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新疆鼠尾草酚酸类成分对HK-2细胞氧化损伤的保护作用及机制
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摘 要 目的 研究新疆鼠尾草酚酸类成分对高糖高脂诱导的人肾小管上皮细胞HK-2氧化损伤的保护作用，并初步探讨其可能

机制。方法 将HK-2细胞分为对照组、模型组、卡格列净片组（阳性对照组，15 μmol/L）、新疆鼠尾草酚酸纯化物组（10.8 μg/mL）

和4个单体成分组（丹参素、原儿茶醛、咖啡酸、迷迭香酸，均为50 μmol/L）。除对照组外，其余各组均建立高糖高脂损伤细胞模型

（500 μmol/L棕榈酸+30 mmol/L葡萄糖处理48 h）并加药培养48 h。检测各组细胞的凋亡率以及细胞中丙二醛（MDA）、超氧化物

歧化酶（SOD）含量和谷胱甘肽（GSH）活性，并检测上述5组（丹参素组、原儿茶醛组、咖啡酸组除外）细胞中核转录因子E2相关因

子2（Nrf2）、Kelch样ECH相关蛋白1（Keap1）、血红素氧合酶1（HO-1）、醌NADH脱氢酶1（NQO1）蛋白的表达。结果 与对照组比

较，模型组细胞的凋亡率显著升高（P＜0.01）；细胞中MDA含量显著升高（P＜0.01），GSH含量和SOD 活性显著降低（P＜0.01）；

细胞中Nrf2、NQO1、HO-1蛋白表达显著下调（P＜0.01），Keap1蛋白表达显著上调（P＜0.01）。与模型组比较，各给药组细胞的凋

亡率及细胞中MDA含量均显著降低（P＜0.01），各给药组细胞中GSH含量及酚酸纯化物组、原儿茶醛组、迷迭香酸组细胞中SOD

活性均显著升高（P＜0.01）；酚酸纯化物组细胞中 Nrf2、HO-1、NQO1蛋白表达以及迷迭香酸组 Nrf2蛋白表达均显著上调（P＜

0.01），酚酸纯化物组和迷迭香酸组细胞中Keap1蛋白表达均显著下调（P＜0.01）。结论 新疆鼠尾草酚酸类成分可减轻高糖高脂

所致肾小管上皮细胞的氧化应激损伤，其作用可能与其激活Keap1/Nrf2通路、抑制氧化应激反应相关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the protective effect of phenolic acid components from Salvia deserta Schang on the

oxidative stress injury of human renal tubular epithelial cells HK-2 induced by high glucose and high fat. METHODS HK-2 cells

were divided into control group，model group，canagliflozin group （positive control group，15 μmol/L），purified product of

phenolic acids from S. deserta Schang group（10.8 μg/mL），4 monomers group（salvianic acid，protocatechuic aldehyde，caffeic

acid，rosmarinic acid，50 μmol/L）. In addition to the control group，cell injury model of high glucose and high fat was established

in other groups（500 μmol/L palmitic acid+30 mmol/L glucose for 48 h）and cultured for 48 h. The cell apoptotic rate，the contents

of malondialdehyde（MDA）and glutathione（GSH），and the activity of superoxide dismutase（SOD）were detected in each group；

the expression levels of nuclear erythroid 2-related factor 2（Nrf2），Kelch-like ECH-associated protein 1（Keap1）protein，heme

oxygenase-1（HO-1） and NADH：quinone acceptor oxidoreductase 1（NQO1） were determined in above 5 groups （except for

salvianic acid，protocatechuic aldehyde，caffeic acid）. RESULTS Compared with control group，the apoptotic rate of HK-2 cells in

model group was increased significantly（P＜0.01）；the content of MDA was increased significantly（P＜0.01），while the content

of GSH and the activity of SOD were decreased significantly

（P＜0.01）；protein expressions of Nrf2，NQO1 and HO-1

were significantly down-regulated（P＜0.01），while the protein

expression of Keap1 was up-regulated significantly（P＜0.01）.

Compared with model group， the apoptotic rate and the

content of MDA were decreased significantly in administration
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groups（P＜0.01）；the content of GSH in administration groups and the activity of SOD in purified product of phenolic acids

group，protocatechuic aldehyde group and rosmarinic acid group were increased significantly（P＜0.01）. The protein expressions of

Nrf2，HO-1 and NQO1 in purified product of phenolic acids group as well as the protein expression of Nrf2 in rosmarinic acid

group were up-regulated significantly （P＜0.01），while the protein expression of Keap1 was down-regulated significantly in

purified product of phenolic acids group and rosmarinic acid group（P＜0.01）. CONCLUSIONS The phenolic acids components

from S. deserta Schang can relieve oxidative stress injury of renal tubular epithelial cells induced by high glucose and high fat，the

mechanism of which may be associated with activating Keap1/Nrf2 signaling pathway and inhibiting oxidative stress response.

KEYWORDS Salvia deserta Schang；phenolic acid；human renal tubular epithelial cells HK-2；oxidative injury；Kelch-like

ECH-associated protein 1；nuclear erythroid 2-related factor 2

糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）是糖尿病所

致的慢性肾脏病变，病变可累及全肾（包括肾小球、肾小

管、肾间质等）。我国约有 20%～40%的糖尿病患者合

并 DN，其已成为终末期肾病的主要原因[1]。有研究表

明，持续高糖和高脂环境可以诱导肾小管损伤，而肾小

管损伤在DN的发展过程中发挥重要的作用[2―3]。氧化

应激被认为是 DN 发生发展中的关键因素，Kelch 样

ECH 相关蛋白 1（Kelch-like ECH-associated protein 1，

Keap1）/核转录因子 E2相关因子 2（nuclear erythroid 2-

related factor 2，Nrf2）信号通路是机体内调节氧化反应

的重要通路，该通路激活后可以提高细胞抗氧化能力，

减轻肾脏氧化应激损伤，从而发挥对肾脏的保护作用[4]。

新疆鼠尾草 Salvia deserta Schang是唇形科鼠尾草

属植物，在新疆广泛分布。本课题组前期研究显示，新

疆鼠尾草总酚酸提取物（总酚酸含量为 40.97%）具有改

善糖尿病模型大鼠肾脏损伤，减轻其肾脏氧化应激和炎

症反应的作用[5―6]。此外，本课题组前期还从新疆鼠尾

草总酚酸提取物中分离得到了丹参素、原儿茶醛、咖啡

酸及迷迭香酸等代表性酚酸类单体成分[7]。为进一步阐

明新疆鼠尾草酚酸提取物及其化学成分改善DN的作用

机制，本课题组拟制备酚酸类成分含量更高的新疆鼠尾

草酚酸纯化物，并以人肾小管上皮细胞HK-2为研究对

象，建立高糖高脂损伤HK-2细胞模型，初步探讨新疆鼠

尾草酚酸纯化物及上述4个代表性酚酸类单体成分对高

糖高脂损伤模型细胞的存活率、氧化应激相关因子以及

Keap1/Nrf2信号通路相关蛋白表达的影响，以期为新疆

鼠尾草防治DN提供理论基础和实验依据。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有AE240型分析天平[梅特勒-

托利多仪器（上海）有限公司]、3-18KS型高速低温离心

机（美国Sigma公司）、Leitz Optilux型数码显微镜（德国

Leica 公司）、FluorChem E 型化学发光成像系统（美国

Protein Simple 公司）、Mini-PROTEAN Tetra Cell 系统

（美国Bio-Rad公司）、Epoch型酶标检测仪（美国Bio-Tek

公司）。

1.2 主要药品与试剂

新疆鼠尾草药材于2016年10月采于新疆乌鲁木齐

市水磨沟区，经新疆医科大学药学院王晓梅副教授鉴定

为唇形科鼠尾草属新疆鼠尾草S. deserta Schang的根及

根茎。卡格列净片（批号H20170375，规格100 mg/片）购

自西安杨森制药有限公司；丹参素对照品（批号

628B021，纯度98%）、原儿茶醛对照品（批号1228A024，

纯度98%）、咖啡酸对照品（批号806D022，纯度98%）、全

蛋白提取试剂盒和 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-

PAGE）凝 胶 制 备 试 剂 盒（批 号 分 别 为 20200109、

20201205）购自北京索莱宝科技有限公司；迷迭香酸对

照品（批号Y06A9K67402，纯度98%）购自上海源叶生物

科技有限公司；MEM培养基购自美国Gibco公司；胰蛋

白酶、双抗购自以色列BI公司；超氧化物歧化酶（super‐

oxide dismutase，SOD）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）、丙

二醛（malondialdehyde，MDA）试剂盒（批号分别为

20200603、20200603、20200527）均购自南京建成生物工

程研究所；FITC偶联Annexin-Ⅴ凋亡检测试剂盒（批号

0027279）购自美国BD公司；兔抗Nrf2、Keap1、血红素氧

合酶 1（heme oxygenase-1，HO-1）、醌 NADH 脱氢酶 1

（NADH：quinone acceptor oxidoreductase 1，NQO1）、β-肌

动蛋白（β-actin）一抗购自美国 Proteintech公司；辣根过

氧化物酶标记的抗兔免疫球蛋白G（IgG）二抗购自美国

CST公司；PVDF膜购自美国Milipore公司；其余试剂均

为分析纯或实验室常用规格，水为纯化水。

1.3 细胞

本研究所用人肾小管上皮细胞HK-2购自武汉普诺

赛生命科技有限公司。

2 方法

2.1 新疆鼠尾草酚酸纯化物的制备

根据文献[8]方法制备新疆鼠尾草酚酸提取物，将提

取物以上样质量浓度为40 mg/mL、上样体积为40 mL进
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行HPD-600大孔吸附树脂吸附，吸附饱和后以3倍柱体

积水洗脱（流速1 mL/min），然后以3倍柱体积的40%乙

醇洗脱（流速0.67 mL/min），收集洗脱液后浓缩蒸干，即

得新疆鼠尾草酚酸纯化物（得率为67.6%）。经紫外分光

光度法测定，纯化物中总酚酸含量为 60.80%；经高效液

相色谱紫外检测法测定，纯化物中丹参素、原儿茶醛、咖

啡酸、迷迭香酸 4 个酚酸类单体成分的含量分别为

0.35%、0.17%、0.31%、5.36%[9]。

2.2 HK-2细胞的培养

将 HK-2细胞复苏后，培养于含 10%胎牛血清、1%

双抗的 MEM 完全培养基中，并将细胞置于 37 ℃、

5%CO2及饱和湿度的细胞培养箱中贴壁培养。待到细

胞长至80%～90%后，用0.25%胰蛋白酶消化细胞，进行

传代培养。取对数生长期的HK-2细胞进行后续实验。

2.3 新疆鼠尾草酚酸纯化物及单体成分对正常细胞的

毒性作用考察

采用 CCK-8法进行测定。将处于对数生长期的

HK-2细胞以 8×104个/mL的密度接种于 96 孔板中，每

孔 100 μL。根据预实验结果，将细胞分为对照组（培养

基）、不同质量浓度（10、20、40、80、160、320 μg/mL）的新

疆鼠尾草酚酸纯化物组和不同浓度（25、50、100、200、

400 μmol/L）的丹参素、原儿茶醛、咖啡酸和迷迭香酸

组，每组设置3个复孔；并设置不加细胞的空白孔。加入

培养基或药物培养 48 h 后，每孔加入 10 μL CCK-8溶

液，37 ℃放置2 h。采用酶标仪于450 nm波长处测定各

孔的光密度（OD），并计算细胞存活率，以评价各药物对

正常细胞的毒性。细胞存活率（%）＝[（给药孔OD－空

白孔OD）/（对照孔OD－空白孔OD）]×100%。实验重

复3次。

2.4 新疆鼠尾草酚酸纯化物对模型细胞存活率的影响

采用CCK-8法测定不同浓度新疆鼠尾草酚酸纯化

物对高糖高脂损伤细胞存活率的影响。将处于对数生

长期的HK-2细胞以8×104个/mL的密度接种于96孔板

中，每孔100 μL。根据预实验结果，将细胞分为对照组、

模型组、不同质量浓度（0.15、0.3、0.9、2.7、5.4、10.8、21.6

μg/mL）新疆鼠尾草酚酸纯化物干预组，每组设置3个复

孔；并设置不加细胞的空白孔。除对照组外，模型组和

各给药组均加入 500 μmol/L 棕榈酸和 30 mmol/L 葡萄

糖处理48 h（造模条件根据前期预实验结果设置），复制

高糖高脂损伤细胞模型。造模后，加入培养基或药物培

养48 h，再按“2.3”项下方法计算细胞存活率。

2.5 新疆鼠尾草酚酸纯化物及单体成分对模型细胞凋

亡的影响

采用 AnnexinV-FITC/PI 染色法进行测定。将对数

生长期的HK-2细胞以 1×105个/mL的密度接种于 6孔

板中，每孔2 mL。孵育24 h后，将细胞分为对照组、模型

组、卡格列净片组（阳性对照组，15 μmol/L）、新疆鼠尾

草酚酸纯化物组（10.8 μg/mL）、丹参素组（50 μmol/L）、

原儿茶醛组（50 μmol/L）、咖啡酸组（50 μmol/L）及迷迭

香酸组（50 μmol/L），每组设置3个复孔。新疆鼠尾草酚

酸纯化物浓度根据预实验结果设置，各单体成分浓度依

据“2.3”项下毒性作用考察结果设置。除对照组外，模型

组和各给药组均加入 500 μmol/L 棕榈酸和 30 mmol/L

葡萄糖处理48 h（造模条件根据前期预实验结果设置），

复制高糖高脂损伤细胞模型。加入培养基或药物培养

48 h，然后用0.25%胰蛋白酶消化细胞，然后以1 500 r/min

离心5 min（下同），弃去上清液；用2 mL PBS清洗细胞3

遍，离心，弃去上清液。加入 100 μL 1×Binding Buffer

重悬细胞，每管加入 5 μL Annnexin Ⅴ-FITC 和 5 μL 碘

化丙啶（propidium iodide，PI），室温避光孵育 25 min，加

入 400 μL 1×Binding Buffer，在 1 h 内用流式细胞仪检

测细胞凋亡率。

2.6 新疆鼠尾草酚酸纯化物及单体成分对模型细胞中

氧化应激指标的影响

采用吸光光度法进行测定。细胞分组和处理同

“2.5”项下。按照各指标试剂盒说明书方法操作，分别检

测各组细胞中MDA、GSH含量及SOD活性。

2.7 新疆鼠尾草酚酸纯化物及单体成分对模型细胞中

Keap1/Nrf2通路相关蛋白表达的影响

采用 Western blot 法进行检测。将对数生长期的

HK-2细胞以1×105个/mL的密度接种于6孔板中，每孔

2 mL。常规孵育24 h后，将细胞分为对照组、模型组、卡

格列净片组（阳性对照组，15 μmol/L）、新疆鼠尾草酚酸

纯化物组（10.8 μg/mL）和迷迭香酸组（50 μmol/L，浓度

依据“2.3”项下毒性作用考察结果设置），每组设置 3个

复孔。除对照组外，模型组和给药组均加入500 μmol/L

棕榈酸和 30 mmol/L葡萄糖处理 48 h，复制高糖高脂损

伤细胞模型。造模后，加入培养基或药物培养48 h。采

用RIPA裂解法抽提细胞中总蛋白，并采用BCA蛋白浓

度检测试剂盒测定总蛋白浓度。将总蛋白高温变性处

理后，行 SDS-PAGE 电泳（分离胶电压 80 V、30 min，浓

缩胶电压 120 V、60 min）分离，转至 PVDF 膜（电流 300

mA，转膜时间 50～55 min）；以 TBST 缓冲液清洗 15

min×3次，加入Keap1（稀释比例1∶5 000）、Nrf2（稀释比

例1∶1 000）、HO-1（稀释比例1∶1 500）、NQO1（稀释比例

1∶1 000）、β-actin（稀释比例 1∶2 500）一抗，4 ℃孵育过

夜；用 1×TBST清洗 15 min×3次，加入二抗（稀释比例

均为1∶2 000），室温孵育1 h。以化学发光凝胶成像系统

成像后，采用 Image J 1.8.0软件测定条带灰度值，以目标

蛋白与内参 β-actin条带灰度值的比值表示目标蛋白的

表达水平。实验重复3次。
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2.8 统计学方法

采用SPSS 21.0软件进行统计分析。数据用 x±s表

示，组间比较采用单因素方差分析和LSD检验。检验水

准α＝0.05。

3 结果
3.1 新疆鼠尾草酚酸纯化物及单体成分对正常细胞毒

性作用的考察结果

与对照组比较，10～160 μg/mL新疆鼠尾草酚酸纯

化物组的细胞存活率差异均无统计学意义（P＞0.05），

而 320 μg/mL 新疆鼠尾草酚酸纯化物组的细胞存活率

显著降低（P＜0.01），表明纯化物在质量浓度≤160 μg/mL

时对正常HK-2细胞的活力没有抑制作用。25、50 μmol/L

丹参素、原儿茶醛、咖啡酸和迷迭香酸组的细胞存活率

与对照组相比差异均无统计学意义（P＞0.05），表明这4

种化合物在质量浓度≤50 μmol/L时对正常HK-2细胞

的活力没有抑制作用；而400 μmol/L丹参素、原儿茶醛、

咖啡酸组以及 100、200、400 μmol/L迷迭香酸组细胞存

活率均显著降低（P＜0.01）。结果见表1。

3.2 新疆鼠尾草酚酸纯化物对模型细胞存活率的影响

结果

与对照组比较，模型组细胞存活率显著降低（P＜

0.01）。与模型组比较，各浓度新疆鼠尾草酚酸纯化物组

细胞存活率均显著升高（P＜0.01），其中以 10.8 μg/mL

组的作用较强。结果见图1。

3.3 新疆鼠尾草酚酸纯化物及单体成分对模型细胞凋

亡的影响结果

与对照组比较，模型组细胞凋亡率显著升高（P＜

0.01）。与模型组比较，各给药组细胞凋亡率均显著降低

（P＜0.01）。其中，新疆鼠尾草纯化物抑制细胞凋亡的

作用显著强于各单体化合物（P＜0.01），各单体化合物

抑制细胞凋亡的作用强度顺序为丹参素＞迷迭香酸＞

原儿茶醛＞咖啡酸。结果见图2、表2。

表1 新疆鼠尾草酚酸纯化物及4个单体成分对正常细

胞存活率的影响（x±s，n＝3，%%）

组别
对照组
新疆鼠尾草酚酸
纯化物组

丹参素组

原儿茶醛组

浓度

10 μg/mL

20 μg/mL

40 μg/mL

80 μg/mL

160 μg/mL

320 μg/mL

25 μmol/L

50 μmol/L

100 μmol/L

200 μmol/L

400 μmol/L

25 μmol/L

50 μmol/L

细胞存活率/%
100

96.58±2.55

98.11±7.43

96.63±1.72

106.32±12.5

97.85±9.3

4.32±0.51a

102.76±7.83

103.42±8.98

106.89±9.33

91.08±7.53

10.44±1.22a

95.92±10.87

98.46±8.30

组别
原儿茶醛组

咖啡酸组

迷迭香酸组

浓度
100 μmol/L

200 μmol/L

400 μmol/L

25 μmol/L

50 μmol/L

100 μmol/L

200 μmol/L

400 μmol/L

25 μmol/L

50 μmol/L

100 μmol/L

200 μmol/L

400 μmol/L

细胞存活率/%
105.39±6.15

106.22±11.90

67.30±3.87a

107.82±7.18

100.87±7.70

104.89±9.59

111.28±6.94

44.32±3.01a

103.35±3.26

95.33±4.38

76.56±5.61a

11.96±4.78a

11.41±2.55a

a：与对照组比较，P＜0.01
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Ⅰ：对照组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：新疆鼠尾草酚酸纯化物0.15 μg/mL

组；Ⅳ：新疆鼠尾草酚酸纯化物0.3 μg/mL组；Ⅴ：新疆鼠尾草酚酸纯化

物0.9 μg/mL组；Ⅵ：新疆鼠尾草酚酸纯化物2.7 μg/mL组；Ⅶ：新疆鼠尾

草酚酸纯化物5.4 μg/mL组；Ⅷ：新疆鼠尾草酚酸纯化物10.8 μg/mL组；

Ⅸ：新疆鼠尾草酚酸纯化物21.6 μg/mL组；a：与对照组比较，P＜0.01；

b：与模型组比较，P＜0.01

图1 新疆鼠尾草酚酸纯化物对模型细胞存活率的影响

结果（x±s，n＝3）
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图2 各组细胞凋亡率测定的流式细胞图
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3.4 新疆鼠尾草酚酸纯化物及单体成分对模型细胞中

氧化应激指标的影响结果

与对照组比较，模型组细胞中MDA含量显著升高

（P＜0.01），GSH 含量及 SOD 活性显著降低（P＜0.01）。

与模型组比较，各给药组细胞中MDA含量均显著降低

（P＜0.01），GSH 含量显著升高（P＜0.01）；卡格列净片

组、新疆鼠尾草酚酸纯化物组、原儿茶醛组、迷迭香酸组

细胞中 SOD 活性均显著升高（P＜0.01）。新疆鼠尾草

酚酸纯化物降低细胞中 MDA 含量以及升高 GSH 含

量、SOD 活性的作用均强于丹参素、原儿茶醛、咖啡酸

（P＜0.01）。在 4个单体化合物中，迷迭香酸降低细胞

中 MDA 含量以及升高 GSH 含量、SOD 活性的作用均

显著强于其余 3个化合物（P＜0.05或 P＜0.01）。结果

见表3。

3.6 新疆鼠尾草酚酸纯化物及单体成分对模型细胞中

Keap1/Nrf2通路相关蛋白表达水平的影响结果

与对照组比较，模型组细胞中Nrf2、HO-1、NQO1蛋

白表达水平显著降低（P＜0.01），Keap1蛋白表达水平显

著升高（P＜0.01）。与模型组比较，卡格列净片组、新疆

鼠尾草酚酸纯化物组细胞中Nrf2、HO-1、NQO1蛋白表

达水平显著升高（P＜0.01），Keap1蛋白表达水平显著降

低（P＜0.01）；迷迭香酸组细胞中Nrf2蛋白表达水平显

著升高（P＜0.01），Keap1蛋白表达水平显著降低（P＜

0.01）。新疆鼠尾草纯化物对Keap1、NQO1及HO-1蛋白

表达水平的影响明显强于迷迭香酸（P＜0.05 或 P＜

0.01），提示纯化物中各酚酸类成分协同发挥药效。结果

见图3、表4。

4 讨论

卡格列净片在临床上可以有效缓解DN患者的临床

症状，控制患者血糖水平，改善患者炎症指标与尿蛋白

指标，同时其还可改善患者的肾功能，提高治疗的有效

率[10―11]。为此，本研究以卡格列净片作为阳性对照药物

进行研究。

高血糖以及由此诱发的氧化应激被认为是DN发生

发展的关键因素[12]。同时，在DN病变的高血糖、炎症和

氧化背景下，脂质代谢出现异常，过多的脂质在肾脏中

积累也会损害肾脏功能[4]。棕榈酸是血液中含量最高的

游离脂肪酸，棕榈酸含量的升高可能通过骨骼肌的胰岛

素抵抗机制，影响2型糖尿病的发生和发展，并且能够导

致细胞脂质沉积、炎症反应、氧化应激损伤及细胞凋亡，

从而导致细胞损伤[13―14]。因此，本研究采用葡萄糖联合

棕榈酸建立高糖高脂诱导的HK-2细胞损伤模型。在该

模型条件下，HK-2细胞活力显著降低，细胞中MDA含

量明显增多，GSH 含量和 SOD 活性显著下降，使 HK-2

细胞发生氧化应激损伤，最终导致细胞凋亡。而给予新

疆鼠尾草酚酸纯化物及丹参素、原儿茶醛、咖啡酸和迷

迭香酸４个单体成分干预后，均可以抑制高糖高脂诱导

损伤细胞的凋亡，降低损伤细胞中MDA含量，升高损伤

细胞中GSH含量和SOD活性，改善细胞的氧化应激损

伤。结合文献报道的丹参素、原儿茶醛、咖啡酸和迷迭

表2 新疆鼠尾草酚酸纯化物及单体成分对模型细胞凋

亡率的影响（x±s，n＝3，%%）

组别
对照组
模型组
卡格列净片组
新疆鼠尾草酚酸纯化物组

浓度

15 μmol/L

10.8 μg/mL

细胞凋亡率/%
10.65±2.33

40.15±2.62a

17.10±0.14b

19.35±0.92b

组别
丹参素组
原儿茶醛组
咖啡酸组
迷迭香酸组

浓度
50 μmol/L

50 μmol/L

50 μmol/L

50 μmol/L

细胞凋亡率/%
25.65±2.33bc

27.95±1.34bc

34.60±0.85bc

26.05±1.48bc

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01；c：与新疆鼠

尾草酚酸纯化物组比较，P＜0.01

表3 各组细胞中MDA、GSH含量及SOD活性测定结

果（x±s，n＝3）

组别
对照组
模型组
卡格列净片组
新疆鼠尾草酚酸纯化物组
丹参素组
原儿茶醛组
咖啡酸组
迷迭香酸组

MDA/（nmol/mg prot）

0.65±0.09

1.46±0.09a

0.30±0.07b

0.43±0.11b

1.14±0.08bcd

0.99±0.20bcd

0.74±0.16bcd

0.44±0.12b

GSH/（μmol/L）

179.32±6.45

104.54±4.21a

313.40±12.62b

283.43±9.15b

145.79±5.03bcd

201.81±28.24bcd

196.33±7.21bcd

240.78±8.88bc

SOD/（U/mg prot）

98.09±2.97

60.92±1.88a

115.21±7.01b

98.35±4.93b

65.60±4.42cd

77.70±13.67bce

62.00±5.89cd

90.21±2.96b

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01；c：与新疆鼠

尾草酚酸纯化物组比较，P＜0.01；d：与迷迭香酸组比较，P＜0.01；e：与

迷迭香酸组比较，P＜0.05

Nrf2

Keap1

HO-1

NQO-1

β-actin

68 kDa

70 kDa

33 kDa

31 kDa

42 kDa

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ
Ⅰ：对照组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：卡格列净片组；Ⅳ：新疆鼠尾草酚酸纯

化物组；Ⅴ：新疆鼠尾草酚酸提取物组；Ⅵ：迷迭香酸组

图3 各组细胞中Nrf2、Keap1、HO-1、NQO1蛋白表达

测定的电泳图

表4 各组细胞中Nrf2、Keap1、HO-1、NQO1蛋白表达

水平测定结果（x±s，n＝3）

组别
对照组
模型组
卡格列净片组
新疆鼠尾草酚酸纯化物组
迷迭香酸组

Nrf2/β-actin

2.26±0.23

0.88±0.30a

2.05±0.24b

1.79±0.20b

1.74±0.32b

Keap1/β-actin

1.05±0.03

1.42±0.13a

0.97±0.10b

1.20±0.03b

0.99±0.08bd

HO-1/β-actin

1.53±0.11

0.91±0.13a

1.42±0.12b

1.34±0.15b

1.04±0.18e

NQO1/β-actin

1.43±0.18

0.58±0.03a

1.44±0.22b

1.34±0.20b

0.72±0.17d

a：与对照组比较，P＜0.01；b：与模型组比较，P＜0.01；c：与模型组

比较，P＜0.05；d：与新疆鼠尾草酚酸纯化物组比较，P＜0.01；e：与新疆

鼠尾草酚酸纯化物组比较，P＜0.05
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香酸均对肾脏具有保护作用[15―18]，说明上述酚酸类成分

可能是新疆鼠尾草防治DN潜在的活性物质。

Keap1/Nrf2通路为机体内源性抗氧化应激的主要

通路，该通路激活后可使机体内Nrf2表达增强，同时可

通过抗氧化反应元件序列启动Ⅱ相解毒酶和下游多种

保护性因子（如HO-1、NQO1等）的表达[19]，对DN等多种

以氧化应激为主要发病机制的疾病都具有保护作用。

因此，为进一步探索新疆鼠尾草的抗氧化作用机制，本

研究选择新疆鼠尾草酚酸纯化物以及4个单体化合物中

抗氧化活性最强的迷迭香酸进行了Keap1/Nrf2通路相

关蛋白表达的检测。结果显示，新疆鼠尾草酚酸纯化物

和迷迭香酸均可不同程度上调高糖高脂损伤细胞中

Nrf2、NQO1和HO-1蛋白表达，下调细胞中Keap1蛋白

表达。虽然迷迭香酸在 4个单体成分中抗氧化能力最

强，但仍不及酚酸纯化物，说明酚酸纯化物是通过多种

酚酸成分协同作用从而改善 HK-2 细胞氧化应激损

伤的。

综上所述，新疆鼠尾草酚酸类成分能够减轻高糖高

脂所致肾小管上皮细胞的氧化应激损伤，具有延缓DN

发展的潜力；其作用可能与激活Keap1/Nrf2通路、抑制

氧化应激反应有关。但是，DN的发病机制复杂，新疆鼠

尾草酚酸类成分对 DN 的防治作用及机制有待进一步

探讨。
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