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香芹酚通过SIRT1/FOXO1通路减轻糖尿病肾病大鼠
氧化应激损伤

刘 霞 1，王 霞 1，刘 霞 1，杨冰琦 2

（1. 河北省中医院妇产科，石家庄 050011；2. 河北省中医院导管室，石家庄 050011）

【摘 要】目的：研究香芹酚通过 SIRT1/FOXO1通路减轻糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）大鼠氧化损伤的机制。方法：采

用高脂饮食和腹腔注射链脲佐菌素建立DN大鼠模型，将DN大鼠分为对照组、模型组、L-XQF组（5 mg/kg）、M-XQF组（10 mg/kg）
和 L-XQF 组（20 mg/kg）。检测大鼠空腹血糖（fasting blood glucose，FBG）、尿素氮（urea nitrogen，BUN）、血肌酐（serum creati⁃
nine，SCr）、尿微量蛋白（urine microprotein，U-mAlb）的含量；之后处死大鼠，采集肾脏组织，HE染色和Masson染色分别观察大

鼠肾脏组织病理变化和纤维化情况；ELISA法检测肾脏组织丙二醛（malondialdehyde，MDA）、超氧化物歧化酶（superoxide dis⁃
mutase，SOD）和谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）水平；Western blot检测肾脏组织中 SIRT1/FOXO1通路相

关蛋白水平。结果：香芹酚能够降低DN大鼠FBG、BUN、SCr、U-mAlb和MDA水平，改善大鼠肾脏组织病理损伤及纤维化，增

加 SOD、GSH-Px含量及 SIRT1、FOXO1蛋白水平。结论：香芹酚可能通过 SIRT1/FOXO1通路抑制 DN大鼠肾脏组织的氧化应

激，从而减轻肾脏损伤及改善肾脏纤维化。
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Carvacrol alleviates oxidative stress damage in rats 
with diabetic nephropathy via the SIRT1/FOXO1 pathway

Liu　Xia1，Wang　Xia1，Liu　Xia1，Yang　Bingqi
（1. Department of Obstetrics and Gynecology，Hebei Provincial Hospital of Traditional Chinese Medicine）

【Abstract】Objective：To investigate the mechanism of carvacrol alleviating oxidative stress damage in rats with diabetic nephropathy 
（DN） via the SIRT1/FOXO1 pathway. Methods：A rat model of DN was established by high-fat diet and intraperitoneal injection of 
streptozotocin，and then DN rats were divided into control group，model group，L-XQF group（5 mg/kg），M-XQF group（10 mg/kg），and 
L-XQF group（20 mg/kg）. Fasting blood glucose（FBG），blood urea nitrogen（BUN），serum creatinine（SCr），and urinary microprotein 
（U-mAlb） were measured. After the rats were sacrificed and renal tissue samples were collected，HE staining and Masson staining 
were used to observe the pathological changes and fibrosis of renal tissue；ELISA was used to measure the levels of malondialdehyde 
（MDA），superoxide dismutase（SOD），and glutathione peroxidase（GSH-Px） in renal tissue； Western blot was used to measure the ex⁃
pression levels of SIRT1/FOXO1 pathway-related proteins. Results：Carvacrol reduced the levels of FBG，BUN，SCr，U-mAlb，and 
MDA，improved the pathological injury and fibrosis of renal tissue，and increased the content of SOD and GSH-Px and the levels of 
SIRT1 and FOXO1 proteins. Conclusion：Carvacrol may inhibit oxidative stress in renal tissue of DN rats via the SIRT1/FOXO1 path⁃
way，thereby alleviating renal injury and improving renal fibrosis.
【Key words】carvacrol；diabetic nephropathy；oxidative stress；SIRT1/FOXO1 pathway；renal function

糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）是糖尿

病最常见的并发症之一，也是导致慢性肾病和终末

期肾功能衰竭的主要原因[1-2]。在糖尿病中，肾脏损

伤主要表现为细胞外基质沉积增加、肾小球纤维化

加重和趋化因子过度表达，从而导致肾小管间质损
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伤、肾纤维化、蛋白尿和肾脏炎症[3-4]。研究表明DN
是由几个不同但是高度相关的高浓度葡萄糖诱导

的通路相互作用引起的，这些通路由氧化应激和晚

期糖基化终产物等侵略性活动启动，然后触发一系

列反应，包括炎症、细胞增殖和间质基质扩张，因此

抑制氧化应激对糖尿病肾病的防治十分关键[5-6]。

沉默信息调节因子-1（silent information regulator-1，
SIRT1）/叉头盒蛋白-O1（forkhead box protein-O1，
FOXO1）通路参与了机体的氧化应激、细胞凋亡和

自噬等途径。研究证实，SIRT1能够使 FOXO1去乙

酰化从而影响下游基因表达，抑制氧化应激反应，

从而减轻糖尿病肾病损伤[7]。香芹酚是一种单萜类

化合物，具有抗菌、抗炎、抗氧化、抗癌等作用。研

究表明，香芹酚不仅对自发性 2型糖尿病小鼠星形

胶质细胞损伤具有保护作用，而且还对链脲佐菌素

（streptozotocin，STZ）诱导的 1 型糖尿病小鼠主动脉

血管重构和脂质代谢有改善作用[8-10]，然而香芹酚

是否对 DN 有改善作用尚不清楚。因此，本研究基

于 SIRT1/FOXO1通路研究香芹酚对DN大鼠氧化损

伤及纤维化的影响。

1　材料与方法

1.1　实验动物

健康雄性SPF级SD大鼠30只，6周龄，体质量200~250 g，
购于成都达硕生物有限公司，SCXK（川）2020-030。
1.2　主要试剂及仪器

香芹酚（XQF，CAS499-75-2）和链脲佐菌素（STZ，纯度≥
98%）均购自 Sigma-Aldrich 公司 ；尿素氮（urea nitrogen，
BUN）、血肌酐（serum creatinine，SCr）、尿微量蛋白（urine mi⁃
croprotein，U-mAlb）检测试剂盒均购自南京东极生物公司；

Masson 染色试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；丙二醛

（malondialdehyde，MDA）和超氧化物歧化酶（superoxide dis⁃
mutase，SOD）检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所；谷

胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）检测试

剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；SIRT1（ab110304）、

FOXO1（ab179450）抗体购自 Abcam 公司；血糖检测仪（瑞士

罗氏公司）；TBA-40FR全自动分析仪（日本东芝公司）。

1.3　造模及干预方法

选取 6只大鼠作为对照组，正常饲养，不做任何处理，另

外 24只大鼠建立DN模型，方法为：高脂饲养 4周，然后将大

鼠禁食 12 h，空腹状态下一次性腹腔注射 60 mg/kg 的 1% 
STZ，72 h后测血糖≥ 16.7 mmol/L 即表明糖尿病大鼠造模成

功，然后持续高脂饮食饲喂 6周，检测 24 h尿蛋白量，若 24 h
尿蛋白量>20 mg，且尿糖阳性，则认定DN造模成功。

随机筛选 24 只造模成功的 DN 大鼠，均分为 4 组：模型

组、L-XQF 组（5 mg/kg）、M-XQF 组（10 mg/kg）和 L-XQF 组

（20 mg/kg），每组 6只。治疗组大鼠给予相应剂量的药物，每

天1次，连续2周；对照组和模型组大鼠给予等体积的生理盐

水，每天1次，连续2周。

1.4　采样

治疗结束后，先用代谢笼收集大鼠 24 h尿液，然后将大

鼠空腹 12 h，尾静脉采血检测空腹血糖（Fasting blood glu⁃
cose，FBG）。腹腔注射 3%戊巴比妥钠，麻醉过量处死大鼠。

采集大鼠肾脏组织做后续检测。

1.5　生化指标检测

采用血糖仪检测大鼠FBG，全自动分析仪检测BUN、SCr
和U-mAlb含量。

1.6　肾组织氧化应激指标检测

通过预冷生理盐水将肾脏组织制成 10% 的组织匀浆，

按照试剂盒检测说明书检测肾脏组织中MDA、SOD和GSH-
Px含量。

1.7　HE染色

将肾脏组织用 4%多聚甲醛固定后，石蜡块包埋、脱水、

切片，然后分别用苏木精和伊红染色，通过光学显微镜观察

染色结果。

1.8　Masson染色

将肾脏组织切片按照 Masson 试剂盒说明书进行染色，

观察肾脏组织纤维化情况。染色完成后，采用 Image-Pro 
Plus进行光密度扫描处理。胶原纤维、黏液呈蓝色，细胞核

呈蓝黑色。

1.9　Western blot
提取新鲜肾脏组织总蛋白，采用BCA法测定蛋白浓度，

等量蛋白上样，SDS-PAGE 凝胶电泳后将蛋白转移至 PVDF
膜上，脱脂牛奶封闭 1 h，加入一抗（1∶ 1 000），4 ℃孵育过

夜，TBST 洗膜 3 次，加入二抗，37 ℃孵育 1 h，采用 ECL 显

影，显色后的蛋白使用 Bio-Rad 全功能成像系统采集图像，

以β-actin为内参，计算各组蛋白质的相对表达量。

1.10　统计学处理

采用 SPSS 19.0统计软件对实验结果进行分析。实验结

果用均数±标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差

分析，方差齐性2组间比较采用LSD分析，方差不齐2组间比

较选用Tamhane’s分析。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　生化分析大鼠FBG、BUN、SCr、U-mAlb的含量

与对照组大鼠相比，模型组大鼠 FBG、U-mAlb、BUN 和

SCr的含量显著增加；与模型组大鼠相比，3个剂量的XQF均
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降低了 DN 大鼠 FBG、U-mAlb、BUN 和 SCr 的含量，其中 M-
XQF 和 H-XQF 显著降低了 DN 大鼠 FBG、U-mAlb、BUN 和

SCr的含量（图1）。

2.2　HE染色观察大鼠肾脏组织的病变

对照组大鼠肾脏组织被膜完整，皮质和髓质分界较为清

晰，未见明显病理变化；模型组大鼠肾脏组织皮质区肾小球

系膜及基底膜增厚，肾小囊腔狭窄；局部肾小管扩张，上皮细

胞较为扁平或上皮细胞胞核肿胀；局部间质内少量纤维组织

增生及少量炎细胞浸润，以淋巴细胞为主；与模型组大鼠相

比，L-XQF 组大鼠肾脏组织仍可见肾小球系膜及基底膜增

厚、肾小囊腔狭窄和局部肾小管扩张，但程度有所减轻，而

M-XQF组和H-XQF组大鼠肾脏组织肾小球结构较为正常，

仅有少量肾小球系膜及基底膜轻微增厚和局部肾小管轻微

扩张（图2）。

                 注：a，与对照组相比，P<0.05；b：与模型组相比，P<0.05                               
图 1　不同浓度香芹酚对 DN 大鼠 FBG、BUN、SCr、U-mAlb 含量的影响

 注：绿色箭头表示肾小管扩张，黄色箭头表示肾小球系膜及基底膜增厚，肾小囊腔狭

图 2　不同浓度香芹酚对 DN 大鼠肾脏组织病理变化的影响
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2.3　Masson染色观察大鼠肾组织胶原沉积

与对照组相比，模型组大鼠肾脏组织胶原沉积阳性表达

百分比显著增加；与模型组大鼠相比，L-XQF组、M-XQF组

和H-XQF组大鼠肾脏组织胶原沉积阳性表达百分比显著下

降；与 L-XQF组大鼠相比，M-XQF组和 H-XQF组大鼠肾脏

组织胶原沉积阳性表达百分比显著下降（图3）。

2.4　ELISA检测大鼠肾脏组织内MDA、SOD、GSH-Px水平

与对照组相比，模型组大鼠肾脏组织 MDA 水平显著增

加，SOD 和 GSH-Px 水平显著下降；与模型组相比，L-XQF
组、M-XQF 组和 H-XQF 组大鼠肾脏组织 MDA 水平呈下降

趋势，SOD和GSH-Px水平呈上升趋势，其中H-XQF组大鼠

肾脏组织MDA水平显著下降，SOD和GSH-Px水平显著增加

（图4）。

2.5　Western blot 检测大鼠肾脏组织 SIRT1/FOXO1 信号通

路活化情况

对照组相比，模型组大鼠肾脏组织 SIRT1 和 FOXO1 的

蛋白表达水平显著下降；与模型组相比，L-XQF 组、M-XQF
组和 H-XQF 组大鼠肾脏组织 SIRT1 和 FOXO1 的蛋白表达

水平显著增加；与 L-XQF组相比，M-XQF组和 H-XQF组大

鼠肾脏组织 SIRT1 和 FOXO1 的蛋白表达水平显著增加；与

M-XQF组相比，H-XQF组大鼠肾脏组织中 SIRT1和 FOXO1
蛋白表达水平显著增加（图5）。

注：a，与对照组相比，P<0.05；b：与模型组相比，P<0.05；c：与L-XQF组相比，P<0.05
图 3　不同浓度香芹酚对 DN 大鼠肾组织胶原沉积的影响

    注：a，与对照组相比，P<0.05；b：与模型组相比，P<0.05；c：与L-XQF组相比，P<0.05
图 4　不同浓度香芹酚对大鼠肾脏组织氧化应激水平的影响
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3　讨 论

DN是全世界肾功能衰竭的主要原因[11]，研究新

的 DN 治疗药物对 DN 患者有重要意义。本研究结

果表明，香芹酚可以有效改善DN大鼠血糖浓度、蛋

白尿、BUN 和 SCr，减少肾脏组织病理损伤和纤维

化，表明香芹酚可以有效改善DN。

高血糖是糖尿病肾病发展的驱动力。众所周

知，高血糖会增加自由基的产生，从而导致氧化应

激，氧化应激的增加有助于 DN 的发展[12]。肾脏足

细胞容易受到氧化损伤，从而使肾小球基底膜脱

离，足细胞损伤的一个重要后果是蛋白尿[13-15]。蛋

白尿是诱发系膜和肾小管毒性的重要因素，并参与

局部和全身炎症通路[15]。在肾脏氧化应激过程中，

活性氧（reactive oxygen species，ROS）发挥重要作

用，嘌呤霉素、足细胞毒素可以通过 ROS 导致大鼠

肾小球损伤[13,16-17]。此外，ROS 还会介导 DNA 损

伤[18]。本研究结果表明，香芹酚降低了 DN 大鼠肾

脏组织 MDA 水平，增加了 SOD 和 GSH-Px，表明香

芹酚可以抑制DN大鼠肾脏组织的氧化应激反应。

SIRT1是一种高度保守的烟酰胺腺苷二核苷酸

依赖性脱乙酰酶，在代谢和衰老中起调节作用。

SIRT1 可以使细胞核中的组蛋白、几种转录调节因

子或细胞质和线粒体中的特定蛋白质脱乙酰化，包

括核因子κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）、基质金

属蛋白酶 9（Matrix metallopeptidase 9，MMP-9）、叉

头框蛋白-O3a（forkhead box protein O3a，FOXO3a)、
内皮型一氧化氮合酶（endothelial nitric oxide syn⁃
thase，eNOS）、过氧化物酶体增殖物激活受体γ辅激

活因子 1α（peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma co-activator 1 alpha，PGC-1α）和腺苷酸活

化蛋白激酶（Adenosine 5’-monophosphate（AMP）- 
activated protein kinase，AMPK）等[19]。SIRT1 通过使

靶蛋白脱乙酰来调节脂肪和葡萄糖代谢，作为细胞

抗应激、能量代谢和肿瘤发生的关键调节剂，延缓

与年龄相关的疾病发作并延长健康寿命[20]。SIRT1
是糖尿病的有效保护因子[21]。有研究表明，二甲双

胍可以通过 SIRT1/FOXO1通路减轻DN大鼠的氧化

应激并增强自噬，有效缓解 DN 大鼠糖脂代谢紊乱

和肾功能损伤[22]。因此，SIRT1-FOXO1通路可认为

是DN大鼠改善氧化应激的有效通路之一。已有研

究表明，香芹酚可以通过抑制氧化应激改善脑部和

心肌的缺血再灌注损伤，然而香芹酚对 DN 大鼠氧

化应激的调控作用尚不清楚。本研究结果显示，香

芹酚可能通过活化 SIRT1/FOXO1 通路，抑制 DN 大

注：a，与对照组相比，P<0.05；b：与模型组相比，P<0.05；c：与L-XQF组相比，P<0.05；d：与M-XQF组相比，P<0.05
图 5　大鼠肾脏组织 SIRT1/FOXO1 信号通路活化情况
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鼠肾脏组织的氧化应激。

香芹酚对糖尿病治疗已取得较多成果。研究

证实，香芹酚在糖尿病及其并发症的治疗中具有降

低血糖、血脂、炎症，改善主动脉血管构建及保护糖

尿病小鼠星形胶质细胞损伤等作用[8-10,23]。目前尚

无香芹酚对DN的相关报道，故本研究通过建立DN
大鼠模型，观察香芹酚对DN大鼠氧化损伤的影响。

本实验初步证实香芹酚可能通过 SIRT1/FOXO1 通

路抑制DN大鼠肾脏组织的氧化应激。本实验尚未

对 SIRT1/FOXO1 进行干预来进一步证实其作用机

制，后续将进一步进行阐述。

综上所述，香芹酚可能通过 SIRT1/FOXO1通路

抑制 DN 大鼠肾脏组织的氧化应激，从而减轻肾脏

损伤以及纤维化。
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