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仙贞片对糖尿病大鼠肾皮质终末期糖化终产物
及其受体mRNA表达的影响

唐代屹1 郭赛珊1 孙仁宇2

摘要 目的 观察仙贞片对糖尿病大鼠肾皮质终末期糖化终产物(advanced glycation end products，

AGEs)含量及其糖化终产物特异性受体(AGE—specific ceIlular receptor，RAGE)信使核糖核酸(messenger ri—

bonucleic acid，mRNA)表达的影响，探讨其对糖尿病大鼠肾保护的作用机制。方法 采用链脲佐菌素

(streptozotocin，STZ)复制糖尿病持续性高血糖肾损害大鼠模型，用荧光测定法和逆转录一多聚酶链式反应

(reverse transcription p01ymerase chain reaction，RT—PCR)技术检测模型大鼠肾皮质AGEs含量及RAGE

mRNA的表达，与氨基胍作对照。结果 实验12周模型大鼠肾皮质AGEs相对含量及RAGE mRNA表达

明显高于正常对照组(P<0．05)，仙贞片及氨基胍治疗组肾皮质AGEs相对含量及RAGE mRNA表达明显

低于模型组(P<0．05)，仙贞片与氨基胍组比较差异无显著性(P>0．05)。结论 仙贞片能减轻糖尿病大

鼠肾皮质内AGEs的积聚，下调RAGE mRNA的过度表达，与氨基胍相近似，具有抑制蛋白非酶糖基化的作

用，可能是其肾保护作用的机制之一。

关键词 仙贞片；糖尿病；糖基化终产物；特异性受体；信使核糖核酸

Effect of Xianzhen Tablet on Content of AdVanced Glycosylation End Products(AGEs)and mRNA Expression

of AGE-specific CeUular Receptor in Renal Cortex of Diabetic Rats TANG Dai—yi，GUO Sai—shan，SUN Ren—
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oboectiVe To investigate the effect of Xianzhen tablet(XZT，a Chinese patent compound recipe)on ad—

vanced glycosylation end products(AGEs)and mRNA expression of AGE—specific cellular receptor(RAGE)in

renal cortex of diabetic rats in order to explore the mechanism of XZT in protecting kidney．Methods The dia—

betic rat model with persistent hyperglycemic renal damage was reproduced by streptozotocin． Fluorescent assay

and RT—PCR were used to determine the∞ntent of AGEs and exDression of RAGE mRNA in renal cOrtex in

model rats， which were treated with XZT and contr011ed by aminoguanidine(AG) administration． Results

The relative content of AGEs and RAGE mRNA exDression in renal cortex of model rats 12 weeks after model—

ing were significantly higher than those in the normal group(P<0．05)，while those in model rats treated by

XZT or AG were markedly lower than those in non—treated model rats(P<0．05)，the effect of the both groups

showed insignificant difference(P>0．05)．Conclusion XZT could reduce the accumulation of AGEs in renal

cortex of diabetic rats，down—regulate the over—expression of RAGE mRNA，with the effects similar to that of

AG，the inhibition of XZT on protein non—enzymatic glycosylation might be one of the mechanisms of its effect

in protecting kidney．
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Cn

仙贞片系郭赛珊教授临床治疗糖尿病(diabetes

mellitus，DM)的经验方，既往的实验研究观察到仙贞

片能降低DM模型大鼠血糖、糖化血红蛋白，改善肾

功能，减轻蛋白尿⋯，减轻肾小球系膜区基质增生及基

底膜增厚等病理改变，具有肾保护作用。本实验采用
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荧光测定法和逆转录一多聚酶链式反应(RT—PCR)技

术检测、观察仙贞片对DM模型大鼠肾皮质终末期糖

化终产物(advanced glycation end products，AGEs)含

量及其特异性受体(RAGE)mRNA表达的影响，与氨

基胍作对照，进一步探讨仙贞片对DM模型大鼠肾保

护的作用机制。现报告如下。

材料与方法

1试剂和药品 链脲佐菌素、牛血清白蛋白V及

Ⅶ型胶原酶，氨基胍、琼脂糖、溴化乙锭(EB)、3L一吗啉

代丙磺酸(MOPS)均为美国s适ma公司产品；总核糖

核酸(ribonucIeic acid，RNA)提取试剂盒、100 mmol／L

dNTPs(dATP、dCTP、dGTP、dTTP)、Oligo(dT)1 5

Primer、AMV逆转录酶(AMVRT，10 u／01)、5×RT

Buffer、Tag DNA聚合酶(5 u么1)、10×PCR Buffer均

为美国Promega公司产品；焦石酸二乙酯(DEPC)为

美国GIBCO公司产品。

仙贞片药材仙灵脾、女贞子、生黄芪、生地、黄连、

黄芩、菟丝子、丹参等十多味药在北京同仁堂购买，由

北京军医学院制剂室制备成水提液心3，含生药2．0 g／

ml。

2 实验动物 雄性wistar大鼠，7周龄，体重

180～220 g，由中国医学科学院实验动物研究所提供。

动物证号为医动许字第01—3008号。饲养温度22～

25℃，自然光线，自由进食进水。血糖正常，尿糖阴性

的大鼠作为实验对象。

3检测指标、方法及仪器

3．1 血糖 采用葡萄糖氧化酶法，使用美国

Lifescan公司的One TouchⅡ血糖仪及试纸条测定实

验大鼠的尾血血糖。

3．2肾皮质AGEs含量测定 采用荧光分析法

测定，参照Monnier法¨3，用日本日立公司的MPF。4

型荧光分光光度计测定样品荧光强度，以HEPEs缓

冲液荧光值为1个任意荧光单位AuF，折算样品荧光

强度。

3．3 肾皮质总蛋白含量测定 采用Lowry比

色法。

3．4 肾皮质AGEs相对含量的计算 以样本

AGEs相对荧光含量(AUF)与样本总蛋白含量(mg)之

比表示。

3．5 肾皮质中RAGE mRNA检测 采用逆转

录一多聚酶链式反应(RT—PCR)技术，在中国医学科

学院基础医学研究所病理生理室完成。

3．5．1 肾组织RNA提取 按照Promega公司

提供的RNA提取试剂盒说明进行。

3．5．2 RNA鉴定 在紫外灯下观察电泳结果，

可见28S、18S、5s 3条明显条带，28s溴化乙锭(EB)染

色强度大约是18S的两倍，说明RNA无降解，所提取

的RNA可用于逆转录。

3．5．3逆转录 按美国Promega公司互补DNA

(complementary DNA，cDNA)合成试剂盒说明操作。

3．5．4 PCR PCR在25“l反应体积中进行，大

鼠13一actin、RAGE特异的cDNA，引物序列根据已克隆

大鼠口一actin、RAGE(gene bank name：RATRECEP，

Accession：L33413，Jun 8，1994)cDNA完整序列自行

设计，由上海生工生物工程公司协助合成(引物序列及

经过优化后25扯l反应总体积中各部分含量从略)。

应用激光扫描仪对琼脂糖凝胶电泳特异性条带密度进

行扫描，以RAGE与B—actin积分吸光度比值(相对单

位)表示各标本RAGE mRNA的表达。

4 实验动物模型建立及分组处理 采用STz复

制DM模型。雄性wistar大鼠适应性饲养l周后造

模。禁食12 h，STZ临用前用0．1 mmol／L枸橼酸缓

冲液(pH 4．2，4℃)配成2％浓度，按剂量60 mg／kg

体重左下腹腔内单次注射，72 h后取尾血测血糖，凡

血糖≥16．7 mmol／L的作为DM大鼠。将入选动物平

衡喂养3天后用随机数字表随机分为3组，即模型组、

氨基胍组及仙贞片组，每组10只，每日上午8：00～

10：00灌胃1次。氨基胍组予氨基胍100 mg·b ·

d_1(溶于约2．5 m1水中)；仙贞片组予仙贞片10 m卜

kgfl·d。1(相当于生药20 g·kg。1·d～，约2．5 m1／只，

相当于人的5倍等效剂量)灌胃；模型组、正常对照组

同时灌服等量体积的水(约2．5 m1)。以体重、鼠龄相

匹配的正常大鼠作为正常对照组[血糖为(5．07±

1．34)mm01／L]。观察12周，12周末测尾血血糖，然

后断头处死。

5统计学方法 所有数据用SPSS 10．0软件处

理，结果以均值±标准差(j±s)表示。采用One—way

ANoVA(单因素方差分析)方法，方差齐性用student—

NewmanKeuls检验，方差不齐用Tamhane’s T2

检验。

结 果

1 仙贞片对糖尿病大鼠血糖的影响 见表1。

造模3天时各组DM大鼠血糖均较正常对照组明显升

高(P<0．01)，各组间血糖差异无显著性(P>0．05)；

实验12周末模型组血糖高于对照组(P<0．01)；仙贞

片组血糖低于模型组(P<0．01)；氨基胍组血糖与模

 万方数据



主国主堕医箜盒苤查!!!!至!旦箜!i鲞箜!塑婴!!旦M!』塑!!型；!!i!∑!!．!!!№：!

表1 各组大鼠血糖比较 (mmol／L，t±s)
。

注：与正常对照组比较，+P<0．0l；与模型组比较，“P<0．01；与

氨基胍组比较，。P<0．05

型组差异无显著性(P>0．05)，但高于仙贞片组(P<

0．05)。

2 仙贞片对糖尿病大鼠’肾脏皮质AGEs相对含

量的影响 见表2。实验12周末模型组大鼠肾皮质

样品荧光强度及AGEs相对含量高于正常对照组

(P<0．01)；氨基胍组和仙贞片组均低于模型组(P<

0．05，P<0．01)，但仍高于正常对照组(P<0．01)；氨

基胍组与仙贞片组之间比较差异无显著性(P>

0．05)。

表2 实验12周末各组大鼠肾脏皮质AGEs

相对含量比较(孟±s)

注：与正常对照组比较，+P<0．01；与模型组比较，“P<

0．05．△△P<0．01

3 仙贞片对糖尿病大鼠肾脏皮质RAGE mRNA

表达的影响 见表3。实验12周末模型组大鼠肾皮

质RAGE mRNA表达明显高于正常对照组(P<

0．05)；氨基胍组及仙贞片组大鼠低于模型组(P<

0．05)，与正常组比较差异无显著性(P>0．05)；氨基

胍组与仙贞片组之问差异亦无显著性(P>0．05)。糖

尿病大鼠肾皮质RT—PCR产物琼脂糖电泳，见图1。

表3 12周末各组大鼠肾皮质RAGE mRNA的表达 (j±s)

注：与正常对照组比较，+P<O．05；与模型组比较，6P<0．05

注：M：Ladder Marker；1，3，5，7：B—actin；2，4，6，8：RAGE

1，2：仙贞片组；3，4：氨基胍组；5，6：模型组；7，8：正常对照组

图1 糖尿病大鼠肾皮质RT—PCR产物琼脂糖电泳

讨 论

糖尿病时持续高血糖导致的AGEs在组织中形成

和堆积是糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)及其

他DM慢性并发症的病理生化基础。AGEs与RAGE

的结合是导致DN等多种慢性并发症的关键途径、促

进慢性并发症的发生、发展¨’“。RT—PCR技术检测发

现RAGE mRNA广泛分布在大鼠的多种正常组织中，

诱发DM 4周后在肾皮质、髓质内的RAGE mRNA表

达明显增强，并随病程的延长而不断增加№川。本实验

采用RT—PCR技术检测观察到正常大鼠肾皮质有一

定量的AGEs产生[(73．94±16．05)AUF／mg·pro]及

RAGE mRNA的表达【(0．180±0．028)RAGE／8一

actin]，与文献¨’¨报道一致。

我们既往的实验研究观察到STZ诱发的DM肾

损害大鼠模型在实验的12周末可见到蛋白尿、血清尿

素氮(blood urea nitrogen，BuN)及肌酐(serum creati—

nine，Scr)升高、肾小球系膜区基质增生及基底膜增厚

等的病理改变。仙贞片干预后尿蛋白减少、肾功能改

善u·，肾小球的病理变化减轻。本次实验采用同样的

造模方法，单次左下腹腔内注射60 mg／kg体重剂量

STZ的造模方法，成功地建立了持续高血糖DM大鼠

模型，并在造模后实验12周末观察到模型大鼠血糖仍

明显升高；肾皮质AGEs相对含量明显增高，肾皮质

RAGE mRNA表达增强，说明持续性高血糖造成DM

大鼠肾皮质AGEs的堆积及RAGE mRNA过度表达，

提示DM大鼠体内蛋白质非酶糖基化增加，肾皮质内

AGEs形成增多。

氨基胍是公认的AGEs抑制剂，能显著减轻DM

大鼠肾小球系膜区基质的增生及基底膜增厚，防止。肾

小球及肾小管组织糖基化终产物的增加，减轻尿白蛋

白的排泄捕。，可直接或间接调节DM大鼠肾脏皮质

RAGE基因的异常表达旧’。因此本实验选择氨基胍为

阳性对照药。

仙贞片是根据辨证论治原则，由益气(生黄芪)、养

阴(生地、女贞子)、清热(黄芩、黄连)、补肾(仙灵脾、菟

丝子、女贞子)、活血(丹参)等多种药物组成，具有益气

养阴、补肾活血的功用，用于治疗气阴两虚、肾虚血瘀

2型糖尿病。现代药理学研究，方中主要成分具有降

血糖、降血脂、降血压、改善血循环、抗炎、抗氧化损伤、

抑制脂质过氧化反应、抑制醛糖还原酶活性、减轻尿蛋

白排泄、抑制蛋白非酶糖基化多方面的作用，甚至一味

中药都可以具有多方面的作用，如黄芩既能抑制蛋白

非酶糖基化，同时还能抑制醛糖还原酶活性¨虬113。因
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此仙贞片干预是否与氨基胍一样能够下调RAGE

mRNA的过度表达，减轻非酶糖基化，抑制肾皮质内

AGEs的形成，而改善。肾功能及病理形态学变化，值得

进一步探讨。

实验结果观察到仙贞片组及氨基胍组12周末大

鼠肾皮质AGEs含量明显低于模型组；RAGE mRNA

的表达亦明显低于模型组，仙贞片组及氨基胍组间无

明显差异，说明仙贞片能减轻AGEs在。肾组织的积聚，

下调肾皮质RAGE mRNA的过度表达，具有抑制蛋白

非酶糖基化的作用，与氨基胍相近似，可能是其具有肾

保护作用的机制之一，为临床应用仙贞片治疗DN提

供依据。
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