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山楂叶总黄酮调控肾组织p38MAPK信号通路干预
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  摘 要:目的 探讨山楂叶总黄酮调控糖尿病肾病大鼠肾组织氧化应激损伤的作用和机制。方法 35
 

只

SD雄性大鼠随机分为正常对照组和模型组,模型组给予高脂饮食及链脲佐菌素(STZ)腹腔注射建立糖尿病大

鼠模型。成模的大鼠随机分为糖尿病肾病组、厄贝沙坦组、山楂叶总黄酮组,分别于实验第4、8、12周测体质

量、24
 

h尿蛋白定量,12
 

周后处死大鼠,留取血标本分别检测尿素氮、肌酐、三酰甘油、一氧化氮、丙二醛和超氧

化物歧化酶水平,HE及 Masson染色观察肾脏病理改变,免疫组化检测肾组织p38MAPK、p-p38MAPK蛋白

的表达。结果 山楂叶总黄酮能改善糖尿病肾病模型鼠一般情况、体质量,减少尿蛋白,与糖尿病肾病组相比,
山楂叶总黄酮组大鼠肾组织病理损害明显减轻,血清尿素氮、肌酐、三酰甘油等指标明显改善(P<0.05),一氧

化氮、超氧化物歧化酶水平增加(P<0.05),同时丙二醛水平显著降低(P<0.05),肾组织p38MAPK、p-
p38MAPK蛋白水平下调(P<0.05)。结论 山楂叶总黄酮可能通过抑制氧化应激对糖尿病肾病进展起积极

作用,并可能通过调控糖尿病肾病肾组织p38MAPK信号转导通路,改善氧化应激对肾组织的损伤。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effects
 

and
 

mechanism
 

of
 

hawthorn
 

leaves
 

flavonoids
 

(HLF)
 

for
 

reg-
ulating

 

the
 

oxidative
 

stress
 

injury
 

in
 

renal
 

tissue
 

of
 

diabetic
 

nephropathy
 

rats.Methods Thirty-five
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

(CON
 

group)
 

and
 

model
 

group.The
 

model
 

group
 

was
 

given
 

the
 

high
 

fat
 

diet
 

and
 

streptozotocin
 

(STZ)
 

by
 

abdominal
 

cavity
 

injection
 

for
 

establishing
 

the
 

diabetic
 

rat
 

model.The
 

modeled
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

diabetic
 

kidney
 

disease
 

(DKD)
 

group,irbesartan
 

(IRB)
 

group
 

and
 

HLF
 

group.The
 

body
 

weight
 

and
 

24
 

h
 

urinary
 

protein
 

levels
 

were
 

measured
 

at
 

4,8
 

and
 

12
 

weeks
 

of
 

experiment
 

respectively.The
 

rats
 

were
 

sacrificed
 

after
 

12
 

weeks.The
 

blood
 

samples
 

were
 

taken
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

urea
 

nitrogen,creatinine,triglyceride,nitric
 

oxide,malondialdehyde
 

and
 

superoxide
 

dis-
mutase.The

 

renal
 

pathologic
 

changes
 

were
 

observed
 

by
 

HE
 

and
 

Masson
 

staining.Immunohistochemistry
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

p38MAPK
 

and
 

p-p38MAPK.Results HLF
 

could
 

improve
 

the
 

gen-
eral

 

condition
 

and
 

body
 

weight,and
 

reduced
 

urinary
 

protein
 

in
 

the
 

diabetic
 

nephropathy
 

model
 

rats.Compared
 

with
 

the
 

diabetic
 

nephropathy
 

group,the
 

pathological
 

damages
 

of
 

renal
 

tissue
 

in
 

the
 

HLF
 

group
 

were
 

signifi-
cantly

 

alleviated,the
 

indicators
 

of
 

serum
 

urea
 

nitrogen,creatinine,triglyceride,etc.were
 

significantly
 

improved
 

(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

nitric
 

oxide
 

and
 

superoxide
 

dismutase
 

were
 

increased
 

(P<0.05),meanwhile
 

the
 

malondialdehyde
 

level
 

was
 

significantly
 

decreased(P<0.05),and
 

the
 

levels
 

of
 

renal
 

tissue
 

p38MAPK
 

and
 

p-p38MAPK
 

protein
 

were
 

down-regulated
 

(P<0.05).Conclusion HLF
 

may
 

play
 

an
 

active
 

role
 

in
 

the
 

pro-
gression

 

of
 

diabetic
 

nephropathy
 

by
 

inhibiting
 

oxidative
 

stress,and
 

improve
 

the
 

injury
 

of
 

oxidative
 

stress
 

on
 

renal
 

tissue
 

by
 

regulating
 

renal
 

tissue
 

p38MAPK
 

signal
 

transduction
 

pathway
 

in
 

diabetic
 

nephrapathy.
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  糖尿病肾病(DKD)作为糖尿病的主要微血管并

发症,在世界范围内的患病人数不断增长,已成为导

致终末期肾脏病的重要原因之一[1]。中医药治疗糖

尿病肾病具有独特优势,创新中药开发及其作用机制
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研究是目前的研究热点。山楂叶总黄酮(HLF)具有

明显的抗氧化、调节血脂等生物学活性以及保护2型

糖尿病大鼠、改善链脲佐菌素(STZ)所致糖尿病肾病

肾功能减退等药理学作用[2-4]。近年山楂叶总黄酮在

调血脂、降血糖、抗脑缺血等方面的研究取得了极大

进展,但对糖尿病肾病的影响及其分子机制的研究甚

少。本研究拟通过复制2型糖尿病肾病大鼠模型,给
予山楂叶总黄酮治疗干预后,观察大鼠肾功能、p38

 

丝

裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)信号通路、氧化应激

损伤等指标的变化特点,探讨山楂叶总黄酮对糖尿病

肾病肾组织氧化应激损伤的作用和机制,从而为山楂

叶总黄酮治疗糖尿病肾病提供基础证据,为糖尿病肾

病的靶向治疗提供新思路。
1 材料与方法

1.1 实验动物与主要药品试剂 清洁级雄性SD大

鼠,体质量160~200
 

g[西南医科大学实验动物中心,
许可证号:SYXK(川2013-065)];厄贝沙坦(杭州赛诺

菲安万特民生制药有限公司);山楂叶总黄酮(临沂爱

康药业有限公司);STZ(Sigma公司);血糖试纸(美国

强生公司);即用型ABC试剂盒、DAB显色试剂盒(武
汉博士德公司);生物素化羊抗兔IgG(Carlsbad公

司);兔抗大鼠p38MAPK和p-p38MAPK多克隆抗

体(北京博奥森生物技术有限公司)。
1.2 方法

1.2.1 大鼠模型建立与分组 35只雄性SD大鼠适

应性喂养1周,随机分为正常对照组8只,模型组27
只,模型组以高糖高脂饲料喂养4周后,给予STZ

 

40
 

mg/kg一次性腹腔注射;正常对照组以基础饲料喂

养,腹腔注射枸橼酸盐缓冲液。3
 

d后测随机血糖≥
16.7

 

mmol/L为糖尿病模型造模成功,大鼠24
 

h尿

量大于造模前50%及24
 

h尿蛋白排泄大于30
 

mg为

糖尿病肾病模型制备成功。将筛选后造模成功的24
只糖尿病肾病大鼠随机分为糖尿病肾病组、山楂叶总

黄酮组、厄贝沙坦组,每组8
 

只,山楂叶总黄酮组及厄

贝沙坦组分别给予山楂叶总黄酮200
 

mg/kg、厄贝沙

坦17.5
 

mg/kg灌胃治疗,正常对照组及糖尿病肾病

组给予等量蒸馏水灌胃。药物干预12
 

周后,处死各

组大鼠,取肾脏及血液标本。肾脏组织固定于4%中

性多聚甲醛液,经脱水、透明及包埋后制成石蜡块,其
余组织冻存于-80

 

℃冰箱中备用。
 

1.2.2 观察指标
 

1.2.2.1 一般状态 观察大鼠的精神状态、饮水量、
体毛、体质量、二便及活动情况等,第4、8、12

 

周称体

质量并记录。
1.2.2.2 24

 

h尿蛋白定量检测 第4、8、12
 

周分别

收集大鼠24
 

h尿液,用考马斯亮蓝G-250法检测尿蛋

白水平。
 

1.2.2.3 血清生化指标 采用全自动生化分析仪检

测血尿素氮(BUN)、血肌酐(Scr)、三酰甘油(TG)、一

氧化氮(NO)、丙二 醛(MDA)和 超 氧 化 物 歧 化 酶

(SOD)水平。
1.2.2.4 肾组织病理形态学 肾脏组织经脱水,石
蜡包埋切片后行HE及 Masson染色镜下观察。
1.2.2.5 免疫组化 按照免疫组化试剂盒操作步骤

进行,采用ABC法,肾组织石蜡切片脱蜡至水后,热
修复抗原,山羊血清封闭非特异抗原,分别滴加稀释

的p38MAPK(1∶150)、p-p38MAPK抗体(1∶100)
后4

 

℃过夜,次日滴加二抗、ABC复合物,DAB显色

后脱水、透明、封片。光镜下出现棕黄色颗粒为阳性

信号。用Image-Pro
 

Plus图像分析软件,统计阳性细

胞占全体细胞的百分比。
1.3 统计学处理 用SPSS19.0软件行统计学分析。
计量资料以x±s表示,两组间比较采用t检验,多组

间数据比较采用方差分析,以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 山楂叶总黄酮对大鼠一般情况、体质量的影

响 糖尿病肾病大鼠出现进食、饮水、尿量增多,活动

迟缓,精神萎靡,体态消瘦,皮毛晦暗等变化,山楂叶

总黄酮治疗组以上情况均有不同程度的改善。与正

常对照组比较,糖尿病肾病组大鼠体质量在第4
 

周开

始明显减轻(P<0.01);与糖尿病肾病组比较,山楂叶

总黄酮组及厄贝沙坦组大鼠体质量第4
 

周后显著增

加(P<0.05)。见表1。
表1  山楂叶总黄酮对大鼠体质量的影响(x±s,g)

 

组别 n 4周 8周 12周

正常对照组 8 345.75±16.23 420.60±15.42 489.90±15.51

糖尿病肾病组 8 298.27±12.57* 275.38±11.37* 266.97±13.14*

厄贝沙坦组 8 324.74±13.29# 344.65±9.17# 368.86±18.27#

山楂叶总黄酮组 8 321.72±11.94# 348.86±7.78# 360.25±8.36#

  注:与同时间点正常对照组比较,*P<0.01;与同时间点糖尿病肾

病组比较,#P<0.05

2.2 山楂叶总黄酮对大鼠24
 

h尿蛋白定量的影响 
从实验第4

 

周起,糖尿病肾病组大鼠24
 

h尿蛋白水平

较正常对照组明显升高(P<0.01),并随着时间的延

长尿蛋白水平逐渐增加。与糖尿病肾病组大鼠相比,
厄贝沙坦组、山楂叶总黄酮组第4周后24

 

h尿蛋白定

量显著降低
 

(P<0.05)。见表2。
 

表2  山楂叶总黄酮对各组大鼠尿蛋白定量

   的影响(x±s,mg/24
 

h)
 

组别 n 4周 8周 12周

正常对照组 8 11.58±0.96 13.89±0.82 16.31±1.82

糖尿病肾病组 8 62.25±11.93* 82.49±14.37* 94.53±13.97*

厄贝沙坦组 8 39.15±7.86# 43.85±8.52# 47.63±9.89#

山楂叶总黄酮组 8 41.09±8.37# 44.18±5.17# 47.12±6.45#

  注:与同时间点正常对照组比较,*P<0.01;与同时间点糖尿病肾

病组比较,#P<0.05
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2.3 山楂叶总黄酮对大鼠血清BUN、Scr、TG、NO、
MDA、SOD的影响 与正常对照组比较,糖尿病肾病

组血清BUN、Scr、TG、MDA水平均明显升高(P<
0.01),NO、SOD水平明显下降(P<0.01)。与糖尿

病肾病组相比,厄贝沙坦组、山楂叶总黄酮组BUN、
Scr、TG、MDA水平明显降低(P<0.05),NO和SOD
显著增加(P<0.05)。见表3。

 

表3  山楂叶总黄酮对大鼠BUN、Scr、TG、NO、MDA和SOD的影响(n=8,x±s)

组别
BUN

(mmol/L)
Scr

(μmol/L)
TG

(mmol/L)
NO

(μmol/L)
MDA

(nmol/mL)
SOD
(μg/mL)

正常对照组 6.08±0.3 48.78±8.17 0.66±0.37 33.67±3.82 8.75±2.1 78.57±13.13
糖尿病肾病组 11.85±0.89* 78.17±7.92* 2.69±1.05* 19.82±3.16* 14.68±2.2* 40.18±5.79*

厄贝沙坦组 8.54±0.74#
 

56.08±12.57# 1.47±0.62# 27.08±3.13# 10.7±2.31# 70.23±8.01#

山楂叶总黄酮组 10.35±1.28# 62.51±6.43# 1.31±0.68# 25.23±4.56# 11.1±1.68# 67.92±6.84#

  注:与正常对照组比较,*P<0.01;与糖尿病肾病组比较,#
 

P<0.05

2.4 山楂叶总黄酮对肾组织病理形态的影响 HE
及 Masson染色后,光镜下正常对照组肾组织未见明

显异常。糖尿病肾病组大鼠肾小球系膜细胞增生,系
膜区增宽,基底膜增厚,肾小管上皮细胞见空泡样变

性,肾间质炎性细胞浸润。与糖尿病肾病组比较,山
楂叶总黄酮组大鼠肾脏组织病理损伤明显改善。见

图1、图2。

  注:A为正常对照组;B为糖尿病肾病组;C为厄贝沙坦组;D为山

楂叶总黄酮组

图1  大鼠肾脏苏木精-伊红染色组织形态学特点(×200)

  注:A为正常对照组;B为糖尿病肾病组;C为厄贝沙坦组;D为山

楂叶总黄酮组

图2  大鼠肾脏 Masson染色组织形态学特点(×400)

2.5 山楂叶总黄酮对大鼠肾脏组织p38MAPK、p-
p38MAPK蛋白表达的影响 免疫组化结果显示:正
常 对 照 组 大 鼠 肾 组 织 中 有 少 量 p38MAPK、p-
p38MAPK表达;糖尿病肾病组大鼠p38MAPK、p-
p38MAPK表达呈强阳性,与正常对照组比较,差异有

统计学意义(P<0.05)。而厄贝沙坦及山楂叶总黄酮

治疗组与糖尿病肾病组相比较,肾组织中p38MAPK、

p-p38MAPK蛋白水平明显减少(P<0.05)。见图3。

  注:A为正常对照组;B为糖尿病肾病组;C为厄贝沙坦组;D为山

楂叶总黄酮组

图3  肾组织中p38MAPK、p-p38MAPK的表达情况

3 讨  论

  目前认为糖尿病肾病的发病机制复杂,涉及遗传

因素、糖代谢紊乱、血流动力学改变、炎症机制、细胞

因子等多种因素环节,氧化应激参与和促进了糖尿病

肾病的发生和发展。在高血糖环境中,内皮细胞来源

的各种因素诱导体内活性氧(ROS)生成过多,超过抗

氧化物质的清除能力,体内聚集的ROS诱导肾固有

细胞发生氧化应激,并且激活胞内p38MAPK等相关

信号通路,活化后的p38MAPK可通过多种途径参与

细胞应激、炎性反应和凋亡,进一步促进糖尿病肾病

的发生、发展[5-7];抑制p38MAPK信号通路后,可以

明显减少糖尿病肾病的蛋白尿,减轻巨噬细胞、T细

胞的浸润和炎性介质的释放,最终延缓糖尿病肾病的
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进展[8-9]。研究发现糖尿病肾病时高血糖及代谢紊乱

使机体处于氧化应激状态,氧化应激诱导激活的

p38MAPK使细胞凋亡因子半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶-3进一步活化引起足细胞凋亡[10]。近年来,山楂

叶总黄酮在糖尿病及其并发症治疗领域中的研究已

取得了一定进展,但涉及糖尿病肾病方面的治疗作用

及其分子机制的研究缺乏。
山楂叶总黄酮是指从山楂树叶中提取的具有多

种药理学作用的黄酮类化合物的总称。山楂叶总黄

酮在治疗氧化应激引起的疾病方面具有相当的潜力。
李素婷等[11]通过探讨山楂叶总黄酮对酒精性肝损伤

小鼠脂质过氧化水平的影响,发现山楂叶总黄酮具有

较强的清除自由基抗氧化能力,可提高内源性抗氧化

剂水平,清除自由基并抑制自由基介导的脂质过氧化

对肝脏的损伤,保护肝细胞结构及功能稳定。苏静

等[12]的研究表明山楂叶总黄酮可降低氧化应激损伤,
抑制肾脏组织细胞凋亡,降低炎性介质水平,对2型

糖尿病大鼠肾脏组织起保护作用。本研究通过建立

糖尿病肾病大鼠模型,观察山楂叶总黄酮干预治疗后

糖尿病肾病大鼠肾功能、氧化应激、p38MAPK信号通

路等指标的变化,发现经山楂叶总黄酮治疗后能够显

著降低BUN、Scr、TG、MDA水平,提高SOD活性,
同时减轻肾组织病理损伤,说明山楂叶总黄酮具有抑

制2型糖尿病肾病大鼠肾组织氧化应激损伤、保护肾

功能的作用。此外,本研究还发现糖尿病肾病模型鼠

肾组织
 

p-p38MAPK蛋白表达水平上调,经山楂叶总

黄酮干预后,肾组织
 

p-p38MAPK 蛋白表达水平下

调,提示山楂叶总黄酮可调控糖尿病肾病肾组织

p38MAPK信号转导通路。
综上所述,山楂叶总黄酮能够减轻糖尿病肾病大

鼠肾脏损害,改善肾功能,其作用机制可能是通过调

控p38MAPK信号转导通路,减轻氧化应激损伤,而
起到明显的糖尿病肾病肾脏保护及延缓病程进展的

作用。
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