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[摘要 ]  目的 :观察川芎嗪联合氨基胍对糖尿病大鼠肾脏血管内皮细胞生长因子 ( vascular endothelial growth factor , VEGF )

表达的影响 , 探讨川芎嗪联合氨基胍治疗对糖尿病肾脏病变的保护作用。方法 : 用链脲佐菌素制作糖尿病大鼠模型 , 分为正

常对照组、糖尿病模型组、川芎嗪治疗组、氨基胍治疗组和川芎嗪联合氨基胍治疗组 ,分别于第 12 周用免疫组化法观察各组大

鼠肾皮质 V EGF 表达的变化。结果 :糖尿病大鼠较正常大鼠肾皮质 VEGF 的表达明显增强 ,在肾小球上皮细胞尤为明显 ; 川

芎嗪治疗组和氨基胍治疗组大鼠肾皮质 VEGF 表达比未治疗组明显减弱 ,但仍高于正常对照组 ; 川芎嗪联合氨基胍治疗组肾

皮质 VEGF 的表达基本正常。结论 :川芎嗪联合氨基胍治疗可抑制糖尿病大鼠肾脏 VEGF 的过度表达 ,从而对糖尿病肾病起

治疗作用。
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Effect of tetromethylpyrazine and aminoguanidine on expression of vascular endothelial growth factor in kid-

ney of diabetic rats
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ABSTRACT  Objective : To investigate the therapeutic mechanism of tetromethylpyrazine and aminoguanidine on diabetic ne-

phropathy . Methods: Diabetic rats were induced by st rep tozotocin . They were divided in to 5 groups : normal control group

(group C) , unt reated diabetic group ( group DM ) , tet romethylpyrazine treated group ( group TMP ) , aminoguanidine treated

group ( group AG ) and tet romethylpyrazine and aminoguanidine treated group (group TMP + AG) . The expression of vascular

endothelial growth factor ( VEGF ) in renal cor tex of the rats in each group was observed by immunohistochemical staining after

12 weeks . Results: The expression of VEGF in renal cor tex of the rats in group T MP + AG and group C was alike . The expres-

sion of VEGF in renal cortex of group TMP and group AG decreased significantly as compared with that of group C , but was

still above normal level . Conclusion: The therapeutic mechanism of tetromethylpyrazine and aminoguanidine on diabetic ne-

phropathy may be inhibiting the over-expression of VEGF in kidney of diabetic rats .
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①  糖尿病肾病是糖尿病 ( diabetes mellitus , DM )

临床常见的慢性并发症之一 ,以肾小球系膜区增宽、

细胞外基质积聚、基底膜增厚及肾小球硬化为病理

特征。早期中西药联合应用可取得较好疗效。由于

血管内 皮生长 因子 ( vascular endothelial grow th

factor , VEGF ) 在肾小球中的分布及其功能特点 , 人

们开始重视其在糖尿病肾病发病中的作用
[ 1 , 2 ]

。笔

者通过研究川芎嗪联合氨基胍治疗糖尿病大鼠 , 观

察 VEGF 在肾组织的表达 ,初步探讨其作用机制。

1  材料和方法

1 .1  材料  雄性 SD 大鼠 , 由上海 SIPPR-BK 公司

提供 (合格证号 : 152 ) ; 链脲佐菌素 ( st rep tozotocin ,

STZ)、氨基胍 ( aminoguanidine , AG ) 为美国 Sigma

公司产品 ; 磷酸川芎嗪 ( tetramethylpyrazine , T MP )

为北京制药工业研究所实验药厂产品。One Touch

血糖仪为美国强生 Lifescan 公司产品 ; VEGF 试剂

盒购自北京中山生物技术有限公司 ; HbA1c 试剂盒

为比利时 Analis 公司产品 ; 美国 Beckman 公 司

P/ ACE5500毛细管电泳仪 ; Beckman 自动生化仪。

1 .2  糖尿病大鼠动物模型的建立和分组  SD 大鼠

50 只 , 体重 200～220 g。适应性饲养 7 d , 测空腹血

糖均低于 7 mmol/ L ,随机分为正常对照组 ( C 组 ) 10
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只 ,实验组 40 只。用 STZ 诱发糖尿病 [ 3 ] , S TZ 临用

前用 0 .1 mol/ L 柠檬酸缓冲液配成 1% 浓度 , 经微

孔滤膜过滤灭菌 ,按 60 mg/ kg 左下腹腔注射。72 h

后取尾血测空腹血糖。凡血糖≥16 .7 mmol/ L 作为

糖尿病模型鼠 , 再随机分为 4 组 , 各 10 只。DM 组

为 糖 尿 病 模 型 组 , 每 天 给 予 生 理 盐 水

100 ml·kg - 1 ·d - 1 灌胃 ; AG 组为糖尿病氨基胍治

疗组 , 每天给予氨基胍 100 mg·kg
- 1
·d

- 1
灌胃 ;

TM P 组为糖尿病川芎嗪治疗组 , 每天给予磷酸川芎

嗪100 mg·k g
- 1
·d

- 1
灌胃 ; TM P + AG 组为糖尿

病川芎嗪 + 氨基胍治疗组 ,每天给予磷酸川芎嗪、氨

基胍各 100 mg· kg
- 1
· d

- 1
灌胃。分笼喂养 , 自由

进食和饮水。

1 .3  检测方法  分别于大鼠血糖升高后的第 4、8、

12 周 , 测量体重和空腹血糖。第 12 周时 , 测糖化血

红蛋白 HbA1c , 每只大鼠以代谢笼饲养后收集 24 h

尿标本测尿蛋白。利用自动生化仪测定血、尿肌酐 ,

并计算内生肌酐清除率 ( crea tinine clearance , Ccr ) ,

结果用体重加以校正。

1 .4  免疫组织化学染色  第 12 周时 , 大鼠以 25%

乌拉坦麻醉 ,处死大鼠 , 取左肾皮质 , 经 10% 中性福

尔马林固定 , 石蜡包埋 , 4 μm 连续切片。VEGF 抗

体稀释度为 1∶ 50 , 染色步骤按免疫组织化学试剂

盒说明书进行 ,经 DAB 显色 ,阳性细胞呈棕色颗粒 ,

用 PBS 代替一抗作为阴性对照。

1 .5  统计学方法  各组数据均用 x± s 表示 , 均数

之间的比较采用配对 t 检验。

2  结  果

2 .1  各组一般情况及体重和血糖的比较  C 组毛

色光滑、柔顺 , 体重随时间而稳步增加 ; DM 组每日

饮水量及尿量明显多于 C 组 , 体重明显减轻 ; T MP

组、AG 组及 T MP + AG 组每日饮水量及尿量明显

多于 C 组 , 体重明显减轻 , 但仍高于 DM 组。各组

大鼠血糖和体重见表 1。

2 .2  各组大鼠 HbA1c、24 h 尿蛋白、Ccr 及肾重/ 体

重比较  DM 组大鼠 H bA1c、24 h 尿蛋白和 Ccr 显

著高于正常对照组 ( P < 0 .01 ) , 各治疗组显著低于

DM 组 , 但仍高于正常对照组。 TM P + A G 组大鼠

H bA1c、24 h 尿蛋白和 Ccr 显著低于 TMP 组和 AG

组。见表 2。

表 1  各组大鼠体重和血糖比较

Tab 1  Comparison of weight and blood sugar of 5 groups

( x± s)

G roup n
Weight ( g)

4 t h wee k 8 t h wee k 12 th wee k

Blood sugar ( mmol/ L )

4 th week 8 th wee k 12 th week

G roup C 10 ¢281±15 I301±12 Ù316±11 i3 H.9±1 .1 4 ¯.2 ±1 .5 4 h.3±0 .8

G roup DM 10 ¢181±8 * * 169±11 * * 158±6 * * 21 H.4±2 .3 * * 22 Ø.9±1 .3 * * 22 h.8±1 .9 * *

G roup T MP 10 ¢203±7 * * △△ 198±9 * * △△ 193±9 * * △△ 19 H.1±1 .8 * * △△ 17 Ø.3±1 .5 * * △△ 20 h.3±2 .7 * * △△

G roup A G 10 ¢212±15 * * △△ 206±17 * * △△ 213±7 * * △△ 16 H.7±2 .1 * * △△ 15 Ø.4±1 .5 * * △△ 13 h.4±1 .9 * * △△

Group T MP + AG 10 ¢205±14 * * △△ 214±13 * * △△ 219±9 * * △△ 12 H.3±1 .7 * * △△ 10 Ø.4±1 .2 * * △△ 5 h.4±1 .5 * * △△

  * * P < 0 .01 , vs group C ;△△ P < 0 .01 , v s g roup DM

表 2  各组大鼠 HbA1c、24 h 尿蛋白、Ccr 及肾重/ 体重比较

Tab 2  Comparison of HbA1c , 24 h urine protein , Ccr and kidney weight/ body weight of 5 groups

( x± s)

Group n H bA1c ( % )
24 h urin ary pro tein

( mg·24h - 1 )
Ccr( ml·min - 1 ·kg - 1 )

Kidney weight/ Body weight

( ×10 - 3 )

Group C 10 ô0 ¥.760±0 .540 4 ¦.25±0 .57 3 U.25±0 .41 6 V.89±0 .53

Group D M 10 ô3 ¥.932±1 .044 * * 28 ¦.68±1 .89 * * 6 U.67±1 .56 * * 15 V.28±1 .47 * *

Group T MP 10 ô1 ¥.745±1 .170 * * △△ 15 ¦.99±1 .34 * * △△ 5 U.49±0 .67 * * △△ 10 V.46±0 .84 * * △△

Group AG 10 ô1 ¥.840±0 .941 * * △△ 13 ¦.15±0 .76 * * △△ 4 U.82±0 .71 * * △△ 9 V.33±1 .05 * * △△

Group TMP + AG 10 ô0 ¥.856±0 .832 * * △△ 10 ¦.21±1 .22 * * △△ 4 U.43±0 .58 * * △△ 8 V.25±0 .46 * * △△

  * * P < 0 .01 , vs group C ;△△ P < 0 .01 , v s g roup DM

2 .3  各组大鼠肾皮质 VEGF 的表达  DM 组大鼠肾

皮质 VEGF 的表达较 C 组明显增强 ( + + + ) , 在肾

小球上皮细胞尤为明显。TMP 组和 AG 组大鼠肾皮

质 VEGF 表达比 DM 组明显减弱 , 但仍高于 C 组。

TMP + AG 组肾小球内 VEGF 表达基本正常 ,在肾小

管内仍有较强的表达。见图 1～图 3。
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图 1  正常对照组大鼠肾皮质 VEGF

免疫组化染色 (×400)

Fig 1  Immunohistochemistry of VEGF in renal

cortex of the rat in group C(×400)

图 2  糖尿病组大鼠肾皮质 VEGF

免疫组化染色 (×400)

Fig 2  Immunohistochemistry of VEGF in renal

cortex of the rat in group DM(×400)

图 3  川芎嗪联合氨基胍治疗组大鼠肾皮质

VEGF免疫组化染色 (×400)

Fig 3  Immunohistochemistry of VEGF in renal

cortex of the rat in group TMP + AG(×400)

3  讨  论

VEG F 是一种作用于内皮细胞的细胞因子 , 具有增

加血管通透性 ,促进血管发生 , 增加黏附分子及细胞

外基质产生的作用。肾小球足突细胞及活化的系膜

细胞可表达 VEGF。在致病因子的作用下 , VEGF

产生增多 ,以旁分泌的形式作用于肾小球内皮细胞

上的 VEGF 受体 ,发挥其强大的生物学效应。研究

发现 [ 4 ] , 糖尿病肾病患者肾小球上皮细胞 VEGF 的

表达明显增强。VEG F 表达的强度与患者蛋白尿的

程度 ,以及与肾小球结节样病变的形成显著相关。

本研究发现糖尿病未治疗组大鼠肾皮质 VEGF 的

表达较正常对照组大鼠明显增强 , 同时内生肌酐清

除率及肾重/ 体重均明显增高 , 提示肾脏肥大及高滤

过与 VEGF 表达增强密切相关。

川芎嗪是从中药川芎总生物碱中提取的有效成

分四甲基吡嗪。川芎嗪具有扩张血管、抗血小板凝

集、改善血液流变性、抗脂质氧化及清除氧自由基等

作用
[ 5 ]

。翁孝刚等
[ 6 ]

用川芎嗪治疗糖尿病各种慢性

并发症取得较为满意的疗效。研究表明
[ 7 ]

氨基胍可

阻断高血糖的病理损害 , 对糖尿病多种慢性并发症

的发生和发展有防治作用。陈瑞华等
[ 8 ]

报道川芎嗪

联合氨基胍治疗能明显减轻糖尿病大鼠视网膜组织

超微结构的病变。笔者结合川芎嗪和氨基胍的作用

机制 ,提出用川芎嗪联合氨基胍治疗糖尿病肾病的

设想。研究发现单独应用川芎嗪或氨基胍治疗 , 对

VEG F 表达有一定的抑制作用 , 尿蛋白及内生肌酐

清除率均明显下降 ; 且川芎嗪联合氨基胍治疗较单

独用川芎嗪或氨基胍治疗对 VEGF 表达的抑制作

用更为显著 ,在国内外文献中尚未见类似报道。
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