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摘要　目的：观察糖肾方（ＴａｎｇＳｈｅｎＦａｎｇ，ＴＳＦ）对于自发性２型糖尿病肾病ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏纤维化的保护作用。方法：８
周龄雄性ｄｂ／ｄｂ小鼠随机分为２组，分别为模型组（ｄｂ／ｄｂ）和观察组（ｄｂ／ｄｂ＋ＴＳＦ），每组９只；８周龄雄性ｄｂ／ｍ小鼠为正
常对照组（ｄｂ／ｍ），顺应性喂养２周后，给予糖肾方干预１２周，处死小鼠，分离小鼠肾脏用于后续检测。利用ＰＡＳ和 Ｍａｓ
ｓｏｎ染色观察肾脏病理；利用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和免疫组化等技术检测肾脏组织纤维化 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３通路
以及ｍｉＲＮＡ２１和ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达。结果：糖肾方可以改善 ｄｂ／ｄｂ小鼠尿微量白蛋白水平，减轻小鼠肾脏损伤；Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔｔｉｎｇ、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和免疫组化结果显示，糖肾方可下调 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏中纤维化标志分子 ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３、Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅰ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达；下调ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏 ｍｉＲＮＡ２１的表达，上调 ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达。结论：糖肾方可作用于 ＴＧＦ
β１／Ｓｍａｄ３信号通路抑制肾脏纤维化。
关键词　糖肾方；糖尿病肾病；肾脏纤维化；ｍｉＲＮＡ
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　　糖尿病肾病（ＤｉａｂｅｔｉｃＮｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿
病（ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）主要的微血管并发症之
一，已成为发达国家和我国发达地区终末期肾病

（ＥｎｄＳｔａｇｅＲｖｅｎａｌＤｉｓｅａｓｅ，ＥＳＲＤ）的主要原因［１２］。

ＤＮ主要病理改变是由于细胞外基质的过度沉积，肾
小球基底膜的厚度增加，进而导致系膜增殖和扩张，

最终发展成为肾小球硬化和肾脏纤维化，丧失正常

的功能。在ＤＮ的早期阶段（微量白蛋白尿阶段），
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胶原、纤连蛋白和层粘连蛋白在肾小球基底膜和系

膜细胞外基质中的沉积明显增加，导致糖尿病弥漫

性肾小球硬化症；在晚期阶段，肾脏中Ⅰ型和Ⅲ型胶
原明显沉积［３］。由此可见，纤维化是 ＤＮ肾脏病理
的最主要特征。转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）是一种
广谱细胞因子，可被高血糖、晚期糖基化终产物（Ａｄ
ｖａｎｃｅｄＧｌｙｃａｔｉｏｎＥｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）、促分裂原活
化 蛋 白 激 酶 （Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｋｉｎａｓｅ，
ＭＡＰＫ）和蛋白激酶 Ｃ（ＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）等多
种途径诱导，在导致 ＤＮ纤维化过程中发挥着决定
性的作用［４］。多项研究表明 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通
路是引起糖尿病肾病肾脏纤维化的重要通路，此外

ＴＧＦβ１还可通过调控一些微小 ＲＮＡ（ＭｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）进一步引起肾脏损伤（如：ｍｉＲＮＡ２１，ｍｉＲ
ＮＡ２９等）［５６］。因此，ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３信号通路已成
为防治ＤＮ的重要靶点之一。

目前的治疗方案尚不能产生显著的疗效，因此

迫切需要新的治疗方法来减缓 ＤＮ的进展［７］。中医

药是祖国瑰宝，同时国内的糖尿病肾脏疾病（Ｄｉａｂｅｔ
ｉｃＫｉｄｎｅｙＤｉｓｅａｓｅｓ，ＤＫＤ）患者广泛接受中医药的治
疗［８］。中药糖肾方（ＴａｎｇｓｈｅｎＦｏｒｍｕｌａ，ＴＳＦ）颗粒是
由七味药组成，分别为黄芪、生地黄、山茱萸、三七、

卫矛、熟大黄和枳壳，是李平教授团队在继承名老中

医经验基础上，结合自身临床实践和现代研究成果

拟定的中药复方。在国家“９７３计划”和国际科技合
作等项目资助下，课题组前期多中心临床试验证实

糖肾方可以减少ＤＫＤ患者尿蛋白排泄率，改善肾小
球滤过率［９］。本研究主要探讨糖肾方对于肾脏纤维

化的影响。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　雄性自发性２型糖尿病ｄｂ／ｄｂ小鼠，
８周龄，体重（３５±５）ｇ；同遗传背景ｄｂ／ｍ小鼠，体重
（２０±２）ｇ，购自北京大学实验动物中心，动物生产许
可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１１０００１。小鼠均饲养于中日
友好医院 ＳＰＦ级实验动物室屏障环境，使用许可证
号：ＳＹＸＫ（京）２０１０００１１。温度：（２３±３）℃，相对湿
度（５５±１５）％，保持１２ｈ光照／１２ｈ黑暗交替，自由
饮水和常规饲料喂养。本次实验所有操作均严格按

照实验动物伦理相关规定进行。

１１２　药物　糖肾方配方颗粒，由江阴天江药业有
限公司制剂，规格：８ｇ／袋，批号：１２０６３４６。糖肾方
组成药物为：黄芪、卫矛、生地

#

、枳壳、山茱萸、大

黄、三七７味中药，其重量比依次为１０∶５∶４∶３４∶３∶

２∶１。
１１３　试剂与仪器　小鼠白蛋白 Ｅｌｉｓａ试剂盒（美
国ＢｅｔｈｙｌＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司）；ｉＱＴＭＳＹＢＲＧｒｅｅｎｓｕ
ｐｅｒｍｉｘ（美国ＢｉｏＲＡＤ公司）；蛋白预染Ｍａｒｋｅｒ（中国
天根生化科技有限公司）；ＰＶＤＦ膜（德国ＭｅｒｃｋＭｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ公司）；ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）；Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；Ｓｍａｄ３
抗体（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；ＰＳｍａｄ３
抗体（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；βａｃｔｉｎ
抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；辣根酶标记兔抗小鼠
ＩｇＧ（美国ＤＡＫＯ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司）；ＱｕｉｃｋｓｔａｒｔＢｒａｄｆｏｒｄＤｙｅＲｅａｇｅｎｔ（美国 Ｂｉｏ
ＲＡＤ公司）；ＴａｑｍａｎｍｉＲＮＡ试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司）；ＢＳＡ（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）。ＣＤ１６００
全自动生化分析仪（美国雅培公司）；ＢＸ４３型光学
显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；多功能酶标仪（美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＰＨ仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司）；垂直凝胶电泳系统（美国 ＢｉｏＲＡＤ公司）；Ｎａｎ
ｏｄｒｏｐ高精度核算分光光度计（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司）；ＰＣＲ仪（美国 ＢｉｏＲＡＤ公司）；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
仪（美国ＢｉｏＲＡＤ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　实验动物购入后，顺应性
喂养２周，称重并进行基础状态观察，于１０周龄时
根据体重将ｄｂ／ｄｂ小鼠随机分为２组。
１２２　给药方法　动物分组后从第１天开始灌胃
给药，１次／ｄ，每周称重，连续给药１２周。糖肾方剂
量参考前期临床研究并按照标准动物剂量换算［１０］，

根据体重按照体表面积进行换算，糖肾方的临床给

药剂量是１６ｇ／ｄ，按照人的标准体重为６０ｋｇ计算，
小鼠体重按照２０ｇ计算，小鼠给药剂量应为人给药
剂量的９倍，则小鼠给药剂量为还是 ２４ｇ／（ｋｇ·
ｄ）［９］。糖肾方颗粒剂按照０１８ｇ／ｍＬ的浓度进行配
制，４℃保存，灌胃前取出恢复至室温，混匀后备用。
各组小鼠灌胃给药方案如下表所示见，表１１。

表１１　实验动物给药方案

组别 给药措施 剂量

正常对照组（ｄｂ／ｍ）（ｎ＝９） 蒸馏水 ２４ｇ／（ｋｇ·ｄ）
模型组（ｄｂ／ｄｂ）（ｎ＝９） 蒸馏水 ２４ｇ／（ｋｇ·ｄ）

糖肾方组（ｄｂ／ｄｂ＋ＴＳＦ）（ｎ＝９） 糖肾方 ２４ｇ／（ｋｇ·ｄ）

１２３　标本采集　实验期间从给药０周开始，每４
周将小鼠转移入代谢笼一次，小鼠禁食但不禁水，收

集２４ｈ尿液后测定尿量，混匀后留取 １５ｍＬ，１０
０００ｒｐｍ４℃离心５ｍｉｎ，留取上清液，保存于－８０℃
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冰箱用于检测尿白蛋白及尿肌酐水平。在给药１２
周实验结束时，小鼠禁食１２ｈ后，眼内眦取血，３０００
ｒ／ｍｉｎ４℃离心１５ｍｉｎ，留取上清液，保存于 －８０℃
冰箱用于检测各项生化指标。之后迅速打开小鼠腹

腔，摘取双侧肾脏，分别称重。一侧肾脏去除髓质

后，一半置于１０％中性福尔马林溶液中固定，另一
半置于４％多聚甲醛中固定；另一侧分离出肾皮质，
迅速置于干燥冻存管中，于液氮保存。

１２４　检测指标与方法　取尿液上清，检测尿白蛋
白浓度和尿肌酐；并计算尿白蛋白肌酐比值（Ｕｒｉｎｅ
ＡｌｂｕｍｉｎｔｏＣｒｅａｔｉｎｉｎｅＲａｔｉｏ，ＵＡＣＲ）。肾组织经过
１０％中性福尔马林固定２４ｈ后，依次进行脱水、透
明、石蜡包埋后，使用切片机分别切为３μｍ厚切片，
进行过碘酸雪夫（ＰｅｒｉｏｄｉｃＡｃｉｄＳｃｈｉｆｆ，ＰＡＳ）染色和
Ｍａｓｓｏｎ染色，光镜下观察肾脏组织病理变化，采用评
分法对其进行半定量分析。采用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ以
及免疫组化法检测肾脏组织中Ｓｍａｄ３、ＰＳｍａｄ３、Ｃｏｌ
ｌａｇｅｎⅠ和 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达情况，采用 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ检测肾脏组织中 ＴＧＦβ１Ｓｍａｄ３、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ和
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ水平以及 ｍｉＲＮＡ２１和 ｍｉＲＮＡ
２９ｂ的表达情况。
１３　统计学方法　所有计量数据均以均数 ±标准
误（珋ｘ±ｓ）表示，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５０软件进行统
计分析，采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析和Ｄｕｎｎｅｔｔｔ多组
间比较等检验方法，以 Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

２　结果
２１　糖肾方对 ｄｂ／ｄｂ小鼠 ＵＡＣＲ的影响　尿微量
白蛋白是评价 ＤＮ病情进展的重要指标，本研究中
以尿肌酐进行校正，使用ＵＡＣＲ作为评价病情进展。
如图１１Ｂ所示。在 １０周龄实验开始时，模型组
ｄｂ／ｄｂ小鼠ＵＡＣＲ显著高于正常组ｄｂ／ｍ小鼠，而模
型组与糖肾方组 ｄｂ／ｄｂ小鼠 ＵＡＣＲ无明显差异；从
１８周龄开始，在给予糖肾方干预后，ｄｂ／ｄｂ小鼠
ＵＡＣＲ显著降低，抑制病情进展。图 １１中，ｄｂ／ｍ
表示正常对照组，ｄｂ／ｄｂ表示模型组，ｄｂ／ｄｂ＋ＴＳＦ表
示糖肾方观察组。

２２　糖肾方显著改善 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏病理损伤　
　　肾脏组织经过 ＰＡＳ染色后，糖原在光镜下呈紫
红色颗粒。如图１２Ａ所示。正常组 ｄｂ／ｍ小鼠肾
小球的结构正常，系膜区阳性物质未见增多；模型组

ｄｂ／ｄｂ小鼠肾小球官腔的结构异常，系膜区阳性物
质明显增多，同时伴有系膜基质显著增生以及基底

膜增厚；在给予糖肾方干预后，可明显改善ｄｂ／ｄｂ小

鼠肾小球系膜基质的
$

生及基底膜增厚，同时对肾

小球系膜基质百分比进行半定量分析，结果具有统

计学差异。见图１２Ｂ。

图１１　糖肾方对ｄｂ／ｄｂ小鼠ＵＡＣＲ的影响
　　注：ｄｂ／ｄｂ组与 ｄｂ／ｍ组比较，Ｐ＜０００１；ｄｂ／ｄｂ＋ＴＳＦ组与

ｄｂ／ｄｂ组比较，△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜０００１

图１２　肾脏ＰＡＳ染色（×４００）和Ｍａｓｓｏ染色（×４００）
　　注：ｄｂ／ｄｂ组与ｄｂ／ｍ组比较，Ｐ＜０００１；ｄｂ／ｄｂ＋ＴＳＦ组与

ｄｂ／ｄｂ组比较，△Ｐ＜００５

经过Ｍａｓｓｏｎ染色后，胶原在光镜下呈现蓝色。如图
１２Ｃ所示。正常组 ｄｂ／ｍ小鼠肾小球和肾小管的
结构正常，胶原表达未见增多；模型组ｄｂ／ｄｂ小鼠肾
小球系膜区及基底膜胶原出现明显的增生，同时出

现肾小管扩张；给予糖肾方干预后，可明显减少 ｄｂ／
ｄｂ小鼠肾小球及小管间质的胶原沉积，使用纤维化
面积进行半定量分析，结果具有统计学差异。见图

１２Ｄ。
２３　糖肾方对 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ和
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白及 ｍＲＮＡ水平的影响　如图１３所
示，免疫组化检测发现，模型组ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ白水平显著高于正常组ｄｂ／
ｍ小鼠，在给予糖肾方干预后，ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质
Ⅰ型胶原和纤维连接蛋白水平显著下降，结果具有
统计学差异。见图１４所示。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测
发现，模型组 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ和 Ｆｉ
ｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白水平显著高于正常组ｄｂ／ｍ小鼠，在给
予糖肾方干预后，ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质Ⅰ型胶原和
纤维连接蛋白水平显著下降。如图１５所示。Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ检测发现，模型组 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质Ⅰ
型胶原和纤维连接蛋白ｍＲＮＡ水平显著高于正常组
ｄｂ／ｍ小鼠，在给予糖肾方干预后，ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏
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皮质Ⅰ型胶原和纤维连接蛋白 ｍＲＮＡ水平显著下
降。

图１３　免疫组化检测小鼠肾脏ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ
和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达

　　注：ｄｂ／ｄｂ组与 ｄｂ／ｍ组比较，Ｐ＜０００１；ｄｂ／ｄｂ＋ＴＳＦ组与

ｄｂ／ｄｂ组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

图１４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测小鼠肾脏ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ
和Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达

　　注：ｄｂ／ｄｂ组与ｄｂ／ｍ组比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；ｄｂ／ｄｂ

＋ＴＳＦ组与ｄｂ／ｄｂ组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

图１５　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测小鼠肾脏ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ
和ＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｍＲＮＡ表达

　　注：ｄｂ／ｄｂ组与ｄｂ／ｍ组比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；ｄｂ／ｄｂ

＋ＴＳＦ组与ｄｂ／ｄｂ组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

２４　糖肾方对ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３
信号通路的影响　如图 １６所示，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ
检测发现，模型组 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质中 Ｓｍａｄ３蛋
白磷酸化水平显著高于正常组 ｄｂ／ｍ小鼠，在给予
糖肾方干预后，ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质 Ｓｍａｄ３蛋白磷
酸化水平显著下降。如图 １７所示，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
检测发现，模型组 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质中 ＴＧＦβ１
ｍＲＮＡ水平显著高于正常组ｄｂ／ｍ小鼠，在给予糖肾
方干预后，ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ水平
显著下降。

图１６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测小鼠肾脏
　　ＰＳｍａｄ３／Ｓｍａｄ３蛋白表达

　　注：ｄｂ／ｄｂ组与 ｄｂ／ｍ组比较，Ｐ＜０００１；ｄｂ／ｄｂ＋ＴＳＦ组与

ｄｂ／ｄｂ组比较，△△Ｐ＜００１

图１７　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测小鼠肾脏ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达
　　注：ｄｂ／ｄｂ组与 ｄｂ／ｍ组比较，Ｐ＜００１，Ｐ＜００５；ｄｂ／ｄｂ＋

ＴＳＦ组与ｄｂ／ｄｂ组比较，△Ｐ＜００５

２５　糖肾方对 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质 ｍｉＲＮＡ２１和
ｍｉＲＮＡ２９ｂ的影响　ｍｉＲＮＡ是可以调节各项生命
活动的小内源非编码 ＲＮＡ，抑制目标基因翻译和／
或诱导 ｍＲＮＡ降解，Ｓｍａｄ３介导的 ｍｉＲＮＡ（例如：
ｍｉＲＮＡ２１，ｍｉＲＮＡ２９等）在糖尿病肾脏纤维化过程
中发挥着重要作用。如图 １８所示，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
检测发现，模型组ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质中ｍｉＲＮＡ２１
水平显著高于正常组 ｄｂ／ｍ小鼠，ｍｉＲＮＡ２９ｂ水平
显著低于正常组 ｄｂ／ｍ小鼠；在给予糖肾方干预后，
ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏皮质中 ｍｉＲＮＡ２１水平显著下降，
ｍｉＲＮＡ２９ｂ水平显著升高。

图１８　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测小鼠肾脏ｍｉＲＮＡ２１
和ｍｉＲＮＡ２９ｂ表达

　　注：ｄｂ／ｄｂ组与 ｄｂ／ｍ组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１；ｄｂ／ｄｂ

＋ＴＳＦ组与ｄｂ／ｄｂ组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

３　讨论
我国已经成为了全球 ＤＭ患者最多的国家，而

且患病人数还在继续增加，最新的研究显示我国目

前ＤＭ的患病率已经达到了１０９％，同时糖尿病前
期的人口预计在３５７％［１１］。ＤＮ作为ＤＭ主要的微
血管并发症之一，已成为ＥＳＲＤ的主要病因，严重威
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胁着人类的健康，给国家和社会造成了巨大的经济

负担［１］。本研究发现糖肾方可显著抑制 ＴＧＦβ１／
Ｓｍａｄ３信号通路的表达，下调Ⅰ型胶原和纤维连接
蛋白的表达，减轻肾脏纤维化；此外研究还发现糖肾

方还可通过下调肾脏中 ｍｉＲＮＡ２１的表达以及上调
ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达，抑制肾脏纤维化的进展，保护肾
脏功能。

ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路是引起糖尿病肾病肾
脏纤维化的重要通路，可引起 ＥＣＭ的过度沉积，导
致肾脏纤维化［６］。ＤＮ状态下的许多物质，例如高血
糖水平、ＡＧＥｓ及血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，Ａｎｇ
Ⅱ）都可上调 ＴＧＦβ１的表达，并通过依赖及非依赖
ＴＧＦβ１途径激活Ｓｍａｄ信号通路。Ｓｍａｄ３可直接结
合到胶原蛋白的启动子区域，来上调胶原蛋白的表

达，促进肾脏的纤维化进展［１２１３］。同时降低成纤维

细胞中的基质金属蛋白酶１（Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ１，ＭＭＰ１）活性，减少胶原蛋白的降解［１４］。ＤＮ、
ＵＵＯ、高血压肾损害及药物导致的肾损害动物模型
中，敲除Ｓｍａｄ３均可抑制肾脏的纤维化［１５１８］。ＴＧＦ
β１／Ｓｍａｄ信号通路导致肾脏纤维化的主要机制有：
１）可通过诱导胶原和纤维连接蛋白的表达，直接引
起ＥＣＭ的过度沉积［１９］；２）可诱导上皮细胞通过上
皮间质转分化（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）转化为肌成纤维细胞，诱导巨噬细胞通过巨噬
细胞肌成纤维细胞转化肌成纤维细胞（Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＭＭＴ），以及诱导内皮细胞
间质转分化（Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，Ｅｎｄ
ＭＴ）为肌成纤维细胞［２０２１］；３）可诱导肾小球系膜细
胞分泌增强，导致系膜基质增多；还可诱导肾小管上

皮细胞和足细胞的凋亡，影响肾脏正常的功能，加重

肾脏的纤维化［２２］；４）降低成纤维细胞中的 ＭＭＰ１
活性，减少胶原蛋白的降解［１４］。所以，ＴＧＦβ１／
Ｓｍａｄ信号通路的激活可显著促进肾脏纤维化的进
展，可作为治疗ＤＮ的潜在靶点。

在一项纳入１６０４例ＤＮ患者的ｍｅｔａ分析中发
现，ＤＮ患者的血清和尿液中的 ＴＧＦβ１含量显著升
高［２３］。一些ＴＧＦβ１的抑制剂已经进行了临床前和
临床研究，但由于不良反应以及疗效不显著等原因，

还尚未得到广泛的应用［２４］。在一项有７７例 ＤＮ患
者参与的随机双盲安慰剂对照研究中发现，一种可

以阻断ＴＧＦβ１启动子的小分子药物 Ｐｉｒｆｅｎｉｄｏｎｅ，可
延缓ＤＮ患者的肾小球滤过率（ＥｓｔｉｍａｔｅｄＧｌｏｍｅｒｕｌａｒ
ＦｉｌｔｒａｔｉｏｎＲａｔｅ，ｅＧＦＲ）的下降［２５］。但在有３６例激素
抵抗型原发局灶性节段性肾小球硬化症的随机双盲

安慰剂对照研究中发现，给予人源的 ＴＧＦβ１单克
隆抗体 ｆｒｅｓｏｌｉｍｕｍａｂ（ＧＣ１００８）后并未发现患者的
ｅＧＦＲ有明显改善［２６］。

ｍｉＲＮＡ是可以调节各项生命活动的小内源非
编码ＲＮＡ，长度为２０～２２个核苷酸，可与靶基因的
３′端非翻译区结合，抑制目标基因翻译和／或诱导
ｍＲＮＡ降解，其中一些 ｍｉＲＮＡ（例如：ｍｉＲＮＡ２１，
ｍｉＲＮＡ２９等）在糖尿病肾脏纤维化过程中发挥着重
要作用［６］。ｍｉＲＮＡ２１是被广泛研究的 ｍｉＲＮＡｓ之
一，早在２００８年的一项研究中发现，心力衰竭模型
中ｍｉＲＮＡ２１可加重心脏的纤维化［２７］。尽管在正常

肾脏中ｍｉＲＮＡ２１的含量比较低，但是在多种肾脏
疾病模型中，例如糖尿病肾病和急性肾小球肾炎的

动物模型中，均可发现 ｍｉＲＮＡ２１表达升高，肾脏发
生纤维化改变［２８２９］。已有大量研究表明，ＴＧＦβ１可
上调ｍｉＲＮＡ２１的表达；在敲除ＴＧＦβ１的糖尿病模
型中，ｍｉＲＮＡ２１的表达减少，肾脏纤维化程度减
轻［３０］。因此，ｍｉＲＮＡ２１可成为改善纤维化相关疾
病的重要靶点；在敲除 ｍｉＲＮＡ２１的小鼠模型中也
进一步证实，敲除 ｍｉＲＮＡ２１后，可抑制肾脏的纤维
化［３１］。也有研究证实，ｍｉＲＮＡ２１的表达是由Ｓｍａｄ３
调控的，Ｓｍａｄ３的激活可以上调 ｍｉＲＮＡ２１的表
达［２９］。此外，ｍｉＲＮＡ２１还可通过其他途径促进肾
脏纤维化，包括：１）ｍｉＲＮＡ２１可抑制肾脏过氧化物
酶体增殖物激活受体 α（Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒα，ＰＰＡＲα）的表达，干扰正常的脂质代
谢，引起肾脏脂质沉积，继而导致肾脏纤维化改

变［３１］；２）激活肾脏中哺乳动物雷帕霉素靶蛋白
（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）复合物 １
（ｍＴＯＲＣ１），促进纤维连接蛋白的表达，引起肾脏纤
维化［３２］。此外，在 ＳＴＺ诱导的糖尿病小鼠中发现，
沉默ｍｉＲＮＡ２１后，可改善小鼠的系膜扩张、肾间质
纤维化及巨噬细胞浸润，减少蛋白尿以及抑制肾脏

的纤维化和炎性反应基因的表达［３３］。

ｍｉＲ２９是另一个被广泛研究的ｍｉＲＮＡｓ，ｍｉＲ２９
家族中包括ｍｉＲ２９ａ、ｍｉＲＮＡ２９ｂ和 ｍｉＲ２９ｃ３个成
员，其所有成员均具有相同的序列并且都可结合到

相同的目标基因，在临床试验和动物实验中均发现

ｍｉＲＮＡ２９具有抗纤维化作用，还可抑制 ＴＧＦβ１的
转录［３４］。在正常肾脏和肺中 ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达较
高，但当肾脏和肺发生纤维化改变时，ｍｉＲＮＡ２９ｂ的
表达明显降低［３５３６］。在单侧输尿管梗阻（Ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ
ｕｒｅｔｅｒａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）小鼠模型中，肾脏出现纤
维化改变，同时 ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达降低；而在敲除
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Ｓｍａｄ３的ＵＵＯ小鼠模型中，肾脏纤维化程度明显减
轻，ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达也明显升高，因此Ｓｍａｄ３可抑
制ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达［３６］。由于 ｍｉＲＮＡ２９ｂ可直接
作用于 Ｉ／ＩＩＩ／ＩＶ型胶原蛋白、纤维连接蛋白和弹性
蛋白的３′端非翻译区，抑制其表达；在糖尿病肾病小
鼠模型中，将ｄｂ／ｄｂ小鼠过表达ｍｉＲＮＡ２９ｂ后，其蛋
白尿明显减少，胶原蛋白和纤维连接蛋白表达减少，

肾脏纤维化程度明显减轻［３７］。

因此，ｍｉＲＮＡ２１及ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达与ＤＮ肾
脏纤维化具有密切联系，ｍｉＲＮＡ２１及ｍｉＲＮＡ２９ｂ可
作为治疗ＤＮ的潜在靶点。在台湾的 ＤＮ患者中发
现，其血清中的 ｍｉＲＮＡ２１含量明显高于正常对照
组，而ｍｉＲＮＡ２９ｂ含量明显降低；随着疾病的进展，
ｍｉＲＮＡ２１的表达逐渐提高，ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达逐渐
降低；所以血清中的 ｍｉＲＮＡ２１及 ｍｉＲＮＡ２９ｂ的含
量可作为ＤＮ的进展期间的生物标志物［３８］。

糖肾方作为临床上治疗ＤＫＤ的经验方，课题组
前期研究已经证明其通过抑制 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号
通路改善 ＳＴＺ加单侧肾切除大鼠肾脏纤维化［３９］。

本研究发现，给予糖肾方干预１２周后，ｄｂ／ｄｂ小鼠
肾脏皮质中 Ｓｍａｄ３的磷酸化程度降低，Ⅰ型胶原和
纤维连接蛋白及 ｍＲＮＡ表达的下调，肾脏纤维化明
显减轻，表明糖肾方可减轻 ＤＮ的肾脏纤维化保护
肾脏功能。

综上所述，糖肾方可抑制 ｄｂ／ｄｂ小鼠肾脏 ＴＧＦ
β１／Ｓｍａｄ３信号通路的表达，可能通过下调 ｍｉＲＮＡ
２１的表达，同时上调 ｍｉＲＮＡ２９ｂ的表达，显著减轻
肾脏纤维化进展保护肾脏功能。
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（上接第１３４６页）
仁和肾络微型瘕辨证方法的应用规范进行调整修

正，对其进一步量化。从而使辨证量表较为精确、客

观、全面。并且对吕仁和肾络微型瘕辨证方法的

应用规范进行效度和信度的校验，为临床应用提供

客观依据。
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