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　　〔摘 　要〕　目的 :研究灯盏细辛对糖尿病大鼠肾组织中基质金属蛋白酶 - 9 (MMP - 9) 的表达及活性的影响 ,探讨该

药防治糖尿病肾病 (DN)的机制。方法 :采用腹腔注射 STZ制备糖尿病动物模型 ,将大鼠随机分为正常组、模型组、灯盏细

辛组、苯那普利组 ,分别于 4、8 周处死 ,经免疫组化及酶谱法 (Zymography 法)观察各组肾组织 MMP - 9 的表达部位及其活

性水平。结果 :灯盏细辛能增加 MMP - 9 的蛋白表达 ,提高其活性水平 ( P < 0. 05) ,与苯那普利组比较 ,两组的血清生化指

标和 MMP - 9 的蛋白表达水平相似。结论 :MMP - 9 在 DN 发生发展中起重要作用 ,灯盏细辛通过上调 MMP - 9 在肾组

织的蛋白表达达到治疗 DN 的目的。

〔关键词〕　灯盏细辛 　糖尿病肾病 　基质金属蛋酶 - 9 　肾脏保护

　　糖尿病肾病 (diabetic nephropathy ,DN)是糖尿病的严重

并发症和致死的主要原因之一 ,在控制 DN 的发生发展中 ,

中药治疗起了举足轻重的作用。灯盏细辛在临床上已证实

能控制 DN ,但其作用机制目前尚未完全清楚。DN 病理上

的特点是细胞外基质 (extracell matrix , ECM) 积聚 , ECM 的

过度积聚可能是促进 ECM 合成增加或降解减少。近年来 ,

ECM的降解越来越受到人们的重视。基质金属蛋白酶 (ma2
trix metalloproteinases ,MMPs) 是降解 ECM 的重要酶系之一 ,

其中 MMP - 9 是起关键作用的酶。本文通过免疫组化及酶

谱分析来观察灯盏细辛对 MMP - 9 表达的影响 ,旨在探讨其

肾保护作用的机制。

材料与方法

1 　模型建立与分组 　雌性清洁级 Sprague - Dawley

(SD)大鼠 ,体重 (220 ±20) g ,由河北医科大学动物室提供。

随机选择 10 只作为正常组 ,其余采用腹腔单剂量注射 STZ

65 mg/ kg ,48～72 h 后尾静脉采血 ,用 One Touch Ⅱ血糖仪

(强生公司生产) 测全血血糖 ,血糖 ≥16. 7 mmol/ L 确定为

糖尿病大鼠 ,有 33 只大鼠造模成功。将成功大鼠随机分为

糖尿病组、灯盏细辛治疗组和苯那普利组 ,每组各11 只。灯

盏细辛组自成功之日起每日早间固定时间给予灯盏细辛

1 ml灌胃 1 次 ,苯那普利组按 2 mg/ d 灌服 ,大鼠给药浓度依

据《实验动物学》(刘福英 ,吕占军主编) ,正常组和糖尿病组

给予相同剂量的生理盐水。

2 　标本收集 　糖尿病模型成功后 4、8 周用代谢笼收集

24 h 尿 ,离心 ,保存于 - 70 ℃冰箱中待测尿白蛋白排泄率

(UAER) 。之后股静脉采血 ,分离血清测血肌酐、尿素氮。取双

肾 ,去掉包膜称重 ,左肾部分置于 10 %中性福尔马林液浸泡固

定 ,待作免疫组化检查。右肾分成 0. 5 cm×0. 5 cm×0. 5 cm 肾

皮质置于液氮中 ,冻透后 - 70 ℃保存待作 MMP - 9 活性。

3 　生化指标的检测 　尿白蛋白检测用放射免疫法 (药

盒购自潍坊 3V 公司) ;血糖、肌酐、尿素氮及尿肌酐采用日

立 7150 全自动生化分析仪测定 ,并计算肌酐清除率 (Ccr) ,

结果用体重校正。

4 　免疫组织化学 (组化) 检测 　MMP - 9、Ⅳ型胶原、

层黏连蛋白 (LN)采用 SP 法。

5 　MMP - 9 酶谱法测定 　Zymography 法测定 ,按文

献[ 1 ,2 ]的方法。

6 　统计学方法 　结果以 ( �x ±s) 表示 ,所有数据用

SPSS 10. 0 医学统计软件处理 ,组间比较用方差分析。

结 　　果

1 　不同时期生化指标变化 　灯盏细辛治疗后第 4 周

尿 UAER、肾重/ 体重较同期糖尿病组明显下降 ,到第 8 周

时上述变化更明显。见表 1。

2 　不同时期各组肾组织 MMP - 9、Ⅳ型胶原、LN 的变

化 　MMP - 9 在正常肾小球及肾小管内均有阳性表达 ,糖

尿病组大鼠 MMP - 9 表达明显减弱 ,经灯盏细辛治疗后表

达上调。Ⅳ型胶原、LN 的表达与 MMP - 9 不同 ,正常组没

有或很微弱表达 ,糖尿病组大鼠肾小球系膜区表达明显增

强 ,并且随糖尿病病程延长 ,着色程度及范围增加。见表 2。

3 　不同时期各组肾组织 MMP - 9 活性水平的测定 　

MMP - 9 以酶原的形式存在 ,在 SDS - PA GE 电泳过程中 ,

首先将分子量不同的 MMPs 以及与 MMPs 结合的组织抑

制剂同时分离 ,再用 Trtion - X100 除去 SDS ,在这一过程中

引发了 MMP - 9 酶原蛋白体外活化机制 ,进而分解含有底

物明胶的凝胶 ,使凝胶出现溶解条带 ,根据分子量鉴定出

MMP - 9 ,糖尿病组 4 周即开始下降 ,到第 8 周时下降最明

显 ,经灯盏细辛治疗后 MMP - 9 活性 4 周即开始上升 ,8 周

上升更明显。见表 2。
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表 1 　不同时期各组生化指标的变化 　( �x ±s)

组别 n 时间 (周) 血糖 (mmol/ L) 肾重/ 体重 ( ×10 - 3) UAER(μg/ 24 h)

正常组　　 10
4 5. 00 ±0. 43 2. 51 ±0. 03 2. 51 ±0. 37

8 5. 15 ±0. 36 2. 68 ±0. 04 2. 60 ±0. 40

糖尿病组　 11
4 23. 19 ±2. 05 3 3 5. 98 ±0. 05 3 5. 79 ±0. 60 3

8 22. 80 ±0. 83 3 3 8. 89 ±0. 08 3 3 6. 90 ±0. 60 3 3

灯盏细辛组 11
4 22. 50 ±3. 14 3 3 3. 39 ±0. 09 3 △ 3. 47 ±0. 83 3 △

8 22. 10 ±1. 33 3 3 6. 02 ±0. 05 3 3 △ 3. 10 ±0. 76 3 3 △△

苯那普利组 11
4 22. 60 ±3. 60 3 3 3. 40 ±0. 08 3 △ 3. 20 ±0. 76 3 3 △

8 21. 60 ±1. 50 3 3 5. 91 ±0. 08 3 3 △ 3. 00 ±0. 56 3 3 △△

　注 :与正常组比较 , 3 P < 0. 05 , 3 3 P < 0. 01 ;与糖尿病组比较 , △P < 0. 05 , △△P < 0. 01 　(下同)

表 2 　不同时期各组肾组织 MMP - 9、Ⅳ型胶原、LN 的比较 　( �x ±s)

组别 n 时间 (周) MMP - 9 组化 MMP - 9 活性 (OD ×103) Ⅳ型胶原 LN

正常组　　 10
4 28. 53 ±3. 06 115. 0 ±6. 12 15. 90 ±3. 29 15. 16 ±4. 21

8 29. 48 ±0. 53 119. 5 ±8. 70 16. 28 ±3. 24 18. 10 ±5. 01

糖尿病组　 11
4 18. 00 ±3. 50 3 89. 5 ±13. 63 3 28. 61 ±3. 29 3 24. 35 ±4. 70 3

8 15. 60 ±2. 26 3 83. 5 ±11. 62 3 32. 10 ±4. 61 3 50. 90 ±6. 01

灯盏细辛组 11
4 23. 40 ±0. 25 3 △ 107. 5 ±10. 00 3 21. 55 ±1. 03 3 △ 19. 56 ±3. 62 3 △

8 28. 00 ±3. 48 △ 111. 5 ±8. 29 3 3 △ 21. 38 ±0. 94 △ 30. 21 ±5. 56 3 3 △

苯那普利组 11
4 23. 10 ±0. 40 3 △ 105. 9 ±10. 00 3 △ 25. 10 ±1. 00 3 △ 18. 90 ±4. 00 3 △

8 27. 00 ±3. 20 △ 109. 8 ±9. 00 3 △ 27. 00 ±4. 00 3 △ 28. 20 ±5. 00 3 3 △△

讨 　　论

灯盏细辛为菊科短葶飞蓬的全草 ,其主要成分是灯盏

乙素 ,结构式为 4 ,5 ,6 - 三羟基黄酮 - 7 - 葡聚糖醛酸苷 ,临

床和动物实验研究[ 3 ,4 ]显示了灯盏细辛的肾保护作用 ,这一

作用是否通过 ECM 降解增加所致 ,目前国内尚未见报道。

本研究治疗组应用灯盏细辛后 ,临床及病理指标明显改善 ,

MMP - 9 的表达水平及活性提高 ,从而起到保护肾脏的作

用 ,其对糖尿病肾病的治疗作用与血管紧张素转换酶抑制

剂苯那普利疗效相当 ,甚至在减少细胞外基质 Ⅵ型胶原沉

积方面优于苯那普利 ,因此 ,灯盏细辛对糖尿病肾病的肾保

护作用与提高肾组织中 MMP - 9 的蛋白表达水平和活性

有关。

糖尿病肾病 (DN) 发生发展病理上的标志是肾小球系

膜区、基底膜、肾小管基底膜及间质等部位 ECM 聚集。肾

小球细胞外基质的主要成分为 Ⅳ型胶原、LN 和纤维连接蛋

白。正常时 ,这些成分不断更新 ,处于严格控制的动态平衡

中。基质合成或降解出现异常及其成分的数量或组成发生

改变 ,都将影响肾脏固有细胞的功能 ,导致肾脏疾病的发

生、发展。实验已经证实 ,肾小球内有 3 种固有细胞 ,特别

是系膜细胞均能合成 ECM 成分 ,如 Ⅳ型胶原、层黏连蛋白

和纤连蛋白等。近年来研究发现 ,系膜细胞亦能合成

MMPs ,MMP - 9 属于 MMPs 家族中 Ⅳ型胶原/ 明胶酶 ,主

要降解 Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ型胶原和明胶、纤连蛋白、弹性蛋白等 ,能

够降解 ECM[ 5 ] 。本实验通过免疫组化发现 ,正常肾组织肾

小球及肾小管均有 MMP - 9 表达 ,糖尿病时 MMP - 9 表达

减少 ,并且通过酶谱法检测 MMP - 9 酶活性亦下降 ,这与

McLennan 等[ 6 ]报道是一致的 ,经灯盏细辛治疗后 MMP - 9

表达和活性水平提高。

糖尿病肾病患者舌质紫暗 ,在中医中认为属血瘀范畴 ,

治疗上主张活血化瘀 ,增加组织血液灌流量 ,改善微循环 ,

使肾脏异常的血流动力学逐渐恢复正常 ,从而降低尿白蛋

白。本实验结果表明 ,灯盏细辛降低 DN 患者尿蛋白亦与

上调 MMP - 9 水平有关。
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