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雌马酚对２型糖尿病大鼠的肾脏保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨雌马酚（ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ）对２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）大鼠的肾脏
保护效应和对肾组织氧化应激、炎症因子水平的影响及其可能作用机制。方法　选取６周龄 ＳＤ大鼠
５０只，对照组（ｎ＝１０）给予普通饲料喂养；４０只高脂高糖饮食联合链脲佐菌素腹腔注射建立 Ｔ２ＤＭ
大鼠模型，建模成功３４只，Ｔ２ＤＭ模型组（ｎ＝９）给予高脂高糖饲料喂养，Ｅｑ干预组在模型组基础上
分别给予低剂量（ＥｑＬ，２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｎ＝９）、中剂量（ＥｑＭ，４０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｎ＝８）、高剂量（ＥｑＨ，
８０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，ｎ＝８）Ｅｑ灌胃干预。连续干预１２周后，检测大鼠血清肌酐（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＣＲＥＡ）、尿素
氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）、尿酸（ｕｒｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）及肾组织氧化应激、炎症因子指标水平，ＨＥ、ＰＡＳ染
色显示肾组织显微结构变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＲＴＰＣＲ检测肾组织核因子 Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）／血红素氧合酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）通路激活／抑制情况。
结果　干预１２周后，与对照组相比，模型组Ｔ２ＤＭ大鼠血清ＣＲＥＡ、ＢＵＮ、ＵＡ水平显著升高（Ｐ＜０．０５），
肾组织丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、ＴＮＦα等氧化应激及炎症指标水平显著升高（Ｐ＜０．０５），ＨＥ、
ＰＡＳ染色结果显示肾小球体积增大、系膜基质增多，肾小囊基底膜增厚，肾小管萎缩、管腔扩张，肾组织
总Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白和ｍＲＮＡ表达水平及核Ｎｒｆ２蛋白水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，各 Ｅｑ干
预组血清ＣＲＥＡ、ＢＵＮ、ＵＡ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），肾组织ＭＤＡ、ＴＮＦα等氧化应激及炎症指标水平显
著降低（Ｐ＜０．０５），ＨＥ、ＰＡＳ染色结果显示肾显微结构损伤明显减轻，总 Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白和 ｍＲＮＡ表达
水平及核Ｎｒｆ２蛋白水平显著升高（Ｐ＜０．０５），各Ｅｑ干预组组间相比差异无统计学意义。结论　雌马酚
能够降低Ｔ２ＤＭ大鼠肾脏组织氧化应激和炎症因子水平，发挥肾脏保护效应，Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路可能在其
中发挥重要作用。
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　　随着我国人群饮食结构、生活方式等发生改变以
及人口老龄化等因素，糖尿病在我国的发病率逐年升

高且年轻化趋势明显，２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）是其中最为常见的类型，占比超过
９０％［１］。肾损伤、肾功能降低是Ｔ２ＤＭ常见并发症，约
４０％的Ｔ２ＤＭ患者伴有肾功能下降［２］。由于肾脏储备

功能强大，Ｔ２ＤＭ并发肾损伤患者早期症状不明显，一
旦出现蛋白尿等临床症状，肾脏微结构已严重病变、难

以逆转，治疗难度大、预后不佳。因此，早期开展

Ｔ２ＤＭ肾损伤的防治工作具有重要意义。Ｔ２ＤＭ并
发肾功能损伤的机制较为复杂，氧化应激、炎症反应

在其中发挥重要作用，动物实验［３］及人群研究［４］证

实雌激素可通过抗氧化、抗炎效应改善糖尿病患者

肾功能、延缓肾功能损伤进展，但由于雌激素或雌激

素类药物具有致癌、诱发心血管事件等多种副作用，

临床应用具有局限性。雌马酚（ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ）是植物雌
激素类物质大豆异黄酮在体内的重要代谢产物，能

够模拟雌激素样作用，发挥抗氧化应激［５］、抗炎症反

应［６］等多种生物学效应，且能避免雌激素所产生的

副作用。本课题组通过建立 Ｔ２ＤＭ大鼠模型，探讨
Ｅｑ对 Ｔ２ＤＭ的肾脏保护效应及对肾脏组织氧化应

激、炎症因子水平的影响和内在机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　高脂高糖饲料成分：１０％猪油、２０％蔗糖、２％胆
固醇、０．５％胆酸钠、６７．５％普通饲料（重庆腾鑫生物
技术有限公司），普通饲料由陆军军医大学实验动物

中心提供，符合动物饲料国家标准。主要材料：链脲

佐菌素（≥９８％，美国 Ｓｉｇｍａ公司），血糖仪及血糖试
纸（罗氏公司），细胞核蛋白提取试剂盒（南京建成生

物工程研究所），ＳＥｑ［大赛璐药物手性技术（上海）有
限公司］，血清尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）、肌酐
（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，ＣＲＥＡ）、尿酸（ｕｒｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）试剂盒（南京
建成生物工程研究所），ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＥＬＩＳＡ试
剂盒（慧佳科技有限公司），丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）
测定试剂盒（南京建成生物工程研究所），核因子 Ｅ２
相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，
Ｎｒｆ２）多克隆抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）、血红素氧合酶１
（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司），甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

０１０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体，ＲＴＰＣＲ逆转录
试剂盒（ＱＩＡＧＥＮＧｍｂＨ公司），全波长多功能酶标仪
（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ＢｉｏＲａｄＣＦＸｃｏｎｎｅｃｔ定量
ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ公司）。
１．２　动物
　　雄性ＳＤ大鼠，６周龄，ＳＰＦ级，体质量（２００±２０）ｇ，
北京华阜康生物科技股份有限公司提供，许可证号：

ＳＣＸＫ（京）２０１９００８。
１．３　方法
１．３．１　建立 Ｔ２ＤＭ大鼠模型　　５０只 ＳＤ大鼠进入
陆军军医大学动物实验中心［室温（２１±２）℃，湿度
６０％～７０％，昼夜明暗交替照明系统，每 １２ｈ轮流照
明］适应性喂养 １周后，分为对照组（１０只）、建模组
（４０只）。参考文献［７］报道的高脂高糖联合链脲佐
菌素构建Ｔ２ＤＭ大鼠模型方法及本课题组前期 Ｔ２ＤＭ
大鼠建模预实验采用 ４周高脂高糖饮食诱导联合
３０ｍｇ／ｋｇ剂量链脲佐菌素腹腔注射建模结果（大鼠
Ｔ２ＤＭ成模１周内死亡率２４％），采用４周高脂高糖饮
食诱导联合２５ｍｇ／ｋｇ剂量链脲佐菌素腹腔注射进行
建模，初次腹腔注射链脲佐菌素 １周后测空腹血糖
（ＦＰＧ），对ＦＰＧ＜１１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的大鼠再次腹腔注射
２５ｍｇ／ｋｇ链脲佐菌素，１周后测 ＦＰＧ≥１１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
认定为Ｔ２ＤＭ建模成功，共成模３４只，成模率８５％。
１．３．２　Ｅｑ干预　　按随机数字表法将 Ｔ２ＤＭ成模大
鼠进一步分为 Ｅｑ高剂量组（ＥｑＨ，ｎ＝８）、中剂量组
（ＥｑＭ，ｎ＝８）、低剂量组（ＥｑＬ，ｎ＝９）和模型组（ｎ＝９），
分别按８０、４０、２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１剂量进行 Ｅｑ灌胃干
预，模型组、对照组给予同等剂量溶剂（玉米油）灌胃

处理，连续干预１２周。Ｅｑ干预期间，对照组给予普通
饲料喂养，其余各组继续高脂高糖饲料喂养，每周检测

大鼠体质量、ＦＰＧ，记录大鼠精神状态、进食量。
１．３．３　标本取材　　８％水合氯醛腹腔注射麻醉大
鼠，经股动脉取血，静置 ４ｈ离心后获取血清，－８０℃
冷冻保存；冰上剥离大鼠双侧肾组织，剔除脂肪、筋膜

并用生理盐水冲洗，左侧肾脏－８０℃冷冻保存；右侧肾
脏经多聚甲醛固定备用。

１．３．４　血清肾功能指标检测　　采用 ＢＵＮ、ＣＲＥＡ、
ＵＡ检测试剂盒，分别检测大鼠血清 ＢＵＮ、ＣＲＥＡ、ＵＡ
水平，具体方法严格按照试剂盒说明书。

１．３．５　肾组织氧化应激和炎症因子水平检测　　取
冻存大鼠肾组织１００ｍｇ，按照质量（ｍｇ）∶体积（ｍＬ）＝
１∶１０比例加入 ＲＩＰＡ细胞裂解液，冰上操作，匀浆裂
解，１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ后收取上清，ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒测定上清液蛋白浓度，ＭＤＡ等试剂盒检测上
清液氧化应激指标（ＭＤＡ、ＳＯＤ）及炎症因子指标
（ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα）水平，具体操作严格按照试剂盒
说明书完成。

１．３．６　肾组织形态学观察　　取多聚甲醛固定的肾
组织，经脱水透明、石蜡包埋、切片、脱蜡等处理，进行

苏木精伊红（ＨＥ）染色、过碘酸雪夫（ＰＡＳ）染色及封
固处理，正置荧光显微镜下观察肾组织显微结构并拍

照记录。

１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取冻存大鼠肾皮质组织
分别提取总蛋白和核蛋白，测定各组上清蛋白浓度并

定量处理，按照常规操作进行电泳、转膜，５％脱脂牛奶
封闭１ｈ后，一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜后二抗室
温孵育１ｈ，ＥＣＬ显影，总蛋白以ＧＡＰＤＨ为内参，核蛋
白以ＬａｍｉｎＢ２为内参，ＩｍａｇｅＧ软件计算各组蛋白相
对表达量。

１．３．８　ＲＴＰＣＲ检测　　取冻存大鼠肾皮质组织加
入ＴＲＩｚｏｌ液氮研磨，按照ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒说明
书操作提取肾组织总ＲＮＡ，检测 ＲＮＡ纯度及浓度，加
入反转录引物经反转录获取 ｃＤＮＡ。配置１０μＬＰＣＲ
反应体系（Ｍｉｘ５μＬ，引物Ｐ１０．５μＬ，引物Ｐ２０．５μＬ，
模板 ４μＬ），以 ＧＡＰＤＨ为内参，反应条件设置为：
９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，５９℃退火１５ｓ，７２℃
延伸２０ｓ，４５个循环。扩增后建立溶解曲线，计算目
的基因相对表达量。引物序列见表１。
１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析。计量资料用
珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较
采用ＬＳＤ检验。检验标准α＝０．０５。

表１　引物序列与片段长度

引物序列（５′→３′）
基因 扩增长度／ｂｐ

Ｐ１ Ｐ２
ＧＡＰＤＨ ＣＣＡＴＧＴＴＴＧＴＧＡＴＧＧＧＴＧＴＧ ＧＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ ２４５
Ｎｒｆ２ ＴＧＧＣＡＧＡＧＡＣＡＴＴＣＣＣＡＴＴＴＧ ＣＴＧＣＣＡＡＡＣＴＴＧＣＴＣＣＡＴＧＴ １９７
ＨＯ１ ＡＣＧＣＡＴＡＴＡＣＣＣＧＣＴＡＣＣＴＧ ＴＣＴＣＣＡＧＡＧＴＧＴＴＣＡＴＧＣＧＡ １７７

１１０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１０）



２　结果

２．１　建模成功情况
　　通过４周高脂高糖饮食诱导联合链脲佐菌素腹腔
注射后，成功建模 Ｔ２ＤＭ大鼠３４只，成模大鼠呈现出
明显多饮多食多尿伴体质量减轻，毛色暗淡黄染，将

Ｔ２ＤＭ成模大鼠按１．３．２分组。在 Ｅｑ干预前检测各
组大鼠体质量、ＦＰＧ，结果显示对照组大鼠体质量显著
高于各建模实验组（Ｐ＜０．０５），ＦＰＧ显著低于各建模实
验组（Ｐ＜０．０５），各建模实验组组间相比差异无统计学
意义（图１）。在随后的干预期间，５只大鼠死亡，其中
ＥｑＨ组３只、ＥｑＭ组１只、模型组１只。
２．２　Ｅｑ干预改善Ｔ２ＤＭ大鼠肾功能
　　１２周后，与对照组相比，模型组大鼠血清 ＢＵＮ、
ＣＲＥＡ、ＵＡ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），各 Ｅｑ干预组
血清ＢＵＮ、ＣＲＥＡ、ＵＡ水平均较模型组显著降低，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），各Ｅｑ干预组组间相比，血
清ＢＵＮ、ＣＲＥＡ、ＵＡ水平差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），

见图２。
２．３　Ｅｑ干预降低 Ｔ２ＤＭ大鼠肾组织氧化应激、炎症

因子水平

　　１２周后，与对照组相比，模型组大鼠肾组织
ＭＤＡ、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β水平显著升高（Ｐ＜０．０５），
ＳＯＤ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），而各 Ｅｑ干预组肾组织
ＭＤＡ、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β水平均显著低于模型组（Ｐ＜
０．０５），ＳＯＤ水平显著高于模型组（Ｐ＜０．０５），各 Ｅｑ干
预组组间相比差异无统计学意义，见图３。
２．４　Ｅｑ干预改善Ｔ２ＤＭ大鼠肾组织显微结构
　　ＨＥ染色结果显示，对照组肾小球、肾小管显微结
构正常，模型组肾小球体积增大，肾小囊基底膜增厚，

肾小管萎缩、管腔扩张，各 Ｅｑ干预组肾组织显微结构
较模型组显著改善，见图４。
　　ＰＡＳ染色结果显示，对照组肾小球显微结构正
常，模型组肾小球系膜基质增多，肾小球基底膜增

厚，各 Ｅｑ干预组肾组织显微结构较模型组显著改
善，见图５。
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图１　各组大鼠建模完成后体质量、ＦＰＧ比较
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０．０５，与模型组比较

Ａ：各组大鼠ＣＲＥＡ比较；Ｂ：各组大鼠ＢＵＮ比较；Ｃ：各组大鼠ＵＡ比较
图２　Ｅｑ干预１２周后各组大鼠肾功能比较
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图３　Ｅｑ干预１２周后各组大鼠肾组织氧化应激、炎症因子水平比较
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Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＥｑＬ组；Ｄ：ＥｑＭ组；Ｅ：ＥｑＨ组；红色箭头：肾小管；黑色箭头：肾小球；蓝色箭头：肾小囊基底膜

图４　ＨＥ染色观察各组大鼠肾组织病理学变化

２．５　Ｅｑ干预激活Ｔ２ＤＭ大鼠肾组织Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组相比，模型
组大鼠肾组织总 Ｎｒｆ２、核 Ｎｒｆ２以及 ＨＯ１蛋白表达量
显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｅｑ干预组肾组织总 Ｎｒｆ２、核 Ｎｒｆ２

以及ＨＯ１蛋白表达量较模型组显著增加（Ｐ＜０．０５），
各Ｅｑ干预组组间相比，肾组织总 Ｎｒｆ２、核 Ｎｒｆ２以及
ＨＯ１蛋白表达量差异无统计学意义，见图６。
　　ＲＴＰＣＲ结果显示，模型组肾组织 Ｎｒｆ２、ＨＯ１
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ｍＲＮＡ水平较对照组显著降低（Ｐ＜０．０５），而各 Ｅｑ干
预组肾组织Ｎｒｆ２、ＨＯ１ｍＲＮＡ水平均显著高于模型组
（Ｐ＜０．０５），各Ｅｑ干预组组间相比，肾组织 Ｎｒｆ２、ＨＯ１

ｍＲＮＡ水平差异无统计学意义，与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果相吻合，见图７。
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Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＥｑＬ组；Ｄ：ＥｑＭ组；Ｅ：ＥｑＨ组；红色箭头：肾小球系膜基质；蓝色箭头：肾小球基底膜

图５　ＰＡＳ染色观察各组大鼠肾组织病理学变化
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图６　各组大鼠肾组织Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白的表达

!"#

!"$

$%#

&

! ' ( ) #

*
+
,
'

相
对
表
达
量

-

组别 .

-/

-/

-/

!%#

!%&

&%#

&

! ' ( ) #

0
1
!
!

相
对
表
达
量

-

组别
2

/

/

/

１：对照组（ｎ＝１０）；２：模型组（ｎ＝８）；３：ＥｑＬ组（ｎ＝９）；４：ＥｑＭ组（ｎ＝７）；５：ＥｑＨ组（ｎ＝５）；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与模型组比较

图７　各组大鼠肾组织Ｎｒｆ２（Ａ）、ＨＯ１（Ｂ）ｍＲＮＡ相对表达水平
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３　讨论

　　天然植物化合物大豆异黄酮具有抗氧化应激、抗
炎、防治骨质疏松症、抗肿瘤等多种生物学效应，Ｅｑ是
大豆异黄酮在体内的重要代谢产物，对ＥＲβ具有高度
亲和力，效能与 １７β雌二醇接近，且诱发转录能力在
异黄酮类衍生物中最强，在发挥雌激素效应的同时还

能避免雌激素的诱发心血管事件、致癌等多种副作

用［８－９］，是大豆异黄酮发挥生物学效应的主要途径之

一［１０］。研究表明，由于饮食习惯及肠道微环境差异，

仅３０％西方人群、５０％～６０％亚洲人群能够将食物中
的大豆异黄酮代谢为 Ｅｑ［１１］。关于 Ｅｑ生物学效应的
研究较少，本课题组通过建立 Ｔ２ＤＭ大鼠模型，探讨
Ｅｑ对Ｔ２ＤＭ大鼠的肾保护效应、肾组织氧化应激和炎
症反应的影响及其可能机制。

３．１　Ｅｑ的抗氧化应激及抗炎效应研究进展
　　氧化应激、炎症反应是多种疾病发生、发展的核心
因素，持续的氧化应激可导致慢性炎症反应，慢性炎症

反应进一步诱发糖尿病肾损伤、心血管疾病、癌症、皮

肤病等多种慢性疾病。ＺＨＡＮＧ等［１２］采用 Ｅｑ干预人
脐静脉内皮细胞发现，Ｅｑ能够以时间和剂量依赖性方
式通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路提升内皮细胞 Ｎｒｆ２、ＨＯ１
蛋白和ｍＲＮＡ表达水平，保护内皮细胞免受过氧化氢
诱导的氧化应激所致急性细胞死亡，并且在ＥＲβ抑制
剂预处理后，Ｅｑ对Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路的激活效应显著降
低，提示Ｅｑ可能通过 ＥＲβ激活 Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路发挥
抗氧化应激效应。ＡＣＨＡＲＪＥＥ等［６］对绝经后代谢综

合征妇女开展大豆饮食干预研究，根据是否能将大豆

代谢为Ｅｑ将患者分为产 Ｅｑ者和非产 Ｅｑ者，研究表
明与非产Ｅｑ患者相比，产Ｅｑ患者机体Ｃ反应蛋白等
炎症因子水平显著降低，甘油三酯、体质量指数等指标

显著改善。ＫＡＮＧ等［１３］开展体内和体外研究探讨 Ｅｑ
的抗氧化、抗炎效应，结果显示 Ｅｑ能够降低脂多糖诱
导的小鼠腹膜黏附细胞和体外培养 ＲＡＷ２６４．７细胞
核因子κＢ生成，抑制一氧化氮合酶基因表达、降低一
氧化氮水平，发挥抗氧化抗炎效应。

３．２　Ｅｑ改善 Ｔ２ＤＭ大鼠肾功能指标、减轻肾组织显
微结构损伤

　　ＢＵＮ、ＣＲＥＡ、ＵＡ是评价肾功能的常用血清学指
标［１４］，ＢＵＮ是蛋白质体内代谢的主要终产物，ＣＲＥＡ
主要由肌肉代谢产生，ＵＡ是嘌呤代谢产物，均是反映
肾功能减退的经典指标。在本研究中，Ｔ２ＤＭ成模１２周
后，模型组大鼠血清ＢＵＮ、ＣＲＥＡ、ＵＡ含量显著高于对
照组（Ｐ＜０．０５），提示 Ｔ２ＤＭ大鼠肾功能显著降低，而

各Ｅｑ干预组大鼠血清ＢＵＮ、ＣＲＥＡ、ＵＡ水平均显著低
于模型组（Ｐ＜０．０５），表明 Ｅｑ可显著改善 Ｔ２ＤＭ大鼠
肾功能。此外，本研究还通过 ＨＥ染色和 ＰＡＳ染色观
察肾脏组织显微结构变化，ＨＥ染色结果显示模型组
大鼠肾小球增大、肾小囊基底膜增厚，肾小管萎缩、管

腔扩张，ＰＡＳ染色结果显示模型组大鼠肾小球基底膜
增厚、系膜基质增多，与钟娟等［１５］报道糖尿病大鼠肾

脏病变染色结果一致，进一步证实 Ｔ２ＤＭ导致大鼠肾
脏显微结构显著受损，而各Ｅｑ干预组ＨＥ染色和ＰＡＳ
染色结果显示Ｔ２ＤＭ大鼠肾小球、肾小管等显微结构
损伤均较模型组明显减轻，即 Ｅｑ干预可显著减轻
Ｔ２ＤＭ大鼠肾组织损伤、有助于改善肾功能。
３．３　Ｅｑ降低Ｔ２ＤＭ大鼠肾组织氧化应激及炎症因子

水平

　　氧化应激是糖尿病肾损伤的重要机制。Ｔ２ＤＭ患
者由于胰岛素抵抗引发糖脂代谢异常，血脂水平升高，

游离脂肪酸增多，活性氧（ＲＯＳ）生成增加，机体氧化应
激水平升高。而ＲＯＳ对细胞具有毒性损伤作用，过量
生成的ＲＯＳ可损伤细胞ＤＮＡ，破坏肾小球滤过膜完整
性，使之通透性升高，加重肾损伤［１６］。此外，高糖环境

可致线粒体功能障碍，诱发线粒体裂变，开放线粒体膜

通道孔，导致大量促凋亡蛋白进入胞质，诱发线粒体依

赖性细胞凋亡，损害肾功能［１７］。炎症反应是糖尿病肾

损伤发生、发展的另一重要机制，Ｔ２ＤＭ患者机体血清
中ＣＲＰ、ＩＬ６、ＩＬ１８等炎症因子水平显著升高［１８］，而

过量表达的 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα等炎症因子可激活肾
小管上皮细胞ＴＧＦβ，抑制细胞周期 Ｇ１转化为 Ｓ期，
从而抑制细胞增殖分裂并促进纤维化［１９］。此外，ＩＬ６
可抑制内皮一氧化碳合酶、脂联素分泌启动内皮损

伤［２０］，ＴＮＦα可诱导肾小管上皮细胞发生 ＲＩＰ３／
ＭＬＫＬ介导的程序性坏死等［２１］。在本研究中，为评价

各组大鼠肾组织氧化应激及炎症反应水平，选取

ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＩＬ６、ＴＮＦα、ＩＬ１β等指标进行观察比较。
实验结果显示，模型组大鼠肾组织氧化应激和炎症因

子水平显著高于对照组，抗氧化能力降低，而各 Ｅｑ干
预组在接受 Ｅｑ灌胃处理后，大鼠肾组织氧化应激和
炎症因子水平显著降低，抗氧化能力提升，表明 Ｅｑ可
显著降低Ｔ２ＤＭ大鼠肾组织氧化应激和炎症反应、提
升肾组织抗氧化能力，从而发挥肾保护效应，延缓糖尿

病肾损伤的发生、发展。

３．４　Ｅｑ激活Ｔ２ＤＭ大鼠肾组织Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路
　　Ｎｒｆ２是机体重要转录调节因子，对氧化还原反应
高度敏感，能够调节多种抗氧化、抗炎基因表达，在机

体应对氧化应激损伤、炎症反应中处于核心地位，当机
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体受到氧化应激刺激时，可通过 ＰＩ３Ｋ、ＭＡＰＫ、ＰＫＣ等
信号通路或Ｋｅａｐ１蛋白构象变化激活Ｎｒｆ２，促进其表
达增多和核转位，从而启动下游抗氧化基因转录。

ＨＯ１能够调控血红素代谢分解，可将血红素降解为胆
绿素、一氧化碳、铁离子（Ｆｅ２＋），是 Ｎｒｆ２抗氧化、抗炎
效应的主要媒介。Ｎｒｆ２调控 ＨＯ１表达并构成的
Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路，在应对组织氧化应激损伤和炎症反
应中发挥重要作用［２２］。多个研究表明，Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路
与Ｔ２ＤＭ肾脏氧化应激、炎症反应密切相关，因此在本
次研究中对Ｔ２ＤＭ大鼠肾皮质组织Ｎｒｆ２、ＨＯ１蛋白和
ｍＲＮＡ表达情况进行检测［２３－２４］。根据本实验结果，模

型组Ｔ２ＤＭ大鼠肾组织总Ｎｒｆ２、ＨＯ１的蛋白和 ｍＲＮＡ
表达水平均低于对照组，核Ｎｒｆ２蛋白水平亦低于对照
组，此结果与刘文等［２５］报道结果一致，分析原因在于

肾组织发生氧化应激损伤、细胞活性降低，蛋白表达能

力下降，Ｅｑ干预后，Ｔ２ＤＭ大鼠肾组织 Ｎｒｆ２、ＨＯ１的
蛋白和ｍＲＮＡ表达水平显著增强，进一步检测核 Ｎｒｆ２
蛋白量发现，各Ｅｑ干预组核 Ｎｒｆ２蛋白量显著高于模
型组，即Ｅｑ干预不仅能够提高总Ｎｒｆ２的表达，还可促
进Ｎｒｆ２的核转位并激活 ＨＯ１等基因表达，即 Ｎｒｆ２／
ＨＯ１通路可能在Ｅｑ的抗氧化应激、抗炎效应中发挥
重要作用。

　　本研究发现植物雌激素类物质 Ｅｑ对 Ｔ２ＤＭ大鼠
的肾脏保护效应，且Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路可能在Ｅｑ抗氧化
应激、抗炎及改善肾功能效应中发挥重要作用，对于植

物雌激素类物质的应用及Ｔ２ＤＭ人群的膳食指导具有
重要意义。综上所述，Ｅｑ能够降低 Ｔ２ＤＭ大鼠肾组织
氧化应激和炎症因子水平，改善肾功能指标、发挥肾脏

保护效应，Ｎｒｆ２／ＨＯ１通路可能在其中发挥重要作用。
　　本研究结果仍有待进一步完善，如 Ｅｑ的肾功能
保护效应是否存在最适剂量、对钙磷代谢的影响，以及

这些效应机制是否通过雌激素受体介导、相关受体下

游信号通路等，需在后续研究中进一步深入探索。
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ＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２００４，１５（６）：１５４６－１５５６．ＤＯＩ：１０．
１０９７／０１．ａｓｎ．００００１２８２１９．６５３３０．ｅａ．

［４］ＨＡＤＪＡＤＪＳ，ＧＯＵＲＤＹＰ，ＺＡＯＵＩＰ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒａｌｏｘｉ
ｆｅｎｅ：ａｓｅｌｅｃｔｉｖｅｏｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｍｏｄｕｌａｔｏｒ：ｏｎｋｉｄｎｅｙ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌｗｏｍｅｎｗｉｔｈｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ：
ｒｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ，ｐｌａｃｅｂｏｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｐｉｌｏｔｔｒｉａｌ［Ｊ］．
ＤｉａｂｅｔＭｅｄ，２００７，２４（８）：９０６－９１０．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．
１４６４５４９１．２００７．０２１６５．ｘ．

［５］蔡源发，张华明，钮文异，等．雌马酚对大肠癌细胞增殖
的影响［Ｊ］．北京大学学报（医学版），２０１７，４９（３）：３８３－

３８７．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１１６７Ｘ．２０１７．０３．００３．
ＣＡＩＹＦ，ＺＨＡＮＧＨＭ，ＮＩＵＷＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｑｕｏｌｏｎ
ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＰｅｋｉｎｇＵｎｉｖＨｅａｌＳｃｉ，
２０１７，４９（３）：３８３－３８７．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１１６７Ｘ．
２０１７．０３．００３．

［６］ＡＣＨＡＲＪＥＥＳ，ＺＨＯＵＪＲ，ＥＬＡＪＡＭＩＴＫ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆ
ｓｏｙｎｕｔｓａｎｄｅｑｕｏｌｓｔａｔｕｓｏｎｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｌｉｐｉｄｓａｎｄｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌｗｏｍｅｎｓｔｒａｔｉｆｉｅｄｂｙｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｓｙｎｄｒｏｍｅｓｔａｔｕｓ［Ｊ］．Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，２０１５，６４（２）：２３６－２４３．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｅｔａｂｏｌ．２０１４．０９．００５．

［７］ＧＨＥＩＢＩＳ，ＫＡＳＨＦＩＫ，ＧＨＡＳＥＭＩＡ．Ａｐｒａｃｔｉｃａｌｇｕｉｄｅｆｏｒ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｉｎｒａｔ：ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｎｇａｈｉｇｈｆａｔ
ｄｉｅｔａｎｄｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１７，
９５：６０５－６１３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０１７．０８．０９８．

［８］ ＳＥＫＩＫＡＷＡＡ，ＩＨＡＲＡＭ，ＬＯＰＥＺＯ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆ
Ｓｅｑｕｏｌａｎｄｓｏｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｏｎｈｅａｒｔａｎｄｂｒａｉｎ［Ｊ］．ＣｕｒｒＣａｒ
ｄｉｏｌＲｅｖ，２０１９，１５（２）：１１４－１３５．ＤＯＩ：１０．２１７４／
１５７３４０３Ｘ１５６６６１８１２０５１０４７１７．

［９］ＨＯＤＲ，ＭＡＮＩＡＭＳ，ＭＯＨＤＮＯＲＮＨ．Ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗ
ｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｑｕｏｌ（ｓｏｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ）ｏｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．
Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０２１，２６（４）：１１０５．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｍｏｌｅ
ｃｕｌｅｓ２６０４１１０５．

［１０］ＳＥＴＣＨＥＬＬＫＤ，ＣＬＥＲＩＣＩＣ．Ｅｑｕｏｌ：ｈｉｓｔｏｒｙ，ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ａｎｄｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＮｕｔｒ，２０１０，１４０（７）：１３５５Ｓ－１３６２Ｓ．
ＤＯＩ：１０．３９４５／ｊｎ．１０９．１１９７７６．

［１１］ＲＡＦＩＩＦ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｃｏｌｏｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａｉｎｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆ
ｔｈｅｎａｔｕｒａｌｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｄａｉｄｚｉｎｔｏｅｑｕｏｌ［Ｊ］．Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ，
２０１５，５（１）：５６７３．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｍｅｔａｂｏ５０１００５６．

［１２］ＺＨＡＮＧＴ，ＬＩＡＮＧＸＹ，ＳＨＩＬＹ，ｅｔａｌ．Ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｎｄＰＩ３Ｋ／ＡｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｉｎＳ（）
ｅｑｕｏｌｉｎｄｕｃｅｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮｒｆ２／ＡＲＥｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（１１）：ｅ７９０７５．ＤＯＩ：１０．１３７１／
ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００７９０７５．

［１３］ＫＡＮＧＪＳ，ＹＯＯＮＹＤ，ＨＡＮＭＨ，ｅｔａｌ．Ｅｑｕｏｌｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＡｋｔ

６１０１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２００７，７（４）：４９１－４９９．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｉｎｔｉｍｐ．２００６．１２．００４．

［１４］陈静，刘丽．常用肾功能检测指标在透析治疗效果评价
上的应用价值［Ｊ］．检验医学与临床，２０１７，１４（８）：
１１７３－１１７６．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２９４５５．２０１７．０８．
０５０．
ＣＨＥＮＪ，ＬＩＵＬ．Ｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｖａｌｕｅｏｆｃｏｍｍｏｎｒｅｎａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｔｅｓｔｉｎｄｅｘｅｓｉｎｔｈｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｄｉａｌｙｓｉｓｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｅｆｆｅｃｔ［Ｊ］．ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，２０１７，１４（８）：１１７３－１１７６．
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２９４５５．２０１７．０８．０５０．

［１５］钟娟，陈静，青姚，等．川芎嗪通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ通路诱导自噬改善糖尿病肾病大鼠肾损害［Ｊ］．
天津医药，２０１９，４７（４）：３９５－４００．ＤＯＩ：１０．１１９５８／
２０１８１５０６．
ＺＨＯＮＧＪ，ＣＨＥＮＪ，ＱＩＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙｏｆ
ｌｉｇｕｓｔｒａｚｉｎｅｏｎｉｍｐｒｏｖｉｎｇｒｅｎａｌｄａｍａｇｅｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａ
ｔｈｙｒａｔｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙａｎｄｉｎ
ｄｕｃｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＴｉａｎｊｉｎＭｅｄＪ，２０１９，４７（４）：３９５－
４００．ＤＯＩ：１０．１１９５８／２０１８１５０６．

［１６］张灵灵，郭利芹，徐可．Ｇｌｉ２对高糖条件下肾小管上皮
细胞凋亡及ＲＯＳ水平影响［Ｊ］．中国免疫学杂志，２０１８，
３４（６）：８３０－８３４，８３９．
ＺＨＡＮＧＬＬ，ＧＵＯＬＱ，ＸＵＫ．ＥｆｆｅｃｔｏｆＧｌｉ２ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ａｎｄＲＯＳｌｅｖｅｌｉｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１８，３４（６）：８３０－８３４，
８３９．

［１７］李曾一，王松，高宛，等．下调Ｄｒｐ１对高糖条件下肾小
管上皮细胞凋亡、氧化应激及炎症因子表达的影响［Ｊ］．
郑州大学学报（医学版），２０２１，５６（４）：５３４－５３８．ＤＯＩ：
１０．１３７０５／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１６８２５．２０２０．０７．１１３．
ＬＩＺＹ，ＷＡＮＧＳ，ＧＡＯＷ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆＤｒｐ１ｏｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｕｎｄｅｒｈｉｇｈｇｌｕ
ｃｏｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖＭｅｄＳｃｉ，２０２１，５６
（４）：５３４－５３８．ＤＯＩ：１０．１３７０５／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１６８２５．２０２０．
０７．１１３．

［１８］周建华，李晓华，贝鹏剑，等．早期２型糖尿病肾病患者
血糖波动与氧化应激、炎症及单核细胞自噬的相关性

［Ｊ］．中国老年学杂志，２０２１，４１（１）：３２－３６．ＤＯＩ：１０．
３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００５９２０２．２０２１．０１．００９．
ＺＨＯＵＪＨ，ＬＩＸＨ，ＢＥＩＰＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎｗｉｔｈｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄ
ｍｏｎｏｃｙｔｅａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｅａｒｌｙｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＧｅｒｏｎｔｏｌ，２０２１，４１（１）：３２－３６．
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００５９２０２．２０２１．０１．００９．

［１９］ＫＩＮＡＳＨＩＨ，ＩＴＯＹ，ＳＵＮＴ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｓｏｆｔｈｅＴＧＦβ—

ＶＥＧＦＣｐａｔｈｗａｙｉｎｆｉｂｒｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｌｙｍｐｈａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．
ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１８，１９（９）：２４８７．ＤＯＩ：１０．３３９０／
ｉｊｍｓ１９０９２４８７．

［２０］ＳＵＨ，ＬＥＩＣＴ，ＺＨＡＮＧＣ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
ａｎｄｉｔｓｒｏｌｅｉｎｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ：ａｎｕｐｄａｔｅ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕ
ｎｏｌ，２０１７，８：４０５．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｉｍｍｕ．２０１７．００４０５．

［２１］朱永俊，俞容，李晓燕，等．ＡｎｇⅡ联合ＴＮＦα促使肾小
管上皮ＨＫ２细胞发生程序性坏死［Ｊ］．中国病理生理杂
志，２０２１，３７（６）：１０８４－１０９０．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．
１０００４７１８．２０２１．０６．０１６．
ＺＨＵＹＪ，ＹＵＲ，ＬＩＸＹ，ｅｔａｌ．ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｏｎⅡ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈＴＮＦαｐｒｏｍｏｔｅｓｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
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