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摘要： 目的　 探讨糖肾灌肠方改善糖尿病肾病 （ＤＮ） 肾纤维化的作用机制。 方法　 通过 ＧＥＯ 数据库和 Ｋａｒｏｌｉｎｓｋａ 肾

脏研究中心获取正常人、 ＤＮ 患者数据， 结合网络药理学获得药物作用于疾病的潜在靶点。 将小鼠随机分为正常组、
模型组、 糖肾灌肠方组 （１３ ｇ ／ ｋｇ） 和卡格列净组 （０􀆰 ０１３ ｇ ／ ｋｇ）， 采用高糖高脂饲料喂养＋腹腔注射链脲佐菌素

（ＳＴＺ） 建立 ＤＮ 模型， 给药 ４ 周。 测量小鼠体质量， 生化试剂盒检测小鼠尿微量白蛋白、 尿肌酐、 血肌酐、 血糖水

平， 透射电镜下观察肾组织自噬水平， ｍ６Ａ 检测试剂盒和斑点杂交 （Ｄｏｔ ｂｌｏｔ） 法检测肾组织 ｍ６Ａ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测肾组织 ＷＴＡＰ、 ＭＥＴＴＬ３、 ＭＥＴＴＬ１４、 ＦＴＯ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＬＣ３、 Ｐ６３、 ＴＧＦ⁃β、 ＦＮ 蛋白表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肾

组织 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＬＣ３、 Ｐ６３、 ＴＧＦ⁃β、 ＦＮ ｍＲＮＡ 表达， ＭｅＲＩＰ⁃ｑＰＣＲ 法检测 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 甲基化富集水平。 结果 　 药物作

用疾病的潜在作用靶点为 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 主要通过调控自噬发挥作用。 与模型组比较， 糖肾灌肠方组及卡格列净组改善

了肾组织自噬水平及纤维化 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 下调了 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白、 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肾组织、 ｍ６Ａ 水平 （Ｐ＜
０􀆰 ０５） 及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的 ｍ６Ａ 富集倍数， 降低了 ｍ６Ａ 甲基化酶中 ＭＥＴＴＬ３ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并且 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达与

ＭＥＴＴＬ３ 表达呈显著正相关 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 糖肾灌肠方通过 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 调控肾小管上皮细胞自噬， 进一步改善肾小

管纤维化， 而对 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的调控依赖于 ＭＥＴＴＬ３。
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　 　 糖尿病肾病 （ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ， ＤＮ） 是糖尿病的

主要微血管并发症之一， 也是终末期肾病 （ｅｎｄ ｓｔａｇｅ ｒｅｎａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ， ＥＳＲＤ） 的主要原因之一， 有 ４０％ 的 ２ 型糖尿病患

者会在患病后 ５～１０ 年发展成为 ＤＮ［１］ ， 其病理变化包括肾

脏肥大， 肾小球硬化、 肾小管间质纤维化等， 其中肾小管

间质纤维化的发生较肾小球硬化早， 并且与 ＤＮ 的发展和

预后更密切［２⁃３］ 。 自噬即 “自食”， 细胞通过清理受损的细

胞器、 错误的蛋白质及病原体来维持细胞活性［４］ ， 它与

ＤＮ 肾小管损伤密切相关， 在糖尿病状态下肾小管上皮细胞

的自噬被抑制， 使细胞中有害物质增加， 导致细胞死亡及

细胞外基质 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 积累， 最终引起

肾小管间质纤维化［５⁃７］ 。 目前， 针对 ＤＮ 的药物主要是肾素⁃
血管紧张素系统抑制剂或血管紧张素受体阻滞剂， 以及醛

固酮受体拮抗剂非利酮， 可延缓其进展为 ＥＳＲＤ［８］ ， 但效

果不理想， 因此， 需要寻找安全且有效的治疗方法。
糖肾灌肠方是新疆医科大学附属中医医院的协定处方，

可改善 ＤＮ 患者和小鼠蛋白尿、 肾纤维化及炎症指标［９⁃１１］ 。
本研究旨在探讨糖肾灌肠方通过调控 ｍ６Ａ 甲基化修饰改善

ＤＮ 肾纤维化的具体机制， 以期为相关治疗提供更多的理论

基础。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ４０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠， ６ 周龄， 体质量

（１７±０􀆰 ５６） ｇ， 购买并饲养于新疆医科大学动物实验房

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （新） ２０１８⁃０００１， 实验动物

使用许可证号 ＳＹＸＫ （新） ２０１８⁃０００２］， 环境温度２２ ℃，
相对湿度 ５０％ ～８０％ ， 昼夜明暗 １２ ｈ ／ １２ ｈ 交替， 高脂饲料

（批号 Ｂ１１３５ＤＭ） 购自北京博爱港生物技术有限公司。 本

实验经新疆医科大学动物伦理委员会审查批准 （伦理批号

ＩＡＣＵＣ⁃２０２２０１２７⁃０３）。
１􀆰 ２　 药物　 灌肠方由生大黄 ３０ ｇ、 煅牡蛎 ５０ ｇ、 泽泻 ３０ ｇ
等中药组成， 由新疆医科大学附属中医院药剂科提供， 经

新疆维吾尔自治区中医院陈良主任中药师鉴定为正品。
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２ ｋｇ中药加入 ２０ ｋｇ 水煎煮， 浓缩至 １ Ｌ， 再加热熬煮至 １５０
ｍＬ， 浓缩成浸膏， 烘干机烘干， 研磨成粉。
１􀆰 ３　 试剂 　 链脲佐菌素 （ＳＴＺ）、 Ｍａｇｎａ ＭｅＲＩＰ ｍ６Ａ 试剂

盒 （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， 批号 ０４０Ｍ１３６７、 １７⁃１０４４９⁃１ ／
１７１０４４９⁃２）； 小鼠尿微量白蛋白 ＥＬＩＳＡ 试剂盒 ［生工生物

工程 （上海） 股份有限公司， 货号 Ｄ７２１１２０］； 动物组织 ／
细胞总蛋白提取试剂盒 （柱式法）、 血糖含量检测试剂盒、
肌酐含量检测试剂盒 （北京索莱宝生物科技有限公司， 货

号 ＢＣ４９１５、 ＢＣ３７９０、 ＢＣ２４９５）； 硝酸纤维素转印膜、 ＥＣＬ
Ｐｕｌｓ 超敏发光液 （合肥白鲨生物科技有限公司， 货号 ＢＳ⁃
ＮＣ⁃２２、 ＢＬ５２０Ａ ）； ｍ６Ａ 抗 体 （ 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 批号 ５６５９３Ｓ）； ＬＣ３、 ＦＮ、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体

（武汉三鹰生物技术有限公司， 货号 １４６００⁃１⁃ＡＰ、 １５６１３⁃１⁃
ＡＰ、 ６６００９⁃１⁃ＩＧ ）； Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＷＴＡＰ、 ＭＥＴＴＬ３、
ＭＥＴＴＬ１４、 ＦＴＯ、 Ｐ６２、 ＴＧＦ⁃β 抗体， 山羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ
（ ＨＲＰ ） 二 抗 （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号 ａｂ１８４７８７、
ａｂ１９５３８０、 ａｂ１９５３５２、 ａｂ２５２５６２、 ａｂ９４４８２、 ａｂ１０９０１２、
ａｂ３１５２５４、 ａｂ６７２１）； 小鼠抗兔二抗 （上海碧云天生物技术

股份有限公司， 货号 Ａ０２１０）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ （Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）、 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ （ Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ） 试剂 （日本 ＴａＫａＲａ 公司，
货号 ＲＲ０４７Ａ、 ＲＲ８２０Ａ ）； ＲＮＡ 纯 化 试 剂 盒 （ 德 国

ＱＩＡＧＥＮ 公司， 批号 ７４１０４）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＭＵＬＴＩＳＫＡＮ 酶标仪、 ７５００ 实时荧光定量 ＰＣＲ
仪 ［赛默飞世尔科技 （中国） 有限公司］； ＯＩ９００ 全自动化

学发光凝胶成像仪 （广州光仪生物科技有限公司）；
ＰｏｗｅｒｐＰａｃ ＨＣ 高电流电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 差异基因 （ＤＧＥｓ） 筛选及 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 从

ＧＥＯ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ） 下

载包含 １２ 例正常人、 １０ 例 ＤＮ 患者肾小管的基因芯片数据

集 ＧＳＥ３０５２９， 再从 Ｋａｒｏｌｉｎｓｋａ 肾脏研究中心 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｋａｒｏｋｉｄｎｅｙ􀆰 ｏｒｇ ／ ｒｎａ⁃ｓｅｑ⁃ｄｎ ／ ） 下 载 ＫａｒｏＫｉｄｎｅｙ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ
ｃｏｕｎｔｓ 文件， 包含 ２０ 例正常人、 １９ 例 ＤＮ 患者的肾小管测

序数据。 使用 Ｒ 语言 ｌｉｍｍａ 及 ｅｄｇｅｒ 包线性拟合方法、 贝叶

斯分析和 ｔ 检验识别正常人、 ＤＮ 患者肾小管病变之间的差

异表达基因 （ＤＥＧｓ）， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为标准， Ｖｅｎｎ 图展示差

异基因分布情况， 进行基因本体 （ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 富

集分析和 ＫＥＧＧ （Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ） 富集分析， 以 ｑ＜０􀆰 ０５ 为阈值筛选 ＤＥＧｓ 的富集功

能和信号通路。
２􀆰 ２　 自噬基因、 复合靶点筛选　 将 ＧＳＥ３０５２９、 ＲＮＡｓｅｑ 共

有差异基因与自噬相关基因取交集， 得到差异基因， 再与

药物作用靶点取交集， 得到药物作用于疾病的靶点。
２􀆰 ３　 造模　 小鼠喂以高糖高脂饲料 （６５％ 维持饲料＋１０％
猪油＋２０％ 蔗糖＋２􀆰 ５％ 胆固醇） ４ 周后， 一次性腹腔注射

１％ ＳＴＺ （溶于 ｐＨ ４􀆰 ５、 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸⁃柠檬酸钠缓冲液

中， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除菌）， ７２ ｈ 后尾尖静脉采血，

血糖水平≥１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 为糖尿病模型制备成功［１２］ 。 小鼠

继续高糖高脂饲料饲养 ８ 周， 代谢笼收集 ２４ ｈ 尿液， 尿量

大于原尿量 ５０％ 、 尿蛋白排泄率＞３０ ｍｇ ／ ２４ ｈ 为 ２ 型糖尿病

肾病模型制备成功［１３］ 。
２􀆰 ４　 分组及给药　 小鼠随机分为正常组、 模型组、 糖肾灌

肠方组和卡格列净组， 每组 １０ 只， 除正常组外， 其余各组

小鼠按 “２􀆰 ３” 项下方法造模， 糖肾灌肠方组给予 １３ ｇ ／ ｋｇ
（相当于生药量 ５２ ｇ ／ ｋｇ） 药物灌肠， 剂量为 ４ ｍＬ ／ ｋｇ， 然

后将小鼠头朝下放置 ２０ ～ ３０ ｍｉｎ； 卡格列净为阳性药［１４］ ，
该组小鼠灌胃给予 １０ ｍＬ ／ ｋｇ （即 ０􀆰 ０１３ ｇ ／ ｋｇ） 药物。
２􀆰 ５　 生化指标检测　 给药 ４ 周后小鼠禁食 ２４ ｈ， 称定体质

量， 收集尿液， 采用生化试剂盒检测尿微量白蛋白、 尿肌

酐水平； 眼球取血， 检测血糖水平； 全血静置后离心， 取

上层血清， 采用生化试剂盒检测血肌酐水平。
２􀆰 ６　 肾组织病理学观察　 将小鼠断颈处死， 取肾脏， 一部

分组织以冰盐水灌洗， 分离肾皮质， ４％ 多聚甲醛固定， 经

脱水、 石蜡包埋、 苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色后在光学显微

镜下观察； 另一部分以电镜固定液固定， 经脱水、 石蜡包

埋、 柠檬酸铅染色后在透射电镜下观察； 剩余部分置于

－８０ ℃冰箱中保存。
２􀆰 ７　 蛋白印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 法检测肾组织相关蛋白表

达　 取小鼠肾组织 ３０ ～ ５０ ｍｇ， 研磨后加入 ＲＩＰＡ 裂解液、
ＰＭＳＦ 蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂提取总蛋白， ＢＣＡ 试

剂盒测定蛋白浓度， 每孔加 ２０ μｇ 蛋白， 进行电泳及转膜，
５％ 脱脂奶粉溶液封闭， 加一抗， 孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜，
加二抗， 室温孵育 １ ｈ， 化学发光液浸膜 １ ｍｉｎ， 显色。 采

用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析蛋白条带相对灰度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内

参， 分析目的蛋白相对表达。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肾组织相关基因 ｍＲＮＡ 表达 　 取小

鼠肾组织约 ３０ ｍｇ， 研磨， 匀浆， 加入 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总

ＲＮＡ， 反转录得 ｃＤＮＡ， 进行 ＰＣＲ 扩增反应， 体系为 ＴＢ
Ｇｒｅｅｎ ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｐ Ⅱ １０ μＬ， 正反向引物各 ０􀆰 ８ μＬ， ＲＯＸ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ Ⅱ ０􀆰 ４ μＬ， ＤＥＰＣ 水 ６ μＬ， 模板 ２ μＬ， 扩增

条件为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ； ９５ ℃扩增 ５ ｓ， ６０ ℃退火 ／延伸

３４ ｓ， 共 ４０ 个循环。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因， 采用 ２－ΔΔＣＴ法

计算基因 ｍＲＮＡ 表达。 引物由北京擎科生物科技股份有限

公司提供， 序列见表 １。
２􀆰 ９　 ＲＮＡ ｍ６Ａ 斑点印迹 （Ｄｏｔ ｂｌｏｔ） 检测肾组织 ｍ６Ａ 水

平　 总ＲＮＡ 用 ＤＥＰＣ 水依次稀释至 １００、 ２００、 ４００ ｎｇ ／ μＬ，
在 ９５ ℃ 下变性 ５ ｍｉｎ， 取 ２ μＬ 滴入 ＮＣ 膜， 室温风干 ５
ｍｉｎ， 在 ２４５ ｎｍ 紫外线 （ＵＶ） 下交联 ５ ｍｉｎ， ５％ 脱脂奶粉

溶液封闭 １ ｈ， 加入抗 ｍ６Ａ 抗体 （１ ∶ １ ０００ 稀释）， 孵育

１ ｈ， ＰＢＳＴ 洗涤， 每次 ５ ｍｉｎ， 加入 ＨＲＰ 山羊抗兔 ＩｇＧ
（１ ∶ １ ０００ 稀释）， 室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗涤， 显色液孵育

１ ｍｉｎ 后曝光， ＰＢＳＴ 清洗， 亚甲蓝染色 ３０ ｍｉｎ， ｄｄＨ２Ｏ 清

洗至背景干净， 拍照。
２􀆰 １０　 ＲＮＡ ｍ６Ａ 含量测定　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ，
试剂盒检测小鼠肾组织 ｍ６Ａ 含量。 将 ８０ μＬ 结合溶液和
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　 　 　 表 １　 引物序列

基因 引物序列 扩增产物长度 ／ ｂｐ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３（ＭＥＲＩＰ⁃ｐｃｒ） 正向 ＡＴＴＴＡＴＡＣＴＧＴＧＣＴＡＧＡＡＡＣＧＡＡＡＧＧＧ ９２

反向 ＣＣＧＣＡＧＣＴＴＣＴＣＣＡＣＡＴＧＧ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 正向 ＡＧＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＡＧＧＡＧＡＴＧＧＣ １４０

反向 ＡＴＧＣＴＧＣＡＡＡＧＧＧＡＣＴＧＧＡＴＧＡＡＣ
ＬＣ３Ｂ 正向 ＧＡＧＣＧＡＧＴＴＧＧＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＣＣＧ １１９

反向 ＣＡＴＡＧＡＴＧＴＣＡＧＣＧＡＴＧＧＧＴＧＴＧＧ
Ｐ６２ 正向 ＡＧＧＡＧＧＡＧＡＣＧＡＴＧＡＣＴＧＧＡＣＡＣ １５０

反向 ＴＴＧＧＴＣＴＧＴＡＧＧＡＧＣＣＴＧＧＴＧＡＧ
ＴＧＦ⁃β 正向 ＧＡＣＣＧＣＡＡＣＡＡＣＧＣＣＡＴＣＴＡＴＧ ９９

反向 ＧＧＧＴＴＣＧＧＧＣＡＣＴＧＣＴＴＣＣ
ＦＮ 正向 ＡＣＣＧＡＧＴＡＣＡＣＣＡＴＣＴＡＣＧＴＣＡＴＴＧ ８６

反向 ＧＣＴＴＣＣＴＧＴＣＣＴＧＴＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡ ２４５

反向 ＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣ

２００ ｎｇ ＲＮＡ 样品加到指定孔中， ３７ ℃孵育 ９０ ｍｉｎ 进行 ＲＮＡ
结合， 缓冲液洗涤 ３ 次， 每孔加入 ５０ μＬ 稀释的捕获抗体，
室温孵育 ６０ ｍｉｎ， 加入检测抗体和增强剂溶液， 室温孵育

３０ ｍｉｎ， 加入显影液， ３７ ℃避光孵育 １０ ｍｉｎ， 终止溶液终

止反应， 在 ２～１０ ｍｉｎ 内测定 ４５０ ｎｍ 波长处吸光度。
２􀆰 １１　 ｍ６Ａ⁃ＲＮＡ 免疫沉淀 （ＲＩＰ） 测定　 提取小鼠肾组织

总 ＲＮＡ， 使用 Ｍａｇｎａ ＭｅＲＩＰ ｍ６Ａ 试剂盒进行 ＲＮＡ 免疫沉

淀 （ＲＩＰ） 测定。 再将含有 ｍＲＮＡ 的 ｍ６Ａ 富集物用 ＲＮＡ 纯

化试剂盒纯化， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 进行验证。
２􀆰 １２ 　 统 计 学 分 析 　 通 过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０、 ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２６ 软件进行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合正态

分布且方差齐时， 多组间比较采用单因素方差分析， 多重

比较采用 ＬＳＤ 检验； 不符合正态分布或方差不齐时， 多组

间比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统

计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 糖肾灌肠方调控 ＤＮ 自噬的潜在靶点

３􀆰 １􀆰 １　 正常人、 ＤＮ 患者差异表达基因 （ＤＥＧｓ） 筛选　 在

ＧＳＥ３０５２９ 基因集中筛选出差异基因 ３ ２７１ 个， 在 ＲＮＡｓｅｑ
基因集中筛选出差异基因 ９ １７４ 个， 两者取交集， 筛选出共

有差异基因 １ ４３６ 个。
３􀆰 １􀆰 ２　 共有差异基因 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 富集分析　 ＧＯ 富集的生

物学过程 （ＢＰ） 主要是细胞活化、 免疫反应等， 发生的部

位涉及囊泡、 膜、 细胞外基质等； 细胞组分 （ＣＣ） 主要是

细胞膜部分、 细胞外基质等； 分子功能 （ＭＦ） 主要是信号

受体结合、 细胞外基质结构组成等， 见图 １。 ＫＥＧＧ 富集主

要集中在细胞程序性死亡 （如凋亡、 自噬、 铁死亡等）、
ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路、 ＮＦ⁃κＢ 信号通路等， 见图 ２。 结果显

示， 细胞程序性死亡疾病的发生发展中占据重要位置。
３􀆰 １􀆰 ３ 　 糖肾灌肠方作用于 ＤＮ 的关键基因筛选 　 将

ＧＳＥ３０５２９、 ＲＮＡｓｅｑ 基因集中的差异基因在细胞程序性死亡

相关基因中进行基因集变异分析 （ＧＳＶＡ）， 发现自噬在 ２
个基因集中都具有显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。
将 １ ４３６ 个共有差异基因与自噬相关基因取交集， 发现在

图 １　 ＤＧＥｓ 的 ＧＯ 富集分析柱状图

图 ２　 ＤＧＥｓ 的 ＫＥＧＧ 富集分析气泡图

ＤＮ 中共有 ２８ 个自噬相关差异基因。 前期网络药理学发现，
药物作用靶点共有 １９３ 个， 本研究通过对 ２８ 个自噬相关差

异基因机器学习， 与药物作用靶点取交集， 发现 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
为潜在调控自噬的靶点， 见图 ４。 由此推测， 糖肾灌肠方可

能通过改善 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 介导的自噬来进一步缓解肾损伤。
３􀆰 ２　 动物实验

３􀆰 ２􀆰 １　 糖肾灌肠方对小鼠体质量、 血糖、 血肌酐、 尿微量

白蛋白、 尿肌酐的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠体质

量、 血糖、 血肌酐、 尿微量白蛋白、 尿肌酐水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 糖肾灌肠方组和卡格列净组小鼠体
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３ 　 细胞程序性死亡在 ＧＳＥ３０５２９ （Ａ）、 ＲＮＡｓｅｑ
（Ｂ） 中的 ＧＳＶＡ 评分箱式图

　 　 　

图 ４　 自噬相关基因的 ＸＧＢｏｏｓｔ 分析柱状图

质量、 血糖、 血肌酐、 尿微量白蛋白、 尿肌酐水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。
３􀆰 ２􀆰 ２　 糖肾灌肠方对小鼠肾组织病理学的影响

３􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 ＨＥ 染色　 正常组小鼠肾小球毛细血管袢开放良

好， 管壁薄而纤细， 足细胞、 肾小囊壁完整； 与正常组比

较， 模型组小鼠肾小球体积增大， 肾小球细胞增多， 毛细

血管袢开放尚可， 管壁僵硬， 肾小囊壁完整， 肾小管局部

上皮脱落性管型； 与模型组比较， 糖肾灌肠方组、 卡格列

净组小鼠肾小球体积增大改善， 肾小管上皮细胞局部变形，
毛细血管袢开放尚可， 管壁僵硬， 肾小囊壁完整， 见图 ５。

表 ２　 糖肾灌肠方对小鼠体质量、 血糖、 尿肌酐、 尿微量白蛋白、 血肌酐水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 体质量 ／ ｇ 血糖 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） 尿肌酐 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） 尿微量白蛋白 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） 血肌酐 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）
正常组 ２３􀆰 ９０±２􀆰 ３９ ５􀆰 ９６±１􀆰 １９ ３９􀆰 ７０±１４􀆰 ７１ ２９１􀆰 ０６±５６􀆰 ３３ ２８􀆰 ２７±１０􀆰 ０４

模型组 ２９􀆰 ３８±１􀆰 ９３∗∗ ２６􀆰 ９２±３􀆰 １６∗∗ ６５１􀆰 ３６±１７０􀆰 １３∗∗ ２ ８３３􀆰 ０６±４４０􀆰 ５５∗∗ ６７􀆰 ５８±１７􀆰 ９７∗∗

糖肾灌肠方组 ２５􀆰 ８７±４􀆰 １７＃ ２０􀆰 ９１±２􀆰 ３０＃＃ ３６２􀆰 ５８±１９９􀆰 ６３＃＃ １ ２７１􀆰 ７１±３１１􀆰 ７４＃＃ ４２􀆰 ７６±１０􀆰 ９８＃＃

卡格列净组 ２４􀆰 ５６±２􀆰 ０３＃＃ １７􀆰 ７０±５􀆰 ３６＃＃ ３１２􀆰 ８２±１３８􀆰 ５８＃＃ １ ２６５􀆰 ２２±２８８􀆰 ０６＃＃ ３８􀆰 ６３±１２􀆰 ９３＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 绿色箭头指示肾小球， 蓝色箭头指示肾小管上皮细胞。

图 ５　 各组小鼠肾组织 ＨＥ 染色 （×２００）

３􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 透射电镜观察 　 正常组小鼠肾小管基本结构清

晰， 上皮细胞排列整齐， 同类管腔大小均一， 核基质电子

密度及线粒体、 初级溶酶体结构正常， 可见少量自噬小体，
间质内未见胶原纤维增生； 与正常组比较， 模型组小鼠肾

小管基本结构清晰， 上皮细胞排列紊乱， 核基质电子密度

降低， 小管内可见脱落的细胞残片， 大部分线粒体结构基

本正常， 可见较多线粒体肿胀和自噬， 初级溶酶体很少，
间质内可见胶原纤维增生； 与模型组比较， 糖肾灌肠方组、

卡格列净组小鼠肾组织超微结构有不同程度改善， 见图 ６。
３􀆰 ２􀆰 ３　 糖肾灌肠方对小鼠肾组织自噬的影响　 与正常组比

较， 模型组小鼠肾组织 ＬＣ３Ⅱ蛋白、 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ｐ６２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＴＧＦ⁃β、 ＦＮ 蛋白、 ｍＲＮＡ 表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 糖肾灌肠方组、
卡格列净组小鼠肾组织 ＬＣ３Ⅱ蛋白、 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ｐ６２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＴＧＦ⁃β、 ＦＮ 蛋白、 ｍＲＮＡ 表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７、 表 ３～４。
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注： Ｎ 为核基质。 绿色箭头指示自噬小体， 蓝色箭头指示线粒体， 黄色箭头指示胶原纤维增生， 橙色箭头指示初级溶酶体， 黑色

箭头指示脂滴。

图 ６　 各组小鼠肾组织超微结构 （透射电镜， ×５ ０００）

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为糖肾灌肠方组， Ｄ 为卡格列

净组。

图 ７　 各组小鼠肾组织 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＬＣ３、 Ｐ６２、 ＴＧＦ⁃β、
ＦＮ 蛋白印迹

３􀆰 ２􀆰 ４　 糖肾灌肠方下调 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的 ｍ６Ａ 甲基化修饰水

平　 与正常组比较， 模型组上调 ｍ６Ａ 甲基化修饰的水平

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 糖肾灌肠方组和卡格列净组下

调 ｍ６Ａ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８、 表 ５。 ｍ６Ａ 检测试剂盒检

测的结果与 Ｄｏｔ ｂｌｏｔ 结果一致， 见表 ６。 为了证明是否是

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的 ｍ６Ａ 修饰发生了改变， 再进行 ＭｅＲＩＰ⁃ＰＣＲ 实

验， 结果显示， 与正常组比较， 模型组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的 ｍ６Ａ 富

集倍数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 糖肾灌肠方组和

卡格列净组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的 ｍ６Ａ 富集倍数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ９。
３􀆰 ２􀆰 ５　 糖肾灌肠方对 ｍ６Ａ 修饰酶的影响　 与正常组比较，
模型组 ＭＥＴＴＬ３ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 糖

肾灌肠方组和卡格列净组 ＭＥＴＴＬ３ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）。
各组间 ＭＥＴＴＬ１４、 ＦＴＯ、 ＷＴＡＰ 表达均无显著差异 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， 见图 ９、 表 ８。 另外， ＭＥＴＴＬ３ 表达与 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表

　 　 　表 ３　 各组小鼠肾组织 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＬＣ３、 Ｐ６２、 ＴＧＦ⁃β、 ＦＮ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ Ｐ６２ ／ β⁃ａｃｔｉｎ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ＴＧＦ⁃β ／ β⁃ａｃｔｉｎ ＦＮ ／ β⁃ａｃｔｉｎ

正常组 １􀆰 ５３±０􀆰 ０７ ０􀆰 ７１±０􀆰 １３ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０４ ０􀆰 ２２±０􀆰 １０ １􀆰 ０９±０􀆰 ０８
模型组 ０􀆰 ２２±０􀆰 ００∗∗ １􀆰 ４９±０􀆰 ００∗∗ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０２∗∗ １􀆰 ５４±０􀆰 １２∗∗

糖肾灌肠方组 ０􀆰 ８６±０􀆰 ０１＃＃ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０１＃＃ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０２＃ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０８＃ １􀆰 １２±０􀆰 ０６＃＃

卡格列净组 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ６５±０􀆰 １３＃ ０􀆰 ４８±０􀆰 １７＃＃ １􀆰 ０７±０􀆰 ０４＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 各组小鼠肾组织 ＬＣ３Ｂ、 Ｐ６２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＴＧＦ⁃β、 ＦＮ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＬＣ３Ｂ Ｐ６２ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ＴＧＦ⁃β ＦＮ

正常组 １􀆰 ０３±０􀆰 ３０ １􀆰 ４７±１􀆰 ０１ １􀆰 ０３±０􀆰 ３１ １􀆰 ０３±０􀆰 ３２ １􀆰 ００±０􀆰 １９
模型组 ０􀆰 ３９±０􀆰 ０５∗∗ ８􀆰 ２８±５􀆰 ７５∗∗ １􀆰 ４８±０􀆰 ０７∗ １􀆰 ６８±０􀆰 ４７∗ １􀆰 ７１±０􀆰 ３４∗∗

糖肾灌肠方组 ０􀆰 ６４±０􀆰 １６＃＃ ４􀆰 ０８±０􀆰 ５０＃＃ １􀆰 ００±０􀆰 １７＃ １􀆰 １９±０􀆰 ３３ １􀆰 １６±０􀆰 ４６＃

卡格列净组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０５＃＃ ３􀆰 ４１±１􀆰 ６７＃＃ １􀆰 １０±０􀆰 ２１ １􀆰 １６±０􀆰 ３＃＃ １􀆰 ３４±０􀆰 ２９

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ５　 各组小鼠肾组织中 ｍ６Ａ 水平比较 （Ｄｏｔ ｂｌｏｔ 法， ｘ±
ｓ， ｎ＝３）

组别 １００ ｎｇ ２００ ｎｇ ４００ ｎｇ

正常组 １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００

模型组 ４􀆰 ４４±１􀆰 ５９∗∗ ３􀆰 ８８±１􀆰 ４９∗∗ ２􀆰 ４９±１􀆰 １４∗∗

糖肾灌肠方组 １􀆰 ３７±１􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ７０±０􀆰 ４４＃＃ ０􀆰 ５４±０􀆰 １１＃＃

卡格列净组 ０􀆰 ９７±０􀆰 ２６＃＃ ０􀆰 ６５±０􀆰 ３９＃＃ ０􀆰 ５２±０􀆰 １０＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ６　 各组小鼠肾组织 ｍ６Ａ 水平比较 （ｍ６Ａ 试剂盒， ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

组别 ｍ６Ａ 水平

正常组 ０􀆰 １２±０􀆰 ０１
模型组 ０􀆰 １５±０􀆰 ００∗

糖肾灌肠方组 ０􀆰 １２±０􀆰 ０１＃＃

卡格列净组 ０􀆰 １３±０􀆰 ０１＃

　 　 注： 与正常组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

７７４３

２０２５ 年 １０ 月

第 ４７ 卷　 第 １０ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． １０



图 ８　 各组小鼠肾组织 ｍ６Ａ 图 （Ｄｏｔ ｂｌｏｔ 法）

达呈显著正相关 （ ｒ＝ ０􀆰 ７７１， Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １０。
４　 讨论

糖肾灌肠方基于 “浊毒内蕴” 的病机， 以清泄三焦壅

塞湿浊之邪、 荡涤肠胃湿热秽浊瘀毒为治则， 可减轻对肾

络损伤， 全方 “泻而不猛”， 具有泄浊解毒、 扶正祛邪之

　 　 　

表 ７　 各组小鼠肾组织 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的 ＭｅＲＩＰ⁃ＰＣＲ 比较 （ｘ±
ｓ， ｎ＝６）
组别 ＩＰ⁃ｍ６Ａ ＩｇＧ

正常组 １０􀆰 １０±６􀆰 ３７ １􀆰 １１±０􀆰 ５４
模型组 ７８􀆰 ６６±３８􀆰 ２２∗∗ １􀆰 ０４±０􀆰 ２５

糖肾灌肠方组 ２２􀆰 ２５±６􀆰 ７２＃＃ １􀆰 １６±０􀆰 ２４
卡格列净组 １９􀆰 ２３±１０􀆰 ６０＃＃ ０􀆰 ９２±０􀆰 ２７

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为糖肾灌肠方组， Ｄ 为

卡格列净组。

图 ９ 　 各组小鼠肾组织 ＭＥＴＴＬ３、 ＭＥＴＴＬ１４、
ＦＴＯ、 ＷＴＡＰ 蛋白印迹

表 ８　 各组小鼠肾组织 ＭＥＴＴＬ３、 ＭＥＴＴＬ１４、 ＦＴＯ、 ＷＴＡＰ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＭＥＴＴＬ３ ＭＥＴＴＬ４ ＦＴＯ ＷＴＡＰ
正常组 １􀆰 ０２±０􀆰 １５ ０􀆰 ８３±０􀆰 ０５ ０􀆰 ６７±０􀆰 １１ ０􀆰 ５２±０􀆰 ３１
模型组 １􀆰 ５０±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ８７±０􀆰 ０２ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０５ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０８

糖肾灌肠方组 １􀆰 ０８±０􀆰 １３＃＃ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０１ ０􀆰 ４４±０􀆰 ２２
卡格列净组 １􀆰 ０９±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ８７±０􀆰 １２ ０􀆰 ７４±０􀆰 １６ ０􀆰 ５１±０􀆰 ２５

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 ＭＥＴＴＬ３ 表达与 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３表达相关性分析

功， 同时采用保留灌肠给药是该方特色。 药物灌肠是通过

刺激肠道蠕动及分泌， 增加大便次数， 减少食物残渣在肠

道停留时间及毒素堆积， 同时降低体内毒素水平， 达到通

腑泄浊、 解毒导滞功效［１５⁃１６］ 。 中药复方具有多靶点、 多途

径的特性， 而 ＤＮ 发病机制复杂且多样化， 故可使用生信

分析及网络药理学探索前者靶点， 为后者治疗提供新的

途径。
　 　 本研究首先通过对 ＧＥＯ 数据库及 Ｋａｒｏｌｉｎｓｋａ 肾脏研究

中心的正常人、 ＤＮ 肾小管损伤的数据进行分析， 得到疾病

的 ＤＧＥｓ， 并进行 ＫＥＧＧ、 ＧＯ 富集分析， 发现程序性死亡

在 ＤＮ 的发生发展中起着至关重要的作用， 其中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

为糖肾灌肠方调控自噬的关键靶点。 越来越多的证据表明，
程序性死亡中的自噬失常会导致 ＤＮ 肾纤维化［１７⁃１８］ 。
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是一种半胱氨酸⁃天冬氨酸蛋白酶， 因其在组织分

化、 再生和神经发育中的作用而被关注［１９］ ， 它作为调控凋

亡的关键蛋白， 激活了凋亡外泌体样囊泡， 后者生物发生

位点为溶酶体， 多泡体和自噬体融合产生大型自噬溶酶体，
在一定程度上也与自噬关系密切［２０］ ， 本研究发现， ＤＮ 小

鼠肾组织中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高， 而给予糖肾灌肠方后

降低； 在 ＤＮ 小鼠肾组织中自噬被抑制， 纤维化加重， 而

给予糖肾灌肠方后前者上调， 后者改善， 提示糖肾灌肠方

可能是通过调控 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 介导的自噬进一步改善肾纤维

化。 ｍ６Ａ 甲基化修饰是真核 ｍＲＮＡ 中最常见的内部修饰，
调控着蛋白稳定及生物发生［２１］ ， 它对肾纤维化有着积极或

消极的作用［２２⁃２３］ ， 本研究结果显示， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 在高糖状态

下 ｍ６Ａ 的富集倍数升高， 给予糖肾灌肠方后有不同程度的

降低， 表明该方调控了 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的 ｍ６Ａ 甲基化修饰。 另

外， 虽然 ｍ６Ａ 甲基化修饰是通过 ｍ６Ａ 甲基化酶调控的， 但

本研究发现只有 ＭＥＴＴＬ３ 表达有明显改变， 它作为代表性

转移酶催化了 ｍ６Ａ 甲基化过程， 并且其表达与 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表

达呈正相关， 表明糖肾灌肠方可能调控 ＭＥＴＴＬ３ 介导的

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 甲基化修饰。
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综上所述， 糖肾灌肠方可能通过 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 来调控肾小

管上皮细胞自噬， 改善肾小管纤维化， 并且对该因子的调

控是由 ＭＥＴＴＬ３ 介导的。
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