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目的
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观察糖尿病大鼠脑组织神经生长因子"
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表达变化及口服降糖药致低血糖的影响作用%方法
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大鼠分为对照组"
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只$&糖尿病模型组"

0/

只$!制备高脂高糖饮食
M

腹腔注射链脲佐菌素致
1

型糖尿病大鼠模型!

模型组分为非药物组"

$)

只$&口服药物治疗组"

$)

只$和低血糖组"

$)

只$!口服药物治疗组和低血糖组大鼠均予格列本脲
M

二甲

双胍灌胃给药!低血糖组剂量为口服药物治疗组
6

倍!每天
$

次!连续
$1!

!各组大鼠分别于低血糖反应第
'

&

)
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$1

天取脑组织

行
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检测%结果
!

与对照组相比!糖尿病模型组
'

组大鼠脑组织
2̀ 37824

表达均不同程度下降!低血

糖降低最为显著"

!

%

%&%$

$!与非药物组比较!口服药物治疗组升高明显"

!

%

%&%$

$!低血糖组则进一步降低"

!

%

%&%$

$%结论
!

口服降糖药可有效增强糖尿病大鼠脑组织
2̀ 37824

表达!而口降糖药致低血糖能使
2̀ 37824

表达进一步下降!不利于糖

尿病神经病变的修复%
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据统计#糖尿病患病率在世界范围内呈急剧上升趋势#现

今我国成年人的糖尿病患病率约为
(&-[

#成人糖尿病总数已

超过
(10%

万#已成为世界上糖尿病患病人数最多的国家#其

中
1

型糖尿病占
(%&%[

以上*我国糖尿病患病率急剧增加的

原因可能与城市化)老龄化)生活方式改变等因素相关'

$

(

*糖

尿病周围神经病变$

JB2

&是糖尿病最常见并发症之一#在
1

型

糖尿病患者中发病率超过
)%&%[

#是糖尿病患者致残的重要

因素#严重影响着糖尿病患者身心健康*目前#

JB2

的发病机

制尚未完全阐明#有研究证实神经生长因子$

,;<P;

=

<"T>NI:@.

>"<

#

2̀ 3

&及其受体的改变与缺失在其中起着重要作用#有效

地控制血糖则有利于
2̀ 3

的表达*糖尿病患者的治疗过程中

经常发生低血糖反应#低血糖给患者带来的危害远较高血糖更

快)更严重#轻者即可致神经功能损害#对
JB2

的恢复显然是

很不利的*本研究通过口服常用降糖药致糖尿病大鼠反复低

血糖反应#观察大鼠脑组织
2̀ 37824

的表达变化情况#旨

在进一步探讨低血糖对糖尿病神经系统病变临床治疗的影响

作用*

B
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材料与方法

B&B
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材料
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选取
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只
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成年雄性大鼠#体质量
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#均由成都大学动物实验中心提供%链脲佐菌素$
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)
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$美国
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试剂

盒$武汉博士德生物工程有限公司&%引物合成$上海博亚生物

技术有限公司提供&%格列本脲片$天津药物研究院药业公司&%

盐酸二甲双胍片$齐鲁药业&%血糖仪及试纸条$罗氏&*

B&C

!

方法

B&C&B

!

分组及糖尿病造模
!

)0

只健康
]#+>:<

大鼠标准饲料

适应性饲养
-!

#室温
10d

左右#

-!

后分为对照组$

'g$)

&)糖

尿病模型组$

'g0/

&#糖尿病模型组又分为非药物组$
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各组大鼠血糖监测情况比较%

JeB

'

77"Q

(

Q

&

组别
' '! )! (! $1!

对照组
0 6&'6e%&') 6&60e%&0) )&%$e%&1) 6&))e%&06

非药物组
0 11&'$e%&'6

#

1$&10e%&)-

#

1$&0'e%&0)

#

1%&/6e%&06

#

口服药物治疗组
0 (&01e%&06

#"

(&1'e%&)6

#"

/&-6e%&6'

#"

/&00e%&6)

#"

低血糖组
0 1&$)e%&')

#",

$&('e%&'6

#",

$&(6e%&0)

#",

$&(1e%&'/

#",

!!

#

!

!

%

%&%$

#与对照组比较%

"

!

!

%

%&%$

#与非药物组比较%

,

!

!

%

%&%$

#与口服药物治疗组比较*

表
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各组大鼠脑组织
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法
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检测情况比较%

JeB

&

组别
' '! )! 6! $1!

对照组
0 %&(6e%&06 %&(1e%&0/ %&(-e%&'1 %&('e%&)'

非药物组
0

%&'/e%&1/

#

%&')e%&-6

#

%&''e%&'0

#

%&'%e%&61

#$

口服药物治疗组
0 %&)1e%&0%

#"

%&))e%&6)

#"

%&)/e%&''

#"

%&-%e%&)$

#"

低血糖组
0

%&16e%&0)

#",

%&1%e%&0%

#",

%&$/e%&1/

#",

%&$6e%&10

#",'

!!

#

!

!

%

%&%$

#与对照组比较%

"

!

!

%

%&%$

#与非药物组比较%

,

!

!

%

%&%$

#与口服药物治疗组比较%

$

!

!

%

%&%6

#

'

!

!

%

%&%$

#与
'!

比较*

口服药物治疗组$

'g$)

&和低血糖组$

'g$)

&*参照张玉领

等'

1

(建立糖尿病大鼠模型!糖尿病模型组大鼠给予高脂高糖饲

料$其中
$6&%[

猪油#

$6&%[

蔗糖#

1&6[

胆固醇#

$&%[

胆酸

盐&#高脂高糖饲料喂养
$

个月后#造模前禁食
$1N

#予腹腔注

射
167

=

"

X

=

链脲佐菌素#注射前用
%&$7"Q

"

H

柠檬酸
.

柠檬酸

钠缓冲液稀释#对照组大鼠腹腔注射等剂量
%&$7"Q

"

H

柠檬酸
.

柠檬酸钠缓冲液*注射
-1N

后取尾静脉血测血糖#随机血糖

大于
$)&-77"Q

"

H

为糖尿病模型建立成功*对照组大鼠饲普

通饲料常规饲养*

B&C&C

!

口服给药方法
!

糖尿病造模成功后第
0

天开始给药#

口服药物治疗组和低血糖组大鼠均给予格列本脲片
M

盐酸二

甲双胍片溶于生理盐水灌胃*口服药物治疗组按成人剂量给

药#即格列本脲片
6%

'

=

"

X

=

#盐酸二甲双胍片
67

=

"

X

=

#每天
1

次#低血糖组剂量为口服药物治疗组
6

倍#每天
$

次#连续
$1

!

*对照组及非药物组大鼠灌胃同剂量生理盐水*低血糖反应

标准!肢体抽搐#反应迟钝或昏迷#血糖小于或等于
1&/

77"Q

"

H

*

1%7#,

后灌胃
$%[

葡萄糖
$7H

#低血糖症状缓解*

各组大鼠给药期间均普通饲料喂养#分别于给药后第
'

)

)

)

(

)

$1

天各取
0

只脑组织#断头取脑时间设定为低血糖反应
1%

7#,

左右#取脑大鼠不予灌胃葡萄糖*

B&C&D

!

脑组织
85.BY8

法
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检测
!

5<#W"Q

法提取

大鼠脑组织总
824

#核酸紫外分光光度计检测
824

样品

I

1)%

"

I

1/%

在
$&/

!

1&%

*

85.BY8

法!逆转录为
@J24

#

BY8

反

应体系
6%

'

H

#

BY8

反应条件为
(0d

预变性
67#,

)

(0d

变性

66+

)

6-d

退火
06+

)

-1d

延伸
6%+

#

'6

个循环后
-1d

终末延

伸
/7#,

%

2̀ 3

上游引物序列!

6R.̀ 45Ỳ `Ỳ 54Y4 `̀ Y

4̀ 44Y.'R

#下游引物序列!

6R.̀ Ỳ 5Ỳ YY4 Y55 `̀ 5

Y5Y 4̀.'R

%

+

.:@>#,

上游引物序列!

6R.̀ 5̀ 4̀4 `̀ 5 `̀ `

5̀ `Y44.'R

#下游引物序列!

6R.55YYY4 55Y5Y4 ỲY

5544Y.'R

*将
BY8

产物经
$&6[

琼脂糖凝胶电泳#凝胶成

像系统分析*

B&D

!

统计学处理
!

采用
?B??$-&%

软件进行统计处理#计量

资料以
JeB

表示#两组间均数比较采用
+

检验#多组间均数比

较采用
Q

检验#非正态分布和方差不齐时#用秩和检验*以

!

%

%&%6

为差异有统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

一般情况比较
!

糖尿病造模成功后#大鼠在第
1

!

'

天逐

渐出现不同程度的食量)饮水增加#尿量增多#消瘦#精神不振#

体毛缺乏光泽#活动迟缓*口服药物治疗组大鼠上述症状随治

疗进程明显改善#而低血糖组大鼠低血糖发作时肢体抽搐#反

应迟钝明显甚至昏迷#血糖显著下降#灌胃葡萄糖水后缓解#但

精神状态更差#活动减少*低血糖反应后
1%7#,

各组大鼠血

糖监测情况#见表
$

*

C&C

!

0

组大鼠脑组织
85.BY8

法
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检测情况
!

与

对照组相比#糖尿病模型组
'

组大鼠脑组织
2̀ 37824

表达

均不同程度下降#低血糖组降低最为显著$

!

%

%&%$

&*与非药

物组比较#口服药物治疗组明显升高$

!

%

%&%$

&#低血糖组则

进一步降低$

!

%

%&%$

&%不同时间窗比较#非药物组
$1!

较
'!

有一定下降#差异有统计学意义$

!

%

%&%6

&#低血糖组
$1!

明

显低于
'!

#差异有统计学意义$

!

%

%&%$

&#对照组)口服药物

治疗组各时间点差异无统计学意义$

!

&

%&%6

&#见表
1

*

D

!

讨
!!

论

尽管
JB2

在
1

型糖尿病患者中发病率很高#严重影响着

糖尿病患者的身心健康#但目前
JB2

的发病机制仍然未能完

全阐明*

2̀ 3

又称神经诱向因子#作为神经营养因子家族中

的主要成员之一#具有使神经细胞存活率升高和促神经突触生

长的生物活性#与特异性受体
5<X4

相结合发挥生物学功效#

促进受损神经细胞修复#延缓神经细胞的凋亡过程#在神经元

的生长发育和神经轴突的再生修复中均扮演着重要角色#目前

已在阿尔茨海默病及新生儿缺血)缺氧性脑损伤等中枢神经系

统疾病的治疗应用上得到了大量而肯定的研究成果'

'

(

*

2̀ 3

及其受体的异常在
JB2

的过程中亦起着重要作用#

2̀ 3

合成

障碍#逆向轴浆运输能力降低及受体
5<X4

表达异常等均可影

响神经损伤后再生修复#参与
JB2

的发生)发展'

0

(

*近年来大

量研究表明#有效控制血糖有利于增加
2̀ 3

的表达#促进

JB2

恢复*有研究发现#

1

型糖尿病大鼠下颌下腺
2̀ 3

阳性

表达明显降低#连续皮下注射胰岛素治疗
1

个月后糖尿病大鼠

血糖得到显著控制#下颌下腺
2̀ 3

阳性反应明显增强#接近或

达到正常水平'

6

(

*王蕾等'

)

(用降糖通络汤灌胃
1

型糖尿病大

鼠#免疫组织化学法检测到大鼠坐骨神经组织中
2̀ 3

表达呈

渐行增高趋势#与血糖控制水平呈正相关#且施万细胞凋亡率

明显降低*吕翠岩等'

-

(用糖痹康灌胃
1

型糖尿病大鼠#大鼠坐

骨神经组织中
2̀ 3

水平与
2̀ 37824

表达显著升高#呈强

阳性表达#远优于单纯甲钴胺片营养神经组对
2̀ 3

表达的提
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升作用*有学者研究糖尿病大鼠周围神经病变的超微结构变

化#发现糖尿病大鼠腰骶部神经髓鞘水肿变性甚至脱落#神经

细胞胞质及胶质空泡变性#同时腹腔内注射胰岛素和鼠
2̀ 3

治疗后#大鼠膀胱逼尿肌细胞和腰骶部神经元中
2̀ 3

的表达

均明显增强#神经变性明显改善#优于单纯胰岛素或鼠神经生

长因子治疗组'

/

(

*以上研究均说明#无论中药或西药#只要能

够有效控制血糖#均能增强神经组织
2̀ 3

的表达#促进神经病

变的再生修复*

低血糖是糖尿病临床治疗过程当中常见的不良反应#许多

糖尿病患者由于缺乏对合理规范服用降糖药物的良好认识#常

有低血糖的发生#甚至频繁的低血糖反应发作亦不鲜见*低血

糖给患者带来的危害远较高血糖更快更严重#轻者即可致神经

功能损害#对包括
JB2

在内的神经系统损伤恢复是极其不利

的*反复重度低血糖对糖尿病大鼠海马
BL4

磷酸化水平发

生明显增高改变#提示可致脑损伤和认知功能障碍#甚至神经

元的丧失'

(

(

*有研究用胰岛素诱导大鼠低血糖后在海马区免

疫组织化学法检测
2"

=

".4

#发现低血糖组大鼠海马区
2"

=

".

4

表达明显降低#而低血糖后葡萄糖再灌注大鼠
2"

=

".4

表达

进一步降低#且细胞凋亡最多#提示低血糖不仅导致中枢神经

损伤#而且低血糖后葡萄糖再灌注可加剧这种损伤#对于临床

常用的补糖纠正低血糖的方法提出了一定警示作用'

$%

(

*格列

本脲片及盐酸二甲双胍片均有较强的降低血糖作用#虽然格列

本脲片不良反应比较大#但是由于价格便宜#在我国广大区域

仍是临床常用的口服降糖药物#有报道服用格列本脲片可致较

高的低血糖发生率#其中低血糖昏迷高达
)1&-[

#服用格列本

脲片的人群以老年人居多#往往合并心脑血管等各种慢性病#

肾功能减退#长期混合服用多种药物#更易导致严重的低血糖

反应#持久且难以纠正'

$$

(

*本实验采用格列本脲片
M

盐酸二

甲双胍片超剂量灌胃
1

型糖尿病大鼠致反复低血糖发作#观察

到低血糖组大鼠较未降糖治疗糖尿病大鼠脑组织
2̀ 378.

24

的表达更低#并随着时间呈逐渐加重趋势#虽然未降糖治

疗糖尿病大鼠的表达也呈逐渐降低表现#但低血糖组是更加明

显#说明低血糖严重妨碍了
2̀ 3

的合成及表达#尤其频繁反复

发作的低血糖影响作用更甚#非常不利于糖尿病性神经病变的

再生修复#为临床上口服降糖药治疗糖尿病过程中的低血糖危

害性的认识提供了进一步的理论依据*
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