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摘要 目的：研究黄芪甲苷 ( Astragaloside IV, AS-IV）联合骨髓间充质干细胞（Bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs）对链

脲佐菌素（Streptozocin, STZ）诱导的糖尿病肾病（Diabetic nephrology, DN）大鼠肾脏的保护作用。方法：8周龄正常雄性 SD

（Sprague Dawley, SD）随机选取 8只作为正常对照组，其余大鼠给予腹腔注射 60 mg/kg剂量 STZ建立糖尿病模型。造模成功的大

鼠随机分为模型组、BMSCs组和 BMSCs + AS-IV组，每组 8只。BMSCs+AS-IV组给予 AS-IV口服灌胃治疗。BMSCs组与 BM-

SCs+AS-IV组给予尾静脉注射 BMSCs，正常对照组和模型组尾静脉注射相同剂量的无血清 DMEM培养基。于第 10周末收集大

鼠 24小时尿液，并留取肾脏组织，测定 24 h尿白蛋白排泄，观察肾脏病理改变，并采用免疫组织化学方法检测肾组织中 琢-SMA、

Desmin、Nephrin、NOX4的表达。结果：与模型组相比，BMSCs组与 BMSCs+ AS-IV组大鼠的肾脏病理损伤明显改善，肾小球系膜

细胞增生，系膜基质增多；肾组织中 NOX4、Desmin和 琢-SMA蛋白表达降低，Nephrin蛋白表达增加，24 h尿白蛋白排泄均明显减

轻，且 BMSCs联合 AS-IV治疗组效果更显著（P＜0.05）。结论：AS-IV联合 BMSCs治疗可缓解糖尿病肾病大鼠肾脏病理损伤，改

善 DN大鼠肾组织的氧化应激，改善肾脏足细胞转分化，从而减轻蛋白尿排泄，具有肾脏保护作用。
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Renal Protective Effect of Astragaloside IV Combined with Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cells on STZ-induced Diabetic Rats*

To study the renal protective effect of Astragaloside IV (AS-IV) combined with bone marrow mesenchymal

stem cells (BMSCs) on streptozotocin (STZ) induced type 1 diabetic rats. Eight male Sprague-Dawley (SD) rats aged 8 weeks

were randomly selected as the normal control group, and the remaining rats were given intraperitoneal injection of STZ（60 mg/kg）to

establish type 1 diabetes models. The diabetic rats were randomly divided into model group, BMSCs treatment group and BMSCs + AS-IV

treatment group (n=8). BMSCs+ AS-IV group was given AS-IV solution by oral gavage. BMSCs group and BMSCs+ AS-IV group were

injected with BMSCs by caudal vein. The normal control group and model group were injected with the same dose of serum-free DMEM

culture medium. At the end of the 10th week, the excretion of urine albumin and renal histopathology were examined. The expressions of

琢-SMA, Desmin, Nephrin and NOX4 in the renal tissues were detected by immunohistochemistry. Compared with diabetes

model group, the renal pathological injury was significantly improved, the expression of NOX4, 琢-SMA and Desmin in the renal tissue

was decreased, the expression of Nephrin was increased, and the excretion of urinary protein was reduced in BMSCs treatment group and

BMSCs + AS-IV treatment group, and the combination treatment group was more significant. Treatment of AS-IV com-

bined with BMSCs can alleviate renal pathological injury in DN rats, improve oxidative stress and reduce proteinuria excretion, has a

protective effect on the kidney of STZ-induced type 1 diabetic rats.
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前言

DN是糖尿病的常见微血管并发症之一，随着疾病的进展，

肾脏结构和功能障碍将难以逆转[1]，足细胞 (podocyte)是肾小

球滤过屏障的重要成分之一，与 DN的进展密切相关[2]，缺乏早

期且有效的干预措施是目前 DN防治面临的瓶颈问题。我国传

统中药以其多位点、整体调节的特点，在 DN的防治表现出一

定的优势。中医学认为，DN属 "消渴 "、"水肿 "等范畴，基本

病机为本虚标实、气阴两虚，益气是 DN的基本治法之一。黄芪

(Astragalus membranaceus)是传统的 "健脾益气 "中药，具有补

气升阳、利水消肿等功效,临床Meta分析显示黄芪具有肾脏保

护作用，是临床防治 DN的常用中药[3]。黄芪甲苷是黄芪的主要

活性成分之一，其抗炎、抗氧化及免疫调节等生物学特性在大

量实验中得到证实[4]。

BMSCs是一类有多向分化潜能的成体干细胞，可以分化

为骨、肌肉、脂肪等间充质组织。有研究表明 BMSCs在抗炎、抗

氧化应激和免疫调节中都可发挥重要作用[5]，能在受损组织中

进行分化并修复相应组织[6]。研究发现 AS-IV能促进 BMSC的

增殖，增加干细胞因子(Stem cell factor, SCF)的分泌[7]，还能减

少高糖所致的 Toll样受体 4（Toll-like receptor 4, TLR4）表达的

增加减轻炎症反应[8]。

本实验通过建立 STZ诱导的 1型糖尿病大鼠模型[9]，采用

AS-IV与 BMSCs联合治疗，进一步探讨 AS-IV与 BMSCs联

合治疗对 DN的保护作用，为 DN提供新的治疗依据。

1 材料与方法

1.1 材料

实验所用动物为 6周龄雄性 SD大鼠，购自复旦大学实验

动物中心。黄芪甲苷购自中国西安赛邦医药科技有限公司(检

验纯度≥ 98%)。链脲佐菌素购自美国西格玛奥德里奇（Sig-

ma-Aldrich）公司。胎牛血清购自(Gibco)公司。L-DMEM培养液

购自 (Gibco) 公司。Nephrin 抗体购自美国西格玛奥德里奇

（Sigma-Aldrich）公司，琢-SMA、Desmin、NOX4抗体均购自艾博

抗（Abcam）公司。全自动生化仪（日立，HITACHI 7600-120E）。

显微镜（莱卡，Leica）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠骨髓间充质干细胞分离与培养 选择 6只 SD大

鼠，获得动物骨髓，进行骨髓间充质干细胞分离与培养，用 4%

水合氯醛麻醉，获得大鼠双侧股骨、胫骨，利用含胎牛血清的

L-DMEM培养液反复冲洗骨髓腔，收集骨髓细胞悬液并接种

在培养瓶中，加入到含有胎牛血清的 L-DMEM培养液重悬细

胞，制成单细胞悬液，接种到 6孔板中，置于 37℃，5% CO2培

养箱中培养；每天进行细胞观察；当出现梭形细胞为主、类成纤

维细胞的 BMSCs集落且达 80%汇合度后，用 0.05%胰蛋白酶，

37℃消化 2 min，按 1: 2的传代比例进行铺板，置于 5% CO2，

37℃培养箱中培养，记为第 1代（P1），然后进行传代和培养。

1.2.2 大鼠骨髓间充质干细胞鉴定 大鼠骨髓间充质干细胞

呈现出基本一致的长梭形，骨髓间充质干细胞表面抗原表达经

流式细胞仪检测，第 3代大鼠骨髓间充质干细胞抗原 CD29表

达阳性率为 96 %，CD90表达阳性率为 93%，但不表达 CD34

(1.9 %)和CD45 (2.3%)，表明培养所得细胞为骨髓间充质干细胞。

1.2.3 流式细胞检测方法 收集第三代（P3）BMSCs细胞，PBS

洗涤后制备单细胞悬液。细胞分为 3 份，分别加入 CD29、

CD34-PE抗体；充分混匀，常温避光孵育 1个小时，离心 5分钟

后弃上清，加入 PBS轻轻重悬细胞。然后采用流式细胞仪检测

其表面抗原表达，记录数据。

1.2.4 动物分组与给药 6周龄雄性 SD大鼠，在 SPF级环境

中适应性喂养 2周。随机取 8只 SD大鼠作为正常对照组，其

余大鼠给予腹腔注射 60 mg/kg剂量 STZ建立糖尿病模型，注

射 72 h后尾静脉采血测量随机血糖，随机血糖≥ 16.7 mmol/L

的大鼠则确认为 1型糖尿病模型成功。将造模成功的大鼠随机

分为模型组、BMSCs组、BMSCs + AS-IV组，每组 8只。取第 3

代（P3）骨髓间充质干细胞，利用胰蛋白酶进行消化，用含胎牛

血清的 DMEM培养基终止消化，离心，用无血清 DMEM培养

基悬浮细胞。用生理盐水将第 3代（P3）MSCs制成单细胞悬

液，模型组 BMSCs组与 MSCs+ AS-IV组予尾静脉注射 BM-

SCs (4× 106/500 滋L)，首次移植后 2、4周，分别进行第 2、3次移

植，共移植 3次，正常对照组和模型组予尾静脉注射相同剂量

的无血清 DMEM培养基。同时 BMSCs+AS-IV组给予 AS-IV

（10 mg/kg）口服灌胃治疗，连续 10周。

1.2.5 标本采集及检测 （1）尿液标本采集及检测方法 灌胃

第 10周末，将大鼠置于大鼠代谢笼中，自主饮水进食，收集 24

h所有尿液。将所收集的尿液离心，弃沉渣留取上清，记录尿

量，保存待送检。采用全自动生化仪检测尿液生化指标。（2）肾

组织病理标本采集及检测方法灌胃第 10周末，用 1%戊巴比

妥钠腹腔注射麻醉大鼠，手术暴露心脏及肾脏，用生理盐水对

心脏进行灌流直至肾脏颜色发白，迅速取下肾脏，去除肾包膜，

沿肾蒂剖开肾脏。将肾组织迅速放入 10%福尔马林溶液中固

定。将固定完成后的肾脏组织酒精梯度脱水，石蜡包埋。切片后

进行 HE及 PAS染色，用显微镜观察肾脏组织病理改变。（3）肾

组织免疫组织化学检测 将切好的石蜡白片放入 60℃烘箱，30

分钟后依次用二甲苯及梯度酒精脱蜡处理。随后将已脱蜡的片

子进行抗原修复，用 PAP组化笔在肾脏周围画疏水圈，滴加

3%过氧化氢阻断内源性过氧化物酶，5%山羊血清封闭后孵第

一抗体（4℃过夜），用 TBST溶液洗 3次每次 5分钟，孵第二抗

体（室温，60分钟），用 TBST溶液洗 3次每次 5分钟，将片子擦

拭干净后滴加 DAB显色液（观察颜色变为棕黄色时用双蒸水

终止显色），用苏木精染液进行核染色，梯度酒精及二甲苯脱水

后用中性树胶封片。用显微镜进行观察，拍片。

1.3 统计学方法

本实验数据采用 GraphPad Prism 5.0和 SPSS 24.0软件进

行分析，计量资料的组间显著性检验采用单因素方差分析。以

P＜0.05表示有统计学意义。

2 结果

2.1 AS-IV与 BMSCs对 STZ诱导的 1型糖尿病大鼠尿蛋白的

影响

给予 SD大鼠 AS-IV与 BMSCs治疗 10周后，留取大鼠

24 h尿液进行尿白蛋白的检测，结果发现，与正常对照组相比，

模型组大鼠 24 h尿白蛋白排泄明显升高，提示糖尿病大鼠出
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现肾脏损伤；与模型组相比，BMSCs组与 AS-IV+BMSCs组大

鼠的 24 h尿白蛋白水平均明显降低，且 AS-IV+BMSCs组降低

更为显著。表明，BMSCs能明显改善 1型糖尿病大鼠的尿蛋白

排泄，且联合 AS-IV治疗效果更明显。

2.2 AS-IV与 BMSCs对 STZ诱导的 1型糖尿病大鼠肾脏病理

改变的影响

在灌胃第 10周末留取大鼠肾脏组织标本进行 HE及 PAS

染色。可观察到，正常组肾小球结构清晰、形状规则。与正常组

相比，模型组大鼠肾脏发生显著的病理改变，肾小球系膜细胞

的增生，系膜基质增多；与模型组相比，BMSCs 组与

AS-IV+BMSCs组肾小球系膜细胞增生与系膜基质增多得到显

著性改善。表明，AS-IV与 BMSCs能够明显改善 1型糖尿病

大鼠的肾脏病理改变。

2.3 AS-IV 与 BMSCs 对 STZ 诱导的 1 型糖尿病大鼠肾脏

Nephrin、琢-SMA及 Desmin蛋白表达的影响

通过免疫组织化学方法检测大鼠肾脏中琢-SMA、Desmin

及 Nephrin的表达情况，进一步探讨 AS-IV与 BMSCs对 1型

糖尿病大鼠肾脏的影响。结果发现，与正常对照组相比，模型组

大鼠肾脏 Nephrin蛋白的表达明显减少；与模型组相比，BM-

SCs组与 AS-IV+BMSCs组大鼠肾脏 Nephrin蛋白表达明显上

调。与正常对照组相比，模型组大鼠肾脏琢-SMA与 Desmin表

达明显增多；与模型组相比，BMSCs组与 AS-IV+BMSCs组大

鼠肾脏琢-SMA与 Desmin蛋白表达均明显下降。表明，AS-IV

与 BMSCs能够改善 1型糖尿病大鼠肾脏足细胞转分化。

图 1 AS-IV与 BMSCs对 STZ诱导的 1型糖尿病大鼠蛋白尿的影响

Fig.1 Effect of AS-IV and BMSCs on albuminuria in type 1 diabetes

model rats

Note: Data were expressed as± SD, n=8. *P<0.05, compared with the
normal group; #P< 0.05, compared with the diabetic model group.

图 2 AS-IV与 BMSCs对 STZ诱导的 1型糖尿病大鼠肾脏病理改变的影响

Fig.2 Effect of AS-IV and BMSCs on pathological staining in type 1 diabetes model rats

Note: A: HE and PAS staining of rats' kidney tissue (400× ) ; B: Semi-quantitative analysis of HE; C: Semi-quantitative analysis of PAS. *P<0.05,
compared with the normal group; #P<0.05, compared with the diabetic model group.
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2.4 AS-IV 与 BMSCs 对 STZ 诱导的 1 型糖尿病大鼠肾脏

NOX4蛋白表达的影响

通过免疫组织化学方法检测大鼠肾脏中 NOX4蛋白表达

情况，进一步探讨 AS-IV与 BMSCs对 1型糖尿病大鼠肾组织

氧化应激的影响。结果发现，与正常对照组相比，模型组大鼠肾

脏 NOX4 蛋白表达明显增多；与模型组相比，BMSCs 组与

AS-IV+BMSCs组 NOX4蛋白表达明显下降。表明，AS-IV与

BMSCs能够降低 1型糖尿病大鼠肾组织氧化应激。

3 讨论

糖尿病肾病是糖尿病常见的微血管并发症，是引发终末期

肾脏病(End-stage renal disease，ESRD)的重要病因之一，当进展

至 ESRD时，肾损伤是不可逆的，只能通过透析及肾脏移植维

持生命。DN的发病机制复杂，与多种基因、蛋白、代谢途径及

环境因素相关[10]。微量蛋白尿是糖尿病患者出现肾脏损伤的早

期表现，是糖尿病肾病临床肾脏受损最早期、最敏感的指标[11]。

蛋白尿的发生与肾小球滤过屏障受损有关，多伴随着肾脏组织

病理学改变，如细胞外基质沉积，肾小球基底膜增厚和系膜增

生等。DN的现行治疗策略主要有：控制血糖、调节血脂、降低

血压及减少蛋白尿，目前临床上多用阻断肾素 -血管紧张素 -

醛固酮系统药物控制其进展[12]。然而这些治疗措施并不能完全

阻止 DN的进展，晚期患者则需要通过透析及肾移植维持生

命。因此，寻找早期且有效的干预措施来延缓甚至阻断 DN的

进展迫在眉睫。

针对 DN这一发病机制复杂的内分泌代谢病，我国传统中

医药以其整体、多位点调控疾病的发生发展过程的优势，被广

泛用于临床 DN辅助治疗。传统中医学认为 "气阴两虚 " 是

DN的基本病机，益气法是 DN的基本治法之一。黄芪是一味 "

补中益气、健脾利水 "的传统中草药，能减少尿蛋白具有肾脏

保护作用，现已广泛应用于临床糖尿病、慢性肾炎蛋白尿的辅

助治疗[13]。黄芪甲苷是黄芪的重要有效成分，多项研究表明其

具有免疫调节、抗炎、抗病毒、调节细胞凋亡等多方面的药理作

用，在心衰、慢性哮喘、糖尿病外周神经病变等多种疾病中都发

挥着重要作用[14]。BMSCs是一种具有多种分化能力的非造血

干细胞[15]，有抗炎、免疫调剂及修复受损组织等作用[16]，在临床

得到越来越广泛的应用[17]。本研究通过 STZ诱导建立 1型糖尿

病大鼠模型，探究 AS-IV与 BMSCs对 DN大鼠的疗效及其机

制。与正常对照组相比，模型组大鼠 24 h尿白蛋白排泄明显升

图 3 AS-IV与 BMSCs对 STZ诱导的 1型糖尿病大鼠肾脏Nephrin、琢-SMA及 Desmin蛋白表达的影响

Fig.3 Effect of AS-IV and BMSCs on Nephrin, 琢-SMA and Desmin protein expression of kidney in type 1 diabetes model rats

Note: Immunohistochemical staining of rats' kidney tissue (400× )

图 4 AS-IV与 BMSCs对 STZ诱导的 1型糖尿病大鼠肾脏 Nox4蛋白表达的影响

Fig.4 Effect of AS-IV and BMSCs on Nox4 protein expression of kidney in type 1 diabetes model rats

Note: Immunohistochemical staining of rats' kidney tissue (400X)
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高，肾脏发生明显的病理改变，肾小球系膜增厚，系膜基质增

生。AS-IV与 BMSCs干预 10周后，治疗组大鼠 24 h尿白蛋白

排泄较模型组明显减少且 AS-IV联合 BMSCs治疗降蛋白效

果更佳显著，同时可观察到肾脏病理改变也有所改善，说明

AS-IV与 BMSCs对 DN大鼠肾脏具有一定的保护作用。

DN是典型的足细胞损伤性疾病，足细胞是附着于肾小球

基底膜外侧的一种高度分化的终末期细胞，是构成肾小球滤过

膜的一道重要屏障，当足细胞发生损伤时，肾小球滤过屏障受

损，启动 DN蛋白尿和肾小球硬化。蛋白尿与肾小球损伤的严

重程度成正相关[18]。足细胞具有多种病理损伤途径，与 DN进

展密切相关。足细胞凋亡（Apoptosis）可由高糖直接诱导，是

DN早期进展的重要机制之一；持续的高糖刺激还能可导致足

细胞脱落，足细胞与肾小球基底膜之间的粘附力降低，加重 DN

进展[19]；足细胞上皮 -间充质细胞转分化(epithelial-mesenchy-

mal transition，EMT)是导致 DN进展的另一重要机制，上皮细

胞转化为间质细胞，足细胞损伤，肾小球滤过屏障受损，进一步

加重 DN的进展[20,21]。肾病蛋白（Nephrin）是构成足细胞裂孔隔

膜的主要蛋白，与肾小球滤过屏障密切相关，当足细胞发生损

伤时 Nephrin蛋白表达下降[22]。本实验结果显示，模型组大鼠肾

脏 Nephrin蛋白表达水平较正常组明显下降，经 AS-IV与 BM-

SCs干预 10周后，Nephrin蛋白的表达均增加。琢-平滑肌肌动
蛋白（琢-smooth muscle actin，琢-SMA）是由肌成纤维细胞分泌的

一种蛋白，参与组织修复，与肾间质纤维化密切相关，是足细胞

转分化的标志性蛋白[23]。结蛋白( Desmin)是一种细胞骨架中间

的丝蛋白成分，当足细胞发生转分化时，其表达量明显增加 [22]。

本实验中，与正常组大鼠相比，模型组大鼠肾脏琢-SMA 与

Desmin蛋白表达明显增多，表示发生明显的肾间质纤维化及

足细胞转分化损伤，给予 AS-IV与 BMSCs干预后琢-SMA与

Desmin蛋白表达均明显下降。

近年来研究表明氧化应激在 DN的发生与发展过程中均

发挥着关键作用[24]。还原型辅酶Ⅱ氧化酶 4 (NOX4)是 DN早期

活性氧族（ROS）的主要来源，是氧化应激重要标志蛋白之一
[25]。本研究通过观察肾脏组织中 NOX4的表达探讨 AS-IV与

BMSCs对 DN肾组织氧化应激的作用，实验发现，与正常组大

鼠相比，模型组大鼠肾脏组织中 NOX4的表达增多，提示 DN

大鼠肾组织发生氧化应激；经 AS-IV与 BMSCs干预后的大鼠

肾组织中 NOX4表达较模型组明显减少，提示 DN大鼠的肾脏

组织中氧化应激水平有所缓解。

综上所述，AS-IV与 BMSCs能够改善 DN大鼠肾脏病理

损伤及足细胞相关蛋白 Nephrin、琢-SMA与 Desmin蛋白的表

达，同时减轻肾组织氧化应激，有效减轻 DN大鼠的尿蛋白排

泄，对 DN具有肾脏保护作用，且 AS-IV联合 BMSCs干预后降

低蛋白尿效果更加显著。因此，AS-IV与 BMSCs对 DN的肾脏

保护作用可能是通过减轻肾组织氧化应激及足细胞转分化进

而减轻足细胞损伤来实现的，AS-IV联合 BMSCs干预有更好

的肾脏保护作用。我们将在后续的实验研究中对相关抗氧化应

激及足细胞保护的具体信号通路做进一步探讨，为防治 DN提

供新的思路和方法。
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