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第V结构域缺失型β2-GPI对糖尿病大鼠

尿蛋白排泄的影响*
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【 摘要 】　目的：探讨第 V 结构域缺失型 β2- 糖蛋白 I（ DI-IV）对糖尿病大鼠 24h 尿蛋白排泄以

及血管内皮生长因子（VEGF）- 一氧化氮（NO）轴的影响。 方法：将大鼠高脂喂养 8 周后尾静脉

注射 STZ （30mg•kg-1）进行糖尿病造模，造模成功 1 周后将大鼠随机分为对照组、β2糖蛋白 I（β2-GPI）

组以及 DI-IV 组，每周分别于尾静脉注射人血清白蛋白（HSA）、β2-GPI、DI-IV 各 200mg•kg-1，持

续 4 周。于干预前后取血，测定血肌酐（Scr）、尿素氮（BUN）、血甘油三酯（TG）、总胆固醇酯（TC）、

低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、24h 尿白蛋等。采用 Western blot

检测肾脏 VEGF、内皮源性一氧化氮合酶（eNOS）的表达及 eNOS 磷酸化。结果：与干预前相比，

对照组、β2-GPI 组 TG、TC、LDL-C、HDL-C、Scr 无明显变化（P 均 >0.05），而血糖、24h 尿蛋白

排泄升高（P 均 <0.05）；干预后 DI-IV 组血 TC、LDL-C、24h 尿蛋白排泄均减少（P 均 <0.05）。与

对照相比，DI-IV 组肾脏 VEGF-A 表达减少（P<0.05），eNOS 的磷酸化表达增加（P<0.05）。结论： 

DI-IV 可能通过改善糖尿病大鼠肾脏 VEGF-NO 轴功能以及降脂作用，减轻糖尿病 SD 大鼠 24h 尿蛋

白的排泄。
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【 Abstract 】　Objective: To investigate effect of domain V deletion of β2-glycoprotein Ⅰ (DI-IV) on 

24-hour urinary protein excretion ,VEGF-NO axis,and possible mechanisms in diabetic rats.Methods: 

Diabetic model was established with the use of  SD rats, treated with intravenous injection of STZ (30mg/

kg) after a high fat diet for eight weeks. One week after successful modeling, the rats were randomly 

assigned to control group, β2 glycoprotein I (β2-GPI) group and DI-IV group, treated with intravenous 

injection of human serum albumin  (HSA), β2-GPI or DI-IV with a dose of 200mg/kg every week ,for 

four weeks, respectively. Blood samples were taken before and after the intervention, and serum 

creatinine (Scr), blood urea nitrogen (BUN), serum triglyceride (TG), total cholesterol ester (TC), low-

density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), and 24-hour urinary 

protein were analyzed . Western blot was used to analyze the expression of VEGF and endothelial nitric 

oxide synthase (eNOS), and the phosphorylation of eNOS of rats’ kidneys.Results: After intervention, 
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糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）是糖

尿病最常见、最严重的微血管并发症之一，已成

为导致终末期肾衰竭的首要原因 [1]。近年来研究表

明糖尿病肾脏 VEGF-NO 轴解偶联是 DN 重要发病

机制之一 [2]。并且研究发现内皮源性一氧化氮合酶

（eNOS）（内皮细胞产生 NO 的关键酶）在糖尿病

肾脏的磷酸化活性显著降低 [3]。这提示糖尿病肾脏

血管内皮生长因子（VEGF）信号通路受损。恢复

糖尿病肾脏 VEGF 信号通路，提高 eNOS 的活性对

糖尿病肾病的发生发展可能具有重要意义。

β2 糖蛋白Ⅰ (β2-GPI) 是抗磷脂综合征等自身

免疫性疾病的主要自身抗原，能调节血脂代谢，

并具有促凝和抗凝的双重功能 [4]。最新研究发现，

β2-GPI 在糖尿病血管并发症中具有重要的作用 [5]。

β2-GPI 由 5 个结构域和 4 个 N- 端连接的糖基化位

点，形成延长的“鱼钩样”三维结构。β2-GPI 的

前四个结构域相似。第 V 结构域含一个保守的阳

性电荷区 cys281-cys288，是与磷脂结合的主要位

点 [4]。研究表明，第 V 结构域缺失型 β2-GPI (DI-IV)

可调节人脐静脉血管内皮细胞、视网膜 - 脉络膜血

管内皮细胞 RF/6A 细胞系 VEGF 系统的功能，对血

管内皮细胞具有保护作用 [6]。提示 DI-IV 亦可能对

糖尿病肾小球血管内皮细胞 VEGF 信号通路具有

一定的调控作用，从而降低蛋白尿。本研究探讨

DI-IV 对糖尿病大鼠尿蛋白排泄的影响以及可能的

机制。

1　材料与方法

1．1　材料 
1．1．1　实验动物　清洁级雄性SD大鼠36 只，8 周

龄。购自天津市放射研究所，体重180~200g。实

验期间自由进食、饮水，每笼6~7 只，自然昼夜

光线，室内通风良好，室温18 ~22 ℃，相对湿度

40%~70%。

1．1．2　主要试剂　DI-IV、人β2-GPI由澳大利

亚新南威尔士大学圣乔治医院感染免疫实验室惠

赠。链脲佐菌素（STZ）购自Sigma 公司，兔抗鼠

VEGF-A多克隆抗体，兔抗鼠eNOS多克隆抗体，兔

抗鼠eNOS (ser1177)磷酸化多克隆抗体，购自美国

Bioworld Technology。

1．1．3　实验动物分组　健康雄性ＳＤ大鼠３６只给予

高糖高脂饮食（高脂配方为79%基础饲料、1%胆

固醇、10%猪油、10%蛋黄粉）持续喂养8周后， 

于尾静脉注射STZ (30mg·kg-1)，1周后以随机血糖 

≥16.7mmol·L-1为糖尿病模型制备成功。随后将大

鼠随机分为３组, 每组12只，即糖尿病对照组（Ａ

组），β2-GPI组（Ｂ组），DI-IV组（ C组），分

别于尾静脉注射人血浆蛋白（HSA）、β2-GPI、

DI-IV各每周200mg·kg-1，持续注射4周。

1．2　标本收集与处理 
各组大鼠于糖尿病造模后 1 周及干预后 4 周，

分别取血，采用葡萄糖氧化酶法测定血糖，全自

动生化分析仪（日立 7070）测定血 TG、LDL-C、

Scr、BUN。收集２4ｈ尿液用于放免比浊法测定尿

蛋白，检测２4ｈ尿蛋白定量 。

1．3　Western  blot检测肾脏VEGF、eNOS的表达 
各组大鼠于干预后 4 周处死，取肾组织，加

入 60μL RIPA 裂解液，裂解液在使用前数分钟加

入 PMSF 使其终浓度为 1mmol·L-1，玻璃匀浆器匀

浆至充分裂解，14000g 离心 5min，取上清，蛋白

质定量试剂盒 BCA 法测蛋白浓度。用 10% 的分离

胶和 5% 的浓缩胶进行 SDS-PAGE 电泳，电泳完毕

后转膜，将转好的聚偏二氟乙烯膜（PVDF）按照

Maker 位置修剪，室温下，脱脂奶粉封闭 1h，加入

1∶1000 稀释的一抗，4℃孵育过夜， Tris- 盐酸缓

TG,TC,HDL-C,Scr and LDL-C had no significant difference (p> 0.05) while blood glucose and 24-hour 

urinary protein excretion increased (p <0.05) in control group and β2-GPI group;TC,LDL-C, 24-hour 

urinary protein excretion decreased (p <0.05) in DI-IV group. VEGF-A expression in kidneys decreased 

more and phosphorylation of eNOS increased more in DI-IV group than in control group (p <0.05) . 

Conclusion: DI-IV could relieve 24-hour urine protein excretion of diabetic SD rats. Possible mechanisms 

are to improve VEGF-NO axis function and lipid-lowering effect in diabetic rat kidneys.

【 Key words 】　domain V deletion of β2-glycoprotein I;diabetic nephropathy; VEGF-NO axis; urinary protein
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冲液 +Tween 20（TBST）洗膜 3 次，加入 1 ∶ 3000

稀释的辣根过氧化酶标记的山羊抗兔的二抗，室温

孵育 1h，TBST 洗膜 3 次，DAB 显色，凝胶成像系

统记录实验结果。用 Band Scan 图像分析软件分析

条带密度，内参为 β-actin, 计算各目的条带的相

对光密度。

1．4　统计学分析 
应用 SPSS 11.5 统计软件做数据分析。所有资

料均进行正态性检验，以均数 ± 标准差（x s± ）

表示，两组间比较采用独立样本 t 检验，组间采用

LSD 检验， P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2 　结果

2．1　干预前大鼠体重及生化指标

3 组大鼠在干预前体重、随机血糖、血 TG、

TC、 HDL-C、 LDL-C、 Scr、 BUN 、24h 尿蛋白均无

明显差异（表 1）。

2．2　干预后大鼠体重及生化指标 
3 组大鼠干预 4 周后，各组血糖、Scr、BUN、

TG、HDL-C 无明显差异（P>0.05）；β2-GPI 组血

TC、LDL-C 较对照组降低（P<0.05 或 P<0.01）；

而 DI-IV 组血 TC、LDL-C、24h 尿蛋白排泄均减

少（ P <0.05 或 P<0.01）。

与 干 预 前 相 比， 对 照 组 TG、LDL-C、Scr、

HDL-C 均 无 明 显 变 化（P 均 >0.05），β2-GPI 组

LDL-C、TC 有降低趋势，但无统计学差异（P 均

> 0.05）；而对照组、β2-GPI 组血糖、24h 尿蛋白

排 泄 升 高（P<0.05 或 P<0.01））；DI-IV 组， 干 预

后血 TG、LDL-C、24h 尿蛋白排泄均减少（P<0.05

或 P<0.01））；3 组大鼠体重、血 BUN 均升高（P<0.05

或 P<0.01）（表 2）。

2.3　大鼠肾VEGF、eNOS以及磷酸化eNOS的表达

各组大鼠肾 Western blot 检测 ：DI-IV 组 VEGF

表达较对照组、β2-GPI 组均减少（P<0.01），而磷

酸化 eNOS（p-eNOS) 表达增加（P<0.05）；3 组大

鼠肾脏 eNOS 表达无明显差异 (P>0.05)   （图 1）。
 

3　讨论

近年来研究表明，VEGF 尤其是 VEGF-A 是维

持正常肾脏结构和功能重要因素，却成为糖尿病肾

脏的损伤因子 [7]。VEGF 作为促血管新生的核心因

子，在肾脏的生长、成熟、维持血管的完整性等方

面起重要作用。研究发现，糖尿病大鼠肾脏 VEGF

的表达明显升高，且升高程度与糖尿病肾病进展

成正相关 [2]。1 型和 2 型糖尿病患者肾脏均发现

VEGF-A 水平增加，且与肾小球肥大、尿白蛋白增

加、肾小球高滤过相关 ；短期内通过抗 VEGF 治疗

可以降低蛋白尿和肾脏肥大 [2,9]。本研究结果表明，

糖尿病大鼠 VEGF 的水平与尿蛋白排泄成正相关。

因此，VEGF 作为非糖尿病状态下肾脏的保护因子，

在糖尿病状态下却可能成为糖尿病肾病的损伤因

子。2006 年， Nakagawa 等 [3] 首次提出糖尿病肾脏

内 VEGF-NO 轴解偶联是 DN 重要发病机制之一 。

随后研究发现，利用 STZ 诱导的野生型小鼠糖尿

病肾病仅出现早期糖尿病肾损害的病理变化，即肾

小球肥大、系膜增生和基底膜增厚 ；而 eNOS 敲除

小鼠在 STZ 诱导产生糖尿病后会出现严重的肾损

害。并且这些病变与糖尿病肾病患者肾病变极其相

似 ：不仅会发生早期特征，还出现糖尿病肾病的晚

期特点，如系膜血管裂解、K-W 结节形成、肾小

球内胶原的沉积、血管损害、肾小球硬化、肾间质

纤维化等病理改变，同时还具有高血压、大量蛋白

尿以及进行性肾衰竭，并同时伴随着肾脏 VEGF 表

达明显升高 [10]。因此，eNOS 敲除的糖尿病大鼠模

型不仅证实了 VEGF-NO 轴解偶联是糖尿病肾病重

要的致病机制，而且证实了 eNOS 在维持 VEGF-

NO 轴正常的功能中起着关键的作用。

研究发现糖尿病大鼠模型内皮细胞 eNOS 表达

与正常鼠无明显变化，但其活性明显下降，NO 释

放明显减少。并且，经胰岛素治疗后，肾脏内皮细

胞 eNOS 活性可明显恢复，NO 释放量明显增加 [12]。

图1  大鼠肾脏 VEGF-A、eNOS、p-eNOS的表达

注：与对照组相比，＊P<0.05; ＊＊ P<0.01
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表 2　干预后3组体重及生化指标测定（x s± ）

组别 n 体重/g 血糖/mmol·L-1 TG/mmol·L-1 TC/mmol·L-1

A组 9 452.18±4.7＃＃ 28.36±3.72＃ 23.61±2.673 16.49±2.97

B组 10 468.37±6.5＃＃ 26.18±4.87＃ 24.52±4.17 13.94±3.74

C组 9 471.19±6.4＃＃ 26.15±5.17＃ 22.79±3.64 9.01±2.15＊＊

组别 HDL-C/mmol·L-1 LDL-C/mmol·L-1 Scr/μmol·L-1 BUN/mmol·L-1 尿蛋白/mg·24 h-1

A组 2.64±1.02 9.98±1.42 39.07±4.18 12.08±3.22＃ 49.67±8.98＃＃

B组 2.14±0.99 8.27±0.96 40.72±5.18 13.13±3.09＃ 47.95±10.09＃＃

C组 1.9  8±0.67 5.21±2.18＊＊ 38.14±5.72 12.13±2.98＃ 31.25±7.42＊＊

注：与对照组相比，＊P<0.05, ＊＊P<0.01; 与干预前相比，＃P<0.05，＃＃P <0.01

可见，eNOS 活性下降是 VEGF-NO 轴解偶联的关

键环节。本研究结果显示 DI-IV 干预组 eNOS 磷

酸化表达显著增加，且 VEGF-A 的表达相应下降，

提示 DI-IV 对糖尿病大鼠肾脏 VEGF-NO 轴解偶联

的机制有改善作用。本研究亦定量检测了干预前后

大鼠 24h 尿蛋白的排泄，结果 DI-IV 可显著改善

糖尿病大鼠尿蛋白，DI-IV 对糖尿病大鼠尿蛋白的

改善作用的靶点可能是糖尿病大鼠肾脏 VEGF-NO

轴。DI-IV 可能经提高 eNOS 活性，发挥抗糖尿病

大鼠肾脏 VEGF-NO 轴解偶联的机制。

本研究结果亦表明，DI-IV 对糖尿病大鼠的血

脂如 TC、LDL-C 具有明显的改善作用，并且这种

作用明显强于 β2-GPI。DI-IV 的这种降脂作用，

可能亦是其改善尿蛋白的重要机制之一。但是其

确切的降脂机制尚待进一步研究。

3 组大鼠经干预后血 BUN 水平均升高，而 SCr

水平均未明显升高，提示 DI-IV 无肾毒性作用。

血 BUN 升高可能由于尾静脉注射蛋白制剂后，蛋

白质在体内代谢所致。

综上所述，DI-IV 对糖尿病大鼠肾脏 VEGF-

NO 的功能具有保护作用。DI-IV 对糖尿病大鼠

尿蛋白的改善作用的机制可能为 ：一方面经提

高糖尿病大鼠肾脏 eNOS 的磷酸化活性，发挥抗

VEGF-NO 轴解偶联的作用 ；另一方面，经改善糖

尿病大鼠血脂水平，发挥降脂作用 ；因此，DI-IV

对糖尿病蛋白尿具有潜在的治疗作用。

表 1　干预前3组体重及生化指标测定（ x s±  ）

组别 n 体重/g 血糖/mmol·L-1 TG/mmol·L-1 TC/mmol·L-1

A组 12 422.67±3.5 20.13±4.62 22.88±2.62 15.68±1.41

B组 12 422.67±5.5 19.88±3.69 23.16±3.61 15.94±2.16

C组 12 427.33±8.5 19.95±3.15 21.99±2.94 16.01±2.07

组别 HDL-C/mmol·L-1 LDL-C/mmol·L-1/L Scｒμmol·L-1 BUN/ mmol·L-1 尿蛋白/mg·24 h-1

A组 2.57±0.65 9.19±0.81 36.07±3.97 9.08±1.62 28.67±5.72

B组 2.69±0.84 9.27±1.07 32.78±5.12 8.99±1.94 27.35±7.04

C组 2.77±0.49 9.21±1.91 35.21±4.68 9.13±1.85 29.17±6.65
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