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大车前苷对糖尿病大鼠肾纤维化的干预作用

梁霄 1， 王盼 2， 李涛 3， 牛昭 1， 陈婧 4

（1. 保定市第二医院肾内科风湿免疫科，河北保定 071000；2. 河北大学附属医院病理科，河北保定 071030；
3. 保定市第二医院检验科，河北保定 071000；4. 保定市第二中心医院肿瘤科，河北保定 071000）

摘要：【目的】探讨大车前苷对糖尿病大鼠肾纤维化的干预作用。【方法】将新生大鼠随机分为正常组，模型组，大车前苷

低、中、高剂量组， 二甲双胍组，每组6只。除正常组外，其他各组大鼠出生第2天给予单次腹膜内注射链脲佐菌素（STZ）
构建糖尿病模型。第12 ~ 16周，大车前苷低、中、高剂量组大鼠分别对应灌胃大车前苷 10、20、40 mg·kg-1·d-1，二甲双胍

组灌胃二甲双胍 25 mg·kg-1·d-1。给药结束后，进行血液和尿液生化检测，进行肾组织氧化应激指标检测，采用苏木素-伊红

（HE）染色法观察肾脏病理变化，采用免疫组织化学法检测肾组织中转化生长因子（TGF）-β水平，采用蛋白免疫印迹法检测

肾组织α平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、E钙黏蛋白（E-cadherin）、TGF-β、Smad2、Smad3和Smad7蛋白表达水平。【结果】与正

常组比较，模型组大鼠血糖含量及总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、尿素氮（BUN）、血清肌酐（SCr）水平显著升高，胰岛素、

总蛋白（TP）和白蛋白（ALB）水平均显著降低，尿液中尿蛋白（PRO）、潜血（BLO）和胆红素（BIL）含量均显著增加（均 P <
0.01），肾组织可见明显纤维化改变，肾组织丙二醛（MDA）水平显著升高，还原型谷胱甘肽（GSH）、谷胱甘肽过氧化物酶

（GPx）、谷胱甘肽转移酶（GST）、超氧化物歧化酶（SOD）水平均显著降低，肾组织TGF-β的PI值显著升高，E-cadherin 和

Smad7表达水平显著下调，α-SMA、 TGF-β、 Smad2和Smad3表达水平均显著上调（均P < 0.01）。与模型组比较，大车前苷

中、高剂量组和二甲双胍组上述指标均得到明显改善（P < 0.05或P < 0.01），大车前苷低剂量组则改善不明显（P > 0.05）。

【结论】大车前苷可能通过调节氧化应激及TGF-β/Smad信号通路抑制糖尿病大鼠肾纤维化。

关键词：大车前苷；糖尿病；肾纤维化；氧化应激；TGF-β/Smad信号通路；大鼠
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Interventional Effect of Plantamajoside on Renal Fibrosis in Diabetic Rats
LIANG Xiao1， WANG Pan2， LI Tao3， NIU Zhao1， CHEN Jing4

（1. Dept. of Nephrology Rheumatology， the No.2 Hospital of Baoding，Baoding 071000 Hebei，China；2. Dept. of Pathology，
Affiliated Hospital of Hebei University，Baoding 071030 Hebei，China；3. Dept. of Clinical Lab， the No.2 Hospital of Baoding，
Baoding 071000 Hebei，China；4. Dept. of Oncology， the No.2 Central Hospital of Baoding，Baoding 071000 Hebei，China）

Abstract：Objective To explore the prevention effect of Plantamajoside on renal fibrosis in diabetic rats. Methods

The newborn rats were randomly divided into normal group，model group， and low-dose，medium-dose and
high-dose Plantamajoside groups，with 6 rats in each group. Except for the normal group，all groups were given a
single intraperitoneal injection of streptozotocin（STZ）on the second day of life to construct a diabetic model. From
week 12 to 16，rats in the low-，medium- and high- dose Plantamajoside groups were given 10，20，40 mg·
kg-1·d-1 of Plantamajoside by gavage，respectively，and the metformin group was given 25 mg·kg-1·d-1 of metformin
by gavage. At the end of the dosing period，blood and urine biochemical tests were carried out，and renal tissue
oxidative stress indexes were measured，and renal pathological changes were observed by hematoxylin-eosin（HE）
staining. Immunohistochemistry was used to detect transforming growth factor（TGF）-β level in renal tissues，and
Western Blot was used to detect α smooth muscle actin（α-SMA），E-cadherin，TGF-β，Smad2，Smad3 and
Smad7 protein expression levels in renal tissues. Results Compared with the normal group，blood glucose level and
total cholesterol（TC）， triglyceride（TG）， urea nitrogen（BUN） and serum creatinine（SCr） levels were
significantly increased in the model group， and insulin， total protein（TP） and albumin（ALB） levels were
significantly decreased，while the levels of urinary protein（PRO），octetic blood（BLO）and bilirubin（BIL）in the
urine were significantly increased in the model group（all P < 0.01）， and the renal tissue showed significant
fibrosis changes. The level of malondialdehyde（MDA）was significantly increased， and the levels of reduced
glutathione（GSH），glutathione peroxidase（GPx），glutathione transferase（GST）and superoxide dismutase（SOD）
were significantly decreased， and the PI value of TGF- β was significantly increased in renal tissue， while
E-cadherin and Smad7 expression levels were significantly down-regulated，and α-SMA，TGF-β，Smad2 and
Smad3 expression levels were significantly up- regulated（all P < 0.01）. Compared with the model group， the
above indexes were significantly improved in the metformin group and medium-dose and high-dose Plantamajoside
groups（all P < 0.05 or P < 0.01），but the improvement was not significant in the low-dose Plantamajoside group
（P > 0.05）. Conclusion Plantamajoside can inhibit renal fibrosis in diabetic rats through possible regulating
oxidative stress and TGF-β/Smad signaling pathway.
Keywords：Plantamajoside；diabetes；renal fibrosis；oxidative stress；TGF-β/Smad signaling pathway；rats

糖尿病肾病是全球范围内终末期肾衰竭发生

的主要原因 [1-2]。与糖尿病肾病相关的特征性功能

和结构异常包括蛋白尿、肾小球瘢痕化、肾间质

纤维化以及肾脏功能持续下降 [3-4]。对抗肾纤维化

是减轻糖尿病肾病的内在机制[5]。有研究发现，大

车前苷可以抑制高糖诱导的肾系膜细胞的炎症、

氧化应激和细胞外基质累积[6]，对镉处理大鼠的肾

脏有保护作用[7]。但体内大车前苷对糖尿病肾病的

影响及机制尚不清楚。因此，本研究探讨了大车

前苷对链脲佐菌素（STZ）诱导的糖尿病大鼠肾功能

和病理的影响及机制，以期为糖尿病肾病的临床

治疗提供参考依据，现将研究结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 动物 新生的 SD大鼠 36 只，雌雄各半，怀

孕1周的SPF母鼠购自北京维通利华实验动物技术

有限公司，动物质量合格证号：SCXK（京）2016-
0006。SPF 实验动物饲养室温度控制在 21 ℃左

右、湿度控制在55%左右，光照/黑暗周期为12 h。
大鼠在实验前均予普通饲料适应性喂养1周。该实
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验方案已经保定市第二医院动物伦理委员会审

批，符合动物伦理原则。

1. 2 药物与试剂 大车前苷[分子式为 C29H36O16，

分子量：640.59，高效液相色谱（HLPC）≥ 98.0%]
购自上海吉至生化科技有限公司，批号：104777-
68-6；二甲双胍（Melbine，HLPC ≥ 97.0%）购自江

顺化工科技有限公司，批号：1115-70-4。链脲佐

菌素（STZ，HLPC ≥ 98.0%）购自北京赛因百奥生物

技术有限公司；苏木素-伊红（HE）染色试剂购自索

莱宝科技有限公司；丙二醛（MDA）、还原型谷胱

甘肽（GSH）、谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）、谷胱甘

肽转移酶（GST）、超氧化物歧化酶（SOD）等检测试

剂盒均购自上海江莱生物科研试剂有限公司；放

射免疫沉淀分析（RIPA）裂解缓冲液（南京海克尔生

物科技有限公司）；二喹啉甲酸（BCA）试剂盒（上海

易色医疗科技有限公司）；兔来源的 TGF-β、

α-SMA、E-cadherin、Smad3、Smad2、Smad7等单

克隆抗体和山羊抗兔免疫球蛋白（IgG）单克隆抗体

购自英国Abcam公司。

1. 3 仪器 Urtest-500B 尿液分析仪，购自桂林优

利特医疗电子销售有限公司；MuLTI⁃SKAN GO 型

全自动酶标仪，购自美国 Thermo 公司；HCC400
全自动生化分析仪，购自山东国康生物科技有限

公司； FluorChem HD2凝胶成像系统，购自美国

Proteinsimple公司。

1. 4 分组、模型构建与给药处理 将新生大鼠随

机分为正常组，模型组，大车前苷低、中、高剂

量组，二甲双胍组，每组6只。模型组，大车前苷

低、中、高剂量组，二甲双胍组大鼠出生第2天给

予腹膜内单次注射 STZ 50 mg/kg 复制糖尿病模

型[8]，正常组给予腹腔注射等量0.1 mol/L柠檬酸盐

缓冲液。第8周后，大鼠断奶并测定血糖水平，血

糖高于 250 mg/dL即可判断为造模成功 [9]。大鼠再

饲养4周后，大车前苷低、中、高剂量组大鼠分别

对应灌胃大车前苷 10、20、40 mg·kg-1·d-1[7]，二甲

双胍组灌胃二甲双胍 25 mg·kg-1·d-1[10]，持续 4周，

即第 12 ~ 16周。实验最后 1天，收集 24 h尿液，

麻醉后收集血液样本和肾组织。

1. 5 观察指标与方法

1. 5. 1 血液生化分析 经大鼠眼眶采集血液，分

离血清。应用全自动生化分析仪检测大鼠血糖含

量及总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、胰岛素 、

总蛋白（TP）、白蛋白（ALB）、尿素氮（BUN）、血

清肌酐（SCr）水平。

1. 5. 2 尿液生化分析 第 16 周实验结束最后

1 天，收集 24 h尿液，应用尿液分析仪检测尿蛋

白（PRO）、尿潜血（BLO）和尿胆红素（BIL）的含量。

1. 5. 3 HE染色法观察肾脏病理变化 将肾组织

用40 g/L多聚甲醛溶液固定后，常规脱水制成石蜡

切片。然后进行脱蜡、苏木素染色、1%盐酸酒精

分化、0.6% 氨水返蓝、0.5% 伊红染色、常规脱

水、二甲苯透明等步骤，最后以中性树胶封片。

于400倍显微镜下观察肾损伤情况。

1. 5. 4 肾组织MDA、GSH、GPx、GST、SOD检测 将

肾组织匀浆，收集上清液。按照试剂盒说明书检

测MDA、GSH、GPx、GST、SOD水平。

1. 5. 5 免 疫 组 织 化 学 法 检 测 肾 组 织 TGF- β
表 达 将肾组织石蜡切片常规脱蜡，用过氧化物

酶阻断内源性过氧化物酶活性，再加入 TGF-β
抗体（1∶800稀释）4 ℃孵育过夜，然后滴加生物素

标记的二抗，以3，3’-二氨基联苯胺DAB显色，苏

木素复染，梯度酒精脱水，二甲苯透明，最后封

片观察。实验均采用删除第一抗体作阴性对照。

TGF-β表达阳性则呈棕色颗粒状，应用真彩色病

理图像分析系统软件计算阳性指数（PI）。
1. 5. 6 蛋白免疫印迹法检测肾组织 α-SMA、

E-cadherin、TGF-β、Smad2、Smad3和Smad7蛋白

表达 将肾组织剪碎，用RIPA裂解液匀浆提取总

蛋白，然后用BCA试剂盒定量蛋白的浓度。将蛋

白样品用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）分离后，再用半干转膜仪转移到聚

偏二氟乙烯膜，室温下于脱脂牛奶中封闭蛋白

2 h。分别加入一抗稀释液 α-SMA（1∶1 000）、

E-cadherin（1∶800）、TGF-β（1∶1 000）、 Smad2
（1∶1 500）、Smad3（1∶1 500）、Smad7（1∶1 500）
4 ℃ 封闭过夜。再加入对应辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔单克隆 IgG二抗稀释液（1∶2 000）室温封

闭 1 h，最后滴增强化学发光（ECL）试剂曝光、显

影。以GAPDH为内参，使用 ImagePro Plus 6.0软

件分析蛋白条带积分吸光度值，结果以目标蛋白

积分吸光度值/内参蛋白积分吸光度值表示。

1. 6 统计方法 采用SPSS 21.0统计学软件进行数

据分析。所有实验数据以均数 ± 标准差（x ± s）表

示，经Shapiro-Wilk检验发现符合呈正态分布，多
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组比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采

用SNK检验。以P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠血液生化指标比较 与正常组比较，

模型组大鼠血糖含量及 TC、TG、BUN、SCr水平

均显著升高（P < 0.01），而胰岛素、TP和ALB水平

均显著降低（P < 0.01）；与模型组比较，大车前苷

低剂量组大鼠血糖含量及 TC、TG、胰岛素、TP、
ALB、BUN、SCr 水平均无明显变化，大车前苷

中、高剂量组和二甲双胍组大鼠血糖含量及 TC、
TG、BUN、SCr 水平均显著降低（P < 0.05 或 P <
0.01），而胰岛素、TP和ALB水平均显著升高（P <
0.05或P < 0.01）。具体结果见图1。
2. 2 各组大鼠尿液中 PRO、BLO和 BIL含量的

比较 与正常组比较，模型组大鼠尿液中 PRO、

BLO和BIL含量均显著增多（P < 0.01）；与模型组

比较，大车前苷低剂量组大鼠尿液中 PRO、BLO
和BIL含量均无明显变化，大车前苷中、高剂量组

和二甲双胍组大鼠尿液中PRO、BLO和BIL含量均

显著减少（P < 0.05或P < 0.01）。具体结果见图2。

2. 3 各组大鼠肾组织病理变化的比较 正常组大

鼠肾小管和肾小球形状规则，未观察到增生性肾

小球基底膜。模型组肾小球系膜增生明显，肾小

球基底膜增厚，肾小球包膜收缩，毛细血管堵

塞，肾纤维化明显。大车前苷中、高剂量和二甲

双胍组大鼠肾组织病理损伤明显减轻，大车前苷

低剂量组改善不明显。具体结果见图3。
2. 4 各组大鼠肾组织氧化应激水平的比较 与正

常组比较，模型组大鼠肾组织MDA水平显著升高

（P < 0.01），GSH、GPx、GST和SOD水平均显著降

低（P < 0.01）；与模型组比较，大车前苷低剂量组

大鼠肾组织MDA、GSH、GPx、GST和SOD水平均

无明显变化，大车前苷中、高剂量组和二甲双胍

组大鼠肾组织MDA水平显著降低（P < 0.05，P <
0.01），GSH、GPx、GST和 SOD水平均显著升高

（P < 0.05，P < 0.01）。具体结果见图4。
2. 5 各组大鼠肾组织TGF-β、E-cadherin和α-SMA
表达比较 与正常组比较，模型组大鼠肾组织

TGF-β的PI值显著升高（P < 0.01），E-cadherin表达

水平显著下调（P < 0.01），α-SMA表达水平均显著

上调（P < 0.01）；与模型组比较，大车前苷低剂量
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图1 各组大鼠血液生化指标比较

Figure 1 Comparison of blood biochemical parameters in rats of various groups
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A. MDA；B. GSH；C. GPx；D. GST；E. SOD
①P < 0.01，与正常组比较；②P < 0.05，③P < 0.01，与模型组比较

图4 各组大鼠肾组织氧化应激水平的比较

Figure 4 Comparison of oxidative stress levels in renal tissue of rats in various groups
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图2 各组大鼠尿液中PRO、BLO和BIL含量的比较

Figure 2 Comparison of PRO，BLO and BIL levels in urine of rats in various groups

图3 各组大鼠肾组织病理变化比较（HE染色法，×400）
Figure 3 Comparison of pathological changes of renal tissue of rats in various groups（by HE staining method，×400）

a. 正常组 b. 模型组 c. 大车前苷低剂量组 d. 大车前苷中剂量组 e. 大车前苷高剂量组 f. 二甲双胍组
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组大鼠肾组织TGF-β的PI值、E-cadherin和α-SMA
表达水平均无明显变化，大车前苷中、高剂量组

和二甲双胍组大鼠肾组织TGF-β的PI值显著降低

（P < 0.05或P < 0.01），E-cadherin表达水平显著上

调（P < 0.05或P < 0.01），α-SMA表达水平均显著

下调（P < 0.05或P < 0.01）。具体结果见图5。
2. 6 各组大鼠肾组织 TGF-β、Smad2、Smad3和
Smad7表达比较 与正常组比较，模型组大鼠肾组

织 TGF-β、 Smad2 和 Smad3 表达水平显著上调

（P < 0.01）， Smad7 表达水平均显著下调（P <
0.01）；与模型组比较，大车前苷低剂量组大鼠肾

组织TGF-β、Smad2、Smad3和 Smad7表达水平均

无明显变化，大车前苷中、高剂量组和二甲双胍

组大鼠肾组织TGF-β、Smad2和Smad3表达水平显

著下调（P < 0.05或P < 0.01），Smad7表达水平均显

著上调（P < 0.05或P < 0.01）。具体结果见图6。

3 讨论

常用中药车前草为车前科植物车前 Plantago

asiatica L.或平车前Plantago depressa Willd. 的干燥

全草。味甘，性寒。归肝、脾经，具有清热利

尿、祛痰、凉血、解毒等功效，用于治疗水肿、

热淋涩痛、暑湿泻痢、吐血衄血、痈肿疮毒等病

症。大车前苷为车前草的专属成分。本研究结果

显示，大车前苷可显著降低糖尿病大鼠血糖含量

及 TC、TG、BUN、SCr水平，升高胰岛素、TP和

ALB水平，减少尿液中PRO、BLO和BIL含量，减

轻肾组织病理损伤。表明大车前苷可以改善STZ诱

导的糖尿病大鼠病情，减轻糖尿病相关肾损伤，

与二甲双胍疗效相当。

细胞外基质的异常累积，正是肾纤维化的主

要特点 [11]。α-SMA 被认为是肌成纤维细胞的标

志，与肾纤维化程度及肾脏疾病的进展呈正相

关[12]。E-cadherin是肾小管上皮细胞的标记物，在

细胞连接和极化中发挥重要作用，也是上皮间质

转化的标志蛋白，而上皮间质转化是导致细胞外

基质生成的重要环节[13]。本研究结果显示，大车前

苷可上调糖尿病大鼠肾组织E-cadherin表达水平，

下调α-SMA表达水平，表明大车前苷可减轻糖尿

病大鼠肾脏纤维化程度。

A.肾组织TGF-β阳性表达分布与表达水平（免疫组织化学法，×200）；B. 肾组织E-cadherin和α-SMA的电泳条带图像与

表达水平（蛋白免疫印迹法）

①P < 0.01，与正常组比较；②P < 0.05，③P < 0.01，与模型组比较

图5 各组大鼠肾组织TGF-β、E-cadherin和α-SMA表达比较

Figure 5 Comparison of expression of TGF-β，E-cadherin and α-SMA in renal tissue of rats in various groups

a. 正常组 b. 模型组 c. 大车前苷低剂量组

d. 大车前苷中剂量组 e. 大车前苷高剂量组 f. 二甲双胍组
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A. TGF-β、Smad2、Smad3和 Smad7的蛋白免疫印迹法电泳条带；B. TGF-β表达水平；C. Smad2表达水平；D. Smad3
表达水平；E. Smad7表达水平

①P < 0.01，与正常组比较；②P < 0.05，③P < 0.01，与模型组比较

图6 各组大鼠肾组织TGF-β、Smad2、Smad3和Smad7表达比较

Figure 6 Comparison of expressions of TGF-β，Smad2，Smad3 and Smad7 in renal tissue of rats in various groups
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TGF-β可启动经典和非经典途径发挥多种生

物学效应。TGF-β 被确定为肾纤维化的关键介

质，它是一种纤维原性细胞因子，通过激活其下

游介体 Smad2和 Smad3活性介导肾纤维化 [14]。其

中，Smad信号被公认为是TGF-β信号在进行性肾

纤维化中的主要通路[15]。TGF-β1在结合其受体后

通过磷酸化激活其下游介质Smad2和Smad3发挥其

生物学作用。此外，活化的Smad2/3与常见的Smad4
形成异源复合物，并易位进入细胞核以结合并调

节靶基因的表达[16]。在纤维形成的过程中，Smad3
被高度激活，这与通过泛素E3连接酶依赖性降解

机制下调抑制性 Smad7有关[17]。Smad3和 Smad7之
间的平衡偏移导致肌成纤维细胞蓄积和活化，使

细胞外基质过度生成，加剧肾纤维化[18]。另外，持

续性糖尿病相关代谢和血液动力学扰动引起的肾

脏炎症及相关修复反应，激活诸如 Smad3等纤维

化促进蛋白，可最终导致肾纤维化[15]。本研究结果

显示，大车前苷能够上调STZ诱导的糖尿病肾病大

鼠肾组织 Smad7，下调TGF-β、Smad2和 Smad3表
达，与肾纤维化减轻趋势一致。因此，我们推测

大车前苷可能是通过调节TGF-β/Smad信号通路来

减轻糖尿病大鼠肾脏纤维化。

糖尿病肾病是由高血糖状态和晚期糖基化终

末产物在肾脏的积累引起的，氧化应激是糖尿病

肾病的触发因素。有研究发现，高葡萄糖刺激的

肾小管上皮细胞， 产生活性氧簇（ROS），促进

TGF-β1表达增强，最终导致肾纤维化[13]。发生糖

尿病时，氧化应激反应增强，可诱导肾组织细胞

凋亡损伤，使其成为糖尿病肾病进展的主要潜在

机制[19]。本研究结果显示，大车前苷可降低糖尿病

大鼠肾组织脂质过氧化物MDA水平，升高抗氧化

酶GSH、GPx、GST和SOD水平，表明大车前苷可

抑制糖尿病大鼠肾脏氧化应激反应，从而减轻肾

纤维化程度。

综上所述，大车前苷可减轻STZ诱导的糖尿病

大鼠肾脏损伤和纤维化，其机制可能与调节氧化

应激反应和TGF-β/Smad信号通路有关。
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