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摘要#目的#观察糖克煎剂对早期糖尿病大鼠
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"
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表达的影响!探讨糖克煎剂防治早期糖

尿病肾保护作用的效果及机制" 方法#

GB

大鼠随机分为正常对照组#

#!

只$%模型组#

#"

只$%中药预防组

#

#"

只$%中药治疗组#

#"

只$%西药对照组#

#"

只$" 中药预防组造模成功后立即给予灌服糖克煎剂

#

#4 IDJI

$&其余各组均在造模成功
$

周后灌胃给药" 模型组和正常对照组予等量生理盐水!西药对照组予

灌服贝那普利混悬液#

# :IDJI

$!中药治疗组给予灌服糖克煎剂#

#4 IDJI

$" 中药预防组共给药
#!

周!中药

治疗组及西药对照组给药
4

周!均每日
#

次" 实验结束检测各组大鼠体重%肾重%肾重指数%空腹血糖和
!$ K

尿微量白蛋白排泄率&

L9

染色%

,;??1M

染色及电镜观察各组大鼠肾组织病理形态学变化&采用免疫组化

法检测肾组织转化生长因子#

*EF

"
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$及其内部传导分子
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的表达" 结果#与正常对照组比较!模型

组大鼠体重明显降低!肾重%肾重指数%血糖%

!$ K

尿蛋白定量%尿蛋白排泄率%肾脏
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和
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的表

达均明显增加!差异均有统计学意义#

N O"
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$&各用药组上述指标与模型组比较均有所改善!差异均有统

计学意义#

N O"

!
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$&与西药对照组比较!中药预防组肾重%肾重指数%血糖%

!$ K

尿蛋白定量及

尿蛋白排泄率明显改善!差异有统计学意义#

N O"

!
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$" 肾脏病理变化以模型组最为明显!各用药组均有不

同程度改善" 结论#糖克煎剂可明显改善糖尿病症状!并且下调早期糖尿病大鼠肾脏
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"
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和
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的

表达" 说明糖克煎剂对早期糖尿病肾病有一定的防治作用"
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##糖尿病$

H<;U7R7? :7..<R-?

"

B,

%近来己经被认

为是一种流行病"其对人体的危害仅次于癌症"而糖尿

病肾病$

H<;U7R<A M7VKQ1V;RK/

"

B3

%是
B,

最为常

见而且危害最大的微血管并发症之一"是影响糖尿病

患者生活质量和病死率的重要因素'

#

(

) 早期发现*及

早治疗对改善
B3

的预后至关重要) 但迄今为止"

B3

确切的病因及发病机制尚不明确"现代医学尚无有效

的方法能够防止其发生和恶化) 严格控制血糖虽然能

显著降低
B3

的发病率"但长期良好的血糖控制难以

达到&疗效确切的血管紧张素转化酶抑制剂$

;MI<1

"

R7M?<M A1M[7QR<MI 7M=/:7 <MK<U<R1Q

"

W'9)

%或血管

紧张素受体阻滞剂$

;MI<1R7M?<M Q7A7VR1Q U.1AJ7Q

"

WP\

%类药物也仅能延缓"但不能阻断
B3

的进展'

!

(

)

因此"有必要寻找新的防治
B3

的药物) 近年来"随着

对传统中医学研究的不断深入"如何应用中医药延缓

其病程进展已引起广大学者的关注) 糖克煎剂是以

+脾虚致毒, 论治消渴为理论指导"结合现代科技研制

出的中药复方"治疗早期
B3

已取得良好的临床效

果'

&

"

$

(

" 先前经动物实验已证明本方可减轻肾脏肥大

及肾小球系膜基质增生*硬化"表明糖克煎剂能够预防

和治疗大鼠早期
B3

'

$

(

) 本实验即以糖克煎剂治疗早

期
B3

模型大鼠"观察其疗效"进一步探讨糖克煎剂防

治
B3

的作用机理)

材料与方法

#

#动物#健康
+<?R;Q

雄性大鼠
8"

只"体重

$

!&"

$

!"

%

I

"购于北京维通利华实验动物技术有限

公司"级别
GNFD0WF

"北京市实验动物质量合格证号#

"#&8""&

) 动物一般状态良好"皮毛光泽"进食与活动

正常)

!

#药物#糖克煎剂组方由黄芪
&" I

#黄精
&" I

山药
!" I

#茯苓
!" I

#泽兰
&" I

#坤草
!" I

#牛蒡

子
&" I

组成"用免煎中药"购于江苏天江药业公司"临

用时加五蒸水配制) 贝那普利$洛汀新%片#北京诺华

制药有限公司生产"

#" :ID

片"批号#

"4"$b#"%%

) 加

蒸馏水按
"

!

# :I

%

# :Z

配制成混悬液"备用)

&

#试剂#链脲佐菌素$

G*X

"

G<I:;

"

YGW

%&兔

抗"

*EF !

#

免疫组化染色试剂盒$武汉博士德生物工

程有限公司%&兔抗"

G:;H$

免疫组化染色试剂盒$武

汉博士德生物工程有限公司%&

E93,9B

石蜡切片胶

原纤维$

,WGGC3

%染色试剂盒$海杰美生物科技有

限公司%)

$

#仪器#

E*

"

#4#"

血糖仪$日本爱科来公司%&

EZY'C'WPB E ?7M?1Q

血糖试纸$日本爱科来公

司%&

W'G

"

&'

"

((

电子体重秤 $山西太行仪表厂%&

B(

"

#!"W

电子天平 $福州闽衡电子仪器厂%&

*BZ

"

8"\

离心机$上海安亭科学仪器厂%&

%"%#W

全自动

生化分析仪$日本日立公司%&

Y0

"

!#""

分光光度计

$龙尼柯上海仪器有限公司%&

.::-.<R7

全自动化学发

光免疫检测分析系统 $美国
B'N

公司%&

Z9)'W

"

WGN&""

智能化组织脱水机$德国
Z9)'W

公司%&

Z9)

"

'W

"

9E##5"L

石蜡包埋机$德国
Z9)'W

公司%&

Z9)

"

'W

"

P,!!&5

组织切片机$德国
Z9)'W

公司%&

Z9)

"

'W

"

L)#!!"

烤片机 $德国
Z9)'W

公司 %&

Z9)'W
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展片机 $德国
Z9)'W

公司 %&

CZa,NYG

"

\b5#

荧光显微镜$日本
C./:V-?

公司%&

Z`\0

型超

薄组织切片机$瑞典
Z`\

公司%&

(9,

"

#""'b"

型透

射电镜$日本
(9CZ

公司%)
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#模型制作与分组#健康
+<?R;Q

雄性大鼠

8"

只适应性喂养
#

周) 按体重随机取
#!

只为正常对

照组"予普通饲料喂养&其余造模大鼠采用高糖高脂饲

料喂养"

5

只
D

笼饲养) 造模组高脂饲养
$

周"再禁食

#! K

"按
$" :IDJI

腹腔注射
G*X

&正常组注入等量

无菌枸橼酸钠缓冲液)

%! K

后尾静脉取血"测全血

空腹血糖
!#8

!

% ::1.DZ

"确定为
B,

模型"血糖稳

定
#

周后列入观察对象) 造模期间有
4

只大鼠血糖

值偏低"未列入观察对象"成模率为
4&

!

&&c

$

$"D

$4

%) 将符合标准的
$"

只大鼠按血糖值高低随机分

为模型组*中药预防组*中药治疗组*西药对照组"每

组
#"

只)

8

#给药方法#中药预防组在造模成功后立即开

始给予糖克煎剂
#4 IDJI

灌胃"其余各组均在造模成

功
$

周后灌胃给药"模型组和正常对照组予等量生理

盐水"西药对照组予洛汀新混悬液
# :IDJI

灌胃"中

药治疗组给予糖克煎剂
#4 IDJI

灌胃) 中药预防组共

给药
#!

周"其余各组给药
4

周"均每日于
4

#

"" d

6

#

""

灌胃
#

次) 实验期间自由饮水"不使用胰岛素和

其他降糖药) 中药预防组和治疗组剂量按成人

$

8& JI

%剂量的
8

!

&

倍计算)

%

#检测指标及方法

%

!

#

#血糖*

!$ K

尿蛋白定量及尿蛋白排泄率的

检测#实验结束后"将大鼠置于清洁代谢笼收集
!$ K

尿量) 麻醉后腹主动脉取血
! :Z

"分离血清" &

!"

'

保存) 采用日本爱科来公司
E*

"

#4#"

血糖仪测定血

糖) 用
.::-.<R7

法"根据
!$ K

尿量计算尿蛋白排

泄率)

%

!

!

#体重*肾重*肾重指数的检测#实验结束后

将测大鼠体重"麻醉取血后迅速剥离取出双侧肾脏"取

出左肾
N\G

冲洗"吸水纸吸干"用电子天平精确称重

后"按下式计算肾重指数#肾重指数
^

肾重$

:I

%

D

体重

$

I

%)

%

!

&

#大鼠肾脏病理观察#完成左肾称重后"投

入
#"c

甲醛中性缓冲液中固定"常规病理切片行
L9

及
,;??1M

染色"光镜观察肾组织形态改变&另快速

用刀片切取右肾上极皮质"体积约
# ::

(

# ::

(

# ::

"

N\G

清洗"

!

!

5c

戊二醛固定"透射电镜观察

肾组织形态改变)

%

!

$

#肾组织
*EF

"

!

#

和
G:;H$

表达的检测#其

余右肾组织"

N\G

冲洗干净后"免疫组织化学检测大

鼠肾组织
*EF

"

!

#

和
G:;H $

的表达) 石蜡常规切片

脱蜡至水"在
&c L

!

C

!

中灭活内源性过氧化物酶

#" :<M

"蒸馏水洗"将切片浸入
"

!

"# :1.DZ

枸橼酸盐

缓冲液$

VL 8

!

"

%微波炉加热至沸腾"间隔
#" :<M

"反

复两次"冷却后
N\G

洗涤"滴加
5c\GW

封闭液"室

温
!" :<M

"不洗"滴加兔抗"

*EF

"

!

#

和兔抗"

G:;H $

$

#

%

#""

%"

$

'过夜"

N\G

洗涤"滴加生物素二抗
)IE

"

&%

'下
!" :<M

"

N\G

洗涤"加链霉素亲和素 &过氧

化物酶"

&%

'下
!" :<M

"

N\G

洗涤"

BW\

显色"苏木

精复染"脱水"透明"封片"显微镜下观察)

4

#统计学方法#采用
GNGG #8

!

"

软件进行统

计学处理"数据均采用
>

$

?

表示"组间比较采用方差

分析"

N O"

!

"5

为差异有统计学意义)

结##果

#

#一般情况#正常对照组大鼠体重明显增加"精

神状态良好"反应灵敏"动作敏捷"毛色光泽) 各实验

组大鼠均表现为多饮*多食*多尿*精神萎靡*反应迟

钝*动作缓慢*毛发欠泽*体重下降"成模
&

周后更明

显) 中药预防组和治疗组灌胃
$

周后上述情况有所改

善) 实验过程中大鼠零死亡)

!

#各组大鼠体重*肾重*肾重指数比较$表
#

%#与

正常对照组比较"模型组体重明显下降"肾重及肾重指数

明显增高"差异有统计学意义$

N O"

!

"#

%&各用药组与模

型组比较上述指标均明显改善"差异均有统计学意义

$

N O"

!

"#

"

N O"

!

"5

%&其中在减少肾重和肾重指数方面"

中药预防组作用明显"效果显著优于中药治疗组和西药

对照组$

N O"

!

"#

%)

表
#

$各组大鼠体重*肾重*肾重指数比较#$

>

$

?

%

组别
M

体重$

I

% 肾重$

I

% 肾重指数$ (

#"

&

&

%

正常对照
#! $64

)

!&

$

!&

)

5$ #

)

$%8

$

"

)

!"6 &

)

""4

$

#

)

88%

模型##

#"

&"8

)

%&

$

&!

)

5%

"

#

)

6#4

$

"

)

!#!

"

8

)

#!4

$

#

)

%!5

"

中药预防
#"

$#8

)

$!

$

!8

)

64

##

#

)

!!$

$

"

)

#"!

##

&

)

$!6

$

"

)

$4%

##

中药治疗
#"

$"4

)

$&

$

!8

)

5&

##

#

)

545

$

"

)

##%

##$

$

)

$!%

$

"

)

!4!

##$

西药对照
#"

&%!

)

54

$

#5

)

$!

##

#

)

5!%

$

"

)

#!&

##$

$

)

5%!

$

"

)

8#4

#$

##注#与正常对照组比较"

"

N O "

)

"#

&与模型组比较"

#

N O "

)

"5

"

##

N O"

)

"#

&与中药预防组比较"

$

N O"

)

"#

&

#各组大鼠血糖*

!$ K

尿蛋白定量及尿蛋白排

泄率比较$表
!

%#与正常对照组比较"模型组血糖*

!$ K

尿蛋白定量及尿蛋白排泄率明显增高"差异有统

计学意义$

N O"

!

"#

%&各用药组与模型组比较各指标

均明显降低"差异均有统计学意义$

N O "

!

"5

"

N O

"

!

"#

%&与西药对照组比较"中药预防组血糖*

!$ K

尿
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!

%

!!"'$$!

蛋白定量及尿蛋白排泄率均明显降低"差异有统计学

意义$

N O"

!

"#

%)

表
!

$各组大鼠血糖*

!$ K

尿蛋白定量及

尿蛋白排泄率比较#$

>

$

?

%

组别
M

血糖

$

::1.DZ

%

!$ K

尿蛋白定量

$

:I

%

尿蛋白排泄率

$

#ID:<M

%

正常对照
#! ##

)

$8

$

&

)

"# #5

)

%&

$

#

)

$% !

)

$"

$

#

)

58

模型##

#"

!8

)

!$

$

6

)

"6

"

4"

)

%5

$

!!

)

8"

"

6

)

&5

$

&

)

4!

"

中药预防
#"

#$

)

#%

$

5

)

8#

##$

!5

)

#4

$

##

)

$&

##$

&

)

5"

$

#

)

"%

##$

中药治疗
#"

#%

)

&4

$

"

)

#&

##

&!

)

&&

$

#!

)

55

##

5

)

"!

$

#

)

%&

##

西药对照
#"

!"

)

#!

$

#

)

#!

#

$!

)

&%

$

##

)

$4

##

%

)

5!

$

!

)

"5

#

##注#与正常对照组比较"

"

N O"

)

"#

&与模型组比较"

#

N O"

)

"5

"

##

N O"

)

"#

&与西药对照组比较"

$

N O"

)

"#

$

#各组大鼠肾脏组织病理改变比较$图
#

*

!

%#

L9

染色细胞核呈紫蓝色"细胞浆*肾小球基底膜

$

E\,

%和胶原纤维呈粉红色"

,;??1M

染色细胞核呈

现黑色"细胞质呈现红色"胶原纤维呈现蓝色) 光镜下可

见正常对照组肾脏肾小球结构清晰"未见增大及萎缩"球

囊壁光滑"细胞外基质与系膜细胞分布正常"毛细血管腔

清晰"充满红细胞) 模型组多数大鼠肾脏体积增大"肾小

球明显增大"肾小球肿胀*充血"肾小囊变窄"部分肾小球

E\,

增厚"肾小球系膜增宽"系膜细胞增生"近曲小管上

皮肿胀"部分小管腔内可见透明管型"远曲小管上皮胞浆

空宽"显示气球样变性) 部分肾小管出现管腔变窄"肾间

质部分出现水肿) 各治疗组肾脏体积大部分较模型组变

小"但仍较正常大鼠肾脏有所增大"光镜下见肾小球轻度

增大*充血"

E\,

轻度增厚"系膜轻度增宽"肾小管细胞

肿胀等病变"但病变范围与模型组比较小且轻"未见肾小

球硬化及肾间质纤维化) 治疗组间未见明显差异)

5

#电镜下肾脏病理改变$图
&

%#电镜下见正常

组大鼠肾小球滤过屏障清晰"

E\,

厚度均匀"足细胞

突起整齐地贴附在基膜上" 有孔毛细血管内皮清楚"

##注#

W

为正常对照组&

\

为模型组&

'

为中药预防组&

B

为中药治疗组&

9

为西药对照组&下图均同

图
#

$各组肾组织
L9

染色病理图#$ (

!""

%

##注#箭头所指为典型病理变化处

图
!

$各组肾组织
,;??1M

染色病理图#$ (

!""

%
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!

%

相邻足突间有裂隙"近曲小管上皮细胞排列整齐"游离

面有许多微绒毛形成刷状缘"基底面可见质膜内褶系)

模型组大鼠肾脏
E\,

呈匀质性增厚"足细胞胞突多

呈连续性附着于基膜上"形成足突融合"足细胞内细胞

器减少"系膜区扩大"系膜基质增多"肾小管基底膜节

段性变薄或增厚&有的肾小管上皮细胞脱落*微绒毛减

少*变短*甚至脱落"毛细血管内可见红细胞聚集"出现

空泡变性) 各治疗组电镜下可见
E\,

增厚较模型组

大鼠轻"足细胞胞突形态改善"肾小管上皮细胞及微绒

毛轻微脱落)

8

#肾脏
*EF

"

!

#

和
G:;H$

的表达$图
$

*

5

"表
&

%

正常组大鼠肾脏在肾小球和肾小管上皮细胞中均有

##注#箭头所指为足突变化典型处

图
&

$各组肾组织电镜图$$ (

#" """

%

图
$

$各组肾组织
*EF

"

!

#

免疫组化染色图#$ (

!""

%

图
5

$各组肾组织
G:;H$

免疫组化染色图#$ (

!""

%
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!

%

!!(*$$!

*EF

"

!

#

和
G:;H$

蛋白表达"但量较少"着色较浅)

与正常对照组大鼠比较"模型组在上述部位的
*EF

"

!

#

和
G:;H$

蛋白表达量明显增加$

N O "

!

"#

%"呈极强

阳性表达"着色极深) 各治疗组
*EF

"

!

#

和
G:;H$

在

上述部位也有弱阳性表达"但与模型组比较有所下降

$

N O"

!

"5

%)

表
&

$各组
*EF

"

!

#

和
G:;H$

表达的比较#$

c

"

>

$

?

%

组别
M

*EF

"

!

#

G:;H$

正常对照
#! &

)

$5

$

"

)

!6 #

)

%5

$

"

)

&$

模型##

#"

4

)

#$

$

"

)

#6

"

8

)

&#

$

"

)

$#

"

中药预防
#"

5

)

%6

$

"

)

#$

#

&

)

4!

$

"

)

$!

#

中药治疗
#"

8

)

$"

$

"

)

!&

#

$

)

$#

$

"

)

&&

#

西药对照
#"

8

)

%&

$

"

)

!"

#

$

)

66

$

"

)

5"

#

##注#与正常对照组比较"

"

N O"

)

"#

&与模型组比较"

#

N O"

)

"5

讨##论

中医学认为
B3

是由于
B,

日久失治误治转化而

来"呈慢性发展过程"以+气虚血瘀,为主要病机"符合

+久病必虚,和+久病必瘀,的特点"因此"在治疗上应

以益气健脾*滋肾固涩兼活血通络为法"并强调早期用

药的重要性) 糖克煎剂由黄芪*黄精*山药*茯苓*泽

兰*坤草*牛蒡子等组成) 纵观糖克煎剂全方"功能益

气健脾*补肾固涩*利尿消肿*活血通络"暗合
B3

早期

的病因病机和治疗大法"具有气血双调*标本兼治

之功)

在本研究中"注射
G*X

建立的
B,

大鼠模型显示

了典型的糖尿病特征"如高血糖*多尿*反应迟钝*生长

发育迟缓*蛋白尿*肾功能不全等"研究中的这些
B,

的标记性变化和既往研究结果一致'

5

&

%

(

) 另外研究结

果显示"糖克煎剂能够明显改善
B,

大鼠的这些指标"

尤其是糖克煎剂预防组) 蛋白尿是目前临床上
B3

的

主要临床表现之一"并且与
B3

的肾脏损伤程度密切

相关'

4

(

) 肾小球滤过屏障结构和功能的改变是引起

B3

蛋白尿的主要病理生理基础"其中足细胞在
B3

的发生发展中起着重要作用'

6

"

#"

(

) 模型组大鼠肾小球

基底膜增厚和足细胞病变损伤了肾小球滤过屏障"经

糖克煎剂治疗后"肾小球基底膜厚度明显降低"足细胞

足突的形态和分布显著改善"这可能是糖克煎剂降低

蛋白尿的原因之一)

B3

的发病机制复杂"在高血糖状态下"多种生化

异常及微循环障碍共同参与了
B3

的发生和发展"其

中多种细胞因子*生长因子以及黏附分子通过复杂的

通路与相互关系参与了
B3

的形成"其中
*EF

"

!

#

起

关键作用)

*EF

"

!

#

是促纤维化细胞因子"通过刺激细

胞外基质$

9',

%的产生并抑制其分解"促进细胞与基

质黏附及基质沉淀"通过自分泌和旁分泌方式直接促

进系膜细胞和肾小管细胞肥大"导致
9',

含量增加

和肾脏肥大'

##

(

)

*EF

"

!

#

增强纤维连接蛋白$

F3

%沉

积"最终导致肾小球硬化和肾小管间质纤维化"这可能

是
B3

发病机制的最后通路'

#!

(

) 研究表明"在
G*X

诱发的糖尿病大鼠模型的肾脏及自发性糖尿病大鼠及

小鼠的肾脏组织
*EF

"

!

#

:P3W

的表达和其蛋白质含

量均明显升高'

#&

(

) 进一步的研究表明"减少体内

*EF

"

!

#

的合成或阻断*拮抗其生物学作用可有效的遏

制甚至逆转
B3

的进展'

#$

"

#5

(

)

G:;H?

蛋白是
*EF

"

!

家族信号从受体到核的细

胞内转导分子"是一类新发现的
*EF

"

!

信号的细胞质

内介导者"目前认为
G:;H?

蛋白是
*EF

"

!

的唯一底

物"它们可将
*EF

"

!

信号直接从细胞膜导入细胞核

内)

G:;H?

表达失衡是肾纤维化发生的分子基础)

这种慢性进展性肾病中
*EF

"

!

#

高表达导致
G:;H?

活性增加是肾脏纤维化形成的重要细胞内分子机

制'

#8

(

) 在
B3

早期"激活的内源性
*EF

"

!

#

DG:;H

信

号通路导致足细胞损伤"最终导致肾小球滤过屏障破

坏"而
*EF

"

!

信号抑制剂能够减轻足细胞受损'

#%

(

)

在
G*X

诱发的
B3

大鼠模型中"

*EF

"

!

#

DG:;H$

在肾

脏纤维化过程中发挥重要作用"

*EF

"

!

#

和
G:;H$

的

表达增加可能导致
*EF

"

!

#

DG:;H$

途径下游靶基因

的转录调控"从而促进糖尿病大鼠肾脏纤维化的

进展'

#4

(

)

本实验
B,

大鼠模型组在肾小球和肾间质中

*EF

"

!

#

和
G:;H$

的表达较正常大鼠明显增多$

N O

"

!

"5

%"说明
B,

大鼠肾脏中
*EF

"

!

#

DG:;H

信号通路

处于激活状态"糖克煎剂和洛汀新治疗后
*EF

"

!

#

和

G:;H$

表达下降$

N O"

!

"5

%"而中西药治疗组间无显

著差异"说明糖克煎剂和洛汀新均可明显抑制
B,

大

鼠肾脏中
*EF

"

!

#

和
G:;H$

的表达"同时表明了糖克

煎剂可以通过抑制
B,

大鼠肾脏中
*EF

"

!

#

DG:;H

信

号通路的全过程而延缓
B3

的进程"并且糖克煎剂在

治疗
B3

方面具有和洛汀新相类似的作用)

综上"中医中药在
B3

治疗中的作用已经在临床

应用中得到了广泛的关注和肯定"然而对其机制的深

入研究"将会对中药的更广泛应用提供坚实的理论基

础"本研究从蛋白水平探讨了糖克煎剂对
B,

大鼠肾

脏保护作用的分子机理"对其在临床的应用具有重要

的意义)
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