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大黄酸对糖尿病肾病大鼠足突细胞ｎｅｐｈｒｉｎ基因表达的影响

陈建伟，刘　玲，钟　玲△

（重庆医科大学附属第二医院肾内科　４０００１０）

　　摘　要：目的　观察ｎｅｐｈｒｉｎ在糖尿病肾病（ＤＮ）大鼠肾小球中的表达，研究大黄酸对ｎｅｐｈｒｉｎ表达的影响。方法　用链脲佐

菌素６０ｍｇ／ｋｇ一次性腹腔注射方式制作大鼠ＤＮ模型，将ＤＮ模型分为２组：大黄酸治疗组、模型组，另外设置模型对照组。各

组均干预８周后，测量大鼠体质量、肾脏质量、相对肾质量、２４ｈ尿蛋白定量、血清肌酐、尿素氮，利用光镜、电镜观察肾脏病理改

变，应用免疫组化技术观察ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的表达情况。结果　大黄酸治疗组２４ｈ尿蛋白定量明显下降（犘＜０．０５），肾功能改善，足

突细胞ｎｅｐｈｒｉｎ表达明显下降。结论　大黄酸对ＤＮ肾脏有保护作用，而此种保护作用可能与其能够抑制足突细胞ｎｅｐｈｒｉｎ表达

有关。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是２型糖尿病严重

的常见微血管并发症，是最终导致终末期肾衰竭的常见原因，

也是糖尿病致死的主要原因之一，由于其发病率高，治疗棘手、

效果差，危害大而备受关注。而近年来研究发现ｎｅｐｈｒｉｎ基因

在足突细胞上的表达下调在肾功能不断恶化中起到重要作

用［１］。因此，如何抑制ｎｅｐｈｒｉｎ基因在足突细胞上的下调，在

ＤＮ的治疗中起到至关重要的作用，目前为止很多临床对照研

究显示，大黄酸在控制ＤＮ蛋白尿及ＤＮ进展中有一定作用，

然而，其除了对血糖、胰岛素抵抗、减轻肾脏肥大等作用之

外［２３］，是否能够抑制ｎｅｐｈｒｉｎ基因下调，目前尚无实验研究。

本实验旨在探索大黄酸对ＤＮ的治疗作用，以及通过ｎｅｐｈｒｉｎ

基因在ＤＮ大鼠足突细胞的表达变化，探讨大黄酸治疗ＤＮ的

作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠１８只，体质量１７０～２００ｇ

（重庆医科大学中心实验室）；链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，

ＳＴＺ）
［３４］。

１．２　试剂　２４ｈ尿蛋白测定试剂盒（北京为康惠华生物公

司）；酶联免疫吸附测试大鼠尿微量清蛋白试剂盒（上海研谨生

物科技有限公司）；抗体稀释液（ＡＤＩ公司）；兔抗 ｎｅｐｈｒｉｎ

抗体。

１．３　实验药物　大黄酸是从大黄的根茎中提取
［５６］，大黄根茎

购自北京兴事堂，并由上海众华生物科技有限公司提取。

１．４　仪器　德国Ｓａｔｏｒｉｏｕｓ电子天平；日立７０２０生物分析仪。

１．５　方法

１．５．１　动物模型制作　按照 Ａｎｄｅｒｓｏｎ等
［１］建立方法将所有

动物适应性喂养５ｄ，禁食１２ｈ，ＳＴＺ以０．１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓

冲液溶解，按照５０ｍｇ／ｋｇ一次性腹腔注射作为ＤＮ模型，模型

对照组给予同等剂量的柠檬酸缓冲液，７２ｈ后开始检测空腹

血糖、尿糖、尿量及２４ｈ微量清蛋白排泄率，ＤＮ建立成功标准

为：（１）空腹血糖高于１６．６ｍｍｏｌ／Ｌ；（２）尿糖强阳性；（３）尿量／

原尿量大于１．５；（４）２４ｈ尿蛋白排泄率大于３０ｍｇ／２４ｈ。

１．５．２　实验分组　将ＤＮ动物模型分为２组：模型组、大黄酸

治疗组。大黄酸溶于生理盐水，灌胃给药，每天１次，大黄酸治

疗组给予大黄酸１５０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１干预８周（狀＝６），模型组

及模型对照组分别给予等剂量生理盐水灌服作为对照（狀＝６）。

实验重复２次。

１．５．３　血糖、体质量、肾功能的测量　每２周测量各组大鼠血

糖１次；第８周测定各组大鼠体质量；股动脉放血２０μＬ分离

血清，使用日立７１７０Ａ全自动生化分析仪（重庆医科大学中心

实验室）测量血肌酐（Ｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）、血清总胆固醇（ＴＣ）

及三酰甘油（ＴＧ）。

１．５．４　尿微量清蛋白排泄率的检测　给药６周后，大鼠放入

代谢笼，留取２４ｈ尿液，计算尿量，尿液离心２５ｍｉｎ（４℃，
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４０００ｒ／ｍｉｎ），取上清液分装，并于－７０℃冻存，后使用酶联免

疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒检测尿蛋白。

１．５．５　肾组织形态学观察　大体观察并称质量。光镜下观

察：在给予大鼠大黄酸干预８周后，麻醉并经腹主动脉插管，５

℃磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）灌注后取肾脏。迅速剥去肾包膜，称重

后纵向剖开肾脏，切取约０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×０．２ｃｍ大小的肾

脏组织，肾组织经过１０％中性甲醛缓冲溶液中固定、浸蜡、包

埋、切片，ＨＥ、ＰＡＳ、Ｍａｓｓｏｎ３染色观察，取１ｍｍ×１ｍｍ×１

ｍｍ肾皮质，经戊二醛固定、饿酸后固定、脱水、环氧树脂６１８

包埋，制作成超薄切片，用醋酸铀柠檬酸铅染色，ＪＥＭ 透射电

镜下观察。

１．５．６　肾脏免疫组织化学检测　５μｍ肾组织石蜡切片梯度

脱蜡水化后，３％过氧化氢封闭内源性过氧化物酶，０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ缓冲液洗涤，正常兔血清封闭，一次加入ｎｅｐｈｒｉｎ抗体，

ＤＡＢ显色，苏木精复染，树脂封片，采用ＪＤ８０１计算机图像分

析系统，每张切片随机选取１５个肾小球，计算各组肾小球内

ｎｅｐｈｒｉｎ的阳性信号占肾小球面积百分比
［４］。

１．５．７　肾小球足突细胞密度测定　１０％中性甲醛缓冲溶液固

定，常规脱水、浸蜡、包埋、５μｍ石蜡切片。兔抗大鼠 ＷＴ１多

克隆抗体（Ｍｅｒｋ公司）免疫组化ＳＰ法检测肾小球 ＷＴ１表达，

ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０彩色图像分析系统半定量足突细胞密度。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，计量资料以

狓±狊表示，两组间比较进行狋检验。以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　一般情况　模型组血糖均有升高，与模型对照组比较，均

有多尿、多饮、多食、消瘦等症状。模型制作成功后，模型组血

糖较模型对照组血糖升高明显（犘＜０．０５），除模型对照组外，

其余两组间血糖差异无统计学意义（犘＜０．０５）。ＤＮ大鼠体质

量均低于模型对照组（犘＜０．０５）。

２．２　各组指标比较　模型组大鼠２４ｈ尿蛋白定量均高于模

型对照组（犘＜０．０５），见图１。６周后大黄酸治疗组与模型组

比较，除血糖无明显变化外，ＢＵＮ，Ｃｒ显著改善（犘＜０．０５），见

表１。

图１　　各组２４ｈ尿蛋白量

２．３　肾组织形态学改变　模型组肾脏较模型对照组肾脏外观

苍白、肿胀，质地变硬。模型对照组大鼠肾小球、肾小管形态规

则，无明显细膜基质增生。模型组肾小球肥大，见系膜区弥漫

性增宽，并有逐渐增多的ＰＡＳ阳性物质沉积，肾小球基底膜

（ＧＢＭ）增厚，近端肾小管上皮细胞含较多糖原，并呈空泡样及

颗粒样变性，间质内较多淋巴细胞等炎性细胞浸润。大黄酸干

预后，肾小球及肾小管病变均有不同程度改变。见图２。

表１　　各组生化数据变化比较（狓±狊）

组别 狀 体质量（ｇ） 肾质量（ｇ） 血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

模型对照组 ６ ４１２．１±１３．１ ２．０７±０．１２ ５．１０±０．１１ ５．９０±０．６８ ７１．２±０．５８ １．１０±０．１０ ０．５０±０．３５

模型组 ６ ２１０．３±８．４１ ５．３１±１．５７ ２６．１２±７．８９ １９．１２±４．３２ １２４．１±２．８７ ２．７９±０．２１ ２．６３±０．２０

大黄酸治疗组 ６ ２５６．３±５．１２ ２．５３±０．２０ ２４．０３±１．２４ １１．２１±４．２７ ８７．９±１．８７ １．７４±０．１９ ７．８１±０．２１

图２　　模型组肾小球病理改变电镜下

图片（免疫组化，×１０００）

２．４　足突细胞上ｎｅｐｈｒｉｎ的表达　ｎｅｐｈｒｉｎ特异性的表达于肾

小球足突细胞上，通过电镜观察，模型组足突细胞上ｎｅｐｈｒｉｎ

阳性明显，大黄酸治疗组阳性明显减少，半定量分析见：大黄酸

治疗组与模型组比较，肾小球ｎｅｐｈｒｉｎ阳性面积百分比差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。见图３。

图３　　各组足突细胞ｎｅｐｈｒｉｎ表达

３　讨　　论

研究发现，ＤＮ在早起正确治疗，可能逆转肾小球、肾小管

病理改变，但是，一旦进入Ⅳ期，病理改变就难以逆转，因此，在

ＤＮ的治疗中应该早起诊断及治疗，既往研究发现，ＧＢＭ 成分

改变及细胞外基质聚集是最终导致ＤＮ的关键病理改变，然而

这些研究并不能完全解释蛋白尿及肾小球滤过率的改变，而近
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期研究发现足突细胞的损伤在ＤＮ的发病中起了重要作用，而

ｎｅｐｈｒｉｎ基因表达的ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白在足突细胞的裂孔隔膜中起

重要作用，是裂空隔膜的主要成分［７９］。本实验研究大黄酸在

早期使用，对足突细胞裂空隔膜的主要成分ｎｅｐｈｒｉｎ基因表达

的影响。

目前，国内外大部分研究，都是针对肾脏血管紧张素Ⅱ

（ＡｎｇⅡ）升高的研究，研究认为高血糖等作用最终导致 ＡｎｇⅡ

升高，使机体血流动力学的改变，从而让肾脏处于高压力、高滤

过、高灌注的病理情况下，最终导致肾脏损伤［１０］。今年研究发

现，使用血管紧张素转换酶抑制剂（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎ

ｚｙｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＡＣＥＩ）、血管紧张素受体（ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈ

Ｂｕｌｌｅｔｉｎｓ，ＡＲＢ）等药物阻断 ＡｎｇⅡ或者 ＡＴ１发挥生物学效

应。而针对足突细胞及ｎｅｐｈｒｉｎ基因的研究较少，足突细胞即

肾足突细胞，小囊脏层上皮细胞，它附着于ＧＢＭ 的外侧，是一

种高度分化和特异性的细胞，呈星状多突状，主要由３部分组

成：细胞体、主突、足突，足突呈指状交叉覆盖于ＧＢＭ 外侧，并

通过黏附分子及糖蛋白分子将二者相连，足突细胞之间由极薄

的裂空隔膜相连接，构成一种拉链式结构，从而与 ＧＢＭ 及肾

小球内皮细胞共同构成肾小球滤过屏障，是具有电荷及相对分

子质量选择性的分子筛［１１１２］。正常情况下，这种电荷屏障及

机械屏障能保持肾脏正常的滤过功能，然而在糖尿病病程进展

过程中，由于高血压等诸多因素，可通过细胞内因子、活性氧基

团及改变血流动力学等导致足突细胞的坏死及凋亡，足突细胞

数目减少及功能减弱以及ＧＢＭ 的裸露等原因最终导致患者

出现蛋白尿。近期研究发现，足突细胞的裂空隔膜上的蛋白分

子的表达与ｎｅｐｈｒｉｎ基因密切相关，而该基因与肾小球滤过屏

障选择功能密切相关［１３１４］，并且ｎｅｐｈｒｉｎ下调及重新分布先于

肾小球组织损害，是ＤＮ病程中的早期改变，且ｎｅｐｈｒｉｎ表达与

蛋白尿的程度呈负相关，而已经有研究发现缬沙坦在阻止了

ｎｅｐｈｒｉｎ下调后，小鼠蛋白尿有明显下降
［１５］，然而针对ＤＭ 引

起足突细胞的损伤，除了严格控制血糖、抑制肾素血管紧张

素醛固酮系统（ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＡＳ）

外，并无其他治疗方法，因此积极寻找抑制足突细胞损伤，控制

ＤＮ病情进展的药物迫在眉睫。

近年来研究发现，大黄酸具有改善糖代谢，逆转胰岛素抵

抗作用，对治疗ＤＮ有一定效果，但是大黄酸除了抑制内皮细

胞ＰＡＩ１的表达，保护内皮功能逆转胰岛素抵抗预防糖尿病高

血糖对肾脏的影响外，是不是还对肾脏足突细胞本身有一定作

用，目前尚无研究。本实验采用ＳＴＺ６０ｍｇ／ｋｇ一次性腹腔注

射方式制作大鼠ＤＮ模型，并给予大黄酸灌胃给药８周，后取

肾脏行病理活检及免疫组化发现模型组与大黄酸治疗组比较，

ｎｅｐｈｒｉｎ表达下调受到抑制，与对照组比较差异有统计学意义，

本实验研究发现大黄酸对ＤＮ不止与改善糖代谢、逆转胰岛素

抵抗、抗炎等功能有关，而且与ｎｅｐｈｒｉｎ基因的表达有一定关

系，可能是通过ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的损伤，维持足突细胞完整性有

一定作用，但是最佳剂量及不良反应等尚需进一步实验来

证实。
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