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当归芍药散对缺氧高糖诱导肾小球内皮细胞
脂毒性损伤的影响
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［摘要］ 目的　基于抑制沉默信息调节因子 1 （Sirt1） 调控缺氧诱导因子 1α （Hif-1α） /内质网应激 （ERS）
轴探讨当归芍药散治疗糖尿病肾脏疾病 （DKD） 的可能作用机制。方法　通过 CCK8法检测小鼠肾小球内皮

细胞 （MRGEC） 在不同浓度当归芍药散干预下的增殖率，筛选当归芍药散干预浓度进行后续实验。将

MRGEC分为缺氧低糖对照组、缺氧高糖模型组、当归芍药散组、厄贝沙坦组、Sirt1抑制剂组、Sirt1抑制剂+
当归芍药散组、ERS 抑制剂组，按照分组分别予对应处理。观察细胞形态，采用流式细胞术检测细胞凋亡

率、细胞内活性氧（ROS）水平，全自动生化仪检测细胞中甘油三酯（TG）和总胆固醇（TC）水平，Western Blot
法检测细胞中 Sirt1、Hif-1α、B细胞淋巴瘤 2 （BCL-2）、磷酸化的蛋白激酶 R样内质网激酶 （p-PERK）、葡萄

糖调节蛋白 78 （GRP78）、激活转录因子 4 （ATF4）、C/EBP 同源蛋白 （CHOP）、分化簇 31 （CD31）、低密度

脂蛋白受体 （VLDLr） 蛋白水平，RT-qPCR 法检测细胞中 GRP78、ATF4、CHOP mRNA 表达，免疫荧光法检

测细胞中 Hif-1α、GRP78、ATF4、CHOP 的表达。结果　筛选出 0. 7 mg/ml浓度的当归芍药散进行后续实验。

缺氧低糖对照组 MRGEC 呈梭形，排列规则且有序；缺氧高糖模型组 MRGEC 胞体缩小，细胞间隙增大，失

去有序排列特征；Sirt1抑制剂组 MRGEC 杂乱分布，细胞间隙更大；当归芍药散组、厄贝沙坦组、Sirt1抑制

剂+当归芍药散组、ERS 抑制剂组上述特征均有所缓解。与缺氧低糖对照组比较，缺氧高糖模型组细胞凋亡

率、细胞内ROS水平升高（P＜0. 05）；细胞中TG、TC水平升高，Sirt1、BCL-2、CD31蛋白水平降低，Hif-1α、

p-PERK、VLDLr 蛋白水平升高，GRP78、ATF4、CHOP 蛋白及 mRNA 表达升高 （P＜0. 05）。与缺氧高糖模

型组比较，Sirt1抑制剂组上述指标更加严重，当归芍药散组、厄贝沙坦组、ERS抑制剂组上述指标有所改善

（P＜0. 05）。与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组比较，当归芍药散组细胞上述指标有所改善 （P＜0. 05）。与 Sirt1
抑制剂组比较，Sirt1抑制剂+当归芍药散组细胞上述指标有所改善 （P＜0. 05）。结论　当归芍药散可以抑制

缺氧高糖诱导的 MRGEC 凋亡，其可能通过靶向 Sirt1 调控 Hif-1α/ERS，从而缓解 MRGEC 的脂毒性损伤，延

缓DKD的进展。

［关键词］  糖尿病肾脏疾病；肾小球内皮细胞；当归芍药散；糖脂代谢；内质网应激；缺氧

糖尿病肾脏疾病（diabetic kidney disease，DKD）

是糖尿病最常见的微血管并发症之一，其病理特征

主要表现为进行性肾小球硬化和肾小管间质纤维

化，并以蛋白尿为主要临床表现，约 20%~40% 的

糖尿病患者最终进展为终末期肾病 ［1］。目前 DKD
治疗的关键环节是降低尿蛋白和保护肾功能 ［2］。近

年研究 ［3-5］ 发现，抑制沉默信息调节因子 1 （Sirt1）
表达可增强缺氧诱导因子 1α （Hif-1α） 引起的氧化

应激和细胞凋亡；高糖环境中 Hif-1α 促进内质网应

激 （ERS） 增强促凋亡信号，触发脂质代谢通路，

这些分子共同参与了 DKD 肾脏损伤的进展。

DKD 属中医学“消渴病肾病”范畴，本病由

于消渴病日久不愈，致“糖毒”弥漫，损伤肾脏络

脉，形成肾络癥瘕，血瘀贯穿疾病始终 ［6］。依据

《糖尿病肾脏疾病中西医结合诊疗指南》［7］，本病早

期、中期中医证候均表现出气虚血瘀。当归芍药散
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出自 《金匮要略》，具有益气健脾、活血化瘀的功

效，与早期、中期 DKD 病机契合 ［8］，治疗早期糖

尿病肾病有显著疗效［9］。本研究从 Sirt1 调控 Hif-1α/
ERS 轴的角度探讨当归芍药散对缺氧高糖条件下小

鼠肾小球内皮细胞 （MRGEC） 的脂毒性损伤的影

响，为当归芍药散临床应用于DKD的治疗提供依据。

1　材料与方法

1. 1　细胞株

MRGEC （货号：WN-10216），购自武汉华尔纳

生物科技有限公司。MRGEC 细胞培养于含 10% 胎

牛血清 （FBS） +1% 双抗的 DMEM 低糖基础培养基

（葡萄糖 5. 5 mmol/L） 中，在 37 ℃、5% CO2饱和湿

度培养箱中培养。

1. 2　药物

当归芍药散 （组成：当归 9 g，白芍 48 g，茯

苓 12 g，白术 12 g，川芎 24 g，泽泻 24 g） 由河北

省中医院中药房提供；厄贝沙坦片 （0. 15 g/片，修

正药业集团，批准文号：国药准字 H20053912）。

1. 3　主要试剂与仪器

Sirt1 抗体 （货号：BS6494）、Hif-1α 抗体 （货

号：BS3514），伯乐生命医学产品 （南京） 有限公

司；分化簇 31 （CD31） 抗体 （货号：GB11063-2-

50）、葡萄糖调节蛋白 78 （GRP78） 抗体 （货号：

GB11098-100），武汉赛维尔生物科技有限公司；

极 低 密 度 脂 蛋 白 受 体 （VLDLr） 抗 体 （货 号 ：

DF13667），爱必信 （上海） 生物科技有限公司；

激活转录因子 4 （ATF4） 抗体 （货号：BS-1531R）、

磷酸化的蛋白激酶 R 样内质网激酶 （p-PERK） 抗

体 （货号：BS-3330R），北京博奥森生物技术有限

公 司 ； B 细 胞 淋 巴 瘤 2 （BCL-2） 抗 体 （货 号 ：

BA0412）、 β - 肌 动 蛋 白 （β -actin） 抗 体 （货 号 ：

A00227-1），武汉博士德生物工程有限公司；C/EBP
同源蛋白 （CHOP） 抗体 （货号：15204-1-AP），普

诺泰生物技术 （上海） 有限公司；HRP 标记山羊

抗兔 IgG 多克隆抗体 （华安生物科技有限公司，货

号 ： HA1001）； DMEM 低 糖 基 础 培 养 基 （货 号 ：

QS-S013）、青霉素-链霉素溶液 （货号：QS-S402）、

胰酶细胞消化液 （货号：QS-S401），旗赛生物科技

（武汉） 有限公司；4-苯基丁酸钠盐 （4-PBA，货

号 ： GC15002）、 Sirt1 抑 制 剂 EX-527 （货 号 ：

GC1063），格莱普生物科技 （上海） 有限公司；细

胞计数试剂盒 （CCK-8，货号：KGA317）、细胞凋

亡检测试剂盒 （货号：KGA107）、活性氧 （ROS）

检测试剂盒 （货号：KGT010-1），南京建成生物工

程研究所有限公司；三赞胶试剂 （Trizol，货号：

R1100），北京索莱宝生物科技有限公司；实时荧

光定量 PCR 试剂盒 （货号：R232），南京诺唯赞生

物科技有限公司。

YP-B 型电子天平，上海力辰仪器科技有限公

司；BK-EL10C 型酶联免疫分析仪，山东博科科技

有限公司；721 型可见分光光度计，上海舜宇恒平

科学仪器有限公司；BS-200 型全自动生化分析仪，

深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司；DYCZ-24DN
型垂直电泳装置，北京市六一仪器厂；Eclipse Ti-S
型倒置显微镜，日本尼康公司；ViiA-7 型实时荧光

定量 PCR 仪、proFlex 型 PCR 扩增仪，美国赛默飞

世尔科技有限公司；CytoFLEX 型流式细胞仪，贝

克曼库尔特有限公司。

1. 4　当归芍药散干预浓度筛选

取处于对数生长期、生长状态良好的 MRGEC，

以每孔 5×103个细胞接种于细胞培养 96 孔板，37 ℃
培养箱 （2% O₂，5% CO₂，93% N₂） 中培养过夜，

次日加入 30 mmol/L 葡萄糖进行高糖干预 ［10］，并在

细胞孔周围孔内加入 200 μl 无菌 PBS，同时分别给

予当归芍药散 0. 7、1. 4、2. 1、2. 8 mg/ml 浓度进行

干预。培养 48 h 后每孔加入 10 μl 细胞计数试剂

（CCK-8），培养 2 h，测定各孔吸光度 （A）。依据

公式计算各组细胞的增殖率：增殖率= （A 处理

组-A 空白值） ÷ （A 正常组-A 空白值） ×100%。A
空白值为未接种细胞、仅含培养基和 CCK-8 空白孔

的吸光度，A 正常组为葡萄糖 5. 5 mmol/L 组的吸光

度。根据增殖率结果，选择对细胞增殖作用最显著

的浓度作为后续实验的干预浓度。

1. 5　细胞培养和分组

取对数生长期、状态良好的 MRGEC 细胞以 5×
105 个/孔密度接种于 6 孔板，每孔加入 2 ml 完全培

养基，置于 37 ℃、5% CO₂培养箱中培养过夜。次

日更换各组对应处理的培养基：1） 缺氧低糖对照

组 （缺氧+葡萄糖 5. 5 mmol/L）；2） 缺氧高糖模型

组 （缺氧+葡萄糖 30. 0 mmol/L）；3） 当归芍药散组

（缺氧+葡萄糖 30. 0 mmol/L+最佳作用浓度的当归芍

药散）；4） 厄贝沙坦组 （缺氧+葡萄糖 30. 0 mmol/L+
厄贝沙坦 10 μmol/L）；5） Sirt1 抑制剂组 （缺氧+葡

萄糖 30. 0 mmol/L+EX-527 2 μmol/L）；6） Sirt1 抑制

剂 + 当 归 芍 药 散 组 （缺 氧 + 葡 萄 糖 30. 0 mmol/L+
EX-527 2 μmol/L+最佳作用浓度的当归芍药散）；

7） ERS 抑制剂组 （缺氧+葡萄糖 30. 0 mmol/L+4PBA 
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2. 5 mmol/L）。各组所用药物和试剂均依据相关文

献及课题组前期实验筛选确定最佳浓度 ［11-12］。所有

处理均在缺氧条件下进行，即将细胞培养板置于缺

氧培养箱 （2% O₂，5% CO₂，93% N₂） 中培养 48 h
以模拟肾小球内缺氧微环境。实验结束后收集细胞

进行后续检测，每组设 3 个复孔。

1. 6　观察指标及方法

1. 6. 1　细胞一般情况　细胞处理期间，使用显微

镜观察细胞形态，包括细胞的贴壁状态、形态是否

发生改变，以及是否出现细胞漂浮、细胞质缩小、

细胞间隙增大、细胞数量变化等。记录各组细胞的

生长速度、密度以及有无死亡细胞或异常形态。若

出现显著差异或异常现象，及时拍照并记录。上述

指标作为细胞处理效果的初步评价依据。

1. 6. 2　流式细胞术检测细胞凋亡率、细胞内 ROS
水平　用胰酶消化收集细胞，用 PBS 将细胞润洗 2
次，4 ℃、1200 r/min、离心半径 10 cm 条件下离心

5 min。分别按照细胞凋亡检测试剂盒、ROS 检测

试剂盒操作说明进行处理，使用流式细胞仪进行

检测。

1. 6. 3　全自动生化仪检测细胞中甘油三酯 （TG）、

总胆固醇 （TC） 水平　细胞经 PBS 洗涤后胰酶消

化，4 ℃、1000 r/min、离心半径 10 cm 条件下离心

5 min 收集细胞。200 μl PBS 重悬，反复冻融裂解

细胞，4 ℃、3000 r/min、离心半径 10 cm 条件下离

心 10 min 取上清，全自动生化仪检测分析。

1. 6. 4　Western Blot 法检测细胞中 Sirt1、VLDLr 及

缺氧和ERS相关蛋白表达　各组细胞吸弃原培养液，

PBS洗涤，加入蛋白裂解液裂解，4 ℃、12 000 r/min、

离心半径 10 cm 条件下离心 10 min 收集蛋白上清，

将蛋白上清于-80 ℃冻存备用。取冻存上清定量蛋

白，配制 10% 十二烷基硫酸钠（SDS）-聚丙烯酰胺

凝胶电泳 （PAGE） 上样电泳，切胶后与预活化聚

偏二氟乙烯 （PVDF） 膜按“海绵-滤纸-膜-胶-滤

纸-海绵”顺序组装转膜。5% 脱脂奶封闭 1~2 h，

孵育一抗（Sirt1、Hif-1α、BCL-2、p-PERK、GRP78、

ATF4、CHOP、CD31、VLDLr 稀释比例为 1∶800，

β-actin 稀释比例为 1∶1000），室温摇床 1~2 h。二

抗按 1∶8000 稀释孵育 1 h，洗脱液洗 4 次。显影

后，用 ImageJ 1. 53k 软件分析条带灰度。将目标蛋

白与 β-actin 灰度值的比值作为校正表达量，并以

缺氧低糖对照组为 1 进行归一化处理。

1. 6. 5　 RT-qPCR 法 检 测 细 胞 中 GRP78、 ATF4、

CHOP mRNA 表达　使用 Trizol 试剂分离各组细胞

总 RNA，提取后检测 RNA的浓度和纯度。取 1 μg总

RNA，按反转录试剂盒说明书合成 cDNA，反应条

件为 50 ℃ 15 min、85 ℃ 5 s、4 ℃ 10 min，进行扩

增。配制反应体系，反应条件为95 ℃预变性10 min、

95 ℃变性 10 s、60 ℃退火延伸 60 s，共循环 40 次。

以 β-actin 为内参，采用 2-ΔΔCt 法计算 mRNA 相对表

达量。引物由生工生物科技有限公司设计合成，序

列见表 1。

1. 6. 6　荧光免疫法检测细胞中 Hif-1α、GRP78、

ATF4、CHOP 水平　取对数生长期 MRGEC 细胞，

PBS 清洗后爬片，4% 多聚甲醛固定，0. 5% Triton 
X-100（PBS配制） 通透5 min。山羊血清封闭30 min，

滴加一抗 （Hif-1α、GRP78、ATF4、CHOP，1∶100）
4 ℃孵育过夜。避光加荧光二抗 （1∶100） 37 ℃孵

育 1 h，DAPI 染核，封片后荧光显微镜下采集分析

图像。荧光图像定量分析采用 ImageJ 1. 53k 软件。

每组随机选取 3 个视野，对每个视野中所有阳性细

胞的平均荧光强度进行统计分析。DAPI 染色用于

细胞计数，荧光强度以单位细胞数进行归一化处理。

1. 7　统计学方法

采用 SPSS 26.  0、GraphPad Prism 8. 0 软件进

行统计分析。符合正态分布的计量资料以均数±标

准差 （x̄±s） 表示，方差齐者多组间比较采用单因

素方差分析和重复测量方差分析，两两比较采用

LSD 法检验；方差不齐者进行 Welch's 方差分析。

不符合正态分布的计量资料以中位数 （上下四分位

数）［M （P25，P75）］ 表示，组间比较采用 Kruskal-
Wallis H 检验，若总体比较有统计学意义，则进一

步 采 用 Bonferroni 法 校 正 进 行 两 两 比 较 。 以 P＜
0. 05 为差异具有统计学意义。

表 1　肾小球内皮细胞中 GRP78、ATF4、CHOP mRNA
引物序列

Table 1　Primers sequences of GRP78，ATF4，and CHOP 
mRNA in glomerular endothelial cells

基因

GRP78

ATF4

CHOP

β-actin

序列 （5'→3'）
上游：ACTTGGGGACCACCTATTCCT
下游：ATCGCCAATCAGACGCTCC
上游：TCGATGCTCTGTTTCGAATG
下游：GGCAACCTGGTCGACTTTTA
上游：CTGGAAGCCTGGTATGAGGAT
下游：CAGGGTCAAGAGTAGTGAAGGT
上游：GGCTGTATTCCCCTCCATCG
下游：CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

长度/bp
134

179

121

154

注：GRP78，葡萄糖调节蛋白 78；ATF4，激活转录因子 4；

CHOP，C/EBP 同源蛋白；β-actin，β-肌动蛋白。
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2　结果

2. 1　当归芍药散最佳干预浓度筛选结果

表 2 示，与浓度为 0 时比较，当归芍药散 0. 7、

1. 4 mg/ml 浓 度 干 预 时 细 胞 增 殖 率 升 高 （P＜
0. 05），其中 0. 7 mg/ml 浓度细胞增殖率最高，故选

择 0. 7 mg/ml 作为干预浓度进行后续实验。

2. 2　各组细胞一般情况比较

图 1 示，缺氧低糖对照组 MRGEC 呈梭形，单

层铺路石样排列，形态饱满规则，细胞间连接紧密

且有序。缺氧高糖模型组 MRGEC 呈现变圆趋势，

胞体缩小，部分呈现不规则椭圆形，边缘欠清晰，

细胞间隙增大，失去有序排列特征。Sirt1 抑制剂组

MRGEC 杂乱分布，大小不一，细胞间失去连接，

间隙更大。当归芍药散组、厄贝沙坦组、Sirt1 抑制

剂+当归芍药散组、ERS 抑制剂组上述特征均有不

同程度缓解。

2. 3　各组细胞凋亡率、细胞内ROS水平比较

表 3 示，与缺氧低糖对照组比较，缺氧高糖模

型 组 细 胞 凋 亡 率 、 细 胞 内 ROS 水 平 升 高 （P＜
0. 05）；与缺氧高糖模型组比较，当归芍药散组、

厄贝沙坦组、ERS 抑制剂组细胞凋亡率、细胞内

ROS 水平降低 （P＜0. 05），Sirt1 抑制剂组细胞凋

亡率、细胞内 ROS 水平升高 （P＜0. 05）；与 Sirt1
抑制剂+当归芍药散组比较，当归芍药散组细胞凋

亡率、细胞内 ROS 水平降低 （P＜0. 05）；与 Sirt1
抑制剂组比较，Sirt1 抑制剂+当归芍药散组细胞凋

亡率、细胞内 ROS 水平降低 （P＜0. 05）。

2. 4　各组细胞中TG、TC水平比较

表 4 示，与缺氧低糖对照组比较，缺氧高糖模

型组细胞中 TG、TC 水平升高 （P＜0. 05）；与缺氧

高糖模型组比较，当归芍药散组、厄贝沙坦组、

ERS 抑制剂组细胞中 TG、TC 水平降低，Sirt1 抑制

剂组细胞中 TG、TC 水平升高 （P＜0. 05）；与 Sirt1
抑制剂+当归芍药散组比较，当归芍药散组细胞中

TG、TC 水平降低 （P＜0. 05）；与 Sirt1 抑制剂组比

较，Sirt1 抑制剂+当归芍药散组细胞中 TG、TC 水

平降低 （P＜0. 05）。

2. 5　各组细胞中 Sirt1、VLDLr 及缺氧和 ERS 相关

蛋白水平比较

表 5 示，与缺氧低糖对照组比较，缺氧高糖模

型组细胞中 Sirt1、BCL-2 蛋白表达降低，Hif-1α 蛋

白表达升高 （P＜0. 05）。与缺氧高糖模型组比较，

表 2　不同浓度当归芍药散干预下细胞增殖率比较

Table 2　Comparison of cell proliferation rates under different 
concentrations of DSP intervention （x̄±s）

当归芍药散浓度/mg·ml-1

0
0. 7
1. 4
2. 1
2. 8

复孔数

3
3
3
3
3

增殖率/%
71. 36±6. 39
88. 16±3. 17a）

85. 48±2. 68a）

81. 39±3. 01
72. 42±2. 05

注：a） 与浓度为 0 时比较，P＜0. 05。

注：红色箭头示细胞呈现变圆趋势，胞体缩小；黄色箭头示细胞呈现不规则椭圆形，边缘欠清晰；绿色箭头示细胞间隙增大；蓝色箭头

示失去有序的排列特征。

图 1　各组细胞显微镜下一般情况比较 （×100）
Figure 1　Comparison of cell proliferation rates under different concentrations of DSP intervention （×100）
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当归芍药散组、厄贝沙坦组细胞中 Sirt1、BCL-2 蛋

白 表 达 升 高 ， Hif-1α 蛋 白 表 达 降 低 （P＜0. 05）；

ERS 抑制剂组细胞中 BCL-2 蛋白表达升高，Hif-1α
蛋白表达降低 （P＜0. 05）；Sirt1 抑制剂组细胞中

Sirt1、BCL-2 蛋白表达降低，Hif-1α 蛋白表达升高

（P＜0. 05）。与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组比较，

当归芍药散组细胞中 Sirt1、BCL-2 蛋白表达升高，

Hif-1α 蛋白表达降低 （P＜0. 05）。与 Sirt1 抑制剂

组比较，Sirt1 抑制剂+当归芍药散组细胞中 Sirt1、

BCL-2 蛋白表达升高，Hif-1α 蛋白表达降低 （P＜
0. 05）。各组细胞 Sirt1、Hif-1α、BCL-2 蛋白电泳图

见图 2。

表 6 示，与缺氧低糖对照组比较，缺氧高糖模

型组细胞中 p-PERK、GRP78、ATF4、CHOP蛋白表

达升高 （P＜0. 05）；与缺氧高糖模型组比较，当

归芍药散组、厄贝沙坦组、ERS 抑制剂组细胞中上

表 3　各组细胞凋亡率、细胞内 ROS 水平比较

Table 3　Comparison of apoptosis rate and intracellular ROS levels among groups （x̄±s）

组别

缺氧低糖对照组

缺氧高糖模型组

当归芍药散组

厄贝沙坦组

Sirt1 抑制剂组

Sirt1 抑制剂+当归芍药散组

ERS 抑制剂组

复孔数

3
3
3
3
3
3
3

细胞凋亡率/%
14. 16±0. 30
25. 13±1. 04a）

19. 17±0. 70b） c）

16. 25±1. 01b）

32. 70±1. 59b） c）

23. 84±0. 58
17. 11±0. 73b）

ROS 水平

23 354. 47±2209. 95
92 653. 07±2117. 15a）

60 213. 57±1752. 32b） c）

42 921. 73±1269. 07b）

143 946. 03±2036. 03b） c）

75 818. 13±1472. 75
52 003. 23±1498. 89b）

注：ROS，活性氧。

a） 与缺氧低糖对照组比较，P＜0. 05；b） 与缺氧高糖模型组比较，P＜0. 05；c） 与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组比较，P＜0. 05。

表 4　各组细胞中 TG、TC 水平比较

Table 4　Comparison of intracellular TG and TC levels 
among groups （mmol/L，x̄±s）

组别

缺氧低糖对照组

缺氧高糖模型组

当归芍药散组

厄贝沙坦组

Sirt1 抑制剂组

Sirt1 抑制剂+当归芍药散组

ERS 抑制剂组

复孔

数

3
3
3
3
3
3
3

TG
0. 14±0. 02
0. 47±0. 05a）

0. 29±0. 02b） c）

0. 25±0. 02b）

0. 60±0. 05b） c）

0. 38±0. 03
0. 35±0. 06b）

TC
0. 44±0. 04
1. 24±0. 07a）

0. 85±0. 05b） c）

0. 74±0. 05b）

1. 61±0. 09b） c）

1. 11±0. 10
1. 03±0. 06b）

注：TG，甘油三酯；TC，总胆固醇。

a） 与缺氧低糖对照组比较，P＜0. 05；b） 与缺氧高糖模型组

比较，P＜0. 05；c） 与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组比较，P＜0. 05。
注：Sirt1，沉默信息调节因子 1；Hif-1α，缺氧诱导因子 1α； 

BCL-2，B 细胞淋巴瘤 2；β-actin，β-肌动蛋白。

图 2　各组细胞中 Sirt1、Hif-1α、BCL-2 蛋白电泳图

Figure 2　Electrophoretic bands of Sirt1，Hif-1α，and BCL-2 
proteins in each group

表 5　各组细胞中 Sirt1、Hif-1α、BCL-2 蛋白相对表达量比较

Table 5　Comparison of the relative expression levels of Sirt1，Hif-1α，and BCL-2 proteins among groups （x̄±s）

组别

缺氧低糖对照组

缺氧高糖模型组

当归芍药散组

厄贝沙坦组

Sirt1 抑制剂组

Sirt1 抑制剂+当归芍药散组

ERS 抑制剂组

复孔数

3
3
3
3
3
3
3

Sirt1
1. 00±0. 09
0. 46±0. 03a）

0. 77±0. 02b） c）

0. 79±0. 03b）

0. 24±0. 03b） c）

0. 58±0. 05
0. 54±0. 08

Hif-1α
1. 01±0. 15
4. 05±0. 12a）

2. 07±0. 19b） c）

1. 27±0. 12b）

4. 79±0. 47b） c）

2. 76±0. 13
1. 33±0. 27b）

BCL-2
1. 00±0. 07
0. 37±0. 04a）

0. 65±0. 02b） c）

0. 80±0. 06b）

0. 21±0. 02b） c）

0. 48±0. 01
0. 84±0. 06b）

注：Sirt1，沉默信息调节因子 1；Hif-1α，缺氧诱导因子 1α；BCL-2，B 细胞淋巴瘤 2。

a） 与缺氧低糖对照组比较，P＜0. 05；b） 与缺氧高糖模型组比较，P＜0. 05；c） 与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组比较，P＜0. 05。
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述蛋白表达降低，Sirt1 抑制剂组细胞中上述蛋白表

达升高 （P＜0. 05）；与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组

比较，当归芍药散组细胞中上述蛋白表达降低 （P
＜0. 05）；与 Sirt1 抑制剂组比较，Sirt1 抑制剂+当

归芍药散组细胞中上述蛋白表达降低 （P＜0. 05）。

各组细胞 p-PERK、GRP78、ATF4、CHOP蛋白电泳

图见图 3。

表 7 示，与缺氧低糖对照组比较，缺氧高糖模

型组细胞中 CD31 蛋白表达降低、VLDLr 蛋白表达

升高 （P＜0. 05）；与缺氧高糖模型组比较，当归

芍 药 散 组 、 厄 贝 沙 坦 组 、 ERS 抑 制 剂 组 细 胞 中

CD31 蛋白表达升高、VLDLr 蛋白表达降低，Sirt1
抑制剂组细胞中 CD31 蛋白表达降低、VLDLr 蛋白

表达升高 （P＜0. 05）；与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散

组比较，当归芍药散组细胞中 CD31 蛋白表达升高、

VLDLr 蛋白表达降低 （P＜0. 05）；与 Sirt1 抑制剂

组比较，Sirt1 抑制剂+当归芍药散组细胞中 CD31
蛋白表达升高、VLDLr 蛋白表达降低 （P＜0. 05）。

各组细胞 CD31、VLDLr 蛋白电泳图见图 4。

2. 6　各组细胞中 GRP78、ATF4、CHOP mRNA 表

达比较

表 8 示，与缺氧低糖对照组比较，缺氧高糖模

型组细胞中 GRP78、ATF4、CHOP mRNA 表达升高

注：p-PERK，磷酸化的蛋白激酶 R 样内质网激酶；GRP78，

葡萄糖调节蛋白 78；ATF4，激活转录因子 4；CHOP，C/EBP 同源

蛋白；β-actin，β-肌动蛋白。

图 3　各组细胞中 p-PERK、GRP78、ATF4、CHOP
蛋白电泳图

Figure 3　Electrophoretic bands of p-PERK，GRP78，ATF4，

and CHOP proteins in each group
注：CD31，分化簇 31；VLDLr，极低密度脂蛋白受体；

β-actin，β-肌动蛋白。

图 4　各组细胞中 CD31、VLDLr 蛋白电泳图

Figure 4　Electrophoretic bands of CD31 and VLDLr proteins 
in each group

表 7　各组细胞中 CD31、VLDLr 蛋白相对表达量比较

Table 7　Comparison of the relative expression levels of CD31 
and VLDLr proteins among groups （x̄±s）

组别

缺氧低糖对照组

缺氧高糖模型组

当归芍药散组

厄贝沙坦组

Sirt1 抑制剂组

Sirt1 抑制剂+当归芍药散组

ERS 抑制剂组

复孔

数

3
3
3
3
3
3
3

CD31
1. 00±0. 09
0. 45±0. 01a）

0. 73±0. 02b） c）

0. 84±0. 05b）

0. 28±0. 01b） c）

0. 55±0. 01
0. 87±0. 08b）

VLDLr
1. 02±0. 07
3. 18±0. 14a）

2. 11±0. 21b） c）

1. 73±0. 13b）

3. 77±0. 06b） c）

2. 62±0. 05
1. 88±0. 18b）

注：CD31，分化簇 31；VLDLr，极低密度脂蛋白受体。

a） 与缺氧低糖对照组比较，P＜0. 05；b） 与缺氧高糖模型组

比较，P＜0. 05；c） 与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组比较，P＜0. 05。

表 6　各组细胞中 p-PERK、GRP78、ATF4、CHOP 蛋白相对表达量比较

Table 6　Comparison of the relative expression levels of p-PERK，GRP78，ATF4，and CHOP proteins among groups （x̄±s）

组别

缺氧低糖对照组

缺氧高糖模型组

当归芍药散组

厄贝沙坦组

Sirt1 抑制剂组

Sirt1 抑制剂+当归芍药散组

ERS 抑制剂组

复孔数

3
3
3
3
3
3
3

p-PERK
0. 98±0. 07
3. 72±0. 30a）

2. 41±0. 04b） c）

1. 35±0. 08b）

4. 19±0. 14b） c）

3. 12±0. 07
1. 52±0. 12b）

GRP78
0. 99±0. 09
2. 54±0. 06a）

1. 86±0. 06b） c）

1. 21±0. 01b）

2. 94±0. 03b） c）

2. 25±0. 14
1. 41±0. 13b）

ATF4
0. 99±0. 04
3. 13±0. 18a）

2. 10±0. 07b） c）

1. 43±0. 27b）

3. 69±0. 26b） c）

2. 69±0. 12
1. 61±0. 15b）

CHOP
0. 99±0. 05
3. 72±0. 27a）

2. 35±0. 39b） c）

1. 91±0. 25b）

4. 83±0. 15b） c）

3. 33±0. 28
1. 96±0. 10b）

注：p-PERK，磷酸化的蛋白激酶 R 样内质网激酶；GRP78，葡萄糖调节蛋白 78；ATF4，激活转录因子 4；CHOP，C/EBP 同源蛋白。

a） 与缺氧低糖对照组比较，P＜0. 05；b） 与缺氧高糖模型组比较，P＜0. 05；c） 与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组比较，P＜0. 05。
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（P＜0. 05）；与缺氧高糖模型组比较，当归芍药散

组 、 厄 贝 沙 坦 组 、 ERS 抑 制 剂 组 细 胞 中 GRP78、

ATF4、CHOP mRNA 表达降低，Sirt1 抑制剂组上述

指标升高 （P＜0. 05）；与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散

组比较，当归芍药散组细胞中上述指标降低 （P＜
0. 05）；与 Sirt1 抑制剂组比较，Sirt1 抑制剂+当归

芍药散组细胞中上述指标降低 （P＜0. 05）。

2. 7　各组细胞中 Hif-1α、GRP78、ATF4、CHOP
水平比较

表 9 示，与缺氧低糖对照组比较，缺氧高糖模

型组细胞中 Hif-1α、GRP78、ATF4、CHOP 水平升

高 （P＜0. 05）；与缺氧高糖模型组比较，当归芍药

散组、厄贝沙坦组、ERS 抑制剂组上述指标均降

低，Sirt1 抑制剂组细胞中 ATF4、CHOP 水平升高

（P＜0. 05）；与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组比较，

当归芍药散组上述指标降低 （P＜0. 05）；与 Sirt1
抑制剂组比较，Sirt1 抑制剂+当归芍药散组上述指

标降低 （P＜0. 05）。各组细胞中 Hif-1α、GRP78、

ATF4、CHOP 免疫荧光图见图 5。

3　讨论

DKD 是糖尿病最常见的微血管并发症之一，

DKD 的发病机制涉及多因素相互作用，其中高血

糖环境是核心驱动因素，肾组织缺氧也是 DKD 发

展的重要机制之一 ［1］。在 DKD 进展中，Sirt1 活性

降低使 Hif-1α 持续激活，引起氧化应激反应，并进

一步促进脂质累积，导致肾脏细胞的脂毒性损伤及

细胞凋亡 ［13-14］。另有研究显示，Hif-1α/ERS 轴存在

联合调控过程，缺氧与高糖微环境协同驱动 Hif-1α
的异常活化，进而通过多维度分子机制与 ERS 相

互作用 ［15-16］。持续高糖刺激时，Hif-1α 与缺氧反应

元件 （HRE） 的特异性结合促进 GRP78 转录，形

成正反馈环路加重未折叠蛋白反应，还可通过激活

ATF4-CHOP 轴增强促凋亡信号 ［17-18］。在 DKD 缺氧

高糖模型中，ERS 与 Hif-1α 之间形成双向调控网

络，ERS 通过未折叠蛋白反应激活的多个信号通路

可影响 Hif-1α 的稳定性与功能活性 ［19］。蛋白激酶 R
样内质网激酶 （PERK） /真核起始因子 2α （eIF2α）

信号通路中磷酸化的 eIF2α 在抑制全局蛋白合成的

同时，选择性增强 ATF4 翻译，后者通过直接结合

Hif-1α 基因的 HRE 增强其转录 ［20］。ERS 激活的 c-

Jun 氨基末端激酶 （JNK） 通路可通过磷酸化修饰

Hif-1α 蛋白第 63 位丝氨酸残基，增强 Hif-1α 介导

表 9　各组细胞中 Hif-1α、GRP78、ATF4、CHOP 免疫荧光表达比较

Table 9　Comparison of immunofluorescence expression levels of Hif-1α，GRP78，ATF4，and CHOP among groups ［M （P25，P75）］

组别

缺氧低糖对照组

缺氧高糖模型组

当归芍药散组

厄贝沙坦组

Sirt1 抑制剂组

Sirt1 抑制剂+当归芍药散组

ERS 抑制剂组

复孔数

3
3
3
3
3
3
3

Hif-1α
0. 99 （0. 98，1. 01）
2. 59 （2. 59，2. 66） a）

1. 78 （1. 72，1. 81） b） c）

1. 57 （1. 47，1. 64） b）

2. 65 （2. 65，2. 66） c）

2. 41 （2. 36，2. 50）
1. 99 （1. 74，2. 03） b）

GRP78
0. 96 （0. 96，1. 02）
3. 19 （3. 08，3. 23） a）

2. 19 （2. 14，2. 23） b） c）

1. 33 （1. 32，1. 48） b）

3. 43 （3. 36，3. 61） b） c）

2. 48 （2. 37，2. 49）
1. 10 （1. 10，1. 11） b）

ATF4
0. 99 （0. 96，1. 03）
3. 04 （3. 03，3. 09） a）

2. 04 （1. 92，2. 25） b） c）

1. 55 （1. 54，1. 64） b）

3. 77 （3. 68，4. 01） b） c）

2. 76 （2. 74，3. 14）
1. 64 （1. 55，1. 7） b）

CHOP
0. 98 （0. 98，1. 01）
3. 08 （2. 97，3. 17） a）

1. 92 （1. 89，1. 98） b） c）

1. 75 （1. 74，1. 76） b）

3. 88 （3. 61，4. 11） b） c）

2. 76 （2. 64，2. 90）
1. 48 （1. 47，1. 71） b）

        注：Hif-1α，缺氧诱导因子 1α；GRP78，葡萄糖调节蛋白 78；ATF4，激活转录因子 4；CHOP，C/EBP 同源蛋白。

a） 与缺氧低糖对照组比较，P＜0. 05；b） 与缺氧高糖模型组比较，P＜0. 05；c） 与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组比较，P＜0. 05。

表 8　各组细胞中 GRP78、ATF4、CHOP mRNA 表达比较

Table 8　Comparison of GRP78，ATF4，and CHOP mRNA expression among groups （x̄±s）

组别

缺氧低糖对照组

缺氧高糖模型组

当归芍药散组

厄贝沙坦组

Sirt1 抑制剂组

Sirt1 抑制剂+当归芍药散组

ERS 抑制剂组

复孔数

3
3
3
3
3
3
3

GRP78
0. 89±0. 09
3. 88±0. 39a）

2. 55±0. 26b） c）

2. 00±0. 24b）

5. 15±0. 48b） c）

3. 20±0. 29
1. 64±0. 16b）

ATF4
1. 01±0. 12
4. 07±0. 35a）

2. 53±0. 23b） c）

2. 00±0. 20b）

5. 03±0. 40b） c）

3. 42±0. 31
1. 51±0. 19b）

CHOP
1. 01±0. 15
4. 54±0. 42a）

2. 49±0. 27b） c）

1. 82±0. 21b）

5. 66±0. 42b） c）

3. 26±0. 33
1. 73±0. 18b）

注：GRP78，葡萄糖调节蛋白 78；ATF4，激活转录因子 4；CHOP，C/EBP 同源蛋白。

a） 与缺氧低糖对照组比较，P＜0. 05；b） 与缺氧高糖模型组比较，P＜0. 05；c） 与 Sirt1 抑制剂+当归芍药散组比较，P＜0. 05。
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的纤维化相关基因表达，并触发脂质代谢通路 ［21］。

本研究观察当归芍药散是否可通过靶向 Sirt1，联合

调 控 Hif-1α/ERS 轴 ， 达 到 改 善 MRGEC 细 胞 脂 毒

性，并抑制缺氧高糖模型MRGEC细胞凋亡的作用。

本研究结果显示，缺氧高糖模型组细胞凋亡率

增高，而 Sirt1 抑制剂组细胞凋亡率较缺氧高糖模

型组细胞更高，提示 Sirt1 活性与细胞凋亡呈负相

关。检测细胞内 ROS 含量发现，缺氧高糖模型组

ROS 升高，提示高糖负荷放大了缺氧条件下的氧化

应激。Sirt1 抑制剂组的 ROS 表达较缺氧高糖模型

组增加进一步提示了 Sirt1 依赖性去乙酰化活性在

维护氧化应激稳态中发挥关键作用，当归芍药散

组、厄贝沙坦组较缺氧高糖模型组比较及 Sirt1 抑

制剂+当归芍药散组较 Sirt1 抑制剂组比较上述指标

均有不同程度的减轻。检测各组细胞 TG、TC，缺

氧高糖模型组两项指标均升高，Sirt1 抑制剂组的升

幅最为明显，印证 Sirt1 抑制会加剧缺氧诱导的脂

质沉积，Sirt1 抑制剂+当归芍药散组可在一定程度

上逆转此模型下的脂代谢紊乱。Western Blot、RT-

qPCR、免疫荧光结果提示，缺氧高糖损伤降低细

胞中 Sirt1、CD31、BCL-2 蛋白水平，并伴随 Hif-1α、

VLDLr 上调，Sirt1 抑制剂组趋势更加显著，CD31

注：Merge，各指标和 DAPI 染色的重合图；Hif-1α，缺氧诱导因子 1α；GRP78，葡萄糖调节蛋白 78；

ATF4，激活转录因子 4；CHOP，C/EBP 同源蛋白。

图 5　各组细胞中 Hif-1α、GRP78、ATF4、CHOP 免疫荧光图 （×400）
Figure5　Immunofluorescence images of Hif-1α，GRP78，ATF4，and CHOP in each group （×400）
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作为内皮细胞的标志物，其与 BCL-2 蛋白水平共同

下降体现了细胞的损伤及凋亡 ［22］。当归芍药散组、

厄贝沙坦组的干预均能不同程度逆转上述改变，提

示该信号轴在药物干预中的关键地位。缺氧高糖模

型组细胞 p-PERK、GRP78、ATF4 与 CHOP 蛋白、

mRNA 表达均升高，提示 ERS 被激活。ERS 抑制剂

组中 4-PBA 可有效减轻细胞凋亡，降低细胞内 ROS
含量。ERS 抑制剂组细胞中 TG 与 TC 降低，提示缓

解 ERS 对脂质稳态的重要调节作用。ERS 抑制剂组

Sirt1蛋白水平未升高，但较缺氧高糖模型组 Hif-1α、

CHOP 蛋白表达降低，证明 ERS 与缺氧之间存在紧

密关系，二者共同诱发细胞的凋亡，同时进一步强

调了 Sirt1 在此通路中的上游地位。

综上，Sirt1 作为核心调控因子，通过去乙酰化

作用影响 Hif-1α 稳定性，Hif-1α 与 ERS 互相作用致

使脂代谢紊乱，上述多靶点调控作用共同构成当归

芍药散改善 MRGEC 脂毒性的分子基础，为当归芍

药散干预 DKD 提供了依据。未来需要更多高质量

的临床研究验证其在真实世界中的疗效和最佳应用

方案。
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Effects of Danggui Shaoyao Powder （当归芍药散） on Lipotoxic Injury in Hypoxia and High Glucose-Induced 
Glomerular Endothelial Cells
LI Ruijia1，2， ZHANG Qianqian2， LI Jing2， WANG Zixuan1，2， GUO Shilong1，2， DONG Wen3， GUO Dengzhou2

1.  Graduate School，Hebei University of Chinese Medicine，Shijiazhuang，050200；2.  Hebei Hospital of Traditional Chinese Medicine；

3.  The First Hospital of Hebei Medical University
ABSTRACT Objective　To investigate the potential mechanism of Danggui Shaoyao Powder （当归芍药散， DSP） 
in the treatment of diabetic kidney disease （DKD） based on the regulatory role of silent information regulator 1 （Sirt1） 
on hypoxia-inducible factor 1α （Hif-1α） and endoplasmic reticulum stress （ERS）.   Methods　The proliferation rate 
of mouse glomerular endothelial cells （MRGECs） under different concentrations of DSP was measured using the CCK-8 
assay to determine the optimal intervention concentration for subsequent experiments.  MRGECs were divided into the 
following groups： hypoxia-low glucose control， hypoxia-high glucose model， DSP， irbesartan， Sirt1 inhibitor， Sirt1 
inhibitor + DSP， and ERS inhibitor.  Cells in each group received corresponding treatments.  Morphological changes 
were observed microscopically.  Apoptosis rate and intracellular reactive oxygen species （ROS） levels were measured 
by flow cytometry； intracellular triglyceride （TG） and total cholesterol （TC） levels were assessed using an automated 
biochemical analyzer.  Western Blotting was performed to detect protein levels of Sirt1， Hif-1α， B-cell lymphoma 2 

（BCL-2）， phosphorylated protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase （p-PERK）， glucose-regulated protein 
78 （GRP78）， activating transcription factor 4 （ATF4）， C/EBP homologous protein （CHOP）， cluster of differentia⁃
tion 31 （CD31）， and very low-density lipoprotein receptor （VLDLr）.  mRNA expression of GRP78， ATF4， and 
CHOP was determined by RT-qPCR， and the expression of Hif-1α， GRP78， ATF4， and CHOP was visualized by im⁃
munofluorescence.   Results　 The optimal DSP concentration was determined to be 0. 7 mg/ml.  In the hypoxia-low 
glucose control group， MRGECs showed spindle-like morphology and regular alignment.  In contrast， the hypoxia-

high glucose model group exhibited cell shrinkage， widened intercellular spaces， and disordered arrangement.  Cells 
in the Sirt1 inhibitor group displayed more severe disorganization， while these morphological alterations were alleviated 
in the DSP， irbesartan， Sirt1 inhibitor + DSP， and ERS inhibitor groups.  Compared with the hypoxia-low glucose con⁃
trol group， the hypoxia-high glucose model group showed significantly increased apoptosis rate and intracellular ROS 
levels （P＜0. 05）， elevated TG and TC levels， decreased Sirt1， BCL-2， and CD31 protein expression， increased 
Hif-1α， p-PERK， and VLDLr protein levels， and upregulated GRP78， ATF4， and CHOP protein and mRNA expres⁃
sion （P＜0. 05）.  Compared with the hypoxia-high glucose model group， these changes were further aggravated in the 
Sirt1 inhibitor group but significantly improved in the DSP， irbesartan， and ERS inhibitor groups （P＜0. 05）.  
Compared with the Sirt1 inhibitor + DSP group， the DSP group showed better improvements in all the above indices 

（P＜0. 05）.  Compared with the Sirt1 inhibitor group， the Sirt1 inhibitor + DSP group also exhibited significant ame⁃
lioration in these parameters （P＜0. 05）.   Conclusion　DSP inhibits apoptosis of MRGECs induced by hypoxia and 
high glucose， possibly by targeting Sirt1 to regulate the Hif-1α/ERS axis， thereby alleviating lipotoxic injury and 
delaying the progression of DKD.
Keywords diabetic kidney disease； glomerular endothelial cells； Danggui Shaoyao Powder （当归芍药散）； glucose 
and lipid metabolism； endoplasmic reticulum stress； hypoxia
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