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　　［摘要］　目的　研究通络方剂（ＴＬＲ）对链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导的糖尿病大鼠肾脏ｐ３８ＭＡＰＫ纤维连接蛋白（ＦＮ）信号
转导通路的影响，探讨ＴＬＲ对肾脏保护作用的可能机制。方法　将ＳＤ大鼠随机分成３组（ｎ＝７）：正常对照组（ＣＯＮ组）、糖
尿病未干预组（ＤＭ组）和糖尿病ＴＬＲ干预组（ＤＭ＋ＴＬＲ组），ＤＭ组和ＤＭ＋ＴＬＲ组予以ＳＴＺ（６５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射诱导糖尿

病模型。制模成功后，ＤＭ＋ＴＬＲ组大鼠予以１ｇ／（ｋｇ·ｄ）ＴＬＲ灌胃，ＣＯＮ组和ＤＭ 组用等剂量的双蒸水灌胃，持续１２周。

用自动化生化分析仪检测生化指标，用考马斯亮蓝法定量测定２４ｈ尿蛋白，肾皮质进行ＰＡＳ染色，用蛋白印迹分析法检测ｔ

ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｔＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ、ＦＮ的表达。结果　与ＣＯＮ组相比，ＤＭ组大鼠的左肾质量／体质量、血糖、尿素
氮、血肌酐、２４ｈ尿蛋白、尿蛋白／肌酐增加（Ｐ＜０．０５），体质量减少（Ｐ＜０．０５），ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｐＣＲＥＢ、ＦＮ表达水平分别增加

２．３７倍、２．２１倍、２．０３倍（Ｐ＜０．０５）；与ＤＭ组相比，ＤＭ＋ＴＬＲ组左肾质量／体质量、血肌酐、２４ｈ尿蛋白、尿蛋白／肌酐降低

（Ｐ＜０．０５），ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｐＣＲＥＢ、ＦＮ表达水平降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＬＲ可能通过抑制ｐ３８ＭＡＰＫＦＮ通路对糖尿病
肾病大鼠的肾脏产生保护作用。

　　［关键词］　糖尿病肾病；通络方剂；肾功能不全；ｐ３８丝裂原激活蛋白激酶
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　　糖尿病肾病是糖尿病常见的重要微血管并发症
之一，它在病理结构上主要以系膜增生和基底膜增
厚为特点，最终出现肾小球硬化和肾间质纤维化［１］。

ｐ３８是 ＭＡＰＫ家族的成员之一，在糖尿病肾病的发
生、发展中起着重要作用，它参与细胞外基质纤维化
等诸多生理病理过程［２３］。通络方剂（Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉ
ｐｅ，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［４］。本课题组前期的糖尿病大鼠实验表明，

ＴＬＲ通过抑制肾素血管紧张素系统（ＲＡＳ）、抗氧
化、改善血管内皮细胞功能等对糖尿病肾病发挥保
护作用［５６］。然而，ＴＬＲ对糖尿病肾脏纤维连接蛋白
（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）的影响，目前尚无相关报道，因此
本研究通过建立链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）
诱导的糖尿病大鼠模型，观察ＴＬＲ对糖尿病大鼠肾
脏ｐ３８ＭＡＰＫＦＮ通路相关蛋白及其病理结构的影
响，进一步探讨 ＴＬＲ 对肾脏保护作用的可能
机制。　　　

１　材料和方法

１．１　动物分组、模型建立及处理　雄性Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，ＳＰＦ级，体质量（２００±２０）ｇ，由第
二军医大学实验动物中心提供［生产许可证号：

ＳＣＸＫ（沪２００７０００３），使用许可证号：ＳＹＸＫ（沪

２００７０００３）］。按随机数字表法将大鼠分为３组
（ｎ＝７）：正常对照组（ＣＯＮ 组）、糖尿病未干预组
（ＤＭ组）和糖尿病 ＴＬＲ干预组（ＤＭ＋ＴＬＲ组）。

ＳＤ大鼠适应性喂养７ｄ、禁食不禁水１２ｈ后，按６５
ｍｇ／ｋｇ腹腔注射ＳＴＺ（由ｐＨ４．５的０．１ｍｏｌ／Ｌ柠
檬酸缓冲液新鲜配制），７２ｈ后尾静脉采血测血糖，
以随机血糖值≥１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ确定糖尿病造模成
功。ＣＯＮ组腹腔注射等剂量柠檬酸缓冲液作为对
照。

　　ＤＭ＋ＴＬＲ组大鼠于糖尿病模型建立后３ｄ，予

ＴＬＲ［１ｇ／（ｋｇ·ｄ）溶于双蒸水］干预，ＣＯＮ组和ＤＭ
组每日在同一时间用等剂量双蒸水一次性灌胃。各
组大鼠持续干预１２周。

１．２　主要试剂和仪器　ＴＬＲ（中药复方制剂，由人
参、水蛭、全蝎、土鳖虫、蜈蚣、蝉蜕、赤芍、冰片等组
成）为棕色粉末，由河北以岭医药研究所提供。ＳＴＺ
购于美国Ｓｉｇｍａ公司，ＴＲＩｚｏｌ蛋白质提取试剂盒购
于美国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，ＰＡＳ染色试剂盒购
于上海科兴生物科技有限公司，考马斯亮蓝定量检
测试剂盒购于北京迈克隆兴生物技术有限公司，ｔ
ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｔＣＲＥＢ（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｃＡＭＰ 反应元件结合蛋

白）、ｐＣＲＥＢ一抗均购于美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，

ＦＮ一抗购于美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。ＡＣＣＵＣＨＥＫ
Ａｖｉｖａ血糖测定仪购于美国罗氏公司，日立７０２０全
自动生化分析仪购于日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公司。

１．３　生化指标检测　大鼠分别在实验前和处死前
称体质量，代谢笼收集２４ｈ尿液。实验１２周时，用

１０％水合氯醛３ｍｌ／ｋｇ腹腔注射，腹主动脉插管取
血，样本血清于－７０℃保存。肾脏称质量并液氮保
存或４％多聚甲醛固定。血糖仪测定血糖值，全自动
生化分析仪测定血尿素氮和血、尿肌酐。考马斯亮
蓝法定量测定尿蛋白，按试剂盒说明书进行操作。

１．４　肾皮质ＰＡＳ染色　取大鼠肾脏后去除包膜，
沿长轴方向对切，用１０％中性甲醛固定后石蜡包埋
切片（厚度１μｍ）作ＰＡＳ染色（系膜或基底膜染色阳
性呈红色），按试剂盒说明书进行操作。

１．５　ｐ３８ＭＡＰＫＦＮ通路相关蛋白的蛋白质印迹
分析　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取大鼠肾皮质总蛋白，

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法检测蛋白浓度。等量蛋白样品用样品缓
冲液处理，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分离，转膜，并分别以ｔ
ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｔＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ、ＦＮ的
兔多克隆磷酸化抗体为一抗和 ＨＲＰ标记的羊抗兔
抗体为二抗，然后ＥＣＬ试剂显影、成像。利用凝胶
成像系统对免疫反应条带自动扫描并测量光密度，
计算目标蛋白和内参βａｃｔｉｎ的光密度比值。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
学处理。实验数据以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分
析，各组间两两比较采用ＬＳＤ检验，检验水平（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠的一般情况　大鼠注射ＳＴＺ１周后，尾静
脉采血测血糖值≥１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ（表示糖尿病模型
制备成功），造模成功率为１００％。此后每周监测血
糖１次，血糖均维持在１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ以上，模型稳定
性良好。大鼠注射ＳＴＺ后，在３６～４８ｈ出现多饮、
多尿，第３～４天多食明显，精神不振，毛发干枯，光
泽度下降，“三多一少”症状典型。经ＴＬＲ治疗后，
糖尿病大鼠反应灵敏，毛发光泽度有所增加，“三多
一少”症状减轻。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　大鼠生化指标的检测　与ＣＯＮ组相比，ＤＭ
组大鼠的左肾质量／体质量、血糖、血尿素氮、血肌
酐、２４ｈ尿蛋白、尿蛋白／肌酐增加（Ｐ＜０．０５），体质
量减少（Ｐ＜０．０５）。与ＤＭ组相比，ＤＭ＋ＴＬＲ组除
血糖、尿素氮之外，其他生化指标均降低（Ｐ＜０．０５），
见表１。
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表１　ＴＬＲ对大鼠生化指标的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅｏｎｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（ｎ＝７，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＢＭ
ｍ／ｇ ＬＫＭ／ＢＭ（ｍｇ·ｇ－１）

ＢＧ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·
Ｌ－１）

ＢＵＮ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·
Ｌ－１）

Ｓｃｒ
ｃＢ／（μｍｏｌ·
Ｌ－１）

２４ｈＵＰ
ｍ／ｍｇ

ＵＰ／Ｕｃｒ
（ｍｇ·μｍｏｌ－１·Ｌ）

ＣＯＮ ４９０．００±３３．０４ ３．７±０．２ ５．８±１．２ １２．４０±２．１０ ４６．１８±１７．４８ ４．３７±１．０６ ０．０５±０．０１
ＤＭ ２３０．４２±２６．８３ ６．６±０．５ ２６．７±２．８ ２６．０９±４．７５ ９０．１２±２４．５７ １６．８４±１．６１ ０．５１±０．１１

ＤＭ＋ＴＬＲ ２６３．５７±５２．５０ ６．０±０．５△ ２５．５±３．２ ２５．０３±２．０４ ６６．０６±１４．７７△ １４．７４±０．８２△ ０．３０±０．０７△

ＣＯＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＤＭ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ＤＭ＋ＴＬＲ：Ｔｏｎｇｌｕｏｒｅｃｉｐｅｇｒｏｕｐ．ＢＭ：Ｂｏｄｙｍａｓｓ；ＬＫＭ：Ｌｅｆｔｋｉｄｎｅｙｍａｓｓ；ＢＧ：Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ；ＢＵＮ：

Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ；Ｓｃｒ：Ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ；ＵＰ：Ｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎ；Ｕｃｒ：Ｕｒｉｎｅｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ

２．３　肾皮质ＰＡＳ染色结果　ＣＯＮ组红色区域不
明显；与ＤＭ组相比，ＤＭ＋ＴＬＲ组红色区域相对较
少。在ＤＭ组与ＤＭ＋ＴＬＲ组，可以看到肾小球增

大、系膜基质增生，而ＣＯＮ组未显示。与ＤＭ 组相
比，ＤＭ＋ＴＬＲ组大鼠基质、系膜增生较少，见图１。

图１　肾皮质ＰＡＳ染色

Ｆｉｇ１　ＰｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄＳｃｈｉｆｆｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｇｌｏｍｅｒｕｌｉｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ１，Ａ２：ＣＯＮｇｒｏｕｐ；Ｂ１，Ｂ２：ＤＭｇｒｏｕｐ；Ｃ１，Ｃ２：ＤＭ＋ＴＬＲｇｒｏｕｐ．ＲｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｂｙＰＡＳ．Ｔｈｅｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙａｎｄ

ｍｅｓａｎｇｉａｌｍａｔｒｉｘｅｘｐａｎｓｉｏｎｗｅｒｅｓｈｏｗｎｉｎＤＭａｎｄＤＭ＋ＴＬＲｇｒｏｕｐｓｎｏｔｉｎｔｈｅＣＯＮｇｒｏｕｐ，ａｎｄｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎＤＭ＋ＴＬＲｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅＤＭｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ１，Ｂ１，Ｃ１），×４００（Ａ２，Ｂ２，Ｃ２）

２．４　肾皮质ｔｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｔＣＲＥＢ、

ｐＣＲＥＢ、ＦＮ的表达　与ＣＯＮ组相比，ＤＭ组ｔｐ３８
ＭＡＰＫ、ｔＣＲＥＢ表达差异没有统计学意义，ｐｐ３８
ＭＡＰＫ、ｐＣＲＥＢ 和 ＦＮ 的表达水平分别增加至

２．３７、２．２１、２．０３倍（Ｐ＜０．０５）。与 ＤＭ 组相比，

ＤＭ＋ＴＬＲ组的ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｐＣＲＥＢ、ＦＮ表达水
平降低（Ｐ＜０．０５），ｔｐ３８ＭＡＰＫ、ｔＣＲＥＢ的表达，
差异没有统计学意义，见图２。

３　讨　论

　　大量研究表明，ｐ３８ＭＡＰＫＦＮ通路在糖尿病

肾病的发生、发展中发挥重要作用［７９］。在高血糖、
氧化应激和细胞因子等诸多因素作用下，ｐ３８

ＭＡＰＫ被磷酸化［１０１２］，磷酸化的ｐ３８ＭＡＰＫ（ｐｐ３８
ＭＡＰＫ）转位到细胞核，将ＣＲＥＢ磷酸化，磷酸化的

ＣＲＥＢ（ｐＣＲＥＢ）结合ＦＮ启动子，从而促进ＦＮ的
转录［１３１４］，导致胶原合成增加、细胞外基质沉积和肾
小球基底膜增厚，进而加速糖尿病肾病的发生和发
展。Ｗａｎｇ等［１５］已经证明，在糖尿病大鼠中，抑制

ｐ３８ＭＡＰＫ通路，减少肾小球ＦＮ的产生，可对肾病
起保护作用。

　　ＴＬＲ是以络病气络学说为指导研制出的复方
制剂，它具有活血、通络、降脂、抗凝及改善血管内皮
功能等功效，其中水蛭具有利尿、消除尿蛋白的作
用，并能改善微循环；赤芍具有降低纤维蛋白原水平
的作用［４］。最近研究表明，人参的衍生物通过抑制
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ＭＡＰＫ和ＡＫＴ通路，可阻止高糖环境下原代培养
的大鼠系膜细胞的ＦＮ的产生［１６］。因此，早期抑制

ｐ３８ＭＡＰＫＦＮ通路可能对糖尿病肾病起保护作
用。

图２　蛋白质印迹分析检测肾皮质ｔｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｔＣＲＥＢ、ｐＣＲＥＢ、ＦＮ蛋白的表达

Ｆｉｇ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｐ３８ＭＡＰＫ，ｐｐ３８ＭＡＰＫ，ｔＣＲＥＢ，ｐＣＲＥＢ，

ａｎｄＦＮｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：ｔｐ３８ＭＡＰＫ；Ｂ：ｐｐ３８ＭＡＰＫ；Ｃ：ｔＣＲＥＢ；Ｄ：ｐＣＲＥＢ；Ｅ：ＦＮ．１：ＣＯＮｇｒｏｕｐ；２：ＤＭｇｒｏｕｐ；３：ＤＭ＋ＴＬＲｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓＣＯＮ

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ．ｎ＝７，珚ｘ±ｓ

　　本研究发现，糖尿病大鼠造模成功后１２周时，
出现持续高血糖状态，大鼠左肾质量／体质量、血糖、
血尿素氮、血肌酐、２４ｈ尿蛋白、尿蛋白／肌酐增加
（Ｐ＜０．０５），表明肾体积增大、肾小球损伤和肾功能
减退。ＴＬＲ干预后能够降低大鼠左肾质量／体质
量、血肌酐、２４ｈ蛋白尿、尿蛋白／肌酐 （Ｐ＜０．０５），
对血糖、血尿素氮无明显影响，这与本课题组前期的
研究结果基本一致［５６］。ＴＬＲ对糖尿病肾病具有保
护作用的可能机制有［４６，１７］：（１）ＴＬＲ能通过升高血
浆和组织中ＮＯ水平，降低血清内皮素的水平，从而
改善血管内皮细胞功能。（２）ＴＬＲ的研制是以中医
络病理论为依据，脉络作为经络中支横别出的分支
主要是指中小动脉和微循环，包括细动脉、毛细血管
至细静脉，也包括了毛细血管输入与输出之间的血
管襻。糖尿病微血管并发症如肾脏、视网膜、神经等
有共同的微血管病理学改变及相应的组织学改变，
糖尿病微血管病变的共性改变为络病的病理组织表

现，ＴＬＲ通过“通络消积”而对糖尿病微血管病变起
作用。（３）糖尿病慢性并发症的“共同土壤”学说、
“同一发病”学说均与氧化应激有关，ＴＬＲ通过减轻
细胞与组织的氧化应激，从而达到保护肾脏的作用。
血肌酐和尿蛋白是反映糖尿病肾病肾功能的主要指

标［４］，肾功能的保护方面主要是降低血肌酐和尿蛋
白，在本研究中，ＴＬＲ干预的糖尿病大鼠与糖尿病
对照组相比，血糖与尿素氮无明显改变，表明 ＴＬＲ
主要的药效是“益气养阴、祛瘀化痰、通络消积”，而
无明显的降血糖作用。

　　本研究进一步发现，在糖尿病大鼠肾皮质组织
中ｐｐ３８ ＭＡＰＫ、ｐＣＲＥＢ、ＦＮ 的表达水平增加，

ＴＬＲ干预后能够降低这些蛋白的表达，提示 ＴＬＲ

对糖尿病肾病的保护作用可能是通过抑制 ｐ３８
ＭＡＰＫＦＮ信号通路，拮抗该通路的激活因子而发
挥作用，但其确切机制仍需进一步研究证实。

　　本研究的结果表明，ＴＬＲ能抑制ｐ３８ＭＡＰＫ
ＦＮ信号通路的激活，减少肾脏纤维化，改善肾功能，
减缓糖尿病肾病的进展。
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商素芳

·消　息·

脊柱关节病国际研讨会暨国际强直性脊柱炎遗传协会上海会议在沪召开

　　近日，由第二军医大学长征医院主办的脊柱关节病国际研讨会暨国际强直性脊柱炎遗传协会上海会议在沪召开，６１位国

内外风湿病学顶级权威、２５０位来自全国各地的专家学者参加了大会。此次会议是目前国内该领域参会专家最多、学术水平最

高的一次盛会。

　　此次会议全面聚焦脊柱关节病及相关领域，以深度研讨脊柱关节病诊疗新理论和新技术为主题。来自美国、加拿大、澳大

利亚、英国、法国、荷兰、西班牙、葡萄牙、意大利、韩国、中国台北的３１位顶级专家以及我国１９位著名学者展示了相关领域的

最新理论和技术，专家们围绕脊柱关节病的分子遗传学研究、免疫机制探讨、核磁共振等诊断技术的运用，以及生物制剂治疗

的新进展进行深度的探讨，并就强直性脊柱炎疾病的热点、难点问题和最新进展进行专题报告和多媒体演示。

　　我国风湿免疫专家、长征医院风湿免疫科主任徐沪济教授认为，风湿病学在我国还是一个年轻的学科，与发达国家相比，

无论在临床还是在基础研究方面都存在着一定的差距。举办这次国际学术会议，对推动我国脊柱关节病甚至其他风湿病专业

的发展，提高我国的风湿免疫学学术水平将有重要意义。


