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调节者，参与机体许多生理过程和发病机制。Ca2+

引起的红细胞变形能力的下降的主要原因是[7’8]：

Ca2+引起红细胞膜骨架网络的结构改变和脂双层组

成的改变，使膜脂流动性减小；红细胞表面积与体积

比的改变(膜成分的减少，细胞形态的改变)；

Gardos效应和Hb的聚集使细胞内黏度增加；Ca2+

引起膜蛋白的水解、聚集、交叉连接等结构改变使红

细胞膜机械特性发生变化。研究结果表明，当机体处

于肿瘤状态时，红细胞内[Ca2+]i升高。给药后，红细

胞内ECa2+]i降低，各给药组与模型组之间相比，均

有不同程度的差异，提示青龙衣多糖通过提高红细

胞表面钙泵活性，排出Sm小鼠红细胞内Ca2+，使

ECa2+]；降低，恢复红细胞正常的生理状态和功能。
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复肾降纤宁对糖尿病肾病大鼠的影响及机制研究
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(重庆医科大学附属第一医院中西医结合科，重庆400016)

摘要：目的 观察复肾降纤宁对糖尿病肾病(DN)大鼠肾脏蛋白激酶C(PKC)、血管内皮生长因子(VEGF)和

血小板衍生生长因子一p(PDGF一口)的影响及对。肾脏的保护作用。方法建立链脲佐菌素(STZ)诱导的糖尿病肾病

(DN)大鼠模型，将成模糖尿病大鼠随机分成4组：模型组、复肾降纤宁组、厄贝沙坦组、厄贝沙坦+复肾降纤宁组，

同时取正常大鼠设对照组。各组大鼠采用相应的干预措施处理12周。常规方法检测各组大鼠肾脏指数、血糖、尿素

氮(BUN)、血肌酐(Scr)、尿白蛋白排泄率(uAER)，免疫组化法检测肾PKC和VEGF表达，Western blotting检

测肾组织PDGF—p的表达，透射电镜观察肾脏超微结构。结果模型组大鼠肾皮质PKC、VEGF和PDGF—p表达显

著升高，肾脏超微结构改变明显，血糖、UAER、BUN、Scr、肾脏指数显著增高；复肾降纤宁组、厄贝沙坦组和厄贝沙

坦+复肾降纤宁组七述指标显著低于模型组(P<0．05)’，肾脏超微结构改变明显改善；厄贝沙坦+复肾降纤宁组

各项指标改善明显优于模型组、复肾降纤宁组和厄贝沙坦组(P<o．05)，但未达到对照组水平。结论复肾降纤宁

对DN大鼠。爵脏形态和功能有明显保护作用，其机制可能与减少肾组织中PKC、VEGF和PDGF一8的表达，减轻肾

组织纤维化有关。

关键词：复肾降纤宁；糖尿病；蛋白激酶C；血管内皮生长因子；血小板衍生生长因子

中图分类号：R285．5 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)12—1844一05

Effect of Fushenjiangxianning on diabetic nephropathy rats and study on its mechanism
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(Department of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine，the First Affiliated Hospital

of Chongqing Medical University，Chongqing 400016·China)

Abstract：Objective To investigate the effeet of Fushenjiangxianning on renal protein kinase C

(PKC)，renal vascular endothelial growth factor(VEGF)，renal platelet—derived growth factor p(PDGF一

13)，and renal protection in diabetic nephropathy(DN)rats．Methods The diabetic SD rats induced by

STZ were divided into four groups：diabetic eontrol group，Fushenjiangxianning group，Irbesartan group，
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and Fushenjiagxianning combined with Irbesartan group，and the normal control group as well． After the

experimental rats in every group were respectively treated for 1 2 weeks by above intervention methods，the

relative kidney weight，blood sugar，urea nitrogen(Bun)，serum creatinine(Scr)，and urinary albumin

excretion rate(UAER)were detected by routine analysis methods，and PKC and VEGF in renal tissue

were detected by immunohistochemical techniques，and PDGF-p in renal tissue was detected by Western

blotting，and uhramicrostructure of kidney was observed by transmission electron microscope．Results

The expression of renal cortex PKC and VEGF was increased in diabetic rats．The uhramicrostructure oC

kidney was noticeably changed，and the blood sugar，UAER，BUN，Scr，relative kidney weight，and

PDGF—p were significantly increased in diabetic rats． While the above indexes in Fushenjiangxianning

group， Irbesartan group， and Fushenjiangxianning combined with Irbesartan group were significantly

lower than those in diabetic control group(P<0．05)，the uhramicrostructure of kidney changed was

improved，and the improvement of all indexes in Fushenjiangxianning combined with Irbesartan group was

the most obvious(P<0．05)．Conclusion The mechanism of the protection of Fushenjiangxianning on

renal lesion may be decreasing the level of PDGF—p in the renal tissue and downregulating the expression of

PKC and VEGF．

Key words： Fushenjiangxianning；diabetes；protein kinase C(PKC)； vascular endothelial growth

factor(VEGF)；platelet—derived growth factor pchain(PDGF-13)

糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)是糖

尿病(diabetes mellitus，DM)的主要微血管并发

症之一。DN一旦发生，出现持续性蛋白尿，其肾功

能将不逆转地进行性下降，直至终末期肾功能衰竭。

目前，现代医学除积极控制血糖和血压、限制蛋白质

摄入、应用血管紧张素转换酶抑制剂(ACEI)或血

管紧张素1I受体阻滞剂(ARB)外，尚缺乏确实有

效的方法。本实验旨在观察复肾降纤宁对DN大鼠

肾组织蛋白激酶C(PKC)、血管内皮生长因子

(VEGF)和血小板衍生生长因子一[3(PDGF—B)表达

的影响及对肾脏的保护作用，并探讨其作用机制。

l材料与方法

1．1 药物和试剂：复肾降纤宁由黄芪、生地黄、黄

连、黄芩、丹参、葛根等10余味中药组成，原药材购

自重庆桐君阁药房，经重庆医科大学中医学院中药

研究室鉴定并制备成浓缩煎剂，含生药2 g／mL。厄

贝沙坦为杭州赛诺菲安万特民生制药有限公司产

品，批号0703116。链脲佐菌素(STZ)为AI。EXIS

公司产品，批号L18034。PKC小鼠单克隆抗体

(BM0401)、VEGF兔多克隆抗体(BA0407)、

PDGF邛兔多克隆抗体(BA0519)、山羊抗小鼠／兔

IgG免疫组化检测试剂(SAl050)均为武汉博士德

生物工程有限公司产品，DAB显色剂为北京中杉金

桥有限公司产品，抗兔IgG—HRP(Sigma，A6154)。

1．2 动物：健康雄性SD大鼠，8周龄，体质量

200～220 g，由第三军医大学大坪医院实验动物中

心提供，动物合格证号：0052769。

1．3 主要仪器：H一7500透射电镜、Roche

Modular全自动生化分析仪、微量血糖测定仪、

Olympus公司图像采集系统、北京医学图像分析管

理系统、LabworkslM扫描分析软件系统。

1．4分组、造模及给药：按参考文献方法[11稍加改

进建立模型，取SD大鼠60只，禁食12 h后，用

0．1 mmol／L无菌枸橼酸钠缓冲液(pH为4．2，

4 7C)配制2％的STZ溶液，按60 mg／kg左下腹

腔ip STZ，制造DM模型。72 h后尾尖取血测空腹

血糖，血糖值≥16．65 mmol／L确定为DM成模大

鼠，共成模51只。将成模大鼠随机分成4组：模型

组、复肾降纤宁组(中药组)、复肾降纤宁+厄贝沙

坦组(中西药结合组)各13只、厄贝沙坦组(西药

组)12只。另取10只正常大鼠作为对照组，ip等量

无菌枸橼酸钠缓冲液，尾尖取血测血糖，血糖均在

4．7～8．3 mmol／L。造模7 d后，中药组用复肾降纤

宁按29．87 g／kg ig给药；厄贝沙坦组用厄贝沙坦按

50 mg／kg ig给药；中西药结合组用复肾降纤宁按

29．87 g／kg和厄贝沙坦按50 mg／kg ig给药，每日

上午1次，对照组和模型组大鼠每日上午用等量蒸馏

水ig给药。实验期间，对个别血糖过高可能危及生存

的大鼠SC胰岛素。室温18"-20 C，相对湿度69％，

12 h交替照明，大鼠自由饮水、进食。共喂养12周。

1．5标本收集与检测：实验结束前1 d，用代谢笼

留取24 h尿液，记录总量，离心，一80℃冰箱保存。

实验结束，所有动物于空腹状态称体质量，10％水

合氯醛ip麻醉，心脏取血，分离血清，一80 rc冰箱

保存；剖腹分离双侧肾脏，右肾用冰生理盐水清洗，

吸干水分，称肾质量，计算。肾脏指数(肾质量／体质
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量)。左肾取少部分皮质制备1 mm3数块，用4％戊

二醛固定，待做透射电镜观察，取1／2肾组织放入

4％多聚甲醛溶液中固定，待行病理和免疫组化。余

肾脏标本均用液氮快速冷冻，一80℃冰箱保存，备

行Western blotting检测等。血糖、血肌酐(Ser)、尿

素氮(BUN)和24 h尿白蛋白排泄率(UAER)用

ROCHE MODULAR全自动生化分析仪测定。将石

蜡包埋的肾组织制成厚4,um切片，按照免疫组化

三步法检测肾组织PKC和VEGF的表达，以PBS

代替一抗作为阴性对照，每个标本在400倍光镜下

随机选取8个视野，采用Olympus公司图像采集系

统及北航医学图像分析管理系统及北航医学图像分

析管理系统进行半定量分析，染色阳性部位的深浅

以平均吸光度值表示。取冰冻组织100 mg提取蛋

白，蛋白考马斯亮蓝法定量，取蛋白SDS—PAGE电

泳，然后转移至PVDF膜上，入含6％脱脂牛奶

(pH 7．2)的PBS中封闭室温1～2 h，置4℃冰箱

过夜，洗膜后用一抗进行杂交，再用二抗进行杂交，

化学发光试剂检测进行放射自显影。用LabworkslM

扫描分析软件系统定积分吸光度值。

11．5统计软件进行数据分析，组间差异性比较采用

单因素方差分析。

2结果

2．1各组大鼠一般情况的比较：成模大鼠均出现多

饮、多食、多尿、消瘦、毛发枯黄无光泽等糖尿病表

现，部分出现肢体感染、溃疡和白内障等合并症。模

型组上述症状明显，死亡3只，考虑死因为血糖过高

引起酮症酸中毒或感染，中药组、西药组、中西药结

合组上述症状较轻，因ig给药各死亡2只。中药组

及中西药结合组任取剩余10只进行比较，模型组

大鼠血糖明显升高，中药组、西药组和中西药结合组

与模型组大鼠比较，血糖明显降低(P<o．01)，但未

达到对照组水平(P<o．01)。

2．2。各组大鼠肾脏指数、BUN、Scr和UAER比

较：见表1。模型组大鼠的肾脏指数、BUN、Scr、

UAER显著增高；各给药组上述指标显著低于模型

组(P<o．05)；中西药结合组各项指标改善明显优

于模型组、中药组和西药组(P<o．05)，但未达到对

照组水平；中药组与西药组之间差异无统计学意义

(P>0．05)。

1．6 统计学处理：数据用；±s表示，应用SPSS 2．3 各组大鼠肾脏形态学观察：HE染色可见对

表1给药12周后各组大鼠血糖、肾脏指数、BUN、Ser、UAER变化(i±j，露一10)

Table 1 Changes of blood sugar，kidney index，BUN，Scr，and UAER of rats treated

with drugs for 12 weeks(；士s，一=10)

与对照组比较：‘P<0．05 一P<0．01； 与模型组比较：Ap<0．05△△P<O．01； 与中西药结合组比较：4P<0．05

’P<0．05 。。P<0．01"US control group； Ap<0．05 z,zlp<0．01狮model group

#P<0．05口s Fushenjiangxianning combined with lrbesartan group

照组大鼠肾小球囊腔内无渗出，肾小管结构清晰无

管型；模型组大鼠肾小球系膜区基质增多，可见部分

肾小管上皮细胞空泡变性、萎缩、坏死；中药组、西药

组和中西药结合组上述病理改变均明显轻于模型

组。电镜下，对照组大鼠足突细长整齐，基底膜厚度

适中；模型组大鼠肾脏系膜区可见高电子密度沉积

物，足突融合，基底膜明显增厚；中药组、西药组和中

西药结合组上述改变明显轻于模型组。

2．4各组大鼠PKC表达：PKC阳性染色主要位于

肾小球上皮细胞、系膜细胞及系膜区、肾小管基膜及

管周毛细血管处。对照组大鼠。肾小球、肾小管PKC

仅有微弱表达；半定量分析结果表示，模型组PKC

表达明显高于对照组(尸<0．05)；中药组、西药组和

中西药结合组PKC表达明显低于模型组(P<

0．05)；中西药结合组较中药组和西药组表达降低更

为显著(P<O．05)，但仍高于对照组；中药组与西药

组之间差异无统计学意义(P>o．05)，见表2。

2．5 各组大鼠VEGF表达：模型组大鼠与对照组

大鼠肾脏组织中VEGF免疫组化相比分布范围扩

大。在正常肾组织中，VEGF主要在肾小球脏层上

皮细胞及肾小管上皮细胞表达；在糖尿病大鼠肾组

织中，除在肾小球上皮细胞中阳性表达外，在部分肾

小球壁层上皮细胞、系膜细胞也有表达。半定量分析

结果显示，模型组VEGF表达明显高于对照组
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(P<O．05)；中药组、西药组和中西药结合组VEGF

表达明显低于模型组(P<o．05)；中西药结合组较

中药组和西药组表达降低更为显著(P<o．05)，但

仍高于对照组；中药组与西药组之间差异无统计学

意义(P>0．05)，见表2。

2．6各组大鼠PDGF—B表达：糖尿病大鼠肾组织

PDGF—p蛋白Western blotting检测，定量分析结

果显示，模型组PDGF—p表达明显高于对照组(P<

0．05)；中药组、西药组和中西药结合组PDGF—p表

达明显低于模型组(P<O．05)；中西药结合组较中

药组和西药组表达降低更为显著(P<o．05)，但仍

高于对照组；中药组与西药组之间差异无统计学意

义(P>0．05)，见表2。

表2给药12周后各组大鼠肾脏PKC、VEGF和PDGF—p的

表达(；士s，厅一10)

Table 2 Expression of PKC，VEGF，and PDGF—B

in kidney of rats treated with drugs

for 12 weeks(；士s，麻一10)

组别剂量／(g·kg一1)PKC VEGF PDGF·P

对照 一0．076-I-0．017 0．079f0．016 43 622+1 114

模登 一0．205-{-0．016。0．2174-_0．016’ 129 800±1 874。

中药 29．87 0．152+_0．017。△。0．153x}0．020。△4 98 324±I 588’△4

西药0．50 0．146士0．024’△4 0．151±O．022。△4 98 18l土1 628。△4

1堕苎苎鱼 幽!±!：婴业!±业!：全业!圭业!：全墅!坐!!!!：全
与对照组比较：。P<0．05l与模型组比较：Ap<0．05

与中西药结合组比较：4P<0．05

。P<0．05 7JS control group；zlp<0．05"OS model group

4P<0．05 w Fushenjiangxianning combined

with Irbesartan group

3讨论

DN发病机制尚不完全清楚，目前认为与遗传、

高血糖、血流动力学改变以及细胞因子等因素有关。

PKC属于丝氨酸／苏氨酸激酶家族，在DN的发生

发展中起着重要作用，并且介导了VEGF和

PDGF—p的过表达及参与肾小球硬化的发生机

制心’3]。有研究表明，在糖尿病第1周，动物Ccr增

加，出现明显的蛋白尿，同时肾小球PKC表达持续

增加，与前两者呈正相关，提示PKC可能通过增加

肾小球滤过率和滤过膜通透性，参与DN早期蛋白尿

的发生机制[4]。本研究中糖尿病大鼠肾组织PKC表

达增加，肾脏指数、Scr和BUN增加，并出现大量蛋

白尿，也显示PKC在DN发病中可能起重要作用。

PDGF系统在DN的早期损伤中起十分重要的

作用[5]，PDGF一8参与了DN肾纤维化过程[6]。在糖

尿病状态下，高糖通过增加糖代谢可诱导激活PKC

途径，进而诱导PDGF合成增加[3]，而PDGF可上

调VEGF的合成和分泌n]。VEGF是一种有效的促

进血管内皮细胞生长的因子，主要作用于肾小球毛

细血管内皮细胞，促进血管生长，增加血管通透性，

参与DN早期蛋白尿的形成，促进单核细胞迁移和

内皮细胞增殖，增加黏附分子及细胞外基质的产生，

导致肾小球肥大、肾小球系膜区ECM堆积及肾小

球硬化[8．9]。糖尿病早期肾小球系膜细胞及近端肾小

管VEGF表达明显增加，尿及血中的VEGF增加，

与Cer、尿蛋白呈正相关[6’1州。本研究糖尿病大鼠肾

组织PDGF—p和VEGF表达增加，并出现大量蛋白

尿，肾脏指数、Scr和BUN增加，也显示PDGF—p和

VEGF参考了DN的发生发展过程。

本研究采用ip STZ的方法制备DN动物模

型，模型动物表现为多饮、多食、多尿、消瘦，空腹血

糖显著升高，大量蛋白尿，电镜超微结构示有高电子

密度沉积物，基底膜明显增厚，足突融合等特征，具

有典型早期DN表现，证明造模成功。本实验以厄

贝沙坦作为阳性对照组，结果发现，复肾降纤宁具有

和厄贝沙坦相当的治疗作用，能够降低DN大鼠肾

组织PKC、VEGF和PDGF一8表达，明显减少24 h

UEAR，降低Scr水平，减轻DN大鼠肾组织病理损

伤，从而延缓肾小球硬化的进程，提示复肾降纤宁具

有较好的抗DN大鼠肾纤维化进程的作用。复。肾降

纤宁对DN大鼠所表现出的肾脏保护效应，可能与

其抑制肾组织PKC、VEGF和PDGF—p过度表达有

关，但发挥这些生物学效应的机制尚需进一步研究。
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山楂叶总黄酮对大鼠高脂血症早期干预的实验研究

杨宇杰1，林静2，王春民3，郭金甲3

(1．承德医学院，河北承德067000；2．承德医学院附属医院，河北承德067000；

3．承德颈复康药业集团有限公司，河北承德067000)

摘 要：目的研究山楂叶总黄酮(FHL)对高脂血症模型大鼠发病早期的治疗作用，并探讨其作用机制。方法

采用高脂饲料喂养造成大鼠高脂血症模型，检测每组大鼠体质量、血脂及血液流变学指标并观察对二磷酸腺苷

(ADP)、花生四烯酸(AA)和血小板活化因子(PAF)诱导体外血小板聚集的影响。结果FHI。可明显降低血清

总胆固醇TC、甘油三脂TG、低密度脂蛋白胆固醇I．DI。一C、载脂蛋白B(apoB)的量，提高高密度脂蛋白胆圊醇

(HDI。一C)的量，并使动脉粥样硬化指数(TC／HDLC)显著降低。FHL能显著降低高脂大鼠纤维蛋白原的量，降低

全血比黏度、RBC聚集指数和RBC压积。FHI。可明显抑制AA和ADP诱导的血小板聚集，对PAF引起的血小板

聚集则无明显影响。结论FHL具有明显的调血脂作用，可防治动脉粥样硬化(AS)。其作用机制应与改善大鼠血

液流变学异常及抑制血小板聚集有关。

关键词：山楂叶总黄酮；高脂血症；血液流变学；血小板聚集

中图分类号：R286．26 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)12～1848一03

冠心病、脑萃中是严重危害人类健康的疾病，动

脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是引起这类疾病

的主要原始病因，而高脂血症又是AS发生和发展

的主要危险因素之一。山楂系蔷薇科植物，山楂叶中

的黄酮类化合物如芦丁、金丝桃苷、槲皮素、牡荆素

等是其主要有效成分，可促使血管扩张，冠状动脉血

流量增加，有调血脂、降血压和强心作用，能改善心

脏活力和兴奋中枢神经系统的作用，且具抗氧化作

用。山楂叶总黄酮(flavonoids in hawthorn leaves，

FHI。)抗AS、抑制脂质过氧化及对脑缺血的保护作

用虽然有些报道[1’2]，但其作用机制尚未完全阐明。

笔者前期研究表明山楂叶总黄酮对高脂血症大鼠血

管功能损伤具有保护作用L3】。本研究采用高脂饲料

诱导大鼠产生高脂血症模型，探讨FHL早期干预

对高脂血症大鼠血脂、血液流变学及血小板聚集的

影响，为阐述FHL的作用机制，进一步防治由高脂

血症引起的AS等高危心血管疾病有着积极的

意义。

1材料

1．1 动物：雄性Wistar大鼠，180-．一200 g，中国医

学科学院实验动物中心提供，合格证号；医动字

收稿日期：2008—03—18

2005—048号。

1．2药品与试剂：FHL，质量分数72．3％，承德颈

复康药业集团有限公司提供；血脂康胶囊，北京北大

维信生物科技有限公司生产，批号050322。二磷酸

腺苷(ADP)、花生四烯酸(AA)、血小板活化因子

(PAF)均为Sigma公司产品。高脂饲料：含0．5％

胆固醇、15％蛋黄粉、5％猪油、79．5％基础饲料。

血清总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、高密度脂蛋

白一胆固醇(HDL—C)和低密度脂蛋白一胆固醇

(LDL—C)测定试剂盒，均由南京建成生物工程公司

生产；载脂蛋白AI(apoAI)和B(apoB)试剂盒，

上海北海生物技术工程有限公司生产。

1．3 仪器：岛津260紫外一可见分光光度计；PPP

自动平衡血小板聚集仪，上海科达测试仪器厂；血流

变仪、NXE一1椎板式黏度计，成都仪器厂；TLL—D

台式冷冻离心机，军事医学科学院实验仪器厂。

2 方法
’

2．1分组及给药：取雄性Wistar大鼠40只，以基

础饲料预饲7 d，称体质量后麻醉大鼠，颈外静脉取

血3 mL，分别检测大鼠血脂，然后按TC水平将大

鼠随机分为5组，每组8只，I组为对照组，I组为
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