
浙
江
医
学
网
址
：
ww
w.
zj
yx
zz
s.
co
m

浙江医学 2019年第 41卷第 5期
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【摘要】 目的 探讨红芪多糖（HPS）对糖尿病小鼠肾脏组织α-SMA表达及对肾小管间质损伤的影响。 方法 将 32只 2型

糖尿病 db/db小鼠按随机数字表法分为糖尿病模型组、HPS高剂量组、HPS中剂量组、HPS低剂量组，每组各 8只；另择 8只 db/m小

鼠作为正常对照组。HPS高、中、低剂量组小鼠分别给予 HPS 400、200、100mg/（kg·d）灌胃干预，正常对照组、糖尿病模型组小鼠以等

量的 0.9%氯化钠溶液灌胃。各组小鼠均连续灌胃 8周后处死，取肾脏组织作病理检查，比较各组肾脏组织肾小管间质损伤程度；采用

免疫组化法检测肾脏组织α-SMA表达强度，Western blot法检测α-SMA表达水平，并进行比较。结果 5组小鼠肾脏组织肾小

管间质损伤程度比较差异有统计学意义（P＜0.05），糖尿病模型组小鼠肾脏组织肾小管间质损伤程度最重，除正常对照组外，HPS高剂

量组小鼠肾脏组织肾小管间质损伤程度最轻。5组小鼠肾脏组织α-SMA表达阳性率比较差异有统计学意义（P＜0.05），HPS高剂量

组明显低于糖尿病模型组（P＜0.05）。5组小鼠肾脏组织α-SMA表达水平比较差异均有统计学差异（P＜0.05），HPS高、中、低剂量组

与糖尿病模型组均高于正常对照组（均 P＜0.05），HPS低剂量组小鼠肾脏组织α-SMA表达水平＞HPS中剂量组＞HPS高剂量组

（均 P＜0.05）。结论 HPS能够抑制 2型糖尿病 db/db小鼠肾脏组织α-SMA的表达，减轻肾小管间质损伤程度。

【关键词】 红芪多糖 糖尿病肾病 α-SMA

Effects of hedysari polysaccharide on expressions of α-SMA and tubulointerstitial injury in kidney tissue of db/db diabetic mice
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【 Abstract】 Objective To investigate the effects of hedysari polysaccharide (HPS) on the expressions of α-SMA and

tubulointerstitial injury in kidney tissue of db/db diabetic mice. Methods Thirty two diabetic db/db mice were randomly divided

into 4 groups with 8 mice in each group: diabetic model group, HPS high-dose group, HPS medium-dose group and HPS

low-dose group; in addition, 8 non-transgenic db/m mice served as the normal control group. HPS high-, medium- and low- dose

groups received intragastric administration of HPS 400, 200 and 100 mg/ (kg·d) respectively. The mice in the normal control group

and diabetic model group were given the same volume of 0.9% saline by gavage. All mice were sacrificed after 8 weeks of

continuous intragastric administration, and kidney tissues were harvested. HE staining was used to observe the pathological

changes of kidney tissues, and the degree of tubulointerstitial injury in kidney tissues was compared among groups.

Immunohistochemical staining and Western blot were used to evaluate the expression of α-SMA in kidney tissues . Results

There were significant differences in the degree of renal tubulointerstitial injury among 5 groups of mice (P＜0.05). The renal

tubulointerstitial injury was the most serious in diabetic model group, and the renal tubulointerstitial injury was the least in HPS high

dose group, except for the normal control group. The positive rate ofα-SMA expression in kidney tissues of mice in 5 groups was

significantly different (P＜0.05). The positive rate in high dose HPS group was significantly lower than that in diabetic model group

(P＜0.05). Compared to normal control group, the expression level of a-SMA in other 4 groups were higher(all P＜0.05), which were

ranked from high to low: diabetic model group, low HPS group, medium HPS group and high HPS group (all P＜0.05). Conclusion

Hedysari polysaccharide reduces the expression of α-SMA in kidney tissue and protects kidney from tubulointerstitial injury in

diabetic db/db mice.
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肾小管间质损伤是糖尿病肾病进展为终末期肾病

的重要病理改变，然而目前临床尚无有效的方法阻断肾

小管间质纤维化的发展。采取中医中药治疗对糖尿病肾

病患者而言意义重大。研究发现，中药红芪的提取物红

芪多糖（HPS）具有一定的肾脏保护作用。基于此，本研究
以肌纤维母细胞的标志物 琢平滑肌肌动蛋白（琢-SMA）
为观察指标，探讨红芪多糖对糖尿病小鼠肾脏组织 琢-
SMA表达及对肾小管间质损伤的影响，现报道如下。
1 材料和方法

1.1 材料 11周龄雄性 SPF级 2型糖尿病 db/db小鼠
32只，体重（33依5）g；11周龄雄性 SPF级 db/m小鼠（db/
db小鼠的对照）8只，体重（20依3）g；两种小鼠均购于上
海斯莱克实验动物有限责任公司。小鼠在室温 20耀24益
的实验动物房饲养笼中以啮齿类动物常规饲料饲养，每

笼 6只。红芪多糖购于陕西西安天瑞生物科技有限公
司，纯度 80%。琢-SMA抗体购于美国 CST公司。SDS-
PAGE 凝胶制备试剂盒购于北京索莱宝有限公司；SP
检测试剂盒购于杭州以恒生物科技有限公司；ECL化学
发光试剂盒购于上海恪敏生物科技有限公司。石蜡切片

机为德国徕卡显微系统有限公司产品（型号：RM2235），
光学显微镜为德国 Leica公司产品（型号：DMD108），摊片
机为湖北康强医疗器械有限公司产品（型号：TKD-TK）。
1.2 方法

1.2.1 动物分组和处理 db/db 小鼠购入后适应性喂
养 10d，采用随机数字表法分为糖尿病模型组、HPS高
剂量组、HPS中剂量组、HPS低剂量组，每组各 8只；另
择 8只 db/m小鼠作为正常对照组。HPS高剂量组、HPS
中剂量组、HPS低剂量组小鼠分别给予 HPS 400、200、
100mg/（kg·d）灌胃干预，正常对照组、糖尿病模型组小
鼠以等量的 0.9%氯化钠溶液灌胃。各组小鼠均连续灌
胃 8 周，自由进食。8周后采用断头法处死小鼠，留取肾
脏组织进行后续实验。

1.2.2 肾脏组织病理检查 肾脏组织以 10%甲醛溶液
固定，石蜡包埋、切片、HE 染色，光学显微镜下观察肾
小球、肾小管间质细胞情况，评估肾小管间质损伤程度

（按肾小管间质病变面积占肾皮质的百分比计算）。肾小

管间质病变面积包括肾间质单个核细胞浸润面积+萎缩
的肾小管和肾间质纤维化的面积。肾小管间质损伤程度

分为 0耀3级。0级：正常；1级：＜25%；2级：25%~50%；3
级：＞50%。评估由 2位病理科医师进行，观察 10个视
野以上，结果不一致时由 2位医师重复确认结果。
1.2.3 肾脏组织 琢-SMA 表达强度检测 将肾脏组织

切片先用 3%过氧化氢溶液清除内源性过氧化物酶，
EDTA高压热修复抗原，依次按试剂盒说明书进行加入
琢-SMA抗体等操作步骤。按 SP法行免疫组化染色，以
PBS代替一抗建立阴性对照，光学显微镜下观察肾脏组
织 琢-SMA表达强度。琢-SMA主要在肾小管间质表达，
染色为浅黄色到深棕色为表达阳性细胞。琢-SMA表达
强度评估方法：阳性细胞数＜5%为阴性（-），6%耀25%
为弱阳性（+），26%耀50%为阳性（++），51%耀75%为中等
阳性（+++），＞75%为强阳性（++++）。评估由 2位病理
科医师进行，观察 10个视野以上，结果不一致时由 2位
医师重复确认结果。

1.2.4 肾脏组织 琢-SMA表达水平检测 采用 Western
blot法。取各小鼠 100mg肾脏组织匀浆，超声处理 10~
15s裂解细胞、提取 DNA与总蛋白。取 20滋l样品，在
95~100毅C环境下变性 15 min，冷却；微量离心机内离心
5min，上样到 SDS-PAGE凝胶（10cm伊10cm）上，后转至
PVDF膜，50g/L脱脂奶粉室温封闭 1h，加入兔抗小鼠
琢-SMA单克隆抗体稀释液（1颐100）孵育，4益过夜；TBST
洗膜 10 min伊3次，再加入辣根过氧化物酶标记的山羊
抗兔 IgG（1颐1 000），室温孵育 2h；TBST洗膜 10min伊3次，
ECL化学发光试剂放射自显影。采用 Image J软件对结
果进行半定量分析。

1.3 统计学处理 应用 SPSS19.0统计软件。计量资料
以 表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较

采用 LSD-t检验。等级资料多组间比较采用 Kruskal-
Wallis H检验，组间两两比较采用Wilcoxon秩和检验；
计数资料多组间比较采用 字2检验，组间两两比较采用

字2分割法。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 5组小鼠肾脏组织病理检查结果 见图 1、表 1。
由图 1可见，正常对照组小鼠肾脏组织肾小球、毛

细血管结构正常，内皮细胞、系膜细胞无增生；糖尿病模

型组小鼠肾脏组织可见肾小球肥大，系膜细胞增生，内

皮细胞肿胀，肾小管细胞空泡变性，肾间质可见单个核

细胞浸润；与糖尿病模型比较，HPS高剂量组小鼠肾脏
组织肾小管间质损伤程度减轻明显，HPS 中剂量组与
HPS低剂量组小鼠肾脏组织肾小管间质损伤程度有减
轻，但不明显。由表 1可见，5组小鼠肾脏组织肾小管间
质损伤程度比较差异有统计学意义（P＜0.05），HPS高、
中剂量组与糖尿病模型组比较均有统计学差异（均 P＜
0.05），HPS低剂量组与糖尿病模型组比较无统计学差
异（P＞0.05），HPS 高剂量组与 HPS 低、中剂量组比较
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均有统计学差异（均 P＜0.05）。即糖尿病模型组小鼠肾
脏组织肾小管间质损伤程度最重，除正常对照组外，

HPS高剂量组小鼠肾脏组织肾小管间质损伤程度最轻。
2.2 5 组小鼠肾脏组织 琢-SMA 表达强度比较 见图

2、表 2。

由图 2、表 2可见，5组小鼠肾脏组织 琢-SMA表达
阳性率比较差异有统计学意义（P＜0.05），HPS中、低剂
量组与糖尿病模型组比较均无统计学差异（均 P＞0.05），
HPS高剂量组明显低于糖尿病模型组（P＜0.05）。
2.3 5组小鼠肾脏组织 琢-SMA表达水平比较 见图 3-4。

由图 3-4可见，5组小鼠肾脏组织 琢-SMA表达水
平比较差异均有统计学差异（P＜0.05），HPS高、中、低
剂量组与糖尿病模型组均高于正常对照组（均 P＜
0.05），HPS低剂量组小鼠肾脏组织 琢-SMA表达水平＞
HPS中剂量组＞HPS高剂量组（均 P＜0.05）。
3 讨论

糖尿病肾病已成为国民终末期肾病的主要病因之

一[1]。因此，寻找能够阻止糖尿病肾病发生、发展的有效

图 1 光学显微镜下 5组小鼠肾脏组织病理切片所见（a：正常对照组；b:糖尿病模型组；c: HPS高剂量组；d: HPS中剂量组；e: HPS低剂

量组；HE染色，×400）

a b c

ed

表 1 5组小鼠肾脏组织肾小管间质损伤程度比较

组别

HPS高剂量组

HPS中剂量组

HPS低剂量组

糖尿病模型组

正常对照组

P值

n

8

8

8

8

8

肾小管间质损伤程度

0级

5

3

2

0

8

1级

2

4

4

3

0

2级

1

1

1

4

0

3级

0

0

1

1

0

＜0.05

图 2 光学显微镜下 5组小鼠肾脏组织免疫组织化学染色所见（a：正常对照组；b:糖尿病模型组；c: HPS高剂量组；d: HPS中剂量组；e:

HPS低剂量组；SP法，×200）

a b c

ed
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方法一直是临床研究的热点。糖尿病肾病患者的肾脏组

织可见肾小球肥大，基底膜增厚，系膜细胞增生，同时伴

随肾小管上皮细胞空泡变性，肾小管萎缩，肾间质炎症

细胞浸润及纤维化。而肾间质纤维化的形成过程是肾小

管细胞及肾间质细胞在多种因素的作用下向肌纤维母

细胞转化的过程[2]。本研究以 琢-SMA作为肌纤维母细
胞的标志物，观察糖尿病肾病小鼠的肾小管间质损伤程

度。结果显示，HPS干预治疗后，HPS高剂量组小鼠肾脏
组织肾小管间质损伤程度明显减轻，且发现 琢-SMA表
达下调。同时，本研究比较了不同 HPS剂量干预治疗对
糖尿病小鼠的肾小管间质损伤的改善程度，结果显示

HPS高、中剂量组小鼠肾小管间质损伤程度明显减轻。
这说明，一定剂量的 HPS对糖尿病小鼠肾脏组织具有
一定的保护作用。但是在本研究 HPS低剂量组中没有
发现这种作用，可能是由于本实验干预时间较短、未达

有效作用剂量等因素的影响。

红芪是祖国传统医学中的著名中药，为豆科植物多

序岩黄芪的干燥根。红芪的主要作用为固表止汗、补气

升阳、利水消肿[3]。HPS属于杂多糖，是来源于红芪的干
燥根提取的多糖活性成分。已有研究表明，HPS具有多
种生理学作用及延缓糖尿病肾病进展的作用，并且表现

出肾脏保护作用。雷丰丰等[4]对Wistar大鼠腹腔分别注
射 50、100、200、400mg/kg不同浓度的 HPS，观察其对大
鼠体内超氧阴离子、羟自由基清除率的影响，结果表明

HPS可明显清除超氧阴离子、羟自由基，提高超氧化物
歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶活性。金智生等[5]通过动物
模型研究 HPS对糖尿病大鼠血糖、血脂的影响，结果发
现不同剂量 HPS均能明显改善糖尿病大鼠血糖水平，
降低 TC、TG、LDL-C水平，改善脂蛋白代谢。丁义兰等[6]

也指出 HPS可降低 2型糖尿病大鼠空腹血糖水平，提
高脾脏指数和胸腺指数，减轻高糖对大鼠机体免疫器官

的损伤，增强机体抗氧化防御能力。祁雪艳等[7]研究表
明，HPS可能通过抑制肾小球系膜细胞上 PKC蛋白的
表达及增强 TIMP-1 mRNA的表达，减缓糖尿病肾病的
进展。本研究结果表明，HPS对糖尿病小鼠的肾小管间
质损伤具有保护作用，并且具有抑制 琢-SMA的表达的
作用。本研究结果与上述研究基本相符。

综上所述，本研究结果表明，HPS能够抑制 2型糖
尿病 db/db小鼠肾脏组织 琢-SMA的表达，减轻肾小管
间质损伤程度。
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表 2 5组小鼠肾脏组织α-SMA表达强度比较

α-SMA表达强度
组别

HPS高剂量组

HPS中剂量组

HPS低剂量组

糖尿病模型组

正常对照组

P值

n

8

8

8

8

8

-

2

1

0

0

7

+

4

4

3

3

1

++

1

3

3

2

0

+++/++++

0

0

2

3

0

阳性率

（%）

87.5.0

100.0

100.0

100.0

12.5

＜0.05

图 3 5组小鼠肾脏组织α-SMA表达电泳图

GAPDH

α-SMA

糖尿病
模型组

HPS低
剂量组

HPS中
剂量组

HPS高
剂量组

正常
对照组

糖尿病
模型组

HPS低
剂量组

HPS中
剂量组

HPS高
剂量组

正常
对照组

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

*

*
*

*

图 4 5组小鼠肾脏组织α-SMA表达水平比较（与糖尿病模型

组比较，*P＜0.05）
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