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　 　 【摘要】 　 目的　 分析紫苏叶提取物对糖尿病肾脏病大鼠肾纤维化及 Notch / 锌指蛋白转录因子 1
(Snail1)信号通路的影响。 方法　 选取 40 只大鼠,10 只作为空白组,其余 30 只建立糖尿病肾脏病大

鼠模型,共有 29 只大鼠建模成功,将其分为模型组 9 只、二甲双胍组 10 只、紫苏叶提取物组 10 只。
二甲双胍组给予二甲双胍,紫苏叶提取物组给予紫苏叶提取物,空白组、模型组不做处理,干预 14

 

d
后观察大鼠变化。 结果　 与空白组相比,模型组、二甲双胍组、紫苏叶提取物组血糖、尿素氮(BUN)、
肌酐

 

(Scr)、丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)、Ⅳ型胶原( Ⅳ-C)、Ⅲ型前胶原( PCⅢ)、透
明质酸(HA)、层黏连蛋白(LN)水平、Notch、Snail1

 

mRNA 表达量及相对表达量上升(P 均<0. 05);与
模型组相比,二甲双胍组、紫苏叶提取物组血糖、BUN、SCr、ALT、AST、Ⅳ-C、PCⅢ、HA、LN 水平、Notch、
Snail1

 

mRNA 表达量及相对表达量下降(P 均<0. 05);二甲双胍组、紫苏叶提取物组血糖、BUN、SCr、
ALT、AST、Ⅳ-C、PCⅢ、HA、LN 水平、Notch、Snail1

 

mRNA 表达量及相对表达量水平对比差异较小

(P 均>0. 05)。 结论　 糖尿病肾脏病大鼠经紫苏叶提取物干预后肾纤维化减轻,Notch / Snail1 信号通

路受抑。
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【Abstract】 　 Objective　 To

 

analyze
 

the
 

effects
 

of
 

Perilla
 

leaf
 

extract
 

on
 

renal
 

fibrosis
 

and
 

Notch /
 

zinc
 

finger
 

protein
 

transcription
 

factor
 

1(Snail1)
 

signaling
 

pathway
 

in
 

diabetic
 

kidney
 

disease
 

rats.
 

Methods　 40
 

rats
 

were
 

selected,
 

10
 

were
 

used
 

as
 

blank
 

group,
 

and
 

the
 

remaining
 

30
 

rats
 

were
 

established
 

with
 

diabetic
 

kidney
 

disease
 

model.
 

A
 

total
 

of
 

29
 

rats
 

were
 

successfully
 

modeled,
 

and
 

they
 

were
 

divided
 

into
 

model
 

group
 

9,
 

metformin
 

group
 

10,
 

and
 

Perilla
 

leaf
 

extract
 

group
 

10.
 

The
 

metformin
 

group
 

was
 

given,
 

the
 

Perilla
 

leaf
 

extract
 

group
 

was
 

given,
 

the
 

blank
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

were
 

not
 

treated,
 

and
 

the
 

changes
 

were
 

ob-
served

 

after
 

14
 

days
 

of
 

intervention.
 

Results　 Compared
 

to
 

the
 

blank
 

group,
 

Levels
 

of
 

blood
 

glucose,
 

urea
 

nitrogen
 

(BUN),
 

creatinine
 

(Scr),
 

alanine
 

aminotransferase
 

( ALT),
 

aspartate
 

aminotransferase
 

( AST),
 

type
 

IV
 

collagen
 

(Ⅳ-C),
 

type
 

III
 

procollagen
 

(PCⅢ),
 

hyaluronic
 

acid
 

(HA),
 

laminin
 

(LN),
 

Notch
 

and
 

Snail1
 

in
 

model
 

group,
 

metformin
 

group
 

and
 

Perilla
 

leaf
 

extract
 

group
 

mRNA
 

expression
 

level
 

and
 

relative
 

expression
 

level
 

were
 

increased
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 

the
 

levels
 

of
 

blood
 

glucose,
 

BUN,
 

SCr,
 

ALT,
 

AST,
 

Ⅳ-C,
 

PCⅢ,
 

HA,
 

LN,
 

Notch
 

and
 

Snail1
 

mRNA
 

expression
 

and
 

relative
 

expression
 

of
 

metformin
 

group
 

and
 

Perilla
 

leaf
 

extract
 

group
 

were
 

decreased
 

(P<0. 05).
 

The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
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blood
 

glucose,
 

BUN,
 

SCr,
 

ALT,
 

AST,
 

Ⅳ-C,
 

PCⅢ,
 

HA,
 

LN,
 

Notch
 

and
 

Snail1
 

and
 

their
 

relative
 

expres-
sion

 

levels
 

were
 

significantly
 

different
 

between
 

the
 

metformin
 

group
 

and
 

Perilla
 

leaf
 

extract
 

group
 

(P>0. 05).
 

Conclusion　 After
 

treatment
 

with
 

Perilla
 

leaf
 

extract,
 

renal
 

fibrosis
 

was
 

alleviated
 

and
 

Notch / Snail1
 

signa-
ling

 

pathway
 

was
 

inhibited.
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　 　 糖尿病肾脏病为糖尿病常见并发症,早期可伴

随蛋白尿、高血压、水肿等症状,随病情进展造成肾

功能纤维化[1-3] 。 二甲双胍具有控制血糖的作用,
从而缓解了高糖造成的炎性刺激,抑制细胞外基质

沉积,最终改善肾小球硬化及肾纤维化。 中医认为

糖尿病肾脏病属“尿浊” “水肿” “消渴” 范畴,多表

现为夹瘀夹浊、脾肾两虚,可辨证论治,治疗应以降

浊化瘀、益肾健脾为主,紫苏叶具有散寒、理气等功

效,可抑制炎症、提升胰岛素敏感性[4] 。 分析紫苏

叶提取物对糖尿病肾脏病大鼠肾纤维化及 Notch /
锌指蛋白转录因子 1(Snail1)是与细胞凋亡、分化联

系密切的信号通路,与多种慢性肾脏病联系密切,
激活后可加重肾脏上皮损伤及纤维化发展[5] 。 基

于此,本研究分析了紫苏叶提取物对糖尿病肾脏病

大鼠的影响,现将结果报道如下。
1　 材料与方法

1. 1　 研究动物　 选取 40 只无特定病原体(SPF)级

Wistar 雌性大鼠,体重 290 ~ 360
 

g,由广东金石医疗

科技服务有限公司提供,动物许可证号:SYXK(粤)
2020-0232,所有大鼠在相对湿度、室温分别为 50%、
23

 

℃的无病原菌笼子中进行 7
 

d 适应性喂养,参照

动物试验伦理要求的相关规定进行本试验操作。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 分组与建模　 在喂养 7
 

d 后,取 40 只大鼠,
10 只作为空白组,其余 30 只参照王月等[6] 建立糖

尿病肾脏病大鼠模型,以高脂饲料(普通饲料中加

入 2. 5%胆固醇、20%葡萄糖、2. 5%胆固醇、10%猪

油)喂养,喂养 4 周后,禁食 12
 

h,在大鼠腹腔注射

35
 

mg / kg 链脲佐菌素(艾美捷科技有限公司),72
 

h
后检测空腹血糖,以血糖值> 16. 7

 

mmol / L,24
 

h 尿

蛋白>30
 

mg 为建模成功[7] ,共有 29 只大鼠建模成

功,将其分为模型组 9 只、二甲双胍组 10 只、紫苏叶

提取物组 10 只。
1. 2. 2　 治疗方法 　 建模成功后第 2

 

d 对大鼠进行

药物治疗,二甲双胍组给予二甲双胍(石药集团欧

意药业有限公司)灌胃给药,0. 2
 

g·kg-1·d-1;紫苏

叶提取物组给予紫苏叶提取物(取新鲜紫苏叶烘干

后过筛,以 1 ∶ 70 加入 70%乙醇,水浴加热后离心,
共提取 3 次,将提取液抽滤、减压后制成干粉) 灌

胃,浓度为 200
 

g·kg-1·d-1。 空白组、模型组不做

处理,以上各组均连续干预 14
 

d。
1. 3　 指标检测

1. 3. 1　 一般情况及基线数据观察　 于建模后药物

干预前,对空白组大鼠、建模大鼠精神状态、体重、
小便、进食、饮水情况、体质量、平均动脉压(MAP)、
心率水平进行观察记录。
1. 3. 2　 病理学观察 　 连续干预 14

 

d 后,抽取大鼠

尾静脉血 6
 

ml,后麻醉将大鼠断颈处死,取大鼠肾

脏组织,采用 4%多聚甲醛固定 24
 

h,通过梯度酒精

脱水、石蜡包埋后将其切为 5
 

μm 厚薄片,烘干后脱

蜡,采用梯度酒精、蒸馏水行水化及洗涤,之后使用

苏木精-伊红(HE)染色、Masson 染色,于光学显微镜

下对大鼠肾脏组织病理形态变化进行观察。
1. 3. 3　 血糖、肝肾功能检测　 取大鼠尾静脉保存待

检静脉血 3
 

ml,通过全自动生化分析仪(德国西门

子)对血糖、尿素氮(BUN)、血肌酐( Scr)、丙氨酸转

氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)水平进行检测。
1. 3. 4　 肾纤维化指标水平检测　 取大鼠尾静脉保

存待检静脉血 3
 

ml,通过放射免疫法对各组大鼠Ⅳ
型胶原 ( Ⅳ-C)、 Ⅲ 型前胶原 ( PC Ⅲ)、 透明质酸

(HA)、层黏蛋白(LN)水平进行检测。
1. 3. 5　 Notch、锌指蛋白转录因子 1( Snail1)

 

mRNA
表达量检测 　 取大鼠保存待检肾脏组织, Notch、
Snail1

 

mRNA 表达量采用实时荧光定量法进行鉴

定,提取总 RNA,Takara 逆转录试剂盒将肾脏组织中

的 RNA 使用逆转录为 cDNA,引物序列采用 Primer5.
0 软件设计,启动聚合酶链式反应(PCR)仪。 通过 2-
△△Ct 方法计算出 Notch、Snail1

 

mRNA 表达量。
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1. 3. 6　 Notch / Snail1 信号通路相关蛋白相对表达

量检测　 Notch、Snail1 相对表达量通过蛋白免疫印

迹(Western
 

Blot,WB)法进行检测,组织中蛋白依照

组织蛋白提取试剂盒说明进行萃取,SDS-PDGE 电

泳于每孔加入 80
 

μg 蛋白后进行,电泳结束后将蛋

白电转至 PVDF 膜上,5%脱脂奶粉对 PVDF 膜进行

封闭,Notch、Snail1 一抗( 1 ∶ 1
 

000) 于摇床上室温

孵育,共孵育 120
 

min,完成后采用 TBST 洗膜 3 次,
5

 

min / 次,后将 Notch、Snail1 二抗(1 ∶ 1
 

000) 于摇

床上室温孵育,共孵育 60
 

min,完成后采用 TBST 洗

膜 3 次, 10
 

min / 次, 化学发光显影采用 ECL, 以

GAPDH 为内参,相对条带灰度光密度值采用 Image
 

J 软件分析。
1. 4　 统计学处理　 采用 SPSS19. 0 统计软件包进行

统计分析处理。 计量资料采用均数±标准差( x±s)
描述,多组间比较采用方差齐性检验,两组间比较

采用重复测量的方差分析,计数资料采用%表示,组
间比较采用 χ2 检验,P<0. 05 为差异具有统计学

意义。
2　 结果

2. 1　 一般情况观察及基线数据　 正常组大鼠饮水、
饮食量正常,反应灵敏,毛发光泽,状态正常;建模

大鼠出现消瘦现象,多尿、多饮,反应迟钝,毛发无

光泽。 如表 1 所示,与正常组大鼠相比,建模大鼠体

质量水平较低,差异具有统计学意义(P<0. 05),两
组 MAP、 心 率 水 平 对 比, 差 异 无 统 计 学 意 义

(P>0. 05)。
2. 2　 病理学观察　 如图 1 所示,空白组大鼠 HE 染

色结果显示肾小管管腔规整、光滑,肾小球外周光

滑,毛细血管密切,Masson 染色结果显示肾胶原无

沉积;模型组大鼠 HE 染色结果显示肾小球萎缩明

显且伴有纤维化,细胞外基质沉积明显且伴有炎性

细胞浸润,Masson 染色结果显示系膜基质增生,肾间

质宽度增加,肾胶原沉积明显;二甲双胍组、紫苏叶提

取物大鼠 HE 染色结果显示肾纤维化病变明显减轻,
Masson 染色结果显示肾间质胶原沉积明显减少。

表 1　 基线数据(x±s)
组别 例数(n) 体质量(g) MAP(mmHg) 心率(次 / min)

正常组 10 346. 12±20. 45 124. 69±5. 12 437. 59±21. 03
建模大鼠 30 321. 01±16. 01 125. 01±5. 09 438. 01±20. 96
t 值 4. 006 0. 236 0. 114
P 值 <0. 001 0. 723 0. 834

　 　 注:MAP:平均动脉压;1
 

mmHg = 0. 133
 

kPa

图 1 各组大鼠肾组织 HE 染色(×200)
注：HE：苏木精鄄伊红

空白组 模型组 二甲双胍组 紫苏叶提取物组

A. B.

图 2 各组大鼠肾组织 Masson 染色(×200)

空白组 模型组 二甲双胍组 紫苏叶提取物组

A. B.
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2. 3　 各组大鼠血糖、肝肾功能对比　 如表 2 所示,
与空白组相比,模型组、二甲双胍组、紫苏叶提取物

组血糖、BUN、SCr、ALT、AST 水平上升,差异具有统

计学意义(P 均<0. 05);与模型组相比,二甲双胍

组、紫苏叶提取物组血糖、BUN、SCr、ALT、AST 水平

下降,差异具有统计学意义(P 均<0. 05);二甲双胍

组、紫苏叶提取物组血糖、BUN、SCr、ALT、AST 水平

对比,差异无统计学意义(P 均>0. 05)。
2. 4　 各组大鼠肾纤维化指标水平对比　 如表 3 所

示,与空白组相比,模型组、二甲双胍组、紫苏叶提

取物组Ⅳ-C、PCⅢ、HA、LN 水平上升,差异具有统

计学意义(P 均<0. 05);与模型组相比,二甲双胍

组、紫苏叶提取物组Ⅳ-C、PCⅢ、HA、LN 水平下降,
差异具有统计学意义(P 均<0. 05);二甲双胍组、紫
苏叶提取物组Ⅳ-C、PCⅢ、HA、LN 水平对比,差异

无统计学意义(P 均>0. 05)。
2. 5　 各组大鼠 Notch、Snail1

 

mRNA 表达量　 如表 4
所示,与空白组相比,模型组、二甲双胍组、紫苏叶

提取物组 Notch、Snail1
 

mRNA 表达量上升,差异具

有统计学意义(P<0. 05);与模型组相比,二甲双胍

组、紫苏叶提取物组 Notch、Snail1
 

mRNA 表达量下

降,差异具有统计学意义(P<0. 05);二甲双胍组、紫
苏叶提取物组 Notch、Snail1

 

mRNA 表达量对比,无
差异统计学意义(P>0. 05)。
2. 6　 各组大鼠 Notch / Snail1 信号通路相关蛋白相

对表达量　 如表 5 所示,与空白组相比,模型组、二
甲双胍组、紫苏叶提取物组 Notch、Snail1 相对表达

量上升,具有差异统计学意义(P<0. 05);与模型组

相比,二甲双胍组、紫苏叶提取物组 Notch、Snail1 相

对表达量下降,具有差异统计学意义(P<0. 05);二
甲双胍组、紫苏叶提取物组 Notch、Snail1 相对表达

量对比,无差异统计学意义(P>0. 05)。
3　 讨论

本研究发现,糖尿病肾脏病大鼠经 0.2
 

g·kg-1·d-1

二甲双胍、200
 

mg·g-1·d-1 紫苏叶提取物干预后

肾脏组织病理学损伤均改善,炎性及氧化应激损伤

均减轻,提二甲双胍组、示紫苏叶提取物均可缓解

糖尿病肾脏病大鼠病情缓解,两者差异较小。 二甲

双胍是具有抗纤维化、抗肿瘤、看管等作用的口服

降糖药,二甲双胍可通过改善肾小球滤过屏障通透

表 2　 各组大鼠血糖、肝肾功能对比[n,(x±s)]
组别 例数(n) 血糖(mmol / L) BUN(mmol / L) SCr(μmol / L) ALT(U / L) AST(U / L)

空白组 10 5. 12±0. 62 5. 22±0. 65 23. 10±2. 10 32. 59±3. 45 86. 01±7. 23
模型组 9 28. 01±3. 45 14. 79±3. 01 35. 01±4. 48 61. 25±7. 30 126. 44±10. 01
二甲双胍组 10 16. 01±1. 11a 7. 25±1. 25a 28. 01±2. 61a 43. 88±5. 14a 101. 88±8. 30a

紫苏叶提取物组 10 15. 96±1. 23ab 7. 23±1. 27ab 27. 96±2. 59ab 44. 01±5. 12ab 102. 03±8. 45ab

F 值 24. 886 4. 455 4. 609 5. 849 4. 555
P 值 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

　 　 注:a :与空白组相比,P<0. 05;b :与模型组相比,P<0. 05;BUN:尿素氮;Scr:血肌酐;ALT:丙氨酸转氨酶;AST:天冬氨酸转氨酶

表 3　 各组大鼠肾纤维化指标水平对比(x±s)
组别 例数(n) Ⅳ-C(μg / L) PCⅢ(μg / L) HA(μg / L) LN(μg / L)

空白组 10 70. 23±8. 01 62. 38±7. 01 86. 01±9. 10 96. 01±9. 01
模型组 9 155. 42±20. 37a 125. 78±13. 58a 140. 35±23. 58a 142. 58±20. 03a

二甲双胍组 10 82. 35±10. 42ab 75. 01±8. 12ab 98. 26±10. 25ab 110. 35±12. 37ab

紫苏叶提取物组 10 82. 29±10. 39ab 74. 98±8. 10ab 98. 30±10. 27ab 110. 62±12. 43ab

F 值 2. 907 3. 920 2. 832 3. 009
P 值 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

　 　 注:a :与空白组相比,P<0. 05;b :与模型组相比,P<0. 05;Ⅳ-C:Ⅳ型胶原;PCⅢ:Ⅲ型前胶原;HA:透明质酸;LN:层黏连蛋白

表 4　 各组大鼠 Notch、Snail1
 

mRNA 表达量(x±s)
组别 例数(n) Notch Snail1

空白组 10 1. 00±0. 01 1. 00±0. 01
模型组 9 2. 36±0. 32a 2. 40±0. 38a

二甲双胍组 10 1. 52±0. 16ab 1. 49±0. 15ab

紫苏叶提取物组 10 1. 51±0. 17ab 1. 50±0. 14ab

F 值 9. 471 11. 265
P 值 <0. 001 <0. 001

　 　 注:Snail1:锌指蛋白转录因子 1;a :与空白组相比,P<0. 05;b :与模型组相比,P<0. 05
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表 5　 各组大鼠 Notch / Snail1 信号通路相关蛋白相对表达量(x±s)
组别 例数(n) Notch Snail1

空白组 10 1. 00±0. 01 1. 00±0. 01
模型组 9 2. 21±0. 30a 2. 23±0. 29a

二甲双胍组 10 1. 40±0. 13ab 1. 52±0. 16ab

紫苏叶提取物组 10 1. 39±0. 14ab 1. 50±0. 17ab

F 值 8. 787 9. 285
P 值 <0. 001 <0. 001

　 　 注:Snail1:锌指蛋白转录因子 1;a :与空白组相比,P<0. 05;b :与模型组相比,P<0. 05

Notch

Snail1

GAPDH

58 kDa

55 kDa

42 kDa

空白组 模型组 二甲双胍组 紫苏叶提取物组

图 3 Notch/Snail1 信号通路 WB 图

注：Snail1：锌指蛋白转录因子 1；WB：蛋白印迹实验验证

性、抑制肾脏肥大而阻碍肾脏纤维化进程。 中医认

为,糖尿病肾脏病与脏腑柔弱、六淫邪毒、劳伤太

过、房劳过度、情志失调相关,发病后可造成肾络瘀

阻、伤阴耗气[8-9] 。 紫苏叶可入脾肺二经,具有理气

止痛、降气化痰等功效,可治胎动不安、肝肾损伤、
气喘、咳嗽、风寒感冒等,主要有效化学成分包括类

黄酮类、酚酸类、挥发油、脂肪酸、苷类化合物、花青

素类、微量元素及蛋白质,可抗炎性反应、抗氧化、
提升胰岛素敏感性[10] 。

长期高血糖可诱发细胞炎症,从而导致了尿蛋

白、肾萎缩、肾纤维化、肾组织炎性进群等症状,推
动了肾纤维化。 血液中Ⅳ-C、PCⅢ、HA、LN 水平可

随糖蛋白、胶原生成增加而增加,为纤维化评估常

用指标,其中Ⅳ-C 可为基底膜内其他成分提供支

架,与微血管并发症发展联系密切,PCⅢ作为肾小

管上皮细胞转化的标志物,其水平上升提示机体出

现肾纤维化,HA 可由肾小球滤过、在恶性肿瘤、肾
功能损伤、糖尿病肾脏病中均呈高表达,LN 是由成

纤维化细胞合成、分泌的间质成分,与肾小管基膜

增厚、萎缩情况密切相关[11] 。 本研究发现,糖尿病

肾脏病大鼠经紫苏叶提取物干预后Ⅳ-C、 PC Ⅲ、
HA、LN 水平下降,提示紫苏叶提取物可减轻肾脏减

缓肾纤维化进程。 分析其原因为:紫苏叶提取物中

的黄酮类可抗炎,酚酸类可抗氧化应激,从而抑制

肾纤维化进程。
有关研究发现[12] ,上皮-间质转分化在纤维化

发生、发展中发挥着重要作用,期间涉及大量的通

路、蛋白、基因、分子等。 Notch / Snail1 信号通路激

活后可参与细胞成纤维续表增殖、分化等,在多种

肾脏病中均发挥着重要作用,其中 Notch 可通过促

进 α-SMA 表达,抑制 E-Cad 表达而促进上皮-间质

转分化的发生、发展,Snail1 可通过抑制 E-Cad、细胞

角蛋白、封闭蛋白、紧密连接蛋白等上皮标志物表

达而参与上皮细胞上皮-间质转分化[13-14] 。 有关学

者研究发现[15] ,Notch / Snail1 信号通路激活后可加

速纤维化进展、上皮损伤,阻断后可改善肾功能。
本研究发现, 紫苏叶提取物组大鼠 Notch、 Snail1

 

mRNA 表达量、相对表达量均较低,提示紫苏叶提取

物可经抑制 Notch / Snail1 信号通路而减轻糖尿病肾

脏病大鼠病情。
综上所述,本研究发现,紫苏叶提取物可减轻

糖尿病大鼠病情,其发挥功能机制可能与减缓肾纤

维化进程,抑制 Notch / Snail1 信号通路有关,为糖尿

病肾脏病治疗提供了新方向。 但本研究仍具有一

定的局限性,例如紫苏叶提取物可能经其他信号通

路而发挥治疗糖尿病肾脏病的作用,故需进一步研

究证明其治疗机制。
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