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本发明提供了二甲双胍在治疗草酸钙肾结

石中的用途，本发明的研究证明二甲双胍可以减

轻草酸诱导的肾小管上皮细胞氧化应激损伤，增

加肾小管上皮细胞抗氧化能力，能抑制肾脏晶型

形成。本发明的研究成果为临床提供了一种治疗

肾结石的新的方法和候选药物。
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1.二甲双胍在制备治疗肾结石的药物中的应用。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述肾结石是草酸钙肾结石。

3.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述药物还包括药学上可接受的载体。

4.二甲双胍在制备治疗肾小管上皮细胞损伤的药物中的应用。

5.根据权利要求4所述的应用，其特征在于，所述损伤是氧化应激损伤。

6.根据权利要求4所述的应用，其特征在于，所述肾小管上皮细胞损伤由草酸诱导。

7.二甲双胍在制备增加肾小管上皮细胞抗氧化能力的药物中的应用。

8.一种治疗肾结石的药物，所述药物包括二甲双胍。

9.根据权利要求8所述的药物，其特征在于，所述药物还包括药学上可接受的载体。

10.一种治疗肾结石的方法，所述方法包括给有需要者施用有效量的二甲双胍。
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二甲双胍在治疗草酸钙肾结石中的用途

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药领域，涉及二甲双胍在治疗草酸钙肾结石中的用途。

背景技术

[0002] 草酸钙肾结石是泌尿外科的常见病、多发病，在我国草酸钙肾结石的发病率高达

5.8％，严重影响着人们的生活健康。草酸钙结石属于代谢性疾病，复发率高，消耗着大量的

医疗资源。

[0003] 目前尚缺乏预防草酸钙肾结石形成的药物，其中较为常用的药物是枸橼酸氢钾

钠。其存在如下缺陷：(1)效果不确切，该药物作用机理为改变尿液的酸碱度进而抑制草酸

钙肾结石的形成，而非在肾脏水平抑制结石的形成，因此容易受尿液成分及酸碱度的影响

导致预防草酸钙结石形成的效果较差；(2)适应证有限，枸橼酸氢钾钠主要由于酸性结石的

治疗，而草酸钙肾结石的形成受尿液酸碱度影响较小，因此该用于草酸钙结石的预防较为

勉强；另外，枸橼酸氢钾钠碱化尿液后溶液导致泌尿系感染的发生，因此不适用于结石合并

泌尿系感染的患者；(3) 价格昂贵，且服用起来程序繁琐，缺乏友好性。

[0004] 二甲双胍是一经典的降糖药物，目前该药物生产工业成熟、毒副作用明确且价格

低廉，基于其以上特性本申请开拓其的新用途用于草酸钙肾结石的预防。

发明内容

[0005] 本发明提供了二甲双胍在制备治疗肾结石的药物中的应用。

[0006] 进一步，所述肾结石是草酸钙肾结石。

[0007] 进一步，所述药物还包括药学上可接受的载体。

[0008] 本发明提供了二甲双胍在制备治疗肾小管上皮细胞损伤的药物中的应用。

[0009] 进一步，所述损伤是氧化应激损伤。

[0010] 进一步，所述肾小管上皮细胞损伤由草酸诱导。

[0011] 本发明提供了二甲双胍在制备增加肾小管上皮细胞抗氧化能力的药物中的应用。

[0012] 本发明提供了一种治疗肾结石的药物，所述药物包括二甲双胍。

[0013] 进一步，所述药物还包括药学上可接受的载体。

[0014] 本发明提供了一种治疗肾结石的方法，所述方法包括给有需要者施用有效量的二

甲双胍。

附图说明

[0015] 图1显示利用MTT检测MDCK细胞的细胞活性的统计图，其中，A：草酸钙处理，B：二甲

双胍处理，C：草酸钙联合二甲双胍处理；

[0016] 图2显示利用MTT检测HK‑2细胞的细胞活性的统计图，其中，A：草酸钙处理，B：二甲

双胍处理，C：草酸钙联合二甲双胍处理；

[0017] 图3显示检测MDCK细胞中SOD活性和MDA含量的统计图，其中，A：  MDA含量，B：SOD活
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性；

[0018] 图4显示检测HK‑2细胞中SOD活性和MDA含量的统计图，其中，A：MDA  含量，B：SOD活

性；

[0019] 图5显示检测大鼠肾脏组织中的MDA和SOD水平的统计图，其中，A：MDA  含量，B：SOD

活性；

[0020] 图6显示肾组织中草酸钙晶体的分布和定量分析的结果图，A：放大倍率×100  下

的对照组，B：放大倍率×100下的EG处理组；C：放大倍率×100下的EG  +metformin治疗组；

D：放大倍率×400下的对照组，E：放大倍率×400下的  EG处理组；F：放大倍率×400下的EG+

metformin治疗组；G：低倍镜下肾脏晶体沉积面积比；H：高倍镜下肾脏晶体沉积等级。

具体实施方式

[0021] 下面结合附图和实施例对本发明作进一步详细的说明。以下实施例仅用于说明本

发明而不用于限制本发明的范围。实施例中未注明具体条件的实验方法，通常按照常规条

件，例如Sambrook等人，分子克隆：实验室手册(New  York:Cold  Spring  HarborLaboratory 

Press,1989)中所述的条件，或按照制造厂商所建议的条件。

[0022] 溶液配制

[0023] (1)氨苄霉素：首先用移液器精确量取10ml的去离子水，取氨苄霉素  500mg(用电

子天平精确称量)加入去离子水中，用Votex进行震荡处理，直到两者充分地混匀。将混匀后

的溶液放到细胞超净台里，取0.22μm孔径的过滤器进行过滤除菌，过滤后的溶液用无菌的

EP管进行保存，保存温度为‑20℃。

[0024] (2)细胞完全培养基(10％)配制方法：取500ml的无血清DMEM培养基一瓶，分装出

一瓶50ml的无血清培养基，然后向剩余培养基中加入50ml的胎牛血清，和5ml的青链霉素，

将上述三者充分混匀后，再用50ml无菌的离心管进行分装保存，保存温度4℃。

[0025] (3)细胞完全培养基(1％)配制方法：取500ml的无血清DMEM培养基一瓶，分装出一

瓶5ml的无血清培养基，然后向剩余培养基中加入5ml的胎牛血清，和5ml的青链霉素，将上

述三者充分混匀后，再用50ml无菌的离心管进行分装保存，保存温度4℃。

[0026] (4)细胞冻存液的配制方法：从‑20℃冰箱中取出胎牛血清提前进行溶解，将溶解

好的9.5ml胎牛血清与0.5ml  DMSO进行充分混合，混合以后将其进行分装，按照1‑1.5ml每

冻存管分装，现配现用。

[0027] (5)0.75％乙二醇溶液：量取乙二醇(分析纯)7.5ml并置入1000ml量筒中，用灭菌

蒸馏水将体积定容至1000ml，调节PH值7.2‑7.4范围内，现配现用。

[0028] (6)不同浓度的草酸钠溶液：电子天平准确称量草酸钠67mg加入10ml  细胞完全培

养基中，配制成50mM的草酸钠溶液，然后根据实验需要用细胞完全培养基稀释成不同浓度

的草酸钠溶液(0.05，0.1，0.2，0.4，0.8，1.6，3.2和  6.4mM)，将混匀后的溶液放到细胞超净

台里，取0.22μm孔径的过滤器进行过滤除菌，过滤后的溶液用无菌的EP管进行保存，现配现

用。

[0029] (7)不同浓度的二甲双胍溶液：电子天平准确称量二甲双胍166mg加入  10ml细胞

完全培养基中，配制成100mM的草酸钠溶液，然后根据实验需要用细胞完全培养基稀释成不

同浓度的二甲双胍溶液(0.5，1，2，4，8，16，32  和64mM)，将混匀后的溶液放到细胞超净台
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里，取0.22μm孔径的过滤器进行过滤除菌，过滤后的溶液用无菌的EP管进行保存，现配现

用。

[0030] 实施例1体外实验研究二甲双胍对草酸诱导的肾小管上皮细胞损伤的影响

[0031] 一、步骤

[0032] 1、细胞培养

[0033] MDCK细胞，犬肾远端肾小管上皮细胞系，获自中国医学科学研究院(中国上海)。

HK‑2细胞，人肾近端肾小管上皮细胞系，获自中国医学科学研究院  (中国北京)。细胞培养

基为含10％胎牛血清的完全DMEM培养基，其中含有  1％的青链霉素。

[0034] 2、MTT法检测细胞毒性实验

[0035] (1)MTT配制利用超微天平秤精确取MTT粉末0.1g，将称取的粉末溶解于20ml  PBS

溶液中，使其达到终浓度为5mg/ml，配置完成后，再用0.22μm  滤膜过滤，以达到除菌的目

的，密封避光保存于4℃备用。

[0036] (2)为了评估不同浓度的草酸钠和二甲双胍对MDCK细胞和HK‑2细胞的细胞毒性，

我们将MDCK细胞和HK‑2细胞计数后稀释为2×104/ml，分别接种在96孔板，每孔加入100μl

细胞稀释液，约2×103细胞/孔，每组实验设置6个重复孔以减少实验误差，当细胞生长至融

合程度达70％至80％。随后，将细胞分别暴露于不同浓度的草酸钠溶液(0，0.05，0.1，0.2，

0.4，0.8，1.6，  3.2和6.4mM)和二甲双胍(0，0.5，1，2，4，8，16，32和64mM)，置于  37℃，5％

CO2细胞培养箱中培养处理2天。

[0037] (3)小心吸去细胞培养液，然后向待测孔中，每孔加入100μl  1×MTT  溶液，加液

后，将其置入37℃培养箱孵育4小时，使MTT充分还原为甲月赞。

[0038] (4)在孵育期结束时，弃除含有MTT的培养基，注意要小心吸出上清液，千万不要破

坏蓝紫色的甲月赞结晶，然后向检测孔中加入150μl  DMSO，使得甲月赞溶解，并用平板摇床

充分摇匀，将待检验的溶液再置于酶标仪中，在490nm波长进一步检测OD值。记录各测试孔

的OD值后，细胞活性以实验组测量的OD值与对照组测量的OD值的百分比值表示。

[0039] (5)为了进一步评估二甲双胍是否对草酸钠处理后的MDCK细胞和HK‑2  细胞的具

有保护作用，我们根据上面实验的结果，选取1.6mM草酸钠作为处理两种细胞的实验浓度

(无论是MDCK细胞还是HK‑2细胞，当草酸钠浓度≥  1.6mM时，开始表现出显著的细胞毒性作

用)。同时，我们根据上面实验的结果，选择对细胞不具有细胞毒性的二甲双胍药物浓度

(MDCK细胞选取0.5，  1，2，4，8mM；HK‑2细胞选取0.5，1mM)来同时处理两种细胞1天，并用MTT

测定法评估细胞活力。

[0040] 3、统计分析

[0041] 所有数据均采用IBM  SPSS，20.0进行统计分析。图和表中的数据表示为平均数±

标准差(SD)的形式表示，两组计量数据之间比较采用独立样本t检验或单因素ANOVA分析，

以P<0.05表示差异有统计学意义。

[0042] 二、结果

[0043] 在用不同浓度的草酸钠或二甲双胍作用于肾小管上皮细胞2天后，使用  MTT染色

测定了MDCK细胞和HK‑2细胞的细胞活力，结果如图1和2所示，两种细胞系的细胞活性随着

草酸钠浓度的增加而不断减少。当草酸钠的浓度大于0.8mM，无论是MDCK细胞还是HK‑2细

胞，通过MTT检测的细胞活性均出现显著下降，且这种下降与对照组的活性相比，差异有统
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计学意义，见图1A和2A。然而，当二甲双胍的浓度小于等于8mM时，对MDCK细胞没有产生明显

的毒性作用，当二甲双胍的浓度小于或等于1mM时，对HK‑2细胞是没有毒性作用。同样，如图

1B和2B所示，对于MDCK细胞，当二甲双胍的浓度大于8mM时，会显著的抑制细胞活性，而在

HK‑2细胞中，当二甲双胍的浓度大于1mM时，细胞活性就会受到显著抑制。为了进一步研究

二甲双胍对草酸诱导的肾小管上皮细胞损伤的保护作用，我们用不同浓度的二甲双胍(对

于MDCK细胞为0，0.5，1，2，4和8mM；对于HK‑2细胞为0，0.5和  1mM)预处理细胞2小时，然后再

将细胞暴露于1.6mM草酸钠24小时，最后在通过MTT测定法检测细胞活性。如图1C和2C所示，

二甲双胍在缓解草酸诱导的肾小管上皮细胞损伤时，具有显著的剂量‑效应趋势。值得注意

的是，在MDCK细胞中，当二甲双胍的浓度大于等于4mM会显著的缓解草酸钠诱导的细胞毒

性，而在HK‑2细胞中，当二甲双胍的浓度为1mM才能显著的缓解草酸钠诱导的细胞毒性。

[0044] 实施例2体外实验研究二甲双胍对草酸诱导的肾小管上皮细胞氧化应激损伤

[0045] 一、步骤

[0046] 1、根据上面细胞毒性实验的实验结果，最终选择1.6mM的草酸钠，8mM 的二甲双胍

(MDCK细胞)和1mM的二甲双胍(HK‑2细胞)继续进行下面的实验。用1.6mM的草酸钠分别处理

MDCK细胞和HK‑2细胞，干预手段选择同时给予或者不给予二甲双胍处理，处理时间选择为

1，2和3小时，在给予药物处理前，提前12小时饥饿细胞，以获得更加显著的效果。

[0047] 2、按上述时间和方法处理后，用胰酶将MDCK细胞和HK‑2细胞消化下来，将含有细

胞的培养液在室温条件下以1000转/分的转速，离心10分钟，然后弃去上清液，并保留细胞

沉淀以备后续分析。

[0048] 3、在细胞沉淀中，加入0.5‑1ml上述配制好的PBS溶液，轻柔地颠倒并混匀，将培养

液在室温条件下以1000转/分的转速，离心10分钟，弃去上清液，保留细胞沉淀。上述操作重

复1～2次，以达到反复洗涤的目的。

[0049] 4、在上述的细胞沉淀中，加入适量的PBS溶液(加入的PBS体积根据所测指标会有

所不同，一般加入0.5ml，细胞密度一般要大于一百万个/ml)，充分混匀后，将细胞悬浮于

PBS溶液中，在冰水浴的条件下，用超声粉碎机进行细胞粉碎，超声波发生器的振幅为14μm，

通过超声处理30秒，使溶液中细胞充分破碎。

[0050] 5、在充分的粉碎细胞之后，在室温条件下，以1000转/分的转速，离心10  分钟，离

心后，收集所得的悬浮液，按照如下的步骤分别检测SOD和MDA的水平。

[0051] 6、SOD水平测定

[0052] (1)操作步骤：

[0053] 按如表1所示进行加样。

[0054] 表1  SOD水平测定加样操作
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[0055]

[0056] (2)各管充分混匀后，静置15分钟，用全自动酶标仪于532nm波长处进行测定，以

1cm为光径，用蒸馏水调零，比色测定OD值。

[0057] (3)SOD的计算公式为：0.5×(对照管OD－测定管OD)/对照管OD  ×反应体系的稀

释倍数×样本测试前的稀释倍数。

[0058] 7、MDA水平测定

[0059] (1)操作步骤：

[0060] 按如表2所示进行加样。

[0061] 表2  MDA水平测定加样操作

[0062]

[0063] (2)将各样本通过涡轮混匀器进行充分的混匀，注意试管口需要用保鲜膜扎紧，扎

紧以后用针头在保鲜膜上刺一小孔，然后在95℃热水中孵育40min，孵育完成后将样本取

出，并用流水冷却至室温。

[0064] (3)以3500转/分钟的转速，离心15min，然后取上清液200μl，加入96  孔板，每个样

本取6个重复，用全自动酶标仪于532nm波长处进行检测，以  1cm为光径，并使用蒸馏水进行

调零，比色测定OD值。

[0065] (5)MDA的计算公式为：(测定管OD－测定空白管OD)/(标准管OD  －标准空白管OD)

×标准品浓度。

[0066] 8、统计分析
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[0067] 所有数据均采用IBM  SPSS，20.0进行统计分析。图和表中的数据表示为平均数±

标准差(SD)的形式表示，两组计量数据之间比较采用独立样本t检验或单因素ANOVA分析，

以P<0.05表示差异有统计学意义。

[0068] 二、结果

[0069] 为了进一步评估二甲双胍是否具有缓解草酸钠诱导的MDCK细胞和HK‑2  细胞的氧

化应激损伤，检测了在提前给予或不给予二甲双胍干预，然后用  1.6mM草酸钠分别处理两

种肾小管上皮细胞系1，2和3小时，最后检测两种细胞系的SOD活性和MDA含量。如图3和4，在

草酸钠作用于MDCK细胞和  HK‑2细胞后，它们的MDA水平随着处理时间的延长而不断增高，

而SOD活性则随着处理时间的延长而不断降低。当用二甲双胍提前预处理两种细胞后，在

MDCK细胞中，草酸钠诱导的MDA含量在2小时和3小时出现显著降低，而在HK‑2细胞中，草酸

钠诱导的MDA含量在1，2和3小时均出现显著降低，(P<0.05)，如图3A和4A所示。此外，当用二

甲双胍提前预处理两种细胞后，在MDCK细胞中，草酸钠诱导的SOD活性降低在2小时和3小时

出现显著缓解，而在HK‑2细胞中，草酸钠诱导的SOD活性降低也在2和3小时出现显著缓解，

(P<0.05)，如图3B和4B所示。这些实验结果表明二甲双胍能够显著减轻草酸诱导的肾小管

上皮细胞氧化应激损伤，并增加MDCK细胞和  HK‑2细胞抗氧化能力。

[0070] 实施例3体内实验研究

[0071] 1、动物模型和实验设计

[0072] 本研究所有动物实验操作和流程均经天津医科大学伦理委员会批准，并符合“赫

尔辛基宣言”(1964)和《实验动物管理条例》的相关规定。

[0073] 健康的雄性SD大鼠(180‑220g)从中国医学科学院医学实验动物研究所获得，所有

大鼠的饲养环境为清洁级，采用分笼饲养的方式，每6只大鼠为一笼，在天津医科大学第二

医院实验动物中心进行饲养，并保持实验室温度(25  ±2℃)，恒定湿度55±5％，保持12小

时昼/夜交替的光照规律，所有的大鼠均喂食标准的实验动物饲料，垫料每4‑5天更换。我们

将雄性SD大鼠随机分为三组，具体实验动物分组如下：

[0074] (1)正常对照组(Control组)，SD大鼠6只，食用标准实验动物饲料，饮用高压灭菌

蒸馏水8周；

[0075] (2)乙二醇(ethylene  glycol，EG)诱导草酸钙肾结石组(EG组)，SD大鼠6只，食用

标准实验动物饲料，饮用0.75％乙二醇溶液8周；

[0076] (3)EG诱导草酸钙肾结石+二甲双胍治疗组(EG+二甲双胍组)，SD大鼠6只，食用标

准实验动物饲料，饮用0.75％乙二醇溶液8周，将二甲双胍溶解于灭菌蒸馏水，通过经口灌

胃的给药方式，予每只大鼠200mg/kg/天的二甲双胍，持续8周，此药物剂量和给药方式是参

考既往评估二甲双胍的药物毒理研究[57,58]。

[0077] 需要特别说明的是在整个8周的研究期间，只有(1)组的SD大鼠饮用的是高压灭菌

蒸馏水，(2)组和(3)组的SD大鼠饮用的都是0.75％乙二醇溶液，以诱导大鼠形成草酸钙肾

结石。(1)组和(2)组在整个造模期间接受与  (3)组等体积的灭菌蒸馏水(对照)经口灌胃处

理。此外，在8周的实验即将结束前，即在处死前SD大鼠前24小时，将各种大鼠转移到代谢笼

中，并收集  24小时尿液标本。在完成尿液标本采集后，通过腹膜内注射戊巴比妥钠(40mg  /

kg体重)诱导麻醉，处理各实验组的大鼠，收集各组大鼠的血液和肾脏组织标本。对于肾脏

组织标本，我们将右侧单侧肾组织标本储存在‑80℃冰箱以备进一步的分析，并将对侧肾组
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织标本用10％甲醛固定并用石蜡包埋。

[0078] 2、体内SOD和MDA水平的测量

[0079] 将动物实验中收集的肾组织进行检测，已明确在不同实验组肾组织的SOD  活性和

MDA含量。

[0080] (1)称取肾组织样本0.1‑0.2g，注意需要将每个实验组的每只大鼠的肾脏取3个重

复，然后在冰冷的生理盐水中反复进行漂洗，除去肾组织上面的血液，然后用滤纸拭干，接

着准确称量重量，并保证各样本重量的一致性，然后将处理好的组织样本放入5ml的匀浆管

中备用。

[0081] (2)按照重量(g)：体积(ml)＝1:9的比例在匀浆管中加入相应的9倍体积的  0.9％

的生理盐水，接着在冰水浴的条件下，用眼科的小剪刀尽快剪碎组织块。

[0082] (3)将已经剪碎的组织块用超声粉碎机进行进一步的粉碎，注意超声波发生器的

振幅选择14μm，超声处理30秒，使组织和细胞充分破碎。

[0083] (4)显微镜检观察：取少量的组织匀浆进行涂片，然后在显微镜下观察组织和细胞

是否充分破碎，若没有，则可进一步延长匀浆处理时间。

[0084] (5)将已经制备好的10％的组织细胞匀浆液，用常规的离心机或低温低速离心机

以2500转/分的速度，离心10～15分钟，然后取上清液进行后续的测定。

[0085] (6)制备好的组织细胞匀浆液建议不要冻存，而且最好是现用现制，因为如放置时

间过长，相关酶的活性会下降，这样会影响测量的准确性，当然，在不影响整体趋势的前提

下，SOD在4℃要可以存放2～3天，而MDA在4℃可存放3～5天。

[0086] (7)将制备好的组织细胞匀浆液，按照细胞实验中检测SOD和MDA的方法检测组织

中的SOD和MDA水平。

[0087] 3、血清和尿生物化学

[0088] 采用迈瑞BS‑2000M模块化生化检测系统测定动物实验中收集的血清标本中的磷

(phosphate，P)，钙离子(calcium，Ca2+)，镁离子(magnesium，  Mg2+)和肌酐水平的浓度，以

及尿液标本中Ca2+离子的浓度。此外，我们还手动测量了尿液的pH值和每只大鼠24小时的总

尿量，并使用Trinity  Biotech规范化的商品试剂盒依照其说明书中规定的操作步骤检测

了尿液中的草酸含量。

[0089] 4、肾脏晶体形成的评估

[0090] 4.1按照常规方法进行大鼠肾脏组织的石蜡切片制作；

[0091] 4.2按照常规方法进行大鼠肾脏组织的HE(苏木精‑伊红)染色；

[0092] 4.3通过偏光显微镜观察HE染色切片，分析确定各组大鼠肾组织中草酸钙晶体形

成的数目和分布。具体来说，通过如下两种方法评估各组肾结石形成：

[0093] (1)肾组织草酸钙晶体数量的评估，在偏光显微镜的高倍镜视野下(×  400倍)，每

张切片随机选取10个视野，计数每个视野下草酸钙晶体的数量，并进行量化分级评分，分级

和评分的方法参考既往研究草酸钙肾结石大鼠模型的分级方法：

[0094] 0分‑高倍镜视野内无结晶；

[0095] 1分‑少量晶体(高倍镜视野内结晶数量为1至9)；

[0096] 2分‑中等数量的晶体(高倍镜视野内结晶数量为10‑24)；

[0097] 3分‑中等数量以上的晶体(高倍镜视野内结晶数量为25‑49)；
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[0098] 4分‑大量晶体(高倍镜视野内结晶数量为50‑99)；

[0099] 5分‑非常大量的晶体(高倍镜视野内结晶数量为100‑199)；

[0100] 6分‑紧密的晶体堆积或晶体非常巨大。

[0101] 每个肾脏，制备两张有代表性的HE染色石蜡切片，由两个独立的检查者评估每张

切片，并分别记录每张切片的分数。

[0102] (2)肾组织草酸钙晶体分布的评估，在偏光显微镜的高倍镜视野下(×  100倍)，每

张切片随机选取10个视野，通过Image  Pro  Plus(Media  Cybernetics，Inc.，Bethesda，MD)

计算在10个随机视野中草酸钙晶体的沉积面积与整个低倍镜视野面积的比率(百分比)，从

而定量每个肾切片中的草酸钙晶体的沉积面积，该方法也是参考既往研究草酸钙肾结石动

物模型的量化比较方法。

[0103] 每个肾脏，制备两张有代表性的HE染色石蜡切片，由两个独立的检查者评估每张

切片，并分别记录每张切片的比值。

[0104] 5、统计分析

[0105] 所有数据均采用IBM  SPSS，20.0进行统计分析。图和表中的数据表示为平均数±

标准差(SD)的形式表示，两组计量数据之间比较采用独立样本t检验或单因素ANOVA分析，

以P<0.05表示差异有统计学意义。

[0106] 二、结果

[0107] 1、二甲双胍缓解草酸钙肾结石动物模型中EG诱导的氧化应激损伤

[0108] 为了进一步评估二甲双胍在EG诱导的草酸钙肾结石大鼠模型中对肾脏组织氧化

应激的影响，检测了大鼠肾脏组织中的MDA和SOD水平。如图5A所示，与对照组相比，EG诱石

组肾组织的MDA水平显著升高(P<0.05)，而  EG+二甲双胍治疗组MDA的这一增高趋势被显著

的缓解(P<0.05)。相比之下，EG诱石组的肾脏组织中的SOD活性与对照组相比显著降低(P<

0.05)，如图5B所示。尽管与对照组相比，EG+二甲双胍治疗组的SOD活性也略有降低，但是差

异没有统计学意义。此外，虽然二甲双胍在一定程度上缓解了EG  诱导的肾组织的SOD活性

的降低，但EG诱石组和EG+二甲双胍治疗组在  SOD活性水平上，差异没有统计学意义。

[0109] 2、大鼠血清和尿液生化检测结果

[0110] 如表3所示，3个实验组之间在血清Ca2+，Mg2+或肌酐中没有统计学差异。在EG处理

组中，血清P明显高于对照组(P<0.05)，但血清P在EG处理组和EG+二甲双胍治疗组之间没有

统计学差异。在3个实验组之间，24小时尿量和尿液pH没有显著的差异。在EG处理组和EG+二

甲双胍治疗组中，与对照组相比，尿液pH值略低，但这一差异没有统计学意义。EG+二甲双胍

治疗组的尿Ca2+明显低于对照组，但与EG处理组之间差异无统计学意义。在药物处理8周

后，EG处理组和EG+二甲双胍治疗组的尿液排泄草酸浓度显著高于对照组(P<0.05)。此外，

与EG处理组相比，EG+二甲双胍治疗组的尿液草酸排泄浓度显著降低(P<0.05)。

[0111] 表3血清和尿液生化检测结果
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[0112]

[0113] *P<0.05,对照组与EG处理组或EG+metformin处理组比较

[0114] #P<0.05,EG处理组与EG+metformin处理组比较

[0115] 3、二甲双胍显著改善EG诱导的大鼠草酸钙肾结石形成

[0116] 由于在显微镜视野中，对照组没有在肾组织中发现任何晶体形成，故图6G  和H没

有给出对照组的数据。如图6所示，通过偏光显微镜检查发现肾脏组织中的草酸钙晶体主要

沉积在肾皮质和髓质交界处的肾小管内。如图6A‑F，采用前面所述的分级评分系统和定量

方法评估肾脏组织中的草酸钙晶体沉积。在低倍视野下，与EG+二甲双胍治疗组相比，EG处

理组肾脏组织中草酸钙晶体沉积面积显著增加(P<0.05)(图6G)。此外，与EG处理组相比，二

甲双胍治疗能够显著降低高倍视野下肾组织中草酸钙结晶沉积的数量和等级(P<0 .05) 

(图6H)。

[0117] 上述实施例的说明只是用于理解本发明的方法及其核心思想。应当指出，对于本

领域的普通技术人员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以对本发明进行若干改进

和修饰，这些改进和修饰也将落入本发明权利要求的保护范围内。
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图2

图3
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图4

图5
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图6
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