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"摘&要# 目的$ 观察氟伐他汀!XG<$对糖尿病!-b$大鼠模型中肾脏 D#6

a:DG蛋白表达的影响"探讨其对糖尿病肾

脏组织保护作用的机制% 方法$ 将成年雄性7:NJIM大鼠随机分为 ( 组"正常对照组!1$"氟伐他汀对照组!1X$"

-b模型组!-b$"氟伐他汀模型组!-bX$#-b组和-bX组大鼠一次性腹腔注射链脲霉素!B.@$制成糖尿病大鼠

模型"1组和1X组注射等量的枸橼酸 枸̀橼酸钠缓冲液#模型成功后1X组)-bX组即给予氟伐他汀灌胃"其余 #

组大鼠给予等量蒸馏水灌胃#实验 5 7时检测血清中生化指标和 #( 3尿蛋白"并计算肌酐清除率!1,M$和肾脏肥

大指数!Z>Y$#免疫组织化学技术及7HNJHM= RGFJ检测肾脏组织中 D#6

a:DG蛋白表达水平% 结果$ 实验 5 7后"-b

组)-bX组的血甘油三酯!.e$)胆固醇!.1$)#( 3尿蛋白)Z>Y)1,M高于1组和1X组!Dp'%'!$"-bX组 #( 3尿

蛋白)Z>Y)1,M低于-b组!Dp'%'!$# 免疫组织化学技术半定量分析显示"-bX组中 D#6

a:DG蛋白表达水平较-b

组降低!Dp'%'!$#7HNJHM= RGFJ免疫印迹条带显示"-b)-bX组 D#6

a:DG水平较1)1X组明显增高!Dp'%'"$"-bX

组 D#6

a:DG相对表达量低于-b组! Dp'%'!$% 结论$ 氟伐他汀有非依赖降脂的肾脏保护作用"其机制之一是通过

调节细胞周期激酶抑制剂 D#6

a:DG表达而实现%

"关键词# 糖尿病"实验性# 氟伐他汀# 细胞周期激酶抑制剂# D#6
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:= J3Ha:2=HLJ:NN<HFKMIJNS:J3 2:I/

RHJHNOHGG:J<N" JFHADGFMHJ3HOH,3I=:NOFK:JNDMFJH,J:PHHKKH,JF= a:2=HLJ:NN<HFKMIJNS:J3 2:IRHJHN

OHGG:J<N%8*+.#(3( +2<GJOIGH7:NJIMMIJNSHMHMI=2FOGL2:P:2H2 :=JFKF<MEMF<DN"=FMOIG,F=JMFG

EMF<D!EMF<D 1$"XG</JMHIJH2 ,F=JMFGEMF<D!EMF<D 1X$"-bOF2HGEMF<D !EMF<D -b$ I=2 XG</JMHIJH2

-bEMF<D !EMF<D -bX$%-bMIJOF2HGSIN:=2<,H2 RLB.@:=JMIDHM:JF=HIG:=;H,J:F=%[=,HJ3HOF2/

HGNSHMHN<,HNNK<GGLHNJIRG:N3H2" KG<PINJIJ:= SINE:PH= JFEMF<D 1XI=2 -bX"J3H= JHNJH2 KFMR:F/,3HO/

:NJ:=2HAI=2 T<I=J:JLFK#( 3F<M<M:=IMLDMFJH:="I=2 J3H= 1,MI=2 Z>YSHMH,IG,<GIJH2%.3HD#6

a:DG

HADMHNN:F=NSHMHINNHNNH2 RL:OO<=F3:NJF,3HO:NJML%.3HD#6

a:DG

HADMHNN:F= SIN2HJH,JH2 RL7HNJHM=

RGFJ%9*3:"+3( BHO:T<I=J:JIJ:PHI=IGLN:NS:J3 :OO<=F3:NJF,3HO:NJMLJH,3=:T<HN3FSH2 J3IJD#6

a:DG

HA/

DMHNN:F=N:= EMF<D -bXSHMH2H,MHINH2 ,FODIMH2 S:J3 EMF<D -b!Dp'%'!$%7HNJHM= RGFJN3FSH2

J3IJD#6

a:DG

HADMHNN:F= := EMF<D -bI=2 -bXSINO<,3 3:E3HMJ3I= EMF<D 1I=2 1X!Dp'%'G$"I=2

J3HMHGIJ:PHD#6

a:DG

HADMHNN:F= FKEMF<D -bXSINGFSHMJ3I= EMF<D -b!Dp'%'!$%!#$-":3%#$3( .3H

DMFJH,J:F= FKKG<PINJIJ:= JFJ3Ha:2=HL" J3MF<E3 J3HHKKH,JFK:=2HDH=2H=J2H,MHIN:=ERGFF2 G:D:2" F=HFK

J3HHKKH,J:PHOH,3I=:NON:NI2;<NJ:=EJ3H1ZYD#6

a:DG

" MHDMHNN:=EJ3HIR=FMOIGDMFG:KHMIJ:F= I=2 3LDHM/

JMFD3LFKMH=IG,HGGN%
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&;*< =#2(3' 2:IRHJ:,OHGG:J<N" HADHM:OH=JIG# KG<PINJIJ:=# ,L,G:= 2HDH=2H=Ja:=INH:=3:R:JFM# D#6

a:DG

#

MIJN"7:NJIM

&&糖尿病肾病!2:IRHJ:,OHGG:J<N" -*$的病理变

化是早期出现肾脏固有细胞肥大"以后逐渐出现肾

小球基底膜!e]b$增厚和肾小球系膜区为主的细

胞外基质!?1b$进行性积聚% 早期调节糖尿病肾

脏细胞的生长状态"抑制其异常增生和肥大"会起

到延缓-*发展的作用% 近年来的研究表明"细胞

生长的调节最终发生在细胞周期水平上&"'

% 细胞

周期调节蛋白控制细胞周期的运转"-*时细胞周

期调节蛋白水平的改变可导致肾脏细胞肥大&"'

%

D#6

a:DG通过抑制 ,L,G:=W1-Z复合物活性而细胞周

期停滞"使细胞发生肥大% 目前他汀类药物抑制肾

脏体积增大的作用机制尚不明确"其中一个机制可

能是对细胞周期有调节作用% 本实验旨在研究他

汀类药物氟伐他汀对糖尿病大鼠肾脏组织中细胞

周期激酶抑制剂 D#6

a:DG表达的影响"在细胞周期水

平上探讨氟伐他汀对糖尿病肾脏组织的保护作用

机制%

>?材料与方法

>%>?模型建立及给药方式

成年雄性7:NJIM大鼠"体重为!#'' u#'$E"随

机分为 ( 组(正常对照组!1""' 只$#氟伐他汀对照

组!1X""' 只$#-b模型组!-b""$ 只$#氟伐他汀

模型组!-bX""( 只$% -b组和 -bX组大鼠一次

性腹腔注射加!NJMHDJFQFJ:,:="B.@美国 B:EOI公司"

!! OEWaE$"1组和1X组注射等量的枸橼酸 枸̀橼

酸钠缓冲液% (5 3 后经大鼠尾静脉采血测血糖"

随机血糖高于 "U%6 OOFGWC表示造模成功% 模型

建立后即每天给予 1X组)-bX组大鼠氟伐他汀

!KG<PINJIJ:="XG<"商品名来适可"诺华制药公司惠

赠$# OEWaE灌胃"1组和-b组大鼠给予等量蒸馏

水灌胃%

>%@?检测项目

实验开始后每周称体重!]7$"尾静脉采血"

血糖仪测外周血血糖% 在处死大鼠前准确收集

#( 3尿量% 于 5 周时处死大鼠"心脏取血" 6̀' V

保存"自动生化分析仪检测血清中丙氨酸转氨酶

!+C.$)天冬氨酸转氨酶!+B.$)血糖!]e$)肌酐

!B,M$)甘油三酯!.e$)胆固醇!.1$)#( 3 尿肌酐

!8,M$% 考马斯亮蓝法测定 #( 3 尿蛋白!80$% 并

计算肾脏肥大指数!Z>Y$ r肾重!E$W]7!E$ k

"'

$

"肌酐清除率 !1,M$ r8,Mk尿量 !jWO:=$ k

"'

$

W!B,Mk]7$"单位OCW!O:=2aE$%

>%K?肾脏的病理学检测方法

大鼠处死后迅速取出左肾"称左肾重!Z7$"

取肾组织"石蜡包埋"切 #

%

O厚片做普通肾脏病

理学染色"行0+B)0+b染色%

>%L ?免疫组织化学染色及 7HNJHM= RGFJ检测

D#6

a:DG表达

免疫组织化学染色观察 D#6

a:DG的表达变化"采

用盲法评估"阅片时不知道切片分组情况% 每只大

鼠随机选取 ! 张病理切片"高倍镜下每张切片连

续观察 "' 个不重叠的肾皮质视野"根据 D#6

a:DG的

着色范围"进行半定量分析% 采用 .I=IaI的标准

判断方法评分&#'

% 7HNJHM= RGFJ检测 D#6

a:DG表达(取

右肾皮质"保存于 6̀' V"提取蛋白质后进行 B-B

聚̀丙烯酰胺凝胶电泳后进行免疫印迹分析"用美

国8j0公司CIR7FMaN(%! 软件对7HNJHM= 条带进

行定量分析"确定杂交条带的相对吸光度值

!Y[-$"以 D#6

a:DG的 Y[-与
(

/I,J:= 的 Y[-比值代

表其蛋白的相对表达量%

>%M?统计学处理

计量资料采用均数 u标准差!Pu($ 表示"采

用 B0BB "#%' 软件进行分析"组间比较采用单因素

方差分析"Dp'%'! 为差异有统计学意义%

@?结果

@%>?血脂)Z>Y)1,M及80检测结果

实验 5 周后"-b组)-bX组的血 .e).1高于

1组和 1X组!Dp'%'"$"见表 "% -b组和 -bX

组80)Z>Y均明显高于 1组和 1X组!Dp'%'!$"

见表 #"-bX组低于 -b组!Dp'%'!$% -b组的

1,M高于1组和 1X组!Dp'%'"$"-bX组的 1,M

高于1组和1X组!Dp'%'!$"但-bX组较-b组

1,M有所降低!Dp'%'!$"见表 #%

@%@?肾脏病理学结果

-b组表现为肾小球体积增大"系膜细胞轻度

增生"弥漫性的肾小球系膜区增宽"系膜基质弥漫

增多"部分可见毛细血管基底膜增厚"还有部分毛

细血管腔闭塞% 肾小管上皮细胞肥大)出现空泡变

"6

&" 期 刘&娟等&氟伐他汀对糖尿病大鼠肾脏 D#6

a:DG表达的影响



性% 上述改变 -bX组较 -b组为轻"系膜基质轻 微增生"系膜区增宽有所减轻%

表 "&实验 5 7时各组肝功&血脂指标的比较$Pu(%

.IR%"&1FODIM:NF= FKG:PHMK<=,J:F= I=2 RGFF2 G:D:2 :=2HAHNIOF=EJ3H( EMF<DNIJJ3HH:E3J3 SHHa IKJHMJMHIJOH=J

组别 , +C.!8WC$ +B.!8WC$ .e!OOFGWC$ .1!OOFGWC$

1 "' U(%#4 u"#%#$ "#"%#4 u(5%!' '%U# u'%"# "%'4 u'%"'

1X "' U"%$$ u5%'5 "'U%U6 uU%5" '%(! u'%"4 "%#U u'%"#

-b "$ 4U%"! u$5%(U "4!%66 u""U%"#

"%45 u'%UU

!"$

#%"" u'%"U

!"$

-bX "( 54%#4 u$5%66 "5!%'' u"$#%64

"%U! u'%"4

!"$

"%4# u'%#'

!"$

!"$与1和1X组比较"Dp'%'"

表 #&实验 5 7时各组肾功能指标的比较$ PZ(%

.IR%#&1FODIM:NF= FKMH=IGK<=,J:F= :=2HAHNIOF=EJ3H( EMF<DNIJJ3HH:E3J3 SHHa IKJHMJMHIJOH=J

组别 , 80!OEW#( 3$ Z>Y B,M!

%

OFGWC$ 1,M!OCW!O:=2aE$$

1 "' #%$" u'%54 $%(" u'%$4 !"%($ u(%$! "%UU u'%#!

1X "' #%(# u"%'6 $%#U u'%#( (4%'' u$%(U "%U( u'%#"

-b "$

4%6( u"%56

!"$

!%"5 u'%$!

!"$

!5%66 u!%5!

#%#! u'%$!

!#$

-bX "(

6%$" u"%6!

!"$!$$

(%6' u'%(!

!"$!$$

!(%"( uU%'"

#%'4 u'%#5

!"$!$$

!"$与1和1X组比较"Dp'%'!"

!#$

Dp'%'"#

!$$与-b组比较"Dp'%'!

@%K?D#6

a:DG的表达水平

免疫组织化学染色显示-b组大鼠肾脏固有细

胞中的 D#6

a:DG蛋白表达均高于1组)1X组!Dp'%'"

或Dp'%'!$"但-bX组中 D#6

a:DG蛋白表达较-b组

减少!Dp'%'!$"较1组)1X组升高!Dp'%'!$"见

表 $ 及图 "% 7HNJHM= RGFJ显示"-b组肾脏组织内

D#6

a:DG水平明显增高!Dp'%'"$"-bX组 D#6

a:DG相对

表达量明显低于-b组! Dp'%'!$"见图 #%

表 $&各组大鼠肾皮质中 D#6

a:DG的表达的比较$Pu(%

.IR%$&1FODIM:NF= FKD#6

a:DG

HADMHNN:F= GHPHGN

:= MH=IG,FMJHAFKMIJN:= J3H( EMF<DN

组别
D#6

a:DG

1 "%'$ u'%!U

1X "%"' u'%U#

-b

#%U$ u'%!4

!"$

-bX

"%4! u'%5U

!"$!#$

!"$与1和1X组比较" Dp'%'"#

!#$与-b组比较"Dp'%'!

图 "&大鼠肾组织 D#6

a:DG免疫组织化学染色$B0! k(''%

X:E%"&YOO<=F3:NJF,3HO:,IGNJI:= N3FS:=ED#6

a:DG

HADHNN:F= := MIJMH=IGJ:NN<HFKJ3H( EMF<DN

#6
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图 #&肾组织中 D#6

a:DG蛋白的7HNJHM=

RGFJ免疫印迹条带

X:E%#&7HNJHM= RGFJRI=2NN3FS:=ED#6

a:DG

HADHNN:F=

GHPHGN:= MIJMH=IGJ:NN<HNFKJ3H( EMF<DN

K?讨论

一次性腹腔注射 B.@诱导糖尿病大鼠模型成

功 5 7后"糖尿病大鼠均不同程度出现肾脏肥大"

伴蛋白尿和1,M升高"病理显示肾小球体积增大"

系膜基质扩张"?1b积聚"表明模型动物组已进入

-*的早期阶段% 本实验在造模成功后 -bX组即

给予氟伐他汀 # OEWaE干预治疗"5 7后"80及

Z>Y均较-b模型对照组下降"而两组血脂水平差

异并无统计学意义"表明氟伐他汀具有非依赖降脂

的肾脏保护作用%

近来研究发现"他汀类药物不仅有依赖降血脂

的肾脏保护作用"而且还有抗细胞增殖)抗炎症)免

疫调节等非依赖降血脂的肾脏保护作用&$ (̀'

% 他

汀类药物发挥其肾保护作用机制之一是通过对细

胞周期蛋白的调节作用来调控肾脏固有细胞的肥

大)增殖和凋亡等生物学过程&!'

%

氟伐他汀对早期-*肾脏固有细胞中的 D#6

a:DG

表达的影响有两个方面"一方面是使 D#6

a:DG表达减

少% 他汀类药物非依赖降脂的肾脏保护作用是通

过调节信号转导系统影响细胞因子)生长因子的作

用"可能与调节细胞凋亡W增殖平衡"炎症因子的产

生以及信号转导等有关&U'

#而细胞因子)生长因子

生成减少使其诱导的 D#6

a:DG表达减少&6 5̀'

#另一方

面是他汀类药物可以抑制 D#6

a:DG的降解% 在细胞

增殖过程中"D#6

a:DG在细胞周期 e

"

WB 期转换过程

起着非常关键作用"高水平的 D#6

a:DG表达可阻断细

胞从e

"

期转换至 B 期"使细胞周期停滞在 e

"

期%

D#6

a:DG的降解可使细胞周期从 e" 期进展到 B 期"

从而诱导细胞增殖% 洛伐他汀可使 D#6

a:DG表达增

加"细胞周期因子-")?表达受抑"细胞 -*+合成

减少"使细胞周期停止于 e" 期"发挥其抗增殖的

作用"进而减少细胞外基质的合成&5'

% 所以他汀

类药物影响细胞周期的作用"部分是通过抑制

D#6

a:DG的降解完成的% 故他汀类药物通过不同的途

径"既抑制 D#6

a:DG的表达"又抑制 D#6

a:DG的降解% 形

象的说"本实验中肾脏固有细胞中 D#6

a:DG生成的

+源头,被+部分阻截,后"即使 D#6

a:DG降解减少"

+节流, 的作用也显得力不从心% 因此" 氟伐他汀

治疗组的 D#6

a:DG表达升高的程度较 -b对照组降

低"使肾脏固有细胞肥大的程度减轻"进而减少

?1b分泌"从而发挥肾保护作用%

因此"氟伐他汀具有非依赖降脂的肾脏保护作

用"机制之一是通过调节细胞周期负性调控蛋白

D#6

a:DG表达"抑制肾脏细胞异常的增殖与肥大"减少

细胞外基质合成而实现的% 早期干预肾脏细胞的

细胞周期调控"可以延缓早期糖尿病肾病的进展%
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