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［摘　要］　目的　探讨糖尿病肾脏病变与格列喹酮干预治疗、核因子κＢ（ＮＦκＢ）活化及诱导型一氧化氮合酶
（ｉＮＯＳ）表达之间的关系。方法　雄性ＳＤ大鼠４０只随机分成对照组（Ａ组）、糖尿病组（Ｂ组）、格列本脲干预组（Ｃ组）
和格列喹酮干预组（Ｄ组）各１０只。糖尿病模型按经典的６０ｍｇ·ｋｇ１剂量一次性腹腔内注射链脲菌素制备，于１２周末
处死大鼠，留取肾脏标本，观测肾脏病理改变并用免疫组化法分析 ＮＦκＢ及 ｉＮＯＳ表达。结果　肾脏病理结果显示，与
对照组相比，其余３组均有不同程度肾脏病变，其中Ｂ组肾脏病理改变最明显，Ｃ组较明显，Ｄ组较轻；免疫组化分析结
果显示ＮＦκＢ和ｉＮＯＳ表达在Ｄ组与Ｂ、Ｃ组差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。结论　ＮＦκＢ及ｉＮＯＳ伴随着肾脏病理学改变而
持续活化，可能在糖尿病肾病发生中有重要作用，而格列喹酮可以通过抑制炎症因子的表达起到肾脏保护作用。
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　　近年来的研究显示，转录因子核因子κＢ（ＮＦκＢ）
与糖尿病（ＤＭ）的病理生理机制密切相关。糖尿病肾
病（ＤＮ）是糖尿病患者危害性最大的并发症之一。格
列喹酮是唯一代谢产物几乎不从肾脏途径排泄的

（９５％不经肾脏）磺脲类口服降糖药，大量临床研究结
果显示，该药具有良好的肾脏保护作用。本研究拟观
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察ＮＦκＢ及诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）活性在不同
条件下ＤＭ大鼠肾组织中的改变及相互关系，进一步
揭示高血糖、ＡＧＥｓ等引发的氧化应激激活 ＮＦκＢ促
进ｉＮＯＳ产生在糖尿病肾脏损伤过程中的意义，探讨
格列喹酮的肾脏保护机制。

１　材料与方法　
１．１　ＤＭ大鼠模型的制备　纯种雄性 ＳＤ大鼠（同一
批繁殖）４０只，体重２００～２６０ｇ，随机分为４组，每组
１０只，Ａ组为正常对照组，Ｂ组为糖尿病模型组，Ｃ组
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为格列本脲干预组，Ｄ组为格列喹酮干预组。Ｂ、Ｃ、Ｄ
组大鼠按６０ｍｇ·ｋｇ１的剂量一次腹腔内注射链脲菌
素（ＳＴＺ）（Ｓｉｇｍａ公司），３ｄ后确定 ＯｎｅｔｏｕｃｈⅡ血糖
仪（强生公司，美国）测空腹血糖达１６．０ｍｍｏｌ·Ｌ１以
上，且尿量及饮水明显增多鼠为糖尿病大鼠模型。Ａ
组大鼠仅腹腔内注射等体积０．１ｍｍｏｌ·Ｌ１柠檬酸缓
冲液，Ｃ组和Ｄ组分别给予优降糖（１ｍｇ·ｋｇ１）和格
列喹酮（１０ｍｇ·ｋｇ１）灌胃，每日２次。
１．２　标本的收集与处理　观察期满后分批用水合氯
醛麻醉大鼠后取出双肾，以４℃的０．９％氯化钠溶液
洗净，小心剥去肾包膜，以４℃０．９％氯化钠溶液冲洗
肾血管３次。取不同部位肾组织置于１０％中性甲醛
溶液固定２ｈ；梯度酒精脱水，二甲苯透明，浸蜡，包埋，
切片，厚４μｍ，分别行苏木精伊红（ＨＥ）染色观察肾
脏病理改变和免疫组织化学染色观察 ＮＦκＢ及 ｉＮＯＳ
表达。

免疫组织化学方法：石蜡切片经二甲苯脱蜡及梯

度酒精水化，纯化水洗３次；用０．０１ｍｏｌ·Ｌ１（ｐＨ＝
６．０）枸橼酸盐缓冲液及电磁炉 ＋高压锅修复方法，冷
却后水洗，０．０１ｍｏｌ·Ｌ１（ｐＨ值 ＝７．２）ＰＢＳ缓冲液冲
洗３ｍｉｎ，共３次；滴加３％过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）溶液封闭
１０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ缓冲液冲洗３ｍｉｎ，共３次，滴加正常
山羊血清封闭液１０ｍｉｎ，甩去多余液体不洗，滴加兔多
克隆抗体ｉＮＯＳ（１１００稀释，ＮｅｏＭａｒｋｅｒ公司）５０μＬ
或兔抗大鼠 ＮＦκＢｐ６５抗（１５０稀释，ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司），４℃冰箱孵育过夜，ＰＢＳ缓冲液冲洗３ｍｉｎ，共３
次，滴加羊抗兔的辣根过氧化物酶标记的二抗（Ｄａｋｏ
公司，ＥｎＶｉｓｉｏｎ方法）５０μＬ，室温下孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ
缓冲液冲洗３ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色５～１０ｍｉｎ。阴性
对照用ＰＢＳ代替一抗。
１．３　结果判定与统计学方法　ＮＦκＢ阳性表达的细
胞核呈棕黄色，阴性表达的细胞核不着色；ｉＮＯＳ阳性
表达的细胞质呈棕黄色，阴性表达的细胞质不显色。

应用ＭＰＩＡＳ１０００型高清晰度彩色病理图像分析系统

进行分析。ｉＮＯＳ在光学显微镜２００倍下观察：每张切
片按顺序选１０个视野，以每组的平均吸光度（Ａ）均值
进行比较。ＮＦκＢ在光学显微镜４００倍下观察：每张
切片按顺序选１０个肾小球视野，分别检测每个视野内
ＮＦκＢ阳性细胞数，计算阳性细胞率，最后以每组的均
值进行比较。计量资料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
应用ＳＰＳＳ统计软件进行统计分析，多组间均数的比较
用方差分析ｑ检验，二组间均数的比较用ｔ检验。
２　结果　
２．１　各组大鼠平均血糖测定结果　实验期末各组均
有部分大鼠退出实验（表１），退出原因为模型制备失
败、血糖自然缓解及全身衰竭、同类打斗和不明原因死

亡等。糖尿病模型组大鼠的空腹血糖均在１６．０ｍｍｏｌ
·Ｌ１以上，显著高于其余各组，而 Ｃ组和 Ｄ组大鼠血
糖水平相近，差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。各组大鼠体
重均有所增加，但Ｂ组的增加幅度显著低于其他各组
（表１）。
２．２　各组大鼠肾脏组织病理学改变（ＨＥ染色）　对
照组肾小球及小管间质未见病理改变；糖尿病模型组

大鼠肾小球体积增大，肾小体呈分叶状，系膜区增宽，

严重者可见肾小球毛细血管基底膜增厚，肾近端小管

上皮细胞肥大，可见少量空泡样变性细胞。免疫组化

染色：Ａ组肾组织中 ｉＮＯＳ极少呈阳性表达，Ｂ组肾小
球各种细胞中ｉＮＯＳ阳性表达明显增加（图１），其平均
吸光度值与Ａ组相比差异有极显著性（Ｐ＜０．０１），结
果见表２；Ａ组只见极少数肾小球细胞表达 ＮＦκＢ，Ｂ
组ＮＦＫＢ在肾小球各种细胞中尤其是微血管内皮细
胞呈高水平表达（图 ２），其阳性细胞率与 Ａ组相比差
异有极显著性（均Ｐ＜０．０１）（表２）；Ｄ组、Ｃ组和Ｂ组
比较，ｉＮＯＳ和ＮＦκＢ表达均明显降低，组间比较均差
异有显著性（均Ｐ＜０．０５）。
３　讨论　

ＨＯＦＭＡＮＮ等［１］的研究表明，糖尿病患者血糖水

平控制状况与外周血单核细胞ＮＦκＢ的激活呈正相

　　　　　　Ａ组　　　　　　　　　　　　Ｂ组　　　　　　　　　　　　Ｃ组　　　　　　　　　　　　Ｄ组
图１　各组大鼠ｉＮＯＳ表达　
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图 ２　各组大鼠ＮＦκＢ表达　
表１　各组大鼠模型制备结果　

组别
存活数／
只

平均空腹血糖／

（ｍｍｏｌ· Ｌ１）
平均体重／

ｇ
Ａ组 ９ ４．２±１．１ ４５１±６２
Ｂ组 ８ ２０．５±４．３ ３３５±４３
Ｃ组 ９ １１．６±６．２ ３５１±４８
Ｄ组 ９ １２．２±５．８ ３６１±４２

　　表２　各组大鼠肾组织中免疫组化指标检测结果　ｘ±ｓ

组别 ＮＦκＢ阳性细胞率／％ ｉＮＯＳ（Ａ值）
Ａ组 １．０５±０．０７１ ０．０６２４±０．０８３０１

Ｂ组 ４２．１７±８．５２２ ０．３２５４±０．０２７６２

Ｃ组 ３５．６８±６．１６２ ０．２９０８±０．０２１５２

Ｄ组 １９．５８±４．９４ ０．１６７３±０．０１２２

　　与Ｂ组比较，１Ｐ＜０．０１；与Ｄ组比较，２Ｐ＜０．０５

关，而且在糖尿病肾病患者中，尿蛋白量的多少与单核

细胞ＮＦκＢ复合体的激活有显著相关性，行抗氧化治
疗后，ＮＦκＢ的激活明显受到抑制。

本研究结果显示，糖尿病大鼠肾脏 ＮＦκＢ活性较
正常大鼠明显增强，提示ＮＦκＢ与ＤＮ发病密切相关。
虽然ＮＦκＢ作为转录因子难以直接参与 ＤＮ的发病，
但其通过调节其他一些基因的转录而参与 ＤＮ发病。
本研究同时观察到 ｉＮＯＳ的表达也逐步增强。目前已
知由ｉＮＯＳ催化产生的一氧化氮（ＮＯ）是细胞因子介导
的体内多种细胞损害及功能异常的潜在递质。有研究

显示，ＮＦκＢ激活可促进 ｉＮＯＳ的表达，其机制在于
ＮＦκＢ入核后与 ｉＮＯＳ基因启动子内的 κＢ序列结合，
促进ｉＮＯＳ转录，导致过量ＮＯ产生［２］。关于Ｂ细胞的
研究也显示ＩＬ１β诱导的ｉＮＯＳ启动子的活化需要ＮＦ
κＢ结合位点的存在［３］。关于肾脏的研究发现［４］，在糖

尿病肾病的局部肾组织中，高血糖及局部激活的肾素

血管紧张肽系统（ＲＡＳ）等使蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）活化
后，通过对丝裂原激活蛋白激酶（ＭＡＰＫ）级联反应的
激活，使ＩκＢ磷酸化而被降解，ＮＦκＢ被激活，进入细
胞核内，在核内通过环状结构与受其调控的多种基因

启动子或增强子上特异性的基因序列结合，调节这些

基因的转录活性，使各炎症因子表达上调，造成明显的

炎症反应，从而引起肾脏细胞增殖及组织局部单核巨

噬细胞浸润增加，这些浸润的单核巨噬细胞又通过分
泌细胞因子、炎性递质、活性氧自由基、ＮＯ和金属蛋白
酶等加速肾小球硬化，进而在糖尿病肾病炎症损害和

纤维化中起到了重要作用。国外关于高血糖时对血管

损害的研究发现ＳＴＺ诱导的ＤＭ鼠在长期高血糖状态
下血管内皮细胞和平滑肌细胞的反应性产物 ｉＮＯＳ、
ＡＧＥｓ、ＮＦκＢ比急性高血糖时明显增加，在各动脉均
能见到ｉＮＯＳ、ＡＧＥｓ、ＮＦκＢ［５］，与本研究结果一致。说
明这些因素在ＤＭ血管病变中起重要作用。

国内李　耀等［６］的研究证实格列喹酮能降低血中

ＥＴ和ＴＸＢ２浓度，增加血中 ＰＧＦ１α水平，也就意味着
格列喹酮可以减少血小板聚集，改善肾血管收缩状态，

纠正缺血和炎症，增加肾血流量，从而改善肾功能，保

护肾血管内皮细胞免受进一步损伤。本研究进一步观

察到相同血糖水平下，格列喹酮组大鼠肾脏 ｉＮＯＳ和
ＮＦκＢ表达均显著低于优降糖组，其肾脏病理改变也
较格列本脲组减轻，证实了格列喹酮确实具有一定的

抗炎作用，其肾脏保护作用不完全依赖于血糖控制。

综上所述，糖尿病肾病的发生和发展始终伴随着

炎症反应，而 ＮＦκＢ在这一过程中似乎处于核心地
位，并可通过促进 ｉＮＯＳ的表达，使肾脏局部产生 ＮＯ
增多，促进了病理变化的加重，而格列喹酮具有降糖作

用之外的肾脏保护作用，可能是该药物具有一定的抗

炎作用，抑制了 ＮＦκＢ和 ｉＮＯＳ等一系列炎症因子的
表达，保护了肾小球、肾小管以及血管内皮细胞，使其

免受进一步损伤，从而延缓了肾脏病变的发生与进展。
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凌霄花粗提物对老龄大鼠微循环的影响

李建平１，侯安继２

（１．湖北省荆门市沙洋监狱总医院药剂科，４３６３００；２．上海市第七人民医院肿瘤科，２００１３７）

［摘　要］　目的　研究凌霄花粗提物对老龄大鼠微循环的影响。方法　观察凌霄花粗提物对老龄大鼠肠系膜微
循环、血液流变学、血小板和凝血因子Ⅰ的影响及对红细胞功能的影响，在大鼠肠系膜微循环实验中，以２～３个月龄青
年鼠作为对照。结果　凌霄花粗提物能加快老龄大鼠血流速度，扩张小血管管径，增加毛细血管网交叉点，抑制红细胞
和血小板聚集，降低血液黏度，改善红细胞功能。结论　凌霄花粗提物对老龄大鼠微循环具有较好的改善作用。

［关键词］　 凌霄花；微循环；血液流变学；血小板；凝血因子Ⅰ
［中图分类号］　Ｒ２８６；Ｒ９６５　　　［文献标识码］　 Ａ　　　［文章编号］　１００４０７８１（２００７）０２０１３６０２

　　凌霄花又名紫葳、武葳，为紫葳科凌霄属植物凌霄花
（ＣａｍｐｓｉｓｇｒａｎｄｉｆｌｏｒａＬｏｉｓｅｌ）的花及根，具有凉血祛淤等功效，临
床常用于肝癌、卵巢癌等的治疗，应用广泛。为了解其作用机

制，为该药物的临床使用提供依据，笔者在本实验中进行了凌

霄花粗提物对老龄大鼠微循环影响的研究，现报道如下。

１　材料　
凌霄花由武汉大学中南医院药学部提供，乌拉坦为上海行

知化工厂出品，氨苄西林为华北制药股份有限公司生产，其他

药物为国产优级纯或分析纯。实验仪器：ＭＣＡＳ２０１１多媒体彩
色微循环检测仪为重庆天海医疗设备有限公司产品，ＬＢＹＸＣ１６
全自动动态血沉测试仪、ＬＢＹＮ６Ａ自清洗旋转式黏度计、
ＣＯＡＧＧＲＥＭＥＴＥＲＬＢＹＮＪ２型血小板聚集仪为北京普利生公司
产品，ＵＶ１６０１分光光度计为日本岛津公司产品，Ｔｈｒｏ
ｍｂｏＳｃｒｅｅｎ４００Ｃ为美国公司产品。健康老龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大
鼠，体重３００～５００ｇ，２～３个月龄青年鼠，雌雄不拘，ＳＰＦ级，由
武汉大学医学院实验动物中心提供，动物合格证号：１９－０１３。
２　方法　
２．１　凌霄花粗提物的提取　取凌霄花１０００ｇ，加入适量双蒸
水，煎煮１ｈ，留取药汁，再加双蒸水适量，煎煮３０ｍｉｎ，合并两次
煎煮的药液，１０层纱布过滤，再加入７５％乙醇醇沉，离心后取上
清液，蒸发沉淀，经烘箱烤干为淡黄色粉末，置于试剂瓶中备

用。使用前以０．９％氯化钠溶液配制成２％凌霄花粗提物溶液。
２．２　动物分组与剂量设定　将老龄大鼠随机分为凌霄花高、
中、低剂量组和对照组，另选２～３个月龄的 ＳＤ大鼠作为青年

［收稿日期］　２００６０６１２　　　［修回日期］　２００６０８１０

［作者简介］　李建平（１９５４－），男，湖北荆门人，副主任药师，主要

从事医院药学工作。电话：０７２４－８５９２６２３。

［通讯作者］　侯安继，男，湖北武汉人，主任医师，教授，主要从事

临床心胸外科肿瘤研究。Ｅｍａｉｌ：ｈｏｕａｎｊｉ２０００＠１６３．ｃｏｍ。

鼠对照。凌霄花高、中、低剂量组给予凌霄花粗提物的剂量分

别为３００，１５０和７５ｍｇ·ｋｇ１体重，分别相当于临床一日平均用
量（１００ｍｇ生药·ｋｇ１）的３．００倍、１．５０倍和０．７５倍。
２．３　实验方法　
２．３．１　对大鼠肠系膜微循环的影响　选用 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ健
康老年大鼠３０只，体重３００～５００ｇ，另选体重２～３月龄ＳＤ大
鼠作为青年鼠对照。凌霄花高、中、低剂量组分别给予凌霄花

粗提物３００，１５０和７５ｍｇ·ｋｇ１灌胃，对照组和青年鼠对照组给
予等量双蒸水灌胃，均每日给药１次，连续１２ｄ，实验前１２ｈ内
禁食不禁水，末次给药后１ｈ，以２０％乌拉坦５ｍＬ·ｋｇ１腹腔注
射麻醉后，背部固定于手术台上，将下腹部毛剪净，于右侧腹壁

作约３ｃｍ长切口，轻拉出一段空肠袢，平铺于玻片上，放在特制
的有机玻璃小池上。于室温（２５℃），用 ＭＣＡＳ２０１１多媒体彩
色微循环监测仪观察大鼠肠系膜微循环的血色、固定区域内毛

细血管网交叉点、流态、微血管管径和红细胞聚集程度的变化。

２．３．２　对大鼠血液流变学的影响　选用 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ健康
大鼠２８只，处理方法同“２．２．１”项，末次给药后１ｈ，以２０％乌
拉坦５ｍＬ·ｋｇ１腹腔注射麻醉后，颈动脉插管取抗凝血４ｍＬ，
充分混匀，进行血液流变学指标测定。

２．３．３　对大鼠红细胞功能、血小板聚集和凝血因子Ⅰ的影
响［１～３］　实验动物、分组及处理方法同“２．３．２”项，检测方法参
考文献［４，５］进行。
２．４　统计学方法　实验结果采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件包，经多
组间ＡＮＯＶＡ分析，结果以（ｘ±ｓ）表示。
３　结果　
３．１　凌霄花粗提物对老龄大鼠肠系膜微循环的影响　结果见
表１。由表１可见，青年对照组大鼠肠管壁光滑，血流速度快，
红细胞携氧能力强，网点较少，管径较细，红细胞无聚集，流态

为快直线流。与青年鼠对照组相比，对照组血流速度减慢，红
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