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肾素
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血管紧张素系统阻滞剂对单肾切除大鼠糖代谢异常的纠正
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%表达的影响&
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术后
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个月测定大鼠糖代谢相关指标(术后
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个月测定大鼠肾功能相关指标#蛋白免疫印迹法和免疫荧光法检测大

鼠右肾皮质中
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的表达&

结果
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酐比值升高$

8

&

"="$

%(与
:?P

组相比#

(JHB

和
(O]

治疗组血尿素氮'血肌酐和尿总蛋白"肌酐比值均降低$
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组大鼠残留肾中
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表达减少$
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结论
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O(6

阻滞剂可通过恢复肾皮质
(7D\

的表达来纠正单肾切除引起的糖代谢异常#是临床肾功能

不全伴糖代谢异常潜在的治疗靶标&
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糖尿病肾病是长期糖尿病的重要并发症之一#

是引起终末期肾脏疾病的主要原因*

#

+

#已得到公认&

但肾脏疾病诱发糖尿病的相关证据目前较少&我们

的前期研究发现左肾切除大鼠术后
'

个月会出现慢

性肾脏疾病*

!G&

+

#随之出现糖代谢异常*

C

+

&结果表明

单肾切除所致肾功能损伤导致了大鼠糖代谢异常#

提示肾功能损伤可能也是糖尿病的重要病因#但目

前机制尚不清楚&

肾素
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血管紧张素系统$
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%持续激活是引起肾脏疾病进展的重要原

因*

$
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&前期研究发现单肾切除大鼠体内存在
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的持续激活#且血管紧张素转化酶抑制剂$
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%能在一定程

度上改善单肾切除所致的糖代谢异常*
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#提示肾脏

O(6

持续激活可能与肾脏疾病引起的大鼠糖代谢

异常有关&腺苷酸活化蛋白激酶$

(7DG*)8.;*8,+
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(7D\

%是能量代谢的总开关#且在

肾脏组织中高表达*

'

+

#与
O(6

系统具有潜在的联

系&因此#本研究在前期研究的基础上#进一步采用

(JHB

及血管紧张素受体阻滞剂$
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.08,3<.32,),
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G
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%来干预单侧肾切除大鼠#观察大

鼠肾功能'糖代谢相关指标及
(7D\

表达的变化#

探讨肾功能损害导致糖代谢异常可能的作用机制&
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材料和方法
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只#体质量
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#由桂林医学院实验动物

中心提供#每
!

只大鼠关在同一笼里#室温$

!&c

#

%

[

#每天
#!M

光照#给予标准实验室饮食#不控制

饮水量&大鼠随机均分为
C

组!单肾切除组$

1.3,G

K

M2,)80-
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%'假手术组$

6M*-
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治疗

组'
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#

Q044*3+

%麻醉&
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组大鼠行左侧腹部
#

"

#=$)-

切口#取出左肾#保持

肾上腺完整(

6M*-

组大鼠行左侧腹部
#

"

#=$)-

切

口但不取左肾(

(JHB

治疗组和
(O]

治疗组大鼠先

行左肾切除术#然后将赖诺普利$
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L

-*G

(4+2.)M
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%或洛沙坦$
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%溶解于无菌蒸馏水中#每天按
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L

"

_

L

剂量灌胃&
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组和
6M*-

组大鼠#每天

摄入
&-R

蒸馏水作为安慰剂对照&本实验历经
#"

个月#获桂林医学院动物实验伦理委员会批准&
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生化和代谢指标检测

#=!=#

!

糖代谢相关指标
!

术后
&

'

'

'
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'
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个月时#

大鼠禁食
EM

后#取尾静脉血用快速血糖仪$

A3,G

N01)M:482*

#

R.5,6)*3

#

B3)=:6(

%检测血糖作为

空腹血糖$

--04

"

R

%(采集心脏空腹血样'离心#用

HRB6(

试剂盒$

H3S

9

-,.--130*<<*

9

#

7,2)0+.*

#

6V,+,3

%检测胰岛素浓度$
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R

%#具体步骤!酶偶

联抗体和显色底物
N7]

先后加入受检血清中#经

过孵育和洗涤#在光密度
C$"3-

处用
HRB6(

分析

仪$
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#
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检测胰岛素浓度$
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"
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%
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!!=$

&

#=!=!
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肾功能相关指标
!

术后
#"

个月时#用代谢

笼收集大鼠
!CM

尿量#用于检测尿总蛋白"肌酐比

值&然后采集大鼠心脏空腹血样#检测血尿素氮和

血肌酐等反映肾功能的指标&血尿素氮$酶法%#血

清"尿肌酐$

/*55,

动力学法%和尿总蛋白$免疫比浊

法%均在同一生化分析仪上检测$
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#
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#
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#=&
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蛋白免疫印迹检测
(7D\

蛋白表达
!

术后

#"

个月时#各组大鼠均被处死#取出右侧肾脏&将

肾皮质溶于缓冲液
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"
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#
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#
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%离心
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#分离上清液#
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肾素
G

血管紧张素系统阻滞剂对单肾切除大鼠糖代谢异常的纠正

将分离的蛋白条带转移至硝酸纤维素膜上&硝酸纤

维素膜先在室温下用
$Z

脱脂牛奶封闭
#M

#然后加
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$

#h!""

%(
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$
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#洗涤#最后加偶联辣根过氧化物酶

$

#h!"""

(

:

K

<8*8,

#

N,-,)14*

#

7(

%的二抗#用电

化学发光法$

(-,2<M*-

#

D.<)*8*V*

9

#

?/

%检测显色

蛋白条带的免疫反应强度&为准确判断待测蛋白的

表达情况#向电泳槽上同时加入内参&内参
&

G*)8.3

和
(7D\

的相对分子质量大小分别约为
C&"""

'

%C"""

&

#=C

!

免疫荧光法测定肾脏组织
(7D\

表达
!

术后

#"

个月时#大鼠右侧肾脏被取出#用于免疫荧光染

色#观察各组大鼠肾皮质
(7D\

表达的差异&肾组

织于液氮中固定
!CM

后用石蜡包埋并切成
C

%

-

的

薄片#接着用
#Z

牛血清白蛋白封闭
&"-.3

#然后加

山羊抗
K

M0<

K

M0G(7D\

#

#

#

C[

孵育
#!M

后洗涤#

最后加偶联
(4,X*CEE

$绿色%的抗山羊二抗$

#h

!""

%#室温孵育
#M

后洗涤#于荧光显微镜下观察

$

(P#"

#

J*24T,.<<

#

Q*-U12

L

#

,̀2-*3

9

%&

#=$

!

统计学处理
!

采用
6D66#&="

软件#方差分析

各组大鼠空腹血糖和血胰岛素#检验水准$

#

%为
"="$

&

D

!

结
!

果

!=#

!

O(6

阻滞剂对单肾切除大鼠肾功能的影响
!

结果$图
#

%表明!术后
#"

个月时#

:?P

大鼠血尿素

氮'血肌酐及尿总蛋白"肌酐比值均较
6M*-

组大鼠

升高*$

#%=Fc&='

%

;<

$

'=Ec#=%

%

--04

"

R

#

$

EE=$c#'=&

%

;<

$

C"='c#"='

%

%

-04

"

R

#$

"='$#c

"=#$E

%

;<

$

"=&E$c"=#C#

%

-

L

"

--04

+#组间差异有

统计学意义$

8

&

"="$

%(

(JHB

治疗组及
(O]

治疗

组血尿素氮*$

%="c#='

%'$

E=%c#=E

%

--04

"

R

+'血

肌酐*$

C&=Cc#&=#

%'$

C$=Ec#"=C

%

%

-04

"

R

+及尿总

蛋白"肌酐比值均较
:?P

组*$

"=#$"c"=##F

%'

$

"=!%'c"=#$F

%

-

L

"

--04

+降低#组间差异有统计

学意义$

8

&

"="$

%&

!=!

!

O(6

阻滞剂对单肾切除大鼠糖代谢的影响
!

结果$图
!(

%表明!与其他
&

组相比#

:?P

组大鼠空

腹血糖明显升高&术后
E

个月#

:?P

组空腹血糖高

于
6M*-

组*$

$=Fc"=&

%

;<

$

$=&c"='

%

--04

"

R

+#

差异有统计学意义$

8

&

"="$

%(

(JHB

治疗组和
(O]

治疗组空腹血糖与
6M*-

组差异无统计学意义&

图
C

!

@<L

阻滞剂对单肾切除大鼠肾功能的影响

M%

'

C

!

P&-4"(&+(,-@<L34,+T.6(,&#(&.46

B

$-"&+/%,&

%&"&%&(

*

1#(+/,9%V(6#./$

(

!

Y*<8.3

L

<2,1-12,*

(

]

!

Y*<8.3

L

<,21-)2,*8.3.3,

(

J

!

:2.3*2

9

808*4

K

208,.380)2,*8.3.3,=

"

8

&

"="$;<:?P

L

201

K

(

,d#"

#

(

>c(

!!

各组大鼠空腹胰岛素水平均随着时间延长有下

降趋势$图
!]

%&术后
&

个月时#

:?P

组胰岛素水

平高于
6M*-

组*$

#E=%c&=$

%

;<

$

#!=#c!=C

%

--04

"

R

#

8

&

"="$

+#

(JHB

治疗降低了单侧肾切除

大鼠的高胰岛素水平*$

#$='c!=%

%

--04

"

R

#

8

&

"="$

+(术后
#"

个月时#

(JHB

治疗组*$

#!=Fc!=!

%

--04

"

R

+和
(O]

治疗组*$

#!="c!=C

%

--04

"

R

+胰

岛素水平高于
:?P

组*$

##=Cc#=F

%

--04

"

R

+#差

异有统计学意义$

8

&

"="$

%&

与空腹胰岛素水平的变化一致#

C

组大鼠
QAG

7(GBO

随手术时间延长而减小$图
!J

%&术后
&

个

月#

:?P

组
QA7(GBO

值高于
6M*-

组$

C=&c"='

;<!=Ec"=&

#

8

&

"="$

%(术后
#"

个月#

:?P

组

QA7(GBO

与
6M*-

组差异有统计学意义$

!=Fc

"=$;<#='c"=!

#

8

&

"="$

%#

(O]

治疗能纠正单肾

切除引起的胰岛素抵抗$

:?P;<(O]

!

!=Fc"=$

;<!=$c"=!

#

8

&

"="$

%&

,

&'%

,



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
%

月#第
&'

卷

图
D

!

@<L

阻滞剂对单肾切除大鼠糖代谢的影响

M%

'

D

!

2--(+/,-@<L34,+T.6(,&

'

4"+,$(

6

B

$9(/.3,4%$9%&"&%&(

*

1#(+/,9%V(6#./$

(

!

Y*<8.3

L

U400+

L

41)0<,

(

]

!

Y*<8.3

L

<,21-.3<14.3

(

J

!

QA7(GBO=

"

8

&

"="$

#

<M*-;<:?P

(

'

8

&

"="$

#

:?P

;<(JHB

(

*

8

&

"="$

#

:?P;<(O]=,d#"

#

(

>c(

!=&

!

O(6

阻滞剂对单肾切除大鼠残留肾
(7D\

表达的影响
!

蛋白免疫印迹结果$图
&

%显示!

:?P

组大鼠残留肾皮质中
(7D\

表达明显少于
6M*-

组#

(JHB

和
(O]

治疗均能使肾组织
(7D\

表达

增强#差异有统计学意义$

8

&

"="#

%&

与蛋白免疫印迹结果一致#免疫荧光实验结果

$图
C

%表明!

(7D\

均匀一致地表达于
6M*-

组大

鼠肾小管上皮细胞内(

:?P

组大鼠肾皮质中

(7D\

表达减弱#除了代偿性结构功能相对正常的

肾小管上皮细胞表达的
(7D\

接近于正常强度(

(JHB

和
(O]

治疗组
(7D\

表达水平整体上接近

于
6M*-

组#但不如
6M*-

组均匀一致#个别肾小管

表达强度类似于
:?P

组&

图
E

!

免疫印迹检测各组大鼠残留肾组织
<?GA

的表达

M%

'

E

!

2)

*

#($$%,&$,-<?GA%&#(&.4+,#/()3

B

X($/(#&34,//%&

'

.&.4

B

$%$

""

8

&

"="#;<:?P

(

,d#"

#

(

>c(

图
S

!

免疫荧光法检测各组大鼠残留肾组织
<?GA

的表达

M%

'

S

!

2)

*

#($$%,&$,-<?GA%&#(&.4+,#/()/%$$"($3

B

%99"&,-4",#($+(&+(

(

!

6M*-

L

201

K

(

]

!

:?P

L

201

K

(

J

!

(JHB

L

201

K

(

@

!

(O]

L

201

K

=A2.

L

.3*4-*

L

3.5.)*8.03

!

f!""

E

!

讨
!

论

本研究结果表明单肾切除能引起大鼠肾功能损

伤和糖代谢异常(

(JHB

或
(O]

治疗能纠正单肾切

除引起的这些异常改变#包括肾皮质中
(7D\

的表

达&结果证实单肾切除大鼠表现出的肾功能损伤伴

糖代谢异常与大鼠
O(6

持续激活有关#且
O(6

通

过减少肾皮质中
(7D\

的表达来干扰大鼠糖代谢&

O(6

不仅是高血压和肾功能损伤的治疗靶点#

也是代谢性疾病的重要影响因素*

%

+

&在细胞水平#

血管紧张素
$

$

(3

L$

%通过增加氧化应激反应和改

变胰岛素信号通路导致胰岛素抵抗#进而减少细胞

葡萄糖的转运*

E

+

&此外#

(3

L$

还能引起胰岛发生

,

C'%

,
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第
%

期
=

杨可可#等
=

肾素
G

血管紧张素系统阻滞剂对单肾切除大鼠糖代谢异常的纠正

炎症#

&

细胞发生凋亡*

E

+

&所以#单肾切除大鼠的糖

代谢紊乱可能与
(3

L$

表达增强有关#这一观点已

被证实*

C

+

&单肾状态下#大鼠
O(6

激活不仅能引起

残留肾损伤#还与胰岛中的转化生长因子
&

#

激活有

关*

FG#"

+

#后者可促进
#

G

平滑肌肌动蛋白$

#

G<-008M

-1<)4,*)8.3

#

#

G67(

%表达*

##

+

#

#

G67(

能引起成纤

维细胞'血管平滑肌细胞等产生细胞外基质#最终引

起纤维性损伤#如胰岛纤维化*

C

+

&胰岛纤维组织逐

渐取代正常分泌胰岛素的胰岛
&

细胞#导致胰岛素

分泌减少#血糖升高&即便
:?P

大鼠年龄增加'胰

岛纤维化引起胰岛素分泌不足#胰岛素抵抗仍使其

空腹血胰岛素水平在各时间点均高于假手术组&所

以#

:?P

大鼠空腹胰岛素水平由胰岛纤维化和胰岛

素抵抗两个因素共同决定#且胰岛素抵抗引起的胰

岛素含量改变大于胰岛纤维化&术后
&

个月时#

:?P

大鼠已出现了胰岛素抵抗#但胰岛纤维化不明

显#所以
:?P

组空腹胰岛素水平高于假手术组(

(JHB

和
(O]

治疗均能在一定程度上改善胰岛素

抵抗#但只有
(JHB

对空腹胰岛素的纠正有统计学

意义$

8

&

"="$

%&术后
#"

个月时#

:?P

大鼠仍存

在胰岛素抵抗#但年龄增加和胰岛纤维化引起的胰

岛素分泌不足越来越突出(

O(6

阻滞剂在手术后期

可能对胰岛素分泌不足的纠正效果优于对胰岛素抵

抗的纠正#所以
O(6

阻滞剂治疗组的空腹胰岛素水

平高于
:?P

组&无论
(JHB

或
(O]

治疗组的空腹

血糖'空腹胰岛素以及
QA7(GBO

的绝对值如何#与

:?P

组检测指标相比均有改善$

8

&

"="$

%&

除了直接影响大鼠糖代谢#

(3

L$

还可以通过

改变残留肾中
(7D\

的表达来实施抗代谢稳定作

用&

(7D\

在机体三大能量代谢平衡中起至关重

要的调节作用&在糖代谢中#葡萄糖跨膜转运主要

依赖于膜两侧葡萄糖的浓度梯度和葡糖糖转运蛋白

的表达#尤其是葡萄糖转运体
C

$

L

41)0<,82*3<

K

028G

,2<C

#

R̀:NC

%

*

#!

+

#而
(7D\

能增加
R̀:NC

的易

位#促进葡萄糖吸收*

#&

+

&此外#

(7D\

通过使胰岛

素受体底物
#

磷酸化来增强胰岛素的敏感性*

#C

+

&

在糖代谢方面#

(3

L$

不仅完全对抗
(7D\

调节糖

代谢的机制#如减少
R̀:NC

的转位和影响胰岛素

信号通路*

#$

+

#而且还能阻止
(7D\

激活剂对糖代

谢的调节作用*

#'

+

&因此#我们认为
O(6

引起的糖

代谢紊乱还与肾皮质中
(7D\

的表达减少有关&

本研究中
:?P

组大鼠肾皮质
(7D\

表达比
6M*-

组明显减少#

(JHB

和
(O]

治疗均能纠正
(7D\

的表达并使其接近于正常水平&由此推断#

O(6

阻

滞剂对单肾切除大鼠糖代谢异常的纠正#其机制和

O(6

阻滞剂对肾皮质中
(7D\

表达的恢复有关&

(7D\

除了维持机体能量代谢的稳定#还对肾

脏的生理功能有良好的调节作用*

#%G#E

+

#如!调节肾小

管运输#保护足细胞&当肾脏出现缺血'供能不足或

者纤维性损伤时#

(7D\

激活剂表现出良好的治疗

作用*

#F

+

#且已应用于临床治疗*

!"

+

&因此#残留肾中

(7D\

表达减少不仅影响大鼠糖代谢#还影响大鼠

肾功能&结合本研究结果和已证实的研究结论#我

们认为单肾切除大鼠体内首先发生
O(6

持续激活#

接着引起肾功能损伤和糖代谢紊乱#其作用机制与

O(6

抑制肾皮质中
(7D\

表达有关&因此#残留

肾中
(3

L$

和
(7D\

的异常改变是肾功能损伤后

糖代谢紊乱出现的重要原因&因此#

O(6

阻滞剂和

(7D\

激活剂联合使用可能为临床肾功能不全伴

糖代谢异常患者提供新的治疗思路&

综上所述#本研究从肾病可能引起糖尿病的角

度阐明了肾脏和代谢的相互关系&相关数据已经证

实单肾切除不仅能引起糖代谢异常#还能导致脂肪

代谢改变和残留肾癌变*

!

#

!#

+

&因此#肾脏损伤和代

谢疾病'癌症的发展息息相关#其潜在机制需要进一

步研究#

O(6

和
(7D\

可能是其中的机制之一&

志谢(本研究实验场所和仪器由桂林医学院中

心实验室提供!在此表示衷心的感谢"
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