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骨桥蛋白在糖尿病大鼠肾组织中的表达及意义

曹延萍 高峰郝军 任韫卓段惠军

【摘要】 目的观察糖尿病大鼠肾组织中骨桥蛋白(0PN)的表达及其与巨噬细胞(CD68)、细胞增殖核

抗原(PCNA)之间的关系，初步探讨其在糖尿病肾损害中的意义。方法雄性Wistar大鼠被随机均分为对照

组和糖尿病组，每组24只。腹腔单次注射链脲佐菌素(STZ)诱发糖尿病大鼠模型，采用免疫组化和蛋白质免

疫印迹法(Western blotting)分别检测0PN、CD68及PCNA在肾组织的表达，原位杂交检测肾组织中0PN

mRNA的表达。结果 与对照组比较，糖尿病组大鼠在注射STZ后1、2、4和8周，血糖、尿素氮(BUN)和24 h

尿蛋白定量显著增高，肌酐清除率(CCr)显著降低；0PN表达呈进行性增加并明显高于对照组(P均<o．05)；

1周和2周时PCNA表达高于对照组，4周和8周时CD68表达较对照组略有增高。结论0PN在糖尿病肾

损害过程的早期可能与肾小管上皮细胞增殖有关，后期可能趋化巨噬细胞浸润。
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【Abstract】 objective To investigate the expression and implication of osteopontin(0PN)in renal

cortex of diabetic rats。 Melhods Experimental diabetes was reproduced in uninephrectomized rats by giVing

streptozotocin(STZ)． The animals were divided into two groups：contr01 group and diabetic group(each

，z一24)． Immunohistochemistry and Western blotting were used to detect the protein expression of oPN，

CD68，and proliferating cell nuclear antigen(PCNA)．At the same time the mRNA expression of 0PN was

detected by in situ hybridization．Results Compared with control group，blood glucose，blood urea nitrogen

(BUN) ， 24-hour urine protein quantum and quantification of 0PN protein significantly increased while

creatinine clearance rate(CCr)was significantly decreased in diabetic rat group 1， 2，4 and 8 weeks after

STZ injection． The protein of PCNA were also higher than that of contr01 group 1 and 2 weeks after STZ

in{ection(aU P<O。05)，and the increase in CD68 was observed at week 4 and week 8． ConcIusl蚰

0verexpression of 0PN may be responsible for the proliferation of tubular cells at early stage of diabetic

nephropathy and for the accumulation of macrophage at later stage．

【l【ey words】 diabetic nephropathy； osteopontin； macrophage} proliferating cell nuclear antigen

骨桥蛋白(OPN)是一种分泌型酸性糖化磷蛋

白，其近年来在肾脏疾病发生过程中的重要作用已

逐渐被认识。OPN具有致炎和保护的双重作用，在

不同肾疾病模型中表达部位和作用都不尽相同，在

糖尿病肾病(DN)的研究中多是检测其表达情况及

影响因素，关于其在糖尿病肾损害中发挥的作用目

前研究较少。我们采用免疫组化、原位杂交、蛋白质

免疫印迹法(western blotting)检测了糖尿病大鼠

肾组织中OPN、巨噬细胞(CD68)和细胞增殖核抗

原(PCNA)的表达，初步探讨0PN在糖尿病肾组织

病变中的表达、定位及意义，为进一步阐明OPN在

DN发生发展中的作用提供实验依据。
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·论著·

l材料与方法

1．1主要材料：雄性wistar大鼠48只，体重120～

150 g，由河北省实验动物中心提供。链脲佐菌素

(STZ)购自美国Sigma公司，小鼠抗大鼠OPN单克

隆抗体(单抗)购自美国Santa Cruz公司，小鼠抗大

鼠CD68单抗购自美国NeoMarker公司，小鼠抗大

鼠PCNA单抗和0PN原位杂交试剂盒购自武汉博

士德生物工程公司。

1．2糖尿病大鼠模型制备和分组：48只大鼠用戊

巴比妥(40 mg／kg)腹腔注射麻醉后行右肾切除术，

2周后切口完全愈合。按随机数字表法分为右肾切

除对照组(24只)和糖尿病组(24只)。糖尿病组大鼠

腹腔单次注射STZ 65 mg／kg(用pH 4．5的枸橼酸

钠缓冲液o．1 mol／L配制)，对照组只注射等量枸橼

酸钠缓冲液，48～72 h后，血糖≥16．7 mm01／L、尿

糖(+++)～(++++)的大鼠确定为糖尿病模型制备

成功。实验期间动物自由进食、饮水，不使用胰岛素

万方数据



·288· 史垦蕉重丛叁垫堕堂!!!!生!旦筮；!鲞筮!塑堡堕!曼坐鱼望坚鲤!丛!∑!!!!!∑!!：!!!塑!：!

及其他降糖药物。

1．3检测指标及方法

1．3．1标本收集：分别于注射STZ后1、2、4和8周

每组取6只大鼠，称重后用代谢笼收集24 h尿。股

动脉取血，分离血清，用于生化指标测定。切取左侧

肾脏，去掉被膜，滤纸吸干血迹后称重；取部分肾皮

质保存于一70℃冰箱中，用于Western blotting检

测，部分肾组织置于体积分数为4％的多聚甲醛水

溶液(用o．1 mol／L磷酸盐缓冲液(PBS)、焦碳酸二

乙酯(DEPC)水配制]中固定用于原位杂交，部分用

体积分数为10％的甲醛水溶液固定用于常规病理

学观察及免疫组化观察。

1．3．2血、尿生化指标的测定：用日立7170A全自

动生化分析仪测定血糖、血尿素氮(BUN)、血肌酐

(SCr)、尿肌酐(UCr)和24 h尿蛋白定量，并计算肌

酐清除率(CCr)。

1．3．3病理学观察：常规病理切片，片厚4弘m，脱

蜡至水，行苏木素一伊红(HE)和高碘酸一希夫(PAS)

染色，光学显微镜观察。

1．3．4 免疫组化检测OPN、CD68和PCNA的表

达：采用过氧化物酶标记的链霉卵白素法(SP法)。

切片厚4弘m，常规脱蜡至水，一抗为OPN、CD68和

PCNA单抗(1：200稀释)，二抗为生物素化兔抗大

鼠IgG，以PBS代替一抗作阴性对照，3，3’一二氨基

联苯胺(DAB)显色。

1．3．5 Western blotting检测肾皮质OPN的表达：

取肾皮质加入预冷的蛋白裂解液[由2．5 mmol／L

乙二胺四乙酸(EDTA)、体积分数为10％的甘油和

l％的TritonX一100、质量分数为1％的脱氧胆酸钠

和0．1％十二烷基硫酸钠(SDS)、10 mmol／L焦磷

酸钠、50 mmol／L矾酸钠、1 mmol／L苯甲基磺酰氟

组成]裂解，蛋白质定量采用Bradford法，10％SDS一

聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)，转膜至聚偏二

氟乙烯(PVDF)膜上，用含质量分数为5％脱脂奶粉

的蒸馏水37℃封闭2 h，加适量一抗(1：200的

OPN抗体)4℃过夜，洗膜后加适量辣根过氧化物

酶标记的兔抗大鼠IgG二抗，于37℃孵育2 h，

DAB显色，每组重复3次，凝胶分析软件分析结果。

1．3．6原位杂交检测OPN mRNA的表达：切片厚

6弘m，常规脱蜡至水，体积分数为3％的过氧化氢

(H。o。)处理，胃蛋白酶消化，40℃杂交过夜，洗涤后

依次滴加生物素化鼠抗地高辛和生物素化过氧化物

酶，DAB显色。

1．4统计学处理：应用SPSS 11．o统计软件完成，

所有数据以均数土标准差(z士s)表示，采用配对f检

验和方差分析，P<o．05为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1生化指标结果(表1)：与对照组比较，糖尿病

组制模后不同时间点血糖、BUN和24 h尿蛋白定

量均显著增高，CCr均显著降低，差异有统计学意义

(P均<O．05)。

2．2 OPN的表达(彩色插页图1)：对照组肾皮质

部分远端肾小管上皮细胞中有OPN表达，主要以

上皮细胞管腔侧为主。糖尿病组于1周时皮质肾小

管上皮细胞出现轻度表达，表达不仅局限于管腔侧，

部分肾小管上皮细胞胞质中也有表达，肾小球可见

弱阳性表达；2周时皮质肾小管上皮细胞及肾小球

OPN表达呈进行性增加，肾小管表达增加更明显；

8周时表达达到高峰，此时肾小管OPN的表达趋向

弥漫性分布，肾小球呈阳性表达。

2．3 CD68的表达：对照组仅有少量CD68阳性巨

噬细胞散在分布于肾皮质。糖尿病组1周和2周未

见巨噬细胞增多，4周和8周巨噬细胞在局部肾间

质有轻度增多趋势。

2．4 PCNA的表达(彩色插页图2)：PCNA蛋白在

细胞核表达，细胞核呈棕色为阳性细胞。对照组仅在

肾小管有极少量阳性细胞。糖尿病组1周肾小球、肾

小管均出现阳性细胞，表达高于对照组；2周时肾小

表l 对照组及糖尿病组大鼠血糖、BUN、CCr及24 h尿蛋白定量比较(j士s)

注：与对照组同期比较，8|P<o．05
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球无阳性表达，肾小管阳性细胞数较1周时有所减

少，但仍高于对照组；4周时肾组织阳性细胞数已接

近对照组。

2．5 western blotting检测肾皮质0PN的表达

(图3)：应用凝胶成像分析系统对OPN表达进行定

量分析，结果显示：对照组OPN表达较弱，表达量

为345．29、381．97、480．95。糖尿病组表达较对照组

明显增高，在2、4和8周时表达量分别为638．95、

828．56、868．60，随时间呈现逐渐上升的趋势。

组别

注：1～3依次为对照组2、4和8周；4～6依次为糖尿病组

2、4和8周；与对照组同期比较，8P<0．05

圈3 western blotting检测大鼠肾皮质oPN的表达

2．6 原位杂交检测OPN mRNA的表达(彩色插页

图4)：OPN mRNA主要在皮质肾小管胞质表达。

对照组肾小管呈弱阳性表达。糖尿病组1周时OPN

mRNA表达较对照组明显增高，近曲小管强于远曲

小管，且呈现逐渐上升的趋势。

3讨 论

DN是糖尿病微血管病变严重的并发症，糖尿

病早期即存在的高滤过、高灌注和毛细血管高压，使

肾小球、肾小管、间质和血管均可发生病变，高血糖

及其引起的代谢紊乱是其发病的始动因素，并使

DN有着自己特殊的微环境及特点。近年研究显示，

OPN在多种肾脏疾病的进展中过度表达并发挥着

重要作用，尤其是其介导的巨噬细胞浸润与肾小管

间质的损伤关系密切，并能更好地反映肾脏疾病的

进展程度n‘23。本研究结果显示：糖尿病大鼠肾组织

OPN过度表达，并呈逐渐上升趋势，肾小管、肾小

球、间质均可见阳性表达。由于曾有文献报道，OPN

存在于血液循环中。3，并可在单核细胞系表达“3，我

们应用原位杂交方法观察高表达OPN的来源，结

果证明肾组织中OPN表达显著增高主要是肾小管

上皮细胞自身分泌的结果。还有文献报道，低氧和高

糖环境可促进OPN mRNA表达凸。63，在糖尿病模型
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中，肾组织长期暴露于高血糖的超滤液中，而高血糖

又加重组织缺血、缺氧，因此，在最初糖尿病引起的

肾损害中，OPN表达增高可能由高糖直接触发。

OPN在糖尿病肾损害进展中的作用尚不完全

清楚。在急性缺血性肾功能衰竭模型及急性肾小管

坏死模型中，OPN对于近端肾小管的完整性是必须

的，它可通过促进细胞增殖帮助肾小管的再生和重

建∽。83。我们分析了oPN与PCNA阳性细胞之间的

关系，结果显示，1周和2周糖尿病组大鼠肾组织

OPN过度表达的同时伴有小管PCNA阳性细胞数

增高，而4周和8周时PCNA阳性细胞数则明显下

降。我们推测可能是由于糖尿病时伴有肾脏微血管

和大血管的病变，肾组织处于一种慢性缺血的微环

境状态，而早期即存在的肾小球高滤过、高灌注的血

流动力学改变，使肾组织发生灌注性损伤。因此，在

糖尿病肾损害早期，oPN也可通过促进细胞增殖，

提高肾脏在这种相对缺血的微环境中肾小管的生存

力，但OPN的这种保护作用可能仅是机体的一种

短暂代偿行为，在肾小管最初受损时促进其再生和

重建，帮助功能恢复，随着病情发展，病变逐渐严重，

这种作用则失代偿。

另外，近年研究认为，OPN是一种强大的巨噬

细胞趋化因子和黏附分子。’1∞，巨噬细胞上存在大

量与OPN有高度亲和力的受体，通过这些受体，

OPN可促使巨噬细胞到达肾问质，加重肾间质损

伤。同时，OPN还可促使巨噬细胞定位和释放生长

因子，如转化生长因子一p1(TGF—p1)，导致细胞外基

质沉积，肾小管间质纤维化，而肾间质纤维化程度愈

重，愈提示肾脏疾病预后不良。”。我们的结果发现，

1周和2周时糖尿病组大鼠肾组织中并无明显巨噬

细胞浸润，4周和8周时肾间质可见巨噬细胞轻度

浸润，呈一定上升趋势。出现该结果可能与以下原因

有关：①肾脏疾病的发病多有炎症或免疫反应参与，

而糖尿病早期肾损害是由高血糖及其引起的基本代

谢紊乱以及血管损害造成的供血不足导致，且OPN

的表达增高可能是高血糖直接触发，推测OPN作

为巨噬细胞趋化因子，还需其他因素辅助共同发挥

此作用。②文献报道由于RNA剪切方式及转录后

修饰过程的不同，OPN有多种成熟形式，其分子结

构不同则作用不同甚至相反。糖尿病肾组织有特殊

的微环境，其中的众多因素可能影响oPN分子的

结构从而影响其功能。⑧在正常肾组织中也有少量

OPN表达，但其并不引起巨噬细胞浸润。Giachelli

等u约认为，正常肾组织中OPN存在于细胞内，然后
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直接分泌到尿液中，不与间质细胞相互作用，因此并

不引起巨噬细胞浸润，只有当肾小管严重受损坏死

时，OPN被释放到细胞外基质，才引起巨噬细胞浸

润。本研究结果中，1、2和4周时OPN阳性表达主

要局限在肾小管细胞内，肾小球有部分表达，但晚于

肾小管，而间质中仅在8周时才发现较明显表达。由

于本课题中仅研究了糖尿病肾损害早期OPN与巨

噬细胞浸润之间的关系，其后期是否趋化巨噬细胞

浸润应做进一步研究。
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失血性休克时麻醉剂对犬胃黏膜灌流的影响

胃肠道是失血性休克导致低灌流时最先受影响的器官之一。在失血性休克和复苏期间，麻醉剂的使用能影响血流动力学

和组织氧输送。国外学者研究了海罗芬、七氟醚、异氟烷3种麻醉剂对失血性休克犬胃黏膜血流动力学和血氧浓度的影响。实

验中3种麻醉剂浓度均为1．oo最小肺泡麻醉浓度(MAC)，使用胃黏膜张力计测定胃黏膜二氧化碳分压(PgC0。)和动脉血二

氧化碳分压(PaC0：)。通过放血将犬的平均动脉压(MAP)降至40～50 mm Hg(1 mm Hg=o．133 kPa)，并维持45 min以上，

然后回输失血进行复苏。他们观察了失血45 min以及回输失血15 min和60 min的血流动力学、血氧浓度和PgC0z变化。结

果显示：失血犬的动脉压、心脏指数和血氧浓度均明显降低(P均<o．05)，但各组之间差异无统计学意义(尸均>o．05)。海罗

芬组麻醉犬的Pgc0：明显低于其他两组(尸均<o．05)。因此得出结论：失血性休克复苏时，使用同等剂量麻醉剂，海罗芬对胃

黏膜灌注的保护作用优于七氟醚和异氟烷。

黄彬，编译自《J Invest Surg》，2008，21(1)：15—23}胡森，审校

白细胞介素一6活化转录激活因子3防止低血容量性循环衰竭

约半数创伤的死亡原因是低血容量性循环衰竭(HCC)。最近美国研究人员通过轻度创伤加重度失血性休克(HS)建立了

大鼠HCC模型。模型伴有主动脉血流峰值骤降50％，并有心肌细胞凋亡，以及持续加重的低血压。对此过程的干预主要是通

过对细胞凋亡的复苏。给予白细胞介素一6(IL一6)能活化心肌细胞内信号转导蛋白和转录激活因子3(STAT3)，防止心功能障

碍和心肌细胞凋亡的发生，使死亡率降低50％。用sTAT3选择性抑制剂(T40214)对大鼠进行预处理可抑制IL一6介导的

STAT3活化和心肌细胞复苏，阻滞了IL一6对心肌细胞的保护作用。先天缺乏sTAT3和sTAT3p的大鼠心脏对HS所致的心

肌细胞凋亡可完全耐受。对心肌细胞凋亡相关基因的分析显示，与对照组比较，HS大鼠29％的凋亡相关基因表达发生了改

变，给予1L·6后凋亡相关基因表达恢复正常，而用T40214预处理后1L一6介导的正常化受阻。因此研究者认为，心功能障碍、

心肌细胞凋亡及凋亡相关基因改变都参与了HCC的发生，给予IL一6则能通过活化STAT3来抑制心肌细胞凋亡及凋亡相关

基因的表达。此发现为预防HCC以及降低创伤后死亡率的研究提供了依据。

包呈梅，周圆勇，编译自《PLoS ONE》，2008，3(2)：e1605；胡森，审校
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骨桥蛋白在糖尿病大鼠肾组织中的表达及意义

④：对照组；⑥：糖尿病组
图1 两组大鼠注射sTz后8周OPN的

表达(免疫组化，×400)

③：对照组；⑥：糖尿病组

图2两组大鼠注射sTz后l周PcNA的
表达(免疫组化，×400)

(正文见287页)

(D：对照组；⑥：糖尿病组
图4 两组大鼠注射sTz后8周0PN mRNA的

表达(原位杂交，×400)

血必净联合罗格列酮对局灶节段性肾小球硬化大鼠肾脏的保护作用

(D：假手术组，⑥：模型组，(D：联合治疗组

图1 各组大鼠肾小球内TGF—Bl表达(免疫组化，×400)

⑧：假手术组；⑩：模型组，④：联合治疗组
图2各组大鼠肾问质内VEGF发达(免疫组化，×400)
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