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益气养阴活血通络方抑制 JAK2/STAT3 信号通路减轻
糖尿病肾病大鼠肾组织细胞凋亡

杨凤文 1，高飞 1，2，陈素枝 1，袁国栋 1，张倩 1，檀金川 1，2*
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［摘要］ 目的：观察益气养阴活血通络方对糖尿病肾病（DN）大鼠 Janus酪氨酸蛋白激酶 2（JAK2）/信号传导及转录激活因

子 3（STAT3）信号通路及细胞凋亡的影响，探讨其干预 DN 的作用机制。方法：SD 大鼠 100 只随机分为造模组 80 只，正常组 20

只，高糖高脂饮食联合一次性腹腔注射链脲佐菌素（STZ）建立糖尿病肾病大鼠模型。造模结束后每组随机处死 3 只大鼠，光镜

和电镜下观察肾脏组织病理学变化确认造模成功。将造模成功的大鼠随机分为模型组（生理盐水，等体积）、益气养阴活血通

络方低中高剂量组（益气养阴活血通络方，5.775，11.550，23.100 g·kg-1）和厄贝沙坦组（厄贝沙坦片，0.016 g·kg-1），各组分别给

予相应剂量药物灌胃，每日 1 次，连续干预 16 周。给药结束后检测大鼠 24 h 尿蛋白（UTP）水平，血清总胆固醇（TC），甘油三酯

（TG），肌酐（SCr），尿素氮（BUN）水平；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 JAK2/STAT3 信号通路关键蛋白的表达水平；免疫

组化法（IHC）检测大鼠肾组织中 B 细胞淋巴瘤-2 相关 X 蛋白（Bax），B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2），紧密连接相关蛋白-1（ZO-1），肌动

蛋白 4（actinin-4）蛋白表达水平。结果：与正常组比较，模型组大鼠 UTP，血清中 TC，TG，BUN，SCr 水平均有明显升高（P<

0.05）；大鼠肾组织病理损伤严重；磷酸化 JAK2（p-JAK2），磷酸化 STAT3（p-STAT3），Bax 蛋白表达水平明显上调；肾组织细胞

凋亡明显增多；Bcl-2，ZO-1，actinin-4 蛋白表达水平下调（P<0.05）。与模型组比较，益气养阴活血通络方和厄贝沙坦组大鼠

UTP，血清中 TC，TG，BUN，SCr 水平均有不同程度的下降（P<0.05）；大鼠肾组织病理损伤有所减轻；p-JAK2，p-STAT3，Bax 蛋

白表达水平不同程度的下降；肾组织细胞凋亡减轻；Bcl-2，ZO-1，actinin-4 蛋白表达水平不同程度的升高（P<0.05）。结论：益气

养阴活血通络方药可通过抑制 JAK2/STAT3 信号通路的激活，减轻肾脏细胞凋亡，改善 DN 的预后。
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Yiqiyangyin Huoxuetongluo Prescription Reduces Renal Cell Apoptosis in Rats with

Diabetic Nephropathy by Inhibiting JAK2/STAT3 Signaling Pathway
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［Abstract］ Objective：To observe the effect of Yiqiyangyin Huoxuetongluo prescription on janus kinase

2/signal transducer and activator of transcription 3（JAK2/STAT3）signaling pathway and cell apoptosis in rats

with diabetic nephropathy（DN），and to explore the mechanism of its intervention in DN. Method：A total of

100 SD rats were randomly divided into an experimental group（n=80）and a normal group（n=20）. The DN

model was induced by high-sugar and high-fat diet combined with intraperitoneal injection of streptozotocin
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（STZ）in the experimental group，and confirmed by the pathological changes of kidney tissues in rats（three in

each group）observed under light and electron microscopes. The model rats were randomly divided into a model

group（normal saline，equal volume），low- ，medium- ，and high-dose（5.775，11.550，and 23.100 g·kg-1）
Yiqiyangyin Huoxuetongluo prescription groups，and an irbesartan group（irbesartan tablets，0.016 g·kg-1）.

After drug intervention（i. g.，once a day for 16 consecutive weeks），the 24-hour urine total protein（UTP），
serum total cholesterol（TC），triglyceride（TG），creatinine（SCr），and blood urea nitrogen（BUN）levels of

the rats were measured. Western blot was used to detect the protein expression of JAK2/STAT3 signaling

pathway. Immunohistochemistry was used to determine the protein expression of B-cell lymphoma 2（Bcl-2），
Bcl-2-associated X protein（Bax），zonula occludens-1（ZO-1），and actinin-4 in rat kidney tissues. Result：

Compared with the normal group，the model group exhibited elevated UTP，serum TC，TG，BUN，and SCr

levels（P<0.05），severe pathological damage of rat kidney tissues，up-regulated expression of phospho-JAK2

（p-JAK2），phospho-STAT3（p-STAT3），and Bax，increased renal cell apoptosis，and diminished expression of

Bcl-2，ZO-1，and actinin-4（P<0.05）. Compared with the model group， the Yiqiyangyin Huoxuetongluo

prescription group and the irbesartan group showed dwindled UTP，serum TC，TG，BUN，and SCr levels（P<

0.05）， relieved pathological damage of rat kidney tissues，down-regulated p-JAK2，p-STAT3， and Bax

expression，and up-regulated expression of Bcl-2，ZO-1，and actinin-4（P<0.05）. Conclusion： Yiqiyangyin

Huoxuetongluo prescription can reduce renal cell apoptosis and improve the prognosis of DN by inhibiting the

activation of JAK2/STAT3 signaling pathway.

［Key words］ Yiqiyangyin Huoxuetongluo prescription； diabetic nephropathy（DN）； Janus kinase 2/

signal transducer and activator of transcription 3 signaling pathway（JAK2/STAT3）；apoptosis

糖尿病（DM）是世界范围内日益严重的健康问

题，其发病率不断上升，可导致糖尿病肾病（DN），糖
尿病神经病变，糖尿病足等多种并发症［1］。随着

DM 患病率的逐年增加，DM 引发的慢性肾脏疾病

比肾小球肾炎相关的慢性肾脏疾病更为常见，已成

为我国终末期肾病（ESRD）的首位病因［2］。DN 的发

病与代谢和血流动力学改变、氧化应激、炎症、肾素-

血管紧张素 -醛固酮系统（RAAS）激活等因素的相

互作用有关，其中，细胞凋亡在 DN 的发生和发展中

起关键作用［3］。目前，对于 DN 的治疗，严格控制血

压、血糖、血脂水平及生活方式干预可延缓 DN 进

展，但仍不能阻止其进展为终末期肾病［4］。因此，迫

切需要寻找预防 DN 的新的治疗靶点和手段。

目前，越来越多的证据表明中医药在延缓 DN

进展方面效果突出，可为 DN 的预防提供新思路和

新方法［5-6］。例如，益肾化湿颗粒、补阳还五汤等中

药可显著提高 DN 临床效果，延缓 DN 的进展［7-8］。

本课题研究根据消渴日久，气阴亏虚，痰湿、瘀血蕴

结，以益气养阴、活血通络为基本治疗法治疗 DN 临

床疗效显著［9］。益气养阴活血通络方（YYHT）是檀

金川教授基于归肾丸加减而成，实验研究显示益气

养阴方药可以通过调控基质金属蛋白酶 9（MMP-

9）/基质金属蛋白酶组织抑制因子 1（TIMP-1）的表

达，减少细胞外基质，减轻肾脏慢性损伤，延缓 DN

进展［10］。有研究表明，MMP-9 的异常表达与 DN 足

细胞上皮间充质转化（EMT）相关，而 EMT 是 DN 足

细胞损伤的重要形式，导致足细胞数量减少，功能

缺失，间充质细胞增生，肾间质纤维化［11］。Janus 激

酶（JAK）/信号转导和转录激活因子（STAT）信号通

路在许多急、慢性肾脏疾病中都被激活，而且 JAK2

和 STAT3 是在 DN 的发生和发展中发挥关键作用，

抑制 JAK2/STAT3 信号通路的激活可延缓 DN 的进

展［12-13］。有文献报道，JAK2/STAT3 信号通路调控

MMP-9/TIMP-1 表达，不仅参与机体炎症反应过程，

也参与细胞增殖、分化和凋亡的调控［14］。因此，益

气养阴中药方对 DN 的肾保护作用是否通过 JAK2/

STAT3 信号通路介导肾组织细胞凋亡，还有待进一

步研究。故本研究探究以益气养阴、活血通络为基

本治疗法创立的 YYHT 治疗 DN 的分子机制，为临

床治疗 DN 提供了新思路及新靶点。

1 材料

1.1 动物及饲料 8 周龄、体质量（150±20）g，雄性

SD 大鼠 100 只，购自河北医科大学实验动物中心，

动物合格证号 SCXK（冀）2018-004。在河北中医学

院实验动物中心饲养大鼠。动物实验经由河北中

医 学 院 动 物 伦 理 委 员 会 批 准（ 批 准 号
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DWLL2018067）。普通饲料购自河北医科大学动物

实验中心，饲料生产合格证号 SCXK（冀）2018-003。

高 糖 高 脂 饲 料（蔗 糖 34.1%，脂 肪 21.0%，蛋 白 质

19.5%，玉 米 淀 粉 5.0%，麦 芽 糊 精 10.0%，纤 维 素

5.0%，胆固醇 0.15%），批号 20180819，购自吉林赛诺

生物有限公司。

1.2 药物 厄贝沙坦片（批号 J20171089，杭州赛诺

菲制药有限公司分装）。YYHT 颗粒剂由黄芪 10 g，

白芍 10 g，茯苓 10 g，白术 10 g，山茱萸 6 g，熟地黄

6 g，麦冬 6 g，知母 6 g，玄参 6 g，当归 6 g，川牛膝

10 g，川芎 5 g，红花 5 g，蒲黄 5 g，木香 6 g，僵蚕 3 g

组 成（ 批 号 分 别 为 0093163，0085633，0100213，

0092373，0072493，0100413，0076463，0081453，

0081093，0090273，0091733，0096173，0100193，

0081963，0091293，0090403），由广东一方制药有限

公司生产。根据人与大鼠的体表面积折算等效剂

量［15］，按照 60 kg 成人每日用 YYHT 110 g 计算，大

鼠给药剂量是成人的 6.3 倍，大鼠给药量=（110/60）×

6.3=11.55 g·kg-1，此为中剂量，低、高剂量则为则为

中剂量的 0.5，2 倍。同理，厄贝沙坦的给药量为

0.016 g·kg-1。临用前分别称取中药颗粒冲剂和厄贝

沙坦片粉末 5.775，11.55，23.10，0.016 g 溶于 10 mL

生理盐水中，按 10 mL·kg-1体质量给药。

1.3 试剂 链脲佐菌素（STZ，美国 Sigma 公司，批

号 040M1367）；甘油三酯（TG），总胆固醇（TC），血
尿素氮（BUN），肌酐（SCr）（南京建成生物工程研究

所 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 20170801，20170412，

20170806，20170613）；Apoptosis 检测试剂盒（日本

Chemicon 公 司 ，批 号 S7100）；一 抗 磷 酸 化（p）-

JAK2，JAK2，p-STAT3，STAT3，β - 肌 动 蛋 白（β -

actin），B 细胞淋巴瘤 -2 相关 X 蛋白（Bax），B 细胞淋

巴瘤 -2（Bcl-2），紧密连接相关蛋白 -1（ZO-1），肌动

蛋白 4（actinin-4）（美国 Affinity 公司，批号分别为

AF3024， AF6022， AF3293， AF6294， AF7018，

AF0120，AF6139，AF5145，DF8000）；蛋白酶 K（德

国 Sigma 公司，批号 P6556）；trizol 总 RNA 提取试剂

（北京天根生化科技有限公司，批号 DP405）；反转录

试剂盒，聚合酶链式反应（PCR）检测试剂盒（日本

Takara 公司，批号分别为 RR047A，RR820A）；卓越

精采血糖试纸（美国罗氏公司，批号 475532）；苏木

素 -伊红（HE），六胺银（PASM）染色液（北京索莱宝

科技有限公司，批号分别为 G1120，G1790）；二抗

（美国 Santa Cruz Biotechnology 公司，批号 sc-2357。

1.4 仪器 7170A 型全自动生化仪（日本日立公

司）；721 型可见分光光度计（上海第三分析仪器

厂）；RM2015 型切片机（德国徕卡公司）；BX53 型显

微镜（日本奥林巴斯公司）；Stepone plus 实时荧光定

量 PCR（Real-time PCR）仪（美国 ABI 公司）；Mini-

PROTEAN3 型电泳系统，Mini Trans-Blo 型转移系

统（美国伯乐公司）；Kodak Image Station 2000MM

型成像系统（美国 Kodak 公司）。
2 方法

2.1 动物模型制备 100 只 SD 大鼠适应性饲养

1 周。分别检测血糖、尿糖和尿蛋白均为阴性者用

于实验。按体质量随机分为正常组 20 只，给予普通

饲料。造模组 80 只，给予高糖高脂饲料。4 周后，造

模 组 大 鼠 禁 食 不 禁 水 ，一 次 性 腹 腔 注 射 STZ

（35 mg·kg-1）。正常组大鼠注射相应体积的枸橼酸

缓 冲 液 。 72 h 后 尾 静 脉 取 血 测 血 糖 ，血 糖 ≥
16.7 mmo·L-1为 DM 造模成功。此后每周监测大鼠

血糖和 24 h 尿蛋白（UTP）水平，UTP>30 mg 为 DN

模型成功标准，同时每组随机处死 3 只大鼠，病理学

检查确认模型成功［16］。

2.2 分组、干预、取材及固定 将模型复制成功的

大鼠随机分为模型组，厄贝沙坦组，YYHT 低、中、高

剂量组，每组均保留 10 只。各给药组按 10 mL·kg-1

体质量给予厄贝沙坦水溶液（0.016 g·kg-1），YYHT

水溶液（5.775，11.550，23.100 g·kg-1）灌胃。正常组

和模型组给予等体积生理盐水灌服。每 1 次，连续

干预 16 周。在此期间每周使用代谢笼收集大鼠

24 h 尿液检测尿蛋白水平，大鼠尾巴末梢取血监测

血糖（Glu）。大鼠禁食水 12 h 后使用异氟烷吸入麻

醉，快速打开腹腔后腹主动脉取血，收集大鼠血清、

肾组织保存备用。

2.3 TG，TC，SCr，BUN 及尿蛋白水平检测 使用

全自动生化分析仪检测大鼠血清中 TG，TC，SCr，

BUN 水平。使用双缩脲法检测大鼠 UTP 含量水平。

2.4 Tunnel 法检测大鼠肾组织细胞凋亡水平 石

蜡切片经二甲苯脱蜡，乙醇水化，蛋白酶 K 修复，

H2O2，末端脱氧核苷酸转移酶（TdT 酶），辣根酶标记

链霉卵白素孵育，DAB 显色，苏木素复染，脱水透明

封片，电子显微镜观察并拍照。

2.5 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 JAK2/

STAT3 信号通路蛋白的表达水平 将大鼠肾组织研

碎，加入 RIPA 裂解液提取组织总蛋白，考马斯亮蓝

试剂盒测定蛋白浓度。使用 10% 十二烷基硫酸钠 -

聚丙稀酰胺（SDS-PAGE）凝胶分离目的蛋白，PVDF

转膜，5%BSA 孵育 1.5 h，加入稀释好的一抗 p-JAK2
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（1∶2 000），JAK2（1∶2 000），p-STAT3（1∶2 000），
STAT3（1∶2 000），β-actin（1∶5 000），4 ℃孵育过夜。

洗膜后加入二抗（1∶5 000），37 ℃孵育 1 h。洗膜后

使用 ECL 法显色。用 Image J 软件分析条带的灰度

值，以目的蛋白条带/β-actin 条带灰度比值作为最终

结果。

2.6 Real-time PCR 检测大鼠肾脏中 Bax，Bcl-2，

ZO-1，actinin-4 mRNA 的相对表达量 使用 trizol

抽提总 RNA，Nanodrop 2000 检测 RNA 浓度及纯

度。配制 PCR 反应体系，进行 PCR 扩增，最后使用

2-ΔΔCt 法 计 算 mRNA 相 对 表 达 量 。 引 物 由 北 京

Servicebio 公 司 设 计 合 成 ，Bax 引 物 上 游 5′-

ACGTCTGCGGGGAGTCAC-3′，下 游 5′-AGG

CCCCTGTCTTCATGATCT-3′，扩 增 长 度 147 bp；
Bcl-2 引物上游 5′-TCGCGACTTTGCAGAGATGT-

3′，下游 5′-CAATCCTC CCCCAGTTCACC-3′，扩

增 长 度 116 bp；ZO-1 引 物 上 游 5′-AAACTCTG

CTGAGCCCCCTA-3′，下 游 5′-TCACAGTGTGG

CAAGCGTAG-3′，扩增长度 85 bp；actinin-4 引物上

游 5′-GGCACAGACCTGAGCTGATT-3′，下 游 5′-

GGCTGTGTTCACGATGTCCT-3′，扩 增 长 度

140 bp；β -actin 上 游 5′-CCCATCTATGAGGG

TTACGC-3′；下 游 5′-TTTAATGTCACGCACGAT

TTC-3′，扩增长度 150 bp。反应扩增条件为 95 ℃

10 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，循环 40 次。

2.7 免疫组化法检测大鼠肾脏中 Bax，Bcl-2，ZO-1，

actinin-4 蛋白表达水平 组织石蜡切片脱蜡，水化，

淬灭过氧化物酶，抗原修复，山羊血清封闭，一抗

Bax（1∶500），Bcl-2（1∶500），ZO-1（1∶200），actinin-4

（1∶500）孵育过夜，二抗孵育 30 min，辣根酶标记链

霉卵白素孵育 30 min，DAB 显色，苏木素复染，封

片，电子显微镜观察并拍照。使用 Image Pro Plus

6.0 软件对免疫组化结果进行半定量分析，计算每个

视野下阳性结果的积分吸光度和面积，以积分吸光

度/面积作为检测指标的半定量结果。

2.8 统计学处理 使用 SPSS 21.0统计软件，所有数

据均以 x̄ ± s 表示，采用单因素方差分析法对实验结

果进行统计学分析，以 P<0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 DN 大鼠 UTP 定量的影响 给药 4 周后，模

型组大鼠 UTP<30 mg，DM 大鼠尚未进展到 DN，而

在给药 8 周后，模型组大鼠 UTP>30 mg，同时结合病

理学检查结果，证实 DM 大鼠进展为 DN。与正常组

比较，模型组大鼠 UTP 水平显著升高，且随着时间

推移，UTP 水平逐渐升高（P<0.01）；与模型组比较，

YYHT 不同剂量组和厄贝沙坦组大鼠 UTP 水平均

有不同程度降低，其中 YYHT 高剂量组降低最明显

（P<0.01）。见表 1。

3.2 对 DN 大鼠血清中 Glu，TC，TG，BUN，SCr 的

影响 与正常组比较，模型组大鼠血清中 Glu，TC，

TG，BUN，SCr 水平显著升高（P<0.01）；与模型组比

较，YYHT 不同剂量组和厄贝沙坦组大鼠血清中

Glu，TC，TG，BUN，SCr含量水平明显降低（P<0.05，

P<0.01）。见表 2。

表 1 YYHT对 DN大鼠 UTP的影响（x̄± s，n=10）

Table 1 Effect of YYHT on UTP in DN rats（x̄± s，n=10） mg

组别

正常

模型

YYHT

厄贝沙坦

剂量

/g·kg-1

5.775

11.550

23.100

0.016

4 周

9.32±0.73

26.47±1.802)

20.54±1.064)

16.15±1.134)

13.29±1.074)

14.69±1.434)

8 周

9.04±0.87

37.54±2.562)

29.47±1.354)

24.57±1.254)

21.42±1.044)

22.10±1.214)

12 周

9.15±0.62

48.52±2.642)

37.84±1.214)

33.32±1.444)

28.34±1.264)

30.87±1.074)

16 周

9.54±0.57

56.17±2.662)

44.37±1.964)

38.45±1.804)

32.19±1.474)

35.45±1.214)

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 2~6 同）。

表 2 YYHT对 DN大鼠血清中 Glu，TC，TG，BUN和 SCr的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of YYHT on Glu, TC, TG, BUN and SCr in serum of DN rats（x̄± s，n=10）

组别

正常

模型

YYHT

厄贝沙坦

剂量/g·kg-1

5.775

11.550

23.100

0.016

Glu/mmol·L-1

5.41±0.75

23.43±1.822)

18.65±1.844)

15.51±1.654)

13.45±1.514)

19.62±1.873)

TC/mmol·L-1

1.26±0.34

3.56±0.492)

2.15±0.194)

1.93±0.164)

1.83±0.214)

2.58±0.144)

TG/mmol·L-1

0.41±0.60

2.83±0.132)

2.23±0.104)

1.75±0.114)

1.36±0.094)

2.35±0.163)

BUN/mmol·L-1

6.61±0.53

9.23±0.362)

8.64±0.353)

7.58±0.464)

7.21±0.234)

8.57±0.383)

SCr/μmol·L-1

53.56±4.24

67.04±5.612)

62.09±4.833)

58.37±4.074)

56.82±4.384)

62.60±4.643)
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3.3 对 DN 大鼠肾组织病理学改变的影响 HE 染

色显示，与正常组比较，模型组大鼠肾小球肥大，系

膜弥漫性增厚，肾小管上皮细胞空泡变性，肾间质

纤维增生。与模型组比较，YYHT 不同剂量组和厄

贝沙坦组大鼠肾脏系膜增生，肾纤维化程度减轻。

PASM 染色显示，与正常组比较，模型组大鼠肾小球

体积增大，系膜基质增生，基底膜增厚，肾间质纤维

增生。与模型组比较，YYHT 不同剂量组和厄贝沙

坦组大鼠肾脏系膜基质增生、基底膜增厚、间质纤

维化程度减轻。见图 1，2。

3.4 对 DN 大鼠肾组织 JAK2/STAT3 信号通路的影

响 与正常组比较，模型组大鼠肾组织中 p-JAK2，

p-STAT3 蛋白表达水平明显升高，p-JAK2/JAK2 和

p-STAT3/STAT3 值升高（P<0.01）；与模型组比较，

YYHT 不同剂量组和厄贝沙坦组大鼠肾组织中

p-JAK2，p-STAT3 蛋白表达水平均有不同程度的降

低，p-JAK2/JAK2 和 p-STAT3/STAT3 值下降，其中

YYHT 高 剂 量 组 降 低 最 明 显（P<0.01）。 见 表

3，图 3。

3.5 对 DN 大鼠肾组织细胞凋亡的影响 与正常组

比较，模型组大鼠肾脏细胞凋亡显著增加（P<0.01）。
与模型组比较，YYHT 不同剂量组和厄贝沙坦组大

鼠肾脏细胞凋亡均有不同程度减轻，其中 YYHT 高

剂 量 组 细 胞 凋 亡 减 轻 最 显 著（P<0.01）。 见 表

表 3 YYHT对 DN大鼠肾组织中 p-JAK2，JAK2，p-STAT3，STAT3

蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of YYHT on protein expression of p-JAK2，JAK2，

p-STAT3 and STAT3 in DN rats（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

YYHT

厄贝沙坦

剂量/g·kg-1

5.775

11.550

23.100

0.016

p-JAK2/JAK2

0.03±0.01

0.44±0.082)

0.32±0.044)

0.28±0.034)

0.13±0.024)

0.15±0.024)

p-STAT3/STAT3

0.02±0.01

0.29±0.032)

0.20±0.033)

0.16±0.034)

0.09±0.144)

0.13±0.144)

图 2 YYHT对 DN 大鼠肾脏病理学改变的影响（PASM，×400）
Fig. 2 Effect of YYHT on renal pathological changes in DN rats

（PASM，×400)

A. 正 常 组；B. 模 型 组；C. YYHT 低 剂 量 组；D. YYHT 中 剂 量 组；
E.YYHT 高剂量组；F.厄贝沙坦组（图 2~8 同）
图 1 YYHT对 DN大鼠肾脏病理学改变的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of YYHT on renal pathological changes in DN rats

（HE，×400)

图 3 各组大鼠肾组织 p-JAK2，JAK2，p-STAT3，STAT3 蛋白表达

电泳

Fig. 3 Electrophoresis of p-JAK2, JAK2, p-STAT3, STAT3

protein expression in kidney tissues of rats
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4，图 4。

3.6 对 DN 大鼠肾组织中 Bax，Bcl-2，ZO-1，actinin-

4 mRNA 表达水平的影响 与正常组比较，模型组

大鼠肾脏中 Bax mRNA 表达水平升高，Bcl-2，ZO-1，

actinin-4 mRNA 表达水平降低（P<0.01）；与模型组

比较，YYHT 不同剂量组和厄贝沙坦组大鼠肾脏中

Bax mRNA 表达水平不同程度的下降，Bcl-2，ZO-1，

actinin-4 mRNA 表达水平不同程度的升高（P<0.05，

P<0.01）。见表 5。

3.7 对 DN 大鼠肾组织中 Bax，Bcl-2，ZO-1，actinin-

4 蛋白表达水平的影响 与正常组比较，模型组大

鼠肾脏中 Bax 蛋白表达水平显著升高，Bcl-2，ZO-1，

actinin-4 蛋白表达水平显著降低（P<0.01）；与模型

组比较，YYHT 不同剂量组和厄贝沙坦组大鼠肾脏

中 Bax 蛋白表达水平不同程度的下降，Bcl-2，ZO-1，

actinin-4 蛋白表达水平不同程度的升高（P<0.05，P<

0.01）。见表 6，图 5~8。

图 4 YYHT对 DN大鼠肾组织细胞凋亡的影响（Tunnel，×400）
Fig. 4 Effect of YYHT on apoptosis of renal tissue in MN rats

（Tunnel，×400）

表 4 YYHT对 DN大鼠肾组织细胞凋亡的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of YYHT on apoptosis of renal tissue in DN rats

（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

YYHT

厄贝沙坦

剂量/g·kg-1

5.775

11.550

23.100

0.016

凋亡指数

9.04±1.31

45.76±3.692)

38.52±3.274)

31.87±3.934)

22.50±3.344)

24.41±3.114)

表 5 YYHT对 DN大鼠肾组织 Bax，Bcl-2，ZO-1，actinin-4 mRNA表达水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of YYHT on mRNA expression levels of Bax，Bcl-2，ZO-1 and actinin-4 in kidney tissues of DN rats（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

YYHT

厄贝沙坦

剂量/g·kg-1

5.775

11.550

23.100

0.016

Bax

1.03±0.03

3.59±0.432)

2.83±0.344)

2.12±0.284)

1.79±0.204)

2.04±0.254)

Bcl-2

1.02±0.03

0.13±0.022)

0.19±0.033)

0.42±0.064)

0.69±0.094)

0.52±0.084)

ZO-1

1.01±0.02

0.08±0.022)

0.16±0.024)

0.22±0.024)

0.36±0.034)

0.29±0.024)

actinin-4

1.03±0.02

0.10±0.022)

0.21±0.033)

0.32±0.044)

0.58±0.044)

0.40±0.044)

表 6 YYHT对 DN大鼠肾组织中 Bax，Bcl-2，ZO-1，actinin-4定位表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 6 Effect of YYHT on expression of Bax，Bcl-2，ZO-1 and actinin-4 in kidney tissues of DN rats（x̄± s，n=6）

组别

正常

模型

YYHT

厄贝沙坦

剂量/g·kg-1

5.775

11.550

23.100

0.016

Bax

0.138±0.021

0.393±0.0472)

0.322±0.0343)

0.221±0.0294)

0.163±0.0234)

0.194±0.0224)

Bcl-2

0.483±0.055

0.121±0.0202)

0.192±0.0263)

0.244±0.0314)

0.397±0.0434)

0.355±0.0344)

ZO-1

0.009±0.017

0.002±0.0012)

0.004±0.0013)

0.006±0.0014)

0.007±0.0014)

0.005±0.0013)

actinin-4

0.008±0.007

0.002±0.0012)

0.005±0.0013)

0.006±0.0014)

0.009±0.0014)

0.008±0.0014)
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4 讨论

DN 是 DM 发病率和死亡率的主要原因，也是蛋

白尿性和非蛋白尿性 ESRD 最常见的原因，有超过

50% 的受试者需要透析和/或移植治疗［17］。DN 的主

要病理改变包括肾小球基底膜增厚、系膜基质积

聚、肾小球硬化、肾小管间质炎症和纤维化，最终导

图 5 YYHT 对 DN 大鼠肾脏中 Bax 蛋白表达的影响（免 疫 组

化，×400）
Fig. 5 Effect of YYHT on Bax protein expression in kidney of DN

rats (IHC，×400）

图 7 YYHT 对 DN 大鼠肾脏中 ZO-1 蛋白表达的影响（免疫组

化，×400）
Fig. 7 Effect of YYHT on ZO-1 protein expression in kidney of

DN rats (IHC，×400）

图 6 YYHT 对 DN 大鼠肾脏中 Bcl-2 蛋白表达的影响（免疫组

化，×400）
Fig. 6 Effect of YYHT on Bcl-2 protein expression in kidney of

DN rats (IHC，×400）

图 8 YYHT 对 DN 大鼠肾脏中 actinin-4 蛋白表达的影响（免疫组

化，×400）
Fig. 8 Effect of YYHT on actinin-4 protein expression in kidney

of DN rats (IHC，×400）
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致蛋白尿和肾功能衰竭［18］。有研究表明，DN 患者

尿蛋白含量增加可能与足细胞功能和形态学改变

有关，如足细胞肥大、上皮间充质转分化（EMT），足
细胞脱离和足细胞凋亡［19］。本实验模型组大鼠

UTP 显著增多，肾小球肥大，系膜弥漫性增厚，肾小

管上皮细胞空泡变性，肾间质纤维增生明显。经过

YYHT 中药干预后，UTP 减少，肾脏病理损伤减轻，

提示 YYHT 中药可能通过减轻足细胞损伤保护 DN

大鼠肾脏功能。

据报道，DM 肾损害包括内脏上皮细胞和支持

细胞功能障碍。尽管有研究表明足细胞损伤与 DN

的发生关系密切，但这种关联的机制仍未完全清

楚［3］。肾小球上皮细胞，又称足细胞，是一种高度专

业化的细胞，由围绕 GBM 细胞骨架结构、关节连接

和分支足突组成。足细胞作为终末分化细胞，是肾

小球中重要的功能细胞，在损伤时不能再生。在

DN 早期，足细胞就会发生病理性改变，其损伤和凋

亡可导致肾小球滤过膜的破坏，继而出现微量白蛋

白尿，随后出现大量蛋白尿，直至进展为 ESRD［3，20］。

足细胞从胞体伸出的不规则足突，两相邻足突之间

有裂孔，其上覆有由 Nephrin，Podocin 及 CD2 相关蛋

白（CD2AP）等构成的裂孔隔膜，而裂孔隔膜的完整

性 对 维 持 足 细 胞 正 常 生 理 功 能 非 常 重 要［20］。

actinin-4 是一种细胞骨架交联蛋白，对于维持足细

胞与基底膜的黏附以及细胞内外信号传递至关重

要，其表达异常导致足突融合，足细胞脱落［21］。

ZO-1 则作为膜相关结合蛋白，将裂孔隔膜上相关蛋

白与细胞骨架紧密连接，以维持足突结构的完整

性，其表达量与与足细胞数目呈正相关［22］。本实验

中 DM 大鼠肾脏细胞凋亡明显增多，足细胞相关蛋

白 actinin-4，ZO-1 蛋白表达明显降低，而经 YYHT

中药干预后，肾脏细胞凋亡减弱，actinin-4，ZO-1 蛋

白表达增强，提示该方药可以通过减少肾脏细胞，

特别是足细胞的凋亡，延缓 DN 进展。

在 DN 的发病机制中，代谢紊乱、炎症、自噬等

因素均可引起足细胞脱落或凋亡，导致肾小球滤过

屏障破坏，尿蛋白及 ESRD 的发生［3］。越来越多的

研究表明，磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B

（Akt），JAK/STAT，Wnt/β -连环蛋白（β -catenin），内
质网应激，雷帕霉素靶体蛋白（mTOR）等多种信号

通路参与足细胞凋亡的调控［11］。JAK/STAT 信号通

路调节广泛的生物学效应，如细胞增殖、分化、炎症

和凋亡，其中 JAK2 和 STAT3 是在 DN 的发生和发展

中发挥关键作用［23］。在 DN 中，JAK2/STAT3 信号通

路可被高血糖、活性氧和糖基化终末产物等多种物

质激活。这些物质不断促进 JAK 和 STAT3 的磷酸

化进而进入细胞核，作用于 Bax，Bcl-2 等下游靶基

因，调节细胞的增殖、分化和凋亡，最终加速 DN 的

发生和发展［24］。相反地，抑制 JAK2/STAT3 信号通

路的激活可延缓 DN 的进展［13］。本实验结果表明，

DM 大鼠肾脏中 p-JAK2，p-STAT3 蛋白表达水平明

显升高，p-JAK2/JAK2 和 p-STAT3/STAT3 值升高，

Bax 蛋 白 表 达 水 平 增 加 ，Bcl-2 表 达 降 低 ，而 经

YYHT 中药干预后，p-JAK2，p-STAT3 蛋白表达水平

降低，Bax 蛋白表达水平减低，Bcl-2 表达升高，提示

该方可以通过抑制 JAK2/STAT3 信号通路减轻 DN

肾组织细胞凋亡。

近年来研究发现，许多中药和中成药，如白芍、

黄芪、藕节、益肾胶囊等，可以通过抑制 JAK/STAT

等信号通路的激活，减少下游凋亡因子、炎症因子

和 纤 维 化 因 子 的 表 达 ，从 而 延 缓 DN 的 发 生 发

展［13，17，25］。文献报道的中药大多都能在本团队所用

YYHT 中找到，这也间接证实了本方药的治疗效果。

YYHT 是本研究团队根据 DN 的病证特点及临床表

现，并结合长期临床用药规律及疗效分析后所创立

的，由黄芪、白芍、茯苓、白术、山茱萸、熟地黄、麦

冬、知母、玄参、当归、川牛膝等多味中药组成［26］。

方中黄芪益气、白芍滋阴敛阴，二者共为君药；茯
苓、白术健脾补气，既增强黄芪益气之功，又可利湿

泄浊，山茱萸、熟地黄益肾精，知母、玄参、麦冬助白

芍滋阴，共为臣药；佐以川芎、红花、蒲黄活血，僵蚕

通络，木香行气；当归滋阴补血兼加活血，川牛膝益

肾同时又可引水下行利于湿浊排出，共为使药。全

方攻补兼施，共奏益气养阴、化瘀通络之功。临床

试验研究显示益气养阴方药治疗 DN 疗效显著，可

以明显改善 DN 患者的肾功能，延缓疾病进展，在治

疗 DN 中有广阔的应用前景［9］。

综上所述，本研究证实 YYHT 药可能通过抑制

JAK2/STAT3 信号通路的激活，减轻肾脏细胞凋亡，

改善 DN 的预后。其可以作为一种新的、可行的治

疗策略来阻止 DN 的发生和发展。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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