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糖尿病对大鼠自体移植静脉内膜增生的影响
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（１．中国医科大学附属第一医院 干诊科，辽宁 沈阳 １１０００１；２．辽宁省抚顺市中心医院 外科，辽宁 抚顺
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　　摘要：目的　探讨 ＡＧＥＲＡＧＥ系统对糖尿病大鼠自体移植静脉内膜增生的作用。方法　雄性 ＳＤ
大鼠 ４０只，随机分为糖尿病组及正常对照组。两组均建立自体静脉移植模型，制模后的 ７ｄ和 １４ｄ

测定血清 ＡＧＥ含量，取自体静脉移植标本行组织形态学观察，半定量 ＲＴＰＣＲ检测 ＲＡＧＥ，ＮＦκＢｐ６５

及 ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹和免疫组化方法检测 ＲＡＧＥ，ＮＦκＢｐ６５及 ＶＣＡＭ１蛋白表

达，并用免疫组化方法检测 ＰＣＮＡ的表达。结果　术后 ７ｄ及 １４ｄ，与对照组比较，糖尿病组自体移植

静脉内膜增生明显为重，ＰＣＮＡ，ＲＡＧＥ，ＮＦκＢｐ６５及 ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表达均增强，血清 ＡＧＥ含量

增加，差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＧＥＲＡＧＥ系统激活 ＮＦκＢ，增强黏附分子的表达，

可能是糖尿病大鼠自体移植静脉内膜增生加重的原因。
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第６期 王欣，等：糖尿病对大鼠自体移植静脉内膜增生的影响

　　糖尿病不仅是动脉粥样硬化的独立危险因
素，而且对其重要的治疗手段———自体静脉移植

术后的通畅率有较大的负面影响［１－３］。晚期糖基

化终产物受体 （ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）存在于血管内皮细胞和平滑肌细
胞［４］，与其配体晚期糖基化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａ
ｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥ）结合后可损伤血管内皮细
胞并促进平滑肌细胞增生。本实验通过动物模型

研究 ＡＧＥＲＡＧＥ系统在自体移植静脉内膜增生中
所起的作用，报告如下。

１　材料与方法

１．１　动物分组与糖尿病动物模型的建立
雄性 ＳＤ大鼠４０只，体重１８０～２２０ｇ，由中国

医科大学实验动物中心提供。将动物随机分为糖

尿病组和正常对照组两组，每组 ２０只。链脲佐菌
素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，将其溶于
０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液配制为 １％溶液（ｐＨ４．０～
４．５），糖尿病组大鼠禁食 ２４ｈ后行单次腹腔注射
（６０ｍｇ／ｋｇ），４８ｈ后血糖超过 １６．７ｍｍｏｌ／Ｌ为模
型建立成功。１６只大鼠成模，其余大鼠死亡或建
模未成功，剔除。对照组大鼠（２０只）同等条件下
腹腔注射相应剂量柠檬酸缓冲液。两组大鼠继续

饲养 ２周后建立静脉移植模型。
１．２　静脉移植模型的建立与标本收集

大鼠以 １０％水合氯醛 ３３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻
醉，在 ＳＸＰ１Ｂ型显微镜（１０倍）下按照文献［５］报

道的方法，将右颈总静脉吻合于肾下腹主动脉之

间。术后分笼饲养，自由进食饮水。两组大鼠分

别于术后 ７ｄ和 １４ｄ取出移植静脉标本（糖尿病
组各８只，对照组各１０只），均置液氮冻存。每个
标本一半用于组织形态学和免疫组化染色，一半

用于蛋白印迹和逆转录 －聚合酶链式反应检测。
每只大鼠处死前取血 １ｍＬ，测定血清 ＡＧＥ含量。
１．３　荧光分光光度法检测血清 ＡＧＥ含量

血液离心后，取上清液 ０．２ｍＬ，蒸馏水稀释
至 ２ｍＬ，ＲＦ５０００型荧光分光光度计测定荧光
值，激 发 光 和 发 射 光 波 长 分 别 为 ３７０ｎｍ 和
４４０ｎｍ。考马斯亮蓝法测定稀释液蛋白质浓度，
计算每毫克蛋白质所含的 ＡＧＥ荧光单位，用Ｕ／ｍｇ
（蛋白）表示。

１．４　ＨＥ染色和 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ弹力纤维染色进行组织
形态学观察

移植静脉标本置入４％中性甲醛中固定２４ｈ，

常规石蜡包埋，切片厚约 ５μｍ，按照参考文献［６］

的方法行 ＨＥ染色及 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ弹力纤维染色。计
算机图像分析系统采集图像。每个标本随机取

５处不连续的位置，测量内膜厚度及内膜／中层厚
度的值，取平均值。

１．５　免疫组化染色检测 ＲＡＧＥ，核因子 ＫａｐｐａＢ
（ＮＦκＢ） ｐ６５，血 管 细 胞 黏 附 分 子１
（ＶＣＡＭ１）及增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）的
表达

抗 ＲＡＧＥ多克隆抗体、抗 ＮＦκＢｐ６５多克隆抗
体及抗 ＶＣＡＭ１单克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；
ＰＣＮＡ单克隆抗体购自武汉博士德公司。切片经
３％过氧化氢室温孵育，水洗，抗原热修复，按试
剂盒说明书行常规 ＳＰ法染色。磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）代替一抗作阴性对照。４００倍光镜下随机
取 ５个视野计数细胞，计算阳性细胞占总观察细
胞的百分比，取平均值。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹检测 ＲＡＧＥ，ＮＦκＢｐ６５
及 ＶＣＡＭ１蛋白表达

依据参考文献［７］配制细胞裂解液。自体移植静

脉标本经机械和超声匀浆，４℃低温１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心 １０ｍｉｎ，相对离心力（ＲＣＦ）为１６０００ｇ。考马斯
亮蓝 Ｇ２５０染色法测总蛋白质浓度，将各组浓度
调到同一水平，制备 １０％十二烷基硫酸钠 －聚丙
烯酰胺凝胶。每孔蛋白样品 １００μｇ，电泳后通过
半干式电转移仪将蛋白转到硝酸纤维素滤膜上，

用含 ５％脱脂奶粉的 Ｔｒｉｓ缓冲液（ＴＢＳ）室温封闭
２ｈ，ＴＢＳ洗膜 ２次；加入一抗及二抗，用含 ０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０的 Ｔｒｉｓ缓冲液（ＴＢＳＴ）洗膜 ３次后加入显
色液，采用凝胶成像分析系统摄像分析。ＲＡＧＥ，
ＮＦκＢｐ６５及 ＶＣＡＭ１蛋白表达结果用光密度值
（Ａ值）表示。
１．７　半定量 ＲＴＰＣＲ检测 ＲＡＧＥ，ＮＦκＢｐ６５，

ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达
取液氮保存的标本加入 Ｔｒｉｚｏｌ液分离总 ＲＮＡ，

按试剂盒说明将 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，然后进行
ＰＣＲ扩增。软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０结合 ＧｅｎＢａｎｋ
序列 设 计 ＲＡＧＥ，ＮＦκＢ ｐ６５及 ＶＣＡＭ１引 物。
ＧＡＰＤＨ为内对照。序列如下：ＲＡＧＥ上游引物 ５′
ＡＴＧＡＧＣＡＧＡＧＣＧＧＣＴＡＴＴＣＣ３′，下 游 引 物 ５′
ＣＡＣＧＣＴＴＣＧＧＴＣＡＧＡＧＣＴＣＡ３′，产物长度 ５１３ｂｐ；
ＮＦκＢｐ６５上游 引物 ５′ＣＡＡＴＧＧＡＣＣＡＡＣＴＧＡＡＣ
ＣＣ３′，下 游 引 物 ５′ＴＣＣＧＣＡＡＴＧＧＡＧＧＡＧＡＡ３′，
产物长度 ６５７ｂｐ；ＶＣＡＭ１上游引物 ５′ＣＧＧＴＣＡＴ

１６５
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ＧＧＴＣＡＡＧＴＧＴＴＴＧ３′，下游引物５′ＧＡＧＡＴＣＣＡＧＧＧ
ＧＡＧＡＴＧＴＣＡ３′，产物长度 ５７０ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游引
物 ５′ＧＡＧＣＴＧＡＡＣＧＧＧＡＡＡＣＴＣＡＣ３′，下游引物５′
ＧＧＴＣＴＧＧＧＡＴＧＧＡＡＡＣＴＧＴＧ３′，产 物 长 度 ４７６ｂｐ。
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ２ｍｉｎ后，９４℃变性
３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ；循环３５次，
最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。２％琼脂糖凝胶电泳后溴
化乙锭染色，紫外灯下观察，凝胶成像分析系统摄

像。对各条带进行灰度分析，计算各组 ＲＡＧＥ，
ＮＦκＢｐ６５及 ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡ与 ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ光密
度值的比值，为该基因表达值。

１．８　统计学处理
所有数据以 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１０．０统计

软件中单因素方差分析进行组间比较。检验水准

α＝０．０５。

２　结　果

２．１　血清 ＡＧＥ含量
静脉移植术后 ７ｄ及 １４ｄ，糖尿病组大鼠血

清 ＡＧＥ含量分别为（３１．４±５．２）Ｕ／ｍｇ（蛋白）及
（３８．５±６．５）Ｕ／ｍｇ（蛋白），显著高于对照组的

（２０．３±４．２）Ｕ／ｍｇ（蛋白）及（２５．６±４．９）Ｕ／ｍｇ
（蛋白）（均 Ｐ＜０．０５）。
２．２　组织形态学改变

两组大鼠自体移植静脉术后 ７ｄ及 １４ｄ均可
见内膜增生。与对照组比较，糖尿病组内膜增生

均明显加重，内膜厚度及内膜／中层厚度的值差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。两组术后 ７ｄ的内
膜厚度及内膜／中层与 １４ｄ相比，差异亦有有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）（表 １）。
２．３　免疫组化染色结果

ＲＡＧＥ阳性细胞胞浆及胞膜被染成棕褐色，
ＮＦκＢｐ６５阳性细胞胞浆被染成棕黄色，ＶＣＡＭ１
阳性细胞胞浆和胞膜被染成棕褐色，ＰＣＮＡ阳性
细胞胞核染成棕黄色。两组移植静脉内均可见上

述阳性细胞，主要位于增生内膜上。静脉移植术

后 ７ｄ及 １４ｄ，与对照组相比，糖尿病组 ＲＡＧＥ，
ＮＦκＢｐ６５，ＶＣＡＭ１及 ＰＣＮＡ阳性细胞均明显增
加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。两组大鼠的
上述 ４指标两时段比较差异亦有有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）（表 ２）（图 １－８）。

图 １　糖尿病组术后 １４ｄ

ＲＡＧＥ的 阳 性 表 达

（ＳＰ×４００）

图２　对照组术后１４ｄＲＡＧＥ

的阴性表达（ＳＰ×４００）

图３　糖尿病组术后１４ｄＮＦ

κＢｐ６５的阳性表达（ＳＰ

×４００）

图４　对照组术后 １４ｄＮＦ

κＢｐ６５的阳性表达

（较少）（ＳＰ×４００）

图５　糖尿病组术后 １４ｄ

ＶＣＡＭ１的阳性表达

（ＳＰ×４００）

图 ６　 对 照 组 术 后 １４ｄ

ＶＣＡＭ１的阳性表达

（较少）（ＳＰ×４００）

图７　糖尿病组术后１４ｄＰＣ

ＮＡ的阳性表达（ＳＰ×

４００）

图８　对照组术后１４ｄＰＣＮＡ

的阳性表达（较少）（ＳＰ

×４００）

２６５
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表１　两组大鼠移植静脉内膜厚度及内膜／中层厚度值（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
内膜厚度（μｍ）

７ｄ １４ｄ

内膜／中层厚度值

７ｄ １４ｄ

糖尿病 ８ ２３．３±４．６１） ３６．２±７．４ １．２４±０．３８１） １．８８±０．４６

对照 １０ １４．６±３．８１） ３０．１±５．９ ０．８６±０．３０１） １．３４±０．３３

Ｐ值 ０．０００ ０．００７ ０．０１５ ０．０１１

　　注：１）与术后１４ｄ相比，Ｐ＜０．０５

表２　ＲＡＧＥ，ＮＦκＢｐ６５，ＶＣＡＭ１及ＰＣＮＡ免疫组化检测结果（％，ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＲＡＧＥ

７ｄ １４ｄ

ＮＦκＢｐ６５

７ｄ １４ｄ

ＶＣＡＭ１

７ｄ １４ｄ

ＰＣＮＡ

７ｄ １４ｄ

糖尿病 ８ ２０±６１） ２４±６ ３１±１０１） ３５±１４ １３±５１） ２１±７ ３３±７１） ４０±８

对照 １０ ３±１１） ６±２ １７±６１） ２３±７ ７±３１） １０±４ １７±８１） ２８±１０

Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．００１ ０．００７ ０．００２ ０．００１ ０．００５ ０．００６

　　注：１）与术后１４ｄ相比，Ｐ＜０．０５

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹检测结果
静脉移植术后 ７ｄ及 １４ｄ，与对照组相比，糖

尿病组 ＲＡＧＥ，ＮＦκＢｐ６５及 ＶＣＡＭ１蛋白表达
（光密度值）明显增加，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。两组大鼠的上述 ３指标两时段比较
差异亦有有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表３）（图９）。
２．５　半定量 ＲＴＰＣＲ检测结果

静脉移植术后 ７ｄ及 １４ｄ，与对照组相比，糖
尿病组 ＲＡＧＥｍＲＮＡ，ＮＦκＢｐ６５ｍＲＮＡ及 ＶＣＡＭ１
ｍＲＮＡ表达明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。两组大鼠的上述 ３指标两时段比较差异
亦有有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表 ４）（图 １０）。

!""""""""""""""""#"""""""""""""""""$"""""""""""""""""%

&'()
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图 ９　ＲＡＧＥ，ＮＦκＢｐ６５及 ＶＣＡＭ１蛋白印迹结果　
１：糖尿病组术后 ７ｄ；２：糖尿病组术后 １４ｄ；
３：对照组术后 ７ｄ；４：对照组术后 １４ｄ

表３　ＲＡＧＥ，ＮＦκＢｐ６５及ＶＣＡＭ１蛋白印迹检测结果（×１０３，ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＲＡＧＥ

７ｄ １４ｄ

ＮＦκＢｐ６５

７ｄ １４ｄ

ＶＣＡＭ１

７ｄ １４ｄ

糖尿病 ８ ２０．５６±１２．１４１） ２８．７７±８．５３ ４４．３５±１０．２６１） ５９．２３±１８．４１ ４１．５０±１３．２６１） ６１．３８±１７．４７

对照 １０ ８．０４±２．２０１） １２．８２±２．７８ １９．３４±６．３９１） ２２．１７±１１．４６ １６．３３±１０．０９１） ２５．８３±１１．９８

Ｐ值 ０．００５ ０．００１ ０．００３ ０．０００ ０．００１ ０．００１

　　注：１）与术后１４ｄ相比，Ｐ＜０．０５

表４　ＲＡＧＥｍＲＮＡ、ＮＦκＢｐ６５ｍＲＮＡ及ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡＲＴＰＣＲ检测结果（基因表达值，ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＲＡＧＥ

７ｄ １４ｄ

ＮＦκＢｐ６５

７ｄ １４ｄ

ＶＣＡＭ１

７ｄ １４ｄ

糖尿病 ８ ０．５１±０．２４１） ０．７８±０．３８ ０．４２±０．２４１） ０．６４±０．２６ ０．３６±０．１２１） ０．５８±０．１１

对照 １０ ０．３３±０．１４１） ０．４２±０．１８ ０．１９±０．０９１） ０．２５±０．１１ ０．１６±０．１０１） ０．２８±０．１１

Ｐ值 ０．０１５ ０．０１０ ０．０１１ ０．００３ ０．００７ ０．００７

　　注：１）与术后１４ｄ相比，Ｐ＜０．０５
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图１０　ＲＡＧＥｍＲＮＡ，ＮＦκＢｐ６５ｍＲＮＡ及ＶＣＡＭ１ｍＲＮＡＲＴＰＣＲ扩增电泳图　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ１：糖尿病组术后７ｄ；２：糖尿病组术
后１４ｄ；３：对照组术后７ｄ；４：对照组术后１４ｄ

３　讨　论

动脉粥样硬化性疾病已经成为困扰中老年人

的常见病。利用自体静脉行冠脉搭桥术或下肢

动脉旁路移植术是目前治疗该病的重要手段。

但由于移植静脉内膜增生引起的狭窄甚至闭塞

导致手术远期疗效较差。糖尿病与动脉粥样硬

化有着密切的关系，与非糖尿病人群相比，男性

２型糖尿病患者患动脉粥样硬化危险性高 ２倍，
女性高 ２～４倍［８］；不但如此，而且接受静脉移植

术后，无论是冠脉搭桥术［２］还是下肢动脉旁路移

植术［３］，糖尿病患者的疗效均更差，其机制尚不

明了。

糖尿病所带来的一个重要代谢改变是 ＡＧＥ
的形成。ＡＧＥ一旦形成，即不可逆，逐渐在体内
蓄积［９］。王培昌等［１０］发现健康人群中血清 ＡＧＥ
含量与年龄增长呈正相关，糖尿病人群则显著高

于健康人群。ＡＧＥ的形成是糖尿病最重要的病
理生理改变，其与细胞表面特异性受体的相互作

用是糖尿病并发症的重要原因［１１］。ＲＡＧＥ是近年

来发现的一种细胞膜受体，属于免疫球蛋白超家

族成员，由胞外段、跨膜段和胞内段 ３部分组成，
包括 ４００多个氨基酸，主要分布于血管内皮细
胞、血管平滑肌细胞及巨噬细胞等细胞表面。

ＲＡＧＥ与其配体 ＡＧＥ结合可引起血管内皮损伤、
血流动力学和血液流变学异常以及细胞基质异

常增生等一系列病理改变［１２－１４］，其信号传导是通

过 ＲＡＧＥｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）ＮＦ

κＢ细胞因子通路来实现的，其中 ＮＦκＢ的激活
是其信号传导过程中最重要的一环［１５］。胡新华

等［１６－１７］发现 ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ的激活均与自体
移植静脉内膜增生关系密切。ＮＦκＢ是一种具有
多向转录调节作用的蛋白质，其靶基因包括细胞

黏附分子、趋化因子及生长因子等［７］。它的激活

不仅是 ＡＧＥＲＡＧＥ在细胞内重要的信号传导途
径，同时也增加了下游的黏附分子和细胞因子的

表达，参与移植静脉内膜增生过程。

本实验采用 ＳＴＺ腹腔注射建立大鼠糖尿病模
型，虽病死率略高，但成模确切。研究［１８］表明，正

常血管仅表达少量 ＲＡＧＥ，而血管损伤可上调
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ＲＡＧＥ表达。本实验结果显示，自体静脉移植术
后 ７ｄ和 １４ｄ移植静脉内膜增生即已较对照组
明显为重。随着移植静脉 ＲＡＧＥ表达的升高，其
ＮＦκＢｐ６５，ＶＣＡＭ１的表达也升高，同时 ＰＣＮＡ
表达增加、内膜增生加重。推测 ＡＧＥＲＡＧＥ系统
有可能是糖尿病大鼠移植静脉内膜增生加重的

原因。随着临床上接受静脉移植手术的糖尿病

患者的增多，阻断 ＡＧＥＲＡＧＲ可能成为提高移植
血管通畅率的一个重要治疗靶点。
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