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补肾活血方干预高糖高脂诱导的小鼠
脑微血管内皮细胞损伤的研究
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摘要摇 目的摇 在细胞水平探索补肾活血方干预高糖高脂诱导的小鼠脑微血管内皮细胞损伤的研究遥
方法摇 在体外实验中采用高糖高脂刺激小鼠脑微血管内皮细胞遥 实验分组为院空白对照组尧模型组

咱25 mmol/L 葡萄糖渊HG冤袁200 滋mol/L 棕榈酸渊PA冤暂尧补肾活血方 30尧60尧120 mg/L 组遥 CCK鄄8 细胞增殖

实验方法检测补肾活血方对高糖高脂诱导的细胞存活率的影响曰采用试剂盒检测各组细胞部分氧化应激因

子咱活性氧渊ROS冤尧诱导型一氧化氮合酶渊 iNOS冤尧一氧化氮渊NO冤尧血管内皮生长因子渊VEGF冤暂尧基质金属

蛋白酶 2渊MMP鄄2冤尧基质金属蛋白酶 9渊MMP鄄9冤尧基质金属蛋白酶抑制剂 1渊TIMP鄄1冤和部分炎症因子咱 IL鄄6尧
细胞黏附因子 1 渊 ICAM鄄1冤尧TNF鄄琢尧转化生长因子 茁1渊TGF鄄茁1冤暂的含量变化遥 采用实时荧光定量 PCR 法

检测 iNOS 和 TNF鄄琢 mRNA 表达遥 结果摇 渊1冤 与空白对照组渊100%依2郾 3%冤比较袁模型组细胞的细胞存活

率显著降低 渊62郾 6%依0郾 5%袁P<0郾 01冤曰与模型组比较袁补肾活血方 30尧60尧120 mg/L 组细胞的存活率显著

升高咱渊70郾 5%依4郾 0%冤袁渊76郾 3%依2郾 8%冤袁渊80郾 5%依2郾 7%冤袁P<0郾 05袁P<0郾 01暂遥 渊2冤 与空白对照组比较袁
模型组细胞的部分氧化应激因子渊ROS尧 iNOS尧NO尧VEGF冤尧MMP鄄2尧MMP鄄9尧TIMP鄄1 以及炎症相关因子

渊 IL鄄6尧ICAM鄄1尧TNF鄄琢尧TGF鄄茁1冤含量显著上升渊P<0郾 05袁P<0郾 01冤遥 与模型组比较袁补肾活血方 30尧60尧
120 mg/L 组作用后各检测因子的表达降低渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤遥 渊3冤荧光定量 PCR 结果显示袁与空白对照

组比较袁模型组 iNOS 和 TNF鄄琢 mRNA 表达均增加渊P<0郾 01冤袁与模型组比较袁BSHX 120 mg/L 组 iNOS
mRNA 表达及 BSHX 60尧120 mg/L 组 TNF鄄琢 mRNA 表达均降低渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤遥 结论摇 高糖高脂能

够促进 ROS尧iNOS尧NO尧VEGF尧MMP鄄2尧MMP鄄9尧TIMP鄄1 和部分炎症因子等相关指标的表达袁使细胞活力降

低袁而补肾活血方可以改善高糖高脂诱导的小鼠脑微血管内皮细胞的损伤遥
关键词摇 补肾活血曰 高糖高脂曰 氧化应激曰 炎症

Effect of Bushen Huoxue Prescription on BEND3 Cells Injury Induced by High Glucose and High

Palmitate摇 ZHAO Jia鄄qi袁 ZHANG Yi鄄ming袁XU Fei鄄fei袁WANG Zi鄄ling袁LI Xiao鄄qing袁GUO Mei鄄tong袁
WANG Jie袁 LI Qin鄄qing袁TIAN Ya鄄juan袁 and HE Wen鄄bin 摇 Shanxi Province Key Laboratory of Chinese

Medicine Encephalopathy袁Shanxi University of Chinese Medicine袁 Taiyuan 渊030619冤
ABSTRACT摇 Objective 摇 To explore the effect of Bushen Huoxue渊BSHX冤 prescription on prevention

and treatment of mouse brain microvascular endothelial cells injury induced by high glucose and hyper鄄
lipemia at the cellular level. Methods 摇 In vitro experiments袁 high glucose渊HG袁25 mmol/L冤 and palmitic
acid 渊PA袁200 滋mol/L冤were used to intervene in the mouse brain microvascular endothelial cells to estab鄄
lish the cell damage model. The cells were divided into control group袁model group咱25 mmol/L high glu鄄
cose渊HG冤+200 滋mol/L palmitic acid渊PA冤暂 and BSHX 渊30袁60袁120 mg/L冤 groups. The effect of BSHX on
hyperglycemic and hyperlipid鄄induced cell damage was detected by cell counting kit鄄渊CCK鄄冤 8 assay. The
changes of oxidative stress related factors 咱 reactive oxygen species 渊ROS冤袁 inducible nitric oxide syn鄄
thase 渊 iNOS冤袁 vascular endothelial growth factor渊VEGF冤暂袁 matrix metalloproteinase鄄2 渊MMP鄄2冤袁 matrix
metalloproteinase鄄9渊MMP鄄9冤袁 tissue inhibitor of metalloproteinases鄄1渊TIMP鄄1冤暂 and inflammatory factors
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咱 IL鄄6袁 intercellular adhesion molecule 1渊 ICAM鄄1冤袁 TNF鄄琢袁 transforming growth factor 茁1渊TGF鄄茁1冤暂 were
detected by ELISA. The cytokine NO was determined by biochemical kit assay. The expressions of iNOS
and TNF鄄琢 mRNA were detected by quantitative real鄄time PCR. Results 摇 渊1冤 After treatment袁 compared
with the control group渊100%依2郾 3%冤袁 the survival rate of the cells in the model group was significantly re鄄
duced 渊62郾 6%依0郾 5%袁P<0郾 01冤 . Compared with the model group袁 the survival rate of the cells in the BSHX
30袁60袁120 mg/L groups were significantly increased咱渊70郾 5%依4郾 0%冤袁渊76郾 3% 依2郾 8%冤袁渊80郾 5% 依2郾 7%冤袁
P<0郾 05袁P<0郾 01暂 . 渊2冤 Compared with the control group袁 the expression of oxidative stress and inflamma鄄
tory related factors渊ROS袁 iNOS袁 NO袁 VEGF袁 MMP鄄2袁 MMP鄄9袁 TIMP鄄1袁 IL鄄6袁 ICAM鄄1袁 TNF鄄琢袁 TGF鄄茁1冤 in
the model group increased significantly渊P<0郾 05袁P<0郾 01冤 . Compared with the model group袁the expression
of each detection factor was decreased in the BSHX 30袁60袁120 mg/L groups. 渊3冤 Compared with the con鄄
trol group袁 the expressions of iNOS and TNF鄄琢 mRNA in the model group were increased 渊P<0郾 01冤袁and
the expression of iNOS mRNA in the BSHX 120 mg/L group and TNF鄄琢 mRNA in the BSHX 60袁120 mg/L
group were decreased渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤 . Conclusions 摇 High glucose and high palmitate can increase the
expression of ROS袁 iNOS袁 NO袁 VEGF袁 MMP鄄2袁 MMP鄄9袁 TIMP鄄1 and inflammatory factors 渊 IL鄄6袁 ICAM鄄1袁
TNF鄄琢袁 TGF鄄茁1 冤 and lead to decrease of the cell viability. The BSXH prescription has an improvement
effect on the cells induced by high glucose and high palmitate.

KEYWORDS摇 Bushen Huoxue Prescription曰 high glucose and high palmitate曰 oxidative stress曰 in鄄
flammatory

摇 摇 国际糖尿病联盟渊 International Diabetes Feder鄄
ation冤在近期发布的糖尿病全球管理指南中袁指出全

球糖尿病 渊 diabetes mellitus袁 DM冤 的患病人数在

2017 年已经达到 4郾 5 亿袁估计到 2045 年这一患病群

体可能增至 6郾 3 亿咱1暂 遥 目前我国拥有世界上最多的

DM 患病群体咱2暂 遥 DM 属于中医学 野消渴冶 病范畴遥
叶石室秘录曳 说院 野消渴之证袁实则肾水不足也咱3暂 冶遥
李中梓叶医宗必读曳 曰院野消渴本病在肾咱4暂冶遥 因肾为

野先天之本冶袁主藏精袁内舍元阴元阳袁故而袁肾在消渴发

病中占核心地位遥 另一方面袁消渴日久袁气阴两虚遥 王

清任认为野元气既虚袁必不能达于血管袁血管无力袁必停

留而瘀冶袁所以袁肾虚血瘀是消渴病的根本病机袁临床多

选用补肾活血法治疗遥 而 DM 微血管病变是 DM 特有

的慢性血管并发症袁是 DM 致残尧致死的主要原因袁由于

其血管内血液流速慢袁血管壁薄袁与大血管相比袁更易受

到各种不利因素的侵袭袁故病变出现较早袁是 DM 各种

并发症的病理基础咱5袁6暂遥 DM 对脑的损害主要集中在脑

微血管咱7暂袁已有研究证明 DM 与机体产生过多的活性氧

自由基和炎症因子有密不可分的关系咱8暂遥
本实验采用的补肾活血方是由王学美教授经验方

加味五子衍宗加单味药水蛭而成袁其中加味五子衍宗方

渊菟丝子尧枸杞子尧覆盆子尧五味子尧车前子尧淫羊藿冤在研

究中发现具有较好的调节血糖的作用咱9暂袁这与文献报道

也一致咱10袁11暂遥 另外活血方即水蛭有破血通经尧逐瘀消

癥的作用袁是临床上常用的治疗缺血性脑血管疾病的药

物遥 绝大多数活血药有久用伤气的弊端袁唯独水蛭祛邪

力显著而不伤正气袁堪称活血通络之佳品袁尤其适用于

DM具有本虚标实特点的肾虚血瘀核心证候遥 因此袁加
味五子衍宗方基础上加水蛭所组成的补肾活血方是针

对消渴病肾虚血瘀病机袁将补肾填精尧活血通络相结合袁
从而防治脑微血管病变的有效方剂遥

本实验拟采用高糖高脂诱导的小鼠脑微血管内皮

细 胞 渊 brain microvascular endothelial cells袁
BEND3冤袁模拟离体的 DM 脑微血管病变袁探究补肾活

血方改善高糖高脂诱导的 BEND3 细胞损伤与氧化应

激和炎症之间的关系遥
材料与方法

1摇 细胞 摇 BEND3 购自北纳生物技术有限公司

渊批号院BNCC337672冤遥 研究通过山西中医药大学医

学伦理委员会审核渊No. 2020SY010冤遥
2摇 药物摇 五味子尧车前子尧水蛭尧枸杞子尧菟丝子尧

淫羊藿尧覆盆子药材均购自北京同仁堂中药厂袁并经北

京大学医学部屠鹏飞教授按 2015 年版叶中国药典曳咱12暂

完成各项鉴别尧测定袁均符合规定的质控标准袁采用统一

工艺制备药物浸膏粉末遥 药物按 8 颐8 颐4 颐1 颐2 颐1 颐8 的质

量比浸泡在 10 倍量的水中袁煮沸 2 次每次 1 h袁将
2 次提取液混匀袁然后低温浓缩采用冷冻干燥技术使

之成为粉末后制粒袁冷藏避光保存备用袁后期实验中袁
将颗粒剂溶于培养基中袁10 000 r/min 离心取上清袁调
节 pH 至 7郾 2~7郾 4 后用 0郾 22 滋m 的微孔滤膜过滤除

菌备用遥
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3摇 主要试剂及仪器摇 低糖 DMEM 培养基渊批号院
SH30243郾 01袁 Hyclone 冤袁 胎 牛 血 清 渊 批 号院
BISH0287袁 Biological Industries 冤袁 胰 酶 渊 批 号院
SH30042郾 01袁HyClone冤袁CCK鄄8渊批号院AR1160袁武
汉博士德生物工程有限公司冤袁一氧化氮 渊nitric ox鄄
ide袁NO冤试剂盒渊批号院A013原1袁南京建成生物工程

研究所冤遥 活性氧渊 reactive oxygen species袁ROS袁
批号院F11474冤尧诱导型一氧化氮合酶渊 inducible ni鄄
tric oxide synthase袁iNOS袁批号院F4051冤尧血管内皮

生长 因 子 渊 vascular endothelial growth factor袁
VEGF袁批号院F11677冤尧基质金属蛋白酶 2 渊matrix
metalloproteinase鄄2袁MMP鄄2袁批号院F11220冤尧基质

金属蛋白酶 9渊matrix metalloproteinase鄄9袁MMP鄄9袁
批号院F11240冤尧基质金属蛋白酶抑制剂 1渊 tissue in鄄
hibitor of metalloproteinases鄄1袁 TIMP鄄1袁 批 号院
F1161冤尧白介素 6渊 interleukin 6袁IL鄄6袁批号院F1083冤尧
细胞黏附因子 1 渊 intercellular adhesion molecule
1袁ICAM鄄1袁批号院F1570冤尧肿瘤坏死因子鄄琢 渊 tumor
necrosis factor 鄄琢袁TNF鄄琢袁批号院F11632冤尧转化生长

因子 渊 transforming growth factor 茁1袁 TGF鄄茁1袁批

号院F1160冤 ELISA 试剂盒均购自上海西唐生物科技

有限公司遥 TRNzol 总 RNA 提取试剂渊天根生化科技

有限公司冤袁PrimeScript RT reagent Kit with gDNA
Eraser渊TaKaRa袁批号院RR047A冤袁SYBR Premix Ex
Taq 域渊Tli RNaseH Plus袁TaKaRa袁批号院RR820A冤袁
引物合成渊GENEWIZ冤遥

酶标仪渊VERSA max袁美谷分子仪器有限公司冤袁
液氮罐渊YDS鄄30袁东亚机电有限公司冤袁CO2 培养箱

渊Forma 371袁Thermo Fisher冤袁低速离心机渊L2540A袁
上海知信实验仪器技术有限公司冤袁超净工作台渊SCB鄄
152袁北京东联哈尔仪器制造有限公司冤袁电热恒温水浴

锅渊XMTD鄄204袁上海博迅实业有限公司冤袁倒置显微镜

渊CKX鄄31袁OLYMPUS冤袁迷你离心机渊Mini鄄10K+C袁 杭

州米欧仪器有限公司冤袁nanodrop 分光光度计渊Nano鄄
Drop 2000/2000c袁Thermo fisher冤袁荧光定量 PCR 仪

渊ABI7500袁Applied Biosystems冤遥
4摇 细胞培养摇 BEND3 细胞培养于 DMEM 低糖

完全培养基渊含 10%胎牛血清袁青霉素 100 U/L袁链霉

素 100 mg/L冤中袁放置于 37 益袁5% CO2 及饱和湿度

的细胞培养箱中袁每 2 天更换新的完全培养基袁培养到

待单层细胞生长至 80%以上后进行传代培养遥
5摇 CCK鄄8 法检测 BEND3 细胞存活率摇 取对数

生长期的 BEND3 细胞袁以 5伊104 /mL 接种于 96 孔板

中袁每孔 100 滋L 置于 37 益尧含 5% CO2 的培养箱中

培养遥 24 h 后袁分为 5 组袁每组 6 个复孔袁分别为空白

对照组尧模型组咱25 mmol/L 葡萄糖渊high glucose袁
HG冤袁200 滋mol/L 棕榈酸渊palmitic acid袁PA冤暂袁补肾

活血方渊BSHX冤30尧60尧120 mg/L 组渊将药物溶解在

含有 25 mmol/L HG 和 200 滋mol/L PA 的 DMEM 培

养基中冤袁按分组加药后置于培养箱中培养袁24 h 后袁
每孔加入 10 滋L CCK鄄8袁置于培养箱培养 1 h 后袁用酶

标仪在 450 nm 条件下测定吸光度 A450 nm值袁实验重

复 3 次遥 细胞存活率渊%冤= 实验组 A450 nm /正常对照

组 A450 nm伊100%遥
6摇 氧化应激和炎症指标检测摇 分组及给药处理

同 5遥 24 h 后袁吸取上清液于无酶的 EP 管中袁原20益
保存备用遥 分别检测氧化应激相关因子渊ROS尧NO尧
iNOS尧VEGF冤尧MMP鄄2尧MMP鄄9尧TIMP鄄1 以及炎症因

子渊 IL鄄6尧ICAM鄄1尧TNF鄄琢尧TGF鄄茁1冤的含量变化袁所有

操作均严格按照说明书进行遥
7摇 荧光定量 PCR 检测 iNOS 和 TNF鄄琢 mRNA

表达摇 分组及给药处理同 5遥 24 h 后袁吸去六孔板细胞

培养基上清袁用预冷的PBS小心清洗两次袁在每孔内加入

1 mL TRIZOL袁和细胞一并转移至 1郾 5 mL RNase鄄free
离心管内裂解 15 min曰吸取上清至另一干净 RNase鄄free
的 1郾 5 mL 离心管中袁加入 200 滋L 氯仿渊200 滋L 氯仿/
1 mL TRIZOL冤袁剧烈震荡 25 s袁室温静置 4 min曰 4 益袁
12 000 r/min袁离心 15 min袁小心吸取上清至另一干净

RNase鄄free 的 1郾 5 mL 离心管中袁加入等体积的异丙醇

轻微混匀袁静置 5 min袁4 益袁12 000 r/min袁离心 5 min袁
小心吸去上清曰用 75%乙醇渊DEPC 水配制冤洗沉淀袁
4 益袁12 000 r/min袁离心 5 min袁小心吸去上清曰重复上述

操作一次置于超净台内风干袁用 30~50 滋L DEPC水溶解

沉淀袁原80 益保存备用遥
实时荧光定量 PCR 检测各组织中 iNOS 和 TNF鄄琢

表达水平遥 根据反转录试剂盒说明书袁引物分别为 iN鄄
OS鄄F院5忆鄄TGCTAATGCGAAAGG鄄3忆袁iNOS鄄R院5忆鄄GGT鄄
GTTGAAGGCGTA鄄3忆袁引物大小为 164 bp院TNF鄄琢鄄F院
5忆鄄TCTACTGAACTTCGGGGTGAT鄄3忆袁 TNF鄄琢鄄R院 5忆鄄
CTTGGTGGTTTGTGAGTGTGA鄄3忆袁 引 物 大 小 为

107 bp院GAPDH鄄F院5忆鄄CGTGTTCCTACCCCCAATGT鄄
3忆袁 GAPDH鄄R院 5忆鄄TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT鄄
3忆袁引物大小为院73 bp袁反应条件为 90 益 30 s袁95 益
5 s袁60 益 34 s袁重复 40 个循环袁按照 2原吟吟Ct 相对定

量计算公式计算遥
8摇 统计学方法摇 采用 Graphpda Prism 6郾 02 统

计软件袁计量资料以x依s 表示袁采用单因素方差分析袁
当方差分析结果存在显著性差异时袁进一步进行两两
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比较袁当同时满足正态性和方差齐性时袁选用 LSD鄄t
法曰同时满足正态性和方差不齐选用 Dunnett忆 s 法遥
P<0郾 05 为差异有统计学意义遥

结摇 摇 果

1摇 各组 BEND3 细胞存活率比较渊图 1冤 摇 与空

白对照组比较袁模型组细胞存活率显著下降 渊P <
0郾 01冤曰BSHX 各剂量组较模型组细胞存活率明显上

升渊P<0郾 05袁P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院 与空白对照组比较袁鄢 P<0郾 01曰与模型组比

较袁吟P<0郾 05袁吟吟P<0郾 01
图 1摇 各组 BEND3 细胞存活率比较摇 渊n =6冤

2 摇 各组氧化应激和炎症指标检测结果比较

渊图 2~4冤摇 与空白对照组比较袁模型组 ROS尧iNOS尧
NO尧 VEGF尧 MMP鄄2尧 MMP鄄9尧 TIMP鄄1 和 炎 症 因 子

渊 IL鄄6尧 ICAM鄄1尧TGF鄄茁1尧TNF鄄琢冤 的含量均升高袁用

BSHX 干预后所测指标均有下降的趋势袁且与模型组

比较差异有统计学意义 渊 P <0郾 05袁 P <0郾 01冤遥 与

BSHX 30 mg/L 组比较袁BSHX 120 mg/L 组 VEGF尧
MMP鄄2尧MMP鄄9尧IL鄄6尧ICAM鄄1尧TGF鄄茁1 含量降低渊P<
0郾 05冤遥

3摇 各组 iNOS 和 TNF鄄琢 mRNA 表达比较渊表 1冤
与空白对照组比较袁模型组 iNOS 和 TNF鄄琢 mRNA 表

达均升高渊P<0郾 01冤袁与模型组比较袁BSHX 120 mg/L
组 iNOS mRNA 表达及 BSHX 60尧120 mg/L 组 TNF鄄
琢 mRNA 表达下降渊P<0郾 05袁 P<0郾 01冤遥

表 1摇 各组 iNOS 和 TNF鄄琢 mRNA 表达比较渊x依s冤
组别 iNOS mRNA TNF鄄琢 mRNA

空白对照 1援 48依0援 48 0援 99依0援 20
模型 7援 60依0援 09* 2援 53依0援 06*
BSHX 30 mg/L 6援 60依1援 10 1援 93依0援 14
BSHX 60 mg/L 5援 50依0援 71 1援 48依0援 15吟吟
BSHX 120 mg/L 4援 23依1援 10吟 1援 35依0援 41吟吟

摇 摇 注院 与空白对照组比较袁 鄢P<0郾 01曰与模型组比较袁 吟P<0郾 05袁
吟吟P<0郾 01

摇 摇 注院 与空白对照组比较袁鄢 P <0郾 01曰与模型组比

较袁吟P<0郾 05袁吟吟P<0郾 01曰与 BSHX 30 mg/L 组比较袁银

P<0郾 05
图 2摇 各组 ROS尧iNOS尧NO尧VEGF 含量比较摇 渊n =6冤

讨摇 摇 论

DM 脑微血管病变是 DM 的特有的并发症袁肾虚

血瘀是 DM 脑微血管并发症的核心病机咱13袁14暂 袁以肾虚

为主袁兼有浊毒袁水湿袁导致肾络瘀阻袁当以补肾填精袁
活血通络遥 补肾活血方中菟丝子补益肝肾袁枸杞子滋
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摇 摇 注院 与空白对照组比较袁鄢 P<0郾 01曰与模型组比

较袁吟P< 0郾 05袁吟吟P < 0郾 01曰与 BSHX 30 mg/L 组比

较袁银P<0郾 05
图 3摇 各组 MMP鄄2尧MMP鄄9尧TIMP鄄1含量比较摇 渊n =6冤

补肝肾袁覆盆子益肾固精袁五味子为滋肾生津袁车前子

有利尿通淋袁淫羊藿补肾阳袁强筋骨袁祛风湿袁水蛭破血

通经尧逐瘀消癥袁7 味中药相合袁补肾祛湿尧活血通络袁
以补肾填精治则为主以治本袁以活血化瘀治则为辅通

过改善血供以治标袁尤其适用于 DM 肾虚血瘀的证候遥
补肾活血方是在经典补肾益精方五子衍宗丸渊菟丝

子尧枸杞子尧覆盆子尧五味子尧车前子冤的基础上加味温

补肾阳的淫羊藿和破血通经逐瘀的水蛭组成袁意在补

肾的基础上增加活血通络之功袁改善脑微血管环境袁减
轻糖尿病导致的闹微血管病变咱15暂遥 在 DM 脑微血管

病变的细胞模型中袁有采用 40 mmol/L 的葡萄糖单独

刺激脑微血管内皮细胞咱16暂曰Zhou H 等咱17暂等认为脑微

血管内皮细胞是脑微循环的基础袁糖尿病脑血管病是

由于糖尧脂肪等一系列营养物质代谢紊乱所引起的疾病曰

摇 摇 注院 与空白对照组比较袁鄢P<0郾 01曰与高糖高脂模型

组比较袁吟P<0郾 05袁吟吟P<0郾 01曰与 BSHX 30 mg/L 组比

较袁银P<0郾 05
图 4摇 各组 IL鄄6尧ICAM鄄1尧TNF鄄琢尧TGF鄄茁 含量比较摇 渊n =6冤

同时根据 Alnahdi A 等咱18暂研究袁本实验采用高糖高脂

联合作用于小鼠 BEND3袁建立 DM 脑微血管内皮细胞

损伤模型遥 由于 DM 患者同时伴有血脂异常的情况袁
而 PA 作为血清中含量最丰富的饱和脂肪酸袁在预实

验后依据细胞种类以及对 HG和 PA 的不同耐受程度
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最终确定 25 mmol/L HG 和 200 滋mol/L PA 诱导细

胞损伤咱19暂遥 采用高糖高脂诱导细胞损伤袁能够更好地

模拟 DM 的致病原因袁更加符合临床患者的实际情况遥
氧化应激是在机体遭受异常的刺激后袁产生过多

的活性氧以及活性氮自由基袁机体对于氧化物的清除

能力下降袁打破氧化与抗氧化的平衡袁进而引起组织损

伤的一种病理反应咱20暂 遥 氧化应激在 DM 的发生发展

过程中发挥着重要作用袁机体持续的高血糖状态会加

重氧化应激的发生袁因氧化应激而产生的过多的活性

氧自由基又会反过来导致 DM 患者的病情加重遥 高糖

环境使得 ROS 在细胞内聚集袁导致抗氧化能力下降袁
出现氧化应激状态袁氧化应激使得活性氧和活性氮的

积累袁NO生物利用度降低袁导致 NO 累积咱21暂 袁大量的

NO作为一种自由基破坏生物大分子袁损伤细胞袁从而

对细胞产生毒性咱22暂遥 有研究发现高糖环境下 VEGF
的高表达与 ROS 的增加有关咱23暂 遥 在本实验中 ROS
含量明显上升袁说明细胞出现氧化应激袁而 ROS 的增

多进一步导致 iNOS尧NO尧VEGF 的增加袁这与研究结

果相一致遥 基底膜增厚是 DM 微血管病变的特征性病

理改变袁基底膜是细胞外基质基质渊extracellular ma鄄
trix袁 ECM冤的一种特殊形式遥 金属蛋白酶及其抑制剂

是检测基底膜变化的典型指标袁MMP鄄2 和 MMP鄄9 是

降解 ECM 的胶原酶袁TIMPS 是 MMPS 的特异性抑制

剂咱24暂袁与 MMPS 在 ECM 代谢调控中的作用相反袁在
DM 肾病中其指标的变化与肾纤维化有重要的关

系咱25暂袁而在已有的研究中对 DM 脑微血管病变中该指

标的变化未见研究袁本实验中发现 MMP鄄2 和 MMP鄄9
含量上升的同时袁TIMP鄄1 的含量也上升袁这可能与

TIMP鄄1在血管内皮细胞中表达同时也通过炎症因子

如 IL鄄6 和 TGF 等因子的共同作用相关袁从而表现出

含量也有一定程度的上升袁这可能是一种负反馈调节

机制咱26暂遥 当氧化应激发生时袁会出现糖基化终末产物

的积累袁进而导致 ECM 扩张咱27暂袁因此 ECM 的扩张与

氧化应激有密切的关系遥
含氧衍生物作为第二信使可以激活核转录因子

资B 渊 nuclear transcription factors袁 NF鄄资B 冤遥 NF鄄
资B 信号通路参与炎症反应袁同时调节各种趋化因子和

细胞黏附蛋白袁最终促进 IL鄄6尧ICAM鄄1尧TGF鄄茁1尧TNF鄄
琢咱28暂释放遥 这四种因子都是典型的促炎细胞因子袁其
中 IL鄄6尧TNF鄄琢 可促进血管内皮因子的释放袁使得血

管内皮细胞的通透性增加袁通过合成 ICAM鄄1 以及化

学趋化物的作用袁超氧化物和蛋白水解酶产生增多袁从
而引起组织损伤咱29暂 曰而 TNF鄄琢 对 IL鄄6尧TGF鄄茁1 等炎

症因子的释放有促进作用袁从而导致炎症反应增

强咱30暂遥 这些炎症因子会吸引更多的白细胞和血小板

黏附内皮袁导致微循环堵塞袁同时激活白细胞释放氧自

由基袁破坏血管内皮袁从而增强氧化应激反应袁造成恶

性循环咱31暂 遥 高糖环境通过上调 iNOS 表达会增加氧

化应激的水平咱32暂 袁同时 iNOS 存在于白细胞等炎症细

胞的细胞质中袁iNOS 表达增加导致 TNF鄄琢袁IL鄄6 等炎

症因子分泌增加咱33暂 遥 因此本实验中选择 iNOS 和

TNF鄄琢 进行荧光定量 PCR 实验发现袁高糖高脂导致

其表达明显增加袁而药物干预后有下降的趋势与上述

结果一致袁其中补肾活血方高剂量作用明显遥
前期研究发现加味五子衍宗方可降低 NO 的释放袁

抑制 COX鄄2和 iNOS蛋白的表达袁抑制 NF鄄资B 核转移

和 ROS的释放袁发挥抗炎和抗氧化的作用咱34暂遥 水蛭可

通过改善 T2DM 大鼠的血液流变学袁增强纤溶活性袁及
减轻氧自由基损伤袁改善其微血管并发症咱35暂遥 本实验

研究证明袁补肾活血方对高糖高脂导致的 ROS尧iNOS尧
NO尧VEGF尧MMP鄄2尧MMP鄄9尧TIMP鄄1 等因子以及部分

炎症因子 IL鄄6尧ICAM鄄1尧TGF鄄茁1尧TNF鄄琢 的升高具有改

善作用袁iNOS和 TNF鄄琢 的 mRNA 结果与其 ELISA 试

剂盒结果综合分析补肾活血方高剂量 120 mg/L 效果明

显且稳定袁但对于其补肾活血方发挥作用的具体机制则

需要进一步在动物实验中进行验证遥
利益冲突院 无利益冲突遥
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