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糖尿病肾病（Diabetic nephropathy，DN）不仅为2型糖尿病
的主要并发症之一，也是 1型糖尿病致死的重要原因。DN中
足细胞损伤引起尿蛋白的发病机制为近年来研究的热点。

nephrin、podocin是肾足细胞裂隙蛋白，其对足细胞结构及功
能的完整性起到至关重要的作用[1-2]。大麻素受体 1（Cannabi-
noid receptor 1，CB1）是一种G蛋白偶联受体，主要是在神经
系统表达，在外周组织也有表达，如肝脏、胰腺、脂肪细胞等，

其在外周组织代谢中起着重要的作用。AM251[N-（piperi-
din-1-yl）-5-（4-iodophenyl）-1-（2，3-dichlorophenyl）-4-meth-
yl-1H-pyrazole-3-carboxamide]是一种高效的、特异的CB1拮抗
药类似物，在结构上与 CB1拮抗药利莫那班非常接近，但比
CB1的亲和力更强，具有明显的中枢性镇痛、抑制食欲等作
用。最新研究[3-5]发现，AM251可改善糖尿病模型小鼠的血脂
紊乱、葡萄糖耐量异常、胰岛素抵抗和视网膜病变，而且可降
低糖化血红蛋白、尿蛋白水平，但其机制尚不明确。本文研究
了AM251对DN模型大鼠足细胞病变的影响，为其机制研究
提供参考。
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摘 要 目的：研究大麻素受体1（CB1）拮抗药类似物AM251对糖尿病肾病模型大鼠肾组织足细胞损伤的保护作用。方法：将大

鼠随机分为阴性对照（生理盐水）组、对照[1 mg/（kg·d）AM251]组、模型组和AM251干预[建模+1 mg/（kg·d）AM251]组，每组10

只。后2组建立糖尿病肾病模型，建模成功后腹腔注射相应药物，12周后检测各组大鼠24 h尿蛋白量、血肌酐清除率（Ccr）、肾质

量/体质量（KW/BW）、血清生化指标和肾组织中CB1和肾组织足细胞裂隙蛋白Nephrin、Podocin蛋白的表达，并观察肾组织和足

细胞病理变化。结果：与阴性对照组比较，对照组大鼠各检测指标差异无统计学意义（P＞0.05），模型组和AM251干预组大鼠24 h
尿蛋白量、KW/BW、血清生化指标和肾组织中CB1表达均明显增加（P＜0.05），Ccr和足细胞中Nephrin、Podocin蛋白表达均明显

降低（P＜0.05）；与模型组比较，AM251干预组大鼠24 h尿蛋白量、KW/BW明显降低（P＜0.05），Ccr和足细胞中Nephrin、Podocin
蛋白表达均明显增强（P＜0.05），其余组间差异无统计学意义（P＞0.05）。阴性对照组和对照组大鼠肾组织和足细胞形态正常，模

型组大鼠肾组织和足细胞有明显糖尿病肾病的病理改变，AM251干预组大鼠糖尿病肾病的病理改变较模型组均改善。结论：

AM251对糖尿病肾病模型大鼠足细胞病变具有保护作用，部分机制可能与上调足细胞中Nephrin、Podocin蛋白的表达有关。

关键词 糖尿病肾病；大鼠；大麻素受体1拮抗药类似物AM251；足细胞病变；保护作用

Protective Effects of Cannabinoid Receptors 1 Antagonist Analogs AM251 on Kidney Podocyte Lesions in Dia-
betic Nephropathy Rats
Lü Xiao，LI Tian-tian，LI Wei（The Affiliated Hospital of Xuzhou Medical College，Jiangsu Xuzhou 221000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the protective effect of cannabinoid receptors 1（CB1）antagonist analogs AM251 on the
podocyte lesions in rats with diabetes nephropathy. METHODS：SD rats were randomized into negative control group，control
group [1 mg/（kg·d）AM251]，model group and AM251 intervention group [modeling+1 mg/（kg·d）AM251] with 10 rats in each
group. Diabetes nephropathy model was induced in latter 2 groups，and relevant medicine was injected intraperitoneally after model-
ing. After 12 weeks，24 h urine protein，Ccr，KW/BW，serum biochemical indicator were determined；the expressions of CB1 re-
ceptors，Nephrin and Podocin protein in renal tissue were evaluated，and pathological change of renal tissue and podocyte were ob-
served. RESULTS：Compared with negative control group，the lab index of rats had no significant change in control group（P＜
0.05）；24 h urine protein，KW/BW，serum biochemical indicator and the expressions of CB1 receptors increased significantly（P＜
0.05）while the expression of Nephrin and Podocin protein decreased significantly（P＜0.05）in model group and AM 251 interven-
tion group；the level of Ccr decreased significantly in model group（P＜0.05）. Compared with model group，24 h urine protein and
KW/BW decreased significantly in AM251 intervention group（P＜0.05）；the level of Ccr and the expression of Nephrin and Podo-
cin protein increased significantly（P＜0.05）；other index had no significant difference between 2 groups（P＞0.05）. The morpholo-
gy of renal tissue and podocyte were normal in negative control group and control group；significant pathological change of diabe-
tes nephropathy was found in renal tissue and podocytes of rats in model group；compared with model group，pathological change
of diabetes nephropathy was improved in AM251 intervention group. CONCLUSIONS：AM251 may exert the protective effect on
podocytes in diabetic nephropathy rats，and the mechanism may be associated with the up-regulated expression of Nephrin and
Podocin protein.
KEY WORDS Diabetic nephropathy；Rats；Cannabinoid receptors 1 antagonist analogs AM251；Podocyte lesion；Protective effects
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AM251（粉末状固体，美国Cayman公司，分子质量：555.2，

纯度：≥98％，为实验用药）；链脲佐菌素（STZ，美国Sigma公
司）；大鼠尿白蛋白检测试剂盒（美国Bio-Rad公司）；兔抗大鼠
CB1抗体（美国生物技术有限公司）；兔抗大鼠Nephrin、Podo-

cin抗体（武汉博士德生物工程有限公司）。

SD大鼠40只，♂，体质量180～200 g，由徐州医学院实验
动物中心提供，使用许可证号：SCXK（苏）2005-0005。

2 方法
2.1 分组与建模

取大鼠适应性喂养1周后禁食12 h，按随机分为阴性对照
（生理盐水）组、对照 [1 mg/（kg·d）AM251]组、模型组和
AM251干预[建模+1 mg/（kg·d）AM251]组，每组 10只。模型
组和AM251干预组大鼠空腹状态下按55 mg/kg一次性腹腔注
射 STZ，48～72 h 后尾静脉采血，测定全血血糖，随机血糖≥

16.7 mmol/L者糖尿病模型建立成功；成模后 1个月测 24 h尿
蛋白量≥30 mg者DN模型建模成功[6]。最终DN成模16只，每
组均8只。

2.2 给药
对照组正常大鼠和 AM251干预组 DN 模型大鼠均按 1

mg/（kg·d）[7]腹腔注射AM251，阴性对照组正常大鼠和模型组
DN模型大鼠均腹腔注射等体积的生理盐水。每组每日上午
给药1次，每周称体质量调整药量，连续给药12周。

2.3 24 h尿蛋白量、肾质量/体质量（KW/BW）、收缩压（SBP）、

血肌酐清除率（Ccr）检测
实验结束前1 d于留取各组大鼠24 h尿液，离心分装后保

存于－80 ℃冰箱中，按试剂盒操作检测 24 h尿蛋白量。大鼠
处死前称BW，并测量大鼠SBP，在5％水合氯醛麻醉下行下腔
静脉插管收集血标本，游离双侧肾脏，称KW，计算KW/BW。

采用生化分析仪检测各组大鼠血清中血肌酐含量，计算Ccr。

2.4 组织病理变化
取各组大鼠左侧肾清洗切好后置于10％中性甲醛溶液中

固定，苏木精-伊红（HE）染色，显微镜下观察肾组织病理变化；

将右侧肾切成1 mm3组织块，用5％戊二醛于4 ℃下固定4 h以
上，乙醇和丙酮脱水，石蜡包埋切片，将切片于醋酸铀染液中
室温染1 h，再置于柠檬酸铅溶液中室温染10～15 min，双蒸水
洗净，FEI透射电镜观察肾脏足细胞病理变化。

2.5 血清生化指标检测
采用7150型生化分析仪检测各组大鼠血清中血糖（Blood

glucose，BG）、糖化血红蛋白（HbA1c）、血脂[甘油三酯（Triglyc-

eride，TG）、总胆固醇（Total cholesterol，TC）]、低密度脂蛋白
（Low-density lipoprotein，LDL）、高密度脂蛋白（High-density

lipoprotein，HDL），并进行比较。

2.6 肾组织中CB1和足细胞裂隙蛋白Nephrin、Podocin的表
达检测

采用免疫印迹法，裂解各组大鼠肾小球，提取总蛋白，取
30 μl蛋白加入等体积 2×十二烷基硫酸钠（SDS）上样缓冲液，

分别于12％、8％ SDS-聚丙烯酰胺凝胶（PAGE）电泳后转至聚
偏二氟乙烯膜（PVDF膜）上，加入兔抗大鼠CB1抗体和兔抗大
鼠Nephrin、Podocin抗体，4 ℃孵育过夜，二抗室温孵育 1 h，二
氨基联苯胺（DAB）显影。以β-肌动蛋白（β-actin）为内参，用
Graphpad 软件分析，应用灰度值评价肾组织中 CB1和 Neph-

rin、Podocin的蛋白相对表达量。

2.7 统计学方法
计量资料以x±s表示，并检验各组变量正态分布情况，组

间比较采用单因素方差分析应用SPSS 16.0 统计软件进行分
析。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 24 h尿蛋白量、KW/BW、SBP、Ccr比较

与阴性对照组比较，对照组大鼠各检测指标差异无统计
学意义（P＞0.05），模型组和 AM251干预组大鼠 24 h 尿蛋白
量、SBP、KW/BW均明显增加（P＜0.05），Ccr均明显降低（P＜

0.05）。与模型组比较，AM251干预组大鼠24 h尿蛋白量、KW/

BW明显降低（P＜0.05），Ccr明显增加（P＜0.05），结果见表 1

（1 mm Hg＝133.32 Pa）。

表1 各组大鼠24 h尿蛋白、KW/BW、SBP、Ccr的比较（x±±s）

Tab 1 Comparison of 24 h urine protein，KW/BW，SBP，

Ccr of rats in each group（x±±s）

组别
阴性对照组
对照组
模型组
AM251干预组

n

10

10

8

8

24 h尿蛋白量，mg

6.87±1.34

6.22±1.37

132.09±15.26＊

55.22±13.64＊#

KW/BW，g/kg

5.42±0.27

5.73±0.22

27.17±0.85＊

12.64±0.72＊#

SBP，mm Hg

103±11

100±13

118±14＊

116±16＊

Ccr，ml/min

3.52±0.17

3.55±0.17

1.82±0.24＊

2.57±0.26＊#

与阴性对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

vs. negative control group：＊P＜0.05；vs. model group：#P＜0.05

3.2 血清生化指标比较
与阴性对照组比较，对照组大鼠各检测指标差异无统计

学意义（P＞0.05），模型组和 AM251干预组大鼠血清中 BG、

HbA1c、TG、TC、LDL、HDL水平均明显增加（P＜0.05），后 2组
间比较差异无统计学意义（P＞0.05），具体结果见表2。

表2 各组血清生化指标的变化（x±±s）

Tab 2 Changes of serum biochemical indicators of rats in

each group（x±±s）

组别
阴性对照组
对照组
模型组
AM251干预组

n

10

10

8

8

BG，mmol/L

6.23±0.33

6.43±0.31

27.8±1.30＊

28.5±0.98＊

HbA1c，％
6.48±0.30

6.44±0.31

12.81±0.16＊

13.06±0.54＊

TG，mmol/L

0.60±0.09

0.63±0.15

0.78±0.10＊

0.81±0.13＊

TC，mmol/L

1.60±0.17

1.64±0.32

1.79±0.23＊

1.80±0.24＊

LDL，mmol/L

0.77±0.13

0.75±0.15

1.06±0.45＊

0.92±0.19＊

HDL，mmol/L

0.47±0.02

0.45±0.04

0.51±0.08＊

0.49±007＊

与阴性对照组比较：＊P＜0.05

vs. negative control group：＊P＜0.05

3.3 肾组织病理变化
阴性对照组和对照组大鼠的肾小球、肾小管形态结构清

晰，分布正常；模型组大鼠的肾小球肥大，系膜基质增多，系膜
区增宽，未见明显的系膜细胞数目增加，肾小囊囊腔变窄，部
分毛细血管腔狭窄，小管细胞肥大、肿胀、管腔变窄；AM251干
预组大鼠上述病变明显轻于模型组。显微镜图见图1。

3.4 肾脏足细胞病理变化
阴性对照组和对照组大鼠的肾组织结构清晰，肾脏足细

胞形态正常，足突分布整齐、规律，未见足突融合，肾小球基底
膜完整连续，厚度均匀正常，系膜区无扩张；模型组大鼠肾脏
足细胞足突排列分布紊乱，部分足突融合，呈连续性附着于基
膜上，足突间间隙数目及面积减小，足细胞内细胞器肥大，肾
脏肾小球基底膜呈非均质性增厚，系膜区扩大，系膜基质增
多，足突裂孔数减少，裂孔膜消失，足细胞有脱落、细胞数减少；

AM251干预组大鼠上述改变较模型组减轻。电镜图见图2。

3.5 肾组织中CB1、Nephrin和Podocin蛋白表达比较
与阴性对照组比较，对照组大鼠各检测指标差异无统计

学意义（P＞0.05），模型组和AM251干预组大鼠肾组织中CB1

表达明显增强（P＜0.05），足细胞中Nephrin、Podocin蛋白表达
均明显降低（P＜0.05）。与模型组比较，AM251干预组大鼠足
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细胞中 Nephrin、Podocin 蛋白表达均明显增强（P＜0.05）。各
组大鼠肾组织中CB1和Nephrin、Podocin蛋白表达的电泳图见

图3，表达量比较见表3。

表 3 各组大鼠肾组织中CB1和Nephrin、Podocin蛋白表达

量比较（x±±s）

Tab 3 Comparison of the expressions of CB1 and Nephrin，

Podocin protein in renal tissue of rats in each group（x±±s）

组别
阴性对照组
对照组
模型组
AM251干预组

n

10

10

8

8

CB1

0.28±0.03

0.24±0.03

0.35±0.02＊

0.40±0.02＊

Nephrin

0.64±0.05

0.67±0.04

0.34±0.02＊

0.47±0.02＊#

Podocin

0.60±0.07

0.59±0.05

0.37±0.03＊

0.58±0.04＊#

与阴性对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

vs. negative control group：＊P＜0.05；vs. model group：#P＜0.05

4 讨论
与阴性对照组比较，对照组大鼠的CB1和Nephrin、Podo-

cin 蛋白表达差异无统计学意义（P＞0.05），模型组和 AM251

干预组大鼠的CB1表达明显增强，Nephrin、Podocin蛋白表达

明显降低（P＜0.05），说明AM251对正常大鼠的CB1和Neph-

rin、Podocin蛋白表达无影响，DN发生时高糖可能导致Neph-

rin、Podocin表达降低。与模型组比较，AM251干预组大鼠的

Nephrin、Podocin 蛋白表达明显增强（P＜0.05），可能原因是

AM251与CB1结合减少足突形态改变所致[8]。

本实验结果表明，AM251对DN模型大鼠足细胞病理变化

具有保护作用，部分机制可能与上调足细胞中Nephrin、Podo-

cin蛋白的表达有关。
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图1 各组大鼠肾组织病理变化显微镜图（HE，×400）
A.阴性对照组；B.对照组；C.模型组；D.AM251干预组

Fig 1 Microscopic images of pathological changes of renal
tissue in each group（HE，×400）

A.negative control group；B.control group；C.model group；D. AM251 in-

tervention group
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图2 各组大鼠肾脏足细胞病理变化电镜图（×8 000）
A.阴性对照组；B.对照组；C.模型组；D.AM251干预组

Fig 2 Electron micrograph of pathological changes of podo-
cyte in each group（×8 000）

A.negative control group；B.control group；C.model group；D. AM251 in-

tervention group

图 3 各组大鼠肾组织中CB1、Nephrin、Podocin蛋白表达的

电泳图

Fig 3 Electrophoretogram of the expressions of CB1，Neph-

rin and Podocin protein in renal tissue of rats in each group
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