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摘要 目的  探讨葛根素对糖尿病大鼠肾功能及肾组织基质金属蛋白酶  °2及其组织抑制剂 ×°2

表达的影响 ∀方法  单侧肾切除大鼠 链脲佐菌素诱发糖尿病模型 ∀用原位杂交法检测肾小球  °2及 ×°2

 表达 流式细胞术和免疫组织化学检测肾皮质 ×ƒΒ  °2 ×°2 ∂ 型胶原及层粘连蛋白表达 ∀结果

糖尿病组较对照组肾小球  °2  及蛋白表达降低而 ×°2  及蛋白表达升高 ×ƒΒ ∂ 型胶原及层粘

连蛋白表达亦增加 肾功能恶化 葛根素用药组较糖尿病组肾小球  °2  及蛋白表达升高 而 ×ƒΒ ×°2 

∂ 型胶原及层粘连蛋白表达减少 肾功能改善 ∀结论  葛根素对糖尿病大鼠肾功能具有保护作用 除降低血糖外 

调节肾小球  °2及 ×°2表达 从而减轻肾小球细胞外基质沉积也可能是其作用途径之一 ∀
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  葛根素是葛根的提取物 用于治疗糖尿病≈和 心脑血管疾病 并有改善微循环及凝血纤溶系统活

性 !调节内皮细胞舒缩功能的作用≈  ∀糖尿病肾病

⁄是糖尿病常见的微血管并

发症 但文献中尚未见应用葛根素治疗糖尿病肾病
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的报道 ∀作者试用葛根素对模型糖尿病大鼠进行干

预 以明确葛根素对糖尿病肾病发生 !发展的影响 

为扩大该药的临床应用范围提供实验依据 并通过

观察用药组肾组织基质金属蛋白酶  °2 !组织

抑制剂 ×°2 !∂ 型胶原及层粘连蛋白表

达的变化探讨其治疗糖尿病肾病可能的作用机制 ∀

材料与方法

药品与试剂  链脲佐菌素≥公司 麦普宁

注射用葛根素山东瑞阳制药有限公司 主要成分为

葛根素 纯度    原位杂交和免疫组化试剂盒购

自武汉博士德生物工程有限公司 其中包括  °2

 ×°2 探针美国 ≥公司 兔抗鼠  °2 

×°2 层粘连蛋白 ×ƒΒ多克隆抗体 鼠抗 ∂ 型

胶原单克隆抗体≥ ≤∏公司 ∀

动物  •大鼠 ⎯  ∗  河北省实验

动物中心提供 ∀

仪器  流式细胞仪美国 ⁄公司 ƒ≤≥

型 全自动生化分析仪日本岛津 型 ∀

动物模型及分组  按 等≈建立的方

法 动物用戊巴比妥钠腹腔麻醉 #
后行

右肾切除术 周后切口完全愈合 ∀将大鼠随机分

为 组 每组 只 ∀即右肾切除对照组 糖尿病模型

组 葛根素用药组 和  #
 ∀其中模

型组和用药组大鼠按  #单剂量 链脲佐

菌素≥× 溶于 1 #枸橼酸钠缓冲液 

1 对照组只注射相同体积的枸橼酸钠缓冲液 ∀

 后尾尖取血测定血糖 取尿测尿糖 ∀血糖 ∴

1 #
尿糖为       者确定为糖尿

病模型 ∀实验期间动物自由进食饮水 不使用胰岛

素及其他降糖药物 ∀模型成立  后 用药组每日

分别葛根素 对照组和模型组只 等量生理盐

水 ∀

标本收集  周时收集  尿 测定尿蛋白

∏ 用  水合氯醛麻醉 腹主

动脉取血 分离血清测定血糖∏∏ !尿素氮

 !血肌酐∏ ≥并计算肌酐清

除率≤ ∀切除左肾 去掉被

膜 滤纸吸干血迹后称重 部分置于  多聚甲醛固

定 作光镜 !原位杂交 !免疫组织化学检测 部分置于

 乙醇固定后进行流式细胞术检测 ∀

血 !尿生化指标  ∏≥和 均用日

立 全自动生化分析仪测定 ∀

常规光镜检查 肾组织经  多聚甲醛固定 

常规脱水 !包埋 切片厚  Λ 分别行 ∞和 °≥染

色 ∀

原位杂交  组织切片常规脱蜡水化 经  

  !胃蛋白酶 #
消化及预杂交液处理后

滴加含  °2或 ×°2探针的杂交液  ε 杂交

过夜 经梯度 ≥≥≤  ε 严格冲洗 地高辛抗体孵育

和 ⁄显色 杂交前切片用预杂交液代替探针杂交

液做阴性对照 ∀

免疫组化检测肾组织 ΜΜΠ22 , ΤΙΜΠ22 ,Ις 型胶

原及层粘连蛋白  切片常规脱蜡水化 一抗为兔抗

鼠  °2 ×°2 层粘连蛋白多克隆抗体或鼠抗∂

型胶原单克隆抗体Β 二抗为生物素羊抗兔或

鼠 Β 以 °≥代替一抗作为阴性对照 ⁄

显色 光镜观察阳性信号 ∀

流式细胞术检测肾组织 ΜΜΠ22 , ΤΙΜΠ22 及

ΤΓΦΒ1蛋白表达 将标本用网搓法制备单细胞悬

液 采用间接免疫荧光标记方法 在细胞悬液中分别

加入 Β稀释的兔抗  °2 ×°2或 ×ƒΒ多克

隆抗体  ε 温浴  后洗涤 加入 Β羊抗兔

ƒ×≤2 温浴洗涤后进行流式细胞仪检测 测量的

数据输入计算机 应用相应的程序进行资料处理 测

定前以鸡红细胞作为标准细胞样品调整仪器的 ≤∂

值在  以内 ∀

图像及统计学分析 及 ∂ 型胶原免疫组化

结果应用 °≥2高清晰度彩色病理图文分析

系统 分别测量出每个肾小球 及 ∂ 型胶原着色

阳性面积 !积分光密度⁄和

肾小球面积 以前两个参数与肾小球面积比表示该

成分的相对含量和表达强度 ∀每组分析 个标本 

每个标本切片取 个完整的肾小球进行分析 ∀

个肾小球均值代表 只大鼠某种成分在肾小球中的

相对含量和表达强度 ∀

流式细胞术  °2 ×°2和 ×ƒΒ表达的定

量分析 按照 √等≈方法 以荧光指数ƒ表示

 °2 ×°2和 ×ƒΒ的相对含量 ∀ ƒ 样品的

平均荧光强度 对照样品平均荧光强度Π正常组织

平均荧光强度 ∀

实验结果统计采用 Φ检验 应用 ≥≥统计软件

完成 ∀

结果

1 葛根素对糖尿病大鼠体重 !肾重及肾重Π体重变

化的影响

周时糖尿病模型组与右肾切除对照组相比 
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体重下降而肾重变化不明显 肾重Π体重肥大指数

增加 Π 1 各用药组与糖尿病模型组相比体

重增高 肾重Π体重降低 尤以  #组明显 Π

 1 见表  ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτσ οφ πυεραριν ον βοδψ ωειγητ , κινδεψ

ωειγητ ανδ τηε κινδεψΠβοδψ ωειγητ ρατιο

∏
⁄Π

# • Π


Π
Π 

 ≅ 

≤  ?  1 ? 1 1 ? 1  

⁄  ?  3 3 1 ? 1 1 ? 1 3 3

°∏   ?  1 ? 1 1 ? 1 

  ?  1 ? 1 1 ? 1

   ?   1 ? 1 1 ? 1 

≤    ⁄ ≥

≥×2∏∏ °∏

≥×2∏   

 # 
 # 


 ∏   ν    ξ ? σ

3 3Π 1 ϖσ∏  Π 1 ϖσ ⁄∏

2  葛根素对糖尿病大鼠肾功能的影响

周时 糖尿病模型组与右肾切除对照组相

比 ∏≤及 显著增高  Π  1 或

1 各用药组与糖尿病模型组相比 除 ≤变化

不明显外 ∏及 均不同程度降低 尤以

 #组明显 Π 1或 1 见表  ∀

3  葛根素对糖尿病大鼠肾组织一般形态学变化的

影响

糖尿病模型组大鼠较对照组肾小球增大 系膜

基质增多 用药组  #
较糖尿病组病

变明显减轻图  ∀

4  葛根素对肾小球 ΜΜΠ22 及 ΤΙΜΠ22 µ ΡΝΑ表达

的影响

结果表明  °2 ×°2  主要表达在肾

小球系膜细胞 !肾小管上皮细胞胞质内 ∀对照组

     

Ταβλε 2  Εφφεχτσ οφ πυεραριν ον σερυµ γλυχοσε

(Γλυ) , ΒΥΝ , χρεατινινε χλεαρανχε (Χχρ) ανδ 24 η

υριναρψ προτειν (Υπρο) ιν διαβετιχ ρατσ

∏
⁄Π

#

∏Π
#

Π
#

≤Π
#

Π
# 

≤ 1 ? 1   ?  1 ? 1  ? 

⁄  ?  3 3  ?  3 3 1 ? 1 3  ?  3 3

°∏  1 ? 1  ?  1 ? 1  ?  

 1 ? 1   ?  1 ? 1  ?  

   ?    ?  1 ? 1  ?  

≤    ⁄ ≥

≥×2∏∏ °∏

≥×2∏   

 # 
 # 


 ∏   ν    ξ ? σ

3Π 1 
3 3Π 1 ϖσ∏ Π 1 

 Π 1 ϖσ ⁄

∏

 °2有表达 糖尿病模型组较对照组肾小球系膜

细胞  °2  表达降低 用药组有不同程度的

改善 在对照组 ×°2  只表达在肾小管上皮

细胞胞浆内 糖尿病模型组较对照组肾小球系膜细

胞和肾小管上皮细胞 ×°2  均升高 用药组

有不同程度降低图  ∀

5  葛根素对糖尿病大鼠肾组织 ΜΜΠ22 , ΤΙΜΠ22 及

ΤΓΦΒ1蛋白表达的影响

免疫组化染色显示阳性颗粒主要定位于肾小球

和肾小管 ∀流式细胞术检测显示糖尿病模型组较对

照组相比  °2 降低而 ×ƒΒ 和 ×°2 升高

Π 1 用药组较糖尿病组相比  °2均升高

而 ×ƒΒ 和 ×°2 不同程度降低  Π  1 或

1 见表  ∀

6  葛根素对糖尿病大鼠肾小球 Ις 型胶原及层粘连

蛋白表达的影响

∂ 型胶原及 阳性染色在肾小球主要分布于

 ⁄∏°∏∏

ƒ∏  °≥ ∏ ∏   ∏ 

∏ ≅    ¬   ⁄∏

 ∏ ∏   #
 ∏
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ƒ∏    ¬  °2     ×°2 ≤  ⁄   ιν σιτυ

∏∏ ≤ ∏∏

⁄ #
 ≅ 

ƒ∏  ∏   ∂   ∏  

∏ ∏∏ #


系膜区 !毛细血管基膜 !肾小球囊壁和肾小管基膜 !

肾间质中 ∀与对照组相比 糖尿病模型组肾小球中

∂ 型胶原 !明显增强 各用药组较糖尿病模型组

表达减弱 见表 和图  ∀

Ταβλε 3  Εφφεχτσ οφ πυεραριν ον ΜΜΠ22 , ΤΙΜΠ22
ανδ ΤΓΦΒ1 ιν τηε ρεναλ τισσυεσ οφ ρατσ ιν διφφερεντ

γρουπσ

∏
⁄Π

#  °2 ×°2 ×ƒΒ

≤ 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

⁄ 1 ? 1 3 3 1 ? 1 3 3 1 ? 1 3 3

°∏  1 ? 1  1 ? 1  1 ? 1

 1 ? 1  1 ? 1  1 ? 1

 1 ? 1  1 ? 1  1 ? 1 

≤    ⁄ ≥

≥×2∏∏ °∏

≥×2∏   

 # 
 # 


 ∏   ν    ξ ? σ

3 3Π 1 ϖσ∏ Π 1 
 Π 1 ϖσ ⁄∏

Ταβλε 4  Εφφεχτσ οφ πυεραριν ον εξπρεσσιονσ οφ

χολλαγεν Ις ανδ Λαµινιν (ΛΝ) ιν τηε ρεναλτισσυεσ οφ

τηε ρατσιν διφφερεντ γρουπσ

∏
⁄Π

#

≤ ∂

√

Π






√

Π




≤  ?   ?   ?   ? 

⁄  ?  3  ?  3 3  ?  3  ?  3

°∏   ?   ?   ?    ?  

  ?    ?    ?   1 ? 1 

  ?    ?    ?   1 ? 1 

≤    ⁄ ≥

≥×2∏∏ °∏

≥×2∏   

 # 
 # 


 ∏   ν    ξ ? σ

3Π 1 
3 3Π 1 ϖσ∏  Π 1 ϖσ ⁄∏

讨论

本研究证明 糖尿病组大鼠在注射 ≥× 周后

≤尿蛋白及肥大指数均明显高于对照组 提

示已有糖尿病肾病发生 ∀葛根素用药组 上述各项
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指标均有不同程度改善 说明葛根素对糖尿病肾功

能和结构具有保护作用 ∀本实验再次验证 葛根素

具有明显的降血糖作用 血糖水平下降可通过减轻

糖尿病时出现的/三高0现象高灌注压 !高流量和高

滤过 从而影响肾病的发生 !发展 ∀葛根素是否直

接作用于糖尿病大鼠的肾脏特别是肾小球血管而影

响肾病的发生 !发展 有待进一步研究 ∀

糖尿病肾病是糖尿病微血管并发症之一 肾小

球细胞外基质¬∏¬∞≤沉积是其主

要的病理改变 ∞≤ 主要由 ∂ 型胶原 !层粘连蛋

白 !纤维连接蛋白等组成 其生理状态下处于一种快

速更新代谢的动态平衡过程中 该过程的失衡是导

致肾小球组织结构破坏乃至肾小球硬化的关键性病

理过程 ∀

基质金属蛋白酶¬  °

家族是肾脏内主要的基质降解酶体系 其表达量与

活性的高低直接影响着肾小球细胞外基质的表达量

和局 部 沉 积 ∀ 基 质 金 属 蛋 白 酶2  ¬

2  °2可通过降解 ∂ 型胶原等

基膜样基质而抑制肾小球内 ∞≤ 的局部沉积 ∀

 °2的活性受膜型基质金属蛋白酶2及其组织

抑制剂2影响 ∀而糖尿病病人肾活检或动物实验

显示基质金属蛋白酶表达有变化 但结果不一 有的

显示  °2增加 有的显示  °2降低≈  ∀本实

验表明 糖尿病组与对照组相比 肾组织  °2表

达降低而 ×ƒΒ和 ×°2表达升高 ∀

糖尿病肾病时肾小球基底膜通透性增加 其机

制之一是多元醇旁路激活 被激活的醛糖还原酶把

葡萄糖还原为山梨醇 造成细胞内山梨醇堆积 导致

细胞生理机能障碍 同时激活蛋白激酶 ≤ 使胶原合

成增多 使肾小球基底膜增厚 !通透性增加 ∀注射用

葛根素是豆科植物野葛根的提取物 其主要成分是

葡萄糖基异黄酮 是醛糖还原酶的抑制剂 国内近来

研究表明 黄酮类药物具有降低糖尿病病人蛋白尿

的作用 ∀本实验葛根素用药组大鼠在血糖降低 !蛋

白尿减轻 !肾功能改善的同时 肾小球  °2表达

升高而 ×°2表达明显下调 肾小球细胞外基质沉

积明显减轻 提示葛根素有可能通过调节基质金属

蛋白酶及其组织抑制剂的表达影响肾小球细胞外基

质的质和量 从而保护肾小球的结构和功能 ∀

总之 本实验结果表明 葛根素可以保护糖尿病

大鼠的肾小球结构和肾功能 ∀降低血糖改善肾小球

内血液动力学状况无疑是其作用途径之一 此外 调

节肾小球基质金属蛋白酶及其组织抑制剂的表达 

从而减轻肾小球细胞外基质的沉积也可能是其作用

途径之一 ∀

Ρεφερενχεσ

≈    ∞  ∏     

≈  Αχτα Αχαδ Μεδ Γυανγζηου 广州医学院学
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##段惠军等 葛根素对糖尿病大鼠肾功能及肾组织  °2与 ×°2表达的影响


