
小檗碱对糖尿病模型大鼠

血清血小板糖蛋白 ＧＰＶＩ表达的影响
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［摘　要］　目的　探讨血小板糖蛋白Ⅵ在糖尿病模型大鼠的表达情况，以及小檗碱对其影响。方法　将雄性 ＳＤ
大鼠４０只随机分成正常对照组、高脂组、糖尿病模型组和小檗碱治疗组，每组１０只。正常组大鼠喂以普通饲料，其余３０
只大鼠喂养高脂饲料。８周后糖尿病模型组和小檗碱治疗组采用 ＳＴＺ制作糖尿病模型，正常组和高脂组给予相同剂量
０．１ｍｏｌ·Ｌ１ｐＨ值为４．５的柠檬酸缓冲液腹腔注射。两周后定期剪尾测血糖，血糖＞７．８ｍｍｏｌ·Ｌ１者表示糖尿病模型
制作成功。继续原饮食，小檗碱治疗组待模型制作成功后灌胃给予２０．２５ｇ·Ｌ１小檗碱，１００ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１。其余３组
灌胃给予等体积纯化水，持续８周后处死各组大鼠，观察各预定指标。结果　流式细胞仪测定结果：糖尿病模型组大鼠
ＧＰⅥ、ＧＰⅡｂ、ＣＤ４０Ｌ表达均高于正常组（均Ｐ＜０．０５）。以上指标小檗碱治疗组与糖尿病模型组差异无显著性。ＧＰⅥ与
血糖值、ＣＤ４１、ＣＤ４０Ｌ均呈正相关。扫描电子显微镜显示，糖尿病模型组大鼠主动脉内皮正常纹理消失，粘附较多血小
板，较多网状纤维和胶原暴露。小檗碱治疗组主动脉内皮有较多血小板聚集，粘附在内皮上，与内皮粘连紧密。结论　
糖尿病大鼠血小板ＧＰⅥ表达明显增加，血小板活化，血小板在动脉内皮的粘附增加诱导内皮炎症加剧和血栓形成。ＧＰ
Ⅵ与糖尿病组大鼠的动脉粥样硬化和血栓形成有关。小檗碱治疗能抑制ＧＰⅥ的表达，但差异无显著性，可能与样本较
小有关。
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　　血小板糖蛋白ＶＩ（ＧｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎＶＩ，ＧＰＶＩ）是近年
来发现的血小板膜糖蛋白，１９８９年首次发现 ＧＰＶＩ缺
乏患者［１］。ＧＰＶＩ主要参与血小板与胶原黏附后的信
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号转导和血小板活化过程，最近研究表明 ＧＰＶＩ是最
主要的胶原粘附受体。

ＣＤ４０和ＣＤ４０Ｌ系统［２］在动脉粥样硬化炎症信号

传导过程中起着重要作用。阻断 ＣＤ４０及其配体的相
互作用后，可减少鼠粥样斑块的形成及进展，并能稳定

动脉粥样斑块［３］。ＳＡＩＫＫＵ等［４］提出抗菌药物治疗

ＡＣＳ有效果，随后大型临床试验 ＲＯＸＩＳ、ＣＬＡＲＩＦＹ、
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ＡＺＡＣＳ［５］分别开展了大环内酯类抗菌药物罗红霉素、
克拉霉素、阿奇霉素治疗ＡＣＳ的相关研究，结论不一。

盐酸小檗碱是从植物黄连根茎中提取的一种季胺

类化合物，临床和实验研究证实，小檗碱不仅可以防止

感染，还能够显著增强糖尿病大鼠的胰岛素敏感

性［６］，能降低血小板 ＴＸＡ２的分泌和细胞内 Ｃａ２＋而抑
制血小板活化，对心血管具有保护作用［７］。小檗碱对

ＧＰＶＩ有无影响，能否抑制炎性递质 ＣＤ４０Ｌ从而抑制
动脉内皮炎症，笔者尚未见报道。

本研究观察糖尿病大鼠糖脂代谢紊乱时在高糖和

高脂状态下血小板胶原受体 ＧＰＶＩ的表达，并探讨盐
酸小檗碱对血小板粘附及内皮炎症的影响。

１　材料与方法　
１．１　实验动物　健康 ＳＤ清洁级大鼠４０只（温州医
学院实验动物中心提供），体重１２０～１６０ｇ，日龄２８～
４２ｄ，雄性，４～６只装一笼，室温１５～２５℃，光照昼夜
节律控制，自由饮水。

１．２　药品试剂与仪器　ＳＴＺ（美国Ｓｉｇｍａ公司），小檗
碱（纯度９９．８％，东北制药总厂生产）；ＧＰＶＩ（ＣＤ３２Ｂ）
ＩｎｔｅｇｒｉｎＩＩｂ（ＣＤ４１） ＣＤ４０Ｌ（ＣＤ１５４） （Ｓａｎｔａｃｒｕｚ
ｂｉｏｔｅｃｈｅｎｏｌｏｇｙ．ＵＳＡ；ＡｆｆｉｎｉｔｙｐｕｒｉｆｉｅｄＡｔｉｂｏｄｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
Ｌａｂｅｌｅｄ（美国ＫＰＬ公司）；微量血糖测定仪（美国强生
公司）；ＦＡＣＳｏｒｔ流式细胞仪（美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公
司）；Ｓ３５００Ｎ型扫描电镜（日本 ＨＩＴＡＣＨ）；微量进样
器（法国Ｇｌｉｓｏｎ公司）。
１．３　分组及模型的制作　将雄性 ＳＤ大鼠适应性饲
养一周后按体重随机分为４组，每组１０只：即正常组、
高脂组、糖尿病模型组和小檗碱治疗组。每只大鼠按

２０ｇ·ｄ１饲喂，自由饮水。实验期间正常组大鼠喂以
普通饲料，其余３０只大鼠喂养高脂饲料（配方：１０％猪
油，２．５％胆固醇，２０％蔗糖，６７．５％常规饲料）。喂养
８周后糖尿病模型组和小檗碱治疗组造模：用纯化水、
枸橼酸、磷酸二氢钠，配制成 ｐＨ值为 ４．５的 ０．１
ｍｏｌ·Ｌ１枸橼酸缓冲液，称取一定量 ＳＴＺ溶解于枸橼
酸缓冲液中，配制成１％ＳＴＺ溶液，在冰浴中配制，即
配即用。造模大鼠腹腔内注射 ＳＴＺ（２５ｍｇ·ｋｇ１），正
常组和高脂组给予相同剂量０．１ｍｏｌ·Ｌ１ｐＨ值为４．５
的柠檬酸缓冲液腹腔注射，两周后定期剪尾测血糖，血

糖＞７．８ｍｍｏｌ·Ｌ１提示糖尿病模型制作成功［８］。继

续原来饮食，小檗碱治疗组在造模成功后用纯化水配

成小檗碱浓度为 ２０．２５ｇ·Ｌ１的溶液，大鼠按 １００
ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１体重剂量灌服，上午８３０～９３０灌胃
１次，其余 ３组灌服等体积纯化水，持续药物干预 ８
周。股动脉处死各组大鼠，观察各预定指标。

１．４　实验方法　各组大鼠切开股动脉放血，采血管加
入３８ｇ·Ｌ１枸橼酸钠抗凝，采血２ｍＬ，８００ｒ·ｍｉｎ１离
心５ｍｉｎ。取上清液，在显微镜下计数血小板，用 ＰＢＳ
调整血小板计数到２×１０８。Ｆａｌｃｏｎ管添加一抗兔抗鼠
ＣＤ３２，ＣＤ１５４，ＣＤ４１各５μＬ，加入血小板ＰＲＰ各５μＬ。
室温暗处孵育１５～２０ｍｉｎ。１０００ｒ·ｍｉｎ１离心，ＰＢＳ
洗涤１次。各管中各加入荧光素标记二抗羊抗兔抗体
ＩＧ５μＬ。室温避光孵育３０ｍｉｎ。再次１０００ｒ·ｍｉｎ１

离心，ＰＢＳ洗涤一次。１％多聚甲醛（２～８℃）固定，
２４ｈ内上机获取各管的试验数据。
１．５　观察指标　ＧＰＶＩ（ＣＤ３２），ＧＰⅡｂ（ＣＤ４１），
ＣＤ４０Ｌ阳性血小板百分率和荧光强度统计结果。扫
描电镜观察大鼠胸主动脉血小板黏附情况。

１．６　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１０．０软件包分析。实验
数据采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。组间比较采用单
因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），方差齐性者两两比
较采用 ＬＳＤ法，方差不齐者进行 ＧａｍｅＨｏｗｅｌｌ检验。
Ｐ＜０．０５表示差异有显著性。两变量的相关分析采用
Ｂｉｖａｒｉａｔｅ过程的Ｐｅａｒｓｏｎ等级相关法。
２　结果　
２．１　各组大鼠症状体征比较　糖尿病模型组大鼠出
现多尿、消瘦，２只大鼠出现白内障，２只大鼠因高血糖
死亡。小檗碱治疗组大鼠消瘦、毛发差、腹胀、便秘，１
只大鼠出现白内障，２只大鼠死亡。高脂组大鼠体态
硕大肥胖，体重明显增加。正常组无上述症状。

２．２　大鼠血糖、血脂与体重测定结果　高脂组大鼠体
重显著高于正常对照组与糖尿病模型组，血三酰甘油

显著高于正常对照组，血糖及血脂与正常对照组比较

差异无显著性；糖尿病模型组大鼠血糖、三酰甘油显著

高于正常对照组与高脂组，但体重与正常对照组差异

无显著性（均Ｐ＜０．０５），高脂组大鼠体重明显高于正
常组（Ｐ＜０．０５）。小檗碱治疗组大鼠血糖、三酰甘油、
体重与糖尿病模型组比较均差异无显著性，详见表１。
高脂组大鼠三酰甘油均 ＞１．７ｍｍｏｌ·Ｌ１，糖尿病模型
组大鼠有多尿、消瘦、血脂 ＞１．７ｍｍｏｌ·Ｌ１，血糖均大
于７．８ｍｍｏｌ·Ｌ１，模型制作成功。
２．３　ＧＰＶＩ（ＣＤ３２）ＧＰⅡｂ（ＣＤ４１），ＣＤ４０Ｌ（ＣＤ１５４）阳
性血小板计数结果　结果详见表２。
２．４　流式细胞仪荧光强度分析　各组血小板表面
ＧＰＶＩ（ＣＤ３２）的荧光强度见图１，各组血小板表面 ＧＰ
Ⅱｂ（ＣＤ４１）的荧光强度见图 ２，各组血小板表面
ＣＤ４０Ｌ的荧光强度见图３。
２．５　相关性分析　各组大鼠血小板表达 ＧＰＶＩ与血
糖呈显著正相关（ｒ＝０．６５，Ｐ＜０．０１），见图４。各组大
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　　　　　　　　　　　　　　　　表１　４组大鼠各观测指标测定结果　 ｘ±ｓ

组别
大鼠数／
只

血糖／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

三酰甘油／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

胆固醇／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
体重／
ｇ

小檗碱治疗组 １０ １８．７８±１．９７ ９．５６±６．５４ ２．３４±０．６５ ４３５．３２±４５．１１
糖尿病模型组 １０ ２５．６９±２．２７ １０．９４±５．５４ ２．６４±０．６４ ４１０．２１±３６．２１
高脂组 １０ ３．２９±０．４８ ２．８６±０．２１ １．４５±０．２８ ５５８．３３±４５．１２
正常组 １０ ３．０５±０．６９ １．１５±０．２６ １．４８±０．３０ ４２５．６４±４８．１３

　　表２　各组大鼠ＧＰＶＩ，ＧＰⅡｂ与ＣＤ４０Ｌ测定结果　
ｘ±ｓ

组别 大鼠数／只 ＧＰＶＩ ＧＰⅡｂ ＣＤ４０Ｌ
小檗碱治疗组 ８ ２１．４９±１０．６１２３．１７±１８．９９ ２０．０２±８．８４
糖尿病模型组 ８ ２８．７３±１３．９５４５．５２±２０．１９ ２６．５９±１０．２４
高脂组 １０ ５．２２±２．４１ １２．４３±５．７２ １７．４９±１１．７８
正常组 １０ ２．８２±１．５ ８６．１８±４．４５ ５．８８±４．１３

鼠血小板表达 ＧＰⅡｂ与 ＧＰＶＩ呈显著正相关（ｒ＝
０．８０，Ｐ＜０．０１），见图５。各组大鼠血小板表达 ＧＰＶＩ
与ＣＤ４０Ｌ呈显著正相关（ｒ＝０．８４，Ｐ＜０．０１），见图６。
２．６　扫描电子显微镜观察结果　正常大鼠主动脉内
皮呈条索状，排列整齐，无血小板粘附，见图７。高脂
组大鼠主动脉内皮上血小板少量粘附，见图８。糖尿
病模型组大鼠主动脉内皮结构紊乱，血小板粘附聚集

变形，网状纤维暴露，见图９。治疗组大鼠主动脉内皮
结构紊乱，较多血小板粘附，见图１０。
３　讨论　

ＧＰＶＩ是血小板胶原黏附受体，为 Ｉ型单链跨膜糖
蛋白，属免疫球蛋白超家族。ＳＴＥＦＦＥＮ等［９］的研究表

明，在大鼠的颈动脉损伤模型上，ＧＰＶＩ基因敲除的大
鼠损伤的颈动脉内皮上显示血小板基本没有粘附。由

于 ＧＰＶＩ是直接而牢固的粘附在内皮胶原上［１０］。

ＫＥＮＤＲＡ等［１１］用 ＧＰＶＩ表达水平不同的 ＲＢＬ２Ｈ３细
胞观测了剪切力下ＧＰＶＩ对Ｉ型胶原的粘附情况，发现
ＧＰＶＩ粘附与细胞表达 ＧＰＶＩ密度成正比。ＧＰＶＩ表达
的强度是血小板粘附的关键［１２］。糖尿病大鼠是否有

更多的血小板ＧＰＶＩ表达增加，通过实验，笔者发现糖
尿病大鼠ＧＰＶＩ（ＣＤ３２）的表达较正常

图１　４组大鼠血小板ＧＰＶＩ（ＣＤ３２）表达情况　

图２　４组大鼠血小板ＧＰⅡｂ的表达情况　

图３　４组大鼠血小板ＣＤ４０Ｌ的表达情况　

图４　大鼠血糖ＦＢＳ和胶原粘附受体ＧＰＶＩ（ＣＤ３２）的
血小板百分数相关性分析（ｒ＝０．６５）　

对照组有明显的增加。扫描电镜观察证实血小板更多

的粘附在大鼠主动脉血管内皮上，并观察到糖尿病大

鼠由于主动脉内皮失去正常的结构，有大量的基质胶

原纤维暴露，是诱导 ＧＰＶＩ表达的重要原因。ＧＰＶＩ不
仅介导了血小板的粘附，而且介导了血小板的信号传

导［１３］，活化的血小板会最终引发凝血系统激活，纤维

蛋白聚集，使糖尿病大鼠发生血栓的机会增加。

本实验中，血糖与ＧＰＶＩ呈正相关，血糖越高血小
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图５　大鼠ＣＤ４１和ＧＰＶＩ的血小板百分数
相关性分析（ｒ＝０．８０）　

图６　大鼠ＣＤ４０Ｌ和胶原粘附受体ＧＰＶＩ（ＣＤ３２）的
血小板百分数相关性分析　

图７　正常组大鼠胸主动脉内皮显微观察结果（×１０００）

图８　高脂组大鼠胸主动脉内皮和血小板显微
观察结果（×１０００）　

板ＧＰＶＩ表达越强。近来研究表明，晚期糖基化产物
ＡＧＥｓ［１４］改变血管内皮细胞的形态和细胞骨架，使内皮
细胞之间连接蛋白破坏，使基质胶原纤维暴露［１５］，诱

导血小板ＧＰＶＩ的表达。本实验中扫描电镜结果证实
了上述观点。因此，ＧＰＶＩ的表达强弱也间接的反映了
在高脂高糖条件下内皮损伤的严重程度。单纯的高脂

饮食造成的高脂组有ＧＰＶＩ的表达，但与正常组比较差

图９　糖尿病模型组大鼠胸主动脉内皮显微
观察结果（×１０００）　

图１０　小檗碱治疗组胸主动脉内皮显微
观察结果（×１０００）　

异无显著性，说明单纯高脂因素对血小板血栓始动事

件影响小。

研究表明，ＧＰＶＩ与血小板活化关系密切。ＧＰⅡｂ／
Ⅲａ是血小板活化和聚集的最后共同通路。活化标记
ＧＰⅡｂ（ＣＤ４１）与 ＧＰＶＩ密切相关，糖尿病模型组大鼠
ＧＰⅡｂ明显增加，表明糖尿病模型组大鼠与正常组比
较血小板活化明显。

目前已知ＣＤ４０Ｌ与血栓和内皮炎症［１６］密切相关，

血小板ＣＤ４０Ｌ启动了内皮炎症反应［１７］，导致了基质的

降解和斑块的破裂。使破裂斑块上容易快速形成血

栓。而阻断ＣＤ４０和ＣＤ４０Ｌ的相互作用可使间质胶原
含量增加，使斑块趋向稳定［１８］。在糖尿病模型组大鼠

ＣＤ４０Ｌ明显升高，血小板 ＧＰＶＩ与 ＣＤ４０Ｌ正相关。说
明在糖尿病大鼠增加的血小板 ＧＰＶＩ可能促发了
ＣＤ４０Ｌ的增加，提示在血小板较多粘附在血管内皮的
时候，ＣＤ４０Ｌ更多的表达并脱落在内皮上介导更多的
内皮炎症反应。可能是斑块不稳定的原因。

研究发现尽管小檗碱一定程度抑制了血小板

ＧＰＶＩ的表达，但与糖尿病模型组相比差异无显著性，
可能与样本数量过小有关。同样小檗碱治疗组与糖尿

病组比较对ＣＤ４０Ｌ无明显抑制作用，提示小檗碱对糖
尿病大鼠血管内皮无明显抑制效果。扫描电镜显示治

疗组血管内皮炎症改善不明显。

通过上述实验证明大鼠糖尿病血小板糖蛋白

ＧＰＶＩ表达增加，并且相关的血小板活化标记ＧＰⅡｂ表
达增加，相关炎症指标 ＣＤ４０Ｌ表达亦增加，提示 ＧＰＶＩ
在糖尿病血管的不稳定斑块发病机制上有重要的地
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位，抑制血小板ＧＰＶＩ也抑制ＣＤ４０Ｌ表达，它是阻断和
延缓动脉粥样硬化的另一条途径。针对 ＧＰＶＩ的抗血
小板粘附相关药物的筛选是糖尿病动脉粥样硬化新的

治疗方向。
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绞股蓝总苷治疗早期糖尿病肾病的临床研究

张　永，张建鄂，吴平勇，张庆红
（郧阳医学院附属太和医院肾内科，湖北十堰　４４２０００）

［摘　要］　目的　比较绞股蓝总苷与缬沙坦对早期糖尿病肾病的疗效，以及对患者血脂、蛋白尿和肾功能的影响。

方法　将８６例早期糖尿病肾病患者随机分为绞股蓝总苷治疗组３２例，缬沙坦治疗组２８例和对照组２６例。所有患者
均继续使用原降血糖、降血压药物治疗。绞股蓝总苷治疗组给予绞股蓝总苷片口服，每次６０ｍｇ，ｔｉｄ；缬沙坦治疗组给予
缬沙坦口服，每次８０ｍｇ，ｑｄ；对照组不给予其他治疗。疗程均为２４周。分别于治疗开始后第０，４，８，１２，２４周收集血、尿
标本，检测治疗前后尿微量清蛋白排泄率（ＵＡＥＲ）、三酰甘油（ＴＧ）、总胆固醇（Ｃｈ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬＣ）、高密度脂蛋

白（ＨＤＬＣ）、血肌酐（ＳＣｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）、尿酸（ＵＡ）和尿转化生长因子β（ＴＧＦβ）。结果　治疗４周后，绞股蓝总苷治
疗组和缬沙坦治疗组ＵＡＥＲ出现下降趋势，随治疗时间延长ＵＡＥＲ持续降低。治疗２４周后，绞股蓝总苷治疗组和缬沙
坦治疗组ＵＡＥＲ、ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＵＡ、尿ＴＧＦβ均明显降低，与治疗前比较均差异有极显著性（均Ｐ＜０．０１）。治疗２４周后，绞
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