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摘 要! "目的# 探讨 123 " 4 #5 氧化酶在糖尿病肾病发病中的作用和防治方法6 "方法$ 链脲佐菌素 " 789 $
诱导的大鼠糖尿病模型随机分为糖尿病组 123 % 4 $ 5 氧化酶抑制剂 :;<=>?@? 治疗组 ’"A ! BCDB ) %EF ) %G和血管

紧张素转换酶抑制剂福辛普利治疗组.%" HBE DB I %E F I %G+疗程 0 周6用 J8$4KJ 检测肾 123 " 4 $5 氧化酶亚基
;!!;L<M HJ12 表达,组织病理学检查观察肾病变程度,测定血肌酐 " 7=N $ O内生肌酐清除率 "K=N $ O!P L 尿蛋白排

泄量O肾质量指数等6 %结果$ 糖尿病大鼠肾 ;!!;L<M HJ12 的表达较正常大鼠明显升高. 4 Q "A "/G+ :;<=>?@?

治疗不影响肾 ;!!;L<M HJ12 的表达,福辛普利治疗 P 周+明显降低了肾 ;!!;L<M HJ12 表达. 4 Q "A "/G,:;<=!

>?@? 和福辛普利均显著降低了肾小球细胞外基质蛋白O7=NO尿蛋白和肾质量指数. 4 Q "A "/G+提高了 K=N. 4 Q

"A "/G+但对血糖和血压均没有显著影响6 "结论$ 糖尿病大鼠肾组织中+123 " 4 $ 5 氧化酶的表达明显升高并参
与了糖尿病肾病发病,抑制 123 " 4 $5 氧化酶活性和表达的治疗措施可延缓糖尿病肾病的发生和发展6
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细胞外基质积聚和肾小球硬化是糖尿病肾病

! /,&;*’,0 +*<=>?<&’=@# AB " 的主要病理改变C 我们
先前的研究表明 1 反应性氧基 ! >*&0’,-* ?D@E*+
)<*0,*)# FG" " 在细胞外基质积聚和肾小球硬化的
发病中主要起信号传导作用 $ H &C 超氧阴离子 IG5

J K
是 FG"的主要成分L肾 BMANOKP 氧化酶是 G5

8产

生的主要调控酶之一 $ 5 &Q 因此我们推测L 肾 BMA
NOK P 氧化酶可能通过调控 FG" 的产生而参与了
AB发病C 鉴于 <55<=?D是 BMANOK P 氧化酶产生
G5

J的关键亚基 $ 7 &R 而血管紧张素S!M+ES"能上调
BMANOK P 氧化酶的表达和活性 $ 4L 6 &L 我们试用
BMANOK P 氧化酶的特异抑制剂夹竹桃麻素
! &<?0@+,+ " $ 5 & 和血管紧张素转换酶抑制剂福辛普

利L以观察能否通过抑制 BMANOK P 氧化酶活性和
表达而改善 ABC

! 材料和方法

E9 F 大鼠糖尿病模型的建立和分组
雌性 "A 大鼠L 77 只L 清洁级L 体质量 H:T U

5H3 EN购自中山大学北校区实验动物中心KL 单次
腹腔注射用柠檬酸缓冲液 N3V H W?X Y ZR <P 4[ 6K新
鲜配制链脲佐菌素 ! )’>*<’?\?’?0,+ "]^L :6 WE Y _E#
",EW& 公司KQ 7 /后空腹血糖‘H:V a WW?X Y Z 为糖
尿病Q成模后L给大鼠编号L按计算机产生随机数字
把大鼠随机分为糖尿病组 HH 只b 福辛普利治疗组
HH 只 NH3 WEc _E J Hc/ J HK 和 &<?0@+,+治疗组 HH
只 Nd&X;,?0=*W 公司L 3V 5 Ec _E J Hc/ J HKL 灌胃给
药L分别于 4 周N各 6 只K和 9 周N各 : 只K杀检C 整
个实验过程不使用胰岛素C正常对照组大鼠 H3 只L
腹腔注射等量的柠檬酸缓冲液L 于 4 周和 9 周杀
检C 所有实验大鼠自由进食C
F9 G 标本采集和临床指标检测
杀检前 H /L用 FeO(He大鼠血压计 N中日友好

医院KL尾动脉测大鼠收缩压R然后放进代谢笼L收
集 54 =尿液L离心后取上清液L测尿量L用考马斯
亮蓝法测尿蛋白浓度C 下腔静脉采血L 送生化检

查C 切除双肾L称其总质量L取其平均值 !WE " L与体
质量 ! E "之比L即为肾质量指数 NWE Y EKC 部分肾组
织石蜡包埋L 用于病理检查L 其余肾组织保存于 J
93 f冰箱备用C
F9 H 半定量 IJK>LI
按 ]>,\?X试剂 ! g+-,’>?E*+公司 " 的说明书提取

肾组织的总 FBML用 AhOd 处理的无菌双蒸水稀释
FBML 用 e,?<=?’?W*’*> 核酸测定仪 !h<<*+/?>i 公
司 "测 FBM 浓度后保存于 J 93 f冰箱C 以 jMOAP
为内参照L 方法按 F*-*>’M,/]k l,>)’ "’>&+/ 0ABM
"@+’=*),) m,’ !keg 公司 "的步骤进行C 具体如下no
逆转录反应n取总质量 6 pE FBML以多聚寡核苷酸
为引物 $GX,E? ! /] " H9 & L在 F*-*>’M,/]k k(kpqr 逆转
录酶的作用下L合成 0ABMQ条件是na3 f 6 W,+L7a
f 6 W,+L 45 f :3 W,+ 和 a3 f H3 W,+L 合成的
0ABM 保存在 8 93f冰箱Qs OdFn扩增 <55<=?D引
物 $ : &n上游 6t(jMdjd]]dMdjdMj]jj]Md](7t# 下
游引物 6t(dMdjMdd]dM]d]j]dMd]jj(7t R jM
OAP 引 物 自 行 设 计 n 上 游 6t(M]jj]d]MdM]
j]]ddMj]M(7t#下游 6t(]dMjM]ddMdMMdjjM]M
dM(7tL所有引物均由上海生工公司合成Q <55<=?D
条件nu6 f预热 H3 W,+L u4 f H W,+L :6 f H W,+L
a5 f HV 6 W,+L 73循环L最后 a5 f H3 W,+L终产物
496 ;<R jMOAP 的反应条件n u6 f H W,+L :3 f H
W,+La5 f H W,+L73 循环L最后 a5 f H3 W,+L终产
物 6u3 ;<Q OdF 产物用 H6 E Y q 琼脂糖凝胶 !含 3V 6
vE Y Wq he " 电泳鉴定L 用 lXp?> d=*W]k9u33 凝胶
成像系统 !MX<=& g++?’*0= 公司 " 进行分析L 以
<55<=?D 吸光度值与 jMOAP 吸光度值的比作为
<55<=?D WFBM表达半定量值Q
F9 M 肾病理学和肾小球细胞外基质测定

7 vW 石蜡包埋肾组织切片行 OM"染色L 观察
肾病理改变Q用德国 mGB]FGB geM" 5V 6 全自动图
像分析系统对 OM" 染色切片进行分析L 每张切片
按顺时针方向随机取 73 个完整肾小球L 经分析系
统计算每个肾小球 OM" 阳性染色面积与整个肾小
球面积之比值L然后求 73个肾小球此比值的均数L
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图 ! " 周时肾组织切片 #$% 染色

&’() ! #$% *+,’-’-( ./ 0’1-23 *24+’.- ,+ " 5220* ! 6 788 "
9# -.:;,< 4.-+:.<= >?# 1’,@2+’4 (:.AB$ $CDE# /.*’-.B:’< (:.AB$

$B.# ,B.43-’- (:.AB

图 7 " 周时肾小球细胞外基质变化

&’(F 7 GH2 4H,-(’-( ./ (<.; 2: A<,: DC? 4.-+2-+ ,+ " 5 220*
() *+,-./ 0+*1,+/$ 2) 34.56140 7,+89$ :) ;+<4*+9,4/ 7,+89$ =#

.9+0>*4* 7,+89$ ?) @< *+,-./ 0+*1,+/ & A BC DE F G) @< 34.56140

7,+89 & A DC DE

第 : 期

图 I 7 周时 BJJBH.K ;L9$ 表达

&’(M I GH2 2KB: 2**’.- ./ BJJBH.K ;L9$ ,+ 7 5220*
?# ;,:02:$ 9# -.:;,< 4.-+:.<$ >?# 1’,@2’+4 (:.AB$ $# /.*’-.B:’<

(:.AB$ ## ,B.43-’- (:.AB

图 J " 周 BJJBH.K ;L9$ 表达

&’(M J GH2 2KB: 2**’.- ./ BJJBH.K ;L9$ ,+ " 5220*
?# ;,:02:$ 9# -.:;,< 4.-+:.<$ >?# 1’,@2+’4 (:.AB$ $# /.*’-.B:’<

(:.AB$ ## ,B.43-’- (:.AB

表 ( 各组大鼠肾 9229H+I -JK$ 表达

L.5/6 ( M43*6> 9229H+I -JK$ 6I9,6<<4+*

( " # & A DC DE% @< *+,-./ 0+*1,+/$ 2 " # & A DC DE% @< 34.56140 7,+89

$
N,+89

K+,-./ 0+*1,+/

%4.56140

O+<4*+9,4/

$9+0>*4*

*

E

E P Q

E P Q

E P Q

= R66S<

DC := T BU (E

DC VQ T WU :: ( "

WU E: T WU :W 2 "

WU X= T WU :Q ( "

Y R66S<

WU :( T WU (2

WU QV T WU =2 ( "

WU :Y T WU 2=

WU E2 T WU (W

即为每张切片肾小球细胞外基质的相对含量 & X ’Z
IM N 统计分析
所有数据用均数 T标准差 [ I T <\表示]多组

均数的比较采用单因素方差分析] 用 ^&^^((_ D 统
计软件分析Z

! 结 果

JM I 9$>#O 氧化酶亚基 BJJBH.K ;L9$ 表达
在 = 周和 Y 周时 ] 糖尿病大鼠肾 9229H+I

-JK$ 的表达较正常大鼠分别增高 2_ Y 倍 ! & ‘
D_ DDX "和 2_ 2 倍 ! & ‘ D_ D2V " ]与糖尿病组比较]福
辛普利治疗组在 = 周时降低了 9229H+I -JK$ 表
达的 =Ea ! & ‘ DC D:= " F .9+0>*4*治疗 = 周和 Y 周]
对 9229H+I -JK$ 表达没有影响Z见图 (% 2F表 (Z

JM J 肾病理改变
Y 周时糖尿病大鼠肾小球系膜基质弥漫增生]

福辛普利和 .9+0>*4* 治疗均明显改善了肾脏病理
改变并分别减少了肾小球细胞外基质蛋白的

:2C =b c & ‘ DC D:X\和 :=C =b ! & ‘ DC D2Y " !见图 :!
图 =Z

JM ! 临床指标
与正常大鼠对比! 在 = 周和 Y 周时! 糖尿病

组大鼠 ^0,d e= H 尿蛋白排泄量d 肾质量指数和
f0, 均显著增高Z 与糖尿病组比较] .9+0>*4* 治疗
g 周降低尿蛋白 heb c & ‘ W_ Wii\ 和肾质量指数
iEb c & ‘ W_ We=\ F Y 周时] .9+0>*4* 和福辛普
利分别降低 ^0, 的 eVb c & ‘ W_ WW:\ 和 iYb
! & ‘ W_ W=Y " d 尿蛋白量的 Q:b c & A W_ WWi\ 和
e=b c & ‘ W_ WiE\ d 肾质量指数的 e:b c & A
W_ WWi\ 和 iQb c & ‘ W_ WWE\ F 而 f0, 分别增高
VQb c & ‘ W_ WWE\ 和 XWb 倍 ! & ‘ W_ W:: " Z 福辛
普利和 .9+0>*4* 治疗对血糖和血压没有影响Z 见
表 eZ

!"#
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表 ! 各组大鼠临床结果

"#$%& ! "’& (%)*)(#% +,-(+.& +/ #%% 01+,2 1#-3
! "#$%& ! ’ ( ) " * "$$%& ! ’ ( + "

4# *+1.#% (+*-1+%$ 56# 7)#$&-)( 01+,2$ 89:;# /+3)*+21)%$ <2+# #2+(=*)*$ ! > " # ? @ AB AC% D3 *+1.#% (+*-1+%$ , " # - . /0 /1% 2& 3456$748
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* 讨 论

我们的结果清楚地显示链脲左菌素 ! E"F "诱导
的糖尿病大鼠在 G 周和 H 周时I肾 J<5K?L M 氧化
酶 2NN2’+O 亚基 .PJ8 表达明显增高I同时伴随着
尿蛋白排泄的增加QE(1升高Q肾质量指数的增加和
肾小球系膜基质的增多R 2NN2’+O 表达增高I 可使
J85S?L T 氧化酶活性增高 & G ’I间接提示了 E"F诱
导的大鼠糖尿病模型中I肾组织 J85S?L T 氧化酶
活性增高R结合文献报道的 E"F 诱导的糖尿病大鼠
中I 肾组织 J85S?L T 氧化酶的另一亚基 2GU2’+O
表达增加 & H ’I因此有理由相信 J<5S?L T 氧化酶表
达上调和活性增高可能参与了糖尿病肾病的发

病R
研究发现I J<5 ! ? " T 氧化酶可催化 VN 产生

VN
W I后者可通过歧化生成 TNVNXTNVN 能与 VN

Y 反应

生成 VT W I上述系列反应使肾内 PVE增多RPVE在
糖尿病肾病发病机制中的作用已经得到了广泛的

证实R 因此I 我们相信 J<5 !? "T 氧化酶的上调可
能是通过增加 J<5 ! ? " T 氧化酶活性I 进而促进
PVE产生而参与糖尿病肾病的发病R
本研究中I我们采用 J<5S?Z T 氧化酶活性抑

制剂 #2+(=*)* 治疗 E"F 诱导的糖尿病大鼠I 虽然
它对 2NN2’+O .PJ< 的表达没有影响I但在 G 周时
开始降低尿蛋白和肾质量指数X H 周时明显地改善
了 5J的病理变化和肾功能Q 降低尿蛋白和肾质量
指数I显示了它延缓糖尿病肾病的发生和发展的作
用R 由于 J<5 ! ? "T 氧化酶的激活是通过其胞浆成
分 ?GU2’+O的磷酸化并与 ?[\2’+OQ 1#(易位I最后

与胞膜成分 2NN2’+O 和 02]>2’+O 聚集而实现 & ] ’I
#2+(=*)* 可抑制 J<5 !? "T 氧化酶各亚基的聚集而
特异性抑制该酶的活性 & N ’I 因此我们推测I#2+(!
=*)* 改善糖尿病肾病是通过抑制 J<5S?ZT 氧化
酶活性而实现的R#2+(=*)* 的上述作用I提示 J<5
! ? "T 氧化酶参与糖尿病肾病的发生和发展R#2+(!
=*)* 不影响 2NN2’+O .PJ< 的表达I 与文献 & >A ’报

道的相符IP)(’#1用 #2+(=*)* 治疗盐皮质激素性高
血压大鼠 N^ 7I不能抑制主动脉 2NN2’+O .PJ< 的
表达 I但却能降低主动脉 J<5 !? " T 氧化酶产生
VN

W I更有力地证明 #2+(=*)* 是 J<5 !? " T 氧化酶
活性抑制剂R 但由于实验条件的限制I我们未能直
接测定糖尿病大鼠肾组织 J<5 ! ? " T 氧化酶活
性R
另外I我们应用福辛普利治疗 E"F 诱导的糖尿

病大鼠I G 周时开始明显地抑制了肾脏 2NN2’+O
.PJ< 的表达I 治疗 ^ 周时明显地改善了 5J 的病
理变化和肾功能Q 降低尿蛋白和肾质量指数I 延缓
了糖尿病肾病的发生和发展I显示出与 #2+(=*)*相
同的肾保护作用R 既往的研究表明I<*0_& GI C ’能刺

激体外培养肾小球系膜细胞和肾小管上皮细胞

J<5 ! ? " T 氧化酶的表达和活性I增加 VN
W的产生I

进而刺激了细胞的肥大和增殖‘导致细胞外基质聚
积R 我们的结果提示 <9:;可能通过抑制 <*0_的
生成而抑制了 J<5 ! ? " T 氧化酶的表达和活性I进
而减少了 PVE 的产生而延缓了糖尿病肾病的发生
和发展R 鉴于 <9:;治疗糖尿病肾病的作用机制已
得到广泛的研究I 但我们相信 <9:;对糖尿病肾病
的治疗和保护作用至少是部分地通过抑制 J<5
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快妊娠)以免错失妊娠机会* 若术后两年仍不能成
功妊娠的妇女则获得自然妊娠的机会将大大下降+
应指导妇女采取进一步的治疗方法!如辅助生育技
术等 $ ( #*
本文研究提示,-./0的手术治疗仍是较简单1

疗效肯定1疗效维持时间较长的好方法* 两种术式
的术后妊娠率相似+ /23比 4/5 更好1 更长远地
改善 -./0妇女的月经异常+只是由于 4/5 的微创
性而逐渐取代了 /23*从整体疗效考虑 /23 略胜
于 4/5+ /23 仍然是值得推荐的治疗 -./0 的有
效方法*
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"- "W 氧化酶表达而实现*
总之+ 0Ta 诱导的大鼠糖尿病模型肾组织中+

bR5 !- " W 氧化酶 8$$8V9c 亚基 73bR的表达明显
升高d抑制 bR5 ! - " W氧化酶的活性和表达能延缓
糖尿病肾病的发生和发展+提示 bR5 ! - " W氧化酶
参与糖尿病肾病的发病* 福辛普利部分地通过抑
制 bR5 !- "W 氧化酶的表达而改善糖尿病肾病*
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