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!基础研究!

糖肾清
!

号对糖尿病肾病模型小鼠

免疫炎性分子的调节作用

张建萍#
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摘要#目的#探讨糖肾清
!

号抑制糖尿病肾病"

D;-E7F;? G7HIJ0H-FI.

#

@3

$小鼠免疫炎性损伤的分

子机制% 方法#将
&"

只健康雄性
KK

"

L.

小鼠#予高脂饲料诱导
&

周制备
@3

模型#随机分为模型组&缬沙

坦组&糖肾清
!

号大&中&小剂量组#每组
5

只#另设
5

只
'%4MNB 5(

小鼠为正常组#正常组及模型组予去离

子水
"

!

# :NB

"

#" O

!

D

$灌胃'缬沙坦组给予缬沙坦
#&

!

&& :OB

"
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!

D

$灌胃'糖肾清
!

号大&中&小剂量组

分别按含生药量
6"

!
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#
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D

$剂量灌胃% 各组小鼠
#

次
BD

灌胃#连续干预
#!

周% 采用

Q*

"

R'Q

技术检测肾脏组织
)N

"

#!

&

;3AS

&

,'R

"

# :Q3L

转录水平%

+7TF7JG E10F

技术&免疫组化测定肾

脏组织
;3AS

蛋白表达水平%

9N)SL

法检测血清
)N

"

#!

&

,'R

"

#

蛋白表达水平% 结果#与正常组比较#模型

组
)N

"

#!

&

,'R

"

#

&

;3AS :Q3L

转录及蛋白表达水平显著上调"

R U"

!

"#

#

R U"

!

"%

$% 与模型组比较#缬沙

坦组&中药各组
)N

"

#!

&

,'R

"

# :Q3L

转录及蛋白表达水平显著下调"

R U"

!

"#

#

R U"

!

"%

$'缬沙坦组&中药

大剂量组
;3AS :Q3L

转录水平及蛋白表达水平显著下调"

R U "

!

"#

#

R U "

!

"%

$#中药中剂量组
;3AS

:Q3L

转录水平显著下调"

R U"

!

"#

$% 与中药小剂量组比较#中药大剂量组
;3AS :Q3L

转录水平及

蛋白表达水平显著下调"

R U "

!
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#

R U "

!
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$#中药中剂量组
;3AS :Q3L

转录水平显著下调"

R U

"

!
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$% 结论#糖肾清
!

号改善
@3

肾组织免疫炎性损伤的分子机制可能与抑制
)N

"

#!

&

;3AS

&

,'R

"

#

的生物活性有关%

关键词#糖肾清
!

号' 糖尿病肾病' 免疫炎性损伤' 分子机制

9<<7?F 0< *-GOTI7GV;GO W0J:X1- " 0G ,017?X1-J ,7?I-G;T: 0< )::XG0;G<1-::-F0J. )GCXJ. ;G @;-

!

E7F;? 37HIJ0H-FI. ,0D71 ,;?7

#

YZL3[ (;-G

!

H;GO

#

"

YZL3[ Z0GO

!

I0GO

#

"

M\ ];-GO

!

^7;

#

"

YZL3[

'I7GO

!

?I7GO

!

"

+-GO K-GO

&

"

ML) ZX-

6

"

Z9 _X

!

=;

#

"

YZL3[ ];-0

!

=X

#

"

+-GO @-

!

1;

#

"

YZL3[ YI7GO

!

CX

#

"

+L3[ (;7

%

"

-GD ,93[ W7GO

!

=;-G

#

#

# @7H-JF:7GF 0< QI7X:-F010O.

"

@0GO<-GO Z0TH;F-1

"

M7;C;GO

\G;`7JT;F. 0< 'I;G7T7 ,7D;?;G7

"

M7;C;GO

$

#"""!8

%&

! @7H-JF:7GF 0< 37HIJ010O.

"

@0GO<-GO Z0TH;F-1

"

M7;

!

C;GO \G;`7JT;F. 0< 'I;G7T7 ,7D;?;G7

"

M7;C;GO

$

#"""4$

%&

& @7H-JF:7GF 0< *X;G- -GD RI.T;0FI7J-H.

"

@0GO

!

<-GO Z0TH;F-1

"

M7;C;GO

$

#"""4$

%&

6 @7H-JF:7GF 0< [7J;-FJ;?T

"

[X-GO^-; Z0TH;F-1 0< ];?I7GO @;TFJ;?F

"

M7;

!

C;GO

$

#"""%&

%&

% @7H-JF:7GF 0< 9GD0?J;G010O.

"

SIXG.; MJ-G?I

"

M7;C;GO Z0TH;F-1 0< *J-D;F;0G-1 'I;G7T7

,7D;?;G7

"

M7;C;GO

$

#"#&""

%

LMS*QL'*

$

AEC7?F;`7

$

*0 0ET7J`7 FI7 :017?X1-J :7?I-G;T: 0< *-GOTI7GV;GO W0J:X1- "

$

*SaW

"

%

0G ;::XG0;G<1-::-F0J. ;GCXJ. 0< D;-E7F;? G7HIJ0H-FI.

$

@3

%

:0D71 :;?72 ,7FI0DT

#

*0F-11. &"

I7-1FI. :-17 KK

!

L. :;?7 ^7J7 <7D ^;FI <-F

!

7GJ;?I7D D;7F <0J & ^77PT F0 ;GDX?7 @3 :0D712 L11 TX??7TT<X11.

:0D717D :;?7 ^7J7 J-GD0:1. D;`;D7D ;GF0 FI7 :0D71 OJ0XH

"

FI7 /-1T-JF-G OJ0XH

"

I;OI

"

:;DD17

"

-GD 10^

D0T7 *SaW" OJ0XHT

"

5 ;G 7-?I OJ0XH2 LGD T;= '%4MNB5( :;?7 ^7J7 J7?JX;F7D -T - G0J:-1 ?0GFJ01 OJ0XH

"



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

!!""$$!

@7;0G;b7D ^-F7J

'

"

!

# :NB

$

#" O

!

D

%(

^-T -D:;G;TFJ-F7D F0 :;?7 ;G FI7 G0J:-1 ?0GFJ01 OJ0XH -GD FI7 :0D

!

71 OJ0XH E. O-TFJ0O-`-O7

"

0G?7 H7J D-.2 /-1T-JF-G

'

#&

!

&& :OB

$

PO

!

D

%(

^-T -D:;G;TFJ-F7D ^;FI *SaW"F0

:;?7 ;G FI7 /-1T-JF-G OJ0XH E. O-TFJ0O-`-O7

"

0G?7 H7J D-.2 ,;?7 ;G FI7 I;OI

"

:;DD17

"

-GD 10^ D0T7 *SaW"

OJ0XHT ^7J7 -D:;G;TFJ-F7D *SaW" E. O-TFJ0O-`-O7

'

6"

!

55

"

!"

!

&&

"

-GD #"

!

#4 O ?JXD7 DJXOTB

$

PO

!

D

%"

J7TH7?F;`71.

("

0G?7 H7J D-.2 L11 :;?7 ^7J7 FJ7-F7D <0J #! ?0GT7?XF;`7 ^77PT2 *I7 :Q3L FJ-GT?J;HF;0G

17`71T 0< )N

!

#!

"

;3AS

"

-GD ,'R

!

# ;G J7G-1 F;TTX7 ^7J7 D7F7?F7D E. J7`7JT7 FJ-GT?J;HF;0G H01.:7J-T7 ?I-;G

J7-?F;0G

$

Q*

!

R'Q

%

2 *I7 HJ0F7;G 7=HJ7TT;0G 0< ;3AS ;G J7G-1 F;TTX7 ^-T D7F7?F7D E. +7TF7JG E10F -GD ;:

!

:XG0I;TF0?I7:;?-1 -TT-.2 *I7 HJ0F7;G 7=HJ7TT;0GT 0< )N

!

#!-GD ,'R

!

# ;G T7JX: ^7J7 D7F7?F7D E. 9N)SL2

Q7TX1FT

#

'0:H-J7D ^;FI FI7 G0J:-1 ?0GFJ01 OJ0XH

"

17`71T 0< )N

!

#!

"

;3AS

"

-GD ,'R

!

# :Q3L FJ-GT?J;HF;0G

-GD HJ0F7;G 7=HJ7TT;0G ;G FI7 :0D71 OJ0XH ^7J7 T;OG;<;?-GF1. XH

!

J7OX1-F7D

$

R U"

!

"#

"

R U"

!

"%

%

2 '0:H-J7D

^;FI FI7 :0D71 OJ0XH

"

17`71T 0< )N

!

#!-GD ,'R

!

# :Q3L FJ-GT?J;HF;0G -GD HJ0F7;G 7=HJ7TT;0G ;G FI7 /-1T-J

!

F-G OJ0XH -GD FIJ77 *SaW" OJ0XHT ^7J7 T;OG;<;?-GF1. D0^G

!

J7OX1-F7D

$

R U"

!

"#

"

R U"

!

"%

%

2 N7`71T 0< ;3AS

:Q3L FJ-GT?J;HF;0G -GD HJ0F7;G 7=HJ7TT;0G ;G FI7 /-1T-JF-G OJ0XH -GD FI7 I;OI D0T7 *SaW" OJ0XH ^7J7

T;OG;<;?-GF1. D0^G

!

J7OX1-F7D

$

R U"

!

"#

"

R U"

!

"%

%

2 N7`71 0< ;3AS :Q3L FJ-GT?J;HF;0G ;G FI7 :;DD17 D0T7

*SaW" OJ0XH ^-T T;OG;<;?-GF1. D0^G

!

J7OX1-F7D

$

R U"

!

"#

%

2 '0:H-J7D ^;FI FI7 10^ D0T7 *SaW" OJ0XH

"

17`71T 0< ;3AS :Q3L FJ-GT?J;HF;0G -GD HJ0F7;G 7=HJ7TT;0G ;G FI7 I;OI D0T7 *SaW" OJ0XH ^7J7 T;OG;<;?-GF

!

1. D0^G

!

J7OX1-F7D

$

R U "

!

"#

"

R U "

!

"%

%

2 N7`71 0< ;3AS :Q3L FJ-GT?J;HF;0G ;G FI7 :;DD17 D0T7 *SaW"

OJ0XH ^-T T;OG;<;?-GF1. D0^G

!

J7OX1-F7D

$

R U"

!

"#

%

2 '0G?1XT;0G

#

*I7 :017?X1-J :7?I-G;T: 0< *SaW" <0J

;:HJ0`;GO ;::XG0;G<1-::-F0J. ;GCXJ. 0< @3 :;?7 :;OIF E7 J71-F7D F0 ;GI;E;F;GO E;0-?F;`;F;7T 0< )N

!

#!

"

;3

!

AS

"

-GD ,'R

!

#2

K9_+AQ@S

$

*-GOTI7GV;GO W0J:X1- "

&

D;-E7F;? G7HIJ0H-FI.

&

;::XG0;G<1-::-F0J. ;GCXJ.

&

:017?X

!

1-J :7?I-G;T:

##糖尿病肾病$

D;-E7F;? G7HIJ0H-FI.

"

@3

%是糖尿

病微血管病变的常见并发症"同其他肾脏病一样"持续

进展将引起终末期肾病$

7GD

"

TF-O7 J7G-1 D;T7-T7

"

9SQ@

%) 目前西医治疗主要以控制血糖*血脂"抑制

肾素$血管紧张素 $醛固酮系统"然而并不能彻底阻

止肾脏功能衰竭)

@3

的发病机制不完全明确"可能

在遗传易感性的基础上"糖脂代谢紊乱*氧化应激产物

增多"刺激炎症反应及信号通路转导等多因素相互作

用导致) 炎症损伤是
@3

发生发展的核心环节) 中药

糖肾清
!

号为临床治疗
@3

的有效方剂"可明显改善

@3

患者血肌酐$

T7JX: ?J7-F;G;G7

"

S'J

%*

!6 I

尿

蛋白$

!6

"

I XJ;G7 HJ0F7;G

"

!6 I \HJ

%及尿微量白蛋白

$

XJ;G7 -1EX:;G

"

\L1E

%水平"并使血清总胆固醇$

F0

"

F-1 ?I017TF7J01

"

*'

%" 低密度脂蛋白$

10^ D7GT;F. 1;

"

H0

"

HJ0F7;G

"

N@N

%水平明显下降'

#

(

) 相关动物实验

研究表明"本方对
@3

血尿素氮$

E100D XJ;G7 G;FJ0

"

O7G

"

M\3

%*

S'J

*

\L1EB

尿肌酐 $

XJ;G7 ?J7-F;G7

"

\'J

%*空腹血糖$

<-TF;GO E100D O1X?0T7

"

WM[

%*甘

油三酯$

FJ ;O1.?7J;D7

"

*[

%*

!6 I \HJ

有较好的改善

作用'

!

(

) 本实验拟采用自发型
!

型糖尿病
KK

"

L.

小鼠"从基因及蛋白水平"探讨该方改善
@3

肾组织

免疫炎性损伤的机制)

材料与方法

#

#动物#雄性
SRW

级
KK

"

L.

小鼠
&"

只"体重

$

&"

!

86

%

#

!

54

%

O

"许可证号
S']K

$京%

!""8

$

"""6

) 雄性
'%4MNB 5(

小鼠
5

只"体重$

!6

!

%4

%

#

!

5"

%

O

"许可证号
S']K

$京%

!""8

$

"""4

) 所有小

鼠为
$

&

8

周龄"均购自北京华阜康实验动物技术有限

公司) 本实验通过北京中医药大学医学实验动物伦理

委员会审查$审批号#

K(

$

@+

$

#$

$

!"#&"5"&

$

"&

%)

!

#药物#糖肾清
!

号由北京中医药大学东方医

院药剂科提供"由山茱萸
&" O

*白花蛇舌草
6" O

*白

茅根
&" O

*桃仁
5 O

*红花
5 O

等中药组成) 缬沙坦

胶囊"由北京诺华制药有限公司提供"规格
$" :O

'

4

粒 '

#

盒) 高脂饲料#配方
#

#蛋白质
#"c

"葡萄

糖
#"c

"脂肪
#"c

"

4"c

全价营养颗粒饲料) 配

方
!

#葡萄糖
5c

"猪油
!"c

"酪蛋白
$c

"蛋黄粉

#&c

"

%&c

基础饲料) 两种高脂饲料购自北京华

阜康实验动物技术有限公司"许可证号
S']KL

$京%

!""8

$

"""$

) 普通饲料"购自北京科澳协力

饲料有限公司)

&

#试剂与仪器#试剂#

,0XT7 ,'R

"

# R1-F;GX:
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试剂盒*

,0XT7 )N

"

#!R1-F;GX: 9N)SL

试剂

盒$美国
7M;0T?;7G?7

%&

*J;0b01

$

)G`;FJ0O0G

公司%"

;3AS -GF;E0D.

"

LE?-:

"

-E&%!&

$购自
LE?-:

公

司%"

AG7 SF7H S_MQ Q*

"

R'Q K;F

$购自
*-P-J-

公

司%"

[LR@Z

*目标基因上下游引物 +美国
)G`;FJ0

"

O7G

$上海%英俊生物技术有限公司,) 仪器#高速冷

冻离心机#中科中佳公司)

Q*

"

5"""

型酶标仪#深圳

雷杜公司) 紫外分光光度计
\/

"

!"""

#尤尼柯$上

海%仪器有限公司)

*'

"

85B[BZ

$

E

%梯度
R'Q

仪#博

日科技有限公司)

(_

"

!_#

转膜仪#北京君意东方电

泳设备有限公司)

@__

"

#"'

电泳仪#北京六一仪

器厂)

6

#造模方法#所有小鼠适应性饲养
!

周后"

KK

"

L.

小鼠予配方
#

高脂饲料饲养
&

天"配方
!

高脂

饲料饲养
&

天"普通饲料饲养
&

天"诱导
&

周制备
@3

模型'

&

(

)

5

只
'%4MNB 5(

小鼠给予普通饲料喂养)

所有小鼠自由进食饮水) 饲养
&

周后"检测小鼠空腹

血糖及
!6 I \HJ

"

WM[!#&

!

8 ::01BN

"

!6 I \HJ

高

于正常组"视为
@3

模型诱导成功)

%

#分组及给药方法#将造模成功小鼠随机分为模

型组"缬沙坦组"糖肾清
!

号大*中*小剂量组$简称中药

大*中*小组%"每组各
5

只&设
5

只
'%4MNB 5(

小鼠为正

常组) 正常组及模型组予去离子水
"

!

# :NB

$

#" O

!

D

%

灌胃&缬沙坦组给予缬沙坦
#&

!

&& :OB

$

PO

!

D

%灌胃$相

当于临床成人剂量的
#"

倍%&糖肾清
!

号大*中*小组分

别按含生药量
6"

!

55

*

!"

!

&&

*

#"

!

#4 OB

$

PO

!

D

%剂量灌胃

$相当于临床成人剂量的
!"

*

#"

*

%

倍%) 各组小鼠
#

次
BD

灌胃"连续
#!

周)

5

#标本采集#干预
#!

周后"所有实验动物腹腔

麻醉"取血"分离血清" $

$"

(冰箱保存备用) 取血

后处死小鼠"迅速摘取双侧肾脏"

#B !

左肾置于
!

!

%c

戊二醛固定"备电镜检测&

#B !

左肾组织置于
#"c

中

性福尔马林溶液固定"常规石蜡包埋切片以备组织病

理学及免疫组化检测&右肾组织液氮冻存"备
Q*

"

R'Q

*

+7TF7JG E10F

方法检测)

4

#检测指标及方法

4

!

#

#各组小鼠肾组织
)N

"

#!

*

;3AS

*

,'R

"

#

:Q3L

转录水平检测#采用
Q*

"

R'Q

技术) 提取肾

组织总
Q3L

后"进行逆转录反应合成
?@3L

"以此为

模板"

[LR@Z

为内参"用表
#

中引物进行
R'Q

扩增"

条件为#

6!

(灭活
% :;G

"

8%

(变性
#" T

*退火
% T

"

5"

(延伸
&6 T

"共
6"

个循环) 反应结束后利用
S@S

$

S7VX7G?7 @7F7?F;0G S.TF7:

%软件分析
R'Q

过程

各检测样本
'F

$

FIJ7TI01D 0< ?.?17

%值)

表
#

$目的基因及引物序列

基因

名称
引物序列

片段长度

$

EH

%

)N

"

#!

上游
%

)"

L*[[''LLL[**'[L[L'L*[

"

&

)

下游
%

)"

*L'[''*[[****''L[*L*'*[LLL[*'L[*

"

&

)

#6$

;3AS

上游
%

)"

LL'L*[L*'[*['['*'*['LL[*['L['

"

&

)

下游
%

)"

LL[[LL*L[*['L[L'L[['L[[L

"

&

)

!$%

,'R

"

#

上游
%

)"

'[['*[[L[LL'*L'LL[

"

&

)

下游
%

)"

*'*[[L'''L**''**L*

"

&

)

#8&

[LR@Z

上游
%

)"

'''L*'*L*[L[[[**L'['

"

&

)

下游
%

)"

***LL*[*'L'['L'[L***'

"

&

)

#%"

4

!

!

#采用
+7TF7JG E10F

技术检测各组小鼠肾组

织中
;3AS

蛋白表达水平#称取肾组织约
&" :O

"提

取并测定蛋白浓度"上样"电泳"转膜"用封闭液按

#

*

# """

比例稀释一抗"

6

(孵育过夜&次日
*MS*

洗

&

次&用封闭液按照
#

*

% """

比例稀释
ZQR

标记的二

抗"孵育
! I

"

*MS*

洗
&

次&使用
9'N

化学发光显色

液曝光) 运用凝胶图像分析系统扫描蛋白杂交条带"

O71

"

HJ0

软件对图像进行灰度分析)

4

!

&

#采用免疫组化技术检测各组小鼠肾组织中

;3AS

蛋白表达水平#小鼠肾组织固定后脱水"石蜡

切片脱蜡*水化"

&cZ

!

A

!

封闭"抗原修复"山羊血清

封闭一抗"滴加二抗"室温孵育"滴加试剂
SLM'

后

@LM

显色"脱水*透明*封片*镜检) 用自动光学照相

生物显微镜拍照"以胞浆内棕黄色颗粒为阳性"使用

)RR 5

!

"

真彩色图像分析系统"测定免疫组化切片

&

个视野内阳性表达区平均积分光密度值"结果取

均值)

4

!

6

#各组小鼠血清中
)N

"

#!

*

,'R

"

#

蛋白表达水

平检测#采用
9N)SL

技术) 取出 $

$"

(保存的血清

样本"严格按照试剂盒说明书进行操作)

$

#统计学方法#采用
SRSS !"

!

"

进行数据分

析"测定结果以
=

%

T

表示"多组间比较采用单因素方

差分析"组间两两比较采用
NS@

法"不符合正态分布

或方差不齐则采用非参数检验)

R U"

!

"%

为差异有统

计学意义)

结##果

#

#各组小鼠肾组织
)N

"

#!

*

,'R

"

#

*

;3AS :Q3L

转录水平比较$表
!

%#与正常组比较"模型组
)N

"

#!

*

,'R

"

#

*

;3AS :Q3L

表达水平显著升高 $

R U

"

!

"#

%) 与模型组比较"缬沙坦组*中药各组
)N

"

#!

*

,'R

"

# :Q3L

表达水平显著下调 $

R U "

!

"#

"

R U

"

!

"%

%"缬沙坦组*中药大组*中药中组
;3AS :Q3L

表达水平显著下调$

R U"

!

"#

"

R U"

!

"%

%) 与中药小



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

!%&'$$!

组比较"中药大组*中药中组
;3AS

转录水平显著下调

$

R U "

!

"#

%) 与 中 药 中 组 比 较" 中 药 大 组

;3AS :Q3L

转录水平呈下降趋势"差异无统计学意

义$

R d"

!

"%

%) 中药各剂量组间
)N

"

#!

*

,'R

"

# :Q

"

3L

转录水平比较"差异均无统计学意义$

R d"

!

"%

%)

表
!

$各组小鼠肾组织
)N

"

#!

*

,'R

"

#

*

;3AS :Q3L

表达水平比较#$

=

%

T

%

组别#

G )N

"

#! ,'R

"

# ;3AS

正常#

5 #

+

!#5

%

"

+

%$4 #"#

+

4&

%

#6

+

#& #"5

+

!

%

#6

+

#&

模型#

5

%

+

$8"

%

#

+

5&!

"

6"4

+

84

%

!!

+

!4

"

#$#

+

6$

%

&#

+

"6

"

缬沙坦
5

!

+

"8$

%

"

+

$&$

##

!5"

+

&"

%

#6

+

&6

##

#6&

+

85

%

#%

+

!%

#

中药大
5

&

+

$4#

%

#

+

%"!

#

!$4

+

#"

%

#6

+

54

##

#!"

+

&%

%

!"

+

6&

##$

中药中
5

!

+

%"$

%

"

+

$8"

##

&"5

+

8$

%

!!

+

&#

##

#!#

+

!%

%

#%

+

64

##$

中药小
5

&

+

"%6

%

#

+

6"%

##

&"&

+

&4

%

#!

+

8!

##

#4&

+

5$

%

#!

+

%5

##注#与正常组比较"

"

R U"

!

"#

&与模型组比较"

#

R U"

!

"%

"

##

R U"

!

"#

&与中

药小组比较"

$

R U"

!

"#

!

#各组小鼠肾脏组织
;3AS

蛋白表达水平

!

!

#

#采用
+7TF7JG E10F

技术检测小鼠肾组织中

;3AS

蛋白表达水平比较$表
&

"图
#

%#与正常组比

较"模型组小鼠
;3AS

蛋白表达水平显著升高$

R U

"

!

"#

%) 与模型组比较"缬沙坦组*中药大组
;3AS

蛋

白表达水平下调$

R U"

!

"#

"

R U"

!

"%

%) 与中药小组

比较"中药大组
;3AS

蛋白表达水平下调$

R U"

!

"%

%"

中药中组
;3AS

蛋白表达水平呈下降趋势"差异无统

计学意义$

R d"

!

"%

%&与中药中组比较"中药大组
;3

"

AS

蛋白表达水平呈下降趋势"差异有统计学意义$

R

U"

!

"%

%)

!

!

!

#采用免疫组化技术检测小鼠肾组织
;3AS

蛋白表达水平比较$见表
&

"图
!

%#与正常组比较"模

型组小鼠
;3AS

蛋白表达水平上调$

R U"

!

"%

%) 与模

型组比较"缬沙坦组中药大组*中药中组
;3AS

蛋白表

达水平显著下调$

R U"

!

"%

%)

中药大*中*小组小鼠肾脏组织
;3AS

蛋白表达水

平两两组间比较差异均无统计学意义$

R d"

!

"%

%)

表
&

$各组小鼠肾组织中
;3AS

蛋白表达水平比较#$

=

%

T

%

组别
G

;3AS

;3AS

$

+7TF7JG E10F

% 平均积分光密度值

正常
5 #!

+

#&

%

#

+

"8 "

+

#4

%

"

+

"#

模型
5

#8

+

$6

%

#

+

66

""

"

+

!!

%

"

+

"!

"

缬沙坦
5

#6

+

45

%

"

+

8&

##

"

+

#4

%

"

+

"!

#

中药大
5

#5

+

%#

%

#

+

&!

#$

"

+

#$

%

"

+

"!

#

中药中
5 #$

+

#!

%

#

+

""

"

+

#$

%

"

+

"!

#

中药小
5 #8

+

5!

%

#

+

84 "

+

!"

%

"

+

"!

##注#与正常组比较"

"

R U "

!

"%

"

""

R U "

!

"#

&与模型组比较"

#

R U

"

!

"%

"

##

R U"

!

"#

&与中药小组比较"

$

R U"

!

"%

##注#

L

为正常组&

M

为模型组&

'

为缬沙坦组&

@

为中

药大组&

9

为中药中组&

W

为中药小组

图
#

$各组小鼠肾脏组织中
;3AS

蛋白印迹图

##注#

L

为正常组&

M

为模型组&

'

为缬沙坦组&

@

为中药大

组&

9

为中药中组&

W

为中药小组&箭头所指为
;3AS

图
!

$各组小鼠肾组织
;3AS

蛋白表达$免疫组化" '

!""

%

&

#各组小鼠血清
)N

"

#!

*

,'R

"

#

蛋白表达水平比

较$表
6

%#与正常组比较"模型组血清
)N

"

#!

*

,'R

"

#

蛋白表达水平显著上调$

R U"

!

"#

%&与模型组比较"缬

沙坦组*中药各组血清
)N

"

#!

*

,'R

"

#

蛋白表达水平显

著下调$

R U"

!

"#

"

R U"

!

"%

%) 中药大*中*小组血清

)N

"

#!

*

,'R

"

#

蛋白表达水平两两组间比较差异均无

统计学意义$

R d"

!

"%

%)

表
6

$各组小鼠血清
)N

"

#!

*

,'R

"

#

蛋白表达

水平比较#$

=

%

T

%

组别#

G )N

"

#! ,'R

"

#

正常#

5 #

+

!#5

%

"

+

%$4 #!

+

86#

%

!

+

8%6

模型#

5

%

+

$8"

%

#

+

5&!

"

!4

+

!4!

%

6

+

48%

"

缬沙坦
5

!

+

"8$

%

"

+

$&$

##

#6

+

"4&

%

!

+

"85

##

中药大
5

&

+

$4#

%

#

+

%"!

#

#!

+

#!4

%

&

+

6&&

##

中药中
5

!

+

%"$

%

"

+

$8"

##

#%

+

%5%

%

&

+

!$%

##

中药小
5

&

+

"%6

%

#

+

6"%

##

#%

+

#!"

%

#

+

4#4

##

## 注# 与 正 常 组 比 较"

"

R U "

!

"#

& 与 模 型 组 比 较"

#

R U

"

!

"%

"

##

R U"

!

"#

讨##论

@3

是糖尿病微血管病并发症之一"其发生机制

目前仍不清楚"可能与炎症反应导致
@3

肾脏高滤过

及细胞外基质沉积加速使肾纤维化有关) 高糖*氧化

应激产物等刺激
)N

"

#

*

)N

"

5

*

*3W

"

#

等炎症因子产生"

其中
)N

"

#!

是调节免疫炎性损伤机制的重要细胞因

子) 高糖环境下大鼠肾脏组织
)N

"

#!:Q3L

及
@3



!%&($$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

患者血清中
)N

"

#!

高表达'

6

"

%

(

)

)N

"

#!

通过与其受体

结合后发挥生物学活性"通过激活炎性细胞的核因子"

$M

$

GX?17-J <-?F7J

"

P-HH- M

"

3W

"

$M

%通路"促使炎

性因子基因转录*合成*释放"介导炎症反应'

5

(

)

3W

"

$M

是多种细胞炎症反应的核心环节"主要以
3W

"

$MB

Q71

二聚体形式存在) 静息状态下"

3W

"

$M

与细胞内

抑制蛋白
)

"

$M

$

;GI;E;F0J $M

%结合为三聚体"

)

"

$M

与

3W

"

$M

二聚体上
QZ@

区的氨基酸残基发生作用"覆

盖其核定位区域 $

GX?17-J 10?-1;b-F;0G T7VX7G?7

"

3NS

%"抑制
3W

"

$M

进行核移位'

4

(

) 高血糖*细胞因

子*过氧化物等刺激可以引起
)

"

$M

激酶
!

$

)$M

P;G-T7!

"

)KK!

%被磷酸化激活"

)

"

$M#

的特殊位点

$

S7J&5

和
S7J&!

%经过磷酸化*泛素化"最终被
!5%

蛋白水解酶降解"

3W

"

$M

暴露
3NS

"进入细胞核与

QZ@

区上的
3NS

与相应的
$M

序列结合"启动或增

强相关基因的转录'

$

(

"包括
)N

"

#!

*

,'R

"

#

* 细胞间黏

附分子"

#

$

;GF7J?711X1-J ?711 -DI7T;0G :017?X17

"

#

"

)'L,

"

#

%"

;3AS :Q3L

的转录'

8

(

)

)N

"

#!

还可增加

,'R

"

#

*

)'L,

"

#

的表达"肾系膜细胞内
3W

"

$M

受到

)N

"

#!

激活后进入细胞核"结合
,'R

"

#

的
L!

位点"启

动
,'R

"

#

基因转录'

#"

(

)

,'R

"

#

是单核
B

巨噬细胞的

特异性趋化因子"属于
''

趋化因子家族) 在
@3

肾

组织中
,'R

"

#

启动巨噬细胞炎症通路"胞外信号调节

激 酶 $

7=FJ-?711X1-J T;OG-1

"

J7OX1-F7D P;G-T7

"

9QK

%和
?

"

(XG

氨基端激酶 $

?

"

(XG

"

3Z!

"

F7J:;G-1

P;G-T7

"

(3K

%信号通路'

##

(

"募集巨噬细胞*成纤维细

胞至肾小管"导致肾纤维化) 另外
,'R

"

#

也可促进

)'L,

"

#

表达"增强单核巨噬细胞*淋巴细胞黏附"使

炎性细胞游走到肾脏组织并分泌炎性因子"增强白细

胞黏附引起内皮细胞损伤"血管通透性增强"产生蛋白

尿'

#!

(

)

)N

"

#!

还可通过激活
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"

$M

活化诱导型一氧

化氮合酶$
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是一氧化氮合酶 $

G;FJ;? 0=;D7 T.GFI-T7

"
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%中的一个亚型"是一氧化氮$

G;FJ;? 0=;D

"

3A

%生

成的主要限速酶) 生理情况下
;3AS

基因不表达"只

有细胞受到刺激如微生物内外毒素*炎症介质等的伤

害后才显著表达'

#&

(

) 研究发现"在糖尿病早期"肾脏

;3AS

的表达明显增强"

3A

生成增加'

#6

$
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"随着
@3

的发展"

*3W

"
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*干扰素$

;GF7J<7J0G

"

)W3

%*
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"

#

等细

胞因子使巨噬细胞*内皮细胞*血管内皮平滑肌细胞*

成纤维细胞等合成
;3AS

'

#4

(

"使精氨酸脱氨基生成

3A

"

3A

生成和释放增多) 肾脏血流动力学的改变与

3A

的分泌有密切关系) 肾小球入球小动脉对
3A

的

敏感性较出球小动脉高"故局部大量生成的
3A

对入

球小动脉舒张力度大于出球小动脉"从而使肾小球内

压升高"形成肾小球高滤过状态"产生微量白蛋白

尿'

#$

(

"持续的高滤过导致系膜细胞与基质增生"最终

引起肾小球硬化&另外过多的
3A

还可增加球管反馈

机制加速肾小球硬化'

#8

(

)

;3AS

高表达及
3A

释放增

加参与了早期
@3

)

@3

属于中医-肾消.*-尿浊.等病的范畴"病机

为肾精亏虚"瘀血*热毒*湿浊阻滞) 具有益肾固精*清

热解毒*利湿化浊*祛瘀功效的糖肾清
!

号是临床治疗

@3

的有效方'

#

(

) 本方主要由山萸肉*白花蛇舌草*白

茅根*红花*桃仁等组成"方中山茱萸益肾固精"扶助正

气) 白花蛇舌草清热解毒*利湿通淋&白茅根清热生津

利尿&桃仁*红花活血化瘀) 已有研究证实山萸肉能够

降低血糖"有效成分环烯醚萜总苷能够抑制糖基化终

末产物$
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HJ0DX?FT
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的生成"保护肾小球结构完整性"减轻破坏'
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) 白

花蛇舌草能够阻断
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$M H5%

通路激活"抑制下游炎

症因子表达及抗氧化作用'
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"提示糖肾清
!

号可能

通过调节血糖*抗炎*抗氧化等途径"延缓
@3

肾损害)

本课题相关的研究结果证实"糖肾清
!

号可有效

改善
@3

小鼠
WM[

*

!6 I \HJ

等水平"并呈一定量效

及时效性趋势) 与模型组比较"干预治疗第
$

周中药

小组
WM[

水平明显降低$

R U"

!

"#

%"
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周时中药中

组
WM[

水平明显降低 $

R U "

!
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%) 干预治疗第
$

周"中药大*中*小组
!6 I \HJ

水平明显降低 $

R U

"

!
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#!

周时糖肾清
!

号各组
!6 I \HJ

水平较模

型组差异无统计学意义$

R d "

!

"%

%) 干预治疗第
$

周"糖肾清
!

号大*中*小剂量组
L'Q

水平均明显降

低$

R U"

!
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%&第
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!

号中*小剂量组
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水平明显降低$
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%) 干预治疗第
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周"糖肾清
!

号有效改善
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"
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小鼠
S'J
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*肾指数水平"并可减轻肾小球基底膜增厚*肾小管

扩张等病理改变'

#

"
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(

) 本研究结果显示"模型组
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"
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*
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;3AS :Q3L

转录及蛋白表达水平显著

上调"提示
@3

的发病与上述因子高表达有关) 中药

各组
)N

"

#!

*

,'R

"

# :Q3L

转录及蛋白表达水平显著

下调"中药大组
;3AS :Q3L

转录及蛋白表达水平显

著下调"中药中组
;3AS :Q3L

转录水平显著下调"

说明糖肾清
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号能够抑制以上炎性因子的活化"减轻

肾组织免疫炎性反应) 提示糖肾清
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号改善
@3

肾损

害的分子机制可能与其抑制介导肾组织免疫炎性损伤

的核心分子有关) 实验结果中中药大组*中组显著降

低
;3AS

核酸水平"而仅中药大剂量可显著降低
;3AS

蛋白含量"出现核酸和蛋白表达不一致"其可能的原
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因#基因表达对蛋白质合成只是具有指导性合成的作

用"合成过程还与合成酶的活性*合成底物的充足与否

等多种因素有关"此外"还可能涉及基因转录后调控机

制"也有可能与细胞核外其他影响
;3AS

活性的因子有

关) 另外"各剂量组间比较"

)N

"

#!

"

,'R

"

# :Q3L

的

转录及蛋白表达水平未见明显差异"说明糖肾清
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号

大*中*小剂量抑制炎性因子
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效果基本

一致"但中药大剂量组
;3AS :Q3L

的转录及蛋白表

达水平较中药小剂量组显著下调"说明糖肾清
!

号大

剂量组抑制
;3AS

活性的效果优于小剂量组"可能具

有更好地减轻
@3

肾组织损伤效果)

@3

的发病机制

复杂"糖肾清
!

号干预
@3

的机制除抑制上述炎性因

子外"是否还存在其他减轻肾脏免疫炎性损伤"延缓

@3

进展的机制"尚在进一步研究)

利益冲突#无)

参 考 文 献

'

#

(#王亚南
2

糖肾清
!

号抑制糖尿病肾病免疫炎性损伤机制

的探讨及临床疗效分析 '

@

(

2

北京# 北京中医药大

学"

!"#52

'

!

(#张继胜" 商学征" 孟凤仙" 等
2

糖肾清
!

号方对
!

型糖

尿病模型小鼠肾功能的影响'

(

(

2

北京中医药大学学

报"

!"#5

"

&8

$

#

%#

#5

$

#82

'

&

(#于娜" 左加成" 穆倩倩" 等
2

降糖消渴颗粒对自发性糖

尿病
KKL.

小鼠肾脏
(3K

信号通路的影响'

(

(

2

中华

中医药杂志"

!"#5

"

&#

$

%

%#

#$"#

$

#$"62

'

6

(#潘晓燕" 龚小花" 沈飞霞" 等
2

高糖环境对
ZMY_

"

#

大

鼠肾小球系膜细胞
)N

"

#$

*

)N

"

#!

*

)N

"

5

*

*3W

"

#

表达的影

响'

(

(

2

中国中西医结合肾病杂志"

!"#!

"

#&

$

5

%#

%#8

$

%!#2

'

%

(#田林红" 陈雪红" 倪安民" 等
2

糖尿病肾病患者血清

)N

"

#

*

)N

"

5

含量测定'

(

(

2

中国病理生理杂志"

!""#

"

#4

$

!

%#

#!4

$

#!42

'

5

(#刘爱茹" 王战建
2 3W

"

$M

与糖尿病肾病的研究进展'

(

(

2

国际泌尿系统杂志"

!""8

"

!8

$

%

%#

584

$

4""2

'

4

(#

,-17P S

"

ZX-GO @M

"

ZX=<0JD *

"

7F -12 ]

"

J-. ?J.T

"

F-1 TFJX?FXJ7 0< -G )P-HH-ME7F- = 3W

"

P-HH-M H5%

I0:0D;:7J ?0:H17=

'

(

(

2 ( M;01 'I7:;TFJ.

"

!""&

"

!4$

$

!%

%#

!&"86

$

!&#""2

'

$

(#

Z;:-.- S+

"

Q.X M

"

a;-G Y(

"

7F -12 #

"$

%

"

EJ0:0

"

!

"

I.DJ0=.

"

6

"

:7FI0=.HI7G.1

%

7FI-G0G7

'

S9#

(

TXH

"

HJ7TT7T HJ0

"

;G<1-::-F0J. J7TH0GT7T E. E10?P;GO

3W

"

$M -GD ,LRK T;OG-1;GO H-FI^-.T ;G -?F;`-F7D

:;?J0O1;-

'

(

(

2 9XJ ( RI-J:-?01

"

!"##

"

54"

$

!

$

&

%#

5"$

$

5#52

'

8

(#

S-PXJ-; Z

"

Z;T-D- _

"

\7G0 ,

"

7F -12 L?F;`-F;0G 0<

FJ-GT?J;HF;0G <-?F0J 3W

"

$M ;G 7=H7J;:7GF-1 O10:7J

"

X10G7HIJ;F;T ;G J-FT

'

(

(

2 M;0?I;:;?- 9F M;0HI.T;?-

L?F-

"

#885

"

#&#5

$

!

%#

#&!

$

#&$2

'

#"

(#雷向宏" 涂卫平
2 3W

"

$M

与肾脏疾病的研究进展'

(

(

2

实用临床医学"

!""4

"

$

$

#!

%#

#&"

$

#&&2

'

##

(#

S0DI; L

"

M;T^-T SK2 ,0G0?.F7 ?I7:0-FFJ-?F-GF

HJ0F7;G

"

#

"

;GDX?7D -?F;`-F;0G 0< H6!B66 ,LRK -GD

?

"

(XG ;G :XJ;G7 H7J;F0G7-1 :-?J0HI-O7T

#

- H0

"

F7GF;-1 H-FI^-. <0J :-?J0HI-O7 -?F;`-F;0G

'

(

(

2 (

)GF7J<7J0G '.F0P;G7 Q7T

"

!""!

"

!!

$

%

%#

%#4

$

%!52

'

#!

(#吕永曼" 黄晓丽" 易艳
2

霉酚酸酯对糖尿病大鼠肾间质

细胞浸润及肾组织
)'L,

"

#

和
,'R

"

# :Q3L

表达的

影响'

(

(

2

中华肾脏病杂志"

!""5

"

!!

$

8

%#

%45

$

%442

'

#&

(#

N7`;G7 @Y2 Z.H7J<;1FJ-F;0G

"

G;FJ;? 0=;D7

"

-GD D;-

"

E7F;? G7HIJ0H-FI.

'

(

(

2 'XJJ Z.H7JF7GT Q7H0JFT

"

!""5

"

$

$

!

%#

#%&

$

#%42

'

#6

(#

a; Y2 )G?J7-T;GO J7G-1 ;GDX?;E17 G;FJ;? 0=;D7 T.G

"

FI-T7 7=HJ7TT;0G ;G 7-J1. D;-E7F;? J-FT

'

(

(

2 'I;G (

9GD0?J;G01 ,7F-E01

"

#88$

"

#6

$

#

%#

6#

$

662

'

#%

(#

[X0 [

"

YI- '

"

SI7G +2 *I7 J71-F;0G E7F^77G G;

"

FJ;? 0=;D7 -GD -FI7J0T?17J0T;T

'

(

(

2 LD` '-JD;0

"

`-T? @;T

"

!""#

"

!!

$

&

%#

#4$

$

#$"2

'

#5

(#王秋红" 张景坤" 刘淑霞" 等
2

葛根素对糖尿病肾病大

鼠肾组织中一氧化氮和诱导型一氧化氮合酶水平的影

响'

(

(

2

中国病理生理杂志"

!""8

"

!%

$

#

%#

#$$

$

#8"2

'

#4

(#陈燕铭" 曾龙驿" 吴伟康" 等
2

伊贝沙坦对糖尿病大鼠

一氧化氮系统及肾脏的影响'

(

(

2

中国糖尿病杂志"

!""&

"

##

$

%

%#

&&!

$

&&52

'

#$

(#沈莉敏" 吴晨光
2

氧化应激及其介导的细胞凋亡在糖尿

病肾病中的作用 '

(

(

2

医学研究生学报"

!""$

"

!#

$

##

%#

#!!!

$

#!!%2

'

#8

(#

*I0JXH '

"

A117JTF-: L

"

R7JTT0G L9

"

7F -12 )G

"

?J7-T7D FXEX10O10:7JX1-J <77DE-?P J7-?F;`;F. ;T

-TT0?;-F7D ^;FI ;G?J7-T7D 3A HJ0DX?F;0G ;G FI7

TFJ7HF0b0F0?;G

"

D;-E7F;? J-F

'

(

(

2 ( @;-E7F7T )FT

'0:H1;?-F;0GT

"

!"""

"

#6

$

#

%#

65

$

%!2

'

!"

(#陈霞" 沈爱宝" 钱东生
2

山茱萸不同提取部位对小鼠血

糖的影响 '

(

(

2

南通大学学报 $医学版%"

!""6

"

!6

$

6

%#

&5%

$

&552

'

!#

(#许惠琴" 朱荃
2

山茱萸环烯醚萜总苷对实验性糖尿病肾

病变的保护作用'

(

(

2

南京中医药大学学报"

!""&

"

#8

$

5

%#

&6!

$

&662

'

!!

(#朴红梅" 宋秋红" 金延燕" 等
2

白花蛇舌草对哮喘模型

小鼠
*I#B*I!

免疫平衡的影响'

(

(

2

中国医院药学杂

志"

!"#&

"

&&

$

#4

%#

#&$#

$

#&$%2

'

!&

(#蒋剑平" 徐敏" 卢烨琳" 等
2

白花蛇舌草多糖的抗氧化

活性 研 究 '

(

(

2

中 华 中 医 药 学 刊"

!"#!

$

%

%#

#"45

$

#"4$2

$收稿#

!"#4

$

"8

$

"&

#在线#

!"#$

$

"%

$

"&

%

责任编辑# 李焕荣

英文责编# 张晶晶


