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Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路蛋白在早期糖尿病肾病肾小球中的表达及临床意义

刘军辉，唐璐瑶，侯世会，官　涛，张　均，黄云剑　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院肾内科）

　　［摘要］　目的　探讨早期糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）肾小球中Ｓｌｉｔ２和Ｒｏｂｏ１的表达与
肾小球内皮细胞增生的关系及临床意义。方法　收集符合Ｔｅｒｖａｅｒｔ’ｓ糖尿病肾病病理分型Ⅰ～Ⅱａ期，
患者２４ｈ尿蛋白 ＞３０ｍｇ且 ＜５００ｍｇ，肾小球滤过率（ｅｓｔｉｍａｔｅｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，ｅＧＦＲ）＞
９０ｍＬ／（ｍｉｎ·１．７３ｍ２）等纳入标准的１９例２型糖尿病ＤＮ标本，以及１５例正常肾组织手术标本，采用
ＨＥ染色、ＰＡＳ染色和电镜观察ＤＮ肾小球组织形态结构的变化，免疫组化检测 Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和血管内皮
细胞标记物ＣＤ３１在肾小球中的表达，分析 ＤＮ肾小球中 Ｓｌｉｔ２和 Ｒｏｂｏ１与 ＣＤ３１表达的相关性，以及
Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和ＣＤ３１的表达与２４ｈ尿蛋白以及ｅＧＦＲ的相关性。结果　早期ＤＮ存在肾小球肥大、系
膜基质轻度增多、基底膜增厚、毛细血管扩张、血管内皮细胞增大和增多等典型早期 ＤＮ病理特征。
Ｓｌｉｔ２表达于肾小球血管内皮、肾小管上皮和系膜细胞区域；Ｒｏｂｏ１表达于肾小球血管内皮、肾小管上皮
和足细胞区域。与正常肾组织相比，早期ＤＮ肾小球中ＣＤ３１的表达水平显著增高。早期ＤＮ肾小球中
Ｓｌｉｔ２和Ｒｏｂｏ１的表达较正常肾组织也显著性增高（Ｐ＜０．０１）。相关性分析显示，早期 ＤＮ肾小球中
Ｓｌｉｔ２和Ｒｏｂｏ１的表达与ＣＤ３１表达呈显著正相关（ｒ＝０７３，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．７２，Ｐ＜０．０１）；早期ＤＮ肾小
球中Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和ＣＤ３１表达与ｅＧＦＲ呈显著正相关（ｒ＝０７８，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．８１，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．５７，
Ｐ＜０．０５）；早期ＤＮ肾小球中 Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和 ＣＤ３１表达与２４ｈ尿蛋白也呈显著正相关（ｒ＝０．４６，Ｐ＜
００５；ｒ＝０．４９，Ｐ＜０．０５；ｒ＝０．４７，Ｐ＜０．０５）。结论　Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路可能通过参与早期 ＤＮ肾小
球内皮细胞增生促进病理性血管生成，从而加速蛋白尿的进展。
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ｃｅｌｌｓ，ｔｕｂｕｌｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｐｏｄｏｃｙｔｅｃｅｌｌｓ．ＣＤ３１ｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｔｈｅＤＮ
ｐａｔｉｅｎｔｓｔｈａｎｔｈｅｎｏｎｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｎｔｒｏｌ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳｌｉｔ２ａｎｄＲｏｂｏ１ｗｅｒｅａｌｓｏｓｔｒｏｎｇｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
ｔｈｅＤＮｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅｎｏｎｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅＳｌｉｔ２ｏｒＲｏｂｏ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆＣＤ３１ｉｎｔｈｅＤＮ（ｒ＝０．７３，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．７２，Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ
ｏｆＳｌｉｔ２，Ｒｏｂｏ１ａｎｄＣＤ３１ｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＤＮｐａｔｉｅｎｔｓ’ｅＧＦＲ（ｒ＝０．７８，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．８１，
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是糖尿病
微血管病变的主要并发症之一。早期糖尿病肾病血管

病变主要表现为病理性血管新生，而新生血管结构和

功能不成熟，表现为内皮通透性增加、血浆蛋白外渗，

进而出现系膜基质增多、血管腔狭窄、纤维帽和微动脉

的玻璃样变等 ＤＮ特征性的改变。目前，糖尿病肾病
肾脏出现异常血管新生的发病机制仍然不完全清楚。

已知ＤＮ肾小球肥大、内皮高通透性、内皮一氧化氮合
成酶（ｅＮＯＳ）低表达、尿蛋白增多与血管内皮生长因子
（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）高表达密切
相关［１］。体外实验也证实 ＶＥＧＦ能促进内皮细胞增
生、迁移和内皮成管［２］。动物实验研究显示抗 ＶＥＧＦ
治疗会缓解和改善 ＤＮ病理变化［３］，说明抗血管新生

可能对早期ＤＮ治疗有帮助。然而抗 ＶＥＧＦ治疗也会
带来许多不良副作用，如微血管堵塞、高血压和蛋白尿

的发生［４］，因此需要深入研究高糖条件下血管新生的

调控机制，找到治疗ＤＮ血管新生的新策略。
　　近年 Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路在血管新生的调节作
用开始得到广泛关注［５－６］。Ｓｌｉｔ２主要表达于血管内皮
细胞和平滑肌细胞，相对分子质量约为 ２００×１０３。
Ｓｌｉｔ２通过不同的Ｒｏｂｏ受体调节内皮细胞多样的生物
学表现［７］。Ｒｏｂｏ家族是一类单通道的跨膜受体，在哺
乳动物中包括 ４个成员：Ｒｏｂｏｌ、Ｒｏｂｏ２、Ｒｏｂｏ３和
Ｒｏｂｏ４。Ｒｏｂｏ１和Ｒｏｂｏ４均可表达于血管内皮细胞和
平滑肌细胞，且更容易与 Ｓｌｉｔ２配体结合。研究表明
Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路参与糖尿病视网膜血管新生［８］，

但是否也参与早期 ＤＮ肾脏的血管生成尚少见报道。
因此，本研究通过检测正常和早期 ＤＮ肾组织中的
Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和血管内皮细胞标记物 ＣＤ３１的表达变
化，结合相应临床生化检测指标，探讨 Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信
号通路在早期ＤＮ肾小球血管新生中的作用及其可能

的临床意义。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　收集２０１１年９月至２０１６年１月本科收治的２型
糖尿病ＤＮ患者的临床资料和病理肾活检标本，依据
Ｍｏｇｅｎｓｅｎ’ｓ糖尿病肾病临床分型［９］，结合 ２０１０年
Ｔｅｒｖａｅｒｔ’ｓ糖尿病肾病病理分型标准［１０］，将糖尿病患

者２４ｈ尿蛋白＞３０ｍｇ且 ＜５００ｍｇ，肾活检镜下肾小
球系膜轻度增生，系膜增生面积小于毛细血管袢腔面积

的（相当于Ｔｅｒｖａｅｒｔ’ｓ糖尿病肾病病理分型Ⅱａ期），肾
小球滤过率（ｅｓｔｉｍａｔｅｄｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，ｅＧＦＲ）
＞９０ｍＬ／（ｍｉｎ·１．７３ｍ２），纳入为早期糖尿病肾病患
者。共筛选早期 ＤＮ患者１９例，其中男性１４例，女性
５例，年龄（４９．９±７．２）岁，发现糖尿病时间平均４．２年，
有不规则口服降糖药物治疗史。取１５例肾癌患者癌
旁正常组织（对照组），其中男性９例，女性６例，年龄
（４８．１±９．３）岁。早期 ＤＮ组及对照组均排除合并其
他肾脏疾病。本研究通过本院伦理委员会批准，患者

签署知情同意书。

１．２　临床及实验数据
　　临床数据和肾脏病理资料均为患者在我院初次确
诊为ＤＮ时的临床资料和肾活检结果。临床数据包括
性别、年龄和发现糖尿病时间；生化检测指标包括糖化

血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）、血尿素氮、血肌酐水平及２４ｈ尿
蛋白量，估算 ｅＧＦＲ根据 Ｋｏｎｇ等［１１］提出的适合中国

人群ｅＧＦＲ估算公式进行计算。
１．３　主要试剂
　　人 Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和 ＣＤ３１兔多克隆抗体均购自
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，ＰＶ６０００免疫组化试剂盒及浓缩型
ＤＡＢ试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司，
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ＨＥ染色试剂盒购自碧云天生物技术有限公司，ＰＡＳ
染色试剂盒购自索莱宝科技有限公司。

１．４　肾组织ＨＥ染色、ＰＡＳ染色和电镜拍照
　　４μｍ肾组织石蜡切片进行ＨＥ染色和ＰＡＳ染色，
实验步骤依据试剂盒说明书进行。进行透射电镜样品

制备的肾组织，２．５％戊二醛固定后交电镜室进行后续
固定、漂洗、脱水、包埋、固化、超薄切片及铀铅双重染
色，最后ＪＥＭ１４００Ｐｌｕｓ透射电镜观察并拍照。
１．５　免疫组化学检测Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和ＣＤ３１的表达
　　免疫组化依据试剂盒说明书进行操作，二抗由北
京中杉金桥生物技术有限公司提供。阴性对照以ＰＢＳ
代替一抗，其他操作步骤同前。切片染色成功后在光

学显微镜下观察并拍照，每张切片随机选取５个高倍
镜视野（×４００）的肾小球，使用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０彩
色图像分析处理系统对Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和ＣＤ３１在肾小球
中的表达（不包括肾小球囊壁）用累积光密度值（ＩＯＤ）
进行半定量分析，取平均值反映样本指标的表达量。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，

两两比较采用 ｔ检验或秩和检验，相关性分析采用
Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　病例的临床特点
　　对照组和早期ＤＮ组年龄差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。早期 ＤＮ组患者发现糖尿病最短 １年，最长
１４年，平均４．２年。早期 ＤＮ组糖化血红蛋白和２４ｈ
尿蛋白均显著性高于对照组（Ｐ＜０．０５）；尿素氮两组
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；早期 ＤＮ组血肌酐略
低于正常对照组，而ｅＧＦＲ略高于对照组，差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５，表１）。
２．２　光镜和电镜观察早期 ＤＮ患者肾小球形态结构

的变化

　　ＨＥ染色结果显示早期ＤＮ肾小球肥大，肾小球毛
细血管扩张；ＰＡＳ染色结果显示早期 ＤＮ组肾小球肥
大，肾小球系膜轻度增生；透射电镜检测结果显示早期

ＤＮ组肾小球基底膜增厚，内皮细胞增大以及数量相
对增多（图１，表２）。

表１　两组临床及实验数据比较（珔ｘ±ｓ）

组别 例数 年龄（岁） 糖化血红蛋白（％）尿蛋白（ｍｇ／２４ｈ） 尿素氮（ｍｍｏｌ／Ｌ） 血肌酐（μｍｏｌ／Ｌ） ｅＧＦＲ［ｍＬ／（ｍｉｎ·１．７３ｍ２）］

对照组 １５ ４８．１±９．３ ５．３４±０．４２ １７．９４±５．４８ ５．３３±１．４０ ７０．６９±８．９１ １００．０８±１２．３６

早期ＤＮ组 １９ ４９．９±７．２ ７．５３±０．８９ａ ２３６．２７±９２．６３ａ ５．３１±１．３２ ６２．３２±１０．８３ １０８．０３±１０．８９

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
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图１　两组肾小球组织形态学变化　（ＨＥ×４００，ＰＡＳ×４００，×８０００）
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表２　两组肾小球形态结构的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 肾小球直径（μｍ） 肾小球系膜增生指数评分 肾小球基底膜厚度（ｎｍ） 肾小球单个血管腔内皮细胞个数

对照组 １５ １９８．９３±２５．１６ ０．３７±０．１０ ３２３．４５±４４．６３ ０．９３±０．１１
早期ＤＮ组 １９ ２８８．３５±３３．１８ａ ２．８５±０．９２ａ ５０８．１６±４５．０９ａ １．９５±０．２４ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．３　２组肾小球组织中Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和ＣＤ３１的表达

　　免疫组化结果显示，Ｓｌｉｔ２表达于肾小球血管内

皮、肾小管上皮和系膜细胞区域；Ｒｏｂｏ１受体表达于肾

小球血管内皮、肾小管上皮和足细胞区域；ＣＤ３１表达

于肾小球血管内皮。与正常组相比，早期 ＤＮ组肾小

球中Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和 ＣＤ３１的表达都显著性增高（Ｐ＜

０．０１，图２，表３）。

表３　半定量分析两组肾小球中Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和ＣＤ３１

的表达（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 Ｓｌｉｔ２ Ｒｏｂｏ１ ＣＤ３１

对照组 １５ ６８５３．０２±１５３５．９７ ６６６５．８４±１７９９．７５ １７９４２．５７±２２５７．３９

早期ＤＮ组 １９ ２０１６９．２５±３３０２．９６ａ１７９８５．６３±２３２５．４６ａ ４６０８８．１２±５３９９．３６ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

２．４　早期 ＤＮ组肾小球 Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１表达、ＣＤ３１表
达、２４ｈ尿蛋白以及ｅＧＦＲ的相关性分析

　　相关性分析结果（图３）显示，早期 ＤＮ组肾小球
中Ｓｌｉｔ２和Ｒｏｂｏ１的表达与血管内皮细胞标记物 ＣＤ３１
表达呈正相关（ｒ＝０．７３，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．７２，Ｐ＜００１），
提示Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路可能参与了早期 ＤＮ肾小
球血管内皮细胞增生；早期 ＤＮ组肾小球中 Ｓｌｉｔ２、
Ｒｏｂｏ１和ＣＤ３１表达与 ｅＧＦＲ呈正相关（ｒ＝０．７８，Ｐ＜
０．０１；ｒ＝０．８１，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．５７，Ｐ＜０．０５），提示Ｓｌｉｔ２
和 Ｒｏｂｏ１表达增高发生在早期 ＤＮ高 ｅＧＦＲ时期，
ＣＤ３１表达增高反映血管内皮细胞增生并可能促进血
管新生从而增加ｅＧＦＲ；早期ＤＮ肾小球中Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１
和ＣＤ３１表达与２４ｈ尿蛋白也呈正相关（ｒ＝０．４６，Ｐ＜
０．０５；ｒ＝０．４９，Ｐ＜０．０５；ｒ＝０．４７，Ｐ＜０．０５），提示
Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路可能通过参与血管内皮增生促
进病理性血管生成，从而促进蛋白尿的进展。
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单箭头示内皮细胞区域，双箭头示肾小管上皮区域，Ｓｌｉｔ２图中短箭头示系膜细胞区域，Ｒｏｂｏ１图中短箭头示足细胞区域
图２　两组肾小球组织中Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和ＣＤ３１的表达　（×４００）
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Ａ～Ｃ：分别表示Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和ＣＤ３１在早期ＤＮ组肾小球中的表达与ＤＮ患者ｅＧＦＲ的相关性；Ｄ～Ｆ：分别表示
Ｓｌｉｔ２、Ｒｏｂｏ１和ＣＤ３１在早期ＤＮ组肾小球中的表达与 ＤＮ患者２４ｈ尿蛋白的相关性；Ｇ～Ｈ：分别表示 Ｓｌｉｔ２和
Ｒｏｂｏ１在早期ＤＮ组肾小球中的表达与ＣＤ３１表达的相关性

图３　两组肾小球Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１表达、ＣＤ３１表达、２４ｈ尿蛋白以及ｅＧＦＲ相关性分析

３　讨论

　　通常早期 ＤＮ的定义是指 Ｍｏｇｅｎｓｅｎ等［９］１９８３年
发布的ＤＮ分期的第 ３期，又称“持续微量白蛋白尿
期”，即尿蛋白排泄率为１５～３００μｇ／ｍｉｎ，此期 ｅＧＦＲ
仍然超过正常水平，患者血压可轻度升高。Ｍｏｇｅｎｓｅｎ
将２４ｈ尿蛋白定量 ＞０．５ｇ的患者分到第４期，即显
性糖尿病肾病期（ｏｖｅｒｔｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ）。由于该
分期是针对１型糖尿病肾病所作分期，部分标准并不
完全适合２型糖尿病肾病的情况，存在诸多不足。以
尿蛋白为主要标准进行分期可能会导致一些已经出现

ｅＧＦＲ降低、尿蛋白不高的２型糖尿病肾病患者分入早
期糖尿病肾病，从而影响患者的治疗和对预后的判断。

尽管这样，２０１４年我国糖尿病肾病防治指南中２型糖
尿病肾病临床分期［１２］仍然是参照 Ｍｏｇｅｎｓｅｎ的分期，
并未提出准确的定义。随着近年肾活检技术的开展和

进步，２０１０年２月美国肾脏病杂志发表了糖尿病肾病
病理的Ｔｅｒｖａｅｒｔ［１０］分型标准，为 ＤＮ的临床诊断和研

究提供了标准化的依据，该分型方案优点是对 １和
２型ＤＮ均适用，而且建立了量化的标准，如Ⅰ期 ＤＮ
肾小球基底膜厚度男性（年龄≥９岁）＞４３０ｎｍ，女性
（年龄≥９岁）＞３９５ｎｍ；Ⅱａ期轻度系膜基质增生 ＞
２５％观察的系膜区等量化标准。但该分型仅提出病理
分级标准，未提及临床表现和尿蛋白水平。为此，我们

结合上述二个经典分期标准，将Ｔｅｒｖａｅｒｔ分型Ⅱａ期和
２４ｈ尿蛋白＞３０ｍｇ且＜５００ｍｇ，同时ｅＧＦＲ＞９０ｍＬ／
（ｍｉｎ·１．７３ｍ２），并排除有其他肾脏疾病的糖尿病患
者纳为早期 ＤＮ患者。纳入标准包括部分 Ｍｏｇｅｎｓｅｎ
４期（２４ｈ尿蛋白＜５００ｍｇ）患者和Ｔｅｒｖａｅｒｔ分型Ⅱａ期
以下患者，既包括Ｍｏｇｅｎｓｅｎ以尿蛋白分级原则也体现
了Ｔｅｒｖａｅｒｔ分型对早期ＤＮ的分级原则。入组的１９例
早期ＤＮ患者，年龄（４９．９±７．２）岁，２组年龄差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。发现糖尿病时间平均４．２年。
早期ＤＮ组的糖化血红蛋白显著性高于对照组，说明
患者血糖水平控制不佳。早期 ＤＮ组血肌酐略低于对
照组，而 ｅＧＦＲ略高于对照组，差异均无统计学意义

４６ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



（Ｐ＞０．０５），早期 ＤＮ组患者尿蛋白水平（２３６．２７±
９２．６３）ｍｇ／２４ｈ，＜３００μｇ／ｍｉｎ，说明入组患者符合
Ｍｏｇｅｎｓｅｎ糖尿病肾病早期临床分型。
　　Ｔｅｒｖａｅｒｔ分型方案也增加了血管损伤分级，如动脉
血管玻璃样变，无计０分，一个动脉玻璃样变计１分，
超过１个计２分；内膜增厚，无计０分，内膜增厚未超
过膜厚度计１分，超过计２分。该血管分级评分对判
断慢性ＤＮ患者的预后和蛋白尿发生的程度很有帮
助，但未提出早期ＤＮ血管损伤更详细的分级标准，因
此，需要更深入研究早期 ＤＮ血管损伤的病理特点和
发生机制。本研究采用 ＨＥ染色、ＰＡＳ染色和透射电
镜观察发现早期 ＤＮ肾小球相对肥大、系膜基质轻度
增生、基底膜增厚、毛细血管扩张、血管内皮细胞体积

增大和数目增多，这些结果与动物和人早期 ＤＮ肾小
球病理改变基本一致［１３－１４］。同时，ＣＤ３１染色结果显
示早期ＤＮ组ＣＤ３１的表达也明显高于对照组，这意味
着早期ＤＮ肾脏存在血管内皮增生，而内皮增生是血
管生成的一个关键环节，这意味着早期 ＤＮ可能存在
血管新生［１５］。早期 ＤＮ新生血管结构和功能不成熟，
存在肾小球内皮高通透性，进而出现持续微量白蛋白

尿、系膜基质增多、动脉玻璃样变等 ＤＮ特征性改
变［１６］。ＤＮ血管新生与 ＶＥＧＦ的活性和表达增高有
关［１］，但 ＶＥＧＦ增多的刺激因素多，因此，寻找高糖血
管损伤病变的启动因素仍然需要更多的研究。

　　我们前期研究［１７］了 ＲＯＢＯ４／ＡＲＦ６信号通路蛋白
在人糖尿病肾病肾小球中的表达变化，发现 ＤＮ肾小
球内皮细胞存在低表达 Ｒｏｂｏ４，提示内皮细胞高通透
性和微量白蛋白尿的发生与 Ｒｏｂｏ４表达下降有关。
Ｒｏｂｏ４是Ｒｏｂｏ家族中具有血管稳定作用的跨膜蛋白，
配体Ｓｌｉｔ２通过Ｒｏｂｏ４信号途径可抑制内皮增殖、迁移
和成管等血管新生作用，而经 Ｒｏｂｏ１途径与 Ｒｏｂｏ４途
径作用刚好相反。因此，需要进一步观察 Ｒｏｂｏ１和上
游配体Ｓｌｉｔ２的表达变化，以便全面了解 Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ系
统在 ＤＮ的作用。已经发现 Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路参
与了不同的生理和病理条件下的血管新生。如 Ｓｌｉ２／
Ｒｏｂｏ１信号通路活化参与了心脏管型形成［１８］、视网膜

血管新生［１９］、病理性肿瘤血管生成［２０］和糖尿病视网

膜血管新生［８］等。但该信号通路是否参与了早期 ＤＮ
病理性血管新生仍不清楚，本研究免疫组化结果显示，

Ｓｌｉｔ２表达于肾小球血管内皮、肾小管上皮和系膜细胞
区域；Ｒｏｂｏ１受体表达于肾小球血管内皮、肾小管上皮
和足细胞区域，提示Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路蛋白可能广
泛参与肾脏细胞的信号调控。早期 ＤＮ组中 Ｓｌｉｔ２与

Ｒｏｂｏ１的表达显著性高于对照组，相关分析显示 Ｓｌｉｔ２
与Ｒｏｂｏ１的表达与 ＣＤ３１表达成显著正相关，说明
Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路在早期 ＤＮ肾小球中被激活，有
可能参与了病理性血管内皮增生和血管新生。

　　近年研究认为早期ＤＮ出现微量蛋白尿与异常血
管新生有关联［２１］，因此我们分析了早期 ＤＮ组中
ＣＤ３１的表达与２４ｈ尿蛋白的相关性，结果发现 ＣＤ３１
与２４ｈ尿蛋白正相关，意味着血管内皮增生可能促进
了蛋白尿的进展。分析 Ｓｌｉｔ２和 Ｒｏｂｏ１表达与２４ｈ尿
蛋白的相关性发现其也与尿蛋白呈正相关，由此推测

Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路可能通过促进早期ＤＮ肾小球血
管内皮增生从而促进血管新生并加速蛋白尿的进展。

结合我们前期研究 Ｒｏｂｏ４在 ＤＮ表达的结果，我们认
为早期 ＤＮ可能存在高表达的 Ｓｌｉｔ２、高表达的 Ｒｏｂｏ１
和低表达的 Ｒｏｂｏ４，Ｒｏｂｏ１Ｒｏｂｏ４平衡失衡，Ｒｏｂｏ４负
反馈机制缺失，由此产生由Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１途径活化参与
的血管新生和肾小球高通透性等病理生理结果，但这

仅仅是推测，需要进一步体外实验研究证实。

　　总之，本实验证实 Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路在早期
ＤＮ肾小球中被激活，Ｓｌｉｔ２和 Ｒｏｂｏ１表达与肾小球血
管内皮标记物ＣＤ３１的表达显著正相关，与２４ｈ尿蛋
白和 ｅＧＦＲ正相关，这些结果提示该信号通路可能参
与了早期ＤＮ肾小球血管内皮增生并促进血管新生，
阻断 Ｓｌｉｔ２／Ｒｏｂｏ１信号通路有可能成为治疗早期 ＤＮ
病理性血管新生的新策略。
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ｎｅｐｈｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎｅａｒｌｙｓｔａｇｅｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＥｘｐＤｉａｂｅｔｅｓＲｅｓ，２０１２，
２０１２：２０９５６７．ＤＯＩ：１０．１１５５／２０１２／２０９５６７

［１６］ＮａｋａｇａｗａＴ，ＫｏｓｕｇｉＴ，ＨａｎｅｄａＭ，ｅｔａｌ．Ａｂｎｏｒｍａｌ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，２００９，
５８（７）：１４７１－１４７８．ＤＯＩ：１０．２３３７／ｄｂ０９０１１９

［１７］官涛，郑科，刘军辉，等．ＲＯＢＯ４／ＡＲＦ６信号通路在糖
尿病肾病患者肾小球组织的表达及意义［Ｊ］．解放军医
学杂志，２０１６（０４）：２６７－２７２．ＤＯＩ：１０．１１８５５／ｊ．ｉｓｓｎ．
０５７７７４０２．２０１６．０４

［１８］ＦｉｓｈＪＥ，ＷｙｔｈｅＪＤ，ＸｉａｏＴ，ｅｔａｌ．ＡＳｌｉｔ／ｍｉＲ２１８／Ｒｏｂｏ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｌｏｏｐｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｄｕｒｉｎｇｈｅａｒｔｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１１，１３８（７）：１４０９－１４１９．
ＤＯＩ：１０．１２４２／ｄｅｖ．０６００４６

［１９］ＲａｍａＮ，ＤｕｂｒａｃＡ，ＭａｔｈｉｖｅｔＴ，ｅｔａｌ．Ｓｌｉｔ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｔｈｒｏｕｇｈ Ｒｏｂｏ１ ａｎｄ Ｒｏｂｏ２ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｒｅｔｉｎａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２０１５，２１（５）：４８３－４９１．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍ．３８４９

［２０］ＡｏＪＹ，ＣｈａｉＺＴ，ＺｈａｎｇＹＹ，ｅｔａｌ．Ｒｏｂｏ１ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＲｈｏ
ｆａｍｉｌｙｏｆｇｕａｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ＇ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．
ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌ，２０１５，３６（１１）：８４１３－８４２４．ＤＯＩ：１０．
１００７／ｓ１３２７７０１５３６０１１

［２１］ＺｈａｎｇＢＨ，ＷａｎｇＷ，ＷａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ｔｈｅａｄｉｐｏｋｉｎｅ，ａｐｅｌｉｎ，ｏｎｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＰＬｏＳ
Ｏｎｅ，２０１３，８（４）：ｅ６０４５７．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．
００６０４５７

（收稿：２０１６０７０５；修回：２０１６０９２１）

（编辑　龙　亮）
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