
糖尿病肾脏疾病（DKD）是糖尿病的常见并发症，

其发病人数占全球糖尿病患者的20%~40%［1］，已成为终

末期肾病的第一病因［2, 3］。DKD患者在中国的住院率从

2010年的3.58%上升到2017年的4.95%，上升趋势明

显［4］，同时DKD患者发生不良心血管病、感染和死亡的

风险明显升高，给患者及家庭带来巨大经济和精神

压力［5］。DKD发病机制十分复杂，现研究主要聚焦在氧

化应激、炎症和自噬等方面［3, 6］。DKD治疗方法有限，主

要通过控制血压和血糖，降低白蛋白尿来延缓DKD的

进展，但效果并不理想［7-9］。因此广泛探索DKD发病机

制，并在此基础上开展相关药物研究显得尤为迫切［8-10］。

肌肽是一种天然的、广泛存在于各种脏器的水溶性
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摘要：目的 探究肌肽对糖尿病肾脏病变的保护作用及机制。方法 将70只大鼠随机分成对照组（CON组，n=14）和高糖高脂组

（n=56）。CON组普通饲料喂养，高糖高脂组采用高糖高脂喂养，并结合腹腔注射链脲佐菌素建立损伤模型，将制备损伤模型成

功的大鼠随机分为糖尿病组（DM组，n=12）及肌肽低（Car-L，n=13）、中（Car-M，n=13）、高剂量组（Car-H，n=13），分别按照0、100、

300和900 mg/(kg·d)肌肽灌胃。测量大鼠体质量及血糖，实验结束时收集大鼠24 h尿液、血清及肾脏，分别测量尿量、尿蛋白含

量、血肌酐（Scr）、肾脏质量及HE染色，TBA法检测肾脏组织丙二醛（MDA）含量、NBT法检测超氧化物歧化酶（SOD）活性、

Western blot法检测肾脏组织中蛋白激酶B（AKT）、p-AKT、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、p-mTOR、微管相关轻链蛋白1

轻链3（LC3）、选择性自噬接头蛋白（p62）的表达。结果 与CON组相比，DM组大鼠出现毛色暗淡、毛发潮湿等现象；体质量下

降，血糖、尿蛋白含量、24h尿量、Scr、肾脏质量均上升；肾小球肿胀变形，肾小管狭窄；SOD活性下降、MDA含量上升；肾脏组织

中p-AKT/AKT和p-mTOR/mTOR比值降低，LC3II/I比值和p62蛋白表达增高（P<0.01）。与DM组相比，肌肽各组的大鼠毛发

恢复光泽、体质量回升，血糖、尿蛋白含量、24 h尿量、Scr、肾脏质量有所下降；肾小球肿胀变形、肾小管狭窄程度有所缓解；SOD

活性上升、MDA含量下降（P<0.01）；肾脏组织中p-AKT/AKT和p-mTOR/mTOR比值升高、LC3 II/I比值降低、p62蛋白表达降低

（P<0.01）。结论 肌肽对糖尿病大鼠肾脏病变具有保护作用，其保护作用与肌肽抑制氧化应激，激活AKT/mTOR通路，进而恢

复自噬功能有关。
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Abstract: Objective To explore the mechanisms mediating the protective effect of carnosine against nephropathy in rats with
diabetes mellitus (DM). Methods Rat models of DM established by high-fat diet feeding and streptozotocin injection were
randomized into DM group and 3 treatment groups with daily carnosine treatment at 100, 300, and 900 mg/kg. Body weight
and blood glucose level changes of the rats were measured regularly. After the treatment, 24-h urine, serum samples and
kidneys of the rats were collected to measure urine volume, urine protein content, blood creatinine, and kidney mass; renal
pathology was observed using HE staining, and MDA content and SOD activity in the kidney tissues were detected. Western
blotting was performed to detect the protein expressions of p-AKT, AKT, p-mTOR, mTOR, LC3 and p62 in the kidney tissues.
Results Compared with normal control rats, the diabetic rats exhibited dull and wet hair and showed decreased body weight,
increased blood glucose, urinary protein content, 24-h urine volume, blood creatinine, and kidney mass with obvious swelling
and deformation of the glomeruli, narrowing of the renal tubules, decreased SOD activity and increased MDA content,
lowered p-mTOR/mTOR and p-AKT/AKT ratios and increased LC3 II/I ratio and p62 protein expression in the kidney tissue.
The diabetic rats receiving carnosine treatments had dry hair with normal luster and showed increased body weight and
slightly decreased blood glucose, urinary protein content, 24-h urine volume, blood creatinine, and kidney mass. The
treatment also improved renal pathology, increased SOD activity, decreased MDA content, increased p-mTOR/mTOR and p-
AKT/AKT ratios and lowered LC3 II/I ratio and p62 protein expression in renal tissue of the diabetic rats. Conclusion
Carnosine offers protection against nephropathy in rats with DM possibly by inhibiting oxidative stress, activating the AKT/
mTOR pathway, and restoring autophagy in the kidneys.
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收稿日期：2023-06-19

基金项目：辽宁省教育厅面上项目（2021LJKZ0823）

作者简介：任 毅，硕士，E-mail: 564322481@qq.com

通信作者：杨 菁，博士后，教授，E-mail: yangjing@jzmu.edu.cn

J South Med Univ, 2023, 43(11): 1965-1970 doi 10.12122/j.issn.1673-4254.2023.11.18 ··1965



内源性二肽，具有抗氧化应激、抗炎、抑制蛋白质非酶糖

基化等诸多生理功能［11-13］。本团队前期研究表明，肌肽

对DKD大鼠具有保护作用，其机制可能与其抑制氧化

应激和NF-κB信号通路异常激活有关［14］。但肌肽对

DKD大鼠Akt/mTOR信号通路及自噬的影响却未见报

道。本实验利用高糖高脂饲料喂养结合STZ腹腔注射

制备糖尿病（DM）大鼠模型，通过观察大鼠的体质量和

血糖的变化，比较血肌酐（Scr）、尿蛋白、24 h尿量及组织

学变化，探讨肌肽对DKD的保护作用，同时进一步观

察肾脏组织中AKT、mTOR、LC3、p62蛋白表达的趋势

变化，探讨肌肽的作用机制，为DKD的治疗提供理论

依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物

70只健康雄性SD大鼠，体质量150~160 g，购自辽

宁长生生物技术股份有限公司。实验动物合格证号：

SCXK(辽)2020-0001。动物饲养室温度22±2℃，湿度

（55±2）%。动物实验通过锦州医科大学伦理学审批

（No.2022032101）。

1.2 主要试剂和仪器

肌肽，纯度99.9%以上（苏州富士莱医药）；高糖高

脂饲料、普通饲料（北京博爱港生物技术）；链脲佐菌素

（Sigma）；Akt、p-AKT、mTOR、p-mTOR、LC3、p62、β-

actin抗体（武汉爱博泰克生物科技）；HE染色试剂盒、

SOD、MDA试剂盒、BCA试剂盒（北京索莱宝科技）；肌

酐和尿蛋白定量试剂盒（南京建成生物）。显影液、

RIPA裂解液（沈阳万类生物）；快速制胶试剂盒（苏州新

赛美生物科技）。倒置显微镜（Olympus）；石蜡切片机，

德国莱卡；电泳仪、凝胶成像仪、转膜机（Bio-Rad）。

MK3酶标分析仪（上海赛默飞世尔）。

1.3 实验方法

1.3.1 动物分组和大鼠DM模型建立 将70只大鼠适应

性喂养1周后随机分为对照组（CON，n=14）和高糖高脂

组（n=56）。CON组普通饲料喂养，高糖高脂组高糖高

脂饲料喂养。高糖高脂喂养4周后禁食不禁水12 h，一

次性注射30 mg/kg STZ，72 h后Onetouch血糖仪测血

糖，共有51只大鼠血糖≥16.7 mmol/L，视为造模成功。

将造模成功大鼠随机进一步分为DM组（n=12只）及肌

肽低（Car-L，n=13）、中（Car-M，n=13）、高剂量组（Car-H，

n=13），各组分别按照每日0 mg/kg、100 mg/kg、300 mg/kg

和900 mg/kg肌肽灌胃，各组依然高糖高脂饲料喂养继

续喂养12周直到取材。

1.3.2 样本采集 饲养大鼠期间，7 d/次测定体质量，定

期测量血糖值。实验结束前，收集24 h尿液。收集血清

后，处死大鼠后取肾脏，一侧肾脏储存于-80℃冰箱中，

另一侧肾脏擦干水分放入10%多聚甲醛中进行固定。

1.3.3 血肌酐（Scr）、24 h尿蛋白含量测定 随机取8个

样品，采用肌氨酸氧化酶法测定血肌酐。CBB法，测定

尿蛋白。具体按试剂盒说明书操作。

1.3.4 HE染色检测大鼠肾脏组织病理形态变化 将浸

泡在4%多聚甲醛中进行固定的肾组织取出，经过脱水、

二甲苯透明后进行液体石蜡包埋，等待石蜡冷却至室温

后进行修剪蜡块、制作切片，石蜡切片厚度约为4 μm。

将准备进行染色的蜡块进行二甲苯常规脱蜡和梯度酒

精水化后，进行染色。染色后的切片经梯度乙醇脱水，

二甲苯透明，中性树胶封片。光学显微镜观察并拍照。

1.3.5 试剂盒检测大鼠肾脏组织SOD、MDA 严格按照

说明书操作，随机取冻存8个肾脏组织，破碎后取上清

液，记录实验数据；将数据按照公式进行计算，检测大鼠

肾脏组织SOD活性、MDA含量。

1.3.6 Western blot 检测大鼠肾脏组织中 T-AKT、p-

AKT、T-mTOR、p-mTOR、p62、LC3蛋白的表达 取冻

存肾脏组织，提取蛋白，测定浓度，经SDS-PAGE凝胶电

泳、转膜、封闭后分别用T-AKT、p-AKT、T-mTOR、p-

mTOR、p62、LC3、β-actin抗体孵育过夜，洗膜后加入二

抗，ECL成像。Image J 软件分析并计算相应的蛋白条

带与β-actin的灰度比值。

1.4 统计学处理

运用SPSS 20.0软件对数据进行处理，实验数据以

均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差分析，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肌肽对DM大鼠状态、血糖和体质量的影响

实验结果显示，与CON组相比，DM组大鼠的反应

较为迟钝、不喜运动、弓背卷体、多饮多尿明显、毛色发

黄光泽差。与DM组相比，Car各组大鼠毛发清洁程度

有改善，精神状态恢复。与CON组相比，DM组注射

STZ后血糖水平显著升高，体质量显著降低，该趋势一

直维持到实验结束，差异有统计学意义（P<0.01）。与

DM组相比，Car各组血糖略有下降，体质量升高，但只

有Car-H组体质量具有统计学意义（P<0.05，图1）。

2.2 肌肽对DM大鼠Scr、尿蛋白、24h尿量和肾脏质量

的影响

与CON组相比，DM组的大鼠Scr、尿蛋白含量、

24 h尿量和肾脏质量均有所升高（P<0.01）。与DM组

相比，CAR-M和Car-H组大鼠的尿蛋白含量、24 h尿量

均显著降低（P<0.05），肾脏质量与Scr下降有下降趋势，

但差异无统计学意义（图2）。

2.3 肌肽对DM大鼠肾脏组织形态的影响

CON组大鼠肾脏细胞均匀分布，肾小球形态圆润
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饱满，肾小管结构正常，基底膜系膜形态规则无增生。

DM组大鼠肾脏组织细胞紊乱，肾小球肿胀变形，形状

不规则，伴随基底膜增厚，系膜增生，肾小管出现狭窄现

象。CAR组肾小球内系膜增生和基底膜增厚程度略有

降低，肾小球形状逐渐圆润规整，空泡状肾小管上皮细

胞有所恢复，尤其以高浓度组效果更佳（图3）。

2.4 肌肽对DM大鼠肾脏组织SOD和MDA的影响

与CON组相比，DM组的大鼠的肾脏组织SOD活

性下降，MDA含量上升（P<0.05）。与DM组相比，Car

各组大鼠肾脏组织中的SOD含量上升，MDA含量下降

（P<0.05），并且呈现剂量依赖性（图4）。

2.5 肌肽对DM大鼠肾脏组织AKT、mTOR、P-AKT、p-

mTOR、LC3 I、LC3 II 、p62的影响

与CON组相比较，DM组的大鼠肾脏组织中AKT

和 mTOR 蛋白总量无明显差异，但 p- AKT/AKT、p-

mTOR/mTOR的比值明显降低（P<0.05），p62蛋白表达

及LC3-II/LC3-I比值明显升高（P<0.01）。与DM组进

行比较，Car各组p-AKT/AKT与p-mTOR/mTOR比值

均有所上升，p62蛋白表达及LC3-II/LC3-I比值均下降，

尤其以Car-M和Car-H组更明显（P<0.01，图5）。

图1 肌肽对DM大鼠血糖和体质量的影响
Fig.1 Effects of carnosine on blood glucose and body weight of the diabetic rats (Mean±SD, n=12-14). ##P<0.01
vs CON group; *P<0.05 vs DM group.

800

600

400

200

0

B
od

yw
ei

gh
t(

g)
Con

DM

CAR-L

CAR-M

CAR-H

Con

DM

CAR-L

CAR-M

CAR-H

B
lo

od
gl

uc
os

e
(m

m
ol

/L
)

30

20

10

0

0 14 28 42 56 70 84 98 112
Experiment time (d)

35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 119
Experiment time (d)

##
####

##

########################

图2 肌肽对DM大鼠的生理指标的影响
Fig.2 Effect of carnosine on renal indexes of DM rats (Mean±SD, n=8-14). ##P<0.01 vs CON group; **P<0.01
vs DM group.
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3 讨论

DKD是目前糖尿病最为常见也是最为严重的一种

慢性微血管并发症，30%~40%的糖尿病患者会发展成

DKD。采用高糖高脂饲养同时配合STZ腹腔注射建立

了DM大鼠模型，实验结果表明，与CON组相比较，DM

组的大鼠体质量明显的减轻（P<0.05）、血糖、Scr、尿蛋

白及24 h尿量升高明显（P<0.05），肾小球出现基底膜增

生、系膜增厚和肾小球肿胀变形等，说明DKD模型制备

成功，与文献报道一致［15］。与DM组相比，肌肽各组可

见以上各指标不同程度的减轻，其中肌肽高剂量组的效

果最为明显，说明肌肽对DM肾脏病变具有保护作用。

血糖升高可产生过量自由基，同时清除能力下降，

其导致的氧化应激失衡在DKD中起重要作用［16, 17］。

SOD的主要功能是清除体内产生的氧自由基。MDA

是脂质发生过氧化反应最终产物，其含量可以反映机体

过氧化的程度，是常用的过氧化损伤的指标。实验结果

显示，与CON组相比，DM组的大鼠血清中SOD活性下

降，MDA含量上升，说明DM组大鼠氧化应激损伤明

显。灌胃肌肽后，肌肽提高DM组大鼠SOD活性及降

低MDA含量，因此推断肌肽可通过提升大鼠机体的抗

氧化能力，从而对DM肾脏病变产生保护作用。

氧化应激与 AKT/mTOR 途径密切相关［18, 19］，而

AKT/mTOR 途径又在 DKD 中发挥重要作用［20, 21］。

AKT的苏氨酸和丝氨酸残基发生磷酸化后，直接或间

接通过结节性硬化复合体激活mTOR 蛋白，调节下游

效应分子S6K1 和4E-BP1的表达，从而调节细胞的增

殖、分化、凋亡和自噬等生理活动［18, 22］。在肾脏中，

mTOR活性的生理水平是支持肾细胞生长和分化、维持

肾细胞完整性和正常肾单位功能，包括电解质、水和葡

萄糖的运输所必需的，其活性失调会导致肾脏疾病［21］。

图3 各组大鼠的肾脏HE染色结果
Fig.3 HE staining of renal tissue in each group (Original magnification: ×400). A: CON group. B: DM group. C: Car-L
group. D: Car-M group. E: Car-H group.
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图4 肌肽对DM大鼠肾脏中氧化应激的影响
Fig.4 Effect of carnosine on SOD activity and MDA content in the kidney of the rats with
DM. ##P<0.01 vs CON group; **P<0.01 vs DM group.

Con DM Car-L Car-M Car-H Con DM Car-L Car-M Car-H

S
O

D
(g

P
ro

)

30.0

25.0

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0

M
D

A
(m

m
ol

/m
g

P
ro

)

8.0

7.0

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

0.0

##

##

**

**

**

**

**

**

J South Med Univ, 2023, 43(11): 1965-1970 http://www.j-smu.com··1968



结果显示，与 CON 组相比，DM 组 p-AKT/AKT 和 p-

mTOR/mTOR比值降低，与文献结果一致［23］。同时也应

该注意到不同种属、模型制备方法和时间不同的DM模

型，p-AKT/AKT和p-mTOR/mTOR比值的变化趋势并

不一致［24, 25］，具体原因仍需进一步研究。灌胃肌肽后p-

AKT/AKT和p-mTOR/mTOR比值升高，而以高浓度肌

肽效果更明显，推测肌肽可通过激活AKT/mTOR途径

发挥其保护作用。

Akt/mTOR信号通路对自噬过程具有重要调节作

用［26, 27］，可以抑制自噬体的合成［28, 29］。自噬是一种高

度保守的溶酶体降解途径，对于维持细胞的稳态发

挥重要作用［30］，其调节失控在DKD的进展中起着重要

作用［6, 31, 32］。微管相关轻链蛋白3（LC3）是一种可溶性蛋

白质，通过对其C末端切割产生LC3-I，进一步与磷脂酰

乙醇胺结合产生LC3-II。LC3-II反映细胞自噬体相对

数量，可作为自噬活性和DKD 进展的标志物［33］。P62

是自噬受体蛋白，与可作为自噬降解指标，与自噬活性

呈负相关。本实验结果显示，与CON组相比，DM组p62

蛋白表达及LC3-II/I比值明显均明显升高（P<0.05），而

肌肽灌胃后，随着肌肽浓度增加，p62蛋白表达及LC3-

II/I比值逐渐降低，以上结果说明DM大鼠肾脏自噬过

程受到干扰，而肌肽可以调节DM大鼠自噬恢复正常。

综上所述，肌肽可通过激活AKT/mTOR信号通

路，改善自噬发挥对DM肾脏病变的保护作用。
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