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［摘要］　目的：研究通络方药（Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅ，ＴＬＲ）对糖尿病（ＤＭ）大鼠肾小球内皮细胞增殖的作用。方法：大鼠随机分为

正常对照（ＮＣ）组、糖尿病对照（ＤＭＣ）组、糖尿病ＴＬＲ干预（ＤＭ＋ＴＬＲ）组（ｎ＝７）。ＤＭＣ和ＤＭ＋ＴＬＲ组大鼠采用链脲佐菌

素（ＳＴＺ，６５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射诱导糖尿病，１周后血糖≥１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ者为糖尿病模型制备成功；ＤＭ＋ＴＬＲ组按每天１ｇ／ｋｇ
ＴＬＲ灌胃，ＮＣ和ＤＭＣ组给予等量的生理盐水。干预１２周后，测肾功能和２４ｈ尿白蛋白（ＵＡＥ），比色法测血浆丙二醛

（ＭＤＡ）和超氧阴离子水平（Ｏ２－），ＥＬＩＳＡ法测糖基化终末产物（ＡＧＥ），ＨＥ染色及ＣＤ３１免疫组化染色观察肾组织病理改

变，蛋白质印迹法检测肾组织ＡＧＥ受体（ＲＡＧＥ）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、ＶＥＧＦ受体（Ｆｌｋ１）、血管生成素（Ａｎｇ）１、Ａｎｇ

２和Ａｎｇ２受体（Ｔｉｅ２）蛋白表达。结果：与 ＮＣ组相比，ＤＭＣ组肾质量／体质量（ＫＷ／ＢＷ）、２４ｈ尿白蛋白（ＵＡＥ）、ＭＤＡ、

Ｏ２－、ＡＧＥ、ＲＡＧＥ、ＶＥＧＦ、Ｆｌｋ１、Ａｎｇ２、ＣＤ３１水平和肾小球系膜面积增加，肌酐清除率（Ｃｃｒ）、Ｔｉｅ２水平降低（Ｐ＜０．０１或

０．０５）。与ＤＭＣ组相比，ＤＭ＋ＴＬＲ组大鼠ＫＷ／ＢＷ、ＵＡＥ、ＭＤＡ、Ｏ２－、ＡＧＥ、ＲＡＧＥ、ＶＥＧＦ、Ｆｌｋ１、Ａｎｇ２、ＣＤ３１水平和肾小球

系膜面积降低，Ｃｃｒ、Ｔｉｅ２水平升高（Ｐ＜０．０１或０．０５）。结论：ＴＬＲ可能通过降低糖尿病大鼠肾小球氧化应激水平，抑制

ＡＧＥＲＡＧＥ、ＶＥＧＦ表达，进一步抑制肾小球内皮细胞增殖，从而减少糖尿病时肾小球新生血管形成，减轻肾损伤。
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　　微血管病变在糖尿病肾病（ＤＮ）发病机制中起重要作

用，糖尿病时肾小球内皮细胞及毛细血管增殖，血管内皮生

长因子（ＶＥＧＦ）和血管生成素（Ａｎｇ）可能发挥重要作用［１］；

抑制肾小球内皮细胞和毛细血管增殖能减轻肾脏损伤［２］。

通络方药（Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅ，ＴＬＲ）是根据中医络病学说研制

的中药复方制剂，对心血管疾病具有治疗作用［３］，但其对ＤＮ
中微血管病变的影响机制尚不清楚。因此，本研究观察

ＴＬＲ对糖尿病大鼠肾小球毛细血管增殖的影响，并探讨其

可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　链脲佐菌素（ＳＴＺ）购自美国Ｓｉｇｍａ
公司；ＴＬＲ购自河北以岭药业有限公司；血糖测定采用美国

强生公司稳豪血糖仪；肌酐、丙二醛（ＭＤＡ）和超氧阴离子

（Ｏ２－）检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所；尿白蛋白

（ＵＡＥ）放射免疫试剂盒购自中国原子能研究所；糖基化终末

产物（ＡＧＥ）试剂盒购自美国 ＡＤＬ（Ａｄｌｉｔｔｅｒａｍ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）公司。ＡＧＥ受体（ＲＡＧＥ）抗体（大鼠抗大鼠，

单抗）购自美国ＲＮＤ公司；ＶＥＧＦ抗体（小鼠抗大鼠，多抗）、

ＶＥＧＦ受体（Ｆｌｋ１）抗体（小鼠抗大鼠，多抗）、Ａｎｇ１抗体（山

羊抗大鼠，多抗）、Ａｎｇ２抗体（山羊抗大鼠，多抗）、Ａｎｇ受体

（Ｔｉｅ２）抗体（兔抗大鼠，多抗）均购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；

ＣＤ３１抗体（小鼠抗大鼠，多抗）购自美国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司。

ＲＡＧＥ二抗（山羊抗大鼠）、ＶＥＧＦ二抗（山羊抗小鼠）、Ｆｌｋ１
二抗（山羊抗小鼠）、Ａｎｇ１二抗（马抗山羊）、Ａｎｇ２二抗（马

抗山羊）、Ｔｉｅ２二抗（山羊抗兔）、ＣＤ３１二抗（山羊抗小鼠）均

购自美国Ｊａｃｋｓｏｎ公司，为辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记。

ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂盒购自丹麦Ｄａｋｏ公司。

１．２　动物分组及处理　２１只ＳＰＦ级健康雄性Ｓｐｒａｇｕｅ

Ｄａｗｌｅｙ大鼠购自中国科学院上海实验动物中心，体质量

１３０～１５０ｇ，于清洁级环境饲养，给予普通饲料，自由进食

水。适应性喂养３ｄ后，随机分为２组：正常对照（ＮＣ）组７
只和糖尿病大鼠１４只。糖尿病大鼠于禁食１２ｈ后以６５

ｍｇ／ｋｇ的剂量腹腔注射ＳＴＺ（溶于０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液

中，新鲜配制）；ＮＣ组腹腔注射等体积的柠檬酸缓冲液作对

照。ＳＴＺ注射１周后于尾静脉取血测血糖，随机血糖≥１６．７
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ｍｍｏｌ／Ｌ诊断为糖尿病，证实造模成功。糖尿病大鼠再随机

等分为：糖尿病对照（ＤＭＣ）组，每日３ｍｌ生理盐水灌胃；糖

尿病ＴＬＲ干预（ＤＭ＋ＴＬＲ）组，予ＴＬＲ１ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌

胃。实验持续１２周，大鼠每周称１次体质量和测血糖。实

验结束时大鼠进代谢笼，留取２４ｈ尿，记录尿量，尿液保存

在－２０℃中备用。大鼠麻醉后从腹主动脉取血，保存在

－２０℃中备用，用冰冷的生理盐水灌注肾脏，取双肾，称左肾

质量，切取肾皮质后放入液氮中冻存备用。

１．３　观测指标及检测方法

１．３．１　一般指标　计算肾质量／体质量（ＫＷ／ＢＷ）；比色法

检测血浆 ＭＤＡ和Ｏ２－；放射免疫法检测２４ｈ尿白蛋白；苦

味酸法检测血、尿肌酐，并根据尿量计算肌酐清除率（Ｃｃｒ）；

ＥＬＩＳＡ法检测ＡＧＥ。

１．３．２　ＨＥ染色　肾组织经甲醛缓冲液固定后，常规制片，

片厚约３μｍ，行 ＨＥ染色，光镜下检测。测量每个肾小球系

膜区平均面积和肾小球平均截面积，计算系膜面积（指数）＝
系膜区平均面积／肾小球平均截面积。

１．３．３　肾小球ＣＤ３１免疫组化染色　切片常规脱蜡，柠檬

酸盐缓冲液热诱导修复，０．３％Ｈ２Ｏ２抑制内源性过氧化物

酶，２０％正常羊血清封闭非特异性抗原，加小鼠抗大鼠ＣＤ３１
抗体３７℃孵育２ｈ，再加 ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂３７℃反应３０ｍｉｎ。

ＤＡＢ显色，苏木精复染，树脂封片，镜下观察，阳性呈棕黄

色。将免疫组化结果转化为灰度值进行定量分析。在高倍

视野下（×４００）对图像进行面积和灰度的检测。阳性指数＝
（阳性反应面积／测量面积）×阳性强度灰度值。

１．３．４　蛋白质印迹法检测肾组织多种蛋白的表达　将肾皮

质磨成粉末状，加入蛋白质裂解缓冲液及蛋白酶抑制剂。

ＢＣＡ法测定蛋白质含量。取蛋白提取液点样于１０％聚丙烯

酰胺凝胶进行ＳＤＳＰＡＧＥ３ｈ；用封闭液室温封闭４ｈ，加入一

抗４℃过夜；加二抗ＨＲＰ室温孵育２ｈ。加ＥＣＬ显色液，获取

图片结果。蛋白表达值为条带的灰度值并以βａｃｔｉｎ内参照校

正。各目的条带与βａｃｔｉｎ的比值代表各蛋白表达的相对量。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件，计量数据用

珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分析。

２　结　果

２．１　一般情况及生化检查　结果（表１）表明：与 ＮＣ组相

比，糖尿病大鼠血糖升高，体质量降低，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）；ＤＭＣ组和ＤＭ＋ＴＬＲ组间血糖、体质量差异无

统计学意义。与 ＮＣ组相比，ＤＭＣ组 ＫＷ／ＢＷ、ＵＡＥ增加，

Ｃｃｒ降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与ＤＭＣ组相比，

ＤＭ＋ＴＬＲ组糖尿病大鼠 ＫＷ／ＢＷ、ＵＡＥ水平降低，Ｃｃｒ升

高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。

表１　各组大鼠血糖、体质量、ＫＷ／ＢＷ、ＵＡＥ和Ｃｃｒ检测结果
（ｎ＝７，珚ｘ±ｓ）

组别
血糖

ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
体质量
ｍ／ｇ

ＫＷ／ＢＷ
ｗＢ／（ｍｇ·ｇ－１）

ＵＡＥ
（ｍｇ·ｄ－１）

Ｃｃｒ
（ｍｌ·ｍｉｎ－１）

ＮＣ ５．５±０．２ ５５１．０±３１．３ ４．１１±０．５８ １５１．９±９．７ １．２２±０．０８
ＤＭＣ ３０．６±１．６ ３２８．０±４９．６ ８．６７±１．５３ ２９７．２±６１．８ ０．９８±０．１５

ＤＭ＋ＴＬＲ ２９．６±２．６ ３４４．０±５９．７ ６．３５±０．９３△△ １８６．１±３１．０△△ １．１９±０．１６△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与ＮＣ组相比；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１与ＤＭＣ组相比

２．２　各组大鼠氧化应激指标的检测结果　结果（表２）表明：

ＤＭＣ组大鼠血浆 ＭＤＡ、肾皮质 ＭＤＡ和 Ｏ２－水平较 ＮＣ组

及ＤＭ＋ＴＬＲ组升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜
０．０５）。

表２　各组大鼠 ＭＤＡ和Ｏ２－检测结果
（ｎ＝７，珚ｘ±ｓ）

组别
血 ＭＤＡ

ｃＢ／（ｎｍｏｌ·ｍｌ－１）
肾 ＭＤＡ

ｍＢ／（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）
肾Ｏ２－
（Ｕ·ｇ－１）

ＮＣ ４．９５±１．７８ ７．６０±１．９６ ８５．０３±６．６６
ＤＭＣ １６．４２±４．９７ １９．５０±５．８４ １０７．０２±１０．７３

ＤＭ＋ＴＬＲ ７．１５±３．９８△△ １０．９４±２．４０△△ ９５．９９±３．７４△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与ＮＣ组相比；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１与ＤＭＣ组相比

２．３　肾脏病理形态学改变　结果（图１）表明：与 ＮＣ组大鼠

相比，ＤＭＣ组大鼠肾小球系膜增生，系膜区面积增加（Ｐ＜
０．０１）；给予ＴＬＲ后上述病理改变明显减轻（Ｐ＜０．０５）。

２．４　肾皮质ＣＤ３１免疫组化染色结果　结果（图２）表明：与

ＮＣ组相比，ＤＭＣ组大鼠肾小球ＣＤ３１＋面积增加，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）；给予ＴＬＲ干预后，糖尿病大鼠肾小球

ＣＤ３１＋面积降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．５　肾皮质多种蛋白的表达情况　结果（图３）表明：与 ＮＣ
组相比，ＤＭＣ组大鼠肾皮质 ＲＡＧＥ、ＶＥＧＦ、Ｆｌｋ１、Ａｎｇ２蛋

白表达升高，Ｔｉｅ２蛋白表达降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；与ＤＭＣ组相比，ＤＭ＋ＴＬＲ组 ＲＡＧＥ、ＶＥＧＦ、Ｆｌｋ１
和Ａｎｇ２蛋白表达降低，Ｔｉｅ２表达升高，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１或０．０５）。各组间肾皮质 Ａｎｇ１蛋白表达水平无

统计学差异。



第６期．张春阳，等．通络方药抑制糖尿病大鼠肾小球内皮细胞增殖 ·７２９　　 ·

２．６　肾皮质ＡＧＥ水平变化　结果（图４）表明：与 ＮＣ组相

比，ＤＭＣ组肾皮质ＡＧＥ水平增加（Ｐ＜０．０１）；与ＤＭＣ组相

比，ＤＭ＋ＴＬＲ组肾皮质ＡＧＥ水平降低（Ｐ＜０．０５）。

图１　治疗１２周后各组大鼠肾小球系膜区面积的比较

ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）：Ａ（ＮＣ）、Ｂ（ＤＭＣ）、Ｃ（ＤＭ＋ＴＬＲ）．Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５与ＮＣ组相比；△Ｐ＜０．０５与ＤＭＣ组相比．ｎ＝７，珔ｘ±ｓ

图２　各组大鼠肾小球内皮细胞ＣＤ３１表达

ＣＤ３１免疫组化染色（×４００）：Ａ（ＮＣ）、Ｂ（ＤＭＣ）、Ｃ（ＤＭ＋ＴＬＲ）．Ｐ＜０．０５与ＮＣ组相比；△Ｐ＜０．０５与ＤＭＣ组相比．ｎ＝７，珔ｘ±ｓ

图３　各组大鼠肾皮质多种蛋白的蛋白质印迹检测结果

Ａ：ＲＡＧＥ蛋白；Ｂ：ＶＥＧＦ蛋白；Ｃ：Ｆｌｋ１蛋白；Ｄ：Ａｎｇ１蛋白；Ｅ：Ａｎｇ２蛋白；Ｆ：Ｔｉｅ２蛋白．Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５与 ＮＣ组相比；△△Ｐ＜

０．０１，△Ｐ＜０．０５与ＤＭＣ组相比．ｎ＝７，珚ｘ±ｓ
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图４　各组大鼠肾皮质ＡＧＥ水平比较

　Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５与 ＮＣ组相比；△Ｐ＜０．０５与 ＤＭＣ组相

比．ｎ＝７，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　肾小球内皮细胞增殖导致肾小球肥大、毛细血管增殖是

ＤＮ的一个重要病理特征，抑制肾小球内皮细胞增殖能减轻

糖尿病时肾小球肥大和尿白蛋白排泄，抑制糖尿病早期的肾

脏病变［２］。ＶＥＧＦ是一个重要的血管生成刺激因子，能促进

内皮细胞增殖、迁移和内皮管形成［４］。Ａｎｇ１能促进血管周

细胞的黏附和固定，使新生血管成熟。Ａｎｇ２是 Ａｎｇ１的拮

抗剂，与 ＶＥＧＦ协同作用使周细胞松脱，促进新生血管生

成［５］。糖尿病时这些生长因子及其受体的表达异常引起内皮

细胞和血管增殖［２］。ＴＬＲ由人参、水蛭、全蝎、蜈蚣、土鳖虫、

赤芍等药物组成，能升高血浆和组织中ＮＯ水平，改善血管内

皮功能［３］，延缓动脉粥样硬化进程［４］，通过抗氧化作用减轻糖

尿病大鼠肾脏损伤［６］。本研究发现 ＴＬＲ降低糖尿病大鼠

ＫＷ／ＢＷ及尿白蛋白的排泄，增加 Ｃｃｒ，降低肾小球系膜面

积，减轻肾脏损伤，与以往研究［６］基本一致。但ＴＬＲ对糖尿

病大鼠的血糖和体质量无明显影响，提示该药减轻肾脏损伤

的作用可能不是通过降低血糖实现的。

　　本研究检测了血管内皮细胞的标志物ＣＤ３１的表达以了

解糖尿病大鼠肾小球内毛细血管的增殖情况。结果发现，糖

尿病大鼠肾小球ＣＤ３１＋面积增加，而ＴＬＲ能明显抑制这种

趋势。这表明ＴＬＲ能抑制糖尿病大鼠肾小球血管内皮细胞

的增殖。糖尿病大鼠肾皮质ＶＥＧＦ及其受体Ｆｌｋ１蛋白表达

增强，与文献［７］报道一致。给予ＴＬＲ能抑制糖尿病大鼠肾皮

质ＶＥＧＦ和Ｆｌｋ１蛋白表达，可能因此抑制肾小球毛细血管增

殖。肾小球内ＶＥＧＦ主要由足细胞分泌，而其受体Ｆｌｋ１却主

要在内皮细胞表达，说明足细胞对内皮细胞功能具有调节作

用。ＴＬＲ可能通过抑制肾小球足细胞ＶＥＧＦ表达来减轻毛细

血管内皮细胞的增殖。

　　ＲＡＧＥ主要在肾小球足细胞表达，抑制 ＡＧＥＲＡＧＥ能

降低足细胞ＶＥＧＦ表达，说明ＲＡＧＥ活化能促进足细胞表达

ＶＥＧＦ［８］。本研究发现糖尿病大鼠肾皮质 ＡＧＥ和ＲＡＧＥ水

平升高，而ＴＬＲ能抑制这一趋势，提示 ＴＬＲ对 ＶＥＧＦ的抑

制作用可能是通过降低 ＡＧＥ和ＲＡＧＥ表达水平来实现的。

本研究还发现糖尿病大鼠血浆和肾皮质 ＭＤＡ及Ｏ２－水平升

高，给予ＴＬＲ能明显抑制其升高程度，说明ＴＬＲ能抑制糖尿

病大鼠肾皮质的氧化应激，与前期研究［９１０］结果类似。活性

氧能促进 ＡＧＥ的形成［１１］，ＡＧＥ也能加重组织的氧化应

激［１２］。因此，ＴＬＲ可能通过抑制氧化应激及 ＡＧＥＲＡＧＥ表

达间接降低糖尿病大鼠足细胞ＶＥＧＦ的表达。

　　本研究还发现各实验组 Ａｎｇ１蛋白表达无统计学差异；

糖尿病大鼠肾皮质Ａｎｇ２表达增加，且能被ＴＬＲ抑制；糖尿

病大鼠Ｔｉｅ２蛋白表达降低，ＴＬＲ能部分恢复其表达，差异均

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。这与文献［２］报道并不一致，推测

可能是由于样本量不一致所致。

　　综上所述，ＴＬＲ能抑制糖尿病导致的肾小球新生毛细血

管，减轻肾脏损伤，这种作用可能是通过抑制 ＶＥＧＦ和 Ａｎｇ２
表达实现的；且ＴＬＲ有抗氧化作用，降低糖尿病大鼠肾皮质氧

化应激和ＡＧＥＲＡＧＥ水平，抑制肾小球足细胞分泌ＶＥＧＦ。
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