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利格列汀对
!

型糖尿病
&P

大鼠肾脏
Z3N:.

表达及肾功能的影响"

梅
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成都医学院第一附属医院内分泌与代谢病科!成都
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重庆市中医院(

重庆市中医研究院内分泌与代谢病科
!
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摘
!

要"目的
!

观察利格列汀对
!

型糖尿病
&P

大鼠肾脏组织中蛋白质精氨酸甲基转移酶
.

"

Z3N:.

#表达

及其肾功能的影响$方法
!

将
&P

大鼠随机分为正常对照组"

-O

组!

&b.$

#和观察组"

&b!$

#!将观察组全部

注射链脲佐菌素后用于制备
!

型糖尿病肾病模型组!建模成功后将观察组随机分为糖尿病组"

PN

组!

&b.$

#和

糖尿病利格列汀干预治疗组"

MN

组!

&b.$

#!

.!

周后测定所有大鼠体质量&收缩压"

&RZ

#&舒张压"

PRZ

#&空腹

血糖"

LR]

#&胰岛素"

LS-&

#水平&胰岛素抵抗指数"

T\N56S3

#&肌酐"

O>

#&尿微量清蛋白肌酐比值"

5O3

#及

!#@

尿微量清蛋白"

!#@)5MR

#'同时分离各组大鼠肾脏组织!分别采用反转录
6

聚合酶链反应"

3:6ZO3

#&蛋

白质免疫印迹法及免疫组组化学法检测其
Z3N:.

的
)3-5

及蛋白表达$结果
!

PN

组体质量&

&RZ

&

PRZ

&

LS-&

&

T\N56S3

&

O>

&

5O3

及
!#@)5MR

与
-O

组比较均明显升高!且肾脏
Z3N:.

表达也明显升高'经利格

列汀干预治疗
.!

周后!

MN

组大鼠体质量&

&RZ

&

PRZ

&

LR]

&

LS-&

&

T\N56S3

&

O>

&

5O3

及
!#@)5MR

均降低!

肾脏
Z3N:.

表达也明显下降$结论
!

利格列汀可能通过降低肾脏组织中
Z3N:.

的表达发挥肾脏保护作用$
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目前#糖尿病肾病$

P-

%的发病机制仍没有完全

阐明#现在公认的主要机制有!肾脏血流动力学改变+

高血糖诱导的终末糖基化产物堆积+氧化应激和炎性

反应等(既往关于氧化应激方面的研究已证实#糖尿

病+高血压患者存在血管内皮功能障碍#其血清中非

对称性二甲基精氨酸$

5PN5

%水平明显升高(约

'
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检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!

Q;=4.8

!

-;4!#

"

基金项目!成都医学院科研基金资助项目$

OUi.%6$!1

%(

!!

作者简介!梅希#女#主治医师#主要从事糖尿病及其发病机制方面的研究(

!

#

!

通信作者#

X6)EC=

!

JG

f

CD=CD.791

"

."%4B;)

(



98̂

的
5PN5

主要由蛋白质精氨酸甲基转移酶
.

$

Z3N:.

%催化生成#约
18̂

的
5PN5

则由二甲基精

氨酸二甲胺水解酶
.

$

PP5T.

%水解#即形成
.

条

Z3N:.65PN56PP5T.

代谢轴)

.6!

*

(既往研究证明

这条代谢轴存在于糖尿病患者胰腺+眼及肾脏组织

中)

%68

*

(二肽基肽酶
6#

$

PPZ6#

%抑制剂是目前临床上

使用的一种新型降糖药物#其主要作用机制是通过抑

制胰高糖素样肽
6.

的分解#从而促进胰岛
$

细胞对胰

岛素的释放(在众多
PZZ#

抑制剂中#利格列汀由于

其对肝肾功能影响小#且能控制体质量增加#所以广

泛用于糖尿病的降糖治疗中(既往已有研究证实#在

替米沙坦治疗基础上加用利格列汀可有效减少
P-

患者的蛋白尿(为此推测利格列汀除降糖作用外#还

可能具有保护肾脏的作用(另外#利格列汀对肾脏中

Z3N:.

的影响少见相关报道(本研究建立
!

型糖尿

病伴早期
P-

的大鼠模型#通过单用利格列汀干预治

疗#探讨其能否通过抑制
Z3N:.

而起到保护肾功能

的作用#现报道如下(

$

!

材料与方法

$4$

!

材料
!

%$

只清洁及体质量为$

.1$4%$_.$4$7

%

F

的雄性
&P

大鼠#购于成都医学院动物实验中心#在基

础饲料喂养和自由进水进食的标准环境中饲养并适

应
.

周#随机分为观察组$

&b!$

%和正常对照组$

-O

组#

&b.$

%(观察组给予高糖+高脂饲料饲养#

-O

组

给予普通饲料饲养(

$4/

!

分组
!

#

周后#分别在观察组和
-O

组
&P

大鼠

腹腔内注射链脲佐菌素$

&:i

%溶液$

&:i

#

%$)

F

"

a

F

#

&C

F

)E

公司%和相应体积的柠檬酸缓冲液(

.

周后分

别经尾静脉采血检测空腹血糖$

LR]

%$标准!以禁食

后血糖水平
%

149));=

"

M

判定观察组
!

型糖尿病大

鼠模型建模成功%(随机将观察组分为糖尿病组$

PN

组#

&b.$

%和糖尿病利格列汀治疗组$

MN

组#

&b

.$

%(

MN

组以利格列汀)

%)

F

"$

a

F

'

2

%#美国礼来公

司*经口灌胃#相应剂量的蒸馏水给予
-O

组和
PN

组(

.!

周后#收集
!#@

尿液#将大鼠隔夜禁食称重并

经乙醚麻醉后#从腹主动脉留取血液并分离肾脏

标本(

$4'

!

方法

$4'4$

!

相关指标检测和计算
!

采用葡萄糖氧化酶法

测定
LR]

&采用放射免疫法检测空腹胰岛素$

LS-&

%+

肌酐$

O>

%+

!#@

尿微量清蛋白$

!#@)5MR

%及尿微量

清蛋白肌酐比值$

5O3

%(胰岛素抵抗指数$

T\N56

S3

%用)

T\N56S3bLS-&dLR]

"

!!48

*计算#

LS-&

单位为
)[

"

M

#

LR]

单位为
));=

"

M

(

$4'4/

!

动脉血压测定
!

各组大鼠动脉血压测量采用

无创大鼠鼠尾测压仪(保持大鼠处于安静清醒状态#

放置鼠尾于
%10

加热毯加热#测量舒张压$

PRZ

%和

收缩压$

&RZ

%(

$4'4'

!

反转录
6

聚合酶链反应$

3:6ZO3

%

!

肾脏总

3-5

的提取用
:>CI;=

#其水平和纯度测定采用核酸蛋

白仪(将
3-5

反转录成
BP-5

后进行扩增$试剂购

自日本
:EaE>E

公司%(

Z3N:.

上游引物为!

8̀6]5]

::O5OOO]5:]OO5O55]6%̀

#下游引物为!

8̀6

:OO]]:5]:O]]:]]55O55]6%̀

#扩增产物

大小为
!%9H

<

#退火温度为
810

(取产物加入
!̂

琼

脂糖凝胶中进行电泳后#采用
RC;3E2]*=P;(!$$

凝

胶成像系统进行图片拍摄#光密度值采用
gGED?C?

'

\D*

软件进行分析(

$4'41

!

蛋白质免疫印迹法$

Y*(?*>DH=;?

%检测

Z3N:.

蛋白的表达
!

将肾脏组织加入蛋白裂解液中

置于冰上匀浆#提取总蛋白#其蛋白水平测定采用

RO5

法(将蛋白样品按常规方法加入配制好的十二

烷基硫酸钠
6

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

&P&6Z5]X

%凝胶

中进行电泳后转至聚偏二氟乙烯$

ZQPL

%膜#加入

Z3N:.

$

.c!$$$

#美国
O*==&C

F

DE=CD

F

公司%经
#0

孵育过夜后用磷酸盐缓冲液洗膜#经
.@

室温孵育二

抗后再次洗膜#加入电化学发光试剂后采集图像$

RC;6

3E2

成像系统%#分析光密度值$

gGED?C?

'

\D*

软件%(

$4'42

!

免疫组织化学法
!

常规脱蜡并进行抗原热修

复#按说明书进行一抗#在
%10

下孵育
!@

#经
#0

过

夜后标记二抗$用
P5R

显色%#苏木精复染+脱水并用

中性树脂封片#并于光镜下观察阳性细胞$细胞内出

现棕黄色颗粒%进行图像分析#计算光密度值$

S)E

F

*6

Z>;Z=G(

软件%(

$41

!

统计学处理
!

采用
&Z&&!.4$

软件进行数据统

计分析(所有数据均进行正态性检验#对于非正态分

布的数据#经对数转换$

=;

F

!

%后再行统计学处理(计

量资料以
O_L

表示#采用单因素方差分析进行多组

间比较(检验水平
#

取双尾
$4$8

#以
2

$

$4$8

为差异

有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/4$

!

各组大鼠相关指标比较
!

见表
.

+

!

(

PN

组大

鼠
LR]

水平较
-O

组明显升高#

MN

组与
PN

组比较

明显降低#差异均有统计学意义$

2

$

$4$8

%&与
-O

组

比较#

PN

组及
MN

组大鼠体质量+

&RZ

+

PRZ

+

LS-&

+

T\N56S3

+

O>

+

5O3

及
!#@)5MR

水平明显升高#

而
MN

组较
PN

组明显降低#差异均有统计学意义

$

2

$

$4$8

%(

/4/

!

各组大鼠肾脏组织中
Z3N:.

的
)3-5

表达

比较
!

见图
.

(与
-O

组比较#

PN

组及
MN

组大鼠

肾脏组织中
Z3N:.

的
)3-5

表达明显升高#差异

均有统计学意义$

2

$

$4$.

%&而
MN

组的表达较
PN

组明显降低#差异有统计学意义$

2

$

$4$8

%(

/4'

!

各组大鼠肾脏组织中
Z3N:.

蛋白表达比较
!

见图
!

(与
-O

组比较#

PN

组及
MN

组大鼠肾脏组

织中
Z3N:.

蛋白表达明显升高#而
MN

组的表达较

PN

组明显降低#差异均有统计学意义$

2

$

$4$8

%(

/41

!

各组大鼠肾脏免疫组织化学法结果比较
!

见图

'
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检验医学与临床
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年
.!

月第
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卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD
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!
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%

(

-O

组大鼠肾小管上皮细胞核内可见少量阳性细

胞#

PN

组有大量阳性细胞#

MN

组也可见部分阳性细

胞#介于
-O

组与
PN

组之间(

-O

组平均光密度值

低于
PN

组及
MN

组#

MN

组光密度值低于
PN

组#

差异均有统计学意义$

2

$

$4$8

%(

表
.

!!

各组大鼠生化指标检测结果比较&
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"

M
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"
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%
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$

%
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"

M

%

5O3 !#@)5MR

$

%

);=

"

M

%
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组
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"
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"
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注!与
-O

组比较#

"

2

$

$4$8

&与
PN

组比较#

*

2

$

$4$8

表
!

!!

各组大鼠生理指标检测结果比较&

O_L

'

组别
&

体质量$
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%

&RZ

$

))T

F

%

PRZ
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))T
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%

-O
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组
.$ !.14#$_.84##

"
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"
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"
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组比较#

"

2

$
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组比较#

*

2

$

$4$8
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注!与
-O

组比较#

"

2

$

$4$.

&与
MN

组比较#

#
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$
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图
.

!!

大鼠肾脏组织中
Z3N:.

的
)3-5

表达

!!

注!与
-O

组比较#

"

2

$

$4$.

&与
MN

组比较#

#

2

$
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图
!

!!

大鼠肾脏组织中
Z3N:.

蛋白表达

!!

注!与
-O

组比较#

"

2

$

$4$.

&与
MN

组比较#

#

2

$
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图
%

!!

各组大鼠肾脏
Z3N:.

蛋白表达免疫

组织化学结果&

TX

$

d#$$

'

'

!

讨
!!

论

!!

利格列汀属于
PZZ#

抑制剂#

.8̂

左右以原型经

肾脏排泄#

98̂

左右经粪便排出#故其不良反应少#肝

肾功能不全者无需调整剂量#在众多
PZZ#

抑制剂中

有独特优势(本研究以糖尿病
&P

大鼠模型作为研究

对象#采用利格列汀干预治疗
.!

周#结果显示该药除

明显降糖作用外#还能降低其肾脏组织中
Z3N:.

的

表达#明显减少
!#@)5MR

及
5O3

#降低血
O>

及血

压水平#提示利格列汀有肾脏保护作用#可能与下调

肾脏组织中
Z3N:.

的表达有关#推测其机制可能有

以下几方面(

'4$

!

抑制氧化应激
!

PZZ#

抑制剂对肾脏功能的保

护作用机制可能与抑制氧化应激有关#相关研究也发

现#

PZZ#

抑制剂能够预防和改善心脏和肾脏组织的

氧化应激状态)

"

*

(

Z3N:.65PN56PP5T.

通路在

糖尿病的氧化应激中起重要作用(

Z3N:.

的表达在

糖尿病高氧化状态下升高#而
PP5T.

的表达却下

降#导致
5PN5

水平升高(有研究发现#

Z3N:.6

5PN56PP5T.

通路在糖尿病大鼠的多个器官#如胰

腺+肾脏及眼中均表达失衡)

%68

*

(本研究发现#通过利

格列汀干预治疗后#糖尿病大鼠肾脏组织中
Z3N:.

)3-5

及蛋白表达均明显降低#证实了利格列汀对

Z3N:.65PN56PP5T.

通路关键蛋白的调节作用#

提示其具有抗氧化应激效应#与近期研究结果相

似)

1

*

(但本研究未对该轴其余
!

个分子的水平进行

检测#后续研究可围绕利格列汀作用于
Z3N:.

相关

通路展开进一步研究(

'4/

!

改善血流动力学和抑制血管增生
!

正常肾动脉

呈高速低阻的血流动力学特点#随着糖尿病病情进

展#受损血管内皮细胞不断增生#加重血管管腔的狭

窄和闭塞(目前认为#

5PN5

升高可能是糖尿病患

者导致血管内皮功能失调的主要机制(

PZZ#

抑制剂

可抑制血管增生#改善血管内膜与中膜比率及肾动脉

血流动力学#抑制肾脏纤维化及血管内皮增生#从而

达到肾脏保护作用)

967

*

(本研究显示#通过利格列汀

干预治疗后#糖尿病大鼠肾小管上皮细胞核中
ZN6

3:.

表达明显降低#且
&RZ

+

O>

水平均下降(本研究

推测这是由于利格列汀通过降低肾小管上皮细胞核

中的
Z3N:.

水平#抑制
5PN5

表达#从而减轻对血

管内皮功能的损伤#加上利格列汀对血压的改善#减

轻了
P-

状态下高阻低速的血流动力学改变#从而降

低
O>

水平(本研究未检测血流动力学及内皮细胞的

'
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相关指标#这是本研究的不足之处(

'4'

!

减轻胰岛素抵抗及减少尿蛋白
!

早期研究发

现#

5PN5

升高伴随胰岛素抵抗发生#而胰岛素抵抗

是糖尿病和高血压的共同发病基础)

.$

*

(本研究发现#

通过利格列汀干预治疗后#大鼠体质量明显下降#胰

岛素抵抗明显改善#血糖得到较好控制(本研究推

测#除
PZZ#

抑制剂本身通过肠促胰岛素途径降低血

糖外#利格列汀也可通过对
Z3N:.65PN56PP5T.

轴的影响#改善胰岛素抵抗#从而改善血糖水平(另

外#

PZZ#

抑制剂还有降低
P-

患者尿蛋白及改善肾

脏功能的作用)

..

*

(本研究结果提示#利格列汀单药治

疗
.!

周后可明显减少糖尿病大鼠
!#@)5MR

+

5O3

及血
O>

水平(作者推测#血糖降低本身可从一定程

度上改善肾功能和蛋白尿#但利格列汀除降糖机制的

降尿蛋白作用外#还对肾功能起到一定保护作用(

综上所述#利格列汀可以通过对糖尿病大鼠肾脏

中
Z3N:.

表达的影响#起到改善氧化应激+抑制血

管增生+改善肾脏血流动力学+缓解胰岛素抵抗和减

少尿蛋白等作用#在一定程度上延缓和改善了
P-

的

发生和发展(
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