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ＢＭＰ２在糖尿病肾病大鼠肾内小动脉中表达的意义
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　　摘　要：目的　观察骨形态蛋白２（ＢＭＰ２）在糖尿病肾病（ＤＮ）大鼠肾实质内小动脉上的表达及其变化规律，探讨其对糖尿

病肾病血管病变的影响。方法　设对照组（Ｎ组）和糖尿病肾病组（ＤＮ组），建立链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导的ＤＮ大鼠模型。茜素红

染色观察肾实质内小动脉周围钙盐沉积，并分别采用免疫组化及 ｍＲＮＡ 原位杂交法检测ＢＭＰ２在肾实质内小动脉上的蛋白表

达及基因定位。结果　（１）茜素红染色ＤＮ组第４～１２周时偶见肾内小动脉少许点状红色钙盐沉积，第２４周时可见肾实质内小

动脉及周围组织有较多红色点片状沉积，Ｎ组茜素红染色为阴性。（２）ＤＮ组肾实质内小动脉ＢＭＰ２蛋白及 ｍＲＮＡ 在４周时已

有表达，随时间延长表达逐渐增强，各时间点均明显高于Ｎ组，Ｎ组各时间点表达差异无统计学意义。结论　（１）ＤＮ大鼠肾内小

动脉钙化前即已有ＢＭＰ２的表达；（２）ＢＭＰ２可能是糖尿病血管钙化的重要转录因子及早期生物学标志之一；（３）肾内小动脉上

ＢＭＰ２的表达变化可能参与ＤＮ进展。
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　　骨形态蛋白２（ＢＭＰ２）是诱导骨和软骨生成的有效的重

要生长因子，在骨形成中具有重要作用，ＢＭＰ２自身具有巨大

的启动骨形成的能力［１］。骨形成蛋白调节学说认为，损伤的血

管、粥样硬化的动脉以及钙化的心脏瓣膜均含有基质囊泡和骨

的所有关键成分，钙化及动脉粥样硬化损伤的内皮细胞中均有

ＢＭＰ２的表达
［２］。

大血管钙化是糖尿病糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｉｌｌｔｕｓ，ＤＭ）的严

重并发症，既往对ＤＭ 血管钙化的实验研究多集中于冠状动

脉、肾动脉等大动脉，而ＤＭ的血管病变还包括小血管和微血

管的病变，它们是导致多种器官损害的病理生理基础，可致血

流动力学异常、组织缺氧等，因此研究ＤＭ 的小血管病变具有

重要意义。ＢＮＰ２在ＤＭ的微血管病变———糖尿病肾病（ＤＮ）

的发病机制中是否起着关键作用值得探讨，目前对肾脏实质内

小血管改变知之甚少，因此作者拟通过建立链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐ

ｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱导的 ＤＮ 大鼠模型，动态观察骨基质蛋白

ＢＭＰ２在肾实质内小动脉上有无表达及其表达变化规律，进

一步明确ＤＮ时肾实质内的小动脉是否有血管钙化的发生并

探讨其在ＤＮ病程进展中的意义。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物　８周龄雄性ＳＤ大鼠７０只，体质量１５０～２００ｇ，

购自四川大学华西医学动物中心。

１．１．２　主要试剂　ＳＴＺ（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＭＡＸＶＩＳＩＯＮ试

剂盒（福建迈新公司），ＢＭＰ２多克隆抗体、地高辛标记原位杂

交试剂盒（武汉博士德公司）等。

１．１．３　探针合成　由大连宝生物公司设计合成ＢＭＰ２原位

杂交探针，５′ＧＣＣＴＧＡＡＧＣＡＧＡＧＡＣＣＣＡＣＣＣＣＣＡ３′。

１．２　实验方法

１．２．１　动物造模及分组　将７０只雄性ＳＤ大鼠随机分为糖

尿病肾病组（ＤＮ组）及对照组（Ｎ组），ＤＮ组采用ＳＴＺ５５ｍｇ／

ｋｇ一次性腹腔注射，Ｎ组予等量柠檬酸缓冲液。以连续３次

血糖大于１６．６ｍｍｏｌ／Ｌ、尿量大于原尿量１５０％、尿蛋白排泄

大于３０ｍｇ／２４ｈ者为成模标准。第４、１２、２４周时处死大鼠。

留取２４ｈ尿液并经股静脉取血，检测血糖、２４ｈ尿蛋白、血尿

素氮、血肌酐、血钙、血磷等。血糖检测采用酶电解层析法，尿

蛋白定量检测使用双缩脲比色法，血尿素氮测定用ＧＬＤＨ动

４００３ 重庆医学２０１０年１１月第３９卷第２２期

 基金项目：贵州省科技厅基金资助项目（黔科合Ｊ字［２００８］２２９９号）。　△　通讯作者。



表１　　两组不同时间点血糖、肾功能、血钙、血磷及尿蛋白量（２４ｈ）的变化（狓±狊）

项目
Ｎ组

４周 １２周 ２４周

ＤＮ组

４周 １２周 ２４周

血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．４７±０．１７ ５．４４±０．２９ ５．５１±０．２３ ２２．６３±７．１０ｃ ２５．８３±３．７２ｃ ２６．２４±３．２８ｃ

ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ６．８３±０．１３ ７．１０±０．３２ ６．９５±０．２７ １１．３５±３．１４ｃ １４．１７±３．２４ｃ １４．２５±４．２８ｃ

Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） ５３．７５±８．７８ ６０．７６±１２．２３ ５８．９７±９．７９ ６３．２５±１２．７６ ８９．６８±８．９３ａｃ １２５．７６±１８．５８ａｂｃ

Ｃａ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．３±０．３２ ２．２６±０．３３ ２．６２±０．４ ２．５３±０．２４ ２．５１±０．３９ ２．９１±０．３３

Ｐ（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．６６±０．２９ １．７２±０．３２ １．７８±０．２９ １．９１±０．５４ ３．１８±０．７４ａ ３．８１±０．２９ａ

尿蛋白量（ｍｇ／２４ｈ） １５．５２±３．２０ １７．７３±２．３６ １６．８６±２．８３ ８０．５６±７．０７ｃ １０３．３７±１２．８９ａｃ ９１．６２±１０．５２ａｂｃ

　　与ＤＮ组４周比较，ａ：犘＜０．０５；与ＤＮ组１２周比较，ｂ：犘＜０．０５；与Ｎ组同时间点比较，ｃ：犘＜０．０５。

力学法，血肌酐浓度测定用酶法。经腹主动脉灌注生理盐水后

摘取右肾。一半肾组织用含０．１％ ＤＥＰＣ的４％多聚甲醛固

定，经脱水、透明、包埋，制成肾组织石蜡块。

１．２．２　肾组织病理检查及茜素红染色　肾组织经常规脱水、

包埋，行 ＨＥ染色镜下观察肾组织病理改变。行茜素红染色，

观察肾实质内小动脉及周围组织钙盐沉积情况。茜素红染色

步骤为切片脱蜡至水后用自来水洗２ｍｉｎ，０．１％茜素红Ｓ染

色３０ｍｉｎ，甘油明胶封片。钙盐沉积处即阳性区域染为红色，

阴性区域为浅红色。根据钙盐沉积分为０～４级
［３］。０级：无

钙盐沉积；１级：点状沉积；２级：单个片状沉积；３级：多个片状

沉积；４级：弥漫性围绕管腔沉积。每个标本染２张片，取其平

均值。积分小于１级定义为无钙化；１～２．５级为轻中度钙化，

＞２．５～４级为重度钙化。病理染色结果由２个病理医师判断

并报告。

１．２．３　免疫组化　切片脱蜡至水后，用３％Ｈ２Ｏ２ 溶液灭活内

源性过氧化物酶，高压或酶消化修复抗原，加入ＢＭＰ２多克隆

抗体（１∶４０）４℃过夜，ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。滴加５０μＬ

即用型 ＭａｘＶｉｓｉｏｎＴＭ试剂，室温下孵育１０ｍｉｎ，滴加ＤＡＢ显色

液，苏木素复染，常规脱水、透明、封片。以出现棕黄色颗粒为

阳性信号。采用全自动图像分析系统（美国Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ４．

５）分别计算其吸光度，取其均值进行分析。

１．２．４　原位杂交　切片脱蜡至水后，用０．１％胃蛋白酶（２００

μｇ／ｍＬ）３７℃消化１５ｍｉｎ，预杂交缓冲液孵育３０ｍｉｎ。滴加２０

μＬ杂交液，加入ＢＭＰ２探针（４０ｎｇ／μＬ），４２℃杂交过夜。滴

加封闭液，３７℃孵育３０ｍｉｎ。滴加兔抗地高辛ＢＳＡ，３７℃孵

育１ｈ。滴加生物素化地高辛标记兔抗体，３７℃孵育１ｈ。滴

加ＡＰ羊抗兔ＩｇＧ（１∶１００），３７℃孵育３０ｍｉｎ。ＡＰＲｅｄ显色

液。采用全自动图像分析系统（美国Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ４．５）分别

计算其吸光度，取其均值进行分析。

１．３　统计学处理　计量资料以狓±狊表示，用ＳＰＳＳ１１．５统计

软件处理。采用单因素方差分析，多个样本均数两两比较采用

狇检验，组间同时间点比较采用独立样本均数狋检验，用Ｐｅｒｓｏｎ

方法进行相关性分析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　生化指标　ＤＮ组各时间点血糖及尿蛋白量（２４ｈ）均较

Ｎ组显著增高（犘＜０．０５）。自第１２周开始，ＤＮ组血肌酐、血

磷较 Ｎ组明显增高（犘＜０．０５），两组血钙各时间点无明显变

化。见表１。

２．２　ＨＥ染色及茜素红染色　ＤＮ组４周时出现系膜区增宽，

肾小球、肾小管纤维结缔组织明显增生，在２４周时出现肾小球

萎缩。Ｎ组肾小球、小管间质、肾血管未见明显异常。茜素红

染色ＤＮ组第４～１２周时偶见肾内小动脉少许点状红色钙盐

沉积，第２４周时可见肾内小动脉及周围组织有较多红色点片

状沉积，Ｎ组茜素红染色为阴性。根据钙化程度分级分析，ＤＮ

组第２４周肾内小动脉存在轻至中度钙化，Ｎ组各时间点肾组

织及肾内小动脉无钙化。见彩插Ⅰ图１。

２．３　两组肾组织ＢＭＰ２蛋白表达及 ｍＲＮＡ 原位杂交　ＤＮ

组ＢＭＰ２蛋白突出表达于肾实质内小动脉上，肾小球及肾小

管上也有阳性表达。自第４周起，ＢＭＰ２在血管上表达逐渐

增多，第２４周时表达最明显。Ｎ组肾小球及肾实质内小动脉

上均无ＢＭＰ２表达。ＤＮ组ＢＭＰ２ｍＲＮＡ只表达于肾实质

内小动脉上，小管和小球上无表达，自第４周起ＢＭＰ２ｍＲＮＡ

表达量开始升高，以后随病程进展表达逐渐上调，在２４周时表

达达峰值。Ｎ组ＢＭＰ２肾内小动脉上表达较弱，随病程进展，

表达量差异无统计学意义（犘＜０．０５）。见表２、彩插Ⅰ图２及

图３。

表２　　两组不同时间点肾小动脉ＢＭＰ２阳性着染

　　　　（Ａ值，狀＝６，狓±狊）

时间
ＢＭＰ２

４周 １２周 ２４周

Ｎ组 ０ ０ ０

ＤＮ组 ０．８４±０．２０ ０．９０±０．２７ １．１８±０．４７ｄ

　　ｄ：与ＤＮ组４周比较，犘＜０．０５。

　　ａ：与 ＤＮ 组４周比较，犘＜０．０１；ｂ：与 ＤＮ 组１２周比较，犘＜

０．０１；ｃ：与Ｎ组同时间点比较，犘＜０．０１。

图３　　两组不同时间点肾脏ＢＭＰ２ｍＲＮＡ表达情况（狀＝６）

２．４　ＤＮ组各指标相关性分析　ＤＮ组ＢＭＰ２表达与尿蛋

白、血肌酐、血磷（狉＝０．４２２，犘＜０．０１；狉＝０．７４３，犘＜０．０１；狉＝

０．６７１，犘＜０．０１）呈正相关。

３　讨　　论

血管钙化可使血管的硬度增加，顺应性降低，易导致心肌

缺血、心力衰竭、心肌梗死和卒中等心脑血管事件的发生，是

心、脑血管病及外周血管病等的主要危险因子之一［４５］。ＤＭ

患者较非ＤＭ患者更易发生血管钙化，而ＤＮ者冠脉钙化较单

纯的ＤＭ 患者更为普遍和严重
［６］。ＤＮ 是糖尿病微血管病变
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中最常见、最严重的并发症之一，当肾组织已具有明显的病理

变化，而患者往往还未出现明显临床或实验室检查方面的异常

时［３］，其病理改变主要表现为肾内微血管和中等大小动脉的硬

化及钙化。传统观点认为血管钙化是不可调控的、不可逆的，

是矿物质在血液中过度饱和造成的被动沉淀，是动脉粥样硬化

自然形成部分。近年在动脉硬化研究中发现血管钙化发生在

动脉粥样硬化形成早期阶段，是类似骨发育的、主动的、可调控

的生物学过程。许多骨相关蛋白和血管活性物质可能参与了

钙化的调控，这些蛋白在血管局部的表达以及表达变化的失

调，对血管钙化的发生、发展起着非常重要的调节作用［７］。

ＢＭＰ２是与血管钙化关系密切的骨基质蛋白，ＢＭＰ２可诱导

非骨组织来源的细胞分化为成骨细胞，导致异位成骨［８］，是一

种致血管钙化最强有力的蛋白，因此研究ＤＮ时肾实质内小动

脉有无ＢＭＰ２表达，如有表达其变化规律如何对于探讨ＤＮ

的发病机制以及寻求ＤＮ治疗的有效措施具有重要意义。

本实验生化检测结果显示，ＤＮ组各时间点血糖及尿蛋白

量（２４ｈ）明显高于Ｎ组，说明造模成功，肌酐及血磷１２周以后

明显升高，提示肾脏损害进行性加重。两组 ＨＥ染色也提示

ＤＮ组４周时已出现系膜区增宽，肾小球增大，肾小管扩张。

在２４周时出现肾小球硬化征象，小管萎缩，间质大量炎性细胞

浸润。茜素红染色ＤＮ组第４～１２周时偶见肾内小动脉少许

点状红色钙盐沉积，第２４周时可见肾内小动脉及周围组织有

较多红色点片状沉积，Ｎ 组茜素红染色为阴性。根据钙化程

度分级分析，ＤＮ组第２４周肾内小动脉存在轻至中度钙化，Ｎ

组各时间点肾组织及肾内小动脉无钙化。免疫组化、原位杂交

结果证实ＤＮ肾实质小动脉存在骨基质蛋白ＢＭＰ２表达，并

随病程进展存在异常改变，早期即有ＢＭＰ２基因和蛋白表达，

随病程进展表达逐渐增加。Ｎ 组肾小球、肾小管间质、肾血管

未见ＢＭＰ２表达。

由上可知，肾内小动脉在ＤＮ早期即在发生血管钙化前就

已有骨基质蛋白ＢＭＰ２的表达，提示ＢＭＰ２可能参与了早期

ＤＮ的发生、发展，ＢＭＰ２的表达还与肌酐及尿蛋白增高呈正

相关，说明ＢＭＰ２促进肾功能的恶化，ＤＮ后期随钙化加重会

导致血管顺应性下降，进一步影响肾小球的血流动力学，使病

变继续恶化，最终不可避免进展到肾病终末期。而能否在发病

早期阻断这一过程，可能为ＤＮ的防治提出新的思路。
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据，并大胆猜测ＸＰＤ基因在ＴＦⅡＨ复合物中可能发挥着核心

调节作用，其具体调节作用机制还有待于进一步研究探索。
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［９］ＬｉｕＪ，ＨｅＬ，ＣｏｌｌｉｎｓＩ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＦＢＰｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｒｅｐｒｅｓｓｏｒ

ｔａｒｇｅｔｓＴＦⅡＨｔｏｉｎｈａｂｉｔａｃｔｉｖａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｍｏｌ

Ｃｅｌｌ，２０００，５（２）：３３１．

［１０］ＳｃｈｍｉｄｔＥＶ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｃｍｙｃｉｎｃｅｌｌｕｌａｒｇｒｏｗｔｈｃｏｎｔｒｏｌ

［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１９９９，１８（１９）：２９８８．

（收稿日期：２０１００４１９　修回日期：２０１００５０６）

６００３ 重庆医学２０１０年１１月第３９卷第２２期


