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甜菜碱对糖尿病肾病小鼠的治疗作用及其机制
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　　［摘要］　目的　探讨分子伴侣甜菜碱（ｂｅｔａｉｎｅ）对糖尿病肾病小鼠的治疗作用及机制。方法　ｄｂ／ｄｂ小鼠按随机数
字表法分为糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）组和甜菜碱治疗组（ＤＮ＋Ｂ），ｄｂ／ｍ小鼠作为正常对照组，每组１８只。
在治疗第４、８、１２周末分别采用实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术测定ＧＲＰ７８的表达水平，ＥＬＩＳＡ测定尿单核细胞趋
化蛋白１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）的含量，常规病理和生化方法检测肾脏病理、血糖（ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，
ＢＧ）、血肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）、血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）、２４ｈ尿蛋白排泄率（ｕｒｉｎａｒｙａｌｂｕｍｉｎｅｘｃｒｅｔｉｏｎｒａｔｅ，
ＵＡＥＲ）的动态改变。结果　①与同期正常对照组比较，ＤＮ组小鼠的 ＢＧ、ＢＵＮ、２４ｈＵＡＥＲ、ＭＣＰ１均明显升高（Ｐ＜
００５），甜菜碱治疗后可明显降低ＢＧ、ＢＵＮ、２４ｈＵＡＥＲ、ＭＣＰ１水平（Ｐ＜０．０５），而对Ｓｃｒ无明显影响。②与正常对照组比
较，１２周时ＤＮ组小鼠肾小球基底膜增厚，系膜细胞增生，系膜基质积聚，而甜菜碱治疗后可明显抑制肾脏的病理变化。
③与正常对照组比较，ＤＮ组小鼠肾脏组织ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ和蛋白质表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），甜菜碱治疗后可明显
抑制ＧＲＰ７８的表达（Ｐ＜００５）。结论　甜菜碱可能通过减轻内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）及相关的炎症
反应治疗ＤＮ小鼠。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿病
严重的微血管并发症之一，其发病率在全世界范围内

迅速增加，是引起终末期肾病最常见的原因。目前其

发病机制尚未完全阐明，缺乏有效的治疗手段。多数

人认为持续的高血糖引起的肾脏血流动力学改变，糖

代谢异常伴蛋白质、脂肪代谢紊乱是 ＤＮ的病变基础，
炎症持续刺激、众多细胞因子激活以及氧化应激等因

素是导致ＤＮ发生、发展的直接原因［１－２］。近来研究

表明，内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）
在ＤＮ的发病中发挥了重要作用［３－４］，因此针对 ＥＲＳ
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发病机制寻找有效治疗药物是 ＤＮ防治的一个新方
法。甜菜碱最初是从甜菜汁中分离出的一种天然物

质，化学名称为三甲基甘氨酸，属于季铵型水溶性生物

碱，广泛存在于动物、植物和微生物体内，菠菜、甜菜、

小麦以及虾类等海产品中含量丰富。甜菜碱主要生理

功能是作为体内重要的渗透压缓冲物质保护细胞以及

作为甲基供体参与蛋氨酸循环生化反应［５］。甜菜碱

还是一种化学分子伴侣，可以非选择性的稳定突变蛋

白质，促进蛋白质正确折叠［６］。Ｊｉ等［７］发现甜菜碱作

为分子伴侣能减轻Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肝脏 ＥＲＳ，减轻酒精
性肝损伤。因此我们推测甜菜碱在防治 ＤＮ方面也具
有一定价值。本研究拟利用甜菜碱治疗 ＤＮ小鼠，观
察其对小鼠肾脏组织ＧＲＰ７８和ＭＣＰ１表达的影响，探
讨其对ＤＮ的治疗作用及相关机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　ＲＩＰＡ裂解液（上海申能博彩公司），兔抗鼠 ＧＲＰ７８多克隆
抗体（北京博奥森公司），小鼠抗小鼠βａｃｔｉｎ单克隆抗体（美国
Ｎｏｖｕｓ公司），抗小鼠ＨＲＰ标记二抗、抗兔ＨＲＰ标记二抗（美国
Ｓｉｇｍａ公司），总ＲＮＡ提取试剂盒（北京天根公司），逆转录试
剂盒（日本Ｔｏｙｏｂｏ公司），甜菜碱（美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１．２　实验动物分组及治疗方法
　　１８只４周龄（体质量１４～１６ｇ）的 ｄｂ／ｍ小鼠作为正常对
照组，３６只４周龄（体质量２０～２６ｇ）的ｄｂ／ｄｂ小鼠按随机数字
表法分为糖尿病肾病组（ＤＮ组，ｎ＝１８）和甜菜碱治疗组（ＤＮ＋
Ｂ组，ｎ＝１８）。实验动物均购自南京大学模式动物中心，按照
ＳＰＦ级标准适应性喂养１周。采用灌胃法给药，每天９：００灌胃
１次，持续１２周，甜菜碱剂量为８００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）［７］，平均每只
每天灌胃０．２～０．３ｍｌ，ＤＮ组以相同体积生理盐水代替。实验
期间所有实验动物普通饲料喂养，自由饮水。

１．３　标本收集及指标检测
　　在治疗第４、８、１２周按随机数字表法从每组随机抽取６只
小鼠，放代谢笼留取２４ｈ尿液，准确计量体积，充分混匀后，使
用离心机 １３００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，收集上清液，用日本东芝
Ｔｏｓｈｉｂａ１２０ＦＲ全自动生化分析仪测定尿蛋白含量，计算２４ｈ
尿蛋白排泄率（ｕｒｉｎａｒｙａｌｂｕｍｉｎｅｘｃｒｅｔｉｏｎｒａｔｅ，ＵＡＥＲ）＝２４ｈ总
尿量（Ｌ）×尿蛋白浓度（ｍｇ／Ｌ）。采用 ＥＬＩＳＡ方法检测尿单核
细胞趋化蛋白１（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）含
量，按照试剂盒说明操作。腹腔注射戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）麻
醉，心脏取血，分装于抗凝管及普通试管中，用全自动生化分析

仪测定血糖（ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，ＢＧ）、血肌酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，
Ｓｃｒ）、血尿素氮（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）含量。开腹取出双侧
肾脏，沿肾脏中线剖开，一半组织用１０％中性甲醛固定，ＰＡＳ
染色，光镜下观察，其余肾组织液氮保存。

１．４　实时荧光定量ＰＣＲ测定ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达
　　取冻存肾脏组织，按照总 ＲＮＡ提取试剂盒说明提取总
ＲＮＡ，紫外分光光度计测量浓度，按试剂盒说明书完成 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ。ＧＲＰ７８（１９３ｂｐ）基因上游引物：５′ＡＣＴＧＧＡＡＴＣ
ＣＣＴＣＣＴＧＣＴＣ３′，下游引物：５′ＣＡＡＡＣＴＴＣＴＣＧＧＣＧＴＣＡＴ３′；

ＧＡＤＰＨ（１５９ｂｐ）作为内参对照基因，上游引物：５′ＡＣＣＣＡＴ
ＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧ３′，下游引物：５′ＧＡＡＧＧＧＧＣＧＧＡＧＡＴ
ＧＡＴＧＡＣ３′。ＰＣＲ反应体系：２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１０μｌ，上、下游引
物各０．５μｌ，模板２μｌ，终体积２０μｌ。反应条件：９４℃、３ｍｉｎ→
（９４℃、５０ｓ→５９℃、３０ｓ→７２℃、１ｍｉｎ）×３０ｃｙｃｌｅｓ→７２℃、
１ｍｉｎ。Ｃｔ值按公式２－ΔΔＣｔ计算ＧＲＰ７８的相对表达量。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＲＰ７８蛋白的表达
　　用ＲＩＰＡ裂解液裂解肾脏组织提取总蛋白，考马斯亮蓝法
测定蛋白浓度。取５０μｇ蛋白样品进行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶
电泳，将电泳后的蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜，封闭液封闭（４℃过
夜）。加入兔抗鼠 ＧＲＰ７８多克隆抗体（１∶２５０）和小鼠抗小鼠
βａｃｔｉｎ单克隆抗体（１∶２０００）孵育，室温反应１ｈ，再用 ＰＢＳ洗
涤５次（１５ｍｉｎ×１次，５ｍｉｎ×４次）后，加入ＨＲＰ标记的抗鼠
ＩｇＧ和抗兔ＩｇＧ二抗（１∶２５００）室温孵育１ｈ，再用 ＰＢＳ洗涤５
次（１５ｍｉｎ×１次，５ｍｉｎ×４次）后，最后 ＰＶＤＦ膜与 Ｘ线片曝
光（３～１０ｍｉｎ），显影和定影后观察结果。
１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间差异采
用单因素方差分析。

２　结果

２．１　甜菜碱治疗对糖尿病肾病小鼠血糖、血肌酐、尿
素氮、２４ｈ尿蛋白排泄率、尿ＭＣＰ１表达的影响

　　与同期正常对照组相比，ＤＮ组小鼠 ＢＧ、ＢＵＮ、ＭＣＰ１均明
显升高（Ｐ＜０．０５）；与同期 ＤＮ组相比，ＤＮ＋Ｂ组 ＢＧ、ＢＵＮ、
ＭＣＰ１明显下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＤＮ、ＤＮ＋Ｂ
组的Ｓｃｒ在第 ４、８周时与正常对照组差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），在第１２周差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＤＮ＋Ｂ
组与ＤＮ组比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与同期正常
对照组比较，ＤＮ、ＤＮ＋Ｂ组小鼠２４ｈＵＡＥＲ均显著升高（Ｐ＜
００５）；与同期ＤＮ组比较，４周时ＤＮ＋Ｂ组差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），在 ８、１２周时明显下降，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　３组小鼠各指标比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
指标　　　 ４周 ８周 １２周

ＢＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ）
　正常对照组 １０．４１±１．０９ １０．３６±０．９０ ９．６７±０．９６
　ＤＮ组 ３１．２８±４．８９ａ ３６．１７±５．０２ａ ４９．７０±６．６０ａ

　ＤＮ＋Ｂ组 ２２．８２±５．８９ａｂ １９．８５±４．８７ａｂ ３５．００±７．９９ａｂ

Ｓｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）
　正常对照组 ２７．００±３．４１ ３０．１７±４．６２ ２８．１７±３．４９
　ＤＮ组 ３３．６７±４．７６ ３７．８３±６．４３ ５０．３３±６．９８ａ

　ＤＮ＋Ｂ组 ３０．１７±６．８５ ２８．８０±６．９４ ４４．８３±７．３９ａ

ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ）
　正常对照组 ９．９６±０．９３ １１．４８±１．４８ １０．９２±１．７１
　ＤＮ组 １２．８６±１．１８ａ １４．３０±１．９４ａ １４．９１±３．４３ａ

　ＤＮ＋Ｂ组 ９．７５±０．９８ｂ ７．６６±１．１２ａｂ ７．９３±１．１１ｂ

２４ｈＵＡＥＲ（μｇ／２４ｈ）
　正常对照组 １１．１３±２．２６ １３．３５±２．８１ １３．２０±４．２６
　ＤＮ组 １６０．１３±１５．７１ａ １８５．５７±２０．８４ａ ２３２．８３±４５．８３ａ

　ＤＮ＋Ｂ组 １４０．４０±２５．９１ａ １２０．８０±２４．３１ａｂ １１３．４０±２４．９９ａｂ

ＭＣＰ１（ｐｇ／ｍｌ）
　正常对照组 ０．０６±０．０１ ０．０７±０．０１ ０．０７±０．０２
　ＤＮ组 ０．２４±０．０３ａ ０．２６±０．０４ａ ０．２９±０．０４ａ

　ＤＮ＋Ｂ组 ０．１８±０．０３ａｂ ０．１７±０．０３ａｂ ０．１３±０．０２ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与同期正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与同期ＤＮ组比较
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Ａ：正常对照组；Ｂ：ＤＮ组；Ｃ：ＤＮ＋Ｂ组
图１　ＰＡＳ染色观察１２周各组小鼠肾脏病理改变　（×４００）

２．２　甜菜碱治疗对糖尿病肾病小鼠病理的影响
　　肾脏病理显示，１２周时正常对照组小鼠肾小球、肾小管及
系膜细胞结构大致正常；ＤＮ组小鼠在１２周时出呈肾小球肥
大、肾小球基底膜增厚、系膜基质积聚等糖尿病肾病表现；

ＤＮ＋Ｂ组在甜菜碱治疗１２周后，小鼠肾脏病理改变显著减轻
（图１）。

２．３　甜菜碱治疗对糖尿病肾病小鼠肾脏组织 ＧＲＰ７８
表达的影响

　　与同期正常对照组比较，ＤＮ组小鼠肾脏组织 ＧＲＰ７８
ｍＲＮＡ的表达均显著升高，ＤＮ＋Ｂ组较ＤＮ组显著降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。与ｍＲＮＡ表达趋势一致的是，同
期相比，ＤＮ组大鼠肾组织ＧＲＰ７８的蛋白表达较正常对照组显
著升高，而 ＤＮ＋Ｂ组大鼠肾组织 ＧＲＰ７８蛋白表达较 ＤＮ组明
显下降，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。提示，糖尿病肾
病小鼠肾脏ＥＲＳ的强度明显增强，而甜菜碱干预能显著抑制
ＥＲＳ的强度。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与同期正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与同期ＤＮ组比较

图２　实时荧光定量ＰＣＲ检测各组小鼠ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１：正常对照组４周；２：ＤＮ组４周；３：ＤＮ＋Ｂ组４

周；４：正常对照组８周；５：ＤＮ组８周；６：ＤＮ＋Ｂ组８周；７：正常对照组

１２周；８：ＤＮ组１２周；９：ＤＮ＋Ｂ组１２周；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，

与同期正常对照组比较，ｂ：Ｐ＜０．０５，与同期ＤＮ组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠ＧＲＰ７８蛋白表达

３　讨论

　　本实验结果显示，分子伴侣甜菜碱可以有效地抑
制糖尿病肾病小鼠的肾脏损害，表现为肾小球肥大改

善，基底膜增厚及细胞外基质积聚减轻，ＢＧ、ＢＵＮ、２４ｈ
ＵＡＥＲ明显下降，肾脏 ＥＲＳ水平降低，促炎因子表达
减少。表明甜菜碱在动物水平能有效地抑制 ＤＮ的发
展，其机制可能与减轻肾脏ＥＲＳ并进一步抑制相关的
炎症反应有关。

　　葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）作为 ＥＲＳ的中枢调
节分子，是启动未折叠蛋白反应的重要分子伴侣，它的

表达情况直接反映细胞内ＥＲＳ水平［８］。本研究发现，

２４０１
第３４卷第１１期
２０１２年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１２



ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ和蛋白在ＤＮ小鼠的肾脏中表达均显著
升高，且随着时间累积而增加，甜菜碱治疗后其表达显

著下降，表明甜菜碱能够有效地降低 ＤＮ小鼠肾脏
ＥＲＳ水平。ＥＲＳ是真核细胞的一种保护性应激反应，
适当的刺激可以通过未折叠蛋白反应（ＵＰＲ）激活保
护机制，恢复内质网及内环境稳态并增强细胞防御能

力，但持久过强的ＥＲＳ是导致细胞损伤的重要致病机
制。Ｌｉｕ等［９］研究发现，在 ＳＴＺ诱导的 ＤＮ大鼠中，
ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ／ＧＡＤＤ１５３表达明显增高，表明内质
网应激诱发的凋亡可能是导致 ＤＮ发病的一个重要机
制。Ｃｈｅｎ等［１０］发现，导致ＤＮ发病的糖基化终末产物
（ＡＧＥＳ）能诱导小鼠足细胞产生 ＥＲＳ，引起 ＧＲＰ７８的
表达上调及细胞凋亡，而利用分子伴侣牛熊去氧胆酸

（ＴＵＤＣＡ）治疗后，ＧＲＰ７８表达显著下降，细胞凋亡明
显减少。新近研究发现，分子伴侣 ４苯基丁酸
（４ＰＢＡ）同样能减少 ＤＮ大鼠肾脏内 ＧＲＰ７８的表达，
减轻ＥＲＳ水平并抑制 ＤＮ的发展［１１］。这些结果与本

研究结果一致，进一步证明了分子伴侣可能是治疗

ＤＮ的一类有效药物。
　　大量研究表明，炎症是ＤＮ的一个主要发病机制，
异常的代谢及血液动力学的改变都会激活大量炎症分

子表达而导致肾脏损伤。近年来一些研究表明，ＥＲＳ
可能启动炎症反应，是炎症性疾病的一个始动因

素［１２］。据此本研究检测了 ＤＮ小鼠尿中促炎分子
ＭＣＰ１的表达情况，发现 ＤＮ小鼠尿 ＭＣＰ１表达与对
照组相比显著增高，甜菜碱治疗后 ＭＣＰ１表达明显下
降，与ＧＲＰ７８的变化趋势相一致。提示ＥＲＳ表达上调
可能是调节肾小球细胞炎症因子表达的重要上游信

号，分子伴侣甜菜碱可以通过抑制ＥＲＳ而影响肾小球
炎症因子的表达，协同抑制 ＤＮ的发展。ＭＣＰ１作为
主要的促炎因子，可以促进单核巨噬细胞向肾脏浸润
并引起肾脏纤维化［１３］。ＭＣＰ１缺乏的 ｄｂ／ｄｂ小鼠表
现为明显的单核巨噬细胞浸润减少，减轻 ＤＮ小鼠的
肾损害，因此 ＭＣＰ１是导致 ＤＮ炎症发展的关键分
子［１４］。这些结果表明合理调控 ＥＲＳ将有助于减少炎
症分子的表达。

　　总之，本研究结果表明，ＥＲＳ及相关炎症反应在
ＤＮ小鼠发病中发挥重要作用，而甜菜碱干预后能有
效地减轻肾脏ＥＲＳ水平，抑制炎症反应，对ＤＮ小鼠肾
脏有保护作用，其确切完整的机制尚待进一步研究。

尽管目前研究还仅限于动物实验水平，但为临床防治

ＤＮ提供了一种新的思路。由于甜菜碱来源广泛，提

取方便，无毒无害，因此推测它将有良好的应用前景。
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