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阿魏酸钠对糖尿病大鼠肾脏的保护作用及机制研究
赵同峰1 张 梁2 邓华聪3

摘要 目的 探讨阿魏酸钠(SF)对糖尿病(DM)大鼠肾脏的保护作用及机制。方法 对链脲佐菌素

(STZ)诱导的DM大鼠灌胃给予SF 110mg／(kg·d)，治疗8周，测定各组大鼠肾重／体重、血甘油三酯和胆固

醇、肌酐清除率(Ccr)、24h尿蛋白、肾皮质内皮素一1(ET一1)和一氧化氮(No)等，观察肾脏病理改变并用免疫

组织化学方法检测肾组织转化生长因子一B1(TGF—pj)和Ⅳ型胶原的表达。并与正常组和DM模型组作比较。

结果 与正常组比较，DM组大鼠肾重／体重、Ccr、24h尿蛋白、肾皮质ET一1显著升高(均P<0．01)，肾脏病

理学检查显著异常，TGF一_13I和Ⅳ型胶原表达明显增高，sF组上述指标显著改善。结论 sF对DM大鼠肾

脏具有保护作用，其机制可能与其减少肾脏ET—l的生成，抑制TGF—B1和Ⅳ型胶原的表达有关。

关键词 阿魏酸钠；糖尿病；糖尿病肾病
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Objective To study the renal protective effect of sodium ferulate(SF)and its mechanism in rats with dia—

betic nlellitus(DM)．Methods DM rats induced by streptozotocin were treated with SF 1 10 mg／kg per day for

8 weeks．The ratio of kidney weight／body weight(KW／BW)，serum triglyceride(TG)and totaI choIesteroI

(TC)，creatinine clearance rate(Ccr)，urinary protein／24hrs，levels of endothelin—l(ET一1)and nitric oxide

(N())in renal cortex in rats were mea趴lred，the pathological change of kidney were observed and the expression

of transforming growth factor一8l(TGF—p1)and coUagenⅣ(C一Ⅳ)in kidney were examined using immunohisto—

chemical assay． The data obtained were compared with those obtained from untreated DM rats and normal rats

respect ively．Results Cbmpared with the normal rats，in DM rats，Ccr，urinary protein／24 hrs，ET—l，ex—

pressions of TGF一8l and C一Ⅳwere significantly increased in DM model rats(aU P<0．0 1)，and significantly

abnormal pathological change in kidney was found．While in the SF treated DM rats，the above—mentioned ab—

nornlal changes were all significantly improved．Conclusion SF has effect in protecting kidney of DM rats，the

mechanism might be related with its actions of reducing ET—l production in kidney and inhibiting the expres—

sions of TGF一口l and C一Ⅳ．

Key words sodium ferulate；diabetes mellitus；diabetic nephropathy

糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)是糖尿病

(diabetes mellitus，DM)最常见的慢性并发症，也是

DM患者死亡的主要原因，目前尚缺乏有效的治疗手

段，因此积极地寻找有效的药物治疗DN具有重要的意

义。阿魏酸钠(sodium fe“ate，sF)是传统活血化瘀中

药川芎、当归等的主要成分阿魏酸的钠盐，具有扩张血
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管、抑制血小板聚集、疏通微循环、抑制炎症反应、抗氧

化和清除自由基等作用⋯。我们最近的研究表明SF具

有减少DN患者的尿蛋白、延缓血肌酐升高的作用心’，

但SF治疗DN的机制尚未明确，目前也未见SF对DM

大鼠肾脏治疗作用的相关报道，本研究通过用SF对链

脲佐菌素(streptozotocin，STZ)诱导的大鼠DM模型

进行治疗，探讨SF对DN的治疗作用及机制。

材料和方法

1 动物 体重150～2009的雄性wistar大鼠

24只，购于重庆医科大学实验动物中心。

2 药物及试剂 STz购于Sjgma公司；sF由广
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东利民制药厂提供；血糖(blood glucose，BG)测定试剂

盒购于保定长城临床试剂公司；血、尿肌酐测定试剂

盒、蛋(1定量试剂盒、一氧化氮(nitric oxide，NO)测定

试剂盒均购自南京建成生物工程公司；血甘油三酯

(triglyceridt、，T(j)、总、胆固醇(total cholesterol，TC){：贝4

定试剂盒购自北京中牛生物工程高技术公司；免疫组

化试剂盒、DAB显色试剂盒购自福建迈新生物技术公

司；即用型转化生长因子一pl(T(jF一_81)和Ⅳ型胶原单抗

购自santa Cruz Biotech，Inc；内皮素一1(endothelin一1，

ET一1)测定试剂盒购自东亚免疫研究所。

3 主要仪器 722光栅分光光度计购自重庆川

仪九厂；FT608125l放射免疫测量仪购自国营二六一

厂；病理图像分析系统为北京航空航天大学产品。

4 h≮甚

4．1 I)M大鼠模型的建立与分组 雄性wistar

大鼠24只，随机分为：正常组(N组)，糖尿病组(DM

组)，sF治疗组(SF组)，每组8只。参考文献、3。方法，

大鼠左下腹腔注射STZ 55mg／kg，72h后查BG>

16．65nm⋯l／L者为DM大鼠。实验期间自由进水、进

食，不使用胰岛素及其他降糖药物，SF组每日以SF

110mg／kg灌胃，N组和DM组灌胃给予等量的生理

盐水，为期8周。

4．2标本收集各组大鼠喂养8周后，收集24h

尿，离心，一30℃、冰箱中保存待查，之后从眶静脉采血，

分离血清，处死大鼠取双肾，去掉肾包膜，用冰冷的生

理盐水灌洗后称重，左肾取l／2用10％中性福尔马林

溶液固定，待做病理切片，其余标本于一70℃冰箱中保

存待查。

4．3 一般检测指标 (1)24h尿蛋白测定：考马

斯亮兰法；(2)肌酐清除率(creatinine clearance rate，

ccr)：根据公式ccr=[尿肌酐浓度×24h尿量(m1)]／

(血肌酐浓度×24×60)，并以体重进行矫正，最终结果

用ml／(nlin·kg)表示，血、尿肌酐用除蛋白苦味酸法测

定；(3)肾重／体重：根据公式肾重／体重=[双侧肾脏重

量之和(g)／体重(g)]×100进行计算；(4)BG：葡萄糖

氧化酶一过氧化酶法；(5)血TG：GPo—PAP法；(6)血

TC：H()D—PAP法。

4．4 。肾皮质N()及ET—l测定 No采用硝酸还

原酶法；ET—l采用放免法。肾组织蛋白定量用考马斯

亮兰法。

4．5 Ⅳ型胶原和TGF—pl蛋白表达的测定 采

用免疫组化sP法，T(；F—pl阳性物质为棕黄色，位于肾

小球和肾小管细胞胞浆内；Ⅳ型胶原阳性物质为棕黄

色，位于肾小管基底膜、肾小球系膜区和基底膜。显色

结果在高倍镜(200×)下根据染色面积和强度进行半

定量分析：一为无阳性染色，+为轻度阳性，+十为中

度阳性，+++为重度阳性¨1。

4．6肾脏病理检查 。肾组织经常规处理后，4肚m

厚切片，行PAS染色，用北京航空航天大学多功能真

彩色病理图像分析系统在200倍下进行病理分析，每

个切片随机选择10个正切的肾小球，测定肾小球平均

截面积(mean 910merular area，MGA)，取其平均值作

为每个标本的MGA，并计算。肾小球平均体积(mean

glomerular v01ume， MGV)，公式：MGV=1．25×

(MGA)加。

4．7统计学处理 应用SPSS 10．0(USA)统计

软件进行数据处理分析，所有指标均以均数±标准差

(j±s)表示，组间比较采用方差分析。

结 果

l 实验动物的一般情况见表1。3组大鼠在实

验结束后均各死亡1只；DM组和sF组BG显著高于

N组(P<0．01)，SF组BG与DM组比较有一定程度

的降低，但差异无显著性(P>0．05)；DM组肾重／体

重显著高于N组(P<0．01)，sF组显著低于DM组

(P<0．05)。

2 血清TG、TC的变化 见表1。各组大鼠治疗

后TG差异无显著性(P>0．05)；DM组TC显著高于

N组(P<0．05)，与DM组比较，SF组TC有一定程度

的降低，但差异无显著性(P>0．05)。

表1 各组大鼠BG、肾重／体重、

TG、TC比较 (j±s)

注：与N组比较，+P<0．05，“P<0．01；与I)M组比较，6P<

0．05

3 Ccr及24h尿蛋白定量的变化 见表2。DM

组24h尿蛋白定量显著高于N组(P<O．01)，sF组显

著低于DM组(P<0．05)；DM组Ccr水平显著高于N

组(P<0．01)，SF组显著低于DM组(P<0．05)。

4 肾皮质ET—l、NO含量变化 见表2。DM组

和SF组ET一1含量显著高于N组(P<0．0l，P<

0．05)，SF组含量显著低于DM组(P<0．01)；DM组

和sF组No含量显著高于N组(P<0．01)，sF组含

量与DM组比较，有一定程度的降低，但差异无显著

性(P>0．05)。
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表2 各组大鼠crr、24h尿蛋白、肾皮质FT一1及No、MGA、MGV变化 (T±^)
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ft：‘J N}|【比较，“，，<{)．【)5，+。j’<()．【)1；‘j I)M组比较，△P<0．【15，△△j’<0．0l

A：正常组；B：糖尿病组，肾小球体积显著增大，肾小球PAS红染区扩大，系膜区增宽，毛细血管管

腔受压；C：治疗组，上述异常明显改善

图1 各组大鼠肾脏PAS染色(×400)

A：正常组，肾小球系膜区和基底膜仅有少量IV型胶原表达；B：糖尿病组，肾小球系膜区和基底膜

lV型胶原表达明显增加；C：治疗组，肾小球系膜区和基底膜IV型胶原表达明显减少；各组大鼠肾小管

均仅有少量lV型胶原表达

图2各组大鼠肾脏IV型胶原表达(×400)

A：正常组，TCF—p。仅少量表达在肾小管和肾小球细胞胞浆中；B：糖尿病组，肾小球和肾小管细胞胞浆

中其表达显著增强；C：治疗组，TGF—B。表达明显减少

图3各组大鼠肾脏‘rGF—B-表达(×400)

5 。肾脏病理改变 见图1，表2。光镜下PAS染

色可见DM组大鼠肾小球体积显著增大，肾小球PAS

红染区扩大，系膜区增宽，毛细血管管腔受压；SF组上

述异常明显改善。病理图像分析显示DM组和sF组

M(jA、M(；V值均显著大于N组(P<0．01)，SF组

MGA、MGv值显著低于DM组(P<0．01)。

6Ⅳ型胶原蛋白和TGF—G1表达变化 见表3，

图2，3。N组肾小球系膜区和基底膜仅有少量Ⅳ型胶

原表达，DM组表达明显增加，SF组表达明显减少，各

组大鼠肾小管均仅有少量Ⅳ型胶原表达；N组TGF—B。

仅少量表达在肾小管和肾小球细胞胞浆中，在DM组

肾小球和肾小管细胞胞浆中表达显著增强，sF组表达
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明显减少。

表3 各组大鼠肾免疫组织化学指标半定量分析

l、_喇胶原

肾小球 肾小管

+ 、+

++～++} ～+

+一}+ 一～+

’I、(jF，G1

肾小球 肾小管

——～{——～J

+～++ +十～+++

+ +～++

讨 论

本研究采用一次性腹腔注射STZ建立DM大鼠

模型，用sF治疗8周后观察各指标，结果发现，与正

常组相比，DM组大鼠ccr、24h尿蛋白、肾重／体重、肾

脏病理改变显著异常，。肾免疫组化检查显示DM组大

鼠肾脏Ⅳ型胶原表达明显升高，sF组各项指标均显著

改善，表明sF对DN具有保护作用。

DN是导致终末期肾衰的重要原因，其发生、发展

与肾血流动力学异常、细胞外基质的生成异常及高血

糖导致的血管活性因子、生长因子异常等多种因素有

关。早期DN主要表现为肾小球滤过率增加，此期肾

脏组织学上未见明显的异常，主要是肾小球体积增大，

毛细血管内压增加，随着病程的延长，逐渐出现基底膜

增厚，系膜基质增加，同时出现蛋白尿和肾功能受损，

最终可导致肾小球硬化和肾衰竭。ET是目前已知的

最强的血管收缩肽，ET—l是其主要成分，TGF—13l则被

认为是DN发病过程中各种因素相互作用的核心，也

是DN发病机制的最后通路。在DM患者和动物的肾

脏，ET—l的产生明显增加，阻断ET一1的作用可显著

延缓DN的发展¨1。T(；F—pj可促使肾脏细胞肥大，促

进细胞外基质生成，在肾脏纤维性病变中起着重要的

作用¨1。DM动物和患者的肾脏，TGF一81 mRNA和蛋

白质的表达均明显升高，同时伴有肾脏肥大和细胞外

基质增生№3。用特异性抗TGF—G】抗体进行干预后能

明显抑制DM大鼠模型肾脏肥大和细胞外基质的产

生№3。ET—l和TGF．81之间还可相互促进，共同参与

DN的进展。王峰等⋯研究表明SF是一种新的非肽

类ET—l拮抗剂，不仅可以拮抗ET—l的作用，还可抑

制ET—l的生成并降低其血浆浓度。本研究发现DM

组大鼠肾脏ET—l含量、TGF—D1表达显著高于正常组

大鼠，sF治疗组肾脏ET一1含量、TGF—pl表达显著低

于DM组，提示SF可能通过拮抗ET—l的作用，抑制

肾脏产生ET—l及TGF—p1表达，从而对DM大鼠肾脏

产生保护作用。研究表明，肾脏所有的细胞外基质和

基底膜成分中含量最多的是Ⅳ型胶原，在DM大鼠和

患者的肾脏表达显著增多，本研究显示，SF治疗组大

鼠肾脏Ⅳ型胶原表达显著低于DM组，表明SF可抑

制DM大鼠。肾小球Ⅳ型胶原的表达，进一步证实SF

对DM大鼠的肾脏具有保护作用。

研究表明，NO产生的增多参与了早期DN肾小

球滤过率的增加，NO可能通过优先扩张入球小动脉，

导致肾小球高滤过现象的发生。本研究还观察了SF

对DM大鼠肾脏NO生成的影响，发现DM组肾皮质

NO含量显著升高，SF治疗组肾皮质NO低于DM

组，但二者之间差异无显著性，提示SF主要不是通过

降低肾脏NO的生成改善DM大鼠的肾小球滤过率，

而可能与其对肾脏的直接保护作用有关。DM可发生

异常的高脂血症，本研究发现DM大鼠TC显著升高、

TG无显著性改变，血脂变化不明显，可能与大鼠喂养

的时间较短有关。有资料显示sF是一种有效的降脂

药物∽’，但在本研究中因DM大鼠血脂变化不明显而

未见到其优越的降脂作用，因此对SF的降脂作用还

需要进一步的研究。

总之，本研究表明，SF对DM大鼠肾脏具有保护

作用，机制可能与其减少肾脏产生ET—l，抑制Ⅳ型胶

原和TGF—pl的表达有关。sF还具有抑制血小板聚

集、疏通微循环、抗氧化和清除自由基等作用⋯，研究

表明肾小球内血栓形成和氧化应激增强在DN的发

生、发展中也具有重要的作用，提示SF还可能通过抑

制血栓形成、减轻氧化应激延缓DN的进展。由于目

前对DN尚缺乏有效的治疗手段，因此积极地研究SF

治疗DN的作用和机制具有重大的意义。
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肝癌辨证分型与肝储备功能的关系

苏小康 查旭山 邱云桥 王继勇 徐发彬 黄 梅 柳东杨 崔学教

肝储备功能和影像学资料与患者治疗方法和预后密切相

关。本研究回顾性分析了肝癌辨证分型和肝癌影像学资料及

肝储备功能之间的关系，小结如下。

资料和方法

l 诊断及中医辨证分型标准 原发性肝癌诊断参考

2()(11年全国第八届肝癌广州会议标准[中国抗癌协会肝癌专业

委员会．原发性肝癌诊断标准．中华肝脏病杂志2000；8(3)：

135]。原发性肝癌中医辨证分型标准，参照文献标准(刘伟胜，

徐凯主编．中医临床诊治——肿瘤科专病．北京：人民卫生出版

社，200()：177—233)分为：肝郁脾虚型，气滞血瘀型，湿热蕴结

型，肝肾阴虚型。

2 ·般资料 连续收集2000年7月一2002年7月中山

大学肿瘤医院和广州中医药大学第一附属院住院患者，符合中

西医诊断标准的原发性肝癌患者962例，其中男825例，女137

例；年龄26～76岁；病程1个月～4年；肝郁脾虚型332例

(34．51％)；气滞血瘀型306例(31．81％)；湿热蕴结型252例

(26．20％)；肝肾阴虚型72例(7．48％)。

3 检测方法 常规检测肝功能12项。IcGRl5(靛青吲

哚绿排泄试验)检测方法按照元云飞报告的方法操作。收集螺

旋cT常规扫描、动脉期和静脉期增强资料，包括肿瘤大小、数

目、包膜、门静脉癌栓。

4 统汁学方法 采用行x列表x2检验和行x列表分割

法Y：检验处理计数资料。

结 果

l 肝癌辨证分型和影像学资料的关系 肿瘤大小、数目、

包膜和门静脉癌栓在各型中差异无显著性。肝肾阴虚型中小

肝癌的比例稍高于其他证型，但差异无显著性(具体数据略)。

2 肝癌辨证分型和肝储备功能的关系 见表1。肝功能

作嚣单化：广州中医药大学第一附属医院三外科(广州510405)

child—Pugh分级与肝郁脾虚或肝郁气滞型、肝肾阴虚型有关，而

且两型与总体之间有明显差异，湿热蕴结型和肝肾阴虚型基本

无差别。IcGRl5湿热蕴结型变化不大，其他3型与总体有明

显差别。肝肾阴虚型肝癌大部分是肝功能衰竭患者，而且相当

一部分患者肿瘤直径<3cm的患者，大部分为在长期肝炎或肝

硬化基础上出现的肝癌，合并有门静脉癌栓。

表1 肝癌辨证分型和肝储备功能的关系 (例)

注：与总体比较，+P<O．05

讨论影像学资料在肝癌证型中呈逐步上升势态，湿热

蕴结型和肝肾阴虚型大都合并有门静脉癌栓，但这种差别无显

著性，而且在肝肾阴虚型中有一定数量的小肝癌，这可能与我

国肝癌患者的肝病背景有关，是在长期肝硬化基础上再生结节

癌变。肝储备功能是决定肝癌预后和转归的重要因素之一。

ICGRl5是最近出现的一种评估肝储备功能的方法，它可以较

为客观的评价各种治疗措施中肝储备功能。肝郁脾虚型肝功

能多ChiId—Pugh A或B，IcGRl5多<20％；气滞血瘀型此时肝

功能多Child—Pugh B或c，ICGRl5多<30％；湿热蕴结型肝功

能多Child—Pugh B或C，ICGRl5变化不大；肝肾阴虚型肝功能

多为Child—Pu曲C，ICGRl5多>30％。总之，辨证分型与肝储

备功能有关，尤其是ICGRl5可以较好地反映肝郁脾虚或肝郁

气滞型和肝肾阴虚型患者肝储备功能，对临床治疗可提供

参考。

(收稿：2003—06—18 修回：2003～10一18)
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