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雷公藤甲素对糖尿病肾病小鼠肾足细胞

自噬及调亡的影响

唐小铁　徐　洁　王丽媛　于　洋　崔学彬　孙维言
（武汉科技大学附属普仁医院肾内科，武汉，４３００８１）

摘要　目的：探讨雷公藤甲素对糖尿病肾病（ＤＮ）小鼠肾足细胞自噬及调亡的影响。方法：选择小鼠６０只，随机分为 ＤＮ
组和雷公藤甲素组各３０只，光镜下观察各组肾组织病理学改变情况，观察肾功能变化情况，对其行行威廉姆斯肿瘤蛋白１
（ＷＴ１）免疫组化染色，观察足细胞情况，透射电镜观察足细胞自噬情况，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肾组织中 Ｐｏｄｏｃｉｎ、Ｌｃ３、
Ｂａｘ及Ｃａｓｐａｓｅ３的表达情况。结果：ＰＡＳ染色结果显示，ＤＮ组小鼠系膜基质明显增多，雷公藤甲素组小鼠系膜基质明显
减少。ＷＴ１免疫组织化学染色显示，雷公藤甲素组肾足细胞数量比ＤＮ组明显增多。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，与ＤＮ组小
鼠比较，雷公藤甲素组Ｐｏｄｏｃｉｎ表达明显增加，ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ比值明显上升，凋亡相关蛋白Ｂａｘ及 Ｃａｓｐａｓｅ３表达明显减少
（Ｐ＜００５）。结论：雷公藤甲素可减轻足细胞损伤，延缓ＤＮ的进展，可ＤＮ的治疗起到参考价值。
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　　糖尿病（ＤｉａｂｅｔｉｃＭｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是最常见的一种
慢性疾病，随着全球环境污染加重及居民生活饮食

习惯改变，ＤＭ患病率逐年增高［１２］。糖尿病肾病

（ＤｉａｂｅｔｉｃＮｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是 ＤＭ最常见的并发症
之一，且其早期无明显临床状态，易被漏诊，随着病

情进展，会出现肾功能不全，并最终进展为肾功能衰

竭的终末期，患者预后极差［３４］。在 ＤＮ早期及时确
诊，并进行针对性的治疗，可及时控制病情发展，因

此预防及治疗 ＤＮ的发生及发展意义重大［５］。ＤＮ
患者肾小球疾病病理改变时，足细胞会出现损伤，若

未及时有效治疗，将诱发足细胞凋亡，导致足细胞功

能失调［６］。自噬是一种在ＤＮ发生及发展过程中起
重要作用的防御机制，其可能是足细胞维持自身动

态平衡的重要机制［７］。雷公藤甲素是中药雷公藤植

物根的提取物，可治疗多种肾小球疾病［８］。本研究

通过观察雷公藤甲素干预小鼠肾足细胞自噬及调亡

情况，探讨其可能的分子机制，为中医预防及治疗

ＤＮ提供依据。
１　材料与方法
１１　材料
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１１１　动物　选用８周龄雄性健康小鼠６０只，均
购于北京华阜康生物科技股份有限公司 ［动物批准

号：ＳＣＸＫ（京）２０１８０００９］，饲养于清洁级实验
室中在 （２２±２）℃室温下，保持敷料干燥，所有小
鼠自由摄食饮水摄食，适应性喂养 １周后开始
实验。

１１２　药物　雷公藤甲素（上海融禾医药科技发展
有限公司，生产批号：１８０１１３）。
１１３　仪器与试剂　切片机（天津天利航空机电有
限公司，型号：ＯＰＪ１Ｂ）、电子天平（日本岛津，型号：
ＡＥＬ４０ＳＭ）、血糖仪（长沙三诺生物传感技术有限公
司公司，型号：ＧＡ７）、显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ，型
号：ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７１）、ＰＣＲ仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司，型号：ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌＴｉｍｅ）、电泳仪（美国
ＢｉｏＲａｄ公司，型号：ＢｉｏＲａＤ）；兔抗小鼠 Ｂａｘ抗体
（生产批号：２０１８０４０７）及 Ｌｃ３抗体生产批号：
２０１８０３１１）均购于上海研谨生物科技有限公司、
Ｐｏｄｏｃｉｎ抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，生产批号：
２０１８０２０８）、Ｃａｓｐａｓｅ３活性测定试剂盒（北京奥维亚
生物技术有限公司，生产批号：２０１８０４１２），链尿佐菌
素（ＳＴＺ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司，生产批号：２０１８０２０３），
尿白蛋白测定试剂盒（生产批号：２０１８０３１５）和尿肌
酐测定试剂盒（生产批号：２０１８０３２２）购于美国 Ｅｘｏ
ｃｅｌｌ公司，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及凝胶电泳试剂（南京凯基生
物有限公司，生产批号：２０１８０２１３）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将６０只健康小鼠采用随
机数字表法分为 ＤＮ组和雷公藤甲素组，每组 ３０
只。禁食但不禁水１２ｈ后，对小鼠注射ＳＴＺ（５５ｍｇ／
ｋｇ），连续注射１周，检测小鼠空腹血糖，当空腹血糖
≥１３８ｍｍｏｌ／Ｌ，则ＤＭ模型构建成功。
１２２　干预方法　雷公藤甲素组给予 ２００μｇ／
（ｋｇ·ｄ）剂量的雷公藤甲素灌胃，ＤＮ组给予等量的
０９％氯化钠溶液灌胃，２组小鼠均连续１２周。
１２３检测指标与方法
１２３１　小鼠肾组织形态学观察　１２周后将各组
小鼠麻醉后，颈椎脱臼法处死后，取肾脏组织切成小

块，０３％戊二醛和 １％的四氧化锇进行固定，梯度
丙酮脱水进行石蜡包埋，切片机切片（厚度５μｍ），
然后ＰＡＳ染色，镜下观察染色情况，肾小球基膜、系
膜基质及纤维蛋白等呈紫红色即为 ＰＡＳ阳性物质，
细胞核呈浅蓝色。

１２３２　足细胞数量变化观察　采用 ＷＴ１免疫组
织化学染色法观察足细胞数量变化情况：取肾脏组

织切成小块，石蜡包埋，切片机切片（厚度２μｍ），柠
檬酸盐高温修复，加入滴加一抗 ＷＴ１（稀释比例
１∶５００），４℃下过夜后，加入二抗（１∶１０００稀释），
２０℃下孵育１５ｍｉｎ，取 ＤＢＡ试剂盒中的 Ａ、Ｂ、Ｃ试
剂加至切片显色，显色后用纯净水洗掉，终止显色，

苏木素复染，中性树胶封片，从各组肾组织切片选取

３０个完整肾小球，光镜进行观察，并对 ＷＴ１阳性细
胞和足细胞计数。

１２３３　足细胞自噬情况观察　１２周后将各组小
鼠麻醉后，颈椎脱臼法处死后，剪取其少量肾皮质，

放入冷处理后的２５％戊二醛中固定，并在固定液
中将组织切成小块（约 １ｍｍ３），ＰＢＳ漂洗 ３次后，
１％饿酸固定 １ｈ，ＰＢＳ再漂洗 ３，采用 ９０％丙酮
（３０％、５０％、７０％、８０％、９０％、１００％）进行梯度脱
水，环氧树脂包埋，切片机切片（６０ｎｍ），柠檬酸铅
染色后 ｄｄＨ２Ｏ冲洗３次，醋酸铀染色，透射电镜下
观察肾小球足细胞自噬情况。

１２３４　Ｐｏｄｏｃｉｎ、Ｌｃ３、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ表达情况　
　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测小鼠肾组织中 Ｐｏｄｏ
ｃｉｎ、Ｌｃ３、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ表达情况：采用改良异硫氰
酸胍法提取总蛋白，－８０℃下冻存，将总蛋白溶入
等体积的缓冲液中煮沸１０ｍｉｎ，经聚丙烯酰胺凝胶
电泳进行分离蛋白，然后转印到 ＰＶＤＦ膜上，然后在
封闭液中摇动１ｈ，加入一抗（稀释度：Ｐｏｄｏｃｉｎ、Ｌｃ３、
Ｂａｘ及Ｃａｓｐａｓｅ３均为１∶５００）孵育，４℃下过夜。二
抗孵育（１∶２０００稀释）２ｈ，免疫荧光增强法显色，
Ｐｏｄｏｃｉｎ、Ｌｃ３、Ｂａｘ及 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达量与 β
ａｃｔｉｎ的灰度比值表示。
１３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１９０（ＳＰＳＳＩｎｃ，Ｃｈｉ
ｃａｇｏ，ＩＬ，ＵＳＡ）统计软件进行数据分析，计量资料以
均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，不同组间比较采用 Ｆ检
验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　不同组小组肾组织形态情况　ＰＡＳ染色结果
显示，ＤＮ组小鼠系膜基质明显增多。见图１Ａ。雷
公藤甲素组小鼠系膜基质明显减少。见图１Ｂ。

图１　不同组小鼠肾组织（ＰＡＳ染色，×４００）
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表１　不同组小鼠肾组织相关蛋白相对表达水平情况（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３０）

组别 Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｐｏｄｏｃｉｎ ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ

ＤＮ组 ０７８３±００１８ ０９０６±００４７ ０３３２±００４５ ０２０５±００１４
雷公藤甲素组 ０３６５±００３５ ０６５７±００２７ ０８０７±００２３ ０９１２±００２７

ｔ值 １３１２７ １７１４３ １４３０５ １９５２８
Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１

２２　不同组小鼠足细胞数量及自噬情况　ＷＴ１免
疫组织化学染色结果显示，雷公藤甲素组小鼠足细

胞数量明显比ＤＮ组小鼠增加。见图２。透射电镜
观察结果显示，ＤＮ组小鼠内质网损伤比雷公藤甲
素组明显，且呈空泡样变。见图３Ａ、图３Ｃ。自噬体
数量明显比雷公藤甲素组减少。见图３Ｂ、图３Ｄ。

图２　不同组小鼠肾组织足细胞情况
（ＷＴ１免疫组织化学染色，×４００）

图３　不同组小鼠透射电镜观察足细胞情况

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾组织相关蛋白表达情况Ｂａｘ、
　　Ｂｃｌ２、ｐ６２及ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ蛋白表达印迹图

　　注：１～２为雷公藤甲素组，３～４为ＤＮ组

２３　不同组小鼠肾组织 Ｐｏｄｏｃｉｎ、Ｌｃ３、Ｂａｘ及
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达情况　与 ＤＮ组比较，雷公藤
甲素组Ｐｏｄｏｃｉｎ表达明显增加，ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ比值明
显上升，凋亡相关蛋白Ｂａｘ及Ｃａｓｐａｓｅ３表达明显减

少（Ｐ＜００５）。见表１，图４。
３　讨论

中医学认为，ＤＮ属于消渴证范畴，患者在“消
渴症，水肿”作用下，会伤及肾络肾体，从而引起肾

脏功能的失调，其基本病机为本虚标实，其中本虚为

五脏阴阳气血虚亏，肾为之根本，标实为湿阻、痰凝、

血瘀，毒气瘀结，伤及肾络［９１０］。肾小球足细胞是一

种终末分化细胞，是肾小球滤过膜的最后屏障，但其

再生能力非常有限，在 ＤＭ等应激因素的影响下，
ＤＮ患者体内大量受损的细胞器及蛋白积聚在足细
胞内，对其产生毒性作用，导致足细胞损伤，并发生

凋亡，因此ＤＮ进展的明显特点为足细胞减少，足细
胞损伤是其明显的标志［１１１２］。

ＤＮ早期会出现足细胞损伤情况，并贯穿于 ＤＮ
生理病理整个活动过程中［１３］。本研究结果显示，

ＤＮ组小鼠系膜基质明显增多，雷公藤甲素组小鼠
系膜基质明显减少，说明 ＤＭ小鼠肾脏组织存在较
严重的病理损伤。雷公藤甲素具有抗炎及免疫抑制

等作用，炎性反应会贯穿于ＤＮ发展过程中，通过雷
公藤甲素治疗可防止炎性反应过度激活，改善系膜

基质增生情况，从而改善肾组织损伤。

自噬是细胞在相关蛋白和基因调控下维持细胞

内环境稳定的一种生命现象［１４］。正常状态时，自噬

活性水平较低，当受到细胞内代谢压力及细胞外营

养成分变化、生长因子等刺激时，其会被大量激

活［１５］。目前关于自噬与肾脏疾病的研究是医学界

的热点之一，相关研究表明，自噬对足细胞损伤具有

一定保护作用［１６］。ＷＴ１是一种足细胞核蛋白，是
足细胞特异性标志之一，可反应足细胞数量变化情

况［１７］。本研究结果显示，ＤＮ组小鼠的足细胞数量
明显比雷公藤甲素组小鼠减少，透射电镜观察结果

显示，雷公藤甲素组自噬体数量明显比 ＤＮ组小鼠
增多，ＤＮ组小鼠内质网损伤明显，并呈空泡样变。
这是因为ＤＮ小鼠在高糖等应激因素刺激下，其足
细胞足突会增宽、变短及回缩，从而发生融合，乃至

消失，而足细胞缺失会影响肾小球滤过屏障，导致肾

小球硬化。雷公藤甲素可保护并修复ＤＮ小鼠肾足
细胞损伤，减少足突融合，抑制肾足细胞的凋亡，通
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过激活肾足细胞自噬活性，从而稳定足细胞的功能

与结构，达起到保护肾脏的作用。

ＬＣ３是公认的自噬体标记蛋白，在自噬中起重
要作用，包括ＬＣ３Ｉ和ＬＣ３ＩＩ两型，其对自噬体膜延
长、自噬体膜与其他膜结构的融合及自噬体运载其

他物质的过程中起到重要的作用［１８］。Ｃａｓｐａｓｅ蛋白
是一种在细胞凋亡过程中最易被活化的天冬氨酸蛋

白水解酶，在细胞生长、分化等过程中其重要作

用［１９］。Ｂａｘ是一种凋亡相关蛋白，可起到促细胞凋
亡作用，其会激活下游Ｃａｓｐａｓｅ３并协同促进细胞凋
亡［２０２１］。Ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白是维持足细胞结构与功能的
主要分子，可保障肾小球滤过膜的完整性，可作为足

细胞损伤的重要标志物［２２］。本研究结果显示，雷公

藤甲素组 Ｐｏｄｏｃｉｎ表达比 ＤＮ组明显增加，ＬＣ３ＩＩ／
ＬＣ３Ｉ比值明显上升，凋亡相关蛋白Ｂａｘ及 Ｃａｓｐａｓｅ
３表达明显减少（Ｐ＜００５）。这是因为雷公藤甲素
可上调Ｐｏｄｏｃｉｎ蛋白表达，从而维持足细胞结构和
功能稳定，并对Ｂａｘ蛋白的同二聚体产生进行抑制，
将Ｂａｘ蛋白具备的促细胞凋亡作用阻断，从而下调
Ｂａｘ的表达，进而减少 Ｃａｓｐａｓｅ３的大量激活，从而
阻断足细胞凋亡，同时雷公藤甲素可上调 ＤＮ小鼠
足细胞自噬水平，并会伴随ＬＣ３Ｉ向ＬＣ３ＩＩ转换。

综上所述，对ＤＮ小鼠给予雷公藤甲素治疗，可
减轻足细胞损伤及缺失，维持足细胞的功能和数量，

并保障足细胞的自噬性，可为 ＤＮ的防治提供的理
论依据。
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