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利拉鲁肽通过抑制内质网应激介导的PERK/eIF2α/
ATF4/CHOP通路改善糖尿病大鼠的肾组织损伤
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  [摘要] 目的 探讨利拉鲁肽通过蛋白激酶R样内质网激酶(proteinkinaseR-likeERkinase,PERK)/真核翻

译起始因子eIF2的α亚基(phosphorylationofeukaryoticinitiationfactor-2α,eIF2α)/活化转录因子4(activated
transcriptionfactor4,ATF4)/C/EBP同源蛋白(C/EBP-homologousprotein,CHOP)通路介导的内质网应激对糖

尿病大鼠 肾 组 织 损 伤 的 改 善 作 用 及 其 机 制。方 法 通 过 高 糖 高 脂 饮 食 和 腹 腔 注 射 低 剂 量 链 脲 佐 菌 素

(Streptozotocin,STZ)(30mg/kg)诱导2型糖尿病大鼠模型。STZ注射后5周,糖尿病大鼠随机接受皮下注射或不

皮下注射利拉鲁肽(0.2mg/kg,1次/12h)治疗8周。将大鼠分为:NC组、DN组和DN+Lira组。测定糖尿病相关

物理生化指标、肾脏组织病理学和超微结构变化。相应试剂盒分别检测超氧化物歧化酶(superoxidediamutase,

SOD)、活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)、丙二醛(malondialdehyde,MDA)和髓过氧化物酶(myeloperoxidase,

MPO)水平。蛋白质免疫印迹分析内质网应激相关蛋白和PERK/eIF2α/ATF4/CHOP通路相关蛋白的表达。结

果 STZ注射后5周后DN组的尾静脉空腹血糖(fastingbloodglucos,FBG)始终高于NC组;STZ注射后13周(利
拉鲁肽给药后8周),DN组和DN+Lira组FBG、血液糖化血红蛋白A1c(hemoglobinA1c,HbA1c)、肾体重指数、血
清肌酐(erumcreatinine,SCr)和血尿素氮(bloodureanitrogen,BUN)显著高于NC组,体重显著低于NC组;DN+
Lila组FBG、HbA1c、肾体重指数、SCr和BUN显著低于DN组(P<0.05)。STZ注射后5周(利拉鲁肽给药后0
周)时,DN组和DN+Lira组的尿白蛋白/尿肌酐比率显著高于 NC组,差异有统计学意义(P<0.05)。研究结束

(利拉鲁肽给药后8周)时,DN组和DN+Lira组的尿白蛋白/尿肌酐比率显著高于 NC组,DN+Lila组的尿白蛋

白/尿肌酐(urinaryalbumin/creatinine,ACR)显著低于DN组(P<0.05)。DN组和DN+Lira组系膜基质指数显

著高于NC组,DN+Lira组系膜基质指数显著低于DN组,差异有统计学意义(P<0.05)。DN组葡萄糖调节蛋白

78(glucoseregulatedprotein,GRP78)、磷 酸 化 的 肌 醇 需 要 酶1α(phosphorylatedinositol-requiringenzyme1α,

p-IRE1α),激活转录因子6(activatingtranscriptionfactor6,ATF6)和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶12(caspase12,

Caspase-12)的蛋白水平显著高于NC组,DN+Lira组GRP78、p-IRE1α,ATF6和Caspase-12的蛋白水平显著低于

DN组(P<0.05)。DN组的 MDA、ROS、MPO水平显著高于NC组,SOD水平低于NC组,DN+Lira组中 MDA、

ROS、MPO水平显著低于DN组,SOD水平高于DN组(P<0.05)。DN组肾皮质中p-PERK、p-eIF2α、ATF4和

CHOP水平显著高于NC组,DN+Lira组的肾皮质中p-PERK、p-eIF2α、p-ATF4和CHOP的水平显著低于DN组

(P<0.05)。结论 利拉鲁肽可能通过抑制内质网应激介导的PERK/eIF2α/ATF4/CHOP通路而发挥肾脏保护

作用。
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[Abstract] Objective Toinvestigatetheeffectofliraglutideonamelioratingrenaltissue
damageofdiabeticratsbyinhibitingkinaseR-likeERkinase (PERK)/phosphorylationof
eukaryoticinitiationfactor-2α(eIF2α)/activatedtranscriptionfactor4 (ATF4)/C/ EBP-
homologousprotein (CHOP)pathway mediatedbyendoplasmicreticulum stressandits
mechanism.Methods Aratmodeloftype2diabetesmellitus(T2DM)wasinducedbyahigh-
carbohydrate,high-fatdietandintraperitonealinjectionoflow-doseStreptozotocin(STZ)(30
mg/kg).At5weeksafterSTZinjection,diabeticratswererandomlytreatedwithsubcutaneous
injectionornosubcutaneousinjectionofLiraglutide(0.2mg/kg/12h)for8weeks.Theratswere
dividedintoNCgroup,DNgroupandDN+Liragroup.Diabetes-relatedphysicalandbiochemical
indexes,renalhistopathology and ultrastructuralchanges were measured.Thelevels of
superoxidediamutase(SOD),reactiveoxygenspecies(ROS)level,malondialdehyde(MDA)

andmyeloperoxidase(MPO)weredetectedbycorrespondingkits,respectively.Theexpression
ofendoplasmicreticulumstress-relatedproteinsandPERK/eIF2α/ATF4/CHOPpathwaywere
analyzedbyWesternblotting.Results At5weeksafterSTZinjection,thefastingbloodglucose
(FBG)intheDNgroupwasconsistentlyhigherthanthatintheNCgroup.At13weeksafter
STZinjection(8weeksafterLiraglutideadministration),theDNgroupandDN+Liragroup
showedsignificantlyhigherFBG,hemoglobinA1c(HbA1c),renalbodymassindex,serum
creatinine(SCr),andbloodureanitrogen(BUN)comparedwiththeNCgroup,butsignificantly
lowerbodyweightcomparedwiththeNCgroup;TheFBG,HbA1c,renalbodymassindex,

SCr,andBUNintheDN+LilagroupweresignificantlylowerthanthoseintheDNgroup(P<
0.05).At5weeksafterSTZinjection(0weekafterLiraglutideadministration),theurinary
albumin/creatinineratio(ACR)intheDNgroupandDN+Liragroupwassignificantlyhigher
thanthatintheNCgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<0.05).Attheend
ofthestudy(8weeksafteradministrationofLiraglutide),theurinaryACRintheDNgroupand
DN+LiragroupwassignificantlyhigherthanthatintheNCgroup,whiletheurinaryACRinthe
DN+LilagroupwassignificantlylowerthanthatintheDNgroup(P<0.05).Themesangial
matrixindexofDNgroupandDN+LiragroupwassignificantlyhigherthanthatofNCgroup,

whilethemesangialmatrixindexofDN+LiragroupwassignificantlylowerthanthatofDN
group,withstatisticalsignificance(P<0.05).Theproteinlevelsofglucoseregulatedprotein78
(GRP78),phosphorylatedinositolrequiringenzyme1α(p-IRE1α),activatingtranscription
factor6(ATF6),andcaspase-12intheDNgroupweresignificantlyhigherthanthoseintheNC
group,whiletheproteinlevelsofGRP78,p-IRE1α,ATF6,andCaspase-12intheDN+Lira
groupweresignificantlylowerthanthoseintheDNgroup(P<0.05).ThelevelsofMDA,

ROS,andMPOintheDNgroupweresignificantlyhigherthanthoseintheNCgroup,whilethe
levelsofSODwerelowerthanthoseintheNCgroup.IntheDN+Liragroup,thelevelsof
MDA,ROS,andMPOweresignificantlylowerthanthoseintheDNgroup,andthelevelsof
SODwerehigherthanthoseintheDNgroup(P<0.05).Thelevelsofp-PERK,p-eIF2α,

ATF4,andCHOPintherenalcortexoftheDNgroupweresignificantlyhigherthanthoseofthe
NCgroup,whilethelevelsofp-PERK,p-eIF2α,p-ATF4,andCHOPintherenalcortexofthe
DN+LiragroupweresignificantlylowerthanthoseoftheDNgroup(P<0.05).Conclusion 
Liraglutide mayplayarenalprotectiverolebyinhibitingthePERK/eIF2α/ATF4/CHOP
pathwaymediatedbyendoplasmicreticulumstress.

[Keywords] diabetickidneydisease;liraglutide;endoplasmicreticulumstress

  糖尿病肾病(diabetickidneydisease,DKD)是 糖尿病(diabetesmellitus,DM)最严重的微血管并
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发症之一,也是世界各地终末期肾病的主要病因[1]。
此外,DKD是心血管疾病的重要危险因素。因此,
预防DKD的发生和发展具有重要意义。然而,目
前的治疗策略,即降低血糖和血压以及抑制肾素-
血管紧张素-醛固酮系统,并不能阻止病情的发生

和发展[2]。因此,迫切需要针对 DKD 的致病机制

建立新的治疗策略。内质网是细胞中重要的细胞

器,是调节蛋白质合成、折叠、修饰和加工的场所。
内质网是一种非常敏感的细胞器,许多内部或外部

因素,如氧化应激、Ca2+代谢紊乱和缺氧条件,都可

能导致内质网应激[3]。近年来,越来越多的证据表

明,内质网应激在DKD的发病机制中也起着关键

作用[4]。此外,最近研究表明,蛋白激酶R样内质

网激酶(proteinkinaseR-likeERkinase,PERK)/
真核翻译起始因子eIF2的α亚基(Phosphorylation
ofeukaryoticinitiationfactor-2α,eIF2α)/活化转录

因子4(activatedtranscriptionfactor4,ATF4)/C/

EBP 同 源 蛋 白 (C/EBP-homologous protein,

CHOP)通路在内质网应激中发挥关键作用[5-6]。
在DKD小鼠中,肾康注射液抑制肾小管上皮间充

质转化和内质网应激诱导的细胞凋亡,并并抑制

PERK-eIF2α-ATF4-CHOP信号通路的激活,从而

减 轻 DKD[7]。因 此,PERK/eIF2α/ATF4/CHOP
通路可以作为预防和减轻DKD的新的治疗靶点。
胰高血糖素样肽1(glucagon-likepeptide-1,GLP-1)
是一种由肠道L细胞分泌的肠促生长素,是治疗2
型 DM 的 新 型 药 物。GLP-1 通 过 GLP-1 受 体

(GLP-1receptor,GLP-1R)发挥作用,该受体在包

括肾脏在内的许多组织中广泛表达[8]。最近的临床

试验报道,GLP-1R激动剂能够降低2型DM 患者

的尿白蛋白[9]。先前的研究还表明,利拉鲁肽可以

显著降低链脲佐菌素 (streptozotocin,STZ)诱导的

DM大鼠的尿蛋白水平[10]。此外,其他研究表明,

GLP-1R激动剂可能通过抑制DM 啮齿动物氧化

应激 的 增 加 而 具 有 肾 脏 保 护 作 用[11-12]。然 而,

GLP-1受体激动剂抑制DKD氧化应激的确切分子

机制尚不清楚。基于上述证据,推测 GLP-1类似物

利拉鲁肽可能通过抑制蛋白激酶R样内质网激酶

(proteinkinaseR-likeERkinase,PERK)/真核翻

译起 始 因 子eIF2的 α亚 基(phosphorylationof
eukaryoticinitiationfactor-2α,eIF2α)/活化转录因

子4(activatedtranscriptionfactor4,ATF4)/C/

EBP 同 源 蛋 白 (C/EBP-homologous protein,

CHOP)通路对早期肾损伤发挥肾脏保护作用。本

研究的目的是探讨利拉鲁肽能否通过抑制PERK/

eIF2α/ATF4/CHOP通路介导的氧化应激在DKD
大鼠模型中起到预防早期肾损伤的作用。报告

如下。

1 材 料 与 方 法

1.1 实验动物与实验设计 雄性Sprague-Dawley
大鼠(6周龄,体重160~200g)购自北京维通利华

实验动物技术有限公司(China)(许可证号:SYXK
(京)2022-0052)。所有实验程序均按照中国实验协

会动物护理与使用指南进行,并经首都医科大学附

属北京口腔医院机构动物护理与利用委员会批准

(批准号:kqyy-2022-06-009)。所有大鼠均饲养在

无病原体条件下的笼子里,温度(22~23℃)和光照

(12h黑暗/光照循环)。适应1周后,将大鼠随机

分为正常饮食(NC)组(n=8)和高糖高脂饮食

(high-sugarandhigh-fatdiet,HSHF)组(n=27)。

NC组大鼠采用正常饮食喂养,HSHF组大鼠则采

用高糖高脂饮食喂养(包括20%的糖、15%的猪油、

2.5%的胆固醇和62.5%的正常饮食组成的高糖高

脂饮食),直至研究结束。所有的老鼠都可以自由获

取饮食和引用水。8周后,HSHF组大鼠在禁食

12h后腹膜内注射30mg/kg的STZ(Sigma,St.
Louis,MO,USA)[STZ在柠檬酸盐缓冲液(pH=
4.5)中溶解],NC组大鼠单独腹膜内注射柠檬酸盐

缓冲 液。3d 后,连 续 3d 空 腹 血 糖 浓 度 ≥
11.1mmol/L的大鼠被视为DM[13]。注射STZ5周

后,将DM大鼠随机分为DKD对照组(DN组,n=
8)和利拉鲁肽治疗组(DN+Lira组,n=8)。DN+
Lira 组 大 鼠 皮 下 注 射 利 拉 鲁 肽 (Victoza,

NovoNordic,Bagsvaerd,Denmark),6mg利拉鲁肽

溶于11mL生理盐水,0.6mg·kg-1·d-1,持续8
周,而NC组和DN组大鼠则皮下注射等量的生理

盐水[14]。

1.2 样本采集 在注射STZ后5周(利拉鲁肽给

药后0周)和13周(利拉鲁肽给药后8周),使用单

独的代谢笼收集24h尿液样本,然后在-80℃下

储存,直到进行分析。测量体重后处死所有大鼠。
从大鼠的下腔静脉采集血样,并采集其肾脏,称重。
将右肾皮质切成碎片,然后在液氮中快速保存,用于

分子生物学研究。将左肾皮质切成小块(1mm3),
然后快速固定在预冷的2.5%戊二醛中进行电子显

微镜分析。剩余的左肾组织在10%福尔马林中固

定24h,并包埋在石蜡中进行过碘酸六胺银染色

(periodicacid-silvermetheramine,PASM)和免疫

组织化学分析。
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1.3 物理和生化测量 每周用血糖仪(Yuyue301,

Jiangsu,China)测定尾静脉空腹血糖(fastingblood
glucos,FBG)。在实验结束时,用DCA2000(Bayer,

Pittsburgh,PA,USA)测 量 血 液 糖 化 血 红 蛋 白

(hemoglobinA1c,HbA1c)。食物摄入量计算为3d
内的平均值。通过自动生化分析仪(Olympus2700,

Tokyo,Japan)检测血清肌酐(erumcreatinine,SCr)
和血尿素氮(bloodureanitrogen,BUN)。尿白蛋白

排泄量表示为尿白蛋白/尿肌酐的比值。使用自动

分析仪(BN Ⅱ,Siemens,Marburg,Germany)测量

尿白蛋白,并使用自动生化分析仪(Olympus2700,

Tokyo,Japan)测定尿SCr。

1.4 组织病理学分析 肾脏切片(2μm)用过碘酸

六 胺 银 染 色 (periodicacid-silver metheramine,

PASM),通 过 光 学 显 微 镜 进 行 组 织 学 检 查

(Olympus,Tokyo,Japan)。肾小球损伤的程度如

前所述进行评估[15]。简言之,使用ImageProPlus
6.0(MediaCybernetics,Silverspring,MD,USA)以
每只大鼠20个肾小球测量肾小球簇面积和系膜基

质面积(PASM 阳性面积)。系膜基质指数表示为

系膜基质面积/肾小球簇面积的比值。为了评估肾

皮质的超微结构,按照先前研究中的描述对肾皮质

进行 了 治 疗[16]。用 透 射 电 子 显 微 镜(HT7700,

Hitachi,Tokyo,Japan)观察肾皮质的超微结构。

1.5 蛋白质免疫印迹法(Westernblot,WB) 将肾

皮质 组 织 在 裂 解 缓 冲 液 (Beyotime,Shanghai,

China)中匀浆,并以13000r/min离心10min。用

二辛 可 宁 酸 测 定 试 剂 盒 (Beyotime,Shanghag,

China)测定蛋白质浓度。通过十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离总蛋白(40μg),并将其转移

到聚偏二氟乙烯膜(Millipore,Bedford,MA,USA)
上。在室温下用5%脱脂乳封闭30min后,将膜与

抗 TGF-β1的兔多克隆抗体 GRP78、抗IRE1α/p-
IRE1α的兔多克隆抗体、抗 ATF6的兔多抗体,抗

Caspase-12的兔单克隆抗体、抗GAPDH的兔多克

隆抗体、抗 PERK/p-PERK 的兔多克隆抗体、抗

eIF2α的兔多克隆抗体、抗 ATF4的的兔多克隆抗

体和 抗 CHOP 的 的 兔 多 克 隆 抗 体 (Abcam,

Cambridge,UK),在4℃下孵育过夜。充分洗涤

后,将膜与辣根过氧化物酶连接的二抗(1∶5000;

Boster,Wuhan,China)在37℃下孵育2h。使用增

强化学发光底物(ThermoFisherSciencific,USA)
检测蛋白质。通过ImageJ软件对相对蛋白质水平

进行量化,并将其标准化为GAPDH水平。

1.6 氧化应激水平分析 从中国南京建成生物工

程 研 究 所 购 买 超 氧 化 物 歧 化 酶 (superoxide
diamutase,SOD)测 定 试 剂 盒、活 性 氧 (reactive
oxygenspecies,ROS)检 测 试 剂 盒、丙 二 醛

(malondialdehyde,MDA)测定试剂盒和髓过氧化物

酶(myeloperoxidase,MPO)测定试剂盒分别测定

SOD活性、ROS活性、MDA水平和 MPO水平。

1.7 统计学方法 应用SPSS17.0统计软件分析

数据。计量资料比较采用单因素方差分析和SNK-q
检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 利拉鲁肽对生化指标的影响 STZ注射后5
周(利拉鲁肽给药后0周)直至STZ注射13周(利
拉鲁肽给药后8周)时,DN 组和 DN+Lira组的

FBG值显著高于 NC组,DN组和DN+Lira组的

FBG值之间差异无统计学意义(P>0.05)。在使用

利拉鲁肽治疗后,DN+Lira组的FBG在干预的第

1周表现出急剧显著下降,第2周短暂增加,第3周

后则逐渐降低,呈现出一定的时间依赖效应。FBG
值显著降低于DN组,但显著高于 NC组,组间、时
点间、组间·时点间交互作用差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表1。

STZ注射后13周(利拉鲁肽给药后8周),DN
组和DN+Lira组FBG、HbA1c、肾体重指数、SCr
和BUN显著高于NC组,体重显著低于NC组;DN
+Lila组FBG、HbA1c、肾体重指数、SCr和BUN
显著低于 DN 组,差异有统计学意义(P<0.05)。

DN组和DN+Lira组体重差异无统计学意义(P>
0.05)。见表2。

STZ注射后5周(利拉鲁肽给药后0周)时,DN
组和DN+Lira组的尿白蛋白/尿肌酐比率显著高

于NC组,差异有统计学意义(P<0.05),DN组和

DN+Lira组尿白蛋白/尿肌酐比率差异无统计学意

义(P>0.05)。研究结束(利拉鲁肽给药后8周)
时,DN组和DN+Lira组的尿白蛋白/尿肌酐比率

显著高于NC组,DN+Lila组的ACR显著低于DN
组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表3。
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表1 干预期间各组大鼠FBG比较

Table1 ComparisonofFBGlevelsamongdifferentgroupsofratsduringintervention
(n=8,x-±s,mmol/L)

组别 0周 1周 2周 3周 4周 5周 6周 7周 8周

NC组 6.91±0.11 6.92±0.19 6.90±0.17 6.91±0.22 6.90±0.25 6.92±0.21 6.90±0.23 6.90±0.27 6.91±0.23
DN组 23.12±2.03 24.25±2.04 25.36±2.16 26.07±2.42 26.71±2.15 24.74±2.18 25.19±2.19 25.62±2.19 25.90±2.03
DN+Lira组 23.01±2.12 12.03±1.32 22.14±3.11 18.13±1.57 17.53±1.47 17.03±1.49 16.76±1.76 17.03±1.54 17.26±1.68
组间 F 值=893.800   P 值<0.001
时点间 F 值=3.900    P 值<0.001
组间·时点间 F 值=4.700    P 值<0.001

表2 利拉鲁肽治疗后8周各组大鼠各项指标比较

Table2 Comparisonofvariousindicatorsineachgroupat8weeksaftertreatmentwithLiraglutide
(n=8,x-±s)

组别 FBG(mmol/L) HbA1c(%) 体重(g) 肾体重指数 SCr(μmol/L) BUN(mmol/L)

NC组 6.61±0.59 3.43±0.23 496.61±24.58 6.46±0.26 42.71±5.53 7.19±0.76
DN组 26.65±1.51* 10.61±0.46* 366.67±40.57* 11.61±0.42* 65.64±5.79* 9.87±1.15*

DN+Lira组 17.62±0.79*# 8.31±0.38*# 346.17±26.53* 9.61±0.45*# 51.66±4.57*# 8.21±1.09*#

F 值 743.305 789.013 54.079 362.329 37.714 14.220
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与NC组比较 #P 值<0.05与DN组比较(SNK-q检验)

表3 利拉鲁肽治疗后8周各组大鼠尿白蛋白/

尿肌酐比率比较

Table3 Comparisonofurinaryalbumin/creatinineratio
indifferentgroupsofratsat8weeks

aftertreatmentwithLiraglutide
(n=8,x-±s,U-Albmg/U-Creag)

 组别 0周 8周

NC组 4.59±0.54 4.67±0.64
DN组 20.12±2.03* 35.26±2.84*

DN+Lira组 20.02±2.11* 10.01±1.72*#

 F 值 216.250 560.393
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与NC组比较 #P 值<0.05与DN组比较(SNK-q
检验)

2.2 肾脏组织病理学和超微结构变化 注射STZ
13周(利拉鲁肽给药后8周)后,与NC组相比,DN
组的PASM染色显示肾小球系膜明显扩张。相反,

DN+Lira组的病理变化显著改善(图1A)。电子显

微镜显示,DN组的超微结构异常,包括肾小球基底

膜(glomerularbasementmembrane,GBM)增厚和

足细胞足突融合,然而,DN+Lira组的这些异常得

到了改善(图1B)。系膜基质指数,即系膜基质面

积/肾小球簇面积的比率,DN组和DN+Lira组系

膜基质指数显著高于NC组,DN+Lira组系膜基质

指数显著低于 DN 组,差异有统计学意 义(P<
0.05),见表4。

表4 各组系膜基质指数比较

Table4 Comparisonofmesangialmatrix
indexineachgroup

(n=8,x-±s,%)

组别 系膜基质指数

NC组 6.85±0.42
DN组 17.32±1.06*

DN+Lira组 9.37±0.84*#

F 值 357.347
P 值 <0.001

*P 值<0.05与NC组比较 #P 值<0.05与DN组比较(SNK-q
检验)
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图1 肾脏组织病理学和超微结构变化

A.大鼠肾小球的PASM染色结果(×400);B.TEM分析显示了肾小球组织的超微结构(×20000);C.毛簇;M.系膜细胞;P.足
细胞;E.红细胞

Figure1 Renalhistopathologicalandultrastructuralchanges

2.3 利拉鲁肽对DKD大鼠内质网应激和氧化损伤

的影响 内质网氧化应激在DKD的发展中起着至

关重要的作用。本研究探究了利拉鲁肽对大鼠肝脏

内质 网 应 激 相 关 蛋 白 GRP78、IRE1α、p-IRE1α,

ATF6和Caspase-12的影响。蛋白质免疫印迹结

果显示,DN组GRP78、p-IRE1α,ATF6和Caspase-
12的 蛋 白 水 平 显 著 高 于 NC 组,DN+Lira组

GRP78、p-IRE1α,ATF6和Caspase-12的蛋白水平

显著低于 DN 组,差异有统计学意义(P<0.05),

NC组和 DN+Lira组 GRP78、p-IRE1α,ATF6和

Caspase-12的蛋白水平差异无统计学意义(P>
0.05)。见图2,表5。

此外,还检测了利拉鲁肽对氧化损伤的影响。
评估大鼠血清中氧化应激相关标志物的水平。结果

显示,DN组的MDA、ROS、MPO水平显著高于NC
组,SOD水平低于 NC组,DN+Lira组中 MDA、

ROS、MPO 水平显著低于 DN 组,SOD水平高于

DN组,差异有统计学意义(P<0.05),见表6。

图2 利拉鲁肽对DKD大鼠内质网应激的影响

Figure2 EffectofLiraglutideonendoplasmicreticulum
stressinDKDrats

表5 各组大鼠肝脏内质网应激相关蛋白表达比较

Table5 Comparisonofendoplasmicreticulumstress-relatedproteinexpressioninliverofratsineachgroup
(n=8,x-±s)

组别 GRP78 p-IRE1α/IRE1α ATF6 Caspase-12

NC组 0.87±0.12 0.96±0.15 0.39±0.09 0.57±0.08
DN组 1.32±0.13* 1.98±0.21* 0.68±0.10* 0.89±0.11*

DN+Lira组 0.76±0.14# 0.82±0.18# 0.32±0.04# 0.50±0.06#

F 值 41.509 97.196 44.386 46.950
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与NC组比较 #P 值<0.05与DN组比较(SNK-q检验)
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表6 各组大鼠肝脏内质网应激相关指标变化

Table6 Changesofendoplasmicreticulumstress-relatedindexesinliverofratsineachgroup
(n=8,x-±s)

组别 MDA(nmol/mg) SOD(U/mg) ROS(nmol/mg) MPO(U/mg)

NC组 2.02±0.09 17.63±1.34 1.04±0.09 1.02±0.10
DN组 7.07±0.16* 6.73±1.29* 6.98±0.21* 6.05±0.24*

DN+Lira组 3.08±0.13# 13.11±1.65# 2.35±0.21# 2.23±0.18#

F 值 3363.336 116.428 2427.273 1654.296
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与NC组比较 #P 值<0.05与DN组比较(SNK-q检验)

2.4 利拉鲁肽对肾皮质中 PERK/eIF2α/ATF4/

CHOP通路活性的影响 为了进一步揭示利拉鲁

肽在DKD大鼠中抗蛋白尿作用的机制,进一步探

究了PERK/eIF2α/ATF4/CHOP通路是否在利拉

鲁肽介导DKD大鼠中抗蛋白尿中发挥作用。WB

检测结果显示,在利拉鲁肽治疗后8周,DN组肾皮

质中p-PERK、p-eIF2α、ATF4和CHOP水平显著

高于 NC组,DN+Lira组的肾皮质中p-PERK、

p-eIF2α、p-ATF4和 CHOP的水平显著低于 DN
组,差异有统计学意义(P<0.05),见表7、图3。

表7 各组大鼠肾皮质中PERK/eIF2α/ATF4/CHOP通路活性的变化

Table7 ThechangesofPERK/eIF2α/ATF4/CHOPpathwayactivityinrenalcortexofratsineachgroup
(n=8,x-±s)

组别 CHOP p-PERK/PERK p-eIF2α/eIF2α p-ATF4/ATF4

NC组 0.39±0.09 0.67±0.15 0.32±0.09 0.47±0.08
DN组 1.38±0.19* 1.26±0.21* 0.89±0.10* 0.96±0.11*

DN+Lira组 0.37±0.08# 0.70±0.19# 0.30±0.04# 0.50±0.07#

F 值 158.150 25.807 136.731 77.368
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与NC组比较 #P 值<0.05与DN组比较(SNK-q检验)

图3 利拉鲁肽对肾皮质中PERK/eIF2α/ATF4/CHOP通路

活性的影响

Figure3 EffectofLiraglutideontheactivityofPERK/

eIF2α/ATF4/CHOPpathwayinrenalcortex

3 讨  论

本研究结果显示,利拉鲁肽显著降低了2型

DKD大鼠模型中的SCr、BUN、尿白蛋白排泄、肾与

体重指数,并改善了肾脏组织病理学和超微结构的

变化。利拉鲁肽可以抑制肾皮质中PERK/eIF2α/

ATF4/CHOP通路活性。目前的结果表明利拉鲁

肽可能通过抑制PERK/eIF2α/ATF4/CHO的活性

而发挥肾脏保护作用氧化应激在DKD的发病机制

中起着至关重要的作用。高血糖可通过一系列异常

代谢途径导致 ROS的形成增加,如 AGEs的形成

增加、多元醇的积累以及肾脏中PKC和 NADPH
氧化酶的激活[17]。此外,ROS产生增加或抗氧化

酶产生减少可导致氧化应激[18]。升高的氧化应激

可以激活一系列信号通路,包括PI3K/Akt和JNK
通路,这些通路导致核因子κB的激活。此外,该转

录因子上调TGF-β1和结缔组织生长因子的表达,
导致系膜基质蛋白的产生增加、系膜基质沉积、系膜

扩张、肾小球基底膜增厚、足细胞损伤和凋亡[19]。
此外,已经证实SOD活性的上调可以减轻DM 大

鼠的肾损伤[20]。因此,通过抑制ROS的形成或提

高抗氧化酶的活性来抑制氧化应激可能是预防

DKD进展的一种有效且有前景的治疗策略。SOD
和过氧化氢酶是能够抑制氧化应激的主要抗氧化分

子[21]。越来越多的证据证实,在DKD动物模型中,
增强SOD和过氧化氢酶的表达可以减少蛋白尿、
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TGF-β1的表达和氧化应激[19]。本研究结果显示,

DN组的 MDA、ROS和 MPO水平显著升高,SOD
水平显著降低,但利拉鲁肽治疗显著减轻了STZ
诱导的大鼠血清中 MDA、ROS和 MPO水平的增

加,并提高SOD的水平。因此,提高抗氧化酶的活

性可能是预防 DKD发作和进展的一种有前途的

方法。
利拉鲁肽是一种用于治疗2型DM 的 GLP-1

类似物,被认为具有有益的肾脏保护作用[22]。最

近,临床试验证据证实,利拉鲁肽治疗与2型DM患

者的抗蛋白尿作用有关[9]。在动物模型中,GLP-1
R激动剂通过改善代谢异常[8]、抑制炎症[23]、阻断

AGEs的产生[24]、抑制氧化应激[11-12]来减缓DKD
的进展。本研究结果表明,DN+Lira组的SCr、

BUN、ACR水平和肾体重指数显著低于DN组,系
膜基质指数、内质网应激标记蛋白(GRP78、IRE1α、

p-IRE1α、ATF6和Caspase-12)的蛋白表达均低于

DN组。表明利拉鲁肽可能具有肾脏保护作用。一

项研究表明,在STZ诱导的DM 大鼠中,GLP-1R
激动剂exendin-4通过减少巨噬细胞释放促炎细胞

因子来抑制氧化应激,从而改善肾损伤[23]。另一份

报道表明,利拉鲁肽通过抑制STZ诱导的DM大鼠

肾脏NADPH 氧化酶的激活来抑制氧化应激[12]。
然而,GLP-1R激动剂对氧化应激的抑制作用的确

切分子机制尚未完全阐明。最近的研究表明,在动

物模型中,尿白蛋白的减少以及肾皮质氧化应激的

抑制与FoxO1生物活性的上调有关[25]。此外,肾
脏FoxO1的过表达改善了DM大鼠的肾损伤,同时

降低了 MDA,增加了 MnSOD和过氧化氢酶的表

达[26]。本研究结果显示,DN组大鼠 MDA、ROS和

MPO水平升高,同时伴有尿白蛋白升高,与 DKD
相关的显著形态学变化、抗氧化酶SOD水平降低。
相反,利拉鲁肽部分逆转了这些变化。总之,利拉鲁

肽可能通过抑制内质网应激和氧化损伤对大鼠

DKD发挥保护作用。

PERK/eIF2α/ATF4/CHOP通路是调节细胞

存活的重要信号通路。PERK是一种在内质网应激

时被 磷 酸 化 的 内 质 网 跨 膜 蛋 白。随 后,磷 酸 化

eIF2α的表达受到刺激,导致激活 ATF4的翻译活

性增强。然后,CHOP的ATF4依赖性表达上调,
这是一个关键的促凋亡转录[27]。据报道,CHOP通

过多种途径诱导细胞凋亡,包括线粒体依赖性途径、
死亡受体途径和其他途径[28]。缺失突变分析表明,

CHOP在细胞凋亡中起着至关重要的作用,并与内

质网应激引起的许多疾病有关[29]。在正常情况下,

CHOP的表达是不可观察到的。然而,在病理条件

下,CHOP被急剧释放并引发细胞凋亡。同样,本
研究观察利拉鲁肽处理的大鼠肾皮质中p-PERK、

p-eIF2α、ATF4和CHOP蛋白的水平明显降低。这

些 结 果 表 明 PERK/eIF2α/ATF4/CHOP 通 路 在

STZ诱导的内质网应激中起作用。
本研究存在一些局限性。首先,由于血糖水平

的下降和缺乏细胞实验,无法证明利拉鲁肽是否直

接诱导肾脏中PERK/eIF2α/ATF4/CHOP通路活

性,而与降血糖作用无关。其次,利拉鲁肽是否能改

善晚期DKD患者的肾损伤还有待进一步研究。因

此,基于上述问题,需要进一步研究利拉鲁肽在大鼠

系膜细胞和DKD不同阶段改善DM 肾损伤的分子

机制。综上所述,利拉鲁肽可有效改善2型DKD
大鼠模型的肾功能和与 DKD相关的肾脏病理变

化。这些作用的潜在机制可能与肾脏中 PERK/

eIF2α/ATF4/CHOP通路活性的抑制有关。尽管

利拉鲁肽作用的确切分子机制尚不清楚,但本研究

的发现为未来的人体试验提供了有价值的信息。
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