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糖尿病大鼠心肌糖基化终产物受体mRNA表达及
仙贞片对其影响的实验研究

潘明政1 郭赛珊1 梁晓春1 唐代屹1 张建伟2孙仁宇2

内容提要目的：观察仙贞片对糖尿病大鼠心肌内皮细胞蛋白非酶糖基化终产物受休mRNA(RAGE—

mRNA)高表达的影响。方法：采用链脲佐菌素左下腹腔内单次注射造成糖尿病大鼠模型，随机分模型组、仙

贞片组及氨基胍组各lo只，另设正常对照组10只。应用原位杂交的方法检测RAGE。mRNA表达。结果：

模型组大鼠心肌内皮细胞RAGE—mRNA表达灰度值明显增高，出现过度表达。仙贞片治疗后心肌内皮细胞

RAGE—mRNA表达灰度值降低，与氨基胍组相近似(P>O．05)，与模型组比较差异显著(P<0．05)。显示仙

贞片与氨基胍一样，可显著下调RAGE—rrlRNA的过度表达，对糖尿病大鼠心肌RAGE．mRNA高表达有明显

调节作用。结论：仙女片对高血糖造成的。肌损害具有保护作用。

关键词糖尿病。肌蛋白非酶糖基化终产物受休
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objective：To observe Ihe effect of Xianzhen tablet(XZT)on high expression of advanced glycosylation end

product receptor(RAGE)in my。cardIum of dlabetic rals Methods：Ral diabet|c model was made by intrape ri—

toneal streptozotocinⅫection and divided into th mDdel gmup， the XZT gmup and thc posltive concml gmup

(Ireated with anlinoguanidine) And a noma王∞nIroI group was aiso set“p．RAGE—mRNA expression in my—

ocardial endoIhelial cells of rats was detected by in situ hvbridization Resul惦：Grav value of RAGE—mRNA was

mcreased after modeling，revealing overexpression．It l。wered significantly after XZT treatment with the value

similar fo that after aminoguanidine Lreatment but significantly differenL fmm that in the model group(P<

0．05)，suggesting tllat xZT cuuld down—regulaIe the overexpression of RAGE—mRNA．conclusion：XzT has

effect in protecting my。cardium from hyper91ycemta induced dam89e．

Key words Diabetes mellitus， my。cardtum，rec。plor of advanced glycosylati。nend pr。duct

氏期的高血糖环境致蛋白非酶糖基化终产物

(AGEs)的形成和累积、并通过受体的相互作用是形成

糖尿病心血管病变的根本原因。控制高血糖，抑制

AGEs的形成及其与受体的结合，将可能预防或减缓

糖尿病慢性并发症包括糖尿病性心血管并发症的发

生。本课题应用原位杂交的方法观察STz糖尿病

wistar大鼠心肌内皮细胞蛋自非酶糖基化终产物受体

mRNA(RAGE—mRNA)表达，与氨基胍对照观察中药

仙贞片的影响。
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材料与方法

1动物及造模选用7周龄雄性wistar大鼠，

体重180～2209，由中国医科院实验动物研究所提供。

适应性饲喂1周后造模。禁食12h，将链脲佐菌素临

用前用o．1mm。l／L枸橼酸缓冲液(pH4．2，4℃)配成

2％浓度，按剂量60mg／kg左下腹腔内单次注射，72h

后取尾血测血糖，凡血糖≥16．7mmol／L作为糖尿病

大鼠。平衡喂养3天后用随机数字表随机分为3组，

即模型组、仙贞片组、氨基胍组，每组10只。并取体

重、鼠龄相匹配的同批正常大鼠，用等量枸橼酸缓冲液

(o．1mmol／L，pH4．2，4℃)左下晦腔内单次注射，72h
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后取尾血测血糖，凡血糖4．7～8．3mnlol／L作为正常

组大鼠共L0只。氨基胍组予氨基胍每天100mg／kg

灌胃；仙贞片组予仙贞片(由仙灵脾、女贞子、黄芪、生

地、丹参、黄芩、黄连、知母等组成，自行混合水提，浓度

2．09／m1)每天10ml／kg(相当于生药209／kg)灌胃，正

常组、模型组同时灌胃等量自来水。各组大鼠实验期

间按组分笼饲养，自由进食、饮水，饲喂由中国医学科

学院动物所提供的大鼠标准饲料。连续观察12周，然

后断头处死，取心肌观察RAGE—mRNA表达。

2 血糖测定 取尾血，采用葡萄糖氧化酶法，用

美国Lifescan公司的()ne TouchⅡ血糖仪及试纸条测

定。

3 RAGE—mRNA表达测定 采用原位杂交

法“’，在中田医学科学院基础医学研究所病理生理教

研室完成。采用计算机显微图像处理系统，以其平均

相对灰度值积分作为RAGF—mRNA表达量的值(z!

s)。

4统计学方法采用sPss 10．0 forwindows软

件处理，用One—way AN()vA(单因素方差分析)力‘法，

方差齐性用st、dmt—Newman—Keuls检验，方差不齐用

Tamhane 7s T2硷验。

结 果

l 各组治疗前后体重比较 见表l。治疗前各

组体重无明显差异(P>o．05)。病程12周末，正常组

大鼠体重(g)增加明显，同时精神状态良好，活动自如。

模型组消瘦明显，同时表现为典型的多饮、多尿，精神

萎靡，反应迟钝，毛发竖立无光泽，动作迟缓及蜷卧拱

背等。与正常组比较，实验各组体苇增加缓慢(P<

o．01)；但仙贞片组及氨基胍组体重增加较模型组多

(P<0．01)，糖尿病症状也较模型组轻。

表1 各组大鼠治疗前后体重比较 (g，j+s)

注：与正常组比较．’P<0．0l；与模型组比较，4P<0．01

2各组治疗前后血糖比较 见袁2。治疗前模

型组、仙贞片组及氨基胍组血糖(mmol／L)无明显差异

(P>o．05)。仙贞片组血糖治疗后较治疗前下降，差

异有显著性(P<o．05)，其下降程度与氨基孤组比较

差异有显著性(P<O．05)；氨基胍组治疗后血糖无明

显变化(P>0．05)。
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治疗后模型组、仙贞片组及氨基弧组血糖仍较正

常组显著升高(P<o．01)。

表2各组大鼠治疗前后血糖比较 (mmd／L，z!s)

沣；与正博组描疗后比鞍，”P<0 01；与模型组治疗后比较，“P<

o．叭；与铽基胍组治疗后比较，‘P<O．05；与奉组治疗前比较．oP<

0 05

3 各组心肌内皮细胞RAGF，mRNA表达比较

见表3。原位杂交实验表明，病程12周末心肌RAcF—

mRNA表达的灰度值积分，模型组大鼠高于lF常组(P

<0．01)；仙贞片组也高于正常组(P<o．05)；氨基胍

组与正常组比较差异无显著性(P>0．05)。仙贞片组

与氨基胍组心肌RAGE—mRNA表达的灰度值积分均

低于模型组(P<O．05)。仙贞片组与氨基胍组比较差

异无显著性(P>O．05)。

表3各组大鼠心肌RAGEmRNA表达比较(分．车!s)

注：与止常组比较，。P<o．05，“P<o ol；与模型组比较，6P<

讨 论

l动物模型的建立 心肌微血管基底膜增厚是

糖尿病心肌病的特异性改变”’。主要是由于血管基底

膜蛋白被高血糖导致的糖基化所修饰，血管壁胶原蛋

白AGEs形成，与邻近组织蛋白分子形成广泛的共价

交联所致“’“。

考虑到血管壁胶原蛋白的半衰期长达70多天，参

照文献报道，我们确定以病程12周的糖尿病大鼠为心

肌RAGE高表达损害的模型，用原位杂交的方法观察

心肌内皮细胞RAGE—mRNA的表达及仙贞片、氨基胍

对其的影响。结果发现，病程12周模型组大鼠心肌毛

细血管内皮细胞RAGE—mRNA表达的灰度值积分明

显增高，与正常组比较差异有显著性(P<o．01)。与

sun、Riltthaler等的报道”。’相似。说明持续高血糖

12周大鼠的心肌已出现RAGE_n1RNA过度表达，成

功地制造出糖尿病大鼠心肌RAGE—mRNA过度表达

损伤模型。
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2 仙贞片对RAGE—mRNA表达的影响 RAGE，

mRNA的过度表达主要集中在血管内皮细胞，介导内

皮细胞的损伤，其表达量与AGEs在组织内的沉积量

有着密切的关系”’。下凋RAGE—mRNA的过度表达，

是减轻靶组织损害的重要途径之一。

奉实验发现，仙贞片组心肌内皮细胞RAGE—mR—

NA表达的灰度值积分降低，与氨基胍组相近似(P>

o．05)，二者均低于模型组，差异有显著性(P<0．05)。

显示仙贞片和氨基胍均可明显下调糖尿病大鼠心肌

RAGEmRNA的过度表达，有町能因此抑制AGEs．

RAGE之间的相互作用，使受体介导的细胞内效应得

以缓解，减轻其对心肌的损伤。

氨基胍是经典的蛋白非酶糖化抑制剂，作用机制

主要是氨基胍上的氨基通过与非酶糖化过程的中间产

物(～nadori产物)及其衍生物竞争性结合形成无活性

的Amadori替代产物，从而阻断早期糖化产物进一步

脱氢重组等而形成AGEs”‘⋯。也有人认为氨基胍能

与葡萄糖缩台反应形成’种在某些方面与羰基化合物

相类似的醛，使游离葡萄糖浓度降低，从而抑制早期糖

化蟹白质的产生，并进一步阻止早期糖化产物形成

AGEs‘10”’。

仙贞片中多种中药也具有直接抑制蛋白非酶糖基

化的作用。如实验研究征实，地黄对人血清白蛋白和

大鼠晶状体蛋白的非酶糖基化均有抑制作用“”。丹

参在低浓度(20pg／m1)及糖化反应的早期已有明显的

抑制蛋白非酶糖基化作用，且随着浓度的递增这种抑

制作用增强，存在着明显的量效关系“”。黄芩中的黄

芩甙元及黄芩甙等有较强的阻断AGEs的作用，其作

用强度仅略逊r氨基胍”“。黄芪水煎剂可抑制sTz

糖尿病大鼠肾皮质TGF一0的过度表达等“”。这些研

究结果均提示仙贞片可能和氦基胍一样通过直接抑制

AGRs的形成，F调糖尿病大鼠心肌及主动脉RAGE—

mRNA的过度表达。

高血糖是引起蛋白非酶糖基化的直接因素，并且

蛋白非酶糖化的程度随着血糖的升高而加重，降低血

糖最直接的效应是减低早期蛋白非酶糖基化产物的形

成，从而阻止AGEs的产生，并抑制其与受体的相互作

用。本实验再一次“”观察到仙贞片具有降血糖作用，

与氨基胍组及模型组比较均有显著意义(P<o．05)；

已知仙贞片中黄连、黄芪、生地及知母等多种中药均具

有降血糖作用。说明仙贞片可能通过降低血糖以减轻

RAGE过度表达对心血管系统的损害。
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