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  摘 要:目的 探讨黄芪消渴汤调控血管内皮生长因子(VEGF)/磷脂酰肌醇
 

3-激酶(PI3K)/蛋白激酶
 

B
(AKT)信号通路对糖尿病肾病(DN)小鼠肾小管间质纤维化(TIF)的保护作用。方法 采用高脂饮食联合腹

腔注射链脲佐菌素构建小鼠DN模型,随机分为对照组、DN组、黄芪消渴汤低剂量组、黄芪消渴汤中剂量组和

黄芪消渴汤高剂量组,各8只。造模成功后每日灌胃相应药物或溶剂1次,持续10周,给药结束后用试剂盒检

测血尿素氮(BUN)、血肌酐(Scr)和24
 

h尿蛋白(UP)水平,自动分析仪测量总甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)
和低密度脂蛋白(LDL-C),计算肾脏指数。采用苏木精和伊红、过碘酸希夫及马松三色染色,检测肾脏结构病

理学改变、糖原沉积和TIF。透射电子显微镜检测肾小管超微结构。免疫组化检测肾皮质细胞外基质沉积。
免疫荧光检测肾皮质 VEGF表达和定位。蛋白质印迹检测肾皮质上皮细胞-间质细胞转化和 VEGF/PI3K/
AKT通路相关蛋白表达。结果 与DN组比较,黄芪消渴汤低剂量组、黄芪消渴汤中剂量组和黄芪消渴汤高

剂量组小鼠FBG和肾脏指数降低(P<0.05),呈浓度依赖性。与DN组比较,黄芪消渴汤低剂量组、黄芪消渴

汤中剂量组和黄芪消渴汤高剂量组小鼠BUN、Scr、TC、LDL-C、TG和 UP水平均降低,呈浓度依赖性(P<
0.05)。与DN组比较,黄芪消渴汤低剂量组、黄芪消渴汤中剂量组和黄芪消渴汤高剂量组小鼠肾脏病理损伤

程度逐渐减轻,肾小管损伤指数、纤维化面积占比、糖原沉积区域占比降低(P<0.05)。与DN组比较,黄芪消

渴汤低剂量组、黄芪消渴汤中剂量组和黄芪消渴汤高剂量组小鼠肾组织中α-平滑肌肌动蛋白、波形蛋白和扭曲

蛋白表达降低,E-钙黏蛋白表达升高,呈浓度依赖性(P<0.05)。与DN组比较,黄芪消渴汤低剂量组、黄芪消

渴汤中剂量组和黄芪消渴汤高剂量组小鼠肾皮质中VEGF荧光强度和VEGF蛋白表达及磷酸化PI3K/PI3K
和磷酸化AKT/AKT均 升 高,呈 浓 度 依 赖 性,且 VEGF荧 光 强 度 表 达 变 化 主 要 发 生 于 肾 小 管 上 皮 细 胞。
结论 黄芪消渴汤可能部分通过激活VEGF/PI3K/AKT信号通路对DN小鼠TIF发挥保护作用。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

in
 

regulating
 

the
 

vascu-
lar

 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)/phosphatidylinositol
 

3-kinase
 

(PI3K)/protein
 

kinase
 

B
 

(AKT)
 

signa-
ling

 

pathway
 

on
 

tubulointerstitial
 

fibrosis
 

(TIF)
 

in
 

mice
 

with
 

diabetic
 

nephropathy
 

(DN).Methods A
 

mouse
 

DN
 

model
 

was
 

established
 

by
 

a
 

high-fat
 

diet
 

combined
 

with
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

streptozotocin.The
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,the
 

DN
 

group,the
 

low-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

group,the
 

medium-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

group,and
 

the
 

high-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

group,with
 

8
 

mice
 

in
 

each
 

group.After
 

successful
 

modeling,the
 

corresponding
 

drugs
 

or
 

solvents
 

were
 

admin-
istered

 

by
 

intragastric
 

administration
 

once
 

a
 

day
 

for
 

10
 

weeks.After
 

the
 

administration
 

ended,the
 

levels
 

of
 

blood
 

urea
 

nitrogen
 

(BUN),serum
 

creatinine
 

(Scr),and
 

24-hour
 

urine
 

protein
 

(UP)
 

were
 

detected
 

using
 

a
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kit.Total
 

triglycerides
 

(TG),total
 

cholesterol
 

(TC),and
 

low-density
 

lipoprotein
 

(LDL-C)
 

were
 

measured
 

by
 

an
 

automatic
 

analyzer,and
 

the
 

renal
 

index
 

was
 

calculated.Hematoxylin
 

and
 

Eosin,periodic
 

acid-Schiff,and
 

masson
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

structural
 

pathological
 

changes
 

of
 

the
 

kidneys,glycogen
 

deposition
 

and
 

TIF.The
 

ultrastructure
 

of
 

renal
 

tubules
 

was
 

detected
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy.Immunohisto-
chemical

 

detection
 

of
 

extracellular
 

matrix
 

deposition
 

in
 

the
 

renal
 

cortex.Immunofluorescence
 

was
 

used
 

to
 

de-
tect

 

the
 

expression
 

and
 

localization
 

of
 

VEGF
 

in
 

the
 

renal
 

cortex.Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

epi-
thelial-mesenchymal

 

transition
 

of
 

the
 

renal
 

cortex
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

proteins
 

related
 

to
 

the
 

VEGF/PI3K/
AKT

 

pathway.Results Compared
 

with
 

the
 

DN
 

group,the
 

FBG
 

and
 

renal
 

index
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

low-dose
 

Huan-
gqi

 

Xiaoke
 

Decoction
 

group,medium-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

group
 

and
 

high-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

De-
coction

 

group
 

decreased
 

in
 

a
 

concentration-dependent
 

manner
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

DN
 

group,the
 

levels
 

of
 

BUN,Scr,TC,LDL-C,TG
 

and
 

UP
 

in
 

mice
 

of
 

the
 

low-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

group,medi-
um-dose

 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

group
 

and
 

high-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

group
 

were
 

all
 

decreased
 

in
 

a
 

concentration-dependent
 

manner
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

DN
 

group,the
 

degree
 

of
 

renal
 

pathologi-
cal

 

damage
 

in
 

the
 

low-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

group,medium-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

group
 

and
 

high-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

group
 

gradually
 

decreased,and
 

the
 

renal
 

tubular
 

injury
 

index,the
 

proportion
 

of
 

fibrotic
 

area
 

and
 

the
 

proportion
 

of
 

glycogen
 

deposition
 

area
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

DN
 

group,the
 

expressions
 

of
 

α-smooth
 

muscle
 

actin,Vimentin
 

and
 

Twist
 

in
 

the
 

renal
 

tissues
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

low-dose,medium-dose
 

and
 

high-dose
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

groups
 

decreased,while
 

the
 

expression
 

of
 

E-cadherin
 

increased
 

in
 

a
 

concentration-dependent
 

manner
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

DN
 

group,the
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

VEGF,the
 

expression
 

of
 

VEGF
 

protein,and
 

the
 

phosphorylated
 

PI3K/PI3K
 

and
 

phosphorylated
 

AKT/AKT
 

in
 

the
 

renal
 

cortex
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

low-dose,medium-dose
 

and
 

high-dose
 

groups
 

of
 

Huangqi
 

Xiaoke
 

Decoction
 

were
 

all
 

increased
 

in
 

a
 

concentration-dependent
 

manner,and
 

the
 

changes
 

in
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

VEGF
 

fluorescence
 

intensity
 

mainly
 

occurred
 

in
 

the
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cells.Conclusion Huangqi
 

Xi-
aoke

 

Decoction
 

may
 

exert
 

a
 

protective
 

effect
 

on
 

TIF
 

in
 

DN
 

mice
 

partially
 

by
 

activating
 

the
 

VEGF/PI3K/AKT
 

signaling
 

pathway.
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3-ki-
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kinase
 

B
 

signaling
 

pathway; diabetic
 

nephropathy; tubulointerstitial
 

fibrosis

  糖尿病肾病(DN)是糖尿病最严重的微血管并发

症之一,已成为导致终末期肾病的主要原因[1]。肾小

管间质占肾实质的90%以上,在肾功能中起着重要作

用。近年来,越来越多的研究表明,肾小管间质纤维

化(TIF)是糖尿病肾纤维化的关键病理因素,甚至是

DN的启动程序[2]。因此,抑制TIF可能是一种有前

景的DN治疗策略。中医药在提高生活质量和治疗

DN方面发挥了重要作用[3]。中医将DN归属于“尿
浊”“消渴”等范畴,多因津液阴亏致生化乏源,且阴虚

燥热耗气伤津所致,应以生津止渴、益气养阴为治

则[3]。黄芪消渴汤具有滋阴润燥、清热生津之功效,
临床研究已明确其对DN的疗效,并且预后较好[4]。
但其抗DN的作用机制尚不清楚。血管内皮生长因

子(VEGF)是一种内皮特异性生长因子,促进内皮细

胞增殖、分化和存活,介导内皮依赖性血管舒张,诱导

微血管高通透性,参与间质基质重塑[5]。肾脏中,
VEGF在肾小管上皮细胞中的表达最为显著[6]。此

外,VEGF已被证明可通过调控磷脂酰肌醇
 

3-激酶

(PI3K)/蛋白激酶
 

B(AKT)通路诱导小管生成,并可

防止过氧化氢诱导的肾小管上皮细胞凋亡和坏死[7]。

本研究探讨黄芪消渴汤调控VEGF/PI3K/AKT信号

通路对DN小鼠TIF的保护作用,旨在基于
 

VEGF/
PI3K/AKT

 

通路探索黄芪消渴汤治疗
 

DN
 

的作用机

制。现报道如下。
1 材料与方法

1.1 标本来源 40只雄性C57BL/6J小鼠,8周龄,
体重20~25

 

g,由南京大学模型动物研究中心提供。
所有小鼠均安置在一个特定的无病原体、温度和湿度

控制的环境中[(22±2)℃,(50±5)%湿度],标准

12
 

h光/暗循环。所有实验方案均经安康市中医医院

动物护理与使用委员会批准(编号:201907024),并按

照《实验动物护理与使用指南》进行。
1.2 仪器与试剂 全自动生化分析仪由贝克曼库尔

特公司提供;透射电子显微镜由日本电子株式会社提

供。黄芪消渴汤剂由江苏省中药药理与安全性评价

重点实验室生产,由黄芪30
 

g,天花粉20
 

g,干地黄30
 

g,怀山药20
 

g,女贞子20
 

g,枸杞10
 

g,三七6
 

g,丹参

6克g,陈皮6
 

g,生姜3片,大枣3枚组成。苏木精和

伊红(HE)染色试剂盒购自Solarbio(中国北京,产品

目录号 G1120)。一抗 VEGFA 抗体购自 ABclonal
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(中国武汉,目录号 A12303、A5609)。二抗山羊抗兔

IgG
 

(H+L)
 

Alexa
 

Fluor
 

594购自 Abcam(英国剑

桥,目录号ab150080)。
1.3 方法

1.3.1 动物模型构建及分组处理 根据先前的报道

方法建立小鼠DN模型[8]。适应性喂养2周后,将40
只小鼠随机分为对照组、DN组、黄芪消渴汤低剂量

组、黄芪消渴汤中剂量组和黄芪消渴汤高剂量组,各8
只。除对照组外,其余小鼠均给予腹腔注射链脲佐菌

素(STZ,50
 

mg/kg,溶于0.1
 

mol/L柠檬酸钠缓冲

液,pH
 

4.5),连读4
 

d。7
 

d后使用血糖仪检测小鼠空

腹血糖(FBG),以FBG>13.9
 

mmol/L代表糖尿病建

立成功。之后喂养高脂饮食8周,诱导DN模型。参

考文献[9]中的人和动物临床药物等效剂量换算公式

(每千克小鼠体重每日剂量=成人生药剂量/70
 

kg×
9.1),确定黄芪消渴汤的最高剂量为220

 

g/70
 

kg×
9.1=28.60

 

g/kg,设置浓度梯度为7.15、14.30和

28.60
 

g/kg,分别于模型构建成功后给予相应剂量黄

芪消渴汤灌胃,每日1次,连续10周。对照组和DN
组小鼠给予的等量生理盐水。
1.3.2 肾功能和血尿生化指标测量 用药结束后,
将所有小鼠安置在代谢笼中,禁食但自由饮水24

 

h收

集尿液样本。腹腔注射2.5%戊巴比妥钠(50
 

mg/
kg)麻醉后,尾静脉采血并使用血糖仪测量FBG。摘

眼球取血,室温静置1
 

h,4
 

℃、2
 

500
 

r/min离心20
 

min收 集 上 层 血 清。采 用 试 剂 盒 检 测 血 尿 素 氮

(BUN)、血肌酐(Scr)、24
 

h尿蛋白(UP)水平,自动分

析仪测量血清总甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)和低

密度脂蛋白(LDL-C)水平。肾脏指数(mg/g)为两个

肾脏的质量与小鼠体重的比值。
1.3.3 肾脏组织病理学分析 钝性分离各组小鼠肾

组织,行冠状面横切为两半,一半放入-80
 

℃冰箱备

用,另一半用4%多聚甲醛固定48
 

h,石蜡包埋后行4
 

μm厚切片。随后按照试剂盒说明书,分别进行
 

HE、
过碘酸希夫(PAS)和马松三色染色,检测肾脏结构的

病理改变、糖原沉积情况及
 

TIF
 

程度,并进一步评估

肾小管损伤指数、纤维化面积占比及糖原沉积区域占

比,以量化和比较不同组别小鼠肾脏病理变化的严重

程度。
1.3.4 透射电子显微镜检测肾小管超微结构 取1

 

mm3 小块肾皮质,浸入2.5%戊二醛固定24
 

h,再用

1%锇酸固定2
 

h。将肾皮质在丙酮和梯度乙醇中脱

水,环氧树脂包埋,用超微刀切成超薄切片。依次用

醋酸铀和柠檬酸铅染色,透射电子显微镜下观察肾小

管超微结构。
1.3.5 免疫组化检测肾皮质细胞外基质(ECM)沉
积 将肾脏石蜡切片用二甲苯脱蜡,分级乙醇水合。
在95

 

℃,10
 

mmol/L柠檬酸钠缓冲液(pH
 

6.0)中,微

波加热5
 

min进行热诱导抗原修复。然后用3%
 

H2O2 封闭15
 

min,加入胶原蛋白Ⅳ和层粘连蛋白抗

体(1∶300稀释),4
 

℃孵育过夜。次日,切片在磷酸

盐缓冲液(PBS)中洗涤3次,与二抗孵育45
 

min;随
后,用二氨基联苯胺试剂盒显色,并用苏木精进行复

染。光学显微镜下随机选取10个皮质切片进行盲法

检查。采用Image-pro
 

plus
 

6.0图像分析软件进行半

定量分析评分,计算胶原蛋白Ⅳ和层粘连蛋白阳性区

域占比。
1.3.6 免疫荧光检测肾皮质VEGF表达和定位 切

片抗原修复后,10%牛血清白蛋白封闭液封闭30
 

min,用抗VEGF一抗(1∶200)在4
 

℃孵育过夜。次

日,加入对应红色荧光标记的山羊抗兔IgG二抗(1∶
100)孵育50

 

min。待切片干燥后,4',6-二脒基-2-苯
基吲哚(DAPI)染料孵育10

 

min标记细胞核,PBS清

洗3次,每次5
 

min。干燥后,用抗荧光淬灭剂密封。
在荧光显微镜下观察并收集图像。采用Image-pro

 

plus
 

6.0图像分析软件进行半定量分析评分,计算红

色荧光强度。
1.3.7 蛋白质印迹(Western

 

blot)检测肾皮质上皮

细胞-间质转化(EMT)和 VEGF/PI3K/AKT通路相

关蛋白表达 用添加磷酸酶抑制剂和蛋白酶抑制剂

的放射免疫沉淀法裂解缓冲液裂解小鼠肾组织。二

喹啉甲酸蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度后,加入适量

上样缓冲液,取40
 

μg蛋白经十二烷基磺酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳后转移至PVDF膜上。将膜浸入5%
脱脂牛奶室温封闭1

 

h,以β-肌动蛋白(β-actin)为内

参,分别加入α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、波形蛋白

(Vimentin)、扭曲蛋白(Twist)、E-钙黏蛋白(E-cad-
herin)、VEGF、磷酸化PI3K(p-PI3K)、PI3K、磷酸化

AKT(p-AKT)、AKT和β-actin一抗4
 

℃孵育过夜。
次日,含吐温20的Tris缓冲盐水洗膜3次,加入二抗

在室温下孵育1
 

h。采用增强化学发光法显色,Image
 

J软件定量蛋白条带灰度值。
1.4 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件进行数

据处理。计量资料以x±s表示,两组间比较采用独

立样本t 检验;多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析

(ANOVA),组间两两比较采用Tukey's
 

post
 

hoc检

验。P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 黄芪消渴汤对DN小鼠一般情况的影响 与对

照组相比,DN 组小鼠 FBG 和肾脏指数升高(P<
0.05)。与DN组比较,黄芪消渴汤低剂量组、黄芪消

渴汤中剂量组和黄芪消渴汤高剂量组小鼠FBG和肾

脏指数降低(P<0.05),呈浓度依赖性。见表1。
2.2 黄芪消渴汤对DN小鼠血尿生化指标的影响 
与对照组比较,DN组小鼠BUN、Scr、TC、LDL-C、TG
和UP水平均升高(P<0.05)。与DN组比较,黄芪
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消渴汤低剂量组、黄芪消渴汤中剂量组和黄芪消渴汤

高剂量组小鼠BUN、Scr、TC、LDL-C、TG和UP水平

均降低,呈浓度依赖性(P<0.05)。见表2。
2.3 黄芪消渴汤对DN小鼠肾脏病理结构损伤的影

响 对照组小鼠肾小球和肾小管结构清晰,上皮细胞

形态正常,间质无明显胶原纤维沉淀。与对照组相

比,DN小鼠肾脏表现为肾小球系膜细胞增生、系膜外

基质增多、基底膜增厚、肾小管空泡化,且肾小管损伤

指数、纤维化面积占比及糖原沉积区域占比均显著升

高(P<0.05)。与DN组比较,黄芪消渴汤低、中、高
剂量组小鼠肾脏病理损伤程度逐渐减轻,肾小管损伤

指数、纤维化面积占比及糖原沉积区域占比均呈浓度

依赖性降低(P<0.05)。见图1、表3。
表1  各组小鼠一般情况比较(n=8,x±s)

组别 FBG(mmol/L) 肾脏指数(mg/g)

对照组 7.35±0.96 10.72±1.08

DN组 23.51±6.73* 16.73±1.36*

黄芪消渴汤低剂量组 14.37±4.63# 14.37±1.20#

黄芪消渴汤中剂量组 10.27±4.32# 12.97±1.13#

黄芪消渴汤高剂量组 8.37±2.41# 11.05±1.21#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与DN组比较,#P<0.05。

表2  各组小鼠血尿生化指标比较(n=8,x±s)

组别
BUN

(mmol/L)
TC

(mmol/L)
LDL-C
(mmol/L)

Scr
(μmol/L)

TG
(mmol/L)

UP
(mg/24

 

h)

对照组 5.34±0.85 4.11±0.94 0.57±0.11 50.34±6.72 0.81±0.12 0.97±0.07

DN组 11.23±1.87* 7.59±1.26* 1.68±0.26* 118.23±17.36* 1.84±0.18* 2.68±0.14*

黄芪消渴汤低剂量组 8.37±1.57# 6.13±1.18# 1.28±0.23# 84.55±14.43# 1.42±0.11# 1.67±0.13#

黄芪消渴汤中剂量组 7.11±1.48# 5.22±1.26# 1.03±0.18# 68.19±15.46# 1.18±0.13# 1.33±0.15#

黄芪消渴汤高剂量组 6.09±1.32# 4.68±0.83# 0.75±0.14# 59.13±10.33# 0.93±0.08# 1.03±0.09#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与DN组比较,#P<0.05。

  注:黑色箭头表示肾小球系膜增生,红色箭头表示肾小管空泡化,绿色箭头表示蓝色胶原沉淀,蓝色箭头表示红色糖原沉积。

图1  黄芪消渴汤对DN小鼠各组肾脏病理变化的影响(HE、马松三色、PAS染色,n=8,×200)。

表3  各组小鼠肾脏病理结构损伤程度

   比较(n=8,x±s)

组别 肾小管损伤指数
纤维化面积

占比(%)
糖原沉积区域

占比(%)

对照组 0.75±0.25 7.63±0.78 7.23±1.59

DN组 2.47±0.32* 34.28±6.93* 22.67±1.62*

黄芪消渴汤低剂量组 1.93±0.21# 21.63±5.93# 18.27±1.48#

黄芪消渴汤中剂量组 1.52±0.24# 16.23±3.27# 14.23±1.29#

黄芪消渴汤高剂量组 1.24±0.12# 12.34±2.14# 7.89±0.96#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与DN组比较,#P<0.05。

2.4 黄芪消渴汤对DN小鼠肾小管超微结构的影

响 对照组小鼠肾小管上皮细胞形态大小正常,微绒

毛排列整齐密集,线粒体基底膜完整均匀无明显增

厚。与对照组相比,DN组小鼠肾小管上皮细胞水肿,
亚细胞结构异常,线粒体肿胀、嵴溶解、微绒毛减少、
基地膜增厚、出现细胞质空泡样改变。与 DN 组比

较,黄芪消渴汤低剂量组、黄芪消渴汤中剂量组和黄

芪消渴汤高剂量组小鼠肾小管上皮细胞超微结构均

有明显改善,仅可见少量细胞线粒体轻度肿胀和空泡

样变,呈浓度依赖性。见图2。

2.5 黄芪消渴汤对DN小鼠肾皮质ECM 沉积的影
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响 免疫组化结果显示,与对照组比较,DN组小鼠肾

小管上皮细胞中胶原蛋白Ⅳ和层粘连蛋白阳性区域

占比均升高。与DN组比较,黄芪消渴汤低剂量组、

黄芪消渴汤中剂量组和黄芪消渴汤高剂量组小鼠肾

小管上皮细胞中胶原蛋白Ⅳ和层粘连蛋白阳性区域

占比均降低(P<0.05),呈浓度依赖性。见图3、表4。

  注:红色正方形标记区域示基底膜增厚,放大区域见其对应的下图;绿色箭头示微绒毛减少,红色箭头示线粒体肿胀。

图2  黄芪消渴汤对DN小鼠各组肾小管超微结构的影响(透射电子显微镜,n=8)。

图3  免疫组化检测各组小鼠肾皮质ECM沉积(n=8,×200)

表4  各组小鼠肾皮质胶原蛋白Ⅳ和层粘连蛋白

   阳性区域占比比较(n=8,x±s,%)

组别 胶原蛋白Ⅳ 层粘连蛋白

对照组 31.47±2.37 27.39±3.47

DN组 58.29±3.46* 58.29±3.44*

黄芪消渴汤低剂量组 43.28±4.13# 51.28±3.27#

黄芪消渴汤中剂量组 35.28±2.39# 42.13±3.48#

黄芪消渴汤高剂量组 26.38±1.36# 31.23±4.43#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与DN组比较,#P<0.05。

2.6 黄芪消渴汤对DN小鼠肾小管上皮细胞EMT
的影响 与对照组比较,DN小鼠肾小管上皮细胞中

α-SMA、Vimentin和 Twist表达升高,E-cadherin表

达降低。与DN组比较,黄芪消渴汤低剂量组、黄芪

消渴汤中剂量组和黄芪消渴汤高剂量组小鼠肾组织

中α-SMA、Vimentin和 Twist表达降低,E-cadherin
表达升高(P<0.05),呈浓度依赖性。见图4、表5。
2.7 黄芪消渴汤对DN小鼠肾脏中 VEGF介导的

PI3K/AKT通路的影响 与对照组比较,DN小鼠肾

皮质中 VEGF 荧 光 强 度 和 VEGF 蛋 白 表 达 及 p-
PI3K/PI3K 和p-AKT/AKT 均降低。与 DN 组 比

较,黄芪消渴汤低剂量组、黄芪消渴汤中剂量组和黄

芪消渴汤高剂量组小鼠肾皮质中VEGF荧光强度和

VEGF蛋白表达及p-PI3K/PI3K和p-AKT/AKT均

升高,呈浓度依赖性,且VEGF荧光强度表达变化主

要发生于肾小管上皮细胞。见图5、表6。

图4  Western
 

blot检测各组小鼠肾皮质EMT相关蛋白

表达(n=8)
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表5  各组小鼠肾皮质EMT相关蛋白表达比较(n=8,x±s)

组别 α-SMA E-cadherin Vimentin Twist

对照组 1.02±0.02 1.01±0.03 0.99±0.03 1.03±0.02

DN组 1.69±0.31* 0.61±0.02* 2.47±0.73* 1.61±0.32*

黄芪消渴汤低剂量组 1.48±0.07# 0.82±0.05# 2.13±0.68# 1.31±0.27#

黄芪消渴汤中剂量组 1.34±0.04# 0.94±0.04# 1.62±0.42# 1.22±0.33#

黄芪消渴汤高剂量组 1.16±0.05# 1.05±0.06# 1.32±0.23# 1.05±0.07#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与DN组比较,#P<0.05。

  注:A
 

为免疫荧光检测肾皮质
 

VEGF
 

表达及定位(DAPI
 

染色标记细胞核,VEGF
 

为红色荧光,×200),Merge
 

代表
 

DAPI
 

与
 

VEGF
 

荧光染色

结果的合并图;B
 

为
 

Western
 

blot
 

检测肾皮质
 

VEGF/PI3K/AKT
 

通路相关蛋白表达。

图5  Western
 

blot检测各组小鼠肾皮质VEGF/PI3K/AKT通路相关蛋白表达(n=8)

表6  各组小鼠肾皮质VEGF/PI3K/AKT通路相关蛋白表达比较(n=8,x±s)

组别 VEGF p-PI3K/PI3K p-AKT/AKT VEGF荧光强度(RFU)

对照组 1.04±0.02 2.37±0.34 3.27±0.45 1.02±0.06

DN组 0.43±0.08* 0.89±0.07* 0.94±0.11* 0.35±0.03*
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续表6  各组小鼠肾皮质VEGF/PI3K/AKT通路相关蛋白表达比较(n=8,x±s)

组别 VEGF p-PI3K/PI3K p-AKT/AKT VEGF荧光强度(RFU)

黄芪消渴汤低剂量组 0.56±0.04# 1.35±0.21# 1.59±0.31# 0.42±0.04#

黄芪消渴汤中剂量组 0.89±0.12# 1.58±0.13# 2.75±0.45# 0.57±0.07#

黄芪消渴汤高剂量组 1.06±0.23# 1.78±0.27# 3.14±0.64# 0.85±0.12#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与DN组比较,#P<0.05。

3 讨  论

  长期严重高血糖作为2型糖尿病的主要特征,是
导致DN发生的直接因素。因此,通过胰岛素注射和

(或)口服降糖药降低血糖水平是目前DN的主要治

疗策略[1]。肾小管位于肾单位中,约占肾脏总体积

80%,负责肾小管重吸收,其中葡萄糖可被肾小管上

皮细胞重吸收至血液中。因此,血液中的慢性长期高

血糖可能导致基质蛋白在肾小管上皮细胞内持续蓄

积,从而导致TIF发生[10]。TIF一旦发生,在DN晚

期是不可逆的,并最终导致肾功能不全。因此,在降

糖治疗的同时,抗TIF策略对于晚期DN的治疗至关

重要。
中医认为DN属于“虚劳”“腰痛”“尿浊”“消渴”

等范畴,因先天禀赋不足、后期体质虚弱及饮食不规

律导致血液运动不畅,应以生津止渴、益气养阴为治

则[3]。黄芪消渴汤中黄芪为君药,具有益气健脾之功

效;生地黄可辅助补肾养阴;沙参与麦冬联用,具有养

阴生津的作用;丹参和川芎则有活血化瘀之功效;再
加上山药用以健脾益气[11]。诸药联用则能起到补肾

祛湿、清热降糖之效果。血糖控制直接影响糖尿病并

发症的发生和靶器官尤其是肾脏损害的严重程度。
因此,控制高血糖是DN防治的关键措施[1]。糖尿病

患者通常伴有高血糖和高脂血症,后者以高胆固醇血

症、高甘油三酯血症、LDL-C升高和高密度脂蛋白胆

固醇降低为特征。据报道,糖尿病患者通过有效的高

血糖控制,血脂代谢失调得到明显恢复[12]。此外,高
脂血症在糖尿病条件下肾损伤的发病机制中起协同

作用[13]。研究表明,黄芪在体内还能促进蛋白合成,
调节脂代谢[14]。有研究报道,黄芪消渴汤治疗不仅降

低了DN小鼠的高血糖和体重,而且改善了高脂血

症[11]。肾功能评价显示黄芪消渴汤具有肾功能保护

作用。这些结果提示黄芪消渴汤有可能作为DN的

一种有效治疗药物。
有研究认为,长期高糖诱导的肾小管上皮细胞损

伤引起的重吸收功能异常是DN患者发病的关键病

理因素,甚至是TIF的启动程序,该损伤发生后可抑

制球管反馈机制,引起肾小球超滤过[2]。肾小管上皮

细胞是肾皮质小管间质中最主要的细胞类型,在糖尿

病条件下发生EMT,转化为肌成纤维细胞表型,最终

导致肾间质中ECM 的异常聚集,刺激了肾纤维化的

发展[15]。一方面,肾小管上皮细胞极性消失,细胞间

紧密连接遭到破坏,上皮细胞表性蛋白E-cadherin表

达下调;另一方面,细胞骨架结构和细胞形态发生变

化,间充质细胞表型蛋白α-SMA表达上调[15]。因此,
EMT被认为是 TIF的关键因素,抑制肾小管EMT
可以预防TIF。而肾小管上皮细胞发生EMT后能够

产生大量促纤维化因子和细胞因子,介导TIF。本研

究通过组织病理学分析,黄芪消渴汤对DN小鼠肾小

管和肾间质有形态学保护作用,改善肾皮质胶原和细

胞外基质沉积,且呈剂量依赖性。这提示黄芪消渴汤

能减轻DN小鼠肾纤维化程度。本研究发现,与肾小

球相比,肾小管在DN的破坏性纤维化过程中是脆弱

的。透射电镜结果显示,黄芪消渴汤对DN诱导的肾

小管上皮细胞亚细胞结构紊乱具有明显的保护作用。
在此基础上,通过检测纤维化相关标志蛋白的表达,
在DN小鼠中检测黄芪消渴汤对TIF的保护作用,发
现DN小鼠肾小管间质α-SMA表达增加,E-cadherin
表达降低,而黄芪消渴汤可逆转上述变化,提示黄芪

消渴汤可阻断 DN 小鼠肾小管间质 EMT。其他与

EMT相关的蛋白质如 Vimentin和 Twist的变化进

一步证实了这些发现。
VEGF是血管内皮细胞的生存因子,在血管内皮

的平衡中发挥着重要作用,它还是肾小管上皮细胞的

生存因子,参与肾小管的构建[5]。此外,VEGF还可

通过促进细胞外基质沉积而加重肾小管基底膜增厚、
肾小球硬化和肾间质纤维化,导致肾功能损害[16]。人

和小鼠肾脏中VEGF的表达仅限于足细胞和肾小管

上皮细胞,而肾小管上皮细胞是肾脏中VEGF的重要

细胞来源[6]。体内可能存在维持肾小管细胞上皮表

型的内在肾保护因子,这些因子的缺失可能会导致

EMT。研究发现,VEGF可能是这类因子的候选者,
因为在TIF中已观察到 VEGF的表达减少[17]。此

外,有研究报道,诱导VEGF释放可抑制高糖诱导的

肾小管上皮细胞损伤和大鼠肾纤维化[18-19]。因此,调
节VEGF的表达可能是预防进展性肾纤维化的一种

治疗方 法。免 疫 组 化 结 果 显 示,DN 小 鼠 肾 皮 质

VEGF表达降低,黄芪消渴汤干预后其表达呈剂量依

赖性升高,且主要分布于肾小管细胞。PI3K/AKT通

路在信号转导中发挥至关重要作用,参与机体多种生

物学过程的进展。研究发现,PI3K/AKT通路激活可

增加细胞外基质表达并促进EMT,进而参与肾脏纤

维化 病 变 进 程[20]。此 外,沈 梦 琪 等[21]研 究 表 明,
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VEGF表达增多可作用于PI3K/AKT通路并改善

DN大鼠TIF。与这些研究结果类似,本研究发现,黄
芪消渴汤在升高 VEGF表达的同时,激活了PI3K/
AKT通路,提示黄芪消渴汤对DN小鼠TIF的改善

可能与其激活VEGF/PI3K/AKT信号通路有关。
但本研究也存在一定局限性,中药复方发挥纤维

化抑制作用往往是通过多通路、多靶点实现的,本研

究仅对VEGF/PI3K/AKT通路进行了探讨,黄芪消

渴汤是否可通过其他信号通路发挥功能效果,值得进

一步深入研究。
综上所述,黄芪消渴汤可有效改善DN小鼠肾功

能和 TIF,其 机 制 可 能 部 分 与 激 活 VEGF/PI3K/
AKT信号通路有关。本研究为DN相关TIF的发病

机制提供了一个新的视角,而黄芪消渴汤可能作为

DN相关TIF的一种有前途的佐剂和预防性治疗剂。
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