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本文引用：侯软玲，李新娟，穆荣红，等．银杏叶提取物对糖尿病大鼠肾皮质Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的影响［Ｊ］．新乡医

学院学报，２０１５，３２（１０）：８９５８９８． 【基础研究】

银杏叶提取物对糖尿病大鼠肾皮质 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ表达的影响
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摘要：　目的　探讨银杏叶提取物（ＥＧｂ）对糖尿病大鼠肾皮质Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的影响。方法　５０只雄性Ｗｉｓｔａｒ
大鼠随机分为正常对照组、糖尿病模型组、胰岛素治疗组、ＥＧｂ低剂量治疗组和ＥＧｂ高剂量治疗组，每组１０只。糖尿
病模型组、胰岛素治疗组、ＥＧｂ低剂量治疗组和ＥＧｂ高剂量治疗组大鼠腹腔注射链脲佐菌素（５０ｍｇ·ｋｇ－１）建立糖尿
病模型，胰岛素治疗组、ＥＧｂ低剂量治疗组和ＥＧｂ高剂量治疗组大鼠给予不同的药物治疗３个月后，以免疫组织化学
法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠肾皮质Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达。结果　免疫组织化学及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，与正常对
照组比较，糖尿病模型组大鼠肾皮质Ｂｃｌ２表达下降（Ｐ＜０．０１）、Ｂａｘ表达上升（Ｐ＜０．０１）；与糖尿病模型组比较，ＥＧｂ
低、高剂量治疗组大鼠肾皮质Ｂｃｌ２表达上升（Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１），ＥＧｂ低剂量治疗组大鼠肾皮质Ｂａｘ表达下降不明
显（Ｐ＞００５），ＥＧｂ高剂量治疗组大鼠肾皮质Ｂａｘ表达显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　ＥＧｂ可能通过升高糖尿病大鼠肾
皮质Ｂｃｌ２表达及抑制Ｂａｘ表达起到治疗作用。
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　　糖尿病是最为常见的严重代谢紊乱性疾病［１］，

其周围神经系统和中枢神经系统并发症会引起机体

一系列结构和功能损害［２３］。糖尿病肾病是糖尿病

最为常见的血管并发症之一，细胞凋亡参与了糖尿

病肾病的发生［４］。近年发现，银杏叶提取物（ｅｘｔｒａｃｔ
ｏｆｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ，ＥＧｂ）有抑制肾小管上皮细胞凋亡
的作用［５］。ＥＧｂ的主要活性成分为黄酮苷和银杏
内酯。黄酮苷已被证实具有清除自由基、抗脂质过

氧化等作用［６］。本实验通过建立糖尿病大鼠模型，

利用免疫组织化学方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测糖尿
病大鼠肾皮质中 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ表达，进而探讨 ＥＧｂ
对糖尿病大鼠的治疗作用。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器　链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，
ＳＴＺ）（美国Ｓｉｇｍａ公司），鱼精蛋白锌胰岛素（徐州
万邦生化制药有限公司），ＥＧｂ（桂林思特新有限公
司），ＳＰ９０００ＨｉｓｔｏｓｔａｉｎＴＭＰｌｕｓＫｉｔｓ（北京中杉金桥生
物技术有限公司），兔抗鼠 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ抗体（北京
博奥森生物技术有限公司），放射免疫沉淀（ｒａｄｉｏ
ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解液、双辛丁酸
法（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒
（上海碧云天生物技术研究所），电化学发光（ｅｌｅｃ
ｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂盒（北京普利莱基因
技术有限公司）。ＨＭ３４０Ｅ石蜡切片机（ＭｉｃｒｏｍＩｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌＧｍｂＨ，德国）；ＯＬＹＰＭＬＵＳ显微镜（日本）。
１．２　动物分组及处理　８周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５０
只（由新乡医学院实验动物中心提供），体质量

（２００．０±２０．０）ｇ。随机选取４０只大鼠，禁食２４ｈ，
按５０ｍｇ·ｋｇ－１腹腔注射 ＳＴＺ（ｐＨ为４．４的柠檬酸
缓冲液配制），第４天尾部采血，以 ＯｎｅＴｏｕｃｈⅡ 测
每只大鼠的空腹血糖。血糖＞１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１为造模
成功。将糖尿病大鼠随机分为糖尿病模型组、胰岛

素治疗组（１０ｕ·ｋｇ－１胰岛素皮下注射）、ＥＧｂ低剂
量治疗组（５０ｍｇ·ｋｇ－１ＥＧｂ灌胃给药）、ＥＧｂ高剂
量治疗组（１００ｍｇ·ｋｇ－１ＥＧｂ灌胃给药），每组 １０
只。其余１０只大鼠灌胃蒸馏水作为正常对照组。
胰岛素和 ＥＧｂ每天给药１次。３个月后处死大鼠，
取肾皮质放入４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定，进行免疫组
织化学染色。

１．３　免疫组织化学抗生物素生物素过氧化物酶

复合物法（ａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｐｃｒｏｘｉｄａｓｅｃｏｍｐｌｅｘｍｅｔｈ

ｏｄ，ＡＢＣ）检测肾皮质Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达　石蜡切片

常规脱蜡，微波处理进行抗原修复，去离子水孵育

１５ｍｉｎ消除内源性氧化物酶活性，以正常山羊血清

封闭非特异性反应位点；一抗用兔抗鼠Ｂｃｌ２和Ｂａｘ

蛋白（工作浓度为１２０００），置４℃冰箱过夜；滴

加生物素标记的二抗（山羊抗兔 ＩｇＧ），３７℃孵育

３０ｍｉｎ；空白对照用磷酸盐缓冲液代替一抗，二氨基

联苯胺显色，苏木精复染。常规脱水、透明、封片，光

镜下观察并拍照。Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ阳性均表现为定位

于细胞膜和细胞质内棕黄色或棕褐色细小颗粒。每

张免疫组织化学染色切片随机选取 ５个 ４００倍视

野，每个视野使用免疫组织化学 Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ

６０图像分析软件测其积分光密度，并取其平均值，

以积分光密度值反映Ｂｃｌ２、Ｂａｘ阳性细胞数。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾皮质Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达　

常规方法提取肾皮质组织总蛋白，行十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，质量分数５％牛血清

白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）中４℃封闭过

夜，分别加入兔抗大鼠 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ一抗。将玻璃

皿放在摇床上，室温下轻摇孵育 １ｈ。加入二抗室温

轻摇４５ｍｉｎ，然后将膜在ＴＢＳＴｗｅｅｎ中漂洗３次，每

次室温轻摇５ｍｉｎ。用ＥＣＬ试剂盒曝光，显影，定影

后观察结果。Ｇｅｌｐｒｏ３２软件分析各组目的蛋白和内

参平均光密度比值。

１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据

分析，实验数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用方

差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠肾皮质免疫组织化学染色　结果见图１

和图２。Ｂａｘ染色结果显示，正常对照组大鼠肾皮质

可见散在淡黄色颗粒阳性细胞；糖尿病模型组大鼠

的肾皮质Ｂａｘ黄色颗粒细胞数目明显增多；与糖尿

病模型组比较，胰岛素治疗组大鼠肾皮质 Ｂａｘ黄色

颗粒细胞数目减少很明显，ＥＧｂ低剂量治疗组大鼠

肾皮质Ｂａｘ阳性细胞数减少不明显，ＥＧｂ高剂量治

疗组大鼠肾皮质 Ｂａｘ淡黄色颗粒细胞数目明显减

少。Ｂｃｌ２染色结果显示，正常对照组大鼠肾皮质可

见散在棕色颗粒阳性细胞；糖尿病模型组大鼠肾皮

质Ｂｃｌ２黄色颗粒细胞数目明显减少；ＥＧｂ低、高剂

量治疗组大鼠肾皮质 Ｂｃｌ２黄色颗粒细胞数目明显

增多。
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Ａ：正常对照组；Ｂ：糖尿病模型组；Ｃ：胰岛素治疗组；Ｄ：ＥＧｂ低剂量治疗组；Ｅ：ＥＧｂ高剂量治疗组；箭头所示为糖尿病模型组肾皮质细胞细胞质

Ｂａｘ的阳性颗粒表达。

图１　各组大鼠肾皮质细胞细胞质中Ｂａｘ的表达（ＡＢＣ，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘｉｎｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘｃｅｌｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＡＢＣ，×４００）

Ａ：正常对照组；Ｂ：糖尿病模型组；Ｃ：胰岛素治疗组；Ｄ：ＥＧｂ低剂量治疗组；Ｅ：ＥＧｂ高剂量治疗组；箭头所示为糖尿病模型组肾皮质细胞细胞质

Ｂｃｌ２的阳性颗粒表达。

图２　各组大鼠肾皮质细胞细胞质中Ｂｃｌ２的表达（ＡＢＣ，×４００）

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｉｎｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘｃｅｌｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＡＢＣ，×４００）

２．２　各组大鼠肾皮质 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ阳性细胞数的
比较　结果见表１。与正常对照组比较，糖尿病模
型组大鼠肾皮质 Ｂｃｌ２阳性细胞计数减少（Ｐ＜
００１）、Ｂａｘ阳性细胞数增加（Ｐ＜０．０１）；而与糖尿
病模型组比较，胰岛素治疗组、ＥＧｂ低剂量和高剂量
治疗组大鼠肾皮质 Ｂｃｌ２阳性细胞数增加（Ｐ＜
００５、Ｐ＜００１），ＥＧｂ低剂量治疗组大鼠肾皮质Ｂａｘ
阳性细胞数减少不明显（Ｐ＞０．０５），胰岛素治疗组、
ＥＧｂ高剂量治疗组大鼠肾皮质Ｂａｘ阳性细胞数减少
（Ｐ＜００５）。
表１　各组大鼠肾皮质Ｂｃｌ２和Ｂａｘ阳性细胞数的比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｏｓｉ

ｔｉｖｅｃｅｌｌｉｎｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ
正常对照组 １０ １７．５０±１．９７ １５．００±４．４０
糖尿病模型组 １０ ９．６０±３．２１ａ １８．５０±４．３９ａ

胰岛素治疗组 １０ １８．３０±２．４５ｂ ７．７５±３．８６ｂ

ＥＧｂ低剂量治疗组 １０ １２．４０±２．０５ｃ １９．００±２．５８
ＥＧｂ高剂量治疗组 １０ １５．３０±２．１５ｂ １５．００±５．１５ｃ

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０１；与糖尿病模型组比较ｂＰ＜

００１，ｃＰ＜０．０５。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾皮质Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白的
表达　结果见图３和表２。胰岛素治疗组、ＥＧｂ低
剂量治疗组和ＥＧｂ高剂量治疗组Ｂｃｌ２蛋白表达高
于糖尿病模型组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。ＥＧｂ低剂量

治疗组与糖尿病模型组Ｂａｘ蛋白表达比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５），而胰岛素治疗组、ＥＧｂ高剂量
治疗组Ｂａｘ蛋白表达显著低于糖尿病模型组（Ｐ＜
０．０５）。

１：正常对照组；２：糖尿病模型组；３：胰岛素治疗组；４：ＥＧｂ低剂量治

疗组；５：ＥＧｂ高剂量治疗组。

图３　各组大鼠肾皮质Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白的表达
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘ
ｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
表２　各组大鼠肾皮质Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达的比较
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ

正常对照组 １０ １００．００±０．００ １００．００±０．００

糖尿病模型组 １０ ４９．１０±１０．３２ａ １１３．７０±１３．１６ａ

胰岛素治疗组 １０ ８６．７０±１５．３１ｂ ６４．６０±１３．２７ｂ

ＥＧｂ低剂量治疗组 １０ ６９．９０±１９．０９ｃ １００．７０±１６．０７

ＥＧｂ高剂量治疗组 １０ ７９．９０±８．７１ｂ ８２．８０±４．７１ｃ

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０１；与糖尿病模型组比较ｂＰ＜

００１，ｃＰ＜０．０５。
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３　讨论

糖尿病肾病的早期改变为肾皮质肥大、肾小球

及肾小管基底膜增厚，逐渐导致肾小球硬化，最终发

生肾衰竭。Ｏｒｔｉｚ等［７］发现大鼠肾小管上皮细胞在

高血糖状态下，抗凋亡基因 Ｂｃｌ２表达降低，而促凋
亡基因Ｂａｘ表达增加，从而使细胞凋亡的数目增加。

ＥＧｂ是从银杏叶中提取的活性物质，主要活性
化学成分为黄酮类及萜类。药理学研究表明，ＥＧｂ
中黄酮类成分具有清除自由基、抗氧化、降血脂、改

善血流动力学等药理作用，银杏内酯类成分具有抑

制血小板活化因子及炎症分泌物的作用［８９］。还有

研究发现，ＥＧｂ能够降低血糖水平，改善胰岛素抵
抗，有效防治糖尿病并发症［１０］。

Ｂｃｌ２基因家族是一类新的癌基因家族，通过广
泛抑制各种刺激诱导的细胞凋亡，延长细胞活力而

发挥作用［１１１２］。该家族包含抗凋亡 Ｂｃｌ２、ＢｃｌＸＬ
和促凋亡Ｂａｘ的成员。其中 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２分别可以
以同源二聚体形式存在，它们之间也可以形成异源

二聚体，并使之失活。Ｂｃｌ２与Ｂａｘ表达水平的平衡
是决定细胞存活的重要因素，Ｂａｘ同源二聚体形成
可诱导凋亡；随着 Ｂｃｌ２蛋白表达量上升，越来越多
的Ｂａｘ二聚体分开，与Ｂｃｌ２形成比ＢａｘＢａｘ更稳定
的ＢａｘＢｃｌ２异源二聚体，从而中和了 ＢａｘＢａｘ诱导
凋亡的作用，即细胞内 Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２比例的失调导
致了细胞凋亡的发生［１３１４］。

本研究免疫组织化学染色结果显示，糖尿病模

型组大鼠肾皮质 Ｂｃｌ２阳性细胞计数明显下降、Ｂａｘ
阳性细胞数明显增加；而 ＥＧｂ（５０、１００ｍｇ·ｋｇ１）治
疗组大鼠肾皮质 Ｂｃｌ２表达明显上升，ＥＧｂ低剂量
治疗组大鼠肾皮质 Ｂａｘ表达下降不明显，ＥＧｂ高剂
量治疗组大鼠肾皮质 Ｂａｘ表达明显下降。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表达也获得了相同的结
果。以上结果说明 ＥＧｂ能通过升高糖尿病大鼠肾
皮质Ｂｃｌ２的表达和抑制其 Ｂａｘ的表达来起到治疗
糖尿病损伤的作用。

目前，国内在ＥＧｂ对糖尿病治疗方面的研究相
对较少，本研究通过探究ＥＧｂ对糖尿病大鼠肾皮质
Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的影响，以便为临床治疗提供更加
可靠的依据。
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