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摘要 目的： 探讨人工发酵虫草菌粉对糖尿病大鼠肾脏白细胞介素17（IL-17）、p38 MAPK和NF-κB表达的影响。方法：雄性SD大鼠45只，随机选择15只为正常对照组（NC组），其余30只大鼠通过一次性尾静脉注射链脲佐菌素（STZ，45 mg/kg）诱导建立糖尿病模型，造模成功的28只大鼠随机分为糖尿病组（DM组）和人工发酵虫草菌粉治疗组（虫草组，1 g/(kg·d），每组各14只。虫草组给予每日1次人工发酵虫草菌粉溶液灌胃，NC组和DM组给予等体积生理盐水灌胃。18周末取材。计算肾重指数，检测血尿素氮（BUN）、肌酐（Scr）、24 h尿微量白尿蛋白（24 h UMA）。HE染色观察肾脏组织形态学变化；Masson染色观察肾脏纤维化程度；电镜观察各组大鼠肾小球超微结构改变；免疫组化法比较各组大鼠肾脏IL-17、p38 MAPK、NF-κB的表达水平。结果：(1) DM组肾重指数、BUN、Scr、24 h UMA较NC组明显升高，虫草组肾重指数、BUN、Scr、24 h UMA较DM组明显降低。(2) DM组肾脏纤维化明显，虫草组大鼠肾脏纤维化较DM组明显减轻。(3)电镜下，DM组大鼠肾小球毛细血管基底膜增厚，部分足细胞突起融合，系膜细胞增生；虫草组大鼠肾小球病变较DM组明显减轻。(4) DM组肾脏IL-17、p38 MAPK、NF-κB表达均显著上升，人工发酵虫草菌粉干预降低了肾脏IL-17、p38 MAPK、NF-κB的表达。结论：肾脏IL-17、p38 MAPK和NF-κB表达增多在糖尿病肾病发病过程中起到重要作用。人工发酵虫草菌粉可能通过减少肾脏IL-17、p38 MAPK、NF-κB的表达来改善糖尿病肾病。
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Abstract  Objective: To investigate the effect of artificial fermentation cordyceps -powder on the expression of interleukin (IL)-17, p38 MAPK, NF-κB in kidneys of diabetic rats. Methods: A total of 45 male SD rats were randomly divided into normal control group (NC, n =15) and experimental group (n =30). Diabetes was induced by tail vein injection with streptozotocin (STZ, 45 mg/kg). The well-established 28 diabetic model rats were then randomly divided into diabetes group (DM, n =14) and artificial fermentation cordyceps powder administration group (CM, n =14). The rats in group CM were given administration of artificial fermentation cordyceps powder by gavage with a single dose of 1 g/(kg·d )for 18 weeks, while NC group and DM group were given 0.9% NaCl in the same way. All rats were sacrificed after 18 weeks. The ratios of kidney/body weight were calculated. Blood urea nitrogen (BUN), creatinine (Scr) and 24-hour urine albumin(24 h UMA) were detected. The pathological changes in kidneys were studied by HE staining under electron microscope. The degree of renal fibrosis was evaluated by Masson staining. The expression of IL-17, p38 MAPK, NF-κB in kidneys was detected using immunohistochemistry. Results: （1）The blood BUN, Scr and 24 h UMA were significantly higher in group DM than in group NC, and those in group CM were lower compared with group DM.（2） Renal collagen fibers proliferation significantly increased in group DM compared with in group NC, and those in group CM significantly decreased compared with group DM. （3） In group DM, Irregular thicking of glomerular basement membrane, fusion of epithelial cells foot processes and mesangial expansion were observed by electron microscope. The above-mentioned pathological changes were improved in group CM. （4） The expressions of IL-17, p-p38 MAPK, NF-κB in the kidneys significantly increased in group DM than in group CM, and those in group CM were significantly lower than group DM. Conclusion: The increasing expression of IL-17, p38 MAPK, NF-κB in kidneys play a potential role in diabetic nephropathy. Artificial fermentation cordyceps powder can improve diabetic nephropathy through inhibiting the expression of IL-17, p38 MAPK, NF-κB in kidneys.
Key words  diabetes mellitus；artificial fermentation cordyceps power； IL-17；p38 MAP；NF-κB；rat
糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）是糖尿病最常见的慢性并发症之一，是导致终末期肾功能衰竭的主要原因。近来，越来越多的证据表明炎症和免疫因素在DN的发生和发展过程中起到重要作用。IL-17的主要生物学效应是促进炎性反应，其异常表达与慢性炎性疾病、自身免疫性疾病有着密切的关联。IL-17与受体结合后，通过活化丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）和核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）发挥其生物学活性[1-2]。DN发病过程中，IL-17是否影响p38 MAPK活化和NF-κB表达，尚无相关研究。人工发酵虫草菌粉是从新鲜冬虫夏草菌中分离所得的虫草菌，经人工发酵培育而得的天然虫草替代品，具有与天然虫草相似的有效成分。研究发现，人工发酵虫草菌粉对糖尿病肾病有治疗作用，但是其发挥作用的具体分子机制目前还不明确[3-4]。本研究采用STZ诱导的糖尿病大鼠，观察IL-17、p38 MAPK与DN发病的关系；同时，观察人工发酵虫草菌粉干预对糖尿病大鼠肾脏IL-17、p38 MAPK、NF-κB表达的影响，为临床应用其防治DN提供一定的理论依据。
1 材料与方法

1.1 动物模型的建立与分组  雄性SD大鼠45只，随机选择15只为正常对照组（NC组），其余30只大鼠通过一次性尾静脉注射链脲佐菌素（STZ，45 mg/kg）诱导建立糖尿病模型，造模成功的28只大鼠随机分为糖尿病组（DM组）和人工发酵虫草菌粉治疗组[虫草组，1g/(kg·d）]，每组各14只。虫草组给予每日一次人工发酵虫草菌粉（金水宝，江西济民可信药业有限公司惠赠）溶液灌胃，NC组和糖尿病组给予等体积生理盐水灌胃。自成模之日起，每日上午9时虫草组大鼠每日1次灌胃服用药物。NC组和DM组每日1次生理盐水灌胃。

1.2 标本采集  全部动物于成模后18周处死。动物处死前留取24 h尿，用于尿微量白蛋白（UMA）的测定。称量体质量后，大鼠均由股动脉放血处死，所获血标本离心后分离血清，-20 ℃保存，备用。剖开大鼠腹腔取肾脏，分别称量两侧肾脏重量。切取左侧肾脏肾皮质约1 mm2大小的组织块3～4块置于电镜固定液中，4℃冰箱保存。右侧肾置于10%中性福尔马林中固定，用于苏木素–伊红染色（HE）、MASSON染色和免疫组化染色。
1.3 生化指标的测定  血糖用罗氏血糖仪检测；分别测定血BUN（脲酶连续监测法）、血Scr（苦味酸法）、24 h UMA（免疫比浊法）。

1.4 病理学检测 大鼠肾脏石蜡包埋后，5 μm厚连续切片，于65 ℃温箱烘干，常温保存备用。HE染色观察肾脏病理学变化。

1.5  MASSON染色观察肾脏纤维化程度  肾组织中胶原纤维呈绿色。用图像采集系统以40×物镜采集图像，采用Image-Pro Plus 6.0对图像中的胶原纤维进行累积光密度（integrated optical density，IOD）分析，每张载片随机采取图像5副，取其平均值作为每张结果。IOD值越高表明其纤维化程度越强。

1.6 透射电镜标本制作和检测  肾组织经2.5%戊二醛-多聚甲醛固定，1%四氧化锇后固定，乙醇逐级脱水，Epon812环氧树脂包埋。瑞典LKB-V型超薄切片机半薄切片（1 μm），定位找到肾小球后进行超薄切片（厚度50～70 nm）。醋酸铀、柠檬酸铅染色，透射电镜观察并拍照。每组 n=3。

1.7肾脏IL-17、p-p38 MAPK、NF-κB检测  IL-17A、NF-κB（P65）抗体购自Santa Cruze，p-p38 MAPK抗体购自Sigma公司，SP-9001免疫组化检测试剂盒、DAB显色试剂盒由北京中衫金桥生物技术有限公司提供。免疫组化采用卵白素-生物素复合技术（ABC法）。结果判定：阳性反应为组织呈棕黄色着色。每种免疫组化均设不加抗体的阴性对照，结果为阴性。组织表达的半定量测定：用图像采集系统以40×物镜摄取图像，采用Image-Pro Plus 6.0对图像中的阳性反应部位进行IOD分析，每张载片随机采取图像5副，取其平均值作为每张的结果。IOD值越高表明其免疫组化信号越强。

1.8 统计学处理  实验数据均以
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表示，统计分析软件采用SAS9.12统计软件包，对各指标采用单因素方差分析，组间两两比较采用snk法进行。P<0.05表示有统计学意义。

2  结果

2.1 一般情况 各组大鼠在造模后至处死前均有自然死亡，至18周末NC组、DM组、虫草组存活大鼠数分别为11只、9只、9只。

2.2  生化指标结果 18周末，DM组血糖、BUN、Scr、24 h UMA较NC组明显升高（P <0.05），体质量较NC组明显降低（P <0.05）；虫草组血糖与DM组差异无统计学意义，BUN、Scr、24 h UMA较DM组明显降低（P <0.05），但仍高于NC组（P <0.05），体质量与DM组差异无统计学意义（表1）。
表 1各组大鼠18周末血糖、体质量、BUN、Scr、24 h UMA比较（
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Tab 1 Comparison of blood glucose, body weight, BUN, Scr and 24 h UMA in the end of 18 weeks among every rat groups(
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)
	组别
	n
	血糖/
（mmol/L）
	18周末体质量/
g
	肾重/体质量
/（g/kg）
	BUN/
（mmol/L）
	Scr/
（µmol/L）
	24 h UMA/
(mg/24 h)

	虫草组
	9
	28.38±3.63*▲
	209.79±15.96*▲ 
	4.32±0.36*▲
	12.55±0.93*▲
	118.67±5.86*▲
	1.36±0.28*▲

	DM组
	9
	29.54±3.85*
	205.28±14.77* 
	6.68±0.45*
	18.26±1.20*
	188.72±6.69*
	3.85±0.76*

	对照组
	11
	5.53±0.82
	392.43±19.30
	3.65±0.36
	8.03±0.88
	92.16±4.33
	0.68±0.11


与正常对照组相比，*P<0.05；与DM组相比，▲P<0.05
2.3各组大鼠肾脏病理学变化   光镜下NC组大鼠肾小球、肾小管的形态、结构正常。DM组大鼠可见局灶性肾小球体积增大，并可见弥漫性近端肾小管上皮细胞空泡样变性。虫草组大鼠肾小球、肾小管病理改变较DM组稍减轻（图1）。
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图1 大鼠肾脏HE染色 （×400）

Fig 1 Results of hematoxylin and eosin stain in rat kidneys (×400)
2.4电镜观察肾脏超微结构   NC组大鼠肾小球毛细血管基底膜均匀一致；足细胞突起结构清晰，足突分布均匀。DM组大鼠可见肾小球毛细血管基底膜增厚，基底膜样物质均匀增多；部分足细胞突起融合；系膜区系膜基质、系膜细胞增生，系膜区明显扩大。虫草组大鼠可见肾小球毛细血管基底膜局部轻度增厚；系膜区系膜基质轻度增生；局部足细胞突起轻度融合（图2）。
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NC组                 DM组                 虫草组
图2各组大鼠电镜肾脏超微结构（×12 000）
Fig 2 Ultrastructure of kidneys by electron microscopy among every rat groups（×12 000）
2.5  MASSON染色  NC组大鼠肾小球和肾小管无胶原纤维沉积。DM组大鼠肾小球、肾小管间质有明显的胶原纤维沉积。虫草组大鼠肾小球、肾小管间质胶原纤维沉积较DM组明显减轻（图3）。
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图3 大鼠肾脏MASSON染色 （×400）

Fig 3 Results of MASSON stain in rat kidneys(×400)
虫草组、DM组和NC组大鼠肾脏MASSON染色图像IOD值分别为：3969.3±635.2、16571.5±1343.3、307.2±63.6。DM组和虫草组大鼠肾脏胶原纤维含量较NC组明显增多（P<0.05），但虫草组大鼠肾脏胶原纤维含量较DM组明显减少（P<0.05）。
2.6  各组大鼠肾脏IL-17、p-p38 MAPK、NF-κB表达水平的比较  NC组大鼠肾脏无IL-17表达；DM组大鼠的肾小管上皮细胞和肾小球内有少量IL-17表达；虫草组大鼠肾小管上皮细胞和肾小球内的IL-17表达均较DM组减少（图4）。
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图4 大鼠肾脏IL-17表达 （免疫组化染色 ×400）

Fig 4 The expression of IL-17 in rat kidneys(immunohistochemistry stain ×400)
NC组大鼠远曲小管上皮细胞有少量p-p38 MAPK、NF-κB表达，肾小球内无表达；DM组大鼠的肾小管上皮细胞p-p38 MAPK、NF-κB表达量明显增多，肾小球内p-p38 MAPK、NF-κB有明显的表达；虫草组大鼠肾小管上皮细胞和肾小球内的p-p38 MAPK、NF-κB表达均较DM组减少（图5、6）。
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图5 大鼠肾脏p-p38 MAPK表达 （免疫组化染色 ×400）
Fig 5 The expression of p-p38 MAPK in rat kidneys(immunohistochemistry stain ×400)
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图6 大鼠肾脏NF-κB表达（免疫组化染色 ×400）

Fig 6 The expression of NF-κB in rat kidneys(immunohistochemistry stain ×400)
统计分析结果显示：DM组和虫草组大鼠的肾皮质IL-17、p-p38 MAPK、NF-κB表达量均高于NC组（P<0.05）；虫草组大鼠肾皮质IL-17、p-p38 MAPK、NF-κB表达较DM组均明显降低（P<0.05，表3）。

表2 各组大鼠肾脏IL-17、p38 MAPK、NF-κB表达水平比较（IOD,
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Tab 2 The expression of IL-17, p38 MAPK and NF-κB in kidneys among every rat groups (IOD,
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	组别
	n
	IL-17
	p-p38 MAPK
	NF-κB

	虫草组
	9
	 864.3±186.9*▲
	  6 463.5± 1 273.4*▲
	  5 235.5± 1 312.8*▲

	DM组
	9
	2 323.0±472.0*
	19 584.2± 3 346.3*
	16 956.7± 3 165.6*

	对照组
	11
	257.8±59.5
	1 656.7±  352.9
	2 927.4±  832.1


与正常对照组相比，*P<0.05；与DM组相比，▲P<0.05
3 讨论

DN是以肾小球系膜细胞增生，细胞外基质增多、肾小球基底膜增厚等病理生理改变以及肾小球硬化为主要特征的病变，发病机制复杂。目前普遍认为DN是肾小球血液动力学改变、糖代谢紊乱、氧化应激、炎症因素与遗传易感性等多因素共同作用的结果，其发生机制至今尚未完全阐明。目前针对DN的治疗主要是控制血糖、控制血压、改善肾脏微循环等，但疗效欠佳。因此，开展DN发病机制的研究，为治疗DN提供新的思路与手段，具有重要的临床意义和社会价值。

本实验采用STZ诱导的糖尿病大鼠，糖尿病大鼠发病18周后，24 h尿微量白蛋白排出量显著高于正常对照组，肾重/体重指数明显增高，肾脏电镜显示：肾小球毛细血管基底膜增厚，基底膜样物质均匀增多；部分足细胞突起融合；系膜区系膜基质、系膜细胞增生，系膜区明显扩大。以上说明，成模18周的SD大鼠已经出现了DN的表现。

IL-17是主要来源于Th17细胞的细胞因子，在炎症和免疫调节中均起到重要的作用[5]。一些研究发现，成模4周的糖尿病大鼠，肾小管表达IL-17增多，肾小球没有IL-17表达[6]；成模12周的糖尿病大鼠肾小管和肾小球IL-17表达均明显增多[7]；成模4月的糖尿病db/db小鼠肾脏表达IL-17、IL-23均增多[8]。然而，近来Mohamed等[9]研究发现，给予糖尿病db/db小鼠低剂量IL-17治疗能预防糖尿病肾病的发病，与以上实验的结果存在争议。本实验结果发现，成模18周时，糖尿病大鼠肾皮质IL-17表达水平升高，提示IL-17可能促进了DN的发生。实验也发现，经人工发酵虫草菌粉干预后，糖尿病大鼠肾功能改善，尿蛋白减少，肾脏纤维化减轻，肾脏病变明显减轻，同时大鼠肾脏IL-17表达降低。MAPK是细胞内普遍存在的具有丝氨酸和苏氨酸双重磷酸化能力的蛋白激酶，能使细胞以一种快速且受调节的形式对细胞外信号产生反应，在炎症反应、神经发育、细胞凋亡等过程中发挥重要作用。p38 MAPK作为MAPK中主要的蛋白激酶，能与细胞内其他信号通路之间相互作用，是细胞内信号传递系统的交汇点或共同通路，在机体应激和炎症反应调控中发挥极其重要的作用[10]。通常认为磷酸化的p38 MAPK（p-p38 MAPK）可反映p38 MAPK的活性。NF-κB是细胞内一种具有多向性调节作用的核转录因子, 在细胞的信号传递和基因的诱导表达过程中起重要作用, 参与多种炎症性细胞因子和/或趋化因子的产生、成纤细胞的增生分化、细胞外基质交联及细胞凋亡等过程。研究证实，p38 MAPK和NF-κB在DN发病过程中均发挥重要的作用[11-13]。
本实验发现，糖尿病大鼠肾皮质p-p38 MAPK、NF-κB表达水平升高。提示IL-17可能通过p38 MAPK和NF-κB途径促进了DN的发生和发展。本实验证实，经人工发酵虫草菌粉干预后，大鼠肾脏病变改善的同时，肾脏p-p38 MAPK、NF-κB表达均明显降低。

综上所述，人工发酵虫草菌粉能降低肾脏IL-17的表达，并且抑制肾脏p38 MAPK活化、减少NF-κB表达，延缓了糖尿病肾病的发展。
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