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　　［摘要］　目的　观察通络方剂对链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导的１型糖尿病大鼠肾组织ＣＴＧＦ、ＲＡＧＥ、ｐＥＲＫ１／２表达的影
响，并探讨其可能的肾脏保护机制。方法　健康ＳＤ大鼠随机分为正常组（ｎ＝１０）和造模组（ｎ＝５０）。造模组大鼠给予单次腹
腔注射ＳＴＺ６０ｍｇ／ｋｇ，造模成功后随机分为５组：糖尿病非治疗组，通络方剂低、中、高剂量组，氯沙坦组（ｎ＝１０）。适应性饲

养１周后，按分组不同每天分别给予不同处理因素，持续１２周后处死，称体质量，测血肌酐、尿素氮，留２４ｈ尿检测尿肌酐、尿

蛋白、尿微量白蛋白，取左肾称质量，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测右肾组织中ＣＴＧＦｍＲＮＡ、ＲＡＧＥｍＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法

检测右肾组织ＣＴＧＦ、ＲＡＧＥ、ｐＥＲＫ１／２、ＴｏｔａｌＥＲＫ１／２蛋白的表达。结果　通络方剂中、高剂量组较糖尿病非治疗组能明
显降低糖尿病大鼠血尿素氮、２４ｈ尿蛋白、尿微量白蛋白、肌酐清除率，改善肾功能，降低ＲＡＧＥｍＲＮＡ、ＣＴＧＦｍＲＮＡ的表

达，减少ＲＡＧＥ、ＣＴＧＦ、ｐＥＲＫ１／２蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。结论　通络方剂可能通过抑制ＲＡＧＥＥＲＫ１／２ＣＴＧＦ信号转导通
路发挥对１型糖尿病大鼠的肾脏保护作用。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿病
最为严重的慢性微血管并发症之一。随着我国人们
生活水平的提高，生活习惯的改变，社会的老龄化，糖
尿病肾病的发病率正逐年上升，其发病机制十分复
杂，目前尚未完全明确。结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃ
ｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）是促进纤维化的细胞
因子，在糖尿病肾脏病变的进展中起重要作用；糖基
化终末产物（ＡＧＥｓ）与糖基化终末产物受体（ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＲＡＧＥ）结合后可促进
多种细胞因子的释放，引起血管内皮损伤、细胞外基
质增生［１２］等病理改变；细胞外信号调节蛋白（ｅｘｔｒａ
ｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）是丝裂原活化蛋
白激酶家族的一个亚族，可被多种生长因子和细胞因
子激活，介导细胞生长、增殖、分化。

　　根据“络病血管系统疾病”理论，糖尿病肾病是
血管疾病，属络病范畴，其治疗关键是通络［３］。通络
方剂（Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅ，ＴＬＲ）就是根据中医络病学理
论研制而成的中药复方制剂，主要成分是人参、水
蛭、全蝎、土鳖虫、蜈蚣、赤芍等药物，具有改善肾小
球基底膜［４］和高糖引起的氧化损伤，增加机体抗氧
化能力的作用，抑制 ＲＡＧＥ表达，减轻肾损伤［５７］。
本实验拟研究通络方剂对糖尿病大鼠肾脏ＣＴＧＦ、

ＲＡＧＥ表达及磷酸化ＥＲＫ１／２蛋白表达的影响，探
讨通络方剂对肾脏保护作用的可能机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　链脲佐菌素（ＳＴＺ）购自美
国Ｓｉｇｍａ公司；通络方剂由河北石家庄以岭药业有
限公司提供；氯沙坦由默沙东公司提供；血糖测定采
用罗氏公司优越型血糖仪；细胞总蛋白抽提试剂（凯
基生物）；Ｇｅｎｍｅｄ蛋白酶／磷酸酶完全抑制混合液
（ＧｅｎｍｅｄＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃｓＩｎｃ．）；ＤＥＰＣ由博彩生物技术
公司提供；ＴＲＩｚｏｌ、ＲＴ试剂盒、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ（ｅａｃｈ
１００ｂｐ）均由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供；ＲＮＡＧｕａｒｄＲｅａ
ｇｅｎｔ（上海华舜生物试剂公司）；ＲｅａｌｔｉｍｅＱＫ２０１试
剂盒、ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅＴＭ反转录试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ均为日本ＴｏＹｏＢｏ公司
产品；电泳仪（Ｂｉｏｒａｄ）；转移装置（Ｂｉｏｒａｄ）；胶片分
析仪（上海天能）；ＫＵＢＯＴＡ５４２０台式高速离心机
（Ｋｕｂｏｔａ）；Ｂｅｃｋｍａｎ７２１型紫外分光光度仪（Ｂｅｃｋ
ｍａｎ）；ＡＢＩＰｒｉｓｍ７０００荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）；高速冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，型号：

ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ，５４１７Ｒ）；微波炉（上海无线电十八厂），型
号：ＷＬ５００２；制冰机（Ｓａｎｙｏｃｏ）型号：ＳＩＭＦ１２４；流
式细胞仪ＦＣ５００（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ）。

１．２　动物分组及模型制备　ＳＰＦ级成年雄性ＳＤ大

鼠，体质量１８０～２２０ｇ，购自中国科学院上海实验动
物中心／上海斯莱克动物实验有限公司，标准大鼠饲
养。动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５。健
康成年ＳＤ大鼠适应性喂养７ｄ后，禁食不禁水１２ｈ
后按随机数字法分组：建模组５０只给予单次腹腔注
射ＳＴＺ６０ｍｇ／ｋｇ（溶于ｐＨ４．５的０．１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬
酸柠檬酸钠缓冲液）；正常对照组（Ａ组）１０只给予
单次腹腔注射同体积０．１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液，

７２ｈ后尾静脉取血测随机血糖，以血糖 ≥１６．７
ｍｍｏｌ／Ｌ确定为糖尿病模型。糖尿病成模大鼠随机
分为５组，每组１０只：糖尿病非治疗组（Ｂ组）、低剂
量通络方剂组（Ｃ组，０．５ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、中剂量通
络方剂组（Ｄ组，１．０ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、高剂量通络方
剂组（Ｅ组，２．０ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、氯沙坦组（Ｆ组，

３０ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）。糖尿病大鼠造模成功后适应性
饲养１周后，按分组分别给予不同处理因素，Ａ组和

Ｂ组给予等体积生理盐水灌胃，每日定时灌胃，持续
给药１２周后处死，取右肾，去掉被膜，滤纸吸干血迹
后迅速置于液氮中固定保存留作ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检查。所有大鼠给予正常饲料，自由
饮水，每周测量血糖、体质量。

１．３　指标测定　持续给药１２周，称体质量，用代谢
笼留２４ｈ尿液，记尿量，测２４ｈ尿蛋白（ＵＰＲＯ２４）、
尿肌酐（ＵＣＲ）、尿微量白蛋白（ＵＭＡ），１０％水合氯
醛溶液４．５ｍｌ／ｋｇ麻醉后心脏取血，３０００ｒ／ｍｉｎ
（ｒ＝１０ｃｍ），离心１０ｍｉｎ（４℃），分离血清，－２０℃
保存，测血尿素氮（ＢＵＮ）、血肌酐（Ｓｃｒ），肌酐清除率

Ｃｃｒ按公式：尿肌酐浓度（ｍｇ／ｍｌ）×每分尿量（ｍｌ）／
血肌酐浓度（ｍｇ／ｍｌ）计算，并用体质量校正。

１．４　肾组织中ＲＡＧＥ、ＣＴＧＦｍＲＮＡ的表达　每
组取６只大鼠的部分肾皮质放入－８０℃冰箱保存，

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测肾组织中的

ＲＡＧＥｍＲＮＡ、ＣＴＧＦｍＲＮＡ的表达。按照 ＲＮＡ
提取试剂盒说明书提取肾组织匀浆总 ＲＮＡ。目的
基因及内参βａｃｔｉｎ的引物由上海英俊生物技术有
限公司合成。ＲＡＧＥ，Ｆ：５′ＡＡＣＣＧＧＴＧＡ ＴＧＡ
ＡＧＧＡＣＡＡＧ３′，Ｒ：５′ＣＴＣＴＣＣＴＣＧＡＧＴＣＴＧ
ＧＧＴ ＴＧ３′（１５３ｂｐ）；ＣＴＧＦ，Ｆ：５′ＧＡＧ ＧＣＴ
ＧＡＡＧＣＣＡＧＣＴＡＴＴＣ３′，Ｒ：５′ＧＣＣＡＣＡＡＧＣ
ＴＧＴＣＣＡＧＴＣＴＡ３′（１１８ｂｐ）；ＧＡＰＤＨ（内参），

Ｆ：５′ＡＣＡＧＧＣＴＣＴＴＡＧＣＡＣＡＧＣＡＡ３′，Ｒ：

５′ＧＧＧＣＴＧ ＴＣＡ ＧＴＣ ＴＴＧ ＧＡＡ ＡＴ３′（１０９
ｂｐ）。采用ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅＴＭ反转录试剂盒，以引物分
别将从各组肾组织中抽提的总 ＲＮＡ 反转录为

ｃＤＮＡ，然后以ｃＤＮＡ为模板，利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅ
ａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒进行荧光定量ＰＣＲ，测得阈循环



·１０８８　 · 第二军医大学学报　２０１０年１０月，第３１卷

值（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ）值，根据ΔＣｔ＝［Ｃｔ（目的基因）］－
［Ｃｔ（内参基因）］和ΔΔＣｔ＝［ΔＣｔ（研究组）］－［ΔＣｔ
（对照组）］，计算出２－ΔΔＣｔ，以反映目的基因在研究组
中表达水平（相对于对照组）。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测肾组织中ＣＴＧＦ、ＲＡＧＥ、ｐ
ＥＲＫ蛋白的表达　每组随机取６份－８０℃保存的

１００ｍｇ肾皮质，混合匀浆后离心１００００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝
６ｃｍ），离心５ｍｉｎ（４℃），取上清标定蛋白浓度上样，
经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白质，转移至硝酸纤维素
膜上，将膜用 ＴＢＳ从下向上浸湿后，移至含有封闭
液的平皿中，室温下脱色摇床上摇动封闭１ｈ。将一
抗用ＴＢＳＴ稀释至适当浓度（在１．５ｍｌ离心管中），
将抗体溶液加到大小合适平整的保鲜膜上。从封闭
液中取出膜，用滤纸吸去残留液后，将膜蛋白面朝下
放于抗体液面上，室温下孵育１～２ｈ后，用 ＴＢＳＴ
在室温下脱色摇床上洗２次，每次１０ｍｉｎ；再用ＴＢＳ
洗１次，１０ｍｉｎ。同上方法准备二抗稀释液并与膜
接触，室温下孵育１～２ｈ后，用 ＴＢＳＴ在室温下脱
色摇床上洗两次，每次１０ｍｉｎ；再用ＴＢＳ洗１次，１０
ｍｉｎ，进行化学发光反应，经显影、定影后，将胶片进
行拍照。ＥＲＫ、ｐＥＲＫ （Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）兔抗鼠单
克隆抗体，辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔二
抗（ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｄａｎｖｅｒｓ，ＭＡ，ＵＳＡ）；

ＲＡＧＥ羊抗鼠单克隆抗体，辣根过氧化物酶标记兔
抗羊ＩｇＧ （Ｒ＆Ｄ）；ＣＴＧＦ兔抗鼠多克隆抗体，辣根

过氧化物酶标记羊抗兔ＩｇＧ（Ａｂｃａｍ）。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件包进行
数据分析，计量数据以珔ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分
析，组间比较采用ＬＳＤｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠的一般情况　ＳＤ大鼠在腹腔注射ＳＴＺ
后，糖尿病非治疗组均出现明显的多饮、多食、多尿
及消瘦等糖尿病代谢紊乱症状，体毛凌乱，反应迟
钝，活动明显减少，并且有大鼠出现白内障、感染及
皮肤破溃等症状。糖尿病各治疗组大鼠的一般状态
均较非治疗组有所改善，其中以通络方剂中剂量组、
高剂量组、氯沙坦组大鼠状态较好。纳入大鼠６０
只，均进入结果分析，无脱失。

２．２　通络方剂对糖尿病大鼠肾功能、肾质量／体质
量的影响　糖尿病成模组大鼠ＢＵＮ、Ｃｃｒ、ＵＰＲＯ２４、

ＵＭＡ均较正常组明显升高（Ｐ＜０．０５），糖尿病各治
疗组ＢＵＮ、Ｃｃｒ、ＵＭＡ均较非治疗组明显降低（Ｐ＜
０．０５），Ｄ、Ｅ、Ｆ治疗组２４ｈ尿蛋白较非治疗组明显
下降（Ｐ＜０．０５），Ｃ组 ＵＰＲＯ２４较非治疗组减少，但
差异无统计学意义。糖尿病造模各组肾脏肥大指数
较正常对照组明显增高（Ｐ＜０．０５），各糖尿病治疗组
肾脏肥大指数较糖尿病非治疗组下降，其中Ｄ、Ｅ、Ｆ
组较非治疗组明显下降（Ｐ＜０．０５）。具体数据见
表１。

表１　通络方剂对糖尿病大鼠肾功能、肾质量／体质量的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅｏｎｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｋｉｄｎｅｙｗｅｉｇｈｔ／ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＢＵＮ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃｃｒ
（ｍｌ／μｍｏｌ）

ＵＰＲＯ２４ｍ／ｍｇ ＵＭＡ
ρＢ／（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｂｏｄｙｍａｓｓｍ／ｇ Ｋｉｄｎｅｙｍａｓｓ／
ｂｏｄｙｍａｓｓ（％）

Ａ ４．７２±０．６２ ０．０００３±０．０００１１ ３．３５３７±１．７５０７ ０．６４±０．１５ ６１６．１０±８８．６８ ０．３１±０．０３
Ｂ ３３．４６±２３．８５ ０．０２７１±０．００８３２ ５０．３５１７±１１．８４２３ １．９２±０．４０ ２７８．１０±７５．９５ ０．７６±０．０８８

Ｃ １６．９８±３．１４△ ０．００８２±０．００２２０△ ４７．９０４６±１６．０９６０ １．５６±０．４２△ ３０５．７０±４６．５５ ０．７１±０．１０４

Ｄ １３．４０±１．９８△ ０．００３０±０．０００８８△ １１．７５８９±２．６５４４△ １．２２±０．２５△ ３６４．２０±５２．４０△ ０．６２±０．０７９△

Ｅ １３．００±２．１３△ ０．００３１±０．０００７６△ １５．５４４９±２．１９７５△ １．４０±０．２８△ ３３３．１０±５１．４４ ０．６６±０．０６９△

Ｆ １２．７６±１．００△ ０．００１４±０．０００５７△ １１．０１８５±３．３１９３△ １．３６±０．４０△ ３２６．４０±６５．７１ ０．６７±０．０８４△

　Ｐ＜０．０５ｖｓＡｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＢｇｒｏｕｐ

２．３　肾组织ＲＡＧＥ、ＣＴＧＦｍＲＮＡ的表达　结果

（表２）表明：Ｄ、Ｅ、Ｆ组大鼠肾脏组织中ＲＡＧＥｍＲ

ＮＡ的水平较Ｂ组明显下降（Ｐ＜０．０５）。Ｄ、Ｅ组大

鼠肾脏组织中ＣＴＧＦｍＲＮＡ的水平较Ｂ组、Ｆ组明

显降低（Ｐ＜０．０５）。与 Ｂ组相比，Ｃ组大鼠肾脏

ＲＡＧＥｍＲＮＡ、ＣＴＧＦｍＲＮＡ的水平降低，但差异

无统计学意义。

表２　ＣＴＧＦ、ＲＡＧＥｍＲＮＡ的检测结果

Ｔａｂ２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＴＧＦａｎｄＲＡＧＥｍＲＮＡ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＲＡＧＥ ＣＴＧＦ
Ｂ ７．１５±３．０１ ６．１６±１．８５
Ｃ ６．００±１．７５ ５．２０±１．１３
Ｄ ３．４０±１△ ２．８７±０．８６△▲
Ｅ ２．８９±１．２３△ ２．８５±１．１４△▲
Ｆ ３．９３±１．４４△ ４．８２±２．１３

　△Ｐ＜０．０５ｖｓＢｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓＦｇｒｏｕｐ
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２．４　肾脏组织中ＲＡＧＥ、ＣＴＧＦ、ｐＥＲＫ１／２、Ｔｏｔａｌ
ＥＲＫ１／２蛋白表达结果　结果（图１）表明：Ｂ、Ｃ、Ｄ、

Ｅ、Ｆ组ＲＡＧＥ、ＣＴＧＦ、ｐＥＲＫ１／２蛋白均较Ａ组明
显增加（Ｐ＜０．０５），Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组 ＲＡＧＥ、ＣＴＧＦ、ｐ
ＥＲＫ１／２蛋白表达较Ｂ组减少，以Ｄ、Ｅ组减少明显
（Ｐ＜０．０５）。各组ＴｏｔａｌＥＲＫ１／２蛋白表达差异无
统计学意义。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＲＡＧＥ、ＣＴＧＦ、

ｐＥＲＫ１／２、ＴｏｔａｌＥＲＫ１／２蛋白的表达

Ｆｉｇ１　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＡＧＥ，ＣＴＧＦ，

ｐＥＲＫ１／２，ａｎｄｔｏｔａｌＥＲＫ１／２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　讨　论

　　糖尿病是由多种病因引起、以慢性高血糖为特
征的代谢紊乱性疾病，已成为继心血管病和肿瘤之
后的危害人类健康的第三大类疾病，是严重威胁人
类健康的公共卫生问题。在糖尿病并发症的发生、
发展过程中，有４条氧化应激途径起重要作用：醛糖
还原酶、蛋白激酶Ｃ、糖基化终末产物及己糖胺途
径，而其中ＡＧＥｓ与ＲＡＧＥ结合是导致糖尿病肾病
发生、发展的重要机制之一。ＣＴＧＦ是致纤维化细
胞因子，参与了糖尿病肾病的发生。通络方剂是根
据中医络病学理论研制的，具有通络、活血化瘀的功
效，可以治疗糖尿病血管病变，减少尿蛋白，改善肾
小球基底膜的滤过，改善局部及全身的微循环灌注。
氯沙坦是血管紧张素受体拮抗剂的一种，目前大量
实验已证实氯沙坦对糖尿病肾病具有明确的保护作

用，主要是通过阻断肾素血管紧张素醛固酮系统
从而改善肾功能。本实验主要研究通络方剂对糖尿
病大鼠肾脏组织ＥＲＫ１／２信号转导通路的影响，探
讨通络方剂对糖尿病大鼠肾脏保护作用的可能机

制。

　　本实验首先采用单次腹腔注射ＳＴＺ成功构建
了１型糖尿病动物模型，结果发现糖尿病非治疗组
出现明显的多饮、多食、多尿及体质量减轻等糖尿病
典型表现，１２周末时糖尿病大鼠出现尿微量白蛋
白、２４ｈ尿蛋白、血尿素氮、肾小球肌酐清除率增加
等糖尿病肾脏疾病早期的临床表现；同时，通络方剂

中、高剂量组大鼠 ＵＰＲＯ２４、ＵＭＡ、Ｃｃｒ、ＢＵＮ与糖
尿病非治疗组相比明显减少（Ｐ＜０．０５），与氯沙坦
组无统计学差异，提示中、高剂量的通络方剂具有明
显的改善糖尿病大鼠肾功能的作用。

　　ＲＡＧＥ是多配体的细胞表面受体，属于免疫球
蛋白超家族，ＡＧＥｓ与ＲＡＧＥ结合可能参与系膜细
胞外基质合成增加及血管内皮细胞通透性增加的过

程，导致肾小球基底膜增厚、系膜外基质增生。在本
实验中，糖尿病非治疗组大鼠肾脏组织中 ＲＡＧＥ
ｍＲＮＡ及蛋白的表达较正常组明显增高 （Ｐ＜
０．０５）。与糖尿病非治疗组相比，通络方剂中、高剂量
组、氯沙坦组大鼠肾脏组织中ＲＡＧＥｍＲＮＡ及蛋白
的表达均明显降低（Ｐ＜０．０５）。实验结果表明，

ＡＧＥｓＲＡＧＥ可能与糖尿病大鼠肌酐清除率、血尿
素氮、尿蛋白增加有关，通络方剂可能是通过抑制糖
尿病大鼠肾脏组织 ＲＡＧＥ的表达，阻断 ＲＡＧＥ与

ＡＧＥｓ结合，从而起保护肾脏的作用。

　　ＣＴＧＦ是一种促纤维化生长因子，在肾脏中的
含量最高，正常情况下在体内的表达很低。糖尿病
肾脏疾病发展中的高血糖、ＡＧＥｓ、机械应力、肾素
血管紧张素醛固酮系统等因素均能促进肾组织中

ＣＴＧＦ的表达。已有研究表明，ＣＴＧＦ可以使人系
膜细胞的细胞周期停滞于 Ｇ１期，发生细胞肥大［８］，

ＣＴＧＦ的高表达也可促使人肾小管上皮细胞肥
大［９］。ＣＴＧＦ可以增加系膜细胞、肾脏成纤维细胞
中纤维连接蛋白、Ⅰ型胶原的表达，促进细胞外基质
沉积［１０１１］。在本实验中，糖尿病非治疗组肾脏组织
中ＣＴＧＦｍＲＮＡ及蛋白的表达较正常组明显增高
（Ｐ＜０．０５）。通络方剂中、高剂量组肾脏 ＣＴＧＦ
ｍＲＮＡ及蛋白的表达均较糖尿病非治疗组、氯沙坦
组明显降低（Ｐ＜０．０５），表明ＣＴＧＦ可能在肾脏肥
大、肾小球硬化、肾间质纤维化等糖尿病肾脏病变过
程中有重要作用，通络方剂不单是通过阻断肾素血
管紧张素醛固酮系统对ＣＴＧＦ的表达产生抑制作
用，可能还阻断了其他诱导ＣＴＧＦ表达的途径，达
到保护肾脏的作用。

　　Ｒａｓ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路是丝裂原活化蛋白激酶
（ＭＡＰＫ）信号转导通路中的一条重要通路，参与了
细胞生长、发育、增殖、分化以及细胞间的功能同步
和细胞恶性转化等多种生理、病理过程，与肾小球系
膜细胞增生、肥大，细胞外基质增多等糖尿病肾脏疾
病的典型病理改变密切相关，在糖尿病肾病的发生、
发展中起着重要作用［１２１３］。ＥＲＫ 有 ２ 个亚类：

ＥＲＫ１、ＥＲＫ２，被上游的 ＭＥＫ激活后，一部分保留
在胞质中，磷酸化部分胞质蛋白，还有一部分转到胞
核，活化一些转录因子，调控相关基因的表达。目
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前，已有实验发现ＲＡＧＥ与ＡＧＥｓ结合后可以通过
激活的Ｒａｓ使ＥＲＫ１／２磷酸化［１４１５］，ＥＲＫ１／２的抑
制剂 ＰＤ９８０５９可以抑制小鼠肾小球系膜细胞中

ＣＴＧＦ的表达［１６］。在本实验中，各组大鼠肾脏Ｔｏ
ｔａｌＥＲＫ１／２蛋白表达没有明显差异，糖尿病非治疗
组ｐＥＲＫ１／２的表达较正常组明显增加，通络方剂
中、高剂量组及氯沙坦组大鼠肾脏ｐＥＲＫ１／２的表
达较糖尿病非治疗组明显降低，推测通络方剂可能
通过抑制糖尿病大鼠肾脏ＲＡＧＥ表达，抑制糖尿病
大鼠肾脏组织 ＥＲＫ１／２磷酸化，减少 ＣＴＧＦ的表
达，达到阻断ＥＲＫ１／２信号转导通路，发挥保护肾脏
的作用。

　　本实验结果显示，通络方剂中、高剂量可以明显
降低糖尿病大鼠 ＵＰＲＯ２４、ＵＭＡ、Ｃｃｒ、ＢＵＮ，改善
肾功能，减少肾脏组织ＲＡＧＥ、ＣＴＧＦ基因转录及蛋
白表达，减少ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达，有明显的肾脏
保护作用。通络方剂中剂量组与高剂量组对糖尿病
大鼠的上述作用没有明显的量效关系。通络方剂低
剂量组保护肾脏的作用不如中、高剂量组的原因可
能是药物剂量不够。通络方剂中、高剂量组大鼠肾
脏ＣＴＧＦｍＲＮＡ及蛋白表达较氯沙坦组降低，推测
通络方剂对糖尿病大鼠肾脏的保护可能与抑制肾脏

ＣＴＧＦ的表达有关。

　　综上所述，糖尿病肾脏疾病的发病原因非常复
杂，是多种因素交错综合的结果。本实验初步表明
通络方剂对糖尿病大鼠的肾脏有保护作用，可以降
低血尿素氮、减少尿蛋白，改善肾小球的高滤过状
态，可能与阻断ＲＡＧＥＥＲＫ１／２ＣＴＧＦ信号转导通
路有关，更详细机制还有待于进一步的研究。
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