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黄芪多糖通过抑制上皮 －间充质转化及 M2 巨噬细胞极化
改善腹膜透析相关腹膜纤维化进展
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　　摘要：目的 探讨黄芪多糖对小鼠腹膜透析相关腹膜纤维化的干预作用及其可能机制。方法 雄性 C57BL／6 小鼠随
机分为空白对照组（Control组）、模型组（Model组）、黄芪多糖低剂量组（Astragalus Polysaccharide，APS 1 00 mg／kg）和黄
芪多糖高剂量组（APS 200 mg／kg），每组 1 0 只。构建高糖腹膜透析液诱导的小鼠腹膜纤维化模型，连续 28 天给药。末
次给药后，检测小鼠腹膜功能（葡萄糖转运量、尿素氮水平）；苏木素 －伊红（Hematoxylin and Eosin，HE）和马松（Mas-
son）染色观察腹膜组织病理学变化、纤维化情况以及腹膜厚度；Western bolt 实验检测腹膜组织中上皮 －间充质转化
（Epithelial －Mesenchymal Transition，EMT）相关蛋白表达；免疫组化染色和流式细胞术检测腹膜组织中巨噬细胞极化相
关蛋白表达。利用巨噬细胞清除剂氯膦酸盐脂质体（Clodronate liposomes，CL）来检测黄芪多糖阻止腹膜纤维化进展是
否依赖于巨噬细胞的作用。结果 与 Control组相比，Model组小鼠腹膜厚度和胶原纤维沉积显著增加，葡萄糖转运量显
著提升，尿素氮水平显著升高；EMT相关蛋白［α－平滑肌动蛋白（Alpha －Smooth Muscle Actin，α－SMA）、Ⅲ型胶原蛋白
（Collagen Ⅲ）、纤维连接蛋白（Fibronectin）］表达显著增加，而上皮钙黏蛋白（E －cadherin）蛋白表达显著降低，M2 型巨
噬细胞标志物［精氨酸酶－1（Arginase 1，Arg －1）、CD1 63］表达显著增加。与Model组比较，黄芪多糖给药组的小鼠上述
指标均显著改善，且高剂量组效果优于低剂量组。巨噬细胞清除后，黄芪多糖对小鼠腹膜纤维化的抑制作用减弱。结论

黄芪多糖通过抑制上皮－间充质转化并调节巨噬细胞M2 极化抑制小鼠腹膜纤维化。
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Astragalus Polysaccharide Inhibited Progression of Peritoneal D ialysis －Related Peritoneal Fibrosis
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Abstract：Objective To investigate the intervention effects of Astragalus polysaccharide on peritoneal fibrosis related to perito-
neal dialysis in mice and its possible mechanisms.Methods Male C57BL／6 mice were randomly divided into a blank control
group（Control），a model group（Model），a low －dose group of Astragalus polysaccharide（APS 1 00 mg／kg）and a high －dose
group of Astragalus Polysaccharide（APS 200 mg／kg），with 1 0 mice in each group.A mouse model of peritoneal fibrosis was es-
tablished using high －glucose peritoneal dialysis fluid，and the treatment was administered daily for 28 days.After the final treat-
ment，peritoneal function（glucose transport and urea nitrogen levels）was assessed.Hematoxylin －eosin staining（HE）and Mas-
son staining were performed to observe the pathological changes，fibrosis and peritoneal thickness.Western blot analysis was con-
ducted to detect the expressions of epithelial －mesenchymal transition（EMT）related proteins in peritoneal tissue.The immuno-
histochemistry and flow cytometry methods were used to assess the expressions of macrophage polarization －related proteins in
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peritoneal tissue.Results Compared to the Control group，the Model group showed significant increases in peritoneal thickness
and collagen fiber deposition，elevated glucose transport and higher urea nitrogen levels.The expressions of EMT －related pro-
teins［α－smooth muscle actin（α－SMA），collagen Ⅲ，fibronectin）］significantly increased，while E －cadherin protein expres-
sion significantly decreased，and M2 macrophage markers［Arginase －1 （Arg －1），CD1 63］were significantly elevated.In com-
parison to the Model group，the treatment with Astragalus polysaccharide led to significant improvements in the above indicators，
with the high －dose group showing better effects than the low －dose group.After the clearance of macrophages，the inhibitory
effect of Astragalus polysaccharide on the peritoneal fibrosis was weakened.Conclusion Astragalus polysaccharide inhibits the
peritoneal fibrosis in mice by suppressing epithelial －mesenchymal transition and regulating M2 macrophage polarization.

Keywords：Astragalus polysaccharide；peritoneal fibrosis；epithelial －mesenchymal transformation；macrophage

　　腹膜透析失败（Peritoneal ultrafiltration failure，UFF）是长期
腹膜透析（peritoneal dialysis，PD）中普遍存在的全球性公共问
题，且与 PD过程中腹膜的结构变化密切相关［1］。其中，腹膜

纤维化是最常见且难以治疗的并发症［2］。腹膜间皮细胞作为

高糖 PD液的首道屏障，在溶质转运、免疫监视、浆膜稳态以及
协调腹膜对损伤和炎症的反应中发挥着重要作用［3］。然而，

长期暴露于高糖 PD液和 PD相关的炎症会改变腹膜间皮细胞
的结构和功能，逐渐导致纤维化，最终引发 PD 失败［4］。统计

数据显示，腹膜纤维化在开始 PD的 1 ～2 年内，其发生率高达
50％ ～80％。由于 PF的高发生率，限制了 PD 在终末期肾病
患者中的更广泛和长期应用［5］。

近年来，中医药在腹膜纤维化治疗中的研究备受关注［6］。

黄芪多糖（Astragalus Polysaccharide，APS）是一种从豆科植物
蒙古黄芪或膜荚黄芪的干燥根中提取、浓缩并纯化得到的水溶

性杂多糖，呈淡黄色，粉末状，细腻均匀、无杂质，且具引湿

性［7 －8］，其主要成分包括己糖醛酸、葡萄糖、果糖、鼠李糖、阿拉

伯糖、半乳糖醛酸和葡萄糖醛酸等［9］。黄芪多糖在作为免疫

促进剂或调节剂的同时，还具有抗病毒、抗肿瘤、抗衰老、抗辐

射、抗应激、抗氧化等多种生物学作用［1 0 －1 1］。当前针对黄芪多

糖在腹膜纤维化治疗机制方面的研究，主要集中在其通过调节

炎症因子、抑制血管生成来发挥作用［1 2］。本研究拟探讨黄芪

多糖通过调节巨噬细胞极化改善小鼠腹膜纤维化的机制，以期

为黄芪多糖的临床应用提供理论依据。

1 　材料
1 .1 　动物　9 周龄雄性 C57BL／6 小鼠 40 只，体质量 26 ～28 g
购自南京中医药大学，许可证号：SYXK（苏）2023 －0077。
1 .2　仪器　蛋白电泳仪（美国 Bio －Rad 公司）；酶标仪（美国
Bio －Tek公司）；流式细胞分析仪（美国 Beckman）；光学显微
镜（德国徕卡公司）。

1 .3　试剂　苏木素－伊红（HE）染色试剂盒、RIPA裂解液（爱
必信生物科技有限公司）；马松（Masson）染色试剂盒、双吡啶
碱酸（Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit，BCA）蛋白定量试剂
盒、氯膦酸盐脂质体（Clodronate liposomes）（翌圣生物科技股份
有限公司）；平滑肌动蛋白（α－smooth muscle actin，α－SMA）
（＃1 9245）、胶原蛋白（Collagen Ⅲ）（＃66887）、纤连蛋白（Fi-
bronectin）（＃26836）、E －钙黏蛋白（E －cadherin）（＃31 95）、精
氨酸酶－1（Arginase －1，Arg －1）（＃93668）、CD1 63（＃93498）
抗体（美国 Cell Signaling Technology公司）；4％多聚甲醛（武汉
塞维尔生物科技有限公司）；4.25％腹膜透析液（广州百特医

疗用品有限公司）；RPMI 1 640 培养基（大连美仑生物技术有限
公司）；增强型化学发光试剂（美国 Millipore 公司）；葡萄糖试
剂盒、尿素氮测定试剂盒（南京建成生物科技有限公司）。

2　方法
2.1　动物实验方法　40 只小鼠随机分为空白对照组（Control
组）、模型组（Model 组）、黄芪多糖低剂量组（APS 1 00 mg／kg）
和黄芪多糖高剂量组（APS 200 mg／kg），每组 1 0 只。模型组和
黄芪多糖给药组小鼠每天腹腔注射 0.1 mL／g 的含 4.25％葡
萄糖的腹膜透析液。黄芪多糖低、高剂量组小鼠分别灌胃

1 00 mg／kg或 200 mg／kg 的黄芪多糖，1 次／d，连续 28 d。实验
结束后，切取小鼠腹膜，使用 4％多聚甲醛液固定，另取样本于
－80 ℃冻存。动物伦理编号（202203A055）。
为研究巨噬细胞对小鼠腹膜纤维化的影响，另将 40 只小

鼠随机分为空白对照组（Control 组）、模型组（Model 组）、黄芪
多糖组（APS 200 mg／kg）和黄芪多糖 ＋氯膦酸盐脂质体组
（APS ＋Clodronate liposomes）。通过连续 3 d 腹腔注射 200 μL
的氯膦酸盐脂质体以清除小鼠体内的巨噬细胞。腹膜纤维化

造模方法与上述相同。

2.2　腹膜组织病理检测　小鼠腹膜组织经 4％多聚甲醛固定
24 h后，进行脱水、包埋和切片处理，随后进行苏木素－伊红和
Masson染色。使用光学显微镜进行成像。每张切片随机选取
5 个高倍视角，并通过平均值判定腹膜厚度。
2.3　腹膜功能测定　在小鼠安乐死前的最后 1 d，进行腹腔功
能测试。空白对照组小鼠注射 2 mL 的生理盐水，模型组小鼠
注射 2 mL含 4.25％葡萄糖溶液的腹膜透析液，经过 2 h 后被
安乐死，以收集血液和透析液。通过比较注入后 2 h（D2）的透
析液葡萄糖水平与 0 h（D0）的水平，评估腹膜的功能变化。此
外，我们还评估了注入透析液后 2 h 的透析液与血浆尿素氮
（D／P）比率。
2.4　免疫组化（Immunohistochemistry，IHC）检测腹膜组织中
蛋白表达　将组织切片载于玻片上，并在 60 ℃烘箱中烘干备
用。以 1 ∶1 00 的比例稀释抗体，并用链霉菌亲和素 －过氧化
氢酶的两步法进行 IHC 染色。完成染色后，进行脱水处理并
封片，在光学显微镜下观察切片并记录图像。

2.5　蛋白免疫印迹检测腹膜组织中蛋白表达　称取 20 mg腹
膜组织，加入含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解
液，充分匀浆并裂解细胞，使用 BCA 法进行蛋白定量。加入
Loading Buffer，并在 95 ℃下变性蛋白。接下来，进行凝胶电
泳，转膜，进行封闭处理后，加入一抗（1 ∶1 000）并孵育过夜。
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洗膜后，室温下孵育二抗（1 ∶1 0 000），最后进行显影。采用
Image J软件分析条带的灰度值。
2.6　流式细胞术检测腹腔巨噬细胞极化状态　在 4 ℃条件
下，收集小鼠腹腔灌洗液，经过 1 500 r／min离心后弃去上清液，
并用含 1 0％胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS）的 RPMI 1 640
细胞培养基重悬细胞。调整细胞密度后，将细胞接种至 1 0 cm
细胞培养皿中，在 37℃的细胞培养箱中孵育 4 h，以促使细胞
充分贴壁。随后弃去上清液，用 PBS 洗涤 3 次以去除未贴壁细
胞，此时贴壁细胞即为巨噬细胞。接下来，收集腹腔巨噬细胞

并用 PBS 洗涤重悬。在每 1 mL 细胞悬液中（1 ∶1 000 稀释），
加入 1 μL活性染料 Zombie Violet原液，在避光条件下孵育 1 5
min。随后，加入 2 μL Fc Block，在 4 ℃下孵育 5 min以阻断非
特异性结合。最后，加入标记抗体（CD1 1 b －Kro、CD206 －
PC5.5），在避光条件下孵育 1 5 min。之后，用 Staining buffer清
洗 2 次，最后进行流式细胞术检测。
2.7　统计学处理　实验数据采用均值 ±标准差（☆x±s）表示，
应用 GraphPad Prism 8.3 软件进行统计学分析并绘制统计图。
3　结果
3.1　黄芪多糖抑制小鼠腹膜纤维化　HE 染色结果显示，空
白对照组小鼠的腹膜组织光滑、纤薄，腹膜间皮细胞下无明显

的胶原纤维堆积，且未见明显的炎性细胞浸润。相比之下，模

型组小鼠的腹膜组织显著增厚，间皮细胞部分脱落，间皮下胶

原纤维明显增多，并伴有大量炎细胞浸润。经过低剂量和高剂

量的黄芪多糖处理后，小鼠腹膜组织明显变薄，胶原纤维堆积

减少（插页Ⅶ图 1）。Masson染色结果进一步证实，空白对照组
小鼠的腹膜纤薄，间皮下胶原纤维量较少；而模型组小鼠的腹

膜组织增厚明显，胶原纤维堆积显著增加。经黄芪多糖处理

后，无论是低剂量组还是高剂量组，腹膜纤维组织明显变薄，胶

原纤维堆积减少。这些结果表明，黄芪多糖在抑制腹膜纤维化

方面具有潜在的保护作用。

3.2　黄芪多糖改善腹膜纤维化小鼠的腹膜功能　腹腔平衡测
试结果显示，模型组的 D2／D0 葡萄糖比率低于空白对照组，而
不同剂量的黄芪多糖处理组的比率相比模型组有所恢复（插

页Ⅶ图 2A）。与空白对照组相比，模型组的 2 h D／P尿素比率
增加，但在低剂量和高剂量的黄芪多糖组中，该比率相较模型

组有所下降（插页Ⅶ图 2B）。这些结果表明，黄芪多糖在改善
腹腔平衡方面具有潜在的积极作用。

3.3　黄芪多糖抑制小鼠腹膜间皮细胞的上皮－间质转化（ep-
ithelial －mesenchymal transition，EMT）　Western blotting 实验
结果表明，与空白对照组相比，模型组小鼠腹膜组织中上皮 －
间质转化标志蛋白表达水平显著升高，包括 α－SMA、Collagen
Ⅲ和 Fibronectin，同时 E －cadherin 的表达显著降低。然而，经
过低剂量和高剂量的黄芪多糖处理后，EMT 过程得到了显著
抑制（插页Ⅶ图 3）。
3.4　黄芪多糖抑制小鼠腹膜间皮细胞的M2 型巨噬细胞极化
　免疫组化结果显示，模型组小鼠腹膜组织中 CD68 的表达水
平显著高于空白对照组。经过低剂量和高剂量的黄芪多糖治

疗后，小鼠腹膜组织中 CD68 的表达显著下降（插页Ⅷ图 4A）。
同时，Western blotting 分析结果显示，模型组小鼠的 Arg －1 和

CD1 63 水平上升，这两者均为M2 型巨噬细胞的标志物。相比
之下，低剂量和高剂量的黄芪多糖有效降低 Arg －1 和 CD1 63
的表达（插页Ⅷ图 4B）。
3.5　黄芪多糖调控小鼠腹腔巨噬细胞极化　流式细胞术结果
显示，模型组腹腔巨噬细胞中 CD206 的比例显著高于空白对
照组。然而，经过低剂量和高剂量的黄芪多糖治疗后，CD206
的比例显著下降（插页Ⅷ图 5）。
3.6　黄芪多糖通过巨噬细胞缓解小鼠腹膜纤维化　腹腔注射
氯膦酸盐脂质体（Clodronate liposomes）以清除小鼠体内的巨噬
细胞，HE 和Masson染色结果显示，巨噬细胞被清除后，黄芪多
糖对纤维化的抑制作用显著减弱，且小鼠腹膜厚度统计差异不

具有统计学意义（插页Ⅸ图 6A）。同时，黄芪多糖对 D2／D0 葡
萄糖比率和 D／P尿素比率的调控作用也被阻断，同样较模型
组未见统计学差异（插页Ⅸ图 6B、C）。这些结果进一步证明，
黄芪多糖通过巨噬细胞发挥抑制小鼠腹膜纤维化的关键作用。

4　讨论
在全球范围内，约有 200 万人罹患终末期肾病，且这一数

字每年持续上升［1 3］。虽然肾移植是治疗终末期肾病的最佳选

择，但由于供体的短缺，大多数患者只能选择透析治疗［1 4 －1 5］。

腹膜透析作为一种成熟的肾脏替代疗法，已被多项研究证实其

安全性和有效性，与血液透析相当［1 6］。然而，尽管腹膜透析具

有较强的优势，其在维护腹膜的完整性和长期疗效方面可能受

到一定限制［1 7 －1 8］。研究表明，约 30％的透析技术失败与腹膜
功能障碍有关［1 9］。本研究采用高糖腹膜透析液建立小鼠腹膜

纤维化模型，发现黄芪多糖能够有效抑制小鼠的腹膜纤维化，

并改善其腹膜功能，其机制可能与抑制上皮 －间质转化（Epi-
thelial －Mesenchymal Transition，EMT）和调节 M2 型巨噬细胞
极化有关。

腹膜透析液的非生理性和尿毒症状态被认为是导致腹膜

功能下降的主要因素［20］。由于慢性炎症、上皮 －间质转化和
成纤维细胞的活化，腹膜组织中胶原纤维异常增生和沉积，导

致腹膜变厚、硬化和失去弹性［21］。调节腹膜纤维化的机制在

腹膜透析领域长期以来备受关注，涉及慢性腹膜炎症、EMT及
血管生成等多种因素［4］。本研究结果提示，高糖腹膜透析液

能够导致小鼠腹膜纤维化，伴随胶原沉积增加、腹膜增厚以及

功能下降。而黄芪多糖则能够抑制小鼠腹膜纤维化，减少胶原

沉积并改善腹膜功能。研究表明，EMT 是腹膜间皮细胞转化
为成纤维细胞的主要途径［22 －23］。本研究结果显示，黄芪多糖

能够下调α－SMA、Collagen Ⅲ和 Fibronectin蛋白的表达，同时
上调 E －cadherin的表达，从而抑制上皮－间质转化，达到防治
腹膜纤维化的效果。

巨噬细胞是腹膜免疫系统的关键组成部分［24］。巨噬细胞

通常分为两种功能亚型（M1 和 M2），在不同的生理和病理环
境中发挥不同的作用［25］。对腹膜透析患者样本的实验分析表

明，大多数腹膜巨噬细胞在表型和功能上倾向于 M2 型［26 －27］。

M2 型巨噬细胞的活化促进了 EMT的诱导，增加了细胞外基质
蛋白的合成，从而进一步促进血管生成和纤维化过程［20，28］。

因此，去除腹膜中的M2 型巨噬细胞能够有效减轻腹膜纤维化
的发生。本研究结果表明，黄芪多糖能够显著抑制小鼠腹膜中
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巨噬细胞标志基因 CD68 的表达，并降低 M2 型巨噬细胞标志
蛋白 Arg －1 和 CD1 63 的表达。进一步分析小鼠腹腔中的巨噬
细胞，发现黄芪多糖显著减少了M2 型巨噬细胞的数量。为了
进一步验证黄芪多糖改善腹膜纤维化的机制是否依赖于巨噬

细胞，我们对小鼠进行了巨噬细胞清除实验，结果显示黄芪多

糖对腹膜纤维化的改善作用被逆转。这些结果表明，黄芪多糖

通过调节巨噬细胞极化及抑制 EMT转化，发挥防治腹膜纤维
化的作用。

综上所述，黄芪多糖可以通过抑制 EMT 并调节巨噬细胞
M2 型极化来抑制小鼠腹膜纤维化。然而，本研究尚存在一些
不足之处，实验主要在小鼠模型中进行，缺乏人类临床样本的

验证，临床研究的开展将有助于验证黄芪多糖在腹膜透析患者

中的实际应用效果和安全性。此外，未来研究需进一步明确黄

芪多糖的生物活性成分及其与细胞信号通路的相互作用。
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Ⅶ

黄芪多糖通过抑制上皮－间充质转化及M2 巨噬细胞极化
改善腹膜透析相关腹膜纤维化机制

（正文见 32 －35 页）

注：**与 Control组比较，P＜0.01；＃与Model组比较，P＜0.05；＃＃与Model组比较，P＜0.01。
图 1　黄芪多糖抑制小鼠腹膜纤维化比较（HE ×200）

　　注：A：腹膜透析液注射后 2 h透析液中葡萄糖与 0 h透析液葡萄糖比（D2／D0）；B：透析液／血浆尿素氮比
（D／P）；**与 Control组比较，P＜0.01；＃与Model组比较，P＜0.05；＃＃与Model组比较，P＜0.01。

图 2　黄芪多糖改善腹膜纤维化小鼠的腹膜功能比较

注：*与 Control组比较，P＜0.05；**与 Control组比较，P＜0.01；＃与Model组比较，P＜0.05；＃＃与Model组比较，P＜0.01。
图 3　黄芪多糖抑制小鼠腹膜间皮细胞的上皮－间质转化比较
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Ⅷ

　　注：A：免疫组化染色检测小鼠腹膜组织中 CD86 蛋白表达（×200）；B：Western blot实验检测小鼠腹膜间皮细胞中 Arg －1 和 CD163 蛋
白表达；**与 Control组比较，P＜0.01；＃与Model组比较，P＜0.05；＃＃与Model组比较，P＜0.01。

图 4　黄芪多糖抑制小鼠腹膜间皮细胞的M2 型巨噬细胞极化比较

注：**与 Control组比较，P＜0.01；＃＃与Model组比较，P＜0.01。
图 5　黄芪多糖调控小鼠腹腔巨噬细胞极化比较
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Ⅸ

　　注：A：小鼠腹膜 HE、Masson染色及腹膜厚度统计（HE ×200，Masson ×200）；B：腹膜透析液注射后 2 h透析液中葡萄糖与 0 h透析液葡
萄糖比（D2／D0）；C：透析液／血浆尿素氮比（D／P）；*与 Control 组比较，P＜0.05；**与 Control 组比较，P＜0.01；＃与 Model 组比较，P＜
0.05；＃＃与Model组比较，P＜0.01。

图 6　黄芪多糖通过巨噬细胞极化缓解小鼠腹膜纤维化比较


