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摘 要:目的 实验性研究壮通饮对糖尿病肾病(DN)大鼠肾皮质结缔组织生长因子(CTGF)、转化生长因子(TGF-
β1)、血浆纤溶酶原激活物抑制物(PAI-1)、纤维连接蛋白(FN)细胞因子 mRNA表达的影响,并探讨壮通饮对DN大鼠

肾脏的保护作用机制。方法 采用单肾切除术合并腹腔注射链脲佐菌素(STZ)诱导制备DN大鼠模型,并随机分为空

白对照组、假手术组、模型组、卡托普利西药组(1g/kg)和壮通饮低(6.8g/kg)、中(13.6g/kg)、高(27.2g/kg)剂量7个

组。于实验给药治疗6周后,用荧光实时定量RT-PCR法检测大鼠肾皮质CTGF、TGF-β1、PAI-1、FN细胞因子

mRNA的表达。结果 壮通饮可以降低DN大鼠肾皮质CTGF、TGF-β1、PAI-1、FN细胞因子 mRNA的表达。结论

 壮通饮能改善肾皮质CTGF、TGF-β1、PAI-1、FN细胞因子 mRNA的表达,以减轻肾脏病理改变,对DN大鼠的肾

脏具有一定的保护作用。
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  Abstract: Objective ThisarticleaimstolaboratorystudytheeffectsofChineseherbalZhuangtongyinon
mRNAexpressionofconnectivetissuegrowthfactor(CTGF),transforminggrowthfactor(TGF-β1),plas-
minogenactivatorinhibitor1(PAI-1),fibronectin(FN)cytokinesinrenalcortexofdiabeticnephropathy
(DN)rats,andtoexplorethemechanismofZhuangtongyininprotectingthekidneyofDNrats. Methods 
DNratmodelswereinducedandpreparedbymono-nephrectomycombinedintraperitonealinjectionStreptozo-
tocin(STZ),andtheratswererandomlydividedinto7groups:ablankcontrolgroup,ashamoperation
group,amodelgroup,awesternmedicineofCaptoprilgroup,(1g/kg)andZhuangtongyinlowdose(6.8g/
kg),mediumdose(13.6g/kg)andhighdose(27.2g/kg)groups.Sixweeksafterdrugsadministration,a
fluorescentquantitativereal-timeRT-PCRwasusedtomeasurethemRNAexpressionofCTGF,TGF-β1,
PAI-1,FNcytokinesinratsrenalcortex. Results Zhuangtongyincoulddown-regulatemRNAexpres-
sionsofCTGF,TGF-β1,PAI-1,FNcytokinesinrenalcortexofDNrats. Conclusion Zhuantgongyincan
protecttoacertainextentofDNratskidneybyimprovinghemRNAexpressionofCTGF,TGF-β1,PAI-1,
FNcytokinesinratsrenalcortexforlesseningthepathologicalchangesofkidney.
  Keywords: Zhuangtongyin;diabeticnephropathy;cytokines;fluorescentquantitativereal-timeRT-

PCR;mRNAexpression

  糖尿病肾病(DN)以肾小球基底膜(GBM)增厚、
系膜增生为主要病理特征,从而导致肾小球硬化,并出
现蛋白尿,甚至肾功能衰竭[1-3]。而结缔组织生长因
子(CTGF)、转化生长因子(TGF-β1)、血浆纤溶酶原

激活物抑制物(PAI-1)、纤维连接蛋白(FN)是DN
病理过程中的重要细胞因子,参与调节DN的病理改
变。壮通饮(ZTY)为治疗DN的经验方[4],本实验运
用荧光实时定量RT-PCR法检测壮通饮对DN大鼠
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肾皮质CTGF、TGF-β1、PAI-1、FN细胞因子 mR-
NA表达的影响,以进一步研究其保护作用。
1 材料

1.1 动物 SPF级纯种SD大鼠140只,雌雄各半,
体质量(200±20)g,鼠龄4个月,检疫合格,血糖正
常,由广西医科大学动物实验中心提供(合格证编号:
SCXK桂2009-000),适应性喂养1周后进行实验。
1.2 药品和试剂 水合氯醛(成都市科龙化工试剂
厂,批号:20130513);链脲佐菌素(STZ,美国Sigma公
司 ,批号:90513038);ZTY水煎液(扶芳藤、黄花倒水
莲、参三七),购自广西柳州百草堂药业有限公司,批
号:20131023;卡托普利片(广东台城制药股份有限公
司,批号:20130302);目测尿蛋白试纸(广州市花都高
尔宝生物技术有限公司,批号:20130717);总RNA提
取试剂盒(TaKaRaMiniBEST UniversalRNAEx-
tractionKit,CodeNo.9767)、逆转录试剂盒(Takara
PrimeScriptTM RTreagentKitwithgDNA Eraser
PerfectRealTime,CodeNo.RR047A)、实时荧光定
量RT-PCR试剂盒(TaKaRaSYBR®RPremixEx
TaqTMIITLiRNaseHPlus,CodeNo.RR820A),均购
自于大连宝生物有限公司;引物由广州吉格生物科技
有限公司设计合成。
1.3 仪器 超低温冰箱(日本SANYO公司,型号:
MDF-u72v)、制冰机(日本SANYO公司,型号:SIM
-F124)、电子天平(北京赛多利斯仪器系统有限公
司,型号:BS223S)、旋窝混合器(上海琪特分析仪器有
限公司,型号:XW-80A)、电脑三恒电泳仪(北京市六
一仪器厂,型号:DYY-6D)、超微量分光光度计(德国

IMPLEN公司,型号:NanophtoometerPearl360)、高
速冷冻离心机(美国Sigma公司,型号:1-14K)、干式
恒温器(杭州瑞成仪器有限公司,型号:DC10)、普通
梯度PCR仪(美国BIO-RAO 公司,型号:PTC-
200)、RealTimePCR仪(美国BIO-RAO公司,型
号:CFX96)、安稳血糖仪(三诺生物传感股份有限公
司)、凝胶成像系统(美国BIO-RAO公司,型号:Gel-
Doc2000)。
2 方法

2.1 动物模型制备及分组给药 将140只SPF级纯
种SD大鼠给予普通饲料、自由饮水,适应性饲养1周
后,随机取10只为空白对照组,20只为假手术组,其
余为造模组。参照模型制备和成模标准[5],将假手术
组与造模组皆以10%水合氯醛3.0ml/kg腹腔注射
麻醉,但假手术组仅切开皮层、肌层,不切除肾脏并缝
合,而造模组结扎左肾门血管行左肾切除术并缝合,且
造模组于术后恢复2周后,禁食12h,以2%STZ溶
液50mg/kg,一次性腹腔注射造模。72h后测尾静脉
血糖,其值≥16.7mmol/l即为造模成功。之后继续
饲养1个月,造模组微量白蛋白>30mg/d后,随机取

30只为模型组,其余各治疗组(西药组和ZTY低、中、
高剂量组)各20只。各治疗组大鼠每日灌胃量为:
ZTY各组用ZTY水煎液(低剂量组6.8g/kg,中剂量
组13.6g/kg,高剂量组27.2g/kg),西药组用卡托普
利液(10mg/kg)。模型对照组与假手术组大鼠:用

0.5%CMC-Na,按100g/ml大鼠体质量与灌胃体积
比灌胃。空白组不予处理。各组大鼠自由饮水和标准
饮食,每天9:00~10:00一次性灌胃,连续灌胃用药6
周。末次给药后,禁食 (不禁水)10h,行10%水合氯
醛3.5g/kg腹腔注射麻醉,取出右肾,剥离被膜,每组
各随机取3只大鼠的50%肾脏用冻存管,以液氮短暂
保存,然后转移到-80℃超低温冰箱保存备用。
2.2 荧光实时定量RT-PCR法检测 取大鼠肾皮
质组织,液氮研磨后,按试剂盒方法提取肾皮质总

RNA,超微量分光光度计测定总RNA浓度和纯度,电
泳RNA完整性。根据逆转录试剂盒合成cDNA在-
20℃水箱保存,用于荧光实时定量 RT-PCR检测。
在NCBI数据库查询参考核苷酸序列,用Prime3.0软
件设计目的基因引物,引物序列经 NCBInBlast比对
无非特异性扩增,用于RT-PCR实验,引物序列信息
见表1。

表1 引物序列信息

基因名称 引物 引物序列(5'→3')

CTGF Forward TGTGAAGACCTACCGGGCTA
 Reverse TTCATGATCTCGCCATCGGG
TGF-β1 Forward AGGGCTACCATGCCAACTTC
 Reverse CCACGTAGTAGACGATGGGC
PAI-1 Forward GTGGTTCGGCACAATCCAAC
 Reverse AAGATTTACCAGTGCCGGGG
FN Forward GGGAAGAAAAGGAGCCCAGG
 Reverse GGAAAAGTCCTGAGGTGGGG
GAPDH Forward TGCCACTCAGAAGACTGTGG
 Reverse TTCAGCTCTGGGATGACCTT

  冰上配制RT-PCR反应体系:SYBR®Premix
ExTaqTM(2×)10μl,正反引物各0.8μl,cDNA模板

2μl,加dH2O至总反应体系20μl。扩增条件:95℃
10min,95℃10s,60℃20s,72℃30s,共44个循
环。融解曲线分析:72~94℃,每个循环增加0.4℃,
持续0.05s。以GAPDH作为内参,用荧光相对定量
分析2-△△CT法来表示目的基因mRNA的相对表达水
平,具体如下:①将对照样品和检测样品的目的基因和
内参基因的CT 值进行均一化处理:△CT(对照样品)
=CT(目的基因)-CT(内参基因);△CT(检测样品)
=CT(目的基因)-CT(内参基因)。②将对照样品和
检测样品的△CT 值进行均一化处理:△△CT= △CT
(检测样品)-△CT(对照样品)。③计算相对表达量:
即2-△△CT。
2.3 统计学方法 采用SPSS17.0统计软件进行分
析,计量资料以(췍x±s)表示,多组计量资料采用ANO-
VA检验,多样本均数的两两比较采用SNK检验。P
<0.05为差异有统计学意义。
3 结果

各组大鼠经3次生物学重复和3次技术重复,结
果见表2、图1~4。与空白组相比,假手术组的各细胞
因子mRNA的表达差异均无统计学意义,模型组及
各治疗组的各细胞因子 mRNA的表达均升高(P <
0.05);与模型组相比,西药组与ZTY低、中、高各组细
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胞因子mRNA的表达均降低(P<0.05)。表明各治
疗组均可以降低 DN大鼠肾皮质CTGF、TGF-β1、

PAI-1、FN细胞因子mRNA的表达,其中ZTY中剂
量组降低最为明显。

表2 ZTY对DN大鼠CTGF、TGF-β1、PAI-1、FN细胞因子 mRNA表达的影响 (췍x±s)

组别 CTGF TGF-β1 PAI-1 FN

空白组 1.015±0.078b 1.033±0.055b 1.007±0.021b 1.002±0.081b

假手术组 1.183±0.094b 1.268±0.107b 0.830±0.143b 2.777±0.120b

模型组 19.895±0.869a 3.459±0.922a 19.072±2.264a 11.543±0.082a

西药组 3.438±0.021ab 1.895±0.021ab 4.723±0.485ab 3.671±0.519ab

ZTY低剂量组 9.819±2.936ab 2.364±0.317ab 12.015±0.695ab 5.241±1.435ab

ZTY中剂量组 3.198±0.680ab 1.798±0.107ab 4.625±0.737ab 3.506±0.557ab

ZTY高剂量组 12.069±0.258ab 2.706±0.273ab 12.211±0.317ab 7.709±2.203ab

 注:与空白组相比较,a:P<0.05;与模型组相比较,b:P<0.05

图1 ZTY对DN大鼠肾皮质

CTGF细胞因子mRNA表达的影响

图2 ZTY对DN大鼠肾皮质

TGF-β1 细胞因子mRNA表达的影响

图3 ZTY对DN大鼠肾皮质

PAI-1细胞因子mRNA表达的影响

图4 ZTY对DN大鼠肾皮质

FN细胞因子mRNA表达的影响

4 讨论

DN是糖尿病最为常见的严重微血管并发症之

一。近年的研究表明,细胞因子在DN发生发展的病

理改变中,起着重要作用。CTGF是一种新的促纤维

化生长因子,是DN发生的重要驱动因子之一[6]。
ThomsonSE等[7]研究发现,CTGF可使肾小球

系膜细胞外基质(ECM)合成增多,并可通过上调基质

金属蛋白酶组织抑制因子-1(TIMP-1)抑制ECM
的降解。而ECM 的过多积聚可以引起肾小球硬化、
肾脏纤维化等[8]。

TGF-β1 是DN病程进展中重要的细胞因子,是
导致ECM 过度沉积的关键因子,在肾小球持续表达

可诱导包括系膜细胞在内多种细胞基质蛋白,如Ⅳ型

胶原、纤维连接蛋白、层黏连蛋白等异常增加[9-10]。
TGF-β1 通过介导足细胞的损失、系膜细胞增生、内
皮细胞增生、迁移和凋亡,在DN肾小球硬化和肾间质

纤维化中起关键作用[11]。
PAI-1是调节纤溶系统生理功能的重要细胞因

子,是纤溶酶原激活剂的主要抑制剂。PaueksakonP
等[12]在DN患者肾小球微血管损伤与PAI-1增强的

临床研究中发现,肾小球 Kimmelstiel-Wilson结节

硬化DN患者的PAI-1染色增强。PAI-1可通过上

调TGF-β1 增加ECM 合成,也可通过抑制纤溶酶活

性和基质蛋白酶2活性减少ECM 降解,从而使ECM
沉积,导致肾小球硬化[13]。
FN是ECM的重要组成部分,目前认为FN异常

增多在DN发病机制中起着重要作用[14]。在DN中,
FN蛋白的过度产生可导致ECM 堆积和肾小球基膜
(GBM)增厚,抑制FN蛋白的过度产生可延缓DN的

病程[15]。
综上,CTGF、TGF-β1、PAI-1、FN各细胞因子

可致DN肾脏病理改变。本实验研究发现,ZTY可以

调节DN大鼠肾皮质CTGF、TGF-β1、PAI-1、FN细

胞因子 mRNA的表达,以减轻肾脏病理改变,对DN
大鼠的肾脏具有一定的保护作用。

(下转第13页)
—7—

2015年             右江民族医学院学报              第1期



义,但核桃叶高浓度组离体小肠平滑肌收缩力明显高
于给药前、正常对照组、核桃叶低浓度组、核桃叶中浓
度组,其对离体小肠平滑肌收缩频率与其余组差异无
统计学意义;提示高浓度的核桃叶提取液能增强家兔
离体小肠平滑肌收缩力,而对收缩频率不影响。消化
道对营养物质的消化和吸收的主要部位是小肠,小肠
平滑肌收缩活动有利于营养物质在小肠内的消化和吸
收。核桃叶主要含有没食子酸、反油酸、核桃叶醌、氢
化核桃醌、葡萄糖苷和具有高抗炎作用的多酚复合物
等成分[8]。核桃叶提取液增强小肠平滑肌收缩力作用
是否与反油酸相关,其能否促进小肠对营养物质的消
化和吸收还有待于进一步研究。
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