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[摘要] 　 为探讨参芪地黄汤对高糖诱导人肾小管上皮细胞( HK-2)铁死亡及核因子 E2 相关因子 2( nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2,Nrf2) / 血红素氧合酶 1(heme
 

oxygenase
 

1,HO-1) / 谷胱甘肽过氧化物酶( glutathione
 

peroxidase
 

4,GPX4)轴的

影响及其潜在机制。 构建高糖诱导 HK-2 细胞损伤模型,制备参芪地黄汤含药血清;筛选参芪地黄汤含药血清的最佳浓度及

干预时间,将 HK-2 分为正常组,高糖组,参芪地黄汤低、中、高剂量组。 各组细胞干预后,检测细胞增殖率,观察细胞形态和线

粒体超微结构,检测细胞内活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)、亚铁离子(Fe2+ )、谷胱甘肽(glutathione,GSH)和丙二醛( ma-
londialdehyde,MDA)水平,检测细胞内 Nrf2、HO-1、GPX4 和 xCT 蛋白的表达。 筛选出 10%参芪地黄汤干预 24

 

h 为最佳剂量与

干预时间,与高糖组比较,参芪地黄汤高剂量组促进高糖诱导的 HK-2 增殖;与高糖组比较,参芪地黄汤低、中、高剂量组细胞

排列紧密,细胞数量增加,改善梭形纤维样为鹅卵石样形态,且改善线粒体膜和嵴的形态结构;抑制 ROS 升高,改善过氧化损

伤;降低 Fe2+ 、MDA 水平,升高 GSH 水平,抑制铁死亡脂质过氧化损伤;激活抗氧化通路,上调 Nrf2、HO-1、xCT 和 GPX4 蛋白的

表达。 总之,参芪地黄汤含药血清在体外能抑制高糖诱导 HK-2 铁死亡,其机制与抗氧化作用和激活 Nrf2 / HO-1 / GPX4 信号轴

有关。
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[Abstract]　 This
 

study
 

aims
 

to
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

on
 

high-glucose
 

induced
 

ferroptosis
 

and
 

the
 

nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2
 

( Nrf2) / heme
 

oxygenase-1
 

( HO-1) / glutathione
 

peroxidase
 

4
 

( GPX4)
 

axis
 

in
 

human
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cells
 

( HK-2)
 

and
 

to
 

clarify
 

the
 

underlying
 

mechanism.
 

The
 

cell
 

injury
 

model
 

was
 

established
 

by
 

exposing
 

HK-2
 

to
 

high
 

glucose,
 

and
 

the
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction-medicated
 

serum
 

was
 

prepared.
 

The
 

optimal
 

concentration
 

and
 

intervention
 

time
 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

were
 

determined.
 

HK-2
 

were
 

divided
 

into
 

normal,
 

high
 

glucose,
 

and
 

low-,
 

medium-,
 

and
 

high-dose
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

groups.
 

After
 

interventions,
 

the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

in
 

each
 

group
 

was
 

determined
 

and
 

the
 

cell
 

morphology
 

and
 

mitochondrial
 

ultrastructure
 

were
 

observed.
 

Then,
 

the
 

levels
 

of
 

intracellular
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

( ROS),
 

ferrous
 

ion
 

( Fe2+ ),
 

glutathione
 

(GSH),
 

and
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

and
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

Nrf2,
 

HO-1,
 

GPX4,
 

and
 

xCT
 

were
 

measured.
 

The
 

optimal
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concentration
 

and
 

intervention
 

time
 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction-medicated
 

serum
 

were
 

determined
 

to
 

be
 

10%
 

and
 

24
 

h,
 

respectively.
 

Compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose
 

group,
 

high-dose
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

promoted
 

the
 

proliferation
 

of
 

HK-2.
 

The
 

cells
 

in
 

the
 

low-,
 

medium-,
 

and
 

high-dose
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

groups
 

presented
 

tight
 

arrangement,
 

an
 

increased
 

cell
 

count,
 

improved
 

morphology
 

from
 

a
 

spindle-fiber
 

shape
 

to
 

a
 

cobblestone
 

shape,
 

and
 

improved
 

morphology
 

and
 

structure
 

of
 

mitochondrial
 

membrane
 

and
 

cristae,
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

high
 

glucose
 

group.
 

Meanwhile,
 

all
 

the
 

doses
 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

inhibited
 

ROS
 

elevation
 

to
 

mitigate
 

the
 

peroxidation
 

damage,
 

lowered
 

the
 

Fe2+
 

and
 

MDA
 

levels
 

and
 

elevated
 

the
 

GSH
 

level
 

to
 

inhibit
 

lipid
 

peroxidation,
 

and
 

activated
 

the
 

antioxidant
 

pathway
 

to
 

upregulate
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

Nrf2,
 

HO-1,
 

xCT,
 

and
 

GPX4.
 

In
 

conclusion,
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction-medicated
 

serum
 

can
 

inhibit
 

high-glucose
 

induced
 

ferroptosis
 

of
 

HK-2
 

in
 

vitro,
 

which
 

involves
 

the
 

antioxidant
 

effect
 

and
 

the
 

activation
 

of
 

the
 

Nrf2 / HO-1 / GPX4
 

pathway.
[Key
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Dihuang
 

Decoction; ferroptosis; Nrf2 / HO-1 / GPX4
 

pathway
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研究发现, 很多糖尿病肾病 ( diabetic
 

kidney
 

disease,DKD)患者不出现微量持续蛋白尿,却有肾

功能减退[1] 。 糖尿病患者肾组织病理活检发现,肾
小管损伤比肾小球病变更常见。 因此,DKD 患者肾

小管损伤可能与肾小球和微血管病变同时出现[2] 。
铁死亡是近年被发现的一种新型程序性细胞死

亡,参与包括 DKD 在内的人类各种疾病的炎症和氧

化过程[3] 。 细胞内铁稳态对细胞存活至关重要,而
铁过载会导致胞内发生芬顿反应,导致谷胱甘肽

(GSH)活性减弱,脂质过氧化物堆积,从而促进细胞

铁死亡[4] 。 研究发现,DKD 小鼠铁死亡途径的脂质

氧化物水平增加,抗氧化酶水平降低,并在模型小鼠

肾小管组织中检测到了这一变化[5] ,且在高糖培养的

人肾近端小管细胞中发现了类似变化[6] 。
具有益气养阴,补脾益肾功效的参芪地黄汤在

DKD 患者治疗中有良好的临床疗效[7-8] 。 基于 DKD
患者肾小管损伤可能与其主要病理改变同时出现,
而铁死亡介导这一过程,且参芪地黄汤临床上能改

善 DKD 患者症状,由此笔者提出“参芪地黄汤可能

通过抗细胞铁死亡途径,改善 DKD 患者肾小管损

伤”这一假说,并通过以下实验验证。
1　 材料

1. 1　 动物　 SPF 级雄性大鼠 10 只,体质量 250 ~ 280
 

g,购自湖南斯莱克景达实验有限公司,实验动物许可

证号 SCXK (湘) 2019-0004,合格证号 43072722110
2125637。 大鼠饲养于湖南中医药大学第一附属医院

实验动物中心(温度 21~26
 

℃,湿度 50% ~ 70%,12
 

h
光照 / 黑暗均匀交替),动物自由进食和饮水。 实验经

过湖南中医药大学第一附属医院伦理委员会严格审

查通过,伦理审查号 ZYFY20210813-04。
1. 2　 细胞　 人肾皮质近曲小管上皮细胞(HK-2,批

号 CL-0109)购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
1. 3　 药物　 参芪地黄汤由黄芪(批号 NG22031302)
15

 

g, 熟地黄 ( 批号 2209013 ) 15
 

g, 山药 ( 批号

NG22022705)9
 

g,茯苓(批号 NG22030701)9
 

g,牡丹

皮(批号 20220310)9
 

g,山茱萸(批号 HH22021301)
9

 

g,人参(批号 2209293)6
 

g 组成,以上药材均购自

湖南中医药大学第一附属医院中药房,经鉴定均符

合《中国药典》2020 年版规定。
1. 4　 试剂 　 DMEM / F12

 

细胞培养基(美国赛默飞

世尔科技公司,批号 C11330500BT);青霉素-链霉素

溶液、胎牛血清(武汉普诺赛生命科技有限公司,批
号 PB180120、 164210-50); 0. 25% 胰蛋白酶-EDTA
(美国赛默飞世尔科技公司,批号 25200-072);cell

 

counting
 

kit-8( CCK-8) 试剂盒(美国艾普拜生物公

司,批号 K1075);谷胱甘肽( GSH)检测试剂盒(武

汉伊 莱 瑞 特 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司, 批 号

E-BC-K030-M);脂质氧化物(MDA)检测试剂盒(上

海碧云天生物技术有限公司,批号 S0131S);活性氧

(ROS)检测试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司,
批号 S0033S);锇酸(长沙艾碧维生物科技有限公司,

 

批号 AWI0136);BCA 蛋白定量试剂盒(上海碧云天

生物技术有限公司,批号 P0012);Nrf2 抗体(江苏亲

科生物研究中心,批号 AF0639);HO-1 抗体(江苏亲

科生物研究中心有限,批号 AF5393);GPX4 抗体[艾
博抗(上海)贸易有限公司,批号 ab125066];xCT 抗体

[艾博抗(上海)贸易有限公司,批号 ab307601];β-ac-
tin(Cell

 

Signaling
 

Technology 公司,批号 3700s);HRP
辣根酶标记山羊抗兔、小鼠 IgG 抗体[艾博抗(上海)
贸易有限公司,批号 Ab6721、Ab6789]。
1. 5　 仪器　 SW-CJ-2F 型超净工作台(中国苏州安泰

公司);HeracellTM
 

150i 型恒温培养箱(美国 Thermo 公
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司);D1524R 型台式高速冷冻型微量离心机(中国

DragonLab 公司);Spark 多功能酶标仪(瑞士 TECAN
公司);小型垂直电泳槽、转印槽、电泳仪、凝胶成像系

统(美国 Bio-Rad 公司);Vert. A1 型倒置荧光显微镜

(德国 ZEISS 公司);PVDF 膜(美国 Millipore 公司);
JEM1400 型透射电镜(日本电子株式会社)。
2　 方法

2. 1　 细胞培养　 HK-2 用含 10%胎牛血清、1%青霉

素-链霉素溶液的 DMEM / F12 培养基培养于 37
 

℃ 、
5%

 

CO2 恒温培养箱中。 当细胞密度达到 80%时,
消化传代,根据实验需要进行后续操作。
2. 2　 参芪地黄汤含药血清的制备　 参芪地黄汤含

药血清制备[9] :所有中药饮片在 10 倍的冷蒸馏水中

浸泡 1
 

h,加热煮沸后再煎 40
 

min,过滤后再用 8 倍

蒸馏水煎煮,合并 2 次滤液在旋转蒸发仪中浓缩到

生药质量浓度为 1. 0
 

g·mL-1药液,4
 

℃ 保存。 10 只

SD 大鼠适应性喂养 7
 

d 后,随机分成空白组和参芪

地黄汤组,每组 5 只。 参照《药理实验方法学》 [10]人

和大鼠体表面积法(200
 

g 大鼠药物剂量是 70
 

kg 人

药物剂量的 0. 018 倍),计算参芪地黄汤大鼠给药剂

量。 参芪地黄汤组予以 2 倍参芪地黄汤临床等效剂

量(12. 96
 

g·kg-1 ) 灌胃,空白组予以等体积生理盐

水灌胃,2 组均连续灌胃 7
 

d。 末次给药 2
 

h 后,予以

3%戊巴比妥钠(30
 

mg·kg-1 )腹腔注射麻醉大鼠,普
通真空管腹主动脉采血。 将血清静置 2

 

h 后,3
 

000
 

r·min-1离心 15
 

min 获取参芪地黄汤含药和空白血

清,于 56
 

℃灭活 30
 

min 后滤过分装。
2. 3　 CCK-8 筛选参芪地黄汤含药血清最佳干预浓

度与时间　 为筛选参芪地黄汤含药血清对 HK-2 的

最佳干预浓度与时间,并排除空白血清对细胞活性

的干扰,取对数生长期 HK-2 按照 5×103 个 / 孔接种

于 96 孔板,每孔加入 100
 

μL 完全培养基,分组如

下:对照组、空白组(10%空白血清)、2. 5%参芪地黄

汤含药血清组、5%参芪地黄汤含药血清组、7. 5%参芪

地黄汤含药血清组、10%参芪地黄汤含药血清组、20%
参芪地黄汤含药血清组,每组 6 个复孔,孵育 24、
48

 

h。 每孔加入 10
 

μL
 

CCK-8,恒温培养箱孵育 1
 

h
后采用多功能酶标仪测定各孔吸光度(A450 nm ),计算

细胞存活率。
2. 4　 高糖诱导 HK-2 细胞损伤模型的构建 　 查阅

文献后[11-12] ,采用含 30
 

mmol·L-1葡萄糖的 DMEM /
F12 培养基培养 HK-2

 

24
 

h,以构建 HK-2 高糖细胞

损伤模型,正常组予以含 5. 5
 

mmol·L-1 葡萄糖的

DMEM / F12 培养基培养。
2. 5　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 增殖及细胞形

态的影响 　 取对数生长期正常与高糖 HK-2 按照

2. 5×103 个 / 孔接种于 96 孔板,每孔 100
 

μL,分组如

下:正常组、高糖组、参芪地黄汤低剂量组(2. 5%含

药血清)、参芪地黄汤中剂量组(5%含药血清)、参
芪地黄汤高剂量组(10%含药血清),每组 6 个复孔。
除正常组外各组均为高糖诱导的 HK-2,孵育一定时

间后,每孔加入 10
 

μL
 

CCK-8,恒温培养箱培养 1
 

h
后采用酶标仪测定各孔 A450 nm,计算细胞增殖率,并
在倒置荧光显微镜下拍照观察细胞形态的变化。
2. 6　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 线粒体超微结

构的影响　 细胞培养及干预同 2. 5 项下方法,收集

各组 HK-2 样本。 2. 5%中性戊二醛 4
 

℃固定 6
 

h 后

PBS 洗涤 6 次(每次 30
 

min);1%锇酸固定 2
 

h 后

PBS 洗涤 3 次(每次 10
 

min);梯度脱水后在环氧丙

烷、环氧树脂中浸泡 2
 

h;纯环氧树脂包埋后入烤箱

烘烤(40
 

℃ / 12
 

h、60
 

℃ / 48
 

h),最后切片、电子染

色,使用 JEM1400 型透射电子显微镜观察细胞线粒

体超微结构。
2. 7　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 内 ROS 水平的

影响　 分组同 2. 5 项下方法,收集各组 HK-2 样本。
采用含 DCFH-DA 探针的 ROS 试剂盒检测高糖诱导

HK-2 内 ROS 水平,各组 HK-2
 

PBS 洗涤 3 次后加入

2
 

mL
 

DCFH-DA 荧光探针工作液(1 ∶ 2
 

000)孵育 20
 

min,经洗涤、消化、离心、重悬后使用倒置荧光显微

镜观察拍照,ImageJ 软件计算荧光强度。
2. 8　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 内 Fe2+ 水平的

影响　 分组同 2. 5 项下方法,收集各组 HK-2 样本。
采用 FerroOrange 亚铁离子荧光探针试剂盒(上海懋

康生物科技有限公司,批号 MX4559-24UG)检测细

胞内 Fe2+ 含量,各组 HK-2
 

PBS 洗涤 3 次后加入

1
 

μmol·L-1
 

FerroOrange 工作液孵育 30
 

min,使用倒

置荧光显微镜观察拍照,ImageJ 软件计算荧光强度。
2. 9　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 内 GSH、MDA
水平的影响　 分组同 2. 5 项下方法,收集各组 HK-2
样本。 严格按照试剂盒说明书检测细胞内 GSH、
MDA 水平,采用酶标仪检测 A( GSH 检测波长 412

 

nm、MDA 检测波长 532
 

nm),计算 GSH、MDA 含量。
2. 10　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 内 Nrf2、HO-1、
GPX4 蛋白表达的影响 　 分组同 2. 5 项下方法,收

9335



2023 年 10 月
  

第 48 卷第 19 期 Vol. 48,
 

No. 19 October,
 

2023

集各组 HK-2 样本。 采用含 1%蛋白酶抑制剂的 RI-
PA 裂解液提取细胞总蛋白,BCA 试剂盒蛋白定量

调平后进行 SDS-PAGE 电泳,转膜至 PVDF 膜后 5%
脱脂牛奶室温封闭 1

 

h,分别孵育 Nrf2(1 ∶ 10
 

000)、
HO-1( 1 ∶ 3

 

000)、GPX4 ( 1 ∶ 5
 

000)、β-actin ( 1 ∶
5

 

000)一抗过夜。 TBST 洗涤 3 次(每次 10
 

min)后

加入山羊抗体(1 ∶ 5
 

000)二抗孵育 60
 

min。 TBST
洗涤 3 次后化学发光法显影,ImageJ 软件进行相对

定量分析,以上实验均重复 3 次。
2. 11　 统计分析　 采用 SPSS

 

25. 0 软件进行统计学

分析,统计描述以均数±标准差( �x±s)表示,组间比

较符合正态及方差齐性,采用单因素方差分析 LSD
法两两比较;仅符合正态分布而不满足方差齐性,采
用 Welch 单因素方差分析;不满足正态分布时,采用

Kruskal-Wallis 非参数检验,P< 0. 05 为差异有统计

学意义。
3　 结果

3. 1　 参芪地黄汤含药血清对 HK-2 活性的影响 　
CCK-8 法检测细胞活性,与对照组比较,空白组及

2. 5%、5%、7. 5%、10%参芪地黄汤含药血清组干预

24、48
 

h 均对 HK-2 活性无影响,20%参芪地黄汤含

药血清干预 24、48
 

h 均抑制 HK-2 活性(P<0. 05),
见图 1,故后续实验选用 10%参芪地黄汤干预 24

 

h
为最佳剂量与干预时间。

A. 干预 24
 

h;B. 干预 48
 

h;与对照组比较∗P<0. 05。

图 1　 参芪地黄汤对 HK-2 活性的影响( �x±s,n= 6)
Fig. 1　 Effects

 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

HK-2
 

( �x±s,n= 6)

3. 2　 参芪地黄汤含药血清对高糖诱导 HK-2 增殖

的影响　 CCK-8 检测细胞增殖,与正常组比较,高糖

组抑制 HK-2 增殖(P<0. 05);与高糖组比较,参芪

地黄汤高剂量组促进高糖诱导的 HK-2 增殖(P <
0. 05),见表 1。

表 1　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 增殖率的影响(�x±s,n=6)
Table

 

1　 Effects
 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

on
 

the
 

prolifera-
tion

 

rate
 

of
 

HK-2
 

exposed
 

to
 

high
 

glucose
 

( �x±s,n= 6)
组别 剂量　 　 增殖率 / %

正常 10%空白血清 100. 00±0. 03
高糖 30

 

mmol·L-1葡萄糖 52. 76±0. 081)

参芪地黄汤 2. 5%含药血清 62. 42±0. 05
5%含药血清 73. 62±0. 03
10%含药血清 80. 73±0. 042)

　 注:与正常组比较1) P<0. 05;与高糖组比较2) P<0. 05。

3. 3　 参芪地黄汤含药血清对高糖诱导 HK-2 形态

的影响　 倒置荧光显微镜观察各组 HK-2 形态,发
现正常组 HK-2 排列紧密且数量多,呈“鹅卵石样”
外观,高糖组 HK-2 排列疏松且间隙较大,转变为长

“梭形纤维样”细胞;而参芪地黄汤低、中、高剂量组

能以剂量依赖性改善高糖诱导 HK-2 密度、数量和

形态,见图 2。

A. 正常组;B. 高糖组;C. 参芪地黄汤低剂量组(2. 5%含药血清);D.
参芪地黄汤中剂量组(5%含药血清);E. 参芪地黄汤高剂量组(10%
含药血清)(图 3 ~ 7 同)。

图 2　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 形态的影响( ×10)
Fig. 2　 Effects

 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

on
 

the
 

morphology
 

of
 

HK-2
 

exposed
 

to
 

high
 

glucose
 

( ×10)

3. 4　 参芪地黄汤含药血清对高糖诱导 HK-2 线粒

体超微结构的影响　 电镜检测是判断细胞铁死亡

的金标准。 透射电子显微镜观察各组 HK-2 线粒

体超微结构,发现高糖诱导 HK-2 中,线粒体外膜

破裂,线粒体膜密度增加,线粒体嵴减少甚至消

失,而参芪地黄汤含药血清能改善线粒体形态结

构,见图 3。
3. 5　 参芪地黄汤含药血清对高糖诱导 HK-2 内

ROS 水平的影响 　 DCFH-DA 探针检测各组 HK-2
内 ROS 水平,见图 4。 与正常组比较,高糖组 ROS
水平升高(P<0. 05),高糖诱导 HK-2 过氧化水平增
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图 3　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 线粒体超微结构的影响

Fig. 3　 Effects
 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

on
 

the
 

mitochond-
rial

 

ultrastructure
 

of
 

HK-2
 

exposed
 

to
 

high
 

glucose

高;与高糖组比较,参芪地黄汤低、中、高剂量组均能

抑制高糖诱导的 HK-2 过氧化(P<0. 05)。 结果表

明,参芪地黄汤含药血清能有效改善高糖诱导的

HK-2 过氧化损伤,且具有剂量依赖性。

与正常组比较#P<0. 05;与高糖组比较∗P<0. 05(图 5 ~ 7 同)。

图 4　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 内 ROS 水平的影响

(免疫荧光,×40;�x±s,n= 3)
Fig. 4 　 Effects

 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

on
 

intracellular
 

ROS
 

levels
 

in
 

HK-2
 

exposed
 

to
 

high
 

glucose
 

( immunofluore-
scence,

 

×40;�x±s,n= 3)

3. 6　 参芪地黄汤含药血清对高糖诱导 HK-2 内

Fe2+水平的影响　 FerroOrange 亚铁离子荧光探针检

测各组 HK-2 内 Fe2+ 水平,见图 5。 与正常组比较,
高糖组 Fe2+水平升高(P<0. 05);与高糖组比较,参
芪地黄汤中、高剂量组含药血清均能抑制高糖诱导

的 HK-2
 

Fe2+水平(P<0. 05),而低剂量组虽然也降

低了 Fe2+的水平,但差异无统计学意义。 结果提示,
参芪地黄汤能有效改善高糖诱导的 HK-2

 

Fe2+ 水平

升高。
3. 7　 参芪地黄汤含药血清对高糖诱导 HK-2 内

GSH、MDA 水平的影响 　 各组细胞干预后, GSH、

图 5 　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 内 Fe2+ 水平的影响

(免疫荧光,×40;�x±s,n= 3)
Fig. 5　 Effects

 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

on
 

the
 

Fe2+
 

levels
 

in
 

HK-2
 

exposed
 

to
 

high
 

glucose
 

( immunofluorescence,
 

× 40;
�x±s,n= 3)

MDA 结果见图 6。 与正常组比较,高糖组 GSH 水平

下降(P<0. 05)、MDA 水平升高(P<0. 05);与高糖

组比较,参芪地黄汤高剂量组能升高 GSH 水平(P<
0. 05)、降低 MDA 水平(P<0. 05),参芪地黄汤中剂

量组升高 GSH 水平(P<0. 05),但降低 MDA 水平差

异无统计学意义,参芪地黄汤低剂量组对 GSH、
MDA 作用均不明显。

图 6　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2 内 GSH、MDA 水平的影

响( �x±s,n= 3)
Fig. 6 　 Effects

 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

on
 

the
 

GSH
 

and
 

MDA
 

levels
 

in
 

HK-2
 

exposed
 

to
 

high
 

glucose
 

( �x±s,n= 3)

3. 8　 参芪地黄汤含药血清对高糖诱导 HK-2 内

Nrf2、HO-1、GPX4 和 xCT 蛋白表达的影响　 Western
 

blot 结果见图 7。 与正常组比较,高糖组 Nrf2、HO-
1、GPX4 和 xCT 蛋白表达均下降(P<0. 05);与高糖

组比较,参芪地黄汤低、中、高剂量组 Nrf2、HO-1、
GPX4 和 xCT 蛋白表达均上调(P<0. 05),表明高糖能

够抑制 Nrf2 / HO-1/ GPX4 抗氧化轴的功能,而参芪地

黄汤含药血清能呈剂量依赖性逆转高糖对 Nrf2 / HO-
1/ GPX4 通路的抑制,从而发挥抗氧化作用。
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图 7　 参芪地黄汤对高糖诱导 HK-2
 

Nrf2、HO-1、GPX4 蛋白表达的影响( �x±s,n= 3)
Fig. 7　 Effects

 

of
 

Shenqi
 

Dihuang
 

Decoction
 

on
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

Nrf2,
 

HO-1,
 

and
 

GPX4
 

in
 

HK-2
 

exposed
 

to
 

high
 

glucose
 

( �x±s,
n= 3)

4　 讨论

高糖诱导 HK-2 铁死亡是 DKD 发生发展的关

键环节[13] 。 铁死亡是一种铁依赖性的新型细胞程

序性死亡[14] ,Fe2+的积累会导致 system
 

xc- 被抑制,
半胱氨酸向胞内转运减少[15] ,伴随谷胱甘肽耗竭及

GPX4 等活性下降,脂质过氧化物( MDA 等)不能通

过 GPX4 催化的谷胱甘肽还原酶代谢反应而累积,
导致 ROS 过载介导脂质过氧化,诱导细胞程序性死

亡[16] 。 长期高糖环境下肾小管上皮细胞不同程度

损伤和纤维化,肾小管肥大且重吸收尿液及分泌功

能障碍,导致 DKD 发生发展。 研究发现[17] ,DKD 患

者肾活检样本中铁死亡相关蛋白(SLC7A11、GPX4)
较非 DKD 患者低,恩格列净可促进 AMPK 介导的

Nrf2 激活途径抑制高糖诱导的 HK-2 铁死亡。 Nrf2 /
HO-1 / GPX4 轴与 ROS 过载介导的脂质过氧化密切

相关,Nrf2 作为抗氧化系统主要转录因子调节蛋白,
ROS 过载后激活 Nrf2 入核促进抗氧化酶 HO-1 转

录,发挥抗氧化保护作用[18] 。
临床上,参芪地黄汤对治疗 DKD 有一定疗效,

杜小梅等[8]对 160 例 DKD 患者进行临床观察,发现

参芪地黄汤能够改善 DKD 患者症状,减轻蛋白尿,
保护肾功能。 刘芬等[19] 对参芪地黄汤治疗Ⅲ ~ Ⅳ
期 DKD 患者疗效进行 Meta 分析,发现试验组尿蛋

白、尿素氮和血肌酐等指标均优于对照组。 因此,本
研究建立了高糖诱导的 HK-2 细胞损伤模型,模拟

DKD 患者肾小管损伤,并基于 Nrf2 / HO-1 / GPX4 轴

探讨参芪地黄汤对该模型的影响。
本研究以参芪地黄汤 2 倍临床等效剂量予大鼠

灌胃,并制备含药血清进行干预,含药血清毒性试验

结果发现,10%参芪地黄汤含药血清干预 HK-2
 

24
 

h
能够达到不影响细胞活性的最大血药浓度。 由此,
设置参芪地黄汤低剂量组(2. 5%含药血清)、参芪

地黄汤中剂量组(5%含药血清)和参芪地黄汤高剂

量组(10%含药血清)分别模拟 1 / 2、1、2 倍临床等效

剂量,并设置正常组和高糖组对比 HK-2 的病理

变化。
首先,电镜下对比高糖组和正常组 HK-2 形态,

发现高糖组 HK-2 排列疏松且间隙较大,转变为长

“梭形纤维样”细胞。 随后,电子显微镜观察正常组

和高糖组的线粒体超微结构,发现高糖诱导 HK-2
后,线粒体外膜破裂,线粒体膜密度增加,线粒体嵴

减少甚至消失。 由此,怀疑高糖造成了 HK-2 铁死

亡。 为了充分验证这一假设,在分子层面对比了正

常组和高糖组细胞内 ROS、Fe2+ 、GSH 和 MDA 水平,
发现高糖组除 GSH 明显低于正常组外,其余各项指

标均明显高于正常组(P<0. 05)。 蛋白层面,发现高
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糖组铁死亡相关蛋白 xCT、GPX4 均较正常组高表

达。 可以确定高糖干预 HK-2
 

24
 

h 成功建立了肾小

管细胞损伤铁死亡模型,为验证参芪地黄汤对该模

型的影响,使用参芪地黄汤高、中、低剂量的含药血

清干预该细胞模型 24
 

h,发现参芪地黄汤能够呈剂

量依赖性促进高糖诱导 HK-2 增殖,改善细胞形态

及线粒体超微结构,且随着参芪地黄汤含药血清浓

度的增加,高糖诱导 HK-2 内 ROS 含量逐渐下降,细
胞内 Fe2+及 MDA 水平降低,GSH 水平升高,蛋白印

迹法检测到 xCT 和 GPX4 也随含药血清浓度的增加

而表达上调。 因此推测,参芪地黄汤能够通过促进

高糖诱导的 HK-2 中 system
 

xc-的活化,升高 GSH 含

量,增加 GPX4 的生成,从而还原细胞中的 MDA,导
致 Fe2+和 ROS 积累减少,限制细胞发生铁死亡。 最

后,为了验证参芪地黄汤发挥的保护机制与 Nrf2 /
HO-1 / GPX4 通路有关,对正常组、高糖组、参芪地黄

汤低、中、高剂量组 Nrf2 / HO-1 / GPX4 通路相关蛋白

表达进行检测,Western
 

blot 结果显示,与高糖组比

较,参芪地黄汤能上调 Nrf2、HO-1、GPX4 和 xCT 蛋

白表达, 证明参芪地黄汤通过激活 Nrf2 / HO-1 /
GPX4 抗氧化轴,抑制了高糖诱导的 HK-2 铁死亡。
HUANG

 

D 等[20]研究发现毛蕊花素能阻断高糖诱导

HK-2 内 GSH、 GPX4 的 降 低, LDH、 ROS、 MDA、
NCOA4 的升高,减轻了高糖诱导的细胞活力降低,
在高糖诱导的 DKD 中起保护作用。 WANG

 

Y
 

H
等[21]检测 85 例 DKD 患者的肾活检临床组织样本,
发现 GPX4 在 DKD 患者 HK-2 中高表达,与蛋白尿

[相关系数( r) = -0. 42]、尿白蛋白 / 肌酐比值( r =
-0. 40)、血肌酐 ( r = - 0. 59)、肾小球滤过率 ( r =
-0. 66)、硬化肾小球百分比 ( r = - 0. 42) 相关,是

DKD 严重程度和进展的独立预后因子。 高糖诱导

HK-2 损伤激活 Nrf2 / HO-1 抗氧化轴,Nrf2 直接调节

HO-1 启动子活性,HO-1 表达升高催化血红素分解

代谢成 Fe2+ 、NO、胆绿素,清除 ROS 以抵御过氧化损

伤。 JIN
 

T 等[22] 也发现,Nrf2 上调可以抑制糖尿病

相关铁死亡的发生。
综上所述,参芪地黄汤可减轻高糖诱导 HK-2

损伤,其作用机制可能是参芪地黄汤激活 Nrf2 /
HO-1 / GPX4 抗氧化轴, 上调 Nrf2、 HO-1、 xCT 和

GPX4 蛋白表达,降低细胞内 Fe2+ 、MDA 水平,升高

GSH 水平,改善 ROS 过氧化损伤,优化线粒体膜和

嵴超微结构,保护高糖诱导 HK-2 铁死亡损伤。 总

之,参芪地黄汤在体外能抑制高糖诱导 HK-2 铁死

亡,其机制与抗氧化作用和激活 Nrf2 / HO-1 / GPX4
信号轴有关。
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