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金钗石斛对糖尿病肾病大鼠肾组织ＮＦκＢ、ＩＬ６表达的影响
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　　摘　要：目的　观察金钗石斛（ＤＮＬ）水提物对糖尿病大鼠肾组织核转录因子κＢ（ＮＦκＢ）、白细胞介素６（ＩＬ６）表达的影响。

方法　采用链脲佐菌素建立糖尿病大鼠模型，分为健康对照组、糖尿病组、金钗石斛干预１组（ＤＮＬ１组）、金钗石斛干预２组

（ＤＮＬ２组），灌胃给药１２周。分别测定血糖、血尿素氮、血肌酐、尿肌酐、２４ｈ尿蛋白，并计算肌酐清除率，蛋白质印迹法检测ＮＦ

κＢ、ＩＬ６蛋白表达水平，实时荧光定量ＰＣＲ检测ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达水平。结果　与健康对照组比较，１２周末糖尿病组大鼠血

糖、尿素氮、２４小时尿蛋白显著增高（犘＜０．０１），肌酐清除率显著降低（犘＜０．０１），ＮＦκＢ、ＩＬ６蛋白表达水平与ＩＬ６ｍＲＮＡ水平

明显增高（犘＜０．０５）；与糖尿病组比较，ＤＮＬ１组、ＤＮＬ２组大鼠血糖、尿素氮、２４ｈ蛋白尿明显降低（犘＜０．０５），肌酐清除率明显增

加（犘＜０．０５），ＮＦκＢ、ＩＬ６蛋白表达水平与ＩＬ６ｍＲＮＡ水平明显降低（犘＜０．０５）。结论　ＤＮＬ能抑制糖尿病大鼠肾组织中ＮＦ

κＢ的活化，进而降低ＩＬ６的表达，对糖尿病组大鼠肾脏起到保护作用。
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ｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎｏｆｇｒｏｕｐＤＮＬ１ａｎｄｇｒｏｕｐＤＮＬ２ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０５），ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｃｌｅａｒａｎｃｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

（犘＜０．０５），ｔｈｅＮＦκＢ、ＩＬ６ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｎｄＩＬ６ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（ａｌｌ犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅ
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；ＮＦｋａｐｐａＢ；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６；ｂｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｌｉｅｌｉｎｄｌ

　　糖尿病肾病是糖尿病微血管并发症之一，与慢性炎性反应

有直接的关系［１］。金钗石斛（ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｌｉｎｄｌ，ＤＮＬ）为

兰科石斛属多年生草本植物，具有抗感染、增强机体免疫力、抗

肿瘤、抗衰老等作用。现已证实，ＤＮＬ水提物可通过降低糖尿

病大鼠血清中非酶糖基化产物（ＡＧＥｓ）和其受体（ＲＡＧＥ）的表

达水平［２］，对糖尿病大鼠肾脏起到保护作用。众所周知，核转

录因子κＢ（ＮＦκＢ）可通过调控多种下游炎性因子如白细胞介

素６（ＩＬ６）等，在炎性反应过程中发挥着重要作用。那么，

ＤＮＬ水提物是否可通过抑制 ＮＦκＢ的活化来降低炎性因子

表达，对肾脏起到保护作用？本研究拟通过相关实验证实这一

假设。

１　材料与方法

１．１　材料　７周龄健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量（２００±１０）ｇ，

购于第三军医大学实验动物中心；链脲佐菌素（ＳＴＺ），Ｓｉｇｍａ

公司；强生稳豪血糖仪，Ｌｉｆｅｓｃａｎ公司；ＲＮＡ提取试剂盒、ＰＣＲ

反应试剂盒、逆转录反应试剂盒，北京天根；ＰＣＲ引物，上海捷

瑞；ＮＦκＢｐ６５、ＩＬ６多抗，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；瑞士ＢＵＣＨ 旋转

蒸发仪，Ｏｌｙｍｐｌｕｓ５４００全自动生化分析仪；ＤＮＬ，遵义赤水。

１．２　方法

１．２．１　ＤＮＬ水提物制备　将ＤＮＬ烘干粉碎并过１０目筛，取

２５０ｇ加水２．５Ｌ，浸泡１ｈ，加热至沸腾后３０ｍｉｎ淋出药汁，连

续３次。旋转蒸发仪浓缩３次药汁至１２５ｍＬ（相当于２ｇ／ｍＬ

生药的浸膏）。

１．２．２　实验分组及动物模型制备　所有大鼠适应性饲养１周

后禁食不禁水１２ｈ，随机分为健康对照组（１０只）和糖尿病模

型组（糖尿病组）。将ＳＴＺ用新鲜配制的０．１ｍｍｏｌ／Ｌ枸橼酸
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表１　　１２周后各组大鼠血糖、尿素氮、２４ｈ尿蛋白、肌酐清除率比较（狓±狊，狀＝１０）

组别 空腹血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ） 尿素氮（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２４ｈ尿蛋白（ｍｇ／２４ｈ） 肌酐清除率［ｍＬ／（ｋｇ·ｍｉｎ）］

健康对照组 ５．３０±０．７５ ６．９２±１．００ ５．３０±０．８２ ７．２５±０．６５

糖尿病组 ２８．００±２．２１ａ １７．７５±４．２３ａ ３５．００±４．７４ａ ３．２３±０．４３ａ

ＤＮＬ１组 ２１．００±３．２２ａｂ １３．２１±２．４７ａｂ ２５．８９±３．１６ａｂ ４．１１±０．２３ａｂ

ＤＮＬ２组 １９．２０±２．４２ａｂ １１．２１±１．８９ａｂ ２５．７４±２．３５ａｂ ４．２３±０．７３ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与健康对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与糖尿病组比较。

缓冲液（ｐＨ４．２）配成１％浓度，按剂量５５ｍｇ／ｋｇ体质量左下

腹腔单次注射予糖尿病组的模型大鼠，７２ｈ后尾尖采血测血

糖，凡随机血糖大于或等于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ作为糖尿病大鼠。

平衡喂养３ｄ后，将成模大鼠随机分为糖尿病组、ＤＮＬ干预１

组（ＤＮＬ１组）、ＤＮＬ干预２组（ＤＮＬ２组），每组１０只，ＤＮＬ１

组、ＤＮＬ２组分别给予每日１次５ｍＬ／ｋｇ、１０ｍＬ／ｋｇ剂量的

ＤＮＬ水提物灌胃，健康对照组与糖尿病组同时给予等量的生

理盐水灌胃，灌胃时间均为１２周。各组大鼠实验期间按组分

笼饲养，自由饮食，自然昼夜光线照明。

１．２．３　血糖测定　大鼠尾静脉采血，采用Ｌｉｆｅｓｃａｎ公司的强

生稳豪血糖仪测定。

１．２．４　肾功能指标检测　灌胃给药１２周后收集大鼠２４ｈ尿

量，禁食１２ｈ，４０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射２％戊巴比妥，腹主动脉采

血，Ｏｌｙｍｐｌｕｓ５４００全自动生化分析仪检测血糖、尿素氮、血肌

酐、尿肌酐、２４ｈ尿蛋白，并计算肌酐清除率，肌酐清除率＝

１０００×［尿肌酐浓度×２４ｈ尿量（ｍＬ）］／［血肌酐浓度×体质

量（ｋｇ）×２４×６０（ｍｉｎ）］。

１．２．５　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＮＦκＢ、ＩＬ６的蛋白

表达　细胞核ＮＦκＢ蛋白提取参考文献［３４］方法，肾皮质中

ＩＬ６蛋白提取参考文献［５］方法，考马斯亮蓝法进行蛋白定量，

蛋白／泳道上样５０μｇ，１０％浓缩胶进行十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳分离，电转移至醋酸纤维薄

膜，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，分别加入ＮＦκＢｐ６５、ＩＬ６兔抗鼠多

抗（１∶５００稀释），４℃孵育过夜，洗膜，加入辣根过氧化酶标记

的羊抗兔二抗（１∶１０００稀释），室温孵育２ｈ，洗膜、显影、定

影。图像分析系统进行灰度扫描，吸光度值代表条带信号的

强弱。

１．２．６　荧光定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）检测ＩＬ６ｍＲＮＡ表达　按

试剂盒说明书提取肾皮质总 ＲＮＡ，Ａ２６０／Ａ２８０吸光度值在

１．８～２．０内符合纯度要求。按逆转录试剂盒操作将ＲＮＡ合

成ｃＤＮＡ。ＩＬ６ 引物序列为：Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＴＧＴ ＴＣＴ ＣＡＧ

ＧＧＡ ＧＡＴ ＣＴＴ ＧＧ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＣＣ ＡＧＧ ＴＡＧ ＡＡＡ

ＣＧＧＡＡＣＴＣ３′。ＰＣＲ扩增条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９４℃

１５ｓ，６０℃６０ｓ，共４０个循环。溶解曲线检测，无特异扩增。

以甘油醛３磷酸脱氢酶为内参，目的基因相对表达量＝目的

基因／内参基因。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析，

所得数据以狓±狊表示，多组间比较采用方差分析，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血糖、尿素氮、２４ｈ尿蛋白、肌酐清除率比较　与健康对

照组大鼠比较，糖尿病组、ＤＮＬ１组、ＤＮＬ２组大鼠的血糖、尿

素氮、２４ｈ尿蛋白水平有显著增加（犘＜０．０１），肌酐清除率显

著降低（犘＜０．０１）；ＤＮＬ１组、ＤＮＬ２组大鼠与糖尿病组大鼠比

较，血糖、尿素氮、２４ｈ尿蛋白显著降低（犘＜０．０５），肌酐清除

率显著增加（犘＜０．０５）；ＤＮＬ１组与ＤＮＬ２组比较，血糖、尿素

氮、２４ｈ尿蛋白、肌酐清除率比较差异均无统计学意义（犘＞

０．０５）。见表１。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测表达结果　糖尿病组、ＤＮＬ１组、

ＤＮＬ２组的 ＮＦκＢ、ＩＬ６蛋白表达量高于健康对照组（犘＜

０．０５）；糖尿病组 ＮＦκＢ、ＩＬ６表达明显高于ＤＮＬ１组、ＤＮＬ２

组（犘＜０．０５）；ＤＮＬ１组 ＮＦκＢ、ＩＬ６表达高于ＤＮＬ２组（犘＜

０．０５）。见图１、２。

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｂ：ＮＦκＢ的具体表达。ａ：犘＜０．０５，与健康对

照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与糖尿病组比较；ｃ：犘＜０．０５，与ＤＮＬ１组比较。

图１　　各组ＮＦκＢ的表达

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｂ：ＩＬ６的具体表达。ａ：犘＜０．０５，ＩＬ６在糖尿

病组、ＤＮＬ１组、ＤＮＬ２组、健康对照组肾组织中的蛋白表达变化与健

康对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与糖尿病组比较；ｃ：犘＜０．０５，与ＤＮＬ１组

比较。

图２　　各组ＩＬ６的表达

２．３　ＩＬ６ｍＲＮＡＦＱＰＣＲ检测表达结果　糖尿病组、ＤＮＬ１

组、ＤＮＬ２组ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达量与健康对照组比较显著增

强（犘＜０．０５）；ＤＮＬ１组、ＤＮＬ２组ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达量与糖

尿病组比较显著减少（犘＜０．０５）；ＤＮＬ１组ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达

量高于ＤＮＬ２组（犘＜０．０５）。见表２。

表２　　各组大鼠肾皮质中ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达情况

　　　　比较（狓±狊，狀＝１０）

组别 ＩＬ６ｍＲＮＡ

健康对照组 ４０±１５

糖尿病组 １７０±２１ａ

ＤＮＬ１组 １３１±１１ａｂ

ＤＮＬ２组 １１８±１９ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与健康对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与糖尿病组比较；ｃ：

犘＜０．０５，与ＤＮＬ１组比较。

３　讨　　论

ＤＮＬ水提物主要化学成分为总多糖和生物碱，有降血糖、

抗氧化等作用［６８］。以往研究已证实ＤＮＬ水提物对ＤＭ 大鼠
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肾脏具有保护作用，能够抑制大鼠体内 ＡＧＥｓ生成，下调肾组

织中ＲＡＧＥ的表达，抑制氧化应激的发生
［２，９］。也有文献报

道，ＡＧＥｓ和其受体ＲＡＧＥ的相互作用可使ＮＦκＢ活化，引起

血管通透性增加和氧化应激，导致细胞间黏附分子１、血管细

胞黏附分子１、单核细胞趋化蛋白１、ＩＬ６等基因的过度表达，

启动炎性因子的发病机制［１０］。因此ＤＮＬ是否能降低糖尿病

大鼠肾脏中 ＮＦκＢ的活化，进而减少炎性因子ＩＬ６等的过多

表达是本文研究的重点。

ＮＦκＢ是一种具有多向性调节作用的蛋白质因子，由Ｐ５０

与Ｐ６５两个多肽链亚基组成的二聚体，细胞质中的 ＮＦκＢ以

无活性状态存在，而只有在细胞核的抽提物中才具有活性。在

静息细胞中，ＮＦκＢ的Ｐ６５亚基与抑制蛋白（ＩκＢ）结合，当细胞

受到外界刺激时，胞质内 ＮＦκＢ与ＩκＢ分离并活化进入细胞

核，进入细胞核内的ＮＦκＢ与ＤＮＡ结合启动基因转录，调控

ＩＬ６、ＩＬ８、干扰素β、单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）等众多炎

性因子和细胞因子蛋白质表达，以此调节组织细胞病理、生理

反应［１１］。

ＩＬ６是活化Ｔ细胞和成纤维细胞产生的淋巴因子，糖尿

病患者长期处于高血糖状态下，使肾小球血管内皮细胞受损，

导致系膜细胞增生，ＩＬ６的产生会增加，增加的ＩＬ６会再刺激

系膜细胞增生，细胞外基质增多，最终导致肾小球硬化。因此，

ＩＬ６既参加糖尿病肾组织的损伤，同时又加速了肾病损伤的

发展［１２］。

本研究结果显示，与糖尿病组大鼠比较，ＤＮＬ组大鼠血

糖、尿素氮、２４ｈ尿蛋白明显降低，肌酐清除率明显增高，提示

ＤＮＬ有降低血糖，保护糖尿病组大鼠肾脏的功能，这与以往的

研究结果一致［２，８］。研究还发现糖尿病组大鼠肾脏内 ＮＦκＢ、

ＩＬ６的蛋白表达和ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达显著高于健康对照组；

ＤＮＬ组大鼠肾脏ＮＦκＢ、ＩＬ６的蛋白表达和ＩＬ６ｍＲＮＡ的表

达明显低于糖尿病组，结果说明ＤＮＬ能抑制糖尿病大鼠肾脏

ＮＦκＢ过多的激活，进而降低炎性因子的过度表达，从而起到

保护肾脏的作用，至于其是否是通过降低糖尿病大鼠血清

ＡＧＥｓ和其受体ＲＡＧＥ的相互作用来抑制 ＮＦκＢ的活化没有

直接证据，有待进一步研究。

综上所述，ＤＮＬ水提物可以通过抑制肾脏组织中 ＮＦκＢ

的活化，进而减少炎性因子ＩＬ６的表达，对糖尿病大鼠肾脏具

有保护作用。本实验研究重点是ＤＮＬ对糖尿病大鼠肾脏的保

护作用及其机理，因此，量效关系未出现，实验中ＤＮＬ水提物

的用量是根据文献［１３］和预实验设计。今后将进一步从分子

水平探讨ＤＮＬ对糖尿病大鼠肾脏的作用机制及其量效关系。
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