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目的
!

研究枸杞总黄酮提取物"

Ì =A

$对链脲佐菌素"

8If

$诱导建立的糖尿病"

47

$大鼠损伤模型血管内皮细胞保

护作用%方法
!

采用
8If

诱导建立
47

大鼠损伤模型!实验分为正常对照组'

47

模型组和
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干预组"
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正常对照组及
47

模型组大鼠每天每只予以等量生理盐水灌胃!干预组大鼠以不同浓度
Ì =A

灌胃
0

周%灌胃满
0

周后!采用

?=:8>

法测定大鼠血清血管性血友病因子"

TJ̀

$'可溶性血栓调节蛋白"

+I7

$'可溶性血管内皮细胞蛋白
3

受体"

+?<35

$变化

情况!摘取胸主动脉组织做
9?

染色!观察
Ì =A

对
47

大鼠血管内皮的保护作用%结果
!

Ì =A

干预后!与
47

模型组相比较!

下调了血管内皮功能相关因子
TJ̀

'

+I7
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的水平!差异有统计学意义"
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$#随着
Ì =A

剂量的升高!干预

组大鼠主动脉内膜增厚程度明显减轻!山峦样突起逐渐减少!外膜未见明显损伤!血管形态排列趋于规整%结论
!

Ì =A

可以改

善高血糖对血管内皮细胞的损伤!调节血管损伤相关因子含量的改变!延缓
47

并发症的进展程度!起到保护心血管系统作用%
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&:,L2KÌ =A#,LKDTK,L#",

U

D"C

B

#

V#L2L2K#,RDKO+K"QÌ =A!"+K
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关于心脑血管高危案例发生率)致残率)病死率的大量数

据调查显示#糖尿病$

47

&在所有危险因素中的占比较高'

$

(

#

47

患者如果长时间血糖浓度控制不稳定#血管内皮细胞由于

血糖浓度波动较大#进而诱导机体发生应激应机制'

1

(

#导致血

管内皮细胞损伤和逐步凋亡#若长期处于较高应激状态会导致

细胞信号通路和基因性状发生突变#高血糖是动脉粥样硬化

$

>8

&发生的首要危险因素之一'

'

(

*因此#研讨怎样调节和保

护长期高血糖状态下血管内皮细胞的功能#对评估糖尿病及其

并发症进程具有十分重要的意义*近年来黄酮类化合物作为

天然产物发挥调节免疫功能)降血糖)降血脂)抗氧化等功能备

受关注'

0

(

*有关宁夏枸杞生物活性及指纹图谱等大量研究表

明#宁夏枸杞黄酮类化合物生物活性较广'
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(

#具有抗肿瘤)抗氧

化)对抗自由基)抗慢性凋亡等多重重要药理作用'

).-

(

*多年

前#宁夏地区专家已经证实了枸杞总黄酮在抗氧化方面的生物

活性'

/

(

#并正确运用正交优化实验验证了其最理想的分离提取

方法*基于上述成熟条件#加强枸杞黄酮化合物在对抗细胞氧

化应激损伤分子机制方面的研发#指导对心脑血管疾病的治疗

具有非常重要的启发和补充*因此#本研究运用链脲佐菌素

$
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&建立关于
1

型糖尿病大鼠的病理模型#研究枸杞总黄酮

提取物$

Ì =A

&对其血管内皮细胞作用的分子机制#现报道

如下*
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8If

&购自美国
8#

U

EO

公司%大鼠可溶性血

管内皮细胞蛋白
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#批号!

Y]7%6))5O

&)大鼠可

溶性血栓调节蛋白$

+I7

#批号!

Y]7%(')5O

&)大鼠血管性血

友病因子$
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&#武汉基因美生物科技有
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染色相关试剂!宁夏医科大学检验学院提

供*光学显微镜$日本
bM

S

E

B

C+

&%快速血糖仪$强生&及配套试

纸条%酶标仪$

7K1LKDLKR2

&%电子显微镜$日立
9.)%%

&%切片机

$瑞典
=\A.;

&%蜡块包埋机)切割机$德国
=K#RO

&*

@&B

!

方法
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1

型糖尿病大鼠模型建立
!

常规饲养达标后#随机选

择
$%

只大鼠作为正常对照组#其余
-%

只大鼠进行造模#隔夜

禁食不禁水
$12

以上#一次性腹腔皮下注射
)%E
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%

正常对照组大鼠在皮下$腹腔&注射同体积枸橼酸盐缓冲液*

观察
-12

后#于大鼠尾静脉处穿刺采血#用快速血糖仪测定空

腹血糖值#葡萄糖$

Z=a
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为
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大鼠造模成

功标准 *

@&B&A

!

实验分组及
Ì =A

干预阶段
!

将成模
47

大鼠分成
0

组!

47

模型组)

Ì =A

干预组$低)中)高&*对照组和
47

模

型组大鼠每天采用等体积的生理盐水来灌胃%

Ì =A

干预组

$低)中)高&大鼠每天分别以
)%

)

(%

)

$1%E

U
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U

总黄酮进行灌

胃干预#干预实验周期为
0

周*

@&B&B

!

血清因子水平检测
!

药物干预满
0

周实验结束后#隔

夜将大鼠禁食不禁水
$12

#之后给予
6%E

U

"

P

U

苯巴比妥腹腔

麻醉#自腹部剪开皮肤于大鼠腹主动脉分叉处向心端
$

&

'

EE

处穿刺取血#以酶联免疫分析法测定$

?=:8>

&法检测血清

中
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因子水平*

@&B&C

!

制作主动脉
9?

染色切片
!

摘取各实验组大鼠胸主动

脉#放置于固定液浓度为
$%_

的甲醛中浸泡#在常温条件下短

期保存#为
9?

染色病理切片做好相关准备*

@&C
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统计学处理
!

应用统计软件
8<88$$&-

进行数据分析#

计量资料用
Ge>

来表示#两组样本间比较用
:

检验分析#各组

间比较采用方差分析检验#以
!

$

%&%6

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A&@

!

1

型糖尿病大鼠模型的成功建立及灌胃饲养情况
!

常规

饲养达标后腹腔注射
8If

#

'!

后大鼠均出现多食)多饮)多尿

症状#且伴随精神状态萎靡不振)动作反应缓慢迟钝)体型消

瘦#毛发枯黄)不洁)干涩等状态*模型组与正常对照组大鼠空

腹
Z=a

测定值相比较#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&#在尾静

脉处穿刺取血测得
)-

只大鼠空腹
Z=a

水平均大于
$$&$

EE"M

"

=

#其中血糖水平最低为
$6&/EE"M

"

=

#最高达
1%&$

EE"M

"

=

#造模成功#达到
1

型糖尿病造模标准%造模过程没有

大鼠死亡#有
'

只血糖水平测定值小于
$$&$EE"M

"

=

#未成模#

弃之不用*在实验阶段正常对照组大鼠死亡
1

只#

47

模型组

大鼠死亡
$(

只*

A&A

!

Ì =A

对
47

模型组大鼠
Z=a

水平的调控及影响
!

47

模型组大鼠灌胃前)中)后
Z=a

与正常对照组相比升高

$

!

$

%&%$

&%

Ì =A

高剂量组灌胃后
Z=a

水平与
47

模型组

相比有一定意义的下降#提示在特定浓度下其对控制血糖水平

有一定的效果$

!

$

%&%6

&%低)中剂量组大鼠
Z=a

水平#差异

无统计学意义$

!

'

%&%6

&#见表
$

*

A&B

!

Ì =A

对
47

大鼠
+I7

)

+?<35

)

TJ̀

检测水平的影

响
!

与正常对照组相比较#

47

模型组
+I7

)

+?<35

)

TJ̀

因

子的生成量明显上调$

!

$

%&%$

&*其中
Ì =A

低剂量组
+I7

)

TJ̀

水平与
47

模型组相比差异无统计学意义$

!

'

%&%6

&#而

+?<35

检测水平较
47

模型组相比较下调#差异有统计学意

义$

!

$

%&%6

&%

Ì =A

高)中剂量组
+I7

)

+?<35

)

TJ̀

因子检

测水平与
47

模型组相比均下调$

!

$

%&%$

&#见表
1

*

A&C

!
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干预后各实验组主动脉做
9?

染色后的横切面

图
!

各组
9?

染色结果见图
$

*正常对照组大鼠#其主动脉壁

内部结构完整#形态分布规则%外膜整洁光滑未见明显异常%中

层平滑肌细胞排列整齐)紧密)形态大小分布一致%血管内皮细

胞分布均匀#光滑连续%

47

模型组大鼠主动脉内膜可见有明

显损伤突起#增厚显著并出现粥样硬化病变%内膜下间隙明显

增大)弹性纤维形态增粗且排列顺序散乱#散在区域可见泡沫

细胞#部分区域可见斑块%

Ì =A

低)中剂量组大鼠主动脉内膜

仍见明显突起且明显增厚#外膜损伤程度有所减轻#血管内皮

细胞可见明显增生#排列尚不规整#偶见散在泡沫细胞%

Ì =A

高剂量组大鼠主动脉内膜可见轻度增厚#血管内皮细胞增生相

对轻度)排列相对趋于规整#镜下外膜未见显著损伤*

表
$

!!

各组大鼠
Z=a

水平比较&

Ge>

)

EE"M

%

=

)

'k/

'

组别 灌胃前 灌胃中$

1

周& 灌胃后$

0

周&

正常对照组
6&/)e%&/' 6&')e%&)- )&%$e%&/(

47

模型组
$)&/%e1&')

O

10&/%e$&1)

O

1-&/%e1&10

O

Ì =A

低剂量组
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大量研究表明#

47

并发症累及器官较多#其中心脑血管

病变是其早期主要并发症之一'

(

(

#且损伤程度相对较为显著*

血管内皮细胞可以分泌)合成多种细胞因子#具有吞噬异物)细

菌)坏死和衰老组织的功能#同时还可以参与集体免疫活动及

调节保护血管活性物质#在护保血管通透性起到十分重要的作

用#是保证和维护血管功能正常的一道天然屏障*血糖控制不

理想#可诱导机体产生氧化应激#内皮细胞膜被大量自由基氧

化损伤#导致内皮细胞膜调节水平下降)功能异常)紊乱'

$%

(

#进

而诱发机体大血管和微血管方面的病变'

$$

(

#引起全身多系统

的代谢障碍#严重影响了糖尿病患者的生活质量*目前体内外

实验研究发现!

+I7

)

+?<35

)

TJ̀

合成及分泌水平均与血管

内皮细胞的功能状态直接相关#以上
'

个因子水平的调节变

化#可以间接地反映血管内皮细胞在外因诱导应激状态下损伤

的不同程度*

+7I

是存在于血管内皮细胞膜表面的一种糖蛋

白#当不同外界因素诱发血管内皮细胞应激损伤时其合成量增

多'

$1

(

%当损伤累及病变程度较重#大血管损伤的标志因子

+?<35

合成量也显著增加'

$'

(

#与此同时鉴定内皮细胞受损程

度特异性标志因子
TJ̀

随损伤程度的不同相对升高'

$0

(

*因

此研讨怎样保护和调节血管内皮细胞的功能#对指导和治疗心

脑血管疾病有十分重要的现实意义*当前对于能够保护心脑

血管功能#抑制血管内皮细胞慢性凋亡药物的研发已成为心脑

血管疾病靶向治疗的热点'

$6

(

*

因此本实验以
Ì =A

为研究对象#结合
8If

诱导建立
47

大鼠损伤模型*结果提示
Ì =A

对
47

大鼠血管内皮细胞具

有一定程度保护功效#对
47

并发症的发生)发展起到积极的

预防保护作用%但总黄酮的成分很多#需后续进一步作深入的

研究证实#为研究新型治疗糖尿病疾病中药材提供理论依据*
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