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控制血糖对糖尿病大鼠肾组织 Ｓｋｉ表达的影响

梁露群１，２，任飞燕１，２，刘玲伶１，２，彭　伟１，２，张小欢１，２，毛彦稳１，２，刘慧铭１，２，

王圆圆１，２，石明隽１，２，郭　兵１，２

（１．贵州医科大学 基础医学院 病理生理学教研室，贵州 贵阳　５５００２５；２．贵州医科大学 贵州省常见慢性疾病发病机制及药物研究重点实

验室，贵州 贵阳　５５００２５）

［摘　要］目的：观察控制血糖前后 Ｓｋｉ蛋白在糖尿病（ＤＭ）大鼠肾组织的表达变化，探讨其在糖尿病肾病
（ＤＮ）发病过程中的作用。方法：２４只 ＳＤ大鼠随机分为正常组（ＮＣ）、ＤＭ组和胰岛素治疗（ＩＮＳ）组，ＤＭ组和
ＩＮＳ组采用链脲佐菌素复制ＤＭ大鼠模型，ＩＮＳ组于造模成功４周后给予胰岛素２２Ｕ／（ｋｇ·ｄ）治疗６周，于造模
后第１０周，采用生化法测定糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）、血糖及２４ｈ尿蛋白量，观察肾组织病理变化，免疫组织化学
染色检测肾组织Ｓｋｉ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ及 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＳＤ大鼠肾组织中 Ｓｋｉ、转化生长因子 β１
（ＴＧＦβ１）、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、Ｓｍａｄ３及ｐＳｍａｄ３（Ｓｅｒ４３２／４２５）蛋白的表达水平。结果：与 ＮＣ组大鼠相比，ＤＭ组大鼠
体质量减轻、血糖及ＨｂＡ１ｃ增高，肾小管和肾小球纤维化改变明显，ＩＮＳ组上述改变有所改善；免疫组织化学染
色显示，肾组织Ｓｋｉ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ表达从高到低依次为ＤＭ组＞ＩＮＳ组＞ＮＣ组（Ｐ＜００５），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达从高到
低依次为ＮＣ组＞ＩＮＳ组＞ＤＭ组（Ｐ＜００５）；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果显示，肾组织 ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、ｐＳｍａｄ３
（Ｓｅｒ４３２／４２５）和Ｓｋｉ蛋白的表达从高到低依次为ＤＭ组＞ＩＮＳ组＞ＮＣ组（Ｐ＜００５）。结论：ＤＭ大鼠肾组织Ｓｋｉ
蛋白表达增高、ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３通路活化导致肾脏纤维化；而控制血糖后，Ｓｋｉ蛋白表达下调，ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号
活化减弱，纤维化病变减轻。
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）作为糖
尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）患者常见且严重的合
并症之一，目前发病机制不甚清楚，尚缺乏有效治

疗药物。研究发现，ＳｎｏＮ（Ｓｋｉｒｅｌａｔｅｄｎｏｖｅｌｐｒｏ
ｔｅｉｎ）／Ｓｋｉ可通过与 Ｓｍａｄｓ蛋白相互作用，均为转
化生长因子 β１（ＴＧＦβ１）／Ｓｍａｄｓ信号通路的负性
调控因子［１］。研究发现，Ｓｋｉ蛋白在人神经母细胞
瘤［２］、恶性黑色素瘤［３］和前列腺癌［４］等肿瘤细胞

中均有较多的表达［５］，ｃＳｋｉ在动脉粥样硬化中具
有抗动脉粥样硬化作用［６］，在心脏纤维化发生发

展中具有抗纤维化作用［７］。另有研究发现，Ｓｋｉ蛋
白在单侧输尿管结扎术（ＵＵＯ）大鼠肾间质纤维化
模型中表达下调，经药物治疗后表达无明显改

变［８］。虽有研究发现Ｓｋｉ的表达和作用与ＳｎｏＮ类
似［９］，但是有关Ｓｋｉ的作用和机制仍不清楚，且Ｓｋｉ
在ＤＮ发病过程中的作用，目前也鲜有报道。因
此，本研究通过观察 Ｓｋｉ、ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、ααｃａｄ、Ｓｍａｄ３、ｐＳｍａｄ３（Ｓｅｒ４２３／４２５）在
胰岛素降糖治疗后的糖尿病大鼠肾组织中的变化，

探究Ｓｋｉ在ＤＮ发病过程中的作用及可能机制。

１　材料和方法
１１　主要试剂及动物
１．１．１　主要试剂　辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记
山羊抗小鼠ＩｇＧ、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记山羊
抗兔ＩｇＧ、两步法免疫组织化学检测试剂及ＤＡＢ显
色试剂盒均购自北京中杉金桥生技术有限公司，

ＢＣＡ（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ）试剂盒及 ＥＣＬ显色剂购
自北京碧云天生物研究所，ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、
ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＥｃａｄｈｅｒｉｎ、ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＴＧＦβ１及 ｒａｂｂｉｔ

ａｎｔｉＳｋｉ均购自北京博奥森，ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｐＳｍａｄ３
（Ｓｅｒ４２３／４２５）及ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＳｍａｄ３均购自美国Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；链尿佐菌素（ＳＴＺ）（美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司），地特胰岛素（丹麦诺和诺德公司），蛋白
Ｍａｒｋｅｒ（北京天根公司），ｍｏｕｓｅａｎｔｉβａｃｔｉｎ（普美
生物）。

１１２　动物　清洁级雄性 ＳＤ大鼠２４只，北京华
阜康生物科技股份有限公司，批号 ＳＣＸＫ（京）
２００９—０００４，体质量（１８０±２０）ｇ。
１２　方法
１２１　ＤＭ模型建立及分组　将２４只 ＳＤ大鼠随
机分为正常对照组（ＮＣ）、糖尿病组（ＤＭ）和胰岛
素治疗组（ＩＮＳ），每组８只。ＤＭ组及ＩＮＳ组大鼠采
用尾静脉注射５５ｍｇ／ｋｇ链脲佐菌素的方法复制ＤＭ
模型，７２ｈ后测量空腹血糖，血糖≥１６７ｍｍｏｌ／Ｌ为
造模成功；ＩＮＳ组于造模成功 ４周后给予胰岛素
２２Ｕ／（ｋｇ·ｄ）治疗６周，以随机血糖值低于１０ｍｍｏｌ／
Ｌ评定为治疗有效。
１２２　标本采集　所有大鼠于造模第１０周，尾静
脉取血检测糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）水平，且用代谢
笼收集２４ｈ尿液、考马斯亮蓝法检测尿蛋白水平、
并计算 ２４ｈ尿蛋白量（２４ｈｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎ，２４ｈ
ＵＰ）；禁食６～８ｈ后，乙醚麻醉，股动脉取血、４℃
离心分离血清、－２０℃保存，采用检测血清葡萄糖
（ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，ＢＧ）；开腹并用２４０ｍＬ生理盐水灌
洗后取双侧肾脏，一侧肾脏用于观察病理学改变及

免疫组织化学染色；另一侧肾脏在 －８０℃冰箱保
存，用于提取组织蛋白。

１２３　免疫组织化学染色　采用链霉菌素抗生物
素蛋白─过氧化物酶连结（ＳＰ）二步法免疫检测试
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剂盒检测肾组织 Ｓｋｉ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达
情况。脱蜡与水化后，修复抗原，３％ Ｈ２Ｏ２消除内

源性过氧化物酶的活性，一抗孵育浓度分别为 Ｓｋｉ
（１∶２５）、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ（１∶１５０）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（１∶１００）；
ＨＲＰ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ孵育Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，ＨＲＰ标
记山羊抗兔 ＩｇＧ孵育 Ｓｋｉ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ。ＤＡＢ室温
显色，苏木素复染自然晾干后用中性树胶封片，光

镜下观察并采集图片。特异性阳性染色评价标准：

在蛋白表达部位出现黄棕色颗粒即为阳性结果。

结果记数：采用定量图像分析系统（ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｖ６０）在高倍（４００×）镜下每张切片随机取１０个
视野确定阳性染色的区域，动脉被排除在研究之

外，计算阳性染色的面积占总面积的比例。

１２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白表达　取１００ｍｇ
保存于－８０℃冰箱的大鼠肾组织，于冰上用蛋白
裂解液加５×ＰＢＳ充分匀浆研磨处理；６０００ｒ／ｍｉｎ、
４℃离心１５ｍｉｎ、取上清液，ＢＣＡ蛋白检测试剂盒
检测蛋白浓度；上样后聚丙烯酰胺凝胶电泳，将蛋

白转移至ＰＶＤＦ膜上，室温下用５％脱脂牛奶液孵
育１ｈ。一抗孵育浓度分别为Ｓｋｉ（１∶２００）、ＴＧＦβ１
（１∶３００）、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ（１∶１０００）、αＳＭＡ（１∶３００）、
Ｓｍａｄ３（１∶１５０）、ｐＳｍａｄ３（Ｓｅｒ４２３／４２５）（１∶１５０）
４℃冰箱中孵育１４～１６ｈ后，用１％脱脂牛奶液稀
释二抗（１∶５０００～１∶７０００），在室温下摇床（慢速）
孵育１～２ｈ。用 ＥＣＬ显色液显色，ＢｉｏＲＡＤ成像
系统分析目的蛋白的相对表达量。

１３　统计学方法
数据采用ＳＰＳＳ１７０统计软件处理分析，计量

资料用均值±标准差（ｘ±ｓ）表示。检验数据是否
符合正态分布及方差齐性，方差齐性资料采用单因

素方差分析方差不齐性资料采用秩和检验进行数

据分析。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　ＤＭ相关指标
与ＮＣ组大鼠比较，ＤＭ组大鼠出现多尿、多

饮、多食的ＤＭ症状，并伴有体质量减轻、血糖升高
和ＨｂＡ１ｃ增高；ＩＮＳ组大鼠经控制血糖治疗后，糖
尿病典型症状明显改善，体质量增加、血糖下降和

ＨｂＡ１ｃ降低。见表１。

表１　各组大鼠ＤＭ相关指标比较（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

指标 ＮＣ组 ＤＭ组 ＩＮＳ组

体质量（ｇ） ５１２４±５９７　　３２７８±５７８（１）　３９３５±５４０（２）

２４ｈ尿量（ｍＬ） ９７５±４０３ １９０６２±３２３４（１）　１０１８８±２７５２（２）

血糖值（ｍｍｏｌ／Ｌ） ８６９±１６７ ２１２１±２８４（１）　１８６０±０９１（２）

ＨｂＡ１ｃ（％） ３７４±０２６ １０２４±１５７（１）　３７５±０３５（２）

（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＤＭ组比较，Ｐ＜００５

２２　肾组织学观察
ＮＣ组大鼠肾小管结构和纹理清晰，肾小管上

皮细胞（ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＲＴＥＣ）排列整
齐，饱满，肾小球清晰可见。而 ＤＭ组大鼠肾组织
中可见部分肾小管管腔扩张，ＲＴＥＣ发生空泡样变
性，细胞萎缩、脱落，肾小管和肾小球纤维化病变明

显。与ＤＭ组大鼠比较，ＩＮＳ组大鼠肾组织可见空
泡样变性细胞明显减少，肾小球和肾小管纤维化病

变情况改善，见图１。

图１　各组大鼠肾组织形态观察（ＨＥ，×２００）
Ｆｉｇ．１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２３　肾组织 Ｓｋｉ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的分布
及表达

如图２，肾组织中 Ｓｋｉ蛋白主要分布于细胞核

内，胞质中有少量表达；ＮＣ组Ｓｋｉ表达较少，ＤＭ组
中Ｓｋｉ表达明显增多，而在 ＩＮＳ组中 Ｓｋｉ表达较
ＤＭ组有所减少。ＮＣ组肾组织中 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ阳性
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染色主要可见于肾小管间质、呈线性分布，而 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ分布于肾小管上皮细胞；ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在
ＤＭ组中的表达较 ＮＣ组明显增多，而在 ＩＮＳ组中

的表达较ＤＭ组有所减少（Ｐ＜００５）；相反，Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ在ＤＭ组中表达较ＮＣ组减少，而ＩＮＳ组中表
达较ＤＭ有所恢复（Ｐ＜００５）。

（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＤＭ组比较，Ｐ＜００５

图２　ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在各组大鼠肾组织中的分布及表达（ＤＡＢ，×４００）
Ｆｉｇ．２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅢ ａｎｄＥｃａｄｈｅｒｉｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２４　肾组织Ｓｋｉ、ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、αＳＭＡ和ｐ
Ｓｍａｄ３（Ｓｅｒ４２３／４２５）蛋白表达水平

与ＮＣ组大鼠比较，ＤＭ组大鼠肾组织 Ｓｋｉ、
ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、αＳＭＡ和 ｐＳｍａｄ３（Ｓｅｒ４３２／
４２５）蛋白表达显著增加（Ｐ＜００５）；而与 ＤＭ组大
鼠比较，ＩＮＳ组大鼠肾组织 Ｓｋｉ、ＴＧＦβ１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ、αＳＭＡ和ｐＳｍａｄ３（Ｓｅｒ４３２／４２５）蛋白表达显著
减少（Ｐ＜００５），各组Ｓｍａｄ３蛋白表达差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。见图３。

３　讨论

ＤＮ是ＤＭ患者常见的微血管并发症，主要病
理表现为肾脏肥大，伴有持续性尿蛋白增多及进行

性肾功能衰竭等［１０］。本研究通过尾静脉注射链尿

佐菌素复制１型糖尿病大鼠模型，注射７２ｈ后，ＳＤ
大鼠血葡萄糖≥１６７ｍｍｏｌ／Ｌ，并且出现体质量明
显减轻和多食、多尿、多饮的症状，提示ＤＭ动物模
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（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＤＭ组比较，Ｐ＜００５

图３　各组大鼠肾组织中Ｓｋｉ、ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、αＳＭＡ和ｐＳｍａｄ３（Ｓｅｒ４２３／４２５）

蛋白表达水平（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　Ｓｋｉ，ＴＧＦβ１，ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、αＳＭＡ，ａｎｄｐＳｍａｄ３（Ｓｅｒ４２３／４２５）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｓｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
型复制成功。免疫组织化学染色观察到肾组织中

ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ表达增加而Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达减少；Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果显示肾组织中 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ和 αＳＭＡ
表达上调，而 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调，且病理学切片
结果提示早期ＤＮ样改变，说明已发生ＤＮ。
　　许多有关肾纤维化的研究结果均提示，ＴＧＦ
β１在多种肾组织细胞中高表达，发挥致纤维化效
应［１１］。ＴＧＦβ１主要通过活化Ⅰ型（ＴβＲⅠ）和Ⅱ
型（ＴβＲⅡ）跨膜受体，磷酸化活化其下游的
Ｓｍａｄ２／３，随后Ｓｍａｄ２／３与Ｓｍａｄ４形成复合体转移
到细胞核中，调节 ＴＧＦβ１目的基因的转录活化，
从而发挥其致纤维化效应［１２］。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示，ＤＭ造模１０周时，大鼠肾脏组织中 ＴＧＦβ１
和 ｐＳｍａｄ３（Ｓｅｒ４３２／４２５）表达量明显增多，而
Ｓｍａｄ３蛋白表达差异无统计学意义，提示 ＤＮ时
ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓ信号通路被激活。

近年来有研究发现，ｃＳｋｉ在动脉粥样硬化中
具有抗动脉粥样硬化作用［１３］，在心脏纤维化发生

发展中具有抗纤维化作用［１４－１５］；Ｓｋｉ在神经系统形
成和发育中有重要作用［１６］；而在胰腺癌、神经母细

胞癌、恶性黑色素瘤、前列腺癌和脊髓损伤中，Ｓｋｉ

均有较高表达［１７］。目前研究发现 Ｓｋｉ／ＳｎｏＮ可以
抑制ＴＧＦβ１信号通路，而ＴＧＦβ１对Ｓｋｉ／ＳｎｏＮ具
有负反馈调节作用，Ｓｋｉ／ＳｎｏＮ均可被激活的ＴＧＦ
β１所降解

［１８］。然而有研究发现，ＳｋｉｍＲＮＡ水平
不受ＴＧＦβ１的影响，Ｓｋｉ蛋白相较 ＳｎｏＮ而言更稳
定，不易降解［１９－２０］。另有研究发现，在单侧输尿管

结扎（ＵＵＯ）肾间质纤维化模型中，ＴＧＦβ１大量增
多和活化后，才可导致 Ｓｋｉ蛋白的降解［２１］。提示，

Ｓｋｉ与 ＳｎｏＮ虽同为 Ｓｋｉ家族成员，但在各组织、各
器官及各种病变中的表达和作用各不相同。本研

究结果显示，在高血糖作为致病因子的作用下，可

导致肾组织 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路随病程进展
而活化；同时，高糖可能通过多种机制上调 Ｓｋｉ的
表达，发挥抑制 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３通路致纤维化效应
的作用，但由于逐渐增多的 ＴＧＦβ１所介导的 Ｓｋｉ
蛋白降解尚未完全起效，且 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通
路的活化超过了Ｓｋｉ对其的抑制作用，最终表现出
ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路过度活化，致纤维化因素
和抗纤维化的平衡被打破，纤维化病变明显。

本实验于ＤＭ成模４周后开始胰岛素降糖治
疗，观察控制血糖是否能延缓ＤＮ的发生发展且是
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否对Ｓｋｉ的表达有影响。实验结果显示，与 ＤＭ组
相比，ＩＮＳ组大鼠多饮、多食、多尿现象有比较明显
的改善，伴有体质量增加，２４ｈＵＰ降低，ＨｂＡ１ｃ恢
复。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达恢复，而 αＳＭＡ表达减少，
同时 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在肾脏间质的表达减少，且 ＴＧＦ
β１和ｐＳｍａｄ３（Ｓｅｒ４３２／４２５）表达较 ＤＭ组大鼠均
显著下调。此外，免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果均
显示大鼠肾组织中Ｓｋｉ蛋白的表达下调，提示控制
血糖可下调 Ｓｋｉ蛋白的表达，减弱 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３
信号转导，使致纤维化和抗纤维化因素重新恢复平

衡，延缓纤维化进程。

综上所述，ＤＮ中 Ｓｋｉ蛋白表达代偿性增加，
ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路过度激活，加重纤维化；而
控制血糖可以下调Ｓｋｉ蛋白的表达水平，阻止肾组
织中 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路的过度激活，减少
ＥＣＭ合成，延缓ＤＮ的进展。然而，Ｓｋｉ蛋白在 ＤＮ
中的具体作用机制还有待进一步的研究证实。
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