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　　［摘要］　目的　观察黄芪甲苷对糖尿病 ＫＫＡｙ小鼠肾组织转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）、ＳＭＡＤ２／３、α平滑肌肌动蛋白（α

ＳＭＡ）表达的影响，探讨其延缓肾脏纤维化的可能机制。方法　雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠１０只作为对照组，２０只２型糖尿病模型

ＫＫＡｙ小鼠予以高脂饮食至１４周，随机数字法分为模型组和黄芪甲苷组，每组１０只，黄芪甲苷组给予黄芪甲苷４０ｍｇ·ｋｇ
－１·

ｄ－１，模型组与对照组给予等量生理盐水。实验期间，各组动物自由饮食、饮水。血糖仪测量１６、２０、２４周龄时各组小鼠的血糖水

平。２４周时处死，观察各组小鼠肾的病理学变化，免疫组织化学法测定ＴＧＦβ１、ＳＭＡＤ２／３、αＳＭＡ的表达。结果　（１）血糖：与

对照组相比，１４周龄的ＫＫＡｙ小鼠血糖明显升高，模型组血糖在１６、２０、２４周时血糖明显升高（犘＜０．０５），黄芪甲苷组与其相比，

血糖下降（犘＜０．０５）。（２）肾组织形态学：对照组肾小球及肾小管结构清晰，未出现肾间质纤维化，模型组肾小球系膜基质增宽，

系膜细胞增多，肾小管上皮细胞细胞质空泡样变性，肾间质炎性细胞增多，黄芪甲苷组肾小管上皮细胞细胞质较少，未呈现明显的

纤维化。（３）肾组织ＴＧＦβ１、ＳＭＡＤ２／３、αＳＭＡ的表达：对照组ＴＧＦβ１表达微弱，而模型组ＴＧＦβ１显著表达于肾小管上皮细胞

细胞质（犘＜０．０１）；与模型组相比，黄芪甲苷组ＴＧＦβ１、αＳＭＡ表达明显下调（犘＜０．０５）；对照组肾小管与肾小球细胞核有少量

磷酸化的ＳＭＡＤ２／３表达，模型组表达增加（犘＜０．０１），与模型组相比，黄芪甲苷组表达减少（犘＜０．０５）。结论　黄芪甲苷通过影

响ＴＧＦβ／ＳＭＡＤＳ信号通路，下调ＴＧＦβ１、αＳＭＡ表达，改善糖尿病小鼠肾脏纤维化。

［关键词］　黄芪甲苷；糖尿病肾病；转化生长因子；肌动蛋白α；Ｓｍａｄｓ信号蛋白
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　　糖尿病肾病是糖尿病微血管病变中的重要并发症之一，是 导致终末期肾病和糖尿病患者死亡的主要原因。肾小管及肾
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小球的炎症、纤维化是糖尿病肾病进展为终末期肾病的主要病

理基础，并且肾小管的损伤先于肾小球损伤［１２］。因此，阻断肾

小管纤维化在延缓肾功能恶化过程中起着重要的作用。包括

转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）在内的许多细胞因子参与了肾脏纤

维化的过程。ＴＧＦβ１可诱导肾小管上皮细胞向纤维母细胞转

分化，且在糖尿病肾病的发展过程中，ＴＧＦβ１表达增加
［３４］。

作为 ＴＧＦβ家族的下游信号转导蛋白，Ｓｍａｄｓ信号蛋白

（ＳＭＡＤ）蛋白同肾脏纤维化密切相关。有研究发现，ＴＧＦβ刺

激肾小管上皮细胞时，ＳＭＡＤ２发生磷酸化并且转入核内，促

使肾小管上皮细胞表达胶原蛋白及α平滑肌肌动蛋白（α

ＳＭＡ）增加
［５６］。黄芪甲苷是从豆科植物黄芪中提取出来的具

有抗氧化、抗炎的物质，可通过多种途径保护肾脏。本研究通

过观察 黄 芪 甲 苷 对 糖 尿 病 ＫＫＡｙ 小 鼠 肾 组 织 ＴＧＦβ１、

ＳＭＡＤ２／３及αＳＭＡ表达的影响，探讨其对肾间质纤维化的

保护作用，为临床应用黄芪甲苷保护肾脏提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠１０只及 ＫＫＡｙ小鼠

２０只，体质量２２～２４ｇ，购自中国医学科学院动物中心，饲养

于无特定病原体（ＳＰＦ）级动物实验室；

１．１．２　主要试剂　黄芪甲苷（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＡＢ试剂

盒、ＴＧＦβ１和αＳＭＡ多克隆抗体（北京中山生物科技有限公

司）；磷酸化ＳＭＡＤ２／３多克隆抗体（武汉博士德公司）。

１．２　方法

１．２．１　动物分组及给药　高脂饮食饲养至１４周龄的 ＫＫＡｙ

小鼠当随机血糖大于１３．９ｍｍｏｌ／Ｌ时提示造模成功
［７］，随机

数字法分成模型组和黄芪甲苷组（每日灌胃，剂量为４０ｍｇ·

ｋｇ
－１·ｄ－１），同龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作为对照组，实验期间，

各组动物自由饮食、饮水。

１．２．２　标本采集　分别于１６、２０、２４周时尾静脉取血测量血

糖水平；２４周龄时处死各组小鼠，以４％多聚甲醛固定肾组织。

１．２．３　指标检测　小鼠禁食６ｈ后罗氏血糖仪监测血糖。

１．２．４　肾组织病理形态学观察　石蜡包埋肾组织后切片，进

行常规苏木精伊红（ＨＥ）染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色，在光镜下观察；

免疫组织化学：据ＳＡＢＣ试剂盒说明书测定ＴＧＦβ１、ＳＭＡＤ２／

３及αＳＭＡ表达情况，随机数字法选取１０个以上肾小球测定

上述蛋白表达。

１．３　统计学处理　所有数据应用ＳＰＳＳ１９．０进行统计分析，

所有数据均以狓±狊表示，组间差异采用狋检验或单因素方差

分析及ＬＳＤ检验，以犘＜０．０５差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　一般状态比较　对照组老鼠对外界反应灵敏，毛色顺滑。

模型组小鼠精神状态差，步履缓慢，烦渴多尿，反应差，毛发枯

燥。随着周龄的增加，上述症状更加明显。黄芪甲苷组小鼠的

精神状态及反应能力介于两组之间。

２．２　黄芪甲苷对 ＫＫＡｙ糖尿病小鼠血糖的影响　与对照组

相比，１４周龄的ＫＫＡｙ小鼠血糖明显升高，模型组血糖在１６、

２０、２４周时血糖明显升高（犘＜０．０５），黄芪甲苷组与其相比，血

糖下降（犘＜０．０５）。见表１。

２．３　黄芪甲苷对 ＫＫＡｙ糖尿病小鼠组织形态学的影响　对

照组小鼠肾小球及肾小管结构清晰，没有肾间质纤维化。模型

组肾小球系膜基质增宽，系膜细胞增多，肾小管上皮细胞细胞

质空泡样变性，肾间质炎性细胞增多。黄芪甲苷组肾小管上皮

细胞细胞质较少，未呈现明显的纤维化。见图１。

表１　　各组小鼠末梢血糖水平（狓±狊，ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别 狀 １４周 １６周 ２０周 ２４周

对照组 １０ ５．９１±０．６８ ５．１５±０．７２ ５．３１±０．６９ ５．３８±０．７６

模型组 １０１５．８２±１．６５ａ ２１．６２±２．２ａ ２６．１５±３．０４ａ ２６．８１±２．８５ａ

黄芪甲苷组１０１６．１５±１．５６ａ １３．５１±１．３４ａｂ １８．３７±１．９８ａｂ １７．２３±１．５６ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

图１　　黄芪甲苷对ＫＫＡｙ糖尿病小鼠组织形态学的影响（×２００）
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图２　　黄芪甲苷对ＫＫＡｙ糖尿病小鼠肾组织ＴＧＦβ１、ＳＭＡＤ２／３及αＳＭＡ表达的影响（免疫组织化学×２００）

２．４　黄芪甲苷对ＫＫＡｙ糖尿病小鼠肾组织ＴＧＦβ１、ＳＭＡＤ２／

３及αＳＭＡ表达的影响　对照组ＴＧＦβ１表达微弱，而模型组

ＴＧＦβ１显著表达于肾小管上皮细胞细胞质（犘＜０．０１）；与模

型组相比，黄芪甲苷组 ＴＧＦβ１、αＳＭＡ 表达明显下调（犘＜

０．０５）；对照组肾小管与肾小球细胞核有少量磷酸化的

ＳＭＡＤ２／３表达，模型组表达增加（犘＜０．０１），同模型组相比，

黄芪甲苷组表达减少（犘＜０．０５）。见表２、图２。

表２　　各组小鼠肾组织ＴＧＦβ、ＳＭＡＤ２／３、

　　　αＳＭＡ平均吸光度值（狓±狊）

组别 ＴＧＦβ１ ＳＭＡＤ２／３ αＳＭＡ

对照组 ４７．５２±５．６１ ５．２６±０．４８ １０６．９５±１０．５３

模型组 １０６．５８±９．８３ａ １４．５３±１．３９ａ １４４．２４±１４．７４ａ

黄芪甲苷组 ６６．２５±６．８７ｂ ９．０７±０．８８ｂ １０７．３６±１１．２１ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

３　讨　　论

　　黄芪甲苷是豆科植物膜荚黄芪的干燥根，是从黄芪总苷中

分离的一类单体化合物，是豆科植物黄芪的主要成分，具有抗

应激、降低血糖、调节免疫、利水消肿、保护肾脏等多种药理学

作用［８］。膜荚黄芪具有延缓糖尿病肾病发展及延缓肾小球系

膜基质增生的作用。然而，有关黄芪甲苷的肾脏保护机制尚未

完全阐明。有研究表明，在高糖或链脲霉素诱导的１型糖尿病

大鼠模型中，黄芪甲苷通过增加足细胞α３β１整合素的表达，下

调整合素的表达，发挥对足细胞的保护作用［９］。此外，黄芪甲

苷通过Ｃａｓｐａｓｅ３调节Ｂａｘ／Ｂｃｌ２以抑制足细胞凋亡
［１０］。有研

究者发现，在急性肾损伤时，黄芪甲苷通过抑制核因子κＢ

（ＮＦκＢ）表达及阻断ｐ３８ＭＡＰＫ通路来减少炎性因子的释放，

修复损伤的肾小管［１１１２］。有研究证实，黄芪甲苷可通过下调

ＴＧＦβ１及阻断ｐ３８ＭＡＰＫ通路，抑制高糖诱导的人肾小管上

皮细胞发生凋亡［１３１４］。最近研究证实，黄芪甲苷通过抑制肾

小管上皮细胞产生活性氧从而减轻氧化应激，阻断上皮细胞转

分化的发生［１５１６］。因此，假设黄芪甲苷通过ＴＧＦβ１介导的细

胞通路影响炎症及纤维化，此项研究旨在观察黄芪甲苷对糖尿

病ＫＫＡｙ小鼠ＴＧＦβ１、ＳＭＡＤ２／３及αＳＭＡ表达的影响，探

讨其对肾间质纤维化的作用。

肾间质纤维化及肾小管损伤在肾脏疾病发展过程中起了

重要的作用，且与肾功能下降密切相关。肾小管上皮细胞转分

化是糖尿病肾病进程中的关键一环，且在此进程中肾功能恶化

的重要机制之一就是肾小管间质纤维化。在肾小管间质纤维

化发展过程中，承担细胞外基质合成的细胞主要为肌成纤维母

细胞，而近曲小管上皮细胞可转分化为肌成纤维母细胞。因

此，延缓慢性肾脏病发展的关键就是抑制肾小管间质纤维

化［１７１８］。肾小管上皮细胞在受到刺激后转分化为成纤维母细

胞，进而分泌某些细胞因子，细胞极性消失，大量细胞外基质积

聚，最终导致肾间质纤维化。在肾小管上皮细胞转分化过程

中，ＴＧＦβ１扮演了重要角色，而作为 ＴＧＦβ家族的下游信号

转导蛋白，ＳＭＡＤ蛋白同肾脏纤维化密切相关。在本研究中，
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探讨了黄芪甲苷对糖尿病ＫＫＡｙ小鼠血糖及肾脏病理形态学

的影响。实验结果显示，与对照组相比，模型组肾组织纤维化

及血糖明显升高；同模型组相比，黄芪甲苷组肾间质纤维化减

轻，血糖水平下降，细胞增生减少，这提示黄芪甲苷可减少糖尿

病ＫＫＡｙ小鼠血糖水平，延缓肾脏纤维化的发展。此外，与对

照组相比，模型组 ＴＧＦβ１、ＳＭＡＤ２／３及αＳＭＡ表达明显增

加，与模型组相比，黄芪甲苷组上述指标表达下降。αＳＭＡ是

肾小管上皮细胞转分化的标志，其水平高低可反映肾脏纤维化

的程度。先前的体外研究发现，ＳＭＡＤ２／３表达于人系膜细

胞，且在ＴＧＦβ１导致胶原Ⅰ分泌增加的过程中也有ＳＭＡＤ

信号通路的参与［１９２０］。肾小管上皮细胞转分化分为４个过程：

肾小管上皮细胞间紧密连接的破坏；αＳＭＡ的表达及肌动蛋

白细胞骨架的重排；肾小管基底膜的破坏；肾小管上皮细胞发

生迁移，侵袭能力增加。ＴＧＦβ１作为关键的细胞因子通过调

节细胞增殖和分化参与了上述过程，该因子可抑制基质降解酶

的表达，促进肾小管上皮细胞转分化，抑制肾小管细胞增殖，最

终导致肾脏炎症及纤维化［２０２１］。体外实验证实，在肾小球系

膜细胞及肾小管上皮细胞，高糖刺激可激活ＳＭＡＤ信号通路，

引起 ＴＧＦβ１过表达。本实验证实 ＴＧＦβ１、ＳＭＡＤ２／３及α

ＳＭＡ在糖尿病小鼠肾组织中高表达，同上述研究一致。此外，

ＴＧＦβ／ＳＭＡＤＳ信号通路的激活可使αＳＭＡ表达增加
［２２２４］。

本研究发现，黄芪甲苷可使糖尿病 ＫＫＡｙ小鼠 ＴＧＦβ１、

ＳＭＡＤ２／３及αＳＭＡ 表达减弱，说明黄芪甲苷可通过下调

ＴＧＦβ１、ＳＭＡＤ２／３及αＳＭＡ的表达，抑制ＴＧＦβ／ＳＭＡＤＳ信

号通路，最终减轻肾脏纤维化。

膜荚黄芪以往被认为有利水消肿的功效。本研究发现，黄

芪甲苷可通过调节 ＴＧＦβ／ＳＭＡＤＳ信号通路并且下调 ＴＧＦ

β１、ＳＭＡＤ２／３及αＳＭＡ的表达，改善糖尿病小鼠肾脏纤维化，

从而通过抑制肾小管间质纤维化及肾小管上皮细胞转分化，发

挥肾脏保护作用。
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４９％；与此同时细胞的侵袭能力得以降低。

综上所述，本研究成功制备了可以携带目的基因的靶向超

声微泡，并在体外可特异性地与靶细胞结合，在超声辐射下靶

向释放目的基因，从而提高了转染效率，为肿瘤靶向治疗提供

了新思路。
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ｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｍｏｕｓｅｐｏｄｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１１，

１１２（６）：１６６１１６７２．

［２０］ＴａｎＳ，ＷａｎｇＧ，ＧｕｏＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｎａｔｕ

ｒａｌＡｎｔｉＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｇｅｎｔ，ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ，ｏｎｉｓｃｈｅ

ｍｉｃａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＥｖｉｄＢａｓｅｄＣｏｍｐｌｅ

ｍｅｎｔＡｌｔｅｒｎａｔＭｅｄ，２０１３，２０１３：２８４０２５．

［２１］ＺｈｅｎｇＲ，ＤｅｎｇＹ，ＣｈｅｎＹ，ｅｔａｌ．ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣａｔｔｅｎｕ

ａｔｅｓｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓａｔｔａｃｋｃｏｍｐｌｅｘｉｎｄｕｃｅｄ

ｐｏｄｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏ

ｔｈｅｒＲｅｓ，２０１２，２６（６）：８９２８９８．

［２２］ＱｉＷ，ＮｉｕＪ，ＱｉｎＱ，ｅｔａｌ．ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ

ｇｌｙｃａｔｅｄａｌｂｕｍｉｎｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎ

ｓｉｔｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｒｅｎａｌｐｒｏｘｉｍａｌｔｕ

ｂｕｌａｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｔｒｅｓｓＣｈａｐｅｒｏｎｅｓ，２０１４，１９（１）：１０５

１１４．

［２３］ＭｅｎｇＬＱ，ＴａｎｇＪＷ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣｓｙｎ

ｅｒｇｉｚｅｓｗｉｔｈｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｒｅｎａｌｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ

ｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＢｒＪ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１１，１６２（８）：１８０５１８１８．

［２４］ＧｕｉＤＫ，ＨｕａｎｇＪＨ，ＧｕｏＹＰ，ｅｔａｌ．ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣａ

ｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｄｉａｂｅｔｉｃ

ｒａｔｓｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＮＦｋａｐｐａＢｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａ

ｔｏｒｙｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，２０１３，６１（３）：９７０

９７７．

（收稿日期：２０１６０７０８　修回日期：２０１６０９０６）

３０６重庆医学２０１７年２月第４６卷第５期


