
４０　　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４２卷　第１期　２０２６年１月（总第４４７期）　　　　

柯里拉京通过转录因子７影响足细胞氧化应激
及凋亡缓解糖尿病肾病的研究
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｃｏｒｉｌａｇｉｎ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｂｙ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ
ｐｏｄｏｃｙｔｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ７

基金项目：第七批全国老中医药专家学术经验

继承工作基金资助项目（２０２２－
２４０８）；２０２３年青海‘昆仑英才’中青
年科技人才托举工程基金资助项目

（２０２３ＱＨＳＫＸＲＣＴＪ４２）；青海省藏医
院院级科研基金资助项目（ＺＹＫＹ－
２０２４－１０）

作者简介：桑乾才让（１９８３－），男，副主任医师，
主要从事藏医特色诊疗与优势病种

防治研究

通信作者：李先加，教授，博士生导师

ＭＰ：１３５１９７０４０８７
Ｅ－ｍａｉｌ：Ｓｅｎｇｃｈｅｎ１２０２＠１２６ｃｏｍ

桑乾才让１ａ，２ａ，扎西措２ｂ，

慕晓旭２ｂ，才让吉３，李先加１ｂ

（１青海大学 ａ藏医学院；ｂ藏医药教研室，

青海 西宁 ８１００１６；２青海省藏医院 ａ内科；ｂ

药剂科，青海 西宁 ８１００１６；３成都中医药大学

民族医药学院，四川 成都６１１１３７）

ＳＡＮＧＱｉａｎ－ｃａｉｒａｎｇ１ａ，２ａ，
ＺＨＡＸｉ－ｃｕｏ２ｂ，ＭＵＸｉａｏ－ｘｕ２ｂ，
ＣＡＩＲａｎｇ－ｊｉ３，ＬＩＸｉａｎ－ｊｉａ１ｂ

（１ａＣｏｌｌｅｇｅｏｆＴｉｂｅｔａｎＭｅｄｉｃｉｎｅ；ｂ
ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＴｉｂｅｔａｎＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｑｉｎｇｈａｉ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｘｉｎｉｎｇ ８１００１６， Ｑｉｎｇｈａｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ；２ａＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
ＩｎｔｅｒｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ； ｂ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｐｈａｒｍａｃｙ，ＱｉｎｇｈａｉＴｉｂｅｔａｎＨｏｓｐｉｔａｌ，
Ｘｉｎｉｎｇ ８１００１６， Ｑｉｎｇｈａｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｃｈｉｎａ；３ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＥｔｈｎｉｃＭｅｄｉｃｉｎｅ，
ＣｈｅｎｇｄｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１１１３７， Ｓｉｃｈｕａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ）

摘要：目的　探讨柯里拉京（ｃｏｒｉｌａｇｉｎ）影响高糖诱导足细胞氧化应激及凋亡缓
解糖尿病肾病（ＤＮ）的可能作用机制。方法　将对数生长期 ＭＰＣ５细胞分为
５组：对照组（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖）、模型组（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖）、ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组
（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖和５０μＭ的ｃｏｒｉｌａｇｉｎ处理）、ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组（转染
ｐｃＤＮＡ３１后３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖和 ５０μＭ的 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ处理）和 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋
ｐｃＤＮＡ３１－转录因子７（ＴＣＦ７）组（转染 ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７后３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡
萄糖和ｃｏｒｉｌａｇｉｎ５０μＭ处理）。用实时荧光定量聚合酶链反应法检测长链非编
码ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）ＴＣＦ７的表达；用末端脱氧核苷酸转移酶 ｄＵＴＰ缺口末端标记
法检测凋亡率；用蛋白质印迹法检测切割型半胱天冬酶（Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ）－９、
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３、糖原合成酶激酶３β（ＧＳＫ３β）／核因子 Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）
信号通路相关蛋白的表达；用２′，７′－二氯荧光素二乙酸酯荧光探针法检测活性
氧（ＲＯＳ）的水平；用免疫荧光法检测肾病蛋白（Ｎｅｐｈｒｉｎ）和足突蛋白（Ｐｏｄｏｃｉｎ）
的表达。结果　对照组、模型组、ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组、ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组和
ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７组的细胞凋亡率分别为 （５７２±０４９）％、
（３１１４±５４６）％、（１７０１±２７５）％、（１６２１±２８３）％和（２５８０±３４２）％，
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９相对表达水平分别为１００±０１１、３９１±０４１、２４３±０２９、
２４９±０３３和 ３８８±０３７，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３相对表达水平分别为
１００±００８、５０４±０６３、３３５±０４８、３２９±０４５和４７８±０５６，ＲＯＳ相对表达
水平分别为１００±０１４、６２７±１１６、２２９±０３２、２４１±０３８和５１７±１０８，丙
二醛（ＭＤＡ）水平分别为（２３３±０３５）、（９２６±２２３）、（４８０±０８６）、
（４４７±０７４）和（７５２±１３６）ｎｍｏｌ·ｍｇ－１，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）水平分别为
（４１３４±６１３）、（１２１５±１９９）、（３３３８±４５５）、（３００１±４７０）和
（２４１６±３７１）Ｕ·ｍｇ－１，过氧化氢酶（ＣＡＴ）水平分别为（６８２２±５４５）、
（２８２７±３４８）、（５２１３±６０６）、（５０２４±７４３）和（４１９１±５３９）Ｕ·ｍｇ－１。对照组的
上述指标与模型组比较、模型组的上述指标与ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组比较、ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１
组的上述指标与ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７组比较，在统计学上差异均有统计学意
义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　ｃｏｒｉｌａｇｉｎ能够抑制高糖诱导足细胞氧化应激
及凋亡从而缓解ＤＮ，可能与其通过ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７调控ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２信号通路有关。
关键词：柯里拉京；糖尿病肾病；转录因子７；糖原合成酶激酶３β；核因子 Ｅ２相
关因子２；足细胞；氧化应激；凋亡
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ｔｒｅａｔｍｅｎｔ），ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ｇｒｏｕｐ（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｇｌｕｃｏｓｅｐｌｕｓｃｏｒｉｌａｇｉｎ５０μＭｔｒｅａｔｍｅｎｔａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈｐｃＤＮＡ３１），ａｎｄｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ７（ＴＣＦ７）ｇｒｏｕｐ（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｇｌｕｃｏｓｅｐｌｕｓ
ｃｏｒｉｌａｇｉｎ５０μＭｔｒｅａｔｍｅｎｔａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７）Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ （ＬｎｃＲＮＡ）ＴＣＦ７；ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｄＵＴＰｎｉｃｋ－ｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄ
ｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３，ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅ
ｋｉｎａｓｅ３ｂｅｔａ（ＧＳＫ３β）／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ－２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；２′，７′－
ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｂｅｗａｓｕｔｉｌｉｚｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｌｅｖｅｌｓ；ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｐｈｒｉｎａｎｄｐｏｄｏｃｉｎＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｆｏｒｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ｍｏｄｅｌ，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ａｎｄｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ（５７２±０４９）％，
（３１１４±５４６）％，（１７０１±２７５）％，（１６２１±２８３）％ ａｎｄ（２５８０±３４２）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９ｗｅｒｅ１００±０１１，３９１±０４１，２４３±０２９，２４９±０３３ａｎｄ
３８８±０３７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｆｏｒＣｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３ｗｅｒｅ１００±００８，５０４±０６３，
３３５±０４８，３２９±０４５ａｎｄ４７８±０５６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＲＯＳｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ１００±０１４，６２７±１１６，
２２９±０３２，２４１±０３８ａｎｄ５１７±１０８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（２３３±０３５），
（９２６±２２３），（４８０±０８６），（４４７±０７４）ａｎｄ（７５２±１３６）ｎｍｏｌ·ｍｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（４１３４±６１３），（１２１５±１９９），（３３３８±４５５），（３００１±４７０）ａｎｄ
（２４１６±３７１）Ｕ·ｍｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ａｎｄｃａｔａｌａｓｅ（ＣＡＴ）ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（６８２２±５４５），（２８２７±３４８），
（５２１３±６０６），（５０２４±７４３）ａｎｄ（４１９１±５３９）Ｕ·ｍｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＷｈｅｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｒｉｌａｇｉｎ
ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｔｈｅｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７
ｇｒｏｕｐ，ａｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｏｒｉｌａｇｉｎｃａｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｈｉｇｈ－ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｐｏｄｏｃｙｔｅｓ，ｔｈｅｒｅｂｙａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇＤＮ，ｐｏｓｓｉｂｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏ
ｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｂｙＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｏｒｉｌａｇｉｎ；ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ７；ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３ｂｅｔａ；ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ－２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２；ｐｏｄｏｃｙｔｅ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　糖尿病及其并发症是藏医药的特色优势病种，属
于藏医学中“京尼萨库病”（消耗性尿频症）的

范畴［１］。糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖
尿病的主要并发症，病变可以累及全肾范围［２］。

柯里拉京（ｃｏｒｉｌａｇｉｎ）是一种糅花单宁，具有抗糖尿病、
抗炎、抗氧化以及保护肝等多种药理活性。长链非编

码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）转录因子７
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ７，ＴＣＦ７）参与 ＤＮ的进展，ＴＣＦ７
水平在 ＤＮ患者血清中升高，沉默 ＴＣＦ７可以改善高
葡萄糖诱导的足细胞损伤［３］。糖原合成酶激酶 ３β
（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３ｂｅｔａ，ＧＳＫ３β）可以调节核
因子 Ｅ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ－２－
ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）影响其下游基因的表达，调控细
胞的氧化应激和炎症反应［４］。ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７与
ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２通路主要以无翅型ＭＭＴＶ整合位点家族

成员／β－连环蛋白信号通路作为中间通路，为间接调
控关系［５］。基于此，本研究对 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ通过 ＬｎｃＲＮＡ
ＴＣＦ７调控ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２信号通路影响高糖诱导足细
胞氧化应激及凋亡进行探讨。

材料与方法

１　材料
细胞　小鼠ＭＰＣ５足细胞，货号：ＢＮＣＣ３４２０２１，购

自贵州北纳生物科技有限公司。

试剂　Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ，规格：２５ｍｇ，纯度：９９０３％，
批号：２６７１０２，美 国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公 司 生 产；
ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７及其阴性对照（ｐｃＤＮＡ３１）、引物序
列，均购自上海吉玛制药技术有限公司；切割型半胱

天冬酶（Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ）－９、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３、
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ｐ－ＧＳＫ３β（Ｓ９）、ＧＳＫ３β、Ｎｒｆ２一抗、辣根酶标记的二
抗、肾病蛋白（Ｎｅｐｈｒｉｎ）一抗，均购自德国 ＰＲＯＧＥＮ生
物技术有限公司；山羊抗豚鼠 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ４８８、山羊
抗兔 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ６３３，均购自美国赛默飞世尔科技
公司；足突蛋白（Ｐｏｄｏｃｉｎ）一抗，购自德国默克公司；逆
转录试剂盒，购自北京兰博康斯科技有限公司；实时

荧光定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）试剂盒，购自上海百
生跃生物科技有限公司；２′，７′－二氯荧光素二乙酸酯
（２′，７′－ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨ－ＤＡ）荧
光探针试剂盒，购自上海碧云天生物技术有限公司；

丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，
ＣＡＴ）试剂盒，购自上海博湖生物科技有限公司。

仪器　ＡＢＩ７５００ｑＲＴ－ＰＣＲ仪，美国 ＡＢＩ公司
产品；Ｔａｎｏｎ２５００凝胶电泳仪，上海天能生命科学
有限公司产品；ＭＣＯ－１８ＡＣＣＯ２培养箱，日本松下
公司产品；ＩＸ７０－１１２荧光显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养

在３７℃、５％ ＣＯ２环境下，用含１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ－Ｈ完全培养基培养。
２２　分组与与处置方法

将对数生长期ＭＰＣ５细胞分为５组：对照组、模型
组、ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组、ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组和 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋
ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７组。对照组用５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖
处理ＭＰＣ５细胞４８ｈ；模型组用３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖
处理ＭＰＣ５细胞４８ｈ；ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组用３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡
萄糖和 ５０μＭ的 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ处理 ＭＰＣ５细胞 ４８ｈ［６］；
ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组的 ＭＰＣ５细胞转染阴性对照
载体 ｐｃＤＮＡ３１后，用 ３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖和的
ｃｏｒｉｌａｇｉｎ５０μＭ处理４８ｈ；ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７
组的 ＭＰＣ５细胞转染 ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７过表达载体
ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７后，用 ３０ｍｍｏｌ· Ｌ－１葡萄糖和
５０μＭ的ｃｏｒｉｌａｇｉｎ处理４８ｈ。
２３　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７的表达［７］

按照 ＲＮＡ抽提试剂盒说明书从细胞中提取
总ＲＮＡ，测定浓度并逆转录为 ｃＤＮＡ。以逆转录所得
ｃＤＮＡ作为模板，根据说明书配置反应体系后进行扩
增。反应条件：预变性１个循环，９５℃，３０ｓ；ＰＣＲ反
应４０个循环，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ。以 ＧＡＰＤＨ为内
参，用２－ΔΔＣｔ法计算 ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７相对表达水平。引
物序列如下：ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７正向为 ５′－ＣＣＧＴＣ

ＴＡＣＴＣＣＧＣＣＴＴＣＡＡＴ－３′，反向为５′－ＣＴＧＣＧＧＧＧＴＣ
ＣＡＣＴＴＡＣＣ－３′；ＧＡＰＤＨ正向为 ５′－ＡＡＴＧＧＡＴＴＴＧ
ＧＡＣＧＣＡＴＴＧＧＴ－３′，反向为 ５′－ＴＴＴＧＣＡＣＴＧＧ
ＴＡＣＧＴＧＴＴＧＡＴ－３′。
２４　末端脱氧核苷酸转移酶 ｄＵＴＰ缺口末端标记
（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）法检测凋亡率［８］

将各组细胞使用４％多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ，
用０３％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００重悬细胞，室温孵育５ｍｉｎ，加
入ＴＵＮＥＬ反应混合液１００μＬ于３７℃避光孵育１ｈ，
４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）室温避光染核１０ｍｉｎ，用荧光显微
镜拍照观察。

２５　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）法检测
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３和 ＧＳＫ３β／
Ｎｒｆ２信号通路相关蛋白的表达［７］

将细胞接种在６孔板中，用裂解缓冲液对细胞进
行裂解，提取蛋白质，用二喹啉甲酸蛋白测定试剂盒

进行总蛋白定量测定。蛋白样品经凝胶电泳后转移

到硝化纤维素膜上，室温下用５％脱脂牛奶封闭１ｈ。
加入一抗 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３、
ｐ－ＧＳＫ３β（Ｓ９）、ＧＳＫ３β和 Ｎｒｆ２（均１∶５００）抗体稀释
液４℃孵育过夜。洗膜，加入辣根酶标记的二抗
（１∶３０００）室温孵育 ２ｈ。洗膜，用化学发光法进行
显色。

２６　ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针法检测活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的水平［９］

将细胞接种于６孔板中，加入含ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光
染料的培养基，每孔２ｍＬ，３７℃，５％ ＣＯ２培养箱避光
孵育３０ｍｉｎ。吸去染料，用４℃预冷的磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲洗２次，加入４％多
聚甲醛溶液固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次，最后使用荧光
显微镜观察拍照。

２７　检测氧化应激水平
严格按照对应试剂盒说明书步骤检测氧化应激

相关指标ＭＤＡ水平和ＳＯＤ、ＣＡＴ活性。
２８　免疫荧光检测Ｎｅｐｈｒｉｎ和Ｐｏｄｏｃｉｎ的表达［１０］

将细胞悬液均匀滴加至含有包备好玻片的１２孔
细胞培养板中制备细胞爬片，４％多聚甲醛室温固定
２０ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗，加入封闭液室温封闭固定细胞
２ｈ。加入一抗Ｎｅｐｈｒｉｎ和 Ｐｏｄｏｃｉｎ（均１∶５００）抗体稀
释液４℃孵育过夜。洗膜，加入二抗（１∶２０００）室温
避光孵育２ｈ。洗膜，加入 ＤＡＰＩ染液室温避光孵育
１０ｍｉｎ，用抗荧光猝灭封片剂封片，用荧光显微镜
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

观察。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析，计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，单因素方差分析比较多组间的整体差异，组
间两两比较用ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　各组细胞中ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７的表达水平
ｑＲＴ－ＰＣＲ显示，与对照组相比，模型组细胞中

ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７相对表达水平显著升高（Ｐ＜０００１）；与
模型组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组细胞中ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７相对表
达水平显著降低（Ｐ＜０００１）；与 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组相比，
ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组细胞中ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７相对表
达水平在统计学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与
ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７
组细胞中ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７相对表达水平显著升高
（Ｐ＜０００１），见表１。
２　各组细胞的凋亡程度的比较

ＴＵＮＥＬ检测结果显示，与对照组相比，模型组
细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，
　　
表１　各组细胞中长链非编码 ＲＮＡ转录因子 ７（ＬｎｃＲＮＡ
ＴＣＦ７）相对表达水平（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ７（ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ
（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±００８
Ｍｏｄｅｌ ８ ２３４±０３２

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ ８ １６２±０２４△△△

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ ８ １５７±０２１
Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７ ８ ２２１±０３４▲▲▲

ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７：Ｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ７；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
△△△Ｐ＜０００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｒｉｌａｇｉｎ ＋ ｐｃＤＮＡ３１ ｇｒｏｕｐ，
▲▲▲Ｐ＜０００１

ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组细胞凋亡率显著降低（Ｐ＜０００１）；与ｃｏｒｉｌａｇｉｎ
组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组细胞凋亡率在统计学
上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋
ｐｃＤＮＡ３１组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７组细
胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０００１），见图１和表２。ＷＢ
检测显示，与对照组相比，模型组Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９和
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３相对表达水平均显著升高（均
Ｐ＜０００１）；与 模 型 组 相 比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组 Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ－９和 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３相对表达水平均显
著降低（均Ｐ＜０００１）；与ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋
ｐｃＤＮＡ３１组Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９和Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３
相对表达水平在统计学上差异均无统计学意义（均

Ｐ＞００５）；与ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋
ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７组 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９和 Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ－３相对表达水平均显著升高（均Ｐ＜０００１），
见图１和表２。
３　各组细胞氧化应激水平的比较

ＤＣＦＨ－ＤＡ染色结果显示，与对照组相比，模型组
ＲＯＳ荧光强度显著升高（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，
ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组 ＲＯＳ荧光强度显著降低（Ｐ＜０００１）；与
ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组 ＲＯＳ荧光强度
在统计学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋
ｐｃＤＮＡ３１组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７组
　　

图 １　蛋白质印迹法检测各组细胞凋亡程度
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｌｅｖｅｌｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ｏｆｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３：Ｃｏｒｉｌａｇｉｎｇｒｏｕｐ；４：Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋

ｐｃＤＮＡ３１；５ｇｒｏｕｐ：Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７ｇｒｏｕｐ

表２　各组细胞凋亡率及Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９和Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９ａｎｄＣｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％） Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９ Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ５７２±０４９ １００±０１１ １００±００８
Ｍｏｄｅｌ ８ ３１１４±５４６ ３９１±０４１ ５０４±０６３

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ ８ １７０１±２７５△△△ ２４３±０２９△△△ ３３５±０４８△△△

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ ８ １６２１±２８３ ２４９±０３３ ３２９±０４５
Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７ ８ ２５８０±３４２▲▲▲ ３８８±０３７▲▲▲ ４７８±０５６▲▲▲

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ｇｒｏｕｐ，▲▲▲Ｐ＜０００１
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ＲＯＳ荧光强度显著升高（Ｐ＜０００１），见表３。试剂盒
检测结果显示，与对照组相比，模型组细胞中 ＭＤＡ水
平显著升高，ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性均显著降低（均
Ｐ＜０００１）；与模型组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组细胞中 ＭＤＡ
水平显著降低，ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性均显著升高（均
Ｐ＜０００１）；与 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１
组细胞中ＭＤＡ水平及 ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性在统计学上
差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）；与 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋
ｐｃＤＮＡ３１组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７组细
胞中ＭＤＡ水平显著升高（Ｐ＜０００１），ＳＯＤ和ＣＡＴ活
性均显著降低（均Ｐ＜００５），见表３。
４　各组细胞结构性相关蛋白 Ｎｅｐｈｒｉｎ和 Ｐｏｄｏｃｉｎ表
达水平的比较

免疫荧光检测结果显示，与对照组相比，模型组

细胞中Ｎｅｐｈｒｉｎ和Ｐｏｄｏｃｉｎ的荧光强度均显著降低（均
Ｐ＜０００１）；与模型组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组细胞中Ｎｅｐｈｒｉｎ
和Ｐｏｄｏｃｉｎ的荧光强度均显著升高（均 Ｐ＜０００１）；与
ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组细胞中
Ｎｅｐｈｒｉｎ和Ｐｏｄｏｃｉｎ的荧光强度在统计学上差异无统计
学意义（均Ｐ＞００５）；与 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１组相
　　
表４　各组细胞Ｎｅｐｈｒｉｎ和 Ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白相对荧光水平的比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｅｖｅｌｓｏｆＮｅｐｈｒｉｎ
ａｎｄＰｏｄｏｃｉｎｐｒｏｔｅｉｎｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｎｅｐｈｒｉｎ Ｐｏｄｏｃｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±００８ １００±０１０

Ｍｏｄｅｌ ８ ０５３±００６ ０３１±００３

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ ８ ０７４±００９△△△ ０６１±００７△△△

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ ８ ０７２±００７ ０６４±００６

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７８ ０６５±００５▲ ０５７±００６▲

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，△△△ Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ｇｒｏｕｐ，
▲Ｐ＜００５

比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７组细胞中 Ｎｅｐｈｒｉｎ和
Ｐｏｄｏｃｉｎ的荧光强度均显著降低（均 Ｐ＜００５），
见表４。
５　各组细胞ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２信号通路相关蛋白表达水
平比较

ＷＢ检测结果显示，与对照组相比，模型组细胞中
ｐ－ＧＳＫ３β（Ｓ９）／ＧＳＫ３β和 Ｎｒｆ２水平均显著降低（均
Ｐ＜０００１）；与模型组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组细胞中
ｐ－ＧＳＫ３β（Ｓ９）／ＧＳＫ３β和 Ｎｒｆ２水平均显著升高（均
Ｐ＜０００１）；与 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１
组细胞中ｐ－ＧＳＫ３β（Ｓ９）／ＧＳＫ３β和Ｎｒｆ２水平在统计
学上差异均无统计学意义（均Ｐ＞００５）；与ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋
ｐｃＤＮＡ３１组相比，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７组细
胞中ｐ－ＧＳＫ３β（Ｓ９）／ＧＳＫ３β和Ｎｒｆ２水平均显著降低
（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见图２和表５。

图 ２　蛋白质印迹法检测各组细胞糖原合成酶激酶３β／可以
通过调节核因子 Ｅ２相关因子２（ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２）信号通路相关
蛋白的表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅ
ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３ｂｅｔａ／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ－２－
ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｃｅｌｌｓｆｒｏｍｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；３：Ｃｏｒｉｌａｇｉｎｇｒｏｕｐ；４：Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋

ｐｃＤＮＡ３１；５ｇｒｏｕｐ：Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７ｇｒｏｕｐ

表３　各组细胞氧化应激相关指标水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ－ｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＲＯＳ ＭＤＡ（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１） ＳＯＤ（Ｕ·ｍｇ－１） ＣＡＴ（Ｕ·ｍｇ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１４ ２３３±０３５ ４１３４±６１３ ６８２２±５４５

Ｍｏｄｅｌ ８ ６２７±１１６ ９２６±２２３ １２１５±１９９ ２８２７±３４８

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ ８ ２２９±０３２△△△ ４８０±０８６△△△ ３３３８±４５５△△△ ５２１３±６０６△△△

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ ８ ２４１±０３８ ４４７±０７４ ３００１±４７０ ５０２４±７４３

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７ ８ ５１７±１０８▲▲▲ ７５２±１３６▲▲▲ ２４１６±３７１▲ ４１９１±５３９▲

ＲＯＳ：Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＣＡＴ：Ｃａｔａｌａｓｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５，▲▲▲Ｐ＜０００１
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

表５　各组细胞ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２信号通路相关蛋白相对表达水平
的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ｐ－ＧＳＫ３β（Ｓ９）／

ＧＳＫ３β
Ｎｒｆ２

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１４ １００±０１０

Ｍｏｄｅｌ ８ ０６３±００８ ０５５±００６

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ ８ ０９３±００９△△△ ０７７±０１０△△△

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ ８ ０９５±０１１ ０７２±００８

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１－ＴＣＦ７８ ０７１±００７▲▲▲ ０５８±００７▲▲

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，△△△ Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｉｌａｇｉｎ＋ｐｃＤＮＡ３１ｇｒｏｕｐ，
▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１

讨　　论

藏医认为 ＤＮ的发病可以归因于摄入甘、酸、
咸味或性质寒、重的食物过量以及长期处于潮湿寒

冷的环境中，主导消化与吸收功能的“三火”逐渐

耗损，进而导致肾损伤［１１］。这一理论与现代医学

中饮食、环境因素诱发肾损伤的认知具有一定关联

性：高盐高糖饮食会诱发血压升高，损伤肾滤过屏

障；寒重食物与湿寒环境则可能加重肾缺氧与氧化

应激。ＤＮ以肾小球和肾小管间质性微血管结构损
伤为主要病理改变，足细胞自噬与凋亡是其核心病

理特征一［１２］。Ｐｏｄｏｃｉｎ和 Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白是足细胞特
有的标志蛋白，表达下调或缺失可以导致肾小球滤

过功能受损［１３］。ＬＯＵ等［６］证实 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ可以通过
沉默信息调节因子 １（ｓｉｌｅｎｔｍａｔｉｎｇｔｙｐｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ２ｈｏｍｏｌｏｇ－１，ＳＩＲＴ１）－腺苷酸活化蛋白
激酶通路调节自噬来减轻足细胞损伤。本研究用

同等剂量 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对小鼠足细胞进行实验，结果显
示，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ可以升高 Ｐｏｄｏｃｉｎ和 Ｎｅｐｈｒｉｎ荧光强
度，增加足细胞活力，提示 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ可以改善高糖
诱导的足细胞损伤。

高糖环境会诱导糖基化终产物大量累积，进而激

活氧化应激反应，最终导致足细胞结构与功能

损伤［１４］。氧化应激反应被激活，促使细胞产生过量

ＲＯＳ，进而诱导细胞损伤、凋亡及组织破坏［１５］。抑制

ＭＤＡ生成，增强 ＳＯＤ、ＣＡＴ的活性可以清除过量
ＲＯＳ，从而降低机体氧化应激水平［１６］。在本研究中，

ｃｏｒｉｌａｇｉｎ处理后可以显著降低细胞中ＭＤＡ水平，升高
ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性，提示 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ通过调控抗氧化系
统，有效减轻高糖诱导的足细胞氧化应激损伤。活化

的Ｃａｓｐａｓｅ－３通过促进染色体、ＤＮＡ片段化来触发
细胞凋亡，该过程的上游信号来源于 Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ－９对Ｃａｓｐａｓｅ－３的激活作用［１７］。体外研究

发现，药物可以调控 ＳＯＤ表达，进而通过凋亡蛋白
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９的表达调控细
胞凋亡［１８］。在本研究中，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ实现了 ＳＯＤ活性升
高，并可以显著降低细胞凋亡率及Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９、
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３表达，证实该调控关联在高糖诱导
的足细胞损伤模型中成立，ｃｏｒｉｌａｇｉｎ可能通过强化抗
氧化系统阻断ＲＯＳ介导的凋亡通路激活，这与上述体
外研究的核心机制相契合，表明 ｃｏｒｉｌａｇｉｎ通过抑制内
源性凋亡通路关键蛋白的激活，有效降低高糖诱导的

足细胞凋亡率。

ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７为一系列人类肿瘤的促癌因子，通
过与微小ＲＮＡ－２００ｃ（ｍｉＲ－２００ｃ）结合诱导ＤＮ的内
质网应激［１９］，提示 ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７可能通过多种途径
参与ＤＮ的病理进程。ＣＡＩ等［２０］研究发现，在脑缺血

的模型中，ＧＳＫ３β的磷酸化可以促进 Ｎｒｆ２的核易位，
并抑制炎性因子水平，发挥神经保护作用，提示

ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２通路在调控炎症反应、发挥细胞保护作
用中具有重要意义，其功能异常可能参与多种疾病的

病理损伤。本研究进一步探讨 ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７是否通
过调控ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２信号通路对高糖诱导足细胞的影
响，实验表明，ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７在高糖诱导的足细胞
中呈高表达状态，且过表达的 ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７能显
著下调 ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２信号通路相关蛋白相对表达
水平，促进足细胞损伤，表明 ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７可以通
过负向调控 ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２信号通路，加重高糖诱导
的足细胞损伤。

本研究提示：Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ可以通过上调足细胞标
志蛋白 Ｐｏｄｏｃｉｎ、Ｎｅｐｈｒｉｎ的表达，抑制氧化应激、炎
症反应及内源性凋亡通路，从而改善高糖诱导的足

细胞损伤，发挥缓解 ＤＮ的作用，其核心机制可能
与靶向调控 ＬｎｃＲＮＡＴＣＦ７，进而激活 ＧＳＫ３β／Ｎｒｆ２
信号通路密切相关。本研究为 ＤＮ的临床治疗提
供了新的理论依据和潜在干预靶点，为突破现有对

症治疗瓶颈奠定了关键基础。但仍为体外细胞实

验，无法模拟体内复杂的病理微环境，后续需通过

动物实验进一步验证该机制的体内有效性，并探索

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ的最佳给药剂量及临床转化价值，提升研
究的完整性与前瞻性。
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