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厄贝沙坦对２型糖尿病大鼠肾小管上皮细胞 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２和

αＳＭＡ表达关系的影响
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　　摘　要：目的　探讨血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）１型受体拮抗剂（ＡＲＢ）厄贝沙坦对２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）大鼠肾小管上皮细胞基质

金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）／基质金属蛋白酶组织抑制物２（ＴＩＭＰ２）和α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）表达关系的影响及其肾脏功能保

护的可能机制。方法　将实验大鼠随机分成正常对照组（Ａ组）、糖尿病组（Ｂ组）、厄贝沙坦治疗组（Ｃ组），８周时用免疫组织化学

法检测肾脏αＳＭＡ、ＭＭＰ２、ＴＩＭＰ２表达并进行相关分析。结果　（１）与Ａ组比较，Ｂ组大鼠肾脏αＳＭＡ、ＴＩＭＰ２表达明显增

强，ＭＭＰ２表达减弱（犘＜０．０５）；（２）αＳＭＡ蛋白含量与肌酐清除率（Ｃｃｒ）、ＭＭＰ２呈明显的负相关；与ＴＩＭＰ２蛋白含量之间呈

正相关。结论　糖尿病肾病（ＤＮ）存在肾小管间质纤维化的病理变化，且与肾功能密切相关；ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２与肾小管纤维化

密切相关；厄贝沙坦具有延缓肾小管纤维化进展的作用。
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　　近年大量研究发现，糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，

ＤＮ）时肾小管病变及小管间质纤维化对肾功能的影响较肾小

球病变更为重要，肾小管上皮细胞肌成纤维细胞转分化（ｔｕ

ｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＴＥＭＴ）是肾

间质纤维化的重要发病机制之一，抑制或逆转肾小管上皮细胞

转分化对延缓肾功能衰竭具有重要的临床意义［１］。研究表明，

基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ２）参与

早期ＤＮ肾小球基底膜的损伤及肾小管萎缩和肾间质纤维

化［２］，血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）参与肾管端小管细胞 ＭＭＰ２的

表达调节［３］，本研究的目的旨在观察血管紧张素Ⅱ１型受体

拮抗剂（ＡＲＢ）厄贝沙坦对２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉ

ｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）大鼠肾小管上皮细胞 ＭＭＰ２及α平滑肌肌动蛋

白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）表达关系的影响，探讨厄贝

沙坦的肾脏保护作用及其可能机制。

１　材料与方法

１．１　动物模型的建立与分组　１８只清洁级健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ

大鼠，体质量１８０～２００ｇ（购自华中科技大学同济医学院动物

实验中心，为同一批繁殖），给予基础饲料（蛋白质２２％，脂肪

１０％，碳水化合物６０％，其他８％）喂养适应环境２周后，随机

分为正常对照组（Ａ组）６只和模型组１２只，Ａ组继续予以基

础饲料喂养，模型组则参照文献［４］建立Ｔ２ＤＭ 大鼠模型，先

喂以高糖、高脂饲料（常规饲料加２０％蔗糖、１０％猪油、２．５％

胆固醇），４周后左下腹单次注射小剂量链脲佐菌素（ＳＴＺ，美国

Ｓｉｇｍａ公司，３０ｍｇ／ｋｇ溶于０．１％柠檬酸缓冲溶液，ｐＨ４．４），

以非空腹血糖大于或等于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ、伴胰岛素敏感性降低

作为Ｔ２ＤＭ大鼠模型成功标准。造模成功后将成模动物再随

机分成ＤＭ对照组（Ｂ组）及厄贝沙坦治疗组（Ｃ组）各６只，Ｃ

组在造模成功后即开始喂服厄贝沙坦（５０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，杭

州赛诺菲安万特民生制药有限公司），Ｂ组则以等体积蒸馏水

灌胃。

１．２　标本的收集与处理　于８周末，各组大鼠用代谢笼收集

２４ｈ尿，－３０℃保存，次日用乙醚麻醉，从心脏采血，留取血、
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表１　　各组动物生化指标及肾脏病变情况（狓±狊）

组别 狀 体质量（ｇ）
血糖

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

血三酰甘油

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

胆固醇

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

血胰岛素

（μＩＵ／Ｌ）

高密度脂蛋白

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ａ组 ６ ２２３．００±９．７０ ６．８０±０．７１ ０．８７±０．１０ １．９８±０．１０ ２０．５０±１．４６ １．５７±０．０８

Ｂ组 ６ ６３．３３±１２．６９ａ ４．４３±０．８４ａ １．６６±０．０６ａ ２．８９±０．１４ａ ３８．００±１．２２ａ １．６０±０．０７

Ｃ组 ６ ２４６．００±８．３３ａ １３．７８±０．７３ａ １．５７±０．０６ａ ２．７５±０．１５ａ ３５．２１±０．７９ａ １．６１±０．０６

续表１　　各组动物生化指标及肾脏病变情况（狓±狊）

组别 狀
低密度脂蛋白

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

肾重指数

（ｍｇ／ｇ）

２４ｈ尿清蛋白排泄量

（ｍｇ）

内生肌酐清除率

（ｍＬ／ｍｉｎ）

肾小管损伤

指数

Ａ组 ６ ３．９９±０．２６ ０．３５±０．０５ １．１２±０．４２ ３．１５±０．１３ ０．１０±０．０２

Ｂ组 ６ ５．２７±０．２１ａ ０．９５±０．０９ａ ８．３４±０．２１ａ １．２５±０．０８ａ ４．７５±０．４２ａ

Ｃ组 ６ ４．０５±０．１４ａ ０．９１±０．１１ｂ １．２８±１．１２ｂ ２．２７±０．１３ｂ ２．３９±０．３６ａｂ

　　狇≥３．４９，ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；狇≥２．８９，ｂ：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

尿标本后立即打开腹腔，游离并取出双肾，以４℃生理盐水洗

净，小心剥去肾包膜，再以４℃生理盐水冲洗肾血管３次，右肾

称质量后，以１０％中性甲醛固定，石蜡包埋，制成２μｍ 厚

切片。

１．３　生化指标检测　留取的血、尿标本检测血糖、血肌酐、尿

肌酐、尿清蛋白（免疫散射比浊法）、血胰岛素（放射免疫法）等

指标，并参照有关公式计算内生肌酐清除率（Ｃｃｒ）。

１．４　组织病理学观察　石蜡切片 ＨＥ、ＰＡＳ染色，光镜下观察

肾组织形态学改变，采用 ＨＰＩＡＳ１０００型医学图像分析系统

６．０，每只动物选２张切片，每张切片在高倍镜下连续观察５０

个视野，按肾小管上皮细胞扩张、萎缩、炎性细胞浸润、肾间质

纤维化等病变程度，将肾小管损伤分为４级：（－）为无肾小管

病变；（＋）为轻度，病变范围小于２０％；（＋＋）为中度，病变范

围２０％～４０％；（＋＋＋）为重度，病变范围大于４０％。记录连

续不重叠的２０个高倍镜视野内积分，取均值作为肾小管损伤

的指数。

１．５　免疫组织化学检测　兔抗鼠αＳＭＡ、ＭＭＰ２单克隆抗

体、免疫组织化学超敏ＳＰ试剂盒均购自武汉博士德生物工程

公司。采用ＳＰ法检测αＳＭＡ、ＭＭＰ２。详细步骤严格按照

说明书进行。用ＰＢＳ代替一抗作阴性对照，用已知阳性片作

阳性对照，用ＤＡＢ显色，苏木素复染。每张切片在高倍镜（×

４００）下随机选择２０个视野，以胞浆出现棕黄色染色为阳性信

号，采用 ＨＰＩＡＳ１０００型医学图像分析系统进行分析，测定该

区域的积分吸光度值，以均值表示每个标本的积分吸光度，最

后进行各组均值比较。

１．６　统计学处理　用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计学分析，

实验中计量资料以狓±狊表示，组间比较在方差检验证明为齐

性后，采用单因素方差分析，多样本均数两两比较采用狇检验；

指标之间的关系采用简单直线相关分析，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组动物生化指标变化情况　 Ｂ组体质量、血糖、血三

酰甘油、胆固醇、低密度脂蛋白均较Ａ组显著升高（犘＜０．０５）；

Ｃ组与Ｂ组比较上述指标有不同程度下降，但差异无统计学意

义（犘＞０．０５）；３组之间高密度脂蛋白差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表１。Ｂ组肾重指数、２４ｈ尿清蛋白排泄量均较Ａ组

增高（犘＜０．０５）；Ｃ组以上指标虽较Ａ组增高但差异无统计学

意义（犘＞０．０５），与Ｂ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），

Ｃｃｒ结果与之相反，见表１。

２．２　各组动物肾脏病变情况　ＰＡＳ染色 Ａ组肾小球未见病

理改变；Ｂ组肾小球体积增大，基底膜增厚，细胞外基质ＥＣＭ

增多，系膜区扩大，部分肾小管轻度萎缩或管腔扩张，上皮细胞

水肿，呈区域性分布，胞浆内可见脂肪空泡，多位于基底部；Ｃ

组则上述病理变化有所改善，见封２图１。Ｂ组肾小管损伤指

数较Ａ组明显增高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），Ｃ组肾小

管损伤指数虽较Ａ组增高，但与Ｂ组比较则明显减少，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．３　免疫组织化学检测肾脏 ＭＭＰ２、ＴＩＭＰ２、αＳＭＡ蛋白

表达　Ｂ组中肾小管上皮细胞可见αＳＭＡ大量表达，而Ｃ组

只在肾小管上皮细胞中呈散在表达，表达强度明显减弱（表２，

封２图２～４）。

表２　　大鼠肾脏 ＭＭＰ２、ＴＩＭＰ２、αＳＭＡ染色

　　　　相对含量（狓±狊）

组别 ＭＭＰ２ ＴＩＭＰ２ αＳＭＡ

Ａ组 ０．３９±０．０２ ０．１９±０．０１ ０．０１±０．０１

Ｂ组 ０．２４±０．０１ａ ０．３６±０．０２ａ ０．４１±０．０３ａ

Ｃ组 ０．３２±０．０２ａｂ ０．２８±０．０１ａｂ ０．２５±０．０２ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

２．４　相关分析　糖尿病肾病大鼠肾小管损伤指数、αＳＭＡ蛋

白含量与 ＴＩＭＰ２呈明显的正相关（狀＝１８，狉＝０．９０，犘＜

０．０５），与Ｃｃｒ呈明显的负相关；αＳＭＡ蛋白与 ＭＭＰ２蛋白含

量之间呈明显负相关（狀＝１８，狉＝－０．８５，犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ＭＭＰ２在Ａ组大鼠肾小球系膜细胞、毛细血管内皮细胞

及肾小管上皮细胞呈散在表达，Ｂ组的表达较 Ａ组减弱，Ｃ组

的表达强度介于Ａ、Ｂ两组之间，ＴＩＭＰ２表达与之相反，见表

２、封２图２～３。正常大鼠αＳＭＡ只在血管壁表达，近曲小管

１３０３重庆医学２０１２年１０月第４１卷第２９期



上皮细胞胞浆内无表达。本实验所制备的动物模型具有高血

糖、高胰岛素血症伴肥胖、脂代谢异常等类似人类Ｔ２ＤＭ临床

特点；该模型８周时出现肾脏体积增大、尿清蛋白排泄量增加、

Ｃｃｒ降低、肾小球肥大、基底膜增厚及细胞外基质增多、系膜区

扩大、早期肾小管纤维化等ＤＮ的病理特征。

ＤＮ特征性病理改变是基底膜增厚、肾小球结节性硬化，

因此，既往许多ＡＲＢ类药物肾保护作用机制的研究多集中在

肾小球病变。但近年来越来越多的研究认为肾间质纤维化，特

别是肾小管上皮细胞ＥＭＴ在ＤＮ发病机制中发挥着重要的

作用［５］。ＴＥＭＴ即肾小管上皮细胞在病理条件下转化为肌成

纤维细胞（ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭｙｏＦ）的过程，ＭｙｏＦ是一种处于激

活状态的细胞，它同时具有成纤维细胞和肌细胞的特性，可表

达波形蛋白和αＳＭＡ，并分泌大量细胞外基质，促发肾间质纤

维化的发生［６］，因而αＳＭＡ是肌成纤维母细胞的标记分子，α

ＳＭＡ表达增加是肾小管转分化的重要标志。本实验结果显

示，ＤＮ大鼠肾小管损伤指数、αＳＭＡ蛋白含量明显升高且与

Ｃｃｒ呈明显的负相关，提示ＤＮ不仅存在基底膜增厚、肾小球

结节硬化等肾小球病变，同时存在肾小管转分化、肾小管损伤

的发生，且肾功能与之密切相关。

Ⅳ型胶原是肾小球基底膜和肾小管基底膜的主要组分，形

成三维网状骨架，对维持基底膜的结构和生理功能有着举足轻

重的作用［７］，由于其具有独特的螺旋结构，大部分降解酶对它

没有作用。基质金属蛋白酶家族中的 ＭＭＰ９、ＭＭＰ２，又称

Ⅳ型胶原酶 Ａ、Ｂ，是Ⅳ型胶原的专一降解酶，ＭＭＰ２是一类

具有Ｚｎ２＋依赖性的内源性蛋白水解酶，ＴＩＭＰ２是其特异性抑

制剂，生理状态下，ＭＭＰ２与ＴＩＭＰ２处于相对平衡状态，两

者相互拮抗维持基底膜正常代谢。本实验结果显示，ＤＮ大鼠

肾脏 ＭＭＰ２表达水平明显低于正常对照组，ＴＩＭＰ２则明显

高于正常对照组，与既往研究结果一致［２，８］，且 ＭＭＰ２与α

ＳＭＡ呈负相关，ＴＩＭＰ２与αＳＭＡ呈正相关，表明 ＭＭＰ２／

ＴＩＭＰ２与ＤＮ肾小管纤维化密切相关。目前，现有的体内外

实验证实［２］，ＴＧＦβ１ 是最重要的 ＭＭＰｓ的调节因子。且是一

种公认的致纤维化因子。大量的实验表明［９１０］，糖尿病或高糖

状态下 ＴＧＦβ１ 是升高的。糖尿病状态下，ＴＧＦβ１ 受血糖、

ＡｎｇⅡ、血管张力等多种因素调节
［１１１３］，ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２是其

调节的众多的下游因子之一，而 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２只是基质金

属蛋白酶大家族成员中的一种，提示ＤＮ的发病机制存在多种

途径，多靶点全方位治疗才是有效防治ＤＮ的方向。本实验结

果显示，厄贝沙坦干预后ＭＭＰ２表达有所增加，而ＴＩＭＰ２表

达有所减少，αＳＭＡ蛋白含量明显减少，提示厄贝沙坦具有延

缓肾小管纤维化进展的作用。
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