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摘要：　目的　探讨利拉鲁肽和艾塞那肽在糖尿病肾病（ＤＮ）发病过程中对肾脏结构和功能的保护作用及两者
是否存在差异。方法　将雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠４０只随机分为正常对照组、模型组、利拉鲁肽治疗组和艾塞那肽
治疗组，每组１０只。模型组、利拉鲁肽治疗组、艾塞那肽治疗组大鼠给予高糖高脂饲养６周后空腹腹腔注射链脲佐菌
素（ＳＴＺ）３５ｍｇ·ｋｇ－１诱导ＤＮ模型，之后３、７ｄ各测１次清晨空腹尾静脉血糖，２次血糖均≥１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１为ＤＮ造
模成功。正常对照组、模型组大鼠给予皮下注射生理盐水１０μＬ·ｋｇ－１·１２ｈ－１；艾塞那肽治疗组大鼠给予皮下注射
艾塞那肽１０μＬ·ｋｇ－１·１２ｈ－１；利拉鲁肽治疗组大鼠给予皮下注射利拉鲁肽０．３ｍｇ·ｋｇ－１·１２ｈ－１，共用药８周。第
８周末采集大鼠血液标本、肾脏标本。血液标本离心后收集血清，使用全自动生物化学分析仪检测大鼠血尿素氮
（ＢＵＮ）和血肌酐（Ｓｃｒ）水平；肾脏标本制作成蜡块，采用过碘酸雪夫染色（ＰＡＳ）观察肾脏组织结构变化；免疫组织化学
法检测大鼠肾脏组织中转化生长因子 β１（ＴＧＦβ１）和还原性辅酶Ⅱ氧化酶４（ＮＯＸ４）蛋白表达水平，使用 Ｉｍａｇｅｐｒｏ
Ｐｌｕｓ软件对ＴＧＦβ１和ＮＯＸ４在肾脏组织中蛋白表达水平进行半定量分析。结果　与正常对照组比较，模型组和艾塞
那肽治疗组大鼠空腹血糖、ＢＵＮ、Ｓｃｒ及肾组织中ＴＧＦβ１、ＮＯＸ４蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）；利拉鲁肽治疗
组大鼠空腹血糖和肾组织中ＴＧＦβ１蛋白水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；模型组、利拉鲁肽治疗组和艾塞那肽治疗组大鼠
体质量显著降低（Ｐ＜０．０５）。模型组、利拉鲁肽治疗组和艾塞那肽治疗组大鼠肾小球系膜明显增厚，其中模型组大鼠
增厚最明显，利拉鲁肽治疗组大鼠最轻。与模型组比较，利拉鲁肽治疗组和艾塞那肽治疗组大鼠 ＢＵＮ、Ｓｃｒ和肾组织
中ＴＧＦβ１、ＮＯＸ４蛋白水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；利拉鲁肽治疗组大鼠Ｓｃｒ和肾组织中ＴＧＦβ１、ＮＯＸ４蛋白水平显著低
于艾塞那肽治疗组（Ｐ＜０．０５）。结论　利拉鲁肽和艾塞那肽均能通过减轻氧化应激和下调炎性因子表达改善大鼠肾
脏功能；利拉鲁肽较艾塞那肽可更好地下调炎性因子ＴＧＦβ１和减轻ＮＯＸ４介导的氧化应激。

关键词：　利拉鲁肽；艾塞那肽；糖尿病肾病；大鼠；转化生长因子β１；还原性辅酶Ⅱ氧化酶４
中图分类号：Ｒ５８７．１　文献标志码：Ａ　文章编号：１００４７２３９（２０１７）０４０２５５０６

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅａｎｄｅｘｅｎａｔｉｄｅｏｎｒｅｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｒａｔｓ
ＨＵＪｕｎｐｅｎｇ１，ＷＡＮＧＴａｏ１，ＷＥＮＧＸｉａｏｇａｎｇ２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗｅｉｈｕｉ４５３１００，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｃｈｉｎａ；２．ＴｈｅＴｈｉｒｄＣｌｉｎｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉｎｘｉａｎｇ４５３００３，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅａｎｄｅｘｅｎａｔｉｄｅｏｎｒｅｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆ
ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ（ＤＮ）ｒａｔｓａｎｄｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｒｅｗａｓａｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＦｏｒｔｙｍａｌｅＳｐｒａ
ｇｕｅＤａｗｌｅｙｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｅｎａｔｉｄｅｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ１０ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｒａｔｓｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｅｎａｔｉｄｅｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｆｅｅ
ｄｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔｆｏｒ６ｗｅｅｋｓ，ｔｈｅｎｆａｓｔｉｎｇｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ（ＳＴＺ）３５ｍｇ·ｋｇ－１ｔｏ
ｉｎｄｕｃｅｄＤＮｍｏｄｅｌ．Ｏｎｔｈｅｔｈｉｒｄｄａｙａｎｄｔｈｅｓｅｖｅｎｔｈｄａｙ，ｔｈｅｆａｓｔｉｎｇｃａｕｄａｌｖｅｉｎｓｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄ，ａｎｄｂｏｔｈｔｈｅ
ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｖａｌｕｅ≥１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｔｈｅＤＮｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．Ｔｈｅｒａｔｓｉｎｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｉｖｅｎｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｓａｌｉｎｅ（１０μＬ·ｋｇ－１·１２ｈ－１）ｆｏｒ８ｗｅｅｋｓ；ｔｈｅｒａｔｓｉｎｔｈｅｅｘ
ｅｎａｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓｇｉｖｅｎｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｅｘｅｎａｔｉｄｅ（１０μＬ·ｋｇ－１·１２ｈ－１）ｆｏｒ８ｗｅｅｋｓ；ｔｈｅｒａｔｓｉｎｔｈｅｌｉ
ｒａｇｌｕｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓｇｉｖｅｎｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅ（０．３ｍｇ·ｋｇ－１·１２ｈ－１）ｆｏｒ８ｗｅｅｋｓ．Ａｔｔｈｅｅｎｄｏｆ
ｔｈｅｅｉｇｈｔｈｗｅｅｋ，ｔｈｅｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓａｎｄｋｉｄｎｅｙｓｐｅｃｉｍｅｎｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．Ｓｅｒｕｍｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｆｔｅｒｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎｂｌｏｏｄｓａｍ
ｐｌｅｓ，ｔｈｅｎｔｈｅａｕｔｏｍａｔｉｃｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｚｅｒｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ（ＢＵＮ）ａｎｄｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ（Ｓｃｒ）．

·５５２·　第３４卷　第４期
２０１７年４月

　　　　　　　　　　　 新乡医学院学报

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４　Ｎｏ．４

Ａｐｒ．２０１７
　



Ｋｉｄｎｅｙｓｐｅｃｉｍｅｎｓｗｅｒｅｍａｄｅｉｎｔｏｗａｘｐｉｅｃｅｓ，ａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＰｅｒｉｏｄｉｃＡｃｉｄＳｃｈｉｆｆ
ｓｔａｉｎ（ＰＡＳ）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１（ＴＧＦβ１）ａｎｄｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｏｘｉ
ｄａｓｅ４（ＮＯＸ４）ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｍｅｔｈｏｄ；ｔｈｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌ
ｙｓｉｓｏｆＴＧＦβ１ａｎｄＮＯＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙｕｓｉｎｇＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓｓｏｆｔｗａｒｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ（ＦＢＧ），ＢＵＮ，ＳｃｒａｎｄＴＧＦβ１，ＮＯＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅ
ｏｆｒａｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｅｎａｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＦＢＧａｎｄＴＧＦβ１
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｂｏｄｙｍａｓｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｅｎａｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｍｅｓａｎｇｉｕｍｏｆｒａｔｓｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｅｎａｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ
ｗａｓｔｈｉｃｋｅｎｅｄ，ｔｈｅｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇｗａｓｍｏｓｔｏｂｖｉｏｕｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｗａｓｔｈｅｌｉｇｈｔｅｓｔｉｎｔｈｅｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍ
ｐａｒｅｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＢＵＮ，ＳｃｒａｎｄＴＧＦβ１，ＮＯＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎ
ｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｅｎａｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳｃｒａｎｄＴＧＦβ１，ＮＯＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｎａｌ
ｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｅｘｅｎａｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｂｏｔｈｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅａｎｄｅｘｅｎａｔｉｄｅｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｒｅｄｕｃｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅｃａｎｂｅｔｔｅｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ａｎｄｌｅｓｓｅｎｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＮＯＸ４．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅ；ｅｘｅｎａｔｉｄｅ；ｄｉａｂｅｔｅｓｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；ｒａｔ；ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１；ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕ
ｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｏｘｉｄａｓｅ４

　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｅｓｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿

病患者最常见的微血管并发症之一，约有１／３的糖

尿病患者伴有肾脏功能的损害，严重影响患者的生

活质量，并给患者带来巨大的经济负担。在 ＤＮ发

病过程中，高糖等内环境紊乱引起的炎性反应在肾

组织结构和功能的改变中起着关键作用，其中转化

生子因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）

参与的ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ通路是 ＤＮ肾纤维化过程中的

关键通路，ＴＧＦβ１过表达可以加重肾脏的损伤
［１］。

另外，高糖环境下大量产生的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙ

ｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）是早期肾小球系膜细胞肥大、肾小

球系膜扩张、细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）

蛋白积聚、后期肾小球硬化、内皮功能障碍、足细胞

凋亡以及肾小球血流动力学中断的重要介质。还原

性辅酶Ⅱ氧化酶（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｏｘｉｄａｓｅ，ＮＯＸ）是产生 ＲＯＳ最主要的贡献

者，其中 ＮＯＸ４是目前研究最广泛的一种 ＮＯＸ亚

型，ＹＯＵ等［２］研究发现，ＮＯＸ４可以减少延胡索酸

酶，增加内质网应激和上调ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ和蛋白表

达水平，在ＤＮ发病过程中起着关键作用。

胰高血糖素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，

ＧＬＰ１）类似物是近年来用于临床的一种新型降糖

药，通过与高亲和力受体 ＧＬＰ１Ｒ结合，可促进胰岛

素分泌、减少胰高血糖素分泌和延缓胃排空，发挥降

糖作用。近年来研究证明，ＧＬＰ１类似物在 ＤＮ的

发病过程中可以通过减少炎性因子、抑制氧化应激、

改善晚期糖基化终末产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）等起到肾脏保护作用［３４］。目前，在

我国上市的ＧＬＰ１类似物有利拉鲁肽和艾塞那肽２

种，二者的合成方式及代谢途径均不相同。研究证

实，利拉鲁肽和艾塞那肽均能通过减轻氧化应激和

减少炎性因子的表达来减轻肾脏的损伤［３４］。合理、

安全、有效地选择１种 ＧＬＰ１类似物可以更好地减

缓ＤＮ的进展，推迟终末期肾病，改善患者的生活质

量。本研究通过２种药物在 ＤＮ大鼠体内的应用，

从血液生物化学、肾脏组织形态学及肾组织 ＴＧＦ

β１、ＮＯＸ４蛋白表达水平进行分析，探讨２种药物应

用于ＤＮ时的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大

鼠４０只，体质量１８０～２２０ｇ，北京维通利华实验动

物技术有限公司提供，动物合格许可证号：ＳＣＸＫ

（京）２０１２０００１。

１．２　主要试剂与仪器　高糖高脂饲料配方：质量分

数６８．８％普通饲料 ＋质量分数２０．０％蔗糖 ＋质量

分数１０．０％猪油＋质量分数１．０％胆固醇＋质量分

数 ０２％脱氧胆酸钠；链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，

ＳＴＺ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；艾塞那肽（美国 Ｂａｘｔｅｒ

ＰｈａｒａｃｅｕｔｉｃａｌＳｏｌｕｔｉｏｎｓＬＬＣ 公 司，注 册 证 号：
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Ｈ２０１３０４３５）；利拉鲁肽（丹麦 ＮｏｖｏＮｏｒｄｉｓｋＡ／Ｓ公

司，注册证号：Ｊ２０１１００２６）；兔抗大鼠ＮＯＸ４抗体（英

国Ａｂｃａｍ公司）；兔抗大鼠 ＴＧＦβ１抗体（美国 Ｂｉｏ

ｗｏｒｌｄ公司）；ＧＴＶｉｓｉｏｎＴＭＩＩＩ抗鼠／兔通用型免疫组

织化学检测试剂盒（上海基因科技股份有限公司）；

Ａｕ２７００全自动生物化学分析仪（日本奥林巴斯公

司）；１０、２５μＬ微量注射器（上海安亭微量进样器

厂）；５５ｉ、ＤＳＦｉ１ｃ荧光显微镜及成像系统（日本 Ｎｉ

ｋｏｎ公司）。

１．３　实验分组及处理　将４０只ＳＤ大鼠随机分为正

常对照组、模型组、艾塞那肽治疗组和利拉鲁肽治疗

组，每组１０只。模型组、艾塞那肽治疗组和利拉鲁肽

治疗组大鼠ＤＮ模型的制备采用高糖高脂饮食联合

小剂量ＳＴＺ法［５６］，大鼠先使用高糖高脂饲料饲养６

周，之后空腹腹腔注射ＳＴＺ溶液３５ｍｇ·ｋｇ－１，ＳＴＺ注

射后３、７ｄ后各测清晨空腹静脉血糖１次，２次血糖

均≥１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１为造模成功。造模成功后给予

各组大鼠相应处理，艾塞那肽治疗组大鼠给予艾塞那

肽１０μＬ·ｋｇ－１·１２ｈ－１［４，７］，利拉鲁肽治疗组大鼠给

予利拉鲁肽０．３ｍｇ·ｋｇ－１·１２ｈ－１［３］，正常对照组和

模型组给予生理盐水５μＬ·ｋｇ－１·１２ｈ－１，均采取皮

下注射的方式给药８周。

１．４　观察指标

１．４．１　一般状态　观察大鼠的一般情况，包括体质

量（ｂｏｄｙｍａｓｓ，ＢＭ）、空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，

ＦＢＧ）监测，通过垫料更换情况观察尿量。

１．４．２　血清检测　４组大鼠处理８周后给予腹腔

麻醉，使用１ｍＬ注射器进行心脏取血约１ｍＬ，４℃

３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液，使用Ａｕ２７００

全自动生物化学分析仪检测血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）、血清肌酐（ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）

水平。

１．４．３　肾组织病理形态学观察及免疫组织化学检

测　４组大鼠心脏取血后使用生理盐水和体积分数

１０％中性甲醛溶液行心脏灌注术，术后摘取肾脏，使

用体积分数１０％中性甲醛固定２４ｈ、石蜡包埋、切

片（厚４μｍ）。每组选取数张石蜡切片进行过碘酸

雪夫（ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄｓｃｈｉｆｆ，ＰＡＳ）染色，首先将切片脱

蜡至水后使用蒸馏水浸洗３次，各５ｍｉｎ；之后使用

体积分数１％过碘酸水溶液染色１０ｍｉｎ，蒸馏水浸

洗３次，各５ｍｉｎ；Ｓｃｈｉｆｆ试剂反应１５ｍｉｎ，蒸馏水浸

洗３次，各５ｍｉｎ；５ｇ·Ｌ－１亚硫酸氢钠处理３次，各

２ｍｉｎ；流水冲洗３ｍｉｎ，苏木精复染细胞核，蒸馏水

洗３ｍｉｎ，晾干、封片后使用尼康显微镜观察肾脏组

织形态学变化。每组另取数张组织切片进行免疫组

织化学检测，脱蜡至水后使用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）浸洗３次，各５ｍｉｎ；然后使

用枸橼酸钠抗原修复液通过微波炉抗原修复（高火

５ｍｉｎ，中高火１０ｍｉｎ），ＰＢＳ浸洗３次，各５ｍｉｎ；体

积分数３％ Ｈ２Ｏ２封闭内源性过氧化物酶 １５ｍｉｎ，

ＰＢＳ浸洗３次，各５ｍｉｎ；体积分数１０％山羊封闭血

清室温下封闭３０ｍｉｎ，弃去血清不洗直接加适量的

兔抗大鼠ＴＧＦβ１抗体，４℃孵育过夜；复温３０ｍｉｎ

后ＰＢＳ浸洗３次，各５ｍｉｎ；滴加生物素标记通用型

山羊抗体（３７℃孵育 ３０ｍｉｎ），ＰＢＳ浸洗 ３次，各

５ｍｉｎ；二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色，

苏木精复染；梯度脱水，透明，封片。兔抗大鼠

ＮＯＸ４抗体免疫组织化学检测方法同上。使用尼康

显微镜对上述各组ＰＡＳ染色的组织切片和ＴＧＦβ１、

ＮＯＸ４抗体免疫组织化学的组织切片进行拍照保

存。另使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０．０．２６０分析软件对各

组切片的 ＴＧＦβ１和 ＮＯＸ４２种抗体免疫组织化学

结果进行半定量分析（计算图片平均光密度）。

１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计

分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间

比较采用单因素方差分析，２组间比较采用 ｔ检验，

检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　一般状态　给药８周后，模型组、利拉鲁肽治

疗组和艾塞那肽治疗组大鼠较正常对照组大鼠表现

精神萎靡、活动迟缓、饮食减退、ＢＭ下降及尿量增

加；利拉鲁肽治疗组和艾塞那肽治疗组大鼠以上情

况较模型组大鼠均有不同程度的改善，其中利拉鲁

肽治疗组大鼠尿量减少最为明显。

２．２　４组大鼠 ＢＭ、ＦＢＧ、ＢＵＮ、Ｓｃｒ水平比较　结

果见表１。４组大鼠给药８周后 ＢＭ较给药前显著

升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其中正常对照

组大鼠ＢＭ升高最明显。与正常对照组比较，模型

组、利拉鲁肽治疗组和艾塞那肽治疗组大鼠 ＢＭ显

著降低，ＦＢＧ显著升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜

０．０５）；模型组、利拉鲁肽治疗组、艾塞那肽治疗组大
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鼠ＢＭ及ＦＢＧ两两比较差异均无统计学意义（Ｐ＞

００５）。模型组和艾塞那肽治疗组大鼠 ＢＵＮ、Ｓｃｒ水

平均高于正常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜

００５）；利拉鲁肽治疗组大鼠ＢＵＮ、Ｓｃｒ水平与正常对

照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与模型组

比较，利拉鲁肽治疗组、艾塞那肽治疗组大鼠 ＢＵＮ、

Ｓｃｒ均显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；利拉

鲁肽治疗组大鼠Ｓｃｒ水平较艾塞那肽治疗组降低，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；利拉鲁肽治疗组与艾塞

那肽治疗组大鼠 ＢＵＮ比较差异无统计学意义（Ｐ＞

００５）。

２．３　４组大鼠肾组织病理形态比较　结果见图１。

正常对照组大鼠肾小管、肾小球结构清晰、正常；模

型组大鼠可见肾小球基底膜增厚、系膜增生，肾小管

基底膜增厚；利拉鲁肽治疗组和艾塞那肽治疗组大

鼠也可见肾小球基底膜增厚、系膜增生，肾小管基底

膜增厚，与模型组比较均有所减轻，利拉鲁肽治疗组

减轻更明显。

表１　４组大鼠ＢＭ、ＦＢＧ、ＢＵＮ、Ｓｃｒ水平比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＢＭ，ＦＢＧ，ＢＵＮ，Ｓｃｒｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＢＭ／ｇ

给药前 给药８周后 ＦＢＧ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＢＵＮ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） Ｓｃｒ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

正常对照组 １０ ２１４．２８±３３．７１ ３４９．２８±２７．６０ａ ４．５３±０．３１ ９．１６±１．８１ ３３．６２±３．１３
模型组 １０ ２１２．８５±３３．８９ ２８３．７５±２９．５４ａｂ ３１．４２±１．６８ｂ １５．０８±３．００ｂ ５６．５３±３．４０ｂ

利拉鲁肽治疗组 １０ ２１２．１４±２８．２６ ２４９．５０±３０．３１ａｂ ２９．３４±４．０４ｂ １０．４９±２．０１ｃ ３５．６８±３．００ｃ

艾塞那肽治疗组 １０ ２１４．２８±２７．４５ ２６０．００±４９．１５ａｂ ３１．２１±２．７８ｂ １２．７６±１．８１ｂｃ ４３．９２±３．１０ｂｃｄ

Ｆ ０．００８ １０．１２６ １０２．２３９ １４．３０６ ４４．８２６
Ｐ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与给药前比较ａＰ＜０．０５；与正常对照组比较ｂＰ＜０．０５；与模型组比较ｃＰ＜０．０５；与利拉鲁肽治疗组比较ｄＰ＜０．０５。

Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：利拉鲁肽治疗组；Ｄ：艾塞那肽治疗组。

图１　４组大鼠肾脏组织ＰＡＳ染色结果（×４００）

Ｆｉｇ．１　ＰＡＳｒｅｓｕｌｔｓｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（×４００）

２．４　４组大鼠肾脏组织中 ＴＧＦβ１、ＮＯＸ４蛋白表

达情况比较　结果见图２、３和表２。正常对照组大

鼠肾脏组织中 ＴＧＦβ１、ＮＯＸ４表达均为阴性；模型

组、利拉鲁肽治疗组、艾塞那肽治疗组大鼠肾脏组织

中 ＴＧＦβ１、ＮＯＸ４均有阳性表达，其中以模型组

ＤＡＢ染色最重，艾塞那肽治疗组次之，利拉鲁肽治

疗组最轻。与正常对照组比较，模型组和艾塞那肽

治疗组大鼠肾脏组织中 ＴＧＦβ１、ＮＯＸ４表达显著升

高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＮＯＸ４表达差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与模型组比较，利拉鲁

肽治疗组和艾塞那肽治疗组大鼠肾脏组织中 ＴＧＦ

β１、ＮＯＸ４表达均显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０５），且利拉鲁肽治疗组较艾塞那肽治疗组降低

更显著，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：利拉鲁肽治疗组；Ｄ：艾塞那肽治疗组。

图２　ＴＧＦβ１在４组大鼠肾脏组织中表达（免疫组织化学染色，×４００）

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，×４００）
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Ａ：正常对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：利拉鲁肽治疗组；Ｄ：艾塞那肽治疗组。

图３　ＮＯＸ４在４组大鼠肾脏组织中表达（免疫组织化学染色，×２００）

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＯＸ４ｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，×２００）

表２　４组大鼠肾脏组织中ＴＧＦβ１、ＮＯＸ４水平比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＧＦβ１，ＮＯＸ４ｉｎｋｉｄ

ｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＧＦβ１ ＮＯＸ４
正常对照组 １０ ０．００４０±０．００１７ ０．００１４±０．０００９
模型组 １０ ０．０２５９±０．００４０ａ ０．０１１２±０．００２１ａ

利拉鲁肽治疗组 １０ ０．００９６±０．００３７ａｂ ０．００２６±０．０００６ｂ

艾塞那肽治疗组 １０ ０．０１８９±０．００５６ａｂｃ ０．００６２±０．００１２ａｂｃ

Ｆ ３６．９７８ ６９．８２０
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０５；与模型组比较ｂＰ＜０．０５；与利

拉鲁肽治疗组比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论

ＤＮ是引起终末期肾病的首要原因。我国２型

糖尿病并发肾功能损伤的患病率正在逐年增高，

２００９～２０１２年我国２型糖尿病患者的ＤＮ患病率在

社区患者中为３０％～５０％［８］。ＤＮ的发病机制尚不

明确，其中涉及肾脏血流动力学改变、ＡＧＥｓ的积

聚、肾脏组织炎症反应和氧化应激等多种因素。肾

脏的各种炎症反应在肾脏组织结构和功能的改变中

起着关键作用［９］，炎性因子 ＴＧＦβ１是目前公认的

导致肾脏纤维化、终末期肾病的关键因素，阻断

ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３通路能够降低 Ｓｃｒ，改善蛋白尿，ＤＮ

的抗炎治疗在ＤＮ的治疗中占重要地位［１０］。另外，

肾组织中的ＲＯＳ是早期肾脏病变的重要介质，阻断

产生ＲＯＳ的重要参与者ＮＯＸ，能够起到抑制炎症反

应和减轻氧化应激的作用，可减缓 ＤＮ的发展［１１］。

近年来，在我国上市的利拉鲁肽和艾塞那肽除了降

糖作用外，还可以直接通过减少炎性因子、抑制氧化

应激、改善ＡＧＥｓ积聚等起到延缓ＤＮ进展的作用。

利拉鲁肽与天然 ＧＬＰ１具有９７％的氨基酸序

列同源性。ＨＥＮＤＡＲＴＯ等［３］研究发现，利拉鲁肽能

够抑制肾脏系膜细胞中还原性辅酶Ⅱ依赖的超氧化

物的合成，减少 ＮＯＸ４的表达。在高糖环境下利拉

鲁肽使ＮＯＸ抑制因子通过环腺苷酸蛋白激酶Ａ途

径降低ＮＯＸ活性，从而起到对肾脏的保护作用［１２］。

利拉鲁肽通过抑制高糖激活的ＲＡＳ系统，抑制组织

中ＴＧＦβ１的表达
［３，１３１４］，通过核因子κＢ通路，降低

肿瘤坏死因子、单核细胞趋化蛋白１等炎性因子的

表达水平，减缓 ＤＮ的发展。利拉鲁肽以一种与大

分子蛋白类似的方式进行代谢，在尿液和粪便中均

有少量排泄，但尚无特定器官被确定为主要的消除

途径。本研究结果显示，利拉鲁肽治疗８周的大鼠

与模型组比较，ＢＵＮ、Ｓｃｒ及肾脏组织中 ＴＧＦβ１、

ＮＯＸ４蛋白表达水平均显著降低，提示利拉鲁肽能

够通过减轻ＤＮ大鼠肾脏氧化应激和下调炎性因子

表达改善肾脏功能。

艾塞那肽与天然 ＧＬＰ１具有５３％的氨基酸序

列同源。ＬＩ等［１５］研究发现，高糖环境下培养人肾小

球系膜细胞可增高细胞内ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达，艾塞

那肽能够下调高糖诱导的ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达水平。

在大鼠ＤＮ模型中，艾塞那肽能够显著下调８羟基

脱氧鸟苷和 ＮＯＸ４基因的表达，减少 ＮＯＸ４的表达

水平［４］。ＳＡＮＣＡＲＢＡＳ等［１６］研究发现，艾塞那肽能

够通过减弱 ＮＯＸ４的表达起到减少氧化应激的作

用，同时能够下调肾小管细胞中的单核细胞趋化蛋

白１和细胞间黏附因子１蛋白表达水平。本研究

结果显示，模型组大鼠血中 ＢＵＮ、Ｓｃｒ水平及肾脏组

织中ＮＯＸ４、ＴＧＦβ１水平均显著升高，提示模型制备

成功。艾塞那肽主要经肾小球滤过清除，同时临床

上可见艾塞那肽引起的肾损伤。艾塞那肽治疗组与

模型组大鼠比较，血中 ＢＵＮ、Ｓｃｒ水平降低，肾脏组

织中ＮＯＸ４、ＴＧＦβ１表达降低，提示艾塞那肽能够通

过减轻肾脏氧化应激和下调炎性因子表达来改善

ＤＮ大鼠肾脏功能。

本实验通过在ＤＮ模型大鼠皮下注射利拉鲁肽

和艾塞那肽发现，利拉鲁肽治疗组大鼠 Ｓｃｒ与肾脏
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组织中 ＮＯＸ４、ＴＧＦβ１蛋白表达水平显著低于艾塞

那肽治疗组，提示选择 ＧＬＰ１类似物在治疗 ＤＮ大

鼠时，利拉鲁肽较艾塞那肽能够更好地通过减轻肾

脏组织炎症反应和氧化应激改善大鼠肾脏功能。

综上所述，利拉鲁肽和艾塞那肽在应用于 ＤＮ

模型大鼠时均能通过减轻氧化应激和下调炎性因子

表达改善大鼠肾脏功能，起到延缓ＤＮ发展的作用；

利拉鲁肽较艾塞那肽作用更显著，可能与艾塞那肽

通过肾脏代谢有关。然而关于利拉鲁肽和艾塞那肽

在ＤＮ中保护肾脏功能方面更深层次的机制，需要

开展大样本、高质量的研究。
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治专家共识：２０１４年版 ［Ｊ］．中华糖尿病杂志，２０１４，６（１１）：

７９２８０１．

［９］　谭静．糖尿病肾病患者血清Ｃ反应蛋白、肿瘤坏死因子α和血

管内皮生长因子水平变化［Ｊ］．新乡医学院学报，２０１２，２９（９）：

６７８６７９．

［１０］　ＭＥＮＧＸＭ，ＮＩＫＯＬＩＣＰＡＴＥＲＳＯＮＤＪ，ＬＡＮＨＹ．ＴＧＦβ：ｔｈｅ

ｍａｓｔｅｒｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＮｅｐｈｒｏｌ，２０１６，１２（６）：

３２５３３８．

［１１］　ＪＨＡＪＣ，ＢＡＮＡＬＣ，ＣＨＯＷＢＳ，ｅｔａｌ．Ｄｉａｂｅｔｅｓａｎｄｋｉｄｎｅｙｄｉｓ

ｅａｓｅ：ｒｏｌｅｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｏｘｉｄＲｅｄｏｘＳｉｇｎａｌ，２０１６，２５

（１２）：６５７６８４．

［１２］　ＦＵＪＩＴＡＨ，ＭＯＲＩＩＴ，ＦＵＪＩＳＨＩＭＡＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｓｏｆ

ＧＬＰ１Ｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ：ｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ

ａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌ［Ｊ］．ＫｉｄｎｅｙＩｎｔ，２０１４，８５（３）：５７９５８９．

［１３］　高慧亭，徐丽姝，李东风，等．ＧＬＰ１对非酒精性脂肪肝大鼠肝

氧化应激及ＴＮＦα、ＴＧＦβ１的影响［Ｊ］．南方医科大学学报，

２０１３，３３（１１）：１６６１１６６４．

［１４］　赵伟，陈光敏，孙蓓，等．利拉鲁肽对糖尿病大鼠肺组织局部

ＲＡＳ活性及 ＴＧＦβ１、Ⅲ型胶原蛋白表达的影响［Ｊ］．中华医

学杂志，２０１４，９４（６）：４５９４６３．

［１５］　ＬＩＷ，ＣＵＩＭ，ＷＥＩＹ，ｅｔａｌ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦ

β１ａｎｄＣＴＧＦｉｎｈｕｍａｎｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓｂｙｅｘｅｎｄｉｎ４，ａｇｌｕｃａｇｏｎ

ｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｇｏｎｉｓｔ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１２，

３０（３）：７４９７５７．

［１６］　ＳＡＮＣＡＲＢＡＳＳ，ＧＥＺＧＩＮＣＩＯＫＴＡＹＯＧＬＵＳ，ＢＯＬＫＥＮＴＳ．Ｅｘ

ｅｎｄｉｎ４ａｔｔｅｎｕａｔｅｓｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｉｎｊｕｒｙｂｙｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ｓｔｒｅｓｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅ

［Ｊ］．ＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒｓ，２０１５，３３（５／６）：４１９４２９．
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