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壳聚糖纳米颗粒负载落新妇苷通过调控 ＭＡＰＫ１４／ＨＳＰ２７
影响高糖诱导的肾小管上皮细胞铁死亡

陈毅君１，李　湘２，胡剑卓１

（湖南中医药大学第二附属医院１肾病内分泌科、２急诊科，长沙　４１０００５）

摘要　目的　探讨壳聚糖纳米颗粒（ＣＳＮＰｓ）负载落新妇苷（落新妇苷ＣＳＮＰｓ）通过调控丝裂原活化蛋白激酶１４（ＭＡＰＫ１４）／
热休克蛋白２７（ＨＳＰ２７）对高糖（ＨＧ）诱导的肾小管上皮细胞铁死亡的影响。方法　将ＨＫ２细胞分组如下：正常糖（ＮＧ）组、
ＨＧ组、ＨＧ＋落新妇苷ＣＳＮＰｓ（０、５、１０、２０ｍｇ／Ｌ）组，以及 ＨＧ条件下的 ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４组、ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４＋落新妇
苷ＣＳＮＰ组、ｓｉＨＳＰ２７组、ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４＋ｓｉＨＳＰ２７组、ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４＋ｓｉＨＳＰ２７＋落新妇苷ＣＳＮＰｓ组。ＣＣＫ８法
检测细胞活力，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡。同时通过试剂盒测定铁离子水平、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性、谷胱甘肽（ＧＳＨ）水平、活
性氧（ＲＯＳ）水平。构建糖尿病肾脏病（ＤＫＤ）大鼠模型，并使用落新妇苷ＣＳＮＰｓ干预，探究其对体内ＤＫＤ的影响。结果　与
ＮＧ组相比，ＨＧ组ＨＫ２细胞活力降低、凋亡增加，铁离子水平、ＬＤＨ活性、ＲＯＳ水平升高，而 ＧＳＨ水平明显降低（Ｐ＜００５）。
经过落新妇苷ＣＳＮＰｓ处理组明显逆转了 ＨＧ对 ＨＫ２细胞生物学行为及铁死亡相关指标的影响。此外，相比于 ｐｃＤＮＡ３１
组，ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４组铁死亡增加，而敲减 ＨＳＰ２７或者联合落新妇苷ＣＳＮＰｓ干预则改善了这一情况。体内实验结果表
明，落新妇苷ＣＳＮＰｓ能够改善ＤＫＤ大鼠肾损伤、抑制铁离子水平以及 ＭＡＰＫ１４／ＨＳＰ２７的表达。结论　落新妇苷ＣＳＮＰｓ可
能通过抑制ＭＡＰＫ１４与ＨＳＰ２７表达，改善ＨＧ诱导的肾小管上皮细胞铁死亡。
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＠１６３．ｃｏｍ

　　糖尿病肾脏病（ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＤＫＤ）是
长期高血糖导致的糖尿病并发症之一，其特点包括

肾小球滤过率下降、尿蛋白增加等［１］。除了常规药

物治疗，中医药和天然化合物也被广泛用于治疗

ＤＫＤ。落新妇苷是从落新妇植物中提取的天然化合
物，对ＤＫＤ中的肾小管上皮细胞有保护作用［２］。壳

聚糖纳米颗粒（ｃｈｉｔｏｓａｎｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＣＳＮＰｓ）是一
种天然的生物材料，具有生物相容性和生物降解性，

广泛应用于药物输送和组织工程领域［３］。然而，关

于负载落新妇苷的ＣＳＮＰｓ（落新妇苷ＣＳＮＰｓ）治疗
ＤＫＤ的研究有限，有待进一步探索。

丝裂原活化蛋白激酶１４（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１４，ＭＡＰＫ１４）（也称为 ｐ３８ＭＡＰＫ）是丹
参治疗 ＤＫＤ的一个靶点［４］。热休克蛋白 ２７（ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ２７，ＨＳＰ２７）是一种小分子热休克蛋
白，被证明与铁死亡有关，并且能够作为 ＭＡＰＫ１４

的下游分子之一参与胶质瘤、胃肠道相关疾病的进

展［５－６］。但是其是否能够作为ＭＡＰＫ１４的下游并且
参与ＤＫＤ的进展仍有待进一步揭示。该研究探讨
落新妇苷ＣＳＮＰｓ对ＤＫＤ进展的影响，并明确其通
过ＭＡＰＫ１４／ＨＳＰ２７通路影响ＤＫＤ肾小管上皮细胞
铁死亡的机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料　８周龄ＳＤ大鼠购自长沙市天勤生
物技术有限公司［许可证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１９
００１４］；人肾皮质近曲小管上皮细胞 ＨＫ２（货号：
ＣＬ０１０９）、链脲菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）（货号
１８８８３６６４）购自德国 Ｍｅｒｃｋ公司；ＭＥＭ培养基（货
号：ＰＭ１５０４１０）购自武汉普诺赛生命科技有限公司；
落新妇苷（货号：ＨＹＮ０５０９）购自美国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘ
ｐｒｅｓｓ公司；ｐｃＤＮＡ３１、ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４、ｓｉＮＣ、
ｓｉＨＳＰ２７由上海Ｇｅｎｅｐｈａｒｍａ公司设计并合成；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂（货号：Ｌ３００００１５）、ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂（货号：Ａ４６１１０）、ＳＤＳＰＡＧＥ样品制
备试剂盒（货号：８９８８８）购自美国赛默飞世尔科技
公司；谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）检测试剂盒（货
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号：Ｄ７９９６１４０１００）购自生工生物工程（上海）股份
有限公司；丽春红染色液（货号：Ｐ００２２）、ＴＲＩｚｏｌ试
剂（货号：Ｒ００１６）、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（货
号：Ｐ００１０）、ＰＶＤＦ膜（货号：ＦＦＰ３２）购自上海碧云
天生物技术股份有限公司；ＯｎｅＳｔｅｐＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ｍｉＲＮＡｃＤＮＡ合成试剂盒（货号：６２１０Ａ）、Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒（货号：ＲＲ０４７Ｑ）购自北京 ＴａＫａＲａ
公司；ＭＡＰＫ１４抗体（货号：１７００９９）、ＨＳＰ２７抗体
（货号：ａｂ６２３３９）、ＧＡＰＤＨ抗体（货号：ａｂ９４８５）、ＩｇＧ
（货号：ａｂ６７２１）购自英国 Ａｂｃａｍ公司；ＣＣＫ８试剂
盒（货号：４０２０３ＥＳ６０）、活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ
ｃｉｅｓ，ＲＯＳ）试剂盒（货号：５０１０１ＥＳ）、ＴＵＮＥＬ细胞凋
亡检测试剂盒（货号：４０３０６ＥＳ）、乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）细胞毒性检测试剂盒（货号：
４０２０９ＥＳ）购自翌圣生物科技（上海）股份有限公司；
铁离子比色法检测试剂盒（货号：Ｅ１０４２）购自北京
普利莱基因技术有限公司；壳聚糖（货号：４４８８６９）、
聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）（货号：６５１０
ＯＰ）、三苯基磷 （ｔｒｉｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＴＰＰ）（货号：
３２７６９７）、苯胺蓝溶液（货号：Ｂ８５６３）、ＲＩＰＡ裂解液
（货号：２０１８８）、链脲菌素（货号：Ｖ９００８９０）购自美
国ＭＥＲＣＫ公司；ＺｅｔａＳｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ（型号：ＺＳ９０）购
自英国ＭａｌｖｅｒｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司。透射电子显微镜
（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＴＥＭ）（型号：ＪＥ
ＯＬＪＥＭ２１００）购自日本日立公司。
１．２　方法
１．２．１　落新妇苷ＣＳＮＰｓ制备　参考Ｆａｈｍｙｅｔａｌ［７］

的方法，使用离子凝胶法制备落新妇苷ＣＳＮＰｓ。用
２％冰乙酸制备１ｍｇ／ｍｌ的壳聚糖溶液，并用１０ｍｏｌ
氢氧化钠将 ｐＨ值调整至４。将水溶液经０４５μｍ
注射器滤芯过滤后，磁力搅拌２４ｈ。滴加２５０μｌ的
ＰＥＧ４００到５ｍｌ的壳聚糖溶液中搅拌３０ｍｉｎ。将交
联剂ＴＰＰ（１ｍｇ／ｍｌ）与落新妇苷混合（ＣＳＮＰｓ和药
物质量比为４∶１），然后加入到ＰＥＧ壳聚糖溶液中，
形成生物相容性、稳定性和分散性良好的落新妇苷
ＣＳＮＰｓ。

表征观察：使用ＺｅｔａＳｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ在２５℃测量
落新妇苷ＣＳＮＰｓ的平均尺寸、多分散指数（ｐｏｌｙｄｉｓ
ｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＰＤＩ）和表面电荷。ＴＥＭ电镜下观察
ＣＳＮＰｓ形态用以表征。

包封率与载药量测定：按照ＡｂｄｅｌＨａｆｅｚｅｔａｌ［８］

的方法，测定落新妇苷ＣＳＮＰｓ的包封率。首先取２
ｍｌ样品，４℃下１５０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｈ，分离出纳米
制剂。通过高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定上清液中

游离的落新妇苷含量。根据公式：包封率 ＝（总药
物－上清液药物）／总药物×１００％；载药量＝ＮＰｓ中
的药物总量／（药物初始用量 ＋聚合物初始用量）×
１００％［８］，计算落新妇苷ＣＳＮＰｓ的包封率和载药
量。

药物释放：准备 ＤＫＤｐＨ与生理 ｐＨ（５６与
７４）的ＰＢＳ溶液。将ＣＳＮＰｓ配方（０５ｍｌ）分别加
入到２５ｍｌ的 ＰＢＳ溶液中。之后将样品培养在３７
℃、１５０ｒ／ｍｉｎ的摇床培养箱中，每隔１０ｈ取样，并
替换为１ｍｌ的新鲜 ＰＢＳ。通过测量每个时间点吸
取的溶液中落新妇苷的浓度，评估ＣＳＮＰｓ配方的药
物释放速率。

１．２．２　网络药理学分析和分子对接　借助 Ｐｕｂ
ｃｈｅｍ网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）查
找落新妇苷结构式，ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｃｈ）预测落新妇苷有效靶
点，Ｇｅｅｎｃａｒｄｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ）网站用
于预测 ＤＫＤ相关靶点，Ｖｅｎｎ网站（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒ
ｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／Ｖｅｎｎ／）用于取交集，
ＤＡＶＩＤ（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ）网站对交集基因
进行ＫＥＧＧ富集分析并且通过微生信平台（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ）可视化。从 Ｕｎｉｐｏｒｔ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）和 ＰＤＢ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ１．
ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／）数据库获取 ＭＡＰＫ１４的蛋白质结构。从
Ｐｕｂｃｈｅｍ数据库下载小分子化合物落新妇苷的３Ｄ
结构文件。使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ１５６处理蛋白质
和小分子文件，Ｇｒｉｄ板块设置分子对接范围参数，使
用拉马克遗传算法并设置对接方式为半柔性对接。

运行ＡｕｔｏＤｏｃｋＶｉｎａ１．２０完成对接过程，获取结合
能和对接结果。

１．２．３　细胞培养　将ＨＫ２置于３７℃、５％ ＣＯ２、加
湿条件下的培养箱中，使用含有１０％胎牛血清、１％
Ｐ／Ｓ的ＭＥＭ培养基进行培养。根据实验需要，将
ＨＫ２细胞分别置于正常糖（ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ，ＮＧ）培
养基、高糖（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）培养基，以及不同浓
度的落新妇苷ＣＳＮＰｓ（０、５、１０、２０ｍｇ／Ｌ）中，以供
后续各项指标的检测。使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００试
剂 将 ｐｃＤＮＡ３１、ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４、ｓｉＮＣ、ｓｉ
ＨＳＰ２７等转染入 ＨＫ２细胞中。具体细胞分组如
下：ＮＧ组、ＨＧ组、ＨＧ＋落新妇苷ＣＳＮＰｓ（０ｍｇ／
Ｌ）、ＨＧ＋落新妇苷ＣＳＮＰｓ（５ｍｇ／Ｌ）组、ＨＧ＋落新
妇苷ＣＳＮＰｓ（１０ｍｇ／Ｌ）组、ＨＧ＋落新妇苷ＣＳＮＰｓ
（２０ｍｇ／Ｌ）组、ｐｃＤＮＡ３１组、ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４
组、ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４＋落新妇苷ＣＳＮＰｓ组、ｐｃＤ
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ＮＡ３１ＭＡＰＫ１４＋ｓｉＮＣ组、ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４＋
ｓｉＨＳＰ２７。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＡＰＫ１４、ＨＳＰ２７的蛋白表
达　在各组待测ＨＫ２细胞中添加ＲＩＰＡ裂解液，并
在４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心１５ｍｉｎ以提取
上清液。采用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度。随后，使用
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳将总蛋白分离，并转移至 ＰＶＤＦ膜
上，随后用 ５％脱脂乳液封闭 １ｈ。接下来，将
ＭＡＰＫ１４抗体（１∶１０００）、ＨＳＰ２７抗体（１∶１０００）
与内参蛋白ＧＡＰＤＨ（１∶２５００）添加至样品中，并在
４℃条件下孵育一夜。经过 ＴＢＳＴ洗涤后，加入
ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗 ＩｇＧ（１∶２０００），在室温条
件下孵育１ｈ。最后进行化学发光显影反应，利用图
像分析软件ＩｍａｇｅＪ进行灰度分析。
１．２．５　ＣＣＫ８法检测细胞活力　将处于对数生长
期的各组细胞经０２５％的胰蛋白酶消化制备成单
个细胞悬液，细胞计数后，按照约３０００个细胞每孔
接种于９６孔板，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内培养
２ｈ后取出，加入１０μｌ／孔ＣＣＫ８试剂后继续孵育２
ｈ，于酶标仪４５０ｎｍ波长下检测每孔吸光度值。
１．２．６　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　采用 ＴＵＮＥＬ试
剂盒检测各组细胞凋亡。调整细胞浓度为２×１０７

个细胞／ｍｌ，将细胞重悬在ＰＢＳ中，取１００μｌ的细胞
悬液滴于载玻片。４％多聚甲醛固定细胞，ＰＢＳ冲洗
后去除多余液体。ＰＢＳ稀释 ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ溶液使其
浓度为２０μｇ／ｍｌ，之后在各细胞样本中加入１００μｌ
的ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ溶液，室温孵育５ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗细
胞，之后加入１００μｌ含１０Ｕ／ｍｌＤＮａｓｅⅠ的缓冲液，
室温孵育１０ｍｉｎ。去离子水清洗细胞，加入 ５０μｌ
的ＴｄＴ缓冲液，使用浓度为０１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００和
５ｍｇ／ｍｌＢＳＡ的ＰＢＳ冲洗３次，ＤＡＰＩ染核。荧光显
微镜下观察，在 ６２０ｎｍ下检测红色荧光（凋亡细
胞），在４６０ｎｍ处检测蓝色的 ＤＡＰＩ（细胞核），计算
细胞凋亡率。

１．２．７　铁离子水平检测　每组取１×１０６个细胞，
ＲＩＰＡ细胞裂解液裂解细胞后使用超声波破碎细胞，
之后依据铁离子试剂盒说明书的要求对各组细胞上

清液中铁离子含量进行检测，检测方法为比色法。

在酶标仪５５０ｎｍ处测定吸光度值，绘制铁离子标准
曲线并且计算浓度（μｍｏｌ／Ｌ）。
１．２．８　ＬＤＨ测定试剂盒检测ＬＤＨ活性　每组取１
×１０６个细胞，离心后取 １２０μｌ上清液，依据 ＬＤＨ
测定试剂盒说明书对ＬＤＨ水平进行检测，在各组细
胞中加入６０μｌＬＤＨ工作液。室温孵育３０ｍｉｎ，之

后借助酶标仪在４９０ｎｍ处测定吸光度值。
１．２．９　ＧＳＨ水平检测　每组取１×１０６个细胞，将
样品以３０００ｒ／ｍｉｎ的转速进行离心处理，提取上清
液。取试剂盒并恢复至室温，加入５０μｌ标准品和
检测样本，同时加入５０μｌ生物素标记的抗体工作
液，３７℃孵育４５ｍｉｎ。洗板后加入１００μｌＨＲＰ标
记的链霉素工作液，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ。加入显色
剂，３７℃孵育１５ｍｉｎ。加入５０μｌ终止液后在酶标
仪４５０ｎｍ处测定吸光度值。
１．２．１０　ＲＯＳ水平测定　每组取１×１０６个细胞，按
照１∶１０００比例用无血清培养液对 ＤＣＦＨＤＡ进行
稀释，使其浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ。细胞离心后加入 １
μｌ稀释好的探针，颠倒混匀从而使细胞和探针充分
接触。之后使用无血清细胞培养液洗涤细胞１～２
次，去除未进入细胞内的 ＤＣＦＨＤＡ，使用荧光显微
镜观察结果。

１．２．１１　动物实验　取２０只８周龄 ＳＤ雄性大鼠
（２００～２５０ｇ）在ＳＰＦ动物实验室中适应性喂养，ＳＰＦ
实验室条件设置为２５℃恒温、５５％恒湿、１２ｈ阴暗
和１２ｈ光照，大鼠自由摄取食物和饮水，喂养时间
为１周。之后将大鼠随机分为４组（每组５只），对
照组：正常饲料喂养８周后注射生理盐水；ＤＫＤ组：
高脂饲料（猪油１０％、蛋黄粉８％、胆固醇１５％、蔗
糖２０％、胆酸钠０１％、标准饲料６０４％）喂养８周
后注射ＳＴＺ（溶解于生理盐水，４０ｍｇ／ｋｇ，连续注射５
ｄ）；落新妇苷ＣＳＮＰｓ２５ｍｇ／ｋｇ组：ＤＫＤ大鼠建模
后以２５ｍｇ／ｋｇ落新妇苷ＣＳＮＰｓ灌胃４周；落新妇
苷ＣＳＮＰｓ５ｍｇ／ｋｇ组：ＤＫＤ大鼠建模后以５ｍｇ／ｋｇ
落新妇苷ＣＳＮＰｓ灌胃４周）。对经高脂饮食和ＳＴＺ
注射后血糖高于１６７ｍｍｏｌ／Ｌ的大鼠进行后续的落
新妇苷ＣＳＮＰｓ给药。对照组和 ＤＫＤ组在给药期
间给予生理盐水灌胃（剂量与落新妇苷ＣＳＮＰｓ相
同）。最后测量大鼠的血糖、血清肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉ
ｎｉｎｅ，ＳＣＲ）和血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）
等水平，然后使用过量戊巴比妥钠注射法进行安乐

死处理，收集肾脏组织用于后续检测。本研究符合

实验动物管理条例标准，并经过湖南中医药大学第

二附属医院动物实验伦理委员会批准（批号：ｈｎｚｙｆｅ
２１０５１３）。
１．２．１２　ＨＥ与Ｍａｓｓｏｎ染色检测肾组织损伤　取各
组大鼠肾组织，使用 １０％的福尔马林中固定 １ｄ。
石蜡包埋后切片，厚度为４μｍ，６５℃恒温烘箱烤片
６ｈ。将组织切片经常规脱蜡、水化后，经常规 ＨＥ
染色。对于常规 Ｍａｓｓｏｎ染色，依次行苏木精染色、
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丽春红染色、苯胺蓝溶液染色，然后用冰醋酸水溶液

进行清洗。之后梯度酒精脱水、二甲苯透明、中性树

胶封片后在显微镜下观察染色结果。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件进行
分析，符合正态分布的数据用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，两组间比较用ｔ检验，多组间比较采用单因素
方差分析，组间多重比较采用ＳＮＫｑ法，Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　落新妇苷ＣＳＮＰｓ制备结果　ＴＥＭ（图１Ａ）与
ＺｅｔａＳｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ分析显示 ＰＥＧ包裹的落新妇苷
ＣＳＮＰｓ呈现球形或者类球形，表面光滑，平均粒径
在 １５０～３００ｎｍ，表面电荷（＋３５２７±２１６）。
ＨＰＬＣ分析结果显示落新妇苷ＣＳＮＰｓ平均包封率
与载药量分别为（５１４２±４１６）％、（１５２８±
１０７）％（表 １）。通过体外释放实验发现，落新妇
苷ＣＳＮＰｓ在ｐＨ＝７４时稳定，然而在 ｐＨ＝５６时
药物释放百分比显著提高（图１Ｂ）。

图１　落新妇苷ＣＳＮＰｓ的制备
Ｆｉｇ．１　ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆａｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓ

Ａ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＴＥＭ）ｉｍａｇｅｏｆａｓｔｉｌｂｉｎＣＳ
ＮＰｓ；Ｂ：Ｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅ．

２．２　落新妇苷ＣＳＮＰｓ促进 ＨＧ条件下 ＨＫ２细
胞活力并抑制细胞凋亡　ＣＣＫ８与 ＴＵＮＥＬ检测结
果表明，与 ＮＧ组相比，ＨＧ明显抑制了 ＨＫ２细胞

活力（１００００±８３４ｖｓ６２２±５１７，ｑ＝１０１９，Ｐ＜
０００１）并促进了细胞凋亡（４７８±０４９ｖｓ１９０８±
０９９，ｑ＝３４９２，Ｐ＜０００１）。使用落新妇苷ＣＳ
ＮＰｓ干预后，以浓度依赖性明显改善了 ＨＧ条件下
ＨＫ２细胞增殖活力，并抑制了细胞凋亡（图 ２Ａ、
２Ｂ）（Ｐ＜００５）。

表１　药物包封率与载药量

Ｔａｂ．１Ｄｒｕｇｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍｇ／Ｌ） Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔｒａｔｅ（％）Ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｅ（％）
５ ４７．７２ １４．０５
１０ ５５．９２ １５．８６
２０ ５０．６２ １５．９４

２．３　落新妇苷ＣＳＮＰｓ改善 ＨＧ诱导的 ＨＫ２细
胞铁死亡　与ＮＧ组相比，ＨＧ组铁离子水平（１００
±０１０ｖｓ２６８±０２２，ｑ＝１６３８，Ｐ＜０００１）、ＬＤＨ
活性（５０１３４±５０２２ｖｓ８７６４９±８１２４，ｑ＝９４６９，
Ｐ＜０００１）、ＲＯＳ水平（１００±０１０ｖｓ２４９±０２３，ｑ
＝１３１６，Ｐ＜０００１）升高，而 ＧＳＨ水平（５５３８±
６２４ｖｓ２２５７±２１９，ｑ＝１４８１，Ｐ＜０００１）明显降
低。然而落新妇苷ＣＳＮＰｓ处理组明显逆转了 ＨＧ
对ＨＫ２细胞铁死亡的影响（图３Ａ－３Ｄ）。以上结
果表明落新妇苷ＣＳＮＰｓ改善 ＤＫＤ肾小管上皮细
胞铁死亡的效果可能呈剂量依赖性，选择２０ｍｇ／Ｌ
的浓度用于后续实验。

２．４　网络药理学分析结果　落新妇苷分子式见图
４Ａ。将Ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ网站以及 ＳＴＩＴＣＨ网站
预测得到的落新妇苷靶点，以及 Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ网站预
测得到的ＤＫＤ相关靶点取交集，共得到５６个靶点，
这５６个靶点可能是落新妇苷治疗ＤＫＤ的潜在靶点
（图４Ｂ）。进一步对交集基因做 ＫＥＧＧ富集分析，
共得到１０个有意义的通路（图１Ｃ）。其中“糖尿病
并发症中的 ＡＧＥＲＡＧＥ通路”以及“内分泌抵抗”
通路是ＤＫＤ相关通路，因此将富集在这２个通路中
的基因取交集，发现 ＭＭＰ２、ＢＣＬ２、ＭＡＰＫ１４以及
ＨＲＡＳ是这２个通路的交集基因（图１Ｄ）。查阅相
关文献并且做分子对接后发现 ＭＡＰＫ１４和落新妇
苷结合活性较强，结合能为 －８２ｋｃａｌ／ｍｏｌ，表明
ＭＡＰＫ１４和落新妇苷结合作用强，且落新妇苷和
ＭＡＰＫ１４的多个氨基酸残基（ＬＥＵ２９１、ＶＡＬ２９０、
ＡＲＧ９４、ＬＹＳ２６７、ＧＬＵ２４５、ＡＳＰ２９２、ＬＥＵ２４６）结
合，形成的作用力类型丰富且作用键数量可观，因此

落新妇苷很有可能与 ＭＡＰＫ１４结合并发挥作用（图
１Ｅ）。因此后续选择将ＭＡＰＫ１４纳入研究。
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图２　落新妇苷ＣＳＮＰｓ抑制ＨＧ对ＨＫ２细胞活力和凋亡的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＨＧ

Ａ：ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＣＣＫ８ａｓｓａｙ；Ｂ：ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＴＵＮＥＬａｓｓａｙ；Ｃ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ；ａ：ＮＧｇｒｏｕｐ；ｂ：ＨＧｇｒｏｕｐ；ｃ：ＨＧ＋ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓ（０ｍｇ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ｄ：ＨＧ＋ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓ（５ｍｇ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ｅ：ＨＧ＋ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓ

（１０ｍｇ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ｆ：ＨＧ＋ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓ（２０ｍｇ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＨＧ＋Ａｓｔｉｌｂｉｎ

ＣＳＮＰｓ（０ｍｇ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ．

图３　落新妇苷ＣＳＮＰｓ改善ＨＧ诱导的ＨＫ２细胞铁死亡
Ｆｉｇ．３　ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄＨＧｉｎｄｕｃｅｄｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓ

Ａ：Ｉｒｏｎｉｏｎｌｅｖｅｌｓ；Ｂ：ＬＤＨａｃｔｉｖｉｔｙ；Ｃ：ＧＳＨｌｅｖｅｌｓ；Ｄ：ＲＯＳｌｅｖｅｌｓ．ａ：ＮＧｇｒｏｕｐ；ｂ：ＨＧｇｒｏｕｐ；ｃ：ＨＧ＋ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓ（０ｍｇ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ｄ：
ＨＧ＋ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓ（５ｍｇ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ｅ：ＨＧ＋ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓ（１０ｍｇ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；ｆ：ＨＧ＋ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓ（２０ｍｇ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ＮＧｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＨＧ＋ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓ（０ｍｇ／Ｌ）ｇｒｏｕｐ．
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图４　落新妇苷治疗ＤＫＤ的分子靶点筛选

Ｆｉｇ．４　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｔａｒｇｅｔｓｏｆＡｓｔｉｌｂｉｎｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＤＫＤ

Ａ：ＭｏｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｕｌａｏｆＡｓｔｉｌｂｉｎ；Ｂ：ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｔａｒｇｅｔｓｏｆＡｓｔｉｌｂｉｎｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＤＫＤ；Ｃ：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ；

Ｄ：Ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ“ＡＧＥＲＡＧＥｐａｔｈｗａｙｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ”ａｎｄｔｈｅ“ｅｎｄｏｃｒｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ”ｐａｔｈｗａｙ；Ｅ：Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇ

２．５　落新妇苷ＣＳＮＰｓ抑制 ＭＡＰＫ１４过表达对
ＨＫ２细胞铁死亡的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示落新妇苷ＣＳＮＰｓ能够明显抑制 ＨＧ诱导的
ＭＡＰＫ１４高表达（图５Ａ）（Ｐ＜００５）。进一步功能
实验发现过表达 ＨＫ２细胞中的 ＭＡＰＫ１４后，经过
ＨＧ处理的细胞活力降低（１００００±９２８ｖｓ６１３５±
６４９，ｑ＝８３４２，Ｐ＜００１），凋亡增加（１６７８±２１５
ｖｓ３１０４±３２８，ｑ＝１００６，Ｐ＜０００１）。同时，细胞
内的铁离子水平（１００±０１０ｖｓ１８９±０１９，ｑ＝
１０６４，Ｐ＜０００１）、ＬＤＨ活性（７６８３４±７２１４ｖｓ
１２３５６４±１１０３４，ｑ＝８７４４，Ｐ＜００１）和 ＲＯＳ水
平（１００±０１０ｖｓ２１７±０２３，ｑ＝１１８０，Ｐ＜
０００１）升高，ＧＳＨ水平（１００±０１０ｖｓ０５８±００６，

ｑ＝８５５３，Ｐ＜００１）则有所下调。然而联合落新妇
苷ＣＳＮＰｓ干预后，明显逆转了上述结果（图 ５Ｂ－
５Ｇ）（Ｐ＜００５）。
２．６　敲减 ＨＳＰ２７部分逆转 ＭＡＰＫ１４过表达对
ＨＫ２细胞铁死亡的影响　干预 ＨＧ处理的 ＨＫ２
细胞中ＭＡＰＫ１４和 ＨＳＰ２７的表达后进一步实验发
现，相对于 ｐｃＤＮＡ３１组，ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４组
ＨＳＰ２７蛋白表达增加（０４１±００５ｖｓ１１６±０１５，ｔ
＝８２１６，Ｐ＜００１）（图 ６Ａ）。此外，与 ｐｃＤＮＡ３１
组比较，过表达 ＭＡＰＫ１４抑制了 ＨＫ２细胞增殖
（４６５３±４３８ｖｓ２４２５±２１７，ｑ＝１１２２，Ｐ＜
０００１）和ＧＳＨ水平（２８７５±２３３ｖｓ１１４７±１２８，
ｑ＝１７８９，Ｐ＜０００１），促进了ＨＫ２细胞凋亡
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图５　落新妇苷ＣＳＮＰｓ抑制ＭＡＰＫ１４表达，并改善ＨＧ诱导的ＨＫ２细胞铁死亡

Ｆｉｇ．５　ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄＭＡＰＫ１４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄｒｅｌｉｅｖｅｄＨＧｉｎｄｕｃｅｄｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓ

Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＡＰＫ１４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ：ＣＣＫ８ａｓｓａｙｆｏｒｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ；Ｃ：
ＴＵＮＥＬａｓｓａｙｆｏｒｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｄ：Ｉｒｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＬＤＨａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｆ：ＧＳＨ
ｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｇ：ＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：ＮＧｇｒｏｕｐ；ｂ：ＨＧｇｒｏｕｐ；ｃ：ＨＧ＋ＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳ

ＮＰｓｇｒｏｕｐ；ｄ：ｐｃＤＮＡ３１ｇｒｏｕｐ；ｅ：ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４ｇｒｏｕｐ；ｆ：ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４＋Ａｓｔｉｌｂｉｎ
ＣＳＮＰｓｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓＮＧｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ；▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１ｖｓ

ｐｃＤＮＡ３１ｇｒｏｕｐ；＆Ｐ＜００５，＆＆Ｐ＜００１ｖｓｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４ｇｒｏｕｐ．
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（１８３６±１７５ｖｓ３１２５±３２４，ｑ＝８３８１，Ｐ＜
００１）、铁离子水平（１００±０１０ｖｓ２４５±０３１，ｑ＝
９８５３，Ｐ＜０００１）、ＬＤＨ活性（６２４３７±６１０８ｖｓ
１２５７３８±１１２４８，ｑ＝１１１１，Ｐ＜０００１）以及 ＲＯＳ

荧光强度（０４１±００５ｖｓ１１６±０１５，ｑ＝１３６７，Ｐ
＜０００１）。而敲减 ＨＳＰ２７能够部分逆转 ＭＡＰＫ１４
过表达对ＨＧ处理的ＨＫ２细胞的影响（Ｐ＜００５），
见图６Ｂ－６Ｇ。

图６　ＭＡＰＫ１４／ＨＳＰ２７参与调节ＨＫ２细胞铁死亡

Ｆｉｇ．６　ＭＡＰＫ１４／ＨＳＰ２７ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓ

Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＳＰ２７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ：ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＣＣＫ８ａｓｓａｙ；Ｃ：ＴＵＮＥＬ

ａｓｓａｙｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｄ：Ｉｒｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＬＤＨａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｆ：ＧＳＨｌｅｖ

ｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｇ：ＲＯＳｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ａ：ｐｃＤＮＡ３１ｇｒｏｕｐ；ｂ：ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４ｇｒｏｕｐ；ｃ：

ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４＋ｓｉＮＣｇｒｏｕｐ；ｄ：ｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４＋ｓｉＨＳＰ２７ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｐｃＤＮＡ３１ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜

００１ｖｓｐｃＤＮＡ３１ＭＡＰＫ１４＋ｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．
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２．７　落新妇苷ＣＳＮＰｓ抑制 ＤＫＤ大鼠模型肾损
伤　相比于对照组大鼠，ＤＫＤ组大鼠的血糖水平
（５９１±０７６ｖｓ１８６８±２１７，ｑ＝１７８０，Ｐ＜
０００１）、ＳＣＲ（４５０４６±３３２ｖｓ９０３２±４９９，ｑ＝
２０１４，Ｐ＜０００１）、ＢＵＮ（４８４±０３８ｖｓ１９１０±
３１７，ｑ＝１８８４，Ｐ＜０００１）明显增高。ＨＥ染色和
Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示，相对于对照组，ＤＫＤ组大鼠
组织病理损伤明显、肾小球增大、肾小管萎缩且排列

紊乱，间质纤维化明显，而经过落新妇苷ＣＳＮＰｓ治
疗组ＤＫＤ大鼠上述指标明显改善（图 ７Ａ－７Ｅ）。
进一步检测发现，相对于对照组，ＤＫＤ组铁离子水
平（０９７±０１１ｖｓ２４２±０２６，ｑ＝２０８３，Ｐ＜

０００１）增加、肾组织 ＭＡＰＫ１４和 ＨＳＰ２７表达（０４４
±００６ｖｓ１２７±０１６，０３３±００７ｖｓ０８４±００７，ｑ
＝１５９１、２０２８，Ｐ＜０００１）增强，而落新妇苷ＣＳ
ＮＰｓ剂量依赖性地抑制了铁离子水平及ＭＡＰＫ１４和
ＨＳＰ２７表达（图７Ｆ－７Ｈ）（Ｐ＜００５）。

３　讨论

　　当前国内外针对 ＤＫＤ的治疗都有相似的基本
原则，包括控制血糖和血压水平，控制血脂异常，减

少蛋白尿以及采取其他保护肾脏的措施等［９］。本

研究基于落新妇苷的抗炎活性及 ＣＳＮＰｓ的生物相
容性和生物降解性，构建了落新妇苷ＣＳＮＰｓ，并将

图７　落新妇苷ＣＳＮＰｓ对体内ＤＫＤ的治疗作用

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡｓｔｉｌｂｉｎＣＳＮＰｓｏｎＤＫＤｉｎｖｉｖｏ

Ａ：Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌｓｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｃ：ＳＣＲａｎｄＢＵＮｌｅｖｅｌｓｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｄ，Ｅ：ＨＥｓｔａｉｎｅｄａｎｄＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｅｄｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅ
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其应用于ＨＧ处理的肾小管上皮细胞以及 ＤＫＤ大
鼠模型的治疗中，最终合理推断落新妇苷ＣＳＮＰｓ
可能通过抑制 ＭＡＰＫ１４的活化并调控其底物蛋白
ＨＳＰ２７，减少铁死亡，从而在ＤＫＤ中发挥保护作用。

有研究［１０］显示落新妇苷通过抑制 ＴＬＲ４／
ＭｙＤ８８／ＮＦκＢ信号通路，抑制 ＨＧ诱导的炎症和细
胞外基质积聚，对ＤＫＤ中肾小球系膜细胞具有保护
作用。此外，铁死亡被证实与 ＤＫＤ之间存在关联，
ＤＫＤ患者铁死亡相关指标的改变也被证实与 ＤＫＤ
患者疾病严重程度有关［１１］。本研究通过离子凝胶

化方法制备出了具有良好形貌特征、药物包封率和

药物释放特性的落新妇苷ＣＳＮＰｓ，将其应用于 ＨＧ
诱导的ＨＫ２细胞，发现落新妇苷ＣＳＮＰｓ能够改善
ＨＧ处理的肾小管上皮细胞生物学行为，促进细胞
活力，抑制细胞凋亡，且减少ＨＧ诱导的肾小管上皮
细胞的铁死亡。

有研究［１２］显示落新妇苷能够抑制 ＭＡＰＫ１４的
活性与炎症，预防１型糖尿病发生。另有研究［１３］报

道抑制ＭＡＰＫ信号通路能够减少铁死亡，进而有效
缓解阿霉素诱导的心脏毒性。ＨＳＰ２７是 ＭＡＰＫ１４
的底物蛋白之一，在急性缺血性肾损伤引起的大鼠

肺损伤模型中，ＭＡＰＫ１４和 ＨＳＰ２７表达显著增加，
进一步的功能研究揭示，抑制ＭＡＰＫ１４和 ＨＳＰ２７的
活性，可以显著减轻肺损伤，降低炎症反应和细胞凋

亡［１４］。在本研究中，综合靶点预测、通路富集分析

和分子对接研究结果显示，落新妇苷可能与

ＭＡＰＫ１４结合，在ＤＫＤ治疗中发挥治疗作用。进一
步的功能实验发现落新妇苷ＣＳＮＰｓ能够通过抑制
ＭＡＰＫ１４高表达和调节 ＨＳＰ２７的表达从而逆转ＨＧ
诱导的 ＨＫ２细胞损伤及铁死亡水平。此外，在进
一步构建的 ＤＫＤ大鼠模型中，再次验证了落新妇
苷ＣＳＮＰｓ可能具备治疗 ＤＫＤ的潜力。根据细胞
实验与动物实验得出的结果，本研究推测落新妇苷
ＣＳＮＰｓ可能通过调控 ＭＡＰＫ１４／ＨＳＰ２７轴，抑制铁
死亡，在ＤＫＤ发展过程中发挥保护作用。

然而，本研究还存在一些局限性和不足之处。

首先，本研究着重探讨了肾小管上皮细胞铁死亡改

变的机制，对于其他细胞类型以及细胞的生物学行

为变化仍未展开研究，需要今后进一步完善。此外，

虽然ＣＳＮＰｓ已被广泛研究并显示出良好的生物相
容性，但将其作为药物输送系统使用时，仍需对其长

期使用安全性进行评估。未来可以对 ＣＳＮＰｓ进行
进一步的优化，以提高药物的溶解性、稳定性以及靶

向性，从而更好地实现药物的递送和释放。综上所

述，本研究证实了落新妇苷ＣＳＮＰｓ对ＨＧ诱导的肾
小管上皮细胞铁死亡的调控机制，为ＤＫＤ的治疗及
相关药物开发提供了依据。
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