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滋阴补肾方药对糖尿病大鼠骨中一氧化氮合酶
���� 表达的影响

齐锦生
‘

李 恩
‘

薛智权
‘

凌 亦凌
‘

摘要 目的
�

观察链脉佐菌素复制的糖尿病模型大 鼠骨密度与

骨组织中诱导型一氧化氮合酶 ���������� 表达 的相关性
，

探讨糖尿病骨质疏松的发病机制及滋阴补肾方的防治机理
。

方

法
�
�月龄 �� 大鼠随机分为正常对照组

、

病理模型组
、

病理模

型中药治疗组
，

病理模型氨基肌治疗组 �组
，

检测体重
、

血糖
，

�� 周后取股骨
、

胫骨用双能 � 线骨密度仪测骨密度值
，

采用组

织学及逆转录
一

多聚酶链式反应技术观察骨组织形态及骨中

训������ 表达的变化
。

结果
�

病理模型组骨密度值明显降

低
，

骨组织形态学呈退行性变化
�

骨 �������� 表达增多
�

中

药治疗组的骨密度值明显升高
，

骨组织形态学明显改善
，

骨中

�������� 表达少
，

与氨基呱治疗组相当
。

结论
�

糖尿病骨质

疏松骨中的 �������� 的异常表达可能是其发病的重要机

制之一
，

抑制骨中 ���� ���� 表达
，

可能是滋阴补肾方药防

治糖尿病骨质疏松的重要途径
。

主题词 糖尿病�中医药疗法 一氧化氮合酶�血液 � 滋阴

补
’
肾方

骨质疏松����是糖尿病����的常见并发症
。

孔

令芳等报道 其发病率为 ��
�

�写
，

而女性 发病率较

高川
，

发病机制 尚未完全阐明
。

近年来发现一氧化氮

����及其一氧化氮合酶 �����在参与和促进 �� 病

理生理过程中
，

占有举足轻重的作用闭
。

本研究拟用链

脉佐菌素�����复制大鼠糖尿病模型川
，

观察滋阴补

肾方药在防治糖尿病 ��� 中骨密度
、

骨组织形态与骨

中诱导型一氧化氮合酶 ���������� 表达 的相关

性
，
以期阐明糖尿病 �� 发生的病理机制及 中药防治

的机理
。

� 材料和方法

�
�

� 动物
��月龄 �� 雌性大鼠 ��只

，

体重 ���
�

��士

��
�

���
，

由湖北省同济医科大学实验动物学部提供�动

物合格证书
�

医动字第 ��一 ��� 号�
。

�
�

� 主要仪器
�

双能 � 线骨密度仪�美国 ����� 公

司产品����一��� 台式高速冷冻离心机 �上海离心机

械研究所产��紫外分光光度计 ������ �日本岛津公

司产品����� 热循环仪 ���型�����
����� ���公司

产品��美国强生血糖仪等
。

河北 医科大学生化教研 室
，

石 家庄 市中山 东路 ��� 号

��������

收稿 日期
�����一 ���一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

�
�

� 买验药物
�

滋 阴补 肾方药 由牡丹皮 ���
、

熟地黄

���
、

何首乌 ���
、

山药 ���
、

山茱英 ���等 �� 味药物组

成
，

药物均购于石家庄市乐仁堂
，

加蒸馏水 �����浸泡

��
，

煮沸 �����
，

过 滤
。

药 渣 加 �����蒸 馏 水
，

煮 沸

�����
，

过滤
。

合并两次滤液后浓缩成 �����生药浓度

药液
。

�
�

� 主要试剂
�

链脉佐菌素�����
�
公司产品��异硫

氰酸肌 �������
�
公 司产品 ��焦碳酸二 乙酷 �����

，

�����
公 司产 品 ���

������
����

�� ��
一

�，〔 ‘

� ������ 试

剂盒 �����
�
�� 公司产品��氨基肌 ���

，

北京化学试剂

公司产品�
。

�
�

� 引物
�

基因序列查 自�
��� ����

。

应用专业引物

设计软件 ������ ������ �
�

�设计而成
，

由上海生物工

程公司合成
。

具体序列如下
�

����

上游
��

’ 一
��������������������

一

�
’

下游
�
�

’ 一
��������������������

一

�
’

扩增产物为 �����
，
��

为 ��
�

�一��
�

��
，

日
一�����

上游
�
�

’ 一
���������������������

一

�
’

下游
��

’ 一
���������������������

一

�
’

扩增产物为 �����
，
�

，�

为 ��一���
·

�
�

� 方法与步骤

�
�

�
�

� 分组与模型复制
�

将 �� 只大鼠随机分为 �组
，

即正常对照组 �� 只�
、

�� 治疗组 ��� 只 �
、

中药组 ���

只 �及病理组 ��� 只 �
，

后 �组腹腔 内一次注射 ���

��
�

������体重
，

溶于 �
�

������
�

构椽酸钠�拘椽酸缓

冲溶液
，
���

�

�
，

新鲜配制
，

浓度 �
�

�������溶液
，

制成

糖 尿病模型
�

血糖高于 ��������
� ，

尿糖 �� � � �以

上
。

以上 �组正常饲料喂养
，

正常对照组和病理组 自由

饮水
。

中药治疗组按人和动物间体表面积折算的等效

剂量比值川
。

每只大鼠 ����天
，

中药灌喂 �含生药 ���

���
。

�� 治疗组用稀释成 ��
。
的 �� 溶液灌养

。

在 ��

����室温下
，

持续饲养 �� 周
，

并分别在 �周和 ��周

时检测血糖
、

尿糖
、

体重 �次
。

�
�

�
�

� 标本采集
�

动物饲养 �� 周后
，

禁食 �� 小时
，

股

动脉放血处死
，

取血清置于一�� �冰箱
，

存放备用
。

冰

上迅速剥离动物股骨及胫骨
，

每组取 �只动物的右侧

股骨和胫骨
，

置于 ���甲醛溶液中固定
，

脱钙
，

��染

DOI ：10．13288／j ．11－2166／r．2003．05．040



��
、

��
�

�
��

�

����
，
�����

，
����

表 � 各组大鼠骨密度
、

血糖
、

体重变化比较�二士
、 �

组别 鼠数 血糖 �������� 体重 ���

��二常组

病理组

��
，

组

中药组

��

胫骨密度 �������

��
�

���士 �
�

���
“

��
�

���士 �
，

���

�
�

���士 ��
�

���

�
�

���士 �
�

���
甚

股骨密度 ���
�� “ �

�
�

���士 �
�

���
褂

�
�

���士 �
�

���

�
�

���士 �
�

���
赞

�
�

���土 �
�

���
诱

�
�

��士�
，

��

��
�

��士�
�

���

��
�

��士 �
�

�三

��
�

���士 �
�

��

���
�

��士 ��
�

��
沁

��� ��士 ��
、

���

���
�

��士 ��
�

��
“

���
�

��士 ��
�

��
笼

‘�病理组 比较
， 关 ���

�

��

色
，

制成病理切片 �对其余右侧股骨及胫骨进行 ���

检测
�左侧股骨放入塑料袋

，

迅速投人液氮中保存
，

待

测骨组织中 ��������
。

�
�

�
�

� 组织总 ��� 提取及纯度鉴定
�

从 一�� �冰箱

取出股骨标本后
，

剔除软组织
，

采用异硫氰酸肌一步法

提取总 ���
。

取股骨头松质骨少许
，

按 ������组织加

人异硫氰酸肌裂解液�������
�

异硫氰酸肌
，

��������
�

柠檬酸钠
，
�

�

����
矛

�
，
�

�

������
�

日
一

���
，

冰浴中匀浆
。

加

人 ����体积的 �
�

������
�

��������
�

��
，

等体积饱和

酚
，
��� 体积氯仿�异戊醇 ���

���
，

混匀
，

冰浴 ��分钟
。

��
，
�� �������� 离心 ��分钟

，

分离上层水相
，

加入等

体积异丙醇
，

混匀
，
一 �� �放置 �小时

，
��

，
�������

��� 离心 �� 分钟
，

去上清
，

加 �倍体积 ���乙醇洗涤

沉淀
，
�〔

、 ，
一��������� 离心 ��分钟

，

去上清
，

风干
，

加

入 ��川无菌三蒸水溶解
。

取 �川��� 溶液
，

经 �
�

��琼

脂糖凝胶电泳鉴定 ��� 的纯度和完整性
，

紫外灯下观

察并照相
。

取 �川 经稀释后于 ����� 和 ����� 测定光

密度
，

计算 ��� 含量及 ������� ���
�、 ��� �

比值以确定其

纯度
，

选取 ��、 。�� ���
����比值大于 �

�

�的 ��� 样品

进行逆转录
一

多聚酶链式 ���
一

����反应
。

�
�

�
�

� ��
一

��� 反 应
�

根 据 ������������� ��
一

���

������ 试剂盒说明进行操作
。

用 �陀 总 ��� 进行

��
一

��� 反应
。

采用 �对引物在同一体系中进行
。

��川

反应体系包括
��又 ������������� �

����� ��� ��拜�
，

������������ 目的基因
，

正负链各 �拜�
，
������俘

一�����

����
�� ，

正 负链各 �川
，
��� 溶液按其浓度加 总量为

����
，

用 ���� 处理后的三蒸水加到总体积为 �。川
，

然

后加 �川������� 反转录酶
，

轻摇混匀
。

反应条件为

���
’

�����
，
���

、

���� �������
，
������

，
��〔 ��� ，

��

个循环 �然后 �� �����
，

反应结束后 ��保存
。

�
�

�
�

� ��
一

��� 产物的电泳分析
�

取 ��� 产物 ��川

进行 �
�

��琼脂糖凝胶电泳
，

电泳结束
，

紫外灯下观察

照相
，

对照片进行面积灰度扫描
，
以密度代表其表达

量
，

计算出目的基因的相对表达量
。

目的基因的相对表

达量
�

目的基因的密度邝
一

����� 基因的密度
。

�
�

� 统计学方法
�

数据以 于士
、
表示

，

采用 �检验
，

秩和

检验
，

用 ���统计软件包统计分析处理
。

表 � 各组大鼠实验前后体重和血糖变化比较�牙士
、 �

组别 鼠数 体重���

�� 组

病理组

实验前

实验后

实验前

实验后

实验前

实验后

��
中药组

��

��

���
�

��士 ��
�

��

���
�

��士 ��
�

��

���
�

��土 ��
�

��

���
�

��士 ��
�

��
祷

���
�

��士 ��
，

��

���
�

��士 ��
�

��
否

血糖���
�����

��
�

��士�
�

��

��
�

��士 �
�

��
� 补

��
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��
赞 ‘

��
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��

与本组实验前比较
， ， �� 。

�

��
， 关 ， ��� ��

� 结果

�
�

� �� 及滋阴补肾方药对大鼠骨密度
、

血糖和体重

的影响
�

表 �示
，

病理组与正常组 比较
，

股骨骨密度
、

胫

骨骨密度
、

血糖及体重变化均有非常显著性差异 ���

�
�

�� �
�

模型复制成功
。

�� 组
、

中药组分别与病理组 比

较
，

股骨骨密度及胫骨骨密度均 明显升高
，

血糖均降

低
，

体重均增加�� 均��
�

�� �
。

�� 组与中药组比较
，

均

无显著性差异
。

�
�

� 各组实验前后血糖
、

体重变化 比较
�

表 �示
，

中药

组用药后 比用药前体重增加 ����
�

�� �
，

血糖降低 ��

� �
�

�� ���� 组用药前后 比较
，

体重无显著性差异 ��

��
�

���
，

血糖用药后比用药前下降����
�

����病理组

实验后 比实验前体重降低 ����
�

�� �
，

血糖无显著性差

异 ����
�

���
。

�
�

� ��染色
�

正常大鼠股骨及胫骨的骨小梁丰富
，

壁

厚
，

股骨干髓端以纵向排列的骨小梁为主
，

骨小梁之间

有横向的骨小梁连接
，

骨小梁表面可见成队状排列的

成骨细胞 �����病理组骨小梁稀疏
，

变薄
，

骨髓腔扩

大
，

部分区域骨小梁消失
，

股骨干髓端横 向骨小梁稀

少
，

骨髓腔内可见较多的脂肪颗粒
，

骨小梁表面 ��稀

少 ��� 组
、

中药组与病理组 比较
，

骨小梁数 目较多
，

骨

小梁壁变厚
，

扩大的骨髓腔有所恢复
，

脂肪颗粒减少
。

�
�

� 总 ��� 提取结果
�
��������� 比值为 �

�

�一�
�

�

之间
。
�

�

��琼脂糖凝胶电泳显示
�
���

、

���两条带清

晰
�

且后者的亮度和宽度为前者的 �倍
。

�� 带很暗
，

无

其它大分子条带
，

表明总 ��� 无降解及蛋白质污染
。

�
�

� 各组骨组织中 ���� ���� 表达 比较
�

表 �示
，

正常对照组 �� 中�������� 无表达或不能检测出
。
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表 � 各组大鼠股骨中�������� 表达相对灰度值比较�王士
��

组别 鼠数 ��丈������

正常对照组

病理组

中药组

�� 治疗组

��
�

�

����士 �
�

����
书

�
�

����士 �
�

����△

�
�

����土 �
�

����△

‘
与正常对照组 比较

，
尸� 。

�

�� �△与病理组比较 ，
���

�

��

病理组可见 ���� ���� 高表达 �而 中药组和 �� 组

�������� 的表达量均显著低于病理组����
�

���
。

中药组与 �� 组比较
，

无统计学差异 ��� 。
�

���
。

� 讨论

已有研究表明
，
���糖尿病大 鼠模型的胰岛损伤

和胰岛素分泌衰竭与大量 �� 产生有关 �同时该模型

血内的单核细胞释放 白介素 ����
一

��
、

肿瘤坏死 因子

�����等细胞因子增加 巨�一 “ 〕 。

����可被细胞因子
、

内

毒素等许多体液性物质所诱导
，

且 ����被诱导后
，

活

性 可 持续达 ���
，

合成 纳摩 尔 ������水平 的 ��仁
�〕 ，

����是引起体内 �� 过量产生的主要基础 仁‘ “ 〕 。

体外实

验发现
，
��

、

破骨细胞 ����共培养时
，

在 ��
�一

�
、

���
一� 、

干扰素 了����
一

��的联合作用下
，

可激发生成 ��一�� 倍

的 ��
，

经证实 �� 主要来 自 �� 系��� 〕 。

过高浓度 的

�� 对 ��
、

��均有细胞毒作用 仁，�
， ’ �口，

可使 ��前体细

胞大量凋亡
，

抑制 ��的成熟
、

分化及其功能
。

��
�
等仁’ ‘」

用电子顺磁共振 �����技术揭示 ���能同时催化 ��

和超氧阴离子 ��矛�生成
，
�������� 等在 ����年发现

并模拟生理条件下 �� 与 �了反应生成过氧亚硝基阴

离子 ��������������
，
�����一 �产物

，

而 ����
一

可引起

很强的氧化性损伤
，

它可能是 �� 过量生成时导致细

胞损伤的关键物质
。

故 �矛
、

�� 和 ����一

三者相互调

制以及与生物分子反应可能成为参与调节细胞功能的

重要因素
。

中医学认为
，

肾为
“
先天之本

，

内舍之阴
” ， “
消渴之

疾
，

皆起于肾
” ，

因此
，

滋阴补肾为糖尿病治疗的原则之

一
。

本研究中的方药主要由熟地黄
、

何首乌
、

牡丹皮
、

构

祀子
、

山药
、

山茱英
、

麦门冬
、

地骨皮
、

知母和惹茵仁 ��

味中药组成
，

方中熟地黄能滋阴补肾
，

为君药 �构祀子
、

山药
、

牡丹皮
、

何首乌
、

麦门冬
、

山茱英均能增强滋阴补

肾之功效
，

为臣药 �地骨皮
、

知母和慧茵仁为佐使药
，

诸

药合用
，

共奏滋阴补肾之功效
。

现代药理研究表明
，

熟

地黄中的梓醇有降糖作用
。

何首乌
、

牡丹皮
、

麦门冬
、

山茱英
、

山药均有抗氧化的作用
。

本实验结果表明
，

滋阴补肾方药与 �� 对增加骨

密度
，

降低血糖
，

增加体重均有显著作用
。

滋阴补肾方

药在降低血糖
，

增加体重方面效果明显
。

���
、

骨形态

学变化与骨中 �������� 表达的变化相一致
。

表明

骨中 �������� 高表达可能是造成糖尿病 �� 重要

的内在机制之一
。

�� 为 ����的选择性抑制剂
，

可特

异性抑制 ����的活性及表达
，

从而达到防治 �� 的目

的
。

滋阴补肾方药能防治 ��发生
，

可能与抑制 ����

的活性及 ���� 的表达
，

使 ��
、

�‘ 和 ����一
三者

产生减少
，

起到抗氧化作用有关
。

与 �� 相 比
，

中药在

防治 ��发生的同时
，

有更明显的增强体质作用
，

符合

多靶点相关集合作用的中药作用机理
。
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