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摘要： 目的　 探讨藏药灰兜巴对糖尿病肾病大鼠足细胞损伤的改善作用。 方法　 采取高脂高糖饮食喂养和腹腔注射

６５ ｍｇ ／ ｋｇ 链脲佐菌素法诱导糖尿病肾病大鼠模型。 大鼠随机分为对照组、 模型组、 二甲双胍组、 灰兜巴组， 每组 ８
只， 灌胃给药 ６ 周。 分别于药物干预前后进行口服葡萄糖耐量实验 （ｏｒａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ， ＯＧＴＴ）， 收集 ２４ 小时

尿液并检测 ｍＡｌｂ 与 Ｕｃｒ 比值； ＰＡＳＭ 观察肾组织病理学改变情况； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法和免疫荧光法检测足细胞标志蛋白

Ｎｅｐｈｒｉｎ 表达； 透射电子显微镜观察足细胞和肾小球基底膜损伤。 结果　 与对照组比较， 模型组大鼠时间－血糖曲线下

面积及 ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 足细胞标志蛋白 Ｎｅｐｈｒｉｎ 表达减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 透射电镜下可见肾小球基底膜明显

增厚及广泛足突融合。 与模型组比较， 灰兜巴可改善糖尿病肾病大鼠空腹葡萄糖耐量受损， 降低 ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ
（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 上调足细胞标志蛋白 Ｎｅｐｈｒｉｎ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 减少足细胞丢失， 改善足细胞和肾小球基底膜超微结构改

变情况。 结论　 益气养阴藏药灰兜巴可减轻糖尿病肾病大鼠足细胞损伤， 降低蛋白尿， 从而发挥肾脏保护作用。
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　 　 ２０１７ 年底， 国际糖尿病联盟公布了第八版全

球糖尿病地图。 全球糖尿病 （ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｍｅｌｌｉｔｕｓ，
ＤＭ） 成人患者 （２０ ～ ７９ 岁） 到 ２０１７ 年已达到

４􀆰 ２５ 亿， 预计到 ２０４５ 年， 糖尿病患者可能达到

６􀆰 ４２ 亿。 其 中 我 国 患 病 人 口 最 多， 高 达

１􀆰 １４４ 亿［１］。 而糖尿病肾病 （Ｄｉａｂｅｔｉｃ Ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，
ＤＮ） 作为糖尿病最常见微血管并发症， 目前已成

为导 致 终 末 期 肾 病 （ Ｅｎｄ⁃ｓｔａｇｅ ｒｅｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＥＳＲＤ） 的最主要原因之一［２］。 北大医院最新统计

结果显示， 我国 ＤＮ 已经超过了肾小球肾炎相关慢

性肾脏病， 成为 ＥＳＲＤ 的首要病因， 估计患病人数

已达２ ４００ 万［３］。 目前临床治疗糖尿病肾病多以控

制血糖、 血压为主， 但并不能完全阻止其进展。 因

此， 深入研究糖尿病肾病发病机制并寻找新的天然

药物， 对于减缓该疾病发生发展具有重要意义。
藏药灰兜巴又名灰蔸巴、 闭口袋， 为地蛛科地

蛛属卡氏地蛛 （Ａｔｙｐｕｓ ｋａｒｓｃｈｉ Ｄｏｅｎｉｔｚ） 在老茶树根

部所筑的巢穴， 具有益气健脾、 滋补肾阴之功效，
在四川峨眉山地区被世代相传， 用于糖尿病及其并

发症的治疗［４］。 本实验研究发现， 灰兜巴可改善

糖尿病肾病大鼠肾组织病理学及足细胞超微结构改

变， 减少足细胞丢失， 降低蛋白尿。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级健康雄性 ＳＤ 大鼠 ３２ 只， 购自

北京华阜康生物科技股份有限公司， 实验动物生产

许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１６⁃００１１， ５ 周龄， 体质量

１２０～ １４０ ｇ。 饲养环境恒温 ２２ ～ ２４ ℃， 相对湿度

５０％ ～６０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜更替， 本实验经承德医

学院实验动物伦理委员会许可 （实验动物伦理审

查批号 ２０１７１２⁃００７）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 灰兜巴产于四川省峨眉山市双

福镇， ６ 月中下旬采摘， 晒制， 经吉林农业大学李

欣教授鉴定为正品， 二甲双胍 （１， １⁃二甲基双胍

盐酸盐含有量 ９８􀆰 ８％ ， 批号 Ｈ２０１０３２０５） 由石家庄

市普力制药有限公司馈赠； 链脲佐菌素 （ｓｔｒｅｐｔｏｚｏ⁃

ｔｏｃｉｎ， ＳＴＺ） （货号 Ｓ０１３０） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
尿微量白蛋白 （ｍＡｌｂ） 测定试剂盒 （货号 Ｅ０３８⁃
１⁃１）、 尿肌酐 （Ｕｃｒ） 测定试剂盒 （货号 Ｃ０１１⁃１⁃１）
购自南京建成生物工程研究所； ＰＡＳＭ 染色试剂盒

（货号 Ｇ１０５９） 购自武汉赛维尔生物科技有限公司；
β⁃ａｃｔｉｎ 鼠单克隆抗体 （货号 ＡＦ０００３）、 蛋白酶磷酸

酶抑制剂混合物 （通用型， ５０Ｘ， 货号 Ｐ１０４５）、 预

染蛋白质分子量标准 （１９⁃１１７ｋＤ， 货号 Ｐ００６６）、
ＲＩＰＡ 裂解液 （强， 货号 Ｐ００１３Ｂ）、 ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒 （增强型， 货号 Ｐ００１０）、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝

胶配制试剂盒 （货号 Ｐ０ ０１２ Ａ）、 ＢｅｙｏＥＣＬ Ｐｌｕｓ （超
敏 ＥＣＬ 化学发光试剂盒） （货号 Ｐ００１８）、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
蛋白上样缓冲液 （５Ｘ） （货号 Ｐ００１５）、 ＰＶＤＦ 膜

（０􀆰 ４５ μｍ， ２６􀆰 ５ ｃｍ× ３􀆰 ７５ ｍ， 货号 ＩＰＶＨ０００１０） 均

购自碧云天生物技术有限公司； Ｎｅｐｈｒｉｎ （Ｂ⁃１２） 小

鼠单克隆抗体 （货号 ｓｃ⁃３７７２４６） 购自美国圣克鲁斯

生物技术有限公司； 山羊抗小鼠 ＩＧＧ （Ｈ＆Ｌ） 二抗

（ＣＹ３ 标记， 货号ＧＢ２１３０１）、 ＤＡＰＩ 染色试剂 （货号

Ｇ１０１２） 购自武汉赛维尔生物科技有限公司； ５０％葡

萄糖 （武汉市福星生物药业有限公司， 国药准字

Ｈ４２０２２２３０）。
１􀆰 ３　 仪器 　 高速冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公

司）； ＢＫ２００ 全自动生化分析仪 （山东博科生物产

业有限公司）； ＥＳ 自动组织脱水机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）； Ｈｉｓｔｏｃｅｎｔｒｅ ３ 组织包埋机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）； ＲＭ ２１２５ 轮转式切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司），
ＴＫ⁃２１８ 型恒温摊片烤片机 （湖北泰维医疗科技有

限责任公司）； ＭＤＦ⁃Ｕ４０８６ 超低温冰箱 （日本三洋

公司）； Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｔｉ⁃ＳＲ 倒置荧光显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ
公司）； ＤＳ⁃Ｒｉ１⁃Ｕ３ 数码显微成像系统 （日本 Ｎｉｋｏｎ
公司）； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳仪 （北京六一厂）； 转膜

仪 （北京六一厂）； Ｔａｎｏｎ⁃５２００ 化学发光凝胶成像

系统 （天能科技有限公司）； ＨＴ７７００ 型透射电子

显微镜 （日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）； 强生稳豪倍易型血

糖仪 ［强生 （中国） 医疗器材有限公司］。
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２　 方法

２􀆰 １　 药物制备　 灰兜巴水提物制备， 根据当地用

药方式， 总结灰兜巴制备工艺参数［４］， 并结合预

实验研究结果， 委托承德颈复康药业集团有限公司

加工制备。 取灰兜巴 １０ ｋｇ， 分别加入药材量 １０、
９、 ９ 倍 量 的 水， 药 材 浸 泡 ２ ｈ， 沸 腾 回 流

（１００ ℃） 提取 ３ 次， ２ ｈ ／次； 收集提取液， ７０ ℃
减压浓缩至适当的相对密度 （１􀆰 ０２）， 放至室温，
加入乙醇至乙醇浓度为 ８０％ ， ４ ℃ 醇沉 １２ ｈ， 过

１００ 目筛， 收集水提醇沉部分， 真空减压干燥得灰

兜巴水提醇沉物， 本次灰兜巴生药提取率为

２􀆰 ５４％ 。 冰上配置 １％ ＳＴＺ （１０ ｍｇ ＳＴＺ 溶于１ ｍＬ
柠檬酸柠檬酸钠缓冲液） 后用锡纸包裹， 并在

１５ ｍｉｎ内使用。
２􀆰 ２　 糖尿病肾病模型制备　 ＳＤ 大鼠适应性喂养 １
周后， 随机选取 ８ 只进入对照组并饲以 ＳＰＦ 级大

鼠维持饲料 （定义为 ０ 周）， 其余大鼠以高脂高糖

饲料 （６６􀆰 ５％ 大小鼠维持饲料＋１０％ 猪油＋２０％ 蔗

糖＋２􀆰 ５％ 胆固醇＋１％ 胆酸钠） 喂养， ６ 周后禁食不

禁水 ４ ｈ， 一次性腹腔注射 １％ ＳＴＺ （６５ ｍｇ ／ ｋｇ），
对照组注射等体积溶媒。 注射 １ 周后禁食不禁水

１２ ｈ， 进行口服葡萄糖耐量试验 （ｏｒａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒ⁃
ａｎｃｅ ｔｅｓｔ， ＯＧＴＴ）， ５０％ 葡萄糖备用， 用于低血糖

昏迷 灌 胃 抢 救。 以 空 腹 血 糖 （ Ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ， ＦＢＧ） ≥ １１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ［５⁃７］， ＯＧＴＴ 实验

ＡＵＣ 升高 ２ 倍， 视为造模成功。 采用随机数字表

法将造模成功大鼠分为模型组 （ｎ ＝ ８）， 二甲双胍

组 （ｎ＝ ８）， 灰兜巴组 （ｎ＝ ８）。
２􀆰 ３　 给药　 课题组前期糖尿病肾病大鼠动物预实

验结合灰兜巴当地用药量设计灰兜巴水提物冻干粉

高、 中、 低 剂 量 组， 其 中 以 高 剂 量 组

（１８０ ｍｇ ／ ｋｇ） 效果最为明显， 确定灰兜巴组给药

剂量 （１８０ ｍｇ ／ ｋｇ）。 参考魏伟主编第 ４ 版 《药理

实验方法学》， 按种属间体表面积换算大鼠二甲双

胍等效剂量为 ４５ ｍｇ ／ ｋｇ。 用 ０􀆰 ５％ 羟甲基纤维素钠

（ＣＭＣ⁃Ｎａ） 混悬灰兜巴水提醇沉物冻干粉和二甲

双胍粉末， 按 １ ｍＬ ／ １００ ｇ 灌胃给药。 对照组和模

型组每天于固定时间灌胃等体积 ０􀆰 ５％ ＣＭＣ⁃Ｎａ，
灌胃 ６ ｄ， 休息 １ ｄ， 如此连续干预 ６ 周。
２􀆰 ４　 给药前后 ＯＧＴＴ 实验 　 分别于药物干预前

（第 ７ 周） 和药物干预后 （第 １３ 周） 进行 ＯＧＴＴ
实验。 禁 食 不 禁 水 １２ ｈ， ５０％ 葡 萄 糖 溶 液

（２ ｇ ／ ｋｇ） 灌胃， 并于 ０、 ３０、 ６０、 ９０、 １２０ ｍｉｎ，
用强生稳豪血糖仪测尾尖血糖。 根据近似梯形面积

计算 ＡＵＣ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ·ｈ）＝ ［（ＢＧ０ ＋ＢＧ３０） ×０􀆰 ５ ／ ２］ ＋
［ （ＢＧ３０＋ＢＧ６０） ×０􀆰 ５ ／ ２］ ＋ ［ （ＢＧ６０＋ＢＧ９０） ×０􀆰 ５ ／
２］ ＋ ［ （ＢＧ９０＋ＢＧ１２０） ×０􀆰 ５ ／ ２］ （ＢＧ 分别代表糖负

荷后各时间点的血糖值）。
２􀆰 ５　 全自动生化分析仪检测药物干预前后尿液

ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ　 分别于药物干预前后用代谢笼收集大

鼠 ２４ ｈ 尿液， 期间自由饮食。 取 １ ｍＬ 尿液于

１􀆰 ５ ｍＬ离心管中， ４ ℃下 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
取上清， 全自动生化分析仪检测 ｍＡｌｂ、 Ｕｃｒ， 并计

算二 者 比 值。 实 验 结 束 时， 腹 腔 注 射 氯 胺 酮

（１０ ｍｇ ／ １００ ｇ） 麻醉大鼠， 脱颈椎法处死大鼠， 剖

腹取出肾脏， 一侧用于组织病理学及超微结构观

察， 另一侧切小块后－８０ ℃保存。
２􀆰 ６　 肾脏组织 ＰＡＳＭ 染色　 ４ ℃预冷生理盐水冲

洗肾脏组织后投入 １０％ 福尔马林中性固定液固定

４８ ｈ， 经充分流水冲洗， 乙醇梯度脱水， 二甲苯透

明， 浸蜡， 石蜡包埋。 常规病理切片， 厚度约

４ μｍ， 脱蜡至水， 高碘酸染色， 乌洛托品储备液

孵育染色， 显色以肾小球毛细血管基膜呈黑色为

准， 硫代硫酸钠处理， 复染伊红， 脱水封片， 光镜

下观察肾脏组织病理学改变。
２􀆰 ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 肾 组 织 匀 浆 液， ４ ℃ 下

７ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清液。 加 ＰＢＳ 溶液重

复清洗 ２～３ 次至组织无血色， 按说明加入 ＲＩＰＡ 裂

解液 （１５０～ ２５０ μＬ ／ ２０ ｍｇ）， ４ ℃下 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清， 按 ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒

操作测定蛋白浓度。 经煮蛋白、 电泳、 转膜、 封

闭， 用 ＴＢＳＴ 溶液稀释一抗， ４ ℃孵育过夜。 ＴＢＳＴ
溶液洗膜后， 加入与一抗对应来源的二抗室温慢摇

孵育 ２ ｈ， 再用 ＴＢＳＴ 溶液洗膜， ＥＣＬ 发光液进行

显色， 化学发光凝胶成像系统曝光。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参分析 Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白相对表达量。
２􀆰 ８　 免疫荧光分析　 肾组织石蜡切片约 ４ μｍ 厚，
脱蜡至水， 用 ＥＤＴＡ 抗原修复缓冲液 （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）
于微波炉内进行抗原修复， 自发荧光淬灭， ３％
ＢＳＡ 封闭。 按说明书加入 Ｎｅｐｈｒｉｎ 一抗 （１ ∶ １００），
４ ℃孵育过夜。 再加入与一抗相应种属的二抗， 即

山羊抗小鼠 ＩＧＧ （Ｈ＆Ｌ） 二抗 （ＣＹ３ 标记）， 抗荧

光淬灭封片剂封片， 于尼康倒置荧光显微镜下采集

图像。
２􀆰 ９　 透射电镜观察肾脏超微结构　 肾脏组织修成

１ ｍｍ３ 小块； ３􀆰 １％ 戊二醛于 ４ ℃冰箱内固定 ２ ｈ，
１％ 锇酸后固定 １ ｈ， 常规电镜样品包埋； 半薄切

片， 光镜下定位选区； 超薄切片， 片厚 ６０ ｎｍ， 醋
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酸双氧铀及柠檬酸铅双重染色， 透射电子显微镜观

察肾脏超微结构改变。 校准后， 选至少 ３０ 个点测

量肾小球基底膜内层到外层的垂直距离， 计算平均

肾 小 球 基 底 膜 厚 度 （ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ
ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ， ＴＧＢＭ）。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行分

析。 分析前进行数据正态性分布和方差同质性检

验， 方差齐则采用单因素方差分析； 方差不齐或非

正态， 采用秩和检验； 对 ＯＧＴＴ 重复测量设计资料

采用多因素方差分析； 并采用 ＬＳＤ 法对多个样本

均数进行两两比较。 实验数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 检

验水准 α＝ ０􀆰 ０５。
３　 结果

３􀆰 １　 药物干预前后 ＯＧＴＴ 分析　 药物干预前， 与

对照组比较， 模型组、 二甲双胍组和灰兜巴组大鼠

ＡＵＣ 升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 二甲双胍组和灰兜巴组

ＡＵＣ 与 模 型 组 比 较， 差 异 无 统 计 学 意 义

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 药物干预后， 灰兜巴和二甲双胍均可

改善糖尿病肾病大鼠空腹葡萄糖耐量受损情况， 二

甲双胍组、 灰兜巴组 ＡＵＣ 低于模型组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
见图 １。
３􀆰 ２　 给药前后 ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ 比较　 药物干预前， 与对

照组 比 较， 模 型 组 大 鼠 尿 液 ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ 升 高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 二甲双胍组和灰兜巴组 ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ 与模

型组比较， 差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 药物干

预后， 二甲双胍组和灰兜巴组 ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ 低于模型

组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且灰兜巴组 ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ 低于二甲双

胍组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。
３􀆰 ３　 ＰＡＳＭ 染色观察肾组织病理改变 　 肾组织石

蜡切片经 ＰＡＳＭ 染色后， 肾小球基底膜 ＩＶ 胶原镀

银呈黑色。 模型组可见明显肾小球管丛系膜扩张伴

基底膜增生。 灰兜巴和二甲双胍可明显减轻肾小球

病理改变 （图 ３）。
３􀆰 ４　 肾组织 Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

显示， 与对照组比较， 模型组足细胞标志蛋白

Ｎｅｐｈｒｉｎ 表达下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 灰兜巴和二甲双胍

可减轻模型大鼠足细胞 Ｎｅｐｈｒｉｎ 下降情况（Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且灰兜巴组 Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达高于二甲

双胍组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。
３􀆰 ５　 肾组织足细胞 Ｎｅｐｈｒｉｎ 荧光检测 　 为验证

Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达结果， 进行肾组织石蜡切片免疫

荧光检测， 观察肾小球足细胞丢失情况。 免疫荧光

检测结果显示， 模型组大鼠肾小球足细胞标志蛋白

Ｎｅｐｈｒｉｎ （ＣＹ３ 标记） 表达明显减少。 灰兜巴和二

图 １　 药物干预前后 ＯＧＴＴ 分析及 ＡＵＣ 比较 （ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 １ 　 ＯＧＴＴ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＡＵＣ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ

ａｆｔｅｒ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ （ｎ＝８）

注： 与同期对照组比较，＃＃Ｐ＜ ０􀆰 ０１， 与模型组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；

药物干预后， 灰兜巴组与二甲双胍组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 给药前后 ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ 比较 （ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｅｄｉ⁃

ｃａｔｉｏｎ （ｎ＝８）

甲双 胍 组 可 明 显 减 轻 足 细 胞 Ｎｅｐｈｒｉｎ 下 降 情

况（图 ５）。
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图 ３　 ＰＡＳＭ 染色观察肾小球组织病理改变 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ＰＡＳＭ

ｓｔａｉｎｉｎｇ （×４００）

注： 与对照组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜

０􀆰 ０１； 灰兜巴组与二甲双胍组比较， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 肾组织 Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋白表达 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｅｐｈｒｉｎ ｉｎ ｋｉｄｎｅｙ （ｎ＝３）

３􀆰 ６　 透射电镜观察肾小球超微结构　 利用透射电

子显微镜观察足细胞和肾小球基底膜超微结构改变

情况， 进一步验证足细胞标志蛋白 Ｎｅｐｈｒｉｎ 表达结

　

图 ５　 肾组织 Ｎｅｐｈｒｉｎ 免疫荧光检测 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｅｐｈｒｉｎ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ （×２００）
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果。 对照组肾小球基底膜清晰， 足细胞形态完整；
模型组肾小球基底膜不规则增厚， 足突广泛融合，
足细胞可见明显线粒体嵴断裂或空泡化； 灰兜巴和

二甲双胍可明显改善肾小球基底膜增厚和足细胞足

突融合情况 （图 ６）。 ＴＧＢＭ 测量结果进一步为上

述观察提供佐证， 与对照组比较， 模型组 ＴＧＢＭ
增厚 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 灰兜巴组和二甲双胍组可改善

ＴＧＢＭ 增厚情况， 灰兜巴组 ＴＧＢＭ 低于模型组和二

甲双胍组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。

注： 标示肾小球基底膜内层到外层的垂直距离， 即肾小球

基底膜厚度 （ＴＧＢＭ）； 标示足突融合； 标示线粒体嵴

消失、 空泡化。

图 ６　 电镜观察肾小球超微结构改变 （×１２ ５００）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｕｎｄｅｒ ＴＥＭ （×１２ ５００）

注： 与对照组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１， 与模型组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 灰

兜巴组与二甲双胍组比较， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 肾小球平均基底膜厚度 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７ 　 Ｍｅａｎ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｂａｓｅｍｅｎｔ

ｍｅｍｂｒａｎｅ （ｎ＝３）

４　 讨论

现有研究报道多采用尾尖采血测空腹血糖或随

机血糖作为成功造模判定标准［８⁃９］， 但课题组预实

验发现造模后大鼠血糖不稳定， 存在造模成功， 但

检测时可能因发生低血糖反应， 而未被检测出高血

糖的情况； 或造模不成功， 存在一过性高血糖而被

判定为造模成功的情况， 因此单独以此为标准判定

成模与否缺乏严谨性。 本研究将空腹血糖检测结果

与 ＯＧＴＴ 分析结果结合起来， 以空腹血糖大于

１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 且 ＯＧＴＴ 时间⁃血糖曲线下面积升高

２ 倍， 作为造模成功判定标准。 实验结束时， 灰兜

巴组 ＡＵＣ 仍高于对照组， 说明灰兜巴组大鼠仍存

在 ２ ｈ 葡萄糖耐量受损的情况。
有研究表明， 在糖尿病肾病早期即出现不同程

度足细胞损伤， 因此， 足细胞损伤在该疾病发病中

的重要作用倍受关注［１０⁃１１］。 足细胞即肾小球脏层

上皮细胞， 附着于肾小球基底膜外侧， 参与构成肾

小球滤过膜的最后一道屏障。 Ｎｅｐｈｒｉｎ 为足细胞裂

孔隔膜的主要成分， 在糖尿病肾病患者中其表达明

显下降， 且下降程度与蛋白尿的进展呈正相关［１２］。
检测尿液 ｍＡｌｂ ／ Ｕｃｒ 发现， 糖尿病肾病大鼠发生大

量蛋白尿 （＞３０ μｇ ／ ｍｇ）， 课题组通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法和免疫荧光法检测进一步发现， 大鼠肾小球

Ｎｅｐｈｒｉｎ 表达明显减少， 提示存在足细胞丢失， 而

灰兜巴可明显减轻糖尿病肾病大鼠肾小球足细胞丢

失情况， 透射电镜观察结果与此相互印证。
更有趣的是， 在透射电镜观察中发现模型组大

鼠存在明显的线粒体嵴消失或空泡化。 而新近研究

表明， 线粒体动力学在 ２ 型糖尿病及其血管并发症

中起着至关重要的作用， 线粒体动力学失衡可致线

粒体功能障碍， ＡＴＰ 合成减少， 线粒体 ＤＮＡ （ｍｉ⁃
ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ， ｍｔＤＮＡ） 减少， 线粒体膜电位

（ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ＭＭＰ ） 丢 失，
最终以线粒体凋亡通路致足细胞凋亡， 加速糖尿病

肾病的发生发展［１３⁃１４］。 强烈提示高糖环境所诱发

的足细胞线粒体动力学失衡是否为导致足细胞凋

亡、 丢失的始动因素？ 这将为下一步从源头上挖掘

灰兜巴发挥糖尿病肾病保护作用机制提供有价值

线索。
此外， 该实验结果表明， 灰兜巴降糖效果虽然

不如二甲双胍疗效显著， 但其对糖尿病肾病大鼠的

肾脏保护作用明显优于二甲双胍。 中医理论认为，
糖尿病肾脏病属于 “消渴病⁃下消” 范畴， 消渴失

治或治之不当， 则致气阴两虚， 脾肾两虚， 日久则

致气血阴阳俱虚， 肾络瘀结、 浊毒内停。 临床治疗

早期糖尿病肾病以益气养阴疗效较好［１５］， 该实验

结果将进一步为临床应用益气养阴藏药灰兜巴治疗

糖尿病肾病提供可靠实验依据。
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