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摘要# 目的!观察桑酮碱 "桑叶总黄酮和总生物碱$ 对 # 型糖尿病肾病大鼠的肾功能和肾 <MV)!"QU-.Z 信号通路的
影响& 方法!以高脂联合链脲佐菌素复制 # 型糖尿病肾病大鼠模型% 成模后分为模型组% 二甲双胍组% 桑酮碱低’ 中’

高剂量组% 另设正常空白组 "& 只& 灌胃给药% "# 周后测定各组大鼠空腹血糖及 #’ 1尿量% 尿液中白蛋白’ 肌酐的含
有量( 取血测定血清肌酐’ 尿素氮% 并计算肌酐清除率( L,染色观察肾脏形态学的变化( J4564‘A 3:06方法测定<MV)

!"’ U-.Z#Q*’ C)U-.Z#Q*’ Sc型胶原 "F:Sc$’ ,钙黏蛋白 ",)F.$ 的蛋白表达水平( ‘4.06/-4HFK方法检测 =6)N,’
5/!Q和K&5>的-KNG表达水平& 结果!桑酮碱给药组能够显著降低糖尿病肾病大鼠空腹血糖’ #’ 1尿量’ 尿白蛋白
含有量及肌酐清除率% 改善肾脏组织病理损伤% 下调 <MV)!"’ C)U-.Z#Q*’ F:Sc的表达% 上调 ,)F.表达& 结论!桑
酮碱能延缓 # 型糖尿病大鼠早期肾病并发症的发生% 其机制与调节肾脏<MV)!"QU-.Z信号通路有关&

关键词! 桑酮碱( 糖尿病肾病( 肾小球滤过率( <MV)!"QU-.Z通路
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!!糖尿病的发病率逐年升高% 特别是 # 型糖尿
病% 占糖尿病患者总人数的 +&!以上% 已经严重
威胁人类的健康)"* & 糖尿病肾病 " Z/.346/9A4)
C1‘:C.61a% YN$ 是糖尿病常见的并发症之一% 已
成为导致终末期肾脏病的主要原因)#* & 长期的慢
性高血糖和血脂代谢障碍导致肾脏血流动力学异
常% 加速肾功能损害和功能障碍% 在糖尿病肾病早
期其临床表现为超滤& 研究发现% 转换生长因子
"6‘.A52:‘-/A88‘:=61 2.96:‘)!"% <MV)!"$ 在 YN中
被认为是关键性因子)** & 前期研究表明桑酮碱不
仅能够抑制葡萄糖及多糖的肠吸收% 还有增加胰岛
素敏感性% 改善脂肪代谢等作用)’* & 本研究则利
用 # 型糖尿病肾病大鼠模型探讨桑酮碱的防治作用
及其对<MV)!"QU-.Z信号通路的影响&
HI材料与仪器
"P"!实验动物!UC‘.8@4)Y.=04a大鼠% 体质量 #&&
e##& 8% 由北京维通利华实验动物技术有限公司
提供% 合格证编号! ""’&&I&&&#(#’&& 实验动物生
产许可证号! UFfd "京$ #&"#)&&&"& 实验动物使
用许可证号! U[fd "苏$ #&"#)&&’#&
"P#!药物和试剂!桑酮碱 "镇江吉贝尔药业有限
公司% 批号 "’"""+$& 桑酮碱是由桑叶中总黄酮和
总生物碱按 % o" 的比例配比而成& 总黄酮以绿原
酸为对照% 比色法测定含有量为 (&P’! "主要是
绿原酸及其异构体% 其中还含少量芦丁与异槲皮
苷$& 总生物碱中以 ")脱氧野尻霉素’ 荞麦碱’ 表
荞麦碱总和计 (&P%!& 二甲双胍 "北京中惠药业
有限公司% 批号 #&"*&;&’$( 葡萄糖试剂盒 "批号
#&"*&’&#"’I$’ 尿素氮试剂盒 "批号 #&"’&’"($’
白蛋白试剂盒 "批号 #&"’&’#I$’ 肌酐试剂盒 "批
号 #&"’&’&’$% 均由南京建成生物研究所提供( 水
合氯醛 "南京宁试化学试剂有限公司% 批号
#&"*""#*$( DFG蛋白测定试剂盒 "上海依科赛生
物制品有限公司% 批号SE&&&)F&#"$( 链脲佐菌素

"U<X$ "美国 U/8-.公司% 批号 "&&"#I&%I’$(
<MV)!" 抗 体’ F:% 抗 体’ U-.Z#Q* 抗 体’ C)
U-.Z#Q* 抗体’ ,)F.抗体均由美国 U.A6.F‘@?4公
司提供( 二抗羊抗兔 S8M)LKH ",A:M4A4公司$(
逆转录试剂盒 "美国 <14‘-:公司% 批号md"%##$(
<‘/?:0"美 国 G-3/:A 公 司% K,<! "((+%&#% $(
U[D,MK,,N"德国\/.84A 公司% F.6PN]P#&’&(’$(
焦碳酸二乙酯水 "DS]TSNd% DT"&&($&
"P*!仪器!低速自动平衡离心机 "北京医用离心
机厂 $( D/:<4R 酶标仪 "美国 D/:<4R 公司 $(
WT<"*;%)()c’# 超低温冰箱 "美国 <14‘-:V/514‘
U9/4A6/2/9)G514B/004* TTF$( "%’)(&(" J4564‘A 电
泳仪 "美国 D/:)K.Z 公司$( (’"IK高速冷冻离心
机 "德国 ,CC4AZ:2公司$( 梯度热循环仪 "美国
GCC0/4Z D/:5a564-5$( 荧光定量 HFK仪 "美国 D/:)
K.Z公司$&
JI方法
#P"!动物模型复制! 分组及给药!将 UY雄性大
鼠 "(& 只随机分为对照组 "& 只’ 高脂饮食组 ""’&
只$& 高脂饮食组给予高脂饲料 "配方! "&!猪
油% #&!糖% #P(!蛋黄% %IP(!基础饲料$ 喂
养% 空白组给予常规饲料喂养% ; 周后高脂饮食组
大鼠一次性腹腔注射 U<X"剂量为 *( -8QR8$& 模
型组大鼠出现多尿症状后测定血糖% 取血糖值 n
"%PI --:0QT的大鼠为成模大鼠& 将成模大鼠随机
分为模型组% 阳性对照二甲双胍 ";& -8QR8组% 桑
酮碱 I*P(’ "’I’ #+’ -8QR8* 个剂量组% 每组 #&
只共 "&& 只% 实验中死亡大鼠不纳入统计& 每日一
次灌胃给药% 连续 "# 周% 模型组和空白组灌胃等
容积的水&
#P#!标本收集!灌胃给药 "# 周后% 代谢笼收集
#’ 1尿液% 记录尿量% * &&& ‘Q"& -/A 取上清测
量尿液中尿素氮’ 肌酐’ 白蛋白的含有量& 末次
给药后% 动物禁食不禁水过夜% 水合氯醛麻醉%
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颈总动脉取血% * &&& ‘Q-/A 离心 "& -/A取血清测
定葡萄糖’ 肌酐’ 尿素氮( 切取左侧肾皮质称
重% 用于J4564‘A 30:6及‘4.06/-4HFK检测% 剩余
肾脏置于 "&!中性甲醛中固定用于病理检查&
#P*!肾组织病理形态学观察!"&!中性甲醛固定
的肾组织常规脱水’ 包埋’ ’ "-切片% 分别行苏
木素伊红染色 "L,染色$& 光镜下观察肾脏形态
学改变情况& 根据病变程度分为 & 级无病变
+ k,% 一级轻度 + p,% 二级中度 + pp, 和三
级重度 + ppp,% 评分分别记为 &’ "’ #’ * 分&
#P’!J4564‘A 3:06!检测相关蛋白表达% 提取肾脏
皮质蛋白% 每组 * 个样本% DFG微量蛋白测定试
剂盒测定蛋白浓度% 取蛋白样品 (& "8进行电泳%
转膜’ 封闭’ 加入一抗 ’ j孵育过夜% 洗涤后加入
辣根过氧化酶标记的二抗% 孵育% 充分洗涤后与
,FT化学发光试剂反应% 曝光后扫描% 用图像分
析软件进行光密度分析&
#P(!K4.06/-4HFK检测相关基因表达!<‘/?:0提
取肾脏皮质总-KNG% 每组 % 个样本% 鉴定其浓度
及纯度 "R#%& QR#;&介于 "P; e#P# 之间为最佳$& 根
据逆转录试剂盒说明书逆转录成 #(& A8Q"T9YNG&
利用 U[DKMK,,N检测目的基因的表达& 扩增条
件! 预变性% +( j% "&-/A% 共一个循环( 变性
"( 5% 退火 *& 5% 延伸 *& 5% 共 ’( 个循环( 溶解程
序% %& j% ;" 个循环& 引物序列见表 "&

表 HI引物序列
/01NHIUO#4&O#+%"O40(#"+

基因 序列
>’;34 正向引物!(i)FF<F<G<MFFGGFGFGM<MF)*i

反向引物!(i)FF<MF<<MF<MG<FFGFG<F)*i

=6)N, 正向引物!(i)FF<MFGGMGFFG<FMGFG<M)*i

反向引物!(i)<M<<M<GFGGGMFMGMFGFF)*i

5/!Q 正向引物!(i)<MFGM<<FGFGMFFGMGF<G)*i

反向引物!(i)FG<G<FGGFGM<MMFFGMFF)*i

K&5> 正向引物!(i)<FG<FGFGMGFFFFGGMGFF)*i

反向引物!(i)MG<F<FFGMGFFFGFGFFGG)*i

#P%!统计学方法!数据以 UHUU "+P& 软件统计%
采用单因素方差 ":A4)=.aGN]cG$ 分析% 结果以
Gl(表示% +O&P&( 为有显著差异&
KI结果
*P"!桑酮碱对 # 型糖尿病大鼠血糖! #’ 1 尿量!
血清肌酐! 尿肌酐! 和肌酐清除率! 尿白蛋白! 血
清尿素氮的影响!给药前% 模型组血糖明显升高
"+O&P&"$% 给药组与模型组间血糖无显著性差异
"+n&P&($& 给药 "# 周后% 模型大鼠血糖’ 尿白
蛋白’ 尿素氮’ #’ 1 尿量’ 血清肌酐’ 尿肌酐’
肌酐清除率明显升高% 与空白组比较% 差异有高度
显著性 "+O&P&"$( 各给药组均能降低模型大鼠
的血糖’ #’ 1 尿量’ 尿白蛋白’ 尿肌酐’ 血清肌
酐和肌酐清除率% 与模型组相比% 差异均有高度显
著性 "+O&P&"$ 见表 # e*&

表 JI桑酮碱对给药 HJ 周后AD大鼠血糖’ 尿白蛋白和血清尿素氮的影响 $!L"&
/01NJI$%%&’(3"%)0+,("+,V#0+4#-(.O&"+%03(#+, 12""!,2.’"3&% .O#+0O6 021.4#+0+!:BD"%3&O.4#+ADO0(30%(&OHJ

5&&W3$!L"&

组别 4
剂量Q

"-8-R8k"$

给药前血糖Q

"--:0-Tk"$
给药 "# 周后

血糖Q"--:0-Tk"$ 尿白蛋白Q"--:0-Tk"$ 尿素氮Q"--:0-Tk"$
空白组 "& k (P&I l&P’*!! %P+# l&PII!! +P;# l#PI"!! (P%+ l&P(I!!

模型组 "# k ##P%I l#P"# #’P%I l#PI& *IP%& l’P#* "%P*+ l"PI+
二甲双胍组 "’ ";& ##P’’ l*P%I "IP’+ l#PI#!! *&P&( l*P;’!! "&P’( l#P(;!!

桑酮碱组 "# I*P( #"P(# l#P’& "+P"( l#P#(!! *#P&* l’P*’!! "#P#% l*PI’!!

桑酮碱组 "* "’I #"P+% l#P"" "IP’# l#P%%!! *"P&* lIP*’!! "&P%+ l#P"#!!

桑酮碱组 "# #+’ #*P"* l*P"" "IP*( l#PII!! #IP%’ l%P*&!! "&P%& l#P**!!

!!注! 与模型组比较%!!+O&P&"

表 KI桑酮碱给药 HJ 周后对AD大鼠 JT *尿量’ 血肌酐% 尿肌酐和肌酐清除率的影响 $!L"&
/01NKI$%%&’(3"%)0+,("+,V#0+4#-(.O&"+JT *.O#+&Q"2.4&% 3&O.4’O&0(#+#+&% .O#+&’O&0(#+#+&0+!’O&0(#+#+&’2&0O0+’&

#+ADO0(3$!L"&

组别 4
剂量Q

"-8-R8k"$
#’ 1排尿量Q-T

血肌酐Q

""-:0-Tk"$

尿肌酐Q

""-:0-Tk"$

肌酐清除率Q

"-T--/A k"$
空白组 # k #%P’& l(P*&!! ’IP&& l""P;"!! ’I%P;+ l**%P;(!! &P## l&P#&!!

模型组 "& k "*IP&; l"’P&" "I+PI# l#"P#+ % %*(P++ l" **IP(( *P(+ l"P&+
二甲双胍组 "’ ";& "&’P*% l""P&I!! +;P"& l";P*’!! # #*"P*& l" #%IP*(!! "PI& l"P&’!!

桑酮碱组 "# I*P( ""+P+# l"*P%(!! "’"P"" l"%P(*!! * "(#P%* l" ;("P;I!! "P+% l"P’%!!

桑酮碱组 "* "’I "&IP&& l"IP&(!! "&#P&( l"’P;;!! * "’%P’I l" %+#PI;!! #P#’ l"P#*!!

桑酮碱组 "# #+’ "&IP%I l"(P(#!! "&&P&& l";P&*!! # %;;P(’ l" #;;P+(!! #P&" l&P+#!!

!!注! 与模型组比较%!!+O&P&"
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*P#!桑酮碱对 # 型糖尿病大鼠肾脏形态学变化的
影响!L,染色显示% 正常组大鼠肾小球结构完
整% 未见肾小球肥大% 肾小球基底膜系膜基质未见
明显异常改变% 肾小管结构完整( 模型组可见肾小
球系膜及基底膜显著增厚% 与空白组比较有显著差

异 "+O&P&(% +O&P&"$& 桑酮碱组病理改变程度
明显减轻% 肾小球基底膜增厚程度显著改善% 肾小
球系膜基质增生程度减轻% 与模型组比较% 有显著
性差异 "+O&P&(% +O&P&"$% 如图 "% 病理评分
见表 ’&

图 HI桑酮碱对 J 型糖尿病大鼠肾脏形态学的影响 $?$% STRR&
P#,NHI$%%&’(3"%)0+,("+,V#0+4#-(.O&"+70(*"4"O7*"2",6 #+W#!+&6 "%ADO0(3$?$% STRR&

表 TI桑酮碱对AD大鼠肾脏病理评分的影响 $!L"% 分&
/01NTI$%%&’(3"%)0+,("+,V#0+4#-(.O&"+(*&,O0!&"%O&8

+0270(*"2",6 #+ADO0(3$!L"% 3’"O&&

组别 4
剂量Q

"-8-R8k"$

系膜及基

底膜增生

肾小管变

性坏死
空白组 "& k &P&& l&P&&!! &P&& l&P&&!!

模型组 "# k "P** l&P’+ #P** l&P’+
二甲双胍组 "’ ";& &P(& l&P(#!! "P(& l&P(#!!

桑酮碱组 "# I*P( &P+# l&P#+! "P+# l&P#+!

桑酮碱组 "* "’I &P+# l&P#;! "P+# l&P#;!

桑酮碱组 "# #+’ &P(& l&P(#!! "P(& l&P(#!!

!!注! 与模型组比较!+O&P&(%!!+O&P&"

*P*!桑酮碱对 # 型糖尿病大鼠肾脏 <MV)!"QU-.Z
信号通路相关蛋白的影响!根据 J4564‘A 3:06结果
显示% "# 周后模型大鼠肾脏的 <MV)!"’ F:%’ C)
U-.Z#Q* 的表达升高% ,)F.表达明显降低& 桑酮
碱给药后能够不同程度的降低 <MV)!"’ F:%’ C)
U-.Z#Q* 的蛋白表达% 提高 ,)F.的蛋白表达% 与
模型组比较% 有显著性差异 "+O&P&(% +O
&P&"$% 如图 #&

注! 与模型组比较%!+O&P&(%!!+O&P&"( 与空白组比较%m+O&P&(%mm+O&P&"

图 JI桑酮碱对 J 型糖尿病大鼠肾脏/XP8!H’ )40!’ <"#’ $8<0蛋白表达的影响 $#MK&
P#,NJI$-7O&33#"+"%)0+,("+,V#0+4#-(.O&"+/XP8!HY)40!3#,+0270(*506 0+!$8<0% <"# 7O"(&#+#+O&+02"%ADO0(3

$#MK&

;"#"
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*P’!桑酮碱对 # 型糖尿病大鼠肾脏 =6)N,! 5/!Q
和K&5> -KNG表达的影响!K4.06/-4HFK结果显
示% 模型组大鼠肾脏=6)N,’ 5/!Q的-KNG水平显
著升高% K&5>的 -KNG水平显著降低% 与空白组

比较% 有显著性差异 "+O&P&($& 桑酮碱给药组
能够不同程度的降低 =6)N,’ 5/!Q的 -KNG水平%
提高K&5>的-KNG水平% 与模型组比较有显著性
"+O&P&($% 如图 *&

注! 与模型组比较%!+O&P&(( 与空白组比较%m+O&P&(

图 KI桑酮碱对糖尿病肾病大鼠肾脏 -.(/0’ 1&23’ 24)54;D9的表达 $#MZ&
P#,NKI$-7O&33#"+"%)0+,("+,V#0+4#-(.O&"+-.(/0% 1&23 0+!24)54;D9#+O&+02"%ADO0(3$#MZ&

TI讨论
用高脂饲料联合低剂量 U<X复制糖尿病大鼠

模型% 是应用最为广泛的糖尿病动物模型% 再经
"# 周后逐步发展成肾病并发症& 该方法复制的糖
尿病肾病大鼠模型与人类早期肾病的改变十分相
似% 如滤过率升高和蛋白尿增多% 肾小球基底膜超
微结构的改变以及肾小球系膜扩张)(* & 在 YN早
期% 除肾小球结构改变之外% 更为显著的是近端小
管增生)%* % 小管增生后加强重吸收% 通过小管反
馈使肾小球滤过率升高)I* & 因此% 在YN早期肾小
球清除率升高% 这与我们的实验结果一致% 即模型
组大鼠与空白组比较肌酐清除率显著升高&

研究表明% 桑叶中含黄酮类% 生物碱类% 多糖
和酚类化合物等% 均具有不同程度的降糖作用);* &
根据本实验结果发现桑酮碱能够显著降低 YN大鼠
血糖% 进一步减轻由高糖导致的超滤% 显著降低肌
酐清除率即肾小球滤过率% 改善肾小球基底膜’ 系
膜增生以及肾小管变性坏死情况% 减轻大鼠肾脏代
偿作用% 对肾脏起到保护作用& 桑酮碱改善肾功能
的作用与桑叶总生物碱中的特有成分 ")脱氧野尻
霉素有关% 已有文献报道 ")脱氧野尻霉素能够改
善 U<X诱导的糖尿病肾病大鼠的空腹和餐后血糖%
改善受损的肾功能)+* & 桑叶中的总黄酮有良好的
降糖和抗氧化作用% 还能够激活肝脏中过氧化物酶
体增殖物激活受体 HHGK)&和 HHGK)$提高胰岛素
敏感性)"&* & 桑酮碱中黄酮与生物碱发挥多靶点多
效应的作用% 通过降低 # 型糖尿病大鼠血糖% 进一
步改善其肾功能&

小管间质纤维化是推动糖尿病肾病进程的主要
因素之一)"")"#* & 在糖尿病肾病的状态下发生的上
皮 间 质 转 换 " 4C/6140/.0)-454A91a-.06‘.A5/6/:A%
,E<$ 是小管间质纤维化的病理学基础& 在 ,E<
过程中发生上皮细胞黏附分子如,)F.蛋白的缺失%
细胞失去黏附性% 细胞骨架重塑并且发生形态学的
改变进一步导致肾小管基底膜的破坏)"** & 目前已
经证实抑制 <MV)!" 的表达能够延缓 YN的病
程)"’* & 在YN中% 通过 <MV)!" 激活 U-.Z 信号通
路参与肾脏纤维化% 诱导 ,E<% 促进胶原沉积%
降低细胞黏附分子钙黏蛋白 , ",)F.$ 水平)"()"%* &
<MV)!" 也能够通过 U-.Z* 和 U-.Z# 调节肾小球系
膜细胞肥大’ 足细胞凋亡% 加速肾小球硬化% 加重
由糖尿病以及其他原因导致的肾脏疾病)"I)";* & 在
本实验中% 模型组大鼠的肾脏 <MV)!"’ C)U-.Z#Q
*’ F:%的表达水平升高% ,)F.的表达水平降低&
在给予桑酮碱后% 能够不同程度的调节小管间质纤
维化% 改善肾小球系膜及基底膜增生的情况% 与调
节<MV)!"QU-.Z信号通路关系密切&

综上所述% 本实验证实了桑酮碱能够改善早期
YN大鼠肾功能% 其机制与调节<MV)!"QU-.Z 信号
通路有关& 桑酮碱对实验动物糖尿病及肾病并发症
保护作用的机制仍需要进一步研究&
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