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也摘要页 目的 基于转录组学和实验验证探究当归芍药散对 db/db糖尿病肾病小鼠肾脏的保护机制遥 方法 25 只 8 周龄造模成

功的 db/db 小鼠按体质量随机均分为模型组渊20 mL/kg 蒸馏水冤尧达格列净组渊1.3 mg/kg冤尧当归芍药散低剂量组渊8.39 g/kg冤尧当归芍

药散中剂量组渊16.77 g/kg冤尧当归芍药散高剂量组渊33.54 g/kg冤袁每组 5 只曰另选 5 只同龄 db/m 小鼠作为空白组渊20 mL/kg 蒸馏水冤遥

每组灌胃 1 次/d袁连续 6 周遥 给药结束后袁检测各组小鼠体质量尧空腹血糖渊fasting blood glucose, FBG冤尧口服糖耐量试验渊oral glu鄄
cose tolerance test, OGTT冤的曲线下面积渊area under thecurve, AUC冤曰采用全自动生化分析仪检测尿白蛋白肌酐比值渊urea albu鄄
min creatinine ratio, UACR冤尧甘油三酯渊triglyceride, TG冤尧总胆固醇渊total cholesterol, TC冤曰采用肌酐比色法检测血肌酐渊serum cre鄄
atinine, Scr冤曰采用尿素比色法检测小鼠血尿素氮渊blood urea nitrogen, BUN冤曰采用 HE 染色观察肾脏组织病理形态曰采用转录组学

芯片技术检测小鼠肾组织差异基因袁并对当归芍药散中剂量组差异基因进行 KEGG 富集分析曰采用 RT-PCR 法检测表达量 TPM跃
10 的核心基因在肾脏组织中的mRNA 表达水平遥 结果 与空白组比较袁模型组小鼠体质量尧OGTT-AUC尧FBG尧UACR尧Scr尧BUN尧TG尧
TC显著升高渊P约0.01冤遥 与模型组相比袁达格列净组尧当归芍药散各剂量组小鼠体质量尧OGTT-AUC尧FBG尧UACR尧Scr尧BUN尧TG尧TC 均

降低渊P约0.05袁P约0.01冤遥与空白组相比袁模型组共筛选出 1 129个差异基因袁其中上调差异基因 337个尧下调差异基因 792个遥与模型

组相比袁当归芍药散共筛选出 271个差异基因袁其中上调差异基因 195个尧下调差异基因 76 个遥 空白组尧模型组尧当归芍药散中剂量

组三组差异共表达基因 57个袁其中 TPM跃10的核心基因共 12个袁包括 Gsta2尧Cyp4a12a尧Slc8a1尧Abcc4尧Cpeb4尧Serpina1b尧Npl尧Aacs尧Kap尧

Slc5a10尧Tmem252尧Ifi27l2a遥 12个核心基因的mRNA表达水平与转录组测序趋势相同遥 与模型组比较袁当归芍药散中剂量组小鼠Gs鄄
ta2尧Abcc4尧Slc8a1尧NPL mRNA表达水平升高渊P约0.05袁P约0.01冤袁Slc5a10尧Tmem252 mRNA 表达水平下降渊P约0.05冤遥 当归芍药散中剂

量组差异基因富集于药物代谢-细胞色素 P450尧谷胱甘肽代谢尧活性氧等相关通路遥结论 当归芍药散具有改善糖尿病肾病预后的作

用袁其机制可能与调控 Gsta2尧Slc5a10尧Abcc4尧Slc8a1尧Tmem252尧Npl等基因表达袁调控细胞色素 P450尧谷胱甘肽代谢尧活性氧等信号

通路相关遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the renal protective mechanism of Danggui Shaoyao Powder (DGSYP) on diabetic nephropathy
in db/db mice through transcriptomics and experimental verification. Methods A total of 25 eight-week-old db/db mice were
randomized into model group (20 mL/kg distilled water), dapagliflozin group (1.3 mg/kg), low-dose DGSYP group (8.39 g/kg), medium-
dose DGSYP group (16.77 g/kg), and high-dose DGSYP group (33.54 g/kg), with five mice in each group. Another five db/m mice of
the same age were set as blank group (20 mL/kg distilled water), and each group was intragastrically administered once a day for
six consecutive weeks. After administration, the body weight, fasting blood glucose (FBG), and area under the curve (AUC) of the oral
glucose tolerance test (OGTT) were measured. Urine albumin creatinine ratio (UACR), triglyceride (TG), and total cholesterol (TC)
were determined by automatic biochemical analyzer. Serum creatinine (Scr) was examined by creatinine colorimetry. The blood urea
nitrogen (BUN) was checked by urea colorimetry. HE staining was used to observe the pathological morphology of renal tissue. The
differential genes in mouse renal tissue were determined by transcriptome chip technology, and the differential genes of mice in
DGSYP group were analyzed by KEGG enrichment analysis. The mRNA expression levels of core genes with TPM>10 in renal
tissue were determined by RT-PCR. Results Compared with the blank group, the model group showed significant increases in body
weight, OGTT-AUC, FBG, UACR, Scr, BUN, TG, and TC (P<0.01). Compared with the model group, the dapagliflozin group and
DGSYP groups showed decreases in body weight, OGTT-AUC, FBG, UACR, Scr, BUN, TG, and TC (P<0.05, P<0.01). Compared with
the blank group, a total of 1 129 differential genes were screened out in the model group, including 337 up-regulated differential
genes and 792 down-regulated differential genes. Compared with the model group, a total of 271 differential genes were screened
out in medium-dose DGSYP group, including 195 up-regulated differential genes and 76 down-regulated differential genes. There
were 57 differentially expressed genes in the blank group, model group, and the medium-dose DGSYP group, among which there
were 12 core genes with TPM >10, including Gsta2, Cyp4a12a, Slc8a1, Abcc4, Cpeb4, Serpina1b, Npl, Aacs, Kap, Slc5a10,

Tmem252, and Ifi27l2a. The mRNA expression levels of the 12 core genes were consistent with the transcriptome sequencing trend.
Compared with the model group, the mRNA expression levels of Gsta2, Abcc4, Slc8a1, and NPL in the medium-dose DGSYP group
increased (P<0.05, P<0.01), while the mRNA expression levels of Slc5a10 and Tmem252 decreased (P<0.05). The differential genes in
the medium-dose DGSYP group were enriched in drug metabolism-cytochrome P450, glutathione metabolism, and reactive oxygen
species, and other related pathways. Conclusion DGSYP can improve the prognosis of diabetic nephropathy, and its mechanism
may be related to regulating Gsta2, Slc5a10, Abcc4, Slc8a1, Tmem252, Npl, and other gene expressions as well as modulating
cytochrome P450, glutathione metabolism, reactive oxygen species, and other signaling pathways.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Danggui Shaoyao Powder; db/db mice; diabetic nephropathy; transcriptomics; differentially expressed genes;
circulating blood and promoting urination

糖尿病肾病渊diabetic nephropathy袁DN冤是最常

见的慢性肾脏病渊chronic kidney disease袁CKD冤遥 根

据中国慢性病及危险因素检测中心在 2018要2019
年开展的 CKD 患病率调查显示袁我国估计有 8 200
万人患有 CKD[1]遥 虽然袁与之前的全国调查相比袁CKD
总体患病率呈下降趋势袁但与糖尿病相关的 CKD 患

病率由 1.2%上升至 2.6%[1]遥 DN 是导致全球终末期

肾病渊end-stage renal disease袁ESRD冤的主要原因[2]遥
虽然血管紧张素转换酶抑制剂尧血管紧张素域受体

阻滞剂尧钠-葡萄糖协同转运蛋白 2 抑制剂和盐皮

质激素受体拮抗剂等药物在一定程度上能改善 DN

的预后袁但其临床疗效仍然有限[3-4]遥 因此袁进一步探

索 DN 的发病机制袁寻找新的治疗靶点袁开发预防及

延缓 DN 进展的新策略十分必要遥
DN 归属于中医学野水肿冶野关格冶范畴袁其关键

病机以脾肾亏虚为本袁瘀血尧痰湿为标袁治以培补脾

肾尧通络化痰尧活血化瘀[5]遥 当归芍药散出自叶金匮要

略窑妇人妊娠病脉证并治第二十曳袁方中以当归尧芍
药为君袁养血活血敛阴袁川芎尧泽泻为臣袁川芎活血

行滞袁泽泻淡渗利湿消肿曰白术补脾袁恢复脾胃运化

功能袁茯苓渗湿袁泻其水邪袁共为佐药遥 本方川芎尧当
归尧白芍活血而不竣猛袁补血而不滞血曰白术尧茯苓尧
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泽泻健脾而不碍湿袁利水而不伤脾袁以通为主袁以补

为辅[6]袁全方合奏活血利水补虚之功遥 研究发现袁当
归芍药散可以显著改善高糖诱导的足细胞损伤袁提
示当归芍药散具有治疗 DN 的潜力[7]遥 然而袁当归芍

药散治疗 DN 的分子生物学机制仍未阐明袁尚未明

确其调控的潜在基因和靶点遥 因此袁本研究拟采用

转录组学结合分子生物学手段探究与验证当归芍药

散对 db/db 小鼠的保护机制袁以期为当归芍药散治

疗 DN 的临床应用尧 探索新的药理作用提供新的实

验证据遥
1 材料

1.1 动物

25 只 6 周龄的 db/db 小鼠和 5 只 6 周龄的 db/m
小鼠均购自江苏华创信诺医药科技有限公司袁动物

许可证号院SYXK渊湘冤2019-0009袁动物合格证编号院
202317695遥 所有动物饲养于湖南中医药大学 SPF
级实验动物中心袁置于 12 h/12 h 明暗交替袁温度

渊24依2冤 益袁相对湿度 50%依10%的环境中袁提供相应

的水和食物袁自主食用遥 本研究经湖南中医药大学

伦理委员会批准渊伦理批准号院LL2023042602冤遥
1.2 主要药物及试剂

当归芍药散由当归尧白芍尧茯苓尧白术尧泽泻尧川
芎组成遥 上述中药饮片均购于湖南中医药大学第一

附属医院中药房渊批号院TH22101801尧TH22082301尧
CK22102401尧2022083104尧HY22092803尧GW23031鄄
301冤袁经湖南中医药大学药学院吴勇军副教授鉴定

为正品遥 达格列净渊阿斯利康公司袁国药准字院HJ2017鄄
0119袁规格院10 mg/粒冤曰葡萄糖注射液渊中国大冢

制药有限公司袁批号院2H93J5冤曰肌酐比色法测试盒尧
尿素比色法测试盒渊伊莱瑞特生物科技股份有限

公司袁批号院E-BC-K188-M尧E-BC-K183-M冤曰4%多

聚甲醛组织固定液渊兰杰柯科技有限公司袁批号院
BL539A冤遥
1.3 主要仪器

血糖仪渊三诺生物传感股份有限公司袁型号院GA-
3冤曰冷冻离心机[奥豪斯仪器渊上海冤有限公司袁型号院
5515R]曰台式离心机尧超微量分光光度计渊赛默飞世

尔科技公司袁型号院CR4i尧NanoDrop 8000冤曰荧光定量

PCR 仪渊美国应用生物系统公司袁型号院QuantStudioTM

5 Real-Time PCR System冤曰电泳仪渊北京六一生物科

技有限公司袁型号院DYY-6C冤曰旋转蒸发器渊上海力辰

邦西仪器科技有限公司袁型号院LC-RE-301冤曰Spark
多功能酶标仪渊瑞士帝肯公司袁型号院30086376冤遥
2 方法

2.1 药物制备

当归芍药散出自叶金匮要略窑妇人妊娠病脉证并

治第二十曳袁根据叶方剂学曳 [8]中经方的临床等效剂

量袁当归芍药散以当归 9 g尧白芍 48 g尧川芎 24 g尧
茯苓 12 g尧白术 12 g尧泽泻 24 g 为比例进行配制遥
于 8 倍的蒸馏水中浸泡 30 min 后袁煎煮 30 min袁倒
出药液袁再加入 6 倍的蒸馏水袁煎煮 25 min袁合并 2
次煎煮的药液用纱布过滤袁使用旋转蒸发仪将过滤

后的药液浓缩至含生药量 2 g/mL袁置于 4 益冰箱贮

存备用遥
2.2 分组及给药方法

将 25 只 6 周龄的 db/db 模型小鼠和 5 只 6 周

龄的 db/m 小鼠适应性喂养 2 周后遥 测量 db/db 模型

小鼠空腹血糖渊fasting blood glucose, FBG冤袁以FBG逸
11.1 mmol/L尧尿白蛋白肌酐比值渊urea albumin cre鄄
atinine ratio袁UACR冤逸30 mg/g 判定为造模成功[9-10]遥
根据随机数字表法将造模成功的 25 只 db/db 小鼠

分为模型组尧当归芍药散低剂量组尧当归芍药散中剂

量组尧当归芍药散高剂量组尧达格列净组袁每组 5 只曰
另选 5 只 db/m 小鼠为空白组遥

参照人和动物体表面积[11]的等效剂量系数折算

法袁选用 70 kg 成人药物用量换算袁依据低尧中尧高剂

量比例 1颐2颐4袁当归芍药散低尧中尧高剂量组用药分别

为 8.39尧16.77尧33.54 g/kg袁达格列净组 1.3 mg/kg 予

以灌胃[12]袁空白组尧模型组以 20 mL/kg 蒸馏水灌胃袁
每组灌胃 1 次/d袁持续 6 周遥
2.3 样本采集

末次给药后袁各组小鼠禁食不禁水 12 h 过夜袁称
取各组小鼠体质量后袁使用乙醚进行麻醉遥将干燥的

棉球平铺于麻醉缸内袁倒入乙醚袁待乙醚挥发约 1 min
左右袁逐个放入实验小鼠袁待小鼠麻醉后立即取出遥
使用摘取眼球取血法收集血液样本袁放入 4 益冷冻

离心机袁以 3 000 r/min离心 15 min渊离心半径 6 cm冤袁
提取上清液得到血清曰迅速打开腹腔取双侧肾脏袁去
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包膜遥左肾取部分肾组织放入 4%多聚甲醛固定液

中常温保存遥 剩余肾组织迅速保存于-80 益用于转

录组学和分子生物学检测遥
2.4 观察指标

2.4.1 基础指标检测 灌胃 6 周后测量小鼠的体质

量袁并用快速血糖仪检测小鼠 FBG[13]遥
2.4.2 口服糖耐量试验的曲线下面积 禁食不禁水

12 h 后袁给予每只小鼠 10 mL/kg 的 20%葡萄糖溶

液灌胃遥 取小鼠尾静脉血液袁用血糖试纸分别检测

并记录小鼠灌胃前及灌胃后 30尧60尧120 min 的血糖

值袁根据不同时间点的血糖值计算口服糖耐量试验

渊oral glucose tolerance test袁OGTT冤的曲线下面积渊area
under thecurve袁AUC冤[14]遥
2.4.3 尿液及血清生化指标检测 尿液指标院将小

鼠置于代谢笼自由饮水和进食遥 使用代谢笼前先清

洗袁防止尿液被不明因素污染袁每个代谢笼仅放 1 只

老鼠袁收集小鼠 24 h 尿液袁尿液标本统一送湖南中

医药大学第一附属医院检验科用全自动生化分析仪

检测 UACR遥
血清指标院全自动生化仪检测各组小鼠血清甘

油三酯渊triglyceride, TG冤尧总胆固醇渊total cholesterol,
TC冤曰肌酐比色法测试盒检测小鼠血肌酐渊serum cre鄄
atinine, Scr冤曰尿素比色法测试盒检测小鼠血尿素氮

渊blood urea nitrogen, BUN冤遥
2.4.4 病理学观察肾组织病理变化 取肾组织于

4%多聚甲醛中固定袁乙醇梯度脱水袁石蜡包埋制成

蜡块袁4 滋m 切片袁进行 HE 染色袁于光学显微镜下观

察并拍照遥
2.4.5 肾脏 mRNA 测序及分析 提取小鼠肾脏组

织总 RNA 后袁进行 RNA 的质量检测遥 待样品质检

合格后袁构建转录组文库袁使用 Nova-seq 6000 进行

高通量测序袁文库构建及测序工作由广州基迪奥生

物技术股份有限公司完成遥 采用该公司提供的云平台

进行差异基因分析袁差异基因筛选条件为|log2FC|逸
1.5 且 FDR约0.05袁筛选出空白组 vs 模型组尧模型组

vs 当归芍药散中剂量组之间的差异表达基因渊dif鄄
ferentially expressed gene, DEG冤遥 使用基迪奥生物

平台网站渊https://www.omicsmart.com/#/冤对当归芍药

散筛选出的差异基因进行 KEGG 通路富集分析遥
2.4.6 韦恩图构建共同基因 通过创建韦恩图确定

当归芍药散中剂量组 vs 模型组与模型组 vs 空白组

的共同基因遥韦恩图在基迪奥生信云工具上完成袁将
两组数据集导入网站上的韦恩图工具中袁绘制韦恩

图并获得交集遥 以 P约0.05袁且表达值 TPM跃10 鉴定

为核心基因遥
2.4.7 核心基因的 RT-PCR 验证 对核心 DEGs 的
mRNA 表达通过 RT-PCR 得到证实袁将转录组测序

提取的总 RNA 剩余样品逆转录为 cDNA 模板袁并按

照说明书进行 PCR 扩增遥 根据各组的 Ct 值袁选用

茁-actin 作为内参基因袁通过 2-吟吟Ct 法计算各组样品

mRNA 的相对表达量袁引物由广州基迪奥生物科技有

限公司合成袁引物序列详见表 1遥

2.5 统计学分析

实验所得数据经 GraphPad Prism 10.0 软件进行

统计分析遥 计量资料结果以野曾依s冶表示遥 满足正态性

者袁多组间比较采用单因素方差分析袁两两比较用最

表 1 引物序列

引物名称

Gsta2

Cyp4a12a

Slc8a1

Abcc4

Serpina1b

Npl

Aacs

Kap

Slc5a10

Tmem25

Ifi27l2a

茁-actin

Cpeb4

引物序列渊5'-3')
正向院CTTCACTACTTCAATGCCCG
反向院CTTCATCCCATCAATCTCCA
正向院TGTTATGCTCTCCTTTTATGGC
反向院GGTATGGGGATTGGGACTCT
正向院ACCTACAGAATACTGGAATGGC
反向院GCAACAAACACAACGGCA
正向院CTCCCATTTATCGTCCTCCC
反向院GCATTCAAAGTCTTCGCCAG
正向院GACCAAGACACAGTTTTCGC
反向院ATCCATCAGCAGCACCCA
正向院GCTCCTACTTTGCCATTTTATT
反向院CTGTCGCTGGTGATTCTGAT
正向院GGATGATTTCCTGGCAAGC
反向院CGACCGTGGTGTAGTAGAGC
正向院TTCTGTGGTCTGACTGTGGC
反向院ATTCTGTTTGTTTGCGGCT
正向院CCAAGGCAGGCTCCATTC
反向院ACAGGCTCGCAGACACTCG
正向院CTGATGATTTGCCTGGGTG
反向院GAAAGCGAGGTGCTGTCTG
正向院ATGTTGGGAACACTGTTTGG
反向院AGGACCCCTGCTGATTGG
正向院GGCTATGCTCTCCCTCACG
反向院CGCACGATTTCCCTCTCAG
正向院ACAGCAAGAACAACAAGACCC
反向院ACACTGGTGATTCAATGCGTA

产物长度/bp
174
174
246
246
147
147
225
225
201
201
177
177
224
224
213
213
137
137
192
192
206
206
128
128
170
170
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注院与空白组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁#P约0.05袁##P约0.01曰与达格列净组比较袁吟吟P约0.01曰与当归芍药散低剂量比较袁阴P约0.05遥

组别

空白组

模型组

达格列净组

当归芍药散低剂量组

当归芍药散中剂量组

当归芍药散高剂量组

体质量/g
29.38依0.12
53.20依2.99**
44.46依0.96**#

42.92依2.08**#

41.52依1.53**##

41.48依2.03**##

FBG/渊mmol/L冤
5.44依0.13

31.30依0.66**
14.24依1.63**##

23.44依0.39**#吟吟

16.34依2.31**##阴

19.82依2.53**##

OGTT-AUC/[mmol/(L窑h)]
9.62依0.31

42.34依0.48**
18.02依0.85**##

35.04依0.51**##吟吟

30.77依1.34**##吟吟

32.34依2.41**##吟吟

表 2 各组小鼠体质量尧FBG尧OGTT-AUC 的比较

小明显性差异法检验曰不满足正态性资料用Kruskal-
Wallis 秩和检验遥 以 P约0.05 表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 各组小鼠体质量尧FBG尧OGTT-AUC的比较

与空白组相比袁其余各组体质量尧FBG尧OGTT-
AUC 显著升高渊P约0.01冤曰与模型组比较袁用药组的

体质量尧FBG尧OGTT-AUC 降低渊P约0.05袁P约0.01冤曰与
达格列净组相比袁当归芍药散低剂量组 FBG尧OGTT-
AUC 显著增加渊P约0.01冤袁当归芍药散中尧高剂量组

OGTT-AUC 显著升高渊P约0.01冤曰与当归芍药散低剂

量组相比袁当归芍药散中剂量组 FBG 下降渊P约0.05冤遥
详见表 2尧图 1遥

3.2 各组小鼠尿液及血清生化指标比较

与空白组相比袁模型组 TG尧TC尧UACR尧Scr尧BUN

水平明显升高渊P约0.01冤袁当归芍药散低尧高剂量组和

达格列净组 TC 水平升高渊P约0.05袁P约0.01冤袁当归芍

药散低剂量组 UACR 水平升高渊P约0.05冤曰与模型组

比较袁达格列净组和当归芍药散各剂量组TG尧TC尧
UACR尧Scr尧BUN水平降低渊P约0.05袁P约0.01冤遥 详见表3遥
3.3 各组小鼠肾组织病理变化的比较

空白组小鼠肾小球形态正常袁肾小管排列整齐袁
肾间质未见异常袁未见炎性细胞浸润遥与空白组小鼠

相比袁模型组小鼠肾脏皮质与髓质边界较为清晰袁皮
质区肾小体结构完整清晰袁肾小管结构较为完整袁可
见蛋白管型和白细胞管型袁系膜细胞增生明显袁间质

内可见炎性细胞浸润袁亦可见纤维组织增生遥与模型

组比较袁达格列净组和中药各剂量组血管球系膜细

胞轻度增生袁肾小管上皮结构正常袁间质未见炎性细

胞浸润及纤维增生遥 详见图 2遥
3.4 小鼠转录组测序数据的质量评估

Pearson 相关系数检验结果显示袁空白组尧模型

组和当归芍药散中剂量组不同样本之间均具有较高

的相关性遥 主成分分析显示袁与空白组相比袁模型组

及当归芍药散中剂量组样本能够显著分离袁表明各

组间的基因存在显著性差异遥 详见图 3遥
3.5 小鼠转录组 DEG 分析

与空白组比较袁模型组鉴定出 1 129 个 DEG袁

图 1 各组小鼠 OGTT-AUC 曲线图

注院与空白组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与模型组比较袁#P约0.05袁##P约0.01遥

组别

空白组

模型组

达格列净组

当归芍药散低剂量组

当归芍药散中剂量组

当归芍药散高剂量组

TG/渊mmol/L冤
1.75依0.25
3.59依0.18**
2.35依0.27#

2.45依0.15#

2.17依0.31##

2.46依0.28#

TC/渊mmol/L冤
2.14依0.27
5.58依0.10**
3.53依0.05**##

3.18依0.27*##

2.93依0.31##

3.15依0.22*##

UACR/渊mg/g冤
8.84依1.22

234.75依43.32**
80.43依5.13##

105.74依18.33*##

93.30依13.50##

95.66依13.57##

Scr/渊滋mol/L冤
16.35依1.64
37.76依1.55**
17.31依0.85##

22.27依1.00##

17.17依1.28##

19.60依1.62##

BUN/渊mmol/L冤
7.05依0.15

12.62依1.34**
7.89依0.44##

7.34依0.33##

7.12依0.27##

7.43依1.17##

表 3 各组小鼠尿液及血清生化指标比较
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图 2 各组小鼠肾脏组织病理 HE 染色渊伊200袁标尺院50 滋m冤
注院A.空白组曰B.模型组曰C.当归芍药散低剂量组曰D.当归芍药散中剂量组曰E.当归芍药散高剂量组曰F.达格列净组遥

其中 337个 DEG上调尧792个 DEG下调曰与模型组比

较袁当归芍药散中剂量组鉴定出 271 个 DEG袁其中

195 个 DEG 上调尧76 个 DEG 下调遥 聚类分析表明袁
这些差异表达的 mRNA 可以很好区分空白组与模

型组尧当归芍药散中剂量组与模型组遥 详见图 4遥

3.6 小鼠转录组重叠的核心基因表达

创建模型组 vs 空白组和当归芍药散中剂量组

vs 模型组差异基因的韦恩图袁两个数据集共有 57个
重叠的 DEG袁详见图 5遥 以 P约0.05袁且表达值 TPM跃10
为核心基因袁共识别出 12个基因袁即院Gsta2尧Cyp4a12a尧

图 3 小鼠转录组测序数据的质量评估

注院A.Pearson 相关系数检验曰B.主成分分析遥

A B

图 4 小鼠转录组 DEG分析

注院A.空白组 vs 模型组 DEG 的火山图曰B.模型组 vs 当归芍药散中剂量组 DEG 的火山图曰C.空白组尧模型组尧当归芍药散中剂量

组肾组织中 DEG 表达聚类分析图遥

A B
C
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Slc8a1尧Abcc4尧Cpeb4尧Serpina1b尧Npl尧Aacs尧Kap尧Slc5鄄
a10尧Tmem252尧Ifi27l2a遥
3.7 小鼠肾组织核心基因 mRNA 表达水平比较

经检测袁各组 Gsta2尧Cyp4a12a尧Slc8a1尧Abcc4尧
Cpeb4尧Serpina1b尧Npl尧Aacs尧Kap尧Slc5a10尧Tmem252尧
Ifi27l2a mRNA 表达与转录组测序趋势一致遥 与空白

组比较袁模型组 Slc8a1尧Abcc4尧NPL尧Slc5a10尧Tmem252
mRNA表达水平升高渊P约0.05袁P约0.01冤袁Cyp4a12a尧Kap
mRNA 表达水平下降渊P约0.01冤曰当归芍药散中剂量

Gsta2尧Slc8a1尧Abcc4尧NPL mRNA 表达水平升高渊P约
0.01冤袁Aacs尧Kap mRNA表达水平下降渊P约0.01冤遥与模型

组比较袁当归芍药散中剂量组 Gsta2尧Abcc4尧Slc8a1尧
NPL mRNA 表达水平升高渊P约0.05袁P约0.01冤袁Slc5a10尧

Tmem252 mRNA 表达水平下降渊P约0.05冤遥详见图 6遥
3.8 当归芍药散 DEG 的 KEGG 通路富集分析

当归芍药散调节的 DEG 显著富集于药物代谢-
细胞色素 P450尧谷胱甘肽代谢尧活性氧等相关通路遥
详见图 7遥
4 讨论

为深入了解当归芍药散治疗 DN 的作用机制袁
本研究采用 db/db 小鼠作为实验对象袁db/db 小鼠具

有自发血糖增高尧尿蛋白的特点袁且肾损伤随着年龄

的增长而恶化袁是理想的研究 DN 的小鼠模型[15]遥 本

次实验结果表明袁与模型组相比袁达格列净组及当归

芍药散各剂量组空腹血糖尧体质量尧OGTT-AUC尧TG尧
TC尧UACR尧Scr尧BUN 等各项指标均下降袁说明当归

芍药散对 DN 小鼠具有肾脏保护作用遥
Gsta2 是编码谷胱甘肽 S-转移酶 琢 类的基因袁

谷胱甘肽转移酶通过催化活性氧渊reactive oxygen
species, ROS冤等内源性产物与谷胱甘肽渊glutathione,
GSH冤的巯基结合袁使其更溶于水从而有利于机体消

除袁从而在细胞解毒中发挥关键作用[16]遥 Slc5a10 是

编码 SGLT-5 的基因袁研究表明袁阻断 SGLT-5 可使

果糖排泄增加袁减轻果糖导致的胰岛素抵抗和肝脂

图 5 小鼠转录组 DEGs韦恩图

模型组 vs 空白组 当归芍药散中剂量组 vs 模型组

图 6 小鼠肾组织核心基因 mRNA表达水平比较

注院与空白组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与模型组比较袁#P约0.05袁##P约0.01遥
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图 7 当归芍药散 DEGs的 KEGG通路富集分析

肪变性袁对糖尿病早期体征产生有益影响[17]遥 多种尿

毒症毒素的滞留和积累是 CKD 的标志之一袁促进

Abcc4基因编码的转运蛋白表达有助于多种有毒代

谢物的肾脏排泄[18-19]遥 炎症和感染会导致细胞外高

Na+水平袁触发 Slc8a1 基因编码的 Na+/Ca2+交换器的

激活使Na+内流尧Ca2+外流袁同时伴随活化 T 细胞核因

子5渊nuclear factor of activated T-cell 5, NFAT5冤的
积累触发自噬袁减弱高渗应激诱导的细胞死亡[20-21]遥
目前袁对于 Tmem252基因的研究较少袁但是在一

项关于 P78-PEDF 治疗DN 的转录组学研究中袁
Tmem252同样作为重要的靶基因袁本课题组推测这

个基因可能参与 DN 的发生发展[22]遥
KEGG 通路富集分析结果显示袁当归芍药散调

控的 DEG 主要富集于细胞色素 P450尧谷胱甘肽代

谢尧活性氧等多个信号通路遥 细胞色素 P450 可将花

生四烯酸代谢为 20-羟基二十碳四烯酸袁从而参与

肾脏炎症的发生袁抑制细胞色素 P450 通路延缓肾

小管炎症和纤维化[23]遥 GSH 是目前研究最多的细胞

抗氧化剂之一袁可防止氧化应激引起的细胞损伤袁2
型糖尿病和 DN 患者的 GSH 水平降低袁处于全身氧

化应激状态袁促进 GSH 代谢通路袁可延缓糖尿病并

发症的进展[24]遥机体高糖状态可通过多元醇等途径导

致ROS 的产生增加袁激活核因子-资B尧磷酸肌醇 3-
激酶蛋白/丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶等相关通路袁诱
导内皮细胞凋亡尧炎症尧纤维化袁导致肾损伤袁故抑

制 ROS 相关通路是治疗 DN 的重要方案[25]遥
综上所述袁当归芍药散能够降低 DN 相关的生

化指标袁改善 DN 小鼠的肾脏病理损伤袁可能通过调

控 Gsta2尧Slc5a10尧Abcc4尧Slc8a1尧Tmem252尧Npl 等关

键基因表达袁调控谷胱甘肽代谢尧细胞色素 P450尧
ROS 等相关信号通路袁抑制小鼠氧化应激水平袁发
挥 DN 的肾脏保护作用遥 转录组学作为单一的组学

研究方法对于机制的探究存在一定的局限性袁后续

可联合多组学方法对当归芍药散的治疗机制进行

深入分析遥 本研究为当归芍药散干预 DN 的作用机

制提供了新的实验证据遥
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