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吡格列酮对糖尿病大鼠肾脏组织中干细胞标志物表

达的影响
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［摘　要］目的：探讨过氧化物酶增殖物激活受体 γ（ＰＰＡＲγ）的特异性激动剂吡格列酮（ＰＩＯ）对糖尿病大鼠
（ＤＭ）肾脏组织中干细胞标志物ＣＤ２４、ＣＤ１３３表达的影响。方法：将２４只大鼠均分为正常对照组（ＮＣ组）、糖
尿病组（ＤＭ组）和吡格列酮喂养组（ＤＰ组），ＤＭ组和ＤＰ组用链脲佐菌素（ＳＴＺ）复制ＤＭ大鼠模型，造模成功后
ＤＰ组大鼠用ＰＩＯ灌胃８周；３组大鼠饲养至１６周时处死取肾组织，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肾组织中 ＣＤ２４、
ＣＤ１３３、Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）及Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白的表达；ｑＲＴＰＣＲ检测肾组织中
ＣＤ２４和ＣＤ１３３ｍＲＮＡ的表达。结果：与 ＮＣ组大鼠比较，ＤＭ组大鼠肾组织 ＣＤ２４、ＣＤ１３３蛋白及 ｍＲＮＡ、Ｆｉ
ｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、αＳＭＡ蛋白表达增多，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达减少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与 ＤＭ组比较，ＤＰ组大鼠
肾组织ＣＤ２４、ＣＤ１３３蛋白及ｍＲＮＡ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、αＳＭＡ蛋白表达均减少，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达增多，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。结论：吡格列酮可能通过抑制 ＥＭＴ的发生，影响糖尿病肾组织纤维化程度及 ＣＤ２４、ＣＤ１３３的
表达。

［关键词］糖尿病肾病；肾脏纤维化；上皮细胞向间质细胞转化；肾脏干细胞；ＣＤ２４；ＣＤ１３３；吡格列酮
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）作为糖
尿病最常见的并发症，可引起进行性肾脏纤维化，

最终发展为终末期肾病［１－２］。上皮细胞向间质细

胞转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是
促使多种器官纤维化发生的重要进程，使正常组织

及肿瘤组织中产生具有干细胞特性的细胞［３］。已

有研究表明，成年人肾含有肾脏干（祖）细胞（ｋｉｄ
ｎｅｙｓｔｅｍｃｅｌｌ），这些细胞既可表达小管细胞标记
物，又可表达足细胞标记物［４］。近来对噻唑烷酮

类化合物（ｔｈｉａｚｏｌｉｄｉｎｅｄｉｏｎｅｓ，ＴＺＤｓ）吡格列酮（ｐｉｏ
ｇｌｉｔａｚｏｎｅ）及其受体 ＰＰＡＲγ的研究表明，ＴＺＤｓ可
通过减轻胰岛素抵抗、改善糖脂代谢及一些独立于

降糖外的作用直接减轻肾脏疾病［５］。因此，本研

究以糖尿病大鼠（ＤＭ）为研究对象，观察肾组织中
干细胞标志物及肾脏纤维化指标的表达变化，同时

观察吡格列酮是否会影响上述指标的表达水平，为

吡格列酮治疗ＤＮ提供新的理论依据。

１　材料和方法

１１　主要材料与试剂
ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠（雄性），体质量（１８５±１５）ｇ

（购自华阜生物有限公司，许可证号 ＳＣＸＫ（京）
２００９－０００４），链脲佐菌素（ＳＴＺ，美国 Ｓｉｇｍａ公
司），ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（北京碧云天生物
公司），预染 Ｍａｒｋｅｒ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、ｒａｂ
ｂｉｔａｎｔｉβａｃｔｉｎ（巴傲得生物科技有限公司）、ｒａｂ
ｂｉｔａｎｔｉＣＤ２４（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）、ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＣＤ１３３
（ａｂｃａｍ公司）、ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＥ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｒａｂｂｉｔａｎｔｉαＳＭＡ（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），总
ＲＮＡ提取试剂盒（天根生化科技公司），引物合成
（上海生工公司），ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒（Ｔａｋａｒａ公
司）

１２　方法
１２１　动物模型建立及实验分组　ＳＤ大鼠共２４
只，随机均分为正常组（ＮＣ组）、糖尿病组（ＤＭ
组）及吡格列酮治疗组（ＤＰ组）。ＤＭ及 ＤＰ组大
鼠禁食（不禁水）１２ｈ后，将１％ＳＴＺ按照５５ｍｇ／ｋｇ

腹腔注射，７２ｈ后通过其尾静脉检测血糖，当血糖
≥１６７ｍｍｏｌ／Ｌ提示达到成模标准。ＮＣ组给予同
等体积的柠檬酸钠缓冲液腹腔注射。ＤＰ组模型大
鼠饲养３周后，给予吡格列酮１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃
治疗８周，每周休息１ｄ；ＮＣ、ＤＭ组予同等量的生
理盐水灌胃。３组大鼠饲养至１６周时，大鼠禁食
（不禁水）１２ｈ，麻醉后取股动脉血，４℃离心后分
离出血清，测定血清葡萄糖含量；之后处死大鼠，解

剖、摘除双侧肾脏用于后续检测。

１２２　肾组织 ＣＤ２４、ＣＤ１３３、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ
及Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白测定　取大鼠肾组织皮质部分，
加入蛋白裂解液研磨后提取出总蛋白，蛋白浓度通

过ＢＣＡ法测定。将各组蛋白质样品加至 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶中，经电泳、转膜、５％脱脂牛奶封闭后，
用ＣＤ２４、ＣＤ１３３、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ、ＦＮ及 βａｃｔｉｎ
对应的一抗（分别按照１∶８００、１∶６００、１∶１０００、１∶
６００、１∶１０００及 １∶６０００稀释）孵育转有蛋白的
ＰＶＤＦ膜，将其放置于摇床上，并在４℃冰箱中轻
度摇晃过夜；ＴＢＳＴ洗膜 ３次后，加入 ＧｏａｔＡｎｔｉ
Ｒａｂｂｉｔ二抗稀释液（１∶６０００）后在室温中孵育１ｈ；
再次用ＴＢＳＴ洗膜３次，ＥＣＬ显色，最后曝光成像。
实验结果用 ＩｍａｊｅＪ软件检测出不同分组、不同蛋
白所得条带的灰度值，以 βａｃｔｉｎ的灰度值作为内
参，得出目的蛋白的相对含量。

１２３　肾组织中ＣＤ２４和ＣＤ１３３ｍＲＮＡ测定　应
用Ｔｒｉｚｏｌ法提取大鼠肾组织的总 ＲＮＡ并测定其浓
度，步骤参照北京天根公司提供说明书；选取２０μＬ
作为反转录的反应体系合成模板 ｃＤＮＡ，应用上海
生工公司提供的 ＰＣＲ引物，采用 ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＩＩ进行荧光定量 ＰＣＲ。目的基因引物序列见
表１。
１３　统计学方法

实验数据应用 ＳＰＳＳ１９０软件进行处理，用
均数±标准差（ｘ±ｓ）表示计量资料。数据通过方
差齐性检验后，多组间采用单因素方差分析，两组

样本比较采用 ＬＳＤ法分析比较；方差不齐则采用
非参数检验Ｔａｍｈａｎｅｓ′ｓＴ２法。Ｐ＜００５说明差异
有统计学意义。
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表１　目的基因引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ

目的基因 上游引物 下游引物

ＣＤ２４
５′ＣＡＡＣＣＡＡＡＣＡ
ＴＣＧＧＴＴＧＣＡＣ３′

５′ＡＧＣＡＴＴＡＧＴＴＧＧ
ＡＴＴＴＧＧＧＧＣ３′

ＣＤ１３３
５′ＣＣＡＴＧＣＴＣＴＴＡＣ
ＴＴＣＣＧＧＣＴ３′

５′ＣＡＧＴＡＴＣＧＡＧＡＣ
ＧＧＧＣＴＴＧＴ３′

βａｃｔｉｎ
５′ＡＴＡＴＣＧＣＴＧＣＧ
ＣＴＣＧＴＣＧＴＣ３′

５′ＴＣＴＴＧＣＴＣＴＧＧＧ
ＣＣＴＣＧＴＣ３′

２　结果

２１　肾组织中的ＣＤ２４和ＣＤ１３３ｍＲＮＡ表达
与ＮＣ组比较，ＤＭ组大鼠肾组织ＣＤ２４、ＣＤ１３３

ｍＲＮＡ表达增多，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），
ＤＰ组差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。与 ＤＭ组比
较，ＤＰ组两种 ｍＲＮＡ表达显著减少（Ｐ＜００５）。
见图１。

（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＤＭ组比较，Ｐ＜００５

图１　各组大鼠肾组织ＣＤ２４和
ＣＤ１３３ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ２４ｍＲＮＡａｎｄＣＤ１３３
ｍＲＮＡｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２２　ＣＤ２４和ＣＤ１３３蛋白表达
与 ＮＣ组比较，ＤＭ 组大鼠肾组织 ＣＤ２４、

ＣＤ１３３蛋白表达增多，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），ＤＰ组差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。与
ＤＭ组比较，ＤＰ组大鼠肾组织两种蛋白表达均减
少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图２。

（１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜００５；（２）与ＤＭ组比较，Ｐ＜００５

图２　各组大鼠肾组织ＣＤ２４和ＣＤ１３３蛋白表达
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ２４ａｎｄＣＤ１３３ｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２３　肾组织中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ及 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
蛋白表达

与ＮＣ组比较，ＤＭ组大鼠肾组织 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、
αＳＭＡ蛋白表达增多，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达减少，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５），ＤＰ组差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）。与 ＤＭ组比较，ＤＰ组大鼠肾组织
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、αＳＭＡ蛋白表达减少，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达
增多，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见图３。

３　讨论

糖尿病肾病的病理发展包括肾小球硬化和肾

小管间质的纤维化。在促纤维化因子及炎性因子

作用下可发生肾小管 ＥＭＴ［６］，并引起细胞外基质
（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的过度沉积。纤维蛋白
是细胞外基质的框架，主要包括胶原蛋白（ｃｏｌｌａ

ｇｅｎ）、纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）和弹性蛋白（ｅｌａｓｔｉｎ），
它们可作为预测 ＥＣＭ沉积的因子［７］。有研究证

实［４，８］，成年人肾脏组织中存在干／祖细胞区室，如
Ｂｏｗｍａｎ’ｓ囊中的ＣＤ２４＋ＣＤ１３３＋细胞。在不同的
急性肾损伤（ＡＫＩ）小鼠模型中都证实了此类细胞
在肾脏修复中的作用：输注后可以降低小鼠的死亡

率，改善肾功能［９］。在阿奇霉素所致慢性肾损伤

小鼠模型中证实，上述细胞可产生新的肾小管上皮

细胞及足细胞，并且在急性或慢性肾脏损伤的患者

肾脏组织中发现ＣＤ２４＋ＣＤ１３３＋细胞增殖活跃［１０］。

但目前对肾脏干细胞的研究大多集中在对胚胎肾、

急性肾损伤模型及外源性干细胞治疗方式，在成体

及慢性肾损伤中是否存在干细胞仍有争议［１１］。

Ｋｕｓａｂａ［１２］通过对细胞损伤和修复的克隆分析认
为，干细胞标记物的产生是由于终末分化的上皮细

胞在损伤后发生了去分化，使其在间充质状态期间
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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Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ及Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ的表达
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡａｎｄＦｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

发生了再表达，而不是干细胞群的功能体现。

ＣＤ２４、ＣＤ１３３可表达于多种细胞，并作为多数器官
和肿瘤组织中干／祖细胞的表面抗原标志物［１３］。

ＥＭＴ分为１型参与胚胎形成及器官发育，２型
参与组织再生与创伤、炎症后的修复和３型参与肿
瘤相关疾病 ３种类型［１４］。有研究证实，在肺组

织［１５］、乳腺组织［１６］及皮肤组织［１６］中，ＥＭＴ的发生
可诱导细胞获得干性特征，使已分化的细胞表现出

类似干／祖细胞增殖克隆和自我更新的特性，但它
们的增殖种类与分化方向不定［１７］。在 ＥＭＴ发生
过程中，具有上皮表型特征的 Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ）可表达下调，具有成纤维表型特征的α平滑
肌肌动蛋白（αＳＭＡ）可上调［１８］。大量研究证实，

在ＳＴＺ诱导的糖尿病鼠中，噻唑烷二酮类药物可
通过调节糖代谢、脂代谢对肾脏产生间接保护作

用［１９］；还可通过直接保护肾脏血管内皮细胞及减

轻足细胞损伤，抑制肾脏系膜的增生，防止肾小球

硬化，抑制肾小管的间质纤维化［２０］。而在 ＤＭ大
鼠中，吡格列酮是否可通过抑制ＥＭＴ的进程，减轻
肾脏纤维化，并影响肾脏干细胞标志物的表达目前

尚不清楚。

因此，为了探讨吡格列酮对肾脏中干细胞标志

物表达的影响，本研究采用腹腔注射 ＳＴＺ的方法
复制大鼠 ＤＮ模型，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
的方法检测 ＣＤ２４、ＣＤ１３３、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ、Ｆｉ
ｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白及 ＣＤ２４、ＣＤ１３３ｍＲＮＡ的表达变化。
实验发现，ＤＭ大鼠肾组织中肾脏纤维化标志物
Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达增加，肾小管上皮细胞表型标

志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白减少而纤维细胞标志物 α
ＳＭＡ蛋白大量表达，与之伴随的是 ＣＤ２４、ＣＤ１３３
蛋白及ｍＲＮＡ表达上调；而在ＤＰ大鼠肾组织中发
现 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、αＳＭＡ蛋白、ＣＤ２４、ＣＤ１３３蛋白及
ｍＲＮＡ表达均下降，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达增多。因
此，本实验认为ＣＤ２４、ＣＤ１３３参与了肾脏纤维化的
进程。由此猜测，在糖尿病大鼠肾组织中，ＥＭＴ的
发生可诱导已分化的上皮细胞转分化至间充质细

胞，这类细胞获得了扩增和迁移等干细胞特征，并

且可表达干细胞标志物，它们可能分化成了肌成纤

维细胞，分泌细胞外基质，导致肾脏纤维化的发生。

同时，成体肾脏干细胞只有在肾脏发挥修复作用时

才可由静止状态转向增殖状态［２１］。Ｌａｓａｇｎｉ等［２２］

发现，在局灶性肾小球硬化症的小鼠模型中，阻断

Ｎｏｔｃｈ通路可减轻肾小球损伤，但会引起干细胞的
增殖减少。随着糖尿病肾病的进展，可能使

ＣＤ２４＋ＣＤ１３３＋细胞等肾脏干细胞的激活，这类细
胞在体内发生了增殖与分化，一定程度上参与修复

肾脏固有细胞的损伤，最终大鼠肾脏纤维化的程度

可能取决于肾脏固有细胞的死亡与肾脏干／祖细胞
的再生之间的平衡。而吡格列酮可能通过抑制

ＥＭＴ进程，使具有干性特征的间充质细胞及其分
化的肌成纤维细胞减少，从而减轻了肾脏纤维化程

度，同时也使肾脏干细胞的增殖减少。

综上，在ＤＮ条件下，大鼠肾组织中干细胞标
志物ＣＤ２４、ＣＤ１３３的表达变化可能与 ＥＭＴ有关，
同时证实了吡格列酮可抑制 ＥＭＴ、减轻肾脏纤维
化并影响肾脏干细胞标物的表达水平。今后，将通
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过体外实验及基因干预的方法，从而较为全面、直

接地研究肾脏干细胞的作用及吡格列酮在其中发

挥的作用。
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