
[收稿日期] 摇 2014鄄04鄄04
[作者简介] 摇 王婉秋,硕士研究生,研究方向为糖尿病及其慢性并发症,E鄄mail 为 wanqiu891009@ 126郾 com。 靳瑾,硕士,主治

医师,研究方向为糖尿病及其慢性并发症,E鄄mail 为 Jinjin820719@ 126郾 com。 通讯作者孙侃,博士,主任医师,博士研究生导

师,研究方向为糖尿病及其慢性并发症,E鄄mail 为 sunkan_shz@ 126郾 com。

[文章编号] 摇 1007鄄3949(2014)22鄄09鄄0929鄄05 ·实验研究·

糖尿病性动脉粥样硬化大鼠血浆 VEGF 及 TGF鄄茁1
表达水平的改变和辛伐他汀的保护作用

王婉秋1, 孙 侃2, 靳 瑾3, 周 婷4

(1. 石河子大学医学院,新疆石河子市 832002;2. 石河子大学医学院第一附属医院内分泌代谢科,
新疆石河子市 832002;3. 新疆医科大学第五附属医院内分泌代谢科,新疆乌鲁木齐市 830004;

4. 石河子大学医学院第一附属医院中心实验室,新疆石河子市 832002)

[关键词] 摇 糖尿病;摇 动脉粥样硬化;摇 血管内皮生长因子;摇 转化生长因子 茁1;摇 辛伐他汀

[摘摇 要] 摇 目的摇 观察糖尿病性动脉粥样硬化大鼠血浆血管内皮生长因子(VEGF)、转化生长因子 茁1(TGF鄄茁1)
表达水平的改变及辛伐他汀的保护作用。 方法 摇 将雄性 SD 大鼠随机分为正常对照组(n = 8)、正常干预组(n =
8)、模型组(n = 18)、模型干预组(n = 16)。 干预组给予辛伐他汀溶液 20 mg / (kg·d)灌胃,蒸馏水 20 mL / (kg·d)
灌胃作为正常对照组。 采用链脲霉素 + 维生素 D3 + 高脂高胆固醇饮食建立糖尿病动脉粥样硬化大鼠模型。 测定

各组大鼠空腹血糖(FPG)、总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白(LDL)、高密度脂蛋白(HDL)、空腹胰岛

素(FINS),并计算稳态模型胰岛素抵抗指数(HOMA鄄IR),酶联免疫吸附法检测血浆 VEGF、TGF鄄茁1 含量,免疫组织

化学法检测动脉 VEGF 表达水平。 结果摇 与正常对照组相比,干预组 TGF鄄茁1 显著增高(P < 0郾 01),模型组 FPG、
TC、TG、LDL、HDL、FINS、VEGF、TGF鄄茁1 显著增高(P < 0郾 05,P < 0郾 01);与模型组相比,干预组 FPG、TC、TG、LDL、
HDL、VEGF 显著降低(P < 0郾 01,P < 0郾 05),TGF鄄茁1 显著增高(P < 0郾 01)。 相关分析显示,VEGF 与体重、FINS 呈负

相关,与 TC、TG、LDL、FPG、HOMA鄄IR 呈正相关;TGF鄄茁1 与 TC、LDL、FPG 呈负相关。 多元线性逐步回归显示,FPG、
TG 是影响血浆 VEGF 水平的独立危险因素。 结论摇 VEGF、TGF鄄茁1 可能参与糖尿病性动脉粥样硬化的发生,辛伐

他汀能下调 VEGF、上调 TGF鄄茁1 表达,并对糖尿病性动脉粥样硬化发挥保护作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and transforming
growth factor鄄茁1 (TGF鄄茁1) on diabetic atherosclerosis in rats and the mechanism and protective effects of simvastatin.
Methods摇 SD rats were randomized into normal control group (n = 8), normal intervention group (n = 8), model group
(n =18) and model intervention group (n =16). 摇 Intervention groups were perfused with simvastatin at 20 mg / (kg·d),
and the control groups were given distilled water [20 mL / (kg·d)] instead. 摇 The diabetic atherosclerosis model was estab鄄
lished by streptozotocin (STZ) + vitamin D3 (VitD3) + high鄄fat and high鄄cholesterol diet. 摇 The contents of fasting plasma
glucose (FPG), total cholesterol ( TC), triglyceride ( TG), low density lipoprotein ( LDL), high density lipoprotein
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(HDL), fasting insulin (FINS) were detected, and insulin resistance homeostasis (HOMA鄄IR) was calculated. 摇 Plasma
VEGF and plasma TGF鄄茁1 were measured by enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA). 摇 The expression of VEGF on
aortic was evaluated by immunohistochemical method. 摇 摇 Results摇 Compared with normal control group, TGF鄄茁1 was sig鄄
nificantly increased in intervention group (P <0郾 01), and FPG, TC, TG, LDL, HDL, FINS, VEGF and TGF鄄茁1 were sig鄄
nificantly increased in model group (P <0郾 01, P <0郾 05). 摇 Compared with model group, FPG, TC, TG, LDL, HDL and
VEGF were significantly decreased (P <0郾 01, P <0郾 05), and TGF鄄茁1 was significantly higher in intervention group (P <
0郾 01). 摇 In correlation analysis, VEGF showed a negative correlation with body weight and FINS, and had a positive correla鄄
tion with TC, TG, LDL, FPG and HOMA鄄IR. 摇 TGF鄄茁1 showed a negative correlation with TC, LDL and FPG. 摇 In a step鄄
wise multiple regression analysis, FPG and TC were independent risk factors for plasma VEGF level. 摇 摇 Conclusions摇
VEGF and TGF鄄茁1 may participate in the occurrence of diabetic atherosclerosis. 摇 Simvastatin can decrease the level of
VEGF and increase the expression of TGF鄄茁1, and has a significant protective effect on diabetic atherosclerosis.

摇 摇 动脉粥样硬化性疾病是糖尿病最常见的血管

并发症之一,占糖尿病患者死亡原因的 80% 。 因

此,有效的防治糖尿病性大血管并发症显得尤为重

要。 研究表明,血管内皮生长因子( vascular endo鄄
thelial growth factor,VEGF)是一种高度特异性作用

于血管内皮细胞的丝裂原,能够引起内皮细胞分

裂、增殖、迁移,促进炎性细胞在血管壁的黏附,促
进动脉粥样斑块中血管形成,加重动脉粥样硬

化[1]。 转化生长因子 茁1( transforming growth factor鄄
茁1,TGF鄄茁1)在动脉内皮损伤、动脉壁脂质聚集、炎
性细胞浸润、血管平滑肌迁移和细胞外基质沉积等

引起动脉粥样硬化的关键步骤中均发挥重要作

用[2,3],但 TGF鄄茁1 在糖尿病合并动脉粥样硬化中的

具体作用机制尚有争议。 他汀类调脂药是 3鄄羟基

3鄄甲基戊二酰辅酶 A(3鄄hydroxy鄄3鄄methylglutaryl co鄄
enzyme A,HMG鄄CoA)还原酶的竞争性抑制剂,可以

阻止冠状动脉粥样硬化的发展,减少 2 型糖尿病心

脏病的发病率和死亡率[4]。 本实验通过复制糖尿

病动脉粥样硬化大鼠模型,以辛伐他汀进行药物干

预,旨在探讨 VEGF、TGF鄄茁1 与糖尿病合并动脉粥

样硬化的相关性及辛伐他汀的保护作用,为临床预

防和治疗糖尿病大血管并发症的发生、发展提供一

定的理论依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 清洁级健康雄性 SD 大鼠,3 周龄,体重 160 ~
200 g,购于新疆医科大学动物中心,动物生产许可

证号:SCXK(新)2003鄄0001。
1郾 2摇 实验试剂与设备

大鼠 VEGF 酶联免疫吸附测定( enzyme鄄linked
immunosorbent assay,ELISA)试剂盒(上海西唐生物

科技有限公司),大鼠 TGF鄄茁1 ELISA 试剂盒(上海

西唐生物科技有限公司),免疫组织化学染色试剂

盒(北京中杉金桥生物技术有限公司),兔抗 VEGF
抗体(武汉博士德生物工程有限公司),胰岛素放射

免疫试剂盒(北京原子高科核技术应用股份有限公

司),链脲霉素(streptozotocin,STZ)(Sigma 公司),维
生素 D3(上海通用药业股份有限公司),辛伐他汀

(江苏黄河药业股份有限公司)。 El鄄800 型全自动

酶标分析仪(美国 PE 公司),Olympus BX40 型荧光

显微镜(日本 Olympus 公司)。
1郾 3摇 动物分组、处理及模型建立

将 70 只健康雄性 SD 大鼠,适应性饲养 1 周后称

重,采用随机数字表法分成正常对照组(n =8)、正常干

预组(n =8)。 剩余 54 只大鼠禁食 12 h 后,腹腔注射

STZ 溶液 45 mg / kg,于72 h 后尾静脉抽血测血糖,空腹

血糖逸7郾 0 mmol / L 和餐后血糖逸11郾 1 mmol / L 为糖尿

病模型制模成功,再给予成模糖尿病大鼠维生素 D3 注

射液,按总剂量 50 万单位 / 公斤,分 3 天灌胃[5],血糖

达标并且良好存活的大鼠为糖尿病动脉粥样硬化模型

制模成功,最终共有 34 只大鼠制模成功。 按照随机数

字表法将成模大鼠随机分为模型组(n =18)、模型干预

组(n =16)。 在 8 周的实验过程中,干预组给予辛伐他

汀溶液 20 mg / (kg·d)灌胃,正常对照组给予蒸馏水

20 mL / (kg·d)灌胃,所有大鼠均给予高脂高胆固醇饲

料喂养。
1郾 4摇 标本收集

于实验第 8 周末全部大鼠禁食 12 h 后内眦静

脉取血,3000 r / min 离心 15 min,取上清液存放

- 80益冰箱备用。 实验结束时迅速取胸主动脉上段

约 1 cm 长,生理盐水冲洗后立即置于体积分数为

4%的中性甲醛缓冲液中固定,常规石蜡包埋,制成

3 ~ 4 滋m 厚石蜡切片。
1郾 5摇 生物化学指标及胰岛素检测

采用全自动生物化学分析仪测定血清总胆固

醇( total cholesterol, TC)、 甘油三酯 ( triglyceride,
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TG)、低密度脂蛋白( low density lipoprotein,LDL)、
高密度脂蛋白(high density lipoprotein,HDL)、空腹

血糖( fasting plasma glucose,FPG)含量。 采用液相

平衡竞争放射免疫分析法检测血浆空腹胰岛素

( fasting insulin,FINS)水平,严格按试剂盒说明书进

行操作。 按照公式计算稳态模型胰岛素抵抗指数

(HOMA鄄IR),HOMA鄄IR = (FPG 伊 FINS) / 22郾 5。
1郾 6摇 血浆 VEGF、TGF鄄茁1 水平检测

采用双抗体夹心酶联免疫吸附法,严格按试剂盒

说明书进行操作,测定血浆 VEGF、TGF鄄茁1 水平;用酶

标仪在 450 nm 波长下测定吸光度,计算样品浓度。
1郾 7摇 统计学处理

采用 SPSS 17郾 0 软件进行统计学分析。 计量资

料以x 依 s 表示,多组间比较采用单因素方差分析或

Kruskal鄄Wallis H 检验,多个均数间两两比较采用

SNK 检验或 Wilcoxon Rank鄄Sum 检验;多变量间相关

性采用 Spearson 相关分析;多种危险因素用多元线性

逐步回归分析。 P <0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 各组生物化学指标、血浆 VEGF、TGF鄄茁1 水平

及辛伐他汀对它们的影响

与正常对照组、正常干预组相比,模型组大鼠

体重明显降低(P < 0郾 05,P < 0郾 01),而模型组、模型

干预组之间体重差异无统计学意义(P > 0郾 05)。 与

正常对照组相比,辛伐他汀干预能显著增高 TGF鄄茁1
(P < 0郾 01),而 FPG、TC、TG、LDL、HDL、FINS、VEGF
差异无统计学意义(P > 0郾 05)。 与正常对照组相

比,模型组 FPG、 TC、 TG、 LDL、HDL、 FINS、 VEGF、
TGF鄄茁1 均显著增高(P < 0郾 05,P < 0郾 01)。 与模型

组相比,辛伐他汀干预能显著降低 FPG、TC、TG、
LDL、HDL、VEGF(P < 0郾 01,P < 0郾 05),增高 TGF鄄茁1
(P < 0郾 01 ), 而 FINS 差异无统计学意义 ( P >
0郾 05)。 各组 HOMA鄄IR 差异无统计学意义 (P >
0郾 05;表 1)。

表 1. 各组大鼠血生物化学指标及血浆 VEGF、TGF鄄茁1 水平比较(x 依 s)
Table 1. Comparison of blood biochemical criterion, plasma VEGF and TGF鄄茁1 among the groups (x 依 s)

项摇 目 正常对照组(n = 8) 正常干预组(n = 8) 模型组(n = 18) 模型干预组(n = 16)

体重(g) 329郾 00 依 55郾 55 361郾 45 依 32郾 70 275郾 59 依 46郾 50a 258郾 34 依 65郾 00

FPG(mmol / L) 5郾 56 依 1郾 15 4郾 33 依 1郾 08 15郾 57 依 7郾 65a 10郾 35 依 4郾 59b

TC(mmol / L) 4郾 06 依 0郾 85 2郾 26 依 0郾 39 13郾 74 依 10郾 71a 4郾 33 依 1郾 52b

TG(mmol / L) 0郾 36 依 0郾 09 0郾 47 依 0郾 08 1郾 70 依 1郾 10a 0郾 77 依 0郾 54b

LDL(mmol / L) 1郾 50 依 0郾 30 0郾 81 依 0郾 17 5郾 52 依 5郾 04a 1郾 57 依 0郾 46b

HDL(mmol / L) 0郾 49 依 0郾 19 0郾 66 依 0郾 19 2郾 17 依 2郾 82a 0郾 86 依 0郾 24b

FINS(mIU / L) 25郾 49 依 7郾 38 21郾 21 依 8郾 47 9郾 94 依 3郾 48a 14郾 76 依 9郾 12

HOMA鄄IR 4郾 30 依 2郾 38 6郾 20 依 1郾 81 6郾 71 依 3郾 27 6郾 05 依 3郾 13

VEGF(ng / L) 150郾 85 依 69郾 18 114郾 31 依 47郾 79 378郾 51 依 74郾 86a 280郾 12 依 52郾 74b

TGF鄄茁1(ng / L) 7郾 80 依 1郾 65 12郾 91 依 1郾 83a 11郾 52 依 3郾 04a 15郾 06 依 7郾 14b

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与模型组比较。

2郾 2 摇 血浆 VEGF、 TGF鄄茁1 水平与各指标的相关

分析

Spearson 相关分析显示, VEGF 与体重 ( r =
- 0郾 375,P < 0郾 01)、FINS( r = - 0郾 485,P < 0郾 01)呈
负相关;与 TC( r = 0郾 315,P < 0郾 05)、TG( r = 0郾 372,
P < 0郾 01)、 LDL ( r = 0郾 279,P = 0郾 05 )、 FPG ( r =
0郾 772,P < 0郾 01)、HOMA鄄IR( r = 0郾 389,P < 0郾 01)呈
正相关;而与 HDL 无相关性。 TGF鄄茁1 与 TC( r =
- 0郾 390,P < 0郾 01)、LDL( r = - 0郾 358,P < 0郾 05)、

FPG( r = - 0郾 315,P < 0郾 05) 呈负相关;与体重、
FINS、TG、HDL、HOMA鄄IR 无相关性。
2郾 3摇 VEGF、TGF鄄茁1 的影响因素

分别以 VEGF、TGF鄄茁1 为因变量,以体重、FPG、
TC、TG、LDL、HDL、FINS、HOMA鄄IR 为自变量,进行

多元线性逐步回归分析, 结果显示 FPG ( 茁 =
11郾 968,P < 0郾 01)、TG(茁 = 35郾 940,P < 0郾 01)是影

响血浆 VEGF 水平的独立危险因素;而各危险因素

未进入 TGF鄄茁1 的回归方程。
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2郾 4摇 各组 VEGF 蛋白表达水平比较

免疫组织化学法结果显示,模型组动脉 VEGF 蛋

白表达活性增加,辛伐他汀治疗抑制 VEGF 蛋白表达

(1郾 41 依 1郾 76 比 16郾 80 依 12郾 00,P < 0郾 01)。 正常对照

组、正常干预组之间 VEGF 蛋白表达差异无统计学意

义(P >0郾 05),此结果与 ELISA 结果相一致。

3摇 讨摇 论

糖尿病性大血管病变是糖尿病患者致残、致死

的主要原因,其主要的病理基础是动脉粥样硬化。
目前众多学者认为:各种危险因素对血管内皮的损

伤、血管壁脂质沉积、长期慢性炎症反应以及多种

生长因子、细胞因子等均与粥样斑块的形成、发展

及破裂密切相关。 辛伐他汀是胆固醇合成限速酶

HMG鄄CoA 还原酶的竞争性抑制剂,主要降低 TC、
LDL 和 TG 水平,已成为临床预防心血管事件及改

善血脂紊乱的一线用药。 研究表明,辛伐他汀除具

有降脂作用外,还具有抗炎、抗氧化应激、改善内皮

功能、抑制血管平滑肌细胞增殖、抗动脉粥样硬化

等作用。
VEGF 是一种高度特异性作用于血管内皮细胞

的多功能细胞因子,其与受体结合后发挥作用。 研

究[6]表明,VEGF 能通过激活 VEGF R2 / KDR / flk1
引起内皮细胞分裂、增殖和迁移,促进炎性细胞黏

附,促进动脉粥样斑块中新生血管形成;还能通过

激活 VEGF R1 / fltl 增加血管通透性,引起血浆蛋白

渗漏,血管壁水肿,炎症细胞浸润,加重动脉粥样硬

化。 Al鄄Shabrawey 等[7]在 STZ 诱导糖尿病大鼠模型

上发现,模型组动物经连续给予 4 周辛伐他汀[5
mg / (kg·d)]后,视网膜的 VEGF 蛋白和细胞间黏

附分 子 1 ( intercellular cell adhesion molecule鄄1,
ICAM鄄1)蛋白表达显著降低;且高糖环境下,辅酶域
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NAD鄄
PH)氧化酶信号转导和转录激活因子 3(signal trans鄄
ducer and activator of transcription鄄3,STAT鄄3)活性增

加,上调了 VEGF 的表达。 TGF鄄茁1 是一种通过自分

泌和旁分泌途径发挥生物功能的细胞因子,目前对

TGF鄄茁1 在 As 中的作用机制尚有争议。 动物实

验[8]发现:As 组 TGF鄄茁1 表达较对照组显著增加;
姚孟英[9]的研究发现:冠心病患者血清 TGF鄄茁1 与

冠状动脉病变积分、病变冠状动脉积分、病变冠状

动脉支数呈负相关; Stefoni 等[10] 认为,低水平的

TGF鄄茁1 同样是动脉粥样硬化的危险因素。 近年来

研究[8] 表明,TGF鄄茁1 与粥样斑块的稳定性有关,
TGF鄄茁1 既可以降低内皮细胞的迁移和增殖,抑制单

核 /巨噬细胞的趋化[11],抑制氧化型低密度脂蛋白

的吸收,减少脂质沉积[12],发挥强大的抗炎、抗泡沫

细胞作用;也能促进血管平滑肌细胞增殖、迁移,使
细胞外基质降解受抑制、沉积增加[13,14];其调节细

胞外基质合成和降解的机制一方面有利于斑块的

稳定,另一方面却有可能引起血管纤维化重塑、血
管或支架内的再狭窄等病理过程[15]。

本研究结果发现,模型组 FPG、TC、TG、LDL、
HDL、VEGF、TGF鄄茁1 均高于正常对照组,经辛伐他

汀干预后 FPG、TC、TG、LDL、HDL、VEGF 均显著降

低,而 TGF鄄茁1 显著增高;相关及回归分析结果表

明,VEGF 与体重、FINS 呈负相关,与 TC、TG、LDL、
FPG、HOMA鄄IR 呈正相关, FPG、 TG 是影响血浆

VEGF 水平的独立危险因素。 提示高水平 VEGF 可

能与糖尿病性动脉粥样硬化发生有关,且随着糖尿

病动脉粥样硬化斑块稳定性的降低,TGF鄄茁1 的表达

逐渐下降,而辛伐他汀可能通过调节血脂紊乱、下
调 VEGF、上调 TGF鄄茁1 发挥抗动脉粥样硬化作用。

也有研究[16]表明,TGF鄄茁 能促进胰岛 茁 细胞合

成和分泌胰岛素,其机制可能是 TGF鄄茁 能够增加胰

岛素基因转录因子(pancreatic duodenal homeobox鄄1,
PDX鄄1)与顺式作用元件 A3 的亲和力,同时提高细

胞核内 PDX鄄1 的浓度。 本研究结果发现 TGF鄄茁1 与

TC、LDL、FPG 呈负相关,各危险因素未进入 TGF鄄茁1
的回归方程;模型组血浆 TGF鄄茁1 水平显著高于正

常对照组,模型组经辛伐他汀干预后 FINS 有所增

加,但无统计学差异。 可能的原因是:(1)本研究样

本量较少,研究时间较短;(2)在不同病变程度的糖

尿病机体中 TGF鄄茁1 的生物学作用不同,而本研究

建立的是糖尿病合并大血管病变模型大鼠,病变程

度较重;(3)不同剂量辛伐他汀对血脂的调节作用

以及对大血管的保护作用可能不同。 因此,对 TGF鄄
茁1 与糖尿病发病机制之间的相关性,有待进一步研

究观察。
近年来他汀类调脂药是否对血糖有影响一直

存在争议。 2010 年的一项荟萃分析[17] 显示,他汀

类药物可使新发糖尿病风险增加 9% ,老年受试者

风险最高,年轻受试者未发现发病率增加。 而

Rydgren 等[18]以 1 型 CD鄄1 糖尿病小鼠为模型,皮下

注射 30 mg / (kg·d)的辛伐他汀共 10 天,给药及停

药后 3 周期间定时测定非禁食血糖,辛伐他汀能延

迟血糖升高的进程,给药组的胰岛形态趋于正常、
数目增多且炎性浸润显著减少。 辛伐他汀对血糖
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的影响机制可能为:辛伐他汀降低 TG,进而降低游

离脂肪酸(free fatty acid,FFA),从而改善了胰岛素

在周围组织中与受体的结合引起的胰岛素抵抗( in鄄
sulin resistance,IR),并抑制内质网应激,降低胰岛 茁
细胞的凋亡。 本研究结果发现,与模型组相比,辛
伐他汀能显著降低 TC、TG、LDL、FPG;与正常对照

组相比,辛伐他汀虽能降低 TC、LDL、FPG,但无统计

学差异,提示辛伐他汀在调脂的同时降低 FPG。 但

本研究也有一定的局限性,因为对糖尿病性动脉粥

样硬化大鼠的观察期只有 8 周,而很多他汀类药物

增加新发糖尿病风险的试验随访周期最短在 1郾 9
年,多数在 4 年以上,因此短期他汀类药物治疗对血

糖的影响尚不得而知,不能确定辛伐他汀对空腹血

糖的影响会不会随着病情的进展而有所变化。 因

此,临床上在权衡他汀类降脂药对 2 型糖尿病患者

心血管事件保护作用的同时动态监测血糖,将有益

于糖尿病的控制以及延缓糖尿病大血管并发症。
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