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摘要：目的　探讨黄芪甲苷（ＡＳⅣ）对２型糖尿病ｄｂ／ｄｂ小鼠的肾脏保护作用和对增生细胞核抗原（ＰＣＮＡ）的影响。方法　
雄性ｄｂ／ｄｂ小鼠，随机分为ｄｂ／ｄｂ组和ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组，另以野生型（ＷＴ）小鼠作为对照组。ＡＳⅣ予１ｇ·ｋｇ－１饲料喂食。第
１２周，检测各组小鼠体质量、血糖、肾质量、肌酐清除率和２４ｈ尿白蛋白定量。ＰＡＳ染色和电镜检测各组小鼠肾脏病理。免疫
组织化学和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾组织ＰＣＮＡ的蛋白表达水平。结果　第１２周时，ｄｂ／ｄｂ组小鼠体质量、血糖、肾质量、肌酐清除
率明显高于ＷＴ组，但ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组与ｄｂ／ｄｂ组之间差异无统计学意义。ｄｂ／ｄｂ组小鼠２４ｈ尿白蛋白水平明显高于 ＷＴ
组，ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组小鼠２４ｈ尿白蛋白水平低于ｄｂ／ｄｂ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ｄｂ／ｄｂ组小鼠肾小球面积，肾小管
面积，肾小球基底膜厚度和肾小管基底膜厚度均显著高于 ＷＴ组，ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组上述指标明显低于 ｄｂ／ｄｂ组（Ｐ＜００５）。
免疫组织化学和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ｄｂ／ｄｂ组小鼠肾组织 ＰＣＮＡ的蛋白表达水平显著高于 ＷＴ组，ＡＳⅣ可以明显降低
ＰＣＮＡ的表达水平，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＳⅣ可能通过减少２型糖尿病小鼠肾脏内增生细胞核抗原的蛋白
表达来延缓糖尿病肾病进程。
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　　糖尿病肾病（ＤＮ）是糖尿病最常见的慢性并发
症之一，是导致终末期肾病（ＥＳＲＤ）的主要原因。
肾小球滤过功能增高和微量白蛋白尿是糖尿病早

期肾脏功能异常的主要临床特征，糖尿病肾脏增大

是ＤＮ最早期的主要病理改变，与肾小球高滤过和
微量白蛋白尿密切相关［１］。探讨ＤＮ早期肾脏增大
发生的细胞和分子机制及干预策略，对防治 ＤＮ发
生和改善预后至关重要。肾脏增大与肾脏内实质

细胞增生肥大相关［２］。增生细胞核抗原（ＰＣＮＡ）作
为重要的反映细胞增生的指标，还参与了细胞周期

调控、ＤＮＡ损伤修复、染色体重组等细胞事件［３］。

黄芪中的主要活性成分为黄芪多糖、黄芪皂苷和黄

芪黄酮。黄芪皂苷由４０多种成分组成，其中黄芪
甲苷（ＡＳⅣ）是其中主要的化合物，分子式为
Ｃ４１Ｈ６８Ｏ１４，具有高度极性的三萜皂苷化合物。ＡＳ
Ⅳ通过抗炎、抗氧化、调节免疫等药理作用在心脏、
血管、脑、肝脏、胰腺、肾脏等靶器官发挥保护作

用［４］。ＡＳⅣ在２型糖尿病肾脏疾病中的保护作用
罕见报道。本研究拟通过应用ＡＳⅣ治疗２型糖尿
病ｄｂ／ｄｂ小鼠，观察其对小鼠肾脏的保护作用和对
肾脏内ＰＣＮＡ蛋白的影响。
１　材料与方法
１．１　动物分组　ＳＰＦ级８周龄 ｄｂ／ｄｂ雄性小鼠１２
只，雄性野生型（ＷＴ）小鼠６只作为对照组，由南京
大学模式动物研究所提供。所有小鼠适应性喂养１
周后，ｄｂ／ｄｂ小鼠随机分为两组，每组６只：（１）ｄｂ／
ｄｂ组，标准饲料喂养；（２）ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组，以每千
克标准饲料添加１ｇＡＳⅣ（中国成都康邦生物科技
有限公司）饲料喂养小鼠。用药干预１２周，所有小
鼠自由饮食和饮水。动物饲养室恒温２１℃，昼夜
各１２ｈ。
１．２　生理生化及代谢指标　小鼠禁食６ｈ，血糖检
测仪（美国Ｒｏｃｈｅ）测定尾静脉血糖，同时测量小鼠
体质量。杀检小鼠前，将其放置于代谢笼（意大利

Ｔｅｃｎｉｐｌａｓｔ）内，收集 ２４ｈ尿液，记录尿量，应用
ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 Ｂｅｔｈｙｌｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ），按照产品
说明书测定小鼠尿白蛋白水平。全自动生化测定

仪（美国罗氏）测定小鼠血清肌酐和尿肌酐水平。

肌酐清除率用公式计算：

肌酐清除率（μＬ·ｍｉｎ－１）＝尿肌酐（μｍｏｌ·Ｌ
－１）×２４ｈ尿量（ｍＬ）×１０００

血清肌酐（μｍｏｌ·Ｌ－１）×１４４０

１．３　组织样本准备　给药１２周后，小鼠麻醉剖开
腹腔，摘除肾脏，测肾质量。一部分肾组织以１０％
中性甲醛固定后脱水，石蜡包埋，一部分肾皮质留

做电镜，其余组织液氮保存备用。

１．４　ＰＡＳ染色和透射电镜检测　ＰＡＳ染色，每只
小鼠高倍视野随机选取至少４０个皮质肾小球和至
少５０个皮质近端肾小管。应用 ４．１０版 ＮＩＳＥｌｅ
ｍｅｎｔｓ图像处理软件（日本 Ｎｉｋｏｎ）定量分析肾小球
面积和肾小管面积。１ｍｍ３肾皮质组织２．５％ 戊二
醛固定。透射电镜（ＪＥＭ１４００，日本ＪＥＯＬＬｔｄ）采集
图像，每只小鼠随机选取６个视野，应用 ＩｍａｇｅＪ软
件（美国ＮＩＨ）网格相交法测量肾小球和肾小管基
底膜厚度［５］。

１．５　免疫组化　取４μｍ石蜡切片，常规脱蜡至
水，柠檬酸缓冲液加热煮沸１０ｍｉｎ修复抗原，蒸馏
水洗净切片，３％过氧化氢室温１０ｍｉｎ，滴加山羊血
清封闭液３７℃３０ｍｉｎ；滴加兔抗小鼠ＰＣＮＡ多克隆
抗体（１∶１００，中国福州迈新生物技术有限公司），
４℃孵育过夜，滴加辣根过氧化物酶标记小鼠／兔免
疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）聚合物（１∶１００，中国福州迈新生
物技术有限公司），室温孵育１５ｍｉｎ，二氨基联苯胺
（ＤＡＢ）显色，显微镜下控制显色反应；苏木素复染，
中性树胶封片。每只小鼠随机选取肾皮质内２０个
肾小球，计数肾小球内ＰＣＮＡ阳性细胞核数；每只小
鼠随机选取２０个高倍视野，计数近端肾小管内 ＰＣ
ＮＡ阳性细胞核数。
１．６　免疫印迹　应用 ＲＩＰＡ裂解液提取肾组织蛋
白，测定总蛋白浓度，取３０μｇ蛋白，水浴煮沸变性
１０ｍｉｎ，蛋白上样，１０％十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳，湿转法将蛋白转于 ＰＶＤＦ膜（美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ），５％奶粉ＴＢＳ摇床上室温封闭，５％奶粉 ＴＢＳ
稀释一抗ＰＣＮＡ抗体（１∶５００，美国 Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅ
ｃｈｏｎｏｌｏｇｙ），βａｃｔｉｎ（１∶１００００，美国 Ｓｉｇｍａ），４℃摇
床过夜；ＨＲＰ标记二抗（１∶１０００，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
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Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），摇床上室温孵育，增强化学发光（ＥＣＬ）
试剂盒（美国 ＢｉｏＲａｄ）显影、曝光，ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＭＰ
凝胶成像系统（美国ＢｉｏＲａｄ）成像。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结
果使用 ＩｍａｇｅＪ软件进行分析，以 ＰＣＮＡ条带和
βａｃｔｉｎ条带吸光度值的均值进行比较。
１．７　统计学方法　计量资料用 ｘ±ｓ描述，多组比
较采用单因素方差分析，其后进行两者之间最小极

差分析。通过 ＳＰＳＳ１６．０统计软件处理，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　各组小鼠一般指标变化　ＡＳⅣ用药１２周时，
ｄｂ／ｄｂ组小鼠和ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组小鼠体质量、左肾
质量、血糖、尿量、肌酐清除率均明显高于 ＷＴ组小
鼠，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组
和ｄｂ／ｄｂ组之间差异无统计学意义。ｄｂ／ｄｂ组小鼠
和ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组小鼠２４ｈ尿白蛋白均较ＷＴ组小
鼠明显升高，但 ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组较 ｄｂ／ｄｂ组明显下
降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），具体数据见表１。
２．２　ＡＳⅣ对糖尿病小鼠肾小球病理损伤的影响
ＰＡＳ染色与透射电镜结果显示，与ＷＴ组小鼠相比，

ｄｂ／ｄｂ组小鼠肾小球面积增大，肾小球基底膜增厚，
ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组小鼠肾小球面积较 ｄｂ／ｄｂ组小鼠
明显减小（Ｐ＜０．０５），肾小球基底膜厚度减少（Ｐ＜
０．０５）。见图１Ａ，图２Ａ。
２．３　ＡＳⅣ对糖尿病小鼠肾小管病理损伤的影响
　ＰＡＳ染色与透射电镜结果显示，与 ＷＴ组小鼠相
比，ｄｂ／ｄｂ组小鼠肾小管面积增大，肾小管基底膜增
厚，ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组小鼠肾小管面积较 ｄｂ／ｄｂ组小
鼠明显减小（Ｐ＜０．０５），肾小管基底膜厚度减少
（Ｐ＜０．０５）。见图１Ｂ，图２Ｂ。
２．４　ＡＳⅣ对糖尿病小鼠肾内 ＰＣＮＡ蛋白表达的
影响　免疫印迹结果表明 ｄｂ／ｄｂ组小鼠肾皮质内
ＰＣＮＡ蛋白表达较ＷＴ组小鼠明显增多，ＡＳⅣ可明
显减少 ｄｂ／ｄｂ组小鼠肾皮质内 ＰＣＮＡ蛋白表达
（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。进一步应用免疫组织化学染
色，结果显示，与 ＷＴ组小鼠相比，ｄｂ／ｄｂ组小鼠肾
小球和近端肾小管内 ＰＣＮＡ阳性细胞数均明显增
多，ＡＳⅣ可明显减少ｄｂ／ｄｂ组小鼠肾小球（图４Ａ）
和近端肾小管（图 ４Ｂ）内 ＰＣＮＡ阳性细胞数（Ｐ＜
００５）。

表１　各组小鼠１２周时一般资料比较／ｘ±ｓ

组别 鼠数／只 体质量／ｇ 左肾质量／ｇ 血糖／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ２４ｈ尿量／ｍＬ ２４ｈ尿白蛋白／μｇ 肌酐清除率／μＬ·ｍｉｎ－１

ＷＴ组 ６ ２６．６２±０．５９ ０．１４±０．０２ ９．０８±０．８１ ０．９６±０．２２ １０．５１±２．０８ １０６．２８±１９．７７

ｄｂ／ｄｂ组 ６ ４９．４４±５．８４ａ ０．２２±０．０２ａ ３０．６３±２．７９ａ ５．６７±１．７４ａ ２５９．５３±７７．１８ａ ２１９．９２±７６．１３ａ

ｄｂ／ｄｂ＋ＡＳⅣ组 ６ ４３．０１±４．３９ｃ ０．２０±０．０２ｃ ３０．８８±４．３３ｃ ４．７２±１．４３ｃ １５３．４３±８６．９３ｂｃ １９８．６８±７１．１６ｃ

　　注：与ＷＴ组比较，ａＰ＜０．０５；与ｄｂ／ｄｂ组比较，ｂＰ＜０．０５；与ＷＴ组比较，ｃＰ＜０．０５。

Ａ．肾小球

Ｂ．肾小管

　　注：与ＷＴ组比较，ａＰ＜０．０５；与ｄｂ／ｄｂ组比较，ｂＰ＜０．０５；与ＷＴ组比较，ｃＰ＜０．０５。

图１　各组小鼠肾组织病理形态学
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Ａ．肾小球基底膜

Ｂ．肾小管基底膜
　　注：与ＷＴ组比较，ａＰ＜０．０５；与ｄｂ／ｄｂ组比较，ｂＰ＜０．０５。

图２　各组小鼠肾组织超微结构

　　注：与ＷＴ组比较，ａＰ＜０．０５；与ｄｂ／ｄｂ组比较，ｂＰ＜０．０５。
图３　各组小鼠肾皮质ＰＣＮＡ蛋白表达

Ａ．肾小球

Ｂ．肾小管
　　注：与ＷＴ组比较，ａＰ＜０．０５；与ｄｂ／ｄｂ组比较，ｂＰ＜０．０５；与ＷＴ组比较，ｃＰ＜０．０５；箭头指示为ＰＣＮＡ阳性细胞。

图４　各组小鼠肾小球和近端肾小管内ＰＣＮＡ蛋白表达
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３　讨论
肾小球滤过率增高和微量白蛋白尿是早期 ＤＮ

的主要临床表现。肾小球体积增大，细胞外基质增

多，肾小球基底膜增厚是早期 ＤＮ的病理基础。本
研究发现ｄｂ／ｄｂ小鼠在用药１２周时肌酐清除率增
高，尿白蛋白排泄率增加，肾小球基底膜增厚，肾小球

面积增大，肾小管面积增大和肾小管基底膜增厚，表

明ＤＮ模型构建成功，并且模型尚处于早期阶段［６］。

糖尿病状态下，早期肾脏增大主要是由于肾小

球和肾小管的实质细胞增生和肥大所致，主要包括

肾小球内系膜细胞和肾小管上皮细胞［２］。ＰＣＮＡ是
一种在古细菌和真核物种中高度保守的蛋白，其氨

基酸序列的功能和结构也高度保守。ＰＣＮＡ具有特
殊的环状三级结构，是真核细胞复制的关键因子。

ＰＣＮＡ在细胞ＤＮＡ复制，染色体重组，ＤＮＡ损伤修
复和细胞周期调控等细胞重要事件中起重要作用。

ＰＣＮＡ的异常表达是许多增生性疾病的重要特征，
通常可以作为细胞增殖的标志物，判断疾病预

后［７］。我们的研究结果显示２型糖尿病 ｄｂ／ｄｂ小
鼠肾小球和近端肾小管内 ＰＣＮＡ阳性细胞数增多，
这与以往文献报道［８１０］结果一致。１型和２型糖尿
病动物模型中肾小球系膜细胞、足细胞和肾小管上

皮细胞内 ＰＣＮＡ的 ｍＲＮＡ和蛋白水平均明显升
高［８１０］。糖尿病状态下，ＰＣＮＡ的表达增加可能与
肾脏内血小板源性生长因子（ＰＤＧＦ）和成纤维细胞
生长因子（ＦＧＦ）的蛋白表达上调相关［８］。ＰＤＧＦ、
ＦＧＦ、白细胞介素２（ＩＬ２）、ｐ５３等蛋白均可上调
ＰＣＮＡ的ｍＲＮＡ和蛋白表达［１１１２］。

应用中药，如白藜芦醇［１３］、大黄素［１４］、虎杖根

提取物［１５］、西红康［１６］干预糖尿病动物模型，可以下

调肾脏细胞ＰＣＮＡ的表达，减少糖尿病动物尿蛋白
排泄。关于ＡＳⅣ在ＤＮ中的治疗作用相关研究甚
少，以往研究主要集中在１型糖尿病动物模型。研
究表明，ＡＳⅣ可减少链脲佐菌素诱导的１型糖尿
病大鼠肾脏氧化应激［１７］、炎症［１７１８］、内质网应激［１９］

进而改善肾脏病理损伤，减少白蛋白尿。体外研究

表明ＡＳⅣ对糖尿病状态下损伤的近端肾小管上皮
细胞，系膜细胞和足细胞均有保护作用。我们的研

究发现ＡＳⅣ能减少２型糖尿病 ｄｂ／ｄｂ小鼠尿白蛋
白排泄率，肾小球和肾小管内ＰＣＮＡ的蛋白表达，减
少肾小球和肾小管基底膜厚度，减少肾小球和肾小

管面积。

综上所述，ＡＳⅣ可以减少早期 ２型糖尿病
ｄｂ／ｄｂ小鼠尿白蛋白分泌，减小肾脏肥大，这可能与
ＡＳⅣ减少肾小球和肾小管内ＰＣＮＡ的表达有关。
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