
高血糖和蛋白尿促进肾小管上皮细胞凋亡

桂华珍１，阎秀英２，肖　瑛２，石明隽２，张国忠２

（１．贵阳医学院 机能学实验室，贵州 贵阳　５５０００４；２．贵阳医学院 病理生理学教研室，贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：探讨糖尿病（ＤＭ）病程中高血糖和蛋白尿与肾小管上皮细胞凋亡的关系。方法：ＳＤ大鼠随
机分为对照组和糖尿病组，注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导糖尿病，分别于糖尿病２周、４周、８周、１６周和２４周处死
动物；检测血糖和２４ｈ尿蛋白量，免疫组织化学检测Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡。结果：与
对照组相比，ＤＭ大鼠出现明显高血糖并且持续高水平，ＤＭ组２周起２４ｈ尿蛋白增多并随病情进展而加重；
ＴＵＮＥＬ检测显示，对照组和ＤＭ组２周大鼠肾小管上皮细胞未见凋亡，而ＤＭ组２４周大鼠部分肾小管可见凋亡
细胞；免疫组化结果显示，ＤＭ组２周大鼠肾小管上皮细胞Ｂｃｌ２蛋白和Ｂａｘ蛋白均明显高于对照组，然而ＤＭ组
８周Ｂｃｌ２蛋白表达开始减少，Ｂａｘ蛋白则随ＤＭ进展而增多，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值亦随之增高，并且与２４ｈ尿蛋白呈
正相关。结论：糖尿病病程中，高血糖和持续增多的蛋白尿使肾小管上皮细胞Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值增高，促进肾小管
上皮细胞凋亡。
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　　有研究认为［１，２］，糖尿病患者或动物出现肾小

管萎缩可能与肾小管上皮细胞凋亡有关，从而参与

糖尿病肾病（ＤＮ）的发生发展。研究表明，随糖尿
病病程进展，ＤＭ动物出现进行性增多的蛋白
尿［３］，糖尿病性蛋白尿可引起肾小管上皮细胞凋

亡［４］，但蛋白尿通过哪些机制引起细胞凋亡目前

尚不甚清楚。本文动态观察链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏ
ｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱导的ＤＭ大鼠病程进展过程中尿蛋白
排泄量以及肾小管上皮细胞凋亡相关基因 Ｂａｘ和
Ｂｃｌ２蛋白表达的变化，探讨尿蛋白引起肾小管上
皮细胞凋亡的机制。

１　材料与方法

１１　实验动物　清洁级雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）
大鼠，体重１７０～２００ｇ，购于上海实验动物中心。
批号：ＳＣＸＫ（沪）２００３－０００２。大鼠适应性饲养１
周，２次尿蛋白定性阴性并且空腹血糖在正常范围
内者纳入实验。

１２　试剂　ＳＴＺ（Ｓｉｇｍａ公司），兔抗鼠 ｂｃｌ２多克
隆抗体、兔抗鼠 ｂａｘ多克隆抗体、ＳＡＢＣ即用型免
疫组化试剂盒、辣根过氧化物酶标记的二抗、ＤＡＢ
显色试剂盒、ＴＵＮＥＬ原位检测凋亡细胞试剂盒（武
汉博士德公司），血糖检测试剂盒（四川迈克科技

有限公司 ），尿蛋白检测试剂盒（南京建成生物工

程研究所）。

１３　动物分组与模型制备　大鼠随机分为糖尿病
组和正常对照组，每组３０只，糖尿病组从尾静脉注
射溶于 ｐＨ４５无菌柠檬酸 －柠檬酸钠缓冲液的
ＳＴＺ５５ｍｇ／ｋｇ复制大鼠模型，于注射后４８ｈ测空
腹血糖值大于或等于１６７ｍｍｏｌ／Ｌ且尿糖阳性动
物认为糖尿病模型成立。对照组大鼠尾静脉注射

相应体积的溶媒，两组动物于实验２周、４周、８周、
１６周和２４周处死。
１４　标本采集　动物处死前１天代谢笼收集２４ｈ
尿液，测定尿量，取部分尿液离心后４℃保存。处
死前禁食 ６～８ｈ，股动脉穿刺取血，分离血清，
－２０℃保存。开腹取肾脏，４％多聚甲醛固定，供
制石蜡切片用。

１５　生化指标检测　氧化酶（ＧＯＤＰＡＰ）法测血
清葡萄糖；考马斯亮蓝法测尿蛋白浓度，其与２４ｈ
尿量乘积为２４ｈ尿蛋白排泄量。
１６　免疫组化检测　取肾脏石蜡切片，进行免疫
组化ＳＡＢＣ法检测。Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ一抗工作浓度均

为１∶１００。用 ＰＢＳ液代替一抗，作为阴性对照。
４℃孵育过夜后，分别滴加生物素化羊抗兔 ＩｇＧ以
及链酶亲和素－生物素－过氧化物酶复合物
（ＳＡＢＣ）室温孵育，盐酸３，３二氨基联苯胺（ＤＡＢ）
显色，苏木素复染。光镜观察细胞浆棕黄色为阳性

染色，在高倍镜下随机计数１０个视野的免疫染色
阳性肾小管数目，取均值。

１７　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　切片常规脱腊，
３％Ｈ２Ｏ２封闭内源性过氧化物酶，３７℃蛋白酶 Ｋ
消化１５ｍｉｎ，加入 ＴＤＴ和 ＤｉｇｄＵＴＰ，４℃孵育过
夜。第二天复温后，加生物素化的抗地高辛抗体

３７℃孵育２ｈ，加 ＳＡＢＣ３７℃ 继续孵育 ３０ｍｉｎ，
ＤＡＢ显色，不复染。光镜观察胞核有棕色颗粒为
凋亡细胞。

１８　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１１０统计软件进行
数据处理。各组数据用（ｘ±ｓ）表示，糖尿病组与对
照组间资料比较采用ｔ检验，糖尿病组内资料比较
采用单因素方差分析，用Ｐｅａｒｓｏｎ方法分析相关性，
Ｐ＜００５表示有显著性差异。

２　结果

２１　血糖和尿蛋白变化　与正常对照组比较，ＤＭ
大鼠血糖明显升高，且在整个实验过程中一直维持

相对稳定的高水平（表１），动物出现显著多饮、多
食、多尿的“三多”现象，表明大鼠发生了糖尿病。

从糖尿病２周起，２４ｈ尿蛋白量明显高于正常对照
组，且随着病程的进展呈进行性增多（表１）。

表１　各组大鼠血糖和２４ｈ尿
蛋白量变化（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅａｎｄ２４ｈ
ｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

时间

（周）

血糖 （ｍｍｏｌ／Ｌ）
Ｎ组 ＤＭ组

２４ｈ尿蛋白（ｍｇ）
Ｎ组 ＤＭ组

２ ６７２±２４２２０４２±５１１（１）２０１±１２１２３３６±８９１（１）
４ ７６１±０５５２４０７±３５２（１）５２８±２３１３２３０±８３５（１）（２）
８ ７８９±１３４２６３６±２０２（１）７７３±１２２２７２６±８５１（１）

１６ ８０４±０３２２６７０±２１６（１）７６５±１２４４９３８±１０８６（１）（２）

２４ ７９５±１０９２５３２±４１３（１）８７６±１１９５５３７±３２２（１）（２）

注：（１）与正常组（Ｎ）比较Ｐ＜００１，（２）与上一时点比较 Ｐ＜
００５。

２２　Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白在肾小管的表达　正常对
照组肾小管上皮细胞 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白有少量表
达，糖尿病各组 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ表达均显著增高。糖
尿病２周和４周组 Ｂｃｌ２表达相似，处于高水平，８

９４４

　５期 桂华珍等　高血糖和蛋白尿促进肾小管上皮细胞凋亡



周开始其表达减少，１６周和２４周则进一步减少，
与２周和４周比较有显著性差异，但仍然高于对照
组。Ｂａｘ蛋白随糖尿病进展不断增多，糖尿病 ８
周、１６周和２４周组Ｂａｘ蛋白表达显著高于糖尿病

２周和４周组（Ｐ＜００５）；Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值随糖尿病
病程进展而不断增高（见表２）。整个糖尿病２４周
期间，所有时点Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值与２４ｈ尿蛋白量呈
显著正相关，ｒ＝０６４７，Ｐ＜００１。

表２　Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白 在肾小管的表达（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌｅｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

时间（周）
Ｂｃｌ２

Ｎ组 ＤＭ组
Ｂａｘ

Ｎ组 ＤＭ组
Ｂａｘ／Ｂｃｌ２
ＤＭ组

２ ０３２±０１０ １３５６±３２５（１） ００５±００８ ６８３±１２５（１） ０４７±０１４
４ ０１４±００５ １３６８±２５１（１） ００３±００５ ８３１±１７７（１） ０６４±０２１
８ ０２１±０１０ １０２５±２２０（１）（２） ００８±０１０ ９４５±２０１（１）（２） １０２±０２５（３）

１６ ０３３±０３４ ８９０±２６１（１）（２） ００８±０１３ １１９±３３３（１）（２） １４２±０２７（３）

２４ ０１８±０１３ ８６４±１９６（１）（２） ００８±０１１ １３１２±１７６（１）（２） １７８±０４５（３）

注：（１）与正常组比较Ｐ＜００１；（２）与糖尿病２周和４周组比较Ｐ＜００５；（３）与前一时点比较Ｐ＜００５

２．３　肾小管上皮细胞凋亡　正常对照组大鼠和
ＤＭ２周组大鼠肾小管未见ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞，
在糖尿病２４周组大鼠可见多个肾小管有 ＴＵＮＥＬ

染色阳性细胞，表明随糖尿病病程进展，ＤＭ组大
鼠多个肾小管上皮细胞发生凋亡，见图１。

Ｎ组　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ＤＭ组（２４周）

图１　肾小管上皮细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

３　讨论

ＤＮ是糖尿病常见并发症，近年发现伴随肾小
球的病理改变，肾小管间质有明显的进行性损伤，

部分肾小管萎缩继而为结缔组织取代发生纤维化，

使肾脏丧失功能。研究表明［１，２］，糖尿病患者或动

物肾小管萎缩可能是肾小管上皮细胞凋亡的结果，

但其发生机制尚未被完全阐明。有研究认为，高血

糖引起肾小管上皮细胞氧化应激和促进局部血管

紧张素生成增多，从而促使细胞凋亡［５］。本研究

显示，在糖尿病２周的动物并未观察到肾小管上皮
细胞凋亡，而ＤＭ组的动物２４周时有部分肾小管
出现凋亡细胞，提示短期高血糖并不诱导细胞凋

亡，持续高血糖才使肾小管上皮细胞凋亡。

动态观察肾小管上皮细胞凋亡相关基因Ｂｃｌ２
和Ｂａｘ蛋白表达的结果表明，在 ＤＭ组２周 Ｂｃｌ２
蛋白显著高于对照组，ＤＭ组４周其表达水平与２
周相似，至８周有所减少，ＤＭ组１６和２４周则进一
步减少，但仍然远高于对照组。ＤＭ组２周时，Ｂａｘ
蛋白也明显高于对照组，并且随糖尿病病程进展呈

进行性增多。Ｂｃｌ２和Ｂａｘ同属于Ｂｃｌ２基因家族，
但两种蛋白的作用相反，Ｂｃｌ２蛋白抑制细胞凋亡，
而Ｂａｘ蛋白促进凋亡，且两者可形成异二聚体而相
互拮抗。因此，有人认为两者比值可决定肾小管上

皮细胞是凋亡还是存活［６］。本实验结果显示，

Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值随糖尿病病程进展而增高，在 ＤＭ
组２周和４周比值小于１，ＤＭ组８周接近１，而ＤＭ
组１６周和２４周则大于１，并且ＤＭ组２４周可见多
个肾小管出现凋亡细胞，提示 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值增高
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引起了肾小管上皮细胞凋亡。

在整个实验过程中，ＤＭ组动物血糖维持在相
对稳定的高水平，不随病程进展而升高，与 Ｂａｘ／
Ｂｃｌ２比值不平行；而尿蛋白在 ＤＭ组２周出现并
呈进行性增多，与 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值呈明显正相关。
Ｏｈｓｅ等［７］用４０ｇ／Ｌ浓度牛血清白蛋白培养肾小
管上皮细胞发现，细胞出现明显的内质网应激和凋

亡，这与本组实验一致。因此，可以推测，在糖尿病

发病过程中，高血糖可能促进了肾小管上皮细胞

Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达，且前者高于后者，不引起细胞凋
亡，但是持续高血糖引起的渗透性高滤过可造成肾

小球损伤和持续蛋白尿［８］，后者抑制肾小管上皮

细胞Ｂｃｌ２表达并促进 Ｂａｘ表达，使 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比
值增高从而引起肾小管上皮细胞凋亡。
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氯甲烷和苯等溶剂的性质［１０］，采用丙酮、乙醚、三

氯甲烷为提取溶剂制备供试品溶液，试验结果表明

以乙醚为提取溶剂制备的供试品溶液对样品中己

内酰胺测定无干扰。

试验分别采用 ＦＦＡＰ和 ＯＶ１７０１大口径石英
毛细管柱对照品和复方荭草冻干粉针剂中己内酰

胺进行分离测定，两种色谱柱对复方荭草冻干粉针

中己内酰胺均能有较好分离，但由于采用 ＦＦＡＰ色
谱柱分离时基线不稳定，故采用ＯＶ１７０１色谱柱。

本实验采用气相色谱法对复方荭草冻干粉针

中的ε己内酰胺单体残留量进行测定，结果三批
复方荭草冻干粉针中均未检出己内酰胺，且方法重

复性好，操作简便，是保证该制剂安全性的重要检

测手段。
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