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摘要 目的
�

研究中药蜂贝化疲胶囊对糖尿病大 鼠肾脏细胞凋亡及 ��� 和 ���
一

� 表达的影响
，

探讨该药对糖尿病肾病的防治

机制
。

方法
�

大鼠腹腔注射链腮佐菌素复制糖尿病大鼠模型
，

用蜂 贝化癖胶囊对糖尿病大 鼠进行干预治疗
，

采用全 自动生化分

析仪测定大鼠血
、

尿代谢指标
，

原位末端标记法检测肾脏细胞凋亡
，

免疫组化和流式细胞术检测 肾皮质 ��、 、 和 �� 、 一� 的表达
卜

结果
�

模型组血糖 ��月��
、

尿素氮���� �
、

尿蛋白��拍
�
��较正常组明显升高�尸� 。

�

���
�

中药组则有明显改善
。

模型组较正常组

大鼠肾小球
、

肾小管凋亡细胞数明显增多 ��
�

� 。
�

�� �
，
��� 和 ���

一

� 的表达显著增强 �尸� 。
�

�� ��中药组较模型组大鼠凋亡细胞

数明显减少 �尸� 。
�

�� �
，

��� 和 ���
一
� 表达减弱 �尸� 。

�

�� �
。

结论
�

蜂贝化窟胶囊可能通过影响凋亡相关蛋白 ��� 和 ��
�一工

�

的表

达而抑制肾脏细胞凋亡
，

从而发挥对肾脏的保护作用
。
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糖尿病肾病����是糖尿病严重的微血管并发症
，

已有资料证实
，
�� 与细胞凋亡有关巨’一 ��

。

许多因素可

以影响肾细胞凋亡队
�〕 ，

凋亡异常可以导致肾小球和肾

小管疾病川
。

��、 在正常肾小管上皮细胞和受损的肾

小球均有表达困
，
��� 与 ���

一

�
�

结合
，

可迅速导致细胞

凋亡川
。

因此
，

下调 ��� 与 ���
一

� 的表达
，

抑制细胞凋

亡
，

是防治 �� 的有效治疗途径
。

我们根据近年来中医

对 �� 的认识着重于脉络微形症瘾学说这一理论川
，

自拟蜂贝化癖胶囊并观察该方对链脉佐菌素诱导的糖

尿病大鼠肾脏细胞凋亡及凋亡相关蛋白 ��� 和 ���
一

�
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表达的影响
，

现报告如下
。

� 材料

�
�

� 动物
�

�� 只清洁级 �周龄健康雄性 ������
大鼠

，

体重 ���一��馆
，

购 自山东大学医学部实验动物 中心
。

�
�

� 药物
�

蜂贝化痊胶囊 �黄茂 ���
，

黄精 ���
，

蜂胶

���
，

丹参 ���
，

葛根 ���
，

生地黄 ���
，

浙贝母 ���
，

冤丝

子 ����由潍坊中药厂制备
，

批号 �� ����
。

每粒胶囊含

原生药 �
�

��
。

�
�

� 试剂与仪器
�

原位凋亡 ������ �和 ���
、

�’� 、 一

�

免疫凋亡试剂盒 �武汉博 士德生物工程有限 公 司�
�

����美 国 ������
�
公 司 �

�
���

一

�����德 国 �� 公

司 ��生物素化抗地高辛抗体 ������� 公 司�
�
兔抗 ���

和 ���
一

�
�

单克隆抗体�美国 ��������
�� 公司�

�链脉佐

菌素 �����
�
公司��������� 型流式细胞仪�美国 ��

公司��������� 多功能显微镜旧 本 ������� 公司�
。
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� 方法

�
�

� 动物模型制备及分组
�

全部大鼠适应性喂养 �周

后
，

用戊巴 比妥钠 ��岁��腹腔注射麻醉
，

行右肾切除

术
，

作为对照
。

切 口愈雀卜后
，

将大鼠随机分为正常组
、

模

型组和中药组
。

其中模型组和中药组木鼠按 �������

腹 腔注射链脉佐菌素 �溶于 。
�

������
、

构椽酸钠缓 冲

液 中
，
���� ��

，

��小时后取大 鼠尾静脉血查血糖值达

��
�

�������
了

者确定为糖尿病模型
，

正常组注射相 同

体积的拘椽酸钠缓冲液
。

�
�

� 给药方法
�

中药组根据每 只大 鼠体重每 日给予

�一 �粒蜂 贝化癖胶囊中的粉末 �按大鼠体表面积换算

成等效剂量 ��
�

������进行灌 胃
，

喂养 �� 周
，

自由饮

水
，

正常组及模型组用普通饲料喂服 �� 周
，

自由饮水
。

�
�

� 标本收集
�

喂养结束后分别用代谢笼收集 ��小

时尿
，

用于尿蛋 白��丁�
�
��

、

尿肌配 �����的测定
�
再将

大 鼠用 ����� 戊巴 比妥钠 ���������腹腔注射麻醉
，

左颈动脉插管取血
，

分离血浆及血清
，

用于血糖 �����
、

尿 素氮 �����
、

血肌配 ���
��的测定 �再切取左肾

，

去

掉被膜
，

吸干血迹
，

部分用 ��的多聚 甲醛固定
，

常规

石蜡包埋
，

行 �拜� 切片
，

供免疫组化和细胞凋亡检测
，

部分用 ���乙醇固定用于流式细胞仪检测
。

�� � 血
、

尿代谢指标测定
�
���

、

��� 、

��� 、

���
、

����

测定均用 日立 ����� 全 自动生化分析仪测定
，

并计算

肌醉清除率�����
。

�
�

� 细胞凋亡检测
�

切片常规脱蜡至水
，

经 ���
�
��

处理
，

蛋 白酶 � 消化后
，

加入 ��� 和 ���
一

���� ��

过 夜
，

封 闭 后 加 生 物 素 化 抗 地 高 辛抗 体
，

洗 涤
，

加

����
，
���显色

，

光镜观察凋亡信号
，

胞核 中有棕色

颗粒者为阳性细胞
。

计 ��� 个肾小管的细胞总数和阳
�

吐细胞数及 �。 个肾小球的阳性细胞数
，
以肾小管细胞

的阳性率和单个肾小球切面的阳性细胞数作为比较指

标
。

�
�

� 免疫组化检测肾细胞 ��� 和 ���
一

� 表达
�

切片常

规脱蜡至水
，

一抗为兔抗大 鼠 ��� 和 ��
�一�

�

单克隆抗

体 ��
�

�� 稀释�
，

二抗为生物素化羊抗兔 �����
，
���

稀释�
，
以 ���代替一抗作阴性对照

，
��� 显色

，

光镜

检查阳性信号
，
以两个加号为判断标准 �棕褐色沉淀表

达 ����
。

�
�

� 流式细胞仪检测 ��� 和 ���
一

� 表达
�

将标本用网

搓法制成单细胞悬液
，

采用间接免疫荧光法
�

在细胞悬

液 中分别加人 � ， ��� 稀释的兔抗 ��� 或 ��
�一� 单克

隆抗体
，
���温育 �� 分钟

，

洗涤后加人羊抗兔 ����
�

���
，

温育洗涤后流式细胞仪检测
，
以标准细胞样品调

整仪器的变异系数����值在 ��以内
，

再将测量的数

据输人计算机
，

应用相应的程序进行资料处理
。

按照

������ 等仁，�方法
，
以荧光指数 ����表示 ��� 及 ���

一

�
才

的相对含量
。

��一 �样品的平均荧光强度 一对照样品平

均荧光强度��正常组织平均荧光强度
。

�
�

� 统计学方法
�

采用 �检验和 � 检验 比较分析各组

实验结果
，

组间比较用方差分析
。

� 结果

�
�

� 蜂贝化疲胶囊对大 鼠代谢指标的影响
�

表 �示
，

与正常组 比较
，

模型组和中药组的 ��
�

、

���
、

���� 均

显 著增高�尸��
�

�� ��且 中药组与模型组 比较有明显

改善����
�

���
。

�
�

� 蜂贝化痪胶囊对大 鼠肾脏细胞凋亡及 ��� 和

���
一

�
�

表达的影响
�

表 �示
，

免疫组化结果模型组肾脏

细胞凋亡数较正常组明显增多 �尸��
�

�� �
，

多为远端

小管细胞
，

少数在近曲小管和间质 �中药组细胞凋亡数

较模型组有所减少 ����
�

���
。

正常组肾小球
、 ’
肾小管

��� 和 ���
一

工
一

有弱表达 �模型组 ��� 和 ���
一

�
、

表达较正

常组 明显增强 ��� �
�

�� ��中药 组 较模 型 组 ��� 和

���
一

� 表 达 减 弱 �尸� �
�

�� �
，
���

一

� 主 要 在 肾小 管

表达
。

表 � 各组大鼠代谢指标变化的比较 ‘ 士 、 �

组别 鼠数

正常组

模型组

中药组

�分�����，�����

�
�

��工 �
�

��

��
�

��士 �
�

��
试

��
�

��士 �
�

��
并

�������，�〕����

�
�

��士 �
�

��

�� ��土 �
�

��
般

� �
�

��士 �
�

��
若
应

��二�������� �

�
�

��士�
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士�
�

��

������一������

�
�

��士 �
�

��

��
�

��士 �
�

��
杏

��
�

��士 �
�

��
苦
乙

与正常组 比较
， 、 �� 。

�

��
�

与模型组 比较 △�’ � 。
�

��

表 � 各组大 鼠肾脏细胞凋亡及 �� 、 和 ���
一
�
，

定量分析 �二士
、 �

组别 鼠数
单个

’

肾小球切面

凋亡细胞数 �个 �

肾小管细胞

凋亡率���
������值 � ���

一

����值 �

正常组 � � �
�

��士 �
�

�� �
�

��士 �〕
�

�� �
�

��士 �
�

��

模型组 吕 �
�

��士 。
，

�� ��
�

��士 �
�

��
’

�
�

��士�
�

��
·

�
�

�。 士 ��
�

��
，

「
�
�

药组 � �
�

��士 。
�

��乙 �
�

��上 �
�

��乙 �
�

��士 �
�

��乙 �
�

���土 。
�

��△

与正常组 比较
， � �� 。

�

�� �
与模型组 比较

，△尸� 。
�

��
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���
·

� 讨论

��� 和 ���
一

� 是介导细胞凋亡的一对膜蛋 白
，
���

与 ���
一

�
了

结合可导致表达 ��� 的细胞凋亡
，

这与细胞

的自身稳定和疾病的发生密切相关
。

因此
，

认识 ��
、
和

���
一

�
�

系统的作用
，

对疾病的治疗有重要指导意义
。

如

用细胞因子 �
� 一

�
、

��� �
、

���
一

了 和 ��、 �
����等土调

��� 表达
，

诱导细胞凋亡
�
或用 �����

、

硫醇和 反 义 ���

阻断 ��� 途径
，

抑制细胞凋亡
，

均可达到治疗 目的
。

�� 是严重的糖尿病微血管并发症
�

有资料表明
，

在 �� 发展过程中
， ’
肾实质细胞逐渐减少这 一过程可

能与细胞凋亡有关 二‘ 一 月
。

在 �� 晚期
， ’
肾小球的凋亡数

与肾功能恶化程度成正比闹
。

许多因素可 以影响肾细

胞凋亡比
弓〕 ，

如在高血糖环境 中培养肾小管
�

�皮细胞
，

发现管状上皮细胞肥大
、

细胞萎缩和问质纤维化导致

肾细胞凋亡
，

高糖 可增加凋亡调
一

节基因的表达
，

是 ��

的致病因素川
。

可见
，
�� 发展过程中细胞数 目的减少

至少部分是通过凋亡机制引起的
，

而且是造成肾功能

进一步恶化的重要原因
。

阻断 ��� 与 ���
一

� 途径 导致

的肾细胞凋亡
，

是防治 �� 的重要手段
。

蜂贝化察胶囊由活血化疲
、

软坚散结
、

补肾益气

�类药物组成
，

其中蜂胶活血生肌
、

消疵疗疮 � 丹参
、

葛根活血化癖
、

生津益 胃 � 浙贝母化痰软坚散结
，

与

丹参配伍加强化疲散结作用 � 生地黄
、

冤丝子
、

黄芭
、

黄精补 肾益气养 阴 以助血行
，

合之使疲血祛
、

脉络

通
、

症瘾消
。

研究结果表明
，

糖尿病大鼠服用蜂贝化疲胶囊后
，

机体各项代谢指标得到明显改善
。

中药治疗后的糖尿

病士 鼠 ��
� 、

���
、

����
等各项指标均明 显降低

。

免疫

组化结果显示
，

正常组肾小球和 肾小管的凋亡细胞很

少
，

而模型组凋亡细胞明显增多
，

经中药治疗后凋亡细

胞明显减少
。

定量分析 ���� 和 ���
一

�
，

系统的结果也表

明
，

模型组 ��� 和 ���
一

�
、

表达明显增强
，

用蜂贝化痕胶

囊治疗后
，
��� 和 ���

一

� 表达下调
，

表明肾脏的 ��� 和

���
一

� 系统参与了糖尿病大鼠肾脏细胞凋亡的调控
。

本研究证实
，

蜂贝化痕胶囊能明显改善肾功能
，

减

少 肾细胞凋亡
，

并能下调 �� 、 和 ���
一

� 表达
。

因此推

断
，

蜂贝化疲胶囊对肾脏的保护作用可能部分是通过

影响细胞凋亡及凋亡相关蛋自 ��� 和 ����
一

�实现的
。
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