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摘要： 目的　 探讨化瘀通络中药通过抑制 Ｎｒｆ２ 信号通路对糖尿病肾病大鼠氧化应激和炎症的干预作用。 方法　 ＳＤ 大

鼠随机分为正常对照组和造模组， 造模组采用高脂饲料喂养联合链脲佐菌素腹腔注射建立糖尿病大鼠模型， 成模大鼠

随机分为模型组、 化瘀通络中药组和厄贝沙坦组， 各组大鼠分别给予饮用水或相应药物灌胃 １６ 周。 于 １６ 周末检测大

鼠随机血糖 （ＲＢＧ）、 ２４ ｈ 尿蛋白定量 （２４ ｈ ＵＴＰ）、 肾功能、 氧化应激相关指标 ＳＯＤ 活性与 ＭＤＡ 水平和炎症相关指

标 ＴＮＦ⁃α 与 ＩＬ⁃１β 水平， 观察肾脏病理改变， 免疫荧光检测 Ｎｒｆ２ 核转移情况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肾组织中 Ｎｒｆ２ 的核表

达及通路相关蛋白 Ｋｅａｐ１ 和 ＨＯ⁃１ 的表达情况。 结果　 与模型组比较， 化瘀通络中药组大鼠 ２４ ｈＵＴＰ 减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
Ｓｃｒ 和 ＢＵＮ 水平下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肾脏病理得到明显改善， ＭＤＡ 水平降低， ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 炎症

因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， Ｎｒｆ２ 核转移增加， Ｋｅａｐ１ 表达量减少， ＨＯ⁃１ 表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 化瘀通络中药可以改善糖尿病肾病大鼠的氧化应激和炎症反应从而达到肾脏保护作用， Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信

号通路可能是其作用机制之一。
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　 　 国际糖尿病联合会公布的数据显示， ２０１９ 年全球成人

糖尿病患者超过 ４􀆰 ６３ 亿， 到 ２０３０ 年将增至 ５􀆰 ７８ 亿。 而糖

尿病肾病是糖尿病的微血管并发症， 也是其最主要的慢性

并发症之一， 影响着 ４０％ 以上的糖尿病患者， 在大多数国

家已经成为导致终末期肾病的主要原因［１］ 。 目前尚缺乏针

对糖尿病肾病的特效药物， 而中医药对其防治有着巨大潜

力。 基于中医病机理论结合多年临床实践， 本课题组认为

瘀血阻络证贯穿糖尿病肾病病程始终， 且此观点已经成为

业界的共识［２⁃５］ 。 据证立法， 化瘀通络中药因此成为临床防

治糖尿病肾病复方的必要组成部分。 并且前期研究证实陈

志强教授经验方—益气养阴消癥通络方加减可明显改善糖

尿病肾病各期患者的临床症状， 降低血糖血脂并减少尿蛋

白排泄［６⁃７］ 。 为了明确具有不同功效的中药治疗靶点的差异

性及其作用机制， 选取陈志强教授临床应用频率最高的五

味化瘀通络中药进行深入研究。
大量研究表明， 高血糖诱导的氧化应激和炎症在糖尿

病肾病的进程中起着关键性的作用［８］ ， 并且氧化应激与炎

症可以相互作用进行正反馈调节， 从而加重肾脏损伤［９］ 。
近年来核转录因子 Ｅ２ 相关因子 ２ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２， Ｎｒｆ２） 信号通路在糖尿病肾病中的作用受

到广泛关注， 动物实验表明， Ｎｒｆ２ 基因敲除可导致自身免

疫性狼疮性肾炎， 并加重糖尿病引起的炎症、 氧化应激和

肾损伤［１０⁃１１］ 。 因此， Ｎｒｆ２ 信号通路对于氧化应激和炎症介

导的肾损伤具有保护作用。 故本研究以链脲佐菌素 （ＳＴＺ）
诱导的糖尿病大鼠为载体， 探讨化瘀通络中药对氧化应激

和炎症的干预作用及对肾脏 Ｎｒｆ２ 信号通路的影响， 以期发

现化瘀通络中药保护肾功能， 改善肾损伤的可能作用靶点。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 药物　 中药配方颗粒， 丹参 （批号 ８０８０９７１）、 川芎

（批号 ８１２２５６１）、 水 蛭 （ 批 号 ８０８１３５１）、 全 蝎 （ 批 号

８０５０１１１）、 地龙 （批号 ７１２５７０１）， 均由广东一方制药有限

公司惠赠； 厄贝沙坦分散片 （１５０ ｍｇ ／片， 华润双鹤利民药

业有限公司， 批号 １９０４２３８）。
１􀆰 ２　 动物　 由北京维通利华实验动物技术有限公司提供

ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 ６０～ ８０ ｇ， 动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （京） ２０１６⁃０００６。
１􀆰 ３　 试剂　 链脲佐菌素 （ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ， ＳＴＺ）（瑞士 Ａｌｅｘｉｓ
公司， 批号 ０７１７１４１４）； 丙二醛 （ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ）、
超氧化物歧化酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ） 试剂盒 （南
京建成生物工程研究所， 批号 Ａ００３⁃１⁃２、 Ａ００１⁃３⁃２）； 大鼠

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海森雄科技实业有限公

司， 批号 ＳＸＲ０６３、 ＳＸＲ０２６）； 冻存样本核蛋白提取试剂盒

（上海贝博生物科技有限公司， 批号 ＢＢ⁃３１６６）； 小鼠单克

隆抗体 Ｎｒｆ２ （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ａｂ８９４４３）； 小鼠单克

隆抗体 ＨＯ⁃１、 小鼠单克隆抗体 Ｋｅａｐ１ （美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司， 批号 ｓｃ⁃３９０９９１、 ｓｃ⁃５１４９１４）； 兔单克隆抗体 Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ３
（Ａｂｗａｙｓ 公司， 批号 ＣＹ６５８７）。
１􀆰 ４　 仪 器 　 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００Ｃ 紫外分光光度计 （ 美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＢＸ６３＋ＤＰ７２ 正置研究级显微镜、 ＩＸ７１ 荧光

倒置 显 微 镜 （ 日 本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公 司 ）； 酶 标 仪 （ 美 国

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； 红外激光扫描仪 （美国 Ｏｄｙｓｓｅｙ
公司）； 全自动生化分析仪 （日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）。
１􀆰 ５ 实验方法

１􀆰 ５􀆰 １　 模型建立和分组　 ４０ 只大鼠普通饲料适应性喂养 １
周， 检测血糖和尿蛋白均为阴性。 随机选取 ７ 只作为正常

对照组， 予以普通饲料喂养。 其余大鼠为造模组， 用高糖

高脂饲料喂养 ６ 周后， 禁食不禁水 １２ ｈ。 以 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ 给药

标准计算出每只大鼠所需 ＳＴＺ 药量， 采用一次性腹腔注射

法注射 １％ ＳＴＺ 溶液， ７２ ｈ 后 ３ 次尾静脉取血检测大鼠随

机血糖 （ｒａｎｄｏｍ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＲＢＧ） 均≥１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 者

即为糖尿病模型复制成功。 ２ 只大鼠不符合成模标准予以

剔除， ３ 只造模后死亡。 随后将成模大鼠随机分为模型组

１０ 只、 化瘀通络中药组 ９ 只和厄贝沙坦组 ９ 只。
１􀆰 ５􀆰 ２　 给药方法　 化瘀通络中药由川芎、 丹参、 地龙、 水

蛭和全蝎组成。 ７０ ｋｇ 成人临床一般常用配伍药量为川芎

１２ ｇ、 丹参 １５ ｇ、 地龙 １０ ｇ、 水蛭 ６ ｇ、 全蝎 ６ ｇ。 根据此药

量， 按照 《中药药理研究方法学》 换算出大鼠每天所需灌

胃量， 计算结果为川芎 １􀆰 ０８ ｇ ／ ｋｇ、 丹参 １􀆰 ３５ ｇ ／ ｋｇ、 地龙

０􀆰 ９ ｇ ／ ｋｇ、 水蛭 ０􀆰 ５４ ｇ ／ ｋｇ、 全蝎 ０􀆰 ５４ ｇ ／ ｋｇ 和厄贝沙坦

１３􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ。 正常组和模型组给予同容量纯净水灌胃。 每

天 １ 次， 连续灌胃 １６ 周。
１􀆰 ５􀆰 ３　 ２４ ｈ 尿蛋白定量 （２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，
２４ ｈ ＵＴＰ） 检测　 于 １６ 周末将大鼠置于代谢笼收集 ２４ ｈ
总尿量， 混匀后留取 １ ｍＬ 尿液离心取上清液， 终点法检测

尿蛋白量。
１􀆰 ５􀆰 ４　 血液指标检测　 １０％ 水合氯醛 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ 麻醉大鼠，
剖腹， 腹主动脉取血， 全自动生化分析仪检测肾功能； 按

照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作检测血浆炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和

ＩＬ⁃１β 水平； 按照 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 试剂盒说明书操作检测血浆

ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平。
１􀆰 ５􀆰 ５　 观察肾脏病理变化　 将肾组织在 ＦＡＡ 固定液中充

分固定 ２４ ｈ， 流水冲洗 １２ ｈ， 按常规乙醇梯度脱水 （７０％ 、
８０％ 、 ９０％ 、 ９５％ 、 １００％ ）， 二甲苯透明， 浸蜡包埋。 切片

机切成约 ２ μｍ 薄片， 行 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色， 在光镜下观

察， 并使用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 分析软件对Ｍａｓｓｏｎ 染色进行

分析， 计算出胶原面积占比。
１􀆰 ５􀆰 ６　 免疫荧光检测肾组织 Ｎｒｆ２ 核转移 　 切片常规脱蜡

至水， 高压修复， 冷却至室温， 自来水冲洗， 加入 ３％ 双氧

水， ＰＢＳ 浸泡， 并用 ５％ ＢＳＡ 孵育 ３０ ｍｉｎ， 滴加 Ｎｒｆ２ 一抗

工作液 （１ ∶ １００）， ４ ℃过夜； ＰＢＳ 清洗后， 滴加荧光二抗

（１ ∶ ５０）， ３７ ℃ 孵育； ＰＢＳ 清洗， 滴加 ＤＡＰＩ 室温孵育

１０ ｍｉｎ， 自来水冲洗， 封片， 荧光显微镜观察。
１􀆰 ５􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｎｒｆ２ 通路相关蛋白表达 　 提取

肾皮质总蛋白 （检测 Ｎｒｆ２ 蛋白细胞核表达时使用核质分离

试剂盒提取肾皮质的核蛋白）， ＢＣＡ 法检测各样品蛋白浓

度并按比例稀释， １００ ℃水浴 ５ ｍｉｎ。 制胶， 上样， １２０ Ｖ
９６５
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电泳 ２ ｈ， 干转 ３０ ｍｉｎ 至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶粉封闭 ２ ｈ，
４ ℃分别孵育 Ｎｒｆ２ （１ ∶ １ ０００）、 Ｋｅａｐ１ （１ ∶ ４００） 和 ＨＯ⁃１
（１ ∶ ４００） 过夜。 洗膜后孵育相应的二抗 １ ｈ， ＥＣＬ 化学发

光法显影。 目的蛋白相对表达量以目的条带灰度值与 β⁃
ａｃｔｉｎ 或 Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ３ 灰度值的比值表示。
１􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差

异有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠一般情况及随机血糖　 正常对照组大鼠精神

状态良好， 活动灵活， 毛色有光泽； 模型组大鼠精神萎靡，

反应迟钝， 毛色晦暗无光， 实验过程中死亡 ３ 只； 两治疗

组大鼠一般情况较模型组有所改善， 实验过程中两组大鼠

各死亡 ２ 只。 模型组及两治疗组 ＲＢＧ 均较正常对照组升高

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 但三组间大鼠 ＲＢＧ 比较无明显变化 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 见表 １。
２􀆰 ２　 ２４ ｈ 尿蛋白定量与肾功能　 与正常对照组比较， 模型

组大鼠 ２４ ｈ ＵＴＰ 和血肌酐 （ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ， Ｓｃｒ）、 尿素

氮 （ｂｌｏｏｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ＢＵＮ） 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 化瘀通络中药组和厄贝沙坦组大鼠 ２４ ｈ ＵＴＰ 和

Ｓｃｒ、 ＢＵＮ 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 两治疗组间比

较无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见表 １。
表 １　 各组大鼠血糖、 ２４ ｈ 尿蛋白定量和肾功能比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

组别 随机血糖 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２４ ｈ 尿蛋白定量 ／ （ｍｇ·２４ ｈ－１） 血肌酐 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） 尿素氮 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
正常对照组 ７􀆰 ０７±１􀆰 ２４ ４􀆰 ５３±２􀆰 ０８ ２６􀆰 ０４±４􀆰 ８２ ７􀆰 ７２±１􀆰 ３９
模型组 ３１􀆰 ３７±２􀆰 ０９∗∗ ３５􀆰 ５４±４􀆰 ０５∗∗ ５２􀆰 ７８±５􀆰 ３３∗∗ １５􀆰 ２２±１􀆰 ９２∗∗

化瘀通络中药组 ３１􀆰 ４９±１􀆰 ６３∗∗ ２９􀆰 ０６±４􀆰 ２９☆☆ ３５􀆰 ３３±６􀆰 ４４☆☆ １２􀆰 ３５±１􀆰 ６８☆☆

厄贝沙坦组 ３１􀆰 ００±２􀆰 ３０∗∗ ３０􀆰 ７１±４􀆰 ０８☆ ３５􀆰 ７９±５􀆰 ５０☆☆ １２􀆰 ９９±１􀆰 ２６☆

　 　 注：与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，☆Ｐ＜０􀆰 ０５，☆☆Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ３　 肾脏形态学观察　 正常对照组大鼠肾脏结构正常； 模

型组大鼠出现肾小球肥大， 囊腔狭窄， 部分肾小球甚至出

现球囊粘连， 并且肾小球基底膜 （ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｂａｓｅｍｒｎｔ
ｍｅｍｂｒａｎｅ， ＧＢＭ） 明显增厚， 系膜细胞重度增生同时伴有

细胞外基质 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 明显增生； 化瘀

通络中药组和厄贝沙坦组大鼠肾脏病理得到明显改善。
Ｍａｓｓｏｎ 染色分析结果显示， 模型组较正常对照组胶原面积

占比增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 化瘀通络中药组和厄贝沙坦组较模

型组胶原面积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 两治疗组间比较无明显变

化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见图 １。

注： Ａ 为各组大鼠肾组织 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色 （ ×４００）， Ｂ 为各组大鼠肾组织胶原面积占比。 与正常对照组比较，∗∗ Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与模型组比较，☆☆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠肾脏结构和胶原面积比较

２􀆰 ４　 氧化应激相关指标　 与正常对照组比较， 模型组大鼠

ＭＤＡ 水平升高， ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
化瘀通络中药组 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 厄贝沙坦组则

无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 两治疗组 ＳＯＤ 活

性均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且两治疗组间比较无明显

变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见表 ２。
表 ２　 各组大鼠血浆 ＳＯＤ活性和ＭＤＡ水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

组别 ＳＯＤ 活性 ／ （Ｕ·ｍＬ－１） ＭＤＡ 水平 ／ （ｎｍｏｌ·ｍＬ－１）
正常对照组 １９４􀆰 ６０±２４􀆰 ９１ １０􀆰 ５７±２􀆰 ６１
模型组 １２１􀆰 ８０±１１􀆰 ６０∗∗ １７􀆰 ４３±３􀆰 ６８∗∗

化瘀通络中药组 １４６􀆰 ６４±８􀆰 ７５☆☆ １３􀆰 ５４±２􀆰 ２４☆

厄贝沙坦组 １４４􀆰 ２７±１１􀆰 ６０☆ １５􀆰 ３２±１􀆰 ５８

　 　 注： 与正常对照组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，☆ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，☆☆Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ５　 炎症因子水平　 与正常对照组比较， 模型组大鼠 ＴＮＦ⁃
α 和 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 化瘀通络

中药组 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 厄贝沙坦组则无明显

变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 化瘀通络中药组和厄贝

沙坦组 ＩＬ⁃１β 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且两治疗组间比较无

明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见表 ３。
表 ３　 各组大鼠血浆促炎因子水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

组别 ＴＮＦ⁃α 水平 ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃１β 水平 ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
正常对照组 ２５􀆰 １２±４􀆰 ８０ ３０􀆰 ９０±５􀆰 ３１

模型组 ３７􀆰 ４８±８􀆰 １７∗∗ ４２􀆰 ９０±７􀆰 ２６∗∗

化瘀通络中药组 ３０􀆰 ７１±５􀆰 ０９☆ ３６􀆰 ３６±５􀆰 ２８☆

厄贝沙坦组 ３７􀆰 ７６±７􀆰 ８３ ３５􀆰 ６１±４􀆰 ３９☆

　 　 注：与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，☆Ｐ＜０􀆰 ０５。

０７５
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２􀆰 ６　 Ｎｒｆ２ 信号通路相关蛋白表达　 与正常对照组比较， 模

型组大鼠肾皮质 Ｎｒｆ２ 核转移减少， Ｋｅａｐ⁃１ 表达增加， ＨＯ⁃１
表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 化瘀通络中药组

Ｎｒｆ２ 核转移增加， Ｋｅａｐ⁃１ 表达减少， ＨＯ⁃１ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 厄贝沙坦组 Ｋｅａｐ⁃１ 表达

减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 其余蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）；

与厄贝沙坦组比较， 化瘀通络中药组 Ｋｅａｐ⁃１ 表达无明显变

化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 免疫荧光结果显示， 模型组较正常对照组

Ｎｒｆ２ 核转移减少； 化瘀通络中药组较模型组 Ｎｒｆ２ 核转移增

加； 厄贝沙坦组与模型组比较 Ｎｒｆ２ 核转移增加不明显， 与

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果基本一致。 见图 ２。

注： Ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠肾皮质中核 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白表达， Ｂ 为免疫荧光检测各组大鼠肾

皮质中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达 （×２００）。 与正常对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，☆Ｐ＜０􀆰 ０５，☆☆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠肾皮质中核 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１ 和 ＨＯ⁃１蛋白表达

３　 讨论

糖尿病肾病作为糖尿病严重的微血管并发症， 临床表

现以大量蛋白尿为主， 病理表现以 ＥＣＭ 过度堆积为其主要

特征［１２］ 。 本研究中采用高糖高脂饲料联合一次性小剂量注

射 ＳＴＺ 来复制糖尿病肾病大鼠模型， 实验结果显示模型组

大鼠较正常组血糖升高， 肾功能受损， 并出现大量蛋白尿，
肾脏病理表现出 ＧＢＭ 明显增厚， ＥＣＭ 大量积聚， 说明糖尿

病肾病大鼠模型复制成功。 给予化瘀通络中药治疗后， 糖

尿病肾病大鼠 Ｓｃｒ 降低， 尿蛋白减少， 肾脏病理得到明显改

善， 与本课题组前期研究一致［１３］ ， 表示化瘀通络中药可以

改善糖尿病肾病的临床症状， 保护肾功能， 延缓肾损害。
在糖尿病肾病的诸多发病机制中， 氧化应激与炎症起

着关键作用。 研究表明， 由于 ＲＯＳ 产生过多引起的肾脏氧

化应激是导致 ＥＣＭ 增生的主要原因之一［１４］ 。 并且氧化应

激可以诱导炎症因子的产生， 细胞炎症因子的增加又可以

刺激自由基的产生， 进一步加重机体氧化应激反应， 从而

建立一个恶性循环［１５］ 。 ＭＤＡ 为脂质过氧化的最终分解产

物； ＳＯＤ 是对抗氧化应激的酶促防御系统的重要成分， 对

机体抗氧化反应起着至关重要的作用［１６］ 。 二者常被联合检

测， 用来反映氧化应激的程度。 实验结果显示化瘀通络中

药治疗后的糖尿病肾病大鼠， 较模型组 ＭＤＡ 水平下降，
ＳＯＤ 活性升高， 提示在糖尿病肾病的进程中， 化瘀通络中

药具有抑制氧化应激的作用。 研究表明炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和

ＩＬ⁃１β 水平均与 ＳＴＺ 诱导的糖尿病肾病大鼠的尿蛋白排泄有

关［１７⁃１８］ 。 因此， 为了解糖尿病肾病大鼠体内的炎症水平，
本研究对血浆促炎因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 水平进行了检测。
本次实验结果显示化瘀通络中药组大鼠较模型组 ＴＮＦ⁃α 和

ＩＬ⁃１β 水平降低， 表明化瘀通络中药对炎症反应具有抑制

作用。
近年来， Ｎｒｆ２ 信号通路在糖尿病肾病中的抗氧化和抗

炎作用受到广泛关注。 ＳＴＺ 诱导的 Ｎｒｆ２ 基因敲除小鼠比野

生型小鼠的氧化应激反应和肾损伤更严重［１９］ 。 且 Ｎｒｆ２ 敲除

小鼠中促炎症因子表达增加， 炎症反应较野生型小鼠更为

强烈［２０］ 。 Ｋｅｌｃｈ 样环氧氯丙烷相关蛋白⁃１ （Ｋｅｌｃｈ⁃ｌｉｋｅ ＥＣＨ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ｋｅａｐ１） 被认为是 Ｎｒｆ２ 通路激活和抗氧化

反应的一种抑制因子。 正常状态下， Ｋｅａｐ１ 与 Ｎｒｆ２ 结合形

成一个复合结构， 使 Ｎｒｆ２ 锚定在细胞质中， 并使其泛素化，
不断被降解。 当机体发生氧化应激时， Ｎｒｆ２⁃Ｋｅａｐ１ 连接被

打破， Ｎｒｆ２ 被释放进入细胞核内与下游靶基因启动子的抗

氧化应答元件 （ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ， ＡＲＥ） 结合，
中和自由基并加快细胞毒素清除［２１］ 。 血红素加氧酶 （ｈｅｍｅ
ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１， ＨＯ⁃１） 是 Ｎｒｆ２ 重要的靶基因， 它的启动子序

列包含两个增强子区域 （Ｅ１ 和 Ｅ２）， Ｎｒｆ２ 则通过 Ｅ１ 和 Ｅ２
区域的 ＡＲＥ 序列对 ＨＯ⁃１ 蛋白表达进行调控。 ＨＯ⁃１ 是一种
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限速酶， 可以催化血红素降解为一些具有抗氧化作用的副

产物， 如胆绿素、 一氧化碳和 Ｆｅ２＋。 研究表明这些副产物

对受到氧化应激［２２］ 和炎症［２３］ 刺激的细胞具有保护作用。
本研究结果显示， 化瘀通络中药治疗可以降低 Ｋｅａｐ１ 的表

达， 增加 Ｎｒｆ２ 核转移， 进而上调 ＨＯ⁃１ 表达， 表明 Ｎｒｆ２ ／
ＨＯ⁃１ 信号通路可能是化瘀通络中药改善糖尿病肾病大鼠肾

脏氧化应激与炎症反应的靶点之一。
糖尿病在中医归属于消渴的范畴， 消渴的基本病机为

气阴两虚， 气能行血， 血无气帅， 则血行瘀滞； 阴虚生内

热， 热灼津液， 津血同源， 津亏血少， 脉道无以充养， 则

血行不畅， 瘀滞更甚。 因此， 瘀血不仅作为一种病理产物，
更是一个致病因素， 引发糖尿病的一系列血管并发症。 而

糖尿病肾病作为其中一个严重微血管并发症， 与瘀血的关

系更为密切。 叶天士指出 “初为气结在经， 久则血伤入

络”。 肾小球的毛细血管细长， 回旋迂曲， 与中医所述络脉

特征类似。 基于以上理论， 本课题组提出瘀血阻络是贯穿

糖尿病肾病始终的主体病机， 且此观点已经成为业界的共

识。 因此， 化瘀通络中药已经成为临床治疗糖尿病肾病的

复方中一个必不可少的组成部分， 且疗效可靠［２４］ 。 根据临

床经验［２５］及前期基础研究［２６⁃２７］ ， 结合现代药理研究［２８⁃３０］ ，
本实验选用草本药物丹参、 川芎与虫类药物地龙、 水蛭、
全蝎共奏活血化瘀， 消癥通络之功。

综上所述， 化瘀通络中药治疗减少了糖尿病肾病大鼠

的尿蛋白， 其功效与厄贝沙坦相似。 并且化瘀通络中药组

大鼠 Ｓｃｒ 降低， 肾脏病理得到明显改善； ＭＤＡ 水平下降，
ＳＯＤ 活性升高； 炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 水平降低； Ｋｅａｐ１
表达减少， Ｎｒｆ２ 核转移增加， ＨＯ⁃１ 表达上调。 由此可见，
化瘀通络中药可以改善糖尿病肾病的氧化应激和炎症反应，
从而达到肾脏保护作用， 而 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路可能是其

作用机制之一。
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摘要： 目的　 研究红芪不同提取分离部位抗肺间质纤维化的作用。 方法　 提取分离红芪各有效部位， 采用喉镜引导下

气管插管注入博来霉素法复制肺间质纤维化大鼠模型并随机分组， 各组大鼠给予相应药物进行干预， 检测大鼠一般状

况、 体质量、 肺系数、 脾脏及胸腺指数， 肺组织中 ＨＡ、 ＬＮ、 ＨＹＰ 水平， Ｔ 细胞亚群及肺组织病理形态学。 结果　 红

芪有效部位均可一定程度改善模型大鼠的精神状态、 食量、 活动量、 皮毛光泽等； 与模型组比较， 红芪黄酮低、 中剂

量组和红芪皂苷高剂量组大鼠肺系数均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 红芪多糖高剂量组大鼠在 ７ ｄ 和 １４ ｄ 的体质量均增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 红芪黄酮低剂量组可同时降低肺组织中 ＨＡ、 ＬＮ 的水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 红芪黄酮各剂量组可降低 ＨＹＰ 水平

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 红芪黄酮低剂量组大鼠 ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ８－细胞占比升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 红芪黄酮各剂量组大鼠 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋细

胞比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， ＨＥ 染色发现各治疗组中肺泡炎及肺纤维化程度均减轻， 其中红芪黄酮低剂

量效果最好； Ｍａｓｓｏｎ 染色发现各治疗组肺纤维化程度均减轻， 肺间隔略增宽， 间质内可见小灶状胶原纤维沉积， 病变

范围较小， 其中红芪黄酮中剂量组大鼠肺组织胶原纤维沉积减少。 结论　 红芪提取物多糖、 黄酮及皂苷均可不同程度

改善大鼠肺间质纤维化， 其中红芪黄酮效果最佳。
关键词： 红芪多糖； 红芪黄酮； 红芪皂苷； 肺间质纤维化
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　 　 间质性肺疾病是一组主要累及肺间质、 肺泡和细支气

管的肺部弥漫性疾病， 其中特发性肺间质纤维化疾病是较

常见的类型［１］ 。 该病发病机制仍未明确［２］ ， 临床多表现为

通气功能障碍及进行性的呼吸困难［３］ ， 伴有刺激性干咳，
双肺闻及 Ｖｅｌｃｒｏ 啰音［４⁃５］ ， 常伴有杵状指 （趾）， 胸部 Ｘ 线

示双肺弥漫性网状阴影， 肺功能为限制性通气功能障

碍［６］ 。 病情一般进行性发展， 最终因呼吸衰竭而死亡［７］ 。
近年来， 该病的发病率逐年上升［８］ ， 预后差， 病死率

高［９］ 。 研究结果显示， 肺间质纤维化患者年生存率低于

５０％ ， 十年生存率低于 ３０％ ［１０］ 。 目前， 临床上无特效疗

法， 以糖皮质激素、 细胞毒类药物、 非特异性抗炎药为主，
仅在疾病早期或纤维化活动期可收到一定疗效， 其不良反

应明显， 临床有效率低［１１］ 。 中医学多将其归为肺胀、 肺

萎、 肺痹等范畴。 中医药治疗以其不良反应小、 无耐药性

和药品依赖性等优点， 在治疗特发性肺间质纤维化上具有

独特优势［１１⁃１４］ 。 本实验以博来霉素诱导肺纤维化模型， 以

醋酸泼尼松片为阳性对照药， 通过对肺间质纤维化大鼠的

一般状态及肺系数， 体质量， 脾胸指数， 肺组织中 ＨＡ、
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