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糖肾宁对自发性 2 型糖尿病 KK鄄Ay 小鼠肾
组织血小板衍生生长因子及受体表达的
影响

刘迎新摇 邹大威摇 耿建国摇 高彦彬摇 尚雅文摇 李娇阳摇 龚慕辛摇 彭麒朕

揖摘要铱 摇 目的摇 观察糖肾宁对自发性 2 型糖尿病 KK鄄Ay 小鼠肾组织血小板衍生生长因子

(platelet鄄derived growth factor, PDGF)、血小板衍生生长因子受体 ( platelet鄄derived growth factor
receptor,PDGFR)蛋白表达的影响。 方法摇 采用自发性 2 型糖尿病 KK鄄Ay 小鼠建立糖尿病肾病模

型,随机分为模型组、缬沙坦组和糖肾宁组各 20 只,设立 C57BL / 6J 小鼠 20 只为空白组;药物干预

12 周后,测定 24 小时尿微量白蛋白排泄率(urinary albumin excretion, UAER),Masson 染色观察各组

肾脏病理,Western Blot 检测 PDGF、PDGFR 蛋白表达水平。 结果 摇 与空白组比较,模型组 24 小时

UAER 明显升高(P<0. 05),肾组织 PDGF、PDGFR 蛋白表达明显升高;与模型组比较,缬沙坦组和糖

肾宁组 24 小时 UAER 均有不同程度的降低(P<0. 05),给药组间无显著性差异(P>0. 05),肾组织

PDGF、PDGFR 蛋白表达有不同程度降低(P<0. 05)。 结论 摇 糖肾宁能够降低自发性 2 型糖尿病

KK鄄Ay小鼠 24 小时 UAER,抑制 PDGF 及 PDGFR 蛋白的过度表达,保护肾功能。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 The aim of this study is to explore the effects of Tangshenning on renal
function and expressions of Platelet鄄derived Growth Factor ( PDGF)、 Platelet鄄derived Growth Factor
Receptor (PDGFR) on diabetic nephropathy mice model. Methods 摇 Spontaneous type 2 diabetic male
KK 鄄Ay mice were randomly divided into three groups: the model group (n=20),the valsartan group(n=
20) and the Tangshenning group (n=20). Male C57BL / 6J mice were chosen as control group (n=20).
After 12 weeks of treatment with Tangshenning and valsartan, 24h Urinary albumin excretion (24h UAER)
was examined and the expressions of PDGF,PDGFR were assessed by Western Blot. We also observed the
renal pathological changes by Masson staining. Results 摇 Compared to that of in the control group, 24h
UAER and the expressions of PDGF and PDGFR in the model group are significantly increased. Both
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treatment groups had significantly lower 24h UAER (P<0. 05) and PDGF and PDGFR protein expressions
compared to the model group. Conclusion 摇 Tangshenning can protect renal function and decrease 24h
UAER, which may due to the inhibition of PDGF and PDGFR protein expressions.

揖Key words铱 摇 Diabetic nephropathy; Tangshenning; 摇 KK鄄Ay mice; 摇 Platelet鄄derived growth
factor;摇 Platelet鄄derived growth factor receptor

摇 摇 糖尿病肾病( diabetic nephropathy,DN)是糖尿

病最主要的微血管并发症,也是导致终末期肾病

(end鄄stage renal disease,ESRD)的首要因素[1]。 DN
病理表现为肾小球硬化(肾小球基底膜增厚、肾小

球肥大、系膜基质增多)和肾小管间质纤维化(成纤

维细胞的增生及由此造成的细胞外基质过度堆

积) [2鄄3]。 近年研究发现,血小板衍生生长因子

(platelet鄄derived growth factor,PDGF)与其相应受体

( platelet鄄derived growth factor receptor, PDGFR) 结

合,通过多种信号通路发挥促进细胞增生、迁移和

细胞外基质增生作用,在 DN 肾纤维化进程中起到

了促进作用。 本课题采用自发性 2 型糖尿病 KK鄄Ay
小鼠建立糖尿病肾病模型,通过观察糖肾宁对肾组

织 PDGF、PDGFR 蛋白表达的影响,探讨糖肾宁防治

糖尿病肾病的作用机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 动物

8 周龄 SPF 级雄性 KK鄄Ay 小鼠 60 只,8 周龄

SPF 级雄性 C57BL / 6J 小鼠 20 只,均购自北京华阜

康生物科技股份有限公司,动物合格证号 SCXK
(京)2014鄄0004。 KK鄄Ay 小鼠高脂饲料(购自北京

华阜康生物科技股份有限公司,合格证号 SCXK
(京)2009鄄0008)。
1. 2摇 药物

糖肾宁(主药配比:黄芪 4 份、金樱子 2 份、川芎

2 份、大黄 1 份、葛根 2 份,由首都医科大学中医药

学院中药制剂室制备成浸膏粉);缬沙坦胶囊(商品

名:代文,规格:80 mg /粒,批号 X1448,北京诺华制

药有限公司)。
1. 3摇 主要试剂

Anti鄄PDGF antibody(Abcam,ab125268),PDGF
Receptor beta( Epitomics,1469鄄1)。 尿白蛋白酶联

免疫测定试剂盒( ICL,批号:29S1),丽春红(国家

集团化学试剂有限公司,CAS:123334鄄10鄄1),冰醋

酸(国家集团化学试剂有限公司,CAS:3761鄄53鄄3),
苯胺蓝(国家集团化学试剂有限公司,CAS:8004鄄
91鄄9) 。

1. 4摇 主要仪器

电子天平(YP601N,上海精密科学仪器有限公

司),血糖仪(One touch ultra,强生中国医疗器械有

限公司),酶标仪(MR鄄96A,深圳迈瑞),显微摄像系

统(Nikon Eclipse 80i,北京瑞驰恒业仪器科技有限

公司)。
1. 5摇 模型建立与分组

本实验采用高脂饲料诱导自发性 2 型糖尿病

KK鄄Ay 小鼠建立糖尿病肾病模型[4鄄5]:KK鄄Ay 小鼠

60 只 高 脂 饲 料 喂 养 4 周 后, 测 随 机 血 糖 逸
16郾 7 mmol / L,尿微量白蛋白明显增多视为糖尿病

肾病造模成功。 造模成功的 KK鄄Ay 小鼠随机分为

模型组、缬沙坦组、糖肾宁组各 20 只。 采用 C57BL /
6J 小鼠 20 只作为空白组。 KK鄄Ay 小鼠饲以高脂饲

料,C57BL / 6J 小鼠饲以普通饲料。 糖肾宁组按生药

20 g / (kg·d)灌胃,缬沙坦组按 10 mg / ( kg·d)灌
胃,模型组及空白组予等量蒸馏水灌胃,实验期间

自由进食饮水,连续给药 12 周。
1. 6摇 标本采集及观察指标

灌胃期间,动态监测小鼠体质量和血糖。 于给

药 12 周,将各组小鼠置于代谢笼中收集 24 小时尿

液并记录尿量,采用 ELISA 酶联免疫学方法检测 24
小 时 尿 微 量 白 蛋 白 排 泄 率 ( urinary albumin
excretion,UAER)。 各组小鼠连续给药 12 周后,禁
食 12 小时,5% 水合氯醛按 0. 1 mL / 10 g 腹腔注射

麻醉,取出双侧肾脏,部分肾组织用 4%多聚甲醛固

定,Masson 染色观察肾组织纤维化的病变程度,显
微镜图像分析技术软件半定量分析胶原纤维染色

阳性面积。 Western Blot 方法检测肾组织中 PDGF
及 PDGFR 蛋白表达。 剩余尿样及肾组织-80益 保

存备用。
1. 7摇 统计方法

采用 SPSS 17. 0 软件进行统计学分析,数据以

均数依标准差( x依s)表示。 各指标组间比较均采用

单因素方差分析(ANOVA),方差齐采用 LSD 检验,
方差不齐采用 Tamhane爷s T2 非参数检验。 体质量、
血糖、 UAER、胶原纤维染色阳性面积、 PDGF 及

PDGFR 蛋 白 表 达 等 指 标 组 间 方 差 不 齐, 采 用



环球中医药 2015 年 8 月第 8 卷第 8 期摇 Global Traditional Chinese Medicine, August 2015,Vol郾 8, No郾 8 899摇摇

Tamhane爷s T2 非参数检验,以 P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 糖肾宁对体重的影响

8 周龄时,与空白组相比,模型组小鼠体重显著

增加(P<0. 05);与模型组相比,缬沙坦组、糖肾宁组

小鼠体重无明显变化(P>0. 05)。 灌胃期间 KK鄄Ay
小鼠饲以高脂饲料,C57BL / 6J 小鼠饲以普通饲料。
24 周龄时,与空白组相比,模型组、缬沙坦组、糖肾

宁组小鼠体重显著增加(P<0. 05);与模型组相比,
缬沙 坦 组、 糖 肾 宁 组 小 鼠 体 重 无 明 显 变 化

(P>0郾 05)。 见表 1。

表 1摇 各组小鼠体质量的比较(x依s,g)

组别 n 8 周龄体质量 24 周龄体质量

空白组 16 19. 89依0. 73 31. 43依2. 28
模型组 16 33. 29依2. 16a 49. 96依4. 88a

缬沙坦组 16 32. 46依2. 87a 49. 07依2. 57a

糖肾宁组 16 33. 44依1. 88a 49. 59依3. 96a

注: 与同周龄空白组比较,aP<0. 05。

2. 2摇 糖肾宁对血糖的影响

8 周龄及 24 周龄时,与空白组比较,模型组、缬
沙坦组及糖肾宁组血糖均明显升高(P<0. 05),模型

组、缬沙坦组及糖肾宁组之间无明显差异 ( P >
0郾 05)。 见表 2。

表 2摇 各组小鼠血糖的比较(x依s,mmol / L)

摇 组别 n 8 周龄血糖 24 周龄血糖

空白组 16 摇 8. 35依0. 88 摇 8. 31依1. 46
模型组 16 摇 16. 00依1. 24a 摇 30. 64依2. 23a

缬沙坦组 16 摇 15. 12依2. 36a 摇 29. 90依2. 06a

糖肾宁组 16 摇 15. 44依1. 61a 摇 30. 13依2. 72a

注:与同周龄空白组比较,aP<0. 05。

2. 3摇 糖肾宁对 24 小时尿微量白蛋白排泄率的影响

给药 12 周后,与空白组相比,模型组、糖肾宁组

及缬沙坦组 24 小时 UAER 明显升高(P<0. 05)。 与

模型组相比,糖肾宁及缬沙坦组小鼠 24 小时 UAER
明显降低(P<0. 05)。 见表 3。

表 3摇 给药 12 周各组小鼠 24 小时尿白蛋白定量比较(x依s)

组别 n 尿白蛋白排泄率(ug / 24h)

空白组 12 126. 75依29. 64
模型组 12 3486. 12依601. 30a

缬沙坦组 12 2723. 67依531. 91ab

糖肾宁组 12 2743. 17依553. 66ab

注:与空白组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05。

2. 4摇 糖肾宁对肾组织病理改变的影响

绿染区主要为胶原纤维成分。 空白组:肾组织

形态正常,肾小球无肿大,肾小管排列整齐,肾小管

上皮细胞形态正常。 基底膜、系膜基质染成绿色,
肾小管见少量染成绿色的胶原纤维。 模型组:肾小

球肥大,大量肾小管上皮细胞呈空泡样病变,系膜

基质区扩大。 肾小球系膜区及肾小管间质胶原纤

维明显增多,可见大量绿染的胶原纤维。 缬沙坦组

和糖肾宁组:肾小球均轻度肥大,肾小管排列较整

齐,肾小管上皮细胞成空泡样病变,但较模型组病

变程度轻,系膜区及细胞外基质绿染面积较模型组

明显减少。 见图 1。
显微镜图像分析系统半定量分析胶原纤维染

色阳性面积结果可见:模型组、缬沙坦组及糖肾宁

组肾组织胶原纤维染色阳性面积较空白组明显增

多(P<0. 05);缬沙坦组和糖肾宁组肾组织胶原纤维

染色阳性面积较模型组显著降低(P<0. 05),各给药

组之间无明显差异(P>0. 05)。 见表 4。

(Masson 染色,Bar=50 滋m,伊400)

A:空白组;B:模型组;C:缬沙坦组;D:糖肾宁组

图 1摇 各组小鼠肾组织病理改变比较

表 4摇 各组小鼠胶原纤维染色阳性面积比较(x依s)

组别 n 相对面积(% )

空白组 10 4. 48依0. 31

模型组 10 13. 39依2. 70a

缬沙坦组 10 6. 60依1. 05ab

糖肾宁组 10 7. 86依1. 03ab

注:与空白组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05。

2. 5摇 糖肾宁对 PDGF、PDGFR 蛋白表达的影响

Western Blot 结果表明: 模型组小鼠 PDGF、
PDGFR 相 对 蛋 白 表 达 量 较 空 白 组 显 著 增 加
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(P<0郾 05),糖肾宁及缬沙坦组相对蛋白表达量较模

型组显著降低(P<0郾 05)。 见图 2。

A:空白组;B:模型组;C:糖肾宁组;D:缬沙坦组

图 2摇 各组小鼠肾组织 PDGF、PDGFR 蛋白表达比较

3摇 讨论

KK鄄Ay 小鼠是一种毛色基因 Ay 突变的 2 型糖

尿病小鼠,16 周龄以后便开始出现明显的肥胖、多
尿、高血糖、高胰岛素血症和高脂血症等代谢综合

征,符合 2 型糖尿病动物模型的特点[6]。 此外,遗
传因素和环境因素共同参与了 KK鄄Ay 小鼠糖尿病

的发生,与人类 2 型糖尿病非常相似[7]。
PDGF 属于血管内皮生长因子家族,是目前已

知多肽生长因子中最强的有丝分裂原。 DN 时葡萄

糖和糖基化产物可诱导系膜细胞持续表达 PDGF 基

因及其 茁 受体,继而促进系膜细胞的增生和芋型胶

原的产生[8]。 此外葡萄糖、糖基化产物还可通过

PDGF 的表达, 刺激转化生长因子 ( transforming
growth factor, TGF鄄茁 )、 结 缔 组 织 生 长 因 子

(connective tissue growth factor,CTGF)释放,促进细

胞外基质 ( extracellular matrix, ECM) 积聚和抑制

ECM 降解,从而使肾脏出现纤维化[9鄄10]。 徐惠等[11]

发现 大 鼠 单 侧 输 尿 管 梗 阻 ( unilateral ureteral
obstruction,UUO) 模型中受损的肾小管过度表达

PDGF鄄B 及 PDGFR鄄茁,促进肌成纤维细胞的形成和

芋型胶原的沉积,合成大量的 ECM,最终导致肾间

质纤维化和肾功能恶化。 Ostendorf T[12] 等通过对

UUO 模型采用特殊的抗 PDGF 治疗,肾纤维化大鼠

肾小管间质纤维化损伤明显减少,间质成纤维细胞

沉积明显减少,白血球浸润减少。 由此可见 PDGF
及 PDGFR 在 DN 肾纤维化进程中起到了重要的促

进作用。
中医认为 DN 多属“消渴冶 “肾消冶 “水肿冶 “虚

劳冶等病证范畴,病位在肾,多因消渴日久迁延及

肾、络脉瘀阻、肾体受损而成。 病性多虚实夹杂,治

疗上以扶正祛邪为主。 糖肾宁由黄芪、金樱子、大
黄、川芎等药物组成,具有益气固肾、化瘀通络降浊

之功。 方中黄芪益气扶正,金樱子固精缩尿,大黄

逐瘀清热降浊,川芎活血化瘀通络。 早期糖肾宁临

床随机双盲对照前瞻性研究[13鄄14] 证实该药可明显

降低 DN 患者尿白蛋白,保护肾功能,安全有效。
本实验研究也证实糖肾宁能够明显降低尿白

蛋白,抑制肾脏纤维化,保护肾功能。 推测其作用

机理可能与糖肾宁抑制 PDGF 及 PDGFR 蛋白的过

度表达,减轻肾脏损伤有关,其详细机理还有待进

一步深入研究。
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