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降糖三黄片对早期糖尿病肾病大鼠肾组织

ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ１信号通路的影响
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摘要　目的：观察降糖三黄片对早期糖尿病肾病大鼠肾组织中转化生长因子 β１（ＴＧＦ－β１）、Ｓｍａｄ１、Ｃｏ１－Ⅳ的影响，探讨其对
肾脏的保护作用。方法：将８０只ＳＤ大鼠随机分为正常组１１只、造模组６９只。腹腔内注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）复制糖尿病肾病
大鼠模型。造模成功的大鼠随机进一步分为模型组、厄贝沙坦组（给药量００２７ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、降糖三黄片组（给药量０６７５ｇ
·ｋｇ－１·ｄ－１），给药８周后处死。于治疗前、模后４周、８周各组大鼠测血糖、称体重；造模成功后、实验结束前收集２４ｈ尿液测
定尿微量白蛋白。实验结束后摘取肾脏，去包膜称重；分别用免疫组化染色法及荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ法检测 ｓｍａｄ１、Ⅳ型胶原
（Ｃｏｌ－Ⅳ）；用双抗体夹心法（ＥＬＡＳＡ）检测肾组织ＴＧＦ－β１。结果：造模后各组大鼠体重明显减轻，降糖三黄片、厄贝沙坦与模
型组比较，肾重／体重指数下降（Ｐ＜００１）。降糖三黄片、厄贝沙坦与模型组比较尿微量白蛋白水平下降（Ｐ＜００５）。降糖三黄
片与模型组、厄贝沙坦组相比，能较好地降低血糖（Ｐ＜００１）；降糖三黄片、厄贝沙坦均能明显抑制糖尿病肾病大鼠肾组织中
ＴＧＦ－β１的表达（Ｐ＜００１）。免疫组化染色表明厄贝沙坦组和降糖三黄片组比模型组ｓｍａｄ１、Ｃｏｌ－Ⅳ阳性表达程度显著减弱。
免疫组化图像染色指数及荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ法结果提示降糖三黄片能降低 ｓｍａｄ１、Ｃｏｌ－Ⅳ水平（Ｐ＜００５），且与厄贝沙坦作
用相近。结论：降糖三黄片可通过抑制肾组织ＴＧＦ－β１／ｓｍａｄ１通路的表达，降低Ｃｏｌ－Ⅳ的沉积，使肾脏的异常结构得到改善，
延缓肾小球硬化。
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　　糖尿病肾病（ＤｉａｂｅｔｉｃＮｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿病
主要的微血管并发症之一，糖尿病病程２５年以上患者
中ＤＮ的累积患病率为２５％ ～４０％［１］。ＤＮ是导致终
末期肾病（ＥｎｄＳｔａｇｅＲｅｎａｌＤｉｓｅａｓｅ，ＥＳＲＤ）的重要原
因，已经严重威胁糖尿病患者的生命健康。ＥＳＲＤ需要
透析治疗，在欧洲发达国家２０％ ～４０％的糖尿病患者
最终发展为ＤＮ，成为透析治疗患者的首要原因［２］。虽

然ＤＮ的发病机制非常复杂，但是学界对于ＤＮ肾脏病
变的发生和发展与一些细胞因子和生长因子作用密切

相关的学说，已基本取得了共识。在生长因子和细胞

因子中作用最为突出的是转化生长因子 －β１（Ｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍｉｎｇＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ－β１，ＴＧＦ－β１），它能够调节细
胞及基质生长、分化，刺激细胞外基质（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
Ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的分泌。Ｓｍａｄｓ家族蛋白是将 ＴＧＦ－β
信号从细胞表面受体转导至细胞核的过程中起关键作

用的蛋白。ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ信号通路最终会形成低聚
体复合物，激活核内 ＥＣＭ成分如各型胶原 Ｃｏｌ－Ⅰ、
Ｃｏｌ－Ⅳ、纤维粘连蛋白（ＦＮ）等启动子的活性，从而增
加ＥＣＭ合成，导致肾纤维化。

降糖三黄片以桃核承气汤为底方，加黄芪、生地

黄、玄参、麦冬等药物组成，具有益气养阴、泄热逐瘀的

作用，对２型糖尿病及其并发症具有一定的疗效。在
对糖尿病多种慢性并发症的研究中，本课题组发现加

味桃核承气汤能改善ＤＮ患者糖、脂代谢紊乱，减少２４
ｈ尿蛋白排泄量、提高内生肌酐清除率［３］，减轻或延缓

糖尿病鼠肾小球毛细血管基底膜的增厚［４］。降糖三黄

片能改善胰岛素抵抗、降低 ＤＮ大鼠尿蛋白、ＡｎｇⅡ含
量，抑制 ＤＮ大鼠 ＰＫＣ［５］和 ＴＧＦ－β１的过度表达［６］，

从而减少肾小球 ＥＣＭ的积聚，起到保护肾脏的作用。
本研究的目的是通过大鼠实验观察降糖三黄片对血

糖、２４ｈ尿微白蛋白；ＴＧＦ－β１、Ｓｍａｄ１、Ｃｏ１－Ⅳ的影
响，以进一步研究其对 ＥＣＭ的影响及机制，为该方对
ＤＮ的临床运用提供更加充分的理论依据。
１　材料与方法
１１　实验药品、试剂及仪器　降糖三黄片为广州中医
药大学院内制剂（批号：粤药制字 Ｚ２００７１１８５）；厄贝沙
坦片（赛诺菲杭州制药有限公司，进口药品注册证号：

Ｈ２００８００７４）；链脲佐菌素（Ｓｔｒｅｐｔｏｚｉｎ，ＳＴＺ，美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；配制ｐＨ４２，０１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸－柠檬酸钠缓
冲液。葡萄糖试剂盒（上海科欣生物技术研究所）；

ＴＧＦ－β１采用ＥＬＡＳＡ试剂盒（上海西唐生物科技有限
公司）。尿微量白蛋白用全自动生化分析仪测定；

Ｓｍａｄ１ｐＡｂ抗体试剂盒（Ｂｉｏｗｏｒｄ技术公司）；Ａｎｔｉ－
Ｓｍａｄ３Ａｎｔｉｂｏｄｙ试剂盒、Ａｎｔｉ－ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ Ａｎｔｉｂｏｄｙ试
剂盒及Ａｎｔｉ－ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ ａｎｔｉｂｏｄｙ试剂盒（Ａｂｃａｍ技术
公司）；ＤＡＢ显色液、ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭ Ｓ－Ｐ超敏试剂盒
（福建迈新生物技术开发有限公司）。ＴＲＩｚｏｌ（批号：
２８２２３）、Ｍ－ＭＬＶＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＫｉｔ（批号：８２１２２４２）、
Ｐｌａｔｉｎｕｍ ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ－ＵＤＧ（批
号：８２１２２０８）均由美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供。特异性引
物（上海英潍捷基贸易有限公司）。ＩＱＴＭ５型荧光定量
ＰＣＲ仪、ＳｍａｒｔＳｐｅｃＰｌｕｓ核酸蛋白测定仪（美国 Ｂｉｏ－
Ｒａｄ公司）、ＭｉｌｌｉＱＰｌｕｓ超级纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）、ＢＸ５１型光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ）、ＭＳＨＯＴ数
码成像系统（ＭＣ－２０，广州市明美光电技术有限公
司）、ＭＩＡＳ医学图像分析管理系统（北京航空航天工
业大学）。

１２　ＤＮ动物模型的复制　ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠８０只，雌
雄各半，体重１８０～２２０ｇ，由广东省医学实验动物中心
提供。饲养于广东省中医药工程技术研究院ＳＰＦ级动
物实验室，温度２１～２４℃，湿度５０％～７０％，雌雄分笼
饲养，每笼４～５只；喂食 ＳＰＦ级鼠饲料，饮用无菌水。
适应性喂养２周后，按随机数字表分为２组，空白对照
组（正常组）１１只，造模组６９只。造模前禁食１２ｈ，造
模组按３０ｍｇ／ｋｇ剂量腹腔内注射 ＳＴＺ，正常组腹腔内
注射等量柠檬酸缓冲液。７２ｈ后各组大鼠眼眶静脉采
血测定空腹血糖（ＦＢＧ）≥１６７ｍｍｏｌ／Ｌ，且出现多饮、
多尿、多食现象，确认为２型糖尿病模型。继续喂养８
周至出现糖尿病大鼠的肾损害（电镜结果为证）。

１３　分组、给药及喂养　造模成功的大鼠按随机数字
表进一步分为模型组、厄贝沙坦组、降糖三黄片组。灌

胃前用纯净水配制成１ｍＬ混悬液配制药品（实验动物
与人用药量换算公式：大鼠用量 ＝生药量 ×００１８×
５）。厄贝沙坦组００２７ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１剂量灌胃，１次／
ｄ；降糖三黄片组 ０６７５ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１的剂量灌胃，１
次／ｄ；正常组及模型组灌服等剂量蒸馏水。给药８周
后处死。中途死亡或不符合条件不列入统计分析，共

３５只大鼠完成实验，正常组１０只，模型组８只，厄贝沙
坦组９只，降糖三黄片组８只。
１４　观察指标
１４１　一般生化指标检测　分别在治疗前、给药后４
周、８周处死前称体重和眼眶静脉窦采血检测葡萄糖。
于ＤＮ造模成功后、处死前，分别用代谢笼收集２４ｈ尿
液计算尿微量蛋白排泄量。处死后摘取肾脏，右侧肾
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脏去包膜称重，计算肾重／体重指数（肾重 ÷体重 ×
１００％）。取左侧肾脏一部分，用 １０％甲醛固定，常规
脱水，石蜡包埋，切片，以便进行免疫组化分析；另一部

分置－８０℃冰箱中保存备用。
１４２　测定肾组织ＴＧＦ－β１含量　取部分大鼠肾组
织，采用双抗体夹心 ＥＬＡＳＡ法测定 ＴＧＦ－β１含量。
计算ＯＤ值，使用软件作图，根据样品 ＯＤ值计算出相
应ＴＧＦ－β１含量。本次实验 ＴＧＦ－β１公式：Ｒ２＝
０９８５６，ｙ＝－７Ｅ－０８ｘ２＋００００３ｘ＋００６８１。
１４３　检测肾组织Ｓｍａｄ１、Ｃｏｌ－Ⅳ免疫组化染色表达

取石蜡切片，用二步法免疫组化染色检测肾组织

Ｓｍａｄ１、Ｃｏｌ－Ⅳ表达。取２００倍显微镜视野，以出现棕
黄色颗粒为阳性性号，用 ＭＩＡＳ医学图像分析管理系
统进行统计分析。

１４４　荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ法检测肾组织 Ｓｍａｄ１、Ｃｏｌ
－Ⅳ基因表达量　取肾组织１００ｍｇ，液氮下研磨，然后
加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂，混匀后转移到１５ｍＬ离心管
中，在室温下放置５ｍｉｎ。然后在４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ，
离心１０ｍｉｎ。取出上清液，转入新的 １５ｍＬ离心管
中，加入１／５体积的氯仿，用力混匀２ｍｉｎ，４℃下１２
０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ。上清液转移到新的１５ｍＬ离
心管，加入等体积异丙醇，放入 －２０℃冰箱静置 ０５
ｈ。取出后在４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ。弃上
清，沉淀用１ｍＬ７５％的乙醇洗涤２次后，在室温下干
燥１０ｍｉｎ。最后用２００μＬ灭菌超纯水溶解沉淀，并且
用核酸蛋白测定仪测定ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值，算出ＲＮＡ的
浓度和纯度。反转录的操作按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 Ｍ－
ＭＬＶＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＫｉｔ提供的实验方法进行，加入上述提
取的总ＲＮＡ，合成第一链 ｃＤＮＡ。根据 ＧｅｎＢａｎｋ提供
的基因序列设计特异性引物，引物设计利用Ｐｒｉｍｅｒ５０
和ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ７９１生物软件，用于扩增内参１８Ｓ
（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏＭ１１１８８）以及Ｃｏｌ－Ｉ（ＧｅｎＢａｎｋ
ＡｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏＮＭ＿０５３３０４），Ｃｏｌ－ＩＶ（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓ
ｓｉｏｎｎｏＮＭ＿００１１３５００９），Ｓｍａｄ１（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｏＮＭ＿０１３１３０），Ｓｍａｄ３（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏＮＭ＿
０１３０９５）。设计的引物序列如下：１８Ｓ引物：Ｒ（５－３）：
ＣＡＧＡＣＴＴＧＣＣＣＴＣＣＡ、Ｆ（５－３）：ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡ
ＣＡＴＣＣ；Ｃｏｌ－Ｉ引物：Ｆ（５－３）：ＣＧＡＴＧＧＣＧＴＧＣＴＡＴ
ＧＣ、Ｒ（５－３）：ＡＣＴＴＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＴＧＡＴＡ；Ｃｏｌ－ＩＶ引
物：Ｆ（５－３）：ＴＡＣＣＴＣＡＣＴＧＴＣＣＡＣＴＡＴＧ、Ｒ（５－３）：
ＣＴＧＴＣＴＧＴＣＣＴＴＣＴＣＣＴＴ；Ｓｍａｄ１引物：Ｆ（５－３）：ＣＧＴ
ＧＴＴＧＧＴＧＧＡＴＧＧＴ、Ｒ（５－３）：ＧＡＴＧＴＧＴＣＧＣＣＴＧＧ
ＴＡＴ；Ｓｍａｄ３引物：Ｆ（５－３）：ＡＣＴＡＣＡＧＣＣＡＴＴＣＣＡＴ、Ｒ
（５－３）：ＴＴＣＴＣＣＡＴＣＴＴＣＡＣＴＣＡ基因表达的检测按

照所示组分进行添加，然后放入荧光定量 ＰＣＲ仪进行
反应。将上述反应混合物放入 ＰＣＲ仪进行扩增。步
骤１：９４℃×５ｍｉｎ；步骤２：９４℃ ×３０ｓ→５５℃ ×３０ｓ
→７２℃×５０ｓ（４５个循环）；步骤３：７２℃ ×７ｍｉｎ。每
组１０个样品，分别取１μＬ作为 ｃＮＤＡ模板扩增，运用
２－△△Ｃｔ法计算各组基因相对表达量。具体计算公式为：

Ｆ＝２－［（待测组目的基因平均 Ｃｔ值 －待测组内
参基因平均Ｃｔ值）－（对照组目的基因平均Ｃｔ值－对
照组内参基因平均Ｃｔ值）］
１５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３０软件包分析系统，
实验所得数值以均数加减标准差（珋ｘ±ｓ）表示。多组间
均值比较采用单因素方差分析，或重复测量设计的方

差分析。若方差齐，组间均值两两比较采用 ＬＳＤ法；
若方差不齐，改用ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验，α＝００５。
２　结果
２１　一般生化指标比较　血糖比较：治疗前及治疗后
第４周，正常组与模型组相比差异具有统计学意义（Ｐ
＜００１）；厄贝沙坦组、降糖三黄片组与模型组相比差
异无统计学意义（Ｐ＞００５）。正常组与厄贝沙坦组相
比差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）。治疗后第８周，
正常组、降糖三黄片组与模型组相比差异具有统计学

意义（Ｐ＜００１），厄贝沙坦组与模型组相比差异无统
计学意义（Ｐ＞００５），降糖三黄片组与厄贝沙坦组相
比差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）。表明 ＳＴＺ造模后
各组血糖明显升高，但相对于模型组、厄贝沙坦组，表

明降糖三黄片能一定程度降低血糖，减轻高糖毒性（见

表１）。

表１　各组大鼠治疗前后血糖比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ）

治疗前 ４周 ８周

正常 １０４９６±０８６△△ ５２４±０８７△△ ７０４±１２８△△

模型 ８２９４２±３８９ ３９７８±４４５ ５０３０±５５１
厄贝沙坦 ９２６０４±３９２ ３６５９±５０３ ４７０８±６１４
降糖三黄片 ８２４７７±４３０ ３４５３±５９３ ３８２６±５０９△△

Ｆ值 ９８３５ １２６９１ １６１１３
Ｐ值 ００００ ００００ ００００

　　注：两两比较用ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验。与模型组相比，Ｐ＜００１；与厄

贝沙坦比较，△△Ｐ＜００１。

　　治疗前各组体重比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。造模后４周、８周体重比较：正常组与模型组
相比差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）；厄贝沙坦组、降
糖三黄片组与模型组相比差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。降糖三黄片组与厄贝沙坦组相比差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。

肾重／体重指数比较：正常组与模型组相比差异具
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有统计学意义（Ｐ＜００１），厄贝沙坦组、降糖三黄片组
与模型组相比差异无统计学意义（Ｐ＞００５），降糖三
黄片与厄贝沙坦组相比差异无统计学意义（Ｐ＞

００５）。肾重／体重指数比增大表明造模后各组大鼠均
有存在肾肥大、肾损伤的情况，降糖三黄片与厄贝沙坦

同样具有减轻肾脏肥大的作用（见表２）。

表２　各组大鼠治疗前后体重、肾重／体重指数比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
体重（ｇ）

造模前 造模后４周 ８周 肾重（ｇ） 肾重／体重　　

正常 １０ １９４０５±１３３９ ２３０１３±１２２７△△ ２６１９１±１８１１△△ ０８７±００６ ０００３３２±００００１７△△

模型 ８ １９４００±７５７ １６６０５±１１３９ １５２１１±２１１１ ０９１±００５ ０００６０９±００００７３
厄贝沙坦 ９ １９６２２±１１１５ １７５４１±１８５７ １５７５３±２１９１ ０８４±０１１ ０００５３４±００００４８
降糖三黄片 ８ １９８１３±８６３ １６８９６±１４７７ １６１６６±１１８９ ０８４±００８ ０００５２１±００００６１
Ｆ值 ０２９ ４０９ ７４７ １６６９ ４７１５７
Ｐ值 ０８３２ ００００ ００００ ０１９４ ００００

　　注：体重用两两比较用ＬＳＤ法。肾重／体重指数用两两比较用ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验。与模型组相比，Ｐ＜００１；与厄贝沙坦比较，△△Ｐ＜００１。

　　治疗前各组尿微量白蛋白比较差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。治疗后第８周，正常组、厄贝沙坦组、降
糖三黄片组与模型组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜
００１或Ｐ＜００５），正常组与厄贝沙坦组相比差异具
有统计学意义（Ｐ＜００１），降糖三黄片与厄贝沙坦组
相比差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。表明降糖三黄片
能有效降低早期 ＤＮ大鼠尿微量白蛋白，从而保护肾
功能，且疗效与厄贝沙坦片接近（见表３）。

表３　各组大鼠治疗前后尿微量白蛋白比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
尿微量白蛋白（ｍｇ／２４ｈ）
治疗前 ８周

正常 １０ ２９３４±１４１３ ４３２９±２２５３△△

模型 ８ ２４６２±１０１８ ４０３２８±１３４０９△△

厄贝沙坦 ９ ２３５５±１０６６ ２４５７４±１３０４３

降糖三黄片 ８ ２３８１±６２９ ２３５０６±８７３１

Ｆ值 ０５９ １９０２
Ｐ值 ０６２８ ００００

　　注：两两比较用ＬＳＤ法。与模型组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；

与厄贝沙坦比较，△△Ｐ＜００１。

２２　测定肾组织 ＴＧＦ－β１含量　治疗后第８周，正
常组、厄贝沙坦组、降糖三黄片组 ＴＧＦ－β１含量与模
型组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）。正常组、
模型组与厄贝沙坦组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜
００１）；降糖三黄片组与厄贝沙坦组相比差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）（见表４）。
２３　检测肾组织 Ｓｍａｄ１、Ｃｏｌ－Ⅳ免疫组化染色表达
　光镜下免疫组化染色显示ｓｍａｄ１阳性表达部位为肾
小管上皮细胞胞质。正常组呈弱阳性表达（见图

１Ａ）；模型组呈阳性表达增强，阳性颗粒为棕黄色（见
图１Ｂ）；厄贝沙坦组和降糖三黄片组比模型组阳性表
达程度显著减弱（见图１Ｃ、图１Ｄ）。

Ｓｍａｄ１染色指数比较：正常组、模型组、降糖三黄
片组与模型组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜００１或
Ｐ＜００５）。正常组、模型组与厄贝沙坦组相比差异具

有统计学意义（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５）；降糖三黄片组
与厄贝沙坦组相比差异无统计学意义（Ｐ＝００８）（见
表４）。

图１Ａ正常组 图１Ｂ模型组 图１Ｃ厄贝沙坦组 图１Ｄ降糖三黄片组

图１　肾组织Ｓｍａｄ１

　　光镜下免疫组化染色显示 Ｃｏｌ－Ⅳ阳性表达部位
为肾小球毛细血管和肾小管基底膜。正常组呈阳性表

达（见图２Ａ）；模型组阳性表达增强，阳性颗粒为棕黄
色（见图２Ｂ）；厄贝沙坦组和降糖三黄片组比模型组阳
性表达程度减弱（见图２Ｃ、图２Ｄ）。

图２Ａ正常组 图２Ｂ模型组 图２Ｃ厄贝沙坦组 图２Ｄ降糖三黄片组

图２　免疫组化染色表达

表４　各组大鼠治疗后ＴＧＦ－β１含量、Ｓｍａｄ１染色指数、
Ｃｏｌ－Ⅳ染色指数比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＴＧＦ－β１（ｐｇ／ｍｇ） 染色指数＝平均光密度值×面密度值
Ｓｍａｄ１ Ｃｏｌ－Ⅳ

正常 １０２６５２３±８４４９△△ ００３８２±００１１５△００５２９±００１４７△

模型 ８６９４２１±１５３９４△△ ００８００±００１６４△△ ００８４９±００１２５△

厄贝沙坦 ９４２９８７±１４６６０ ００５６５±００１０９ ００７０４±００１３２

降糖三黄片 ８３９０８６±１００９１ ００５９９±００２０４ ００６４８±００１５６

Ｆ值 １８３７２ １１７３４ ７８７６
Ｐ值 ００００ ００００ ００００

　　注：两两比较用ＬＳＤ法。与模型组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与厄贝沙

坦比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

　　Ｃｏｌ－Ⅳ染色指数比较：正常组、模型组、降糖三黄
片组与模型组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜００１或
Ｐ＜００５）。正常组、模型组与厄贝沙坦组相比差异具
有统计学意义（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５）；降糖三黄片组
与厄贝沙坦组相比差异无统计学意义（Ｐ＝００７６）（见
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表４）。
３　讨论

ＴＧＦ－β的分布有一定的组织特异性，肾脏以
ＴＧＦ－β１为主，主要在肾小管上皮细胞，其次是肾小
球。ＴＧＦ－β１可直接刺激ＦＮ、Ｃｏｌ－Ⅰ型和Ｃｏｌ－Ⅳ的
形成，体外细胞培养表明持续或间断的高糖环境可促

使ＴＧＦ－β１的产生和活化，ＴＧＦ－β１可诱导 Ｉ、Ⅲ、Ⅳ
型胶原及ＦＮ的表达［７］。此外，ＴＧＦ－β１还能破坏肾
小球滤过屏障，参与炎性反应、组织修复，促使肾小

球硬化和肾间质纤维化，而这正是 ＤＮ肾脏损害的基
本病理机制［８］。本实验结果显示：造模后各组 ＴＧＦ
－β１与正常组相比差异具有统计学意义 （Ｐ＜
００１），正常组、模型组与厄贝沙坦组相比差异具有
统计学意义 （Ｐ＜００１）；表明 ＳＴＺ造模后大鼠 ＴＧＦ
－β１含量增加，而降糖三黄片、厄贝沙坦均能明显
抑制ＤＮ大鼠肾组织中 ＴＧＦ－β１的表达，与既往研
究结果一致［３］。

Ｓｍａｄｓ家族蛋白是参与 ＴＧＦ－β超家族在细胞内
信号转导的一组蛋白质，迄今为止，在哺乳动物已经分

离鉴定的Ｓｍａｄ蛋白有９种。Ｓｍａｄｓ家族按功能可分
成３类［９］：１）受体活化性或通路限制性 Ｓｍａｄ（Ｒ－
Ｓｍａｄｓ），由于可以由活性的ＴβＲ激活发生磷酸化而得
名，是专门转导 ＴＧＦ－β家族中某条信号通路的
Ｓｍａｄ；２）共配偶体 Ｓｍａｄ，它是 ＴＧＦ－β族各类信号转
导过程中共同需要的介质；３）抑制性 Ｓｍａｄ，它们也可
与Ⅰ型受体结合，结合反应的稳定性比受体激活型
Ｓｍａｄ更强，因而限制受体激活型Ｓｍａｄ被磷酸化，抑制
信号转导过程。其中 Ｓｍａｄ１作为 Ｒ－Ｓｍａｄｓ，参与
ＢＭＰ信号转导，影响 Ｃｏｌ－Ⅳ表达［１０］。Ｍａｔｓｕｂａｒａ
等［１１］在体外证实了高糖状态下 Ｓｍａｄ１能够转录调节
Ｃｏｌ－Ⅳ的表达；同时证实，ＳＴＺ诱导的糖尿病大鼠在
２４周时表现出程度不等的肾小球硬化；通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和免疫组化检测及相关性分析证实大鼠肾小球
Ｓｍａｄ１的表达水平与肾小球硬化的程度呈明显正相
关，且与肾小球 Ｃｏｌ－Ⅳ和 α平滑肌肌动蛋白（α－
ＳＭＡ）的表达密切相关。本实验治疗后第８周 ｓｍａｄ１
基因表达量比较：模型组、厄贝沙坦组、降糖三黄片组

与正常组相比有升高（Ｐ＜００５），厄贝沙坦组、降糖三
黄片组与模型组比较降低（Ｐ＜００５）。降糖三黄片组
与厄贝沙坦组相比，Ｐ＝００８，虽无统计学意义，但分
析数据考虑接近００５，可能与实验例数过少有关，若
增大例数重新统计，可能有统计学意义。

Ｃｏｌ－Ⅳ是构成 ＥＣＭ的重要生化成分，也是肾小
球基底膜（ＧｌｏｍｅｒｕｌａｒＢａｓｅｍｅｎｔＭｅｍｂｒａｎｅ，ＧＢＭ）的主

要构成蛋白，约占ＧＢＭ干体质量的５０％，可决定ＧＢＭ
的强度及孔径选择性，故Ⅳ －Ｃ合成和降解异常势必
影响肾脏结构与功能，ＤＮ时肾脏的Ⅳ －Ｃ表达增
加［１２］。Ｚｉｙａｄｅｈ等证实体外高糖培养的肾近曲小管细
胞和系膜细胞均有 ＴＧＦ－β１ｍＲＮＡ表达及生物活性
增加，同时分泌ｃｏｌ－Ⅰ及ｃｏｌ－Ⅳ增多，这种变化能被
抗ＴＧＦ－β１抗体抑制［１３］。本实验治疗后第８周 Ｃｏｌ
－Ⅳ基因表达量比较：模型组、厄贝沙坦组、降糖三黄
片组与正常组相比有升高 （Ｐ＜００５），厄贝沙坦组
与模型组比较降低有统计学意义 （Ｐ＜００５）；降糖
三黄片组与模型组相比有下降，Ｐ＝００７６，虽无统
计学意义，但分析数据考虑接近００５，可能与实验
例数过少有关，若增大例数重新统计，可能有统计学

意义。

中医认为糖尿病早期常有多饮、多食、多尿、大

便干结或便秘等 “胃肠燥热”的症状。发展至早期

ＤＮ时，因大量蛋白从尿中丢失，出现尿浊 （蛋白

尿）；除此，多伴有血脂代谢紊乱、疲倦、肢麻等表

现。早期ＤＮ病机以气阴两虚为本，胃肠燥热为标，
兼夹痰湿、瘀浊［１４］。从 《伤寒论》六经辨证，提出

ＤＮ当属五行中的 “土”病及 “水”病，因胃属于阳

明，肾属于少阴。为阳明、少阴病热证，宜破血下

瘀，急下存少阴之津，以求泻土布津。因降糖三黄片

具有益气养阴、泄热逐瘀的作用，故用于早期ＤＮ治
疗。研究结果表明降糖三黄片具有明显降低血糖、尿

微量白蛋白的作用，与既往采用加味桃核承气汤水煎

剂灌胃治疗的结论一致［３］。降糖三黄片还可通过抑

制肾组织ＴＧＦ－β１／ｓｍａｄ１通路的表达，降低Ｃｏｌ－Ⅳ
的沉积，使肾脏的异常结构得到改善，降低肾重／体
重指数比，延缓肾小球硬化。推测降糖三黄片可能是

通过改善糖脂代谢紊乱，降低肾组织 ＡｎｇⅡ水平［５］；

同时，通过增加胰岛素敏感性［１５］，降低血糖，减少

ＡＧＥｓ沉积，从而抑制ＴＧＦ－β１表达，抑制肾小管细
胞肥大及肾间质成纤维细胞合成 ＥＣＭ，达到保护肾
功能延缓ＤＮ发展的目的。这一结论是对降糖三黄片
疗效的肯定，为临床应用降糖三黄片治疗早期 ＤＮ提
供了分子生物学理论依据。
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（上接第１０６６页）
肺或肠病变的程度越加重，则肺与肠之间的传变越明

显。肺脏病变程度越重，则肠腑病变越重；肠腑病变程

度越重，则肺脏病变程度越重。

同时，“肺”与“大肠”传变引起的病理损伤程度，与

原病脏腑的病变时间成正比。肺与大肠之间的传变还

在一定程度上受时间的影响。一般而言，原发病变部位

出现病变的时间越长，则传变越明显。随着病变时日的

增加，肺脏与肠腑的病变出现同步加重。
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