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丹红注射液通过脂代谢通路对糖尿病大鼠肾脏的保护作用研究"
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"摘要#

!

目的
!

探讨丹红注射液对糖尿病肾病"

A8A

%大鼠的保护作用及其潜在机制&方法
!

使用单侧肾

脏切除术!高脂饮食和链脲佐菌素诱导
;

4

?<

B

C7.A<D=7

E

大鼠发生
A8A

&选取
'

只单侧肾脏切除术和高脂饮食

处理的大鼠作为正常对照组"

F:

组!

!G'

%!模型建立成功后将大鼠分为丹红注射液组"

AH

组!

!G0

%和生理盐

水注射组"

F;

组!

!G'

%&

AH

组大鼠每天腹腔注射丹红注射液"

1@I

$

5

B

!

1

周%!

F;

组和
F:

组大鼠每天腹腔

注射生理盐水"

1@I

$

5

B

!

1

周%&在给药后第
$%

周后收集大鼠的尿液!麻醉处死大鼠后收集其血清和肾脏&全

自动生化分析仪检测大鼠的肾功能和血脂水平!制备超薄切片进行肾脏病理染色!微阵列检测差异表达基因&

结果
!

与
F;

组比较!

AH

组的血肌酐"

;6?

%'胱抑素
9

"

9

E

+.9

%'

102

尿总蛋白"

102JK

%'总胆固醇"

J9

%和低密

度脂蛋白胆固醇"

IAI.9

%降低!而高密度脂蛋白胆固醇"

HAI.9

%升高"

"

$

%&%>

%&

HL

染色显示!丹红注射液

可以减轻
A8A

大鼠的肾脏病理损伤&微阵列共筛选出
0)0

个差异表达基因!其中包括
$/>

个上调基因和
1-(

个下调基因&

8LMM

通路富集分析表明!与
F;

组相比!过氧化物酶体增殖物激活受体"

KKNO

%信号通路'脂肪

细胞因子信号通路及脂肪的消化和吸收
'

条通路在
AH

组明显上调!而初级胆汁酸生物合成和胆汁合成
1

条

通路在
AH

组明显下调&

>

条通路涉及的主要基因包括
N9;PM$

'

NAQKRS

'

TNPK0

'

;I91-N>

'

NP9N$

和

9UK/P$

&

;JL:

趋势分析差异表达的
@OFN

聚类有
-

个趋势明显&

MR

分析显示!差异表达基因的功能与

对糖尿病的发生'发展至关重要的生物学过程有关&免疫组织化学染色显示
KKNO

信号通路关键基因
KKNO

!

在
F;

组表达明显低于
F:

组!而使用丹红注射液处理后
KKNO

!

表达相比
F;

组明显升高&结论
!

丹红注射

液能够改善
A8A

大鼠的肾功能和病理损伤!明显改变其基因表达谱!且此作用与脂代谢通路有关&

"关键词#
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糖尿病肾病#

A8A

$是以蛋白尿和进行性肾功能

损害为主要特征的糖尿病微血管并发症之一%并且也

是终末期肾脏病#

L;OA

$的主要原因)近年来%随着

经济的发展*城市化进程*人口老龄化和生活饮食方

式的改变%糖尿病的患病率逐年增高)

1%%-\1%%/

年

调查显示%我国成人糖尿病患病率为
(&-]

'

$

(

%而

1%$%

年的成人糖尿病患病率为
$$&)]

'

1

(

)人们一直

在努力寻找治疗
A8A

的新策略%但结果并不理想'

'

(

)

在最近一项纳入
/>)$

例患有
1

型糖尿病和慢性肾脏

病#

98A

$患者的多国前瞻性随机对照研究#

KO9J

$

中%由于阿利吉仑的严重不良事件#包括急性肾损伤*

高钾血症*低血压和中风$试验被提前终止'

0

(

)另一

项研究表明%在患有
1

型糖尿病的
98A0

期患者中%

二氢睾酮甲基不能降低
L;OA

或心血管疾病的死亡

风险'

>

(

)因此%寻找可以更有效地延缓或阻止
A8A

进展的药物刻不容缓)

丹红注射液是由传统中药丹参*红花科学配方经

现代工艺提取精炼而成的复方注射液%其中丹参微寒

性苦为君药%红花性温味辛为臣药'

)

(

)研究表明%丹

红注射液可以降低
A8A

患者尿清蛋白排泄率

#

YNLO

$和
102

尿蛋白水平'

-./

(

)本课题组前期的一

项荟萃分析也发现%丹红注射液能够降低包括
A8A

在内的
98A

患者的
102

尿蛋白*

YNLO

*血肌酐

#

;6?

$及尿素氮#

PYF

$水平'

(

(

)动物实验发现%丹红

注射液可以抑制糖尿病性
!X

"

!X

小鼠的糖尿病视网

膜病和
A8A

的进展'

$%

(

)而在实验性
A8A

大鼠中%

丹参酮
#

N

明显改善了肾脏的肥大和
102

尿蛋白排

泄'

$$

(

)这些数据表明丹红注射液可以有效延缓
A8A

的进展%但丹红注射液的肾脏保护作用机制仍不清

楚)本研究探讨丹红注射液对
A8A

大鼠的保护作用

及其潜在机制)

A

!

材料与方法

A&A

!

实验动物分组及处理
!

雄性
;

4

?<

B

C7.A<D=7

E

大鼠#

0

$

>

周%

1%%

$

1>%

B

$由成都达硕生物科技有限

公司提供)将大鼠置于
$12

明暗交替的房间内#温度

$/

$

1(^

%相对湿度
0%]

$

-%]

$%自由进食与饮水)

适应性喂养
$

周后%所有动物均进行左侧肾脏切除

术%然后予以高脂饮食
0

周)选择
'

只大鼠作为正常

对照组#

F:

组%

!G'

$%其余大鼠禁食
$12

%然后腹腔

注射链脲佐菌素#

'/@

B

"

5

B

$)

-12

和
-!

后%尾静脉

取血测量葡萄糖水平%

F:

组血糖水平正常%模型组

血糖水平大于
$)&-@@"=

"

I

%视为造模成功)将造模

成功的大鼠分为丹红注射液组#

AH

组%

!G0

$和生理

盐水组#

F;

组%

!G'

$)

AH

组大鼠每天腹腔注射丹红

注射液#

1@I

"

5

B

%

1

周$%

F:

组和
F;

组大鼠每天腹

腔注射生理盐水#

1@I

"

5

B

%

1

周$)

A&B

!

方法

A&B&A

!

肾功能和血脂检测
!

每组大鼠在给药后第
$%

周收集尿液%并在麻醉处死后收集腹主动脉血样)使

用全自动生化分析仪#日本
H#3<62#

公司$测定
PYF

*

;6?

*胱抑素
9

#

9

E

+.9

$*

102

尿总蛋白#

102JK

$*三酰

甘油#

JM

$*总胆固醇#

J9

$*低密度脂蛋白胆固醇

#

IAI.9

$和高密度脂蛋白胆固醇#

HAI.9

$)

A&B&B

!

肾组织病理学检查
!

在上述时间点处死大鼠

后%取出右肾%

0]

多聚甲醛固定%石蜡包埋)制备
'

%

@

石蜡切片%采用苏木素
.

伊红#

HL

$染色评估肾脏

病理改变)

A&B&C

!

微阵列分析
!

使用
JOQZ"=

& 试剂#美国
Q,.

V#3?"

B

7,

公司$提取大鼠肾脏总
OFN

#

!G'

$%通过

F<,"A?"

4

FA.$%%%

鉴定
OFN

浓度和质量)

OFN

完整性通过标准变性凝胶电泳进行评估)样品由
N?.

?<

E

+3<?OFNT=<+2I<X7=#,

B

8#3

标记%通过
N

B

#=7,3

;C?7H

E

X

进行杂交)

N

B

#=7,3AFN

微阵列扫描仪#部

件号
M1>%>9

$洗涤*固定和扫描杂交阵列)

N

B

#=7,3

T7<3C?7L[3?<63#",

软件#

V$$&%&$&$

$用于捕获芯片探

针信号值)采用
N

B

#=7,3M7,7;

4

?#,

B

M_V$1&$

软件

对芯片进行标准化并选择差异表达
@OFN

#倍数变化

大于或等于
1&%

%

"

%

%&%>

$)

1)$1
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1%$(

年
-

月第
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卷第
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期



表
$

!!

各组大鼠肾功能和血脂情况比较$

I 3̀

%

组别
!

PYF

#

@@"=

"

I

$

;6?

#

%

@"=

"

I

$

9

E

+.9

#

@

B

"

I

$

102JK

#

@

B

"

102

$

JM

#

@@"=

"

I

$

J9

#

@@"=

"

I

$

IAI.9

#

@@"=

"

I

$

HAI.9

#

@@"=

"

I

$

F: ' >&/(̀ %&') '-&)>̀ 1&/' %&()̀ %&$> $1&-0̀ 1&%- %&'$̀ %&%0 %&/0̀ %&%- %&$(̀ %&%1 %&>0̀ %&%>

F; ' $0&(0̀ '&)(

<

1-&1'̀ %&0(

<

$&>1̀ %&1>

<

0(&1/̀ 1%&'-

<

%&1%̀ %&%- $&0-̀ %&1/

<

%&'>̀ %&%0

<

%&')̀ %&%'

<

AH 0 $/&'>̀ '&/%

X

1)&%/̀ $&(1

X

$&$)̀ %&%) ')&('̀ $%&0/ %&0%̀ %&%$ %&/$̀ %&$$

X

%&$-̀ %&%0

X

%&)/̀ %&%-

X

!!

<

!

"

$

%&%>

%与
F:

组比较&

X

!

"

$

%&%>

%与
F;

组比较

!!

N

!

F:

组&

P

!

F;

组&

9

!

AH

组

图
$

!!

各组大鼠肾脏
HL

染色$

a0%%

%

A&B&D

!

免疫组织化学染色
!

在给药后第
$%

周麻醉

后处死大鼠%取出右肾%用
0]

多聚甲醛固定%然后进

行石蜡包埋并制备
'

%

@

石蜡切片)常规脱蜡水化%

使用柠檬酸缓冲液高温高压抗原修复法修复组织抗

原)山羊血清封闭%抗过氧化物酶体增殖物激活受体

!

#

KKNO

!

$抗体#美国
K?"37#,3762

公司$

0^

孵育切

片过夜)磷酸缓冲盐溶液
0^

孵育切片过夜作为阴

性对照)山羊抗兔二抗室温孵育切片
'%@#,

)

ANP

显色液显微镜下显色)

A&C

!

统计学处理
!

采用
;K;;10&%

统计软件进行分

析)计量资料以
I 3̀

表示%采用单因素方差分析和

;.F.8

法%以
"

$

%&%>

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

肾功能和血脂
!

F;

组大鼠的
PYF

*

9

E

+.9

*

10

2JK

*

J9

和
IAI.9

均高于
F:

组%而
HAI.9

明显

低于
F:

组%差异有统计学意义#

"

$

%&%>

$)与
F;

组比较%

AH

组大鼠的
;6?

*

9

E

+.9

*

102JK

*

J9

和

IAI.9

均降低%而
HAI.9

明显升高%差异有统计学

意义#

"

$

%&%>

$%见表
$

)

B&B

!

肾脏病理
!

F;

组大鼠肾脏病理改变主要表现

为肾小球体积增大%系膜基质增生%系膜细胞增多%基

底膜增厚等)与
F;

组相比%

AH

组大鼠的上述肾脏

病理损伤在丹红注射液治疗后明显减轻%见图
$

)

图
1

!!

F;

组和
AH

组差异表达的
@OFN

图
'

!!

各组差异表达
@OFN

的趋势分析

')$1

重庆医学
1%$(

年
-

月第
0/

卷第
$'

期



表
1

!!

主要基因及信号通路

基因 全称 调节 参与通路

N9;PM$ <6

E

=.9"N+

E

,3273<+7XCXX=7

B

C@W<@#=

E

@7@X7?$

上调
KKNO

信号通路&脂肪细胞因子信号通路&

NAQKRS <!#

4

",763#,

%

9$S<,!6"==<

B

7,!"@<#,6",3<#,#,

B

上调
KKNO

信号通路&脂肪细胞因子信号通路&

TNPK0 W<33

E

<6#!X#,!#,

B4

?"37#,0

上调
KKNO

信号通路

;I91-N> +"=C376<??#7?W<@#=

E

1-@7@X7?>

上调
KKNO

信号通路

OMA$>)>'>> +#@#=<?3"W<33

E

<6#!3?<,+="6<+7

"

9A')

上调
KKNO

信号通路&脂肪细胞因子信号通路&脂肪的消化和吸收

NP9N$ NJKX#,!#,

B

6<++7337+CXW<@#=

E

N@7@X7?$

上调 脂肪的消化和吸收

9UK/P$ 9UK/P$6

E

3"62?"@7K0>%W<@#=

E

/+CXW<@#=

E

P@7@X7?$

下调 初级胆汁酸生物合成

图
0

!!

F;

组和
AH

组差异表达的
@OFN

的
MR

分析结果

!!

N

!

F:

组&

P

!

F;

组!

9

!

AH

组

图
>

!!

各组肾脏组织
KKNO

!

的表达情况$

a0%%

%

0)$1

重庆医学
1%$(

年
-

月第
0/

卷第
$'

期



B&C

!

微阵列分析
!

使用微阵列分析鉴定
AH

组和

F;

组之间差异表达的
@OFN

%共筛选出
0)0

个差异

表达
@OFN

)与
F;

组比较%

AH

组上调
$/>

个
@O.

FN

%下调
1-(

个
@OFN

%见图
1

)

8LMM

通路富集分

析结果显示%与
F;

组比较%

AH

组上调的差异表达

@OFN

的前
$)

条富集通路中有
'

条通路与脂代谢相

关%包括
KKNO

信号通路*脂肪细胞因子信号通路及

脂肪的消化和吸收通路%相关的基因包括
N9;PM$

*

NAQKRS

*

TNPK0

*

OMA$>)>'>>

*

;I91-N>

*

Y9K$

*

bN81

*

NP9N$

)与
F;

组比较%

AH

组下调的前
$/

条

通路中有
1

条通路与脂代谢相关%包括初级胆汁酸生

物合成通路和胆汁合成通路%相关的基因为
N9R_1

*

9UK/P$

*

NJK$N0

*

F:RP1

*

;I9R$P1

%见表
1

)使

用
;JL:

软件对差异表达的
@OFN

进行了趋势分

析%结果显示
(

个样品中#每组
'

个样品$差异表达的

@OFN

谱有
-

个趋势明显)其中表达谱
$

显示
$)(

个分配基因中有
$0%&'

个基因的趋势为
F;

组较
F:

组降低%而
AH

组较
F;

组升高%主要基因包括

OMA$>)>'>>

*

IR9')%11/

*

KKNOM

等%见图
'

)

!!

MR

分析显示%差异表达
@OFN

的功能与对糖尿

病的发生*发展至关重要的许多生物学过程有关%如

代谢过程*发育过程和对刺激的反应&相关的分子功

能主要包括解酶活性*结合和转运活性等&相对应的

细胞成分主要包括细胞*细胞部分*细胞周围和质膜%

见图
0

)

B&D

!

肾脏组织
KKNO

!

的表达
!

与
F:

组比较%采用

链脲佐菌素诱导大鼠发生
A8A

后%大鼠肾脏组织的

KKNO

!

表达明显降低%丹红注射液干预后
KKNO

!

的

表达相比于
F;

组明显升高%差异有统计学意义#

"

$

%&%>

$%见图
>

)

C

!

讨
!!

论

!!

A8A

作为糖尿病最常见的微血管并发症之一%

大约
'%]

的
$

型糖尿病和
0%]

的
1

型糖尿病患者会

发生
A8A

)目前
A8A

治疗措施主要包括调节生活

方式*控制血糖*保护肾脏的药物*容量控制*降脂%以

及抗血小板治疗等%但这些治疗均不能阻止甚至延缓

A8A

进展为
L;OA

)最新研究报道显示%在我国普通

人群和城市住院患者中%与糖尿病相关的
98A

比肾

小球肾炎相关的
98A

更常见%而我国糖尿病相关的

98A

患者估计有
10'%

万人'

$1

(

)

丹红注射液中丹参微寒%归心*肝经%祛瘀止痛*

活血通络*清心除烦&红花性温%归心*肝经%活血通

经*散瘀止痛'

$'

(

)研究报道丹参酮#丹参的活性成分

之一$可以通过清除氧自由基%防止低密度脂蛋白氧

化%减少炎症细胞浸润%保护血管内皮%从而改善肾小

球基底膜通透性%减少尿蛋白&而丹参酮
#

N

可通过

抑制瘢痕来源的成纤维细胞的增殖来改善肾间质纤

维化'

$0

(

)红花的有效成分红花苷和红花黄色素具有

抑制血小板聚集*改善微循环*扩张小动脉和增强纤

维蛋白溶解活性的功能'

$>

(

)在早期
A8A

患者中%丹

红注射液可通过降低
9

反应蛋白#

9OK

$和白细胞介

素
)

#

QI.)

$而改善患者的肾功能'

$)

(

)而在临床
A8A

患者中%应用丹红注射液治疗后可使血浆丙二醛

#

:AN

$*血管紧张素
#

#

N,

B#

$水平下降%从而改善

病情'

$-

(

)而
A8A

发病机制较为复杂%主要包括遗传

因素*高血糖*晚期糖基化终末产物的形成*多元醇旁

路活性增加*血流动力学异常*氧化应激*血脂异常*

炎性反应等)上述研究表明丹红注射液可能通过减

轻炎性反应*抑制氧化应激*改善血流动力学异常等

途径延缓
A8A

的进展)

除了存在糖代谢紊乱外%

A8A

患者还常伴有脂

质代谢紊乱)一项流行病学调查显示%低
HAI.9

和

高
JM

水平是
1

型糖尿病门诊患者发生肾病进展的

独立危险因素'

$/

(

)高脂血症通过引起胰岛素抵抗并

损害胰岛
'

细胞的功能导致
1

型糖尿病的发生*发

展'

$(

(

)动物实验表明%高脂血症可激活
;$%%N/

JIO0

信号转导通路%导致糖尿病肾小球损伤'

1%

(

)相

反%降低血脂水平可以保护肾功能)

UR8RUN:N

等'

1$

(发现多不饱和脂肪酸饮食可减少肾脏中的脂质

沉积并延缓
A8A

的发展)而有研究报道丹红注射液

能降低
J9

*

JM

和
IAI.9

%并提高
HAI.9

的水平%从

而改善脂质代谢%保护肾脏'

11.10

(

)动物实验也发现丹

红注射液治疗高脂血症大鼠可使大鼠肝脏脂肪分解

增加%脂肪酸合成减少'

1>

(

)在本研究中%笔者发现丹

红注射液减轻了
A8A

大鼠的肾脏病理损伤%降低

PYF

*

9

E

+.9

和
J9

水平%并升高了
HAI.9

水平)这

些结果表明丹红注射液可以缓解
A8A

大鼠的肾功能

恶化%并改善其血脂紊乱)微阵列分析表明丹红注射

液明显改变了
A8A

大鼠的基因表达谱)而这些差异

基因的功能包括代谢过程*发育过程*对刺激的反应*

生物调控*生物合成过程等均与糖尿病的发生*发展

密切相关)

;JL:

趋势分析表达谱
$

中丹红注射液

上调的基因
OMA$>)>'>>

参与脂肪细胞因子信号通

路和脂肪的消化与吸收&

IR9')%11/

参与白色脂肪细

胞分化过程&

KKNOM

参与
KKNO

信号通路%脂肪形

成%白色和棕色脂肪细胞分化%脂肪酸*

J9

和酮体代

谢%以及脂质和脂蛋白代谢等通路)此外%差异表达

基因的
8LMM

通路富集分析结果中%丹红注射液明显

改变了
>

条与脂代谢相关的通路%其中基因
N9;.

PM$

*

NAQKRS

*

TNPK0

*

;I91-N>

*

NP9N$

和

9UK/P$

据报道主要参与游离脂肪酸*胆汁酸*胆固

醇的代谢%而与代谢性疾病'

1).'$

(如糖尿病相关)本研

究对差异表达基因的
8LMM

通路富集分析结果中%丹

红注射液明显改变的主要通路
KKNO

信号通路中的

关键基因
KKNO

!

进行性肾脏组织免疫组织化学染色

以验证微阵列结果)同微阵列结果一致%

KKNO

!

在

F;

组表达明显低于
:F

组%而使用丹红注射液后

KKNO

!

表达明显升高)而有研究报道%

KKNO

!

激动

剂可增加肝
_

受体基因的表达而介导在肾小球系膜

细胞中胆固醇的外流%从而减少细胞内脂质积累'

'1

(

)

>)$1
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年
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综上所述%本研究发现丹红注射液可能通过脂代

谢通路改善血脂紊乱而延缓糖尿病大鼠的肾功能恶

化%这些结果有助于理解丹红注射液治疗
A8A

的机

制%为
A8A

的治疗提供新的思路)
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