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　　摘　要：目的　探讨１，２５二羟维生素Ｄ３（１，２５（ＯＨ）２Ｄ３）对糖尿病肾病（ＤＮ）患者尿足细胞相关蛋白 Ｎｅｐｈｒｉｎ的影响。方

法　选取ＤＮ患者共４０例，根据尿清蛋白排泄率（ＵＡＥＲ）水平分为微量清蛋白尿的ＤＮ１组２２例和大量清蛋白尿的ＤＮ２组１８

例，经６周洗脱期后给予１，２５（ＯＨ）２Ｄ３０．２５μｇ／ｄ，共治疗１２周，１０例健康体检者为对照组，测定各组人群血钙（Ｃａ
２＋）、血磷

（Ｐ３＋）、血肌酐（Ｓｃｒ）及２４ｈ尿蛋白及ＶＡＥＲ，采用定量酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测定各组观察人群尿液中Ｎｅｐｈｒｉｎ的表达。结果

　ＤＮ组患者尿中Ｎｅｐｈｒｉｎ表达明显多于对照组，ＤＮ１组与ＤＮ２组间尿中Ｎｅｐｈｒｉｎ表达也存在差异，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可使ＤＮ１组

患者尿中Ｎｅｐｈｒｉｎ表达基线下移（犘＜０．０５），但对ＤＮ２组患者尿中Ｎｅｐｈｒｉｎ表达无明显影响（犘＞０．０５）。结论　尿中Ｎｅｐｈｒｉｎ的

表达是预测ＤＮ进展的有效因子，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可减少早期ＤＮ患者尿中Ｎｅｐｈｒｉｎ表达从而减少蛋白尿，延缓ＤＮ进展。
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　　糖尿病肾病（ＤＮ）是一个渐进发展的过程，临床早期表现

为肾小球高滤过状态和尿清蛋白排泄率（ＵＡＥＲ）增加，随着

ＤＮ进展，肾小球破坏数量逐渐增多，尿蛋白排泄进一步增加，

最终导致肾小球、肾小管及肾间质纤维化。肾小球足细胞对维

护肾脏滤过屏障的完整性起关键作用，足细胞受损导致滤过屏

障受损、蛋白尿及肾小球硬化［１］，近来研究显示，足细胞损伤在

ＤＮ的发展中具有重要作用
［２］，Ｎｅｐｈｒｉｎ是位于足细胞裂孔隔

膜上的一种跨膜糖蛋白，是构成肾小球滤过屏障选择性的关

键［３］，正常状态下不出现在尿液中。但在ＤＮ早期的大鼠尿中

即可检测到Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白
［４］，而在ＤＮ患者的尿液中也可检测

到Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白排泄增多，因此尿 Ｎｅｐｈｒｉｎ近来已成为对ＤＮ

患者早期肾脏损伤的监测指标之一。１，２５二羟维生素Ｄ３（１，

２５（ＯＨ）２Ｄ３）即活性维生素Ｄ３，其最主要的生物效应是调节钙

磷的代谢，已被广泛运用于临床治疗骨质疏松症等。而维生素

Ｄ缺乏在ＤＮ患者中也普遍存在，其血浆２５羟维生素Ｄ水平

常明显降低，而且糖尿病本身也可以诱发骨质疏松［５］。近年

来，随着对１，２５（ＯＨ）２Ｄ３作用的深入研究，发现它还可以直

接或间接的发挥对免疫和炎症系统、肾素血管紧张素系统等

的调节作用。本实验将对１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预后ＤＮ患者尿

中Ｎｅｐｈｒｉｎ 蛋 白 表 达 的 变 化 进 行 观 察，旨 在 探 索 １，２５

（ＯＨ）２Ｄ３对ＤＮ的可能保护作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年３月至２０１２年１２月在重庆市

中山医院内分泌科就诊的２型ＤＮ患者，共４０例，男２３例，女

１７例，年龄（５０．３５±８．６５）岁，均符合１９９９年 ＷＨＯ制定的糖

尿病诊断标准。入选标准：（１）临床诊断为ＤＮ，血肌酐（Ｓｃｒ）值

小于２６５μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ尿清蛋白定量大于０．５ｇ，糖化血红蛋

白小于或等于１０％；（２）血钙（Ｃａ２＋）、血磷（Ｐ３＋）水平正常；（３）

根据 Ｍｏｇｅｎｓｏｎ分型标准，按照２４ｈＵＡＥＲ结果将４０例患者

分为：微量清蛋白尿组（ＤＮ１组）２２例，２０μｇ／ｍｉｎ＜ＵＡＥＲ＜

２００μｇ／ｍｉｎ；大量清蛋白尿组（ＤＮ２组）１８例，ＵＡＥＲ＞２００

μｇ／ｍｉｎ。排除标准：（１）年龄在１８岁以下或７０岁以上者；（２）

妊娠或哺乳妇女；（３）有原发性或其他继发性肾病导致蛋白尿

者；（４）近２个月发生糖尿病酮症、肝胆或泌尿系统感染及其他

严重感染者；（５）有严重心脑血管疾病、肿瘤、外伤、应用肾毒性

药物者；（６）已知对１，２５（ＯＨ）２Ｄ３过敏者；（７）正在服用或半

年内使用过血管紧张素酶抑制剂或血管紧张素受体拮抗剂、噻

唑脘二酮类药物的患者。同时选取重庆市中山医院体检健康
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者１０例作为对照组（ＮＣ）组，男女各５例，年龄（４５．２５±６．１７）

岁。各组间年龄、性别构成经均衡性检验，差异无统计学意义

（犘＞０．０５），见表１。

表１　　ＤＮ患者各组与正常对照组资料（狓±狊）

项目 ＤＮ１组 ＤＮ２组 ＮＣ组

年龄（岁） ５０．２５±８．４５ ５０．５５±８．７５ ４７．２５±６．１７

性别（男／女） １２／１０ １１／７ ５／５

糖尿病病史 ８．８５±２．１５ａ １０．１５±２．８５ａ ０

ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２） ２５．１１±０．８８ ２４．３２±１．６５ ２３．３５±０．５５

收缩压（ｍｍＨｇ） １３５．７５±８．８６ａ １３８．３３±７．６５ａ １２０．１５±６．７３

舒张压（ｍｍＨｇ） ８５．４５±６．２８ａ ８６．８８±４．５８ａ ６０．１５±３．５８

尿蛋白（ｇ／ｄ） １．４５±０．４３ａ ２．６５±０．７５ａｂ ０

Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） １２５．７８±９．４５ａ １８５．５５±７．８４ａｂ ７５．１８±４．１５

　　ａ：犘＜０．０５，与ＮＣ组比较，ｂ：犘＜０．０５，与ＤＮ１组比较。

１．２　方法　ＤＮ１与ＤＮ２组患者经６周的初始监测洗脱期后

给予１，２５（ＯＨ）２Ｄ３０．２５μｇ／ｄ口服，如无禁忌证，两组患者疗

程均为１６周，研究期间所有患者均通过调整胰岛素用量使血

糖稳定在空腹小于８ｍｍｏｌ／Ｌ，糖化血红蛋白小于７％，以排除

血糖对研究结果的干扰。有高血压的患者使用非血管紧张素

转化酶抑制剂Ｉ（ＡＣＥＩ）或血管紧张素受体阻断剂（ＡＲＢ）类降

压药物（钙离子拮抗剂、利尿剂等）使血压控制在靶目标（＜

１４０／８０ｍｍＨｇ）以排除血压对研究结果的干扰。观察治疗期

间有无严重不良反应如高钙血症等。治疗结束后观察项目包

括：（１）各组人群血Ｃａ２＋、Ｐ３＋、Ｓｃｒ，所有血清学指标采用全自

动生化分析仪检测。（２）各组人群留取晨尿１０ｍＬ，２０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后收集上清液，－２０℃保存备用，２４ｈ尿蛋白

定量（２４ｈＵＰＥ）、ＵＡＥＲ测定采用免疫比浊法。（３）尿 Ｎｅｐｈ

ｒｉｎ检测：采用定量酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ），试剂盒为美国

Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍ公司产品。将Ｎｅｐｈｒｉｎ单抗包被于标板上，使标

准品与样品上的Ｎｅｐｈｒｉｎ与单抗相结合，然后加入酶标抗体以

在酶标板上形成免疫复合物，再加入酶底物３，３′，５，５′四甲基

联苯胺（ＴＭＢ）后出现蓝色，加终止液，用酶标检测仪在４５０ｎｍ

处测定吸光度，Ｎｅｐｈｒｉｎ的浓度与吸光度成正比，由此可求出

样品中Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白浓度。为消除患者尿量不同的影响，以尿

Ｎｅｐｈｒｉｎ／尿肌酐（μｇ／ｍｇ）的比值表示尿Ｎｅｐｈｒｉｎ的质量分数。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行数据分析，计量

资料采用狓±狊表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间

比较采用狋检验进行统计处理，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　各组人群血生化指标变化　各组人群血Ｃａ
２＋、Ｐ３＋于治

疗前后无明显变化，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３０．２５μｇ／ｄ治疗未引起高

钙血症。治疗结束后ＤＮ１组Ｓｃｒ水平与治疗前比较无明显变

化，而ＤＮ２组Ｓｃｒ水平较治疗前上升，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表２。

２．２　各组人群２４ｈＵＰＥ、ＵＡＥＲ变化　ＤＮ１组与ＤＮ２组治

疗后２４ｈＵＰＥ和ＵＡＥＲ均较治疗前下降，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见表３。

２．３　各组人群尿 Ｎｅｐｈｒｉｎ变化　ＤＮ１组与ＤＮ２组治疗后尿

Ｎｅｐｈｒｉｎ／尿肌酐值均较治疗前下降，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表４。

表２　　各组患者血生化指标比较（狓±狊）

组别 Ｃａ２＋（ｍｍｏｌ／Ｌ）Ｐ３＋（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

ＤＮ１组（狀＝２２）

　治疗前 ２．１４±０．１７ １．８４±０．２０ １２５．７８±９．４５

　治疗后 ２．３３±０．１１ １．６８±０．１８ １３２．０１±７．３２

狋 １．６８３ １．３５４ １．８４５

犘 ０．０６０ ０．０８５ ０．０６５

ＤＮ２组（狀＝１８）

　治疗前 ２．１９±０．４１ １．７４±０．１７ １８５．５５±７．８４

　治疗后 ２．２９±０．２５ １．５９±０．１５ ２１５．６２±９．５１

狋 １．７６１ １．１６５ ３．４８２

犘 ０．０７０ ０．１２０ ０．０３０

ＮＣ组（狀＝１０）

２．４５±０．１０ １．６１±０．２７ ７５．１８±４．１５

表３　　各组患者２４ｈＵＰＥ、ＵＡＥＲ比较（狓±狊）

组别 ２４ｈＵＰＥ（ｇ／ｄ） ＵＡＥＲ（μｇ／ｍｉｎ）

ＤＮ１组（狀＝２２）

　治疗前 １．４５±０．４３ １５２．４２±２３．２２

　治疗后 １．１９±０．３９ １３０．１８±１８．７６

狋 ４．７８７ ３．０９８

犘 ０．００５ ０．００８

ＤＮ２组（狀＝１８）

　治疗前 ２．６５±０．７５ ３６２．６０±２７．４１

　治疗后 ２．２２±０．４８ ３１３．５４±２２．１５

狋 ２．４１５ ２．６５５

犘 ０．０３２ ０．０２８

ＮＣ组（狀＝１０）

０ ９．１６±３．４２

表４　　各组患者尿Ｎｅｐｈｒｉｎ／尿肌酐比较（狓±狊）

组别 尿Ｎｅｐｈｒｉｎ／尿肌酐（μｇ／ｍｇ）

ＤＮ１组（狀＝２２）

　治疗前 ３５．３３±５．４３

　治疗后 ２３．６６±６．３９

狋 ３．６１５

犘 ０．０４２

ＤＮ２组（狀＝１８）

　治疗前 ６３．７８±８．７５

　治疗后 １８．４２±８．４８

狋 ４．２２８

犘 ０．００６

ＮＣ组（狀＝１０） ０

３　讨　　论

目前认为，ＤＮ早期足细胞损伤表现为足细胞数量和密度
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的减少、细胞变性肥大和足突融合［６］。足细胞的损伤导致蛋白

尿的产生，而特异性表达于足细胞裂孔膜上的蛋白分子Ｎｅｐｈ

ｒｉｎ是肾小球电荷和机械屏障选择性功能的重要环节，其蛋白

和基因的表达异常在ＤＮ蛋白尿的发生机制中具有重要作用。

Ｄｏｕｂｌｉｅｒ等
［７］研究发现，极早期 ＤＮ 患者肾脏足细胞表面

Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白表达就可能出现代偿性增加，导致足细胞骨架蛋

白的重新分布，最终可致使Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白与骨架解离脱落并随

尿液排出体外，肾小球屏障受到破坏，蛋白随之滤出。因此，肾

小球Ｎｅｐｈｒｉｎ表达的下降往往伴随着尿蛋白增加。在本实验

中，与健康人群比较，ＤＮ１与 ＤＮ２组治疗前２４ｈＵＰＥ与

ＵＡＥＲ均明显增高，尿液中 Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白含量也明显增加，且

两组人群Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白含量存在差异，这与文献报道相一致，

证实尿中 Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白含量是反映ＤＮ患者早期足细胞损伤

程度的重要证据。

近来的研究表明，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３除了具有调节钙磷代谢

作用以外，还具有抑制炎性因子分泌，减少细胞外基质沉淀和

免疫细胞增殖活化并抑制 ＲＡＳ系统等肾脏保护作用
［８］。

Ｆｉｓｈｂａｎｅ等
［９］使用帕立骨化醇治疗ＣＫＤ患者，６个月后患者

的尿蛋白基线水平明显下降并低于对照组，朱晗玉等［１０］发现，

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可减低早期ＤＮ患者炎性因子水平及减少尿

蛋白排泄，Ｗａｎｇ等
［１１］在高糖环境下培养的肾小球足细胞中发

现，高糖可导致纤维连接蛋白和ＣｏｌⅣ蛋白分泌增加，而１，２５

（ＯＨ）２Ｄ３则可以限制这一过程，从而缓解高糖环境下足细胞

的损伤。我们的研究发现，无论是处于微量清蛋白尿阶段还是

大量清蛋白尿阶段，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３治疗均可以减少ＤＮ患者

尿Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白含量。Ｔｉａｎ等
［１２］发现，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可以通

过下调ＲＡＳ、抑制肾素生成从而抑制系膜细胞增殖并减少足

细胞的丢失。同时有研究发现，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对于肾内和体

外培养的足细胞都具有抑制ＲＡＳ激活的作用
［１３］，因此，本研

究推测１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对ＤＮ患者尿 Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的减少作

用至少是部分通过抑制肾内ＲＡＳ系统激活而实现的。曾有研

究者使用血管紧张素受体拮抗剂类药物联合骨化三醇对ＤＮ

患者进行干预，证实骨化三醇能加强血管紧张素受体拮抗剂的

肾素抑制作用从而减轻肾损害［１４１５］，而本研究中并没有使用

血管紧张素受体拮抗剂类药物，结果证实即使单独应用１，２５

（ＯＨ）２Ｄ３也能有效地减少蛋白尿。

本研究发现，对于ＤＮ１组的患者，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的干预

能有助于抑制Ｓｃｒ水平的上升，而对于ＤＮ２组的患者，这一作

用并不明显。相反，ＤＮ２组的患者在研究结束后尿Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋

白含量下降却非常明显，除了１，２５（ＯＨ）２Ｄ３干预的作用之

外，作者还推测这是因为部分ＤＮ２组患者的肾脏损害随着病

程进展已经接近ＣＫＤ４期，处于这一时期的肾脏已出现大部分

肾小球硬化，肾功能仅接近于正常值的３０％，因此尿液中损伤

脱落的足细胞反而较ＣＫＤ２～３期时减少。综上所述，１，２５

（ＯＨ）２Ｄ３的干预能减少ＤＮ患者尿中 Ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的含量，

减轻足细胞损伤从而减少蛋白尿，延缓ＤＮ进展，这一作用在

ＤＮ早期更为明显。
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ＡｍＪＮｅｐｈｒｏｌ，２００９，３０（３）：２８０２８６．

［１５］ＺｈａｎｇＺ，ＺｈａｎｇＹ，ＮｉｎｇＧ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ

ｗｉｔｈＡＴ１ｂｌｏｃｋｅｒａｎｄｖｉｔａｍｉｎＤａｎａｌｏｇｍａｒｋｅｄｌｙａｍｅｌｉｏ

ｒａｔｅｓｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ：ｂｌｏｃｋａｄｅｏｆｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙｒｅ

ｎｉｎｉｎｃｒｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｍＪＮｅｐｈｒｏｌ，２００９，３０（３）：２８０２８６．

（收稿日期：２０１４０６２０　修回日期：２０１４０７２３）

４００４ 重庆医学２０１４年１０月第４３卷第３０期


