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化瘀通络中药对糖尿病肾病大鼠肾皮质血管紧张素

转化酶
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轴的影响

徐$晶$马二卫$白$璐$马$

!

$郭$倩$贾$蕊$张江华$陈志强

摘要$目的$观察化瘀通络中药对糖尿病肾病大鼠肾皮质血管紧张素转化酶
!
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$轴的影响% 方法$将
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只雄性
HC

大鼠按随机数字表法分为空白对照组!

'

组&

!!

只"'高糖高脂对照组!

I

组&

#"

只"和
#J

链尿佐菌素!

FKL/MK1?1K1=<.

&

H*N

"注射组!

86

只"%

H*N

注

射组以高糖高脂饲料联合腹腔注射
H*N

制备糖尿病模型!

8"

只"&再分为模型组!

,

组&

!$

只"'厄贝沙坦组

!

)

组&

#&

只"和化瘀通络中药组!

N

组&

#&

只"%

)

组和
N

组大鼠分别给予厄贝沙坦和化瘀通络中药混悬液灌

胃&共
#%

周&其余各组给予等体积饮用水% 检测各组大鼠
$

个时间点的血糖和
!$ >

尿蛋白定量&分别采用

实时荧光定量
O'P

!

P/;2

#

K<:/ O'P

"'免疫组化法'蛋白印迹!

+/FK/L. Q21K

"方法检测不同时间点各组肾

皮质
G'9!

'

,;F

蛋白的表达变化&第
#%

周末对各组肾皮质
!

种蛋白表达进行定量分析% 结果$与
'

组比

较&

I

'

,

组血糖均升高&且
,

组高于
I

组!

O R"

!

"#

"% 不同时间点
!$ >

尿蛋白与
'

组比较&

,

组升高&且

,

组高于
I

组!

O R"

!

"8

"% 与
,

组比较&

)

组
5

周末和
N

组
5

'

#%

周末均降低!

O R"

!

"8

"&且第
#%

周末
N

组优于
)

组 !

O R"

!

"8

"%与
'

'

I

两组比较&

,

组第
#%

周末肾皮质
G'9! :P4G

的表达降低!

O R"

!

"#

"(与

,

组比较&

N

组表达升高!

O R"

!

"#

"% 与
'

组比较&

,

组第
#%

周末
,;F :P4G

的表达差异无统计学意义
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"(与
I

组比较&

,

组表达降低!

O R"
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N
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蛋白表达的定量随时间呈递减趋势% 第
#%

周末
G'9!

'
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蛋白的表达定

量&与
'

组比较&

,

组两者表达均降低!
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!
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"(与
,
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N

组
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的表达和
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均升高 !
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"%结论$化瘀通络中药可能通过上调
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轴发挥作用&降低尿蛋白&对糖尿病肾病大鼠起到肾保护的作用%

关键词$糖尿病肾病(化瘀通络(血管紧张素转化酶
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$$肾脏局部肾素 "血管紧张素系统$

PGH

%的功能

异常"参与了包括糖尿病肾病在内的肾损伤的进展'

基于对糖尿病肾病过程中血管紧张素转化酶"血管紧

张素
!

#

G*#

$

G'9

#

G.A!

#

G*#

%通路过度激活的认

识"血管紧张素转化酶抑制剂$

G'9)

%和血管紧张素受

体阻断剂$

GP\

%已成为现代医学临床治疗和延缓糖

尿病肾脏损害的一线药物' 随着对
PGH

的深入研

究(

#

"

&

)

"发现
PGH

存在的另一条功能轴"即
G'9!

#

G.A

#$

#

#

6

%#

,;F

轴"其功能可与
G'9

#

G.A!

#

G*#

轴

相拮抗' 维持和重调
PGH

两条代谢通路的平衡成为

治疗糖尿病肾脏损伤的新理念' 基于糖尿病肾病瘀血

阻络证的化瘀通络中药治疗在延缓和阻止糖尿病肾病

进展方面的作用"已在临床上获得证实(

$

)

' 本实验意

在通过观察化瘀通络中药干预对糖尿病大鼠肾皮质

G'9!

和
,;F

受体的影响"以探索化瘀通络中药延缓

和阻止糖尿病肾病进展的作用靶点是否存在于

G'9!

#

G.A

#$

#

#

6

%#

,;F

轴'

材料与方法

#

$动物$

HC

大鼠
57

只"清洁级"雄性"体重

5"

%

#"" A

"河北医科大学实验动物中心提供"动物许

可证号#

H'Yd

$冀%

!""5

"

#

"

""&

' 室温
!!

%

!$

&"湿度
8"J

%

%"J

的环境下"

#! >

交替照明"大

鼠自由进食和饮水'

!

$药物$化瘀通络中药颗粒剂#丹参$

#

!

5 AE

袋"

相当于饮片
#" A

"批号#

##"6"86

%*川芎$

#

!

& AE

袋"相

当于饮片
% A

"批号#

##"55!6

%*地龙$

#

!

" AE

袋"相当

于饮片
#" A

"批号#

##"8"!$

%*水蛭$

#

!

8 AE

袋"相当于

饮片
& A

"批号#

##"%##&

%*全蝎$

#

!

" AE

袋"相当于饮

片
& A

"批号#

##"6!8&

%"由广东一方制药有限公司惠

赠' 厄贝沙坦$

"

!

#8 AE

片"赛诺菲制药有限公司"批

号#

#G&8"

%'

&

$试剂及仪器$链脲佐菌素$

FKL/MK1?1K1=<.

"

H*N

" 美国
9.?1

生命科学有限公司"批号#

]!6$8&

%&

大鼠尿白蛋白
9])HG

试剂盒$上海蓝基生物科技有限

公司%&

*P)@-<=b P/;A/.K

$北京索莱宝科技有限公

司%&

,

#

,]0

反转录试剂盒$美国
).U<KL1A/.

公司%&

O'P H-M/L ,<X

$美国
).U<KL1A/.

公司%&

O2;K<.-:

H^\P _L//. @O'P H-M/L ,<X

#

ZC_

$美国
).U<KL1

#

A/.

公司%&

P4G

酶抑制剂$美国
).U<KL1A/.

公司%&

引物$上海生工生物工程有限公司%&兔免疫组化试剂

盒$北京四正柏生物科技有限公司%&

CG\

显色试剂

盒$福州迈新生物技术开发有限公司%&鼠单克隆抗体

"

#

;=K<.

$杭 州 华 安 生 物 技 术 有 限 公 司" 批 号#

##"%"&

%&兔单克隆抗体
G'9!

$

9M<K1:<=F

公司"批

号#

^I"7"5"8'

%&兔多克隆抗体
,;F

$

_/./ */X

公

司"批号#

5!#&"!!67

%&

*L<@-<=b

总
P4G

提取试剂

$北京索莱宝科技有限公司%' 稳豪型血糖仪$美国强

生公司%&稳豪型血糖试纸 $美国强生公司"批号#

&&8$&85

%&

4;.1 CL1M !"""'

紫外分光光度计$美
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国
*>/L:1 H=</.K<T<=

公司%&

'#"""

*,

*>/L:;2 'W

#

=2/L O'P

仪$美国
\<1

#

PGC

公司%&

9=1

实时定量

O'P

仪$美国
)22-:<.;

公司%&

\Y%& e CO6!

正置研

究级显微镜$日本
D2W:M-F

株式会社%&

DVWFF/W

红

外激光扫描仪$美国
])

#

'DP

公司%'

$

$动物分组及干预

$

!

#

$动物分组$

57

只雄性
HC

大鼠适应性喂养

#

周后"检测血糖和尿蛋白"均为阴性者用于实验' 按

随机数字表示随机分为空白对照组$

'

组%

!!

只*高

糖高脂对照组$

I

组%

#"

只和
#J H*N

注射组
86

只'

H*N

注射组造模过程中死亡$

$

只%及血糖未达标者

$

&

只%予剔除' 将造模成功的
8"

只糖尿病大鼠分为

模型组$

,

组"

!$

只%和厄贝沙坦组$

)

组"

#&

只%*化

瘀通络中药组$

N

组"

#&

只%'

$

!

!

$动物模型制备$大鼠的糖尿病模型采用高

糖高脂饲料喂养联合小剂量
H*N

腹腔注射制备(

8

"

5

)

'

除
'

组大鼠予普通全价颗粒饲料喂养外"其余大鼠均

予高糖高脂饲料喂养"

$

周后"

'

*

I

和
H*N

注射组大

鼠均禁食不禁水
#! >

后"

H*N

注射组大鼠予腹腔注射

H*N $" :AEbA

体重"将其溶于
"

!

# ::12E]

的枸橼酸

缓冲液$

MI $

!

&

%中"

6! >

后尾静脉取血"检测血糖
!

#%

!

6 ::12E]

为糖尿病大鼠造模成功(

7

"

#"

)

"

'

组和
I

组给予等体积不含
H*N

的
"

!

# ::12E]

枸橼酸缓冲

液$

MI $

!

&

%腹腔注射' 糖尿病造模成功后第
#%

周

末"通过透射电镜观察肾小球超微结构"与
'

组比较"

,

组表现为肾小球基底膜均质弥漫增厚"足细胞足突

广泛融合"表明已出现糖尿病肾损伤$图
#

%"糖尿病肾

病模型复制成功'

$$注#

G

为空白对照组&

\

为模型组

图
#

$透射电镜观察肾小球超微结构$$ '

#" """

%

$

!

&

$给药方法$糖尿病造模成功后"即给予各组

大鼠不同干预'

)

组大鼠给予厄贝沙坦混悬液灌胃治

疗"

N

组大鼠给予化瘀通络中药灌胃治疗' 给药剂量分

别按照临床成人常用剂量和配方比例以及人与大鼠的

体型系数计算(

##

)

"厄贝沙坦量每天为
#$

!

&6 :AEbA

体

重"相当于成人剂量的
8

!

5

倍$成人体重以
%" bA

计

算%&化瘀通络中药颗粒剂混合物$颗粒质量比为丹参(

川芎(地龙(水蛭(全蝎
c!6

(

!%

(

#"

(

&"

(

!"

%每天
#

!

"5

AEbA

体重$相当于饮片每天
$

!

6 AEbA

体重%"相当于成

人剂量的
8

!

5

倍' 每天
#

次"共
#%

周' 同时"

'

*

I

*

,

&

组大鼠给予相应体积的饮用水灌胃'

8

$标本采集$分别于第
$

*

5

周末"随机选取
'

组和
,

组大鼠各
%

只"禁食不禁水
#! >

后"水合氯醛

&8" :AEbA

体重腹腔注射麻醉"快速取出肾脏"剥去

被膜"留取肾皮质约
#"" :A

放入冻存管"迅速投入液

氮中"短暂冷冻后转入 "

5"

&超低温冰箱保存"待行

+/FK/L. Q21K

检测' 其余动物于第
#%

周末采用相同

方法处死"留取肾皮质
!

管$冻存管%" "

5"

&保存"

待行
O'P

*

+/FK/L. Q21K

检测&并留取部分肾皮质"置

于
$J

中性甲醛固定液中"

$

&保存"待行免疫组织化

学技术检测'

%

$检测指标与方法

%

!

#

$大鼠一般情况$观察各组大鼠精神状态'

%

!

!

$各组大鼠第
&

天及第
$

*

5

*

#%

周末随机血

糖$分别采用稳豪型血糖仪及血糖试纸测量各组大鼠

在各时间点的随机血糖'

%

!

&

$各组大鼠第
&

天及第
$

*

5

*

#%

周末
!$ >

尿

蛋白定量$在各时间点"分别将各组大鼠单只饲养于

清洁的代谢笼中"收集
!$ >

尿液"

& 8"" L E:<.

"离心

#" :<.

"取上清" "

!"

&保存"

9])HG

法检测
!$ >

尿

蛋白定量'

%

!

$

$各组大鼠第
#%

周末肾皮质
G'9!

*

,;F

:P4G

表达采用
P/;2

#

K<:/ O'P

检测' 取"

5"

&冻

存的第
#%

周末处死的各组大鼠肾皮质" 采用

*P)@-<=b

提取组织
P4G

"用紫外分光光度计检测其

浓度及纯度"并调整浓度至
# #AE#]

' 按照
,

#

,]0

反

转录试剂盒说明书操作"将所提取的
P4G

反转录为

=C4G

' 引物序列#

G'9!

引物序列#上游
8

)#

G*

#

_GG_G_*G*_*__*''*_

#

&

)" 下 游
8

)#

*__***

'__**_*G_**_

#

&

)"扩增长度
#!$ QM

&

,;F

引物序

列#上游
8

)#

_*_'*'*''G''GG_G''*_

#

&

)"下游

8

)#

____G'_*'*''G__*GGG'

#

&

)" 扩 增 长 度

#%& QM

'将模板
=C4G# #]

*

H^\P _L//. @O'P H-

#

M/L,<X 8 #]

*上下游引物$

8 #:12E]

%各
# #]

*

C9O'

水
! #]

加入
$5

孔板"每个样品做
&

个复孔"震荡混

匀后放入实时定量
O'P

仪"采用两步法扩增标准程

序#

78

&预变性
#" :<.

"变性
#" F

&

%"

&退火
&" F

"

共
$8

个循环"按照
78

&

#8 F

"

88

&

#8 F

"

78

&

#8 F

的条件形成溶解曲线"检测荧光信号' 以
"

#

;=K<.

为

内参基因"采用
!

"

$$'K法分析基因的相对表达水平'

%

!

8

$各组大鼠第
#%

周末肾皮质
G'9!

*

,;F

蛋
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!

%

!!"!$$!

白表达$采用免疫组化技术检测' 第
#%

周末处死的

各组大鼠肾皮质"经过
$J

中性甲醛固定液固定后"常

规石蜡包埋*切片$厚度
$ #:

%"采用
HO

法"经脱水*

枸橼酸缓冲液浸泡*微波修复"依次经过血清封闭*滴

加稀释的一抗$

G'9!

抗体"稀释度
#

(

#""

&

,;F

抗

体"稀释度
#

(

# """

%*抗兔生物素化二抗*

IPO

标记

链亲和素"

CG\

显色*复染*封片' 采用
\Y%& e

CO6!

正置研究级显微镜进行拍照"针对阳性细胞百

分比及阳性细胞染色强弱两个方面采用免疫组化评分

$

<::-.1><FK1=>/:<=;2 F=1L/

"

)IH

%

(

#!

)

#$

#

% 阳性

细胞数百分比 $记为
;

%#

"

分#

R #J

&

#

分#

#J

%

#"J

&

!

分#

##J

%

8"J

&

&

分#

8#J

%

5"J

&

$

分#

5#J

%

#""J

' $

!

% 阳性细胞显色强度 $记为
Q

%#

"

分#阴性&

#

分#弱阳性&

!

分#阳性&

&

分#强阳性'

$

&

%

;

与
Q

乘积为
)IH

评分'

%

!

%

$各组大鼠肾皮质
G'9!

*

,;F

蛋白表达检

测$采用
+/FK/L. Q21K

检测' 取"

5"

&冻存的各组

大鼠肾皮质"加入
P)OG

裂解缓冲液"冰上匀浆*裂解

&" :<.

后"

#! """ L E:<. $

&离心
8 :<.

"收集吸取

上清"采用
\L;VT1LV

蛋白质定量试剂盒测定蛋白浓

度' 加入
21;V<.A Q-TT/L

调整浓度"煮沸
#" :<.

"冷

却后上样$

#"" #A

%"电泳*转膜后"脱脂奶封闭
! >

'

加入稀释的一抗$

G'9!

"稀释度
#

(

8""

&

,;F

"稀释度

#

(

$ """

%"过夜后洗膜"加入稀释的荧光二抗$辣根过

氧化物酶标记的抗兔抗体"稀释度
#

(

6 8""

%"

&6

&避

光摇床孵育
# f! >

"洗膜后用红外激光扫描仪进行灰

度分析"以目的蛋白
E"

#

;=K<.

的灰度比值表示目的蛋

白的相对含量'

6

$统计学方法$采用
HOHH #63 "

统计软件包

进行统计分析' 计量资料以
X

*

F

表示"各组数据先进

行方差齐性检验"若方差齐采用单因素方差分析"组间

比较采用
]HC

法&若方差不齐采用秩和检验"组间比

较采用
,;..

#

+><K/./W

法'

O R"

!

"8

为差异有统计

学意义'

结$$果

#

$各组大鼠一般情况$

'

*

I

两组大鼠精神状态

良好"无死亡' 糖尿病造模成功后
#%

周内"

,

*

)

*

N &

组大鼠分别死亡
&

只*

&

只*

!

只"并均有
#

只血糖不

达标"予以剔除'

!

$各组大鼠第
&

天及第
$

*

5

*

#%

周末随机血糖

比较$表
#

%$与同时间点
'

组比较"

I

*

,

两组大鼠的

血糖均升高$

O R"

!

"#

%&与同时间点
I

组比较"

,

组

均高于
I

组$

O R"

!

"#

%&同时间点
,

组与
)

*

N

两组的

血糖比较"差异无统计学意义$

O S"

!

"8

%'

表
#

$各组大鼠不同时间点随机血糖水平比较

$

::12E]

"

X

*

F

%

组别
.

随机血糖

第
&

天
$

周末
5

周末
#%

周末

' #" 8

+

"#

*

"

+

$6 8

+

"#

*

"

+

8$ 8

+

""

*

"

+

&# 8

+

"5

*

"

+

$#

I #"

%

+

58

*

"

+

%8

"

%

+

7#

*

"

+

8&

"

%

+

8%

*

"

+

%8

"

%

+

8%

*

"

+

6%

"

, 5

!%

+

77

*

&

+

6&

"#

!8

+

#"

*

&

+

&%

"#

!6

+

!7

*

&

+

5"

"#

!8

+

$"

*

&

+

"5

"#

) 7 !%

+

#8

*

$

+

!! !$

+

$"

*

&

+

#% !%

+

55

*

&

+

78 !8

+

#$

*

$

+

#&

N #" !%

+

5%

*

&

+

%7 !$

+

!7

*

&

+

7% !%

+

67

*

&

+

%6 !8

+

65

*

$

+

$6

$$注#与同时间点
'

组比较"

"

O R"

!

"#

&与同时间点
I

组比较"

#

O R"

!

"#

&

$各组大鼠第
&

天及第
$

*

5

*

#%

周末
!$ >

尿蛋

白定量比较$表
!

%$与同时间点
'

组比较"

I

组尿蛋

白差异均无统计学意义$

O S"

!

"8

%"

,

组尿蛋白均升

高$

O R"

!

"#

%"且高于
I

组$

O R "

!

"#

%&与同时间点

,

组比较"第
5

周末
)

*

N

两组的尿蛋白均明显降低

$

O R"

!

"8

%"第
#%

周末仅
N

组的尿蛋白低于同时间点

,

组$

O R"

!

"#

%&与同时间点
)

组比较"第
#%

周末
N

组尿蛋白较低$

O R"

!

"8

%'

表
!

$各组大鼠不同时间点
!$ >

尿蛋白定量

水平比较$$

:AE!$ >

"

X

*

F

%

组别
.

!$ >

尿蛋白定量

第
&

天
$

周末
5

周末
#%

周末

' #" 8

+

$5

*

!

+

"! 8

+

65

*

#

+

$" 8

+

5!

*

#

+

$& %

+

8%

*

!

+

!6

I #" 8

+

#$

*

#

+

#& 8

+

#%

*

#

+

8& 8

+

#7

*

#

+

$8 8

+

$"

*

#

+

##

, 5

7

+

#5

*

!

+

"#

"#

#6

+

"%

*

$

+

&5

"#

!#

+

65

*

!

+

6!

"#

!$

+

8%

*

&

+

55

"#

) 7 7

+

"7

*

#

+

6# #8

+

#$

*

!

+

7%

#8

+

68

*

&

+

"7

$$

!!

+

88

*

!

+

7&

N #" 7

+

!&

*

#

+

56 #%

+

68

*

8

+

&5

#5

+

%!

*

$

+

%&

$

#7

+

"5

*

!

+

5&

$$%

$$注#与同时间点
'

组比较"

"

O R "

!

"#

&与同时间点
I

组比较"

#

O R"

!

"#

&与同时间点
,

组比较"

$

O R "

!

"8

"

$$

O R "

!

"#

&与同时间

点
)

组比较"

%

O R"

!

"8

$

$各组大鼠第
#%

周末肾皮质
G'9!

*

,;F :P

#

4G

表达比较$表
&

%$

G'9! :P4G

的表达水平显

示#与
'

组比较"

I

组
G'9! :P4G

表达差异无统计

学意义$

O S "

!

"8

%"

,

组表达降低$

O R "

!

"#

%&与
I

组比较"

,

组低于
I

组$

O R"

!

"#

%&与
,

组比较"

N

组

升高$

O R"

!

"#

%"

)

组与
,

组比较"差异无统计学意义

$

O S "

!

"8

%&

)

组与
N

组比较"差异无统计学意义

$

O S"

!

"8

%'

,;F :P4G

的表达水平显示#与
'

组比

较"

I

组表达升高$

O R"

!

"8

%"

,

组差异无统计学意义

$

O S "

!

"8

%&与
I

组比较"

,

组表达显著降低

$

O R"

!

"8

%&与
,

组比较"

N

组表达升高$

O R"

!

"8

%"

而与
)

组比较"差异无统计学意义$

O S "

!

"8

%&

N

组

,;F :P4G

表达高于
)

组$

O R"

!

"8

%'
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!

%

表
&

$各组大鼠第
#%

周末肾皮质
G'9!

*

,;F :P4G

相对表达水平比较$$

!

"

!!'K

"

X

*

F

%

组别
. G'9! :P4G ,;F :P4G

' #" #

+

""

*

"

+

"" #

+

""

*

"

+

""

I #" #

+

"7

*

"

+

#8

#

+

7&

*

"

+

!&

"

, 5

"

+

&7

*

"

+

"8

""##

"

+

6$

*

"

+

&6

#

) 7 "

+

67

*

"

+

$& "

+

87

*

"

+

!$

N #"

"

+

%7

*

"

+

"6

$$

$

+

7$

*

"

+

77

$%

$$ 注# 与
'

组比较"

"

O R "

!

"8

"

""

O R "

!

"#

& 与
I

组比较"

#

O R"

!

"8

"

##

O R"

!

"#

&与
,

组比较"

$

O R"

!

"8

"

$$

O R"

!

"#

&与
)

组

比较"

%

O R"

!

"8

8

$各组大鼠第
#%

周末肾皮质
G'9!

*

,;F

蛋白

表达的免疫组化结果

8

!

#

$观察免疫组化染色结果$图
!

*

&

%$

G'9!

蛋白主要表达在各组大鼠的肾小球和肾小管上皮细胞

中"通过肉眼观察其表达量#与
'

组比较"

I

组表达差

异不明显"

,

组表达明显降低"且低于
I

组&与
,

组

比较"

)

*

N

两组的表达差异不明显&且
)

*

N

两组的表达

接近'

,GH

主要表达在各组大鼠的肾近端小管"通过

肉眼观察其表达量#与
'

组比较"

I

组表达略低"

,

组

表达明显降低"且低于
I

组&与
,

组比较"

)

*

N

两组表

达略高"且
)

*

N

两组的表达接近'

8

!

!

$各组大鼠第
#%

周末肾皮质
G'9!

*

,;F

蛋

白
)IH

评分比较$图
$

%$与
'

组比较"

I

组
G'9!

和

,;F

表达评分差异均无统计学意义$

O S"

!

"8

%"

,

组

!

种蛋白的表达评分均降低$

O R"

!

"8

%"且均低于
I

组$

O R"

!

"8

%&与
,

组比较"

)

*

N

两组
G'9!

表达评分

$$注#

G

为空白对照组&

\

为高糖高脂对照组&

'

为模型组&

C

为厄贝沙坦组&

9

为化瘀通络中药

组&箭头所示为
G'9!

阳性表达

图
!

$各组大鼠肾皮质
G'9!

表达$$免疫组化染色" '

$""

%

$$注#

G

为空白对照组&

\

为高糖高脂对照组&

'

为模型组&

C

为厄贝沙坦组&

9

为化瘀通络中药

组&箭头所示为
,;F

阳性表达

图
&

$各组大鼠肾皮质
,;F

表达$$免疫组化染色" '

!""

%
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!

%

!!")$$!

无明显差异$

O S"

!

"8

%"而两组的
,GH

表达评分均

升高$

O R"

!

"8

%&

)

*

N

两组间
!

种蛋白表达评分比较"

差异均无统计学意义$

O S"

!

"8

%'

$$注#

'

为空白对照组&

I

为高糖高脂对照组&

,

为模型组&

)

为厄贝沙坦组&

N

为化瘀通络中药组&与
'

组比较"

"

O R"

!

"8

&

与
I

组比较"

#

O R"

!

"8

&与
,

组比较"

$

O R"

!

"8

图
$

$各组大鼠第
#%

周末肾皮质
G'9!

*

,;F

蛋白
)IH

评分比较

%

$

'

组与
,

组大鼠不同时间点肾皮质
G'9!

*

,;F

蛋白表达定量比较$表
$

"图
8

%$

'

组大鼠不同时

间点"肾皮质
G'9!

*

,;F

蛋白的表达水平比较"差异无

统计学意义$

O S"

!

"8

%"而
,

组两种蛋白的表达水平均

随时间呈递减趋势' 其中"与第
$

周末
,

组
G'9!

的

表达比较"第
5

周末
,

组
G'9!

的表达无明显差异

$

O S"

!

"8

%"而第
#%

周末
,

组
G'9!

的表达水平低于

第
$

周末$

O R "

!

"8

%&与第
$

周末与第
5

周末
,

组

,;F

表达比较"差异无统计学意义$

O S"

!

"8

%"而第
#%

周末
,

组的表达水平低于第
$

周末和第
5

周末
,;F

表达水平$

O R"

!

"#

"

O R"

!

"8

%'

$$注#

'

为空白对照组&

,

为模型组

图
8

$

'

*

,

组大鼠不同时间点肾皮质
G'9!

*

,;F

蛋白表达的电泳图

$$

6

$各组大鼠第
#%

周末肾皮质
G'9!

*

,;F

蛋白

表达定量比较$图
%

*

6

%$

G'9!

蛋白表达水平显示#

与
'

组比较"

I

组表达差异无统计学意义 $

O S

"

!

"8

%"

,

组表达降低$

O R"

!

"#

%"且低于
I

组$

O R

"

!

"#

%&与
,

组比较"

)

组差异无统计学意义 $

O S

"

!

"8

%"

N

组表达高于
,

组$

O R"

!

"8

%'

,;F

蛋白表

达水平显示#与
'

组比较"

I

组表达差异无统计学意

义$

O S"

!

"8

%"

,

组表达降低$

O R "

!

"8

%&与
I

组比

较"

,

组表达差异无统计学意义$

O S"

!

"8

%&与
,

组

比较"

)

*

N

两组表达均升高$

O R"

!

"#

%&且
)

*

N

两组间

比较"差异无统计学意义$

O S"

!

"8

%'

$$注#

'

为空白对照组&

I

为高糖高脂对照组&

,

为模型组&

)

为厄贝沙坦组&

N

为化瘀通络中药组

图
%

$各组大鼠第
#%

周末肾皮质
G'9!

及

,;F

蛋白表达电泳图

$$注#

'

为空白对照组&

I

为高糖高脂对照组&

,

为模型组&

)

为

厄贝沙坦组&

N

为化瘀通络中药组&与
'

组比较"

"

O R "

!

"8

"

""

O R"

!

"#

&与
I

组比较"

#

O R"

!

"#

&与
,

组比较"

$

O R"

!

"8

图
6

$各组大鼠第
#%

周末肾皮质
G'9!

及

,;F

蛋白表达比较

讨$$论

G'9!

是
G'9

的同系物"高表达于心脏*肾脏和

睾丸组织(

#&

)

' 作为一种专一的单羧基肽酶"其仅能水

表
$

$

'

*

,

组大鼠不同时间点肾皮质
G'9!

及
,;F

蛋白表达比较$$

X

*

F

%

组别
.

G'9!

$

周末
5

周末
#%

周末

,;F

$

周末
5

周末
#%

周末

' % "

+

5"

*

"

+

!6 "

+

%"

*

"

+

#6 "

+

85

*

"

+

#% "

+

88

*

"

+

&5 "

+

$%

*

"

+

&& "

+

$&

*

"

+

!8

, % "

+

6"

*

"

+

!8 "

+

$8

*

"

+

"7

"

+

!7

*

"

+

"%

"

"

+

$5

*

"

+

#" "

+

$6

*

"

+

"6

"

+

!$

*

"

+

#!

""#

$$注#与本组
$

周末比较"

"

O R"

!

"8

"

""

O R"

!

"#

&与本组
5

周末比较"

#

O R"

!
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!

%

解一个氨基酸残基"使
G.A%

转变成
G.A

#$

#

"

7

%"同时

可在近端小管水解
G.A!

生成大量
G.A

#$

#

#

6

%

(

#$

)

'

G'9!

对
G.A!

的水解活性是
G.A%

的
$""

倍'

G.A

#

$

#

#

6

%通过与
,;F

受体结合"抑制了
G.A!

活化
,GOd

通路的作用"参与足细胞功能*系膜细胞增殖和细胞外

基质合成*小管上皮细胞转分化的调节(

#8

)

' 在
PGH

中"

G'9!

#

G.A

#$

#

#

6

%#

,;F

轴和
G'9

#

G.A!

#

G*#

轴之

间存在平衡状态' 前者通过
G.A!

产生缩血管*促增殖*

促进炎症反应的作用"而后者则主要通过
G.A

#$

#

#

6

%拮

抗前者"发挥扩展血管*抑制细胞增殖*利尿和促尿钠排

泄的功能(

#%

)

'

G'9!EG'9

之间的相对平衡决定着

G.A!

的生成量(

#6

"

#7

)

' 两条代谢通路的异常是引发糖

尿病肾损伤的重要原因之一"其机制可能包括#$

#

%

G'9

#

G.A!

#

G*#

通路过度激活加速了
G.A!

的生成&

$

!

%

G'9!

#

G.A

#$

#

#

6

%#

,;F

轴相对不足减少了
G.A!

的降解和
G.A

#$

#

#

6

%的生成"而过多的
G.A!

反馈性抑

制了
G'9!

的表达而引起组织损伤' 国外有研究显示"

GP\

类药物可削减糖尿病大鼠肾组织
G'9!

和
G.A

#

$

#

#

6

%的
,;F

受体的下调改变"并通过调节其表达减轻

H*N

诱导糖尿病大鼠的肾纤维化(

!"

"

!#

)

' 国内也有关于

厄贝沙坦治疗糖尿病肾病的临床研究(

!!

"

!$

)

"显示其能

有效降低尿总蛋白和微量蛋白定量"延缓糖尿病肾病的

肾功能损害'

本课题组从中医学理论角度研究糖尿病肾病的病

机及证候"并结合前期临床和实验研究的基础(

!8

"

!5

)

"

认为瘀血阻络是贯穿糖尿病肾病始终的关键病机"糖

尿病气阴两虚"气虚无力运血则血行迟缓"日久可致血

瘀&阴虚火旺"煎熬津液"则津亏血少"血液黏稠不畅"

日久而致血瘀&瘀血迁延不愈"由经及络"而致瘀血阻

于肾络"造成糖尿病肾损害的发生' 因而"化瘀通络中

药成为辨证论治的必然用药' 本实验用方以丹参*川

芎活血化瘀"配合性善走窜之虫类药地龙*全蝎*水蛭"

以加强通络逐瘀之功'

本实验结果显示"

,

组大鼠的血糖水平*

!$ >

尿蛋

白定量均显著高于同时间点
'

组及
I

组' 其中"不同

干预条件下的糖尿病大鼠血糖变化趋势基本一致"同时

间点的血糖水平比较"差异无统计学意义"表明化瘀通

络中药及对照药物的干预对大鼠血糖无显著影响' 而

!$ >

尿蛋白定量结果显示"厄贝沙坦干预
5

周以及化瘀

通络中药干预
#%

周"尿蛋白定量均显著低于同时间点

模型组"表明两种药物均有降低尿蛋白的作用"而化瘀

通络中药的长期疗效更优于阳性对照药物' 糖尿病大

鼠肾皮质
G'9!

和
,;F

受体的
:P4G

以及蛋白表达

均较正常组显著下调"而化瘀通络中药干预对两者均具

有显著的上调作用"充分表明化瘀通络中药通过
G'9!

#

G.A

#$

#

#

6

%#

,;F

轴的活化对高糖高脂饲料联合
H*N

注

射造成的糖尿病大鼠肾脏具有显著的保护作用"且优于

GP\

类对照药物的干预作用'

参 考 文 献

(

#

)$

g/LL;L<1 ',3 C1/F ;.A<1K/.F<.

#$

#

#

6

%

=1.KL<Q-K/ K1

=;LV<;= ;V;MK;K<1. ;.V ML/F/LU;K<1. 1T /.V1K>/2<;2

T-.=K<1. <. >/;LK T;<2-L/

(

(

)

3 '<L=-2;K<1.

"

!""!

"

#"8

$

#&

%#

#8!&

"

#8!8

+

(

!

)$

H;.K1F PG

"

H<:

,

/F/ H<2U; G'

"

,;L<= '

"

/K ;23 G.

#

A<1K/.F<.

#$

#

#

6

%

<F ;. /.V1A/.1-F 2<A;.V T1L K>/ _

ML1K/<.

#

=1-M2/V L/=/MK1L ,;F

(

(

)

3 OL1= 4;K2 G=;V

H=< ZHG

"

!""&

"

#""

$

#$

%#

5!85

"

5!%&

+

(

&

)$

P1bF G(

"

0;. _//2 OO

"

O<.K1 ^,

"

/K ;23 G.A<1K/.

#

F<.

#$

#

#

6

%

<F ; :1V-2;K1L 1T K>/ >-:;. L/..<.

#

;.

#

A<1K/.F<. FWFK/:

(

(

)

3 IWM/LK/.F<1.

"

#777

"

&$

$

!

%#

!7%

"

&"#

+

(

$

)$郭登洲"王月华"张芬芳"等
3

活血化瘀消通络中药治

疗糖尿病肾病
6%

例临床研究 (

(

)

3

中国全科医学"

!""6

"

#"

$

!"

%#

#%7!

"

#%7&

+

(

8

)$

]-1 (

"

`-;. (

"

*F;< (

"

/K ;23 41.A/./K<= :1-F/

:1V/2F 1T .1.

#

<.F-2<.

#

V/M/.V/.K V<;Q/K/F :/22<K-F

(

(

)

3 ,/K;Q12<F:

"

#775

"

$6

$

%

%#

%%&

"

%%5

+

(

%

)$

]<. d^

"

)K1 G

"

GF;A;:< *

"

/K ;23 ):M;<L/V .<KL<=

1X<V/ FW.K>;F/ M;K>[;W <. V<;Q/K/F :/22<K-F

#

P12/ 1T ;FW::/KL<= V<:/K>W2;LA<.<./ ;.V V<:/K>

#

W2;LA<.<./ V<:/K>W2;:<.1>WVL12;F/

(

(

)

3 '<L=-2;

#

K<1.

"

!""!

"

#"%

$

5

%#

756

"

77!

+

(

6

)$

P//V ,(

"

,/F?;L1F d

"

9.K/F ](

"

/K ;23 G ./[ L;K

:1V/2 1T KWM/ ! V<;Q/K/F

#

K>/ T;K

#

T/V

"

FKL/MK1?1K1

#

=<.

#

KL/;K/V L;K

(

(

)

3 ,/K;Q12<F:

"

!"""

"

$7

$

##

%#

#&7"

"

#&7$

+

(

5

)$

C;.V; PH

"

I;Q<Q; 4,

"

P<.=1.

#

=>12/F I

"

/K ;23

d<V./W <.U12U/:/.K <. ; .1.A/./K<= L;K :1V/2 1T

KWM/ ! V<;Q/K/F

(

(

)

3 d<V./W ).K

"

!""8

"

%5

$

%

%#

!8%!

"

!86#

+

(

7

)$

HL<.<U;F;. d

"

0<F[;.;V \

"

GFL;K ]

"

/K ;23 '1:Q<

#

.;K<1. 1T ><A>

#

T;K V</K

#

T/V ;.V 21[

#

V1F/ FKL/MK1?1

#

K1=<.

#

KL/;K/V L;K

#

; :1V/2 T1L KWM/ ! V<;Q/K/F ;.V

M>;L:;=121A<=;2 F=L//.<.A

(

(

)

3 O>;L:;=12 P/F

"

!""8

"

8!

$

$

%#

&#&

"

&!"

+

(

#"

)$

g;.A CI

"

_-;. I^

"

]<- (

"

/K ;23 9;L2W <.K/.F<U/

<.F-2<. K>/L;MW ;KK/.-;K/F K>/ M&5 M;K>[;W <. K>/

L/.;2 =1LK/X ;.V <.V<=/F 1T ./M>L1M;K>W <. V<;Q/K

#

<= L;KF

(

(

)

3 9.V1=L (

"

!"#!

"

87

$

#

%#

5#

"

7"

+

(

##

)$陈奇主编
3

中药药理研究方法学(

,

)

3

第
&

版
3

北京#人

民卫生出版社"

!"##

#

#!%#

"

#!%&

+



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

(-./ !"#$

"

0123 &$

"

41

!

%

!!*"$$!

(

#!

)$

_/2/<2/K/ *(

"

'1FK; PH

"

C;.K;F ,

"

/K ;23 G2M>;

#

F:11K> :-F=2/ ;=K<. ;.V ML12<T/L;K<.A =/22 .-=2/;L

;.K<A/. /XML/FF<1. <. T1=;2 F/A:/.K;2 A21:/L-21

#

F=2/L1F<F

#

T-.=K<1.;2 ;.V FKL-=K-L;2 M;L;:/K/LF 1T

L/.;2 V<F/;F/ ML1AL/FF<1.

(

(

)

3 \L;? ( ,/V \<12

P/F

"

!""#

"

&$

$

5

%#

758

"

77#

+

(

#&

)$

C1.1A>-/ ,

"

IF</> g

"

\;L1.;F 9

"

/K ;23 G .1U/2

;.A<1K/.F<.

#

=1.U/LK<.A /.?W:/

#

L/2;K/V =;L

#

Q1XWM/MK<V;F/

$

G'9!

%

=1.U/LKF ;.A<1K/.F<. %

K1 ;.A<1K/.F<. #

#

7

(

(

)

3 '<L= P/F

"

!"""

"

56

$

8

%#

9#

#

97

+

(

#$

)$

]< 4

"

N<:M/2:;.. (

"

'>/.A d

"

/K ;23 *>/ L12/ 1T

;.A<1K/.F<. =1.U/LK<.A /.?W:/ ! <. K>/ A/./L;

#

K<1. 1T ;.A<1K/.F<. #

#

6 QW L;K ML1X<:;2 K-Q-2/F

(

(

)

3

G: ( O>WF<12 P/.;2 O>WF<12

"

!""8

"

!55

$

!

%#

g&8&

#

g&%!

+

(

#8

)$

H- N

"

N<:M/2:;.. (

"

\-L.F dC3 G.A<1K/.F<.

#$

#

#

6

%

<.><Q<KF ;.A<1K/.F<. !FK<:-2;K/V M>1FM>1LW2;

#

K<1. 1T ,GO b<.;F/F <. ML1X<:;2 K-Q-2;L =/22F

(

(

)

3

d<V./W ).K

"

!""%

"

%7

$

#!

%#

!!#!

"

!!#5

+

(

#%

)$

g/LL/<L; G(

"

H;.K1F PG

"

\L;VT1LV '4

"

/K ;23

*>/L;M/-K<= <:M2<=;K<1.F 1T K>/ U;F1ML1K/=K<U/ ;X

#

<F 1T K>/ L/.<.

#

;.A<1K/.F<. FWFK/: <. =;LV<1U;F

#

=-2;L V<F/;F/F

(

(

)

3 IWM/LK/.F<1.

"

!"#"

"

88

$

!

%#

!"6

"

!#&

+

(

#6

)$

H;.K1F PG

"

g/LL/<L; G(

"

H<:

,

/F/ H<2U; G'3 P/

#

=/.K ;VU;.=/F <. K>/ ;.A<1K/.F<.

#

=1.U/LK<.A /.

#

?W:/ !

#

;.A<1K/.F<.

#$

#

#

6

%#

,;F ;X<F

(

(

)

3 9XM

O>WF<12

"

!""5

"

7&

$

8

%#

8#7

"

8!6

+

(

#5

)$

).A/2T<.A/L (P3 G'9!

#

; ./[ K;LA/K T1L ML/U/.K<1.

1T V<;Q/K<= ./M>L1M;K>W

(

(

)

3 ( G: H1= 4/M>L12

"

!""%

"

#6

$

##

%#

!786

"

!787

+

(

#7

)$

*<M.<F HP

"

I11M/L 4,

"

IWV/ P

"

/K ;23 G >-:;.

>1:121A 1T ;.A<1K/.F<.

#

=1.U/LK<.A /.?W:/ =21

#

.<.A ;.V T-.=K<1.;2 /XML/FF<1. ;F ; =;MK1ML<2

#

<.

#

F/.F<K<U/ =;LQ1XWM/MK<V;F/

(

(

)

3 ( \<12 '>/:

"

!"""

"

!68

$

$&

%#

&&!&5

"

&&!$&

+

(

!"

)$

];bF>:;.;. GO

"

+;K;.;Q/ d

"

*>;.V;U;L;W;.

PG

"

/K ;23 */2:<F;LK;. ;KK/.-;K/F 1X<V;K<U/ FKL/FF

;.V L/.;2 T<QL1F<F <. FKL/MK1?1K1=<. <.V-=/V V<;

#

Q/K<= :<=/ [<K> K>/ ;2K/L;K<1. 1T ;.A<1K/.F<.

#$

#

#

6

%

,;F L/=/MK1L /XML/FF<1. ;FF1=<;K/V [<K> <KF

OOGP

#

& ;A1.<FK ;=K<1.

(

(

)

3 gL// P;V<= P/F

"

!"##

"

$8

$

8

%#

868

"

85$

+

(

!#

)$

];bF>:;.;. GO

"

*>;.V;U;L;W;. PG

"

+;K;.;Q/ d

"

/K

;23 ,1V-2;K<1. 1T G*#PE,GOd =;F=;V/ QW ;. 12:/

#

F;LK;. KL/;K:/.K ;KK/.-;K/F V<;Q/K<= ./M>L1M;K>W <.

FKL/MK1?1K1=<.

#

<.V-=/V V<;Q/K<= :<=/

(

(

)

3 ,12 '/22

9.V1=L<.12

"

!"#!

"

&$5

$

#

%#

#"$

"

###

+

(

!!

)$何明海"杨文翔"张晋波
3

厄贝沙坦对糖尿病肾病患者

尿蛋白的影响(

(

)

3

华西医学"

!""$

"

#7

$

!

%#

!&%

+

(

!&

)$朱彩花
3

厄贝沙坦治疗糖尿病肾病早期效果观察(

(

)

3

现代中西医结合杂志"

!""5

"

#6

$

##

%#

#%8!

"

#%8&

+

(

!$

)$张日赤"薛峰
3

厄贝沙坦治疗糖尿病肾病的临床研究

(

(

)

3

中国当代医药"

!"#&

"

!"

$

5

%#

75

"

77

+

(

!8

)$陈志强"赵雯红"张江华"等
3

益气养阴消通络中药对

早期糖尿病大鼠肾脏的保护作用及其相关机制(

(

)

3

北

京中医药大学学报"

!"##

"

&$

$

##

%#

6$%

"

68"

+

(

!%

)$王凤丽"陈志强"王月华"等
3

益气养阴消通络方治疗

早期糖尿病肾病临床观察(

(

)

3

中国中西医结合杂志"

!"#!

"

&!

$

#

%#

&8

"

&5

+

(

!6

)$李黎莉"陈志强"王月华"等
3

益气养阴化瘀通络中药及

其拆方对糖尿病大鼠模型
./M>L<.

蛋白的影响(

(

)

3

中

国中西医结合杂志"

!"#!

"

&!

$

6

%#

7%"

"

7%$

+

(

!5

)$

]< ]]

"

'>/. N`

"

+;.A ^I

"

/K ;23 P/2;K<1.F><M Q/

#

K[//. -L<.;LW ./M>L<. ;.V -L<.;LW ;2Q-:<. =>;.

#

A/F <. V<;Q/K<= L;KF ;.V /TT/=KF 1T ^<@< ^;.AW<.

I-;W- *1.A2-1 P/=<M/

(

(

)

3 ( *L;V<K '><. ,/V

"

!"#!

"

&!

$

!

%#

!65

"

!5!

+

$收稿#

!"#&

"

#"

"

&#

$修回#

!"#$

"

"!

"

!5

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

&
&

&

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

&
&

&

'

'

'

'

%

欢$迎$投$稿$$欢$迎$订$阅


