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"摘要#
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目的
!

探讨培哚普利对链脲佐菌素"

3Af

$诱导的大鼠糖尿病模型肾小管间质中清道夫受体
@

"

36.@

$表达的影响%

方法
!

将大鼠随机分为健康对照组'糖尿病组和培哚普利干预组%检测各组大鼠的血糖和尿清蛋白!行
UJ++",

染色观察肾脏形

态学变化!应用逆转录
.

聚合酶链反应"

6A.=Q6

$和免疫组织化学检测
36.@86Y@

及蛋白的表达%结果
!

与健康对照组比较!糖

尿病组大鼠血糖和
10;

尿清蛋白均显著上升#肾组织
36.@86Y@

和蛋白表达均显著上调!培哚普利干预后!上述指标除血糖外

均明显被抑制 "

!

$

%&%2

$%结论
!

糖尿病大鼠肾小管间质
36.@

表达增加!培哚普利对糖尿病大鼠肾脏有保护作用!其机制可能

部分与下调肾小管间质
36.@

表达有关%
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&是一种跨膜糖

蛋白受体#参与氧化型低密度脂蛋白$

"R.:T:

&和高级糖基化

终产物$

@<?+

&的摄取并且在调节炎性反应*细胞黏附*细胞凋

亡等生理病理过程中起着重要作用)最近发现敲除
36.@

基

因的小鼠对链脲佐菌素$

3Af

&诱导的糖尿病肾损害具有抵抗

性#其
10;

尿清蛋白*肾小管间质损伤*浸润的巨噬细胞数目

及转化生长因子
'

$

A<V.

'

&的表达等均较同系野生型糖尿病小

鼠明显减少#提示
36.@

是糖尿病肾病小管间质纤维化的危险

因素之一)大量的研究证实血管紧张素转换酶抑制剂$

@Q?S

&

能延缓糖尿病肾病小管间质纤维化发展#但是否会对
36.@

的

表达产生一定的作用目前尚不清楚)
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材料与方法

A&A

!

动物与材料
!

实验动物购自中山大学实验动物中心#

3Af

购自美国
3#

K

8J

公司#培哚普利购自法国施维雅公司#大

鼠尿清蛋白检测试剂盒购自美国
WED;

O

9

公司#羊抗鼠
36.@

多

克隆抗体购自美国
3J,DJQLCb

公司#免疫组织化学
3=

$法&试

剂盒*

T@W

显色试剂盒*

UJ++",

三色染色试剂盒购自福州迈

新公司)

A&B

!

方法

A&B&A

!

动物分组与模型的建立
!

用随机数字表将大鼠分为健

康对照组$

(i(

&#糖尿病组$

(i(

&和培哚普利干预组$

(i(

&)

糖尿病组与培哚普利干预组大鼠给予
3Af

$溶于
%&$8"9

"

:

*

H

40&1

的枸橼酸缓冲液&

)%8

K

"

X

K

一次性腹腔注射#

-1;

测血

糖大于
$)&-88"9

"

:

为模型制作成功%健康对照组给予等量的

枸橼酸缓冲液一次性腹腔注射)培哚普利干预组给予培哚普利

08

K

.

X

K

\$

.

!

\$灌胃#健康对照组和糖尿病组给予等量饮用

水)整个实验期间动物喂标准饲料#自由饮水#共观察
10

周)

A&B&B

!

一般生化指标和标本收集
!

每
0

周将大鼠放入代谢笼

内留取
10;

尿液#记录尿量#按试剂盒书说明测定尿清蛋白#

并检测每只大鼠的随机血糖和体质量%第
10

周测量体质量后

处死大鼠#取出肾脏#计算肾脏质量"体质量比值)收集肾脏标

本进行相关实验)

A&B&C

!

UJ++",

染色
!

石蜡切片#常规脱蜡至水#

UJ++",

复合染

色液染色#磷钼酸溶液染色#苯胺蓝染色#脱水#二甲苯透明#中

性树胶封片)结果判定!每张切片随机选择
$%

个视野#观察肾

小管间质的病理变化#进行量化评分#

%

分!正常%

$

分!间质纤维

化*炎症细胞浸润*肾小管萎缩*水肿*变性及小管管型等病变范

围小于
12]

%

1

分!病变范围
12]

%$

2%]

%

'

分!病变范围
&

2%]

%最后以平均值来表示该标本肾小管间质损伤指数'

$

(

)

A&B&D

!

逆转录
.

聚合酶链反应$

6A.=Q6

&检测
36.@86Y@

的

表达
!

按照
AL#b"9

试剂盒说明书提取总
6Y@

#

BTY@

的合成

参照
BTY@

第一链合成试剂盒说明操作#

6A.=Q6

反应按照
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试剂盒说明操作)大鼠特异性基因引物由

S,I#DL"

K

E,

公司合成#

36.@

!正向引物
2̀.@QAAQ@<Q@A<<

Q@@QQ< @Q.'̀

#反向引物
2̀.A<< @@@ AA<Q@AQQ@

<<<@Q.'̀

#扩增片段长度
$%2G

H

%内参基因采用甘油醛
.'.

磷

酸脱氢酶$

<@=T4

&#正向引物
2̀.@<<<QA<QQAAQAQA

A<A<@.'̀

#反向引物
2̀.@@QAA<QQ< A<< <A@ <@<

AQ@.'̀

#扩增片段长度
$$%G

H

)反应体系
2%

"

:

#反应条件!

('

[

预变性
'8#,

%

('[

变性
'%+

#

22[

退火
'%+

#

-1[

延伸
'%

+

#

0%

个循环#每个循环延伸后收集一次荧光%最后进行熔解曲

线分析)阴性对照采用灭菌双蒸水代替
BTY@

#采用双标准曲

线法相对定量#以
36.@

与内参基因表达量的比值来表示其相

对表达水平)每个样品复孔
'

次#取平均值)

A&B&H

!

免疫组织化学染色
!

采用
?9#Z#+#",

法)石蜡切片#

常规脱蜡至水#抗原修复%

']

过氧化氢灭活内源性酶%

0[

过

夜孵育一抗$美国
3JDJQLCb

公司羊抗鼠
36.@

#

$_1%%=W3

稀

释&%使用免疫组织化学
3=

试剂盒孵育二抗%

T@W

溶液显色#

阳性为棕黄色后终止显色%苏木素复染后中性树脂封片)

A&C

!

统计学处理
!

采用
3=33$)&%

软件处理数据#计量资料

以
I>>

表示#多组资料比较采用单因素方差分析和
Q

检验#以

!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

一般指标比较
!

10

周实验结束时#糖尿病组大鼠死亡
$

只#健康对照组与培哚普利干预组无大鼠死亡)糖尿病组大鼠

的体质量低于健康对照组$

!

$

%&%2

&#而肾脏质量"体质量比

值*血糖和
10;

尿清蛋白均高于健康对照组$

!

$

%&%2

&%与糖

尿病组比较#培哚普利干预组大鼠的体质量*肾脏质量"体质量

比值*血糖差异均无统计学意义$

!

%

%&%2

&#但
10;

尿清蛋白

明显降低#两者差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&)见表
$

)

表
$

!!

各组大鼠一般指标比较%

I>>

&

组别
(

体质量

$

K

&

肾脏质量"体

质量$

8

K

"

K

&

尿清蛋白

$

8

K

"

10;

&

血糖

$

88"9

"

:

&

健康对照组
( )10>-$ 1&)1>%&1) 1&->$&' 2&'>%&)

糖尿病组
/

'10>)%

J

2&2(>%&-0

J

1)&->$&/

J

1)&->'&'

J

培哚普利干预组
(

'2'>0-

J

2&0)>%&/$

J

'&)>$&0

G

1)&1>1&%

J

!!

J

!

!

$

%&%2

#与健康对照组比较%

G

!

!

$

%&%2

#与糖尿病组比较)

B&B

!

肾脏的形态学改变
!

UJ++",

染色可见健康对照组肾脏

无明显病理改变#糖尿病组大鼠肾小管间质有严重组织损伤#

表现为部分肾小管上皮细胞萎缩*空泡样变性#间质有较多的

炎症细胞浸润#并出现肾间质纤维化#培哚普利干预组大鼠肾

脏的上述病理改变较糖尿病组明显减轻)量化分析结果显示#

糖尿病组$

$&/(>%&1'

&的肾小管间质损伤指数显著高于健康

对照组$

%&12>%&$$

&和培哚普利干预组$

%&-$>%&$1

&#均
!

$

%&%2

)见图
$

)

!!

@

!健康对照组%

W

!糖尿病组%

Q

!培哚普利干预组)

图
$

!!

各组大鼠肾小管间质
UJ++",

染色%

1̂%%

&

B&C

!

培哚普利干预对肾小管间质
36.@86Y@

表达的影响
!

6A.=Q6

结果显示糖尿病组大鼠肾脏
36.@86Y@

表达水平

约为健康对照组的
0

倍$

2&)>$&1E>&$&0>%&$

#

!

$

%&%2

&%培

哚普利干预组肾脏
36.@ 86Y@

表达显著低于糖尿病组

$

'&0>%&-E>&2&)>$&1

#

!

$

%&%2

&)见图
1

)

B&D

!

培哚普利干预组对肾小管间质
36.@

蛋白表达的影响
!

免疫组织化学染色可见健康对照组大鼠肾小管上皮细胞和肾

间质只有少量棕褐色的阳性着色%糖尿病组肾小管间质中阳性

着色明显增多%与糖尿病组比较#培哚普利干预组的着色范围

明显减少)见图
'

)

!!

J

!

!

$

%&%2

#与健康对照组比较%

G

!

!

$

%&%2

#与糖尿病组比较)

图
1

!!

各组大鼠肾脏
36.@86Y@

的相对表达

!!

@

!健康对照组%

W

!糖尿病组%

Q

!培哚普利干预组)

图
'

!!

各组大鼠肾小管间质
36.@

蛋白表达%免疫组织化学
1̂%%

&
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年
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$/
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讨
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论

糖尿病肾病是糖尿病最常见的微血管并发症之一#是终末

期肾衰竭的最常见病因)研究显示#肾小管间质纤维化几乎是

所有肾脏疾病发展到终末期肾病的共同通路#肾功能减退与小

管间质的病变程度的联系比肾小球更密切#糖尿病肾病患者的

远期预后主要取决于小管间质病变程度'

1

(

)因此研究糖尿病

肾病肾小管间质病变的机制#对改善其预后具有重要意义)

36.@

是一种细胞表面的跨膜糖蛋白受体#最初从巨噬细

胞上发现)在早期的动脉粥样硬化的研究中证实#

36.@

主要

介导血液中化学修饰的脂质如
"R.:T:

进入细胞内而不受控

制最终造成泡沫细胞形成'

'

(

)有研究发现肾小管上皮细胞也

存在包括
36.@

在内的多种清道夫受体#而且可能与肾小管间

质的损伤相关'

0

(

)

许多与糖尿病肾病发病密切相关的因素如肾素
.

血管紧张

素系统活性增加*非酶糖基化作用*氧化应激等均可以上调

36.@

表达)糖尿病肾病早期肾内肾素
.

血管紧张素系统

$

6@3

&即被激活#局部血管紧张素
$

$

@,

K$

&产生增加#

@,

K$

可呈时间和剂量依赖性上调
36.@

#这一作用是通过
=gQ

信号

传导途径实现的'

2

(

)另外#长期高血糖状态加速蛋白质发生非

酶促糖基化反应#肾组织内糖基化终产物$

@<?+

&蓄积增多#

@<?+

通过活化酪氨酸蛋白激酶后进一步激活磷脂酶
Q

#最终

激活
YV.

(

W

#而促进
36.@

的表达'

)

(

)此外#糖尿病$尤其是糖

尿病肾病&患者常伴有脂质代谢紊乱#血清中低密度脂蛋白

$

:T:

&水平升高)在糖尿病状态下#体内氧化应激增强#

:T:

容易被氧化修饰为
"R.:T:

#

"R.:T:

与
36.@

的结合能够刺激

巨噬细胞分泌前炎性因子和生长因子#这些因子反过来又刺激

36.@

的表达'

'

#

-

(

)本研究中糖尿病大鼠肾小管间质
36.@

基

因和蛋白质表达升高可能是上述因素共同作用的结果)

6@3

激活在糖尿病肾病肾小管间质损害中起着重要作

用#但具体机制尚不完全清楚)大量的基础实验及临床研究已

证实使用
@Q?S

阻断血管紧张素系统$

6@3

&对糖尿病肾病具

有保护作用'

$

#

/.$1

(

)

@Q?S

抑制
@,

K$

生成#一方面能改善糖尿

病肾脏血流动力学异常%另一方面也有降低微炎性反应#下调

小管间质
A<V.

'

表达#抗肾小管间质纤维化的作用'

$'

(

)本研

究首次观察了
@Q?S

类药物培哚普利干预对
3Af

诱导的糖尿

病大鼠肾脏
36.@

表达的影响#发现培哚普利干预
10

周后#不

仅降低
10;

尿清蛋白#减轻肾小管间质的病理学改变及巨噬

细胞的浸润#而且显著下调
36.@

表达)但其抑制
36.@

表达

的机制尚不清楚#除了减少尿蛋白带来的肾脏保护效应之外#

不排除通过其他途径发挥作用)糖尿病肾病早期肾内
6@3

即

被激活#小管间质局部
@,

K$

产生增加'

$0

(

#而既往研究已在细

胞水平上证实#

@,

K$

可呈时间和剂量依赖性上调
36.@

'

2

(

#因

此#培哚普利下调
36.@

表达的作用#可能与其阻断糖尿病肾

组织局部的
6@3

活性#抑制
@,

K$

生成过多有关#但其确切机

制有待进一步研究)

总之#本研究观察到糖尿病大鼠肾小管间质
36.@

表达增

加#

@Q?S

类药物培哚普利可减少
36.@

的表达#改善糖尿病大

鼠肾小管间质损伤)
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