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【摘要】 目的探讨阻遏子c—Ski对TGF—B／Smad信号途径的抑制作用与糖尿病肾病(diabetic

nephropathy，DN)的关系。方法将所有大鼠随机分为正常对照组(NC组)、糖尿病(diabetes mellitus，

DM)模型组(DM组)和吡格列酮干预组(盯组)。尾静脉小剂量注射链脲佐菌素建立DM大鼠模型。在实

验期间连续监测血糖，8W末处死动物并采集血尿标本用于相关的生化指标测定．采用real—timePCR

方法检测TGF—p1和c-Ski的mRNA水平，免疫组化法检测TGF一131和c—Ski蛋白表达情况，并进行统

计学分析。结果与NC组相比，DM组血糖和血尿素氮(blood urea nitrogen，BUN)、24 h尿微量白蛋白

(24 hours urinarymicroalbumin，24hUMA)水平明显升高，经胛干预后大鼠血糖、BUN、24 hUMA水平较

DM组均显著下降，差异均有统计学意义(P均<0．05)。PCR结果显示，DM组的TGF一131 mRNA水平较

NC组显著升高，经町干预后，其表达量显著降低，差异均有统计学意义(P均<0．05)，而c—Ski mRNA

水平三组间差异无统计学意义(D 0．05)。与NC组比较，DM组肾组织病理形态呈阳性表达，而胛组与

NC组相近。免疫组化结果显示TGF-131表达量在DM组较NC组显著增加，但c—Ski蛋白表达低于NC

组，经flr干预后TGF一131表达较DM组下降，而c—Ski表达显著增加。差异均有统计学意义(P均<

O．05)。结论DN中阻遏子c-Ski表达的下调减少了对TGF-13／Smad途径的阻断作用，而PPAR一1可减

少这种下调，为DN治疗机制的研究提供新的实验依据。
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【Abstract】 Objective To investigate the negative regulatory mechanism of c—Ski to TGF一13／Smad
signal pathway in patients with diabetic nephropathy(DN)．Methods Rats were randomized into normal con—

trol group(NC group)，diabetes group(DM group)and pioglitazone group(PT group)．Murine diabetic models

were induced with streptozotocin．All the indicators related to renal function such as blood urea nitrogen(BUN)

and 24 hours urinary microalbumin(24 hUMA)were detected in rats sacrificed after 8 weeks of experiment．

The mRNA expression levels of c-Ski and 7rGF一131 were detected by real—time PCR．and the protein expres．

sion of TGF—B1 and C—Ski were determined by immunohistochemistry and statistically analyzed．Results

Compared with NC group，the levels of BUN，24 hUMA and blood sugar were higher in DM group，and the

levels were decreased after treated by PT．and tlle differences all had statistical significance(Pall<0．05)．The
results of PCR showed tllat the level of TGF一131mRNA in DM group Was higher than in NC group．after treated

bv PT，the level ofTGF一131mRNA decreased significantly than in DM group．and the differences all had sta．

tistieal significance(Pall<0．05)．There were no statistical significance in C—Ski mRNA levels among three

groups(P>O．05)．Compared with NC group，the modality of kidney tissue shown positive expression in DM

group，but little change in PT group．The results of immunohistochemisty showed that the levels of TGF—B I in

DM group were higher，but c—Ski were lower than in NC group。while after treated by PT，the levels of TGF一

131 expressed lower，but c-Ski expressed higher than in DM group，and the differences all had statistical sig—

nmcance(舢<0．05)．Conclusion PPAR一1 can significantly up—regulate protein level of c—Ski to inhibit

TGF一13／Smad pathway in kidney tissue of diabetic rats，which may provide new evidence for DN therapeutic

machanism research．
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TGF一13／Smad信号途径是肾脏纤维化的关键通

路之一，可以促进肾小管上皮细胞向间充质细胞转

分化，促进细胞外基质(extracellularmatrix，ECM)堆

积并最终导致肾脏纤维化⋯。c—Ski是鸟类癌基因v—

Ski在人组织中的细胞内同源物，主要的生物学功能

是通过与Smad2／3及Smad4结合，阻遏Smad复合

物激活TGF一131下游靶基因的转录，从而起到对

TGF一13／Smad信号通路的负性调节作用[2]。但这些

研究主要集中在肿瘤发生上，关于其在糖尿病肾病

(diabetic nephropathy，DN)发病过程中是否也存在

相似的机制目前尚不明确。吡格列酮(pioglitazone，

W)作为过氧化物酶体增殖物激活受体(peroxisome

proliferator—activated receptor^y，PPAR一^y)最重要的

外源性激活剂，可提高胰岛素敏感性、促进脂肪细胞

生成及分化、调节细胞周期。最近有研究[31发现，该

类药物能抑制多种器官的纤维化疾病进程，但具体

作用机制尚未阐明。本文研究通过观察糖尿病(di—

abetes mellitus．DM)大鼠模型。肾组织中c—Ski和

TGF一131的表达变化，探讨PPAR—Y与TGF一131、C—

Ski之间的相互联系和对DN的影响，也为PPAR一-y

对DN治疗机制的研究提供新的实验依据。开阔新

的思路。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1实验动物 清洁级Sprague—Dawley大鼠40

只，8 W龄，体质量250～300 g，购自天津实验动物中

心。实验期间标准饲料喂养，保持良好通风，温湿度

适宜。

1．1．2 药物与试剂 链脲佐菌素『streptozotocin

(STZ)，Sigma公司]；门(日本武田公司)；Trizol(in—

vitrogen)；逆转录试剂盒(美国Fermentas公司)；／J、

鼠抗TGF一131单克隆抗体、兔抗c—Ski多克隆抗体

(Santa Cruz biotechnology)：SABC免疫组化染色试

剂盒、DAB显色试剂盒(武汉博士德公司)。

1．1．3仪器与设备 日立CF一15D冷冻离心机，德

国BIOSEN血糖分析仪．芬兰Quik read快速分析

仪，罗氏ModularP模块全自动生化分析仪。

1．2方法

1．2．1动物模型建立与分组 适应性喂养1 W后，

所有SD大鼠按体质量随机分为两组．I组为正常对

照组(NC，n=10)，II组为模型组(n=30)。模型组按

40 mg／kg体质量尾静脉注射2％STZ，同时给予正常

对照组等剂量枸橼酸钠缓冲液。造模成功的判定标

准为72 h和第7天尾静脉取血测随机血糖均≥16．7

mm01／L．共有28只造模成功。所有DM大鼠随机分

为DM组(n=14)和盯干预组(n=14)。对门组大

鼠用去离子水溶解盯，给予15 mg／(kg·d)灌胃，每

日1次．同时对NC组和DM组给予等量生理盐水

灌胃。

1．2．2体征观察实验期间．注意观察大鼠的各项

状态．包括饮食、体重、毛发和运动状况等，定期监测

血糖。

1．2．3动物标本的采集与检测 自成模之日起，每

2 W测血糖并记录：8 W末处死各组动物，留取尿液

离心(离心半径18．5 cm，3000 r／min，5 min)，用免疫

透射比浊法测定24 h尿微量白蛋白(24 hours uri．

narymicroalbumin．24 hUMA)；股动脉穿刺取血，离

心(离心半径18．5 em，3000 r／min，5 min)后取血清

于一20℃冻存，用酶法测定血尿素氮(blood urea ni—

trogen，BUN)；开腹腔取肾，左肾称重后迅速放入

10％福尔马林固定，用于切片制作，右肾去除包膜后

留取肾皮质部分于冻存管中，在一80 cC冰箱中冻存，

用于real—time PCR测定。

1．3 TGF一131和c—Ski mRNA表达测定利用real—

time PCR检测各组大鼠肾皮质中目的基因TGF一131

和c—Ski mRNA表达水平的变化。在real—time PCR

中，选用B—actin作为内参。反应体系为：2xSYBR

Premix Ex Taq 12．5斗l，cDNA 2¨1，lOtxmol／L上下游

引物各1斗l，ddH20 8．5 tzl，终体积25 txl。13-actin上

游弓I物：57一CCCATCTATGAGGGTTACGC一3 7，B—

actin下游引物：57一rITrAATGTCACGCACGArITITllC一

37：TGF一131的上游引物：57一CAACAACGCAATC．

TATGACA一3 7，TGF一131的下游引物：57一CAAG．

GTAACGCCAGGAAT一37：C—Ski的上游弓I物：57一

TCAACTCGGTGTGCGATG一37，C—Ski的下游弓I物：

5’一CGTCCGTCTTGGTGATGAG一37。real—time PCR扩

增条件：95℃预变性30 s；95 oC变性5 S，60 oC退火

及延伸30 s，共40个循环。目的基因与内参基因扩

增阈值的差值，即△Ct值，根据公式2-ACt计算出

样品初始模板量进行分析。

1．4肾组织病理形态学观察 取福尔马林中固定

的肾组织制作石蜡包埋切片(4斗m)，经HE染色，观

察‘肾组织形态学改变。

1．5 肾组织免疫组化检测 用免疫组化SABC法

检测肾组织中TGF一131和c—Ski蛋白表达。使用的

TGF一131一抗浓度为1：200，c—Ski一抗浓度为1：25。

用PBS代替一抗作为阴性对照，4℃孵育过夜，DAB

显色，苏木素复染。图像分析采用的Image—Pro Plus
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6．0图像分析系统，每张切片随机读取10个不重叠

的视野，计算其积分光密度(IOD)，取均值进行统计

学分析，具体参考文献[3]。

1．6统计学处理 用SPSSl9．0软件进行统计学处

理，计量数据采用石蜘表示，各组间均数比较采用单

因素方差分析，以P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1体征观察与NC组相比．DM组大鼠表现出

明显多饮、多食、多尿，精神状态萎靡不振，体型消

瘦，毛发枯黄，部分有气喘、白内障和溃疡等症状；

Prll治疗后，这些状况均有改善。

2．2动态监测血糖水平在实验期间，NC组大鼠

血糖与体重正常且稳定．DM组大鼠血糖始终维持

在较高水平，与NC组相比差异均有统计学意义(P

均<0．01)；PT组较DM组血糖有明显降低，差异均

有统计学意义(P均<0．01)。见表1。

表1各组大鼠不同时间血糖变化比较(；拯，mmol／L)

NC组

DM组

PT组

，值

P值

6．06±1．17 6．23±0．73 6．07±0．48 6．33±0．49

26．71±6．25。30．49±4．92’28．23±1．28+32．62士2．82+

19．82±9．746 23．60±4．796 23．70±1．856 23．97±0．976

113．44 136．25 804．59 475．20

<0．05 <0．05 <0．05 <0．05

注：+与NC组比较，P<0．01；6与DM组比较，P<O．01

2．3 肾功能相关指标检测水平比较 与NC组相

比，DM组大鼠的BUN和24 hUMA显著增加，差异

均有统计学意义(P均<0．01)；PT干预后均有下降，

与DM组比较差异均有统计学意义(P均<0．05)。见

表2。

2．4各组大鼠肾皮质TGF一131和c—Ski的mRNA

表达水平比较与NC组相比，DM组TGF一131 mR．

NA表达水平明显升高，经胛干预后．其表达水平

较DM组有显著下降。差异均有统计学意义(P均<

0．05)：c—Ski mRNA各组间表达水平差异无统计学

意义(乃0．05)。见表3。
表2各组大鼠肾功能相关指标检测水平比较(戈蜘)

注：+与NC组比较，P<0．Ol；6与DM组比较，P<O．05；66与DM组

比较．P<O．Ol

表3大鼠肾皮质c—Ski、TGF—B1 mRNA表达水平比较(X_-l=S)

注：。与NC组比较，P<0．01；o与DM组比较，P<0．05

2．5 肾组织病理形态学结果 镜下可见NC组肾小

球大小正常，内部呈丝网状结构。肾小球血管袢薄而

清晰，内部充满红细胞，系膜区无明显增生，周围肾

小管正常；DM组肾小球体积增大，肾小球内部丝网

状结构模糊．系膜基质增宽．肾小球毛细血管基底膜

增厚，部分肾小球出现分叶；胛组肾脏形态结构接

近NC组．有轻度基底膜增厚。见图1。

2．6 肾组织免疫组化检测结果TGF—B1在各组中

均呈现明显的黄色颗粒沉着，DM组表达强阳性，显

著高于NC组，PT组TGF一131表达较DM组显著下

降，差异均有统计学意义(P均<0．05)；c—Ski在NC

组可见阳性表达。部位和TGF—B1基本一致，DM组

中c—Ski表达明显减少，frr组明显增加，差异均有

统计学意义(P均<0．01)。见表4，图2、3。

3讨论

本实验采用尾静脉小剂量注射STZ的方法，成
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表4大鼠肾皮质TGF—B1、c—Ski蛋白表达水平比较(茗±s)

注：’与NC组比较，P<0．01；6与DM组比较，P<0．05；“与DM组

比较．P<O．01

功建立DM大鼠模型。小剂量STZ可以使胰岛素分

泌轻度受损，具有2型DM后期的特征[41。DN早期

病理生理改变主要是肾小球高滤过和微量蛋白尿，

尿蛋白可通过肾小管上皮细胞募集的巨噬细胞诱导

转分化的发生和细胞外基质的产生．引起间质纤维

化[5]。观察UMA可以提示肾功能的损害程度，对于

诊断DN进程有较高灵敏度。本文研究在整个实验

期间，造模成功的大鼠血糖维持在高水平，肾脏肥大

明显，各项肾功能相关指标包括BUN、24 hUMA均

呈现明显升高。表明DM大鼠肾脏组织发生了病变，

并发DN。

DN的主要发病机制之一就是ECM的过度堆

积。而TGF—Bl作为ECM调节剂，其过度表达可导

致ECM增生，而肾小球硬化和肾间质纤维化正是

TGF一[3／Smad信号通路调节ECM堆积的结果。一般

妒毒

情况下，TGF—B1在肾脏中表达的量是很低的；而在

DM状态下．TGF一131的表达显著增加[6]。可能正是

TGF一131的这种扩大化效应，不断促进肾脏组织纤

维化进程，加速DN发展。阻遏子e—Ski可以通过阻

止Smad2、Smad3吸引Smad4形成三聚体复合物。抑

制TGF—B1下游靶基因的转录，控制这种扩大效应

的产生。在正常肾脏组织中，存在有一定量的c—Ski，

其通过与Smad蛋白相互作用，有效地限制Smad介

导的基因转录，保护肾组织免受不需要的TGF一131

反应的影响[7]。本文研究免疫组化结果也显示，DM

组中TGF一131表达较NC组显著升高．而c—Ski在

NC组中表达高于DM组。由此推测，DN中可能是

c—Ski的表达下调减少了对TGF一[3／Smad途径的阻

断作用，为TGF—B1创造了一个理想的促纤维化环

境，使TGF一131可以不受控制的转导信号。尤其值得

注意的是．c—Ski对TGF一13转录活性的抑制是唯一

发生于核内的．且在各物种中具有高度保守性。这对

于下调TGF一131的促纤维化效应，控制肾脏纤维化．

延缓DN进程有重要意义。

进一步观察c—Ski mRNA的表达，发现各组之

间差异均无统计学意义，提示其蛋白的表达变化可

能不是由基因转录的改变引起的。Fukasawa等[81的

研究中提出，在单侧输尿管闭塞模型小鼠中c—Ski

蛋白表达减少不是因为其mRNA表达的降低．而是

Smurf2等介导的蛋白水平的降解。Le Scolan等[93研

图2肾组织TGF一131免疫组化结果(SABC法，x400

7．
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究认为，TGF—B可以通过泛素化途径或蛋白酶体途tasone on left Ventricular hypertrophy

径参与诱导Ski蛋白家族成员的降解，促进Smad蛋HypertensRes 2007，30：863—873．

白降解，从而对c—Ski进行负反馈调节。本文研究中

PT干预后发现，TGF一131的蛋白表达较DM组显著

下降，而c—Ski蛋白表达显著增加。因此推论。胛可

能通过上调c—Ski的表达。提高TGF一131反应的阈

值，抑制TGF一131过表达，抑制无限制的促纤维化效

应，从而对DN达到有限制的调控。另一方面，TGF—

Bl因为同时兼有抗炎特性[m]，直接抑制其本身活性

可能对某些炎症反应产生无法预测的影响．而

PPAR一^y可以上调c—Ski的表达，通过迂回的方式限

制TGF一131的反应，从而避免上述影响。这为阐明

PPAR一1治疗DN的作用机理提供了新的思路，也

为研究治疗DN的机制提供了新的可行方案。
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