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雷公藤甲素上调 ()*+, 抑制 , 型糖尿病肾病的氧化
应激状态
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H.= I'*-2 ()*+,f JKRZJ?@R:H；:RWMHJR] LHZBK?ZWJB6；BS>WL >HIWL7RW@]H@@I

糖尿病肾病（:RWMHJR] 9R:LH6 :RIHWIHT *4*）是

,型糖尿病（J6ZH , :RWMHJHI >H@@RJSIT ^,*F）最常见的

微血管并发症之一，为引发终末期肾功能衰竭的首

要原因g-$,h。研究表明，我国成人糖尿病患病率逐年

增高，目前糖尿病患者人数已近 -.-=" 亿，预计至

,%=% 年患者人数将超过 -.O 亿。这些患者中超过 -8=

的患者有可能发展为 *U 以及肾功能衰竭等，因此

*4* 一直是 ^,*F 患者致残和致死的重要原因之

一g=$&h。研究提示糖脂代谢紊乱所引起的氧化应激是

^,*F 多种并发症的共同机制之一。线粒体活性氧

cKHW]JR`H ?a67HL IZH]RHIT )EDe生成过多与多种 ^,*F

并发症发生存在关联g#$'h。线粒体是高糖诱导 )ED 产

生的重要部位。一方面，高血糖首先引起细胞内线

粒体 )ED 生成增加，导致线粒体功能障碍进而活化

氧化应激通路而引发组织损伤；另一方面，血糖升

高时三羧酸循环生成大量还原性电子载体，使为

)ED 生成提供电子的中间物质存在时间延长，也促

进了 )ED 的生成g3$Oh。雷公藤甲素（JKRZJ?@R:HT^(e是目

前已知的可以从中药雷公藤中分离出的活性最高
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的环氧化二萜内酯化合物! 也是雷公藤的主要有效

药用成分之一。雷公藤甲素具有免疫抑制、抗炎及

抗肿瘤等生物活性"#$%&'。近年研究结果显示 () 治疗

*+* 也具有一定效果，推测 () 主要是通过调控氧

化应激相关通路来完成",$%%'。因此，本研究旨在从 ()

调控氧化应激角度进一步研究 () 对 *+* 的改善

作用，并探讨其作用的分子机制。

! !"#$%

%-% !"#$% 雷公藤甲素购自中国国家药品

生物制品检定所。.*/0 抗体购自 12314 公司，肾小

球系膜细胞实验室自留。*565 培养基、胎牛血清

和胰蛋白酶购买自 7839:;< 公司。*$葡萄糖购买自

天津索罗门生物科技有限公司。人肾小球系膜细胞

（7.5=>）购自中国科学院典型培养物保藏委员会

细胞库。

%-0 &'(" ++$?8小鼠 @&只和 =AB小鼠 %A只

购买自北京华阜康科技股份有限公司。C 周龄，雄

性，体质量（00!%-D）E。

%-@ &')*

%-@-% 实验分组 小鼠在恒定室温和湿度条件下

适应性喂养 % 周后，++$?8 小鼠随机分为 0 组，每

组 %A 只，分别为模型组和 () 干预组。=AB 小鼠作

为对照组。各组分笼喂养，保持自由饮水和标准饮

食，定期消毒。()干预组采用灌胃的方法，每天 %次，

0&& !EFGEFH，连续灌胃 %0 周。对照组和模型组给予

等量生理盐水灌胃 %0 周。

人肾小球系膜细胞使用 %DI& 基础培养基和浓

度为 AJ的胎牛血清配制完全培养基，置于恒温 @&"，

AJ=K

0

的恒温培养箱中进行培养。正常生长的人肾

小球系膜细胞接种于 D孔板培养 0I L 后，分为 @ 组，

即继续普通培养基培养的对照组、培养基中给予

@& 44:9FM *N葡萄糖培养 0I L 的高糖组及 @& 44:9F

M*N葡萄糖和 ()（%& !EFM）共同处理 0I L 的干预组。

%-@-0 病理学检查 于小鼠模型造模后 %0 周，@O

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，无菌条件下取出各组小

鼠肾脏组织，%&J多聚甲醛固定 IC L，石蜡包埋，从

肾脏组织中心部位连续切片，切片厚度为 I !4，行

苏木精$伊红（76）染色，倒置相差显微镜下观察肾

脏组织的形态学改变。

%-@-@ 氧化应激因子检测 小鼠模型造模后 %0 周，

@J戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，无菌条件下取出各

组小鼠肾脏组织，充分研磨消化后离心，@ &&& PF4Q;

离心 %& 4Q;取上清液。人肾小球系膜细胞加入&-0AJ

胰酶消化后，血清中止消化，收集细胞，% &&& PF4Q;

离心 C 4Q;，将培养液吸净后加入 A&& !M &-&% 4:9FM

)RS，混匀制成细胞悬液，使用细胞超声仪中进行

细胞破碎，每次 A >，连续 0& 次，间隔 %& >，总取样

量为 0&& !M。根据 6MTS? 试剂盒说明书进行操作，

酶标仪测定并计算丙二醛（519:;HQ19H<L8H<，5*?）

含量和超氧化物歧化酶（>UV<P:WQH< HQ>4UX1><! SK*）

活性。

%-@-I 硫氧还蛋白过氧化物酶 0（)<P:WQP<H:WQ;$0，

).*/0）蛋白检测 采用 Y<>X<P; 29:X 检测方法。收

集各组小鼠肾脏和各组细胞，提取蛋白后 ,A "变性

B 4Q;，取上清和 51PG<P 分别上样，于 %&J的 S*S$

)?Z6 凝胶电泳分离，转膜至硝酸纤维素膜，含

A& EFM 脱脂奶粉 (RS( 封闭后，以 ).*/0 和 "$

13XQ; 抗体 I "孵育过夜，洗膜，辣根过氧化物酶标

记的二抗室温孵育 % L，6=M 显影，凝胶成像系统分

析。实验重复 @ 次。

%-@-A 免疫荧光检测 .KS 分析试剂盒（R<8:XQ4<

RQ:X<3L;:9:E8 =:-MXH，S&&@@$%，中国上海）是一种利

用荧光探针 *=[7$*? 检测细胞内 .KS 水平的试

剂盒。根据说明书进行染色分析。

%-I 统计学分析 采用 S)SS %D-& 统计软件分析数

据（TR5 公司，美国），数据以 !"# 表示，组间比较采

用单因素方差分析，!\&-&A表示差异有统计学意义。

" &'

0-% *+* +,-./012 观察 76 染色结果

显示，对照组小鼠肾脏肾小球形态规则，无明显肾

小球基底膜增厚及其他明显病变；模型组可见小鼠

肾脏肾小球体积略增大，肾小球基底膜明显增厚、

系膜基质增生，部分肾小球内皮细胞呈空泡变，而

() 治疗后的小鼠肾脏肾小球的上述病理改变均有

不同程度改善（图 %）。

0-0 *+* +,-.3456789:; 6MTS?

检测结果显示，模型组小鼠肾脏组织 SK* 活性明显

低于对照组（图 0?，!\&-&A），5*? 含量明显高于对

照组（图 0R，!\&-&A）。相对于模型组，经 () 干预，小

鼠肾脏组织中 SK* 活性提高，5*? 含量有所减低

（图 0）。

0-@ *+* +,-. ).*/0 9<=>? Y<>X<P;

( ! )*+,-./0123

#$% ! &'( )*+,'*-*%$./- *01(+2/3$*4 *5 )*61( %-*)(+6-$ $4 (/.'

%+*6,

=AB ++$?8 ++$?8]()

姚晶瑞，等-雷公藤甲素上调 ).*/0 抑制 0 型糖尿病肾病的氧化应激状态!
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! ! "#"#$%&'()*+,-./012

$%& ! "'( ())(*+, -) ". -/ -0%12+%3( ,+4(,, %/ '562/ 6(,2/&%27 *(77,

! 8 ".3 9:%4$5+,-./012

$%& 8 "'( ())(*+, -) ". -/ -0%12+%3( ,+4(,, %/ 6-5,( ;%1/(<

! = ".6 >:%4$5 .?>@8789:12

A%& = "'( ())(*+, -) ". -/ .?>@8 B4-+(%/ (0B4(,,%-/ 7(3(7, %/

6-5,( ;%1/(<

!"#$ 结果显示，模型组 %&'() 表达量明显低于对照

组，而干预组明显高于模型组，见图 *。

+,- !"#$%&'()*+,-./01 高

糖组细胞中 &./ 的产生明显高于对照组，而经 0%

干预后，人肾小球系膜细胞中 &./的产生减少（图

-1）。234/1 检测结果显示，高糖组细胞 /.' 活性明

显低于对照组（图 -5，!67,78），9'1 含量明显高于

对照组（图 -:，!67,78）。相对于模型组，经 0% 干预，

人肾小球系膜细胞中 /.' 活性有所升高，9'1 含

量有所减少（图 -5、-:）。

+,8 !"#$%&'( %&'(+/2345 ;<=$<>?

!"#$结果显示，人肾小球系膜细胞经高糖诱导后细胞

中 %&'(+蛋白表达量明显低于对照组（图 8，!67,78）；

但高糖组细胞经 0% 干预后，细胞中 %&'(+ 蛋白表

达量明显增加（图 8，!67,78）。
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! !"

雷公藤是一个有着悠久历史的中药。!" 作为雷

公藤的主要活性成分之一，具有多种生物活性，其

最初提取于雷公藤的根，目前已知其具有抗氧化、

抗类风湿、抗老年性痴呆症、抗癌等功效。随着相关

领域对 !#$% 及其多种并发症研究的不断深入，近

年来有学者提出 !" 对于 $&' 具有治疗价值，具有

潜在地改善肾脏损伤的能力()*+),-。'&' 肾脏一般首

先发生损伤的为内皮细胞. 随后引起毛细血管通透

性增加.蛋白等成分漏出至肾小球囊.继而刺激壁层

上皮细胞增生()/-。本研究小鼠模型肾脏的病理特征

也支持此结论；研究中 '&' 组小鼠出现肾小球体

积略增大，肾小球基底膜明显增厚、系膜基质增生，

部分肾小球内皮细胞呈空泡变性，而经 !" 治疗后

的肾小球上述病理改变有不同程度改善。研究报道

!" 可能通过调控 '&' 肾脏组织氧化应激状态而发

挥治疗作用()0+)1-。因此本研究亦从 !" 调控氧化应激

角度进一步研究了 !" 对 '&' 的改善作用，并探讨

其作用的分子机制。

既往有研究选取新诊断未接受任何治疗措施的

!2'% 患者进行研究，发现机体的氧化应激程度在

单纯的 !2'% 病理背景下即表现出增高的特征(34-；

葡萄糖不耐受个体可以通过自我调节完成纠正或

者成功代偿. 最终保持机体的总抗氧化能力尚维系

在正常范围内()4+)5-；但是随着胰岛素抵抗指数以及

体质指数的增高机体的氧化应激水平表现出明显

的增高趋势，提示肥胖、胰岛素抵抗等在破坏 !2'%

患者氧化应激稳态过程中也发挥着重要作用()4+)5-。

'&' 的存在又常常与胰岛素抵抗等因素重叠存

在()6+27-，因而 '&' 患者群体普遍存在氧化应激稳态

失衡状况()6+2)-。临床上使用多种血生化指标来间接

反映机体氧化应激状态，比如超氧化物歧化酶 89'

可以消除生物体在新陈代谢过程中产生的有害物

质，是生物体内重要的抗氧化酶。89' 已被证实是

生物体内清除自由基的首要物质，同多种器官组织

的氧化应激状态关联密切(22+2,-。%': 是自由基引起

的脂质过氧化过程中生成的一种醛类物质，可以作

为交联剂促进核酸、蛋白质及磷脂的交联，从而改

变生物大分子的功能，因此临床也常常通过检测血

清 %': 含量来反映脂质过氧化程度(2/+2;-。本研究体

内外实验结果均显示，与相应对照组相比，'&' 小

鼠模型组肾脏中和人肾小球系膜细胞高糖刺激模型

组细胞中均存在 89' 活性明显下降、%': 含量明

显增加现象，而 !" 干预后，较模型组相比，!" 干预

可明显升高 89' 活性和降低 %': 含量，说明 !" 确

实能抑制 '&' 肾脏组织中的氧化应激现象。

"<'=2 属于过氧化物酶家族的成员，具有利用

硫氧化物还原酶作为电子供体来还原过氧化氢，清

除细胞内活性氧分子，维持机体氧化还原平衡的功

能。"<'=2 已经被发现能够通过多种信号途径参与

氧化应激过程，特别是在不同病理背景下，机体出

现代谢过旺，由此引发的缺氧环境使 <98 增多，为

了能够在高水平活性氧环境中生存，细胞就必然需

要增加抗氧化剂，因而出现了包括 "<'=2 蛋白在

内的相关因子表达变化(2>+24-。既往研究提示，"<'=2

过表达可以保护氧化应激诱导的胰腺 ! 细胞凋亡，

减少糖尿病发生的危险性。'&' 等多种病理过程中

的氧化应激状态变化与 "<'=2 表达及相关通路存

在联系.如 "<'=2 可经 "?,&@:&! 通路参与调控肿

瘤发展以及治疗中的氧化应激过程，又比如其可以

通过 ABC@!+DECFBGB 信号通路调控结肠癌细胞的氧

化应激状态以及通过调控一些微小 <H: 来影响肿

瘤的氧化应激状态等(25+,7-。本研究体内外实验结果

显示，与相应对照组相比，'&'小鼠模型组肾脏中和

人肾小球系膜细胞高糖刺激模型组细胞中均存在

"<'=2 蛋白表达水平明显下调，但经!" 干预处理

后，与模型组相比，"<'=2蛋白表达量被明显增加，说

明 !" 处理能够上调 "<'=2 表达，从而增强细胞抵

抗高氧化应激状态的能力，有利于维持肾脏组织细

胞内正常的氧化还原状态。

因此，本研究通过体内外实验结果推测 !" 很

可能可以通过上调肾脏组织中 "<'=2 的蛋白表达

水平来抑制了组织细胞中的氧化应激状态，从而减

轻 '&' 的肾脏损伤程度。本研究探讨了 !" 通过上

调 "<'=2 改善肾小球系膜细胞氧化应激状态的分

子机制，为 !" 的进一步临床应用提供了实验室依

据。但本研究在实验设计方面尚存在不足之处，若

能够在 !" 作用人肾小球系膜细胞中下调 "<'=2

的蛋白表达水平，观察在 "<'=2 表达被下调的情

况下，!" 是否失去了抑制氧化应激状态的能力，将

会增加本研究结果的说服力。但本研究也提供了未

来深入探讨 !" 用于治疗 '&' 及其他疾病的药理

作用及其分子机制的研究方向。
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