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黄蔑对糖尿病大鼠肾组织血管生成素受体

一
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目的 探讨血 管生成素受体
一

在糖尿病大鼠肾组 织 中的表达以及黄蔑对其影响
。

方法 大鼠随机分为正常对照组
、

糖尿病组和黄蔑治疗组
。

周后处死 大鼠 采用 实时定量聚合酶链反 应

和免疫组 化法分别检测 组 大 鼠肾组 织 中 沙 基因和蛋 白表达水平
。

结果 与正 常对照组相比 糖尿病组大鼠肾组 织
一

蛋 白表达 显著升高 尸 黄茂治疗组 大 鼠肾组

织
一

蛋 白表达较糖尿病组 显著下调 尸
。

结论 黄茂通过下调糖尿病 大鼠肾组 织
一

的表达 而发挥肾保护作用是其治疗糖尿病 肾病 的作用机制之
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糖尿病肾病 〕。 , 工。 发病

机制的研究和寻找有效的防治途径是 目前医学界关

注的热点 其发生
、

发展 与血管内皮功能障碍以及许

多细胞因子和生 长因子异常表达有关
。

近年研究发

现早期 的发病机制类似于血管增生
’ 竺 。

血管

内皮细 胞 生 长 因 子
·

受体家族和 ’ 受体家族
’ 一

和
, 一 是 目前 已知的参与血管生长发育的两大关键
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性酪氨酸激酶型 内皮受体家族叹
。 一

在血管内

皮上表达
,

是 目前所有 已知血管生成素
,

的唯一共同受体
。

研究发现 及其受

体
一

系统可参与肾脏疾病中肾脏微血管结构的

改变
、 ’

肾损伤后血管修复和重构工
,

但其在 发病

机制中所起的作用还不十分清楚
。

我们前期研究表

明黄蔑具有减少糖尿病大鼠蛋白尿
,

抑制肾脏肥大

和纤维化的作用
,

但其确切的作用机制 目前还不完

全清楚
。

本文重点探讨黄茂对糖尿病大鼠肾组织中
一

受体表达的影响
,

以进一步阐明黄蔑发挥肾保

护作用的机制
。

材料与方法

动物模型及分组 雄性 大鼠
,

清洁级
,

周

龄
,

体质量 士
,

共 只
,

购自上海中国科学

院动物室
。

随机分成 组
,

正常对照组 、 一
、

糖

尿病组 一 和黄蔑治疗组 , 一
。

糖尿病组和

黄蔑治疗组大 鼠一次性腹腔注射 链脉佐菌素
, ,

公司 柠檬酸缓冲液
,

按 体质量的剂量
。

正常对照组大鼠予等

量柠檬酸缓冲液注射
。

后用微量血糖仪测血

糖
,

血糖值 提示造模成功
。

黄蔑治

疗组大鼠每天予黄蔑注射液 成都地奥九乱制药厂
,

批号 灌胃
,

每天 相当于生药每天

其余两组每天 以等剂量饮用水灌 胃
,

共

周
。

观察期间
,

所有大鼠均 自由饮水摄食
,

糖尿病大

鼠予精蛋白锌胰岛素皮下注射
,

次 周
,

每次
。

标本采集和指 标检测 周后 处死所有大

鼠
,

处死前一天用代谢笼收集随意尿 左右
,

离

心后取上清
,

考马斯亮蓝 比色法 碧云天 测尿蛋白

浓度
,

并测尿肌配
,

计算尿蛋白与肌醉的 比值 处死

当天 大 鼠
,

称取体质量 后 麻醉
,

股动脉穿刺后 用

检测仪 惠普公司
,

美国 有创测血压 下腔

静脉采血
,

送各项生化检查 用冰生理盐水进行双肾

的原位灌注后
,

切除左肾
,

去包膜
,

称取肾质量
,

并计

算肾质量指数 肾质量 体质量
。

将左肾上极或下

极用 中性福尔马林固定
,

用于免疫组化和光镜

下分析 右肾皮髓质分离
, ’

肾皮质块用铝箔包裹并标

记
,

置于液氮中暂存
,

随后保存于 一 冰箱
,

备用

于总 的提取
。

肾脏病理检测 形 态学变化 一 拜 石蜡切

片行过碘酸
一

希夫反应 。 ,

染色
。

光镜下观察肾小球形态和系膜基质增

生情况
。

每张切片随机选取皮质区 个肾小球
,

采

用全 自动图像分析 系统
一 ,

美

国 分别计算各肾小球 阳性染色面积与肾小球

截面积之比值
,

其均值即为每张切片肾小球细胞外

基质的相对含量
, 、。 〔二

。

平 均 肾 小 球 体 积
, 〔

参考文献
‘

公式计算

样 一 又 〔
’

肾小球截面积 〕
。

免疫组化 法检测各组 大 鼠肾组 织
一

受体

蛋 白的表达 拼 厚的石蜡切片常规脱蜡水化
,

用

含 过氧化氢的 封闭内源性过氧化物酶
。

然

后依次加人一抗 武汉博士德公司产品
,

空白对照加
,

酶标记的二抗
,

最后 显色
,

苏木素

复染
,

显 微镜下观察和摄像
。

蛋 白的相对表达量

按文献方法 几进行检测
。

实时定量聚合酶链 法检 测 各组 大 鼠 肾组 织
一

受体 的表达 取 。一 肾皮质

用液氮碾成粉末
,

法抽提出总
,

测定其

浓度
,

取 拼 总 逆转录成
,

用

嵌合荧光法进行实时定量聚合酶链法 卜

检测肾皮质中
一

受体基因表达
。

用

序列检测仪及

的 试剂盒进行荧光

定量分析
。

以大鼠 份 为内参照
,

具体引物序列

见表
。

具体反应步骤如下 劝
,

肠
,

, ,

共 个循 环
, , 、 。 每个指标都重

复检测一次
,

目的基因 的相对定量按文献方

法 二进行计算
。

统计学方 法 应用 统计软件分析
,

计量资料以 万士 、表示
,

多组均数的比较用单因素方

差分析
,

采用 相关对一些参数进行相关分

析
,

尸 认为差异具有统计学意义
。
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相关性分析结果
一

基因水平与
〔

存在

显著正相关
, 。 一

蛋 白

水平与 值和
〔

都存在显著正相关 厂 一

, 。

讨 论

受体
一

蛋白和 的表达而发挥肾保护作

用
。

及其受体
一

系统在早期糖尿病肾病的

发病中起重要作用
。

黄蔑治疗糖尿病肾病的作用机

制之一是通过下调糖尿病大 鼠肾组织 受体
一

的表达而介导
。

及其受体 系统在人类疾病发生发展中

的作用是最近的研究热点
。

作为 的受体蛋 白

家族
, 一

和
一

可在内皮细胞和造血干细胞上

表达 叼
。

已知 及其受体 系统与血管的生

长
、

发育
、

成熟和渗透性密切相关
,

因此
,

它们是正常

胚胎发育必不可少的生长因子
’‘,三。 一

基因敲除

模型发现
一

参与调节毛细血管内外 的液体交

换
, 一

基因敲除模型则显示
一

与循环 系统的

稳定与维持有关
。

在胚胎发育过程中
,

若缺少

或
一

信号途径则会导致内皮细胞的凋亡和胚胎

死亡
。

出生后
,

受体
一

在内皮细胞上表达
,

参与

血管生成
,

是血管重塑和成熟的必要条件
” 。

最近

研究显示
,

在糖尿病视网膜病变中
,

及其受体
一

系统可协同 及其受体胎肝激酶
一

系统

参与视网膜微血管增殖性病变
一 ’ 〕

,

但其在糖尿病另

一重要微血管并发症 —糖尿病肾病中的作用并不
清楚

。

糖尿病大鼠肾脏病理学检查发现肾小球毛细

血管丛和肾小球截面积增大部分可能与糖尿病患者

肾脏局部微环境中的 和
一

过度表达有

关冲
。

我们的研究结果与国外文献报道相似
,

发现

周时糖尿病大鼠肾组织中
一

的表达已经升高
,

并且
一

水平与
《

和 值呈显著正相关
。

提示 及其受体
一

系统可通过诱导糖尿病大

鼠肾小球毛细血管增生而导致肾小球肥大 其次
,

及其受体
一

系统也可通过调节肾小球毛细

血管的渗透性而导致肾小球高滤过和蛋白尿
。

这些

结果均表明 及其受体
一

系统在早期糖尿病

肾病的发生发展中起重要作用
。

目前研究发现
,

黄茂对多种肾病尤其是蛋白尿

有明显的治疗效果
’污一 ’几 。

然而
,

黄茂的肾保护作用

机制尚未完全阐明
。

既往的观点认为黄茂治疗肾脏

疾病的机制与改变血流动力学效应有关
,

但我们近

年来的研究发现黄蔑对一些在肾损害进展中起重要

调节作用的生长因子也有影响
,

如黄茂可降低糖尿

病大鼠肾皮质转化生长因子
一

甲 和基质的表达
’ ,

可诱导增加高糖环境下肾脏成纤维细胞表达肝细胞

生长因子仁
’了一下调糖尿病大鼠肾组织 俘诱导基因

一

克

隆 基因和蛋白的表达水平
‘吕

等
。

本实验显示黄

茂可显著下调糖尿病大鼠肾组织
一

的表达
,

提

示黄蔑还可能通过下调糖尿病大鼠肾组织 的

,

一

, ,

一 ,

一

, , , “

一

, , ,

一

, , , 口

一

,

一

俘 工

一

郭志新
,

邱明才 洛沙坦对大鼠糖尿病模型肾脏转化生

长因子 日工型
、

型受体表达 的影 响 中华内科杂志
一

, , , 一

、 一 、 、

一

, ,

一 一

一

高艳丽
,

湛贻璞
,

董鸿瑞
,

等 慢性马兜铃酸肾病肾间

质纤维 化 发病 机 制的 初 步探 讨 中华 肾脏 病 杂 志

三
一

, ,

叮

一 一

一

,

夕
,

刁

、

一 、 一 一

、 、



中西医结合学报 年 月第 卷第 几期 〔
’

。、 叩 印〕 弓

三
一

三

、 一 一

一 一

一 , 全 “ 一

、

于 一

, 一 “ ‘之

一。

‘

, 一

, 、

吴文清
,

李英
,

赵金彩 等 野黄蔑贰元对实验性糖尿

病大鼠肾脏 的保护作用 中国中西医结合肾病杂志
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等 黄茂对高糖作用下肾间质

成纤维细胞表达 的影响 中国中西医结合肾病杂

志
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杨蓉
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倪兆慧
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钱家麒
,

等 人类转化生长因子 月诱导

基因
一

克隆 在糖尿病大鼠肾组织 中的表达 以及洛沙坦

和黄蔑对其影响 中华肾脏病杂志 。。 。


