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沃丽汀对糖尿病肾病大鼠 ＣＧＲＰ与 ＶＥＧＦ的影响
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［摘　要］　目的　观察沃丽汀对糖尿病肾病大鼠肾脏的保护作用，并探讨其作用机制。方法　将雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠
随机分为正常对照组（ＮＣ组），糖尿病肾病组（ＤＮ组）和沃丽汀治疗组（Ｄ＋Ｊ组）各１０只。ＤＮ组与Ｄ＋Ｊ组采用链脲佐
菌素（ＳＴＺ）诱导制作糖尿病大鼠模型。模型制作成功后，ＮＣ组与 ＤＮ组给予０．９％氯化钠溶液１０ｍＬ·ｋｇ１灌胃，Ｄ＋Ｊ
组于模型制作成功后第３天开始给予沃丽汀灌胃，０．９ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１。８周后采用放免法检测大鼠血浆降钙素基因相关
肽（ＣＧＲＰ）含量，免疫组织化学方法检测肾小球血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达情况，同时检测２４ｈ尿清蛋白排泄率（２４
ｈＵＡＥＲ）、尿肌酐清除率（Ｃｃｒ）、肾重指数（ＫＭＩ）、体重及血糖。结果　与 ＮＣ组比较，ＤＮ组血浆中 ＣＧＲＰ水平、Ｃｃｒ及体
重均显著降低（均Ｐ＜０．０１），２４ｈＵＡＥＲ、ＫＭＩ、肾脏ＶＥＧＦ表达及血糖均显著升高（均Ｐ＜０．０１）。与ＤＮ组比较，Ｄ＋Ｊ组
ＣＧＲＰ水平差异无显著性，Ｃｃｒ显著升高（Ｐ＜０．０５），肾脏ＶＥＧＦ表达显著降低（Ｐ＜０．０１）。结论　沃丽汀对糖尿病肾病
大鼠血浆ＣＧＲＰ水平无显著影响，但能抑制肾组织ＶＥＧＦ表达，一定程度上延缓糖尿病肾病发展。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿病
的常见严重微血管并发症之一，其发病机制尚未完全

阐明。肾内血流动力学改变直接参与 ＤＮ的发生，表
现为肾小球毛细血管收缩、肾小球毛细血管内压升高

等。影响肾内血流动力学改变的因素有很多。降钙素

基因相关肽（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）具
有扩张血管、降低血压的作用。血管内皮生长因子
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（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）可通过促进
内皮细胞前列环素、一氧化氮、内皮素的产生，从而改

变 肾 脏 血 流 动 力 学。有 文 献 报 道 沃 丽 汀

（ｉｏｄｉｚｅｄｌｅｃｉｔｈｉｎ，卵磷脂络合碘，ｊｏｌｅｔｈｉｎ）能增加视网膜
新陈代谢，改善糖尿病患者视网膜血流动力学［１］。糖

尿病视网膜病变和糖尿病肾病同为糖尿病微血管并发

症，沃丽汀是否对肾脏微循环也有同样的效应呢？本

实验中观察沃丽汀对糖尿病模型大鼠肾脏微循环的改

善作用，并探讨其可能的作用机制。

１　材料与方法　
１．１　试药　链脲佐菌素（ＳＴＺ，Ｓｉｇｍａ公司产品，规格：
每瓶１ｇ，批号：Ｓ０１３０）；ＣＧＲＰ放免试剂盒（购自北京
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解放军总医院科技开发中心放免所）；兔抗大鼠 ＶＥＧＦ
多抗（购自武汉博士德生物工程有限公司）；沃丽汀

（日本第一药品产业株式会社生产）。

１．２　动物模型的制作与分组　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
３５只，２～４个月龄，体重１８０～２２０ｇ（华中科技大学同
济医学院动物实验中心提供）。随机选取２５只，禁食
１０ｈ后，将ＳＴＺ溶于灭菌０．１ｍｏｌ·Ｌ１ｐＨ值＝４．２的柠
檬酸缓冲液中，使浓度为１％，按６０ｍｇ·ｋｇ１体重一次
性腹腔注射。余下１０只大鼠（正常对照组，ＮＣ组）按体
重腹腔内一次性注射不含ＳＴＺ的０．１ｍｏｌ·Ｌ１柠檬酸缓
冲液。４８ｈ后连续３ｄ采集尾静脉血，用血糖仪测定血
糖，将连续３次血糖＞１６．６ｍｍｏｌ·Ｌ１的大鼠确定为糖
尿病模型大鼠，并随机分为两组，每组１０只，分别为糖
尿病肾病模型组（ＤＮ组）和沃丽汀治疗组（Ｄ＋Ｊ组）。
ＮＣ组和 ＤＮ组给予 ０．９％氯化钠溶液灌胃，１０
ｍＬ·ｋｇ１。Ｄ＋Ｊ组于模型制作成功后第３天开始灌胃
给予沃丽汀，０．９ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１（按成人的中等剂量一次
２片，ｔｉｄ，依据实验动物药物剂量换算所得，溶于相应体
积０．９％氯化钠溶液）灌胃。所有大鼠实验期间自由进
食，常规饮水，不使用胰岛素及其他降血糖药。

１．３　观察指标与观察方法　灌胃８周后，用代谢笼收
集大鼠 ２４ｈ尿液标本，测定 ２４ｈ尿清蛋白排泄率
（ＵＡＥＲ）、尿肌酐水平；大鼠测体重（ＢＷ）后经１％戊巴
比妥钠３０ｍｇ·ｋｇ１麻醉，断尾测血糖（ＢＧ），心内采血，
分装两管，一管４℃离心分离血清，置于－２０℃保存待
测定血肌酐（碱性苦味酸法），并计算肌酐清除率（Ｃｃｒ）；
另一管４℃３０００ｒ·ｍｉｎ１离心１０ｍｉｎ分离血浆，－２０
℃保存待测定ＣＧＲＰ（放免法，严格按试剂盒说明书操
作）；打开腹腔取出肾脏，用冰０．９％氯化钠溶液洗净残
存血液，称肾重，计算肾重指数（ＫＭＩ）：肾重

#

体重，剥

离包膜，用４％多聚甲醛固定，石蜡切片，供免疫组织化
学染色（ＳＰ法）。主要步骤：①组织切片常规脱蜡至水

后置于枸橼酸盐溶液中微波修复抗原６ｍｉｎ；②用３％过
氧化氢（Ｈ２Ｏ２）去离子水作用１０ｍｉｎ以除去内源性过氧
化物酶，以稀释的羊血清封闭２０ｍｉｎ，再以１１００稀释
的一抗４℃孵育过夜；③加生物素化山羊抗兔二抗工作
液和辣根过氧化物酶标记链霉卵白素工作液各孵育

１５ｍｉｎ；④ＤＡＢ显色；苏木精复染；⑤脱水、透明，封片后
判断结果。用已知阳性的人胎盘标本切片做阳性对照，

以ＰＢＳ代替一抗做阴性对照。利用ＨＰＩＡＳ１０００高清晰
度彩色病理图文报告分析系统（武汉千屏）进行免疫组

化半定量分析，经标准灰度校正后，随机分别采集皮质

区５个视野，测定ＶＥＧＦ的积分吸光度值（Ａ值），取其
均值进行组间比较。

１．４　统计学方法　计量资料用（ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＰＳＳ１３．０统计软件，两组间比较用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５
表示差异有显著性。

２　结果　
２．１　大鼠一般情况　用ＳＴＺ诱导糖尿病大鼠模型成功
后，ＤＮ组、Ｄ＋Ｊ组逐渐出现多饮、多尿、多食等症状，ＮＣ
组体重增长迅速，而ＤＮ组、Ｄ＋Ｊ组体重增长相对缓慢。
实验结束时，与ＮＣ组比较，ＤＮ组和Ｄ＋Ｊ组大鼠体重
显著降低、血糖显著升高（均 Ｐ＜０．０１），ＤＮ组和 Ｄ＋Ｊ
组之间差异无显著性。ＤＮ组大鼠因高血糖衰竭死亡１
只，Ｄ＋Ｊ组大鼠无用药不良反应，结果见表１。
２．２　糖尿病肾病成模情况　见表 ２。ＤＮ组 ＫＭＩ、
Ｃｃｒ、２４ｈＵＡＥＲ较 ＮＣ组均差异有极显著性（均 Ｐ＜
０．０１），确定糖尿病肾病模型制作成功。而 Ｄ＋Ｊ组上
述各指标与ＮＣ组亦均差异有显著性，与ＤＮ组比较仅
Ｃｃｒ显著升高（Ｐ＜０．０５），其他差异无显著性。
２．３　血浆ＣＧＲＰ变化　见表１。实验第８周末ＤＮ组
及Ｄ＋Ｊ组血浆 ＣＧＲＰ水平明显降低于 ＮＣ组（Ｐ＜
０．０１），Ｄ＋Ｊ组ＣＧＲＰ均值较 ＤＮ组升高，但差异无显
著性。

　　　　　　　　　　　　　　表１　３组大鼠ＢＧ、ＢＷ、ＣＧＲＰ和ＶＥＧＦ测定结果　 ｘ±ｓ

组别 ＢＧ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＢＷ／ｇ ＣＧＲＰ／（ｐｇ·ｍＬ－１） ＶＥＧＦ（Ａ）
ＮＣ组 ４．６±０．８１ ３４９．１±１１．５８ ２１１．５０±１３．４４ ０．１５００±０．０５６９
ＤＮ组 ２３．７±１．３１１ ２６６．７±１６．３１１ １２４．３９±１５．５５１ ０．５２５６±０．０６８６１

Ｄ＋Ｊ组 ２３．６±１．６１１ ２６９．６±１２．７９１ １３６．２６±１９．６５１ ０．１９９０±０．０５２２２

　　与ＮＣ组比较，１Ｐ＜０．０１；与ＤＮ组比较，２Ｐ＜０．０１
　　表２　３组大鼠ＫＭＩ、Ｃｃｒ和ＵＡＥＲ测定结果　 ｘ±ｓ

组别
ＫＭＩ／

（ｍｇ·ｇ－１×１０３）

Ｃｃｒ／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

ＵＡＥＲ／

［μｇ·（２４ｈ）－１］
ＮＣ组 ３．６９±０．２１ ２．２３±０．２３ ３．４８±０．３６
ＤＮ组 ５．２１±０．７６１ １．０５±０．２５１ ２４．５３±１．８６１

Ｄ＋Ｊ组 ５．４１±０．１５１ １．４６±０．４４１２ ２３．２０±１．６９１

　　与ＮＣ组比较，１Ｐ＜０．０１；与ＤＮ组比较，２Ｐ＜０．０５

２．４　肾组织 ＶＥＧＦ免疫组织化学染色及 Ａ值　免疫
组化染色后大鼠肾组织出现棕黄色物质为阳性，见图

１。ＮＣ组肾小球脏层上皮细胞均有少量 ＶＥＧＦ表达，
在肾间质区可见少量棕黄色染色颗粒，为弱阳性。ＤＮ
组肾小球、近端肾小管上皮均有明显ＶＥＧＦ表达，可见
大量棕黄色阳性染色区，为强阳性。ＤＮ组Ａ值明显高
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于ＮＣ组（Ｐ＜０．０１），而 Ｄ＋Ｊ组 ＶＥＧＦ表达与 ＮＣ组 差异无显著性。

图１　３组大鼠肾脏ＶＥＧＦ表达情况（ＳＰ×４００）　

３　讨论　
糖尿病肾病是糖尿病特征性微血管并发症，其发病

受多种因素影响，如代谢紊乱、肾小球血流动力学改变

和遗传易感性及细胞因子等。ＣＧＲＰ是内源性扩血管肽
类物质，它与降钙素（ＣＴ）均位于１１号染色体的 ＣＴ／
ＣＧＲＰ基因，由于ＣＴ／ＣＧＲＰ基因不同的ＲＮＡ编码而翻
译成ＣＧＲＰ和ＣＴ。ＣＧＲＰ主要存在于中枢、外周神经系
统及心血管系统中，对心、肾有重要的保护及调节作用。

研究表明，其舒血管作用与平滑肌内 ｃＡＭＰ有关［２］。

ＣＧＲＰ还能抑制由内皮素、肿瘤坏死因子、血管紧张肽Ⅱ
等因素诱导的血管平滑肌细胞增殖［３］。亦有报道ＣＧＲＰ
对氧化应激引起的平滑肌细胞凋亡有保护作用［４］。

本实验结果显示，与 ＮＣ组比较，ＤＮ组 ＣＧＲＰ水
平显著降低（Ｐ＜０．０１），这与国内的研究一致［５，６］。

ＵＡＥＲ是糖尿病肾病诊断的金标准［７］。本研究 ＤＮ组
ＣＧＲＰ水平显著降低的同时，ＵＡＥＲ显著升高（Ｐ＜
０．０１），推测血浆ＣＧＲＰ水平降低可能是糖尿病肾病蛋
白尿的病因之一。Ｄ＋Ｊ组相比ＤＮ组ＣＧＲＰ均值虽有
升高趋势，但差异无显著性，而Ｄ＋Ｊ组与ＤＮ组ＵＡＥＲ
相比虽均值有下降，但仍差异无显著性。另Ｄ＋Ｊ组肾
重指数均值较ＤＮ组也有下降趋势，但差异无显著性，
推测这些都可能与用药时间不够有关。Ｄ＋Ｊ组肌酐
清除率显著高于ＤＮ组（Ｐ＜０．０５），以上结果均说明沃
丽汀灌胃８周后，一定程度上延缓了糖尿病肾病的发
展，可能与血浆 ＣＧＲＰ水平升高后抑制肾小球系膜细
胞收缩，增加肾小球毛细血管超滤系数，从而改善肾功

能有关［８］。肾脏是 ＣＧＲＰ的主要靶器官之一，肾血管
床存在丰富的ＣＧＲＰ受体，ＣＧＲＰ与这些受体结合而产
生强大的舒张肾血管作用。糖尿病时由于代谢控制不

良也可导致组织缺氧、微循环障碍，引起肾脏血流动力

学及血液性状的改变，易致肾小血管中微血栓形成，降

低向组织的供氧、供血，从而加重肾脏缺血缺氧，进而

加重肾损害［９］。在缺氧状态下，ＣＧＲＰ合成和分泌进

一步下降，减弱了其对血管的舒张作用及对内皮的保

护作用，从而引起血管收缩、微循环障碍，血管平滑肌

损害及平滑肌细胞增殖，最终加重糖尿病微血管病变。

细胞因子ＶＥＧＦ是内皮细胞特异性的丝裂原，能
促进内皮细胞增生、迁移，增加内皮细胞通透性，促进

新生血管生成［１０］。本实验用特异性较高的免疫组织

化学的方法检测各组肾脏 ＶＥＧＦ的表达，发现 ＤＮ组
大鼠肾组织ＶＥＧＦ表达显著高于正常，这与以往研究
结果一致［１１］。本研究还发现，糖尿病 ８周时，ＤＮ组
ＶＥＧＦ在肾小管的表达明显增强，与 Ｄ＋Ｊ组有显著差
异（Ｐ＜０．０１）。Ｄ＋Ｊ组与ＮＣ组差异无显著性。大量
研究认为，近端小管细胞（ＭＣＴ）生长是糖尿病肾脏异
常的早期事件。体外实验已经发现ＭＣＴ可以在高糖、
缺氧和高张力情况下合成 ＶＥＧＦ［１２］。因此可以设想
ＶＥＧＦ在肾小管间质的表达增加是机体的一种代偿机
制，目的是促进内皮细胞的生长，改善间质的血供。本

实验Ｄ＋Ｊ组ＶＥＧＦ显著降低，可能与沃丽汀灌胃８周
后改善了肾脏微循环有关。

沃丽汀为卵磷脂络合碘，可直接渗入细胞内，促进

细胞的新陈代谢。临床上广泛用来促进视网膜、玻璃

体混浊物吸收［１３］。本研究显示，沃丽汀灌胃８周后，
糖尿病大鼠体重和血糖无明显改变，血浆 ＣＧＲＰ水平
有升高趋势，肾脏ＶＥＧＦ表达显著降低，一定程度上延
缓了糖尿病肾病的发展。其机制可能为沃丽汀促进细

胞新陈代谢，改善肾组织缺氧及微循环障碍，改善了肾

脏血流动力学，其长期效应还需进一步研究。
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降血糖活性成分 Ｂｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎ遗传毒性研究

文　莉１，陈家春２
（１．湖北中医学院药学院药理教研室，武汉　４３００６５；２．华中科技大学同济医学院药学院，湖北省天然药物化学和
资源评价重点实验室，武汉　４３００３０）

［摘　要］　目的　研究降血糖活性成分Ｂｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎ的遗传毒性。方法　整体试验采用小鼠骨髓嗜多染红细胞微核
实验；体外试验采用鼠伤寒沙门菌组氨酸营养缺陷型 ＴＡ９７、ＴＡ９８、ＴＡ１００、ＴＡ１０２四个菌株，对 Ｂｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎ进行 Ａｍｅｓ实
验。结果　小鼠骨髓嗜多染红细胞微核发生率结果显示Ｂｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎ高、中、低剂量组与阴性对照组比较均差异无显著性
（均Ｐ＞０．０５）；Ａｍｅｓ实验显示，在实验设置浓度和加 Ｓ９或不加 Ｓ９的实验条件下，受试物对各菌株所诱发的回变菌落
数，均未超过对照的２倍。结论　实验结果为阴性，未见Ｂｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎ有致突变性作用。
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ＡＢＳＴＲＡＣＴ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｅｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，Ｂｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ＢｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＡｍｅｓｔｅｓｔ，ｔｈｅｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓｔｅｓｔｉｎｐｏｌｙｃｈｒｏｍａｔｉｃｅｒｙｔｈｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｉｎｖｉｖｏ；ａｎｄｉｎ
ＴＡ９７，ＴＡ９８，ＴＡ１００ａｎｄＴＡ１０２ｓｔｒａｉｎｓｏｆｓａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ（＋／Ｓ９）ｉｎｖｉｔｒｏ．　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＮｏｏｂｖｉｏｕｓｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｆｏｕｎｄｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓｏｆＢｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｉｎｔｈｅｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓｔｅｓｔ．Ｉｔｗａｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒａｆｕｔｉｄｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｒｅｖｅｒｔａｎｔｃｏｌｏｎｉｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ｄｉｄｎ＇ｔｅｘｃｅｅｄｏｖｅｒｔｗｏｔｉｍｅｓｏｆｔｈｏｓｅｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｆｏｒｍｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｗｉｔｈＳ９ｏｒｗｉｔｈｏｕｔＳ９ｉｎＡｍｅｓｔｅｓｔ．　Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
　ＮｏｍｕｔａｇｅｎｉｃｉｔｙｗａｓｆｏｕｎｄｉｎＢｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎｉｎｔｈｅｔｅｓｔ．

ＫＥＹＷＯＲＤＳ　Ｂｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎ；Ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ；Ａｍｅｓ；Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ

　　Ｂｅｌｌｉｄｉｆｏｌｉｎ系笔者从龙胆科（Ｇｅｎｔｉａｎａｃｅａｅ）獐芽
菜属植物紫红獐牙菜（ＳｗｅｒｔｉａＰｕｎｉｃｅａＨｅｍｓｌ．）和贵州

獐牙菜（ＳｗｅｒｔｉａＫｏｕｉｔｃｈｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ．）中分离的一种单
体化合物，系统命名为 １，５，８三羟基３甲氧基口山
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