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　 　金线莲多糖通过抑制犖犉κ犅信号通路

对糖尿病小鼠肾损伤的改善作用

盛世美１，张建刚２，陈烨１，戴招龙１，李乐１，刘青１
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摘要：　为了考察金线莲多糖对糖尿病小鼠肾损伤的改善作用，将糖尿病小鼠随机分为模型组、二甲双胍组及

高、低剂量金线莲多糖组（１００和３００ｍｇ·ｋｇ
－１），给药４周后测定小鼠血清生化指标、炎症因子及肾皮质中的

蛋白表达，并观察肾组织形态学变化。结果表明：与正常组比，模型组小鼠２４ｈ的尿蛋白质量，血肌酐浓度、

丙二醛浓度、炎症因子显著升高，而血清超氧化物歧化酶活力显著下降；模型组小鼠肾组织ｐＮＦκＢｐ６５的蛋

白表达显著上调，ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达明显下调；组织学检查显示模型组小鼠肾组织结构异常改变；

经金线莲多糖干预后，糖尿病小鼠血清生化指标、肾组织中蛋白表达均明显逆转，组织学检查也显示糖尿病小

鼠肾损伤明显改善。
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糖尿病肾病是糖尿病最常见的综合症。在持续高血糖的毒性作用下糖尿病患者肾脏的结构和功能

发生改变，导致肾小球高滤过，尿蛋白增加及肾脏损伤［１］。肾小球滤过屏障异常，蛋白尿的出现是糖尿

病肾病早期标志性的临床表现。足细胞及其足突之间的裂孔隔膜构成滤过屏障的最外层，足细胞结构

异常是蛋白尿发生的重要原因。足细胞的足突间交叉形成裂孔，其上覆盖的隔膜中表达多种特异性蛋

白，ｐｏｄｏｃｉｎ和Ｎｅｐｈｒｉｎ是裂孔膜上的重要蛋白分子，对维持裂孔膜的完成整性起关键作用。如果足细

胞的特征性蛋白丢失，裂孔间隙就会变大，引起肾小球滤过屏障高渗漏，蛋白就进入尿液，形成蛋白

尿［２］。引起糖尿病肾病的机制复杂，目前临床上还没有理想的治疗糖尿病肾病的特异性药物。

金线莲是兰科开唇属的多年生草本植物，在我国主要分布于福建、江西、台湾等地。金线莲性平味

甘，具有清热凉血、祛风利湿的功效［２］，且无毒副作用，在民间常用于治疗肾炎、糖尿病、高血压等病

症［３］。金线莲多糖是金线莲的主要有效成分之一，以往的研究显示，金线莲多糖有很好的降血糖、降血

脂等作用［４５］。金线莲多糖能保护糖尿病小鼠的肾组织［６］，但金线莲多糖是否能通过改善糖尿病小鼠的

肾小球过滤屏障而改善肾功能还未见研究。基于此，本文研究金线莲多糖通过抑制ＮＦκＢ信号通路对

糖尿病小鼠肾损伤的改善作用。

１　实验材料

１．１　材料与试剂

金线莲原植物（福建省佳晟生物有限公司）；二甲双胍肠溶片（０．２５ｍｇ·片
－１，贵州天安药业股份

有限公司），药物均采用蒸馏水现配现用。金线莲多糖（犃狀狅犲犮狋狅犮犺犻犾狌狊狉狅狓犫狌狉犵犺犻犻ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｏｓｅ，

ＡＲＰ）由兰州大学功能有机分子化学国家重点实验室提取、鉴定并提供
［６］，纯度≥９５％。

链脲佐菌素（ＳＴＺ，美国Ｓｉｇｍａ公司）；高脂饲料（ＨＦＤ，按照２０％脂肪、２％胆固醇、１０％蔗糖、０．５％

胆酸钠、其他为基础鼠饲料进行配置）；尿蛋白、总超氧化物歧化酶（ＴＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、肌酐、ＩＬ６

试剂盒、ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒（南京建成生物公司）；ｐＮＦκＢｐ６５抗体（Ａｆｆｉｎｉｔｙ试剂公司）；Ｎｅｐｈｒｉｎ

抗体、ｐｏｄｏｃｉｎ抗体（武汉博士德生物工程有限公司）；βａｃｔｉｎ抗体（武汉爱博泰克生物科技有限公司）；

ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；二抗（上海圣克鲁斯生物技术有限公司）。

１．２　实验动物

ＳＰＦ级雄性ＩＣＲ小鼠，体质量为（１８±２）ｇ，由福建医科大学实验动物中心提供，许可证号ＳＹＸＫ

（闽）２０１６０００６。将小鼠置于温度（２２±２）℃，湿度（５０±５）％，光暗周期为１２ｈ／１２ｈ（光照时间７：００－

１９：００）的环境中饲养，自由获取饮水与饲料，适应性饲养１周后开始糖尿病模型的诱导。实验遵守华侨

大学伦研批第（Ａ２０１９０１６）号审查要求。

１．３　仪器

超微量核酸蛋白测定仪（英国ＢｉｏＤｒｏｐ公司）；Ｍ５３０型组织切片机（德国 ＭＥＤＩＴＥ公司）；ＭＵＬ

ＴＩＳＫＡＮＡＳＣＥＮＴ３５４型酶标仪（美国热电公司）；ＪＹＳＣＺ２型垂直板电泳槽、ＪＹ３００Ｃ型电泳仪（北京

君意东方电泳设备有限公司）；ＩｍａｇｅＳｔａｔｉｏｎ４０００ＭＭ型化学发光成像仪（美国柯达公司）；快速血糖检

测仪（美国罗氏生物科技有限公司）。

２　实验方法

２．１　２型糖尿病小鼠模型的建立

高脂饲料（ＨＦＤ）／ＳＴＺ诱导２型糖尿病小鼠建模方法参考文献［６］，即除正常组小鼠给予标准饲料

外，其余小鼠给予 ＨＦＤ喂养３周，小鼠体质量明显增加后，将小鼠禁食不禁水１２ｈ后，采用质量比为

１３０ｍｇ·ｋｇ
－１的ＳＴＺ一次性腹腔注射。７２ｈ后，测小鼠空腹血糖浓度。选择血糖浓度≥１１．１ｍｍｏｌ·
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Ｌ－１为糖尿病小鼠，血糖不达标的小鼠３ｄ后再用８０ｍｇ·ｋｇ
－１的ＳＴＺ一次性腹腔注射，７２ｈ后，选择

血糖浓度≥１１．１ｍｍｏｌ·Ｌ
－１为糖尿病小鼠。将糖尿病小鼠随机分为４组，每天分别灌胃给予同体积不

同药物。糖尿病模型组（生理盐水，９只）、二甲双胍组（２００ｍｇ·ｋｇ
－１，８只），低剂量ＡＲＰ组（１００ｍｇ·

ｋｇ
－１，９只）、高剂量ＡＲＰ组（３００ｍｇ·ｋｇ

－１，９只），所有糖尿病小鼠均持续给予高脂饲料，正常组小鼠

给予普通饲料（１０只）。药物处理４周之后，处死动物。处死动物前３ｄ，收集小鼠２４ｈ尿液，测尿蛋白

质量，并测定小鼠空腹血糖浓度。小鼠处死后收集血液，分离血清，用于生化检测，并分离右侧肾脏皮质

组织，快速冷冻，于－８０℃保存，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。左侧肾脏保存于４ｇ·ｍＬ
－１的多聚甲醛溶液

中，用于组织学观察。

２．２　生化检测

使用血糖仪检测小鼠的空腹血糖浓度。取血液样品，分离血清，采用生化检测试剂盒检测小鼠２４

ｈ尿蛋白质量及血清中ＳＯＤ活性、ＭＤＡ浓度及血肌酐浓度。

２．３　犈犔犐犛犃分析

分离血清，按照试剂盒说明书要求检测小鼠血清中ＩＬ６，ＴＮＦα的质量浓度。

２．４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析小鼠肾组织ｐＮＦκＢｐ６５，ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达。取小鼠肾脏组织

匀浆约５０ｍｇ，加入含蛋白酶抑制剂的预冷细胞裂解液，充分裂解后，离心取上清，采用ＢＣＡ法测蛋白

质量并定量。将各组蛋白样品用裂解液调成相同浓度（５０μｍｏｌ·Ｌ
－１），经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）恒压电泳分离蛋白，将电泳好的凝胶转膜至硝酸纤维素膜，将转好的膜加５ｇ·ｍＬ
－１

脱脂牛奶封闭后，分别加入相应一抗，即ｐＮＦκＢｐ６５抗体（１∶１０００）、ｐｏｄｏｃｉｎ抗体（１∶１０００）、Ｎｅｐｈ

ｒｉｎ抗体（１∶１０００）和βａｃｔｉｎ单抗（１∶３００），４℃下孵育过夜。最后，加二抗３７℃下孵育１ｈ，ＥＣＬ电化

学发光成像。使用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ专业分析软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验所得图片进行光密度扫描分析。

２．５　苏木精伊红染色观察小鼠肾脏组织损伤

用４ｇ·ｍＬ
－１多聚甲醛溶液固定小鼠肾脏组织２４ｈ以上，经脱水、浸蜡、包埋，制成石蜡块，再用切

片机切成４μｍ厚的切片，脱蜡至水，苏木精伊红（ＨＥ）染色，二甲苯透明，树胶封片，于４００倍光学显微

镜下观察肾脏组织损伤情况。

２．６　统计学分析

实验结果以狓±狊形式表示，数据用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析，多组比较采用单因素方差分

析，２组比较采用ＬＳＤ狋检验。当犘＜０．０５时，表示差异具有统计学意义。与正常组比较，
ａ犘＜０．０５，

ｂ犘＜０．０１；与模型组比较，
ｃ犘＜０．０５，

ｄ犘＜０．０１。

３　实验结果与分析

３．１　小鼠的血糖与体质量

各组小鼠血糖浓度及体质量变化，如图１所示。图１中：犮ｂ为小鼠血糖浓度；犿为小鼠体质量。

（ａ）血糖浓度　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）体质量

图１　各组小鼠血糖水平及体质量变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌａｎｄｂｏｄｙｍａｓｓｏｆｍｉｃｅ

由图１可知：实验开始时（０周），各组小鼠的血糖浓度没有明显差异，小鼠经 ＨＦＤ喂养３周，ＳＴＺ
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诱导后，糖尿病小鼠的血糖浓度比正常组明显升高（犘＜０．０１）；随着实验时间的延长，与正常组相比，糖

尿病小鼠的血糖浓度持续升高，而与模型组相比，给予不同药物干预４周后，药物组小鼠血糖明显下降

（犘＜０．０５）；实验开始时，各组小鼠的体质量无明显差异，ＨＦＤ喂养３周后，小鼠体质量明显增加（犘＜

０．０１）；随着实验时间的延长，正常组小鼠体质量增加较快，相比之下，模型组小鼠的体质量明显下降

（犘＜０．０１）；经药物治疗４周后，糖尿病小鼠的体质量下降得到明显缓解（犘＜０．０１）。

３．２　生化检测结果

生化检测结果，如图２所示。图２中：狕为ＳＯＤ的活性；犮ＭＤＡ为ＭＤＡ浓度；犿ｐ为２４ｈ尿蛋白质量；

犮ｃｒ为血肌酐浓度。

　　（ａ）ＳＯＤ活性　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＭＤＡ浓度

（ｃ）２４ｈ尿蛋白质量　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）血肌酐浓度

图２　生化检测结果

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｔｅｓｔ

由图２可知：与正常小鼠相比，模型组小鼠的血清中抗氧化酶ＳＯＤ的活性下降，ＭＤＡ浓度增多，

表明糖尿病小鼠的氧化应激作用增强；同时，模型组小鼠的２４ｈ尿蛋白质量及血肌酐浓度增多，表明模

型组小鼠肾功能异常；给予糖尿病小鼠金线莲多糖后，高、低两个剂量的ＡＲＰ组小鼠的２４ｈ尿蛋白质

量及血肌酐浓度均明显下降（犘＜０．０１），表明糖尿病小鼠肾小球高滤过现象得到改善；给予不同剂量金

线莲多糖干预后，小鼠血清中ＳＯＤ的活性显著上升（犘＜０．０１），ＭＤＡ浓度明显降低（犘＜０．０１），表明

糖尿病小鼠增强的氧化应激作用减弱。

３．３　犈犾犻狊犪检测结果

小鼠血清中ＩＬ６，ＴＮＦα的质量浓度，如图３所示。图３中：ρＩＬ６，ρＴＮＦα分别为ＩＬ６，ＴＮＦα的质量

　（ａ）ＩＬ６质量浓度　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＴＮＦα质量浓度

图３　小鼠血清中ＩＬ６，ＴＮＦα的质量浓度

Ｆｉｇ．３　ＭａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＬ６ａｎｄＴＮＦαｉｎｍｏｕｓｅｓｅｒｕｍ
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浓度。由图３可知：模型组小鼠血清中炎症因子ＩＬ６，ＴＮＦα的质量浓度比正常小鼠高，经金线莲多糖

干预后，糖尿病小鼠血清中炎症因子ＩＬ６，ＴＮＦα的质量浓度明显下降（犘＜０．０５），表明金线莲多糖有

较强的抗炎作用。

３．４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

小鼠肾脏组织中ｐＮＦκＢｐ６５，ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达，如图４所示。由图４可知：模型组小

鼠肾脏组织中ｐＮＦκＢｐ６５的表达上调，提示糖尿病小鼠肾脏组织中ＮＦκＢ信号通路被激活；模型组

小鼠肾脏组织中ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达均下调，提示糖尿病小鼠肾小球滤过膜受损；给予金线莲

多糖后，糖尿病小鼠肾脏组织中ｐＮＦκＢｐ６５的表达下调（犘＜０．０１），ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达均

上调（低剂量ＡＲＰ组犘＜０．０５，高剂量ＡＲＰ组犘＜０．０１），（低、高剂量ＡＲＰ组犘＜０．０１）。

　　　（ａ）代表性蛋白表达图　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ｐＮＦκＢｐ６５蛋白表达

　（ｃ）ｐｏｄｏｃｉｎ的蛋白表达　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达

图４　小鼠肾脏组织中ｐＮＦκＢｐ６５，ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ及βａｃｔｉｎ的蛋白表达

Ｆｉｇ．４　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＮＦκＢｐ６５，ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎａｎｄβａｃｔｉｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅ

３．５　犎犈染色分析

金线莲多糖对糖尿病小鼠肾脏组织病理学变化的影响，如图５所示。图５中：红色箭头显示系膜区

增生；黑色箭头显示足细胞病变；右下角方框内为箭头所示足细胞局部放大图。

　　（ａ）正常组　 　　（ｂ）模型组　　　（ｃ）二甲双胍组　　（ｄ）低剂量ＡＲＰ组 　（ｅ）高剂量ＡＲＰ组

图５　金线莲多糖对糖尿病小鼠肾脏组织病理学变化的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ犃狀狅犲犮狋狅犮犺犻犾狌狊狉狅狓犫狌狉犵犺犻犻ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｒｅｎａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅ

正常组小鼠肾小球系膜细胞及基质无增生，毛细血管管腔通畅，肾小球囊无扩张（图５（ａ））；与正常

小鼠相比，模型组小鼠的肾脏结构明显改变，肾小球系膜细胞呈现明显增生，系膜基质增多，呈弥漫或节
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段性，毛细血管受压，管腔狭窄，肾小球囊扩张，足细胞萎缩、变性（图５（ｂ））；给予二甲双胍的糖尿病小

鼠的肾小球体积如常，系膜基质、系膜细胞呈局灶节段或节段性轻度增多，毛细血管扩张，肾小球囊无明

显扩张，足细胞增生（图５（ｃ））；给予低剂量金线莲多糖的糖尿病小鼠的肾小球系膜细胞及基质呈节段

性轻度增生，以系膜基质增生为主，毛细血管腔无明显受压，足细胞肥大，损伤明显缓解，肾小球囊无明

显扩张（图５（ｄ））；给予高剂量金线莲多糖的糖尿病小鼠的肾小球系膜细胞及基质呈节段性明显增生，

毛细血管受压贫血，肾小球囊扩张，但比模型组小鼠有所改善，足细胞增生（图５（ｅ））。

４　结论

糖尿病肾病占糖尿病患者的３０％～４０％，是最常见的糖尿病并发症。引起糖尿病肾病的确切机制

还不清楚。大量的报道显示，炎症反应、氧化应激、胰岛素抵抗等与糖尿病肾病病理密切相关［７９］。对糖

尿病机制及治疗药物的研究是医疗领域的热点，目前 ＨＦＤ／ＳＴＺ诱导的２型糖尿病模型被很多糖尿病

研究者采用［１０１１］。实验小鼠经高脂饮食喂养３周，出现明显肥胖后，一次性注射ＳＴＺ损伤小鼠胰岛β
细胞，并持续给予高脂饲料喂养，经ＨＦＤ／ＳＴＺ诱导将小鼠发展为２型糖尿病。糖尿病小鼠随着血糖浓

度的升高，体质量逐渐减轻，其２４ｈ蛋白尿质量及血肌酐浓度均明显升高，表明糖尿病小鼠肾脏功能受

损。肾小球高滤过，炎症、氧化应激与糖尿病肾病的发病机制有关［１２１３］。实验结果表明，糖尿病小鼠在

持续高血糖作用下，血清抗氧化酶ＳＯＤ活性显著下降。ＳＯＤ是内源性自由基清除酶，ＳＯＤ活性下降使

体内氧化与抗氧化失衡，导致活性氧ＲＯＳ产生量增多，引起脂质过氧化中间产物 ＭＤＡ浓度增多，

ＭＤＡ浓度越高，表明氧化损伤越严重。

ＮＦκＢ信号通路是对氧化应激及炎症敏感的信号通路。糖尿病状态下，在过多活性氧ＲＯＳ及炎

症因子的刺激下，ＮＦκＢ信号通路被激活，促进系膜表达ＴＧＦβ，引起细胞外基质增生，导致肾小球基

底膜增厚和肾小球硬化，加速纤维化进程，并引起或加剧炎症［１４１５］。足细胞损伤也是糖尿病肾病早期的

一个关键特征。糖尿病状态下，足细胞丢失，导致肾小球内皮细胞的损伤和高通透性，引起蛋白尿的发

生［１６］。实验中糖尿病小鼠血清中炎症因子ＩＬ６和ＴＮＦα的质量浓度显著升高。过多的炎症因子与氧

化应激使糖尿病小鼠肾脏组织中ｐＮＦκＢｐ６５的表达上调，激活了ＮＦκＢ信号通路，激活的ＮＦκＢ信

号通路反过来又调控ＩＬ６和ＴＮＦα等炎症因子，加速疾病的进展
［１７］。组织学检查显示，糖尿病小鼠肾

小球系膜细胞明显增生，系膜基质增多，毛细血管腔明显受压，肾小球囊扩张，肾小球结构明显改变。肾

小球结构的改变进一步引起肾小球功能的改变。实验中糖尿病小鼠肾脏组织的ｐｏｄｏｃｉｎ和Ｎｅｐｈｒｉｎ的

表达显著下降，ｐｏｄｏｃｉｎ和Ｎｅｐｈｒｉｎ是足细胞裂孔膜上的特殊蛋白分子，它们的减少导致肾小球滤过屏

障缺损，使蛋白分子进入尿液，糖尿病小鼠出现蛋白尿、血肌酐浓度升高症状，并出现糖尿病肾病。

给予金线莲多糖后，糖尿病小鼠肾脏炎症因子水平明显下调，血清ＳＯＤ活性增加，ＭＤＡ浓度显著

减少，氧化应激反应降低，肾脏组织ｐＮＦκＢｐ６５的表达下调，ＮＦκＢ信号通路被抑制。病理学检查结

果显示，金线莲多糖组小鼠的损伤减轻，特别是低剂量金线莲多糖组系膜细胞及基质呈节段性轻度增

生，毛细血管腔无明显受压，肾小球囊无明显扩张，足细胞损伤缓解（图５（ｄ））。与病理学结果一致的

是，经金线莲多糖干预后，糖尿病小鼠尿蛋白明显减少，血肌酐浓度降低，糖尿病肾病明显好转。

临床上还没有理想的糖尿病肾病治疗药物，目前主要采用血管紧张素转化酶抑制剂，血管紧张素Ⅱ

受体阻断剂等药物治疗糖尿病肾病。但总体疗效和远期预后较差，加上不良反应多，不能有效阻止糖尿

病肾病患者发展为终末期肾病。二甲双胍是临床推荐使用的抗２型糖尿病的一线药物，它可能增加乳

酸酸中毒的风险，不适用于晚期糖尿病肾病的治疗［１８］。实验结果表明，金线莲多糖有与二甲双胍相似

的作用，糖尿病肾病治疗药物仍是临床面临的难题，糖尿病肾病不仅提高了心血管疾病的病死率，还加

重了患者和社会的负担。考虑到金线莲多糖基本无毒，能通过抗炎、抗氧化，抑制ＮＦκＢ信号通路发挥

肾保护作用，因此，将金线莲用于治疗糖尿病肾病可能具有较好的前景。
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