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津力达颗粒对１型糖尿病大鼠肾脏的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨津力达颗粒对１型糖尿病大鼠肾脏的保护作用及作用机制。方法　ＳＤ大鼠腹腔注射链脲佐菌素

（ＳＴＺ）６０ｍｇ／ｋｇ制备１型糖尿病模型。将造模成功的糖尿病ＳＤ大鼠随机分为糖尿病模型组，低、中、高剂量津力达组（０．７５、

１．５、３．０ｇ／ｋｇ津力达颗粒），津力达＋通心络组（１．５ｇ／ｋｇ津力达颗粒＋０．４ｇ／ｋｇ通心络超微粉），二甲双胍组（５０ｍｇ／ｋｇ二甲

双胍）和沙格列汀组（１ｍｇ／ｋｇ沙格列汀），每组５只；另取５只未造模大鼠作为正常对照组。各组大鼠予以药物或安慰剂灌胃，

８周后实时定量ＰＣＲ检测大鼠肾脏组织生长激素（犌犎）及其受体（犌犎犚）、胰岛素样生长因子１（犐犌犉１）及其受体（犐犌犉１犚）、胰

岛素样生长因子结合蛋白１（犐犌犉犅犘１）ｍＲＮＡ的表达情况，蛋白质印迹法检测丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）通路相关蛋白及

纤维连接蛋白（ＦＮ）的表达水平，ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色和ＰＡＳ染色观察肾脏组织形态学变化。结果　同正常对照组相比，

糖尿病模型组大鼠肾脏组织犌犎、犌犎犚、犐犌犉１、犐犌犉１犚ｍＲＮＡ表达水平增加（犘＜０．０１），胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）、ｃＪｕｎ氨

基末端激酶（ＪＮＫ）磷酸化水平及ＦＮ蛋白表达水平升高（犘＜０．０１），伴肾脏组织细胞增殖、纤维沉积；中、高剂量津力达干预

后，大鼠肾脏组织犌犎、犌犎犚、犐犌犉１、犐犌犉１犚ｍＲＮＡ的表达水平降低（犘＜０．０１），ｐＥＲＫ／ＥＲＫ、ｐＪＮＫ／ＪＮＫ的比值和ＦＮ蛋

白的表达水平也降低（犘＜０．０５，犘＜０．０１），且肾脏组织纤维化程度明显改善。结论　津力达颗粒对１型糖尿病大鼠肾脏有

保护作用，其作用可能是通过降低大鼠肾脏犌犎、犐犌犉１的水平和抑制ＭＡＰＫ通路的激活来实现的。
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第８期．卢晓晓，等．津力达颗粒对１型糖尿病大鼠肾脏的保护作用

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　犑犻狀犾犻犱犪ｇｒａｎｕｌｅｓ；ｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ；ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１；ｋｉｄｎｅｙ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（８）：１０２８１０３２］

　　随着糖尿病病程的进展，糖尿病并发症的发生

严重影响人类的生活质量，其中糖尿病肾病作为糖

尿病微血管并发症之一，是导致终末期肾功能衰竭

的最常见原因［１］。研究发现，虽然糖尿病患者循环

内生长激素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）水平升高、胰岛

素样生长因子 １（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，

ＩＧＦ１）水平降低，但其肾脏组织中ＧＨ、ＩＧＦ１水平

均升高［２］，两者具有促细胞增殖、分化等作用；同时

高血糖刺激、ＧＨ等均可激活丝裂原活化蛋白激酶

（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）家族信号

通路，如胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉａｎｓｅ，ＥＲＫ）／ｃＪｕｎ 氨基末端激酶

（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）／ｐ３８
［３４］，提示其与

肾脏肥大、细胞外基质（ＥＣＭ）增多有关。本研究旨

在观察津力达颗粒对１型糖尿病大鼠肾脏组织

ＧＨ、ＩＧＦ１水平的影响及对肾脏的保护作用。

１　材料和方法

１．１　主要药品与试剂　津力达颗粒和通心络超微

粉由石家庄以岭药业有限公司提供；二甲双胍

（０．８５ｇ／片）购自中美上海施贵宝有限公司；沙格列

汀（５ｍｇ／片）购自阿斯利康制药有限公司；链脲佐菌

素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）、羟甲基纤维素钠、柠檬酸及

柠檬酸钠均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；反转录试剂盒、

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购

自Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＲＮａｓｅⅠ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；

ＰＣＲ 引物购自上海捷瑞生物工程有限公司；

ＥＲＫ／ｐＥＲＫ抗体、ＪＮＫ／ｐＪＮＫ抗体、ｐ３８／ｐｐ３８抗

体、ＧＡＰＤＨ抗体购自美国ＣＳＴ公司；羊抗兔ＨＲＰ

标记二抗、羊抗鼠ＨＲＰ标记二抗购自碧云天生物科

技公司；石蜡购自中国石油化工有限公司；氯仿、异

丙醇、甲醛、二甲苯、无水乙醇、氨水、冰醋酸、甘油、

１０％水合氯醛等购自上海国药集团；中性树脂、苏木

精、伊红购自上海长岛生物技术有限公司；ＲＩＰＡ组

织细胞快速裂解液、ＤＥＰＣ处理水、ＰＢＳ、中性树脂购

自上海基尔顿生物科技有限公司；Ｍａｓｓｏｎ染色试剂

盒购自南京凯基生物科技发展有限公司；ＡＢＰＡＳ

染色试剂盒购自北京雷根生物技术有限公司；普通

饲料由第二军医大学实验动物中心提供。

１．２　动物模型制备与分组　按照ＳＴＺ诱导实验性

糖尿病动物模型的方法制备１型糖尿病大鼠模型。

６０只成年雄性ＳＤ大鼠，体质量１８０～２２０ｇ，购自第

二军医大学实验动物中心［许可证号：ＳＣＸＫ（沪）

２０１２０００３］，适应性饲养３ｄ后，禁食不禁水１２ｈ，随

机抽取５只作为正常对照组（ＮＣ组），其余大鼠则以

６０ｍｇ／ｋｇ 的 ＳＴＺ 溶液腹腔注射 （ＳＴＺ 溶于

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠缓冲液，ｐＨ４．２～４．５，新鲜配

制）。７２ｈ后鼠尾静脉采血测血糖值，根据血糖≥

１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ确定是否造模成功。将成模大鼠进行

随机分组，分别为糖尿病模型组（ＤＭ组）、低剂量津

力达组（ＪＬ组）、中剂量津力达组（ＪＭ组）、高剂量津

力达组（ＪＨ组）、中剂量津力达＋通心络组（ＪＭ＋

ＴＸＬ组）、二甲双胍组（Ｍｅｔ组）、沙格列汀组（Ｓａｘ

组），每组５只（去除造模失败、死亡鼠）。

１．３　药物干预与组织留取　ＪＬ、ＪＭ和ＪＨ组分别

给予０．７５、１．５、３．０ｇ／ｋｇ的津力达颗粒，ＪＭ＋ＴＸＬ

组给予１．５ｇ／ｋｇ津力达颗粒＋０．４ｇ／ｋｇ通心络超

微粉，Ｍｅｔ组给予５０ｍｇ／ｋｇ二甲双胍，Ｓａｘ组给予１

ｍｇ／ｋｇ沙格列汀。各组药物均溶于０．５％羟甲基纤

维素钠后灌胃，ＤＭ组和ＮＣ组仅给予０．５％羟甲基

纤维素钠（１ｍＬ／１００ｇ）灌胃。８周后全部大鼠（每

组５只）禁食过夜后称量并记录。按０．４ｍＬ／１００ｇ

的剂量腹腔注射１０％水合氯醛麻醉大鼠，打开腹

腔，迅速留取肾脏组织，部分放入１０％甲醛液中固

定，另一部分液氮速冻，－８０℃保存。

１．４　实时定量ＰＣＲ检测肾脏犌犎、ＩＧＦ１及相关因

子ｍＲＮＡ的表达　取大鼠肾脏皮质组织，用标准

ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，将ＲＮＡ用反转录酶反转录为

ｃＤＮＡ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法实时定量ＰＣＲ检测肾脏犌犎

及其受体（犌犎犚）、犐犌犉１及其受体（犐犌犉１犚）、胰岛素

样生长因子结合蛋白１（犐犌犉犅犘１）的表达，管家基因

犌犃犘犇犎作为内参。引物序列见表１。

表１　实时定量犘犆犚所用引物序列

名称 序列

犌犎 Ｆ：５′ＡＧＴＴＣＧＡＧＣＧＴＧＣＣＴＡＣＡＴＴＣＣ３′

Ｒ：５′ＣＡＧＣＧＡＧＡＡＧＣＧＡＡＧＣＡＡＴＴＣＣ３′

犌犎犚 Ｆ：５′ＴＧＣＴＴＴＧＣＣＴＴＴＧＣＣＴＧＡＣ３′

Ｒ：５′ＡＣＡＴＴＣＡＣＴＣＴＣＡＣＧＣＴＣＴＣＣ３′

犐犌犉１ Ｆ：５′ＣＡＡＡＧＴＣＡＧＣＴＣＧＴＴＣＣＡＴＣＣ３′

Ｒ：５′ＧＧＴＣＴＴＧＴＴＴＣＣＴＧＣＡＣＴＴＣＣ３′

犐犌犉１犚 Ｆ：５′ＧＡＧＧＡＧＧＴＧＡＣＡＧＧＡＡＣＡＡＡＧ３′

Ｒ：５′ＧＧＡＧＧＴＧＡＡＡＣＧＧＡＧＡＡＣＡＴＣ３′

犐犌犉犅犘１ Ｆ：５′ＣＣＣＡＧＣＧＡＧＣＡＴＴＧＡＡＣＡＣ３′

Ｒ：５′ＴＡＣＧＣＧＡＡＣＣＴＧＧＡＡＧＧＡＣ３′

犌犃犘犇犎 Ｆ：５′ＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３′

Ｒ：５′ＴＣＣＣＡＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＡＣ３′

　　ＧＨ：生长激素；ＧＨＲ：生长激素受体；ＩＧＦ１：胰岛素样生长

因子１；ＩＧＦＩＲ：胰岛素样生长因子１受体；ＩＧＦＢＰ１：胰岛素样生

长因子结合蛋白１

·９２０１·
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１．５　蛋白质印迹法检测肾脏ＭＡＰＫ系统通路相关

蛋白、纤维连接蛋白（ＦＮ）的表达　分离肾脏皮质组

织，剪碎、匀浆，提取组织样品并进行蛋白定量

（５６２ｎｍ）。ＰＡＧＥ分离蛋白样品，转膜，５％脱脂奶

粉封闭，加入相应ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ｐ３８、

ｐｐ３８、ＦＮ抗体孵育，显色。使用蛋白灰度分析软件

检测目的蛋白条带灰度值并定量，结果以目的条带

灰度值与内参ＧＡＰＤＨ条带灰度值的比值来表示。

１．６　肾脏组织形态学改变　用１０％甲醛固定部分

肾脏组织，常规洗涤、脱水、透明、浸蜡、包埋、切片

后，分别行ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色和ＰＳＡ染色，显

微镜下观察组织并拍照。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据

分析，数据用珔狓±狊表示，多组间比较采用单因素方

差分析；两组间比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔ狋检验，方差不齐

时为Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓＴ３检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　糖尿病模型评估　大鼠腹腔注射ＳＴＺ３ｄ后，

鼠尾静脉血糖值高于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ者可确定成模，

本实验成模率１００％。成模大鼠摄食量、饮水量增

加，二便排泄增多，精神差，反应迟钝，毛发黯淡杂

乱。随后每周监测大鼠血糖及体质量，血糖值均≥

１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ，且体质量减轻。

２．２　各组大鼠肾脏犌犎、犌犎犚、犐犌犉１、犐犌犉１犚、

犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ的表达变化　与 ＮＣ组相比，ＤＭ

组大鼠肾脏犌犎、犌犎犚、犐犌犉１、犐犌犉１犚、犐犌犉犅犘１

ｍＲＮＡ的表达升高（犘＜０．０１）。与ＤＭ组相比，ＪＭ

组、ＪＨ组、ＪＭ＋ＴＸＬ组、Ｍｅｔ组肾脏犌犎 和犐犌犉１

ｍＲＮＡ的表达降低（犘＜０．０１），所有治疗组肾脏

犌犎犚ｍＲＮＡ的表达均降低（犘＜０．０１），ＪＬ组、ＪＭ

组、ＪＨ 组、ＪＭ＋ＴＸＬ 组、Ｍｅｔ组肾脏犐犌犉１犚

ｍＲＮＡ的表达均降低（犘＜０．０５，犘＜０．０１），ＪＭ＋

ＴＸＬ组犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ的表达降低（犘＜０．０５）。

见图１。

２．３　各组大鼠肾脏ＭＡＰＫ系统通路相关蛋白、ＦＮ

的表达变化　与ＮＣ组相比，ＤＭ 组肾脏ｐＥＲＫ／

ＥＲＫ、ｐＪＮＫ／ＪＮＫ比值和ＦＮ表达均升高，ｐｐ３８／

ｐ３８比值降低。与ＤＭ组相比，ＪＭ、ＪＨ、ＪＭ＋ＴＸＬ、

Ｍｅｔ和Ｓａｘ组ｐＥＲＫ／ＥＲＫ、ｐＪＮＫ／ＪＮＫ的比值均

降低；所有治疗组ｐｐ３８／ｐ３８的比值均升高，而ＦＮ

的表达均降低。见图２。

图１　各组大鼠肾脏犌犎、犌犎犚、犐犌犉１、犐犌犉１犚、犐犌犉犅犘１犿犚犖犃的表达水平

ＮＣ：正常对照组；ＤＭ：糖尿病组；ＪＬ：０．７５ｇ／ｋｇ津力达组；ＪＭ：１．５ｇ／ｋｇ津力达组；ＪＨ：３．０ｇ／ｋｇ津力达组；ＪＭ＋Ｔ：１．５ｇ／ｋｇ津力达颗粒＋

０．４ｇ／ｋｇ通心络超微粉组；Ｍｅｔ：５０ｍｇ／ｋｇ二甲双胍组；Ｓａｘ：１ｍｇ／ｋｇ沙格列汀组．ＧＨ：生长激素；ＧＨＲ：生长激素受体；ＩＧＦ１：胰岛素样

生长因子１；ＩＧＦ１Ｒ：胰岛素样生长因子１受体；ＩＧＦＢＰ１：胰岛素样生长因子结合蛋白１．犘＜０．０５，犘＜０．０１与ＤＭ组比较；△△犘＜

０．０１与ＮＣ组比较．狀＝５，珔狓±狊

图２　各组大鼠肾脏犕犃犘犓系统通路相关蛋白、犉犖的表达

ＮＣ：正常对照组；ＤＭ：糖尿病组；ＪＬ：０．７５ｇ／ｋｇ津力达组；ＪＭ：１．５ｇ／ｋｇ津力达组；ＪＨ：３．０ｇ／ｋｇ津力达组；ＪＭ＋ＴＸＬ：１．５ｇ／ｋｇ津

力达颗粒＋０．４ｇ／ｋｇ通心络超微粉组；Ｍｅｔ：５０ｍｇ／ｋｇ二甲双胍组；Ｓａｘ：１ｍｇ／ｋｇ沙格列汀组．ＥＲＫ：胞外信号调节激酶；ＪＮＫ：ｃＪｕｎ

氨基末端激酶；ＦＮ：纤维连接蛋白

·０３０１·
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２．４　各组大鼠肾脏组织形态学改变　ＨＥ染色

（图３Ａ）镜下示ＮＣ组大鼠肾小球轮廓及周围肾小管

结构清晰，细胞间界限清晰；ＤＭ组皮质变薄，肾小球

轮廓不清、数量减少，肾小管结构模糊、细胞界限不

清。Ｍａｓｓｏｎ染色（图３Ｂ）镜下示ＤＭ组相对于ＮＣ组

肾小管间质中蓝染部分增加，即发生胶质沉积和间

质纤维化。ＰＡＳ染色（图３Ｃ）镜下示ＤＭ组肾小球内

紫红色面积增加，肾小球系膜区增生，基底膜增厚。

由各染色结果可见，ＪＭ、ＪＬ、ＪＭ＋ＴＸＬ组大鼠肾脏组

织形态相较于ＤＭ组均有不同程度的改善。

图３　各组大鼠肾脏组织犎犈染色（犃）、犕犪狊狊狅狀染色（犅）及犘犃犛染色（犆）结果

Ａ１，Ｂ１，Ｃ１：正常对照组；Ａ２，Ｂ２，Ｃ２：糖尿病组；Ａ３，Ｂ３，Ｃ３：０．７５ｇ／ｋｇ津力达组；Ａ４，Ｂ４，Ｃ４：１．５ｇ／ｋｇ津力达组；Ａ５，Ｂ５，Ｃ５：３．０ｇ／ｋｇ

津力达组；Ａ６，Ｂ６，Ｃ６：１．５ｇ／ｋｇ津力达颗粒＋０．４ｇ／ｋｇ通心络超微粉组；Ａ７，Ｂ７，Ｃ７：５０ｍｇ／ｋｇ二甲双胍组；Ａ８，Ｂ８，Ｃ８：１ｍｇ／ｋｇ沙格列汀

组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

糖尿病肾病作为糖尿病微血管并发症之一，其

肾脏病理损伤包括早期肾小球高滤过、肾小球肥大、

细胞外基质增厚、晚期肾小球纤维化等［５］。糖尿病

肾病的发生和发展涉及多种机制，已有证据表明，

ＧＨ和ＩＧＦ在糖尿病肾病的发展中有重要作用
［６］。

ＧＨ／ＩＧＦ１系统各组成部分在肾脏中均有表达，通

过多种途径参与糖尿病肾病的发生，如ＩＧＦ１可抑

制ＮＯ合酶，降低肾小动脉阻力，增加肾小球滤过

率［７］；还可刺激肾小球系膜细胞有丝分裂，诱导细胞

迁移及蛋白多糖、ＦＮ、Ⅳ型胶原纤维的合成
［８９］。虽

然ＧＨ不直接影响肾脏血流动力学、细胞增殖及细

胞外基质的产生，但其可通过ＩＧＦ１发挥作用
［１０］。

此外，ＧＨ还存在一些ＩＧＦ１非依赖性作用，可能与

肾小球硬化相关［１１］。ＧＨ／ＩＧＦ１ 可激活 Ａｋｔ、

·１３０１·
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ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ等多条信号通路，其中ＭＡＰＫ家族系

统是促进细胞增殖和传导应激信号的主要通路，与

糖尿病肾病的发生机制相关［１２］。ＭＡＰＫ家族系统

包括ＥＲＫ、ＪＮＫ、ｐ３８等蛋白，高血糖、生长因子、氧

化应激、牵张刺激等均可激活 ＭＡＰＫ通路，通过磷

酸化作用激活下游转录因子（如ＳＴＡＴ，ｃｊｕｎ，ＡＰ１

等），进而调节转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）等表达，影

响细胞增殖、ＦＮ及Ⅳ型胶原的合成，从而促进糖尿

病肾病的发生和发展［１３１４］。

中医认为“消渴病”（糖尿病）起于“中焦”（脾，包

含胰腺概念），脉络学认为“孙络微血管”损伤时易壅

滞、积瘀，从而导致孙络所处脏器组织发生病变［１５］。

津力达颗粒重在改善“脾”运化功能失调，继而使水津

沿“孙络微血管”输布至脏器，治疗微血管病变
［１６］。

本研究通过检测大鼠肾脏组织中犌犎、犌犎犚、

ＩＧＦ１、犐犌犉１犚、犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ的水平来反映

ＧＨ／ＩＧＦ１系统在肾脏中的表达情况，发现ＤＭ

组 肾 脏 组 织 内 犌犎、犌犎犚、ＩＧＦ１、犐犌犉１犚、

犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ的表达与ＮＣ组比较均升高，中

或高剂量津力达颗粒治疗后，犌犎、犌犎犚、ＩＧＦ１、

犐犌犉１犚ｍＲＮＡ的表达水平降低，表明ＧＨ、ＩＧＦ１

及相关受体的高表达可能与糖尿病肾脏改变相

关。此外，本研究通过检测大鼠肾脏组织 ＭＡＰＫ

通路相关蛋白及ＦＮ蛋白的表达来反映肾脏组织

ＭＡＰＫ家族的激活状态及纤维化程度，发现ＤＭ

组ｐＥＲＫ／ＥＲＫ、ｐＪＮＫ／ＪＮＫ比值及ＦＮ蛋白的表

达与ＮＣ组比较均升高，而加入中、高剂量津力达

颗粒治疗后，ＥＲＫ、ＪＮＫ的磷酸化水平及ＦＮ蛋白

的表达均降低，表明津力达颗粒可能通过抑制

ＥＲＫ、ＪＮＫ通路的激活来减少细胞外基质（包括

ＦＮ）的生成。本研究３种肾脏病理染色结果均表

明津力达颗粒可抑制肾小球细胞增殖、基底膜增

厚及肾小球纤维化。另ＪＭ＋ＴＸＬ组对肾脏犌犎、

犌犎犚、ＩＧＦ１、犐犌犉１犚、犐犌犉犅犘１ｍＲＮＡ表达的抑

制作用大于ＪＭ组，提示通心络可能也具有与津

力达颗粒相似的作用，两药合用具有协同作用。

综上所述，津力达颗粒可降低糖尿病大鼠肾脏

ＧＨ、ＩＧＦ１表达，抑制ＥＲＫ、ＪＮＫ通路的激活从而

减少细胞外基质的生成，具有肾脏保护作用。
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