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目的
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研究
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受体自身抗体"
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#调控肾组织内质网应激诱导大鼠糖尿病肾病的机制$

方法
!

构建糖尿病肾病模型大鼠为实验组!以正常大鼠为阳性对照组!以正常大鼠静脉注射
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作为
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处理组$使用
?JQK=

法检测大鼠血清中
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表达变化(进一步使用
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染色法观察
'

组大鼠肾

组织变化(使用
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检测各组大鼠肾组织葡萄糖调节蛋白
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#及
CC==T

0增强子结合蛋白同

源蛋白"

CIFL

#表达水平$结果
!

实验组大鼠血清中空腹血糖"

WNH

#)肾脏肥大指数"
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#)转化生长因子
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#)胰岛素样生长因子
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QHW.$

#表达水平均高于正常大鼠"
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#!糖尿病肾病大鼠造模成功$与阳

性对照组相比!实验组大鼠血清
WNH
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^IQ
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THW.
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QHW.$

表达增加"
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#$实验组和
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处理组肾

组织中
H<L-/
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CIFL

蛋白表达水平均高于阳性对照组!差异有统计学意义"
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#$结论
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糖尿病个体中
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通过调节
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信号通路!增加肾组织内质网应激!从而诱导糖尿病肾病的发生)发展$
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糖尿病是一种慢性代谢性疾病&具有较高发病

率&是全球主要健康隐患之一-

$.1

.

&每年影响大约
0&$;

亿患者&并造成
;%%

万患者死亡%糖尿病肾病是糖尿

病后期严重并发症&也是造成该疾病患者死亡的主要

原因-

'.0

.

%进一步明确糖尿病肾病的发病机制及相关

通路有利于寻求治疗糖尿病肾病的潜在治疗靶点%

=T$

受体自身抗体#

=T$.==

$发现于先兆子痫患者

体内&后被证明介导原发性肾小球疾病发生'发展&其
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表达增加可导致肾脏损伤-

;.)

.

%糖尿病肾病中肾脏内

质网应激发挥重要作用&而
=T$.==

可介导内质网应

激的发生%为研究
=T$.==

介导糖尿病肾病发生的

通路及机制&本文探讨
=T$.==

对内质网应激相关蛋

白葡萄糖调节蛋白
-/

#

H<L-/

$及
CC==T

"增强子结

合蛋白同源蛋白#

CIFL

$表达的影响&现将研究结果

报道如下%
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材料与方法
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!

材料
!

选取
$%

周龄
K@

大鼠&体质量
1%%

M

%链

脲佐菌素#

KTg

$腹腔注射&继续高脂饲料饲养两周%

抗体 和
KTg

均 购 自 美 国
K#

M

89

公 司&

=T$.==

?JQK=

试剂盒购自英国
=Y698

公司(

H<L-/

抗体'

CIFL

抗体&以及
$

.963#,

抗体'羊抗兔二抗'兔抗大

鼠二抗和羊抗小鼠二抗均购自美国
C9

X

89,

公司%

!&"

!

方法
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造模方法
!

使用高脂饲料#
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基础饲

料
$̀%&%_

动物油
`1%&%_

糖
`1&%_

胆固醇
`

%&'_

食盐$饲养&两周后大鼠行单肾切除手术&并将

糖尿病造 模 成 功 大 鼠 -空 腹 血 糖 #

WNH

$

%
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88":
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J

&随机血糖大于
$$&$88":
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J

.进行糖尿病肾

病模型的检测%选择
WNH

'肾脏肥大指数#

^IQ

$'转

化生长因子
$

$

#

THW.

$

$

$'胰岛素样生长因子
.$

#

QHW.

$

$水平显著升高的大鼠进行后续实验&即为糖尿病肾

病模型组#实验组$(选取
'%

只正常大鼠注射
=T$.

==

#

$c$%

R;

88":
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J=T$.==

液$&即
=T$.==

处

理组&正常饮食&并于相同时间注射同等量生理盐水(

另取
'%

只正常大鼠&于两周后腹腔注射
KTg

#剂量
'%

8

M

"

5

M

$作为阳性对照组%
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血清的采集
!

采用眼眶取血的方法&使用毛

细针准确插入大鼠内眦&取
)8J

血液&静置
'%8#,

后使用
0b

低速离心机离心#

'%%%D

"

8#,

&

$%8#,

$&

获得血清后放置于
R/%b

冰箱备用%
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肾脏取样方法
!

大鼠麻醉后&开腹腔取肾脏%

动作轻柔&取出后于生理盐水中冲洗&并去除脂肪及

结缔组织%用滤纸轻柔沾除表面水分&称重后立即放

入固定液中固定&用以切片%采用冷冻切片技术&由

于肾组织较软&水分含量高&对冷冻速度要求高&冷冻

速度与组织表面积及体积有关&故需将固定好的大鼠

肾脏组织切为
%&168

组织块后再进行切片%肾组织

采用
0_

多聚甲醛固定
0/2

&石蜡包埋'切片'

I?

染

色&观察肾脏病理改变%

!&"&F
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相关指标检测的方法
!

使用
?JQK=

试剂盒

检测大鼠血清
=T$.==

表达水平%取肾脏组织进行

匀浆&并使用
f7+37D,Y:"3

检测大鼠肾组织
H<L-/

及
CIFL

表达水平%使用电镜技术检测大鼠肾组织

超微结构改变情况%
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统计学处理
!

采用
KLKK$(&%

软件进行统计学

分析&计量资料用
9dN

表示&组间比较采用
E

检验(计

数资料用率表示&组间比较采用
!

1 检验(以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义%

"

!

结
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果
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糖尿病肾病模型血清中
WNH

'

^IQ

'

THW.

$

$

'

QHW.$

表达情况
!

实验组大鼠血清中
WNH

'

^IQ

'

THW.

$

$

'

QHW.$

水平均明显高于阳性对照组&两组比

较差异有统计学意义#

!

$

%&%$

$&见表
$

%糖尿病肾

病大鼠模型构建成功%

表
$
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糖尿病肾病指标检测%
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表达情况
!
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处理组大鼠血清

中
WNH

'

^IQ

'

THW.

$

$

'

QHW.$

表达明显高于阳性对照

组&差异有统计学意义#

!

$

%&%$

$&见表
1

%
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两组指标情况比较%
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&
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阳性对照组
'% 0&$'d%&') -&/0d$&1' %&;/d%&%) %&;(d%&%/
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9

!
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&与阳性对照组比较

"&#

!

大鼠肾组织切片光镜影像
!

实验组和
=T$.==

处理组大鼠肾脏出现病理性肥大(观察肾脏超微结构

变化&两组肾小球同样出现病理性肥大增生#图
$

'

1

$%

与阳性对照组大鼠相比&实验组大鼠和
=T$.==

处理

组大鼠肾脏质量及肾质量"体质量比值均明显升高&

差异有统计学意义#

!

$

%&%$

$&见表
'

%

"&F

!

大鼠肾脏组织
H<L-/

及
CIFL

表达情况
!

实验

组和
=T$.==

处理组肾脏组织
H<L-/

及
CIFL

水

平均增高&两组与阳性对照组比较差异有统计学意义

#

!

$

%&%$

$&见图
'

%
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!阳性对照组(

N

!实验组(

C

!

=T$.==

处理组

图
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肾脏大体外观

;-'

重庆医学
1%$(

年
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月第
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卷第
'

期



表
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'

组大鼠肾肥大指数的比较

组别
*

大鼠肾脏质量

#

9dN

&

M

$

肾质量"体质量

#

9dN

&

_

$

阳性对照组
'% $&;'d%&') %&;$d%&%;

实验组
'% 1&0)d$&%-

9

$&%-d%&%(

9

=T$.==

处理组
'% $&(-d%&0'

9

%&/;d%&$1
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9
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&与阳性对照组比较

!!

=

!阳性对照组(

N

!实验组(

C

!

=T$.==

处理组

图
1

!!

肾组织切片%

I?

染色&

c0%%

'

!!

=

!各组
CIFL

表达情况(

N

!各组
CIFL

表达情况的柱状图(

C

!各

组
H<L-/

表达情况(

@

!各组
H<L-/

表达情况的柱状图

图
'
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各组肾组织中的
H<L-/

及
CIFL

表达情况

#

!

讨
!!

论
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随着生活水平的提高&人们的饮食结构和生活习

惯发生很大改变&患糖尿病等代谢性疾病的患者越来

越多&且具有明显年轻化趋势-

-./

.

%糖尿病肾病是糖

尿病晚期并发症&是糖尿病患者死亡的主要原因之

一-

(

.

&严重影响患者的生存质量及生命健康%进一步

研究糖尿病肾病的发病机制&有利于发现治疗的潜在

靶点及药物%

=T$.==

是导致原发性肾小球变病的主要因素&

研究表明&糖尿病肾病患者存在肾素
.

血管紧张素系统

#

<=K

$异常活化现象-

$%.$1

.

&而
<=K

参与内质网应激

的发生'发展过程-

$'.$;

.

%提示
=T$.==

可能通过调

节内质网应激从而导致糖尿病肾病的发生%

H<L-/

'

CIFL

是内质网应激通路两个重要相关分子%

本文即针对
=T$.==

是否通过
H<L-/

'

CIFL

通路诱导肾脏内质网应激从而造成糖尿病肾病进行

研究%结果显示&与正常大鼠相比&糖尿病肾病大鼠

出现肾脏病理性肥大'肾小球肥大'肾小球硬化等%

向正常大鼠静脉注射人工合成
=T$.==

后&大鼠同样

出现肾脏病理性肥大&肾小球水肿'肥大'结构改变及

缺失等现象%这说明
=T$.==

是诱发糖尿病肾病出

现的重要因素%为进一步探讨
=T$.==

的作用机制

及信号通路是否与内质网应激有关&本研究对正常大

鼠及糖尿病肾病大鼠肾脏
H<L-/

及
CIFL

蛋白表达

情况进行检测&结果表明&与正常大鼠相比&糖尿病肾

病大鼠肾脏组织内
H<L-/

及
CIFL

蛋白表达均明显

增加(且向正常大鼠静脉注射人工合成
=T$.==

后&

正常大鼠肾脏组织内
H<L-/

及
CIFL

蛋白同样出现

表达增加现象&进一步证明了
=T$.==

通过该通路发

挥肾脏损伤作用%

综上所述&糖尿病个体中
=T$.==

通过调节

H<L-/

'

CIFL

信号通路&增加肾组织内质网应激&从

而诱导糖尿病肾病的发生'发展%
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