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摘要：目的  研究冬虫夏草（CS）对糖尿病肾病大鼠肾小管细胞中 AMPK/mTOR 信号传导途径的影响。

方法  60 只成年雄性 Wistar 大鼠用链脲佐菌素腹腔内注射复制糖尿病肾病（DN）大鼠模型，并随机分为对照

组、模型组和实验组。模型构建 8 周后处死大鼠，常规测定尿蛋白量和血肌酐；HE 染色检测肾脏病理改变；

TUNEL 检测肾小管细胞凋亡 ；采用 Western blot 检测磷酸化腺苷酸激活的蛋白激酶（p-AMPK）、磷酸化哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白（p-mTOR）和自噬相关蛋白Ⅱ（LC- Ⅱ）的蛋白表达。结果  与模型组比较，实验

组 CS 可降低糖尿病肾病大鼠的物理和生化指标，差异有统计学意义（P <0.05）；HE 染色观察，CS 可以有

效缓解肾小管损伤和肾小管上皮细胞脱落死亡。与模型组比较，实验组肾小管上皮细胞凋亡数降低，差异有

统计学意义（P <0.05）；实验组 p-mTOR 蛋白含量升高，p-AMPK 和 LC- Ⅱ的蛋白含量降低，差异有统计

学意义（P <0.05）。结论   冬虫夏草具有肾脏保护作用，可能与调节肾小管上皮细胞中自噬相关的 AMPK/

mTOR 信号通路有关。
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Cordyceps sinensis inhibits autophagy through AMPK / mTOR 
signaling pathway in rat renal tubular cell model*

Zhe Xu1, Kai Zhao2, Zhi-jun Li3

(1. Department of Emergency Medicine, Tianjin Medical College, Tianjin 300070, China;
2. Department of Cardiology, Nankai Hospital, Tianjin 300100, China; 3. Department of Chinese 

and Western Medicine, Tianjin First Central Hospital, Tianjin 300192)

Abstract: Objective To investigate the effect of cordyceps sinensis (CS) on regulating autophagy in rat 
renal tubular cells model. Methods Streptozotocin was injected intraperitoneally to establish rat model of diabetic 
nephropathy (DN), and 60 rats were randomly divided into control group, model group and experimental group. 
Rats were sacrificed 8 weeks post strptozotocin injection. Urine protein and serum creatinine were quantified. 
HE staining was performed to observe renal pathological abnormality. TUNEL analysis was utilized to determine 
apoptosis rate of renal tubular cell. Expression levels of p-AMPK, p-mTOR and LC-II were measured by Western 
blot. Results Physical as well as biochemical abnormalities in model group was significantly attenuated by CS 
treatment (P  < 0.05). HE staining suggested that streptozotocin-induced renal tubular injury and renal tubular 
epithelial cell shedding death were ameliorated dramatically by CS. Apoptosis rate of renal tubular epithelial 
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糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）又称糖

尿病肾小球硬化症，是常见的糖尿病慢性微血管并发

症，近年来其发病率呈逐渐上升趋势 [1-2]。糖尿病肾病

的主要病理改变是细胞外基质的重构引起肾小球硬化

和肾间质纤维化的病理改变，最终导致肾功能衰竭 [2-3]。

其中，肾小管上皮细胞间充质转分化是损伤的肾细胞

转变成纤维细胞，进而发生肾纤维化的引发糖尿病肾

病的关键 [3-4]。研究表明，细胞自噬可以通过与细胞生长，

增殖，存活和死亡相关的多种信号传导途径诱导和加

速肾小管上皮细胞的损伤和死亡。LC3 作为自噬激

活的主要细胞学标志，定位于前自噬泡和自噬泡膜表

面，主要由 AMPK/mTOR 信号通路调控。LC3 主要分

为 LC3-I 和 LC3- Ⅱ 2 个亚型，其中 LC3- Ⅱ共价结合

在磷脂酰乙醇胺的羧基端，并且更加牢固地结合在自

噬体膜上，因此，通过检测细胞内 LC3- Ⅱ的含量变化，

可以方便地判断细胞状态，LC3-II 是细胞自噬泡膜

的通用标记物。AMPK 是一种重要的受体，有助于细

胞识别能量调节的变化，mTOR 激酶是自噬的主要调

节剂和关键信号分子，该自噬途径启动受触发因素影

响，如营养剥夺、胰岛素和其他生长因子，该因素可以

与酪氨酸激酶受体结合而导致相关受体和磷酸肌醇 3

激酶（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）/AMP 依赖的

蛋 白 激 酶（adenosine 5'-monophosphate AMP-activated 

protein kinase，AMPK）信号通路的激活，最终激活哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，

mTOR），而 mTOR 的激活可直接抑制自噬的启动，通

过调控自噬相关基因 LC3- Ⅱ阻断自噬通路。因此，对

于探寻有效的方法阻止和缓解肾小管上皮细胞的损

伤，合理的控制和缓解细胞自噬造成的细胞损伤是 DN

研究的重点。本探讨传统中药冬虫夏草对 DN 肾小管

上皮细胞增殖和分化的作用，及冬虫夏草对糖尿病肾

病的治疗和防护作用。

1    材料与方法

1.1    主要试剂与仪器

60 只成年雄性 Wistar 大鼠（购自北京维通利华

实验动物技术有限公司）。大鼠饲养在无特定病原体

（SPF）级动物实验室，12 h/12 h 昼夜循环光照，温度

为（22±2）℃。冬虫夏草（商品名 ：百令胶囊），规

格 ：0.5 g 每粒，批号 ：110826（杭州中美华东制药有

限公司）。一抗兔抗多克隆抗体 p-AMPK、p-mTOR、

LC-II 和 ACTB（美国 Santa Cruz 生物技术有限公司），

二抗碱性磷酸酶标记山羊抗兔 IgG（北京中杉金桥生

物技术有限公司），TUNEL 细胞凋亡检测试验盒（上

海碧云天生物工程有限公司），SDS-PAGE 电泳设备

及转膜仪（美国 Bio-rad 公司）。

1.2    大鼠糖尿病模型复制

大鼠随机分为对照组、模型组和实验组，每组

20 只。参照文献 [5]。模型组和实验组大鼠给予腹腔

内 1 次 注 射 链 脲 佐 菌 素（STZ）55 mg/kg 诱 导 糖 尿

病模型。3 d 后大鼠尾静脉取血，监测大鼠血糖在

16.7 ～ 27.0 mmol/L，视为糖尿病造模成功。1 周后对

大鼠进行尿蛋白测定，若蛋白含量均 <30 mg/24 h，则

为糖尿病大鼠的成功模型。模型成功后第 2 天给予实

验组大鼠冬虫夏草灌胃 [2.5 g/（kg·d）]，对照组和模

型组给予同剂量生理盐水灌胃，连续灌胃 8 周后处死

大鼠。常规测定尿蛋白量和血肌酐 ；HE 法检测肾脏病

理改变 ；TUNEL 检测肾小管细胞凋亡 ；采用 Western 

blot 检测 AMPK、mTOR 和 LC- Ⅱ的蛋白表达。

1.3    采样与指标检测

成模后第 8 周末将大鼠放入代谢笼中，收集排泄

24 h 的尿液，大鼠血糖用血糖仪测定。10% 水合氯醛

（300 mg/kg）将大鼠腹腔注射麻醉，双缩脲法测定大

鼠尿蛋白含量 ；心脏穿刺采血，终点酶法测血清肌酐

含量。

处死大鼠后，分离两肾，取左肾测定左肾体重比

（LKW/BWT），置于液氮中备用 ；取右肾称重后，用

10% 中性甲醛固定，常规脱水、透明及浸蜡包埋，连

续石蜡切片 6 张（5 μm/ 张），切片用于 HE 染色和

TUNEL 原位凋亡细胞检测。

1.4    TUNEL 检测原位凋亡细胞

切片加入标记液 37℃孵育 2 h 后，加入生物素

37℃孵育 30 min。37℃恒温孵育 SABC 试剂 30 min，

cells in experimental group was significantly decreased when compared with that in model group (P < 0.05). 
Conclusion CS preserves renal function by inhibition of AMPK / mTOR signaling pathway-mediated autophagy 
in renal tubular epithelial cells.

Keywords:  Cordyceps sinensis; diabetic nephropathy; renal tubular epithelial cells; AMPK / mTOR
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加入 DAB 显色液进行显色。切片用 ×20、×40 物

镜显微镜进行观察，细胞核中有棕黄色颗粒者即为

凋亡细胞。每张切片选择 6 个高倍镜视野进行计数

（×400），平均值即为切片凋亡细胞数。

1.5    Western blot 检测蛋白表达水平

取大鼠肾组织冰上裂解 2 h，离心后用 BCA 试剂

盒进行蛋白浓度检测，将各组蛋白浓度总量调整为

30 μg/μl。将各组蛋白样品加入到 10% SDS 聚丙烯

酰胺凝胶中进行电泳，转膜至 PVDF 膜后按 1 ∶ 500

的 稀 释 比 例 加 入 多 克 隆 抗 体 p-AMPK、p-mTOR、

LC-II、ACTB 和二抗。ECL 显色剂显色，用 Bio-Pro

凝胶成像分析仪成像以及用 Quantity-one 软件对各泳

道条带进行灰度扫描得出相应蛋白表达量。

1.6    统计学方法

数据处理采用 SPSS 22.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较做单因素方差分析，

两两比较用 Bonferroni's Multiple Comparison Test 检验，

P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    各组大鼠物理及生化指标

       与对照组比较，模型组和实验组大鼠血糖含量
增加，差异有统计学意义（F =47.310，P =0.000）；

模 型 组 和 实 验 组 大 鼠 尿 蛋 白 含 量 增 加， 差 异 有
统 计 学 意 义（F =156.500，P =0.000）； 模 型 组

和 实验组大鼠血清肌酐含量增加，差异有统计学
意 义（F =33.900，P =0.000）； 模 型 组 和 实 验 组

大 鼠 LKW/BWT 增 加， 差 异 有 统 计 学 意 义（F = 
436.600，P =0.000）。

与模型组比较，实验组大鼠血糖含量降低，差异

有统计学意义（t =2.950，P =0.000）；尿蛋白含量降低，

差异有统计学意义（t =3.141，P =0.000）；血清肌酐

含量降低，差异有统计学意义（t =5.130，P =0.000）；

LKW/BWT 降 低， 差 异 有 统 计 学 意 义（t =16.270，

P =0.000）。见附表。

2.2    HE 染色结果

对照组大鼠的肾组织形态未见明显异常，肾间

质、肾小球和肾小管的结构基本正常。模型组大鼠可

见肾小管上皮细胞出现大量的空泡变性，上皮细胞出

现变形、脱落和部分坏死 ；肾小管出现管腔扩张、纤

维化或萎缩，出现水肿和炎症细胞浸润 ；肾小球基底

膜增厚，肾小球出现部分硬化，肾间质出现明显的纤

维组织增生。实验组症状改善，肾间质肾小管结构破

坏并不明显，损伤有所改善。见图 1。

2.3    凋亡细胞

对照组仅见少量凋亡细胞，模型组和实验组大

鼠肾内凋亡细胞数量增多，与对照组大鼠凋亡细胞

数量（47.232±5.118）比较，模型组大鼠凋亡细胞

数 量（184.734±13.610） 和 实 验 组 大 鼠 凋 亡 细 胞

数量（136.878±12.433）增加，差异有统计学意义

图 1    大鼠的肾组织形态    （HE×400）

附表    3 组大鼠物理及生化指标的比较   （n =20，x±s）

组别 血糖 /（mmol/L） 尿蛋白 /（mg/24 h） 血肌酐 /（μmol/L） LKW/BWT/%

对照组 8.21±0.92 4.52±1.22 40.55±7.28 0.32±0.02

模型组 26.37±3.82 52.77±11.41 58.84±7.17 0.61±0.04

实验组 20.74±3.51 43.68±10.97 47.32±6.85 0.45±0.03

F 值 47.310 156.500 33.900 436.600

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000
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（F =798.800，P =0.000）。与模型组比较，实验组大鼠

凋亡细胞数量降低，差异有统计学意义（t =13.700，

P =0.000）。见图 2、3。

2.4    3 组蛋白表达水平比较

    与对照组比较，模型组和实验组中 p-mTOR 蛋

白含量（47.234±5.122）降低，差异有统计学意义

（F =272.100，P =0.000）；模型组和实验组中 p-AMPK

蛋白含量升高，差异有统计学意义（F =198.400，P = 

0.000）；模型组和实验组中 LC- Ⅱ蛋白含量升高，差

异有统计学意义（F =328.100，P =0.000）。

与 模 型 组 比 较， 实 验 组 p-mTOR 蛋 白 含 量 升

高， 差 异 有 统 计学 意 义（t =13.720，P =0.000）；p- 

AMPK 蛋白含量降低，差异有统计学意义（t =9.064，

P =0.000）；LC- Ⅱ的蛋白含量降低，差异有统计学意义

（t =10.456，P =0.000）。见图 4。

3    讨论

CS 是一种名贵的虫草属植物类药用真菌，主要

由氨基酸、脂肪酸、多糖、有机酸和多种微量元素构

成 [6-7]。研究表明，CS 可有效降低血尿素氮和尿蛋白，

减轻肾脏病理改变，阻止肾小球代偿性肥大 [8-9] ；能够

拮抗氨基糖苷所致的溶酶体损伤和脂质过氧化损伤，

保护和调节肾组织表皮生长因子的表达，促进肾小管

的修复和再生 [9-10] ；CS 可以抑制肾组织和肾小球硬化，

减轻肾小管萎缩和肾间质损伤，促进肾小管上皮细胞

图 2    原位凋亡细胞  （TUNEL×400）

                                         A   Western blot 检测                       B   蛋白表达比较

1）与对照组比较，P <0.05；2）与模型组比较，P <0.05

图 4    3 组 mTOR、AMPK 和 LC- Ⅱ蛋白表达水平比较

蛋
白

表
达

对照组

模型组

实验组

p-mTOR        p-AMPK         LC- Ⅱ对照组             模型组          实验组

p-mTOR

p-AMPK

LC- Ⅱ

β-actin
1）

1）2）

1）
1）

的修复，同时对肾间质纤维化有明显的防治作用 [11-12] ；

同时，冬虫夏草能够降低糖尿病动物模型中血胆固醇、

血肌酐和血Ⅳ型胶原的表达，抑制和缓解肾组织纤维

化，减轻和延缓肾脏病理变化，对糖尿病肾病所致的

大鼠肾损伤起到治疗和防护作用 [10-12]。

本研究表明，冬虫夏草可以缓解糖尿病肾病导

致的大鼠血糖含量、尿蛋白含量、血清肌酐含量和

LKW/BWT 等常规指标增高的状态。同时，CS 持续作

用糖尿病肾病大鼠后，大鼠肾脏的肾小管、肾小球和

1）与对照组比较，P <0.05 ；2）与模型组比较，P <0.05

图 3    3 组凋亡细胞比较
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肾基质损伤缓解，还可以有效减轻肾小管细胞的细

胞损伤和坏死。由于 mTOR 和 AMPK 已被确定为自

噬的主要调节剂，AMPK 是一种重要的受体，活化的

AMPK 负调节 mTOR，在富含氨基酸和生长因子的营

养充足时，细胞中 mTOR 被激活，用于阻断自噬通路；

而当营养缺乏，细胞处于饥饿环境时，mTOR 的活性

受到抑制，促进细胞自噬通路的发生 [13-15]。LC- Ⅱ作

为参与 mTOR 信号通路的主要细胞自噬蛋白，在细胞

自噬，细胞周期，细胞凋亡的过程中起到主要的调节

作用 [15]。研究表明，冬虫夏草的肾脏保护作用可通过

有效调节 AMPK/mTOR 信号通路的表达，降低 LC-3II

蛋白的含量，可以有效降低肾小管细胞自噬的发生。

综上所述，本研究表明冬虫夏草提取物能改善糖

尿病肾病大鼠的肾小管细胞的自噬作用，减轻肾小管

细胞的损伤，延缓大鼠糖尿病肾病的进展。冬虫夏草

可能通过调节 AMPK/mTOR 信号通路的基因表达，延

缓肾小管细胞的损伤。
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