
书书书

!药!!理"

缩泉胶囊改善糖尿病小鼠膀胱功能

范平龙! !连大卫! !徐伟君! !扶丽君! !黄!萍! !操红缨!

"广州中医药大学中药学院! 广东 广州 "#$%$"#

收稿日期! &$#’($)(#&

基金项目! 国家自然科学基金 "*#’+,’+’#

作者简介! 范平龙 "#))&$#% 男% 硕士生% 从事中药复方药理研究& -(./01! #*++$$,’%%$2#’,345.

!通信作者! 操红缨% 女% 教授% 从事中药新药与保健品开发& 671! "$&$# ,),"*$%’% -(./01! ##+#’&)+$*288345.

摘要# 目的!研究缩泉胶囊 "乌药’ 益智仁’ 山药# 对糖尿病小鼠膀胱病变的改善作用及其作用机制& 方法!’$ 只
小鼠随机分为正常组 "!9*# 及建模组 "!9"&#% 后者采用高脂饲料喂养加腹腔注射链脲佐菌素 ":6;# 诱导糖尿病
模型% 将造模成功小鼠 "!9,&# 随机分为模型组% 甲钴胺片组% 缩泉胶囊低’ 高剂量组& 观察缩泉胶囊对糖尿病小
鼠空腹血糖值 "<=>#’ 糖化血清蛋白 ">:?# 水平及一般情况的影响( 测定膀胱漏尿点压 "=@??#% 并对膀胱进行
组织病理学染色( 利用荧光双标法检测?物质及AB# 受体表达& 结果!各组<=>’ >:?’ 体质量’ 摄食量和饮水量无
明显差异% 高剂量缩泉胶囊可以显著降低小鼠尿量& 与模型组相比% 缩泉胶囊治疗后能显著升高=@??’ ?物质’ AB#
受体表达% 并能明显改善小鼠膀胱组织形态学& 结论!缩泉胶囊改善糖尿病小鼠膀胱病变% 其机制可能与上调膀胱组
织中?物质及AB# 受体表达有关&
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!!糖尿病膀胱病变 " \0/]7W044UHW5Y/WXU% LS?#
是糖尿病患者常见的泌尿系统并发症% 通常表现为
膀胱感觉功能下降’ 膀胱容量增加’ 尿排空能力减
弱等)#(’* & 目前% 临床上治疗LS?大多是在控制血
糖的基础上加用神经营养药物’ 改善神经微循环的
药物或抗氧化剂等% 见效慢% 治疗效果不理想& 缩
泉丸出自 +妇人良方,% 由乌药’ 益智仁’ 山药组
成% 具有温肾祛寒% 缩尿止遗的功效% 现代医学临
床常加减配伍或与其他药物’ 其他方法合用% 用以
治疗小儿遗尿)+* ’ 夜尿症)** ’ 尿失禁))*等下尿路
症状% 所治疗病症与糖尿病膀胱病变所引起的临床
症状相似& 本实验建立糖尿病小鼠模型% 观察缩泉
胶囊对小鼠糖尿病膀胱病变的影响% 并初步探讨其
作用机制&
EF材料
#D#!动物!:?<级 S"+=@F’ 小鼠% 雄性% 体质量
&$ d&& J% 由广东省医学实验动物中心提供% 在广
州中医药大学实验动物中心饲养及实验% 许可证号
:SNB "粤# &$#,($$$&&
#D&!药物与试剂!缩泉胶囊 "湖南汉森制药有限
公司% 批号 #,$"#&#( ‘L%"!高脂纯化配方饲料
"江苏美迪森生物医药有限公司% 批号 #"$,$&’#(
链脲佐菌素 "HWZ7YW5_5W540I% :6;% 美国 :0J./公
司% 批号 $,#‘#&*+c#( 甲钴胺片 "弥可保# "卫
材 )中国* 药业有限公司% 批号 #%$%$"E#( 柠檬
酸 "天津市福晨化学试剂厂% 批号 $$##’#( 柠檬
酸三钠 "天津市大茂化学试剂厂% 批号 $$##$#(
糖化血清蛋白 ">:?# 测试盒 "南京建成生物工程
研究所% 批号 &$#"$+#,#( >6N,$#’) 抗 AB# 受体
兔多克隆抗体 "美国 >7I767̂ 公司#( >6N#$,",
抗?物质豚鼠多克隆抗体 "美国 >7I767̂公司#(
’$)$($& 山羊抗豚鼠 1J> "Re@# "美国 :5QWX7ZI(
=05W74X 公司#( %$,$(,# 山羊抗兔 1J>(E17̂/<1Q5Z
’%+ "美国 :5QWX7ZI=05W74X 公司#( L)"%& LE?K染
液 "美国 :0J./公司#&
#D,!主要仪器!电子分析天平 "梅特勒(托利多仪
器有限公司% 型号 -@&$%#( 罗氏活力型血糖仪及
配 套 试 纸 " ESSO(SR-B ES6Kc-% 型 号
>S#%)&’)&%#( 移液枪 "赛默飞世尔仪器有限公
司% 型号 ;N"+%*’ #( 纯水机 )锐思捷% 型号
CTL;("$ "R# (C-*( 高温灭菌柜 "RKCEfE‘E
公司% 型号 Rc-("$#( 多功能酶标仪 "瑞士 6-(
SEA公司% 型号 :QIZ0H7#( 尿动力学检查仪 "加拿
大@/]5Z07公司% 型号 @/]5Z07OL:()%#( 倒置荧光

显微镜 "日本A0a5I公司% 型号6-&$$$(O#( 激光
共聚焦扫描显微镜 "德国 S/Z1;70HH公司% 型号
@:‘+#$#&
GF方法
&D#!动物建模与分组!:?<级雄性 S"+=@F’ 小鼠
’$ 只% 随机分为正常组 "! 9*# 及建模组 " ! 9
"&#& 试验期间% 正常组给予普通饲料% 建模组给
予‘L%"!高脂纯化配方饲料& 饲养 % 周后% 禁食
不禁水 #& X% 建模组按 &$$ .JFaJ剂量腹腔注射
&!的 :6;溶液% 正常组注射等容积的柠檬酸(柠檬
酸三钠缓冲溶液& 注射 , \ 后% 小鼠禁食不禁水
* X后检测空腹血糖值% 空腹血糖值达#$D" ..51F@
视造模成功% 将造模成功小鼠"! 9,&# 随机分为模
型组% 阳性组)甲钴胺片$D& .JF"aJ-\#*% 缩泉胶
囊低’ 高剂量组 )分别为)$$’ , ’$$ .JF"aJ-\#*%
每组 *只&
&D&!给药方式及一般情况检测!造模成功 * 周后
给予受试药品 )$D& .@F"#$ J-\#*% 空白组和模
型组给予等容积蒸馏水% 每天 # 次% 连续 &* \& 于
给药前一周’ 给药后每周记录进食量’ 饮水量及
" X尿量% 给药前 # \ 及末次给药后禁食不禁水
#& X% 尾尖采血测定小鼠空腹血糖值 "<=>#&
&D,!指标检测及方法
&D,D#!膀胱漏尿点压 "=@??# 检测!给药 % 周结
束后% 小鼠以乌拉坦麻醉% 仰卧位固定& 沿下腹部
正中线剪一小口% 暴露膀胱& 将采血针从膀胱顶插
入% 小荷包缝合% 连接三通阀% 一端连接压力传感
器作为膀胱测压管% 另一端连接灌注泵作为灌注
管& 排空动物膀胱尿液% 测压管与压力传感器相
连% 灌注管与微量注射泵相连% 泵水体积流量为
"$ !@F.0I& 体内置零后% 开启微量注射泵向膀胱
内灌注生理盐水% 观察尿道外口有无液体溢出& 液
体溢出时记录的膀胱压即为=@??% 同时停止灌注&
&D,D&!糖化血清蛋白含有量检测!膀胱漏尿点压
测定完成后% 使用普通采血管对小鼠进行腹主动脉
取血% 静置 # d& X 后% 离心取上清& 严格按照
>:?试剂盒操作说明% 测定小鼠血清中 >:?含
有量&
&D,D,!膀胱组织 R-染色及 ‘/HH5I 染色!小鼠采
血完毕后% 无菌分离膀胱% 纵切将其分成 , 部分%
取其中两部分立即固定于多聚甲醛溶液% 常规脱
水’ 包埋’ 切片’ 脱蜡& 再分别进行 R-染色和
‘/HH5I染色% 使用光学显微镜观测各组小鼠膀胱
组织的组织形态学变化&
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&D,D%!膀胱组织免疫荧光双标染色!剩余一部分
膀胱组织用无菌B7Z]H液冲洗后% 滤纸吸干% 使用
TS6包埋剂固定于包埋盒中% 迅速保存于液氮中%
并转移至g*$ h冰箱& 取膀胱组织固定于冰冻切
片机进行切片% 用 $D$# .51F@?=: 漂洗 , 次 "每
次 " .0I# 后% 置于封闭液中% 室温封闭,$ .0I%
封闭结束后将切片取出% 继续使用 $D$# .51F@?=:
漂洗 , 次 "每次 " .0I#% 然后将切片分别加入豚
鼠抗 ?物质与兔抗 AB# 受体中% 所有一抗经
$D$# .51F@?=:稀释 &$$ 倍后% 在 % h孵育过夜&
孵育结束后将切片取出% 经 $D$#.51F@?=: 漂洗 ,
次 "每次 #$ .0I# 后% 加入山羊抗豚鼠 1J> "Re
@# 二抗及山羊抗兔 1J>(E17̂/<1Q5Z’%+ 二抗的混
合液% ,+ h孵育 #D" X 后% ?=: 洗涤 , 次 "每次
#$ .0I#% 封片剂封片% 置于激光共聚焦扫描显微

镜下观察% 并拍照&
&D%!数据处理!实验数据以均值i标准差 ">i+#
表示% 实验数据均采用 :?:: #)D$ 统计软件进行统
计学分析& 多组间比较时% 各组观察值服从正态分
布或近视正态分布% 并且各组间的方差具有齐性%
采用单因素方差分析& 荧光双标图片使用 K./J7b
软件进行半定量分析& Ej$D$" 视为具有显著性
差异&
HF实验结果
,D#!缩泉胶囊对糖尿病小鼠<=>及>:?的影响!
与正常组相比较% 模型组在开始给药前及结束给药
后的<=>均显著升高 "Ej$D$" 或 Ej$D$##% 以
及给药后小鼠 >:?明显上升 "Ej$D$##( 与模型
组相比% 各给药组小鼠 <=>及 >:?水平无显著性
差异 "Ek$D$"#& 见表 #&

表 EF缩泉胶囊对糖尿病小鼠I7J及J-K的影响 $!L"% #MN&
804OEF$*,3.)*5)2",-."/.0*10&2.3)2"*+P),02+#*Q 43""!Q3.5"2)$I7J& 0*!Q3R5"2R30+)!2)’.%&’"+)#*$J-K& #*!#0S

4)+#5%#5)$!L"% #MN&

组别 剂量F".J-aJg##
<=>F"..51-@g##

给药前 给药后
>:?F"..51-@g##

正常组 $ "D%* i$D%+ ’D$" i$D", #D*,) $ i$D$*) ’
模型组 $ ##D&$ i%D#&l #,D’% i%D%$ll &D##+ & i$D#$# *ll

阳性组 $D& ##D$, i"D&& #&D"* i%D’, &D$)% " i$D#"* ’
缩泉胶囊高剂量组 , ’$$ #&D&# i"D+$ #,D’’ i"D&# &D#"% # i$D$,’ %
缩泉胶囊低剂量组 )$$ ##D+’ i%D&+ #,D)" i"D)% &D$*$ ) i$D#%$ %

!!注! 与正常组比较%lEj$D$"%llEj$D$#

,D&!缩泉胶囊对糖尿病小鼠体质量! 摄食量! 饮水
量及尿量的影响!模型组小鼠给药前及给药期间体
质量与正常组相比显著下降 "Ej$D$" 或 Ej
$D$##% 摄食量’ 饮水量及尿量与均显著增加 "Ej

$D$"或Ej$D$##( 各给药组与模型组相比% 体质
量’ 摄食量及饮水量无显著性差异 "Ek$D$"#( 阳
性组及缩泉胶囊高剂量组在给药 , 周及 % 周后% 尿
量与模型组相比显著降低 "Ej$D$"#& 见表 & d"&

表 GF缩泉胶囊对糖尿病小鼠体质量的影响 $!L"% #MN% Q&

804OGF$*,3.)*5)",-."/.0*10&2.3)2"*+P)4"!R T)#QP+",!#04)+#5%#5)$!L"% #MN% Q&

组别 给药前 给药 # 周后 给药 & 周后 给药 , 周后 给药 % 周后
正常组 ,$D&% i$D’* ,$D#, i$D’+ &)D)$ i$D’, &)D%% i$D"& &)D#" i$D%’
模型组 &’D’’ i$D+"ll &’D"" i$D+&ll &’D"’ i$D+’ll &’D"’ i$D+%ll &+D$’ i$D’+l

阳性组 &’D%" i$D*% &’D*# i$D+% &’D)" i$D+) &’D)% i$D+, &+D$) i$D+"
缩泉胶囊高剂量组 &’D"$ i$D’% &’D%* i$D’$ &"D,’ i$D+" &’D’) i$D*$ &+D,% i$D’’
缩泉胶囊低剂量组 &’D%# i$D%) &’D"* i$D%+ &’D%" i$D"" &’D’’ i$D"* &+D#% i$D+$

!!注! 与正常组比较%lEj$D$"%llEj$D$#

表 HF缩泉胶囊对糖尿病小鼠摄食量的影响 $!L"% #MN% Q&

804OHF$*,3.)*5)",-."/.0*10&2.3)2"*+P),""!#*+0U)",!#04)+#5%#5)$!L"% #MN% Q&

组别 给药前 给药 # 周后 给药 & 周后 给药 , 周后 给药 % 周后
正常组 ,D*$ i$D#% ,D)) i$D#, %D$+ i$D#" ,D+, i$D#’ ,D)% i$D&$
模型组 "D%# i$D#*ll "D#$ i$D#%ll %D)% i$D#%ll "D$’ i$D##ll "D#, i$D#,ll

阳性组 "D%# i$D&& %D)) i$D#, "D## i$D## "D&% i$D$) "D#% i$D$+
缩泉胶囊高剂量组 %D)$ i$D#* "D&" i$D#& %D)$ i$D## "D$* i$D## "D$, i$D##
缩泉胶囊低剂量组 "D&) i$D&$ "D## i$D#$ "D#$ i$D$+ "D&, i$D## %D)* i$D#&

!!注! 与正常组比较%llEj$D$#
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表 VF缩泉胶囊对糖尿病小鼠饮水量的影响 $!L"% #MN% %@&
804OVF$*,3.)*5)",-."/.0*10&2.3)2"*+P)T0+)’5"*2.%&+#"*",!#04)+#5%#5)$!L"% #MN% %@&

组别 给药前 给药 # 周后 给药 & 周后 给药 , 周后 给药 % 周后
正常组 %D,$ i$D#& %D%, i$D#& %D"$ i$D#& %D,$ i$D## %D%& i$D#+
模型组 ’D#$ i$D,$ll ’D%" i$D#*ll ’D#+ i$D#*ll ’D&) i$D&,ll ’D&% i$D&$ll

阳性组 ’D$$ i$D&’ "D)& i$D&% ’D$+ i$D&, ’D&# i$D#* "D)& i$D#"
缩泉胶囊高剂量组 "D)# i$D&’ "D*+ i$D&# "D+, i$D&# "D*" i$D&’ "D** i$D$)
缩泉胶囊低剂量组 ’D$+ i$D&" "D)" i$D&$ "D)& i$D&$ ’D$" i$D&$ "D*, i$D&"

!!注! 与正常组比较%llEj$D$#

表 WF缩泉胶囊对糖尿病小鼠尿量的影响 $!L"% #MN% %@&
804OWF$*,3.)*5)",-."/.0*10&2.3)2"*+P).’#*)("3.%)",!#04)+#5%#5)$!L"% #MN% %@&

组别 给药前 给药 # 周后 给药 & 周后 给药 , 周后 给药 % 周后
正常组 &D&% i$D#$ &D,& i$D$’ &D&" i$D$) &D%+ i$D#$ &D,+ i$D$)
模型组 %D’% i$D,"ll %D++ i$D#"ll %D+% i$D&#ll "D&& i$D&’ll %D*$ i$D&#ll

阳性组 %D+$ i$D,$ %D’* i$D,& %D%’ i$D,# %D%& i$D&"! %D#& i$D&)!

缩泉胶囊高剂量组 %D"’ i$D,# %D%* i$D&+ %D$+ i$D&" %D,$ i$D,,! %D$* i$D&’!

缩泉胶囊低剂量组 %D’# i$D&) %D"’ i$D&* %D"& i$D,$ %D"# i$D&* %D"# i$D&"

!!注! 与正常组比较%llEj$D$#( 与模型组比较%!Ej$D$"

,D,!缩泉胶囊对糖尿病小鼠 =@??的影响!与正
常组相比% 模型组小鼠 =@??显著降低 "Ej
$D$##( 与模型组比较% 各给药组小鼠=@??显著上
升 "Ej$D$##& 见图 # "# ..R&T9$D$$) * a?/#&

注! 与正常组比较%llEj$D$#( 与模型组比较%!!Ej$D$#

图 EF缩泉胶囊对糖尿病小鼠7@KK的影响 $!L"% #MN&
I#QOEF$*,3.)*5)",-."/.0*10&2.3)2"*+P)430!!)’3)0U

&"#*+&’)22.’)$7@KK& #*!#04)+#5%#5)$ ! L"%
#MN&

,D%!缩泉胶囊对糖尿病小鼠膀胱组织形态学的影
响!正常组小鼠膀胱组织肌束排列有序% 肌束之间
充满丰富的胶原蛋白及弹性蛋白% 且结构致密( 模
型组小鼠膀胱组织中% 肌细胞肥大% 肌束排列紊
乱% 肌束间间隙显著增大% 间隙间胶原纤维少% 胶
原蛋白及弹性蛋白松散& 与模型组相比% 缩泉胶囊
可以明显改善膀胱肌束的排列’ 肌束之间致密度及
胶原纤维的含有量% 且高剂量优于低剂量& 见
图 &&
,D"!免疫荧光双标?物质及AB# 受体表达情况!
与正常组相比% 模型组膀胱组织中 ?物质受体的

图 GF缩泉胶囊对糖尿病小鼠膀胱组织形态学的影响
$<;X:022"*% YEZZ&

I#QOGF$*,3.)*5)",-."/.0*10&2.3)2"*+P)P#2+"&0+P"3"S
QR ",430!!)’#*!#04)+#5%#5)$<;X :022"*%
YEZZ&

表达强度’ AB# 受体的表达强度及 ?物质FAB# 受
体共表达强度均显著下降 "Ej$D$##( 与模型组
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相比% 各给药组膀胱中 ?物质受体% AB# 受体表
达强度及 ?物质FAB# 共表达强度均显著升高

"Ej$D$##& 见表 ’’ 图 ,&

表 [F缩泉胶囊对糖尿病小鼠K物质及ABE 受体表达的影响 $!L"% #MN&
804O[F$*,3.)*5)2",-."/.0*10&2.3)2"*+P))\&’)22#"*2",2.42+0*5)K0*!ABE ’)5)&+"’#*!#04)+#5%#5)$!L"% #MN&

组别 剂量F".J-aJg## ?物质表达强度 AB# 受体表达强度 ?物质FAB# 共表达强度
正常组!!!!! $ $D%&+ % i$D$’+ & $D"%’ " i$D&$# , $D%$’ " i$D$’$ +
模型组!!!!! $ $D#"+ " i$D$&" ’ll $D#*+ " i$D$’+ #ll $D#,+ % i$D$&+ &ll

阳性组!!!!! $D& $D,%& ) i$D$%& %!! $D,", $ i$D$%* )!! $D,&+ + i$D$"’ )!!

缩泉胶囊高剂量组 , ’$$ $D,’, + i$D$"& #!! $D,+" " i$D$", &!! $D,," # i$D$"+ $!!

缩泉胶囊低剂量组 ) $$ $D&)& + i$D$’$ #!! $D%"$ ’ i$D$’" +!! $D&+* # i$D$%* )!!

!!注! 与正常组比较%llEj$D$#( 与模型组比较%!!Ej$D$#

图 HF缩泉胶囊对糖尿病小鼠 K物质及 ABE 受体表达的
影响 $免疫荧光法% YEZZ&

I#QOHF$*,3.)*5)2",-."/.0*10&2.3)2"*+P))\&’)22#"*2
",2.42+0*5)K0*!ABE ’)5)&+"’#*!#04)+#5%#5)
$#%%.*",3."’)25)*5)2+0#*#*Q% YEZZ&

VF讨论
为了探讨缩泉胶囊对糖尿病膀胱病变是否有治

疗作用% 本实验通过高脂饲料喂养联合 :6;腹腔
注射建立糖尿病模型& 研究结果表明% 模型组出现
典型的糖尿病 .三多一少/ 症状% 并在建模 #& 周
后% 模型组小鼠血清中糖化血清蛋白水平明显高于
正常组小鼠% 说明糖尿病模型建立成功& 通过

=@??的测定及膀胱组织形态学观测表明% #& 周糖
尿病小鼠% 膀胱=@??明显低于正常组% 膀胱组织
形态学发生改变&

经过缩泉胶囊治疗 % 周后% 糖尿病小鼠血糖及
糖化血清蛋白水平并无明显改善% 但显著减少尿
量% 对膀胱组织形态学及 =@??也有明显改善& 说
明缩泉胶囊对糖尿病膀胱的治疗作用并不是通过调
节血糖水平来达到的% 可能与其神经传导的改善
有关&

糖尿病膀胱病变的致病机制复杂且因素多% 目
前将其发病原因主要归为肌源性及神经源性两大
类% 其中神经源性病变日益受到关注& ?物质是一
种十一氨基酸多肽% 属于速激肽大家族% 主要调控
AB#’ AB&’ AB, 受体的生物学功能)#$(##* % 其中
AB# 受体与?物质结合能力最强)#&* & 当糖尿病发
生时% 膀胱上皮中 6C?c# 通道被抑制% 泌尿道上
皮细胞释放?物质减少且与逼尿肌中 AB# 受体结
合率下降% 神经信号传递受到阻碍% 平滑肌收缩功
能减弱)#,(#%* % 最终导致糖尿病膀胱的病变)#"(#** &
本研究采用免疫荧光双标法观察缩泉胶囊对糖尿病
小鼠膀胱中 ?物质及 AB# 受体表达水平的影响%
结果显示% 缩泉胶囊可显著升高糖尿病小鼠膀胱组
织中?物质’ AB# 受体表达水平和共表达强度%
从而改善糖尿病小鼠膀胱功能% 恢复其 =@??% 缓
解糖尿病膀胱病变的加深&

综上所述% 缩泉胶囊可能通过上调糖尿病膀胱
中?物质及AB# 受体表达水平% 进而改善糖尿病
小鼠膀胱功能% 达到治疗糖尿病膀胱病变的作用&
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