
·论  著· DOI:10.3969/j.issn.1672-9455.2021.07.016

ROS对糖尿病大鼠血脂代谢及肾脏组织中VEGF的影响*

陈海兰1,卢黎明2,郭海霞2,高 宇3,薛 晶4

1.中国人民解放军第九八一医院肾脏内分泌科,河北承德
 

067000;2.中国人民解放军第九八一

医院卫勤处,河北承德
 

067000;3.承德医学院附属医院内分泌科,河北承德
 

067000;
4.河北省承德医学院形态实验中心,河北承德

 

067000

  摘 要:目的 探讨地黄寡糖(ROS)对糖尿病大鼠血脂代谢及肾脏组织中血管内皮生长因子(VEGF)的影

响。方法 将40只SPF级大鼠按照随机数字表法分为健康组、DM 组、ROS组及药物对照组,每组10只。
DM组、ROS组及药物对照组大鼠均建立糖尿病模型。ROS组及药物对照组分别采用200

 

mg/(kg·d)的

ROS及二甲双胍灌胃,剩余两组灌胃等体积生理盐水,治疗22
 

d。治疗结束后,检测血脂代谢指标、肾脏重量、
肾脏病理组织切片、肾脏组织中VEGF阳性率及蛋白。结果 与健康组比较,DM 组、ROS组、药物对照组总

胆固醇(TC)、三酰甘油(TG)升高,高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)降低,经药物干预后,ROS组、药物对照组

TC、TG明显低于DM组,HDL-C明显高于DM 组,且ROS组TG明显低于药物对照组,差异有统计学意义

(P<0.05)。与健康组比较,ROS组、药物对照组大鼠肾脏重量及肾脏指数均明显增加,药物干预后,与DM组

比较,ROS组及药物对照组肾脏重量及肾脏指数明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。健康组大鼠肾脏结

构完整,肾小球基质分布清晰,未见增生及肥大;DM 组大鼠肾小球基质模糊,毛细血管增厚,炎性反应浸润严

重,肾小球出现肥大;经药物干预的ROS组及药物对照组上述病理情况均好转,症状减轻。健康组、DM 组、
ROS组及药物对照组大鼠肾脏组织中VEGF蛋白相对表达量分别为1.00±0.15、3.03±0.33、1.45±0.27、
1.50±0.30,组间比较,差异有统计学意义(F=109.100,P<0.001)。DM组VEGF蛋白相对表达量明显高于

健康组,差异有统计学意义(t=17.880,P<0.001)。ROS组及药物对照组VEGF蛋白相对表达量明显低于

DM组,差异有统计学意义(t=11.870、10.990,P<0.001)。结论 灌胃ROS能够改善糖尿病大鼠血脂代谢

指标,降低肾脏重量,这与抑制VEGF表达具有相关性。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

rehmannia
 

glutinosa
 

oligosaccharides
 

(ROS)
 

on
 

blood
 

lipid
 

metabolism
 

and
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

level
 

in
 

kidney
 

tissue
 

of
 

diabetic
 

rats.Methods A
 

total
 

of
 

40
 

SPF
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

healthy
 

group,DM
 

group,ROS
 

group
 

and
 

drug
 

control
 

group,ten
 

rats
 

in
 

each
 

group.Diabetic
 

models
 

were
 

established
 

in
 

DM
 

group,ROS
 

group
 

and
 

drug
 

control
 

group.ROS
 

group
 

and
 

drug
 

control
 

group
 

were
 

given
 

200
 

mg/(kg·d)
 

ROS
 

and
 

metformin
 

respectively,the
 

remaining
 

two
 

groups
 

were
 

given
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

saline,treatment
 

for
 

22
 

d.Results The
 

total
 

cholesterol
 

(TC),triacyl-
glycerol

 

(TG)
 

in
 

DM
 

group,ROS
 

group
 

and
 

drug
 

control
 

group
 

increased,high
 

density
 

lipoprotein
 

cholesterol
 

(HDL-C)
 

decreased
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

healthy
 

group.After
 

drug
 

intervention,the
 

TC,TG
 

in
 

ROS
 

group
 

and
 

drug
 

control
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

DM
 

group,HDL-C
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
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that
 

in
 

DM
 

group,and
 

the
 

TG
 

in
 

ROS
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

drug
 

control
 

group
 

(P<
0.05).The

 

kidney
 

weight
 

and
 

kidney
 

index
 

of
 

rats
 

in
 

ROS
 

group
 

and
 

drug
 

control
 

group
  

significantly
 

in-
creased

 

compared
 

with
 

those
 

in
 

healthy
 

group.After
 

drug
 

intervention,the
 

kidney
 

weight
 

and
 

kidney
 

index
 

of
 

ROS
 

group
 

and
 

drug
 

control
 

group
 

significantly
 

decreased
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

DM
 

group
 

(P<0.05).The
 

kidney
 

of
 

rats
 

in
 

healthy
 

group
 

was
 

intact,the
 

distribution
 

of
 

glomerular
 

matrix
 

was
 

clear,no
 

hyperplasia
 

or
 

hypertrophy.Glomerular
 

matrix
 

blur
 

in
 

DM
 

group,capillary
 

thickening,infiltration
 

of
 

inflammatory
 

response,

glomerular
 

hypertrophy.Both
 

the
 

ROS
 

group
 

and
 

the
 

drug
 

intervention
 

group
 

improved,symptoms
 

abated.
The

 

relative
 

expression
 

of
 

VEGF
 

proteins
 

in
 

kidney
 

tissues
 

of
 

healthy
 

group,DM
 

group,ROS
 

group
 

and
 

drug
 

control
 

group
 

were
 

1.00±0.15,3.03±0.33,1.45±0.27,1.50±0.30,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signif-
icant

 

(F=109.100,P<0.001).The
 

relative
 

expression
 

of
 

VEGF
 

protein
 

in
 

DM
 

group
 

was
 

significantly
 

high-
er

 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

group
 

(t=17.880,P<0.001).The
 

relative
 

expression
 

of
 

VEGF
 

protein
 

in
 

ROS
 

group
 

and
 

drug
 

control
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

DM
 

group(t=11.870,10.990,P<0.001).Con-
clusion Gavage

 

of
 

ROS
 

could
 

improve
 

the
 

index
 

of
 

blood
 

lipid
 

metabolism
 

and
 

reduce
 

the
 

weight
 

of
 

kidney
 

in
 

diabetic
 

rats,which
 

might
 

relate
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

VEGF
 

expression.
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vascu-
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endothelial
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  糖尿病属于内分泌系统高发疾病,具有慢性进展

性,糖尿病的产生由多环境、多因素共同导致。我国

糖尿病患者发病率逐年升高,严重危害患者生命健

康。糖尿病患者机体代谢系统受到损伤,从而进一步

导致多种疾病产生,其中肾脏首先受到损伤,主要表

现在肾脏功能衰退,对降糖物质的排泄减少,且导致

药物在机体停留时间增加,肾脏负担加重。目前,药
物是治疗糖尿病疾病的主要方式,但是治愈难度大,
因此了解其发病机制及寻找有效药物对于改善糖尿

病患者生存及预后具有重要帮助[1]。近年来,中药因

其药源广泛性在治疗糖尿病中逐渐受到重视。地黄

是玄参科植物,生物活性广泛,具有清热、凉血、补血

等功能。地黄寡糖(ROS)为地黄主要成分,现代药物

学发现ROS具有增加机体免疫,改善内分泌功能及

抗自由氧等作用。糖尿病的产生及发展与血管增生

具有重要关联。血管内皮生长因子(VEGF)生物活性

广泛,在多种病理组织中发挥不同作用[2]。但是目前

关于ROS对糖尿病中VEGF的影响研究较少,因此,
本研究通过建立糖尿病大鼠模型,观察ROS对血脂

代谢及肾脏组织中VEGF的影响。
1 材料与方法

1.1 实验动物 40只SPF级SD大鼠,雌雄各半,购
自常州卡文斯动物实验,平均体质量0.10~0.15

 

kg,
在常温下进行无菌饮食2周,按照《实验动物管理条

例》规定进行实验。
1.2 药品与试剂 二甲双胍(批号:020413)购自正

安医药集团有限公司;兔抗人VEGF抗体购自北京百

奥莱博科技有限公司;链脲佐菌素(STZ)购自上海佰

世凯生物化学科技有限公司;甲醛、乙醇购自泰州华

宇医疗器械有限公司。
1.3 方法

1.3.1 分组及糖尿病大鼠建模 40只SPF级大鼠

按照随机数字表法分为健康组、DM 组、ROS组及药

物对照组,每组10只,雌雄各半。DM 组、ROS组及

药物对照组大鼠均建立糖尿病模型。
 

糖尿病模型通过

高脂饲料联合STZ建立。高脂饲料配方:基础饲料、
猪油、蔗糖、蛋白占比分别为68%、10%、20%、2%。
饲养60

 

d后空腹15
 

h后注射STZ(30
 

mg/kg),连续

7
 

d检测血糖值,血糖≥16.7
 

mmol/L则建模成功,进
行下一步实验。
1.3.2 干预方法 建模7

 

d后,ROS组采用ROS灌

胃,药物对照组采用二甲双胍灌胃,健康组及DM 组

采用生理盐水灌胃,剂量均为200
 

mg/(kg·d),干预

时间均为22
 

d。
1.3.3 血脂代谢指标检测 采集大鼠空腹静脉血

2
 

mL于EP管中,4
 

000
 

r/min离心后保留血清,采用

生化分析仪检测总胆固醇(TC)、高密度脂蛋白胆固

醇(HDL-C)、三酰甘油(TG)水平。
1.3.4 肾脏重量检测 血脂代谢指标检测结束后,
采用颈部脱臼方法处死大鼠,分离肾脏,采用电子天

秤称重,计算方法:肾脏指数=[器官重量(g)/动物体

质量(g)]×1
 

000。
1.3.5 HE染色进行肾脏组织形态学观察 实验结

束后,将肾脏采用甲醛固定,石蜡包埋,进行4
 

μm切

片,乙醇脱水,封片,染色,置于200倍显微镜下观察

肾小球间质等病理结构,其余肾脏组织置于低温冰箱

保存备用。
1.3.6 免疫组织化学(免疫组化)检测肾脏组织

VEGF阳性表达情况 肾脏组织采用10%的甲醛固

定,切片,脱蜡,脱水,置于37.5
 

℃
 

0.5
 

h后加入1%
的乙二胺四乙酸(EDTA)溶液,血清封闭0.5

 

h,加入

一抗,4
 

℃过夜,加入兔抗人 VEGF抗体,加入二抗

0.5
 

h后,复染,封闭。阳性细胞为淡黄色至棕褐色,
显微镜观察选取200倍下20个视野,计算细胞阳
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性率。
1.3.7 Western

 

blot检测VEGF蛋白相对表达量 
肾脏组织加入胰蛋白裂解液,离心后取上清液加入样

孔,进行电泳,聚偏二氟乙烯(PVDF)膜TBS浸泡10
 

min,反复用磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗,每次5
 

min,分
别加入兔抗人VEGF,GAPDH抗体(1∶500)、过氧化

物酶标记二抗(1∶2
 

000),分别杂交,PBS冲洗。后将

PVDF膜浸入ECL工作液,随后进行检测,获取图像。
1.4 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件进行数据

处理及统计分析。呈正态分布、方差齐的计量资料以

x±s表示,多组间比较采用方差分析,多组间两两比较

采用SNK-q检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 ROS对各组大鼠血脂代谢指标的影响 与健康

组比较,DM 组、ROS组、药物对照组血脂指标 TC、
TG升 高,HDL-C 降 低,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05);经药物干预后,ROS组、药物对照组 TC、TG
明显低于DM组,HDL-C明显高于DM组,差异有统

计学意义(P<0.05);且ROS组TG明显低于药物对

照组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表1。
表1  ROS对各组大鼠血脂代谢指标的

   影响(x±s,mmol/L)

组别 n TC TG HDL-C

健康组 10 1.01±0.20 0.66±0.15 0.92±0.24

DM组 10 1.95±0.33a 1.86±0.70a 0.56±0.20a

ROS组 10 1.58±0.21ab 1.22±0.46ab 0.82±0.10ab

药物对照组 10 1.48±0.30ab 1.69±0.53abc 0.73±0.26ab

F 21.170 13.680 5.381

P <0.001 <0.001 0.036

  注:与健康组比较,aP<0.05;与DM 组比较,bP<0.05;与ROS
组比较,cP<0.05。

2.2 ROS对各组大鼠肾脏重量及指数的影响 与健

康组比较,DM组、ROS组、药物对照组大鼠肾脏重量

及肾脏指数均明显增加,差异有统计学意义(P<
0.05);药物干预后,与DM 组比较,ROS组及药物对

照组肾脏重量及肾脏指数明显降低,差异有统计学意

义(P<0.05);ROS组与药物对照组上述指标比较,
差异无统计学意义(P>0.05)。见表2。

表2  ROS对各组大鼠肾脏重量及指数的影响(x±s)

组别 n 肾脏重量(g) 肾脏指数(%)

健康组 10 0.670±0.064 0.332±0.045

DM组 10 0.919±0.036a 0.488±0.035a

ROS组 10 0.754±0.021ab 0.362±0.026ab

药物对照组 10 0.743±0.030ab 0.359±0.033ab

F 65.700 38.880

P <0.001 <0.001

  注:与健康组比较,aP<0.05;与DM组比较,bP<0.05。

2.3 ROS对各组大鼠肾脏组织的影响 健康组大鼠

肾脏结构完整,肾小球基质分布清晰,未见增生及肥

大;DM组大鼠肾小球基质模糊,毛细血管增厚,炎性

反应浸润严重,肾小球出现肥大;经药物干预的ROS
组及药物对照组上述病理情况均好转,症状减轻。见

图1。
2.4 免疫组化检测肾脏组织中VEGF阳性表达 健

康组、DM 组、ROS组及药物对照组大鼠肾脏组织中

VEGF 阳 性 表 达 率 分 别 为 (15.49±2.09)%、
(34.30±5.40)%、(20.39±3.02)%、(21.04±
3.15)%,组间比较,差异有统计学意义(F=49.530,
P<0.05)。DM组VEGF阳性表达率明显高于健康

组,差异有统计学意义(t=10.290,P<0.001)。ROS
组及药物对照组VEGF阳性表达率明显低于DM组,
差异有统计学意义(t=7.125、6.723,P<0.001),但
ROS组及药物对照组比较,差异无统计学意义(t=
0.471,P=0.643)。见图2。

图1  各组大鼠肾脏组织形态学观察结果

2.5 Western
 

blot检测肾脏组织VEGF蛋白表达情

况 健康组、DM 组、ROS组及药物对照组大鼠肾脏
组织中VEGF蛋白相对表达量分别为1.00±0.15、
3.03±0.33、1.45±0.27、1.50±0.30,组间比较,差
异有统计学意义(F=109.100,P<0.001)。DM 组

VEGF蛋白相对表达量明显高于健康组,差异有统计

学意义(t=17.880,P<0.001)。ROS组及药物对照

组VEGF蛋白相对表达量明显低于DM组,差异有统

计学意义(t=11.870、10.990,P<0.001)。ROS组

及药物对照组VEGF蛋白相对表达量比较,差异无统

计学意义(t=0.392,P=0.699)。见图3。
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图2  各组大鼠肾脏组织VEGF阳性表达情况

图3  各组大鼠肾脏组织VEGF蛋白表达情况

3 讨  论

  糖尿病是全球高发内分泌系统疾病,且30%的患

者会累及其他器官,并发症发生率最高的机体器官是

肾脏。随着糖尿病疾病的发生、发展,机体肾脏代谢

平衡遭到破坏,持续高血糖、血脂会提高血液黏稠度,
增加微血管疾病的发生,最终导致糖尿病肾病。中药

在临床疾病的治疗中具有重要作用,地黄作为治疗糖

尿病传统药物之一,历史悠久,本研究通过建立糖尿

病大鼠模型,灌胃ROS,观察其对糖尿病的疗效。
传统医学将糖尿病归属到消渴范畴,首见于《内

经》体系,理论逐渐完善于唐宋,历代医家对消渴论述

较为丰富。隋朝《诸病源候论》提及“肾虚肾燥则渴,
不能传致水液,故随饮小便”,表示糖尿病与肾脏密切

相关。地黄为治疗糖尿病疾病的传统药物,具有内热

消渴,凉血清热等功效[3]。ROS是中药传统地黄的主

要成分,能够有效治疗糖尿病疾病,改善血脂代谢紊

乱,主要通过降低肝糖异常分泌,进而降低TC、TG。
糖尿病患者临床表现为血脂代谢及水失衡,血浆中

TC、TG明显升高,HDL-C降低,表明机体葡萄糖稳

态遭到破坏。而ROS能够改善糖尿病大鼠血脂代谢

紊乱,是通过改善胰岛素抵抗而改善血脂、血糖代谢。
二甲双胍为常见糖尿病用药,但是与ROS比较,ROS
能够有效改善血脂代谢失衡,降血糖作用较温和,二
甲双胍降血脂同时能诱发TG升高,导致不良反应发

生。本研究结果显示,与DM 组比较,ROS组及药物

对照组大鼠血脂代谢指标均出现改善,ROS与二甲双

胍比较,对血脂改善效果更佳。
糖尿病患者肾脏是最早受到损伤的器官,持续高

糖可能改变肾脏微环境,增加肾脏排泄负担,加重肾

脏损伤,导致肾脏增生、肥大,而肾脏重量是直接反映

肾脏肥大的主要指标,准确度较高[4]。本研究结果显

示,糖尿病大鼠建模成功后,肾脏重量增加,这与肾脏

功能损伤关系密切。从现代药物学角度来讲,ROS能

够通过改善血管内皮通透性,从而减少糖尿病大鼠肾

脏中有害物质,多环节、多信号共同作用降低大鼠肾

脏重量,改善毛细血管增厚情况,降低肾小球滤过率,
避免出现肾脏肥大[5]。本研究结果显示,ROS组及药

物对照组肾脏重量均明显低于DM 组,说明ROS能

够通过降低糖尿病大鼠肾脏重量而改善病情。
VRGF分泌合成主要靠肾脏完成,是一种特异度

较高的血管内皮生长因子。在健康人机体中其表达

减少,在糖尿病患者机体内表达升高,其主要原因是

糖尿病患者机体内外氧气交换不足导致机体处于缺

氧状态,激活VEGF表达。以往研究显示,VEGF能

够加快血管新生,提高内皮细胞生物活性,加快糖尿

病肾脏发生、发展[6]。此外,VEGF升高时能够在细

胞膜中形成特定通道,提高血管内外通透性,加快多

种大分子物质穿过,增加肾脏负担,加重糖尿病肾病

病情。VEGF能够通过分泌大量细胞因子增加肾小

球基质厚度,进一步增强炎性反应,恶化病情。而以

地黄为主要成分的ROS药物能抑制糖尿病大鼠血管

重建,改善血瘀[2]。糖尿病肾病大鼠存在血运不畅,
伤及脉络,可加快机体微环境紊乱。ROS具有抑制

VEGF表达,在缺氧疾病中能够明显降低VEGF。康

伟等[7]研究表示,地黄具有降低恶性肾炎中VEGF水

平,改善血管炎性反应。本研究结果显示,ROS与二

甲双胍均能够降低糖尿病大鼠肾脏组织中VEGF,与
DM组差异较大,说明ROS能够通过抑制 VEGF表

达而改善糖尿病病情,加快好转。
综上所述,灌胃ROS能够改善糖尿病大鼠血脂

代谢指标,降低肾脏重量,这可能与抑制VEGF表达

具有一定的关系。
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要特征,细胞凋亡途径主要有线粒体和死亡受体发生

的凋亡,Caspase家族成员在调节细胞凋亡过程中发

挥重要作用[12]。Caspase-3是其重要成员之一,是细

胞凋亡的“执行者”,其受Caspase-8介导的细胞死亡

受体途径和Caspase-9介导的细胞线粒体途径的细胞

凋亡过程[13]。因此,为进一步探讨土贝母水提物含药

血清诱导人肺癌 A549和 H1299细胞的凋亡的可能

作用机制,本研究采用 Western
 

blot试验检测给予土

贝母水提物含药血清处理的人肺癌 A549和 H1299
细胞中凋亡相关蛋白表达的变化。结果表明,土贝母

水提物含药血清处理的肺癌细胞中Cleaved-Caspase-9、
Cleaved-Caspase-3的表达水平显著升高,并显著增加

促凋亡蛋白Bax的表达水平,显著抑制抗凋亡蛋白

Bcl-2的表达,对Cleaved-Caspase-8表达无显著影响。
结果表明,土贝母水提物含药血清可能通过影响人肺

癌细胞中Caspase介导的线粒体凋亡途径诱导其凋

亡,发挥抑制肺癌细胞增殖的作用。
本研究探讨了土贝母水提物含药血清诱导肺胃

癌细胞凋亡的作用,初步探讨其可能的作用机制,结
果表明土贝母水提物含药血清体外抗肺癌作用显著,
其可能是通过影响人肺癌细胞中Caspase介导的线

粒体凋亡途径诱导其凋亡。本研究结果为土贝母是

否可作为治疗肺癌的进一步深入研究和指导临床用

药提供了新思路。
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