
TAFI在2型糖尿病肾病肾损伤发病机制中的作用

王亚兰1，郑承红2，孔彩霞3
（1.湖北中医药大学，湖北 武汉430061；2.武汉市中医医院，湖北 武汉 430014;3.武汉市第一医院，湖北 武汉 430022）

【摘要】 目的 探讨血浆凝血酶激活的纤溶抑制物(TAFI)在2型糖尿病大鼠肾损伤发病机制中的作用。方法 选用一月龄成年雄性 Wistar 大鼠36只，每组12只。并随机分成三组：正常组（A）、糖尿病假手术组(B)、糖尿病手术组(C)。A组予以普通饲料喂养并腹腔注射柠檬酸缓冲液，B、C组予以高糖高脂饲料喂养及腹腔注射链脲佐菌素（STZ），其中B组行假手术，C组予以右肾切除术诱导2型糖尿病肾病模型.每组检测相关指标并取肾脏组织,作HE病理组织染色,观察肾脏病变情况。结果 C组的体重、肾指数、血糖（FBG)、胰岛素（INS）、血肌酐(SCr)、血脂、24 h尿蛋白、TAFI等水平明显高于A、B组，病理显示明显的肾脏病变。结论 三联法(高糖高脂饮食+单侧肾脏切除+小剂量链脉佐菌素STZ)能建立稳定的符合2型糖尿病肾病大鼠模型；TAFI参与2型糖尿病大鼠肾损伤发生发展。
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【Abstract】 Objective To explore the effect of Plasma thrombin activated Fibrinolysis inhibitor (TAFI) in the pathogenesis of type 2 diabetic rats kidney injury. Methods Select 36 adult male Wistar rats who is a-month old,12 in each group, and randomly divided into three groups: normal diet group(A)、sham operation group (B)、operation group (C). Feed group A with common fodder and inject critric acid buffer by enterocoelia. Feed group B and C with high fat and sugar diet and then inject STZ by enterocoelia. Among them, give group B sham operation, but give group C surgical removal of the right kidney to induct the model of type 2 diabetic nephropathy. Test three group’s relevant indexes and take nephridial tissue to do HE pathological staining and observe it. Result Weight, kidney index, blood glucose (FBG), insulin (INS), serum creatinine (SCr), blood lipid, 24h urine protein, TAFI level in group C were obviously higher than that of group A and B, pathology showed obvious kidney disease. Conduction triplex process (high fat and sugar diet + unilateral nephrectomy +a low dose of STZ ) can build out of the steady rat model which accords with the characteristics of type 2 diabetic nephropathy; TAFI have participated in the development of the kidney injury of type 2 diabetic rats .
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糖尿病肾病（diabetic kidney disease，DKD）【1】是糖尿病最主要的微血管并发症之一，是导致肾功能衰竭的常见原因【2】。关于DKD发病机制研究一直是糖尿病及肾病领域的研究重点和难点，涉及氧化应激、微循环障碍和炎症因子等多种环节【3】。凝血酶激活的纤溶抑制物(TAFI)是凝血因子，也是炎症因子，与糖尿病及DKD的关系是近几年的研究热点。本研究以DKD模型大鼠为研究对象，探讨TAFI在DKD发病中的机制，以期为临床诊治提供新思路。

1.材料与方法

1.1 实验材料 

1.1.1 材料及器材：链脲佐菌素（STZ）：美国SIGMA公司产品（批号2101401），用前避光准确称取STZ，以PH4.4的 0.1M 柠檬酸缓冲液，配成1%的溶液，随用随配；美国强生公司one Touch II型微量血糖仪及配套试纸；胰岛素放射免疫法试剂盒；岛津CL-7200全自动生化分析仪；LKB－V型超薄切片机( 瑞典)；HPIAS－1000高清晰度彩色病理图文分析系统(千屏影像工程公司) 。 

1.1.2  动物来源：雄性SPF级Wistar大鼠36只（购于湖北省疾病控制中心，许可证号SCXK（鄂）2008-0005）。体重180土20g, 于武汉市第一医院动物实验中心饲养 ,12 h光照周期节律 ,自由摄食水。

1.2  造模方法

1.2.1  高脂高糖饲料喂养阶段  将36只大鼠适应性喂养1周后随机分组，正常组(A)，糖尿病假手术组(B)、糖尿病手术组(C)。给A组喂以普通饲料，B、C组喂以高糖高脂饮食（饲料比例：基础饲料66.5:蔗糖20:猪油10:胆固醇2.5:胆酸盐1.0:奶粉4.0:鸡蛋1.5）。喂养4周后A、B、C组的大鼠禁食12h,按0.3ml每100g为B、C组大鼠腹腔注射水合氯醛，麻醉后俯卧位固定, 用毛剪剪去右侧肾区毛发，碘酒消毒后背部肋脊角下脊柱旁开3cm竖行切口，剪开皮肤，剪开肌肉层进入后腹膜，找到肾组织，分离肾脂肪。其中C组用手术缝线结扎肾动脉、输尿管，切除右侧肾脏，依次缝合，做右肾切除术。B组大鼠只取少量脂肪组织。B、C组术中均给予腹腔青霉素，术后给予腹腔注射青霉素4万u/天，连续3天。

1.2.2  STZ诱导糖尿病模型阶段  手术3周后，采取断尾取血法测量A、B、C3组大鼠空腹血糖。然后 B、C两组予以空腹小剂量腹腔注射1%的STZ溶液（30mg/kg）。A组注射等容量的柠檬酸缓冲液。注射完后B、C组继续予以高糖高脂饲料，A组继续予以普通饲料。分别于第3天后、1周后（2周后）尾静脉采血测空腹血糖(FBG)。选取符合2型糖尿病诊断标准的大鼠（随机血糖≥16. 7mmol/L），将符合要求的大鼠纳入后续实验，不符合的舍去。

1.2.3  糖尿病肾病模型成立阶段  对造模成功的大鼠继续喂养3个月直至成模，期间每2周将B、C两组大鼠称重后放入代谢笼禁食24h后测体重、饮水量、尿量，并将尿液送检测定24h尿蛋白。

1.3 检测指标

1.3.1  一般观察指标及方法：1）.体重：购入时、高糖高脂饲料起始喂养时、手术前、注射STZ前、注射STZ 2周后、4周后的每两周以及处死前均进行检测；2）.血糖检测：血糖：高糖高脂喂养前、手术前、注射STZ前、注射STZ3天后、1周后、2周后、以及4周后的每两周以及处死前均进行检测；尾静脉采血测空腹血糖；3）.其他血液检测：实验结束时，以水合氯醛(10%, 300mg/kg)麻醉大鼠后,消毒备皮,从下腔静脉取血l-3ml,放入枸橼酸钠试管(0.109mmol/L,0.11ml)抗凝,将离心机温度设置为4℃,开始离心。血浆TAFI用1500rpm×15min离心,其他检测样品用 3000rpm/min×10 min 离心,①一般生化检测：血肌酐(SCr)、血甘油三酯(TG)、血胆固醇(TC)，胰岛素检测采用放射免疫法按试剂公司操作手册进行；②TAFI检测：ELISA法按试剂盒（Sigma公司）进行；4）.尿蛋白：高糖高脂喂养前、手术前、注射STZ前、注射STZ 4周后的每两周以及处死前均进行检测；检测方法：用代谢笼准确收集大鼠24小时尿量，离心去渣后，测定24小时尿蛋白。

1.3.2  病理定量分析：①.一般病理检查：处死大鼠，取右肾称重，肾组织予10%多聚甲醛固定，石蜡包埋，切片厚3um予HE染色，作肾脏病理检查。②.病理定量分析：1）.肾小球：病理切片用HPIAS-1000高清晰度医学彩色图像分析系统，在400倍视野下每个标本测50个肾小球面积。肾小球体积（V)=4пr3/3 （п=3.14，r为肾小球半径)。肾组织的免疫组化半定量分析方法为每个标本在200倍图像的肾皮质区依次选40个视野，染色阳性部位的深浅及范围大小以平均吸光度(A)表示；2）.肾小管损害和间质纤维化程度半定量评分：每张HE染色病理切片随机选择连续10个不重叠高倍视野(×200)，观察包括肾小管扩张、萎缩、空泡变性、红细胞管型、蛋白管型、间质水肿、间质纤维化等损害的肾小管数目和总肾小管数，按照肾小管间质损伤评分标准【4】进行半定量评分。每张切片有两位病理医生双盲法分别评分，求和，取平均值。

1.4  统计学处理：数据以(x±s表示,采用SPSS17.0软件,组间均数差异显著性比较用方差分析,各项指标间作多元相关分析。
2 结果

2.1 各组大鼠血糖、血胰岛素、血脂的变化

与正常组相比，STZ注射后至第4周，糖尿病组血糖明显升高，具有统计学意义(P<0.05或P<0.01)，至STZ注射后12周血胰岛素、血脂升高，具有统计学意义(P<0.05或P<0.01)。结果显示2型糖尿病大鼠模型造模成功。见表1-表2。STZ注射12周后,糖尿病手术组24小时尿蛋白、Ccr较正常组明显升高,具有统计学差异（P<0.01),与假手术组相比 P<0.05，但从数值上看,糖尿病手术组的生化指标均较假手术组更高。结果显示2型糖尿病肾病大鼠模型造模成功。见表2。

表1 各组大鼠血糖变化(mmol/L)

	组别
	N（只）
	4周
	8周
	12周

	正常组
	12
	3.6±0.5
	4.2±0.3
	4.4±0.3

	假手术组
	12
	19.2±3.3**
	18.6±1.5**
	18.9±2.9**

	手术组
	12
	19.9±3.1**
	19.6±2.6**
	20.1±1.6**


注:与正常组相比，**P<0.01，*P<0.05。

表2  STZ注射12周后各组大鼠胰岛素、血脂、24小时尿蛋白、Ccr

	组别
	N（只）
	胰岛素   (MUI/L)
	TC

（mmol/L）
	TG

（mmol/L）
	24小时尿蛋白(mg/24h)
	Ccr

（ml.min-1.100g-1）

	正常组
	12
	33.34±3.58
	1.47±0.11
	0.72±0.04
	0.15±0.26
	0.67±0.02

	假手术组
	12
	38.89±4.68*
	4.26±0.19*
	1.27±0.16*
	3.89±0.08**
	1.59±0.23**

	手术组
	12
	40.76±6.32*
	4.51±0.27*
	1.33±0.15*
	6.26±1.27**#
	1.83±0.11**#


注：与正常组相比，**P<0.01，*P<0.05，与假手术组相比，#P<0.05。

2.2 STZ注射12周后各组大鼠病理形态的变化

肾脏的HE染色结果显示,与正常对照组大鼠比较,糖尿病大鼠肾小管上皮细胞肿胀,水样变,空泡变性,上皮细胞脱落管腔,肾小管扩张,肾小球基底膜增厚，系膜区增宽，细胞外基质增多。肾指数（肾重/体重）、肾小球面积、肾小球体积增大。而糖尿病手术组肾脏病变较糖尿病假手术组更为严重(P<0.05)。见表3,图A-图F。

表3  STZ注射12周后各组大鼠肾指数、肾小球面积、体积、肾小管间质损伤评分
	组别
	N（只）
	肾指数（%）
	肾小球面积（×103um2）
	肾小球体积（×104um3）
	损伤评分

	正常组
	12
	0.37±0.03
	6.1±0.35
	43.26±5.19
	0.36±0.07

	假手术组
	12
	0.83±0.08**
	9.32±0.18**
	81.34±13.47**
	3.02±0.15**

	手术组
	12
	0.99±0.12**#
	11.26±0.91**#
	98.03±11.35**3
	3.91±0.47**#


注：与正常组相比，**P<0.01，*P<0.05，与假手术组相比，#P<0.05

2.3 STZ注射12周后各组大鼠TAFI水平

STZ注射12周后,糖尿病手术组大鼠TAFI水平较正常组明显升高,具有统计学差异（P<0.01),与假手术组相比P<0.05。见表4。

表4 STZ注射12周后各组大鼠TAFI水平

	组别
	N（只）
	TAFI（mg/L）

	正常组
	12
	28.7±0.06

	假手术组
	12
	32.6±2.13**

	手术组
	12
	36.7±3.69**#


注：与正常组相比，**P<0.01，*P<0.05，与假手术组相比，#P<0.05

3．讨论

3.1  目前有多种诱导2型糖尿病的动物模型，本研究在前人研究的基础上【5】，先采用SPF级Wistar成年大鼠建立2型糖尿病模型，即由于高糖高脂饮食导致高胰岛素血症，并在此基础上进一步注射STZ损伤胰腺组织，从而出现高血糖状态，模拟了人类T2DM的发病过程。除单侧肾脏切除术对大鼠肾脏造成损伤外，高胰岛素血症直接或间接造成肾脏损害。DKD的病理变化是肾小球基底膜和以肾小球系膜区为主的细胞外基质积累，导致弥漫性或结节性肾小球硬化，出现蛋白尿、 肾功能衰竭等功能紊乱。本研究实验结果显示，肾脏病理组织HE染色切片手术组的肾脏病变最严重，出现了上皮细胞肿胀,水样变,空泡变性等病变，并且24h尿蛋白、Ccr等均高于正常组及假手术组，出现了肾脏病变，由此可见，DKD模型建立较稳定，糖尿病肾病模型建立成功。实验结果表明：高糖高脂饲料喂养+腹腔注射链脲佐菌素（STZ）+单侧肾脏切除术的三联法建立糖尿病肾病大鼠模型,具有高糖、高脂、高胰岛素血症的特征,具有人类2型糖尿病胰岛素抵抗的特点，结合单侧肾脏切除术，其肾脏损伤较假手术组发生更早、病变更重，适宜作为大鼠糖尿病肾病模型。
3.2  目前证实炎症因子是DKD的重要发病机制之一，有学者提出代谢性炎症的概念【6】，糖尿病是炎症性疾病。糖尿病患者体内存在血栓前状态，易发生凝血系统与纤溶系统的失衡。TAFI是一种新发现的具有下调纤溶系统的糖蛋白，是对经典的凝血及纤溶途径的重要补充。它所代表的纤溶程度是反映2型糖尿病尤其是合并血管病变严重程度的重要指标。TAFI亦与炎症系统之间存在紧密联系，可作为急性时相蛋白发挥调节体内炎症反应的作用，合成也受到炎症因子调节【7】。课题组早前工作证实TAFI基因多态性与糖尿病大血管并发症相关【8】，测定TAFI基因多态性及检测血浆TAFI抗原水平，得出TAFI 1040C/T的T等位基因对糖尿病大血管病变起保护作用，血浆TAFI水平增加预示2型糖尿病血管并发症风险增加；而TAFI基因变异性亦与发生糖尿病肾病风险相关，TAFI 1040C/T的T等位基因频率与DKD发生风险显著相关，而T等位基因纯合型在DKD的发生中起保护作用【9】。因此，在DKD发病机制中，TAFI起着至关重要的作用。从本次实验结果看，糖尿病手术及假手术组大鼠肾脏均有病变，且前者最为严重，相关生化指标也更高。手术组TAFI水平较正常组及与假手术组均有升高,具有统计学差异。因此，TAFI在2型糖尿病肾病的发生发展中发挥了作用。进一步研究还有待体内干预实验及体外实验证实。
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图例

     图A:正常组大鼠肾小球400×
     图B:假手术组大鼠肾小球400×
 图C:手术组大鼠肾小球400×
     图D:正常组大鼠肾小管200×
 图E:假手术组大鼠肾小管200×
 图F:手术组大鼠肾小管200×
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