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基于 SIRT1/HIF-1α/VLDLr信号通路探讨当归芍药散
改善 db/db 小鼠肾小球硬化的作用机制
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［摘要］ 目的：探讨当归芍药散（DSS）改善 db/db 小鼠肾损伤的可能作用机制。方法：8 周龄的 SPF 级雄性 db/db 小鼠

30 只、db/m 小鼠 6 只，适应性喂养 1 周后，每周检测 db/db 小鼠、db/m 小鼠尿微量白蛋白及血糖，以 db/db 小鼠尿中微量蛋白尿含

量显著高于 db/m 小鼠，且空腹血糖≥16.7 mmol·L-1判定为模型成功，随机将 30 只 db/db 小鼠随机分为模型组，厄贝沙坦（IBN）
组，DSS 低、中、高剂量组（16.77、33.54、67.08 g·kg-1），6 只 db/m 小鼠作为正常组。 IBN 组给予 IBN 0.025 g·kg-1·d-1 灌胃，DSS

低、中、高剂量组分别给予 DSS 16.77、33.54、67.08 g·kg-1·d-1灌胃，正常组及模型组给予等体积生理盐水灌胃，均连续灌胃 8 周。

干预结束后，检测血肌酐（SCr）、尿素氮（BUN）、尿总蛋白（UTP）、甘油三酯（TG）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）评价药物作用

效果，并采用苏木素 -伊红（HE）染色观察肾脏组织病理学变化，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测沉默信息调节因子 1

（SIRT1）、缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α）、极低密度脂蛋白受体（VLDLr）、分化簇 31（CD31）蛋白表达，实时荧光定量聚合酶链式

反应（Real-time PCR）检测 HIF-1α、VLDLr mRNA 水平，免疫组化法观察 HIF-1α及胱天蛋白酶 -3（Caspase-3）的表达及分布。

结果：与正常组比较，模型组小鼠 SCr、BUN、UTP、TG、LDL-C 明显升高；HE 染色可见肾小球硬化，系膜基质增生，毛细血管袢

扭曲、增厚，并存在大量炎症细胞浸润；SIRT1、CD31 蛋白表达明显降低（P<0.05），HIF-1α、VLDLr蛋白及 mRNA 水平明显上升

（P<0.05），免疫组化可见 HIF-1α、Caspase-3 表达明显增多（P<0.05），提示肾脏细胞缺氧、凋亡。与模型组比较，各给药组 SCr、

BUN、TG、LDL-C 明显下降（P<0.05），DSS 中剂量组 UTP 明显改善（P<0.05）；肾组织结构及形态改善，炎症细胞减少，血管未见

透明变性，SIRT1、CD31 蛋白表达明显提升（P<0.05），HIF-1α、VLDLr 蛋白及 mRNA 水平下降（P<0.05），免疫组化提示各给药

组 HIF-1α、Caspase-3 表达明显减少（P<0.05），其中 IBN 组及 DSS 中剂量组改善趋势最为明显（P<0.05）。结论：DSS 可以有效

改善 db/db 小鼠肾小球硬化及脂质沉积，其机制可能与 SIRT1/HIF-1α/VLDLr信号通路有关。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the potential mechanism of Danggui Shaoyaosan （DSS） in ameliorating renal injury 

in db/db mice. Methods：： Thirty 8-week-old specific pathogen-free （SPF）-grade male db/db mice and six db/m mice were 

acclimated for one week. Urinary microalbumin and blood glucose levels were measured weekly in both db/db and db/m mice. 

Successful modeling was determined by significantly higher microalbuminuria in db/db mice compared to db/m mice and a fasting 

blood glucose ≥16.7 mmol·L-1. The 30 db/db mice were randomly divided into five groups： the model group， the irbesartan （IBN） 

group， and three DSS dose groups （low-， medium-， and high-dose DSS groups， administered at 16.77， 33.54， 67.08 g·kg-1·d-1， 

respectively）. Additionally， the six db/m mice served as the normal control group. The IBN group received irbesartan at 

0.025 g·kg-1·d-1 by gavage， while the three DSS groups received DSS at 16.77， 33.54， and 67.08 g·kg-1·d-1 by gavage， 

respectively. The normal and model groups were administered with an equivalent volume of normal saline by gavage. All 

interventions lasted for 8 consecutive weeks. After intervention， serum creatinine （SCr）， blood urea nitrogen （BUN）， urinary total 

protein （UTP）， triglyceride （TG）， and low-density lipoprotein cholesterol （LDL-C） were measured to evaluate the therapeutic 

efficacy of the treatments. Renal histopathological changes were observed with hematoxylin-eosin （HE） staining. Western blot was 

used to detect the protein expression of silencing information regulator 1 （SIRT1）， hypoxia-inducible factor-1α （HIF-1α）， very 

low-density lipoprotein receptor （VLDLr）， and cluster of differentiation 31 （CD31）. Real-time fluorescence quantitative 

polymerase chain reaction （Real-time PCR） was used to detect the mRNA levels of HIF-1α and VLDLr. Immunohistochemistry was 

used to observe the expression and distribution of HIF-1α and Caspase-3. Results：： Compared to the normal group， the model 

group showed significantly increased SCr， BUN， UTP， TG， and LDL-C. HE staining revealed glomerulosclerosis， mesangial 

matrix hyperplasia， capillary loop distortion and thickening， with extensive inflammatory cell infiltration. Protein expression of 

SIRT1 and CD31 significantly decreased （P<0.05）， while HIF-1α and VLDLr protein and mRNA levels increased （P<0.05）. 

Immunohistochemistry showed increased expression of HIF-1α and Caspase-3 （P<0.05）， indicating hypoxia and apoptosis in renal 

cells. In all treatment groups， SCr， BUN， TG， and LDL-C were significantly reduced compared to the model group （P<0.05）， and 

UTP was significantly improved in the medium-dose DSS group （P<0.05）. Renal tissue structure and morphology were improved， 

inflammatory cells were reduced， and no vascular hyaline degeneration was observed. SIRT1 and CD31 protein expression was 

elevated to varying degrees compared to the model group （P<0.05）， while HIF-1α and VLDLr protein and mRNA levels decreased 

（P<0.05）. Immunohistochemistry showed reduced expression of HIF-1α and Caspase-3 in all treatment groups （P<0.05）， with the 

most significant improvement observed in the IBN group and medium-dose DSS group （P<0.05）. Conclusion：： DSS can 

effectively ameliorate glomerulosclerosis and lipid deposition in db/db mice， and its mechanism may involve the SIRT1/HIF-1α/

VLDLr signaling pathway.

［［Keywords］］ diabetic kidney disease； db/db mice； Danggui Shaoyaosan； glucose and lipid metabolism

糖尿病肾病（DKD）作为糖尿病最严重的微血

管并发症之一，已成为全球终末期肾病（ESRD）的
主要病因，严重威胁患者生命质量［1］。现有临床治

疗手段主要集中于血糖控制、降压及减少肾脏蛋白

尿，但对于脂代谢异常驱动的 DKD 进展仍缺乏有效

干预措施，因此亟需开发新的综合防治策略。现代

研究提示，脂质代谢紊乱在 DKD 发生和进展中占据

重要地位［2］。多项临床和动物研究发现，DKD 患者

具有显著的血脂水平升高，包括总胆固醇（TC）、甘
油三酯（TG）和低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、极低

密度脂蛋白（VLDL）［3］。机制上，沉默信息调节因

子 1（SIRT1）/缺氧诱导因子-1α（HIF-1α）信号通路失

衡导致脂代谢重编程，SIRT1 活性降低使 HIF-1α持

续激活，引起氧化应激反应，并进一步促进脂质累

积，导致肾脏细胞的脂毒性损伤［4-5］，这一通路成为

潜在的干预靶点。

DKD 在中医学属“消渴”“水肿”“关格”等范畴，

其病机核心为本虚（肝脾肾亏虚）与标实（湿浊瘀

阻）并存。当归芍药散（DSS）出自东汉张仲景所著

《金匮要略》，该方由当归、白芍、川芎、茯苓、白术、

泽泻 6 味药组成，符合 DSS“补肝脾、化湿浊、活血

瘀”的治法特点。因此，将 DSS 应用于 DKD 治疗，

既体现了中医“病证结合”的辨治优势，又有望通过

综合调节多条致病通路，提高防治效果。本课题组

前期研究表明，DSS 可抑制缺氧高糖条件诱导的肾

小球内皮细胞凋亡，其作用机制可能与靶向 SIRT1

调节 HIF-1α活性有关［6］。本研究拟探讨 DSS 是否

能够通过调节此通路，改善 db/db 小鼠的脂毒性肾

损伤，从而为 DSS 临床应用于 DKD 提供实验依据。

1 材料

1.1　动物     8 周龄的 SPF 级雄性 db/db 小鼠 30 只，

体质量（36±2） g；db/m 小鼠 6 只，体质量（22±2） g，

均由江苏华创信诺医药科技有限公司提供，合格证

号 B202402290007。饲养在河北省中医院实验动物

中心的 SPF 级动物房内，相对湿度（60±5）%，环境温

度（20±2） ℃，自由饮食、喝水。

1.2　伦理     所有动物饲养、实验程序均根据河北省

中医院动物保护与使用委员会相关文件执行，所有
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动物实验均经伦理委员会批准（批件号 IACUC-

HPHCM-2024024）。
1.3　药物     DSS 处方组成为当归 9 g（河北祁新中

药颗粒饮片有限公司，批号 240201），白芍 48 g（河

北美威药业股份有限公司，批号 240302），茯苓 12 g

（承德奇滦中药饮片加工有限公司，批号 240302），
白术 12 g（河北药兴药业有限公司，批号 240105），
川芎 24 g（国药乐仁堂河北中药有限公司，批号

24010810），泽泻 24 g（河北药兴药业有限公司，批号

240301）。饮片均购自河北省中医院中药房，并经

河北中医药大学第一附属医院药学部副主任相聪

坤鉴定均为正品。由煎药室统一煎煮，将上述药材

按比例混合后，置于煎药机内，加入 8 倍体积的纯水

浸泡 1 h，随后煎煮 2 次，将 2 次所得药液合并浓缩，

经无菌过滤后，于 4 ℃条件下保存。

1.4　试剂与仪器     4% 多聚甲醛固定液（兰杰柯科

技有限公司，货号 BL5391）；苏木素 -伊红（HE）染色

试剂盒（碧云天生物技术有限公司，货号 C0105S）；
95% 乙醇、氨水、二甲苯、盐酸（天津市永大化学试

剂 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 1001-0043、1001-1320、

1001-0220、101502-0116）；中性树胶（北京索莱宝科

技有限公司，货号 G8590）；RNA 酶抑制剂、微小

RNA（miRNA）实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）试剂盒（生工生物科技有限公司，货号分

别为 R8061、B532461）；VLDL 受体（VLDLr）抗体、

HIF-1α抗体（美国 Affinity Biosciences 公司，货号分

别 为 DF13667、AF1009）；β - 肌 动 蛋 白（β -actin）、
SIRT1、辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔免

疫球蛋白 G（IgG）多克隆抗体（华安生物科技有限公

司 ，货 号 分 别 为 EM21002、ER130811、HA1001）；
TRIzol 裂解液（赛默飞世尔科技有限责任公司，货

号 15596026）；尿蛋白（UTP）检测试剂盒（石家庄长

江 生 物 实 验 科 技 开 发 有 限 公 司 ，货 号 240225）；
FastKing One-Step gDNA Removal and cDNA 

Synthesis SuperMix（天根生化科技有限公司，货号

KR118）；TG 检测试剂盒、尿素氮（BUN）测试盒、

LDL-C 测定试剂盒（南京建成生物工程研究所，货

号 分 别 为 A1102、C013-2-1、A113-1-1）；血 肌 酐

（SCr）测定试剂盒（贝克曼库尔特商贸有限公司，货

号 OSR61204）；CD31 抗体（武汉普罗汀泰克生物科

技有限公司，货号 28083-1-AP）；厄贝沙坦片（浙江

华海药业股份有限公司，国药准字 H20030016，规格

75 mg/片）。
YP-B 型电子天平（上海力辰仪器科技有限公

司）；TGL-16c 型台式离心机（上海安亭科学仪器厂

号）；BS-200 型全自动生化分析仪（深圳迈瑞生物医

疗电子股份有限公司）；HM32 型切片机（赛默飞世

尔科技有限公司）；E0990 型摊片机（碧云天生物技

术有限公司号）；Tissue-Tek® TEC 6 型包埋机（樱花

医疗科技有限公司）；HP300 型脱水机（达科为生物

技术股份有限公司）；Eclipse Ci-L 型正置白光拍照

显微镜（日本 Nikon 公司）；TC1000-G 型 PCR 基因

梯度扩增仪、D1524R 型高速冷冻离心机（大龙医疗

科技有限公司）；DYCZ-40D 型转膜仪、DYY-6C 型

电泳仪（北京六一生物科技有限公司）。
2 方法

2.1　分组及给药     适应性喂养 1 周后，每周检测

db/db 小 鼠 、db/m 小 鼠 尿 微 量 白 蛋 白 及 血 糖 ，以

db/db 小鼠尿中微量蛋白尿含量显著高于 db/m 小

鼠，且空腹血糖≥16.7 mmol·L-1 判定为模型成功［7］。

随机将 30 只 db/db 小鼠随机分为模型组，厄贝沙坦

组（IBN 组），DSS 低、中、高剂量组，每组 6 只，6 只

db/m 小鼠作为正常组。根据小鼠与人（70 kg）体质

量的剂量换算法，确定小鼠的灌胃剂量，以 DSS 的

低剂量作为临床等效剂量，中剂量和高剂量组分别

为等效剂量的 2 倍和 4 倍。最终，DSS 低、中、高剂

量 组 的 给 药 量 分 别 为 16.77、33.54、67.08 g·kg-1。

IBN 组给予 0.025 g·kg-1·d-1 IBN 灌胃，DSS 各剂量组

分别给予 16.77、33.54、67.08 g·kg-1·d-1DSS 灌胃，正

常组及模型组给予等体积生理盐水灌胃，均连续灌

胃 8 周。

2.2　样本采集     给药 8 周后，各组小鼠经腹腔注射

1% 戊巴比妥钠溶液（40 mg·kg-1）实施麻醉，随后通

过眼球采血获取样本。血液静置 2 h，在 4 ℃条件下

以 3 000 r·min-1（ 离 心 半 径 10 cm，下 同 ）离 心

15 min，分离血清后收集上清液，置于-80 ℃冷冻保

存。随后摘取双侧肾脏，精细剥离周围脂肪与筋膜

组织，用生理盐水冲洗后以滤纸吸干表面水分，记

录肾脏质量。将肾沿纵轴切开，一部分肾皮质组织

置于 4% 多聚甲醛中固定，用于组织病理学光镜观

察及免疫组化检测，其余置于冻存管中放入液氮迅

速冻存后再转移至-80 ℃冰箱保存，用于 Real-time 

PCR 及蛋白免疫印迹法（Western blot）等检测。

2.3　一般情况     观察小鼠的行为活动、体态特征、

精神状况及毛发状态。

2.4　生化指标检测     给药 8 周后，使用小鼠代谢笼

收集 24 h 尿液 ，离心后使用磺基水杨酸法检测

UTP。取材后收集各组小鼠血清使用全自动生化仪
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检测 SCr、BUN、LDL-C，甘油磷酸氧化 -过氧化物酶

（GPO-POD）法检测 TG。

2.5　肾脏组织病理学观察     肾脏组织经石蜡包埋

后切片，经脱蜡及水化处理，分别进行 HE 染色。随

后在光学显微镜下观察各组肾脏组织的病理学变

化，拍摄图像并详细记录观察结果。

2.6　 Western blot 检测小鼠肾组织中 SIRT1、HIF-

1α、VLDLr、分化簇 31（CD31）蛋白水平     取-80 ℃

保存的肾组织，加入裂解液充分匀浆，4 ℃、12 000 r·

min-1离心 10 min 后取上清，蛋白定量法（BCA）测定

蛋白浓度。配制适当浓度分离胶，上样总蛋白 20 

μg，80 V 电泳 35 min（浓缩胶），120 V 电泳 60 min

（分离胶）。电泳结束后，切除多余胶块，将凝胶与

预活化的聚偏二氟乙烯（PVDF）膜按“海绵 -滤纸 -

膜 -胶 -滤纸 -海绵”顺序组装转膜夹。转膜后 5% 脱

脂 牛 奶 封 闭 2 h，β -actin（1∶50 000）、SIRT1（1∶1 

000）、HIF-1α（1∶1 000）、VLDLr（1∶1 000）、CD31（1∶

10 00）一抗 4 ℃孵育，TBST 洗 3 次后孵育 HRP 标记

二抗（1∶50 000）室温 1 h，TBST 洗涤 3 次，每次 45 

min。显影后用 Image J 分析条带灰度值，以 β-actin

为内参计算目标蛋白相对表达量。

2.7　Real-time PCR 检测 HIF-1α、VLDLr mRNA 水

平     取各组肾脏组织 50 mg，加入 TRIzol 试剂充分

匀浆后，加入三氯甲烷离心分层，收集上清液。随

后加入无水乙醇洗涤 RNA 沉淀，最后用无菌无酶水

溶解 RNA，测定其浓度和纯度。RNA 加入逆转录

试剂，按标准反应体系将 RNA 逆转录为 cDNA。

Real-time PCR 检测：以 cDNA 为模板，配制反应体

系，置于 PCR 仪中按照设定程序进行扩增：反应参

数包括 95 ℃预变性 5 min，随后进行 40 个循环的退

火延伸（95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s），最后进行熔解曲线

分 析 。 以 β -actin 作 为 内 参 基 因 ，检 测 HIF-1α、

VLDLr mRNA 的表达水平，将数据归一化后进行统

计学分析。所用引物（HIF-1α、VLDLr）均由生工生

物工程（上海）有限公司合成，引物序列见表 1。

2.8　 免 疫 组 织 化 学 法 检 测 HIF-1α、胱 天 蛋 白 酶

（Caspase）-3    取肾组织经 4% 多聚甲醛固定、石蜡

包埋并切片（4 μm），脱蜡水化后进行热诱导抗原修

复。灭活内源酶活性后封闭非特异性位点，甩掉封

闭液，滴加一抗盖住组织放入湿盒内 4 ℃过夜。阻

断 内 源 性 过 氧 化 物 酶 后 ，用 5% 牛 血 清 白 蛋 白

（BSA）封 闭 30 min，分 别 孵 育 HIF-1α（1∶100）和
Caspase-3（1∶100）一抗 4 ℃过夜，HRP（1∶500）二抗

室温孵育 1 h，二氨基联苯胺（DAB）显色控制反应

时间，染色合适即可终止染色，自来水冲洗。苏木

素复染细胞核 1~2 min。最后脱水透明、中性树胶

封片，显微镜下观察 HIF-1α和 Caspase-3 表达，并拍

照记录，导入 Image J 软件分析，将数据归一化后进

行统计学分析。

2.9　统计学方法     采用 SPSS 26.0、GraphPad Prism 

8.0 软件进行统计分析。对符合正态分布的计量资

料，结果以 x̄ ± s 呈现；当满足方差齐性时，组间差异

采用单因素及重复测量方差分析，多组均数的两两

比较使用最小显著性差异法（LSD）检验；若方差不

齐，进行 Welch's方差分析。不符合正态分布的计量

资料以 M（P25，P75）描述，组间差异比较选用 Kruskal-

Wallis H 检验；在总体差异达到统计学显著性后，进

一步采用 Bonferroni 法校正进行事后两两分析。以

P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　DSS 对 db/db 小鼠一般情况的影响     给药 8 周

后，与正常组比较，模型组小鼠活动度显著降低，聚

集蜷缩，精神萎靡，警觉性差，毛发失去正常光泽。

给药后各组小鼠昼夜节律性活动正常，灵活好动，

运动协调性良好，毛发呈现均匀分布、富有光泽且

紧贴体表，触感柔顺光滑，无肉眼可见的断毛或脱

落区域。

3.2　 DSS 对 db/db 小鼠 TG、LDL-C 指标水平的影

响     与正常组比较，模型组小鼠血清 TG、LDL-C 水

平明显升高（P<0.05）；与模型组比较，各给药组 TG、

LDL-C 水平明显下降（P<0.05）。提示 IBN 与 DSS

均可有效改善 db/db 小鼠脂代谢紊乱。见表 2。

3.3　DSS 对 db/db 小鼠 SCr、BUN、UTP 的影响     与

正常组比较，模型组小鼠血清 SCr、BUN、UTP 水平

明显升高（P<0.05）；与模型组比较，各给药组 SCr、

BUN 明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05），
DSS 中剂量组 UTP 明显降低，差异具有统计学意义

（P<0.05）。见表 3。

表 1　引物序列

Table 1　Primer Sequences

引物

HIF-1α

VLDLr

β-actin

序列（5′-3′）
上游 ACCTTCATCGGAAACTCCAAAG

下游 CTGTTAGGCTGGGAAAAGTTAGG

上游 GGCAGCAGGCAATGCAATG

下游 GGGCTCGTCACTCCAGTCT

上游 GGCTGTATTCCCCTCCATCG

下游 CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

长度/bp

228

177

154
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3.4　DSS 对 db/db 小鼠肾组织的病理改变     HE 染

色结果显示，正常组小鼠肾小球结构完整，毛细血

管袢开放良好，系膜区无扩张，肾小管上皮细胞排

列整齐。模型组肾脏肾小球硬化明显，可见体积显

著增大，系膜基质弥漫性增生，部分毛细血管袢受

压闭塞，间质有大量淋巴细胞和单核细胞浸润。各

个给药组肾脏肾小球体积正常，系膜基质弥漫性增

生减轻，间质炎症细胞浸润有所缓解，未见明显的

肾小球硬化。DSS 对 db/db 小鼠肾组织肾小球硬化

的影响见图 1。

3.5　 DSS 对 db/db 小 鼠 肾 组 织 SIRT1、HIF-1α、

VLDLr、CD31 蛋白表达的影响     与正常组比较，模

型组小鼠 HIF-1α、VLDLr 蛋白表达明显升高（P<

0.05），SIRT1、CD31 蛋白表达明显降低（P<0.05）；与
模型组比较，各给药组 HIF-1α、VLDLr 蛋白表达明

显 降 低（P<0.05），SIRT1 蛋 白 表 达 明 显 升 高（P<

0.05），除 DSS 低剂量组，其他给药组的 CD31 蛋白

表达水平明显升高，差异具有统计学意义（P<0.05），
其 中 IBN 组 、DSS 中 剂 量 组 改 善 更 为 明 显 。 见

表 4、图 2。

3.6　 DSS 对 db/db 小 鼠 肾 组 织 HIF-1α、VLDLr 

mRNA 表达的影响     与正常组比较，模型组小鼠

HIF-1α、VLDLr mRNA 表达明显升高（P<0.05）；与
模型组比较，各给药组 HIF-1α mRNA 表达明显降低

表 3　DSS 对 db/db 小鼠 SCr、BUN、UTP 的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　 Effect of DSS on SCr， BUN， and UTP levels in db/db 

mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

IBN 组

    DSS 低

剂量组

    DSS 中

剂量组

    DSS 高

剂量组

剂量/g·kg-1

0.025

16.77

33.54

67.08

SCr/μmol·dL-1

8.54±0.84

18.19±2.141）

13.37±0.842）

14.49±1.012）

13.66±0.992）

13.88±1.412）

BUN/mmol·L-1

7.41±1.17

15.31±2.891）

8.23±1.082）

9.15±1.992）

9.72±2.682）

10.03±2.142）

UTP/g·L-1

0.53±0.33

1.37±0.661）

0.79±0.28

1.09±0.35

0.60±0.212）

0.93±0.37

表 2　DSS 对 db/db 小鼠 TG、LDL-C 的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　 Effect of DSS on TG and LDL-C levels in db/db mice

（x̄± s，n=6） mmol·L-1

组别

正常组

模型组

IBN 组

DSS 低剂量组

DSS 中剂量组

DSS 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.025

16.77

33.54

67.08

TG

1.87±0.51

3.84±0.661）

2.15±0.502）

2.72±0.392）

2.11±0.302）

2.79±0.612）

LDL-C

2.09±0.98

10.80±1.971）

7.12±2.242）

8.94±0.882）

7.43±1.312）

8.30±1.502）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 3 同）

注：A.正常组；B.模型组；C.IBN 组；D-F.DSS 低、中、高剂量组（图 2-图 4 同）。黄色箭头 .肾小球系膜基质扩张及邻近毛细血管基底膜局部

硬化增厚，形成嗜酸性层状结节，称为 Kimmelstiel-Wilson 结节，是 DKD 的特征性病理改变

图 1　DSS 对 db/db 小鼠肾组织肾小球硬化的影响  （HE，×400）
Fig. 1　Effect of DSS in glomerulosclerosis in renal tissue of db/db mice （HE，×400）

表 4　DSS 对 db/db 小鼠肾组织 SIRT1、HIF-1α、VLDLr、CD31 蛋白的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of DSS on SIRT1， HIF-1α， VLDLr， and CD31 protein expression in renal tissue of db/db mice （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

IBN 组

DSS 低剂量组

DSS 中剂量组

DSS 高剂量组

剂量/g·kg-1

0.025

16.77

33.54

67.08

SIRT1/β-actin

1.01±0.15

0.17±0.021）

0.86±0.122）

0.39±0.102，3）

0.78±0.122，4）

0.46±0.072，3，5）

HIF-1α/β-actin

0.18±0.02

0.98±0.131）

0.40±0.062）

0.80±0.102，3）

0.38±0.052，4）

0.66±0.072，3）

VLDLr/β-actin

0.16±0.02

1.02±0.121）

0.33±0.032）

0.68±0.082，3）

0.33±0.032）

0.56±0.042）

CD31/β-actin

0.97±0.13

0.28±0.021）

0.81±0.102）

0.41±0.083）

0.80±0.132，4）

0.52±0.092，3，5）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05；与 IBN 组比较 3）P<0.05；与 DSS 低剂量组比较 4）P<0.05；与 DSS 中剂量组比较 5）P<0.05

（表 5、表 6 同）
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（P<0.05），IBN 组 和 DSS 中 、高 剂 量 组 VLDLr 

mRNA 表达明显降低（P<0.05），其中 IBN 组、DSS 中

剂量组 HIF-1α、VLDLr mRNA 表达明显下降，差异

具有统计学意义（P<0.05），但二者之间差异无统计

学意义。见表 5。

3.7　DSS 对 db/db 小鼠肾组织 HIF-1α、Caspase-3 的

表达及分布的影响     免疫组化染色显示，HIF-1α在

正常组小鼠肾组织中表达极低，仅背景染色。与正

常组比较，模型组小鼠肾组织中 HIF-1α表达明显增

强（P<0.05），阳性信号主要分布于肾小球及肾小管

上皮细胞细胞质及细胞核，给药干预后，与模型组

比较，各组渗染减少，HIF-1α 表达明显降低（P<

0.05），IBN 组减弱最明显（P<0.05）。见表 6、图 3。

活性 Caspase-3 在模型组肾组织中的表达主要集中

于胞质和核周，呈颗粒状或弥漫性染色。与模型组

比较，各给药组阳性信号强度减弱，HIF-1α表达明

显降低（P<0.05），DSS 中、高剂量组减弱最明显

（P<0.05）。见表 6、图 4。

4 讨论

DKD 是糖尿病最常见的微血管并发症之一，以

进行性肾功能减退、蛋白尿和肾小球硬化为主要特

征［8］。DKD 的发病机制涉及多因素相互作用，其中

表 5　 DSS 对 db/db 小 鼠 肾 组 织 HIF-1α、VLDLr mRNA 表 达 的 影

响  ［M（P25，P75），n=3］

Table 5　 Effect of DSS in HIF-1α and VLDLr mRNA expression 

in renal tissue of db/db mice ［M（P25，P75），n=3］

组别

正常组

模型组

IBN 组

    DSS 低

剂量组

    DSS 中

剂量组

    DSS 高

剂量组

剂量

/g·kg-1

0.025

16.77

33.54

67.08

HIF-1α

  1.14（0.88，1.19）
58.69（58.35，61.83）1）

  4.52（3.46，4.55）2）

12.89（12.05，14.80）2，3）

  3.72（3.59，4.12）2，4）

10.79（10.50，11.15）2，3，5）

VLDLr

    1.07（0.96，1.08）
283.66（279.14，290.02）1）

  20.55（17.26，24.91）2）

268.35（263.18，282.37）3）

  25.90（22.78，28.34）2，4）

  79.23（77.53，81.98）2，3，5）

图 2　 各 组 小 鼠 肾 组 织 SIRT1、HIF-1α、VLDLr、CD31 蛋 白 表 达

电泳

Fig. 2　 Electrophoresis of SIRT1， HIF-1α， VLDLr， and CD31 

protein expression in renal tissue of db/db mice

表 6　DSS 对 db/db 小鼠肾组织 HIF-1α、Caspase-3 表达的影响  ［M

（P25，P75），n=3］

Table 6　 Effect of DSS on expression of HIF-1α and Caspase-3 in 

renal tissue of db/db mice ［M（P25，P75），n=3］

组别

正常组

模型组

IBN 组

    DSS 低

剂量组

    DSS 中

剂量组

    DSS 高

剂量组

剂量

/g·kg-1

0.025

16.77

33.54

67.08

HIF-1α

0.99（0.98，1.02）
8.83（8.44，9.24）1）

0.78（0.72，0.81）2）

2.01（1.94，2.10）2，3）

1.11（1.08，1.12）2，3，4）

1.46（1.42，1.50）2，3，4）

Caspase-3

  0.97（0.92，1.06）
13.41（13.11，13.64）1）

  1.40（1.38，1.55）2）

  3.90（3.84，4.05）2，3）

  0.56（0.53，0.59）2，3，4）

  0.69（0.68，0.73）2，3，4）

图 4　DSS 对 db/db 小鼠肾组织 Caspase-3 的表达及分布的影响  （免疫组化，×200）
Fig. 4　Effect of DSS on expression and distribution of Caspase-3 in renal tissue of db/db mice （IHC，×200）

图 3　DSS 对 db/db 小鼠肾组织 HIF-1α的表达及分布的影响  （免疫组化，×200）
Fig. 3　Effect of DSS on expression and distribution of HIF-1α in renal tissue of db/db mice （IHC，×200）
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高血糖环境是核心驱动因素。近年研究发现，脂代

谢紊乱在 DKD 进展中扮演关键角色，表现为肾脏局

部脂质异常沉积（如 TC、TG 等）及其衍生的脂毒性

损伤［9-11］。DKD 中脂毒性肾损害的特点主要表现为

脂质代谢紊乱引发的肾脏多种细胞损伤、炎症反应

及纤维化进程加速。

SIRT1/HIF-1α/VLDLr 信号通路的失调被证实

与 DKD 脂毒性密切相关，SIRT1 表达下调导致 HIF-

1α乙酰化水平升高，进而激活 VLDLr 介导的脂蛋

白摄取，加剧肾内脂质蓄积［12-14］。此外，该通路还通

过调控缺氧反应、线粒体功能及炎症因子释放，进

一步放大脂代谢紊乱对肾脏的损害［15］。本研究采

用 db/db 小鼠作为实验对象，旨在探究经方 DSS 对

DKD 的治疗机制。该模型因瘦素受体基因突变而

自发形成 2 型糖尿病。其病理发展过程与人类 2 型

糖尿病高度相似，db/db 小鼠通常在 8~11 周龄时自

然进展为 DKD。由于这些特征，db/db 小鼠已成为

DKD 研究的理想动物模型。研究结果显示，DSS 能

够显著改善 db/db 小鼠的活动度，调节脂代谢异常，

保护肾小球滤过屏障功能，减少尿蛋白排泄，并促

进肾脏病理损伤的修复。

《糖尿病肾脏疾病中西医结合诊疗指南（2024

版）》，总结本病早期、中期中医证候表现均可出现

气虚血瘀［16］。多项研究采用益气活血、利湿化浊法

治疗糖尿病血管病变取得显著疗效［17-18］。现代药理

学研究表明，DSS 可改善 DKD 病理进程，其机制可

能通过调控腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）/哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、Notch、转化生长因子 -

β1（TGF-β1）/Smad 等多条信号通路、抑制肾小管上

皮-间质转化（EMT）、减轻氧化应激与炎症反应等相

关［19-21］。其活性成分如芍药苷、阿魏酸等具有抗纤

维化、调节脂代谢等多重功效［22］。

高糖状态，SIRT1 表达下调，解除其对缺氧诱导

因子 HIF-1α的抑制作用，促使 HIF-1α核转位并激活

下游靶基因，引发脂质代谢重编程［23］。SIRT1作为烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD⁺）依赖性去乙酰化酶，在

肾脏生理功能中发挥多重调控作用，调节能量代谢

和氧化应激途径维持肾小球及肾小管上皮细胞的稳

态。通过 HIF-1α的乙酰化水平，降低其转录活性，从

而减轻高糖环境下的肾小管上皮 EMT 和细胞外基

质沉积［12，24-26］。本次研究中，模型组小鼠 SCr、BUN、

TG、LDL-C 显著升高，肾功能受损的同时存在脂代

谢紊乱，同时病理切片中出现典型的 DKD 病理学特

征：Kimmelstiel-Wilson 结节，并可见肾小球广泛肥

大，系膜基质大量增生，毛细血管袢扭曲、增厚，并存

在大量炎症细胞浸润，这与 DKD 伴随脂代谢异常的

既往研究相一致。通过对其机制的研究可发现，模

型组小鼠肾脏组织中 SIRT1 蛋白表达水平显著降

低，同时血管内皮标志物 CD31 的表达量也呈现下

降趋势，提示这种变化与 HIF-1α和 VLDLr 表达量

的异常升高形成鲜明对比，提示肾组织存在明显的

缺氧应激反应和脂质代谢异常引起的内皮细胞的损

伤与凋亡，促凋亡因子 Caspase-3 在模型组中的过度

激活，进一步证实了上述结论。经 IBN 及 DSS 干预

后，上述指标均有不同程度的缓解，SIRT1、CD31 蛋

白表达较模型组有不同程度提升，HIF-1α、VLDLr蛋

白及 mRNA 水平下降，免疫组化提示各给药组 HIF-

1α、Caspase-3 表达减少，其中 IBN 组及 DSS 中剂量

组改善趋势最为明显。本次研究与既往研究呈现一

致性，表明 DSS 可能通过 SIRT1/HIF-1α/VLDLr信号

通路，改善 DKD 小鼠脂代谢紊乱，减轻肾组织脂毒

性，缓解肾小球硬化等病理损害。

综上，DSS 被证实对 db/db 小鼠肾脏具有保护

作用，可缓解肾小球硬化，可能与 SIRT1/HIF-1α/

VLDLr 信号通路相关，为 DKD 防治提供了新策略。

未来可结合代谢组学分析 DSS 对肾脏脂质代谢谱

的影响，并深入探索其与 SIRT1 通路的交互作用。
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