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不同剂量贞清方对糖尿病肾病大鼠肾的保护作用
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[摘　要]	 目的：观察贞清方对糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)大鼠凝血纤溶系统的调节作用，并探

讨其作用与剂量的关系。方法：将Wistar大鼠随机分为正常组、模型组、贞清方高剂量组和贞清

方低剂量组。除正常组外，均用腹腔注射链脲佐菌素(streptozotocin，STZ)的方法建立糖尿病模

型。检测喂养1个月及注射STZ后1周各组大鼠的血胰岛素(fast ing ser um l isul in，FINS)水平，喂

养1个月、注射STZ后1周、给药4周及给药8周后的血糖(fasting blood glucose，FBG)、血脂(TC、

TG)水平、给药8周后的各组大鼠血浆血栓素B2(thromboxane B2，TXB2)、组织型纤溶酶原激活物

(tissue plasminogen activator，t-PA)和纤溶酶原激活物抑制物-1(plasminogen activator inhibitor type-

1，PAI-1)含量及各组大鼠尿微量白蛋白(UAE)、血肌酐(SCr)和尿肌酐(UCr)的改变，并计算内生

肌酐清除率(CCr)。称量大鼠体重后处死，称量肾重，并计算肾重指数(kidney index，KI)、将肾

组织进行HE染色、过碘酸希夫(PAS)染色观察肾病变，并用免疫组织化学及Western印迹检测肾组

织PAI-1的蛋白表达水平及用聚合酶链反应(PCR)检测肾皮质PAI-1的mRNA的表达变化。结果：模

型组大鼠各时期的FIN，FBG，TC，TG均显著高于正常组(P<0.05)，与正常组相比，模型组血浆

KI，TXB2，PAI-1，UAE，CCr也明显升高(P<0.05)，肾组织PAI-1蛋白表达及mRNA水平明显上调

(P<0.05)，而治疗组以上指标均低于模型组(P<0.05)，且贞清方高剂量组低于贞清方低剂量组。 

结论：贞清方可明显降低血糖，血脂；升高t-PA的水平，降低血浆PAI-1，TXB2含量，减少糖尿病

大鼠肾组织PAI-1的蛋白和mRNA的表达量，且贞清方对糖尿病大鼠肾的保护作用呈剂量依赖性。

[关键词]	 贞清方；糖尿病肾病；组织型纤溶酶原激活物；纤溶酶原激活物抑制物-1；血栓素B2
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Abstract Objective: To observe the protective effect of Zhenqing Recipe on coagulation and fibrinolysis system in rats with 
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糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)是糖尿

病患者常见的慢性并发症，且已成为终末期肾病的

主要原发病。据报道[1]，DN的发病率约为34.7%，

目前我国已有超过2 430万DN患者。且随着糖尿病

发生率不断增长，DN的发生人数也逐渐增多，早

期以肾损害为主要病理改变，可逐渐进展为肾衰

竭，甚至会导致多器官功能衰竭，严重危害我国居

民健康。目前DN患者常用的治疗手段包括降糖、

控制血压、改善肾功能等，但是对肾功能的改善效

果仍不甚理想。随着人们对中医理论研究的不断深

入，中医药在DN患者中的应用价值得到越来越多

人的认可 [2-3]。贞清方具有补肾养阴、活血化瘀、

通络利尿的功效，既往研究 [4]证实其对DN患者具

有显著效果。但目前关于贞清方对DN患者肾功能

的保护机制研究尚浅。DN主要病理改变为肾小球

基底膜增厚，系膜基质增加，DN发生、发展与纤

溶系统功能异常存在紧密的关系，改善纤溶系统功

能可以达到理想的疗效 [5]。本研究通过建立DN大

鼠模型并开展分组对照实验，拟探讨贞清方是否能

够通过改善纤溶系统功能发挥对DN肾功能的保护

作用，并初步探讨其调控机制。

1  对象与方法

1.1  对象

从 湖 北 省 医 学 科 学 院 实 验 动 物 中 心 购 买 4 8
只 雄 性 W i s t a r 大 鼠 ， 均 为 7 周 龄 ， 无 特 定 病 原

体 ( s p e c i f i c  p a t h o g e n  f r e e ， S P F ) 级 。 大 鼠 体 重

150~170(162.1±5.2) g。适应性喂养1周，标准饲料

由湖北省医学科学院实验动物中心提供，自由饮

食和进水，每天光照和黑暗时间各12 h，饲养温度

保持25~27 ℃，湿度保持30%~50%。

1.2  主要材料和仪器

女贞子、地龙和山药等中药均购自武汉银杏

中药饮片厂，均根据同济医学院附属梨园医院制

备室贞清方配比；链脲佐菌素 (s t r e p t o z o t o c i n ，

S T Z ) 购 于 上 海 浩 然 生 物 技 术 有 限 公 司 ； 血 糖 、

血 脂 指 标 检 测 试 剂 盒 均 购 自 上 海 晶 抗 生 物 工 程

有限公司；血肌酐(SCr)、尿肌酐(UCr)、血栓素

B2(thromboxane B2，TXB2)、组织型纤溶酶原激活

物(tissue plasminogen activator，t-PA)和纤溶酶原激

活物抑制物-1(plasminogen activator inhibitor type-

diabetic nephropathy, and to explore the relationship between effects and doses. Methods: The Wistar rats were 

randomly divided into a normal group, a model group, a high dose group of Zhenqing Recipe and the low dose of 

Zhenqing Recipe group. Diabetic models were established by injecting streptozotocin (STZ) into the abdomen 

except for the normal group. The blood insulin (FINS) of each group’s rats after feeding 1 month and 1 week after 

the injecting STZ were detected. The blood glucose (FBG), blood lipid (TC, TG) level after feeding 1 month, 1 

week after the injection of STZ, and 4 or 8 weeks after feeding decoction, the plasma thromboxane B2 (TXB2), 

tissue plasminogen activator (t-PA) and plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) content and urine trace albumin 

(UAE), serum creatinine (SCr) and the changes of urine creatinine (UCr) of each rat after dosing 8 weeks were 

detected. The endogenous creatinine clearance rate (CCr) was calculated. These rats were weighed and then put to 

death. Calculated the kidney weight index (KI). Hematoxylin staining (HE) and periodic acid Schiff staining were 

used to observe renal lesions. The immunohistochemistry and protein immunoblotting (Western blot) were used 

to test expression levels of PAI-1, and the polymerase chain reaction was used to decect PAI-1 mRNA expression 

of renal tissues. Results: The FIN, FBG, TC, TG of pathological group rats in each period were significantly higher 

than that of normal control group (P<0.05). Compared with normal group, the plasma KI, TXB2, PAI-1, UAE, 

and CCr of the pathological group were also increased significantly (P<0.05), and the expressions of proteins and 

mRNA levels of PAI-1significantly raised of renal tissues (P<0.05), while these indicators of treatment group are 

lower than the model group (P<0.05), which in high dose group were lower than the low dose group. Conclusion: 

Zhenqing Recipe can obviously reduce blood glucose, blood lipid levels, increase the levels of t-PA, reduce plasma 

PAI-1, TXB2 levels, reduce the expressions of protein and mRNA of kidney PAI-1 of diabetic rats. The renal 

protective effect on diabetic rats of Zhenqing Recipe and was dose-dependent.

Keywords Zhenqing Recipe; diabetic nephropathy; tissue type plasminogen activator; plasminogen activator inhibitor-1; 

thromboxane B2



不同剂量贞清方对糖尿病肾病大鼠肾的保护作用    刘丽芳，等 495

1，PAI-1)、尿微量白蛋白(UAE)检测试剂盒均购

自 北 京 北 方 生 物 技 术 研 究 所 ； 兔 抗 大 鼠 PA I - 1 多

克隆抗体(1:100)购自美国巴奥德技术有限公司；

DA B、免疫组织化学试剂盒均购自上海酶联生物

科技有限公司；Western印迹法检测一抗、二抗、

试剂盒均购自美国Pierce公司；TRIzol试剂盒，蛋

白提取试剂盒，RNAase Inhibitor，dNTP，MMLV
反转录酶，Oligo(dT)，TaqDNA聚合酶，DNA标

志物均购自美国Bio-R ad公司；引物序列均由美国

Invitrogen公司设计并合成。

AU - 4 0 0 型生化分析仪、 A O - 8 2 0 型手动石蜡

切片机、 C X 4 1 - 1 2 C 0 2 型光学显微镜均购自日本

Olympus公司；5331型聚合酶链反应仪器(PCR)购

自德国Eppendorf公司；GENEGENIUS型成像仪购

自美国GENE公司；UV4802-H型紫外可见分光光

度仪购自尤尼柯(上海)仪器有限公司；TECAN型

酶标仪购自瑞士T EC A N集团公司；K o d a k  Im age 
station4000 MM购自美国Carestream Health公司。

1.3  方法

1.3.1  药物制备

对中药饮片采用水煮醇沉法处理，并进行过

滤浓缩，提取浓缩物并配置成3 g/mL注射液，封

装并保存于4 ℃恒温条件下。

1.3.2  分组、建模及干预

将4 8只实验大鼠随机分为正常组、模型组、

贞清方高剂量治疗组、贞清方低剂量治疗组4组，

每组12只。除正常组外，其余3组均建立DN模型，

以高糖高脂饲料投喂，具体方法参照文献[6]，与

此同时正常组给予正常饮食。于1个月后测定血糖

指标，计算胰岛素抵抗指数。除正常组给予柠檬

酸 -柠檬酸钠缓冲液，均给予STZ，一次性腹腔注

射，剂量为30 mg/kg。1周后测血糖(fasting blood 
glucose，FBG)水平，若>11.1 mmol/L，且胰岛素

抵抗指数异常则记为造模成功。贞清方高剂量治

疗组、贞清方低剂量治疗组分别给予26 g/(kg·d)，

13 g /( k g · d)贞清方注射液灌胃，正常组和模型组

均给予等剂量生理盐水灌胃。持续灌胃8周，每周 
1次称取体质量并调整灌胃剂量。

1.3.3  检测方法

1.3.3.1  各组大鼠血糖、血脂和血浆胰岛素水平

分别于喂养1个月后对正常组和模型组大鼠血

糖、血脂[FBG，血胰岛素(fast ing ser um l isul in，

F I N S ) ， 胰 岛 素 敏 感 性 指 数 ( i n s u l i n  s e n s i t i v i t y 
i n d e x ， I S I ) ， TG 和 TC ] 水 平 进 行 检 测 ， 于 注 射

S T Z 后 1 周 对 正 常 组 和 模 型 组 F B G 、 餐 后 血 糖

(postprandial blood glucose，PBG)和FINS水平进行

检测，于给药4，8周后正常组、模型组、贞清方

低剂量组和高剂量组大鼠FBG，PBG，TG和TC水

平进行检测。空腹检测指标均需禁食12 h，均抽取

大鼠尾静脉血，按照检测指标所用试剂盒的说明

书操作。

1.3.3.2  各组大鼠血浆 TXB2，t-PA 和 PAI-1 含量

各组大鼠均于持续灌胃8周后抽取尾静脉血，

并利用全自动生化分析仪和对应试剂盒对上述指

标进行定量检测，要求严格按照试剂盒使用说明

书进行操作。

1.3.3.3  各组大鼠肾重指数 KI，UAE，CCr
各 组 大 鼠 均 于 持 续 灌 胃 8 周 后 根 据 放 射 免

疫 法 原 理 采 用 对 应 试 剂 盒 检 测 U A E ； 根 据 酶 法

原 理 采 用 对 应 试 剂 盒 检 测 S C r 和 U C r 水 平 ， 根 据

CCr=(UCr×24 h尿量)/(SCr×1 440×体重)，均按照

国际规范单位计算；采用断头法将各组大鼠处死，

迅速打开腹腔，游离并将双肾摘除，称取体重，肾

重指数(kidney index，KI)=双肾质量/体重。

1.3.3.4  大鼠肾组织病理学变化

取左肾去包膜后沿着正中位置剖开，将其置

于甲醛中固定，常规包埋并按照4 μm层厚制作连

续切片，常规实施H E染色与PA S染色，并在光学

显微镜下观察各组大鼠肾脏病理学变化。

1.3.3.5  贞清方对大鼠肾组织 PAI-1 蛋白表达的影响

实施免疫组织化学，在400倍光学显微镜下寻找

肾小球与肾小管间质，并在锁定区域随机选取20个

不重复视野，利用医学彩色图像分析系统测定所选

取视野的光密度值，其中细胞质出现光色颗粒者为

PAI-1阳性表达细胞，求取光密度值的平均值。

1.3.3.6  贞清方对各组大鼠肾组织 PAI-1 mRNA 表

达的影响

采用 RT- P C R 方法检测，取肾组织 1 0 0  m g ，

用 T R I z o l 提 取 肾 组 织 总 R N A ， 用 引 物 设 计 软 件

设 计 相 应 基 因 引 物 P A I - 1 ( 2 4 1  b p ) ： 正 向 链 为

5' -ATCCTCG ATCG CCTACTG CTA-3'；反向链为

5'-CTGCTAGGTCCA ATCTCTGGT-3'；β-actin(内

参，603 bp)：正向链为5'-GTCTAGSTS-3'；反向链

为5'-ATCTTCATGAGGTAGTCAC-3'。分别反转录

为cDNA，并实施PCR反应。将反应所得产物采用

琼脂糖凝胶电泳处理，测定电泳条带的灰度值，

将内参的灰度值用以校正，并以2 −∆∆Ct为目的基因

的相对表达强度。

1.3.3.7  贞清方对各组大鼠肾组织 PAI-1 蛋白表达

的影响

采用Western印迹法，取100 mg大鼠肾组织，



临床与病理杂志, 2019, 39(3)    http://lcbl.amegroups.com496

加 入 裂 解 液 ( 1  m i n) ， 匀 浆 并 冰 浴 4 5  m i n ， 按 照

4 ℃条件离心5 min，抽取上清液，对总蛋白进行

定量。上样( 1 0 0  μ g )，采用S D S -PAG E凝胶(浓度

为10%)电泳后转膜，采用脱脂牛奶(浓度5%)进行

封闭处理，温度 3 7  ℃，维持时间 2  h 。加入一抗

(1:500)，4 ℃过夜。常规洗膜处理，加入辣根过氧

化物酶标志的二抗(1:5 000)，温度37 ℃，维持时

间2 h。0.1%TBST洗膜3次，ECL显影。用具有化学

发光检测器的荧光成像系统和光密度测定软件Gel-
Pro 4.0定量光信号。以β-actin的蛋白表达为参照。

1.4  观察指标

对 比 各 组 大 鼠 血 糖 、 血 脂 和 血 浆 胰 岛 素 水

平，包括喂养1个月后正常组和模型组大鼠FBG，

FINS，ISI，TG和TC水平；注射STZ后1周正常组

和模型组FBG，PBG和FINS水平；给药4周、8周后

正常组、模型组、贞清方低剂量组和高剂量组大

鼠FBG，PBG，TG和TC水平。

对比各组大鼠给药 8 周后血浆 T X B 2， t - PA 和

PAI-1含量；肾重指数KI，UAE，CCr。

对 比 各 组 大 鼠 肾 H E ， P A S 染 色 光 镜 观 察 结

果、免疫组织化学检测贞清方对肾组织PAI-1蛋白

表达的影响、RT-P CR检测贞清方对肾组织PA I- 1 
mRNA表达的影响、Western印迹检测贞清方对肾

组织PAI-1蛋白表达的影响。

1.5  统计学处理

采用SPSS 13.0统计软件进行分析，以均数±标

准差(x±s)描述结果，以单因素方差分析检验多样

本资料差异，并以SNK-q检验组间差异。P<0.05为

差异有统计学意义。

2  结果

2.1  各组大鼠血糖、血脂和血浆胰岛素水平对比

高 糖 高 脂 饮 食 1 个 月 后 ， 糖 尿 病 组 大

鼠 F B G 与 正 常 组 相 比 ， 差 异 无 统 计 学 意

义 ( P > 0 . 0 5 ) ； T G 和 T C 较 正 常 组 明 显 增 加

( P < 0 . 0 5 ) ， F I N S 较 正 常 组 显 著 增 加 ( P < 0 . 0 1 ) ，

I S I 明 显 降 低 ( P < 0 . 0 1 ) 。 说 明 高 糖 高 脂 饮 食 已 成

功 诱 导 出 胰 岛 素 抵 抗 大 鼠 模 型 ( 表 1 ) 。

注 射 S T Z 后 1 周 ， 糖 尿 病 组 F B G 显 著 升 高

( P < 0 . 0 1 ) ； 其 F I N S 有 所 下 降 ， 虽 然 仍 高 于 正 常

组，但差异无统计学意义( P > 0 . 0 5；表2 )。

在 模 型 成 功 、 给 药 治 疗 4 ， 8 周 后 ， 贞清方

高 、 低 剂 量 组 F B G 和 P B G 均 较 模 型 组 显 著 降 低

( P < 0 . 0 1，P < 0 . 0 5 )。降血糖作用随治疗时间延长

日 趋 明 显 ， 给 药 8 周 时 贞 清 方 高 、 低 剂 量 组 血 糖

较 同 组 4 周 时 显 著 降 低 ( P < 0 . 0 5 ) 。 不 同 病 程 贞 清

方高剂量组降F B G和P B G效果均明显优于低剂量

组( P < 0 . 0 5；表3 )。

治疗4，8周后，贞清方高、低剂量组TG较模

型组显著降低(P<0.05)，第4周的TC值虽低于模型

组，但差异无统计学意义(P>0.05)，经8周治疗后

TC明显降低(P<0.05)。不同病程贞清方高剂量组

降TG效果明显优于低剂量组(P<0.05，表4)。

2.2  各组大鼠血浆 TXB2，t-PA 和 PAI-1 含量对比

模 型 组 血 浆 T X B 2 较 正 常 组 显 著 升 高

( P < 0 . 0 1 ) ， 贞 清 方 高 、 低 剂 量 组 较 模 型 组 显

著 下 降 ( P < 0 . 0 1 ) 。 模 型 组 t - P A 值 显 著 低 于 正 常

组 ( P < 0 . 0 1 ) ， 贞 清 方 高 剂 量 组 较 模 型 组 升 高

( P < 0 . 0 5 ) ， 贞 清 方 低 剂 量 组 虽 有 所 上 升 ， 但 与

模 型 组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 ， 仍 低 于 正 常 组

(P<0.05)。模型组和各治疗组PAI-1含量均较正常

组显著升高( P < 0 . 0 1 )，贞清方高、低剂量组较模

型组显著下降(P<0.01，表5)。

2.3  各组大鼠 KI，UAE，CCr 对比

与 模 型 组 比 较 ， 贞 清 方 高 、 低 剂 量 组 K I ，

UAE均显著降低(P<0.05，P<0.01)，而CCr显著升

高(P<0.05，表6)。

表1 喂养1个月后大鼠FBG，FINS，ISI，TG和TC水平对比

Table 1 Comparison of FBG, FINS, ISI, TG and TC levels of rats after feeding decoction for 1 month in each group

组别 n FBG/(mmol·L−1) FINS/(mU·L−1) ISI TG/(mmol·L−1) TC/(mmol·L−1)

正常组 12 4.07±0.65 16.75±2.75 −1.78±0.06 0.82±0.18 1.86±0.12

模型组 48 4.15±0.86 28.36±3.95 −2.13±0.05 1.31±0.37 3.13±1.04

t 0.301 9.587 20.837 4.437 4.197

P 0.765 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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表2 注射STZ后1周FBG，PBG，FINS的对比

Table 2 Comparison of FBG, PBG and FINS 1 week after STZ injection

组别 n FBG/(mmol·L−1) PBG/(mmol·L−1) FINS/(mU·L−1)

正常组 12 4.47±0.62 6.35±0.54 17.85±4.03

模型组 48 15.94±1.05 18.08±1.21 18.70±5.01

t 36.153 32.615 0.544

P <0.001 <0.001 0.588

表3 给药4，8周后各组大鼠血糖的比较(n=12)

Table 3 Comparison of blood glucose of rats after 4 and 8 weeks of administration in each group (n=12)

组别
4周 8周

FBG/(mmol·L−1) PBG/(mmol·L−1) FBG/(mmol·L−1) PBG/(mmol·L−1)

正常组 4.30±0.64 6.24±0.70 4.49±0.60 6.29±0.79

模型组 15.26±1.92* 17.98±1.75* 15.23±1.80* 17.94±2.08*

贞清方高剂量组 12.03±1.80*# 14.47±1.85*# 10.19±1.88*# 12.45±1.99*#

贞清方低剂量组 13.43±1.96*#& 16.65±1.78*#& 11.62±1.73*#& 14.60±1.89*#&

F 99.833 131.226 94.459 92.494

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

与正常组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05；与贞清方高剂量组相比，&P<0.05。

Compared with the normal group, *P<0.05; compared with the model group, #P<0.05; compared with the high-dose group, &P<0.05.

表4 给药4，8周后各组大鼠血脂的比较(n=12)

Table 4 Comparison of blood lipid of rats after 4 and 8 weeks  of administration in each group (n=12)

组别
4周 8周

TG/(mmol·L−1) TC/(mmol·L−1) TG/(mmol·L−1) TC/(mmol·L−1)

正常组 0.78±0.18 1.83±0.49 0.82±0.09 1.90±0.54

模型组 1.38±0.08* 4.87±0.77* 1.53±0.14* 4.81±0.73*

贞清方高剂量组 0.92±0.24*# 4.36±0.59*# 1.01±0.07*# 4.03±0.66*#

贞清方低剂量组 1.13±0.27*#& 4.30±0.62*#& 1.22±0.11*#& 4.21±0.63*#&

F 19.381 57.060 99.400 46.691

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

与正常组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05；与贞清方高剂量组相比，&P<0.05。

Compared with the normal group, *P<0.05; compared with the model group, #P<0.05; compared with the high-dose group, &P<0.05.
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2.4  各组大鼠肾 HE 和 PAS 染色结果

HE和PAS染色结果均见图1，可见正常组肾小

球结构清晰，无增生，毛细血管丛基底膜无增厚

表现。模型组均结构不清，有显著增生，毛细血

管丛基底膜均极度增厚。贞清方低剂量组均有部

分结构不清，有增生，毛细血管丛基底膜均有增

厚。贞清方高剂量组有极少部分结构不清，仅有

轻微增生，毛细血管丛基底膜均轻微增厚。

2.5  各组大鼠免疫组织化学肾组织 PAI-1 蛋白表达的

结果

各组肾组织PAI-1免疫组织化学定量对比，差

异有统计学意义(P<0.05)，其中模型组最高，贞清

方低剂量组较低，高剂量组更低，正常组最低，

每两组间差异均有统计学意义(P<0.05，表7)。

2.6  各组大鼠 RT-PCR 肾组织 PAI-1 mRNA 表达的 
结果

与 对 照 组 相 比 ， 模 型 组 大 鼠 肾 皮 质 内 PA I - 1
的m R N A表达明显增高( P < 0 . 0 1 ) ，贞清方的治疗

使PAI-1 mRNA的表达明显下调，并呈剂量依赖性

(P<0.05，图2)。

2.7  各组大鼠 Western 印迹肾组织 PAI-1 蛋白表达的

结果

DN组大鼠肾皮质PAI-1与对照组相比表达均明

显增加(P<0.01)，治疗组组PAI-1表达较DN组明显

减弱(P<0.05，图3)。

表6 各组大鼠KI，UAE，CCr对比(n=12)

Table 6 Comparison of KI, UAE and CCr of rats in each group (n=12)

组别 KI/% UAE/(μg·24 h−1) CCr/(mL·min−1)

正常组 0.57±0.03 72.31±36.62 2.52±0.69

模型组 0.82±0.06* 358.19±98.23* 1.26±0.36*

贞清方高剂量组 0.59±0.06*# 231.06±81.65*# 1.88±0.76*#

贞清方低剂量组 0.62±0.05*#& 244.51±93.14*#& 1.79±0.68*#&

F 60.075 25.193 7.786

P <0.001 <0.001 <0.001

与正常组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05；与贞清方高剂量组相比，&P<0.05。

Compared with the normal group, *P<0.05; compared with the model group, #P<0.05; compared with the high-dose group, &P<0.05.

表5 各组大鼠血浆TXB2，t-PA和PAI-1水平对比(n=12)

Table 5 Comparison of TXB2, t-PA and PAI-1 of rats in each group (n=12)

组别 TXB2/(pg·mL−1) t-PA/(IU·mL−1) PAI-1/(IU·mL−1)

正常组 1 162.55±38.64 0.78±0.18 0.505±0.048

模型组 1 626.59±23.25* 0.56±0.16* 1.190±0.084*

贞清方高剂量组 1 400.76±32.91*# 0.69±0.15*# 0.732±0.087*#

贞清方低剂量组 1 383.25±32.18*#& 0.63±0.17*#& 0.708±0.077*#&

F 415.493 3.817 184.090

P <0.001 0.016 <0.001

与正常组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05；与贞清方高剂量组相比，&P<0.05。

Compared with the normal group, *P<0.05; compared with the model group, #P<0.05; compared with the high-dose group, &P<0.05.
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表7 各组肾组织PAI-1免疫组织化学定量对比(n=12)

Table 7 Quantitative comparison of PAI-1 immunohistochemistry in renal tissues of each group (n=12)

组别 PAI-1

正常组 0.3456±0.0652

模型组 0.6536±0.0843*

贞清方高剂量组 0.4369±0.0412*#

贞清方低剂量组 0.5541±0.0514*#&

F 55.365

P <0.001

与正常组相比，*P<0.05；与模型组相比，#P<0.05；与贞清方高剂量组相比，&P<0.05。

Compared with the normal group, *P<0.05; compared with the model group, #P<0.05; compared with the high-dose group, &P<0.05.

图1 大鼠肾脏HE和PAS染色及PAI-1免疫组织化学结果(DAB，×400)

Figure 1 HE, PAS staining and PAI-1 immunohistochemistry results of rat kidney (DAB, ×400)

正常组

模型组

贞清方高剂量组

贞清方低剂量组
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3  讨论

研究 [ 7 ]显示：机体的纤溶系统功能异常与糖

尿病慢性血管病变关系十分密切，而且纤溶系统

功能失调在DN的发病过程中亦起到极为重要的作

用。目前有关纤溶系统功能的变化在对DN研究中

已成为当前热点之一，而PA，PAI-1，TXA2，TXB2

是主要纤溶系统的指标 [8-9]。PA活性受PAIs抑制，

其中以PA I - 1发挥最主要作用；PA I - 1能快速地与

t-PA结合成1:1分子复合物，使t-PA不可逆地失活，

从而抑制纤溶系统功能。糖尿病的高血糖、高血

脂和高胰岛素血症可以引起PAI-1活性升高。TXB2

由 血 栓 素 A 2 ( T X A 2) 代 谢 生 成 ， 后 者 具 有 血 管 张

力调节作用，可使血管平滑肌收缩及较强的血小

板聚集作用，能诱导血小板聚集形成血栓 [10]。研 

究[11]指出，TAX2在DN患者中能够激活凝血系统，

导致血栓形成。因此在DN患者的治疗中应当将改

善机体纤溶系统功能作为研究的重点。

在本研究中，喂养1个月后正常组和模型组大

鼠F B G，F I NS， I SI，TG和TC水平，注射ST Z后  
1 周正常组和模型组 F B G ， P B G 和 F I N S 水平，给

药 4 周 、 8 周 后 正 常 组 、 模 型 组 、 贞 清 方 低 剂 量

组 和 高 剂 量 组 大 鼠 F B G ， P B G 水 平 ， 给 药 4 周 、

8 周 后 正 常 组 、 模 型 组 、 贞 清 方 低 剂 量 组 和 高 剂

量组大鼠TG和TC水平 对 比 差 异 均 有 统 计 学 意 义

( P < 0 . 0 5 ) ， 证 实 采 用 上 述 方 法 建 模 能 够 获 得 成

功，且对建模成功的大鼠给予贞清方灌胃治疗不

仅能够控制血糖水平，还可降低血脂水平，从而

有助于改善糖脂代谢。贞清方具有多种中医学功

效，主要中药成分有女贞子、地龙、山药等，全

图2 各组大鼠肾皮质PAI-1 mRNA表达(RT-PCR)

Figure 2 mRNA expression of PAI-1 in renal cortex of rats in each group (RT-PCR)

M：marker；1：正常组；2：模型组；3：贞清方高剂量组；4：贞清方低剂量组。与正常组比较，*P<0.05，**P<0.01；与

模型组比较，^P<0.05，^^P<0.01；与贞清方低剂量组比较，#P<0.05。

M: marker; 1: Normal group; 2: Model group; 3: High-dose group; 4: Low-dose group. Compared with the normal group, *P<0.05, 

**P<0.01; compared with model group, ^P<0.05, ^^P<0.01; compared with low-dose group, #P<0.05. 

图3 各组大鼠肾皮质PAI-1蛋白的表达(Western印迹)

Figure3 Expression of PAI-1 protein in renal cortex of each group rats (Western blot)

1：正常组；2：模型组；3：贞清方高剂量组；4：贞清方低剂量组。与正常组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比较，
^^P<0.01。

1: Normal group; 2: Model group; 3: High-dose group; 4: Low-dose group. Compared with the normal group, *P<0.05, **P<0.01; compared 

with model group, ^^P<0.01. 
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方并用能够达到补肾养阴、利尿通络、健脾养胃

的功效 [12]。现代药理研究 [13-15]证明：贞清方中的

有 效 成 分 能 够 通 过 改 善 胰 岛 β 细 胞 的 功 能 、 增 强

胰 岛 素 敏 感 性 从 而 达 到 降 糖 的 作 用 ； 女 贞 子 的

主 要 有 效 成 分 为 齐 墩 果 酸 ， 能 够 发 挥 理 想 的 调

节 血 脂 的 作 用 。 由此可知，贞清方的确能够改善

DN大鼠的糖脂代谢水平。

此外，本研究结果显示：贞清方低剂量组和

高剂量组大鼠血浆TXB 2，t-PA和PAI-1含量、肾重

指数K I，UA E，CCr，H E，PA S染色光镜观察结

果均明显优于模型组，且贞清方高剂量组均明显

优于低剂量组，更接近正常组，可知高剂量贞清

方能够显著改善DN大鼠纤溶系统功能，保护肾组

织，减轻病理变化，且其作用明显优于低剂量贞

清方治疗的大鼠。此外，模型组肾组织PAI-1蛋白

免疫组织化学和Western印迹检测结果、RT-PCR检

测PAI-1 mRNA表达结果均最高，贞清方低剂量组

均较低，高剂量组均更低，正常组均最低，推测

贞清方能够下调DN大鼠肾组织PAI-1 mRNA及蛋白

的表达，从而减轻肾损害作用，且贞清方高剂量

的治疗效果明显优于低剂量。纤溶酶系统是参与

ECM降解的主要酶系。纤溶酶原在 t -PA的作用下

激活为纤溶酶发挥降解ECM的作用，而PAI-1可抑

制t-PA活性使ECM的降解减少 [16]。DM患者存在纤

溶活性下降，表现为t-PA水平降低、PAI-1水平升

高，其机制为高血糖、高胰岛素血症、脂质代谢

紊乱、炎症反应、肥胖等多种因素共同作用 [17]。

在DN发生和发展过程中，DN时PAI-1表达增加与

ECM增多及基底膜的增厚有直接关系。血管内皮

细胞和肾小球系膜细胞及上皮细胞均可产生t-PA和

PAI-1[18-19]。DN患者肾脏病理研究[20]显示：在肾动

脉和肾小球硬化区PAI-1免疫组织化学染色增强，

与本次研究结果相符合，推测贞清方的确能够改善

DN的纤溶系统功能，发挥肾保护作用，很可能与

下调肾组织中PAI-1 mRNA及蛋白的表达有关。

综上所述，贞清方能够显著改善DN大鼠的糖

脂代谢水平，调节纤溶系统功能，减轻肾病理改

变，推测与下调肾组织中PAI-1 mRNA及蛋白的表

达有关，且呈现剂量依赖性特征，但仍需深入研

究其具体的作用机制。
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