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　 　 【摘要】 目的　 探究水蛭素对糖尿病大鼠肾脏的保护作用及其分子机制。 方法 　 １８ 只 ＳＤ 大鼠随机分为对照组

（ｎ＝ ５）和造模组 （ｎ＝ １３）。 造模组予以腹腔注射链脲佐菌素制备糖尿病大鼠模型。 ８ 周后， 取造模成功的糖尿病大鼠

（ｎ＝ １１） 随机分为糖尿病模型组 （ｎ ＝ ６， 后因血糖过高死亡 １ 只） 和水蛭素组 （ ｎ ＝ ５）。 水蛭素组皮下注射水蛭素

５ Ｕ ／ 只， 连续 ６ 周； 对照组和糖尿病模型组皮下注射等体积磷酸盐缓冲液。 实验期间每 ２ 周记录 １ 次大鼠的随机血糖和

体质量。 给药 ６ 周后， 测定 ３ 组大鼠肾功能指标， 肾脏组织肿瘤坏死因子 α （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α， ＴＮＦ⁃α）、 转化生长

因子 β１ （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１， ＴＧＦ⁃β１）、 白细胞介素⁃ ６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６， ＩＬ⁃ ６）、 纤连蛋白 （ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ， ＦＮ）、
ｎｅｐｈｒｉｎ、 Ⅳ型胶原纤维 （ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅳ， ＣＯＬ⁃Ⅳ） 及酪氨酸激酶 ２ （Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ２， ＪＡＫ２） ／ 信号转导与转录激活因子

３ （ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ３， ＳＴＡＴ３） 信号通路相关蛋白表达水平， 并观察肾脏病理改变。 结果

与对照组比较， 糖尿病模型组实验期间随机血糖及给药 ６ 周内肾功能指标均升高 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）， 体质量明显降低 （Ｐ 均

＜０􀆰 ０５）， 且肾脏出现病理损伤。 与糖尿病模型组比较， 水蛭素组肾功能指标降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肾脏病理损伤减轻。 与对

照组比较， 糖尿病模型组肾脏组织 ＦＮ、 ＣＯＬ⁃Ⅳ、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃β１、 ＩＬ⁃６、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 表达水平均明显升高 （Ｐ 均

＜０􀆰 ０５）， ｎｅｐｈｒｉｎ 表达水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与糖尿病模型组比较， 水蛭素组肾脏组织 ＦＮ、 ＣＯＬ⁃Ⅳ、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃β１、
ＩＬ⁃６、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 表达水平均降低 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）， ｎｅｐｈｒｉｎ 表达水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 水蛭素可减轻糖尿病

大鼠肾脏病理损伤， 其作用机制可能与降低纤维化相关因子水平、 抑制 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 通路活化相关。
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ａｃｔｉｖａｔｏｒ ３

Ｆｕｎｄｉｎｇ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８２１０４６６９）
Ｍｅｄ Ｊ ＰＵＭＣＨ， ２０２４，１５（６）：１３７２－１３８１

　 　 糖尿病肾病 （ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ， ＤＮ） 是糖尿病

最常见的微血管并发症之一， 也是导致终末期肾脏疾病

的主要原因之一， 在糖尿病患者中的发生率高达 ３０％～
４０％［１⁃２］， 临床表现为蛋白尿、 肌酐清除率下降等， 严重

影响生活质量［３］。 ＤＮ 病理变化包括肾小球基底膜 （ｇｌｏ⁃
ｍｅｒｕｌａｒ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ， ＧＢＭ） 增厚、 系膜增生、 足

细胞损伤和丢失等［４⁃５］。 随着病情进展， 炎症损伤和血

液循环紊乱等因素将加剧肾组织内胶原纤维沉积和系膜

细胞增生， 最终导致肾小球硬化和肾功能完全丧失［６］。
酪氨酸激酶 ２ （Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ２， ＪＡＫ２） ／ 信号转导

与转录激活因子 ３ （ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ⁃
ｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ３， ＳＴＡＴ３） 信号通路在 ＤＮ 肾纤维化进

程中发挥至关重要的作用［７⁃８］。 研究发现， 活化的

ＪＡＫ２ 可磷酸化 ＳＴＡＴ 蛋白并使其转移至细胞核， 继而

促进纤维化相关因子， 如转化生长因子⁃β１ （ｔｒａｎｓｆｏｒｍ⁃
ｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１， ＴＧＦ⁃β１）、 纤维连接蛋白 （ｆｉｂｒｏｎｅ⁃
ｃｔｉｎ， ＦＮ） 和Ⅳ型胶原纤维蛋白 （ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅳ， ＣＯＬ⁃Ⅳ）
表达［９⁃１０］； 同时， 由高血糖诱发的炎症因子如白细胞介

素⁃ ６ （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６， ＩＬ⁃６） 和肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α， ＴＮＦ⁃α） 也可促进 ＳＴＡＴ３ 蛋白［１１⁃１２］ 活

化， 并上调 ＩＬ⁃６表达， 进一步增强 ＳＴＡＴ３信号通路， 最

终导致炎症反应级联放大和肾脏纤维化［１３］。
水蛭素是从水蛭及其唾液腺中提取的一种活性多

肽， 具有抗凝、 抗血栓和抗纤维化的功效［１４］。 本课题组

前期研究发现， 水蛭素对高糖培养的原代大鼠雪旺细胞

和背根神经元具有保护作用［１５⁃１７］。 近年来研究表明， 水

蛭素可通过减轻足细胞损伤、 下调肾脏炎症对糖尿病大

鼠和小鼠肾脏起到保护效应［１８⁃２０］， 但具体作用机制尚需

阐明。 本研究旨在探索水蛭素对链脲佐菌素 （ｓｔｒｅｐｔｏｚｏ⁃
ｔｏｃｉｎ， ＳＴＺ） 诱导的糖尿病大鼠肾脏的保护作用， 并分析

其对 ＪＡＫ２／ ＳＴＡＴ３通路相关蛋白和纤维化相关细胞因子

表达水平的影响， 以期为 ＤＮ 药物研发提供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１８ 只 ６ 周龄健康雄性 ＳＤ 大鼠购自斯贝福生物

技术有限公司， 体质量为 ２００ ～ ２２０ ｇ， 动物实验许

可证号为 ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃０００４。 本研究已通过北

京协和医院动物实验伦理委员会批准 （审批号：
ＸＨＤＷ⁃２０２４⁃４１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

水蛭素、 ＳＴＺ （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）， 肌酐、
尿素氮、 尿蛋白定量测试盒 （南京建成生物工程研究所

有限公司）， ＦＮ、 ＣＯＬ⁃Ⅳ抗体 （武汉三鹰生物技术有限
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公司）， ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃β１ 抗体 （武汉伊莱瑞特生

物科技股份有限公司）， ＪＡＫ２、 磷酸化 ＳＴＡＴ３ （ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｒｙｌａｔｅｄ ＳＴＡＴ３， ｐ⁃ＳＴＡＴ３） 抗 体 （美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司 ）， ｎｅｐｈｒｉｎ、 ＳＴＡＴ３、 磷 酸 化 ＪＡＫ２
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＪＡＫ２， ｐ⁃ＪＡＫ２）、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （武汉爱

博泰克生物科技有限公司）， 辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ） （二抗）、 辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） （二
抗） （北京中杉金桥生物技术有限公司）； Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ 多

功能酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）， 罗氏血糖仪

（德国 Ｒｏｃｈｅ 公司）， ＡＩ６８０ 多功能成像仪 （美国 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈ Ｃａｒｅ 公司）， Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ２５０ ｆｌａｓｈ Ⅲ数字切片扫描

仪 （匈牙利 ３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 公司）， 蛋白电泳转印系统 （美
国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模与分组

大鼠适应性喂养 ７ ｄ 后， 随机分为对照组 ５ 只和

造模组 １３ 只。 禁食 １２ ｈ 后， 造模组大鼠腹腔注射

０􀆰 ４５％ ＳＴＺ ［柠檬酸盐缓冲液 （ ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝
４􀆰 ５） 配置而成］ ６０ ｍｇ ／ ｋｇ 制备糖尿病模型。 对照组

腹腔注射等量柠檬酸盐缓冲液。 ７２ ｈ 后， 检测大鼠尾

静脉随机血糖， １１ 只大鼠血糖≥１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 视为造

模成功， ２ 只大鼠血糖＜１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 予以剔除。 将

１１ 只造模成功的大鼠随机分为糖尿病模型组 ６ 只和

水蛭素组 ５ 只。 将造模成功时间设置为实验观察起点

（第 ０ 周）。 根据既往文献， 造模 ８ 周后糖尿病大鼠可

出现肾脏损伤［２１］ ， 故本研究在造模第 ８ 周后开始给

药。 水蛭素组于颈后部皮下注射水蛭素 （由磷酸盐

缓冲液配制而成） ５ Ｕ ／ 只， １ 次 ／ ｄ， 连续 ６ 周； 对照

组和糖尿病模型组皮下注射等体积磷酸盐缓冲液［１８］ 。
１􀆰 ２􀆰 ２　 样本收集

实验期间， 每 ２ 周测定 １ 次大鼠的体质量和尾静

脉血随机血糖。 给药 ６ 周后使用代谢笼收集每只大鼠

的 ２４ ｈ 尿液。 异氟烷麻醉后腹主动脉采集大鼠全血

及双侧肾脏。
１􀆰 ２􀆰 ３　 生化指标检测

收集的血液及尿液样本分别在 ４ ℃， ３０００ ｒｐｍ ／
ｍｉｎ 和 ４ ℃， ３５００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 的条件下离心 １０ ｍｉｎ。 取

上清液， 采用生化检测试剂盒按说明书指示检测大鼠

血肌酐 （ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ， ＳＣｒ）、 血尿素氮 （ ｂｌｏｏｄ
ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＢＵＮ） 和 ２４ ｈ 尿总蛋白。
１􀆰 ２􀆰 ４　 组织病理学观察

取大鼠肾脏组织， 经 ４％多聚甲醛固定、 石蜡包

埋、 连续切片， 采用 ＰＡＳ 染色法和 ＭＡＳＳＯＮ 染色法

观察肾脏组织病理结构变化。

１􀆰 ２􀆰 ５　 肾脏组织 ＦＮ、 ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白检测

采用免疫组化法检测大鼠肾脏组织 ＦＮ、 ｎｅｐｈｒｉｎ
蛋白表达情况， 并采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算染色阳性面

积比例。
１􀆰 ２􀆰 ６　 血清和肾脏组织 ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃β１ 和 ＩＬ⁃６ 检测

取肾脏组织， 制备提取液： 肾脏组织置于含有蛋

白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的裂解缓冲液中进行匀

浆。 收集裂解液于 ４ ℃， １２ ０００×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ 取上

清留存。 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清和肾脏组织提

取液中 ＴＮＦ⁃α、 ＴＧＦ⁃β１ 和 ＩＬ⁃６ 水平。
１􀆰 ２􀆰 ７　 肾脏组织 ＣＯＬ⁃Ⅳ及 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路相

关蛋白检测

肾脏组织提取液制备方法同上， 随后在上清液中

加入 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， ９５ ℃下变性 １０ ｍｉｎ。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检 测 大 鼠 肾 脏 组 织 ＣＯＬ⁃Ⅳ、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ＪＡＫ２、
ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ３ 蛋白表达含量， 并采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

进行定量分析。
１􀆰 ３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进行统计学分析。 血

糖、 体质量、 肾功能指标、 纤维化相关因子等符合正

态分布的计量资料， 以均数±标准误表示， 多组比较

采用单因素方差分析， 组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检

验。 非正态分布的计量资料， 以中位数 （四分位数）
表示， 多组比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验， 组间两

两比较采用 Ｄｕｎｎ􀆳ｓ 多重比较检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异

具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 血糖和体质量变化

实验期间， 糖尿病模型组 （１ 只大鼠因血糖过高而

死亡） 和水蛭素组大鼠血糖维持于大于 １６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的水平， 自第 ２ 周开始至第 １４ 周， 其随机血糖水平

均显著高于对照组 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）。 与之类似， 自第

２ 周开始至第 １４ 周， 糖尿病模型组和水蛭素组大鼠

的体质量均显著低于对照组大鼠 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）。 与

糖尿病模型组比较， 水蛭素组大鼠实验期间随机血

糖、 体质量均无显著差异 （Ｐ 均＞０􀆰 ０５）， 见图 １。
２􀆰 ２　 水蛭素对糖尿病大鼠肾功能的影响

给药 ６ 周后， 与对照组比较， 糖尿病模型组

ＳＣｒ、 ＢＵＮ、 ２４ ｈ 尿总蛋白显著升高 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）；
水蛭素组大鼠 ＳＣｒ、 ＢＵＮ、 ２４ ｈ 尿总蛋白均低于糖

尿病模型组 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）， 但与对照组均无显著差

异 （Ｐ 均＞０􀆰 ０５）， 见图 ２。
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２􀆰 ３　 水蛭素对糖尿病大鼠肾脏组织病理学形态的

影响

给药 ６ 周后， 与对照组比较， 糖尿病模型组、 水

蛭素组 ＧＢＭ 增厚、 系膜增生， 肾小管变性和肾小管

上皮细胞肿胀。 与糖尿病模型组比较， 水蛭素组上述

病理表现均减轻， 见图 ３。

图 １　 实验期间三组大鼠血糖 （Ａ） 和体质量 （Ｂ） 变化

与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ （Ａ） ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ （Ｂ） ｉｎ ｔｈｅ ３ ｇｒｏｕｐｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ２　 三组大鼠肾功能指标比较

与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与糖尿病模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ３ ｇｒｏｕｐｓ

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５
ＳＣｒ： （ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ）： 血肌酐； ＢＵＮ （ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ）： 血尿素氮

图 ３　 三组大鼠肾脏组织病理改变 （×４００）
Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ３ ｇｒｏｕｐｓ （×４００）



协 和 医 学 杂 志

１３７６　 　 Ｎｏｖｅｍｂｅｒ， ２０２４

２􀆰 ４　 水蛭素对糖尿病大鼠肾脏组织 ＣＯＬ⁃Ⅳ、 ＦＮ、
ｎｅｐｈｒｉｎ 表达的影响

给药 ６ 周后， 与对照组比较， 糖尿病模型组肾脏

组织 ＣＯＬ⁃Ⅳ、 ＦＮ 水平升高， ｎｅｐｈｒｉｎ 水平降低， 差异

均具有统计学意义 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）。 与糖尿病模型组比

较， 水蛭素组肾脏组织 ＣＯＬ⁃Ⅳ、 ＦＮ 水平均降低，
ｎｅｐｈｒｉｎ 水平升高， 差异均具有统计学意义 （Ｐ 均＜
０􀆰 ０５）。 水蛭素组 ｎｅｐｈｒｉｎ 低于对照组， 差异具有统计

学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＣＯＬ⁃Ⅳ、 ＦＮ 水平高于对照组， 差

异无统计学意义 （Ｐ 均＞０􀆰 ０５）， 见图 ４。

图 ４　 三组大鼠肾脏组织 ＣＯＬ⁃Ⅳ、 ＦＮ、 ｎｅｐｈｒｉｎ 表达水平比较

Ａ􀆰 ＣＯＬ⁃Ⅳ表达 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 图和定量比较； Ｂ􀆰 ＦＮ 和 ｎｅｐｈｒｉｎ 表达免疫组化图 （×４００）； Ｃ􀆰 ＦＮ 和 ｎｅｐｈｒｉｎ 免疫染色阳性面积比

例的定量比较

与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与糖尿病模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＯＬ⁃Ⅳ， ＦＮ ａｎｄ ｎｅｐｈｒｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ３ ｇｒｏｕｐｓ

Ａ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＯＬ⁃Ⅳ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ􀆰 ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＦＮ ａｎｄ ｎｅｐｈｒｉｎ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ （×４００）； Ｃ􀆰 ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＦＮ ａｎｄ ｎｅｐｈｒｉｎ ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｒｅａｓ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５
ＣＯＬ⁃Ⅳ （ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃Ⅳ）： Ⅳ型胶原纤维； ＦＮ （ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）： 纤连蛋白
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２􀆰 ５　 水蛭素对糖尿病大鼠血清和肾脏组织炎症因子

表达的影响

给药 ６ 周后， 与对照组比较， 糖尿病模型组肾脏

组织 ＩＬ⁃６ ［ （ ２８４􀆰 ７２ ± １２􀆰 ２７） ｐｇ ／ ｍｇ 比 （ １７８􀆰 １１ ±
３３􀆰 ３４） ｐｇ ／ ｍｇ， Ｐ ＝ ０􀆰 ０２４ ］、 ＴＮＦ⁃α ［ （ ２８８􀆰 ７２ ±
２７􀆰 ７８） ｐｇ ／ ｍｇ 比 （１６４􀆰 ７０±２􀆰 ３７） ｐｇ ／ ｍｇ， Ｐ ＝ ０􀆰 ００９］
和 ＴＧＦ⁃β１ ［ （２８８􀆰 ２７ ± ２６􀆰 ２０） ｐｇ ／ ｍｇ 比 （１１６􀆰 ６１ ±
１４􀆰 ４３） ｐｇ ／ ｍｇ， Ｐ ＝ ０􀆰 ００５］ 水平均显著升高。 水蛭

素组 肾 脏 组 织 ＩＬ⁃６ ［ （ １８５􀆰 ２２ ± ０􀆰 ９１ ） ｐｇ ／ ｍｇ 比

（ ２８４􀆰 ７２ ± １２􀆰 ２７ ） ｐｇ ／ ｍｇ， Ｐ ＝ ０􀆰 ０３２ ］、 ＴＮＦ⁃α
［ （１８５􀆰 ９２±１８􀆰 ３０） ｐｇ ／ ｍｇ 比 （２８８􀆰 ７２±２７􀆰 ７８） ｐｇ ／ ｍｇ，
Ｐ＝ ０􀆰 ０２２］ 和 ＴＧＦ⁃β１ ［ （１５９􀆰 ８９±２８􀆰 ０２） ｐｇ ／ ｍｇ 比

（２８８􀆰 ２７±２６􀆰 ２０） ｐｇ ／ ｍｇ， Ｐ ＝ ０􀆰 ０２０］ 水平均低于糖

尿病模型组， 与对照组比较均无显著差异 （Ｐ 均 ＞
０􀆰 ０５）。 血清 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 由于低于检测下限未能检

出。 与对照组比较， 糖尿病模型组和水蛭素组血清

ＴＧＦ⁃β１ 均升高 （Ｐ 均 ＜ ０􀆰 ０５）； 与糖尿病模型组比

较， 水蛭素组血清ＴＧＦ⁃β１降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５。

２􀆰 ６　 水蛭素对 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路相关蛋白表达

的影响

给药 ６ 周后， 与对照组比较， 糖尿病模型组

ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 水平显著升高 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）， 水蛭

素组 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 水平无显著差异 （Ｐ 均＞０􀆰 ０５）；
与糖尿病模型组比较， 水蛭素组 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３水
平均降低 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）。 ３ 组 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ 水平均无

显著差异 （Ｐ 均＞０􀆰 ０５）， 见图 ６。

３　 讨论

本研究结果显示， 与糖尿病模型组比较， 水蛭素

组肾脏组织损伤减轻， ＣＯＬ⁃Ⅳ、 ＦＮ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、
ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 水平均降低， ｎｅｐｈｒｉｎ 水

平升高， 提示水蛭素对糖尿病大鼠肾脏组织具有保护

作用， 且机制可能与降低炎症因子水平、 抑制 ＪＡＫ２ ／
ＳＴＡＴ３ 通路活化相关。

糖尿病是导致慢性肾病的主要原因之一， 糖尿病

图 ５　 三组大鼠肾脏组织 ＩＬ⁃６ （Ａ）、 ＴＮＦ⁃α （Ｂ） 和 ＴＧＦ⁃β１ （Ｃ） 和血清 ＴＧＦ⁃β１ （Ｄ） 表达水平比较

与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与糖尿病模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５
Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ （Ａ）， ＴＮＦ⁃α （Ｂ） ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ （Ｃ） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙｓ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒｕｍ （Ｄ） ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ

３ ｇｒｏｕｐｓ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５
ＩＬ⁃６ （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６）： 白细胞介素⁃６； ＴＧＦ⁃β１ （ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１）： 转化生长因子⁃β１； ＴＮＦ⁃α （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ α）： 肿瘤坏死因子⁃α
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图 ６　 三组大鼠 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路相关蛋白表达水平比较

Ａ􀆰 ｐ⁃ＪＡＫ２ 和 ＪＡＫ２ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 图及定量比较； Ｂ􀆰 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 和 ＳＴＡＴ３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 图及定量比较

与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与糖尿病模型组比较， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５
Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ３ ｇｒｏｕｐｓ

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５
ＪＡＫ２ （Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ２）： 酪氨酸激酶 ２； ＳＴＡＴ３ （ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ３）： 信号转导与转录激活因子 ３

相关肾脏疾病比例已超过与肾小球肾炎相关的慢性肾

脏病的比例［２２］ ， 其进展为肾功能衰竭和死亡的风险

较高， 是导致患者透析或肾移植的主要原因， 给患者

及其家庭带来了沉重的经济负担［２， ４］ 。 因此， 探索预

防和治疗糖尿病相关肾脏疾病的药物具有重要意义。
水蛭素是一种高效的天然凝血酶特异性抑制剂，

具有抗凝、 促进微血管生成、 抗纤维化、 抗肿瘤、 改

善心脑血管疾病和糖尿病并发症等多种药理作用［２３］ 。
本课题组前期研究发现， 水蛭素可减轻高糖环境对雪

旺细胞、 背根神经节细胞及二者共培养体系造成的细

胞损伤， 增加髓鞘节段数目和长度［１５⁃１７］ ， 从体外模

型的角度提示了水蛭素可能对糖尿病微血管并发症糖

尿病周围神经损伤具有一定的保护作用。 糖尿病肾损

伤亦属于糖尿病微血管并发症， 国内外研究表明， 水

蛭素可通过抑制肾脏炎症以减轻糖尿病肾损伤［１８⁃２０］ ，
但具体作用通路及相关机制尚待阐明。

本研究通过腹腔注射 ０􀆰 ４５％ ＳＴＺ 的方式成功建立

糖尿病大鼠模型， 实验期间糖尿病模型组和水蛭素组

大鼠随机血糖显著高于对照组， 体质量显著低于对照

组， 亦提示大鼠具有糖尿病的典型症状。 给药 ６ 周后，
糖尿病模型组和水蛭素组肾脏均出现典型的病理变化，
包括 ＧＢＭ 增厚、 系膜增生、 肾小管变性和肾小管上皮

细胞肿胀， 且肾功能指标均升高， 证实此两组糖尿病

大鼠具有肾脏损伤。 与糖尿病模型组比较， 水蛭素组

肾脏病理改变减轻， 肾功能指标明显降低， 提示水蛭

素可减轻糖尿病所致的肾脏损伤， 发挥保护效应。
典型的 ＤＮ 病理变化以肾小球硬化为特征。 肾脏

纤维化包括两个阶段， 纤维化形成期和瘢痕形成

期［２４］ 。 在第一阶段， 成纤维细胞持续合成细胞外基

质 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ）。 随着疾病的进展， 过

量合成的 ＥＣＭ 和胶原纤维在肾脏中沉积并形成永久

性瘢痕， 最终导致肾小球硬化［２５］ 。 因此， 在第一阶

段进行干预对于 ＤＮ 的防治至关重要。 由于 ＦＮ 和

ＣＯＬ⁃Ⅳ是构成 ＥＣＭ 的主要蛋白［２６］ ， 降低二者水平有

助于缓解 ＤＮ 大鼠肾小球硬化程度［２７⁃ ２８］ 。 足细胞裂

孔膜结构蛋白 ｎｅｐｈｒｉｎ 是肾小球脏滤过屏障的重要的

蛋白成分， ｎｅｐｈｒｉｎ 表达减少将破坏 ＧＢＭ 的完整

性［２９］ 。 本研究结果显示， 与糖尿病模型组比较， 水

蛭素组肾脏组织 ＣＯＬ⁃Ⅳ、 ＦＮ 水平均降低， ｎｅｐｈｒｉｎ 水

平升高， 提示水蛭素可能通过缓解糖尿病大鼠肾脏纤

维化以保护肾功能。
为进一步探讨水蛭素对肾功能保护的具体机制，

本研究首先检测了血清和肾脏组织中纤维化相关细胞

因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 和 ＴＧＦ⁃β１ 变化情况［３０⁃３１］ 。 ＴＧＦ⁃β１
可通过 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路促进 ＥＣＭ 合成与沉积，
加重肾脏纤维化［３２］ 。 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 可诱导系膜细胞
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增殖， 加剧肾小球硬化［３３］ 。 本研究结果显示， 与糖

尿病模型组比较， 水蛭素组肾脏组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 和

ＴＧＦ⁃β１ 水平均降低， 提示水蛭素可下调这些细胞因

子以减轻糖尿病大鼠肾纤维化。
ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 通路在肾脏纤维化过程中发挥重要

作用， 推测可能的机制： 过表达的 ＩＬ⁃６ 通过作用于

ｇｐ１３０ 受体可促进 ＪＡＫ２ 蛋白磷酸化， 并进一步活化

磷酸化的 ＳＴＡＴ３ 蛋白， 使其向细胞核内转移， 调控

ＴＧＦ⁃β１、 ＣＯＬ⁃Ⅳ和 ＦＮ 等纤维化因子表达， 最终促进

肾脏纤维化。 研究表明， 抑制 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 通路可显

著改善糖尿病大鼠的肾功能［９， ３４］ 。 目前， 水蛭素是

否通过作用于 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 通路继而发挥对糖尿病大

鼠肾脏的保护作用尚未得到证实。 本研究结果显示，
与对照组比较， 糖尿病模型组ｐ⁃ＪＡＫ２、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 水平

显著升高； 与糖尿病模型组比较， 水蛭素组 ｐ⁃ＪＡＫ２、
ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 水平均降低， 提示水蛭素可能通过抑制

ＪＡＫ２ 和 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化， 继而影响 ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 通

路的激活， 从而延缓肾脏纤维化病理进程［１３，３５⁃３６］ 。
本研究局限性： （１） 未设立拮抗水蛭素作用机

制的大鼠组别； （２） 仅为动物实验。 虽然有少量研

究发现， 联合使用含水蛭素成分的药物治疗慢性肾脏

病患者， 相比未联合使用含水蛭素成分的单药疗效更

为显著［３７⁃４１］ ， 但水蛭素对 ＤＮ 患者的保护作用， 仍需

进行大样本、 高质量临床随机对照试验予以验证。
综上所述， 水蛭素可改善 ＳＴＺ 诱导的糖尿病大鼠

肾功能， 减轻肾脏病理损伤并降低其肾脏组织中纤维

化因子 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 表达。 其作用机制可

能与抑制肾脏组织中 ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化有关

（图 ７）。 本研究结果为研究水蛭素减轻糖尿病肾脏损

伤的潜在作用机制提供了实验依据， 并为相关药物的

研发提供了新的思路。 目前， 作为水蛭素的非活性前

药， 重组水蛭素证实是肝素引起的血小板减少症患者

的可替代选择［４１］ ， 其治疗深静脉血栓症的Ⅰ期临床

试验也在开展中［４２⁃４３］ ， 预示着水蛭素在许多领域中

具有潜在的应用价值。 相信随着相关研究的深入， 进

一步挖掘水蛭素的分子机制， 其在 ＤＮ 防治中将会发

挥更大作用。

作者贡献： 何怡芊负责研究实施及论文撰写； 谢骏、
赵炳佳、 屈岭负责研究设计数据分析； 梁晓春负责指

导论文修订。
利益冲突： 所有作者均声明不存在利益冲突

图 ７　 水蛭素对糖尿病大鼠肾损伤保护作用的可能机制

Ｆｉｇ． ７　 Ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｉｒｕｄｉｎ ｏｎ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ
ＦＮ： 同图 ４； ＩＬ⁃６、 ＴＧＦ⁃β１、 ＴＮＦ⁃α： 同图 ５； ＪＡＫ２、 ＳＴＡＴ３： 同图 ６
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