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【摘 要】目的：探讨雷公藤多苷片（multi-glycosides of Tripterygium wilfordii，GTW）对糖尿病肾病（diabetic kidney disease，DKD）
大鼠X盒结合蛋白 1（X-box binding protein 1，XBP1）-羟甲基戊二酰辅酶A还原酶降解蛋白 1（hydroxymethylglutaryl-goA reduc⁃
tase degradation protein 1，Hrd1）-核转录因子 E2 相关因子 2（nuclear factor-erythroid 2-related factor 2，Nrf2）信号通路的影响。

方法：34只 SPF级雄性 SD大鼠适应性喂养 1周后，随机将其分为空白组（n=6）与造模组（n=28），空白组给予普通饲料喂养，模

型组采用高脂高糖饲料喂养并联合单次腹腔注射链脲佐菌素（streptozotocin，STZ，35 mg/kg）建立DKD模型。剔除造模失败及

死亡大鼠 4只。将造模成功的 24只大鼠分为模型组（n=8）、缬沙坦组（n=8）、GTW组（n=8）。各组连续灌胃给药 6周。第 6周末

生化检测各组大鼠谷丙转氨酶（alanine aminotransferase，ALT）、白蛋白（albumin，ALB）、尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）、血清

肌酐（scrum creatinine，Scr）、24 h尿蛋白定量（24 hour urinary protein，24 h-UTP），采用酶联免疫吸附试验法（enzyme linked im⁃
munosorbent assay，ELISA）检测血清丙二醛（malondialdehyde，MDA）表达水平，苏木素-伊红（hematoxylineosin，HE）染色观察肾

脏组织学病变，免疫蛋白印记法（Western blot，WB）检测XBP1、Hrd1、Nrf2、溶质载体家族 7成员 1（solute carrier family 7 member 
11，Slc7a11）、谷胱甘肽过氧化物酶4（glutathione peroxidase 4，Gpx4）蛋白表达，实时荧光定量聚合酶链式反应（real-time fluores⁃
cence quantitative PCR，RT-PCR）法检测XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4 mRNA表达。结果：与空白组比较，模型组大鼠的24 h-
UTP［（42.99±6.55） mg/24 h］、SCr［（51.45±5.14） μmol/L］及血清 MDA［（6.86±0.87） μg/L］水平升高（均 P<0.01），ALT
［（85.09±9.89） U/L］、BUN［（22.26±2.32） mmol/L］、GLU［（34.53±2.77） mmol/L］、TC［（3.14±0.89） mmol/L］、TG［（2.32±0.72） 
mmol/L］亦明显升高（P<0.01），ALB［（21.44±1.37）g/L］水平明显降低（P<0.01），肾脏病理损害严重，肾组织中 XBP1、Hrd1蛋白

（1.02±0.01、0.95±0.01）及mRNA（3.50±0.13、2.63±0.46）表达明显升高（P<0.01），Nrf2、Slc7a11、Gpx4蛋白（0.60±0.10、0.31±
0.02、0.52±0.01）及mRNA（0.31±0.02、0.23±0.02、0.29±0.02）表达明显降低（P<0.01）。与模型组相比，缬沙坦组与GTW组大

鼠 24 h-UTP［（23.70±2.70） mg/24 h、（23.88±5.60） mg/24 h］、SCr［（35.54±3.39） μmol/L、36.75±2.44）μmol/L］及血清 MDA
［（4.56±0.81）μg/L、（4.22±1.02） μg/L）］水平降低（均 P<0.001），ALT［（49.51±2.80） U/L、（54.88±7.07） U/L］、BUN［（16.59±

1.11） mmol/L、（16.75±2.44） mmol/L）］、GLU［（26.00±4.35） mmol/L、（27.79±2.44） mmol/L）］、TC［（2.13±0.42） mmol/L、

（1.95±0.26） mmol/L）］、TG［（1.41±0.25） mmol/L、（1.41±0.47） mmol/L）］亦明显降低（P<0.01），ALB［（24.10±2.24）g/L、
（24.13±1.08） g/L）］水平明显升高（P<0.01），肾脏病理损害减轻，肾组织中 XBP1、Hrd1 蛋白（0.64±0.01、0.66±0.01；0.68±

0.01、0.72±0.02）及 XBP1、Hrd1 mRNA（2.01±0.02、2.02±0.03；

1.61±0.01、1.58±0.02）表达明显降低（P<0.01），Nrf2、Slc7a11、
Gpx4 蛋白表达（0.81±0.01、0.82±0.02；0.41±0.01、0.42±0.02；

0.81±0.01、0.82±0.01）与mRNA（0.62±0.03、0.59±0.02；0.59±

0.01、0.61±0.02；0.47±0.02、0.49±0.01）表 达 明 显 升 高（P<
0.01）。结论：GTW 可能通过 XBP1/Hrd1/Hrd1 通路抑制 DKD 中

内质网应激的发生，延缓铁死亡进展，进而达到改善 DKD 大鼠

肾脏损伤的作用。
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hydroxymethylglutaryl-goA reductase degradation protein 1/nuclear 
transcription factor E2-related factor 2 signaling pathway
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of Tripterygium wilfordii polyglycoside（GTW） on the X-box binding protein 1（XBP1）/
hydroxymethylglutaryl-goA reductase degradation protein 1（Hrd1）/nuclear transcription factor E2-related factor 2（Nrf2） signaling 
pathway in rats with diabetic kidney disease（DKD）. Methods：After 1 week of adaptive feeding，34 specific pathogen-free male 
Sprague-Dawley rats were randomly divided into blank group with 6 rats and model group with 28 rats. The rats in the blank group 
were fed with normal diet，while those in the model group were fed with high-fat high-sugar diet and were given a single intraperitoneal 
injection of streptozotocin（STZ，35 mg/kg） to establish a model of DKD. Four rats were removed due to failed modeling or death，and 
24 rats with successful modeling were divided into model group，valsartan group，and GTW group，with 8 rats in each group. The corre⁃
sponding drug was given by gavage for 6 consecutive weeks in each group. At the end of week 6，alanine aminotransferase（ALT），albu⁃
min（ALB），blood urea nitrogen（BUN），creatinine（Scr），and 24 hour urinary protein（24 h-UTP） were measured for each group； 
ELISA was used to measure the serum level of malondialdehyde（MDA）； HE staining was used to observe renal histological changes； 
Western blot was used to measure the protein expression levels of XBP1，Hrd1，Nrf2，solute carrier family 7 member 11（Slc7a11），and 
glutathione peroxidase 4（Gpx4），and RT-PCR was used to measure the mRNA expression levels of XBP1，Hrd1，Nrf2，Slc7a11 and 
Gpx4. Results：Compared with the blank group，the model group had significant increases in the levels of 24 h-UTP（42.99±6.55） mg/
24 h，SCr （51.45±5.14）μmol/L，serum MDA （6.86±0.87） μg/L，ALT（85.09±9.89）U/L，BUN （22.26±2.32） mmol/L，GLU 
（34.53±2.77）mmol/L，TC（3.14±0.89）mmol/L，and TG（2.32±0.72） mmol/L（all P<0.01），a significant reduction in the level of ALB
（21.44±1.37）g/L（P<0.01），and the presence of severe renal pathological damage，as well as significant increases in the protein and 
mRNA expression levels of XBP1（protein expression：1.02±0.01； mRNA expression：3.50±0.13） and Hrd1（protein expression：
0.95±0.01；mRNA expression：2.63±0.46） and significant reductions in the protein and mRNA expression levels of Nrf2（protein ex⁃
pression：0.60±0.10；mRNA expression：0.31±0.02），Slc7a11（protein expression：0.31±0.02；mRNA expression：0.23±0.02），and 
Gpx4（protein expression：0.52±0.01；mRNA expression：0.29±0.02） in renal tissue（P<0.01）. Compared with the model group，the 
valsartan group and the GTW group had significant reductions in the levels of 24 h-UTP［（23.70±2.70） mg/24 h，（23.88±5.60） mg/
24 h］，Scr［（35.54±3.39） μmol/L，（36.75±2.44） μmol/L）］，and serum MDA［（4.56±0.81） μg/L，（4.22±1.02） μg/L］（all P<
0.001），significant reductions in the levels of ALT［（49.51±2.80） U/L，（54.88±7.07） U/L］，BUN［（16.59±1.11） mmol/L，（16.75±

2.44） mmol/L］，GLU［（26.00±4.35） mmol/L，（27.79±2.44） mmol/L］，TC［（2.13±0.42） mmol/L，（1.95±0.26） mmol/L］，and TG
［（1.41±0.25） mmol/L，（1.41±0.47） mmol/L］（all P<0.01），and a significant increase in the level of ALB［（24.10±2.24）g/L，（24.13±
1.08）g/L］ （P<0.01），with the alleviation of renal pathological damage，as well as significant reductions in the protein and mRNA ex⁃
pression levels of XBP1（protein expression：0.64±0.01 and 0.66±0.01； mRNA expression：2.01±0.02 and 2.02±0.03） and Hrd1 
（protein expression：0.68±0.01 and 0.72±0.02； mRNA expression：1.61±0.01 and 1.58±0.02） and significant increases in the ex⁃
pression levels of Nrf2（protein expression：0.81±0.01 and 0.82±0.02； mRNA expression：0.62±0.03 and 0.59±0.02），Slc7a11 
（protein expression：0.41±0.01 and 0.42±0.02；mRNA expression：0.59±0.01 and 0.61±0.02），and Gpx4 （protein expression：
0.81±0.01 and 0.82±0.01；mRNA expression：0.47±0.02 and 0.49±0.01） in renal tissue（P<0.01）. Conclusion：GTW may inhibit 
the occurrence of endoplasmic reticulum stress in DKD via the XBP1/Hrd1/Nrf2 pathway，delay the progression of ferroptosis，reduce 
urinary protein，and thereby achieve the effect of improving renal injury in DKD rats.
【Key words】Tripterygium wilfordii polyglycoside；diabetic kidney disease；ferroptosis；endoplasmic reticulum stress；signaling pathway

糖尿病肾病（diabetic kidney disease，DKD）是由

糖尿病引起的慢性肾脏病，是一种严重的糖尿病微

血管并发症[1]。糖尿病在我国的发病率约为 12.4%，

其中 30%~40% 合并慢性肾脏病，最终进展为终末

期肾病（end stage renal disease，ESRD）[2]，严重危害

患者健康。DKD 发病率高、预后不良，临床多以降
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糖、降脂等方案为主，无特异性治疗方案，疗效及预

后较差[3]。DKD发病机制复杂，目前最新研究证实，

铁死亡是 DKD 的重要发病机制[4]，而内质网应激

（endoplasmic reticulum stress，ERS）是导致铁死亡的

原因[5]，在高糖条件下，X盒结合蛋白 1（X-box bind⁃
ing protein 1，XBP1）导致羟甲基戊二酰辅酶 A 还原

酶降解蛋白 1（hydroxymethylglutaryl-goA reductase 
degradation protein 1，Hrd1）转录上调，抑制了核转

录因子 E2 相关因子 2（nuclear factor-erythroid 2-re⁃
lated factor 2，Nrf2）的表达，从而促进DKD中铁死亡

的发展，加重DKD肾脏损害[6-7]。
雷公藤作为植物药，其提取物雷公藤多苷

（multi-glycosides of Tripterygium wilfordii，GTW）可

通过抗炎、改善氧化应激、保护足细胞等作用，进而

减少蛋白尿、保护肾脏、延缓DKD进展[8]。被广泛地

应用于肾病综合征、IgA肾病、糖尿病肾病等疾病的

治疗中，本课题组前期已对其疗效及作用机制进行

了相关研究[9-13]，本研究在其基础上进一步证实了

GTW对DKD大鼠降低尿蛋白、保护肾组织的作用。

目前 GTW 通过 XBP1-Hrd1-Nrf2 轴对 DKD 大鼠的

调控作用尚未得到直接研究证实，但鉴于GTW可调

控内质网应激，且该信号轴是内质网应激的核心通

路。因此本实验拟构建 DKD 大鼠模型，初步探索

GTW基于XBP1-Hrd1-Nrf2信号通路通过改善内质

网应激触发的铁死亡，进而减轻DKD肾脏损害的可

能作用机制，寻求新的治疗方案，延缓 DKD 导致的

ESRD进展，为临床治疗提供新的实验依据。

1　材料与方法

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括雷杜-6100（Rayto-6100，RT-
6100）型酶标检测仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司）、台

式高速冷冻离心机[大龙兴创实验仪器（北京）股份公司]、涡
旋混匀仪（武汉赛维尔生物科技有限公司）、三维冷冻研磨仪

（武汉赛维尔生物科技有限公司）、脱色摇床（钟摆型）（武汉

赛维尔生物科技有限公司）、免疫蛋白印记法（Western blot，
WB）分析软件（武汉赛维尔生物科技有限公司）、实时荧光定

量聚合酶链式反应（real-time fluorescence quantitative PCR，

RT-PCR）反应板（武汉赛维尔生物科技有限公司）、荧光定

量 PCR 仪[伯乐生命医学产品（上海）有限公司]、PCR 仪（北

京东胜创新生物科技有限公司）。

1.2　主要药品与试剂

药物GTW片（批号 230801，规格 10 mg/片），购自江苏美

通制药有限公司；缬沙坦胶囊（代文）（批号 X3156，规格：

80 mg/粒），购自北京诺华制药公司；链脲佐菌素（streptozoto⁃
cin，STZ）（批号：102651899），购自美国 Sigma 公司；MDA 试

剂盒（批号：A003-1），购于南京建成生物工程所；XBP1、
Hrd1 一抗（批号分别为：ab37152、ab170901），购自英国

Abcam公司；Nrf2、溶质载体家族 7成员 1（solute carrier family 
7 member 11，Slc7a11）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione 
peroxidase 4，Gpx4）一抗（批号分别为：GB115673、GB115276、
GB113745）、XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4 二抗（HRP-山

羊抗兔，批号：GB23303）、RIPA 裂解液（批号：G2002）、RNA
提取液（批号：G2008）、氯仿替代物（批号：G3014）、RNA 溶

解液（批号：G3029），以上均购自武汉赛维尔生物科技有限

公司。

1.3　实验动物

健康 SPF 级雄性 SD 大鼠 34 只，体质量（200±20） g，购
自河南省郑州市华兴实验动物养殖场，许可证号：SYXK（豫）

2022-0004。饲养于河南中医药大学第一附属医院中心实

验室动物房，12 h/12 h昼夜交替，相对湿度（50±10）%，室内

恒温 25 ℃。本实验由河南中医药大学第一附属医院伦理审

查委员会批准（批号：YFYDW2024003）。

1.4　方法

1.4.1　动物分组、造模及给药　34只 SPF级雄性 SD 大鼠适

应性喂养 1周后，采用完全随机的方法分为空白组（n=6）与

造模组（n=28），空白组给予普通饲料喂养，造模组予高脂高

糖饲料喂养，共 6 周。第 7 周参考文献报道的造模方法并

根据实际情况建立 DKD 模型。造模组单次腹腔注射 STZ
（35 mg/kg），空白组给予同等剂量柠檬酸钠缓冲液单次腹腔

注射[14]。3 d后尾静脉取血监测血糖，连续喂养2周高脂饲料

后检测 24 h尿蛋白定量（24 hour urinary protein，24 h-UTP），

血糖 3 次≥16.7 mmol/L，24 h 尿蛋白量≥20 mg 且尿糖阳性即

为造模成功[15]。剔除造模失败及死亡大鼠 4 只。将造模成

功的 24只大鼠按照随机数字表法分为模型组（n=8）、缬沙坦

组（n=8）、GTW 组（n=8）。第 10 周起，缬沙坦组给予缬沙坦

胶囊按照 8.33 mg/kg/d 的剂量灌胃给药，GTW 组予 GTW 片

以 6.25 mg/（kg·d）剂量灌胃给药，2 组按照成人用药剂量折

算[16]。空白组和模型组均予等体积的生理盐水灌服。各组

灌胃频率均为每日 1 次，灌胃体积为 10 mg/（kg·d），连续给

药6周。

1.4.2　标本采集　尿液标本采集：给药结束后，将大鼠置于

代谢笼中，禁食不禁水，收集大鼠24 h尿液并记录尿量，标本

离心后取上层清液置于-20 ℃冰箱冻存待检；血生化标本采

集：采用 10%水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠后，腹主动脉取 5~
10 mL 血液，3 000 r/min 离心 15 min 后，取上层血清置于

-20 ℃冰箱保存待检；肾脏组织标本采集：采血后迅速取出

大鼠双肾置于冰生理盐水中，右肾肾门于冠状面切开，经 4%
多聚甲醛固定常温保存待检，剩余部分置于-80 ℃冰箱用于

WB及RT-PCR检测。

1.4.3　大鼠尿液及生化指标检测　采用全自动生化分析仪

检测 24 h-UTP、谷丙转氨酶（alanine aminotransferase，ALT）、
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白蛋白（albumin，ALB）、血肌酐（scrum creatinine，SCr）、血尿

素氮（blood urea nitrogen，BUN）、血糖（blood glucose，GLU）、

总胆固醇（total cholesterol，TC）、甘油三酯（triglyceride，TG）
水平。

1.4.4　苏木素-伊红（hematoxylineosin，HE）染色法观察大鼠

肾组织病理学变化　将置于 4% 多聚甲醛固定的肾组织经

梯度乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、切片后，进行 HE 染

色，通过光学显微镜观察肾脏组织病理变化。

1.4.5　酶联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent as⁃
say，ELISA）检测血清丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平　

离心管盖上盖，用针在盖上扎 1 个小孔，旋涡混匀器混匀，

95 ℃水浴（或用锅开盖煮沸）40 min，取出后流水冷却，然后

3 500~4 000 r/min，离心10 min。取上清 100 μL，523 nm 处，

1 cm光径，蒸馏水调零，测各管吸光度值。若为中度高脂血

症的样本则在测试前使用生理盐水稀释，稀释倍数可为 1∶2
或1∶3。
1.4.6　WB检测大鼠肾组织 XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4
蛋白表达水平　提取各组大鼠适量肾组织，加入 RIPA裂解

液，确保细胞完全裂解，12 000 r/min，4 ℃，离心 10 min，收集

上清，用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测蛋白浓度。金属浴

95 ℃变性 10 min，经 SDS-PAGE蛋白电泳后进行PVDV膜恒

流，300 mA转膜半小时，加入 5 mL 5%脱脂牛奶脱色后室温

封闭 30 min，使用 1∶1 000 稀释后的 XBP1、Hrd1、Nrf2、
Slc7a11、GPx4一抗，4 ℃孵育摇床过夜，回收一抗并用 TBST
洗膜 3次，每次 5 min，加入二抗（1∶3 000）室温孵育 30 min并

加入 TBST 洗脱 3 次，加入 ECL 发光剂显影，应用 AIWBwell
分析软件进行条带灰度分析并计算蛋白表达量。

1.4.7　PT-PCR 检测大鼠肾组织 XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、
Gpx4 mRNA表达水平　提取各组大鼠 5~10 mg肾组织，取研

磨管加入 1 mL的RNA提取液与 3颗 3 mm的研磨珠，将肾组

织放入研磨管中，使用研磨仪充分研磨后，4 ℃下12 000 r/min
离心 10 min后提取上层清液，加入异丙醇混匀，再次 4 ℃下

12 000 r/min 离心 10 min，管底白色沉淀即为 RNA。吸除液

体加入乙醇洗涤沉淀，充分洗涤离心后将液体吸除干净，离

心管置于超净台上吹 3~5 min，加入 15 μL RNA 溶解液溶解

RNA。经逆转录合成 cDNA，以 cDNA为模板进行PCR扩增，

反应条件为 90 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火/延伸

30 s（40个循环），65 ℃~95 ℃每升温 0.5 ℃，采集 1次荧光信

号，以 GAPDH 内参，采用 2-ΔΔCT 法计算 XBP1、Hrd1、Nrf2、
Slc7a11、Gpx4表达水平，具体引物序列见表1。

1.5　统计学方法

数据采用 SPSS 23.0 统计软件进行分析，满足正态分布

的计量资料用均数±标准差（x̄ ± s）表示，各组间比较采用单

因素方差分析法，两两比较采用 LSD 检验。检验水准 α=
0.05。

2　结 果

2.1　各组大鼠24 h-UTP及肝肾功水平

4 组大鼠 24 h-UTP、ALT、BUN、SCr 水平比较差异有统

计学意义（均 P<0.01）。进一步两两比较可得：与空白组相

比，模型组、缬沙坦组、GTW 组大鼠 24 h-UTP、ALT、BUN、

SCr水平明显升高（P<0.01），ALB水平明显降低（P<0.01），提

示造模成功诱导肾功能损伤及肝酶异常；与模型组相比，缬

沙坦组、GTW组 24 h-UTP、ALT、BUN、SCr水平明显降低（P<
0.01），ALB 水平明显升高（P<0.01）；与缬沙坦组相比，GTW
组 24 h-UTP、ALT、BUN、SCr、ALB水平比较差异无统计学意

义（均P>0.01）。见表2。
2.2　各组大鼠血糖、血脂、MDA水平

4 组大鼠 GLU、TC、TG、MDA 水平比较差异有统计学意

义（均P<0.01）。进一步两两比较可得：与空白组相比，模型

组、缬沙坦组、GTW组大鼠GLU、TC、TG、MDA水平明显升高

表 1　引物序列

引物名称

XBP1

Hrd1

Nrf2

Slc7a11

Gpx4

GAPDH

引物序列（5′~3′）
上游：TGGAGCAGCAAGTGGTGGAT
下游：CCAAGCGTGTCCTTAACTCCTG
上游：TTCGTCAGCCACGCTTATCA
下游：CTTGTTGTCCCAGGGGTTCT
上游：GACATCCTTTGGAGGCAAGACAT
下游：TGGGAATGTGGGCAACCTG
上游：GTGTTTGCTGTCTCCAGGTTATTC
下游：GAGTGTGCTTGTGGACGTGAAT
上游：AGGCAGGAGCCAGGAAGTAATC
下游：ACCACGCAGCCGTTCTTATC
上游：CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG
下游：GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

长度（bp）
120

154

268

91

212

138

表 2　各组大鼠 24 h-UTP 及肝肾功水平（x±s）

组别

空白组

模型组

缬沙坦组

GTW组

F值

P值

n

6
8
8
8

24 h-UTP（mg/24 h）
13.12±2.33

42.99±6.55a

23.70±2.70ab

23.88±5.60ab

48.810
<0.001

ALT（U/L）
32.87±1.84

83.84±8.57a

49.51±2.80ab

54.88±7.07ab

90.131
<0.001

ALB（g/L）
28.28±0.84

21.44±1.37a

24.10±2.24ab

24.13±1.08ab

23.319
<0.001

BUN（mmol/L）
8.17±1.47

22.26±2.32a

16.59±1.11ab

16.75±2.44ab

59.734
<0.001

Scr（μmol/L）
22.68±1.32

51.45±5.14a

35.54±3.39ab

36.75±2.44ab

79.90
<0.001

注：a，与空白组比较，P<0.01；b，与模型组比较，P<0.01
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（P<0.01），提示造模成功诱导血脂血糖异常；与模型组相比，

缬沙坦组、GTW 组 GLU、TC、TG、MDA 水平明显降低（P<
0.01）；与缬沙坦组相比，GTW 组 GLU、TC、TG、MDA 水平比

较差异无统计学意义（均P>0.01）。见表3。
2.3　各组大鼠肾脏病理变化

在空白组大鼠中，视野内肾小球分布均匀，肾小球中细

胞数量以及基质均匀，肾小管上皮细胞圆润、饱满，刷状缘排

列整齐规则；肾间质无明显增生；未见明显的炎性细胞浸润。

与空白组比较，模型组视野内较多肾小管上皮水肿，细胞肿

胀，胞质疏松淡染甚至空泡化，少量肾小管萎缩，管腔狭窄，

胞质嗜酸性减弱，少量肾小管扩张，上皮扁平化，管腔内偶见

嗜酸性丝状物，间质可见少量结缔组织增生，可见少量淋巴

细胞散在浸润；偶见肾小球毛细血管淤血扩张，偶见肾小囊

扩张，间隙增大，肾小囊上皮呈立方柱状上皮。与模型组相

比，缬沙坦组与GTW组肾组织病理均有不同程度改善，缬沙

坦组肾脏组织视野内少量肾小管上皮水肿，细胞肿胀，胞质

空泡化，肾小管内偶见脱落的上皮细胞；肾小球中细胞数量

以及基质均匀，间质无明显增生，未见明显的炎性细胞浸润。

GTW组视野内可见少量肾小管上皮水肿，细胞肿胀，胞质空

泡化，少量肾小管扩张，上皮扁平化；偶见肾小球系膜基质增

生，间质无明显增生，未见明显的炎性细胞浸润。见图1。
2.4　各组大鼠肾组织中 XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4 蛋

白表达

4组大鼠XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4蛋白表达水平

比较差异有统计学意义（均 P<0.01）。进一步两两比较可

得：与空白组相比，模型组、缬沙坦组、GTW 组大鼠 XBP1、
Hrd1 蛋白表达明显升高（P<0.01），Nrf2、Slc7a11、Gpx4 蛋白

表达明显降低（P<0.01）；与模型组相比，缬沙坦组、GTW 组

大鼠XBP1、Hrd1蛋白表达明显降低（P<0.01），Nrf2、Slc7a11、
Gpx4蛋白表达明显升高（P<0.01）；与缬沙坦组相比，GTW组

Hrd1蛋白表达明显降低（P<0.01），XBP1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4
水平比较差异无统计学意义（均P>0.01）。见表4、图2。
2.5　各组大鼠肾组织中XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4 mRNA
表达水平

4组大鼠XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4 mRNA表达水

平比较差异有统计学意义（均P<0.01）。进一步两两比较可

得：与空白组相比，模型组、缬沙坦组、GTW 组大鼠 XBP1、
Hrd1 mRNA 表达明显升高（P<0.01），Nrf2、Slc7a11、Gpx4 

表 3　各组大鼠血糖、血脂、MDA 水平（x±s）

组别

空白组

模型组

缬沙坦组

GTW组

F值

P值

n

6
8
8
8

GLU（mmol/L）
9.56±1.43

34.53±2.77a

26.00±4.35ab

27.79±2.44ab

80.80

<0.001

TC（mmol/L）
1.12±0.28

3.14±0.89a

2.13±0.42ab

1.95±0.26ab

16.53

<0.001

TG（mmol/L）
0.63±0.09

2.32±0.72a

1.41±0.25ab

1.41±0.47ab

15.56

<0.001

MDA（μg/L）
2.36±0.73

6.86±0.87a

4.56±0.81ab

4.22±1.02ab

31.51

<0.001
注：a，与空白组比较，P＜0.01；b，与模型组比较，P＜0.01

注：黄色箭头，肾小球；蓝色箭头，肾小管

图 1　HE 染色观察各组大鼠肾组织损伤（200×）

表 4　各组大鼠肾组织中 XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4 蛋白表达情况（x±s）

组别

空白组

模型组

缬沙坦组

GTW组

F值

P值

n

3
3
3
3

XBP1
0.23±0.01

1.02±0.01a

0.64±0.01ab

0.66±0.01ab

4 655.458
<0.001

Hrd1
0.40±0.01

0.95±0.01a

0.68±0.01ab

0.72±0.02abc

1 076.608
<0.001

Nrf2
1.03±0.02

0.60±0.10a

0.81±0.01ab

0.82±0.02ab

35.821
<0.001

Slc7a11
0.71±0.01

0.31±0.02a

0.41±0.01ab

0.42±0.02ab

623.745
<0.001

Gpx4
1.11±0.02

0.52±0.01a

0.81±0.01ab

0.82±0.01ab

1 643.692
<0.001

注：a，与空白组比较，P<0.01；b，与模型组比较，P<0.01；c，与缬沙坦组比较，P<0.01
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mRNA 表达明显降低（P<0.01）；与模型组相比，缬沙坦组、

GTW 组大鼠 XBP1、Hrd1 mRNA 表达明显降低（P<0.01），

Nrf2、Slc7a11、Gpx4 mRNA 表达明显升高（P<0.01）；与缬沙

坦组相比，GTW组XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4水平比较

差异无统计学意义（均P>0.01）。见表5。

3　讨 论

DKD 是严重的糖尿病微血管并发症之一[17]，

DKD的发病机制尚未完全清楚，目前多认为其与肾

小球血流动力学改变、肾素-血管紧张素-醛固酮系

统过度激活、炎症及氧化应激损伤、遗传和表观遗

传失调、内皮细胞损伤和线粒体功能障碍等相

关[18-19]。近年来，越来越多的研究表明高血糖触发

的 ERS 导致的铁死亡在 DKD 的发生发展中发挥着

重要作用[20]。研究表明 GTW 可通过抗炎、免疫抑

制、抗纤维化、改善氧化应激等作用，进而减少尿蛋

白的排泄，降低血肌酐、尿素氮等肾功能指标，保护

和改善肾脏的滤过功能，提高肾脏的生存率，可缓

解肾脏疾病患者的病情恶化[21]。有研究通过纳入

15 篇随机对照试验得出，联合 GTW 可以极大地降

低 DKD 患者 24 h-UTP 水平，其不良反应主要体现

在可耐受的胃肠道反应、肝功能损害（大多数为轻

度）及性腺抑制等，多数可在药物减停后消失[22]。缬

沙坦胶囊为DKD的临床标准治疗药物，其通过抑制

肾素-血管紧张素系统（renin-angiotensin system，

RAS）降低肾小球内压、减少蛋白尿并延缓肾功能恶

化，疗效明确且机制清晰。本研究选用缬沙坦胶囊

作为阳性对照，旨在通过与金标准治疗对比，验证

GTW 对 DKD 大鼠肾脏保护作用是否具有可比性。

本研究结果显示，经GTW治疗后的大鼠 24 h-UTP、
ALT、BUN、SCr、GLU、TC、TG、FBG 水平明显降低，

ALB 水平明显升高；且肾组织病理明显改善，肾小

管上皮水肿与肾小管萎缩减轻，间质增生与炎性浸

润明显改善；说明 GTW 能明显降低 DKD 大鼠的尿

蛋白、改善肾功能指标，并减轻肾脏病理损害，其作

用机制可能与调控XBP1-Hrd1-Nrf2信号通路有关。

内质网（endoplasmic reticulum，ER）真核细胞中

负责蛋白质加工，脂质的合成以及钙离子稳态的维

持的重要场所[23]，而DKD存在高血糖、氧化应激、肾

素-血管紧张素系统激活、脂质代谢障碍等多种因

素[24-25]，极易导致未折叠或错误折叠的蛋白质在内

质网腔聚集，导致内质网蛋白质稳态失衡，进而诱

发 ERS[26]。而未折叠蛋白反应（unfolded protein re⁃
sponse，UPR）的激活可以恢复内质网稳态与细胞活

性[27]，XBP1是 UPR分支上的一个关键性蛋白，发挥

着不可或缺的作用[28]。当ERS发生时，XBP1会被激

活，其剪接体 XBP1s 可转录调控多个下游基因，包

括 E3 泛素连接酶 Hrd1，参与内质网相关蛋白降

解[29]。近期的一些实验研究证实，XBP1的过表达能

够明显上调 Hrd1的表达，两者协同合作，共同维持

内质网的稳态[30]。在本次研究中，通过实验观察发

图 2　各组大鼠肾组织中 XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4 蛋白

表达情况（n=3）

表 5　各组大鼠肾组织中 XBP1、Hrd1、Nrf2、Slc7a11、Gpx4 mRNA 表达情况（x±s）

组别

空白组

模型组

缬沙坦组

GTW组

F值

P值

n

3
3
3
3

XBP1
1.00±0.00

3.50±0.13a

2.01±0.02ab

2.02±0.03ab

700.591

<0.001

Hrd1
1.00±0.00

2.63±0.46a

1.61±0.01ab

1.58±0.02ab

2 265.438

<0.001

Nrf2
1.00±0.00

0.31±0.02a

0.62±0.03ab

0.59±0.02ab

6 104.045

<0.001

Slc7a11
1.00±0.00

0.23±0.02a

0.59±0.01ab

0.61±0.02ab

1 765.517

<0.001

Gpx4
1.00±0.00

0.29±0.02a

0.47±0.02ab

0.49±0.01ab

1 955.667

<0.001
注：a，与空白组比较，P<0.01；b，与模型组比较，P<0.01
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现模型组大鼠的 XBP1、Hrd1 蛋白及 mRNA 表达水

平呈现出明显升高的态势，而缬沙坦组、GTW 组大

鼠的 XBP1、Hrd1 蛋白及 mRNA 表达水平则明显降

低，与既往研究结果一致。由此可以推测，GTW 和

缬沙坦均具有抑制ERS损伤，进而维持内质网稳态

的作用。

有研究表明，高糖环境会导致细胞内产生过多

的活性氧（reactive oxygen species，ROS），引发氧化

应激反应，促使脂质过氧化，进而产生大量MDA[31]。
MDA的积聚反映了细胞内氧化应激的水平，其含量

越高，说明氧化损伤越严重，且 MDA作为脂质过氧

化的标志，其水平升高表明脂质过氧化的发生，而

脂质过氧化是铁死亡的核心特征之一[32]。MDA 可

通过影响铁代谢、破坏细胞内的抗氧化防御系统等

多种途径诱导铁死亡，进而导致细胞死亡，加重肾

脏损伤[33]。本实验中模型组的血清 MDA 水平明显

升高，说明在DKD大鼠中脂质过氧化的发生。而缬

沙坦组、GTW 组的血清 MDA 水平明显降低，说明

GTW 可能通过减少脂质过氧化的产生进而发挥保

护肾脏的作用。Nrf2 是一种具有碱性亮氨酸拉链

结构的转录因子，在 DKD 环境下，Nrf2 的激活可减

少氧化应激对细胞的损伤，从而抑制铁死亡的发

生[34]。有研究表明，Hrd1作为XBP1的下游靶基因，

其启动子区域含有典型的UPR响应元件，XBP1s可
直接结合该元件并促进其下游基因Hrd1转录，并通

过 Co-IP 实验[23]进一步验证了 Hrd1 与 Nrf2 之间存

在直接相互作用，证实Hrd1介导了Nrf2的泛素化修

饰。泛素化位点分析提示，Hrd1可能通过K48连接

的多聚泛素链修饰 Nrf2 的 Kelch 结构域，促进其蛋

白酶体降解，从而削弱 Nrf2 的抗氧化功能[35]，因此

Nrf2 可被看作 XBP1-Hrd1 轴的下游信号。在糖尿

病肾病病理状态下，ERS激活的Hrd1通过抑制Nrf2
的活性和表达，使得细胞内抗氧化防御系统受损，

无法有效清除细胞内过多的ROS和MDA，并影响铁

死亡相关蛋白 Gpx4 和 Slc7a11 的活性，从而促进铁

死亡的发生。Gpx4是体内重要的抗氧化酶之一，在

抑制铁死亡过程中起到核心作用，Gpx4呈现低活或

失活状态是铁死亡所特有的标志特性[36]。Slc7a11
是一种胱氨酸/谷氨酸逆向转运体的组成部分，它主

要负责将细胞外的胱氨酸转运到细胞内，同时将细

胞内的谷氨酸转运到细胞外，其在糖尿病肾病铁死

亡中起到重要的保护作用[37]。Slc7a11 的功能正常

与否会影响 Gpx4的活性。Nrf2、Slc7a11和 Gpx4通

过各自的机制调节细胞内的抗氧化防御系统和脂

质过氧化过程，形成一个相互联系的网络，共同对

抗铁死亡，保护肾脏细胞免受损伤[38]。而 ERS发生

时，XBP1-Hrd1 轴被过分激活，进而抑制 Nrf2 的表

达，而 Nrf2 的沉默进一步降低 Gpx4 和 Slc7a11 的表

达，加快DKD大鼠铁死亡的进展[39]。本实验结果显

示，模型组大鼠的 Nrf2、Slc7a11、Gpx4 蛋白及 Nrf2、
Slc7a11、Gpx4 mRNA 表达水平呈现出明显降低的

态势，而缬沙坦组、GTW 组大鼠的 Nrf2、Slc7a11、
Gpx4蛋白及Nrf2、Slc7a11、Gpx4 mRNA 表达水平则

明显升高，与既往研究结果一致，可初步证实 GTW
在 DKD 大鼠内质网应激触发的铁死亡机制中发挥

作用。

本研究为GTW治疗DKD提供了理论依据。本

课题组及前人的研究证实了 GTW 通过 NLRP3/cas⁃
pase-1/GSDMD、Nrf2/Keap1/ARE等经典通路发挥对

DKD大鼠的保护作用，本研究在前期研究的基础上

发现，GTW 通过激活 XBP1-Hrd1这一核心通路，一

方面通过缓解ERS这一根本病因，从源头上削弱了

NLRP3炎症小体的活化动力，减轻炎症损伤与细胞

焦亡；另一方面通过减少 Nrf2 的泛素化降解，使其

活性正常化，进而减轻氧化应激损伤，与前期研究

结果一致，本研究进一步拓展了 GTW 治疗 DKD 的

作用机制网络。不足的是，本实验仅初步探讨了

GTW 通过调控 XBP1-Hrd1-Nrf2 信号通路对 DKD
大鼠肾组织的保护作用，关于其安全性有待进一步

研究。后续可结合药理学及分子生物学实验，尽可

能减轻GTW的毒副作用，并基于前期研究设置通路

抑制剂组，以进一步验证和细化 GTW 的作用机制，

更加全面地了解 GTW 在抑制 ERS并减少铁死亡发

生中的作用机制。

综上所述，GTW 可能通过抑制 XBP1-Hrd1轴，

减少 Nrf2 的泛素化降解，进而增强 Slc7a11 和 Gpx4
的表达，抑制脂质过氧化和铁死亡，最终延缓 DKD
进展。
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