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[摘　 要] 　 目的　 探讨过表达网膜素对糖尿病动脉硬化大鼠主动脉胶原含量的影响ꎮ 方法　 选用 ６０ 只 １ 月龄雄

性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ按随机数字表法分为正常对照组(ＮＣ 组ꎻｎ＝ ８)和实验组(ｎ ＝ ５２)ꎮ 实验组采用高脂高糖饲料喂养

联合尾静脉注射 ２％链脲佐菌素(３０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ建立糖尿病大鼠模型ꎻ成模的糖尿病大鼠再灌胃给予维生素 Ｄ３(７０ 万

ＩＵ / ｋｇ)ꎬ继续喂养 １６ 周ꎬ建立糖尿病合并动脉硬化大鼠模型ꎮ 将最终 ２４ 只糖尿病动脉硬化大鼠ꎬ依随机数字表法

分为糖尿病动脉硬化组(ＤＡＣ 组ꎻｎ＝ ８)、糖尿病动脉硬化＋空病毒组(ＤＡＣ＋Ｅ 组ꎻｎ＝ ８)和糖尿病动脉硬化＋网膜素

组(ＤＡＣ＋Ｏ 组ꎻｎ＝ ８)ꎮ 将 １５０ μＬ 携带人网膜素基因 ＩＴＬＮ１￣ＡＡＶ９ 的腺相关病毒和携带空质粒的病毒经尾静脉分

别注射至 ＤＡＣ＋Ｏ 组和 ＤＡＣ＋Ｅ 组ꎬ等量生理盐水注射至 ＮＣ 组和 ＤＡＣ 组ꎮ 继续高脂饲料喂养 ４ 周ꎬ处死大鼠ꎬ测定

血清及肝脏网膜素、血脂水平ꎻ取主动脉进行 ＨＥ 染色ꎻ应用定量实时聚合酶链反应测定胶原Ⅰ、Ⅲ、基质金属蛋白

酶 ２(ＭＭＰ￣２)、ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡ 含量ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定主动脉胶原Ⅰ、Ⅲ、ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ 蛋白含量ꎻ黄嘌呤氧化酶法

测定主动脉超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)含量ꎬ硫代巴比妥酸缩合法测定主动脉丙二醛(ＭＤＡ)水平ꎮ 结果　 (１)与 ＮＣ
组相比ꎬ糖尿病动脉硬化大鼠血清中大鼠网膜素水平显著下降ꎮ 给予携带人网膜素基因的腺相关病毒静脉注射

后ꎬ在 ＤＡＣ＋Ｏ 组的大鼠血清中测定人网膜素为(１０１.０±０.２) μｇ / Ｌꎬ肝脏中测得人网膜素为(９８.３±１.９) μｇ / Ｌꎬ在其

他组别的相应组织中未测出人网膜素ꎮ (２)与 ＤＡＣ 组相比ꎬＤＡＣ＋Ｅ 组和 ＤＡＣ＋Ｏ 组血清血脂谱和主动脉 ＭＤＡ 均

显著下降ꎬＳＯＤ 升高ꎬ但后 ２ 组间差异无统计学意义ꎮ (３)ＤＡＣ 组主动脉内膜部分脱落ꎬ平滑肌增生ꎬ局部透明变性

并钙化ꎮ ＤＡＣ＋Ｏ 组内膜完整ꎬ局部管壁增厚ꎬ平滑肌增生和钙化程度较 ＤＡＣ 组明显改善ꎮ (４)与 ＤＡＣ＋Ｅ 组相比ꎬ
ＤＡＣ＋Ｏ 组胶原Ⅰ、Ⅲ ｍＲＮＡ 表达显著下降ꎬ胶原Ⅲ蛋白表达显著下降ꎮ 与 ＤＡＣ＋Ｅ 组相比ꎬＤＡＣ＋Ｏ 组 ＭＭＰ￣２、
ＭＭＰ￣９ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达差异均无统计学意义ꎮ 结论　 在糖尿病动脉硬化大鼠体内ꎬ过表达人网膜素能减少

主动脉胶原Ⅲ的表达量ꎬ减轻动脉硬化ꎬ对氧化应激水平无明显影响ꎮ
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ｃｌｅ ｗａｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄꎬ ｌｏｃａｌ ｈｙａｌｉｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ. 　 Ｉｎ ＤＡＣ＋Ｏ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｉｎｔｉｍａ ｗａｓ ｉｎｔａｃｔꎬ ｔｈｅ
ｌｏｃａｌ ｗａｌｌ ｗａｓ ｔｈｉｃｋｅｎｅｄꎬ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＤＡＣ ｇｒｏｕｐ.　 (４)Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＡＣ＋Ｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ａｎｄ Ⅲ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ ＤＡＣ＋Ｏ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ.　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＡＣ＋Ｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭＭＰ￣２ꎬ ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＤＡＣ＋Ｏ ｇｒｏｕｐ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｒａｔｓꎬ ｏｖｅｒｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｏｍｅｎｔｉｎ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ ｉｎ ａｏｒｔａꎬ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｈａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｌｅｖｅｌ.

　 　 ２ 型糖尿病是动脉粥样硬化斑块形成的主要危

险因素ꎮ 斑块破裂是一个损伤与应答的病理过程ꎬ
炎症反应引起平滑肌细胞迁移至内皮下产生胶原ꎬ
形成纤维帽ꎬ平滑肌细胞凋亡导致纤维帽内胶原生

成减少ꎬ基质金属蛋白酶(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬ
ＭＭＰ)使胶原降解增加ꎬ共同导致纤维帽变薄是易

损斑块的特点之一ꎮ ２ 型糖尿病合并易损斑块发生

率较高ꎬ机制不明ꎮ 网膜素是新发现的脂肪因子ꎮ
临床研究表明网膜素具有抗动脉粥样硬化的作用ꎬ
它在急性冠状动脉综合征和 ２ 型糖尿病患者血清中

含量均明显下降ꎮ 它具有抗炎、舒张血管、抑制血

管钙化等作用ꎬ而它是否对平滑肌细胞的胶原合成

和降解过程产生影响ꎬ尚不清楚ꎮ 本研究评估了在

糖尿病动脉硬化大鼠体内过表达网膜素对主动脉

胶原和 ＭＭＰ 表达以及对氧化应激水平的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物造模

健康清洁级 １ 月龄雄性 ＳＰＦ 级近交系 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠 ６０ 只ꎬ购自天津医科大学动物实验中心ꎬ体质

量约为 ８０ ~ １００ ｇꎬ适应性喂养 ３ 天后称重ꎬ采用随

机数字表法分为正常对照组(ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)
(ＮＣ 组ꎻｎ ＝ ８)和 ２ 型糖尿病造模组(实验组ꎻｎ ＝

５２)ꎬＮＣ 组饲以基础饲料ꎬ２ 型糖尿病造模组喂以高

脂高糖饲料(２０％蔗糖ꎬ１０％猪油ꎬ５％胆固醇ꎬ１％胆

酸ꎬ６４％标准饲料)ꎮ 饲养环境为多层层流架ꎬ每笼

５ 只ꎬ自由饮水摄食ꎬ室温 ２０ ~ ２５ ℃ꎬ相对湿度 ４０％
~７０％ꎬ１２ ｈ 光照周期ꎮ 喂养 ８ 周后ꎬ大鼠隔夜空腹

１２ ｈ 后腹腔注射ꎬ其中 ２ 型糖尿病造模大鼠尾静脉

注射 ２％链脲佐菌素( ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎꎬＳＴＺ)３０ ｍｇ / ｋｇꎬ
应用 ｐＨ ４.４ 的 ０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸钠缓冲液配制ꎮ
未成模者在注射后 １ 周再注射 １ 次ꎬ并在此期间继

续喂以高糖高脂饲料ꎮ ＮＣ 组注射相当剂量的柠檬

酸钠缓冲液并喂以普通饲料ꎮ ２ 型糖尿病判定标准

为:注射后第 ３、７ 日尾尖部取血测定血糖ꎬ如随机血

糖≥１６.９ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ或出现多饮、多尿、消瘦、乏力、懒
动等症状且连续 ２ 次随机血糖>１１.１ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ即视

为 ２ 型糖尿病大鼠建模成功ꎮ ５２ 只大鼠中 ４６ 只造

模成功ꎮ
４６ 只 ２ 型糖尿病大鼠按 ７０ 万 ＩＵ / ｋｇ 的维生素

Ｄ３ 灌胃ꎬ分 ３ 天给完ꎬ灌胃后死亡 ６ 只ꎬ其余大鼠继

续喂高脂饲料ꎬ期间每周处死实验组大鼠 １ 只ꎬ取主

动脉ꎬ经过固定、脱水包埋、切片、染色ꎮ 饲养至整

个实验的 ２４ 周时ꎬ主动脉切片可见内膜细胞增生及

内皮下出现淡染的空泡细胞等动脉粥样硬化早期

病变ꎬ或者可见中膜平滑肌细胞增生、排列紊乱或

隆起呈斑块状结构ꎬ有些部位中膜有明显的钙化形
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成ꎬ钙化区周围出现泡沫样细胞ꎬ表明动脉硬化大

鼠造模成功ꎮ ４６ 只糖尿病大鼠中 ２４ 只糖尿病动脉

硬化大鼠进入下一阶段实验ꎮ ＮＣ 组同时用等量生

理盐水灌胃ꎬ继续喂养标准饲料 １６ 周ꎮ
１.２　 携带网膜素基因的腺相关病毒的制备

本实验所用的网膜素￣腺相关病毒的制备由汉

恒生物公司制作ꎮ 应用 ｐＨＢＡＡＶ￣ＣＭＶ￣ＺｓＧｒｅｅｎ 作

为过表达载体ꎬ经过目的基因扩增、载体连接、转
化、测序、病毒扩增和纯化等步骤ꎬ最终获得 ＩＴＬＮ１
(人网膜素的基因名称)滴度为 １.５×１０１２ｎｇ / Ｌꎮ 可以

进行直接的体内注射ꎮ
将成模的大鼠 ２４ 只以随机数字表法分为糖尿

病动脉硬化组(ｄｉａｂｅｔｉｃ ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)
(ＤＡＣ 组ꎬ ｎ ＝ ８)、 糖尿病动脉硬化 ＋ 空病毒组

(ｄｉａｂｅｔｉｃ ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｅｍｐｔｙ￣ａｄｅｎｏ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ
ｇｒｏｕｐ)(ＤＡＣ＋Ｅ 组ꎬｎ ＝ ８ 只)和糖尿病动脉硬化＋网
膜素组(ｄｉａｂｅｔｉｃ ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｏｍｅｎｔｉｎ￣ａｄｅｎｏ ａｓｓｏｃｉ￣
ａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ)(ＤＡＣ＋Ｏ 组ꎬｎ ＝ ８ 只)ꎮ ＤＡＣ＋Ｅ 组

和 ＤＡＣ＋Ｏ 组分别经尾静脉注射携带空载体的病毒

和携带 ＩＴＬＮ１￣ＡＡＶ９ 的腺相关病毒(１５０ μＬ)ꎬＤＡＣ
组尾静脉注射 １５０ μＬ 生理盐水ꎬ继续高脂饲料喂养

４ 周ꎬ整个实验的 ２８ 周时处死大鼠ꎬ取血清、主动脉

组织进行下一步实验ꎮ
１.３　 大鼠血清生物化学指标的测定

于实验的 ２８ 周末ꎬ所有大鼠隔夜空腹ꎬ测量体

质量、尾尖静脉血糖ꎬ以 １０％水合氯醛(３ ｍＬ / ｋｇ)麻
醉下股动脉取血ꎬ离心ꎬ留取血清ꎬ留取自主动脉根

部至肾动脉的动脉组织ꎬ部分置于冻存管于－８０ ℃
冰箱保存ꎬ部分于福尔马林溶液浸泡ꎮ

血清用于检测总胆固醇( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＴＣ)、
低密度脂蛋白胆固醇( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓ￣
ｔｅｒｏｌꎬＬＤＬＣ)、高密度脂蛋白胆固醇(ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐ￣
ｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬＨＤＬＣ)、甘油三酯( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅꎬ
ＴＧ)、大鼠网膜素、 人网膜素等指标ꎬ 其中 ＴＣ、
ＬＤＬＣ、ＴＧ、ＨＤＬＣ 应用全自动生物化学分析仪测定ꎬ
大鼠和人网膜素应用酶联免疫吸附法(ＥＬＩＳＡ)测

定ꎬ批内变异系数(ＣＶ)<５％ꎬ批间 ＣＶ<１０％ꎬＥＬＩＳＡ
试剂盒购自武汉华美生物工程有限公司ꎻ留取全血

应用高效液相色谱法测定大鼠糖化血红蛋白(ｇｌｙｃｏ￣
ｓｙｌａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎꎬＨｂＡ１ｃ)ꎮ
１.４ 　 大鼠主动脉胶原Ⅰ、Ⅲ和 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９
ｍＲＮＡ 和蛋白表达的测定

取冰冻保存的主动脉组织一部分ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法测定大鼠主动脉内胶原Ⅰ、Ⅲ和 ＭＭＰ￣２、
ＭＭＰ￣９ 蛋白表达水平ꎬ相关抗体从武汉博士得生物

工程有限公司购买ꎻ用黄嘌呤氧化酶法测定超氧化

物歧化酶( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)ꎬ硫代巴比妥

酸缩合法测定血清中的丙二醛 (ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ
ＭＤＡ)ꎬ试剂盒购自南京建成科技有限公司ꎮ

应用定量实时聚合酶链反应(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测大鼠

主动脉内胶原Ⅰ、Ⅲ和 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡ 表达

量ꎮ 取冰冻主动脉ꎬ用超纯 ＲＮＡ 提取试剂(ＴａＫａＲａ
Ｃｏｄｅ Ｄ９１０８Ｂ)提取组织样本中总 ＲＮＡꎮ 胶原Ⅰ:正
向:５′￣ＡＡＧＧＴＴＴＣＡＣＣＣＧＣＡＡＣＴＣＡ￣３′ꎬ反向:５′￣ＣＧ￣
ＴＡＧＣＣＧＴＴＣＡＴＧＣＴＴＧＴＧ￣３′ꎬ扩增片段 １０８ ｂｐꎻ胶原

Ⅲ:正向:５′￣ＴＴＣＣＴＧＧＧＡＧＡＡＡＴＧＧＣＧＡＣ￣３′ꎬ反向:
５′￣ＣＣＡＧＧＡＴＡＧＣＣＡＣＣＣＡＴＴＣＣ￣３′ꎬ 扩 增 片 段 １６９
ｂｐꎻ ＭＭＰ￣２: 正 向: ５′￣ＣＡＡＴＡＣＣＴＧＡＡＣＡＣＴＴＴＣＴＡ￣
３′ꎬ反向:５′￣ＧＧＴＣＡＡＧＧＴＣＡＣＣＴＧＴＣＴＧＧ￣３′ꎬ扩增片

段 ８０ ｂｐꎻ ＭＭＰ￣９: 正 向: ５′￣ＧＡＴＣＣＣＣＡＧＡＧＣＧＴ￣
ＴＡＣＴＣＧ￣３′ꎬ反向: ５′￣ＧＴＴＧＴＧＧＡＡＡＣＴＣＡＣＡＣＧＣＣ￣
３′ꎬ扩增片段 １３２ ｂｐꎻ内参 ＧＡＰＤＨ:正向: ５′￣ＣＧ￣
ＴＡＴＣＧＧＡＣＧＣＣＴＧＧＴＴ￣３′ꎬ反向:５′￣ＧＴＧＣＣＧＴＴＧＡＡ
ＣＴＴＧＣＣＧ￣３′ꎬ扩增片段 １４０ ｂｐꎮ 取 ５ μＬ ＲＮＡ 用

１％琼脂糖凝胶进行电泳ꎬ以检测 ＲＮＡ 的完整性ꎮ
用反转录试剂盒中的 ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ ( ＴａＫａＲａ Ｃｏｄｅ
ＤＲＲＯ４７Ａ)对 ＲＮＡ 中残留的基因组 ＤＮＡ 进行消化

处理ꎮ 用反转录试剂盒(ＴａＫａＲａ Ｃｏｄｅ ＤＲＲＯ４７Ａ)
进行反转录ꎬ用 ＡＢＩ ７５００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪检测ꎬ
采用 ２―△△ＣＴ法进行数据的相对定量分析ꎮ
１.５　 统计分析

应用 ＳＰＳＳ １１.０ 软件进行统计分析ꎬ所有资料

均进行正态及方差齐性检验ꎬ正态分布数据以 ｘ±ｓ
表示ꎬ非正态分布数据以中位数(最小值、最大值)
表示ꎬ正态分布及方差齐的资料ꎬ采用单因素方差

分析ꎬ组间两两比较采用 ＳＮＫ￣ｑ 检验ꎬ不符合正态

检验的资料ꎬ采用非参数检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有

统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 各组大鼠体质量及生物化学指标

实验结束时ꎬ在 ＤＡＣ＋Ｏ 组的大鼠血清中测定

人网膜素为(１０１.０±０.２) μｇ / Ｌꎬ肝脏中测得人网膜

素为(９８.３±１.９) μｇ / Ｌꎬ在其他组别的相应组织中未

测出人网膜素ꎮ 与 ＤＡＣ 组相比ꎬＤＡＣ＋Ｅ 组和 ＤＡＣ＋
Ｏ 组的体质量、ＨｂＡ１ｃ、血清网膜素水平差异无统计

学意义ꎬ血脂和 ＭＤＡ 含量均下降ꎬ降至对照组水

平ꎬＳＯＤ 升高ꎮ 与 ＤＡＣ＋Ｅ 组相比ꎬＤＡＣ＋Ｏ 组血脂
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谱和氧化应激水平差异无统计学意义(表 １)ꎮ

表 １. 实验结束时各组大鼠体质量及生物化学指标比较

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

项　 目
ＮＣ 组
(ｎ＝ ８)

ＤＡＣ 组
(ｎ＝ ８)

ＤＡＣ＋Ｅ 组
(ｎ＝ ８)

ＤＡＣ＋Ｏ 组
(ｎ＝ ８) Ｆ 值 Ｐ 值

体质量(ｇ) ６１１.１±４２.７ ３７９.５±３６.５ａ ４０４.３±４８.０ａ ４１６.４±９８.４ｃ ２４.０４５ ０.０００

随机血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ) ５.１±０.６ ２０.２±２.１ａ ２５.８±３.８ａｂ ２５.９±８.８ａｂ ３２.０９８ ０.０００

ＴＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.１±０.２ ５.５±３.０ａ ２.１±０.１ｂ １.９±０.２ｂ ９.６９０ ０.０００

ＴＧ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.６±０.８ ５.３±４.０４ａ １.４±０.１ｂ １.４±０.１ｂ ４.４７０ ０.０１１

ＬＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.７±０.１ ３.２±１.６ａ １.７±０.２ｂ １.６±０.２ｂ ８.５５４ ０.００１

ＨＤＬＣ(ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.４±０.０ ０.５±０.１ａ １.２±０.７ｂ ０.５±０.１ｂ ３.００６ ０.０００

大鼠网膜素(μｇ / Ｌ) ７８.０±１２.１ ５１.５±１５.１ａ ６０.７±１３.１ ６９.６±１２.９ ５.６８３ ０.００４

人血清网膜素(μｇ / Ｌ) － － － １０１.０±０.２ － －

人肝脏网膜素(μｇ / Ｌ) － － － ９８.３±１.９ － －

ＳＯＤ(ｋＵ / Ｌ) ９４.３±６.７ ９４.０±２.５ａ ９８.３±２.９ａｂ ９８.３±２.６ｂ ３.０４３ ０.０４５

ＭＤＡ(μｍｏｌ / Ｌ) ５.０±０.３ ８.２±３.８ａ ４.９±０.５ｂ ５.２±０.５ｂ ５.３００ ０.００５

ＨｂＡ１ｃ(％) ５.２±０.３ ２５.３±１０.７ａ ２８.０±９.２ａ １９.９１±７.７ａ １２.８５８ ０.０００
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＮＣ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＤＡＣ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＤＡＣ＋Ｅ 组比较ꎮ

２.２　 各组大鼠主动脉组织病理染色结果

光镜下ꎬＮＣ 组:动脉结构清晰ꎬ形态正常ꎬ管壁

各层结构存在ꎬ排列规整ꎮ ＤＡＣ 组:动脉结构清晰ꎬ
管壁各层广泛变性坏死ꎬ伴钙化形成ꎮ ＤＡＣ＋Ｅ 组:
血管壁结构清晰ꎬ形态正常ꎬ内膜部分脱落ꎬ平滑肌

增生ꎬ局部透明变性并钙化ꎮ ＤＡＣ＋Ｏ 组:血管壁结

构清晰ꎬ形态正常ꎬ内膜完整ꎬ局部管壁增厚ꎬ平滑

肌排列稍紊乱(图 １)ꎮ
２.３　 各组大鼠主动脉胶原Ⅰ、Ⅲ和 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９
ｍＲＮＡ 表达

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ与 ＤＡＣ 组相比ꎬＤＡＣ＋Ｅ 组

和 ＤＡＣ＋Ｏ 组胶原Ⅰ、Ⅲ和 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ 的 ｍＲＮＡ

表达均下降ꎬ差异有统计学意义ꎻ与 ＤＡＣ＋Ｅ 组相

比ꎬＤＡＣ＋Ｏ 组胶原Ⅰ、Ⅲ ｍＲＮＡ 表达量进一步下

降ꎬＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡ 表达量差异无统计学意

义(表 ２)ꎮ
２.４　 各组大鼠主动脉胶原Ⅰ、Ⅲ和 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９
蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值ꎬ
以样品测定值与内参的比值表示ꎮ 与 ＤＡＣ 组比较ꎬ
ＤＡＣ＋Ｅ 组胶原Ⅰ、Ⅲ和 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ 蛋白表达差

异无统计学意义ꎮ 与 ＤＡＣ＋Ｅ 组相比ꎬＤＡＣ＋Ｏ 组胶

原Ⅲ、ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ 蛋白表达量下降ꎬ差异有统计

学意义ꎻ胶原Ⅰ蛋白表达无显著差异(表 ３、图 ２)ꎮ

表 ２. 各组大鼠主动脉胶原Ⅰ、Ⅲ、ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡ 表达比较

Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰꎬ Ⅲꎬ ＭＭＰ￣２ ａｎｄ ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡｓ ｉｎ ａｏｒｔａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分　 组 ｎ 胶原Ⅰ ｍＲＮＡ 胶原Ⅲ ｍＲＮＡ ＭＭＰ￣２ ｍＲＮＡ ＭＭＰ￣９ ｍＲＮＡ

ＮＣ 组 ８ １.０±０.０ １.０±０.０ １.０±０.０ １.０±０.０

ＤＡＣ 组 ８ １.９±０.４ａ １.９±０.４ａ １.６±０.２ａ １.５±０.３ａ

ＤＡＣ＋Ｅ 组 ８ １.６±０.１ａｂ １.６±０.１ａｂ １.２±０.１ａｂ １.３±０.１ａ

ＤＡＣ＋Ｏ 组 ８ １.１±０.４ｂｃ １.２±０.５ｂｃ １.２±０.３ｂ １.１±０.３ｂ

Ｆ 值 － １６.７０８ １２.９８８ １２.５２１ ８.９１６

Ｐ 值 － ０.０００ ０.０００ ０.０００ ０.０００
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＮＣ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＤＡＣ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＤＡＣ＋Ｅ 组比较ꎮ
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图 １. 糖尿病动脉硬化大鼠主动脉 ＨＥ 染色结果　 　 从上到下ꎬ第 １ 行为 ＮＣ 组ꎬ第 ２ 行为 ＤＡＣ 组ꎬ第 ３ 行为 ＤＡＣ＋Ｅ 组ꎬ第 ４ 行为 ＤＡＣ＋

Ｏ 组ꎮ 放大倍数ꎬ从左到右ꎬ第 １ 列为 １０ 倍ꎬ第 ２ 列为 １００ 倍ꎬ第 ３ 列为 ４００ 倍ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔａ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｒａｔｓ

表 ３. 各组大鼠主动脉胶原Ⅰ、Ⅲ、ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９蛋白表达比较

Ｔａｂｌｅ ３. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰꎬ Ⅲꎬ ＭＭＰ￣２ ａｎｄ ＭＭＰ￣９ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ａｏｒｔａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分　 组 ｎ 胶原Ⅰ蛋白 胶原Ⅲ蛋白 ＭＭＰ￣２ 蛋白 ＭＭＰ￣９ 蛋白

ＮＣ 组 ８ ０.８±０.１ ０.７±０.１ ０.８±０.１ ０.７４±０.０５

ＤＡＣ 组 ８ ０.９±０.３ １.１±０.２ａ １.２±０.２ａ １.１±０.２ａ

ＤＡＣ＋Ｅ 组 ８ ０.９±０.３ １.０±０.１ａ １.１±０.１ａ １.０±０.１ａ

ＤＡＣ＋Ｏ 组 ８ １.１±０.２ ０.８±０.２ｂｃ ０.６±０.１ａｂｃ ０.８±０.１ｂｃ

Ｆ 值 － １.５５９ １２.０４７ ２１.５９１ １５.３７０

Ｐ 值 － ０.２２１ ０.０００ ０.０００ ０.０００
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＮＣ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＤＡＣ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＤＡＣ＋Ｅ 组比较ꎮ
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图 ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组大鼠主动脉胶原Ⅰ、Ⅲ和ＭＭＰ￣
２、ＭＭＰ￣９蛋白表达　 　 从左到右ꎬ电泳条带依次为 ＮＣ 组、ＤＡＣ
＋Ｅ 组、ＤＡＣ＋Ｏ 组、ＤＡＣ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎⅠꎬⅢꎬ ＭＭＰ￣２ ａｎｄ ＭＭＰ￣９
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ａｏｒｔａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨　 论

本研究利用高脂饮食联合小剂量链脲佐菌素

以及维生素 Ｄ 制备 ２ 型糖尿病动脉硬化大鼠模型ꎬ
主动脉结构清晰ꎬ管壁各层广泛变性坏死ꎬ伴钙化

形成ꎮ 糖尿病动脉硬化大鼠体内过表达网膜素能

够降低胶原Ⅲ含量ꎬ减轻动脉硬化程度ꎬ对主动脉

内降解胶原的 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ 表达及氧化应激水平

无影响ꎮ
网膜素是一种新的亲水蛋白质ꎬ分子量为 ３５

ｋＤａꎬ是在网膜脂肪 ｃＤＮＡ 库中发现的ꎮ 它是由内脏

脂肪组织产生ꎬ也在内皮细胞、心脏周围脂肪组织

等组织中表达[１]ꎮ 网膜素 １ 与内皮功能障碍[２]、动
脉硬化[３]和血管钙化[４] 呈负相关ꎮ 血清网膜素水

平升高是心血管事件独立预测因子ꎬ不依赖于影像

学的检查结果[５]ꎮ 在发生急性冠状动脉综合征的

冠状动脉斑块破裂时或者行心脏外科手术时ꎬ网膜

素 １ 血清水平可一过性升高ꎬ是机体的保护性反应ꎬ
用来抵抗炎症反应[６￣７]ꎮ 因此ꎬ网膜素 １ 是具有冠状

动脉血管保护作用的脂肪因子ꎮ
本研究首先测定大鼠血清鼠网膜素水平ꎬ显示

ＤＡＣ 组、ＤＡＣ＋Ｅ 组和 ＤＡＣ＋Ｏ 组的大鼠网膜素水平

均低于对照组ꎬ但这 ３ 组间差异无统计学意义ꎮ 本

研究采用携带人网膜素 １ 基因的腺相关病毒

(ＡＡＶ９)ꎬ经尾静脉注射并迅速进入肝细胞内ꎬ当
ＡＡＶ９ 在体内稳定表达 ４ 周时ꎬＤＡＣ＋Ｏ 组的血清和

肝细胞中人网膜素 １ 表达增加ꎬ相当于人血清网膜

素含量的 ３ 倍ꎮ
动脉粥样硬化斑块中的胶原Ⅰ、Ⅲ由平滑肌细

胞合成ꎮ 胶原Ⅰ、Ⅲ是细胞外基质的主要成分ꎬ其
含量增多导致动脉弹性减低ꎬ动脉管壁增厚ꎮ 网膜

素对胶原合成的影响最早是在骨组织中ꎮ Ｔｏｈｉｄｉ
等[８]发现在绝经期女性ꎬ网膜素与骨矿物质含量呈

负相关ꎬ但对Ⅰ型胶原 Ｃ 端肽的降解产物含量无影

响ꎮ 而在青少年神经性厌食症[９]、骨质疏松的老年

人[１０]和中国绝经后妇女[１１] 的研究中发现ꎬ网膜素

与Ⅰ型胶原骨交联 Ｎ 端肽( ｂｏｎｅ ｃｒｏｓｓ￣ｌｉｎｋｅｄ Ｎ￣ｔｅ￣
ｌｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅰ ｃｏｌｌａｇｅｎꎬＮＴＸ)含量呈负相关ꎮ
在正常人群筛查中未见网膜素与 ＮＴＸ 相关[１２]ꎮ 网

膜素对动脉胶原含量的影响研究较少ꎮ Ｗａｔａｎａｂｅ
等[１３]在体外研究发现ꎬ５００ μｇ / Ｌ 网膜素能抑制人

主动脉平滑肌细胞Ⅰ型胶原和Ⅲ型蛋白表达ꎬ增加

弹性蛋白和纤维连接蛋白的表达ꎻ他们给 ＡｐｏＥ－ / －小

鼠静脉持续注射网膜素 ２.５~５ μｇ / (ｋｇｈ)ꎬ能够减

少主动脉根部胶原纤维的含量(Ｍａｓｓｏｎ 胶原染色)ꎬ
但没有对胶原分型含量测定ꎮ 本研究显示 ＤＡＣ＋Ｏ
组主动脉内胶原Ⅲ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达均较 ＤＡＣ
组和 ＤＡＣ＋Ｅ 组下降ꎬ胶原Ⅰ蛋白表达差异无统计

学意义ꎮ 体内外研究均显示网膜素对胶原表达有

影响ꎬ尤其是影响动脉平滑肌细胞胶原Ⅲ的表达ꎬ
但仍需从转录水平进一步研究其调控机制ꎮ

胶原蛋白含量除了与合成有关ꎬ还与体内胶原

降解系统有关ꎮ ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ 在动脉硬化斑块内

由巨噬细胞分泌ꎬ用来降解基质成分ꎬ包括胶原ꎬ导
致动脉硬化纤维帽变薄ꎬ斑块不稳定ꎮ 网膜素对

ＭＭＰ 表达影响研究较少ꎮ 在人软骨细胞中ꎬ网膜素

能够抑制细胞白细胞介素 １β 诱导的 ＭＭＰ￣１、ＭＭＰ￣
３ 和 ＭＭＰ￣１３ 的表达[１４]ꎮ Ｗａｔａｎａｂｅ 等[１３] 体外研究

提示ꎬ网膜素不影响主动脉平滑肌 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９
的表达ꎮ 本研究也未发现体内过表达网膜素对

ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ 表达的影响ꎮ 推测网膜素对 ＭＭＰ
的作用具有组织特异性ꎬ这还需要进一步的研究ꎮ
因此ꎬ网膜素可能通过抑制主动脉胶原合成发挥抗

动脉硬化的作用ꎮ
网膜素 １ 对血脂有影响ꎮ 在糖尿病患者血清网

膜素水平与 ＴＧ 呈负相关ꎬ与 ＨＤＬＣ 呈正相关[１５]ꎮ
Ｗａｔａｎａｂｅ 等[１３]发现ꎬ给予 Ａｐｏ Ｅ－ / －小鼠输注网膜素

能降低胆固醇水平ꎬ其机制可能是网膜素降低肠道

胆固醇吸收、肝脏极低密度脂蛋白合成以及增加肝

脏 ＬＤＬ 受体的表达ꎮ 本研究的大鼠肝脏中人网膜

素 １ 含量为 ９８.３ μｇ / Ｌꎬ可能不足以降低胆固醇水
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平ꎮ 关于网膜素与氧化应激的关系研究较少ꎬ网膜

素能够抑制 ２ 型糖尿病 ｄｂ / ｄｂ 小鼠氧化应激水平ꎬ
降低 ＭＤＡ 含量ꎬ它具有糖尿病肾脏保护作用[１６]ꎮ
最新的研究发现ꎬ在氧化应激诱导下ꎬ网膜素将失

去抗炎特性ꎬ而转向促炎特性[１７]ꎮ Ｋａｚａｍａ 等[１８] 证

实网膜素通过抗氧化机制抑制血小板源性生长因

子诱导的血管平滑肌细胞的迁移ꎮ 本课题组前期

体外研究发现ꎬ网膜素能改善氧化应激对人动脉血

管平滑肌细胞Ⅰ、Ⅳ型胶原表达的抑制作用[１９]ꎮ 本

研究在体内过表达网膜素对主动脉氧化应激状态

没有影响ꎮ 在病态肥胖的患者ꎬ网膜素的水平对体

内氧化应激状态无影响[２０]ꎮ 因此ꎬ网膜素对主动脉

氧化应激状态的影响尚无定论ꎬ可能与网膜素受体

组织特异性表达有关ꎬ此仍需进一步证实ꎮ
总之ꎬ本研究提供了证据ꎬ显示网膜素通过降

低主动脉平滑肌细胞胶原含量而发挥逆转动脉硬

化的作用ꎬ这也许开辟了一条动脉硬化及其相关疾

病的新的治疗途径ꎮ
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