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论著

促血管生成素重组腺病毒对糖尿病鼠
肾血管新生的影响鄢

张子阳，谭州科，曹明燕，杨亦彬
（遵义医学院附属医院 肾病风湿科，贵州 遵义 563003）

摘要：目的 通过 SD大鼠糖尿病肾病（DN）模型，观察经腺病毒外源性表达 Ang-1对肾脏血管新生的作

用，以期为 DN的临床治疗提供参考。方法 SD大鼠 DN造模选用链脲佐菌素（STZ），设计两个大的组别，即

正常对照组和 DN模型组，并将 DN模型组进一步划分为 3个亚组，即糖尿病组、空白载体组、Ang-1腺病毒

组。STZ造模成功后的第 8周开始，从尾静脉注入 Ang-1腺病毒载体以及空白载体，在 8、12、20和 28周，检测

各组大鼠的尿蛋白水平，实时定量聚合酶链法分析肾脏 Ang-2 mRNA水平。结果 ①DN模型组大鼠的尿蛋

白水平较正常对照组升高（ <0.01），且只有在 20周前，空白载体组及糖尿病组的尿蛋白水平才低于 Ang-1腺

病毒组（ <0.01）；②在正常对照组大鼠肾组织中未检测到尿蛋白和 Ang-2 mRNA表达，而其他 DN模型组

（糖尿病、空白载体、Ang-1腺病毒组）大鼠 12周后的尿蛋白和 Ang-2 mRNA表达升高，特别是 Ang-1腺病

毒组升高（峰值在 20周）更为明显（ <0.05），在 28周时降低，糖尿病、空白载体和 Ang-1腺病毒组的 Ang-2

mRNA表达比较差异有统计学意义（ <0.05）；③Ang-2与尿蛋白排泄量呈负相关（ =-0.601， <0.05）。结论

外源性给予 Ang-1对糖尿病肾脏新生微血管生成有保护作用。
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Effect of recombinant adenovirus angiopoietin-1 on
renal angiogenesis in diabetic rats鄢

Zi-yang Zhang, Zhou-ke Tan, Ming-yan Cao, Yi-bin Yang
(Department of Nephropathy and Rheumatology, the First A ffiliated Hospital of

Zunyi Medical School, Zunyi, Guizhou 563003, China)

Abstract: Objective To establish diabetic nephropathy rat model and observe diabetic kidney exogenous
expression of angiopoietin-1 (Ang-1) by adenovirus and to study its effect on generation of new blood vessels
in the kidneys, in order to provide reference for clinical treatment of diabetic nephropathy. Methods
Streptozotocin (STZ) was chosen for diabetic nephropathy modeling of SD rats. The model rats were divided
into two groups, namely normal control group and diabetic nephropathy group; and diabetic nephropathy model
group was further divided into three subgroups as diabetic group, empty vector group and Ang-1 adenovirus
group. Since the eighth week of successful rat modeling, Ang -1 adenovirus vector and empty vector were
injected through tail vein. At different time, such as the 8th week, 12th week, 20th week and 28th week, the
level of urine protein content of each group was detected, and kidney level of mRNA was analyzed
using real -time quantitative PCR. Results Urinary proteins of the diabetic nephropathy model group were
significantly higher than those in the healthy rats ( < 0.01), and only in the first 20 weeks, urine protein
levels of the empty vector group and the diabetic group were significantly lower than those in the Ang-1
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糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）属于糖尿

病严重微血管并发症，也是导致患者发生终末期肾脏

病的重要原因[1]。研究表明，糖尿病肾病患者的血管调

控因子普遍存在表达异常，患者的肾小球中存在新生

血管[2]，糖尿病肾病的发生与微血管病变密切相关，其

发病机制复杂[3]。如何减少血管内皮损伤和促进修复

已成为研究热点[4]。促血管生成素 -1（Angiopoietin-

1，Ang-1）是近年来发现的促血管生长细胞因子，有

促血管发生以及组织修复的重要功能，同时也有抗

炎、缓解血管渗漏、抗内皮细胞凋亡等作用，越来越

受到研究者的关注。另有实验发现，Ang-1下调可能

导致糖尿病肾病后期新生血管消失[5]，本实验通过给

予糖尿病大鼠 Ang-1腺病毒载体，观察其 28周的尿

蛋白、肾脏促血管生成素 -2（Angiopoietin-2，Ang-2）

mRNA和蛋白表达变化，评估 Ang-1对糖尿病大鼠

肾脏新生血管的影响。

1 材料与方法

1.1 研究动物

本研究动物为南京模式生物研究所购买的雄性

Sprague-Dawley大鼠，共 140只。

1.2 研究方法

1.2.1 构建 Ang-1 腺病毒载体 Ang-1 腺病毒载

体由大连宝生物工程有限公司构建，滴度为 2.5×

1010 pfu/ml。

1.2.2 造模和分组 采用链脲佐菌素（Streptozo-

tocin，STZ）（55 mg/kg）腹腔注射复制糖尿病模型，连

续 3 d血糖≥16.65 mmol/L示造模成功。实验动物随

机分为：①Ang-1腺病毒组。造模完成后 8周，根据预

实验结果以及参考文献[6]决定 Ang-1 腺病毒的实

际注射量，本研究采用 4×1011 pfu/ml；②空白载体

组，与 Ang-1腺病毒同病毒低毒的阴性对照组，注射

剂量同 Ang-1腺病毒；③糖尿病组，腹腔注射 STZ

造模，剂量为 55 mg/kg；④正常对照组，不做处理。分

组完成后的第 8、12、20和 28周，每组分别选择 6只

大鼠在不同时间点进行观察及分析，每组 35只。

1.2.3 样品处理 于实验的第 8、12、20和 28周腹

腔注射麻醉，取部分肾组织（兼顾皮、髓质）迅速放入

液氮中，以备后续实验使用；另取部分肾组织置于

4％多聚甲醛液固定，24 h后转入 95%酒精溶液中，

并进行后续的梯度脱水、石蜡包埋和切片处理。

1.2.4 24 h尿蛋白定量检测 采用 7150型全自动

生化分析仪（日本日立公司）进行 24 h尿蛋白定量

检测。

1.2.5 肾组织 Ang-2、血栓调节蛋白（Thrombo-

modulin-1，TM-1）检测 采用免疫荧光链霉亲和

素 -生物素复合物 - 异硫氰酸荧光素法检测肾组

织Ang-2、血栓调节蛋白，按说明书及参考文献操作

步骤操作。

1.2.6 肾组织 Ang-2 mRNA 检测 RNA 提取及

纯化按说明书及参考文献操作步骤操作。引物采用

PRIMER 5软件设计，并经上海生物工程有限公司合

成。β肌动蛋白（β-actin）的正向引物：5'-GGAGA

TTACTGCCCTGGCTCCTA-3'，反向引物：5'-GACTCA

TCGTACTCCTGCTTGCTG-3'；Ang-2正向引物：5'-C

TCCTGTGAGCATCTGGGAAC-3'，反向引物：5'-GCG

GGCAAAATCAGTAGCA-3'。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 20.0统计软件进行数据分析，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，多组间数据比较用

单因素方差分析，不同时间点数据比较用重复测量方

差分析， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 24 h尿蛋白

①正常对照组大鼠各时间点 24 h尿蛋白比较

差异无统计学意义（与 8周比较：12 周 =0.256，12 周 =

0.800；20 周 =0.198， 20 周 =0.844；28 周 =1.686， 28 周 =

0.100）。②各组大鼠不同时间点的 24 h尿蛋白经重

复测量方差分析，差异有统计学意义（ =5.731， =

treatment group ( < 0.01). Urine protein content and mRNA were not detected in healthy kidney
tissue of the control group; while those in the diabetes group, empty vector group and Ang -1 adenovirus
group were significantly elevated after the 12th week, especially those of the Ang-1 adenovirus group with the
peak values at the 20th week ( < 0.05); and reduced in the 28th week, mRNA levels of the diabetic
group, empty vector group and Ang -1adenovirus group were statistically different ( < 0.05). Ang -2 and
urinary protein excretion showed a negative correlation ( = -0.601, < 0.05). Conclusions The exogenous
administration of Ang-1 in diabetic kidney has a protective effect on angiogenesis.

Keywords: angiopoietin; diabetic nephropathy; angiogenesis; adenoviral vector
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表 3 各组大鼠不同时间点 Ang-2水平（灰度值）比较

（x±s）

组别 12周 20周 28周

正常对照组 - - -

Ang-1腺病毒组 51.25±1.23 95.21±2.24 42.11±0.72

空白载体组 39.80±0.72 79.33±1.03 35.09±0.73

糖尿病组 40.12±1.41 69.79±1.62 36.36±0.90

图 3 各组大鼠不同时间点 Ang-2水平（灰度值）变化趋势
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表 1 各组大鼠不同时间点 24 h尿蛋白比较

（g/24 h，x±s）

组别 8周 12周 20周 28周

正常对照组 12.12±1.38 12.23±2.14 12.23±2.98 12.87±2.24

Ang-1腺病毒组 52.33±15.67 66.83±17.89 57.17±7.57 40.50±7.42

空白载体组 52.23±15.45 70.31±17.13 68.55±11.13 71.54±16.63

糖尿病组 39.24±3.24 57.15±15.52 66.01±14.21 75.80±13.00

表 2 各组大鼠不同时间点肾组织 Ang-2 mRNA表达比较

（x±s）

组别 12周 20周 28周

正常对照组 - - -

Ang-1腺病毒组 2.34±0.48 4.79±1.51 1.19±0.20

空白载体组 0.42±0.14 1.21±0.35 0.26±0.69

糖尿病组 0.40±0.12 1.34±0.31 0.23±0.11

图 1 各组大鼠不同时间点 24 h尿蛋白变化趋势
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图 2 各组大鼠不同时间点肾组织 Ang-2 mRNA
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0.005）。与正常对照组比较，Ang-1腺病毒组、空白载

体组和糖尿病组不同时间点的尿蛋白均高于正常对

照组（ 8 周 =15.122、15.298和 45.559，8 周 =0.000、0.000

和 0.000；12 周 =17.928、19.904和 16.962，12 周 =0.000、

0.000和 0.000；20 周 =32.680、19.904和 28.918，20 周 =

0.000、0.000 和 0.000；28 周 =21.090、20.685 和 28.222，

28 周 =0.000、0.000和 0.000）。Ang-1腺病毒组尿蛋白

在第 12周后逐渐减少，在第 20周以后低于空白载体

组（20 周 =5.002，20 周 =0.000）和糖尿病组（ 20 周 =2.682，

20 周 =0.010），差异有统计学意义。见表 1和图 1。

2.2 肾脏 Ang-2 mRNA及 Ang-2水平（灰度值）

2.2.1 Ang-2 mRNA 表达 ①各组大鼠肾组织

Ang-2 mRNA经重复方差分析，差异有统计学意义

（ =3.981， =0.020）。②Ang-2 mRNA在正常对照组

中不表达；其余 3组 Ang-2 mRNA表达在 12周开始

上调，峰值均在 20周。Ang-1腺病毒组 Ang-2 mRNA

表达普遍上调，其中在 12、20和 28周时 Ang-2 mRNA

表达高于空白载体组（ 12 周 =22.718，12 周 =0.000；20 周 =

14.406，20 周 =0.000；28 周 =7.659，28 周 =0.000）和糖尿

病组（ 12 周 =23.197，12 周 =0.000；20 周 =13.201，20 周 =

0.000；28 周 =24.882，28 周 =0.000）；另外，在不同时间

点，空白载体组的 Ang-2 mRNA表达与糖尿病组比

较，差异无统计学意义（ 12 周 =0.642，12 周 =0.262；20 周 =

1.645，20 周 =0.052；28 周 =0.254，28 周 =0.400）。见表 2

和图 2。

2.2.2 Ang-2水平（灰度值） ①各组大鼠肾组织

Ang-2水平灰度值，经重复方差分析，差异有统计学

意义（ =4.751，=0.001）。②正常对照组未发现 Ang-

2荧光表达，其余 3组在第 12周后肾小管周围出现

荧光，Ang-1腺病毒组荧光强于空白载体组（ 12 周 =

第 15期 张子阳，等：促血管生成素重组腺病毒对糖尿病鼠肾血管新生的影响
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1.685，12 周 =48.222，12 周 =0.000；20 周 =1.440，20 周 =

38.662，20 周 =0.000；28 周 =1.440，28 周 =41.096，28 周 =

0.000）和糖尿病组（ 12 周 =1.632，12 周 =35.705，12 周 =

0.000；20 周 =1.861，t20 周 =55.195，20 周 =0.000；28 周 =

1.341，28 周 =29.515，28 周 =0.000）。见表 3和图 3、4。

2.3 指标的相关性分析

尿蛋白和 Ang-2的测定结果表明，Ang-2荧光

灰度值与尿蛋白呈负相关（ =28.507，=-0.601， =

0.000）。见图 5。

3 讨论

慢性肾脏疾病的发病机制较为复杂，其中慢性

缺氧以及微血管病变起重要作用，可诱发肾脏周围

血管调控因子失衡及微血管结构受到破坏，同时与

微血管内皮细胞发生损伤及修复也有密切关系。近

年来，慢性疾病药物开发及治疗的热点开始转向治

疗血管生成。目前，慢性肾脏疾病重要的病因为糖

尿病肾病相关的慢性进展性肾脏疾病。研究表明，

该病患者的肾脏微血管出现结构异常，且与管周毛

细胞的缺少存在紧密关系[7]。血管新生是指从原有

的血管上以发芽或嵌入的方式形成新的毛细血管的

过程[8]。一般认为 Ang-1具有保持血管稳定和完整

性、调节血管功能的作用，而 Ang-2使血管的稳定

性消失，主要表达在血管修复时的血管[9-10]，并涉及

血管病变级炎症性疾病的病理生理过程[11]。

Ang是一种能够针对血管内皮细胞发挥作用的

细胞因子，能够对新生血管的生成及相关调控发挥

重要作用。从种类进行分类，Ang家族可以分为 4个

亚类，即 Ang-1、Ang-2、Ang-3 及 Ang-4，内皮细胞

Tie-2 受体可与这 4类因子结合并发挥生理功能。

其中，Ang-2是内皮细胞产生，与促血管生成素受体

Tie-2结合后较为特殊，即不产生磷酸化反应而发挥

对 Ang-1竞争性抑制作用，是启动血管再次重构的

主要因子，在血管新生的后期尤其血管的构建、成熟

与稳定需要 Ang-2家族的参与。Ang-2是内皮细胞

炎症反应的自分泌调节因子。有实验表明，在高血糖

情况下，Ang-2在心脏及视网膜等内皮细胞中高表

达，并使血管受损伤级内皮细胞凋亡[12]。

本实验中作者采用重组腺病毒 Ang-1 干预后

发现 Ang-1腺病毒组 Ang-2 mRNA和蛋白表达较

糖尿病和空白载体组上调。Ang-1可通过募集血管

周细胞和平滑肌细胞重塑血管，促进内皮细胞增殖

和修复，形成完整、功能正常的血管网，是维持成熟

血管稳定的重要因子；而 Ang-2是启动血管再次塑

型的关键因子，主要表达于重塑或修复时的血管，

Ang-1 在糖尿病中后期表达下调，通过外源性

Ang-1干预形成更加成熟稳定的血管。Ang-2升高

表明糖尿病肾病中后期有血管不完整及不稳定性，

表明它是启动血管再次重构的主要因子；糖尿病肾

病后期有血管破坏，重塑新生的血管。提示 Ang-1

对糖尿病肾脏血管新生产生保护效应。另外，研究显

示，在腹膜的新生血管形成期间，Ang-1出现下调，

图 4 3组大鼠肾组织 Ang-2表达荧光图 （20周，×200）

A Ang-1腺病毒组

B 空白载体组

C 糖尿病组
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图 5 Ang-2荧光灰度值与尿蛋白散点图
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这是诱发新生血管后续消失的重要因素；通过给予

Ang-1（外源性），有助于减轻糖尿病并发症，诸如能

够有效缓解患者血 -视网膜屏障紊乱，延缓肾脏纤

维化进展[13-14]。

目前采用 Ang-1 干预性治疗慢性肾脏病尤其

是糖尿病肾病的研究报道较少，且多为短期实验观

察。本实验旨在探讨促进血管新生和稳定对 DN进

展的影响，实验中如重组腺病毒 Ang-1给予时间、剂

量、途径仅参照国外文献，评价血管新生的指标，还

有待进一步继续研究。
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