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　　［摘要］　目的　观察糖尿病大鼠肾组织中促凋亡基因Ｂａｘ、凋亡抑制基因Ｂｃｌ２及细胞色素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ｃｙｔＣ）的表
达变化。方法　雄性ＳＤ大鼠２４只，随机分为糖尿病组和正常对照组，每组１２只。糖尿病组给予２％ 链脲佐菌素（溶于ｐＨ
４．４、０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸柠檬酸钠缓冲液）按６５ｍｇ／ｋｇ单次腹腔注射，复制糖尿病模型。正常对照组只注射相当体积的枸橼酸

缓冲液。分别于４周、１２周后测体质量、尿蛋白、血糖、血清尿素氮及血清肌酐水平。用 ＨＥ染色观察肾形态学变化，免疫组

织化学染色观察Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和ｃｙｔＣ蛋白表达变化，ＴＵＮＥＬ法观察大鼠肾皮质细胞凋亡情况。结果　与正常对照组比较，糖
尿病组大鼠２４ｈ尿蛋白、血糖、尿素氮及血肌酐水平升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。糖尿病组大鼠４周时肾小球体积增大，１２周

时肾小球系膜基质增生和肾小球硬化，肾小管上皮细胞空泡样变。随病程延长，糖尿病组大鼠肾小管上皮细胞Ｂａｘ及ｃｙｔＣ表

达增加，而Ｂｃｌ２表达减弱。细胞凋亡检测结果显示，糖尿病组大鼠４周时凋亡细胞增多，多数在远曲肾小管，１２周时远曲肾

小管及近曲肾小管均可见凋亡细胞。结论　Ｂａｘ及ｃｙｔＣ表达随糖尿病病程延长而增强，引起细胞凋亡增加，导致肾功能异
常，这可能是糖尿病肾病的重要发病机制。
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｉｅｓ；Ｂａｘ；Ｂｃｌ２；ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｓＣ；ｋｉｄｎｅｙ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（８）：８４６８５０］

　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｅｓｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿
病患者最常见的微血管并发症，也是导致患者死亡
的主要原因之一，研究发现细胞凋亡与ＤＮ的发生
密切相关［１］。促凋亡基因Ｂａｘ、凋亡抑制基因Ｂｃｌ２
及线粒体呼吸链细胞色素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ｃｙｔＣ）参
与细胞凋亡的调节［２３］，但它们在糖尿病肾脏内的表
达变化及其与ＤＮ间的关系目前尚不清楚。本研究
拟通过腹腔注射链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）
复制糖尿病大鼠动物模型，采用 ＨＥ染色、原位末
端标记（ＴＵＮＥＬ）法和免疫组织化学ＳＡＢＣ方法研
究糖尿病发生过程中肾组织细胞凋亡与Ｂａｘ、Ｂｃｌ２
和ｃｙｔＣ表达的关系，为探讨Ｂａｘ、Ｂｃｌ２及ｃｙｔＣ在

ＤＮ发病机制中的作用及意义提供形态学依据。

１　材料和方法

１．１　动物分组和模型复制　取体质量为（１９５．８３±
１８．００）ｇ雄性ＳＤ大鼠２４只（南京医科大学实验动物
中心提供，普通级），随机分为糖尿病组１２只和正常对
照组１２只（４周、１２周各６只），正常对照组只注射相
当体积的枸橼酸缓冲液。糖尿病组按６５ｍｇ／ｋｇ单次
腹腔注射２％ＳＴＺ（美国Ｓｉｇｍａ公司，溶于ｐＨ４．４、０．１
ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸柠檬酸钠缓冲液）。各组动物分笼饲
养，均不限制饮食饮水。４８ｈ后尾静脉取血，血
糖＞１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ、尿糖（～）则确定为模型建立
成功。所有动物均建模成功。

１．２　标本采集　于成模第４周和第１２周末，分别用
代谢笼收集２４ｈ尿标本，用于尿蛋白（Ｕｐｒｏ２４）的测

定。ＳＤ大鼠称体质量，腹腔注射戊巴比妥麻醉，剖开
腹腔，迅速从下腔静脉取血。采用快速血糖测试仪
（美国强生公司）进行血糖检测；采用比色法检测血清
肌酐（Ｓｃｒ；试剂盒购自北京九强生物技术有限公司）和
血清尿素氮（ＢＵＮ；试剂盒购自上海西唐生物科技有
限公司）。取左肾后称质量，分别剪成小块固定。

１．３　ＨＥ染色　切片经脱蜡、染色、脱水、透明和封
片，进行组织学观察。

１．４　免疫组织化学染色　一抗为兔抗大鼠的Ｂａｘ、

Ｂｃｌ２和ｃｙｔＣ抗体，按１１００稀释，３７℃孵育１ｈ
后，置４℃过夜；二抗为即用型生物素化羊抗兔ＩｇＧ，

３７℃孵育１ｈ；即用型ＳＡＢＣ复合物３７℃孵育１ｈ。
三者均购自武汉博士德生物工程有限公司。标本用

ＤＡＢ显色后，脱水、透明和封片，光镜下观察。

１．５　ＴＵＮＥＬ法测定细胞凋亡　凋亡检测试剂盒
购自武汉博士德生物工程有限公司。显微镜下观察
凋亡出现的部位，随机选取５个高倍视野（×４００），
计算每个视野细胞凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）。

ＡＩ（％）＝凋亡细胞数／细胞总数×１００％。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
分析，计量资料以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用成组ｔ检
验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠的体质量和血糖　与同期正常对照
组比较，糖尿病组大鼠体质量降低（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
０．０５），血糖升高（Ｐ＜０．０１），结果见表１。

表１　各组大鼠体质量、血糖检测结果

Ｔａｂ１　Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｂｏｄｙｍａｓｓｍ／ｇ

４ｔｈｗｅｅｋ １２ｔｈｗｅｅｋ
ＢｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

４ｔｈｗｅｅｋ １２ｔｈｗｅｅｋ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ３０５．５０±３４．６７ ３６７．３３±２６．７３ ７．２３±０．８４ ６．４９±０．７９
ＤＮ ２２９．８３±５５．４４ １５６．５０±１０．１３ ２３．３１±６．８１ ２７．７９±９．２８

　ＤＮ：Ｄｉａｂｅｔｅｓｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　两组大鼠的肾功能变化　与同期正常对照组
比较，糖尿病组大鼠４周、１２周时 Ｕｐｒｏ２４、Ｓｃｒ和

ＢＵＮ水平均升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１，表２）。

２．３　ＨＥ染色结果　正常对照组大鼠肾小球及肾

小管组织正常（图１Ａ）；４周糖尿病组大鼠出现肾小
球毛细血管充血、扩张，肾小囊腔减小，甚至消失（图

１Ｂ）；１２周糖尿病组出现肾小球系膜基质增生和肾
小球硬化，远曲小管扩张，上皮细胞空泡样变（图

１Ｃ）。
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表２　各组大鼠Ｕｐｒｏ２４、Ｓｃｒ和ＢＵＮ的变化

Ｔａｂ２　ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＵｐｒｏ２４，ＳｃｒａｎｄＢＵＮｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｕｐｒｏ２４ｍ／ｍｇ

４ｔｈｗｅｅｋ １２ｔｈｗｅｅｋ
ＳｃｒｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

４ｔｈｗｅｅｋ １２ｔｈｗｅｅｋ
ＢＵＮｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

４ｔｈｗｅｅｋ １２ｔｈｗｅｅｋ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ７．２１±０．６１ ７．４７±０．２６ ５７．３４±１０．３２ ６０．０７±１２．３８ ８．９３±１．４５ ９．２６±１．８５
ＤＮ １６．２０±０．６６ ２１．８０±２．７６ ７９．９８±１３．４７ ８１．６８±１２．４３ １４．８０±２．５３ １９．２７±２．３９

ＤＮ：Ｄｉａｂｅｔｅｓｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；Ｕｐｒｏ２４：２４ｈｏｕｒｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎ；Ｓｃｒ：Ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｅ；ＢＵＮ：Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图１　大鼠肾组织病理学改变（ＨＥ染色）

Ｆｉｇ１　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｒａｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）

ＤＮ：Ｄｉａｂｅｔｅｓｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１２ｔｈｗｅｅｋ）；Ｂ：ＤＮｇｒｏｕｐ（４ｔｈｗｅｅｋ）；Ｃ：ＤＮｇｒｏｕｐ（１２ｔｈｗｅｅｋ）．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｒａｔｋｉｄｎｅｙ

ｇｌｏｍｅｒｕｌｕｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．４　Ｂａｘ、Ｂｃｌ２及ｃｙｔＣ半定量检测结果　在１２周
大鼠肾切片中，正常对照组（图２Ａ）肾小管上皮细胞

Ｂｃｌ２表现为强阳性，Ｂａｘ和ｃｙｔＣ免疫反应为弱阳性
（图２Ｄ、２Ｇ），免疫反应产物均匀分布于胞质内，细胞
核和肾小球呈阴性反应。与对照组１２周时比较，４
周糖尿病组Ｂｃｌ２（图２Ｂ）、Ｂａｘ（图２Ｅ）和ｃｙｔＣ（图

２Ｈ）免疫反应为中等阳性；１２周糖尿病组Ｂｃｌ２表现
为弱阳性（图２Ｃ），而Ｂａｘ（图２Ｆ）、ｃｙｔＣ（图２Ｉ）免疫
反应为强阳性。与对照组比较，４周、１２周糖尿病组
肾小管上皮细胞内Ｂｃｌ２平均光密度值降低，Ｂａｘ和

ｃｙｔＣ平均光密度值升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１，表３）。

２．５　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况　由图３可见，
正常对照组１２周时凋亡细胞较少；糖尿病组４周时
凋亡明显增多，多数在远曲肾小管，１２周时远曲肾
小管和近曲肾小管均可见凋亡细胞，肾小管的凋亡
细胞数随病程呈增多趋势，肾小球未见凋亡细胞。
糖尿病组大鼠肾小管细胞ＡＩ随病程延长而升高，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，表３）。

３　讨　论

　　本研究发现糖尿病大鼠Ｕｐｒｏ２４、Ｓｃｒ及ＢＵＮ水
平随病程延长而升高，引起肾损害和功能障碍。有
关ＤＮ的病因和发病机制目前尚未完全阐明。长期
高血糖引起的细胞因子表达失衡、氧化应激以及由
此引起的肾血流动力学改变在ＤＮ病程中起着非常

重要的作用［５］。有文献报道凋亡主要发生在增生的
肾小球，引起肾小球细胞和足细胞减少导致ＤＮ［１］，
而本研究通过ＴＵＮＥＬ技术对糖尿病大鼠肾组织进
行检测，结果显示：随糖尿病病程延长，糖尿病组肾
小管凋亡细胞数明显增多，ＡＩ升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１），表明糖尿病肾细胞凋亡主要发生于肾小管上
皮细胞（与文献［４］报道一致），从而导致糖尿病大鼠
肾脏受损，肾小管上皮细胞凋亡可能是ＤＮ的发生
机制之一。

　　细胞凋亡参与糖尿病多种并发症的发生［６７］。

Ｂｃｌ２和Ｂａｘ分别是Ｂｃｌ２家族中最有代表性的抑制
凋亡和促凋亡基因，细胞内Ｂａｘ与Ｂｃｌ２的比值影响
凋亡的发生，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值增加则细胞凋亡减少；
反之，则诱发细胞凋亡机制的启动。本研究显示正
常大鼠肾组织有大量Ｂｃｌ２表达和少量Ｂａｘ表达，在
糖尿病组中，随着病程延长，Ｂｃｌ２蛋白表达逐渐减
少，Ｂａｘ蛋白表达逐渐增加，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值增大，ＡＩ
升高，表明糖尿病肾小管细胞凋亡可能为Ｂａｘ／Ｂｃｌ２
所调控，这与文献［１，８］认为Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白间的比例
是影响细胞凋亡程度重要因素的结论相一致。高血
糖可促使细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，

ＲＯＳ）的产生，导致氧化应激增强［５］，进而使Ｂｃｌ２表
达减少，促使凋亡的发生。本研究中糖尿病大鼠高
血糖持续３个月，随糖尿病病程延长，Ｂｃｌ２蛋白表达
减弱，而Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值增加，表明肾组织发生了凋
亡病变。
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图２　凋亡相关基因Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃｙｔＣ免疫组化染色结果

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｌａｔｅｄｇｅｎｅＢａｘ，Ｂｃｌ２ａｎｄｃｙｔＣｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
ＤＮ：Ｄｉａｂｅｔｅｓｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｒａｔｋｉｄｎｅｙｔｕｂｕｌｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

表３　各组大鼠肾细胞ＡＩ及Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃｙｔＣ表达阳性细胞平均光密度值

Ｔａｂ３　ＡＩｏｆｒｅｎａｌｃｅｌｌｓａｎｄｍｅａｎｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅｓｏｆＢａｘ，Ｂｃｌ２ａｎｄｃｙｔＣｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＡＩ（％） Ｂａｘ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ／Ｂｃｌ２ ＣｙｔＣ

Ｃｏｎｔｒｏｌ（１２ｔｈｗｅｅｋ） １．３０±０．７５ ０．２５２３±０．００３５ ０．４３１７±０．００１３ ０．５８ ０．２４２７±０．０１５６
ＤＮ（４ｔｈｗｅｅｋ） ５．３７±０．６５ ０．３２３０±０．００３３ ０．３８７６±０．０１８４ ０．８３ ０．３６１２±０．００２４

ＤＮ（１２ｔｈｗｅｅｋ） １０．３６±０．８９ ０．４３７４±０．００５７ ０．２３５６±０．０１３４ １．８６ ０．４１６５±０．００６８

　ＤＮ：Ｄｉａｂｅｔｅｓｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ；ＡＩ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１２ｔｈｗｅｅｋ）

图３　大鼠肾组织病理学改变（ＴＵＮＥＬ染色）

Ｆｉｇ３　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｒａｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ（ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１２ｔｈｗｅｅｋ）；Ｂ：ＤＮｇｒｏｕｐ（４ｔｈｗｅｅｋ）；Ｃ：ＤＮｇｒｏｕｐ（１２ｔｈｗｅｅｋ）．Ｂｌａｃｋａｎｄｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｓｔａｌｔｕｂｕｌａｒａｎｄｐｒｏｘｉｍａｌ

ｔｕｂｕｌｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００
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　　ＣｙｔＣ是线粒体或内在凋亡途径的一种中枢性

介质［９］，从线粒体释放到胞浆是多种细胞凋亡的共

同表现［３］。有研究发现糖尿病时ｃｙｔＣ表达增加促

进细胞凋亡［１０］，也有证据表明Ｂｃｌ２家族可增加线

粒体膜通透性，致ｃｙｔＣ释放
［３］参与细胞凋亡。本研

究结果显示随病程延长，ｃｙｔＣ与 Ｂａｘ表达增加，

ｃｙｔＣ表达增强，可能与肾组织中促凋亡因子Ｂａｘ表

达增强有关。Ｂａｘ可转移到线粒体与Ｂｃｌ２结合形

成异二聚体，促进线粒体释放ｃｙｔＣ，激活细胞凋亡

蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ），使线粒体功能丧失，诱导细胞凋

亡［１１１２］。凋亡导致肾小管功能障碍，Ｕｐｒｏ、Ｓｃｒ及

ＢＵＮ水平随病程延长而升高，造成肾功能进一步恶

化，进而导致 ＤＮ 的发生。另外，Ｂｃｌ２表达减弱，

Ｂａｘ表达增强，可促进Ｃａ２＋离子从内质网释放进入

胞核，激活核酸内切酶，使 ＤＮＡ 断裂，进而诱发

凋亡。

　　本研究结果显示，４周时糖尿病组大鼠肾出现

肾小球体积增大，１２周时糖尿病组大鼠发生肾小球

系膜基质增生和肾小球硬化，远曲小管扩张，上皮细

胞空泡样变，这种病变是细胞凋亡的具体表现。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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