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摘要 目的 观察槲皮素脂质体( LQ) 对糖尿病肾病氧化应
激和转化生长因子-β1 ( TGF-β1) /Smad7 通路的影响。方法
高糖高脂饮食联合腹腔注射链脲佐菌素( STZ) 制备大鼠 2

型糖尿病肾病模型，随机分为糖尿病模型组( DM 组) 、槲皮
素脂质体组( LQ 组) 和厄贝沙坦组 ( IＲB 组) ，另设正常组。
8 周后生化法测定各组大鼠血清中总胆固醇( TC) 、三酰甘油
( TG) 、高密度脂蛋白( HDL) 、低密度脂蛋白( LDL) 、超氧化
物歧化酶 ( SOD) 、丙二醛 ( MDA) 、谷胱甘肽过氧化物酶
( GSH-Px) 水平，免疫组化检测大鼠肾脏 TGF-β1 和 Smad7 蛋
白的表达，ＲT-PCＲ法检测大鼠肾皮质 TGF-β1 和 Smad7 mＲ-
NA的表达情况。结果 与正常组比较，DM 组大鼠血清中
HDL、SOD、GSH-Px活性水平显著下降，TC、TG、LDL、MDA含
量明显升高，肾组织 TGF-β1 蛋白及 TGF-β1 mＲNA 表达均
显著增高，Smad7 蛋白及 Smad7 mＲNA表达减少。与 DM 组
比较，LQ组和 IＲB组 HDL、SOD、GSH-Px活性水平升高，TC、
TG、LDL、MDA 含量降低，肾组织 TGF-β1 蛋白及 TGF-β1
mＲNA减少，Smad7 蛋白及 Smad7 mＲNA表达增加。结论
LQ通过减轻体内氧化应激反应，干预 TGF-β1 和 Smad7 通
路从而对糖尿病肾病起保护作用。
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糖尿病长期血糖升高可造成肾脏损害，引起糖
尿病肾病 ( diabetic nephropathy，DN) ，DN 特征性的
病理改变是细胞外基质( extracellularmatrix，ECM)

的进行性积聚，进而发展为肾小球硬化和肾小管间
质纤维化，最后导致肾功能衰竭［1］。转化生长因子-
β1 ( transforming growth factor-β1，TGF-β1 ) 是发生
DN 的关键介质［2］，并通过起正性调节的 Smad2 /
Smad3 及负性调节的 Smad7 的 Smad 通路诱导肾脏
发生纤维化。槲皮素是一脂溶性化合物，具有降血
脂、抗氧化、清除氧自由基、抗纤维化等作用［3 － 4］。
脂质体是一种具有良好缓释性、较强药物稳定性的
药物载体［5］。该课题组前期研究［6］显示槲皮素脂
质体( quercertin Liposomes，LQ) 具有降低 2 型糖尿
病大鼠血糖、减少尿白蛋白排泄、抑制晚期糖基化终
产物的表达从而延缓肾功能减退的作用。该研究从
氧化应激及 TGF-β1 /Smad7 通路来探讨 LQ 对 DN
的可能保护机制，为临床提供更多的延缓 DN 发生
发展治疗理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 动物 40 只 SPF级雄性 SD大鼠，190 ～ 220
g，由桂林医学院动物实验室提供。饲养条件: 室温
18 ～ 25 ℃，保持空气流通，相对湿度 55% ～70%，12
h光照维持，模拟昼夜循环，每日清洗笼子换垫料保
持其生活环境清洁干燥。
1． 1． 2 试剂 槲皮素 ( 上海哈灵生物科技有限公
司，纯度 99. 9%，批号 100081-200907) ; 链脲佐菌素
( streptozocin，STZ) ( 美国 Sigma公司，批号 F-0714) ;
超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase，SOD) 、丙二
醛( malonic aldehyde，MDA) 、谷胱甘肽过氧化物酶
( glutathione peroxidase，GSH-Px) 试剂盒 ( 南京建成
科技 公 司，批 号 分 别 为 20141024、20141028、
20141032) ; TGF-β1 抗体、Smad7 抗体 ( 北京博奥森
生物技术有限公司，生产批号为: bs-20411Ｒ、bs-
20453Ｒ) ; ＲNA 提取试剂盒 ( 北京天根生物技术公
司，生产批号为: DP419) ;逆转录试剂盒( 美国 TaKa-
Ｒa公司，生产批号为: AK2501 ) ; 扩增试剂盒 ( 美国
TaKaＲa公司，生产批号为: A1903A) ; β-actin、TGF-
β1、Smad7 引物( 上海生工生物工程有限公司) 。引
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物 序 列: β-actin 上 游 5'-CCATGGATGACGATAT
CGCT-3'，下游 5'-GCCGTGTTCAATGGGGTACT-3'，
扩增长度 225 bp; TGF-β1 上游 5'-ATGAACCGACCC
TTCCTGCT-3'，下游 5'-TGTGTCCAGGCTCCAAATG
T-3'，扩增长度 246 bp; Smad7 上游 5'-CTCTTGCGAA
CATTACGGCT-3'，下游 5'-CGAGATCAAGGTCGACC
TGC-3'，扩增长度 196 bp。
1． 1． 3 仪器 全自动酶标仪( 美国 Bio-Ｒad 公司) ;
紫外分光光度计( 日本岛津公司) ; T100 型 PCＲ 扩
增仪( 美国 Bio-Ｒad 公司) ; 图像采集系统 ( 显微镜
Nikon ECLIPSE E6000，摄像仪 SPOT) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 建立模型及分组 全部大鼠适应性饲养 1
周后，随机选取 10 只作为正常组，喂以普通饲料，剩
余 30 只喂高糖高脂饲料，饲料配方参照文献［7］。4
周后禁食 12 h，腹腔注射 STZ 40 mg /kg ( 临用前溶
于 0. 1 mmol /L、pH 4. 2 ～ 4. 5 柠檬酸-柠檬酸钠缓冲
液) 建立 2 型糖尿病模型，正常组注射同剂量柠檬
酸-柠檬酸钠缓冲液，72 h 后取尾静脉血测血糖，连
续 3 次空腹血糖均≥16. 7 mmol /L 认为模型成立，
随机分为糖尿病模型组( DM 组) 、槲皮素脂质体组
( LQ组) 和厄贝沙坦组( IＲB 组) ，每组 10 只。各组
灌胃给予以下剂量的相应药物: LQ 组 150 mg / ( kg
·d) ，IＲB组用 100 mg / ( kg·d) ，DM 组和正常组用
蒸馏水 100 mg / ( kg·d) 。
1． 2． 2 检测指标
1． 2． 2． 1 血脂及抗氧化指标 灌胃治疗 8 周后，各
组大鼠禁食 12 h，用 10%水合氯醛腹腔麻醉，快速
腹主动脉取血 3 ～ 4 ml，取 1 ml 左右血用自动生化
分析仪检测总胆固醇( total cholesterol，TC) 、三酰甘
油( triglyceride，TG) 、高密度脂蛋白( high density lip-
oprotein，HDL) 、低密度脂蛋白 ( low densith lipopro-
tein，LDL) ，剩余动脉血 12 000 r /min 4 ℃离心 10
min，取上清液-20 ℃冰箱保存备用，用相关试剂盒
检测血清中 SOD、MDA、GSH-Px水平。
1． 2． 2． 2 免疫组化检测 TGF-β1、Smad7 蛋白表达
快速取出肾脏，去除包膜，滤纸吸干血迹，液氮速

冻后转移至 － 80 ℃冰箱保存; 另一侧肾脏用 4%多
聚甲醛固定，石蜡包埋。将石蜡块切片、脱蜡、修复、
封闭、PBS冲洗，分别按以下浓度( TGF-β1: 1 ∶ 200;
Smad7: 1 ∶ 300 ) 稀释一抗，二抗 ( 羊抗兔 IgG 1 ∶
100) 及三抗( 1 ∶ 100) 分别在 37 ℃孵育 20 min，DAB

显色，苏木精复染、酒精分化脱水、风干、封片。在低
倍视野( × 100 ) 下观察反应情况，各例随机读取 5
个高倍视野( × 400 ) ，通过 Image-Pro Plus 6. 0 获得
阳性表达的平均光密度。
1． 2． 2． 3 ＲT-PCＲ检测肾皮质 TGF-β1 、Smad7 mＲ-
NA表达 采用柱式法提取肾组织总 ＲNA，根据
TaKaＲa逆转录说明书，合成相应的 cDNA并进行扩
增，β-actin 为内参。扩增条件 94 ℃ 1 min，94 ℃ 30
s，56. 5 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共 30 个循环，72 ℃延伸
1 min。TGF-β1 退火温度为 55 ℃，33 个循环;
Smad7 退火温度为 53． 5 ℃，30 个循环，其余条件与
内参一样，扩增产物行琼脂糖凝胶电泳，SensiAnsys
凝胶图像分析软件对条带进行光密度定量，分别计
算 TGF-β1 /内参光密度值、Smad7 /内参光密度值，
表示目的基因 mＲNA的相对表达量，每个样品重复
3 次，取其平均值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 统计软件进行
分析，所以数据以 珋x ± s 表示，各组间比较采用单因
素方差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 各组大鼠血脂的比较 与正常组比较，DM 组
大鼠血清中 TG、TC、LDL升高明显( P ＜ 0. 01) ，HDL
下降( P ＜ 0. 01 ) ; 与 DM 组比较，LQ 组和 IＲB 组
TG、TC、LDL 下降 ( P ＜ 0. 05 ) ，HDL 升高 ( P ＜
0. 05) ，见表 1。
2． 2 各组大鼠抗氧化指标的比较 与正常组比较，
DM组大鼠血清中 SOD、GSH-Px活性显著下降( P ＜
0. 01) ，MDA含量明显上升( P ＜ 0. 01 ) ; 与 DM 组比
较，LQ组和 IＲB组血清中 SOD、GSH-Px活性水平明
显升高( P ＜ 0. 05) ，MDA含量下降( P ＜ 0. 05) ，见表
2。
2． 3 免疫组化法检测 TGF-β1 和 Smad7 蛋白 免
疫组化结果显示见图 1: ① TGF-β1 蛋白: 正常组大
鼠肾小管中 TGF-β1 表达量较少; DM 组表达增多
( P ＜ 0. 01) ，其中以肾小管上皮细胞包膜和( 或) 胞
质中呈现棕黄色强阳性表达; 与 DM 组比较，LQ 组
和 IＲB 组表达减少 ( P ＜ 0. 05 ) ，见表 3。② Smad7
蛋白:在正常组肾小管细胞质中，有很多棕褐色阳性
表达的 Smad7 蛋白，且颜色较深; DM组中表达减少
明显( P ＜ 0. 01 ) ，而 LQ 组和 IＲB 组肾组织 Smad7
蛋白的表达显著增加( P ＜ 0. 05) ，见表 3。

·023· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Mar; 52( 3)



表 1 各组大鼠血清 TG、TC、LDL、HDL水平的比较( n = 10，珋x ± s，mmol /L)

项目 正常组 DM组 LQ组 IＲB组 F值
TG 0． 78 ± 0． 17 1． 94 ± 0． 21＊＊ 1． 40 ± 0． 12＊＊△ 1． 47 ± 0． 10＊＊△ 132． 41
TC 2． 50 ± 0． 40 5． 39 ± 0． 33＊＊ 3． 18 ± 0． 66＊＊△ 3． 30 ± 0． 52＊＊△ 175． 83
LDL 0． 65 ± 0． 16 5． 37 ± 1． 63＊＊ 2． 04 ± 0． 34＊＊△ 2． 31 ± 0． 37＊＊△ 254． 63
HDL 1． 64 ± 0． 31 1． 22 ± 0． 24＊＊ 1． 45 ± 0． 31＊＊△ 1． 48 ± 0． 27＊＊△ 302． 56

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 DM组比较: △P ＜ 0. 05

表 2 各组大鼠血清 SOD、MDA、GSH-Px水平的比较 ( n = 10，珋x ± s)

项目 正常组 DM组 LQ组 IＲB组 F值
SOD( U /ml) 131． 18 ± 9． 92 93． 83 ± 5． 07＊＊ 120． 60 ± 7． 66＊＊△ 121． 09 ± 5． 10＊＊△ 425． 82
MDA( nmol /ml) 8． 32 ± 2． 09 51． 40 ± 4． 13＊＊ 24． 45 ± 3． 05＊＊△ 25． 06 ± 3． 00＊＊△ 354． 21
GSH-Px( IU /ml) 419． 77 ± 40． 82 227． 63 ± 28． 13＊＊ 342． 50 ± 42． 14＊＊△ 318． 80 ± 27． 00＊＊△ 186． 48

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 DM组比较: △P ＜ 0. 05

表 3 各组大鼠肾脏免疫组化 TGF-β1 和 Smad7 蛋白表达情况 ( n = 10，珋x ± s)

蛋白名 正常组 DM组 LQ-M组 IＲB组 F值
TGF-β1 0． 454 3 ± 0． 040 5 1． 004 0 ± 0． 156 4＊＊ 0． 578 6 ± 0． 074 3＊＊△ 0． 606 1 ± 0． 980 6＊＊△ 53． 83
Smad7 0． 968 4 ± 0． 016 4 0． 324 0 ± 0． 102 6＊＊ 0． 604 1 ± 0． 063 8＊＊△ 0． 659 5 ± 0． 120 4＊＊△ 96． 25

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 DM组比较: △P ＜ 0. 05

图 1 免疫组化法检测各组大鼠肾脏 TGF-β1 和 Smad7 蛋白表达情况 × 400

2． 4 ＲT-PCＲ法检测各组大鼠 TGF-β1 mＲNA 和
Smad7 mＲNA 表达情况 结果显示: ① TGF-β1
mＲNA:正常组 TGF-β1 有少量的表达，但在 DM 组
TGF-β1 mＲNA 表达显著 ( P ＜ 0. 01 ) ; LQ 组和 IＲB
组较 DM组表达减弱 ( P ＜ 0. 05 ) ，见图 2、表 4。②
Smad7 mＲNA:正常组 Smad7 呈强阳性表达，DM 组
Smad7 表达明显减弱( P ＜ 0. 01) ，经药物治疗后 LQ

组和 IＲB 组 Smad7 的表达较 DM 组增强 ( P ＜
0. 05) ，见图 2、表 4。

3 讨论

糖尿病长期的高血糖状态可破坏活性氧簇( re-
active oxygen species，ＲOS) 的产生和清除二者之间
的动态平衡，导致机体氧化应激的发生，而氧化应激
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表 4 各组大鼠 TGF-β1 mＲNA和 Smad7 mＲNA表达情况( n = 10，珋x ± s)

项目 正常组 DM组 LQ组 IＲB组 F值
TGF-β1 mＲNA 0． 264 0 ± 0． 047 6 0． 924 0 ± 0． 133 6＊＊ 0． 434 1 ± 0． 063 8＊＊△ 0． 409 5 ± 0． 120 4＊＊△ 247． 94
Smad7 mＲNA 0． 423 1 ± 0． 057 3 0． 187 2 ± 0． 105 1＊＊ 0． 298 4 ± 0． 086 2＊＊△ 0． 302 7 ± 0． 096 5＊＊△ 302． 54

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 DM组比较: △P ＜ 0. 05

图 2 各组大鼠 TGF-β1 mＲNA和 Smad7 mＲNA表达情况

A:正常组; B: DM组; C: LQ组; D: IＲB组

是 DN其中一个重要的发病环节［8］。SOD是体内非
常重要的 ＲOS清除剂，也是氧化应激反应重要的标
志物之一，它可保护细胞不受 ＲOS 的损害。MDA
是 ＲOS作用于脂质过氧化的重要产物，它的含量可
间接反映机体氧自由基含量和脂质过氧化程度，能
估计血浆中氧自由基动态平衡的情况［9］。糖尿病
多伴有血脂代谢紊乱，高脂血症可能促进机体氧化
应激的发生发展。Gomes et al［10］研究报道用
C57BL /6J制备的糖尿病肾病模型中，服用低剂量的
槲皮素可有抗氧化、抗凋亡、降血脂和肾脏的保护作
用。本实验结果中，DM 组大鼠血清中 HDL、SOD、
GSH-Px活性显著下降，TG、TC、LDL、MDA的含量显
著上升，提示糖尿病长期高血糖状态下血清发生明
显的氧化应激反应及血脂紊乱。而经槲皮素脂质体
治疗后，明显提高 HDL、SOD、GSH-Px 的活性，降低
TG、TC、LDL及 ＲOS代谢产物 MDA 的含量，提示槲
皮素脂质体能减轻糖尿病引发的脂质过氧化反应，
明显改善氧化应激的反应程度，提高机体的抗氧化
作用。本研究结果与 Elbe et al［11］报道的槲皮素是
通过防止氧化应激改善糖尿病肾病的结果是一致
的。

DN的主要病理变化特点为 ECM 的进行性积
聚，发展到肾小动脉硬化和肾小管间质纤维化，最终
导致肾小球硬化、肾衰竭。TGF-β1 是促肾纤维化的

关键因子，通过调节 ECM 的合成和降解的平衡，降
低细胞基质的降解，促进细胞间质粘附和沉积，调节
细胞间质及间质胶原的形成［12-13］。TGF-β1 表达异
常，可引起肾脏的纤维化病变。而 TGF-β1 所介导
的纤维化主要是通过 Smad 通路转导，Smad 蛋白是
目前所知的介导 TGF-β1 胞内信号转导的唯一胞内
激酶底物。内源性 Smad7 的表达是 TGF-β1 致纤维
化重要环节，起负性调节作用，可与 Smad2 /3 竞争
性结合 TGF-β1 受体，阻止 Smad2 /3 磷酸化而阻断
TGF-β1 信号向下游传导，Smad7 表达少才能出现致
纤维化反应，主要通过结合到 Smurf2 以形成 E3 泛
素化连接酶靶向降解，一旦 Smad7 降解，可进一步
激活 Smad2 /3 蛋白的表达和肾纤维化的发生。也
有研究［14］报道在体内外实验中五甲基槲皮素能下
调 DN模型中 TGF-β1 的表达，上调 Smad7 和抑制
Smad2 /3 的活化。本研究结果提示 DM组大鼠肾小
管上皮细胞包膜中 TGF-β1 蛋白及 TGF-β1 mＲNA
呈强阳性表达，Smad7 蛋白及 Smad7 mＲNA 呈弱阳
性表达，说明 DN 大鼠肾组织中 TGF-β1 /Smad 信号
通路处于激活及失平衡状态。经槲皮素脂质体治疗
后，大鼠肾组织 TGF-β1 蛋白及 TGF-β1mＲNA 表达
下降，Smad7 蛋白及 Smad7mＲNA 表达增强，表明槲
皮素脂质体可延缓糖尿病肾纤维化的发展，其机制
可能是通过调控 TGF-β1 /Smad7 通路。

综上所述，槲皮素脂质体可改善糖尿病大鼠血
脂紊乱，改善氧化应激水平，提高机体抗氧化能力，
下调 TGF-β1、上调 Smad7 通路的信号传导，从而改
善肾脏纤维化和肾小动脉硬化，延缓糖尿病肾病的
进展。
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Effects of quercetin liposomes on oxidative stress and
TGF-β1 /Smad7 pathway in kidney of diabetic rats

Zhu Kaimei1，Tang Lixia2，Zhao Wenpeng3，et al
( 1Dept of Pharmaceutical Analysis，2Dept of Natural Medicine，Guilin Medical University，Guilin 541004;

3Second Surgical Dept of Gansu General Hospital of Armed Police Force，Lanzhou 730050)

Abstract Objective To observe the effects of quercetin liposomes ( LQ) on oxidative stress and TGF-β1 /Smad7
pathway in kidney of diabetic rats． Methods The model of type 2 diabetic rats were established by being fed on
high-sugar and high-fat diet combined with intraperitoneally injection of streptozotocin． Then type 2 diabetic rats
were randomly divided into three groups: diabetic model group ( group DM) ，quercetin liposomes group ( group
LQ) ，irbesartan group ( group IＲB) ． The other normal control group ( group N) was established． After 8 weeks，
the serum levels of total cholesterol( TC) ，triglycerides( TG) ，high-density lipoprotein( HDL) ，low-density lipopro-
tein( LDL) ，superoxide dismutase ( SOD ) ，malondialdehyde ( MDA ) ，glutathione peroxidase ( GSH-Px ) were
measured by biochemical methods． Immunohistochemistry was used to detect expressions of TGF-β1 and Smad7
protein in kidney cortex of diabetic rats． ＲT-PCＲ was used to detect expressions of TGF-β1 and Smad7 mＲNA in
renal cortex of diabetic rats． Ｒesults Compared with the group N，the serum levels of HDL，SOD，GSH-Px de-
creased significantly in group DM，while the serum levels of TC，TG，LDL，MDA increased significantly; the ex-
pression levels of TGF-β1 protein and TGF-β1 mＲNA in kidney tissue increased significantly，while the expression
levels of Smad7 protein and Smad7 mＲNA decreased significantly． Compared with the group DM，the serum levels
of HDL，SOD，GSH-Px increased significantly in group LQ and IＲB，while the serum levels of TC，TG，LDL，
MDA decreased; the expression levels of TGF-β1 protein and TGF-β1 mＲNA in kidney tissue decreased signifi-
cantly，while the expression levels of Smad7 protein and Smad7 mＲNA increased significantly． Conclusion LQ
protects against diabetic nephropathy by reducing the oxidative stress，interfering with the TGF-β1 and Smad7 path-
way．
Key words diabetic nephropathies; quercetin liposomes; TGF-β1; Smad7
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