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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究大黄酸对高脂饮食诱导的 ２型糖尿病大鼠肾脏的保护作用 。方法 　采用高脂饮食联合小剂量链脲

佐菌素（STZ）３５ mg／kg 诱导 ２ 型糖尿病大鼠模型 ，分为模型组 ，大黄酸低 、中 、高剂量 （５０ 、１００ 、１５０ mg／kg ）组 ，二甲双胍

（３００ mg ／kg）组 ，另设正常对照组 。分别于 ０ 、２ 、４ 、８周测定大鼠血糖 、尿微量白蛋白 ；８周末检测大鼠血清肌酐（Cr） 、尿素氮
（BUN） 、总胆固醇（TC）与三酰甘油（TG）水平 ；HE染色观察肾脏组织病理 ；蛋白印记法检测大黄酸对糖尿病大鼠肾组织转化

生长因子唱β１ （TGF唱β１ ）与 Smad３蛋白表达的影响 。结果 　模型组大鼠血糖及尿微量白蛋白较正常对照组均明显升高 ，大黄酸

各剂量组均能降低糖尿病大鼠血糖及尿微量白蛋白水平 ，其中 ，大黄酸高剂量组能显著降低糖尿病大鼠血糖及尿微量白蛋白

水平（P＜ ０ ．０５） ；与模型组相比 ，大黄酸各剂量组可降低大鼠血清 Cr 、BUN 、TC与 TG值 ，但是大黄酸高剂量组能显著降低糖

尿病大鼠血清 Cr 、BUN 、TC与 TG值（P＜ ０ ．０５） ；病理学观察显示模型组大鼠肾组织病变较为明显 ，大黄酸高剂量组肾组织

病变明显改善 ，且糖尿病大鼠肾组织 TGF唱β１与 Smad３蛋白表达显著下降（P＜ ０ ．０５） 。结论 　大黄酸对糖尿病肾病有预防作

用 ，其机制可能与改善肾功能 、调节血脂及下调肾组织 TGF唱β１与 Smad３蛋白的表达有关 。
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Mechanism of TGF唱β1 ／Smad signaling pathway in rhein protected diabetic rat′s
kidney
QIAO Jin１ ，CHEN Min１ ，DOU Zhihua１ ，XU Jiliang２ ，WU Feng２ ，MENG Guoliang２ （１ ．Department of Pharmacy ，Third Hospital
Affiliated to Nantong University ，Nantong ２２６００６ ，China ；２ ．Department of Pharmacology ，Medical College ，Nantong Universi唱
ty ，Nantong ２２６００１ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To study the protective effect of Rhein on the kidney of type ２ diabetic rats induced by high fat di唱
et ．Methods 　 A rat model of type ２ diabetes was induced by high fat diet combined with low dose streptozotocin ３５ mg／kg ．
The diabetic rats were randomly divided into diabetes group ，Low ，middle and high rhein dose groups （５０ ，１００ ，１５０ mg／kg） ，

metformin group （３００ mg／kg） and normal control group ．Blood glucose and urine micro albumin were measured at ０ ，２ ，４ and
８ weeks respectively ．Serum creatinine ，urea nitrogen ，to tal cholesterol and triglyceride were measured at ８ weeks ．HE stai唱
ning was used to observe the pathological changes of renal tissue ．Effects of rhein on the expression of transforming grow th fac唱
tor唱β１ and Smad３ protein in renal tissue of diabetic rats were detected with Western Blot ．Results 　 The blood glucose and urine
micro albumin in model group were significantly higher than those in normal control group ．Each rhein dose group exhibited re唱
duced blood glucose and urinary micro albumin in diabetic rats ．The high rhein dose group showed significant reduction of blood
glucose and urine micro albumin in diabetic rats （P＜ ０ ．０５） ．Compared with model group ，rhein reduced the serum Cr ，BUN ，

TC and TG values in each dose group ，most significantly in the high rhein dose group （P ＜ ０ ．０５） ．The obvious pathological
changes of renal tissue in model group were observed with most improved changes in the high rhein dose group ．The expression
of TGF唱β１ and Smad３ protein in renal tissue of diabetic rats decreased significantly （P＜ ０ ．０５） ．Conclusion 　 Rhein has preven唱
tive effect on diabetic nephropathy ．The mechanism may relate to the improvement of renal function ，regulation of blood lipid
and down regulation of TGF唱β１ and Smad３ protein expression in renal tissue ．
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　 　糖尿病肾病（diabetic nephropathy ，DN ）是糖尿
病最常见的微血管并发症之一 ，其发病机制目前尚

未完全阐明 ，对其防治亦缺乏有效手段 。有研究报

道［１］
，１５％ ～ ２０％ 的 １ 型糖尿病和 ３０％ ～ ４０％ 的 ２

型糖尿病患者将发生终末期肾病 ，并且目前 DN 已
经成为肾内科血液透析和肾移植的主要原因 。最新

的流行病学调查结果显示［２］
，我国糖尿病的患病率

已达 １１ ．６％ ，DN 的防治任务尤为紧迫 。大量实验

研究资料表明 ，中草药在控制糖尿病高血糖 ，治疗糖

尿病引发的各种并发症方面有独特疗效 ，但因其成

分复杂 ，作用机制尚不明确 ，未能在医疗机构中大规

模推广 。大黄作为中草药 ，其化学成分主要是蒽醌

类衍生物 ，大黄酸作为单蒽核类 １ ，８唱二羟基蒽醌衍

生物 ，是大黄的主要活性成分 ，已有部分动物研究表

明［３唱６］
，大黄酸对糖尿病大鼠的肾脏具有保护作用 ，

可减缓糖尿病肾病的病程进展 。本研究通过给予高

脂饮食联合小剂量链脲佐菌素制造 ２型糖尿病大鼠

模型 ，从血脂 、肾功能指标及肾组织学方面考察大黄

酸对糖尿病大鼠肾功能的保护作用 ，并进一步探讨

其作用机制是否通过调控转化生长因子唱β１ （TGF唱
β１ ）／Smad信号转导通路而延缓 DN 的发生与发展 。

1 　材料与方法

1 ．1 　药品与试剂 　大黄酸（上海笛柏生物科技有限

公司） ，纯度 ＞ ９８％ ，批号 ：DK０５ ，使用前用 ０ ．５％ 羟

甲基纤维素钠生理盐水配制成相应浓度的悬液 ；二

甲双胍 （上海信谊天平药业有限公司 ，批号 ：

６７１００５０７） ；链脲佐菌素（streptozotocin ，STZ ，美国

Sigma公司） ，临用前用 ０ ．１ mol／L 柠檬酸缓冲液配
成浓度为 １％ 的 STZ溶液 ；兔抗鼠 TGF唱β１与 Smad３
多克隆抗体（武汉博士德生物公司） ；小鼠抗 β唱actin
多克隆抗体（上海康成生物工程有限公司） ；预染蛋

白 Marker （相对分子质量 ６ ５００ ～ １７５ ０００ ，New
England Biolabs） ；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（海门

碧云天生物研究所） 。

1 ．2 　实验仪器 　 One Touch 血糖仪（美国强生公

司） ；日立 ７１７０A 全自动生化分析仪 （日本日立公

司） ；BH唱NIC唱B 型倒置显微镜 （日本 Olympus 公
司） ；蛋白电泳仪（美国 Bio唱Rad公司） ；SH唱１００型凝
胶图像分析仪（上海复旦四星高科技技术公司） 。

1 ．3 　实验动物分组及处理 　 健康成年 SD 大鼠 ６０

只 ，雌雄各半 ，体重 １６０ ～ １８０ g ，南通大学实验动物
中心提供 ，动物生产许可证号 ：SCXK （苏 ）２０１４唱

０００１ ，动物使用许可证号 ：SYXK （苏）２０１２唱００３１ 。

饲养于不锈钢盖底的塑料笼内 ，每笼 ４ 只 ，自由饮

水 ，室内温度 ２５ ℃ ，湿度 ６０％ ，饮自来水 ，大鼠随意

摄取饲料和水 。将大鼠随机分为正常对照组和造模

组 。正常对照组 ６ 只 ，给予普通饲料喂养 。造模组

５４只 ，给予高脂饮食（基础饲料 ７０％ 、脂肪 ２０％ 、蛋

黄粉 ５％ 、奶粉 ５％ ） ，喂养 ４周后禁食 １２ h ，予 STZ
３５ mg／kg 腹腔注射 。 １ 周后 ，空腹血糖值 ≥

１１ ．１ mmol／L即造模成功 ，继续高脂饮食 。取 ３８只

成模大鼠 （其余 １６ 只大鼠有 １１ 只死亡 ，５ 只未成

模）随机分为 ５组 ：糖尿病组 ６ 只 ；大黄酸低剂量组

８ 只 （５０ mg ／kg ） ；大 黄 酸 中 剂 量 组 ８ 只

（１００ mg／kg） ；大黄酸高剂量组 ８ 只（１５０ mg／kg） ；

二甲双胍组 ８ 只（３００ mg ／kg） 。每日上午 １１ ：００ 时

灌胃给药一次 ，正常对照组和糖尿病组予生理盐水

灌胃 ，连续给药８周 。

1 ．4 　观察指标
1 ．4 ．1 　血糖测定 　分别于 ０ 、２ 、４ 、８ 周大鼠空腹断

尾取血 ，One Touch血糖仪测血糖 。

1 ．4 ．2 　 ２４ h尿微量白蛋白测定 　分别于 ０ 、２ 、４ 、８

周将大鼠放进代谢笼收集尿液标本 ，记录尿量 ，尿液

离心 ２０ min （４ ０００ r／min） ，取上清液分装 ，并

于 － ７０ ℃冻存 ，按照 ELISA 试剂盒说明书检测大
鼠 ２４ h尿微量白蛋白 。

1 ．4 ．3 　 血清 Cr 、BUN 水平测定 　 于第 ８ 周末 ，各

组大鼠取血清 ，采用日立 ７１７０A 全自动生化分析仪
检测 Cr 、BUN 。

1 ．4 ．4 　 血清 TC 、TG 水平测定 　 第 ８ 周末取血 ，

２ ０００ r／min分离血清 ，采用日立 ７１７０A 全自动生化
分析仪测定血清 TC 、TG含量 。

1 ．4 ．5 　病理组织学观察 　第 ８周末摘除肾脏后 ，去

除包膜 、长轴方向对切 。部分 １０％ 中性福尔马林固

定后 ，石蜡包埋切片 ，切片厚度 ３ μm 。切片作 HE
染色 ，光镜观察肾组织的形态学变化 ，其余部分肾

脏 － ８０ ℃保存 ，用于检测蛋白的表达 。

1 ．4 ．6 　肾组织总蛋白提取和蛋白印迹检测 　 提取

肾皮质蛋白 ，取上清液 ，应用考马斯亮蓝法检测蛋白

质浓度 。组织蛋白样本采用 SDS唱PAGE 胶分离 ，

５％ BSA 封闭 ，加入一抗 TGF唱β１ （１ ∶ １ ０００稀释）与

Smad３（１ ∶ １ ０００稀释） ，４ ℃孵育过夜 ，洗膜 ，加入二

抗孵育 １ h ，TBST 洗膜 ，滴加 ECL显影液显影 。目

的条带采用 Image J软件进行灰度值分析 。

1 ．5 　统计学处理 　 采用 Stata１０ ．０ 统计软件分析
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处理数据 ，计量资料以均数 ±标准差（珚x ± s）表示 ，比

较采用单因素方差分析 ，q检验 。以 P ＜ ０ ．０５ 为差

异有统计学意义 。

2 　结果

2 ．1 　大鼠一般情况 　 正常对照组大鼠基本状况较

佳 ，正常进食 、进水 ，活动 、反应灵敏 ，毛发油顺 ，体重

增加趋势较为平稳 ；糖尿病组大鼠基本状况较差 ，进

食水较少 ，动作迟缓 、反应迟钝 、毛发干枯 ，体重增加

趋势较为迟滞 ，有多尿 、多饮 、多食 、消瘦等症状 ；大

黄酸低剂量组大鼠状况优于糖尿病组 ，但整体状况

不如正常对照组 ，大鼠整体状况随着大黄酸剂量的

增加而改善 。

2 ．2 　大鼠空腹血糖 　造模 ２周后 ，糖尿病组及各给

药组大鼠血糖高于正常对照组 ，差异有统计学意义

（P＜ ０ ．０５） ，各给药组与糖尿病组比较 ，差异无统计

学意义（P＞ ０ ．０５） 。造模 ８周后 ，大黄酸低 、中剂量

组大鼠血糖值低于糖尿病组 ，但差异无统计学意义

（P＞ ０ ．０５） 。大黄酸高剂量组与二甲双胍组大鼠血

糖低于糖尿病组 ，差异有统计学意义 （P ＜ ０ ．０５） 。

见表 １ 。

2 ．3 　大鼠 ２４ h尿微量白蛋白 　 造模后第 ２周 ，糖

尿病组及各给药组大鼠 ２４ h 尿微量白蛋白无明显
差异 ，造模 ４周与 ８ 周后 ，糖尿病组大鼠 ２４ h尿微
量白蛋白高于正常对照组 ，差异有统计学意义（P＜

０ ．０５） ，各给药组大鼠 ２４ h尿微量白蛋白低于糖尿
病组 ，其中 ，大黄酸高剂量组与二甲双胍组大鼠２４ h
尿微量白蛋白显著低于糖尿病组 ，差异有统计学意

义（P＜ ０ ．０５） 。详见表 ２ 。

2 ．4 　大鼠血清 Cr 、BUN 水平 　 与正常对照组相

表 1 　大黄酸对糖尿病大鼠空腹血糖水平的影响（珚x ± s ，cB ／mmol · L － １ ）

组别 n ０ 周 ２ 周 ４ 周 ８周

正常对照组 ６ 趑５ 貂．３４ ± ０ ．２４ ５ )．２７ ± ０ ．３２ ５ ]．１６ ± ０ ．１４ ５ 憫．５９ ± ０ ．２５

糖尿病组 ６ 趑１８ 貂．１３ ± ０ ．３２ 倡 １８ )．２５ ± ０ ．５３ 倡 １９ ]．１５ ± ０ ．６８ 倡 ２２ 憫．６４ ± ０ ．４７ 倡

低剂量组（５０ mg ／kg） ８ 趑１７ 貂．５６ ± ０ ．１７ 倡 １６ )．１５ ± ０ ．２９ 倡 １８ ]．８８ ± ０ ．４５ 倡 ２１ 憫．５８ ± ０ ．５６ 倡

中剂量组（１００ mg ／kg） ８ 趑１６ 貂．８５ ± ０ ．２３ 倡 １６ )．６７ ± ０ ．４８ 倡 １８ ]．４６ ± ０ ．２９ 倡 １９ 憫．５５ ± ０ ．２０ 倡

高剂量组（１５０ mg ／kg） ８ 趑１６ 貂．９８ ± ０ ．２９ 倡 １６ )．４６ ± ０ ．３５ 倡 １５ ]．４０ ± ０ ．４１ 倡 １４ 憫．３９ ± ０ ．１４ 倡 ＃

二甲双胍组（３００ mg ／kg） ８ 趑１７ 貂．５５ ± ０ ．１５ 倡 １６ )．１３ ± ０ ．１４ 倡 １６ ]．０３ ± ０ ．１２ 倡 １５ 憫．０９ ± ０ ．２３ 倡 ＃

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与正常对照组比较 ； ＃ P ＜ ０ ．０５ ，与糖尿病组比较

表 2 　大黄酸对糖尿病大鼠 24 h尿微量白蛋白的影响（珚x ± s ，ρB ／mg · L － １ ）

组别 n ０ 周 ２ 周 ４ 周 ８周

正常对照组 ６ 趑１３  ．３ ± ２ ．１２ １３ R．７ ± ２ ．３２ １３ 唵．６ ± ２ ．０２ １３ 汉．９ ± ２ ．９２

糖尿病组 ６ 趑１２  ．９ ± ２ ．７１ １４ R．２ ± ２ ．２０ ２８ 唵．７ ± ２ ．０１ 倡 ４３ 汉．０ ± ４ ．０２ 倡

低剂量组（５０ mg ／kg） ８ 趑１３  ．２ ± ２ ．２２ １４ R．５ ± ２ ．１８ ２５ 唵．３ ± ２ ．３３ 倡 ３６ 汉．７ ± ３ ．４８ 倡

中剂量组（１００ mg ／kg） ８ 趑１３  ．５ ± ２ ．０３ １４ R．６ ± ２ ．１２ ２４ 唵．１ ± ３ ．０４ 倡 ３０ 汉．９ ± ３ ．２１ 倡

高剂量组（１５０ mg ／kg） ８ 趑１３  ．２ ± ２ ．０９ １４ R．８ ± ２ ．３３ １８ 唵．４ ± ２ ．７７ 倡 ＃ ２０ 汉．２ ± ２ ．５４ 倡 ＃

二甲双胍组（３００ mg ／kg） ８ 趑１３  ．７ ± ２ ．１４ １４ R．１ ± ２ ．０４ １９ 唵．３ ± ２ ．０１ 倡 ＃ ２０ 汉．９ ± １ ．９８ 倡 ＃

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与正常对照组比较 ； ＃ P ＜ ０ ．０５ ，与糖尿病组比较

比 ，糖尿病组大鼠血清 Cr 、BUN 显著偏高 ，差异有

统计学意义 （P ＜ ０ ．０５） ，各给药组大鼠血清 Cr 、
BUN 低于糖尿病组 ，其中 ，大黄酸高剂量组与二甲

双胍组大鼠血清 Cr 、BUN 显著低于糖尿病组 ，差异

有统计学意义（P＜ ０ ．０５） 。详见表 ３ 。

2 ．5 　大鼠血清 TC 、TG 水平 　 糖尿病组大鼠血清

TC 、TG 水平与正常对照组相比明显升高 （ P ＜

０ ．０５） ；与糖尿病组相比 ，各给药组血清 TC 、TG 水
平明显下降 ，其中 ，大黄酸高剂量组与二甲双胍组大

鼠血清 TC 、TG 水平显著低于糖尿病组 ，差异有统

计学意义（P＜ ０ ．０５） 。详见表 ４ 。

表 3 　大黄酸对糖尿病大鼠血清
Cr、BUN水平的影响（珚x ± s）

组别 n Cr
（cB ／μmol · L － １ ）

BUN
（cB ／mmol · L － １ ）

正常对照组 ６ 妸５８ 敂．０１ ± ６ ．２４ ６ 珑．７２ ± １ ．１２

糖尿病组 ６ 妸８７ 敂．３１ ± ７ ．４１ 倡 １３ 珑．０７ ± １ ．２５ 倡

低剂量组（５０ mg ／kg） ８ 妸７４ 敂．５２ ± ４ ．４７ 倡 １２ 珑．５２ ± １ ．２１ 倡

中剂量组（１００ mg ／kg） ８ 妸７２ 敂．４４ ± ５ ．７９ 倡 １１ 珑．２７ ± ０ ．７８ 倡

高剂量组（１５０ mg ／kg） ８ 妸６５ 敂．６４ ± ５ ．５７ ＃ ８ 珑．２０ ± ０ ．５８ ＃

二甲双胍组（３００ mg ／kg） ８ 妸６４ 敂．３１ ± ６ ．０１ ＃ ９ 珑．４６ ± ０ ．７５ ＃

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与正常对照组比较 ； ＃ P＜ ０ ．０５ ，与糖尿病组比较
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表 4 　大黄酸对糖尿病大鼠
血清 TC、TG水平的影响（珚x ± s ，cB ／mmol · L － １ ）

组别 n TC TG
正常对照组 ６ j１ t．８６ ± ０ ．２３ ０ 圹．３５ ± ０ ．０４

糖尿病组 ６ j８ t．５５ ± ０ ．３２ 倡 ２ 圹．８６ ± ０ ．２１ 倡

低剂量组（５０ mg ／kg） ８ j７ t．０２ ± ０ ．４１ 倡 ２ 圹．４５ ± ０ ．１３ 倡

中剂量组（１００ mg ／kg） ８ j６ t．５８ ± ０ ．２４ 倡 ２ 圹．４０ ± ０ ．１１ 倡

高剂量组（１５０ mg ／kg） ８ j５ t．０３ ± ０ ．２５ 倡 ＃ １ 圹．３６ ± ０ ．１４ 倡 ＃

二甲双胍组（３００ mg ／kg） ８ j３ t．６１ ± ０ ．１８ 倡 ＃ １ 圹．０５ ± ０ ．０３ 倡 ＃

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与正常对照组比较 ；＃ P ＜ ０ ．０５ ，与糖尿病组比较

2 ．6 　肾脏病理组织形态学 　实验结束后 ，肉眼观察

各组大鼠肾脏 ，正常对照组大鼠肾脏大小适中 ，颜色

暗红 ，表面包膜易剥离 ；糖尿病组大鼠肾脏体积有所

增大 ，颜色苍白 ，质地偏硬 ；各给药组大鼠肾脏外观

介于正常对照组与糖尿病组之间 。 HE 染色显示 ，

正常对照组大鼠肾脏组织结构清晰 ，肾小球囊壁光

滑 ，系膜细胞分布正常 ，未见增生 ，毛细血管分布正

常 ，肾小管管腔规则 ，无变性与坏死 ，间质无炎症细

胞浸润 ；糖尿病组大鼠肾组织结构稍乱 ，肾小球体积

变大 、结构紊乱 ，系膜细胞增生 ，基底膜增厚 、增宽 ，

肾小管管腔变窄 ，其上皮细胞空泡变性 、萎缩 。各给

药组大鼠上述病变均有不同程度改善 ，光镜下可见

部分肾小球增大 、肾小球系膜细胞增生等改变均有

所改善 ，其中 ，大黄酸低 、中 、高剂量组大鼠的上述病

变呈剂量依赖性减轻 ，肾小球体积轻度增大 ，间质少

有淋巴细胞浸润 ，见图 １ 。

2 ．7 　蛋白印记检测大鼠肾脏 TGF唱β１与 Smad３ 蛋
白的表达 　图中内参 β唱actin在各组中有均一表达 ，

TGF唱β１与 Smad３ 在各组中的蛋白条带深浅不一 。

用四星图像处理系统检测各组蛋白表达与 β唱actin
的表达量 ，计算比值 。 正常对照组大鼠肾组织

TGF唱β１与 Smad３表达量少 ，糖尿病组大鼠 TGF唱β１
与 Smad３蛋白的表达显著增高（P＜ ０ ．０５） 。与糖尿

病组比较 ，各给药组 TGF唱β１与 Smad３蛋白的表达均
下调 ，其中 ，大黄酸高剂量组与二甲双胍组的蛋白表

达下调显著（P＜ ０ ．０５）。结果见图 ２ 、图 ３ 、表 ５ 。

图 1 　各组大鼠肾脏 HE染色（ × 200）
A ．正常对照组 ；B ．糖尿病组 ；C ．大黄酸低剂量组（５０ mg ／kg） ；D ．大黄酸中剂量组（１００ mg ／kg） ；

E ．大黄酸高剂量组（１５０ mg ／kg） ；F ．二甲双胍组（３００ mg ／kg）

图 2 　各组大鼠肾组织 TGF唱β1 蛋白表达的变化
１ ．正常对照组 ；２ ．糖尿病组 ；３ ．大黄酸低剂量组 ；

４ ．大黄酸中剂量组 ；５ ．大黄酸高剂量组 ；６ ．二甲双胍组

图 3 　各组大鼠肾组织 Smad3蛋白表达的变化
１ ．正常对照组 ；２ ．糖尿病组 ；３ ．大黄酸低剂量组 ；

４ ．大黄酸中剂量组 ；５ ．大黄酸高剂量组 ；６ ．二甲双胍组

５０４
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表 5 　大黄酸对糖尿病大鼠肾脏 TGF唱β1与
Smad3蛋白相对表达量的影响（珚x ± s）

组别 n TGF唱β１ Smad３ 苘
正常对照组 ６ A０ 7．２５ ± ０ ．０２ ０ 乔．２３ ± ０ ．０１

糖尿病组 ６ A０ 7．９８ ± ０ ．０３ 倡 ０ 乔．９４ ± ０ ．０２ 倡

低剂量组（５０ mg ／kg） ８ A０ 7．８６ ± ０ ．０３ 倡 ０ 乔．９０ ± ０ ．０１ 倡

中剂量组（１００ mg ／kg） ８ A０ 7．７９ ± ０ ．０２ 倡 ０ 乔．８１ ± ０ ．０４ 倡

高剂量组（１５０ mg ／kg） ８ A０ 7．５０ ± ０ ．０１ 倡 ＃ ０ 乔．５６ ± ０ ．０２ 倡 ＃

二甲双胍组（３００ mg ／kg） ８ A０ 7．５２ ± ０ ．０３ 倡 ＃ ０ 乔．４９ ± ０ ．０３ 倡 ＃

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与正常对照组比较 ； ＃ P ＜ ０ ．０５ ，与糖尿病组比较

3 　讨论

　 　在 ２型糖尿病中 ，DN 的严重性仅次于心 、脑血

管疾病 。其病理上的变化主要有 ：肾脏体积增大 、肾

小球毛细血管基底膜增宽 、肾小球的增生与硬化 、肾

小管萎缩与肾脏间质纤维化 。 DN 属于糖尿病微血
管并发症之一 ，高血糖所致的血管内皮细胞损伤是

导致微血管病变发生的主要因素 。大黄酸是从中药

大黄中提取的蒽醌类衍生物 ，随着大黄酸分离纯化

技术的不断提高 ，其药理作用的研究成为热点之一 。

本研究中 ，２ 型糖尿病大鼠的造模方法采用笔者团

队多年药理研究结果［７唱９］
，在高脂饲料喂养的基础

上 ，造成肥胖大鼠模型 ，模拟胰岛素抵抗 ，再予小剂

量 STZ（３５ mg／kg）腹腔注射法造模 。给药 ４周后 ，

大黄酸高剂量组（１５０ mg ／kg）大鼠血糖显著低于糖
尿病组 ，差异有统计学意义（P ＜ ０ ．０５） 。以上结果

提示 ，每日大黄酸 １５０ mg ／kg 给药 ４ 周后可显著改

善 ２型糖尿病大鼠的高血糖状态 。

　 　当用于评价肾功能的血清 Cr 、BUN 及尿微量
白蛋白含量等指标出现异常的时候 ，提示糖尿病可

能出现了肾病的并发症［１０］
。 DN 肾小球内毛细血管

跨膜压较高 ，加之肾小球滤过膜蛋白屏障功能受到

严重损害 ，因此 ，部分肾衰竭患者可有大量蛋白尿 。

本研究中 ，大黄酸高剂量组与阳性药二甲双胍组对

糖尿病大鼠 ２４ h尿微量白蛋白有改善作用 ，显著降

低大鼠增高的尿微量白蛋白 ，同时降低糖尿病大鼠

的血清 Cr 、BUN （与糖尿病组相比 ，P ＜ ０ ．０５） 。有

研究表明［１１］
，糖尿病体内脂质代谢紊乱与 DN 是相

互作用 、相互影响的 ，高脂血症会促进 DN 的发生发
展 ，而 DN 的发展会进一步导致血脂紊乱的加重 ，形

成恶性循环 。 本研究结果显示 ，大黄酸高剂量

（１５０ mg／kg）可降低 ２ 型糖尿病大鼠的血清 TC 、

TG（与糖尿病组相比 ，P ＜ ０ ．０５） ，证明一定剂量的

大黄酸具有调节糖尿病大鼠血脂的功效 ，其调节血

脂的机制可能与诱导核转录因子（CHOP）表达上调

有关［１２］
，大黄酸给药时间的延长与降低糖尿病大鼠

血脂水平的疗效相关性将在后续研究中进一步探讨 。

　 　 DN 大鼠的肾脏在光镜下超微结构表现为肾小
球和肾小管肥大 、基底膜增厚 、肾小球硬化和肾小管

间质纤维化 。本研究中大黄酸给药组大鼠肾脏光镜

下显示肾小球和肾小管肥大程度减轻 、基底膜增厚

不明显 、未见系膜区明显增宽 、肾小管上皮空泡变性

减少 ，显示大黄酸（尤其是高剂量）能够有效改善肾

脏病理性损伤 。

　 　 TGF唱β１在 DN 发生及发展过程中 ，具有促进肾

脏细胞胶原蛋白基因的表达 、促进细胞外基质的合

成与沉积 、减少其降解等作用 ，是肾脏细胞外基质合

成的最终调节因子 ，也是糖尿病肾脏病变最重要的

始动因子之一 。慢性肾病的各种理化损伤（如高血

糖 、高血脂状态）会引起肾脏 TGF唱β１的升高 ，同时

TGF唱β１被认为参与人及动物 DN 模型肾小球及肾
小管基底膜增厚 、细胞外基质积聚及间质纤维化等

病理进展的过程 。 Loeffler 等［１３］实验证实 ，高血糖

诱导系膜细胞 TGF唱β１的高表达 ，导致胞外基质堆

积 。 Smad蛋白是 TGF唱β家族信号从受体到核内的
转导分子 ，目前认为 Smad蛋白是 TGF唱β的唯一底
物 ，Smad 表达失衡是肾纤维化发生的分子基础 ，

Smad依赖性信号通路是 TGF唱β１诱导纤维化的最经
典的信号通路［１４ ，１５］

。人类以及动物模型中 ，纤维化

的肾脏中 Smad３的含量远超正常范围［１６］
。有学者

研究［１７ ，１８］
，当破坏肾小管上皮细胞中 Smad３ 基因

时 ，可以显著减少 Ang Ⅱ 诱导的基质生成 ，而敲除

Smad３基因同样能够减少 Ang Ⅱ诱导的基质生成 ，

从而改善肾脏的纤维化 。本实验中 ，观察到 ２ 型糖

尿病大鼠模型动物体内 TGF唱β１与 Smad３ 呈高表
达 ，大黄酸给药后可呈剂量依赖性下调 TGF唱β１与
Smad３的高表达 ，提示对 TGF唱β１与 Smad３ 的干预
应当是大黄酸的重要作用靶点 。

　 　综上所述 ，TGF唱β１ ／Smad信号通路在 DN 的发
生发展中起十分重要的作用 ，大黄酸能够通过该信

号通路来改善糖尿病大鼠血糖 、血脂及肾功能 ，从而

实现对 DN 的肾脏保护作用 。对于其在临床的剂量

及不良反应的探讨 ，无论是大黄酸还是其中药复方 ，

都有其深远的研究意义 。
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外 ，又由于腺嘌呤及其衍生物有较强的 SERS 谱峰 ，

因此念珠菌灭活后的光谱可能主要来自该类物质的

贡献 。

4 　结论

　 　本研究采用 D唱SERS 法用新出现的 ２个特征光

谱峰作为重要标志 ，快速鉴别 ４ 株白色念珠菌的失

活状态 ，同时也得到了常规药理学方法的验证 。该

法简便 、快速 、专属 、灵敏 ，有望成为临床快速检测病

原菌生理状态的有效工具 。
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