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化瘀通络中药对糖尿病肾病大鼠肾脏足细胞

裂孔膜蛋白
F1G1B<>

&

'C!HI

的调节作用

方$敬$陈志强$郭$倩$陈春宇$王春宁$谢$田$孙$汝$刘利飞$张$肖

摘要$目的$探讨化瘀通络中药对糖尿病肾病大鼠肾脏足细胞裂孔膜蛋白
F1G1B<>

!

'C!HI

的调节作

用" 方法$

5"

只大鼠采用高糖高脂饲料联合
#J

链脲佐菌素#

KLM7FL1N1L1B<>

$

O*P

%

&6 :?EQ?

腹腔注射复

制糖尿病大鼠模型$将造模成功的
&$

只大鼠按随机数字表法分为模型组!化瘀通络组和厄贝沙坦组$每组

#!

只" 另取
#"

只正常大鼠作为正常组" 化瘀通络组和厄贝沙坦组分别给予化瘀通络中药和厄贝沙坦灌

胃$同时正常组和模型组等量蒸馏水灌胃" 采用
9R)OH

法检测不同时间点各组大鼠
!5 S

尿蛋白定量&连续

干预
#$

周后分别检测各组大鼠体重#

T1G/ U7<?SL

$

V+

%!肾重#

Q<G>7/ U7<?SL

$

W+

%!肾脏指数#

Q<G>7/

<>G7X

$

W)

%!空腹血糖#

=;KL<>? T.11G ?.-B1K7

$

YVZ

%!血肌酐#

K7M-: BM7;L<><>7

$

O'M

%!血尿素氮#

T.11G

-M7; ><LM1?7>

$

V[3

%和尿酸#

-M<B ;B<G

$

[H

%&光镜和电镜下观察肾组织病理形态学变化&采用
+7KL7M>

T.1L

和
\7;.

#

L<:7 I'\

法检测肾脏足细胞裂孔膜蛋白
F1G1B<>

!

'C!HI

蛋白和
:\3H

表达" 结果$#

#

%

与正常组比较$模型组大鼠第
5

!

4

!

#!

!

#$

周
!5 S

尿蛋白定量明显升高#

I ]"

!

"#

%$造模后大鼠
V+

减轻$

W)

!

YVZ

!

O'M

!

V[3

和
[H

水平均升高#

I ]"

!

"#

%&与模型组比较$化瘀通络组和厄贝沙坦组第
5

!

4

!

#!

!

#$

周
!5 S

尿蛋白定量明显降低$且化瘀通络组
!5 S

尿蛋白定量较厄贝沙坦组减少更明显#

I ] "

!

"6

$

I ]

"

!

"#

%&造模后化瘀通络组和厄贝沙坦组
V[3

水平降低#

I ]"

!

"6

$

I ]"

!

"#

%" #

!

%肾脏病理显示'模型组

肾脏结构紊乱$基底膜明显增厚$系膜重度增生$足突广泛融合&化瘀通络组和厄贝沙坦组肾脏病理改变均有

不同程度减轻" #

&

%

+7KL7M> T.1L

和
\7;.

#

*<:7 I'\

显示'与正常组比较$模型组大鼠肾组织
F1G1B<>

!

'C!HI

蛋白和
:\3H

表达水平均降低#

I ]"

!

"#

%&与模型组比较$化瘀通络组和厄贝沙坦组
F1G1B<>

!

'C!HI

蛋白和
:\3H

表达水平均升高#

I ]"

!

"#

%&化瘀通络组
F1G1B<>

!

'C!HI

蛋白和
'C!HI :\3H

表达均明显高于厄贝沙坦组$差异有统计学意义#

I ]"

!

"6

%" 结论$化瘀通络中药可以降低糖尿病肾病大

鼠尿蛋白$保护肾功能$改善肾脏病理改变$其机制可能与上调裂孔膜蛋白
F1G1B<>

!

'C!HI

表达有关"

关键词$糖尿病肾病&化瘀通络中药&

F1G1B<>

&

'C!HI

\7?-.;L1M/ 9==7BL 1= 'S<>7K7 CM-?K =1M OL;K<K \7:1^<>? ;>G '1..;L7M;.K CM7G?<>? 1> LS7 9XFM7K

#

K<1>K 1= F1G1B<> ;>G 'C!HI <> I1G1B/L7 O.<L C<;FSM;?: 1= C<;T7L<B 37FSM1F;LS/ \;LK

$

YH3Z
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$

DT@7BL<^7

$

*1 1TK7M^7 LS7 M7?-.;L1M/ 7==7BL 1= 'S<>7K7 GM-?K =1M KL;K<K M7:1^<>? ;>G

B1..;L7M;.K GM7G?<>?

$

'CO\'C

%

1> LS7 7XFM7KK<1>K 1= F1G1B<> ;>G 'C!HI <> F1G1B/L7 K.<L G<;FSM;?:

$

OC

%

1= G<;T7L<B >7FSM1F;LS/

$

C3

%

M;LK 2 ,7LS1GK

$

C3 M;L :1G7. U;K G-F.<B;L7G <> 5" :;.7 OFM;?-7

#

C;U.7/ M;LK T/ =77G<>? S<?S =;L S<?S ?.-B1K7 G<7L B1:T<>7G U<LS <>LM;F7M<L1>7;../ <>@7BL<>? #J KLM7FL1N1L1
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2 *1L;../ &$ K-BB7KK=-../ :1G7.7G M;LK U7M7 G<^<G7G <>L1 LS7 :1G7. ?M1-F

!

LS7 'C

#

O\'C ?M1-F

!

;>G LS7 <MT7K;ML;> ?M1-F ;BB1MG<>? L1 M;>G1: G<?<L L;T.7

!

#! <> 7;BS ?M1-F2 V7K<G7K

!

;>1LS

#

7M #" >1M:;. M;LK U7M7 M7BM-<L7G ;K ; >1M:;. ?M1-F2 \;LK <> LS7 'CO\'C ?M1-F ;>G LS7 <MT7K;ML;> ?M1-F
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U7M7 <>LM;?;KLM<B;../ =7G U<LS 'CO\'C ;>G <MT7K;ML;> M7KF7BL<^7./ 2 \;LK <> LS7 >1M:;. ?M1-F ;>G LS7 :1G

#

7. ?M1-F U7M7 =7G U<LS 7`-;. ^1.-:7 1= G<KL<..7G U;L7M ;L LS7 K;:7 L<:72 !5 S -M<>7 FM1L7<> `-;>L<L;L<1> U;K

G7L7BL7G -K<>? 9R)OH ;L ^;M<1-K L<:7 F1<>LK 2 V1G/ U7<?SL

$

V+

%!

Q<G>7/ U7<?SL

$

W+

%!

Q<G>7/ <>G7X

$

W)

%!

=;KL<>? T.11G ?.-B1K7

$

YVZ

%!

K7M-: BM7;L<><>7

$

O'M

%!

T.11G -M7; ><LM1?7>

$

V[3

%!

;>G -M<B ;B<G

$

[H

%

<> 7;BS ?M1-F U7M7 G7L7BL7G ;=L7M #$ U77QK 1= <>L7M^7>L<1>2 *S7 F;LS1:1MFS1.1?<B;. BS;>?7K 1= M7

#

>;. L<KK-7 U7M7 1TK7M^7G ->G7M .<?SL :<BM1KB1F7 ;>G 7.7BLM1> :<BM1KB1F7 M7KF7BL<^7./ 2 *S7 FM1L7<> ;>G
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4
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!

;>G #$

!
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'
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!

V[3

!
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#
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K7^7M7./ FM1.<=7M;L7G :7K7>L7M<;
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L<:7 I'\

KS1U7G

!

B1:F;M7G U<LS LS7 >1M:;. ?M1-F

!

FM1L7<> ;>G :\3H 7XFM7KK<1>K 1= F1G1B<> ;>G 'C!HI G7

#

BM7;K7G <> LS7 :1G7. ?M1-F

$
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2 '1:F;M7G U<LS LS7 :1G7. ?M1-F

!

FM1L7<> ;>G :\3H 7XFM7KK<1>K

1= F1G1B<> ;>G 'C!HI <>BM7;K7G <> LS7 'CO\'C ?M1-F ;>G LS7 <MT7K;ML;> ?M1-F

$

I ]"

&

"#
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2 IM1L7<> ;>G

:\3H 7XFM7KK<1>K 1= F1G1B<> ;>G 'C!HI <>BM7;K7G :1M7 <> LS7 'CO\'C ?M1-F LS;> <> LS7 <MT7K;ML;>

?M1-F

$

I ]"

&
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%

2 '1>B.-K<1>K

$

'CO\'C B1-.G FM1L7BL M7>;. =->BL<1> T/ .1U7M<>? -M<>;M/ FM1L7<> <> C3

M;LK

!

<:FM1^7 M7>;. F;LS1.1?<B;. BS;>?7K2 )LK :7BS;><K: :<?SL T7 M7.;L7G L1 -F

#

M7?-.;L<>? :\3H ;>G

FM1L7<> 7XFM7KK<1>K 1= F1G1B<> ;>G 'C!HI2

W9c+D\CO

$

G<;T7L<B >7FSM1F;LS/

'

'S<>7K7 GM-?K =1M KL;K<K M7:1^<>? ;>G B1..;L7M;.K GM7G?<>?

'
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$$糖尿病肾病$

G<;T7L<B >7FSM1F;LS/

!

C3

%又称糖

尿病肾小球硬化症!是糖尿病引起的严重和危害性最

大的一种慢性并发症!我国糖尿病患者已高达
8 !5"

万人!居世界首位!目前
C3

已成为导致终末期肾病

$

7>G KL;?7 M7>;. G<K7;K7

!

9O\C

% 的主要原因!位

居第一位(

#

)

* 迄今为止!尚无理想的方法控制
C3

的

进展* 近年来中医学对
C3

病机有了更深层次的认

识!认为血瘀为其主要病机!贯穿于
C3

始终!有临床

报道!

C3

患者多存在瘀血阻络的病理状态(

!

)

!故化瘀

通络中药也成为
C3

的基础用药* 化瘀通络中药的疗

效及作用机制还有待进一步明确* 陈志强教授根据中

医学理论并结合多年临床用药经验!严格筛选!以化瘀

通络中药丹参&川芎&地龙&水蛭&全蝎组方为研究对

象!并且本课题组在前期临床和实验研究中均已证实

化瘀通络中药可有效地减少或控制
C3

的蛋白尿!改

善肾功能(

&

!

5

)

* 本研究旨在通过化瘀通络中药对
C3

大鼠模型的干预!并与目前临床公认有效治疗
C3

的

西药厄贝沙坦对照!观察其对肾脏足细胞裂孔膜蛋白

的影响!探讨化瘀通络中药减少尿蛋白&保护肾脏的作

用靶点和机制!为临床优化
C3

的治疗用药提供理论

基础*

材料与方法

#

$动物$

6"

只健康雄性
OC

大鼠!

5

%

6

周龄!

体重
#5"

%

#$" ?

!河北医科大学动物中心提供!动物

许可证号#

O'bW

$冀%

!"#&

"

#

"

""&

*

!

$药物$化瘀通络中药颗粒由广东一方制药有

限公司生产* 药物组成#丹参 $

#

!

4 ?E

袋!批号#

5"!&""*

!相当于饮片
#" ?

%!川芎$

#

!

& ?E

袋!批号#

5"#!&6*

!相当于饮片
$ ?

%!地龙$

#

!

" ?E

袋!批号#

5"!"55*

!相当于饮片
#" ?

%!水蛭$

#

!

6 ?E

袋!批号#

5"4!55*

!相当于饮片
& ?

%!全蝎$

#

!

" ?E

袋!批号#

5"$584*

!相当于饮片
& ?

%* 厄贝沙坦片$

"

!

#6 ?E

片!赛

诺菲制药有限公司!批号#

!H&$4

%*

&

$试剂和仪器$链脲佐菌素$

KLM7FL1N1L1B<>

!

O*P

!美国
9>N1 R<=7 OB<7>B7K

!批号#

"%&"#&"!

%'兔
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抗大鼠
F1G1B<>

多克隆抗体$购自美国
HTB;:

公司!

;T8&$6"

%'兔抗大鼠
'C!HI

多克隆抗体$购自北京

博奥森生物技术有限公司!

TK

#

"6#!\

%'

*\)N1. \7;

#

?7>L

$

R<=7 *7BS>1.1?<7K

公 司! 批 号#

$$!#4

%'

,

#

,R0

反转录试剂盒$美国
)>^<LM1?7>

公司!批号#

4!#&!5#

%'

I.;L<>-: OcV\ ZM77> `I'\ O-F7M

#

,<X

#

[CZ

$美国
)>^<LM1?7>

公司!批号#

4!#&!&&

%'引

物$上海生工生物工程有限公司%'其余试剂均为国产

分析纯半自动生化仪$德国豪迈公司%'倒置相差显微

镜$日本
D./:F-K

%'

Z7>7Z7><-KVDb

全自动凝胶

成像系统$英国
O/>?7>7

公司%'

9B1

实时定量
I'\

仪$美国
)..-:<>;

公司%*

5

$动物造模与分组$

6"

只
OC

大鼠适应性喂养

#

周后!检测尿蛋白&尿糖及尿红细胞全部阴性* 采用

高脂饲料联合小剂量
O*P

复制
C3

大鼠模型(

6

)

!将

5"

只大鼠给予高糖高脂饲料喂养$配方#基础饲料

68J

!蔗糖
!"J

!猪油
#4J

!蛋黄
&J

!总热量为
5

!

5&

QB;.E?

%喂养
5

周!

5

周末禁食
#! S

后!按
&6 :?EQ?

体重一次性腹腔注射
#J O*P

!

%! S

后尾静脉测血

糖!血糖
!#$

!

% ::1.ER

为糖尿病造模成功* 造模过

程中
!

只大鼠死亡!

!

只大鼠血糖不达标予以剔除*

将
&$

只成模大鼠随机分为模型组&化瘀通络中药组

$简称化瘀通络组%及厄贝沙坦组!每组
#!

只* 另取

#"

只作为正常组*

6

$给药方法$糖尿病大鼠造模成功
#

周后!根

据动物体表面积计算药物剂量(

$

)

!化瘀通络中药组给

予化瘀通络颗粒剂#丹参
#

!

&6 ?E

$

Q?

"

G

%!川芎

#

!

"4 ?E

$

Q?

"

G

%!地龙
"

!

8 ?E

$

Q?

"

G

%!水蛭
"

!

65 ?E

$

Q?

"

G

%!全蝎
"

!

65 ?E

$

Q?

"

G

%!给药剂量相当于临

床成人用量的
$

!

5

倍!各种颗粒剂完全溶解后定容至

# :RE#"" :?

体重进行灌胃* 厄贝沙坦组给予厄贝

沙坦片
#&

!

6 :?E

$

Q?

"

G

%* 药物浓度为
! :?E:R

!

每日灌胃
#

次!连续灌胃
#$

周!同时正常组和模型组

大鼠灌以相应体积的蒸馏水*

$

$标本采集$分别于造模前$

"

周%&造模第
5

&

4

&

#!

&

#$

周末!各组大鼠分别放入代谢笼!自由饮食!

留取
!5 S

尿液!记录尿量'于第
#$

周末大鼠禁食

#! S

后称重!根据
"

!

&6 :RE#"" ?

腹腔注射
#"J

水

合氯醛麻醉!腹主动脉取血!检测血生化指标* 快速取

出大鼠右肾!剥去被膜!称重!在预冷的电镜固定液中

切成
# ::

&

# ::

&

# ::

大小后迅速放入固定液

中!

5

'保存!透射电镜备用* 留取部分肾皮质放置

于
YHH

固定液中!以备光镜病理学检查* 切取部分肾

皮质!存放入冻存管内!迅速投放到液氮中!短暂冷却

后转入"

4"

'超低温冰箱保存!待行
+7KL7M> T.1L

&

\7;.

#

*<:7 I'\

检测*

%

$检测指标及方法

%

!

#

$一般情况$观察各组大鼠毛色&饮食&体

重&体态&灵敏度&精神状况等*

%

!

!

$

!5 S

尿蛋白定量$将各时间点收集到的

!5 S

尿液!

& 6"" M E:<>

!离心
#" :<>

!取上清!采用

9R)OH

法检测
!5 S

尿蛋白定量*

%

!

&

$大鼠体重$

T1G/ U7<?SL

!

V+

%&肾重$

Q<G

#

>7/ U7<?SL

!

W+

%和肾脏指数$

Q<G>7/ <>G7X

!

W)

%检

测$

#$

周末!称取各组大鼠体重!

#"J

水合氯醛麻醉

后!剖开腹腔!在肾门处剪断肾蒂!快速剥离肾脏被膜!

称重!根据公式
W) d

双肾重量$

?

%

E

体重$

Q?

%!计算肾

脏指数*

%

!

5

$大鼠空腹血糖 $

=;KL<>? T.11G ?.-B1K7

!

YVZ

%及肾功能检测$采用
_-:;./N7M ! """

半自动

生化分析仪由专人检测空腹血糖
YVZ

&肌酐$

K7M-:

BM7;L<><>7

!

O'M

%&血尿素氮$

T.11G -M7; ><LM1?7>

!

V[3

%和尿酸$

-M<B ;B<G

!

[H

%水平*

%

!

6

$肾组织病理变化$肾组织于
YHH

固定液

中固定
!5 S

后!流水冲洗!用
%"J

&

4"J

&

8"J

&

86J

&

#""J

的乙醇梯度依次脱水各
&" :<>

!二甲苯

透明!浸蜡!石蜡包埋* 按常规病理切片!厚度约为

! !:

!行
_9

&

IHO

染色!光镜下观察肾组织病理改

变'取肾下极皮质
# ::

&

# ::

&

# ::

!迅速放入

5

'预冷后的
!

!

6J

戊二醛固定液中!

#J

的锇酸固定

! S

!乙醇梯度脱水!

#""J

丙酮脱水&浸泡!包埋!切

片!染色!应用电镜观察*

%

!

$

$肾皮质
F1G1B<>

&

'C!HI

蛋白表达$采用

+7KL7M> T.1L

法* 取
6" :?

大鼠肾组织!采用
\)IH

蛋白裂解液提取
\3H

!并用
VM;G=1MG

蛋白质定量试

剂盒测定蛋白浓度* 各样品取
&" !?

加入相应体积

的总蛋白样品与
6

&蛋白质凝胶电泳上样缓冲液!轻

轻混合!

86

'变性
#" :<>

!立即插入冰中待用* 将

&" !?

样品轻轻加入凝胶孔中!电泳仪设置成稳压状

态!接通电源!将电压调至
4" 0

使样品通过浓缩胶与

分离胶$电压约
4 0EB:

%* 电泳使染料至分离胶适当

位置!结束电泳!立即冰上转膜!将转有蛋白的
I0CY

膜用
6J

脱脂奶粉
5

'封闭!分别加入兔抗大鼠

F1G1B<>

一抗 $

#

(

# """

%&兔抗大鼠
'C!HI

一抗

$

#

(

&""

%!用
*VO*

洗涤!将洗涤后的一抗反应膜放入

二抗工作液$

#

(

6 """

%中!室温&避光缓慢摇动作用

$" :<>

!洗膜!

*,V

显色!曝光洗片!以目的蛋白
E"

#

;BL<>

的灰度比值表示目的蛋白的相对含量*
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%

%

!

%

$肾皮质
F1G1B<>

&

'C!HI :\3H

表达$采

用
\7;.

#

*<:7 I'\

法* 取各组大鼠"

4"

'冻存的肾

组织
&" :?

!用
*\)N1.

提取
\3H

!并通过
3;>1CM1F

! """'

检测其浓度及纯度!

DC!$"EDC!4"

比值在

#

!

4

%

!

!

"

之间
\3H

样品!表示其纯度较好!按
,

#

,R0

反转录试剂盒说明!将
\3H

反转录成
BC3H

*

引物序列#

"

#

;BL<>

上游#

6

)#

'Z*Z'Z*

#

ZH'H**H

#

HHZHZ

#

&

)!下游#

6

)#

**Z''ZH*HZ*ZH*ZH''*

#

&

)!产物长度
#&! TF

'

F1G1B<>

上游#

6

)#

HZ'ZHH*

#

'HZ'H''*H'ZZH'**

#

&

)! 下 游#

6

)#

ZZ**'

#

'H'*''H''HZ''**

#

'**

#

&

)!产物长度
!"" TF

'

'C!HI

上 游#

6

)#

HZZ*H ZHHZHHZZ'*ZZ*Z

#

ZHZ*Z

#

&

)!下游
6

)#

'ZZHZH*ZZ'H*HZZ*ZHZ

#

Z*HZZ

#

&

)!产物长度
#$5 TF

*

\7;.

#

*<:7 I'\

反应

体系#

OcV\ ZM77> `I'\ O-F7M,<X 6 !R

!上下游引

物$

! !:1.ER

%各
# !R

!

BC3H # !R

!

C9I'

水
! !R

*

\7;.

#

*<:7 I'\

反应条件#

[CZ )>B-T;L<1> 6"

'

! :<>

!

I1./:7M;K7 HBL<^;L<1> 86

'

#" :<>

!

86

'

#"K

!

$"

'

&" K

!

5"

个循环'熔解曲线条件#

86

'

#6 K

!

66

'

#6 K

!

86

'

#6 K

* 采用
""'L

法分析

:\3H

的相对表达量*

4

$统计学方法$采用
OIOO #82 "

统计软件进

行统计分析!所有数据资料以
X

*

K

表示!各组数据先

进行正态性和方差齐性检验!符合条件数据选择单因

素方差分析!组间比较采用
ROC

法!各组间不同观察

点大鼠
!5 S

尿蛋白定量采用重复测量设计的单变量

方差分析进行比较!不符合条件数据选择非参数检验

方法!

I ]"

!

"6

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组大鼠一般情况$正常组大鼠毛色润泽柔

顺!反应敏捷!体重逐渐增加* 造模后大鼠均出现明显

的多饮&多食&多尿症状!精神萎靡!毛色晦暗无泽!反

应迟钝!体重减轻!弓背消瘦!少动抱团!上述症状以模

型组明显!经药物干预后!化瘀通络组和厄贝沙坦组各

种症状均有不同程度改善* 实验过程中!模型组死亡

&

只!化瘀通络组和厄贝沙坦组各死亡
!

只* 死亡原

因可能是高血糖诱发代谢紊乱!导致脏器衰竭*

!

$各组大鼠不同时间点
!5 S

尿蛋白定量比较

$表
#

%$与正常组比较!模型组第
5

&

4

&

#!

&

#$

周
!5 S

尿蛋白定量明显升高$

I ]"

!

"#

%'与模型组比较!化瘀

通络组和厄贝沙坦组第
5

&

4

&

#!

&

#$

周
!5 S

尿蛋白定

量明显降低$

I ]"

!

"6

!

I ]"

!

"#

%'

#$

周末化瘀通络

组减少明显优于厄贝沙坦组!差异有统计学意义$

I ]

"

!

"6

%*

&

$各组大鼠
V+

&

W+

和
W)

比较$表
!

%$与正

常组比较!模型组
V+

明显减轻!

W)

明显升高$

I ]

"

!

"#

%'与模型组比较!化瘀通络组和厄贝沙坦组上述

指标差异无统计学意义$

I e"

!

"6

%* 化瘀通络组和厄

贝沙坦组差异亦无统计学意义$

I e"

!

"6

%*

5

$各组大鼠
YVZ

&肾功能比较$表
&

%$与正常组

比较!模型组大鼠
YVZ

&

O'M

&

V[3

&

[H

水平均明显升

高$

I ]"

!

"#

%'与模型组大鼠比较!化瘀通络组和厄贝

沙坦组
V[3

水平降低$

I ] "

!

"6

!

I ] "

!

"#

%!

YVZ

&

O'M

&

[H

水平差异均无统计学意义 $

I e"

!

"6

%* 化瘀

通络组和厄贝沙坦组差异亦无统计学意义$

I e"

!

"6

%*

6

$各组大鼠肾组织病理学改变$图
#

"

&

%$光

镜#正常组大鼠肾脏结构清晰!毛细血管腔未见扩张!

肾小球无肥大或萎缩!基底膜未见增厚!系膜无增生'

模型组大鼠肾小球体积增大!基底膜明显增厚!系膜重

度增生'化瘀通络组和厄贝沙坦组病理改变均有一定

程度减轻!可见基底膜部分增厚!系膜轻度增生*

表
#

$各组大鼠不同时间点
!5 S

尿蛋白定量比较$$

:?E!5 S

!

X

*

K

%

组别
>

第
"

周 第
5

周 第
4

周 第
#!

周 第
#$

周

正常
#" %

+

$5

*

#

+

%" $

+

86

*

#

+

!8 $

+

8!

*

#

+

%5 $

+

!#

*

#

+

"" $

+

!"

*

"

+

8%

$

模型
8 %

+

#4

*

#

+

&"

!6

+

&4

*

$

+

6#

#

!$

+

88

*

6

+

85

#

!4

+

5$

*

$

+

$#

#

&#

+

!6

*

$

+

&5

#

化瘀通络
#" $

+

8$

*

#

+

4!

!#

+

5"

*

5

+

"$

"

!#

+

&!

*

&

+

$"

""

!#

+

&"

*

5

+

&6

""

!!

+

&5

*

5

+

8&

""$

厄贝沙坦
#" $

+

%8

*

#

+

"%

!"

+

8$

*

&

+

6$

""

!!

+

#&

*

5

+

#4

""

!&

+

5#

*

6

+

8&

"

!%

+

#6

*

&

+

$4

"

$$注#与正常组同期比较!

#

I ]"

!

"#

'与模型组同期比较!

"

I ]"

!

"6

!

""

I ]"

!

"#

'与厄贝沙坦组同期比较!

$

I ]"

!

"6

表
!

$各组大鼠
V+

&

W+

和
W)

比较$$

X

*

K

%

组别
> V+

$

?

%

W+

$

?

%

W)

正常
#" %!"

+

6"

*

48

+

&5 #

+

$!

*

"

+

!% "

+

""!5

*

"

+

"""!

模型
8

&56

+

6%

*

48

+

54

#

#

+

$5

*

"

+

!"

"

+

""6"

*

"

+

"""5

#

化瘀通络
#" &6%

+

4#

*

%4

+

$$ #

+

$6

*

"

+

#4 "

+

""5%

*

"

+

"""4

厄贝沙坦
#" &!$

+

4"

*

55

+

$5 #

+

$"

*

"

+

!5 "

+

""58

*

"

+

"""%

$$注# 与正常组比较!

#

I ]"

!

"#
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%

"!"($$"

$$电镜#正常组大鼠可见肾小球基底膜均匀无增厚!

足突排列较整齐* 模型组大鼠可见基底膜均匀弥漫增

厚!足突增宽或广泛融合* 化瘀通络组和厄贝沙坦组

均有不同程度改善!肾小球基底膜节段性增厚!足突部

分融合*

$

$各组大鼠肾组织
F1G1B<>

&

'C!HI

蛋白表达

$表
5

!图
5

% $与正常组比较!模型组大鼠肾组织

F1G1B<>

&

'C!HI

蛋白表达水平均降低$

I ] "

!

"#

%'

与模型组比较!化瘀通络组和厄贝沙坦组肾组织

F1G1B<>

&

'C!HI

蛋白表达水平均升高$

I ] "

!

"#

%'

化瘀通络组两种蛋白表达均明显高于厄贝沙坦组!差

异有统计学意义$

I ]"

!

"6

%*

表
&

$各组大鼠
YVZ

&

O'M

&

V[3

和
[H

比较$$

X

*

K

%

组别
> YVZ

$

::1.ER

%

O'M

$

!:1.ER

%

V[3

$

::1.ER

%

[H

$

!:1.ER

%

正常
#" $

+

55

*

!

+

56 $4

+

84

*

!

+

$% 6

+

8&

*

#

+

#5

$

5"

+

"%

*

#5

+

"5

模型
8

!&

+

&6

*

#

+

$#

#

##4

+

!4

*

&

+

"4

#

&!

+

8$

*

6

+

#$

#

46

+

6"

*

&6

+

"4

#

化瘀通络
#" !5

+

%$

*

&

+

56 ##!

+

#8

*

%

+

!4

!6

+

46

*

5

+

84

""

%4

+

5&

*

&5

+

55

厄贝沙坦
#" !5

+

!5

*

!

+

#! ##&

+

"!

*

#"

+

44

!%

+

48

*

5

+

"#

"

%6

+

4$

*

&$

+

"6

$$注#与正常组比较!

#

I ]"

!

"#

'与模型组比较!

"

I ]"

!

"6

!

""

I ]"

!

"#

$$注#

H

为正常组'

V

为模型组'

'

为化瘀通络组'

C

为厄贝沙坦组'箭头表示病理改变

图
#

$各组大鼠肾组织光镜下病理变化$$

_9

! &

5""

%

$$注#

H

为正常组'

V

为模型组'

'

为化瘀通络组'

C

为厄贝沙坦组'箭头表示病理改变

图
!

$各组大鼠肾组织光镜下病理形态$$

IHO

! &

5""

%

$$注#

H

为正常组'

V

为模型组'

'

为化瘀通络组'

C

为厄贝沙坦组'箭头表示病理改变

图
&

$各组大鼠肾组织电镜下病理变化$$ &

!" """

%
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表
5

$各组大鼠
F1G1B<>

&

'C!HI

蛋白水平比较$$

X

*

K

%

组别$$

> I1G1B<>E"

#

;BL<> 'C!HIE"

#

;BL<>

正常$$
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$$注#

H

为正常组'

V

为模型组'

'

为化瘀通络组'

C

为厄

贝沙坦组

图
5

$各组大鼠
F1G1B<>

&

'C!HI

蛋白表达电泳图

%

$各组大鼠肾组织
F1G1B<>

&

'C!HI :\3H

表

达$表
6

% $与正常组比较!模型组大鼠肾组织中

I1G1B<>

&

'C!HI :\3H

表达减少$

I ]"

!

"#

%'与模

型组比较!化瘀通络组和厄贝沙坦组肾组织
F1G1B<>

&

'C!HI :\3H

表达增多$

I ] "

!

"#

%'化瘀通络组

'C!HI :\3H

表达高于厄贝沙坦组!差异有统计学

意义$

I ]"

!

"6

%'两组间
F1G1B<> :\3H

表达差异无

统计学意义$
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讨$$论

蛋白尿不仅是
C3

的主要临床特征!也是肾损害

的独立危险因素(

%

)

* 蛋白尿的产生主要与肾小球滤

过屏障有关!足细胞是附着在肾小球基底膜外的高度

分化的上皮细胞!是肾小球滤过屏障的主要组成部分!

足细胞裂孔膜$

K.<L G<;FSM;?:

!

OC

%作为肾小球滤过

的最后一道屏障!对蛋白尿的发生起着重要作用(

4

)

*

有研究表明!

>7FSM<>

#

'C!HI

#

F1G1B<>

复合物是构成

裂孔膜的关键功能单位!是维持肾小球滤过功能的必

要条件(

8

)

*

F1G1B<>

是一个完整膜蛋白!定位于足突裂孔膜

插入足突膜的部位!具有离子通道&信号转导功能!对

维持裂孔膜的结构和功能发挥着重要作用*

F1G1B<>

还可以通过其
'

末端与
'C!HI

的胞内段相互作用!

形成脂筏样结构发挥功能复合体的作用(

#"

)

*

F1G1B<>

除了作为正常足细胞
OC

的一种重要的结构

蛋白!也有研究发现
F1G1B<>

集中位于足突之间的紧密

连接位点上!将紧密连接蛋白与足细胞的肌动蛋白相

连!发挥支架作用(

##

)

*

F1G1B<>

的多种突变$

Z8!'

&

0#4",

&

\!&4O

%可干扰
>7FSM<>

在结构上的连接!从

而导致足突细胞病变和大量蛋白尿(

#!

)

*

'C!HI

是维

持
OC

复合体结构及功能的另一种重要蛋白!除直接与

F1G1B<>

等多种
OC

蛋白发生作用外!同时还可作为桥

接蛋白与细胞骨架蛋白
;

#

;BL<><>

#

5

发生联系(

#&

)

!以保

持足突处于正常状态*

'C!HI

可激活磷脂酰肌醇
&

激

酶
E

蛋白激酶
V

蛋白通路而发挥抗足细胞凋亡作用(

#5

)

*

'C!HI

蛋白表达失调&功能异常&定位改变均可引起足

细胞骨架蛋白异常聚集和分布!与蛋白尿的发生与发

展&肾小球的病变有着密切关系(

#6

)

* 国外研究报道!

'C!HI

基因敲除$

'C!HI

"

E

"

%的小鼠会引起肾脏足

细胞足突缺陷&广泛融合&大量蛋白尿!还可以增加肾小

球受伤的易感性!从而导致肾小球硬化(

#$

!

#%

)

*

'C!HI

的缺陷还可以通过系膜基质的沉积!引起足突融合!导

致蛋白尿(

#4

!

#8

)

*

肾小球是多次分支的毛细血管弯曲盘绕构成的毛

细血管球!血流阻力大!血管压力高!在高糖&高脂&高

黏病理状态下极易形成瘀血阻滞!肾络不通!最终导致

肾小球硬化&肾小管萎缩&肾间质纤维化等!故+肾络

瘀阻,成为
C3

的基本病机!并贯穿于疾病始终* 本

实验化瘀通络药由川芎&丹参&地龙&全蝎&水蛭组

成!该方也是本研究通过长期临床实践和大量动物

实验筛选而成* 川芎&丹参活血祛瘀!药理研究表明

具有降血脂&抑制血栓&抑制血小板聚集&抗血小板

活化!改善血液流变学&改善肾脏局部的高凝状态!

增强机体抗氧化能力!减轻脂质过氧化损伤!保护肾

功能!延缓肾脏纤维化(

!"

"

!5

)

* 然久病之邪当属陈

积!又居于络* 叶天士谓+久则邪正混处其间!草木

不能见效!当以虫蚁疏逐,!故加用通络药地龙&水

蛭&全蝎以通经达络!剔出邪毒!直达病所!药理研究

亦表明虫类通络药在抗凝&改善微循环&保护肾功能

等方面具有较好疗效(

!6

!

!$

)

*

本实验结果显示!化瘀通络中药可以有效减轻

C3

大鼠尿蛋白!且比厄贝沙坦作用更稳定&更持久'
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明显改善
C3

大鼠
V[3

水平!但未表现出明显降糖

作用!提示化瘀通络中药并非依赖改善糖代谢紊乱产

生治疗效应'化瘀通络中药可以上调
C3

大鼠肾组织

裂孔膜
F1G1B<>

&

'C!HI

蛋白和基因的表达!提示化

瘀通络中药对
C3

大鼠的肾脏保护机制可能与上调

F1G1B<>

&

'C!HI

的表达有关* 综上所述!化瘀通络

中药可以降低蛋白尿!保护肾功能!延缓肾脏病理损害

的作用!肾脏足细胞裂孔膜蛋白
F1G1B<>

&

'C!HI

可

能为其作用靶点之一* 当然该实验还存在不足之处!

由于实验经费及条件所限!该研究在样本量&检测指标

等方面还须进一步完善!以对化瘀通络中药进行更严

谨&更科学的全方位研究*
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