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[摘　 要] 　 目的　 探讨罗格列酮对糖尿病大鼠胸主动脉钙化的影响ꎮ 方法　 利用链脲佐菌素联合高能量饲料和

维生素 Ｄ３ 并尼古丁制备糖尿病血管钙化大鼠模型(ＤＭ＋ＶＤＮ 组)ꎬ并随机分为模型组、罗格列酮(ＲＳＧ)治疗组和

格列本脲(ＧＬＢ)治疗组ꎮ 检测大鼠一般代谢指标、血清糖基化终末产物(ＡＧＥ)、丙二醛(ＭＤＡ)含量和超氧化物歧

化酶(ＳＯＤ)活性ꎬ胸主动脉钙含量及糖基化终末产物受体(ＲＡＧＥ)蛋白表达ꎮ 结果　 ＲＳＧ 治疗组和 ＧＬＢ 治疗组血

清 ＡＧＥ、ＭＤＡ 及 ＳＯＤ 水平低于模型组ꎬ且 ＲＳＧ 效果优于 ＧＬＢ(Ｐ<０.０５)ꎻＲＳＧ 治疗组胸主动脉 ＲＡＧＥ 表达水平以及

钙含量均低于模型组和 ＧＬＢ 治疗组(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 罗格列酮可能通过降低 ＡＧＥ 水平ꎬ下调 ＲＡＧＥ 表达ꎬ抑制氧

化应激反应ꎬ延缓血管钙化进展ꎮ
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　 　 血管钙化是糖尿病患者的常见并发症ꎬ危害严

重ꎬ与患者的首位死亡原因心血管终点事件密切相

关ꎮ 临床上ꎬ血管钙化与糖化血红蛋白、血肌酐和

尿酸水平密切相关[１]ꎮ 有研究显示高糖可促进血

管平滑肌细胞钙化ꎮ 但 ＤＣＣＴ 和 ＵＫＰＤＳ 等研究证

明无论在 １ 型还是 ２ 型糖尿病ꎬ强化血糖控制只能

降低微血管而非大血管并发症ꎮ 研究证实蛋白质

非酶糖基化形成的糖基化终末产物 ( ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙ￣
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ｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬＡＧＥ) 通过受体(ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａｄ￣
ｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬＲＡＧＥ)途径促进血管

平滑肌细胞钙化[２]ꎮ 过氧化体增殖物激活型受体

(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γꎬ ＰＰＡＲγ)
激活剂罗格列酮 (ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅꎬＲＳＧ)由于能增加胰

岛素敏感性广泛用于 ２ 型糖尿病的治疗ꎮ 研究证实

ＲＳＧ 还具有独立于降糖作用之外的心血管保护效

应ꎮ 本研究观察罗格列酮对糖尿病大鼠胸主动脉

钙化的影响ꎬ为进一步阐明罗格列酮心血管保护作

用的药理机制提供实验依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

６ 周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ体质量 １８０ ｇ 左右ꎬ购
自中国科学院上海实验动物中心ꎮ 链脲佐菌素

(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬ ＳＴＺ)和维生素 Ｄ３ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
尼古丁由北京大学医学部齐永芬博士惠赠ꎮ 罗格

列酮原粉由中国药科大学袁耀佐博士惠赠ꎮ 格列

本脲片ꎬ２.５ ｍｇ / 片ꎬ购自苏州长征￣欣凯制药有限公

司(国药准字 Ｈ３２０２１２８３)ꎮ 组织钙检测试剂盒为

Ｓｉｇｍａ 公 司 产 品ꎮ 鼠 丙 二 醛 ( ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ
ＭＤＡ) 和超氧化物歧化酶 ( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ
ＳＯＤ) 检测试剂盒为南京建成公司产品ꎮ 鼠抗

ＲＡＧＥ 多克隆 ＩｇＧ 为 Ｒ＆Ｄ 公司产品ꎮ
１.２　 动物模型的建立

按照本实验室既往方法[３￣４] 制备糖尿病血管钙

化大 鼠 模 型 ( ｄｉａｂｅｔｉｃ ａｒｔｅｒｉａｌ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＤＭ ＋
ＶＤＮ)ꎮ ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ予以高糖、
高脂、高热量饲料喂养 ８ 周后ꎬ按 ＳＴＺ ２５ ｍｇ / ｋｇ 腹

腔注射ꎬ１ 周后血糖大于 １６.７ ｍｍｏｌ / Ｌ 大鼠给予肌肉

注射维生素 Ｄ３ ( ３０００００ Ｕ / ｋｇ ) 和 尼 古 丁 ( ２５
ｍｇ / ｋｇ)灌胃ꎮ 根据 ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色及 ＣＴ 动脉钙化

积分检测确定模型制备成功ꎮ
１.３　 动物分组及给药

模型组大鼠随机分为罗格列酮治疗组、格列本

脲(ＧＬＢ)治疗组及模型组ꎬ每组 ６ 只ꎬ所有动物自由

饮水ꎬ标准饲料喂养ꎮ ＲＳＧ 治疗组给予罗格列酮 ２
ｍｇ / (ｋｇｄ)灌胃ꎻＧＬＢ 治疗组给予格列本脲 ２. ５
ｍｇ / (ｋｇｄ)灌胃ꎻ模型组给予等量生理盐水灌胃ꎬ
观察 ６ 周ꎮ 给药前尾静脉采血ꎮ
１.４　 组织取材

第 ６ 周末ꎬ腹腔注射戊巴比妥钠 (６０ ｍｇ / ｋｇ)麻
醉ꎬ股动脉采血测空腹血糖( ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅꎬ

ＦＢＧ)、糖化血红蛋白 (ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃꎬ ＨｂＡｌｃ)、血
脂[甘油三酯(ＴＧ)、总胆固醇(ＴＣ)]ꎬ荧光分光光度

法检测血清 ＡＧＥ 水平ꎻ按照试剂盒说明书检测

ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 水平ꎮ 断颈处死大鼠并摘取胸主动

脉ꎬ一部分放入多聚甲醛中固定ꎬ剩余的保存在

－８０ ℃冰箱中ꎮ
１.５　 组织钙含量检测

大鼠主动脉于 ５５ ℃烘干ꎮ 根据试剂盒说明ꎬ比
色法检测待测样品中的钙浓度ꎮ 同时以 ＢＣＡ 法检

测待测样品蛋白含量ꎬ并以蛋白含量标化钙化量ꎮ
１.６　 光镜检查

经多聚甲醛固定的组织常规取材ꎬ用浓度逐渐

升高的酒精依次脱水 ２ ~ ３ 次ꎻ浸蜡ꎬ包埋ꎬ切片ꎬ行
ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色ꎮ 结果根据参考文献[２]判断ꎬ将血管

钙盐沉积的程度分为 ０ ~ ４ 级ꎮ ０ 级:无钙盐沉积ꎻ１
级:点状沉积ꎻ２ 级:单个节段钙盐沉积ꎻ３ 级:多部位

钙盐沉积ꎻ４ 级:弥漫、环绕血管壁的钙盐沉积ꎮ <１
定义为无钙化ꎬ１~ ２.５ 级为轻、中度钙化ꎬ>２.５ 为重

度钙化ꎮ 每只标本染 ３ 张切片ꎬ取其平均值ꎮ
１.７　 免疫组织化学检测

经多聚甲醛固定的组织常规取材ꎬ用浓度逐渐

升高的酒精依次脱水 ２ ~ ３ 次ꎻ浸蜡ꎬ包埋ꎬ切片ꎬ按
照说明书要求ꎬ对组织进行相应的抗原修复ꎬ分别

滴加一抗、二抗ꎬ显色ꎬ复染ꎬ封片ꎬ进行图像分析

测量ꎮ
１.８　 数据处理与统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １３.０ 软件进行统计分析ꎬ数据以 ｘ±ｓ
的形式表示ꎬ组间比较采用单因素方差分析及

Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ (ＳＮＫ)法ꎬＰ<０.０５ 认为差异

有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 一般资料

造模前各实验组大鼠之间体质量差异无显著

性ꎮ 单独给予维生素 Ｄ３和尼古丁处理后初始大鼠

出现进食减少ꎬ体质量下降ꎬ约 ２ 周后恢复ꎮ 注射链

脲佐菌素后ꎬ血糖升高ꎬ开始出现多饮、多尿、消瘦

和体质量增长缓慢等糖尿病症状ꎬ继续给予维生素

Ｄ３和尼古丁处理后ꎬ多饮、多尿、消瘦等糖尿病症状

加重ꎮ ＲＳＧ 治疗组和 ＧＬＢ 治疗组症状略有改善ꎮ
治疗 ６ 周后ꎬＲＳＧ 治疗组和 ＧＬＢ 治疗组大鼠体质量

高于模型组(Ｐ<０.０５)ꎬＲＳＧ 治疗组与 ＧＬＢ 治疗组

之间体质量差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻＲＳＧ 和
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ＧＬＢ 均能降低 ＦＢＧ、ＨｂＡ１ｃ 水平ꎬＧＬＢ 治疗组优于

ＲＳＧ 治疗组 (Ｐ<０.０５)ꎻＲＳＧ 治疗组 ＡＧＥ 水平低于

模型组和 ＧＬＢ 治疗组(Ｐ<０.０５)ꎬＧＬＢ 治疗组 ＡＧＥ
水平与模型组比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ各
组大鼠心率(ＨＲ)、血脂(ＴＣ、ＴＧ)和血钙水平差异

无统计学意义(Ｐ>０.０５ꎻ表 １)ꎮ

表 １. 各组大鼠一般资料

Ｔａｂｌｅ １. Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ

一般资料 模型组 ＧＬＢ 治疗组 ＲＳＧ 治疗组

ＨＲ (次 /分)　 ４１３ ± １２ ４０３ ± １９ ３９５ ± １７

体质量 (ｇ) ４１５ ± １６ ４５４ ± １２ａ ４７６ ± ２８ａ

ＦＢＧ (ｍｍｏｌ / Ｌ) ２４.４０ ± １.８１ １８.４４ ± ０.４７ａ ２１.５６ ± ０.８５ａｂ

ＴＣ (ｍｍｏｌ / Ｌ) １.８９ ± ０.３０ １.９２ ± ０.１４ ２.１２ ± ０.１９

ＴＧ (ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.４１ ± ０.１１ ０.３６ ± ０.１２ ０.３８ ± ０.０７

ＨｂＡ１ｃ(％) ２１.４± ４.６ １７.８ ± ４.９ａ １９.２ ± ５.２ａｂ

Ｃａ (ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.５２ ± ０.５３ ２.４７ ± ０.４６ ２.７３ ± ０.３２

ＡＧＥ (ｋＵ / Ｌ) ５.３９± ２.１０ ５.０６±２.１９ ４.１２ ±１.６３ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＧＬＢ 治疗组比较ꎮ

２.２　 大鼠胸主动脉钙含量

ＲＳＧ 治疗组胸主动脉钙含量低于模型组和

ＧＬＢ 治疗组(Ｐ<０.０５) ꎬＧＬＢ 治疗组与模型组比较

差异无显著性(Ｐ>０.０５ꎻ表 ２)ꎮ

表 ２. 大鼠胸主动脉钙含量

Ｔａｂｌｅ ２. Ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ

分　 组 钙含量(μｇ / ｇ)
模型组 １３６０±３４１
ＧＬＢ 治疗组 １２８０±３６２
ＲＳＧ 治疗组 ８９４±２１５ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＧＬＢ 治疗组比较ꎮ

２.３　 大鼠胸主动脉 ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色

胸主动脉 ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色显示ꎬ模型组钙化主要

位于动脉的中层ꎬ呈黑褐色颗粒状或块状沉积ꎬ部
份还可见钙盐沿弹力板呈连续的线状ꎬ平滑肌细胞

排列紊乱ꎬ细胞间基质增多ꎻＲＳＧ 治疗可减轻大鼠

胸主动脉钙化ꎬ ＧＬＢ 治疗组胸主动脉 ｖｏｎ ｋｏｓｓａ 染

色与模型组无明显差异(图 １)ꎮ

图 １. 大鼠胸主动脉 ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ染色(２００×)　 　 左图为模型组ꎬ中图为 ＧＬＢ 治疗组ꎬ右图为 ＲＳＧ 治疗组ꎮ Ｉ 表示内膜ꎬＭ 表示中膜ꎬＡ 表示外膜ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ(２００×)

２.４　 大鼠胸主动脉 ＲＡＧＥ 表达

大鼠胸主动脉 ＲＡＧＥ 免疫组织化学染色结果

显示ꎬ模型组血管平滑肌层 ＲＡＧＥ 表达丰富ꎬ平滑

肌细胞被染成棕黄色ꎮ 经过图像分析测量发现ꎬ
ＲＳＧ 治疗组主动脉 ＲＡＧＥ 表达低于模型组 (Ｐ <
０.０１)ꎬＧＬＢ 治疗组与模型组比较差异无显著性(Ｐ>
０.０５ꎬ图 ２)ꎮ
２.５　 大鼠血清和胸主动脉 ＳＯＤ 水平及 ＭＤＡ 含量

ＲＳＧ 治疗组大鼠血清和胸主动脉 ＳＯＤ 水平及

ＭＤＡ 含量较模型组和 ＧＬＢ 治疗组明显降低(Ｐ <
０.０１)ꎬＧＬＢ 治疗组与模型组比较差异无显著性(Ｐ>
０.０５ꎬ图 ３)ꎮ

３　 讨　 论

以钙盐沉积及相关变化为特点而发生在骨骼

的骨化、钙化是人体内常见的生理性过程ꎮ 但异位

的钙化ꎬ如发生在软组织和血管的钙化ꎬ则可能产

生重要病理后果ꎮ 糖尿病患者常见血管钙化ꎬ表现

为动脉粥样硬化斑块中钙化灶和血管中膜钙化并

存ꎬ与患者的首位死亡原因心血管终点事件密切相

关ꎮ 既往研究发现 ＡＧＥ 可以上调 ＲＡＧＥ 表达ꎬ促进

大鼠血管平滑肌细胞钙化ꎬ应用 ａｎｔｉ￣ＲＡＧＥ[２] 或罗

格列酮[５]可以抑制 ＡＧＥ 上述效应ꎮ 机制研究发现

氧化应激在 ＡＧＥ 所致的糖尿病大鼠血管钙化发生

发展过程中发挥重要作用[４]ꎮ 有学者研究发现罗
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图 ２. 大鼠胸主动脉 ＲＡＧＥ 表达(２００×)　 　 Ｉ 表示内膜ꎬＭ 表示中膜ꎬＡ 表示外膜ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与模型组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＧＬＢ 治疗

组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＲＡＧＥ ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ(２００×)

图 ３. 大鼠血清和胸主动脉 ＳＯＤ 及 ＭＤＡ　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ
与模型组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＧＬＢ 治疗组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＳＯＤ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ ｒａｔ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ

格列酮可以抑制 ＲＡＧＥ 表达增加ꎬ减轻 ＡＧＥ 的致

病效应[６]ꎮ
本研究发现罗格列酮和格列本脲都能明显降

低糖尿病大鼠血糖和 ＨｂＡ１ｃ 水平ꎮ 尽管降糖效果

弱于格列本脲ꎬ但罗格列酮能降低血清 ＡＧＥ 水平ꎬ
明显减少糖尿病导致的胸主动脉钙化ꎬ降低 ＲＡＧＥ
表达ꎬ显著优于格列本脲治疗组ꎬ提示罗格列酮具

备超越降糖以外的抑制血管钙化的作用ꎮ 已经证

实罗格列酮能降低糖尿病大鼠[７] 和糖尿病患者[８]

升高的血清 ＡＧＥ 水平ꎬ减轻糖基化终末产物诱导的

大鼠血管平滑肌细胞钙化[５]ꎮ 由于循环中 ＡＧＥ 水

平不仅取决于其生成多少(主要决定于高糖水平以

及持续时间)ꎬ还与肾脏对其清除率有很大关系ꎮ
与我们先前的研究结果一致ꎬ本研究观察到罗格列

酮治疗后糖尿病大鼠血清 ＡＧＥ 水平下降ꎬ可能与罗

格列酮改善肾功能ꎬ增加肾脏对 ＡＧＥ 清除有关ꎬ而
血清 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 水平降低可能部分继发于血清

ＡＧＥ 水平下降ꎮ
对于糖尿病血管钙化ꎬ目前尚无有效的治疗手

段ꎬ及时评价和控制血管钙化的危险因素ꎬ进行合

理的预防性治疗非常重要[９]ꎮ 近年来越来越多的

学者发现过氧化体增殖物激活型受体 γ 与血管钙
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化关系密切[１０]ꎮ 机制研究发现 ＰＰＡＲγ 通过 Ｗｎｔ５ａ
信号通路逆转血管平滑肌细胞钙化[１１]ꎮ 也有研究

提示罗格列酮可以抑制氧化应激促进牙髓细胞矿

化[１２]ꎮ 我们的研究发现罗格列酮治疗后大鼠胸主

动脉 ＲＡＧＥ 表达下调ꎬ血清 ＡＧＥ、ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 水平

降低ꎬ主动脉钙盐沉积减轻ꎬ推测罗格列酮可能通

过抑制血管平滑肌细胞表面 ＲＡＧＥ 参与的信号途

径ꎬ下调多种细胞因子的表达ꎬ抑制氧化应激反应ꎬ
发挥钙化抑制作用ꎮ 进一步研究 ＰＰＡＲγ 参与的信

号转导通路对于探讨钙化发生机制将有着积极

意义ꎮ
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