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·研究报告·

血必净联合罗格列酮对局灶节段性肾小球硬化大鼠肾脏的保护作用

张碧丽 李志军 宋兰云 张琏 王文红
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局灶节段性肾小球硬化(FSGS)是

多种肾小球疾病发展的共同病理途径。

糖皮质激素作为治疗FSGS方案的核心

药物，对肾病综合征的治疗发挥了巨大

作用，但多数患者呈现激素耐药，且长期

使用激素可导致明显的毒副作用。本实

验观察血必净和罗格列酮延缓FSGS模

型大鼠进展的疗效，旨在探讨其可船的

作用机制，并比较中西药联合治疗是否

能起到更有效的肾脏保护作用。

1材料与方法

1．1 动物模型的建立及分组：Wistar雄

性大鼠33只，体重180～200 g，由北京

维通利华实验动物技术有限公司提供。

按随机数字表法分为假手术组、模型组、

血必净治疗组、罗格列酮治疗组、血必净

与罗格列酮联合治疗组。用质量分数为

3％的戊巴比妥(30 mg／kg)腹腔注射麻

醉大鼠，行左侧肾脏摘除术，分别于术后

1周末及3周末经大鼠尾静脉注射阿霉

素5 mg／kg及3 mg／kg。假手术组只剥

离至脂肪组织后缝合，同期经尾静脉注

射等量生理盐水。5周时模型已成功。术

后5周起各干预组每日给予相应药物

(血必净注射液8 m1．kg。·d_1腹腔注

射，罗格列酮5 mg·k91·d_1溶于生

理盐水中灌胃)，均连用4周。

1．2检测指标与方法

1．2．1血、尿生化指标：分别于实验6周

和8周末动态观察24 h尿蛋白定量及

血、尿生化指标，包括总蛋白(TP)、白蛋

白(Alb)、胆固醇(Cho)、血肌酐及尿肌

酐，并计算内生肌酐清除率(CCr)。

1．2．2肾组织病理学检查：于实验8周

末处死动物，取右肾，经体积分数为

10％的中性甲醛水溶液固定，石蜡包埋，

切片厚约3 pm，行苏木素一伊红(HE)及
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表1各组大鼠6周和8周末血、尿生化指标变化(；土s)

注：与假手术组比较，8P<O．05，6P<o．01；与模型组比较，cP<o．05，8P<o．01l与联合治

疗组比较，。P<o．05

高碘酸一希夫(PAs)染色。光镜下观察组

织病理学变化；计算肾小球硬化指数

(SI)，评价肾小球的硬化程度；每份标本

取10个肾小球，用图像分析系统测定肾

小球面积(GA)、肾小球细胞外基质

(ECM)面积，计算ECM／GA比值。

1．2．3肾组织免疫组化：用过氧化物酶

标记的链霉卵白素(SP)法检测大鼠肾

脏转化生长因子一p1(TGF—p1)、血管内

皮生长因子(VEGF)的表达，光镜下观

察染色结果，用图像分析系统测量其平

均吸光度(A)值。

1．3统计学处理：采用SPSS 11．5统计

软件进行数据处理。计量数据以均数士

标准差(z士s)表示，多组间比较用方差

分析，组间两两比较用LSD法，尸<O．05

为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 24 h尿蛋白定量变化(表1)：实验

6周和8周末，大鼠24 h尿蛋白定量较

假手术组明显升高(P均<o．01)。与模

型组比较，6周末血必净组与联合治疗

组24 h尿蛋白定量显著降低，8周末各

治疗组均显著降低，且联合治疗组比单

一药物治疗组下降更显著(P<o．05或

P<O．01)。

2．2 血清TP、Alb及Cho变化(表1)：

实验6周和8周末，大鼠Cho均较假手

术组明显升高(P均<o．01)，TP、Alb均

明显下降(P均<O．01)。与模型组比较，

6周末联合治疗组TP即开始增加，8周

末各治疗组TP和Alb均增加更明显、

Cho显著降低(P均<o．01)，联合治疗

组TP较单一药物治疗组显著升高

(P均<0．05)，各治疗组间Alb、Cho比

较差异无统计学意义(P均>O．05)。

2．3 CCr变化(表1)：实验6周和8周

末，大鼠CCr均较假手术组明显降低

(P均<O．01)。与模型组比较，6周末联

合治疗组CCr显著升高，8周末各治疗

组均显著升高，且联合治疗组高于单一

药物治疗组(P<O．05或P<O．01)。

2．4 肾脏病理学改变：光镜下观察模型

组大鼠肾组织病理学改变较明显，可见

部分肾小球肥大，系膜基质增生，球囊粘

连，部分毛细血管袢呈硬化性改变，肾小

管腔内可见蛋白管型，肾间质灶状炎性

细胞浸润；各治疗组较模型组有不同程

度减轻，血必净治疗组炎性细胞浸润明

显减轻，联合治疗组可见肾小球毛细血

管开放较好，肾小管间质病变程度明显

减轻。

2．5 SI和ECM／GA比值变化(表2)：

模型组及各治疗组SI、ECM／GA比值均

明显高于假手术组，各治疗组均较模型

组明显降低，且联合治疗组低于单一药

物治疗组(P均<0．01)。

2．6 TGF—B1表达(表2，彩色插页图1)：

假手术组仅有少量TGF—B1染色弱阳性

区域，模型组TGF—p1表达显著增高，联

合治疗组TGF邛1表达明显减轻。图像

分析结果显示，模型组及各治疗组均较
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假手术组TGF—p1表达增多，各治疗组

较模型组表达均明显减少，联合治疗组

较单一药物治疗组表达减少(尸<0．05

或P<O．01)；血必净组与罗格列酮组间

差异无统计学意义。

2．7 VEGF表达(表2，彩色插页图2)：

假手术组、模型组与各治疗组大鼠肾小

球VEGF仅微量表达，阳性表达区域主

要集中在肾间质。与假手术组比较，模型

组和各治疗组VEGF表达均明显增加，

各治疗组VEGF表达较模型组减少，且

联合治疗组VEGF的表达低于单一用

药治疗组(P<o．05或P<o．01)。

3讨论

在某些致病因素的作用下，肾小球

内各种固有细胞都受到不同程度的刺

激，产生大量的细胞因子及炎症趋化因

子，介导炎性细胞的浸润及固有细胞的

活化，使毛细血管袢塌陷、ECM产生增

多，FSGS逐步产生n1。凝血一纤溶系统紊

乱等因素也直接参与并加重了肾小球的

硬化过程。TGF—p1作为一种独特致纤

维化的细胞因子，已被公认是肾小球硬

化治疗的靶点。VEGF是目前所知最有

选择性的血管内皮细胞促有丝分裂剂，

具有促进血管内皮细胞增生、增加微血

管通透性、诱导血管生成等多种功能。实

验证明，TGF—p1可以刺激肾小管上皮

细胞合成和分泌VEGFo’。

血必净注射液含中药红花、川芎、当

归、赤芍、丹参等，可拮抗炎症细胞因子

减少血小板聚集，消除促凝因素，恢复凝

血一纤溶系统动态平衡，具有活血化瘀、

扩张微循环的作用∞3I且能有效拮抗内

毒紊，抑制内毒素诱导单核／巨噬细胞产

生炎症介质，下调促炎介质水平，保护内

皮细胞“3。朱辟疆等。“3研究发现，大黄

加活血化瘀中药如丹参、红参、当归、莪

术等具有显著的抗纤维化作用，表现在

抑制促纤维化因子及纤维化细胞的增

殖、活化，抑制胶原等基质成分合成和沉

积，激活与EcM降解有关酶的活性，降

低血中TGF—p1、纤维连接蛋白(FN)、层

粘连蛋白(LN)等机制，抑制肾间质纤维

化，从而延缓肾功能衰竭的进展。本实验

结果显示，给予血必净治疗后大鼠24 h

尿蛋自排泄降低，CCr升高I肾间质炎性

细胞浸润显著减轻，SI及ECM／GA比

值降低，肾组织TGF—p1、VEGF的表达

减少。表明活血化瘀中药血必净注射液

可以从血生化水平、组织病理水平及细

表2 各组大鼠8周末SI、ECM／GA比值、TGF—p1及VEGF比较(；土s)

注：与假手术组比较，“P<o．01I与模型组比较，dP<o．01；与联合治疗组比较，。P<

O．05。fP<O．01

胞因子水平等不同层面改善FSGS，可

作为FSGS时治疗选择的新靶点。

罗格列酮属于噻唑烷二酮类胰岛素

增敏剂，通过激活过氧化物酶体增殖活

化受体一7(PPAR一7)而发挥作用，目前临

床主要用于2型糖尿病的治疗。文献报

道PPAR一7可能在肾脏局部损伤和纤维

化进程中发挥重要的保护作用，可作为

机体损伤和炎症应激反应中的一个重要

靶点订3。近来研究表明，罗格列酮能够通

过改善肾小球内血流动力学及高凝状

态，修复内皮细胞功能，改善血管通透

性，减少尿微量Alb的排泄∞3。有报道噻

唑烷二酮类药物可抑制纤溶酶原激活物

抑制物一1、单核细胞趋化蛋白一1、血管细

胞黏附分子一1和细胞间黏附分子一1等

炎症因子对肾血管、肾小球滤过膜和肾

小管间质的损害，降低肾小球滤过膜的

通透性，减少蛋白尿的排泄，抑制FSGS

的发生。3。研究发现噻唑烷二酮类药物

可抑制体外培养的系膜细胞增生，还可

逆转系膜细胞表型转化，导致细胞生长

停滞，降低ECM生成，从而干预或逆转

FSGS的过程n”。其机制可能与PPAR一7

被活化后能下调某些致纤维化因子，如

TGF—p1、VEGF及FN等，阻止了系膜

细胞增殖有关，从而减少ECM积累，达

到延缓FSGS的作用。本实验也表明罗

格列酮能够下调TGF—p1、VEGF的表

达，减轻肾脏病理改变，减少蛋白尿的排

泄，达到延缓FSGS进展的作用，提示罗

格列酮可成为防治FSGS的一个新选择。

FSGS是多种致病因素共同作用的

结果，本实验结果表明，血必净与罗格列

酮中西药联合治疗比单一用药可以更显

著减少FSGS大鼠的蛋白尿的排泄，促

进CCr的恢复；在肾脏病理学改变及

TGF—B1、VEGF的表达水平改变中，联

合治疗组均优于单一用药治疗组。提示

血必净与罗格列酮联合应用在较短时间

内可更有效延缓FSGS的进展，在对

FSGS大鼠的肾保护作用中显示出联合

治疗的优势。
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骨桥蛋白在糖尿病大鼠肾组织中的表达及意义

④：对照组；⑥：糖尿病组
图1 两组大鼠注射sTz后8周OPN的

表达(免疫组化，×400)

③：对照组；⑥：糖尿病组

图2两组大鼠注射sTz后l周PcNA的
表达(免疫组化，×400)

(正文见287页)

(D：对照组；⑥：糖尿病组
图4 两组大鼠注射sTz后8周0PN mRNA的

表达(原位杂交，×400)

血必净联合罗格列酮对局灶节段性肾小球硬化大鼠肾脏的保护作用

(D：假手术组，⑥：模型组，(D：联合治疗组

图1 各组大鼠肾小球内TGF—Bl表达(免疫组化，×400)

⑧：假手术组；⑩：模型组，④：联合治疗组
图2各组大鼠肾问质内VEGF发达(免疫组化，×400)

(正文见299页)

万方数据


