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冬虫夏草预防糖尿病大鼠对比剂肾病机制研究

宗春辉7

"赵"凯!

"张"琦!

"高巧营7

"李东华7

"戈立秀9

"刘晋津7

"吴"腾7

摘要"目的"探讨冬虫夏草预防糖尿病大鼠对比剂肾病的机制" 方法"

MI

大鼠
6"

只#腹腔注射链脲

佐菌素$

>" @EKNE
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%" 结论"冬虫夏草通过抗氧化应激&抑制脂质过氧化反应&抗凋亡等途径对糖尿病大鼠对比剂肾病发

挥较好的保护作用#冬虫夏草强化剂量组优于低剂量组和标准剂量组"
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"肾功能正常的人群发病几率很低"但若

存在肾功能不全)糖尿病)心力衰竭)使用肾毒性药

物等高危因素时发病率高达
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"其中糖尿病被认

为是
$&5

发生的独立危险因素'

!
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*

$&5

的发病机制

尚不明确"水化治疗是指南唯一推荐的预防措施'
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*

有研究报道冬虫夏草对药物所致急性肾损伤的动物

模型能保护肾小管并促进肾小管修复"从而改善肾

功能'
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* 本文通过建立糖尿病
$&5

大鼠模型"研究

不同剂量的冬虫夏草对糖尿病大鼠
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的预防作

用"并探讨其发病治疗机制"为临床用药提供理论

指导*

材料与方法
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"糖尿病大鼠模型建立及分组"给予
MI

大鼠

标准鼠食"实验开始前适应性喂养
7

周"造模前测大

鼠尾静脉血糖"均显示在正常范围* 所有大鼠以腹

腔单剂量注射链脲佐菌素
>" @EKNE

建立糖尿病模

型"注射后
=! C

及
=

天后断鼠尾取血测血糖"以非

禁食血糖
f7>
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= @@23KO

判定糖尿病大鼠模型成功

与否'
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* 采用随机单位设计分组"将同窝)同性别)

体重基本相同的动物划归为一个单位组"本实验中

将
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只雄性
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糖尿病模型大鼠按体重是否大致相

同分为对照组$
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组% 和冬虫夏草强化剂量组$

P

组%"共
8

组"每组

7>

只*

#

"

$&5

模型"根据焦占全'

>

(和贾辛未'

=

(报道的

$&5

造模及用药方法建立模型* 大鼠饲养
7"

周后"

O

组)

)

组)

P

组大鼠分别给予冬虫夏草 $

!

!

"

)

!

!

8

)

9

!

" EKNE

%灌胃"

$

组)

$&5

组则以等量生理盐水灌饲"

连续
>

天"第
=

天禁水不禁食*

=

天后"麻醉状态下"

除
$

组外其他四组动物经股静脉注射碘克沙醇
9!"

$

!

!

" E A2\AD+KNE

%相当于成人用量的
7

&

!"

"注射时间

为
8 @AD

"然后给予自然饮水'

6

(

* 以注射对比剂
=! C

后
M$-

比对照组升高$

f!8b

%判定
$&5

的模型是否

成功'

:

(

* 成功率为
6"b

*

8

"取材方法"按实验分组"于注射对比剂后

=! C

"腹腔注射水合氯醛麻醉大鼠"开腹取下腔静脉血

! @O

"迅速取下双肾* 左肾剖开部分固定于福尔马

林"以备肾脏病理研究&部分#

6"

'冻存"用于检测氧

化应激指标&右肾#

6"

'冻存"用于
(+UV+-D Q32V

蛋

白定量分析*

>

"检测指标及方法

>

!

7

"生化检测"$

7

%大鼠肾功能指标检测#脲酶

法测定
QR5

&苦味酸法测定
M$-

&尿蛋白定量测试盒#

考马斯亮蓝$

H22@/UUA+,-A33A/DV,3.+

"

$QQ

%法测定

尿蛋白排泄率 $

.-AD/-0 /3,/@AD +WH-+VA2D -/V+

"

RS?

%* $

!

%肾组织匀浆氧化应激指标检测#硝酸还原

酶法测定一氧化氮$

DAV-AH 2WA\+

"

5J

%"黄嘌呤氧化酶

法测超氧化物歧化酶 $

U.X+-2WA\+ \AU@.V/U+

"

MJI

%"硫代巴比妥酸法测定 丙二醛$

@/32D\A/3\+

$

C0\+

"

)IS

%"比色法测定总抗氧化能力$

V2V/3 /D

$

VA2WA\/DV H/X/HAV0

"

'

$

SJ$

%* $

9

%

?O&MS

法检测中

性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白$

D+.V-2XCA3 E+3/

$

VAD/U+

$

/UU2HA/V+\ 3AX2H/3AD

"

5TSO

%)肾损伤分子$

7

$

NA\D+0 ADL.-0 @23+H.3+

$

7

"

;&)

$

7

%及
&O

$

76

*

>

!

!

"病理学形态检测"肾组织常规脱水石蜡包

埋"切片
# "@

后进行梯度酒精脱水)透明)

P?

染色"

免疫组化染色"于正置显微镜下观察肾脏组织病理

变化*

>

!
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QH3

$

!

)

Q/W

)

$/UX/U+

$
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蛋白表达量检测"采用
(+UV+-D Q32V

法检测* 提取肾

组织总蛋白)

MIM

$聚丙稀酰胺凝胶电泳)转膜)封闭)抗原

抗体反应)放射自显影"检测肾组织
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!

"

统计学软件
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W

(

U

表示"计数资料以率或构

成比表示* 所有指标均进行正态分布"组间比较采用

单因素方差分析&计数资料比较采用
#
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$

+-
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!
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*
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%
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%
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(
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(
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(
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(
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"各组肾脏病理学检测结果比较$图
7
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$

组

肾小球)肾小管上皮细胞结构完整未见明显损伤&

$&5

组肾小球基底膜增厚"近曲小管肿胀"胞浆嗜酸性)细

颗粒状"结构不清"远曲小管萎缩"胞浆透明变性*

O

组肾小球基底膜增厚"近曲小管肿胀"胞浆嗜酸性变"

远曲小管萎缩&

)
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P
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$
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组
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""注#与
$&5

组比较"

!

Z ["

!

"8

&与
$

组比较"

"

Z ["

!

"8

&与
O

组比较"

#

Z ["

!

"8

&与
)

组比较"

$

Z ["

!

"8

讨""论

随着介入治疗技术的快速发展"对比剂在临床中的

应用越来越广泛"

$&5

的发生率呈逐年上升趋势"糖尿病

作为
$&5

发生的最常见危险因素之一'

7"

(

"引起了广大学

者的关注* 既往
QR5

)

M$-

)

RS?

等作为传统的评价肾

功能的指标* 近年来"随着肾损伤相关检测技术的不断

提高"多种敏感性好)特异性高的标志物不断涌现* 目前

有较多证据支持的新型标志物有
5TSO

)

;&)

$

7

)

&O

$

76

*

有研究显示检测
5TSO

水平不仅能早期发现
$&5

"还能

预测肾损伤的严重程度'

77

(

* 李军辉等'

7!

(报道
;&)

$

7

的

数值变化与
M$-

呈正相关"能更早的反映肾功能的变化*

&O

$

76

可调节细胞增生"加剧炎性细胞增殖并在肾小球积

聚"在
$&5

的发生)发展中起重要作用'

79

(

* 另有报道百

令胶囊能够降低糖尿病患者
$&5

的发病率"减少
;&)

$

7

)

5TSO

和
&O

$

76

的水平'

7#

(

* 本研究中与
$

组比较"

$&5

组)

O

组)

)

组)

P

组的
QR5

及
RS?

数值均明显升高"

P

组的
M$-

数值无明显变化"推测可能与高剂量的冬虫夏

草中含有更多的虫草多糖能更有效的清除肾小球滤膜上

的免疫复合物增加肌酐清除率有关&与
$&5

组比较"

P

组

的
M$-

)

QR5

及
RS?

数值比
O

组)

)

组下降更明显$

Z

["

!

"8

%"推测冬虫夏草通过减轻炎症反应"降低细胞增

殖"实现保护肾损伤的作用&本研究中
O

组)

)

组)

P

组的

5STO

)

&O

$

76

数值与
$&5

组比较均明显降低$

Z ["

!

"7

%

且
P

组数值下降更明显"差异有统计学意义$

Z ["

!

"7

%"

说明冬虫夏草可降低
$&5

患者的肾损伤"尤其是高剂量

组* 以上结果说明用药后肾组织损伤程度有所改善"肾

功能增强"且
P

组效果更明显*

目前比较公认的
$&5

发病机制包括肾小管氧化应激

损伤'

78

(

)氧自由基及脂质过氧物过量生成'

7>

(

)缩血管物

质的释放加重肾缺血缺氧'

7=

(

)肾小管细胞凋亡'

76

(等* 临

床上
$&5

的防治措施除水化治疗外被证实确切有效的药

物并不多* 赵凯等'

7:

(的研究发现对接受
Z$&

治疗的不

稳定型心绞痛老年患者预防性应用普罗布考可有效减少

$&5

的发生* 目前有关中医预防
$&5

的临床及基础研究

报道较少"从中医学角度考虑
$&5

患者气血不足"+肾主

水液,水道开阖无度"体内多余的水分)代谢产物等毒邪

不能排出体外"加之造影剂侵袭"邪气亢盛瘀滞于三焦水

道"产生头晕)恶心)水肿)无尿等临床表现* -素问遗

篇!刺法论.#曰+正气存内"邪不可干,* 目前的研究发

现冬虫夏草富含的虫草素)虫草多糖氨基酸等物质可通

过以下机制发挥保护肾功能的作用#$

7

%提高
'

$

MJI

含

量"降低
)IS

含量"起到清除氧自由基)抗氧化损伤的作

用'

!"

(

&$

!

%通过调节
S)Z;K@'JY

信号通路的基因表

达"延缓肾小管细胞的损伤'

!7

(

&$

9

%通过增加
5J

含量发

挥改善微循环的效应&$

#

% 通过改善氧化应激状态"减少

促炎因子
&O

$

76

)

&O

$

>

)

&O

$

7

等的释放"减轻肾功能损

伤'

!!

(

&$

8

%抑制肾脏细胞凋亡* 有研究显示"切除
8K >

大

鼠肾脏后肾皮质及线粒体中
)IS

含量明显增加'

!9

(

"给

予冬虫夏草菌粉治疗后"

)IS

表达下降"

MJI

表达增加"

大鼠肾组织抗氧化能力较模型组明显提高'

!#

(

* 本研究

中"

5J

在应用冬虫夏草后数值增高"推测与冬虫夏草能

促进
5J

的合成)释放有关*

'

$

MJI

数值)

)IS

数值在

$&5

大鼠应用冬虫夏草治疗后表达分别增加和减少"推

测冬虫夏草通过提高机体氧化应激)抗脂质过氧化的能

力起到保护肾组织损伤的作用"但具体机制尚需进一步

研究* 病理结果显示
)

组及
P

组的肾小球基底膜无明

显增厚"近曲小管轻度嗜酸性变"结构清晰* 以上结果说

明冬虫夏草通过提高
5J

含量"增强机体抗氧化应激能

力)抑制脂质过氧化反应)改善肾小管上皮细胞的微循环"

达到改善肾功能目的* 同时也说明冬虫夏草强化剂量能

更好的增强机体清除氧自由基的能力)减小自由基对机

体的损害程度"提高机体抗氧化应激的能力*

$&5

的发生发展中"内源性细胞凋亡是重要的发病

机制之一"由线粒体途径介导* 其中最主要的调控因子

为线粒体家族
QH3

$

!

"以抗凋亡基因
QH3

$

!

和促凋亡基因

Q/W

在家族中最具代表性* 许多体外研究已证实"对比

剂可通过激活活性氧 $

-+/HVA^+ 2W0E+D UX+HA+U

"

YJM

% 磷酸化
X89

"影响线粒体
QH3

$

!

基因的表达使得

QH3

$

! KQ/W

比值下调并通过激活线粒体
$/UX/U+

信号

通路"导致
$/UX/U+

$

9K :

表达量增加"促进肾细胞凋

亡'

!8

(

*

)+CV/ S

等'

!>

(通过体外研究发现"

SNVK@'JYK
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Z="M>;

途径去磷酸化失活参与了造影剂引起的肾小管

上皮细胞凋亡* 动物实验表明"肾缺血可诱导
%5;

活性

增加"导致细胞凋亡*

?Y;

磷酸化通路的激活可有效抑

制缺氧再灌注导致的心肌细胞调亡的发生'

!=

(

* 本研究中

药物干预后
QH3

$

!

蛋白)

SNVK@'JYKZ="M>;

通路蛋白)

Z

$

?Y;

蛋白表达量在
$&5

组)

$

组)

O

组)

)

组)

P

组逐

渐增加&

Q/W

蛋白)

Z

$

%5;

蛋白)

$/UX/U+

$

9K :

蛋白表达

量在
$&5

组)

$

组)

O

组)

)

组)

P

组逐渐减少"

QH3

$

! K

Q/W

比值上调*

$/UX/U+

$

9

免疫组化结果显示冬虫夏

草治疗组棕色颗粒在肾小管内的沉积逐渐减少"

P

组与

$&5

组相比变化明显与
$

组表达量相似* 由此推论冬虫

夏草通过上调
QH3

$

! KQ/W

比值"恢复了线粒体家族

QH3

$

!

的平衡"并通过其强大的抗氧化功能激活磷酸化

SNVK@'JYKZ="M>;

和
X

$

?Y;

的磷酸化信号途径"下调

促调亡上游信号
X

$

%5;

的表达"最终经家族传递+保护,

信息"最终抑制线粒体
$/UX/U+

$

9K:

通路的激活"起到减

少肾细胞凋亡保护肾功能的作用*

综上所述"本研究应用血尿生化检测)

P?

病理检测)

免疫组化)蛋白印迹法等技术从不同角度初步探讨了不

同剂量的冬虫夏草通过抗氧化应激)抑制脂质过氧化反

应)上调
QH3

$

! KQ/W

比值)激活磷酸化的
SNV K@'JYK

Z="M>;

和
X

$

?Y;

信号通路"抑制
$/UX/U+

$

9K:

通路的

激活保护了
$&5

患者肾功能"且冬虫夏草强化剂量组

$

9

!

" EKNE

%能更有效地保护糖尿病大鼠对比剂急性肾损

伤* 未来课题组将通过肾脏电镜组织超微结构的观察来

进一步明确凋亡途径的作用机制*

利益冲突!本实验不存在利益冲突*
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