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五味子乙素联合泼尼松调节PI3K/Akt信号通路改善大鼠膜性肾病研究

赵 黎，刘 巍，杨 涛，张 任，李正东，曾 艳，陈华茜*

湖北医药学院附属东风医院 肾病内科，湖北 十堰 442008

摘 要：目的 研究五味子乙素联合泼尼松对膜性肾病大鼠的作用及对其对PI3K/Akt信号通路的影响。方法 取 15只SD大

鼠作为对照组，60只大鼠采用阳离子化牛血清白蛋白（C-BSA）建立膜性肾病模型，造模完成后的大鼠随机分为模型组、

泼尼松（2 mg/kg）组、五味子乙素（30 mg/kg）组、五味子乙素（30 mg/kg）＋泼尼松（2 mg/kg）组。连续给药 28 d后，分别测定各

组大鼠 24 h 尿蛋白量、血清总胆固醇（TC）、三酰甘油（TG）、丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、尿素

氮（BUN）及肌酐（Scr）水平，苏木精-伊红染色法进行组织病理学检查，Western blotting法检测大鼠肾脏 p-Akt、Akt、

PI3K-P85、PI3K-P110蛋白表达水平。结果 与模型组比较，泼尼松组、五味子乙素组、五味子乙素＋泼尼松组大鼠 24 h尿

蛋白量和血清TC、TG、MDA、BUN及 Scr水平均显著降低（P＜0.05），SOD水平显著升高（P＜0.05），组织病理学明显

改善，肾脏 p-Akt、Akt、PI3K-P85、PI3K-P110蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05），且五味子乙素＋泼尼松组各项指标均

优于单给药组。结论 五味子乙素联合泼尼松对大鼠膜性肾病发挥显著改善作用，作用优于单给药，其机制可能与调节

PI3K/Akt信号通路有关。
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Effect of schisandrin B combined with glucocorticoid on PI3K/Akt signal

pathway in rats with membranous nephropathy
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Abstract: Objective To study the effect of schisandrin B combined with glucocorticoid on membranous nephropathy in rats and the

effect of PI3K/Akt signal pathway in vivo. Methods Tatolly 15 SD rats were selected as the control group, and 60 rats were used to

establish membranous nephropathy model with cationic bovine serum albumin (C-BSA). After modeling, the rats were randomly

divided into model group, prednisone (2 mg/kg) group, schisandrin B (30 mg/kg) group, schisandrin B (30 mg/kg) + prednisone

(2 mg/kg) group. After 28 days of continuous administration, 24-hour urinary protein, serum total cholesterol (TC), triglyceride

(TG), malondialdehyde (MDA), total superoxide dismutase (SOD), urea nitrogen (BUN) and creatinine (Scr) were measured.

Hematoxylin-eosin staining was used for histopathological examination, Western blotting was used to detect the protein levels of p-

Akt, Akt, PI3K-P85 and PI3K-P110 in kidney. Results Compared with model group, the levels of 24-hour urinary protein and serum

TC, TG, MDA, BUN and Scr in prednisone group, schisandrin B group and schisandrin B + prednisone group were significantly

lower than those in model group (P < 0.05). The levels of p-Akt, Akt, PI3K-P85 and PI3K-P110 in kidney were significantly

decreased in prednisone group, schisandrin B group and schisandrin B + prednisone group (P < 0.05), and the effect of schisandrin B

combined with prednisone group was better than that in prednisone and schisandrin B group. Conclusion Schisandrin B combined

with prednisone can significantly improve membranous nephropathy in rats. The mechanism may be related to the regulation of

PI3K/Akt signal pathway.
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膜性肾病是指以大量蛋白尿、低蛋白血症、高

度水肿、高脂血症等临床表现为主要特征的一种肾

脏疾病，含糖皮质激素的联合药物治疗方案是目前

临床上治疗膜性肾病的主要方案之一［1-3］。近年来

研究表明膜性肾病的发病机制与磷脂酰肌醇 3-激

酶（PI3K）/蛋白激酶B（Akt）信号通路的异常激活密

切相关［4-7］。随着中医药学者对膜性肾病研究的深

入，传统中药材及其提取物联合糖皮质激素的治疗

方案，为膜性肾病的临床治疗提供了新的思路［8-10］，

其中泼尼松是临床上广泛使用的糖皮质激素之一。

本研究通过研究五味子乙素联合糖皮质激素对膜

性肾病大鼠的作用及机制，为膜性肾病的治疗提供

新的参考和依据。

1 材料

1.1 实验动物

清洁级成年雄性 SD 大鼠，6～8 周龄，体质

量（180±20）g，由湖北医药学院实验动物中心提

供，实验动物生产许可证号 SCXK（鄂）2019-0001，

动物房温度（22±2）℃，湿度（50±10）%，适应性喂

养 1周后进行实验。本研究的动物实验均按照《实

验动物管理条例》进行，严格遵循3R原则，并获得本

院动物护理和使用委员会批准审核 ，审批号

20190817-04。

1.2 药品与主要试剂

五味子乙素购自南京道斯夫生物科技有限公

司（质量分数＞98%，批号 201815357）；醋酸泼尼松

注射液购自浙江仙琚制药股份有限公司（规格

2 mL∶50 mg，批号 201811281）；阳离子化牛血清白

蛋白（C-BSA）购自北京博蕾德生物科技有限公

司（货号 9058）；弗氏不完全佐剂购自北京索莱宝科

技有限公司（货号 642862）；p-Akt、Akt、p110-PI3K、

p85-PI3K 抗 体（ 货 号 分 别 为 AA329、AF0045、

AF1966、AF7742）、放射免疫共沉淀实验（RIPA）蛋

白裂解液（货号 P0013C）、超敏 ECL 化学发光试剂

盒（货号 P0018M）均购自上海碧云天公司；总胆固

醇（total cholesterol，TC）、三酰甘油（triacylglycerol，

TG）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）、超氧化物歧

化酶（superoxide dismutase，SOD）检测试剂盒（货号

201807331、201862314、201855422、201866731）均

购自上海联迈生物工程有限公司。

1.3 主要仪器

酶标仪购自北京岛津公司；双垂直电泳仪、转

印电泳仪、凝胶成像仪均购自伯乐生命医学产品有

限公司；全自动生化分析仪购自美国贝克曼库尔特

有限公司。

2 方法

2.1 膜性肾病大鼠模型的建立及给药

15 只大鼠作为对照组，60 只大鼠参照文献方

法［11-12］建立膜性肾病模型，具体方法为：取制备好的

C-BSA 1 mg加入 0.5 mL弗氏不完全佐剂制备成乳

剂，于大鼠皮下进行多点注射预免疫。1周后，大鼠

隔天尾 iv 2.5 mg C-BSA，连续 3周。造模完成后，用

考马斯亮蓝法测定各组大鼠 24 h尿蛋白量，以大鼠

24 h尿蛋白量＞20 mg视为造模成功。将造模完成

后的大鼠随机分为 4组，每组 15只，分别为模型组、

泼尼松（2 mg/kg）［13］组、五味子乙素（30 mg/kg）［14］

组、五味子乙素（30 mg/kg）＋泼尼松（2 mg/kg）组。

ip给药，对照组及模型组 ip给予等量生理盐水，每天

1次，连续给药 28 d，最后 1次给药 24 h后，再次用考

马斯亮蓝法测定各组大鼠24 h尿蛋白量。

2.2 大鼠血清TC、TG、MDA、SOD水平的检测

最后 1次给药 24 h后，每组随机取 8只大鼠，通

过眼眶后静脉丛取血至干净离心管中，4℃静置4 h，

然后置于离心机中，4 ℃、3 500 r/min 离心 10 min。

取上清液，按照ELISA试剂盒说明书检测大鼠血清

TC、TG、MDA、SOD水平。

2.3 大鼠血清尿素氮（BUN）及肌酐（Scr）水平的

检测

最后 1次给药 24 h后，每组随机取 7只大鼠，根

据体质量 ip给予 10%水合氯醛（3 mL/kg）进行麻醉

后取仰卧位，腹主动脉取血至离心管中，于 4 ℃静置

4 h，然后置于离心机中4℃、3 500 r/min离心10 min，取

上清液，用全自动生化分析仪测定大鼠血清BUN及

Scr水平。

2.4 大鼠肾脏的样本采集及组织蛋白的提取

大鼠断头处死后迅速分离肾脏，用 4 ℃预冷的

生理盐水冲洗表面血液，用滤纸吸干表面水分，然

后将一部分肾脏组织放入 10%中性甲醛中固定，其

余部分放入玻璃匀浆器中，加入RIPA蛋白裂解液，

用玻璃匀浆器匀浆，直至充分裂解，置于 4 ℃离心机

以 12 000 r/min离心 10 min，用移液枪将上清液移至

另一干净离心管中，放入 100 ℃水浴 5 min，然后放

入−20 ℃储存备用。

2.5 组织病理学检查

将在 10% 中性甲醛中固定 24 h 后的肾脏组织

转移至 75% 酒精中，经自动组织脱水机脱水、透明

处理，在石蜡包埋机中浸蜡、包埋，进行 5 μm切片，

水浴展开，捞片，沥干，放恒温箱中烘干，置于烘箱
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中烤 2 h，常规苏木精 - 伊红（Hematoxylin-eosin

staining，HE）染色，在显微镜下进行组织病理学

观察。

2.6 Western blotting 检测大鼠肾脏 p-Akt、Akt、

p85-PI3K、p110-PI3K水平

将冻存的大鼠肾脏组织蛋白液于室温下融化

后，采用BCA法测定蛋白浓度，蛋白样品中加入相

应的体积的 loading buffer，调至相同浓度，处理好待

测样品后，取 50 μg蛋白进行 SDS-PAGE电泳分离，

转膜，将分离的蛋白电转移至 PVDF膜上。封闭液

室温封闭 1 h，经 p-Akt、Akt、p85-PI3K、p110-PI3K及

GAPDH 抗体（1∶1 000）4 ℃孵育过夜。PBST 充分

洗膜后，加入二抗（1∶2 000）室温孵育 1 h，PBST清

洗后显色液显影，利用凝胶成像仪成像后，进行灰

度值检测。

2.7 统计学方法

应用统计学软件 SPSS 19.0对数据进行分析及

Graphpad prism 5进行作图，应用 Image J软件进行

免疫印迹灰度值检测，计量资料用
-x±s表示，组间比

较采用单因素方差分析。

3 结果

3.1 五味子乙素联合糖皮质激素对膜性肾病大鼠

尿蛋白量的影响

各组大鼠 24 h 尿蛋白量见表 1。与对照组比

较，治疗前，模型组、五味子乙素组、泼尼松组、五味

子乙素＋泼尼松组大鼠 24 h 尿蛋白量均显著升

高（P＜0.05），提示造模成功。连续 28 d给予药物治

疗后，与对照组比较，模型组、五味子乙素组、泼尼

松组膜性肾病大鼠 24 h尿蛋白量仍显著升高（P＜

0.05）；与模型组比较，泼尼松组、五味子乙素组、五

味子乙素＋泼尼松组膜性肾病大鼠 24 h尿蛋白量

均显著降低（P＜0.05），且联合给药组较单给药组

24 h尿蛋白水平更低，与对照组相当。

3.2 五味子乙素联合糖皮质激素对膜性肾病大鼠

血清BUN及Scr水平的影响

各组大鼠血清BUN及 Scr水平见表 2。与对照

组比较，模型组、五味子乙素组、泼尼松组膜性肾病

大鼠血清BUN及Scr水平显著升高（P＜0.05）；与模

型组比较，泼尼松组、五味子乙素组、五味子乙素＋

泼尼松组血清 BUN 及 Scr 水平均显著降低（P＜

0.05），且联合给药组血清BUN及Scr水平较单给药

组低，与对照组相当。

3.3 五味子乙素联合糖皮质激素对膜性肾病大鼠

血清TC、TG、MDA、SOD水平的影响

各组大鼠血清TC、TG、MDA、SOD水平见表 3。

与对照组比较，模型组膜性肾病大鼠血清 TC、TG、

MDA水平均显著升高（P＜0.05），SOD水平显著降

低（P＜0.05）；与模型组比较，泼尼松组、五味子乙素

组、五味子乙素＋泼尼松组膜性肾病大鼠血清TC、

TG、MDA 水平均显著降低（P＜0.05），SOD 水平显

著升高（P＜0.05），且联合给药组效果更优，各指标

水平均与对照组相当。

3.4 五味子乙素联合糖皮质激素对膜性肾病大鼠

组织病理学的影响

各组大鼠肾脏组织病理学检查结果见图 1。结

果表明，与对照组比较，模型组大鼠肾小球明显肿

胀，肾小球毛细血管扩张充血，基底膜增厚，周围肾

小管上皮细胞出现肿胀、脱落坏死，肾间质可见明

显淋巴细胞浸润，提示造模成功；与模型组比较，泼

尼松组及五味子乙素组大鼠肾小球毛细血管轻微

扩张，基底膜增厚减轻，少见肾小管上皮细胞脱落，

肾小管间质见少量淋巴细胞浸润，五味子乙素＋泼

尼松组大鼠肾小球肿胀明显减轻，偶见肾小球毛细

血管扩张及肾小管上皮细胞脱落，间质无淋巴细胞

浸润，大鼠肾脏组织病理学明显改善。

表1 各组大鼠24 h尿蛋白量（
-x±s，n=15）

Table1 24 h urinary protein of rats in each groups (
-x±s，n=15)

组别

对照

模型

泼尼松

五味子乙素

五味子乙素+泼尼松

剂量/

（mg·kg−1）

—

—

2

30

30+2

治疗前24 h

尿蛋白量/mg

5.13±0.43

89.34±3.18*

91.18±3.35*

88.62±2.91*

90.37±3.53*

治疗后24 h

尿蛋白量/mg

4.59±1.64

103.69±7.04*

25.39±2.13*#

20.62±1.48*#

5.37±1.33#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group

表2 各组大鼠血清BUN及Scr水平（
-x±s，n=7）

Table 2 Serum BUN and Scr levels of rats in different

groups (
-x±s，n=7)

组别

对照

模型

泼尼松

五味子乙素

五味子乙素+泼尼松

剂量/

（mg·kg−1）

—

—

2

30

30+2

BUN/

（mmol·L−1）

5.16±0.41

7.94±0.31*

6.33±0.14*#

5.81±0.21*#

5.08±0.27#

Scr/

（mmol·L−1）

19.78±1.17

41.22±2.46*

25.08±1.39*#

29.44±2.73*#

20.19±1.53#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group
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3.5 五味子乙素联合泼尼松对膜性肾病大鼠肾脏

p-Akt、Akt、PI3K-P85、PI3K-P110水平的影响

各组大鼠肾脏 p-Akt、Akt、PI3K-P85、PI3K-P110

表达水平见图 2和表 4。与对照组比较，模型组大鼠

肾脏 p-Akt、Akt、PI3K-P85、PI3K-P110 表达水平均

显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，泼尼松组、五味

子乙素组、五味子乙素＋泼尼松组大鼠肾脏 p-Akt、

Akt、PI3K-P85、PI3K-P110 表 达 水 平 均 显 著 降

低（P＜0.05）；且与单给药组比较，联合给药组大鼠

肾脏 p-Akt、Akt、PI3K-P85、PI3K-P110 各蛋白表达

水平更低。

4 讨论

膜性肾病是指以大量蛋白尿、低蛋白血症、高

度水肿、高脂血症等临床表现为主要特征的疾病。

目前临床上对于膜性肾病的治疗，除了采用控制血

压、抗凝治疗、低蛋白饮食等治疗外，还可以采用糖

图1 各组大鼠肾脏组织病理学检查结果（HE，×400）

Fig. 1 Results of renal histopathological examination in different groups of rats (HE，×400)

表3 各组大鼠血清TC、TG、MDA、SOD水平（
-x±s，n=8）

Table 3 Levels of TC，TG，MDA and SOD in serum of rats in different groups (
-x±s，n=8)

组别

对照

模型

泼尼松

五味子乙素

五味子乙素+泼尼松

剂量/（mg·kg−1）

—

—

2

30

30+2

TC/（mmol·L−1）

1.63±0.11

4.04±0.31*

2.97±0.13*#

1.74±0.15#

1.51±0.10#

TG/（mmol·L−1）

0.39±0.13

1.05±0.11*

0.68±0.12*#

0.52±0.11*#

0.40±0.10#

MDA/（nmol·mL−1）

5.67±0.36

9.04±1.03*

6.43±0.28*#

6.86±0.37*#

5.44±0.63#

SOD/（U·L−1）

171.33±3.13

75.36±2.45*

112.63±3.73*#

127.82±2.66*#

168.21±3.81#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group

图2 各组大鼠肾脏p-Akt、Akt、PI3K/P85、PI3K/P110水平

Fig. 2 Levels of p-Akt，Akt，p85-PI3K and p110-PI3K/in

kidneys of rats in different groups

表4 大鼠肾脏p-Akt、Akt、PI3K-P85、PI3K/P110水平（
-x±s，n=8）

Table 4 Levels of p-Akt，Akt，p85-PI3K and p110-PI3K in rat kidney (
-x±s，n=8)

组别

对照

模型

泼尼松

五味子乙素

五味子乙素+泼尼松

剂量/（mg·kg−1）

—

—

2

30

30+2

p-Akt/GAPDH

0.51±0.09

1.07±0.14*

0.70±0.06*#

0.49±0.08#

0.38±0.09*#

Akt/GAPDH

0.54±0.11

1.33±0.17*

0.98±0.13*#

0.57±0.07#

0.35±0.04*#

PI3K-P85/GAPDH

0.50±0.08

1.00±0.16*

0.77±0.10*#

0.51±0.05#

0.47±0.04#

PI3K-P110/GAPDH

0.49±0.07

1.38±0.18*

0.80±0.11*#

0.69±0.07*#

0.48±0.04#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group

p-Akt

Akt
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皮质激素联合环磷酰胺等方法［1-3］。然而，由于长期

使用糖皮质激素会引起血糖、血脂异常，骨质疏松

等不良反应，且联合治疗方案对部分患者存在无效

现象，目前对于膜性肾病的治疗仍是临床上急需解

决的难题。

PI3K/Akt 信号通路参与细胞生长、增殖、迁移

等生理活动，且与肿瘤、风湿免疫性疾病等多种疾

病的发生发展密切相关。其中，PI3K 由催化亚

基（P110）和调节亚基（P85）组成。近年来研究表

明，肾脏疾病的发生与PI3K/Akt信号通路的异常激

活密切相关［4-6］，林劲等［7］发现白芍总苷能够通过抑

制 PI3K/Akt信号通路进而对膜性肾病大鼠起到肾

脏保护作用。

近年来随着中医药学者对膜性肾病研究的深

入，大部分认为其是由脾肾亏虚所引起［8］。益气活

血、清热解毒、活血化瘀是目前广为接受的基于中

医理论的膜性肾病治疗方法，并利用川芎、陈皮、藿

香、益母草等传统中药组成的各种成方制剂均对膜

性肾病具有良好的治疗效果［9-10］。

五味子乙素是传统中药材北五味子中含量最

高的联苯环辛烯类木脂素。中国古典医学著作记

载，北五味子具有收敛固涩，益气生津，宁心安神的

功效。近年来研究表明五味子乙素具有抗肿瘤、镇

静催眠、抗氧化损伤等药理作用［15］。熊刚等［16］研究

表明五味子乙素能够调节HMGB1/TLR4信号通路

对 2型糖尿病肾病大鼠起到肾脏保护作用；易国栋

等［17］研究表明五味子乙素对肝肾综合征大鼠具有

保护作用；陈振羽［18］研究发现五味子乙素能够通过

调节Nrf2/ARE信号通路，改善大鼠肾功能，从而发

挥对肾病综合征大鼠的保护作用。由此可见，五味

子乙素对于肾脏疾病的治疗具有较大的潜力，然而

五味子乙素对于膜性肾病的药理作用目前尚未见

明确报道。糖皮质激素作为一种肾脏疾病中常用

的药物，在临床使用过程中常出现耐药现象，本研

究通过初步研究五味子乙素联合糖皮质激素对于

模型肾病的治疗作用，为治疗膜性肾病的药物研发

提供新的思路，同时本课题拟在后续的研究中，就

五味子乙素对长期使用糖皮质激素引起的耐药及

骨质疏松等不良反应的影响进行深入研究。

本研究采用阳离子化牛血清白蛋白建立膜性

肾病大鼠模型，连续 28 d给予膜性肾病模型大鼠五

味子乙素联合泼尼松，结果表明，与对照组比较，模

型组大鼠 24 h尿蛋白量显著升高，提示造模成功；

血清 TC、TG、MDA、BUN 及 Scr 水平均显著升高，

SOD水平显著降低，提示膜性肾病发病机制与血清

血脂及 Scr、BUN 水平密切相关，同时也与机体

MDA、SOD水平密切相关；模型组大鼠肾脏 p-Akt、

Akt、PI3K-P85、PI3K-P110水平均显著升高，提示膜

性肾病与大鼠体内 PI3K/Akt信号通路表达异常密

切相关。与模型组比较，泼尼松组、五味子乙素组、

五味子乙素＋泼尼松组大鼠 24 h尿蛋白量显著降

低，血清 TC、TG、MDA、BUN 及 Scr 水平均显著降

低，SOD水平显著升高，提示五味子乙素联合糖皮

质激素能够明显改善膜性肾病大鼠症状，降低膜性

肾病大鼠血清血脂、血清Scr及BUN水平，改善膜性

肾病大鼠肾功能，同时，降低 MDA水平，升高 SOD

水平，改善大鼠体内氧化应激损伤，缓解大鼠疾病

状态；同时组织病理学明显改善，提示五味子乙素

联合糖皮质激素能够通过改善大鼠肾病病理状态，

进而抑制膜性肾病大鼠肾功能进一步恶化，促进肾

脏组织功能的恢复；五味子乙素联合泼尼松组大鼠

肾脏 p-Akt、Akt、PI3K-P85、PI3K-P110 水平均显著

降低，提示其能够通过抑制PI3K/Akt信号通路及相

关蛋白的过表达，进而抑制大鼠膜性肾病的疾病进

展，发挥其肾脏保护作用。

五味子乙素联合泼尼松能够显著降低膜性肾

病大鼠血清 TC、TG、MDA、BUN 及 Scr 水平，升高

SOD水平，并改善膜性肾病大鼠组织病理学变化，

其机制可能与调节PI3K/Akt信号通路有关，且作用

均好于单给药组。
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