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穿心莲内酯对糖尿病肾病小鼠的治疗作用及机制

李梦诗，吴　腾，曹静桦，何亚军，亓翠玲，王丽京

（广东药科大学基础学院血管生物学研究所，广州 ５１０００６）

摘　要　利用自发２型糖尿病基因工程Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠糖尿病小鼠模型，探讨穿心莲内酯（ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ，Ａｎｄｒｏ）对糖尿病肾
病的作用及机制。利用试剂盒检测Ａｎｄｒｏ治疗Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠２４ｈ后的尿蛋白、血肌酐和血尿素氮水平；利用ＨＥ染色和ＰＡＳ
染色分别检测Ａｎｄｒｏ对糖尿病小鼠肾脏组织的病理改变和还原糖水平的影响；采用免疫组织化学染色法检测 Ａｎｄｒｏ对
Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏的纤维粘连蛋白（ＦＮ）和ＮＯＸ４的影响。结果显示，Ａｎｄｒｏ治疗组（１ｍｇ／ｋｇ，ｉｐ）的２４ｈ后Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠的
尿蛋白、血肌酐和血尿素氮等生化指标水平明显低于对照组，Ａｎｄｒｏ能抑制Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏的病理改变和ＦＮ、ＮＯＸ４的表
达，表明Ａｎｄｒｏ可以显著改善自发２型糖尿病基因工程小鼠Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠的糖尿病肾病。
关键词　穿心莲内酯；糖尿病肾病；Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ转基因小鼠；系膜细胞
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　　糖尿病是常见的内分泌疾病，在全球流行性疾
病中仅次于心脑血管疾病、肿瘤、艾滋病位列第４，
严重威胁着人类健康［１］。糖尿病肾病是糖尿病最

常见的并发症，也是导致终末期肾病的重要因素，

最终导致肾衰竭［２］。肾小球系膜细胞是肾小球的

主要功能细胞，无论是在肾脏的生理功能或是病理

变化中都发挥着重要作用。由肾小球系膜细胞的过

度增生及细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的
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过度积累所导致的肾小球硬化是糖尿病肾病的主要

病理特点，通常伴有蛋白尿和肾小球滤过率下降等

临床表现［３－６］。纤维粘连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）是
ＥＣＭ的主要成分，是评价ＥＣＭ累积的重要指标［７］。

有研究报道糖尿病患者机体内氧化应激水平有升高

的趋势，可以在糖尿病肾病患者肾脏中检测到活性

氧化物质（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）增高。有研
究提示，在糖尿病动物模型中，通过抑制肾脏 ＲＯＳ
水平可有效改善肾小球和肾小管的病理性改变［８］。

亦有研究表明，ＮＡＰＤＨ氧化酶４（ＮＯＸ４）是肾脏细
胞ＲＯＳ产生的主要途径之一［９－１３］。

穿心莲属爵床科穿心莲属植物，其主要有效成

分为穿心莲内酯（ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ，Ａｎｄｒｏ），是一种
二环双萜内酯类化合物。中医认为穿心莲属于寒

性药物，有消热排毒的疗效。近年研究表明 Ａｎｄｒｏ
具有抗炎的作用，并对动脉粥样硬化、高血压及肿

瘤有一定疗效及抑制作用［１４－１６］。此外。Ａｎｄｒｏ还
被发现能够在１型糖尿病中发挥保护胰岛 β细胞
的功能及减缓ＮＯＤ小鼠自发免疫性糖尿病的病理
进程［１７－１８］。另外，也有研究证实 Ａｎｄｒｏ能通过减
少细胞ＲＯＳ产生，从而在体内／体外达到治疗与氧
化应激相关疾病的目的［１９－２１］。目前，Ａｎｄｒｏ对糖
尿病肾病的作用尚未见报道，本研究利用自发糖尿

病转基因Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠，研究Ａｎｄｒｏ对Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠
糖尿病肾病的作用及其机制。

!

　材　料

１１　试　剂
穿心莲内酯粉末（美国 Ｓｉｇｍａ公司）溶解于

ＤＭＳＯ中，配成质量浓度为２００ｍｇ／ｍＬ的溶液，使
用时蒸馏水稀释１０００倍；２４ｈ尿蛋白检测试剂盒、
肌酐检测试剂盒和尿素氮检测试剂盒（南京建成

生物工程研究所）；苏木精染液、小鼠及兔二抗、

ＤＡＢ显色试剂（北京中杉金桥生物有限公司）；
ＢＳＡ［生工生物工程（上海）股份有限公司］，４％多
聚甲醛溶液（博士德生物工程有限公司）。

１２　仪　器
ＰＲＭＢＪ１全自动生物组织包埋机（ＰＲ公

司）；石蜡切片机（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；独立送回风
净化笼具 ＩＶＣ与小鼠代谢笼（苏杭科技器材有限
公司）；倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；冷冻高速
离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ

公司）。

１３　动　物
转基因小鼠 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠购自南京大学模式

动物研究所（Ｊａｃｋｓｏｎ实验室货号０００６４２），Ｃ５７ＢＬ／
６小鼠购自广东省动物中心，许可证号：ＳＣＸＫ（粤）
２０１３０００２。小鼠自购买后均饲养于ＳＰＦ级实验动
物环境中，光照时间为１２ｈ／１２ｈ昼夜交替。所有
动物实验均符合动物伦理委员会标准。

%

　方　法

２１　小鼠分组及给药
选用１８周龄体重在４２～４８ｇ的雄性 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ

小鼠，剪指做好标记，将小鼠随机分为两组，一组每

两天腹腔注射１μｇ／ｇＡｎｄｒｏ至２６周［７］，另一组则

注射ＤＭＳＯ溶解的相同体积的生理盐水至２６周，
另外，选用同样周龄的体重在 ２８～３２ｇ雄性
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠作为阴性对照组。每组各７只。
２２　肌酐、尿素氮，尿蛋白含量的测定

治疗８周后，将小鼠置于代谢笼中２４ｈ，从收
集尿液的瓶子中取出尿样，进行尿蛋白和尿素氮的

检测。将小鼠眼眶取血，４０００ｒ／ｍｉｎ离心取上清
液，检测血清中的肌酐水平。

用ＡＵ８００全自动生化分析仪检测血肌酐、尿
素氮。其中血肌酐采用苦味酸法，尿素氮采用脲

酶法。

２４ｈ尿蛋白定量：采用考马斯亮蓝法检测实
验小鼠２４ｈ尿蛋白含量。
２３　苏木精伊红（ＨＥ）染色

石蜡切片梯度脱蜡，水化，苏木精染色 １分
３０秒，流水返蓝 １ｈ，伊红染色 １５秒，流水冲洗
３遍，脱水透明，中性树脂封片。
２４　过碘酸希夫（ＰＡＳ）染色

石蜡切片梯度脱蜡至水，蒸馏水洗１～２ｍｉｎ，
过碘酸溶液氧化 １０ｍｉｎ，流水洗 １０ｍｉｎ，希夫
（Ｓｃｈｉｆｆ）试剂染色１０ｍｉｎ，流水洗５ｍｉｎ，苏木精染
核２ｍｉｎ，流水冲洗１０ｍｉｎ，常规脱水、透明、封片。
２５　免疫组化

石蜡切片脱蜡后，用 ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ。
高压修复５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗后，用３％过氧化氢甲醇
３７℃孵育３０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，１０％
ＢＳＡ封闭。一抗（１％ＢＳＡ稀释１∶１００）４℃冰箱孵
育过夜。第２天，复温后，ＰＢＳ洗，３７℃烘箱孵育
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相应二抗（１％ＢＳＡ稀释 １∶１００）４０ｍｉｎ。ＤＡＢ显
色，苏木精染核后，脱水、透明、封片。

ＰＡＳ染色及免疫组化染色，由 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
统计积分光密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。
２６　统计学处理

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５０软件对数据进行单
因素方差分析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

(

　结　果

３１　Ａｎｄｒｏ对Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠的２４ｈ尿蛋白、血肌酐
和血尿素氮水平的影响

用Ａｎｄｒｏ治疗Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠，随机分为两组，一
组每２天腹腔注射１μｇ／ｇＡｎｄｒｏ至２６周，另一组
则注射相同体积 ＤＭＳＯ溶解的的生理盐水。治疗
后发现 Ａｎｄｒｏ治疗组的２４ｈ尿蛋白（Ｐ＜０００１）、
血肌酐（Ｐ＜００５）和血尿素氮（Ｐ＜００１）水平比

对照组明显降低（图１）。
３２　Ａｎｄｒｏ对 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾小球病理性变化的
影响

治疗结束后取材，石蜡包埋，切片 ＨＥ染色。
结果发现：Ａｎｄｒｏ实验组与对照组相比，治疗组肾
小囊结构恢复正常，肾小球细胞的细胞核排列规

则，提示Ａｎｄｒｏ能显著改善 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾小球系
膜的扩张（图２Ａ）。

此外，为检测小鼠肾脏中的还原糖水平，对这

３种小鼠的切片进行 ＰＡＳ染色（图 ２Ｂ）。发现
Ａｎｄｒｏ治疗后，Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏着色比对照组明显
减轻（Ｐ＜００５），与正常 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠水平相近，
表明 Ａｎｄｒｏ可以减轻肾脏还原糖累积。因此，
Ａｎｄｒｏ能够改善 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠在形态学上的肾损
伤，同时也能减轻 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠整个肾脏的还原糖
水平（图２Ｂ、２Ｃ）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ（Ａｎｄｒｏ）ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆ２４ｈｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｌｅｖｅｌａｎｄｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎｌｅｖｅｌｉｎ
Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝７）
Ａ：Ａｌｂｕｍｉｎｕｒｉａｌｅｖｅｌｓ；Ｂ：Ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ；Ｃ：Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎｌｅｖｅｌｓ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＡｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎＬｅｐｒｄｂ／ｄｂｍｉｃｅ
Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）；Ｂ：ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）；Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）．Ｐ＜００５

３３　Ａｎｄｒｏ对Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏中ＦＮ表达的影响
ＦＮ是 ＥＣＭ的主要成分，ＥＣＭ的累积与糖尿

病肾病的发展密切相关。本研究用免疫组化进行

ＦＮ染色（图３），发现 ＤＭＳＯ组 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾 ＦＮ

９９
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的水平明显高于正常对照组小鼠（Ｐ＜００００１），
而Ａｎｄｒｏ治疗减少Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏中 ＦＮ表达水
平（Ｐ＜０００１）。上述结果证明Ａｎｄｒｏ可以通过减

少 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏中 ＦＮ的积累进而改善糖尿
病肾病。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡｎｄｒｏｏｎｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ（ＦＮ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬｅｐｒｄｂ／ｄｂｍｉｃｅｋｉｄｎｅｙ
Ａ：ＦＮｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｂｙｇｌｏｍｅｒｕｌｉｏｆＬｅｐｒｄｂ／ｄｂｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４００）；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１

３４　Ａｎｄｒｏ对Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾小球 ＮＯＸ４水平的
影响

相比Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，ＮＯＸ４在Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾
小球系膜中的大量表达，Ａｎｄｒｏ治疗减少了小鼠肾

脏中ＮＯＸ４的表达水平（Ｐ＜００１）。上述结果提
示，Ａｎｄｒｏ可能是通过减少Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠细胞 ＮＯＸ
４的表达水平，进而改善糖尿病肾病中的氧化应激
状态，从而改善糖尿病肾病。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡｎｄｒｏｏｎＮＯＸ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬｅｐｒｄｂ／ｄｂｍｉｃｅｋｉｄｎｅｙ
Ａ：ＮＯＸ４ｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｂｙｇｌｏｍｅｒｕｌｉｏｆＬｅｐｒｄｂ／ｄｂｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４００）；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝
５）．Ｐ＜００１

)

　讨　论

糖尿病肾病是糖尿病最常见的并发症之一，在

我国的发病率亦呈上升趋势。２０％ ～４０％的糖尿
病患者会并发糖尿病肾病，严重影响了患者的生活

质量。糖尿病肾病的发病机制尚未明确，可以通过

测量血尿素氮、血清肌酐、肌酐清除率和蛋白尿来

诊断糖尿病肾病［２２］。目前，糖尿病肾病临床常用

药一般分为降糖类药物和非降糖类药物。常用的

治疗糖尿病肾病的中成药有肾康注射液、黄芪注射

液等［２３］。黄芪注射液可以降低肾脏蛋白的排泄，

具有保护肾脏的功能［２４］。

Ａｎｄｒｏ具有抗炎、抗肿瘤及治疗动脉粥样硬化
等的作用，近年来，研究发现 Ａｎｄｒｏ能够改善自发
免疫性糖尿病 ＮＯＤ小鼠的糖尿病病理进程［１７－１８］。

Ｌａｎ等［２５］也报道 Ａｎｄｒｏ可以显著降低高糖诱导

ＭＣｓ细胞增殖和 ＦＮ的表达，但是 Ａｎｄｒｏ对自发糖
尿病 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠糖尿病肾病的作用尚未见研究。
Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠是由美国 Ｊａｃｋｓｏｎ实验室于１９６６年在
Ｃ５７ＢＬＫＳ／Ｊ（ＢＫＳ）近交系中发现糖尿病突变基因
（ｄｂ），是位于小鼠 ４号染色体的瘦素受体（ｌｅｐｔｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ）基因发生突变所致［２６］。因其多饮、多食、

多尿、肥胖、高血糖、高胰岛素血症等症状与人类

２型糖尿病患者的临床症状相似，因此被广泛应
用于糖尿病及其并发症等疾病的研究中。

本研究利用Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠研究了 Ａｎｄｒｏ对糖尿
病肾病的作用。发现Ａｎｄｒｏ可以显著降低 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ

小鼠２４ｈ尿蛋白、尿肌酐和血尿素氮的水平，显著
改善了Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏代谢相关的生化指标代谢
水平。另外，本研究通过观察 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏组
织形态，发现 Ａｎｄｒｏ治疗对 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠的肾小球
病理性改变有明显的改善作用，并且可以减少其肾
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脏的还原糖水平和 ＥＣＭ的累积。近年来，越来越
多的研究表明，氧化应激在糖尿病肾病的发展进程

中发挥着不可忽视的作用［２７］。为此，本研究进一

步研究发现Ａｎｄｒｏ可能通过降低 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏
中ＮＯＸ４表达水平以抑制肾脏细胞的氧化应激状
态，进而缓解了 Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠糖尿病肾病的病情。
然而，Ａｎｄｒｏ对Ｌｅｐｒｄｂ／ｄｂ小鼠糖尿病肾病的具体分子
机制尚需进一步研究。
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