量证据支持肾小管间质的炎性成分，特别

是近端肾小管上皮细胞的炎性成分，在糖尿病肾病的发病机制中起核心作

用[21, 22]。CCR2，即 C-C 基序趋化因子受体 2，位于 3 号染色体上，是 G
蛋白偶联受体超家族的成员，也是单核细胞趋化蛋白 1~4 的受体，是促炎

症反应的化学诱导剂[23]。CCR2 在单核细胞、髓样前体细胞和 T 细胞、树

突状细胞和多种组织实质细胞上表达[8, 9]。靶向 CCR2 已成为限制进行性

肾损伤的潜在治疗干预措施和热点。敲除 CCR2 可以减少肾小球硬化和继

发性肾小管间质损伤的发生率[7]。在糖尿病 db/db 小鼠中，使用 CCR2 小

分子拮抗剂抑制可以缓解蛋白尿、肾小球硬化和肾衰竭[24]。Alaa S.Awad
等[25]表明，CCR2 的药物阻断和遗传缺陷均可通过减少 Ins2Akita 和 STZ
诱导的糖尿病肾病小鼠的蛋白尿、血尿素氮(BUN)、血肌酐、组织学改变、

肾脏纤维连接蛋白的表达、巨噬细胞募集和炎性细胞因子的产生来减轻糖

尿病小鼠的肾组织损伤。Du 等[26]发现通过抑制巨噬细胞的侵袭和下调

MCP-1/CCR2 信号通路可减轻糖尿病肾病的肾损害。此外，两种 CCR2 拮

抗剂 rs504393 和 ro5234444 可通过减少 2 型糖尿病小鼠肾脏巨噬细胞的

浸润而阻断糖尿病肾病的发展[24, 27]。Dick de Zeeuw 团队进行的一项多中

心随机试验显示，招募的 332 名糖尿病病患者，研究开始前至少服用 8 周

稳定的抗糖尿病治疗和血管紧张素转换酶抑制剂或血管紧张素受体阻滞

剂的标准治疗，之后进行分组研究。与接受安慰剂治疗的 111 名糖尿病肾

病患者相比，服用 CCX140-B（一种的 CCR2 选择性抑制剂）的 221 名糖

尿病肾病患者的蛋白尿出现继发性下降[28]。另外，Hong Li 等[10]报道了在

GSDMD 介导的肝细胞焦亡中，GSDMD 可通过上调 CCR2 来扩大加重急

性肝功能衰竭的炎症反应，提示了 GSDMD 与 CCR2 存在调控关系。目前

为止关于 DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 在糖尿病肾病中的表达、作用及

相关性并未见报道。 
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本部分研究首先在 GEO 数据库中，选择三个糖尿病肾病肾小管表达

数据集 GSE47184，GSE99325，GSE104954，确定临床标本中 DDIT4 的

表达，ROC 分析显示出 DDIT4 具有高效鉴别糖尿病肾病的能力。进一步

选择本中心 40 例糖尿病肾病患者活检肾脏标本以及 30 例对照，免疫组化

检测 DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 的表达，并分析两两之间相关性和各

因 子 与 患 者 临 床 参 数 的 关 系 。 结 果 显 示 相 比 对 照 组 ，

DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 炎症信号在糖尿病肾病患者肾脏组织中一

致高表达，ROC 曲线进一步分析显示 4 个因子对糖尿病肾病均有高效的

鉴别诊断能力。相关性分析显示，DDIT4、NLRP3、GSDMD 和 CCR2 两
两之间存在高度正相关，表明了 DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 炎症信号

通路在糖尿病肾损伤中的协同关系。根据搜集的临床参数信息，40 例 DN
患 者 中 有 30 例 信 息 完 整 ， 被 用 于 进 一 步 相 关 性 分 析 。

DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 与 DN 患者肾功能指标高度相关，进一步

说明了 DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 炎症信号通路在糖尿病进行性肾病

中的关键作用。此外，敲除 DDIT4 的 STZ 诱导糖尿病小鼠和敲低 DDIT4
的 db/db 糖尿病小鼠的肾脏组织中，CCR2 蛋白表达的降低，进一步验证

了糖尿病肾病时 DDIT4 对 CCR2 的调控作用。 
综上所述，通过临床标本和 1/2 型糖尿病小鼠标本检测，我们确定了

DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 炎症信号通路在糖尿病进行性肾病中的关

键作用，靶向 DDIT4 是治疗糖尿病肾脏炎症性损伤的潜在靶点。 
 

小    结 
1.三个糖尿病肾病 GEO 数据集均证实 DDIT4 在 DN 组肾小管高表

达。 
2. DDIT4/NLRP3/ GSDMD/CCR2 在 DN 患者肾脏组织连续切片中显

示出一致的高表达，且两两正相关。 
3. DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 与 DN 患者的肾功能指标存在相关

性。 
4. 在糖尿病小鼠肾脏组织中，DDIT4 对 CCR2 有调控作用。 
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结    论 
 

1. DDIT4在高糖培养的肾小管上皮细胞，1/2型糖尿病小鼠肾脏组织，

以及糖尿病肾病患者肾脏组织中高表达。 
2. 高糖诱导下，DDIT4 通过促进 NLRP3 炎症小体激活介导肾小管上

皮细胞焦亡和纤维化反应的发生。 
3. DDIT4/NLRP3/GSDMD/CCR2 炎症信号通路在糖尿病肾病时被激

活，两两之间存在正相关。 
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综述 
 

糖尿病肾病分子标志物的研究 
 

据国际糖尿病联合会统计，2021 年患有糖尿病的成年人(20-79 岁)高
达 5.37 亿，占 10%。预计到 2030 年，患者人数将达到 6.43 亿，到 2045
年将达到 7.83 亿[1]。糖尿病肾病是糖尿病最常见、最严重的微血管并发症

之一，与糖尿病患者的发病率和死亡率增加有关[2]。DN 占终末期肾病发

病率的 30%~50%，估计约 40%的患者需要肾替代治疗[3]。DN 给患者的生

活带来了巨大的压力，不仅是身体上和经济上的，而且是心理上的。 
糖尿病肾病由长期暴露于高血糖引起，导致肾脏结构和功能的进行性

改变。DN 的早期发展在临床上是无声的，当检测到蛋白尿时，病变往往

处于晚期，导致肾功能迅速下降，走向终末期肾病。如果在早期发现和处

理，DN 的进展可以被阻止或大大延迟。糖尿病肾病在临床表现、组织病

理学和进展速度方面是一种异质性疾病，这使得难以开发有效的治疗方法。

目前，DN 的诊断和预后主要依赖于白蛋白排泄率和肾小球滤过率。虽然

肾活检是诊断肾脏疾病的金标准，但它是一种有创检查，只有存在严重肾

损伤时才进行的。以前认为白蛋白尿先于 DN 患者肾功能下降，但最近的

流行病学研究显示，有一组独特的患者表现为肾功能障碍，但没有出现白

蛋白尿。在过去，特别是从 1 型糖尿病患者的观察来看，DN 的临床分期

被认为是从早期肾小球高滤过开始，随后发展为微量白蛋白尿、大量白蛋

白尿，然后 GFR 下降。然而，在最近对 2 型糖尿病的研究中，许多 DN
患者并没有表现出上述经典的逐步变化。况且，许多微量白蛋白尿患者恢

复到正常尿白蛋白排泄的可能性大于发生严重蛋白尿的可能性[4]。因此，

DN 的自然史概念正在发生变化，并在不断发展[5]。这强调了蛋白尿作为

检测糖尿病肾病和预测其风险的生物标志物缺乏敏感性和特异性。 
因此，需要新的生物标志物不仅可以更好地评估 DN 患者的肾脏状

况，还可以及时表征药物治疗的效果，以达到最佳的药物剂量和类型。考

虑到 DN 是一个复杂的疾病过程，涉及多种病理生理机制，如高血糖诱导

的炎症、氧化应激、肾小管损伤，最终导致肾脏损伤和纤维化，许多新的

生物标志物已经开发出来，可以捕捉疾病的一种特定机制。此外，越来越
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多地使用高通量组学方法来分析生物样本，包括蛋白质组学、代谢组学和

转录组学，已成为发现生物标志物的强大工具。本文将旨在介绍目前 DN
的临床生物标志物，以及多种潜在的新型生物标志物的现状。 
1.糖尿病肾病的流行病学 

糖尿病患者中有相当一部分会发展为糖尿病肾病。糖尿病控制和并发

症试验以及糖尿病干预和并发症流行病学研究表明，在 1 型糖尿病患者

中，经过平均 24 年的随访，23%的强化治疗患者和 36%的常规治疗患者

会出现白蛋白尿[6]。一项英国前瞻性糖尿病研究表明，2 型糖尿病患者，

经过中位 15 年的随访，38%的患者出现蛋白尿，其中 28%的患者出现肾

功能衰竭[7]。在不同区域的研究中，糖尿病人群中糖尿病肾病的患病率从

30%以下到 80%以上不等[8]。尽管糖尿病患者中 DN 的患病率在过去十年

中基本保持不变[9, 10]，但全球糖尿病患病率的上升轨迹意味着 DN 风险人

群的增加[11]。DN 是世界许多地区 ESKD 的主要原因，在美国占 ESKD 患

者的 47%，在包括马来西亚和新加坡在内的国家高达 60%以上[12]。 
2 糖尿病肾病生物标志物 

DN 患者，肾小球损伤是一个持续且不可阻挡的过程。其特征是弥漫

性和结节性系膜扩张、肾小球基底膜增厚、细胞外基质过度堆积和足细胞

丢失，影响肾小球毛细血管，并破坏肾小球的结构完整性[13, 14]。这些改变

最终导致蛋白尿增加和肾功能受损[15]。最近的报道显示，肾小管间质在

DN 的发病机制中发挥着不可或缺的作用，并与肾功能的进行性下降密切

相关[16]。DN 的近端肾小管细胞损伤包括基底膜增厚、肾小管病变、肾小

管肥大和肾小管纤维化[17]。 
DN 的发病机制复杂，涉及多个生化过程的相互作用，导致肾脏结构

和功能损害。这种损害通常是由持续的、管理不善的高血糖引起的，高血

糖引发了许多与 DN 进展有关的下游机制，例如氧化应激、缺氧和纤维化

等。DN 的发病机制仍在迅速发展，在糖尿病研究中是一个不断增长的领

域。最终，肾损伤以肾小球硬化、系膜扩张和小管间质纤维化为特征。临

床上表现为蛋白尿和 eGFR 降低。近年来，大量注意力转向了 DN 生物标

志物的发现和鉴定。据报道，多种生物标志物与 eGFR 和白蛋白尿相关。

这些主要是与 DN 的炎症和肾损伤途径有关的生物标志物。生物标志物的

研究涉及单个或多个候选标志物组合的评估。 
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2.1 DN 中的炎症生物标志物 
炎症被认为是 DN 发病机制中的一个关键角色[18, 19]。各种分子与炎症

反应有关，促炎细胞因子、趋化因子、粘附分子和各种生长因子构成了炎

症的分子特征[20, 21]。研究的一些生物标志物包括粘附分子，如细胞间粘附

分子- 1 （ICAM-1）、血管细胞粘附分子- 1（VCAM-1），和炎症因子，

如肿瘤坏死因子-α （TNF-α）、C 反应蛋白（CRP）、单核细胞趋化蛋白

- 1 （MCP-1）、白介素- 1、6、8、17、18、19 等。高血糖引起细胞损伤，

引发这些促炎介质的释放，导致炎症细胞如巨噬细胞、单核细胞、活化的

T 淋巴细胞和 NLRP3 炎症小体被募集到肾脏[22, 23]。巨噬细胞在肾小球中

的积累产生细胞因子、活性氧和蛋白酶，导致肾脏损伤和纤维化，导致 DN
进展[24]。广泛的生物标志物不仅表明了 DN 中炎症过程的存在，而且表明

了炎症过程的复杂性。这使得它成为寻找新型生物标志物的一个有吸引力

的途径[21]。多项研究调查了炎症生物标志物与 DN 的相关性，并评估了这

些标志物的预测或诊断能力。 
TNF-α 
在炎性细胞因子中，TNF-α 是迄今为止研究最广泛的分子[25]。TNF-a

是一种多效性炎症因子，主要由单核细胞、巨噬细胞和 T 细胞产生[26]。与

健康个体相比，DN 患者通常具有更高的 TNF-α 水平。在这些患者中，与

无蛋白尿的患者[27]相比，蛋白尿患者的 TNF-α 水平甚至更高。TNF-α 与

1 型(TNFR1)和 2 型(TNFR2) TNF-α 受体结合，两者都以可溶性形式存在

于循环中。已知 TNF-α 对肾小球和系膜细胞具有细胞毒性作用，从而引

起肾损伤[28]。动物和人体研究表明，DKD 患者尿 TNF-α 排泄和血清 TNF-
α 水平均升高[29]。由于 TNF-α 在 DN 进展中的作用，许多治疗药物已经开

发出针对这种炎症细胞因子。己酮可可碱是一种磷酸二酯酶抑制剂，具有

抗炎特性，以及降低 TNF-α、干扰素-γ、IL-1 和 IL-6 水平的能力，是目前

正在广泛研究的治疗药物之一[30]。在一项对 61 例 DN 和残余白蛋白尿患

者的前瞻性研究中，将己酮可可碱添加到 Ang II 受体阻断剂中可减少尿

TNF-α 排泄，从而产生附加抗蛋白尿作用[31]。 
MCP-1 
C-C基序趋化因子 2 (CCL2，也被称为单核细胞趋化蛋白-1，MCP-1)，

它促进巨噬细胞在肾脏的浸润[32]，被认为可作为 DN 小管损伤程度和肾炎
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症的标志物[33]。MCP-1 在 DN 患者中显著上调，并与小管间质损伤程度

呈正相关，提示 MCP-1 可能参与了 DN 的发展过程，可能是一种潜在的

诊断标志物[34, 35]。在糖尿病肾损伤小鼠模型中，MCP-1 水平在肾脏中逐

渐升高。此外，体外研究表明，MCP-1 在高浓度葡萄糖的存在下表达增加
[36]，1 型和 2 型糖尿病动物模型显示敲除 MCP-1 后肾损伤减轻[37-39]。在

临床中，微量白蛋白尿或白蛋白尿型糖尿病患者尿中 MCP-1 水平明显高

于正常白蛋白尿型糖尿病患者或健康对照组。此外，尿 MCP-1 水平随着

DN 的进展而升高，且与 DN 的其他危险因素显著相关。另外，有报道发

现马钱素可以缓解 DN，就是通过抑制 MCP-1/CCR2 信号通路，从而抑制

DN 中巨噬细胞的浸润和活化，进而改善 DN 肾损伤[40]。由于 CCL2 抑制

的有益作用，CCL2 抑制剂 Emapticap pegol 的临床试验目前正在进行中。 
ICAM-1 
细胞间粘附分子-1（ICAM-1）是一种粘附分子，在内皮细胞、系膜细

胞和上皮细胞中表达。ICAM-1 可以与白细胞表面整合素结合，促进其与

内皮细胞的粘附和转运[25]。ICAM-1 在促炎因子刺激下表达，尤其是 TNF-
a 的作用下上调[41]。TNF-β 诱导的细胞外基质积累引起的血流动力学改变

也是导致 ICAM-1 上调的因素之一。此外，氧化应激也能促进 ICAM-1 的

表达[42]。在肾系膜和内皮细胞中，血管紧张素诱导 ROS 的产生，ROS 激

活 NF-kB 并加速促炎细胞因子和粘附分子的释放[43]。ICAM-1 介导了巨

噬细胞向糖尿病肾脏的浸润[44]。另外其在白细胞迁移中，尤其是 T 细胞

向肾脏的迁移中起着关键作用[44]。在糖尿病小鼠中敲除 ICAM-1 可改善

DN 症状，如肾小球肥大、系膜基质扩张和蛋白尿均会得到改善[44]。 
其他已研究的炎症标志物有包括血清 E-选择素、IL-6、纤溶酶原激活

物抑制物-1（PAI-1）、血管细胞粘附蛋白-1（VCAM-1）和 C 反应蛋白

（CRP）等。在糖尿病控制和并发症试验研究中，纳入了 1237 例基线时

无白蛋白尿和心血管病的患者，高水平的炎症标志物，主要是 E-选择素和

可溶性 TNFR1（肿瘤坏死因子受体 1）和 TNFR2（肿瘤坏死因子受体 2）
水平是 T1DM 患者发生白蛋白尿的重要预测因素[45]。在 Joslin 队列中，

虽然研究了包括 TNF、ICAM-1、VCAM-1、PAI-1、IL-6 和 CRP 在内的

标志物，但只有循环 TNFR2 是 1 型糖尿病和蛋白尿患者肾功能下降的主

要决定因素。T1DM 患者循环 TNFR 浓度升高是伴蛋白尿和不伴蛋白尿患
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者随后进展为 ESKD 的强预测因素[46]。 
2.2 肾小球损伤标志物 
肾小球的结构异常之一系膜扩张程度与 DN 的发生有关。在没有血压

升高或肌酐清除率降低的情况下，对有或没有微量白蛋白尿的糖尿病患者

肾小球结构的广泛研究发现，肾小球结构变化有显著差异(例如系膜基质

扩张)。肾小球生物标志物包括起源于肾小球的足细胞、内皮细胞、基底膜

和系膜基质等结构的标志物。例如，转铁蛋白、免疫球蛋白 G（IgG）和

层粘连蛋白。 
转铁蛋白 
转铁蛋白是一种分子量为 76.5KDa 的蛋白质。由于其低分子量和较

少的离子负载，它很容易通过肾小球屏障过滤[47]。由于在 2 型糖尿病正常

白蛋白尿患者中，发现尿转铁蛋白增加，同时伴有尿铜蓝蛋白和免疫球蛋

白 G，发生在微量白蛋白尿之前，它可被认为是早期 DN 的生物标志物
[48]。在微量白蛋白尿患者中，尿转铁蛋白水平升高[49]。最初尿转铁蛋白排

泄水平高的患者会比正常水平的患者更频繁地出现微量白蛋白尿[50]。 
免疫球蛋白 G 
免疫球蛋白 G 是一种分子量为 150kDa 的阴离子血浆蛋白，难以通过

肾小球屏障。如上所述，尿 IgG 可在微量白蛋白尿出现前分泌，并伴有尿

转铁蛋白、尿铜蓝蛋白和尿 α-酸性糖蛋白[48]值升高。因此，尿 IgG 排除

的增加可以预测糖尿病患者的微量白蛋白尿[48]。 
层粘连蛋白 
层粘连蛋白是肾小球基底膜的组成部分。在正常白蛋白尿 2 型糖尿病

患者中，其尿排泄量增加，与 NAG (n -乙酰-β-d-葡萄糖苷酶)和 α-1 微球

蛋白排泄量相关，同时 IV 型胶原蛋白的排泄增加[51]。 
IV 型胶原蛋白 
IV 型胶原是肾小球基底膜和系膜基质的一种成分[52]。在 DN 中，肾

小球毛细血管水平和系膜水平均发生损伤。IV 型胶原在尿液中的排泄可

能是 DN 有关肾损伤的早期指标[53]。据报道，1 型糖尿病的正常白蛋白尿

患者中 IV 型尿胶原水平上调，它可能是用于 DN 早期诊断的生物标志物
[54]。其他作者也报道了 1 型糖尿病患者 IV 型胶原和层粘连蛋白排泄增加
[55]。据报道，在蛋白尿正常、糖耐量受损的患者中，尿 IV 型胶原排泄量
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也很高[56]。并且尿 IV 型胶原蛋白可以反映 2 型糖尿病患者的肾脏形态学

改变。据报道，2 型糖尿病病人的肾脏组织学病变严重程度与尿 IV 型胶

原之间存在关系[57]。IV 型尿胶原被认为是早期 DN 的特异性指标[58]。它

还可以检测 2 型糖尿病患者的早期 DN，并对肾小球肾炎进行鉴别诊断，

因为肾小球肾炎的胶原水平较低[59]。 
PCX 
Podocalyxin （PCX）是一种足细胞膜蛋白，是肾小球基底膜电荷屏

障的主要组成部分。肾小球滤过屏障通透性与 PCX 完整性相关[60]。PCX
作为足细胞损伤的标志蛋白，足细胞损伤可导致肾小球 PCX 水平下降，

排泄增加[61]。在糖尿病患者中，尽管在微量蛋白尿期和大量蛋白尿期尿

PCX 水平维持在 65%左右，但在正常蛋白尿期，有 53.8%的患者尿上清中

PCX 蛋白浓度高于临界值[61]。此外，与肾小球 PCX 高表达组相比，低表

达组 DN 患者糖尿病病程更长，且高表达组肾脏存活率明显高于低表达组
[62]。说明 PCX 在表征 DN 患者发病阶段方面具有一定的价值[62]。 

2.3 肾小管损伤标志物 
过去认为 DN 是一种以血管损伤为主要特征的肾小球疾病。肾小管间

质病变与肾小球损伤在 DN 期间相关[63]。最近有研究报道晚期 DN 患者有

明显的肾小球病理改变或蛋白尿。肾小管生物标志物的研究已经表明肾小

管功能障碍可在 DN 早期出现，有时甚至先于肾小球损伤[64]。认为肾小管

疾病、肾间质纤维化与肾功能进行性恶化的关系更为密切，可作为相对独

立的评价和预测肾脏疾病进展的指标[65-67]。此外，肾小管间质在肾实质占

比> 90%，并与关键功能的变化紧密相关，表明肾小管间质损伤在 DN 的

进展中起着核心作用[68, 69]。在慢性肾脏疾病的发展过程中，肾间质纤维化

是 DN 的一个关键病理变化和主要病理特征，伴有肾小管萎缩、细胞外基

质积聚和肌成纤维细胞扩张，能较好地反映肾脏损害的程度和程度[70, 71]。

在肾间质纤维化中，肾小管的组织病理学改变可能是初始因素，已被认为

是蛋白尿的重要原因[69]。因此，鉴定 DN 患者肾小管损伤的易感基因对于

阐明本病的病因和探索潜在的治疗方法具有重要意义。肾小管间质损伤比

肾小球或血管损伤更适合和更有效地预测肾病患者的肾脏疾病状况。因此，

尤其应重视肾小管病变的生物标志物，这对 DN 早期患者的诊断和治疗具

有重要价值。 
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肾小管损伤的标志物包括肾损伤分子 1 （KIM-1）、中性粒细胞明胶

酶相关脂质运载蛋白（NGAL）、α-1-微球蛋白、N-乙酰-β-d-葡萄糖苷酶

（NAG）、胱氨酸抑制素 C 和肝型脂肪酸结合蛋白（L-FABP）等。被研

究得最广泛的标记物是 KIM-1。 
KIM-1 
KIM-1（肾损伤分子-1）是肾脏近端小管上皮细胞的一种跨膜糖蛋白，

以应对损伤并促进肾纤维化。KIM-1 可能进入循环，因为在早期损伤中，

跨上皮通透性增加或上皮细胞极性丧失，基底外侧膜表达在肾脏结构或功

能正常时无法检测到，但在肾小管损伤时可显著上调。因此，KIM-1 可作

为近端小管损伤的潜在生物标志物[72]。一些纵向研究已经报道了肾小管损

伤标志物 KIM-1 作为预测 DN 发展和进展的潜在候选。在一项嵌套病例

对照研究和一项前瞻性队列研究中，KIM-1 与早期或晚期 DN 患者 eGFR
下降风险较高独立相关[73]，在预测 eGFR 下降≥30 ml/min/1.73 m2或从基

线下降≥50%时，临床模型中纳入加入 KIM-1 后 AUC 从 0.68 增加到

0.735[73]。最近，在一项来自慢性肾功能不全队列的 894 名 DN 患者的病

例队列研究中，较高的血浆 KIM-1 水平与 DN 进展风险增加相关[74]。值

得注意的是，Colombo 等[75-77]最近发表的三篇论文，报道了 KIM-1 在预

测 eGFR 下降≥20%、进展到 eGFR <30 ml/min/1.73 m2和 eGFR 快速下降

方面的卓越表现。KIM‐1 和 β2MG 是两个入选的肾损伤生物标志物，它

们与 eGFR 快速下降，进展风险增加相关，OR 分别为 1.93 和 3.19[78]。因

此，KIM‐1 是一个有吸引力的生物标志物，在 DN 中具有很强的潜力。尽

管 KIM-1 显示出显著的预测潜力，但一些研究提出了相反的观点。在一

项涉及 527 名 1 型糖尿并受试者的研究中，KIM-1 是一个组合的一部分，

在预测 eGFR<60 ml/min/1.73 m2 和微量白蛋白尿方面，AUC 没有显著改

善，p>0.05[79]。此外，KIM-1 不能预测 T1D 患者在 6 年内进展为蛋白尿

和 ESKD，HR 0.8-1.2，p>0.05[80]。KIM-1 同样无法预测 T2D 患者 14 年内

发生 ESKD 的风险，HR 0.95，也没有显著改善 C-指数，p=0.725[81]。两项

报告KIM-1表现不佳的研究均是将 ESKD作为肾脏结果。因此，尽管KIM-
1 是一种有潜力的生物标志物，但其与肾功能下降的关系仍存在疑问。 

β2MG 
β2MG（Beta-2-microglobulin, β2-微球蛋白）是主要组织相容性 I 类分
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子的一个小亚基，分子质量为 11.8kDa，存在于所有有核细胞中。β2MG
在肾小球过滤，并被肾近端小管重新吸收[72]。β2MG、cystatin C, NGAL 和

OPN 联合预测 DN 进展到 eGFR<60ml/min/1.73m2，可显著提高 AUC。
β2MG 在三项涉及 T2D 受试者的独立研究中 AUC 仅为 0.792、0.652 和

0.58[82-84]。另外，关于 β2MG 作为 DN 诊断标志物的报道也有矛盾的意见。

β2MG与 2年内 eGFR或ESKD下降≥50%没有相关联系，HR为 1.23(0.94-
1.62)[63]。同样地，Meredith C Foster 等[85]的研究中，招募 250 名患有 2 型

糖尿病患者，在多变量模型中，血清 β2MG 与 ESRD 相关，但是调整 mGFR
和临床变量后，β2MG 指标的加入，增加了预测死亡率的 C-指数，但 ESRD
没有改善，HR 为 1.54(0.98-2.42)，p>0.05。 

NGAL 
NGAL （Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin）是一种 25 kDa 的

蛋白质，属于脂素超家族，最初在活化的中性粒细胞中发现，但也在肾小

管细胞中产生，以应对肾小管损伤。已有研究表明，正常白蛋白尿的 DN
患者尿 NGAL 水平升高[86]，也有研究表明，在 T1DM 患者中，NGAL 水

平升高会导致微量白蛋白尿[87, 88]。在另一项涉及 117 例 T2DM 患者的研

究中，在正常蛋白尿的 T2DM 患者中观察到尿 NGAL 值较高，微量和大

量蛋白尿的 T2DM 患者中 NGAL 值依次升高，这表明即使在 DN 的早期

阶段也可能发生小管损伤[86]。 
Cystatin C 
胱氨酸抑素 C（Cystatin C），13kDa，它是一种具有半胱氨酸 e 蛋白

酶作用的低分子量蛋白质，是由体内有核细胞产生[89]。在肾小球中自由过

滤，然后被近端小管完全重新吸收和代谢，是目前常用的一种敏感小管损

伤标志物。血清和尿胱抑素 C 是评估 2 型糖尿病早期肾病的有用生物标

志物[89]。一项 742 例 2 型糖尿病患者的横断面研究显示，尿胱抑素 C 水

平可作为评价 2 型糖尿病患者早期肾功能损害的有效指标[90]。它在糖尿

病和糖尿病前期肾病早期增加[91]。微量白蛋白尿患者的尿胱抑素 C 含量

高于无微量白蛋白尿患者，尿胱抑素 C 对糖尿病肾病的进展具有预测作

用 [92] 。在伴有正常白蛋白尿的 2 型糖尿病患者中，包括 GFR 
<60/mL/min/1.73 m2的患者，尿胱氨酸抑素 C 水平可作为判断肾功能不全

的独立因素[89]。通过胱抑素 C 评估肾小球滤过率被认为是一种不受体重
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影响的方法，与使用血清肌酐的方法具有可比性，甚至更好[93]。因为肾小

管损伤后尿胱氨酸抑制素 C 浓度升高，尿胱氨酸抑制素 C 与肌酐比值已

被证明可以独立预测 T2DM 患者慢性肾病 3 期的发展。然而，在对

eGFR >60 mL/min/1.73 m2且无基线蛋白尿患者的单独分析中，该比率与

eGFR 下降率无关[92]。Uslu 等发现血清胱抑素 C、尿 NAG、乳酸氢酶、碱

性磷酸酶活性与血清肌酐水平呈显著正相关[94]。 
NAG  
NAG （Urinary N-Acetyl-β-D glucosaminidase, NAG）NAG 是一种位

于近端小管细胞溶酶体中的酶[95]。NAG 是一种广泛分布于器官中的水解

酶。NAG 相对分子量较大，为 13000kDa，不易被肾小球过滤。然而在功

能障碍，即近端小管细胞损伤的情况下，NAG 被大量排出到尿液中，这

可能是 1 型糖尿病患者出现微量白蛋白尿的前兆，因此 NAG 可以作为一

种敏感的小管生物标志物[95, 96]。在 2 型糖尿病患者中，尿 NAG 排泄与糖

尿病病程成比例增加。它发生的时间比蛋白尿早得多，因此 NAG 可视为

早期小管损伤生物标志物[97]。Assal 等[98]同样认为尿 NAG 是检测糖尿病

患者早期损害最敏感的生物标志物。根据两项研究的结果，NAG 在评估

肾小管间质损伤方面表现出一定的预测能力，AUC 分别为 0.636[82]和

0.783[99]。56 例 DN 患者和 20 例健康对照涉及的研究中，与对照组相比，

在正常白蛋白尿 DN 患者中，血清胱抑素 C 水平、尿液 NAG 活性升高。

另外微量白蛋白尿 DN 患者中，尿乳酸氢酶和碱性磷酸酶活性也升高。且

血清胱抑素 C、尿 NAG、乳酸氢酶、碱性磷酸酶活性与血清肌酸酐水平

呈正相关，与肌酸酐清除率负相关。表明测量血清胱抑素 C 水平和尿 NAG、

乳酸氢酶和碱性磷酸酶活性可作为糖尿病患者肾小球和肾小管功能障碍

的筛查标志物[94]。矛盾地，Ambade 等[100]没有发现尿液 NAG 作为 DN 的

早期生物标志物具有临床意义，NAG 与正常白蛋白尿、微量白蛋白尿和

整体糖尿病患者尿白蛋白的相关系数，分别仅为 0.23、0.32 和 0.40，且正

常白蛋白尿、微量白蛋白尿和 NAG 排泄增加的糖尿病患者的尿白蛋白与

NAG 的相关系数分别仅为 0.31、0.27 和 0.35，表明糖尿病病程与尿 NAG
排泄无相关性。 

L-FABP 
尿肝型脂肪酸结合蛋白（Liver-Type Fatty Acid Binding Protein, L-
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FABP）是一种在人近端小管细胞细胞质中表达的低分子量蛋白质[101]，在

肝脏水平也有表达。在蛋白尿正常的 1 型糖尿病患者中发现尿 L-FABP 增

加，对微白蛋白尿和微白蛋白尿向高蛋白尿的进展具有预测作用[102]，该

蛋白被认为是诊断早期糖尿病肾病的有用生物标志物。事实上，尿液中的

L-FABP 已被日本卫生福利部门认为是小管生物标志物[101]。L-FABP 因子

与 DN 的严重程度也有关。尿 L-FABP 值随着肾功能的下降而增加[103]。

尽管一些作者，如 Chou 等，不认为尿 L-FABP 在 2 型糖尿病患者中具有

预测作用，但也有研究认为尿 L-FABP 是 DN 进展的独立预测因子[104]。

尿 L-FABP 水平已被证明与 DN 进展相关。在 T1DM 患者中，高水平的

尿 L-FABP 可预测 DN 的发生和进展以及死亡率，与蛋白尿的严重程度和

其他既定危险因素无关[105]。在另一项横断面和纵向分析中，对 140 名 2
型糖尿病患者和 412 名健康对照受试者的尿 L-FABP 与糖尿病肾病严重

程度的关系进行了研究。正常、微量或大量白蛋白尿患者的尿 L-FABP 水

平依次升高，而终末期肾病患者的尿 L-FABP 水平进一步升高。在纵向分

析中，高尿 L-FABP 水平与蛋白尿增加、进展为终末期肾病或诱导血液透

析有关。表明尿 L-FABP 能准确反映 2 型糖尿病肾病的严重程度，在蛋白

尿正常的患者中其水平较高。此外，高尿 L-FABP 水平与糖尿病肾病的进

展有关[101]。高尿 L-FABP 水平是 DN 进展的一个强大且独立的预测因子
[106]。 

2.4 基于组学的 DKD 新型生物标志物 
除了上述的生物标志物外，还有大量的标志物表征小管损伤、肾小球

滤过、系膜扩张、血管损伤和肾脏炎症。近年来，随着人类基因组计划的

开展和广泛应用，转录组学、蛋白质组学、代谢组学等技术相继出现。组

学测试是一种由多种分子测量组成的检测方法，可以量化生物样品中存在

的所有 RNA、蛋白质和代谢物。组学平台的优势在于，它们不仅可以在

短时间内测量肽或代谢物的全谱，而且还可以产生大量无偏倚的数据，可

用于诊断、结果预测和治疗反应。生物信息学分析已经成为一种新方法，

用于识别许多疾病的新基因和早期诊断/预后生物标志物[107-109]。因此，这

种基于平台的组学结合生物信息学方法，近年来已成为生物标志物发现的

有力工具。 
蛋白质组学 
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蛋白质组学分析可以通过分析患者尿液、血液或肾组织样本来建立

DN 特异性生物标志物。目前研究和验证最多的是利用蛋白质组学方法，

即基于毛细管电泳质谱分级的将 273 种尿肽的数据组合成一个综合评分

（命名 CKD-273），该评分在预测新发蛋白尿具有很高的准确性。一项对

3600 名患有不同慢性肾病病因的患者进行的横断面研究中，该组合对慢

性肾病的诊断显示出 85%的敏感性和 100%的特异性[110]。一项 35名T1DM
或 T2DM 患者的前瞻性研究中，CKD-273 能够在实际发病前 5 年预测进

展为大量蛋白尿[111]，另一项研究表明，CKD-273 能够预测蛋白尿的发展，

而独立于预测 DN 发展或进展的任何其他肾脏生物标志物[112]。最近，在

一项针对 1014 名患有 T1DM 或 T2DM、基线 eGFR≥70 mL/min/1.73 m2
且蛋白尿正常的患者的研究中，CKD-273 能够识别出在没有蛋白尿的情

况下会发展为 eGFR<60 mL/min/1.76 m2 的糖尿病患者，与年龄、血压和

基线 eGFR 无关[113]。Nishant M. Bhensdadia 团队通过对 8 例正常蛋白尿 2
型糖尿病患者的尿液进行液相色谱/质谱分析，以及 30 例患者尿液进行检

测，以确定肾功能丧失的候选标记物尿结合珠蛋白。经 204 名尚未有明显

肾脏疾病的 2 型糖尿病患者的尿液验证，尿结合珠蛋白被确定为预测早期

肾功能衰退的生物标志物[114]。 
代谢组学 
代谢组学是对低体重中间体和生物化学过程中体液的测量。它们已经

成为发现肾脏疾病新生物标记物的另一个潜在工具。有关 DN 代谢组学的

研究大多聚焦在脂质代谢产物，包括酯化和非酯化脂肪酸、磷脂，以及氨

基酸代谢、肉碱和核苷酸代谢。多项研究已经确定了脂肪酸及其代谢产物

与 DN 进展之间的潜在联系。其中一项研究表明，使用 GC-MS 分析了不

同 DN 阶段 2 型糖尿病患者的血浆样本，在 DKD 早期，血浆中的几种非

酯化脂肪酸增加，而酯化脂肪酸减少。非酯化和酯化脂肪酸可区分 T2DM
的蛋白尿阶段[115]。在一项病例对照研究中，血清中棕榈酸、亚麻油酸、亚

油酸和溶血磷脂酰胆碱的浓度升高与 DN 发作有关[116]。在另一项针对 78
名糖尿病患者的研究中，通过对患者血清代谢产物的综合分析，探索对糖

尿病肾病诊断具有高灵敏度和特异性的新血清生物标志物，19 种血清代

谢物的组合可以区分患有大量蛋白尿的 DN 和没有蛋白尿的糖尿病患者。

当从 19 种代谢产物中选择 5 种代谢产物并应用于多元逻辑回归模型时，
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整个数据集诊断 DN 的 AUC 值为 0.927，在交叉验证测试中为 0.880[117]。

另一项包括健康对照组和 T2DM 患者的研究表明，这两个患者组的亮氨

酸、二氢鞘氨醇和植物鞘氨醇的血清代谢产物水平存在显著差异[118]。代

谢组学有关的 DN 的前瞻性研究很少。在一项针对 90 名 T2DM 患者的研

究中，尿液己糖、谷氨酰胺、酪氨酸、血浆丁烯酰基肉碱和组氨酸水平预

测了蛋白尿的发展，与基线蛋白尿、eGFR 和 RAS 阻断剂的使用无关[119]。

在一项由 1001 名糖尿病和慢性肾病患者组成研究种，调整临床变量后，

代谢物 3-羟基异丁酸（3-HIBA）和 3-甲基巴豆甘氨酸的水平与 eGFR 斜

率呈显著负相关，而乌头酸和柠檬酸呈正相关。且 3-HIBA 水平和乌头酸

水平分别与需要肾脏替代治疗的 ESKD 的较高和较低风险相关[120]。 
转录组学 
随着生物信息技术的发展，人们逐渐认识到人类疾病不是由单一的分

子缺陷引起的，而是由各种分子之间复杂的相互作用驱动的。这些相互作

用的复杂性包括不同类型的信息，从细胞分子水平的蛋白质-蛋白质相互

作用到基因表达和调节、代谢和疾病途径以及药物-疾病关系的相关研究
[121]]。作为一个快速发展的新领域，网络医学结合了分子生物学和网络科

学，有望揭示人类疾病的病因，并从根本上改变其诊断和治疗[122]。基于

转录组学结合网络医学的算法，如蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）[123]、

LASSO[124]和加权共表达网络分析（WGCNA）[107]，也已成功用于研究癌

症和其他慢性疾病如糖尿病肾病的诊断和治疗。 
Liu 等[125]通过 GEO 数据库结合 WGCNA 鉴定出 LUM 和 FMOD 具

有诊断 DN 的潜在能力，其 AUC 分别为 0.897 和 0.983。在 GSE30528 数

据集中，与 eGFR 的负相关（R 分别为-0.658 和-0.628）。Zhou 等[107] 通
过合并 GEO 的数据集结合 WGCNA 发现 CAV1、COL1A2、VWF、FN1
和 ITGB2（AUC 均 >0.8）存在诊断 DN 时具有优势。另有研究基于

WGCNA 分析，鉴定出 5 个关键基因 FN1、SLC2A2、FABP1、EHHADH
和 PIPOX 与 DN 的进展相关，尤其 FN1 在 DN 组表达上调，可能作为

DN的诊断标志物和治疗靶点[126]。Zeng等[127]通过 PPI 网络结合Cytoscape
确定了 20 个 hub 基因 ALB，ANXA1，APOH，C3，CCL19，COL1A2，
COL3A1，COL4A1，COL15A1，COL6A3，CXCL6，DCN，EGF，HRG，

KNG1，LUM，SERPINA3，SPARC，SRGN 和 TIMP1 可能是糖尿病肾小
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管间质损伤的诊断标志物以及治疗靶点。另一项研究中，PPI 网络结合

Cytoscape MODE插件模块识别，发现补体级联相关的 7个关键基因C1QA、

C1QB、C3、CFB、ITGB2、VSIG4 和 CLU 可能参与 DN 的发展，可作为

DN 早期诊断和靶向治疗的新型生物标志物[128]。Wang 等[129]整合 4 个 DN
肾小球数据集，结合 PPI 网路构建和 CIBERSORT 算法等，鉴定 FN1 和

C3 可作为 DN 免疫相关的生物标志物。另外，有研究 PPI 网络分析结合

LASSO，ssGSEA 等算法，鉴定出 CCR2、CX3CR1 和 SELP 三个免疫相

关基因以及其组合模型可以作为 DN 诊断标志物，尤其三个因子的组合模

型无论在训练数据、验证数据，还是基于实验样本队列验证，AUC 均高

达 1[124]。 
3 总结 
尽管有大量研究报告了预测 DN 诊断和预后的潜在新型生物标志物，

但它们只是适度地提高了当前可用生物标志物的潜能。因此，在日常临床

实践中，eGFR 和蛋白尿的评估仍然是 DN 诊断和风险分层的基石。然而，

eGFR 和蛋白尿作为预后生物标志物都有其局限性。考虑到 DN 是一种涉

及多种病理生理机制的复杂疾病，用于 DN 患者风险分层的生物标志物应

包括来自 DN 疾病过程的多种病理生理机理的因素。因此多种生物标志物

联合的实用性和效能似乎很有希望，特别是考虑到蛋白质组学、转录组学

和代谢组学等多组学的进步，大数据的背景下，多种联合标志物动态检查

和多项联合检查，捕捉疾病过程的生物蓝图，使得预测能力增强，似乎更

有应用价值和前景。因此，即使多重生物标志物可以提供更准确的 DN 预

测生物标志物，在临床上可能更实用，但是全面的临床验证，尤其多中心

的队列验证是必要的。 
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