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　　［摘要］　目的　观察通络方剂（ＴＬＲ）和抗氧化剂α硫辛酸减轻糖尿病大鼠肾小球足细胞损伤的作用，探讨糖尿病肾病

足细胞损伤的可能机制。方法　通过高脂饮食和腹腔注射链脲佐菌素（３５ｍｇ／ｋｇ）制作糖尿病大鼠模型，将成模大鼠随机分
为糖尿病组（ＤＭ组，８只）、糖尿病α硫辛酸干预组（ＤＭ＋ＡＬＡ组，８只）、糖尿病ＴＬＲ干预组（ＤＭ＋ＴＬＲ组，８只），另设正常

对照组（ＣＯＮ组，８只）。ＤＭ＋ＡＬＡ组大鼠予以α硫辛酸（０．１ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）灌胃，ＤＭ＋ＴＬＲ组大鼠予以ＴＬＲ（０．４ｇ·

ｋｇ－１·ｄ－１）灌胃，ＤＭ组和ＣＯＮ组每日均在同一时间予同体积蒸馏水一次性灌胃。干预１２周后测定各组大鼠肾质量／体质

量比值及２４ｈ尿蛋白定量、ＢＵＮ、Ｃｒ、Ａｌｂ／Ｃｒ等肾功能指标；采用体视学方法计数足细胞和计算足细胞相对密度；采用蛋白质

印迹分析法检测足细胞ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的表达；测定血浆和肾皮质中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）活

性和脂质过氧化产物丙二醛（ＭＤＡ）含量。结果　１２周时，与ＣＯＮ组相比，ＤＭ组大鼠肾质量／体质量增大，２４ｈ尿蛋白、尿
白蛋白／肌酐升高（Ｐ均＜０．０１）；足细胞计数减少、足细胞密度降低且ｎｅｐｈｒｉｎ表达减少（Ｐ 均＜０．０１）；ＤＭ＋ＡＬＡ组和ＤＭ＋

ＴＬＲ组大鼠肾质量／体质量、２４ｈ尿蛋白、尿白蛋白／肌酐均低于ＤＭ组（Ｐ＜０．０１），足细胞计数、足细胞相对密度和ｎｅｐｈｒｉｎ表

达量均高于ＤＭ组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。与ＣＯＮ组相比，ＤＭ组、ＤＭ＋ＡＬＡ组和ＤＭ＋ＴＬＲ组大鼠在观察终点血浆和肾皮

质ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性均降低（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ含量则升高（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）；与ＤＭ 组相比，ＤＭ＋ＡＬＡ组和

ＤＭ＋ＴＬＲ组血浆和肾皮质ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性增加（Ｐ 均＜０．０１），ＭＤＡ含量降低（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。ＤＭ＋ＡＬＡ组与

ＤＭ＋ＴＬＲ组之间差异无统计学意义。结论　ＴＬＲ可改善糖尿病大鼠肾小球足细胞损伤，可能与其抗氧化应激作用
有关。　　　　

　　［关键词］　通络方剂；糖尿病肾病；足细胞；氧化性应激

　　［中图分类号］　Ｒ５８７．２４　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１２）０２０１６５０５

ＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅａｇａｉｎｓｔｉｎｊｕｒｙｏｆｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｖｉｓｃｅｒａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ

ＳＵＮＬｉａｎｇｌｉａｎｇ１，ＬＩＷｅｎｔｏｎｇ２，ＦＥＮＧＸｉａｏｙｕｎ１，ＺＨＡＮＧＬａｎｙｕ１，ＺＯＵＪｕｎｊｉｅ１，ＳＨＩＹｏｎｇｑｕａｎ１，ＬＩＵＺｈｉｍｉｎ１

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３，Ｃｈｉｎａ

２．ＴｈｅＦｉｒｓｔＳａｎａｔｏｒｉｕｍｆｏｒＲｅｔｉｒｅｄＣａｄｒｅ，ＧａｒｒｉｓｏｎＣｏｍｍａｎｄｏｆＳｈａｎｇｈａｉ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００４０，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１１１１０３　　　　［接受日期］　２０１２０１０４
［基金项目］　国家重点基础研究发展计划（“９７３”计划，２００５ＣＢ５２３３０４）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＰｒｏｇｒａｍｏｎＫｅｙＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ（“９７３”

Ｐｒｏｊｅｃｔｓ，２００５ＣＢ５２３３０４）．
［作者简介］　孙亮亮，博士，讲师、主治医师．Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎ＿ｌｌｉａｎｇ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８８５３７７，Ｅｍａｉｌ：ｚｍｌｉｕ＿ｃｚ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆαｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ（ＡＬＡ）ａｎｄＴｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅ（ＴＬＲ）ａｇａｉｎｓｔｉｎｊｕｒｙｏｆ

ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｖｉｓｃｅｒａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ，ｓｏａｓｔｏｄｉｓｃｕｓｓｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒｉｎｊｕｒｙｏｆｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｖｉｓｃｅｒａｌ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｉａｂｅｔｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｒａｔｄｉａｂｅｔｅｓｍｏｄｅｌｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔａｎｄａｓｉｎｇｌｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ（３５ｍｇ／ｋｇ）．Ｔｈｅｄｉａｂｅｔｉｃｍｏｄｅｌｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝８）：ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ（ＤＭ）

ｇｒｏｕｐ，ＤＭ＋ＴＬＲａｎｄＤＭ＋ＡＬＡｇｒｏｕｐ；ａｎｏｔｈｅｒ８ｒａｔｓｓｅｒｖｅｄａｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｓ（ＣＯＮｇｒｏｕｐ）．ＲａｔｓｉｎｔｈｅＤＭ＋ＴＬＲｇｒｏｕｐ

ｒｅｃｅｉｖｅｄ０．４ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＴＬＲａｎｄＤＭ＋ＡＬＡｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄ０．１ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ ＡＬＡｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ｒａｔｓｉｎ

ｔｈｅＤＭｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌ（ＣＯＮ）ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｉｖｅｎｃｅｌｉａｃｐｅｒｆｕｓｉｏｎｏｆｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒｏｎｃｅａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅａｎｄｖｏｌｕｍｅ．Ａｆｔｅｒ

１２ｗｅｅｋｓｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｋｉｄｎｅｙｍａｓｓ／ｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｅｘ，２４ｈｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎ，ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ａｎｄｕｒｉｎａｒｙａｌｂｕｍｉｎ／Ｃｒｗｅｒｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒａｎｄｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆｐｏｄｏｃｙｔｅｓｉｎｇｌｏｍｅｒｕｌｉｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｓｔｅｒｅｏｌｏｇｉｃａｌｄｉｓｓｅｃｔｏｒ／

ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｏｒｍｅｔｈｏｄｓ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｐｈｒｉｎｉｎｒｅｎａｌｃｏｒｔｉｃａｌｔｉｓｓｕｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ），ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＳＨＰｘ）ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ



·１６６　　 · 第二军医大学学报　２０１２年２月，第３３卷

ｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａａｎｄｒｅｎａｌｃｏｒｔｉｃａｌｔｉｓｓｕｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｆｔｅｒ１２ｗｅｅｋｓ，ｔｈｅｋｉｄｎｅｙｍａｓｓ／ｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｅｘ，２４ｈｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ

ｕｒｉｎａｒｙａｌｂｕｍｉｎ／ＣｒｉｎＤＭｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒａｎｄｄｅｎｓｉｔｙｏｆ

ｐｏｄｏｃｙｔｅｓｉｎｔｈｅｇｌｏｍｅｒｕｌｉｓａｎｄｎｅｐｈｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＤＭｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｋｉｄｎｅｙｍａｓｓ／

ｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｅｘ，２４ｈｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｕｒｉｎａｒｙａｌｂｕｍｉｎ／ＣｒｉｎＤＭ＋ＴＬＲａｎｄＤＭ＋ＡＬＡｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ

ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＤＭｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒａｎｄｄｅｎｓｉｔｙｏｆｐｏｄｏｃｙｔｅｓａｎｄｎｅｐｈｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＤＭ＋ＴＬＲａｎｄＤＭ＋ＡＬＡ

ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＤＭｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）．ＧＳＨＰｘａｎｄＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａ（Ｐ＜０．０１）ａｎｄｒｅｎａｌｃｏｒｔｉｃａｌｔｉｓｓｕｅ（Ｐ＜０．０１）ｉｎＤＭ，ＤＭ＋ＡＬＡａｎｄＤＭ＋ＴＬＲｇｒｏｕｐｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ

ｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＣＯＮｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭＤＡｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）．ＧＳＨＰｘａｎｄＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａａｎｄｒｅｎａｌｃｏｒｔｉｃａｌｔｉｓｓｕｅ（Ｐｂｏｔｈ＜０．０１）ａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ

ｉｎＤＭ＋ＴＬＲａｎｄＤＭ＋ＡＬＡｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＤＭｇｒｏｕｐ．Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅ

ｆｏｕｎｄｂｅｔｗｅｅｎＤＭ＋ＡＬＡｇｒｏｕｐａｎｄＤＭ＋ＴＬＲｇｒｏｕｐｃｏｎｃｅｒｎｉｎｇｔｈｅａｂｏｖｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＬＲｃａｎａｍｅｌｉｏｒａｔｅ

ｐｏｄｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｔｓａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅ；ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｉｅｓ；ｐｏｄｏｃｙｔｅｓ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（２）：１６５１６９］

　　糖尿病肾病是糖尿病微血管并发症，是导致终

末期肾病的主要病因之一。肾小球足细胞数量减

少、足突裂孔膜蛋白丢失是早期糖尿病肾病的重要

改变，并且足细胞损伤在蛋白尿发生、发展中起到了

关键作用［１２］。因此，积极寻找有效的对足细胞损伤

有直接保护作用的药物具有重要意义。糖尿病肾小

球足细胞损伤的机制和病理生理基础尚未被完全阐

明［３４］，氧化应激在糖尿病慢性并发症的发生、发展

过程中发挥了重要作用。实验性糖尿病大鼠肾脏组

织中存在广泛的氧化应激和代谢紊乱，这是导致肾

小球固有细胞形态和功能异常的重要因素［５６］。通

络方剂（Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅ，ＴＬＲ）是根据中医络病学理
论研制而成的复方制剂，由人参、水蛭、全蝎、蜈蚣、

土鳖虫和赤芍等药物组成［７］。动物实验已证实，通

络方剂能有效减少链脲佐菌素 （ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，

ＳＴＺ）诱导的糖尿病大鼠的蛋白尿［８］。为进一步阐

明通络方剂对肾小球足细胞的保护作用及其可能的

机制，本研究应用高热量饮食及小剂量ＳＴＺ诱导具

有高糖高脂特点的糖尿病大鼠模型，以抗氧化剂α
硫辛酸（αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ，ＡＬＡ）为对照，观察通络方剂对

足细胞损伤的改善作用。

１　材料和方法

１．１　动物模型的制备　雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）

大鼠，体质量（１８０±２０）ｇ，购自中国科学院上海实

验动物中心［实验动物生产许可证号：ＳＹＸＫ（沪）

２００７０００３］。高热量饮食（脂肪提供４９％热量）饲养

４周后，给予ＳＴＺ３５ｍｇ／ｋｇ单次腹腔注射，７２ｈ测

尾静脉血糖≥１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ则确定为糖尿病造模成

功。正常对照组予以等体积溶剂（柠檬酸缓冲液）腹

腔注射。

１．２　动物分组及处理　造模成功的２４只糖尿病大

鼠随机分为糖尿病未干预组（ＤＭ 组，８只）、糖尿病

α硫辛酸干预组（ＤＭ＋ＡＬＡ组，８只）和糖尿病通络

方剂干预组（ＤＭ＋ＴＬＲ组，８只），另设正常对照组

（ＣＯＮ组，８只）。ＤＭ＋ＡＬＡ组大鼠给予α硫辛酸

（０．１ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１溶于０．０５％羧甲基纤维素钠溶

液）灌胃，ＤＭ＋ＴＬＲ组予以 ＴＬＲ（０．４ｇ·ｋｇ－１·

ｄ－１溶于０．０５％羧甲基纤维素钠溶液）灌胃，ＣＯＮ
组、ＤＭ 组均在每日同一时间以同等剂量蒸馏水一

次性灌胃。

１．３　主要试剂及仪器　ＳＴＺ、α硫辛酸购自美国

Ｓｉｇｍａ公司，ＴＬＲ由石家庄以岭药业股份有限公司

提供。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、谷

胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）测定试剂盒购自南京

建成生物工程研究所。兔抗鼠 ＷＴ１抗体、羊抗鼠

ｎｅｐｈｒｉｎ抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＨＲＰ标记

二抗ＩｇＧ购自武汉博士德生物工程有限公司。

　　主要仪器：罗氏优越型血糖仪（瑞士罗氏公司），

日立 Ｈ６００透射显微镜（日本日立公司），ＤＵ６４０分

光光度计（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）。

１．４　标本采集及肾功能检查　干预１２周后，予

１０％水合氯醛３ｍｌ／ｋｇ腹腔注射，迅速分离双肾，取

肾皮质；腹主动脉放血处死，留取全血，分离血浆；处

死前１ｄ代谢笼留取２４ｈ尿标本，送第二军医大学

长征医院实验诊断科测定２４ｈ尿蛋白定量；血肌酐、

尿素氮、尿白蛋白测定由第二军医大学长征医院实

验诊断科全自动生化仪完成，并计算尿白蛋白／肌酐

比值。

１．５　足细胞计数方法　肾皮质经１０％甲醛溶液固
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定，石蜡包埋后按２μｍ厚连续切片，每隔１０张切片

取一对毗邻的切片，每个肾小球取４对切片行免疫

酶法标记足细胞核蛋白 ＷＴ１，每张片子随机观察

５个肾小球。运用体视框／分合法［９］（ｄｉｓｅｃｔｏｒ／ｆｒａｃ

ｔｉｏｎａｔｏｒ）原理，结合ＩｍａｇｅＰｒｏｐｌｕｓ６．０图像分析软

件测量平均肾小球体积（ｍｅａｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｖｏｌｕｍｅ，

ｍＧＶ），计数每肾小球足细胞数量（ｐｏｄｏｃｙｔｅｎｕｍｂｅｒ

ｐｅｒｇｌｏｍｅｒｕｌｕｓ，ＰＮ），计算足细胞相对密度。足细

胞密度以每足细胞肾小球体积（ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｖｏｌｕｍｅ／

ｐｏｄｏｃｙｔｅ，ＧＶ／Ｐ）表示。

１．６　足细胞标志蛋白ｎｅｐｈｒｉｎ检测及抗氧化指标检

测　肾皮质组织以冷０．９％氯化钠溶液冲洗后准确

称取质量，制成１０％匀浆，９５６×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上

清液，严格按照试剂盒说明操作，测定蛋白含量，采

用蛋白质印迹分析法检测ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的表达。采

用黄嘌呤氧化酶法测定ＳＯＤ活性，二硫代二硝基苯

甲酸（ＤＴＮＢ）法定量测定 ＧＳＨＰｘ活性，硫代巴比

妥酸（ＴＢＡ）法测定脂质过氧化产物 ＭＤＡ含量。采

腹主动脉血，抗凝摇匀，１３００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上

清液置－２０℃保存，血浆用于 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ和

ＭＤＡ检测。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件包进行统计

分析。计量资料以珔ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析，

组间比较采用ＬＳＤｔ检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠一般情况　成模大鼠出现多饮、多尿、多

食、体质量不增甚至减轻等糖尿病症状，毛色变暗，

无光泽，易脱落，精神差，反应迟钝。经 ＡＬＡ、ＴＬＲ
干预后，糖尿病大鼠反应变灵敏，毛发光泽度有所增

加。ＣＯＮ组大鼠饮食、饮水、尿量正常，毛发光亮，

体质量自然增加。

２．２　各组大鼠的肾质量／体质量比值、血肌酐、尿素

氮、２４ｈ尿蛋白及尿白蛋白／肌酐比值　与ＣＯＮ组

相比，ＤＭ组、ＤＭ＋ＡＬＡ组和ＤＭ＋ＴＬＲ组大鼠肾

质量／体质量比值、２４ｈ尿蛋白定量、尿白蛋白／肌酐

比值均升高（Ｐ均＜０．０１），血肌酐、尿素氮差异无统

计学意义；与 ＤＭ 组相比，ＤＭ＋ＡＬＡ 组和 ＤＭ＋

ＴＬＲ组大鼠肾质量／体质量比值减小，２４ｈ尿蛋白

定量、尿白蛋白／肌酐比值减少，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）；ＤＭ＋ＡＬＡ组与ＤＭ＋ＴＬＲ组比较差

异无统计学意义（表１）。

表１　各组大鼠肾质量／体质量比值、血肌酐、尿素氮、２４ｈ尿蛋白及尿白蛋白／肌酐比值的比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｋｉｄｎｅｙｍａｓｓ／ｂｏｄｙｍａｓｓ，Ｓｃｒ，ＢＵＮ，ａｎｄ２４ｈｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｕｒｉｎａｒｙａｌｂｕｍｉｎ／Ｃｒｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｋｉｄｎｅｙｍａｓｓ／ｂｏｄｙｍａｓｓ
（ｇ·ｋｇ－１）

Ｓｃｒ
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－ｌ）

ＢＵＮ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－ｌ）

２４ｈｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎ
ｍ／ｍｇ

Ｕｒｉｎａｒｙ
ａｌｂｕｍｉｎ／Ｃｒ

ＣＯＮ ２．９±０．２ ３５．２±４．２ ６．７±０．５ ２０．１±４．５ ５．３±１．９
ＤＭ ６．１±０．４ ３１．３±２．０ ８．７±１．７ １１６．０±２５．９ １８．４±９．８

ＤＭ＋ＡＬＡ ４．１±０．５△△ ３３．５±４．６ ７．１±１．３ ７７．９±１０．７△△ ９．６±２．７△△

ＤＭ＋ＴＬＲ ４．２±０．２△△ ３３．０±４．３ ７．６±２．０ ８１．８±１１．９△△ １０．５±３．７△△

　ＤＭ：Ｄｉａｂｅｔｉｃｍｅｌｌｉｔｕｓ；ＡＬＡ：αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ；ＴＬＲ：Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅ；Ｓｃｒ：Ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｅ；ＢＵＮ：Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ．Ｐ＜０．０１ｖｓＣＯＮ

ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ

２．３　各组大鼠足细胞损伤指标　与ＣＯＮ组相比，

ＤＭ组、ＤＭ＋ＡＬＡ组和ＤＭ＋ＴＬＲ组在观察终点

ｍＧＶ增大（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），ＰＮ 减少（Ｐ＜
０．０１，Ｐ＜０．０５），ＧＶ／Ｐ增大（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。

与ＤＭ 组相比，ＤＭ＋ＡＬＡ 组和 ＤＭ＋ＴＬＲ 组

ｍＧＶ减小，ＰＮ增加，ＧＶ／Ｐ减小（Ｐ均＜０．０１），见

表２。与ＣＯＮ组相比，ＤＭ 组大鼠肾皮质足突标志

蛋白ｎｅｐｈｒｉｎ表达减少（Ｐ＜０．０１），ＤＭ＋ＡＬＡ组和

ＤＭ＋ＴＬＲ组ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的表达与ＣＯＮ组相比

差异无统计学意义，ＤＭ＋ＡＬＡ组与ＤＭ＋ＴＬＲ组

比较差异无统计学意义（图１）。

表２　各组大鼠肾小球足细胞计数

Ｔａｂ２　Ｎｕｍｂｅｒａｎｄｄｅｎｓｉｔｙｏｆｐｏｄｏｃｙｔｅｓ

ｉｎｇｌｏｍｅｒｕｌｉｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＰＮ ｍＧＶ
（×１０６，μｍ３）

ＧＶ／Ｐ
（μｍ３）

ＣＯＮ 　６５５±５５ １．０２±０．０８ １５５７±１４５
ＤＭ 　３７３±４６ １．９６±０．６ ５２５４±１３０

ＤＭ＋ＡＬＡ 　５０８±４３△△ １．３４±０．３△△ ２６３８±６９８△△

ＤＭ＋ＴＬＲ 　４９５±３９△△ １．５４±０．２△△ ３１１１±５１３△△

　ＤＭ：Ｄｉａｂｅｔｉｃｍｅｌｌｉｔｕｓ；ＡＬＡ：αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ；ＴＬＲ：Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉ

ｐｅ；ＰＮ：Ｐｏｄｏｃｙｔｅｎｕｍｂｅｒｐｅｒｇｌｏｍｅｒｕｌｕｓ；ｍＧＶ：Ｍｅａｎｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ

ｖｏｌｕｍｅ；ＧＶ／Ｐ：Ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｖｏｌｕｍｅ／ｐｏｄｏｃｙｔｅ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜

０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ
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图１　干预１２周后大鼠肾皮质ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的表达

Ｆｉｇ１　Ｎｅｐｈｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｇｌｏｍｅｒｕｌｉｓｉｎ

ｅａｃｈｇｒｏｕｐ１２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ＣＯＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＤＭ：Ｄｉａｂｅｔｉｃｍｅｌｌｉｔｕｓｇｒｏｕｐ；ＤＭ＋ＡＬＡ：

ＡＬＡ（αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ）ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；ＤＭ＋ＴＬＲ：Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅｔｒｅａ

ｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ；

ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

２．４　各组大鼠血浆和肾皮质组织氧化应激指

标　结果（表３）表明：与ＣＯＮ组相比，ＤＭ组、ＤＭ＋

ＡＬＡ组和ＤＭ＋ＴＬＲ组在观察终点血浆和肾皮质

组织内ＳＯＤ活性、ＧＳＨＰｘ活性均降低（Ｐ＜０．０１，

Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ含量则升高（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。

与ＤＭ组相比，ＤＭ＋ＡＬＡ组和ＤＭ＋ＴＬＲ组血浆

和肾皮质组织内 ＳＯＤ 活性、ＧＳＨＰｘ活性增加

（Ｐ均＜０．０１），ＭＤＡ 含量降低 （Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
０．０５）。ＤＭ＋ＡＬＡ组与 ＤＭ＋ＴＬＲ组差异无统计

学意义。　　　

３　讨　论

　　肾小球脏层上皮细胞即足细胞（ｐｏｄｏｃｙｔｅ）是维

持肾小球滤过屏障结构和功能正常的主要细胞之

一。大量形态学研究证实，许多肾小球疾病可见足

细胞结构异常，包括足突增宽、融合、消失，以及足细

胞减少［５６］。足细胞是终末分化细胞，无增殖、再分

表３　各组大鼠血浆及肾皮质组织ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性及 ＭＤＡ含量

Ｔａｂ３　ＳＯＤａｎｄＧＳＨＰｘａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄＭＤＡｌｅｖｅｌｓｉｎｒａｔｐｌａｓｍａａｎｄｒｅｎａｌｃｏｒｔｉｃａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ

Ｐｌａｓｍａ

ＳＯＤ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｌ－１）

ＧＳＨＰｘ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｌ－１）

ＭＤＡ
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｒｅｎａｌｃｏｒｔｉｃａｌｔｉｓｓｕｅ

ＳＯＤ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

ＧＳＨＰｘ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｇ－１）

ＭＤＡ
（μｍｏｌ·ｍｇ－１）

ＣＯＮ ２４１．７５±２０．１３ ４２１．１１±２４．３０ ５．２３±０．６９ ４２．７６±３．７８ ５６．５４±１２．３２ ３．１５±０．７６

ＤＭ ７９．８２±１２．２２ ２００．２１±２６．７２ １２．４５±２．３４ ９．０３±１．４３ ２０．１２±５．０１ １０．３３±０．９６

ＤＭ＋ＡＬＡ １９８．３９±２２．６９△△ ３１２．４５±３１．１０△△ ７．０１±０．５６△△ ２９．９８±４．０３△△ ４０．４７±５．７６△△ ４．９８±０．８４△

ＤＭ＋ＴＬＲ １６３．１７±１８．５０△△ ２９８．２３±２３．４５△△ ８．６９±０．７５△△ ２７．６５±１．７８△△ ３５．９０±４．７３△△ ５．７２±１．０２△

　ＤＭ：Ｄｉａｂｅｔｉｃｍｅｌｌｉｔｕｓ；ＡＬＡ：αｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ；ＴＬＲ：Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅ；ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＧＳＨＰｘ：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ；ＭＤＡ：

Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ

化能力，基因突变、免疫因素、血流动力学异常、高

糖、高脂及氧化应激均能导致足细胞异常、凋亡和数

量减少。足细胞损伤在糖尿病肾病早期微量蛋白尿

期有重要意义［１２］。近年来发现的裂孔膜蛋白如

ｎｅｐｈｒｉｎ、ＣＤ２ＡＰ、ｐｏｄｏｃｉｎ等的共同生理学功能是维

持肾小球的正常滤过屏障，相邻足细胞间的ｎｅｐｈｒｉｎ
分子参与构成裂孔膜拉链状结构，其纯合子突变会

导致严重的肾病综合征［１０］，说明ｎｅｐｈｒｉｎ分子对肾

小球滤过屏障具有十分重要的作用。既往研究发

现，在糖尿病肾病早期ｎｅｐｈｒｉｎｍＲＮＡ表达增加，尿

中出现ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白，后期ｎｅｐｈｒｉｎｍＲＮＡ表达则

逐渐下降［１１］。免疫组化发现，１型和２型糖尿病合

并肾病的患者ｎｅｐｈｒｉｎ染色的阳性区域广泛减少，

且其分布由曲线变为不连续的颗粒状［１２］。糖尿病

肾病早期 ｎｅｐｈｒｉｎｍＲＮＡ 水平的升高可能是对

ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白从尿中丢失的代偿性变化，ｎｅｐｈｒｉｎ可

以作为肾小球足细胞损伤的一个早期指标，对于临

床早期诊断糖尿病肾病具有一定的指导意义。糖尿

病肾病的肾小球存在着高糖、球内高压造成的机械

张力，这些因素共同引起ｎｅｐｈｒｉｎ表达的下调，并继

发足突融合及蛋白尿增加［１３］。

　　α硫辛酸是丙酮酸脱氢酶的辅助因子，是参与

三羧酸循环过程中不可缺少的物质，它是代谢性抗

氧化剂。近年来，在抗氧化、糖代谢、糖尿病并发症

和其他多种疾病治疗方面，α硫辛酸的重要作用受

到了高度关注［１４１６］。通络方剂由人参、水蛭、全蝎、

蜈蚣、土鳖虫、赤芍等药物组成。药理研究表明，人

参皂苷具有抗氧化作用；水蛭有利尿、消除尿蛋白的
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作用，并能改善微循环；土鳖虫、全蝎具有抗凝、抗血

栓形成的作用；赤芍具有降低全血浓度、抑制血小板

聚集、降低血小板黏附性、降低纤维蛋白原水平等作

用。全方具有扩张血管、抗凝、降低血浓度、改善微

循环的作用［７］。

　　本研究观察到，糖尿病大鼠尿蛋白增多的同时，

肾小球足细胞数量明显减少，且足突相关分子

ｎｅｐｈｒｉｎ表达显著下调；通络方剂和α硫辛酸均可以

使糖尿病大鼠２４ｈ尿蛋白定量水平、尿白蛋白／肌

酐比值减少，说明通络方剂对糖尿病大鼠肾脏具有

一定的保护作用；抗氧化剂α硫辛酸减轻了糖尿病

大鼠足细胞的损伤程度，表现出其对足细胞损伤具

有一定的保护作用。同时，通络方剂使糖尿病大鼠

肾皮质 ＭＤＡ产生减少，ＳＯＤ活力损失减轻，提示通

络方剂可能与抗氧化剂α硫辛酸作用机制一致，它

对糖尿病肾病的保护作用可能是通过抗氧化应激实

现的。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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