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糜蛋白酶抑制剂对糖尿病仓鼠肾功能保护作用的实验研究 
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【摘 要】目的：观察糜蛋白酶抑制剂对糖尿病仓鼠肾脏的保护作用，进而探讨其保护肾脏损伤的机制。方法：(1)通过链脲佐菌 

素(streptozotocin，STZ)腹腔注射法制备仓鼠糖尿病模型。实验分为5组，每组 8只。(2)通过Western blot检测各组动物糜蛋白 

酶抗体、血管紧张素转化酶抑制剂(angiotensin I-converting enzyme，ACE)、过氧化物酶4(NADPH oxidas~一4，NOX--4)、还原型辅 

酶II(NADPH)氧化酶亚单位 p22phox的表达情况。(3)通过免疫荧光检测各组动物糜蛋白抑制剂对血管紧张素系统(renin— 

angiotensin system，RAS)的成分，氧化应激的影响。(4)通过 qRT—PCR及 Western blot检测糜蛋白抑制剂对人血管紧张素Ⅱ 

(angiotensin 11，ANG-一Ⅱ)来源的基质蛋白合成影响。结果：(1)免疫组化结果显示糖尿病组仓鼠肾小管和血管球糜蛋白酶表达 

明显。qRT-．-PCR结果显示糜蛋白酶mRNA水平较对照组普遍增高(P<O．01)。而胰岛素治疗后降至正常水平。(2)糜蛋白酶抑制 

剂抑制了糖尿病仓鼠肾内ANG—II升高，同时明显降低了8一羟化脱氧鸟苷(8一-hydroxy-．-2’deoxyguanosine，8-OHdG)分泌水平。 

(3)NOX-．-4和p22phox染色表明糖尿病组血管球和肾小管区域氧化产物明显增高，而糜蛋白酶抑制剂抑制氧化产物的升高(P< 

0．O1)。(4)Western blot证实了糖尿病组血管球NOX-．-4和p22phox蛋白的水平较对照组高，糜蛋白酶抑制剂明显降低了其表 

达。(5)血管球转化生长因子一131(transf0Hning growth factor-一B，TGF-一B1)表达糖尿病组高于对照组，同样糜蛋白酶抑制剂治疗后 

大大降低了TGF．一131水平。结论：糜蛋白酶抑制剂能保护糖尿病仓鼠的肾功能，其机制是通过降低肾内ANG—II水平和氧化应 

激水平来保护糖尿病肾脏损伤。 
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Experiment study of renal protective function of chymotrypsin inhibitor 

in diabetes hamsters modeI 
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【Abstract】 c咖e：To observe the protective effect of chymotrypsin inhibitors on diabetic hamster kidney and to explore its protec- 

fion mechanism．Methods：Hamster diabetes mode was established by intraperitoneal injection of streptozotocin(STZ)and all experi- 

ment hamsters were divided into five groups．Immunohistochemistry was used to detect chymotrypsin antibody，angiotensin converting 

enzyme inhibitors(ACE)，NADPH oxidase-4(NOX-4)，NADPH oxidase subunit p22phox in each group．Immunofluorescence was 

used to detect the animal protein inhibitor of angiotensin system Mi(renin—angiotensin system，RAS)component，oxidative stress．Real-- 

time PCR and Western blot were used to detect the effect of protein inhibitor of matrix proteins Mi on synthesis of human angiotensin 

Ⅱ(ANG—I1)．Results：Immunohistochemistry showed that tubular and glomerular ehymotrypsin in diabetic hamsters were signif- 
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icantly increased．Real—time PCR showed that chymotrypsin 

mRNA levels were generally higher in diabetic hamsters group 

than in control group(P<0．O1)，which returned to normal lev— 

els after insulin therapy．Chymotrypsin inhibiters inhibited the 

increase of angiotensin II(ANG-Ⅱ)in kidney of diabetes ham— 

sters，while significantly reduced the level of 8-hydroxy-2’-de- 

oxyguanosine secretion．NOX-4 and p22phox staining indicated 



一 86 一  重庆医科大学学报 2017年第 42卷第 1期 (Journal of Chongqing Medical University 2017．Vo1．42 No．1】 

that oxidation products increased significantly in diabetic glomerular and tubular regional groups，and chymotrypsin inhibitors inhibited 

the increase of oxidation products(P<0．01)．Western blot confirmed that the levels of NOX-4 and p22phox protein were higher in 

glomemlar diabetic group than in control group；chymotrypsin inhibitor significantly reduced its expression． Glomerular transforming 

growth factor一~(TGF—p1)expression was higher in diabetic group than in control groups；chymotrypsin inhibitor therapy significantly 

reduced the levels of TGF—B1．Conclusion：Chymotrypsin inhibitors protect diabetic hamster kidney function，the mechanism of which 

is through reducing renal ANG一Ⅱ levels and oxidative stress levels to protect diabetic kidney damage． 

【Key words]chymotrypsin inhibitor；kidney；oxidative stress；diabetic hamsters 

糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)是糖尿 

病常见的慢性并发症。随糖尿病患病率上升，DN发 

生比例也将显著提高。DN是导致肾衰的主要原因， 

也是导致心血管疾病危险因素增加的因素之一。目 

前 ．DN已成为全世界医药界面临的重要课题。阻断 

血管紧张素系统(renin—angiotensin system，RAS)如 

用血管紧张素一I转化酶抑制剂(angiotensin～I 

converting enzyme。AcE_I)或者血管紧张素一1I(angi— 

otensin一1I，ANG—II)拮抗剂具有保护 DN和心血管 

并发症的作用。但是其抗心血管并发症的保护作用 

似乎与它们的抗高血压的效应无关 。研究发现， 

人糜蛋白酶能够促进 ANG—II的生成 。有报道称 

糜蛋白酶在糖尿病肾组织中表达上调，并可以激活 

RAS[a 这些发现表明肾内 RAS可能参与了 DN的 

进展。然而，关于糜蛋白酶在肾内如何激活 RAS还 

不十分清楚。更重要的是，目前还没有报道显示糜 

蛋白酶抑制剂在阻止 DN进展中有作用。因此，本项 

研究将在实验模型基础上探讨糜蛋白酶抑制剂对 

糖尿病仓鼠肾脏的保护作用。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 实验动物 健康雄性金黄仓鼠 56只，体质量 105～ 

135 g，鼠龄 8周，SPF级，购 白军事医学科学院实验动物中心， 

实验中死亡动物不计人数据统计范围，由新动物补充。实验 

动物操作过程遵循实验动物福利要求并获辽宁医学院实验 

动物伦理委员会批准。 

1．1．2 实验试剂 链脲佐菌素(streptozotocin，STZ；美国Sigma 

公司)，雷米普利(Ramipril；赛诺菲安万特制药 )，TEI—F00806 

(碧云天)，ANG-Ⅱ、血管紧张素一I(angiotensin—I，ANG-I)、 

血管紧张素转化酶抑制剂(angiotensin I—converting enzyme， 

ACE)、丙二醛(malondialdehyde，MDA)、SOD试剂盒 (南京建 

成)，所有抗体均为北京博奥森公司产品，其他一些常规实验 

试剂由辽宁医学院附属第一医院中心实验室提供。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 糖尿病模型建立与实验分组 STZ以 40 mg／kg体质 

量腹腔注射方式制备实验动物模型 ，36 h后空腹血糖高于 

250 mg／dl认为模型成功。实验分为 6组 ，每组 8只。阴性对 

照组(NC组)：未加一抗的健康仓鼠；对照组(Cont组)：健康 

仓鼠，腹腔注射柠檬酸纳缓冲液代替 STZ；糖尿病模型组 

(STZ组)：注射 STZ后的糖尿病仓鼠；胰岛素治疗组(ins组)： 

糖尿病仓鼠注射U-500胰岛素3 U／d：雷米普利治疗组(Ramipril 

组)：糖尿病仓鼠口饲雷米普利 ，每天 2次 ，总量为 5 mg／(kg· 

d)[4J；糜蛋白酶抑制剂组(TEI—F00806组)：给予糜蛋白酶特 

异性抑制剂 TEI—F00806，剂量为 10 mg／(kg·d) 。[M1 有动 

物在治疗的4周和 8周时收集 2 d的尿液样本 ，用以分析8一 

羟化脱氧鸟苷(8-hydroxy一2’deoxyguanosine，8-OHdG)等生 

物标记物。在治疗后 8周处死各组实验动物进行后续检测。 

1．2．2 免疫组化检测 取动物肾脏以4％多聚甲醛固定并包 

埋于石蜡中。高压锅内柠檬酸盐缓冲液进行抗原修复(pH= 

6．O)。0．1％的Triton X一100来增强细胞弥散性 。室温下用 3％ 

H20 处理 10 min来清除内源性过氧化物酶，1％牛血清白蛋 

白孵育 30 min。5 m厚度的石蜡切片常规行二步法免疫组 

织化学检测。抗体为兔抗鼠糜蛋白酶抗体、ACE、NOX一4、 

p22phox，一抗稀释比例均为 1：200，4℃过夜。第二天切片用 

PBS冲洗 ，HRP标记羊抗兔或鼠抗羊 IgG(1：200)室温孵育 

1 h。阴性对照组采用 PBS作为一抗。DAB镜下观察显色 ，苏 

木精复染细胞核。 

1．2．3 血管球组织的分离 麻醉仓 鼠，用 PBS经心脏灌流 ， 

离取出肾脏 ，切成 1 mm 小片，3 mg I型胶原酶和 300 Ia,g 

DNase I溶于 3 mL PBS中，37℃孵育消化 30 min。消化后 

的组织经 100 m细胞过滤器过滤。200 g离心 3 min。通过 

磁珠分离器收集肾小球。重复 5次上述收集过程。分离后纯 

化肾小球超过 95％，光镜下观察并分成 2份 ，1份用于蛋白 

提取 ，1份用于 RNA提取。 

1．2．4 qRT—PCR检测 Trizol提取组织总 RNA，逆转录合成 

cDNA，紫外分光光度计测 mRNA浓度。分离的血管球组织 

RNA用 RNeasy Mini试剂盒纯化。根据操作指导进行反转 

录。用转录试剂盒合成 cDNA。实时定量PCR仪对 mRNA表 

达量进行检测。每 1个目的cDNA的PCR反应都使用各自 

的引物在特定的条件下进行， —Actin作为内参。实验重复 3 
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玖取 均fc( 

1．2．5 Wrstel-II lilot检测 趟声粉碎mL管球 浆．5『Ilinxl 2 000 

F／Illill离心 BCA洲 受rl1浓度 配ifi0 5％浓缩胶 Ij 8％分离 

胶，60 v X 30 n1_llI1 150 V×1 h进仃聚内烯酰胺凝胶电泳，电 

泳结柬后取 卜分离胶洗涤 3次放入转膜仪．以 1O0 IllA x 30 lllilI 

进 转膜，转睽后孵育 一抗(I：l 500)，4℃摇 过仪 ，洗膜后 

继续孵 二抗技 影液，率温避光孵育 30 Illil1，洗脱液洗涤 

3次终 LI 显色 l_乏J、 ，凝胶成像系统分析 PVI)F膜 f 闩的条带 

内参 的吸 度(a 【)rIK-1111_ A)值 重复实验 3次．汁算卡『1 

对 A恤 

1．2．6 』血清 RAS成分和肾 ANC一1J水半的洲 i1_ m清 RAS 

成分采川卡f{ 试剂盒按照说明书步骤测量∞I 肾脏 ANG一11 

采川联合 念提墩和放射免疫榆测法进行 肾脏标小~-JT． 

洗脱柱进i 提取 

1．2．7 二氛乙啶原位榆测过钣化物 仓鼠庥 后 侧颈 

静脉进”I汴射 I mIJ(I nlg／in1 )：氢乙啶。2 h后动物经心脏 

4％多聚 醛灌流 定处lf，匕，分离肾脏并冷冻包 ．制衍 10 I,~ill 

厚冰冻圳』lf-，仃 h ／st 33258染色 选取 200俯 僻球}见野 

’} 数荧比的半均f}Lf作为 乙啶(dihydroetlfidium．I)HE)荧 

光水 ，比较 I问荧j匕幔度的差圳 

1．3 统计学处理 

采川 SI ss 20．0 window~软什也刈所得结 进j J 统 

计学分析．计量资料朋均数 ±标准篪( ± )表，J ．组川比较 

采用单 索厅 分析，俭验水准 =0．05 

2 结 果 

2．1 糖尿病仓鼠肾脏糜蛋白酶表达水平分析 

通过胰岛索治疗特 痫仓鼠血糖水、 减少到接近 常 

水 未治疗组仓鼠血糖处 丁较高水半，日 体质艟减 (表 

免疫组化纳 示特尿病组仓鼠肾小管干̈ 管球糜生r1 

酶表达明 腴岛索治疗组糜蛋fLI酶趋丁 常水半(I纠 1 A) 

实时荧比定 PCR结 分析显爪糜 门怖 nIRNA水半较埘 

饩组普遍增高 而腆岛素治疗后降至正常水半( 1B) 糖 

痫仓鼠肾脏组织 ACE表达增加 ，但足仪局限住近端小僻的 

训状缘( 1A) 

表 1 

Tab 1 

实验动物治疗前后的血糖和体质量情况 ( ±S，n=8 

Blood sugar and body weight of experimental animals 

before and after the treatment( 4．-S．n=8) 

1， (：【}JlI绀比较．／ <0．O1 

O．OI ·：‘ 治疗I 比较，1 <O．O 

一一 
Coui~'t【 

S．rz_fiI 
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A ‘ JD1 r1I g蛋I lfi妊}̈ A(： 免疫 I【 {化 ：太丛 ff (200x) 
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皮埙 。ff J叟质 
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／B—ii(tf tl n,R A 
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nI I 
( }1v㈨I nlI{NA 

／B—nl-Ill1f1lI{NA 
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20() 
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f) 
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400 
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20(】 

l(1() 

(】 

A《：l 『11l{ A 

／3一 Ii『l I11l{ A 

a：／ <0．05，h：／’<() (1()l 

II．縻蛋I I}I『f=ff1】1、(：E mR A fl I I，t：l{走 

图 1 糖尿病仓鼠糜蛋白酶及血管紧张素转化酶表达 

定量与定性分析(， 8) 

Fig．1 Quantitative and qualitative analysis of diabetes hamsters 

chymotrypsin and angiotensin—converting enzyme 

expression(n=8) 

銎一 r．。 。，。r．．．．。．r。．．．．_I：；̈ ．． ．．k．．L．。．r。L 



重庆医科大学学报 2017年第42卷第 1期 (Journal of Chongqing Medical University 2017．Vo1．42 No．11 

2．2 糜簧白抑制刹对 I／AS成分、氧化应激的影响 

给 糜赁rl酶抑制剂没有影响m清 ANG一Ⅱ水半．但是 

完令抑制了糖尿痫仓鼠肾内 ANG一Ⅱ生成过剩(冈2A)然I ． 

给 甫水 利治疗 完伞抑制了m清 ANG—II水 ， 刈 

【大j AN(：一Ⅱ没l仃影响( 2B) 只有糖尿痫组动物糜蛋r1酶的 

mRNA水 外 ，应川縻 广1酶抑制剂后明显降低 ACE的 

mRNA水 未见改变( I 2C、D：丧2) 

I{muiplil ’ ’ ’ ’ I{alniplil ‘ ‘ ’ 。 

Tl·：l—r00806 - - · · + ’r ：I-I 、0(】8【16 ’ ‘ + 

匝 固 叵巫 巫  
l：．功物Int'~g 球处 货I I帆 1)．动物l0【符球处 、t 

IIN &达 mR ．、丧达f谴 

il：， <(1．05；h：，’<() 01：I{im1II1ril： I{ ’水 利治疗组： 

rEl—F00806：縻蛋I I酶抑制剂组 

图 2 糜蛋白酶抑制剂和雷米普利对血清和肾内 

ANG—ll生成的影响(n=8) 

Fig 2 Influence chymotrypsin inhibitor ramiprilon generation of 

serum and intrarenal ANG—ll(n=8) 

糖尿病仓鼠尿液中 8-OHdt；分泌水、卜较对 _JJ】 ft· 

高(P<0．05) 、糜蛋门酶抑制剂治疗f 降低 r 8-()HtI( 分泌水 

，
仉雷米普利对 8-Of1dG没有 响( 3A)结 提爪糜 

I j嗨抑制剂 uf以有效地减少 8-() {【 的分泌水、 ．⋯ j：8一 

Ot|dG是敏感的DNA损害标志物之 ， 此 防【卜fti铽ft：1 

激所产生的 自由基诱导而导致慢 {-IJ! 这 · t l ．允』 址 

埘糖尿痫仓鼠氧化应激的保护方 小研究认 f l牌{11】 

制剂起到 r父键的作用．． 

I)IH~侄糖尿病仓鼠肾脏中_人f 挺 ． 糜货r1 抑 

制治疗后表达下降(罔 3B)、 DHE太达n f IjJj ACE和I 

縻蛋白酶的分布有联系(图 3B)、I)tll ： 痫绀叭1’：球处 

的荧光强崾高于对照组 ，而经糜篮I I 抑 刷治疗Jr ft‘f 趋 

势明显被抑制(P<0．05) 雷水 利降低 I)lIIt 荧 水、 没仃 

糜蛋白酶抑制剂明显( 3C)NOX一4 p22p1．t，x染色 I1JJ： 

特尿病组血管球和肾小管处氰化J 物增『 样 【】f做 l I 

牌抑'$1J~lJ所抑制(1盘1 4A) WestetII blot( 4B)也 r 化 

N()x一4和 p22[1I11．x蛋rl表达的纳 ( 4c、I)) l 水f 利 

×lf NAD(P)tI氰化酶术见有明显统 汁 、 ：层 (j冬I 4C、1)) 

23 糜蛋白抑制剂对 ANG一1I来源的基质蚤白合成影响 

qRT—PCR几个显，J：糖 尿 动物转 化，{ K r—BI 

(translorming glowlh fat'lor一13，T(： ’一p 1) 达较 x、j’ c{引i (， < 

0．05)，只有糜蛋l I酶抑制剂明 降 r T【：F-Bl的水、I (，，< 

0．05， 5，～) 免疫印迹分析}IF 』 病川胁符球 F-13 J 

表达高于对照绀(P<O．05)，同样 I l慨抑制剂降fL~门、【：卜 

131水平(P<O．05)，雷水普利组未 降低( 5}{、【：)饱疫 化 

染色揭示精球痫组动物纤连蛋rI& 10， 样[Ij‘做J檗 I I 

酶抑$1J~：tj降低，而霄米普利没有降低作J}⋯冬1 51)) 

表 2 治疗前后动物血糖及 RAS成分情况 (x±S。n=8) 

Tab．2 Animal blood sugar and RAS components before and after treatment(x± ，n=8) 
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增加。而TGF—B1又可通过多种机制促使肾脏肥大， 

参与糖尿病肾小球硬化的发生。有活检和免疫荧光 

技术证实，DN患者或实验性糖尿病动物的肾小管 

间质、肾小球内可以检测到TGF一131 mRNA的高水 

平表达．并且其升高可发生于DN的早期。进一步研 

究表明，减少体内TGF一131的合成或阻断、拮抗其生 

物学作用可有效遏制甚至逆转 DN的进展。因此推 

测糜蛋白酶依赖的ANG一11产物 TGF一131可能在糖 

尿病肾脏中提高氧化应激发挥重要作用，并因此促 

进了DN的发展。本实验中，通过应用糜蛋白酶抑制 

剂，明显降低了TGF一131的表达水平，这为临床上治 

疗 DN提供了又一个新的思路和方法。 

近来一些肾素抑制药物已经应用在临床，单纯 

或联合 ARB应用可以比单纯应用 ARB更有效地阻 

断 RAS。然而，肾素抑制药物对于局部 ANG一11产物 

的作用仍然不清楚。本研究证实了糜蛋白酶抑制剂 

并没有系统增加肾素活性。总之，目前的发现表明 

糜蛋白酶抑制剂更加有效地抑制 了糖尿病 肾内 

RAS成分，并且有望成为治疗 DN的一种有效措施。 

虽然 ANG一11可以通过多种途径促进 DN的发生 ， 

但是已经证实的是，ANG一11在血管内皮细胞通过 

激活或表达NAD(P)lq氧化酶诱发 ROS产物。在肾 

脏 NOX一4为 NAD(P)H氧化酶的主要成分【埘。有研 

究表明．NOX一4表达的增加可能会在糖尿病肾脏组 

织中ROS产物的增加过程中发挥重要作用。Gorin 

等lll报道称 NOX一4的下调缓解了氧化性应激，肾肥 

大 并且增加了肾脏表达纤维连接蛋白。本研究表 

明，特异性糜蛋白酶抑制剂减轻了 DN组织中氧化 

应激水平并且使 NOX一4的表达接近正常。目前的 

结果表明糜蛋白酶抑制剂的保护效应至少部分是 

由使增加 ANG一11表达水平以及接下来的降低由 

NOX一4衍生的 ROS产物实现的。 

高血糖可以刺激 ROS产物生成通过蛋白激酶 

c依赖的NAD(P)H氧化酶激活途径。这种高血糖 

效应可能是氧化应激和炎症的始动因素，但是接下 

来的糜蛋白酶表达和局部 ANG—II产物的增加可以 

更进一步加速 ROS产物生成和炎症发生 ，最终形成 

氧化应激与炎症的一个恶性循环。关于这一假设应 

进一步去验证和研究。 

综上所述．本研究表明了特异性的糜蛋白酶抑 

制剂可以对抗糖尿病仓鼠肾内 ANG一Ⅱ浓度的升 

高，改善 TGF—B1的过表达并进一步对抗氧化应激 

和肾功能不全。既然人类有 一糜蛋白酶与仓鼠相 

同，目前的发现可以运用到人 DN的治疗中。而糜蛋 

白酶特异性抑制剂的效应应该在对人的实验中进 
一 步确认。 
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