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血管紧张素 Ⅱ与糖尿病大鼠足细胞损害的实验研究 

覃乔静 ，邓华聪 ，曹文富 ，兰丽珍 ，刘东方 

(重庆医科大学临床学院内分泌科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究血管紧张素II(AngII)在糖尿病大鼠肾小球滤过屏障外层足细胞损害中的作用，以探讨糖尿病肾病的发 

生机制。方法：实验大鼠分为 3组：正常对照组(c)、糖尿病组(D)和氯沙坦治疗病 鼠组(DT)，实验第 5周末检测。肾皮质超氧 

化物歧化酶(S()D)、过氧化氢酶(cAT)、丙二醛(MDA)和尿白蛋白排泄率(uAER)的水平，利用透射电子显微镜观察肾脏足细 

胞超微结构，同时用免疫组化技术检测肾小球足细胞损伤标志蛋白～desmin蛋白的表达。结果：与正常对照组比较，糖尿病 

组大鼠肾皮质 SOD和CAT活性显著降低，而 MDA含量明显增加，。肾小球内desmin蛋白表达上调，足细胞部分足突融合，尿 

白蛋白排泄率增高；AngII 1型受体拮抗剂氯沙坦明显减轻糖尿病大鼠肾皮质 SO D、CAT、MDA及肾小球内 desmin蛋白表达 

的改变，减轻足细胞足突融合，降低尿白蛋白排泄率。结论：糖尿病时 AngI1参与增高。肾组织氧化应激，损害。肾小球滤过屏障 

外层足细胞的结构和功能，促使糖尿病肾脏损害和蛋白尿的发生。 
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Experimental study on angiotensinⅡ and podocyte injury in diabetic rats 

Q上』＼，Q ojing，et al 

(Department ofEndocrinology，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the roleofangiotensinⅡ(Ang Ⅱ)in theinjuryof podoeytes，last barrierofglomcm~lar filtration， 

to research the pathogenesis of diabetic nephropathy．Methods：The experimental rats were divided into three groups：control rats 

(group C)，diabetic rats(group D)and diabetic rats treated by losartan(group DT)．Urinary albumin excretion rate(UAER)was as— 

sayed 5 weeks after treatment．In addition．the activity of superoxide dismutase(SO D)．catalase(CAT)and concentration of matondi— 

aldehyde(MDA)in renal cortex were measured．The tx~docyte ultrastructure Was observed by transmission electronic microscopy while 

immunohistochemistry Was used to detect the expression of desmin，a marker of podocyte ir~ury．Results：Compared with control rats， 

the activity of SO D and CAT Was decreased significantly and the concentrations of MDA were increased markedly in diabetic renal 

cortex．The expression of glomerular desmin increased markedly accompanied with foot process effacement in podocytes in diabetic 

group．At the same time，UAER increased in diabetes．The changes of SO D，CAT，MDA，glomemlar desmin expression，UAER and 

fmt process effacement were markedly ameliorated after diabetic rats were treated by angiotensin lI type one receptor antagonist 

losartan．Conclusion：AngⅡ may participate in the structural and functional damage of podocytes．1ast barrier of glomerular filtration． 

by increasing renal oxidative stress to injure kidney and accelerate proteinuria in diabetes． 

【Key words】Diabetic nephropathy；Angiotensin II；Oxidative stress；Podocyte 

糖尿病肾病是糖尿病常见的慢性并发症，越来 

越多的证据表明肾小球滤过屏障最外层足细胞损害 

在肾小球滤过屏障通透性改变、蛋白尿的发生中起 

关键作用。糖尿病时肾素一血管紧张素系统(RAS) 

存在不适当活化，干扰 RAS终产物血管紧张素 Ⅱ 

(AngI1)的作用可有效治疗糖尿病肾病⋯1。但目前 

有关 AngII对糖尿病足细胞的影响及其机制的研究 

甚少，因此，本文通过 STZ诱导的糖尿病大鼠模型， 

利用 AngⅡ的AT1受体拮抗剂氯沙坦阻断 Ang 11 

的部分效应，观察 AngII对糖尿病大鼠肾组织抗氧 

化能力和足细胞的影响，探讨 AngII损害糖尿病大 

鼠足细胞的机制和意义，旨在进一步明确糖尿病肾 

病的发病机理，为临床治疗提供理论指导。 

作者介绍：覃乔静(1971一 )，女 ，博士生， 

主要研究方向：糖尿病·陵性并发症的发病机制及防治。 1 材料和方法 
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1．1 材料 、试 剂和仪 器 

体重 170--220g的健康雄性 Wistar大鼠由重庆医科大 

学动物中心提供，抗 d~min单克隆抗体(NeOMarkerS公司)， 

即用型第二代免疫组化 Elivision plus广谱试剂盒和 DAB 

试剂盒(福州迈新生物技术开发公司)，链脲佐菌素(sigrna 

公司)，氯沙坦(杭州默沙东制药有限公司)，超氧化物歧化酶 

(S0D)、过氧化氢酶(CAT)、丙二醛(MDA)测定试剂盒(南京 

建成生物工程研究所)，BIOSEN 5030葡萄糖 L酸分析仪 

(Neckar Healthcare公司)，H一600透射电子显微镜(Hitachi 

公司)，CM一2000B型生物医学图像分析系统(北京航空航 

天大学 )。 

1．2 分组及模型制备 

大鼠随机分为正常对照组(C)、糖尿病组(D)和糖尿病治疗 

组(Dr)。链脲佐菌素(srZ)临用时溶于(pH值4．2)0．1眦ml／L 

枸橼酸一枸橼酸钠缓冲液中，大鼠禁食 10h后，糖尿病大鼠以 

60mg／kg单次腹腔注射 STZ，正常对照组腹腔注射0．1rrm~  

枸橼酸一枸橼酸钠缓冲液 1 mI／只。72h后，采大鼠尾静脉血 

测定血糖值，以血糖(BG)高于 16．65mmol~ 作为糖尿病大 

鼠成模标准。 

每日上午 9：00～10：00，DT组大鼠给予氯沙坦 20rag／ 

灌胃，C组和 D组大鼠给予等量的生理盐水灌胃。为使 

糖尿病大鼠血糖和糖化血红蛋白(Hb AI )在同一基线水平波 

动，避免糖尿病酮症酸中毒，维持体重的正常增长，每 日上午 

9=00-10：00根据血糖水平给予糖尿病大鼠精蛋白锌胰岛 

素0～6u腹腔注射。每周采大鼠尾静脉血测定血糖 1次，若 

血糖水平波动较大，则加大血糖监测频率。 

1．3 测 定指 标 

实验第 5周末，将大鼠单只置于代谢笼中，收集 24h尿 

液，一70℃保存，待测尿白蛋白排泄率(放射免疫法)；腹腔注 

射 10％水合氯醛麻醉大鼠后，心腔穿刺采血，用以测定血糖 

和糖化血红蛋白(色谱一分光光度计法)。处死大鼠，取出双 

肾，取肾皮质制作匀浆，严格按试剂盒说明书操作，测定 

S0D、CAT和 MDA水平。另取小于 1rm1 肾皮质组织块经 

4％戊二醛及 1％四氧化锇作预固定和后固定，作透射电子 

显微镜检查；取小于 2cm×2cm×0．4cm肾皮质组织块经 

4％多聚甲醛固定液固定，石蜡包埋切片用于免疫组化检测； 

1．4 免疫组化染 色 

用免疫组化方法检测各组肾小球中 desmin的表达，具 

体方法参考试剂盒提供的方法(抗 d~min单克隆抗体用 

PBs溶液 1：50稀释)。实验中以 PBs溶液代替一抗作阴性 

对照。 

1．5 数据和统计学处理 

免疫组化用北航 CM一2000B型生物医学图像分析系统 

作半定量分析，每张标本按顺序选 5个肾小球，用平均光密 

度表示阳性物质的相对含量。采用 SP~10．0 for Windows 

统计软件分析处理，结果均以均数 ±标准差( ±s)表示，统 

计学处理采用方差分析和 q检验，以 P<0．05为有统计学 

意义。 

2 结 果 

2．1 各组大鼠BG、HbA UAER测定结果(表 1) 

D组和 DT组大鼠BG和 HbA1 均显著高于 C 

组大鼠(P均<0．05)，D组和 DT组两组比较 BG 

和HbA1 的差异无显著性(P均>0．05)；D组大鼠 

UAER明显高于 C组 (P<0．05)，DT组 大 鼠 

UAER显著低于D组(P<0．05)。 

2．2 各组大鼠肾皮质 SOD、CAT、MDA水平(表 2) 

D组大鼠肾皮质 SO D、CAT活性明显低于C组 

(P均<0．05)，而MDA含量显著高于C组(P<0．05)； 

与D组比较，DT组大鼠肾皮质 S0D、CAT活性显 

著升高(P均<0．05)，而 MDA含量显著降低(P< 

0．05)；DT组与 C组相比大鼠肾皮质 SOD活性和 

MDA含量无显著性差异(P均 >0．05)，而 DT组 

CAT活性明显低于C组(P<0．05)。 

2．3 大鼠足细胞超微结构 

透射电子显微镜下可见 C组大鼠肾组织足细 

胞有许多突起，突起的末端膨大如足，呈薄片状，附 

着于毛细血管外的基底膜上，足突分布均匀，无融合 

及假绒毛样改变(图 1)；D组大鼠足细胞的足突部 

分融合，使原来附于基底膜的排列有序的足状突起 

代之以带状结构，敷贴于基底膜上(图 2)；DT组大 

鼠足细胞足突融合较 D组大鼠明显减轻(图3)。 

2．4 各组大鼠肾小球内desmin蛋白的表达 

C组大鼠肾小球内偶有 desmin蛋白散在表达 

(图4)；D组大鼠肾小球内dcsmin蛋白表达较 C组 

显著增高(图5)；与 D组相比，DT组大鼠肾小球内 

d~min蛋白表达明显降低(图 6)，但仍显著高于 c 

组大鼠。各组免疫组化半定量结果见表 3。 

表 1 各组大鼠BG、卜n)Alc、UAER水平( ±s) 
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与 C组比较， P<0．05；与D组比较， P<0．05。 

1|．正常对照组大鼠足细胞结构完整，足突排列整齐清晰 (电镜
×12000) 

图 2 糖尿病组大鼠足细胞部分足突融合(电镜×12000) 

图 3
．

糖尿病治疗组大鼠足细胞足突结构基本正常(电镜× 
25000) ‘ 

图4 正常对照组大鼠肾小球内未见 d~min蛋白表达(免疫 

组化 ×400) 

图5 糖尿病组大鼠肾小球内de~min蛋白表达显著增多(免 

疫组化 ×400) 
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‘ 
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图6 糖尿病治疗组大鼠肾小球内desmin蛋白表达降低免 

疫组化 ×400) 
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表 3 各组大鼠肾小球内desmin 

蛋白表达平均光密度值 ( ±S) 

与组比较， JP<0．05；与D组比较， P<0．05。 

3 讨 论 

足细胞是持有功能的肾小球滤过屏障最外层， 

其表面覆盖着由涎酸及硫酸蛋白多糖所组成的阴离 

子衣，依赖大量的微丝与肾小球基底膜的外层相连， 

其胞体伸出许多足突敷衍于基底膜，足突间的裂孔 

隔膜以大小选择性方式来限制血浆蛋白进入尿路， 

构成阻止血浆蛋白丧失的最后屏障，当足细胞受到 

损伤时，足突的正常结构破坏、消失，由于足细胞属 

于终末分化的细胞，受损后缺乏增殖再生 复能 

力_2 J，不能有效覆盖基底膜，肾小球滤过膜完整性 

破坏，可导致蛋白尿发生。因此，足细胞的损害与蛋 

白尿明显相关 J。desmin为细胞骨架丝蛋白的一 

种，以往常作为肌源性细胞的标志，正常情况下肾小 

球系膜细胞可偶见少量表达，而足细胞无明显表达。 

当足细胞 因各种原因发生损伤时，可大量表达 

desmin而发生表型转化，其可能原因是足细胞骨架 

重新排列。因此，desmin可作为光镜下足细胞损伤 

的标志[4l。 

糖尿病状态下，肾脏内 RAS被不适当激活，血 

管紧张素转换酶活性增高，AngⅡ表达增多，直接参 

与了肾脏的进行性损害_5 J。在我们的实验中通过 

电镜观察到，糖尿病大鼠肾小球滤过屏障外层足细 

胞足突部分融合，呈带状敷贴在基底膜上，免疫组化 

亦显示糖尿病大鼠肾小球内 desmin蛋白表达显著 

增高，同时 UAER显著高于正常对照组；与糖尿病 

组相比，治疗组大鼠足细胞足突融合和肾小球内 

desmin蛋白表达均明显减少，UAER显著降低。这 

些实验结果提示糖尿病大鼠肾小球足细胞有明显损 

害，肾小球滤过屏障完整性受损，促使糖尿病肾脏损 

害和蛋 白尿的发生：采用氯沙坦阻断糖尿病大鼠 

AngⅡ的部分效应可有效保护足细胞，维持肾小球 

滤过屏障的正常通透性、减少蛋白尿，对糖尿病大鼠 

肾脏起保护作用。因此，糖尿病时，AngⅡ加速糖尿 

病肾病的发生发展的作用至少部分是通过损害足细 

胞、破坏肾小球滤过屏障的完整性来实现的。 

AngⅡ可通过多种途径使反应氧产物(RoS)产 

生增多、氧化应激水平增高：(1)AngⅡ通过活化 

AT1受体上调多酶复合体的数个亚基，致使细胞内 

超氧阴离子(02-)浓度升高；(2)Ang．Ⅱ也可以上调 

NAD(P)H氧化酶，该酶产物02一与一氧化氮(NO) 

相互作用生成过氧亚硝基阴离子(ONOO一)【6 ；(3) 

还原型谷胱甘肽(GSH)是细胞内重要的抗氧化物 

质，AngⅡ可使细胞内 NADH／NADPH比例失调， 

NADPH含量下降，而后者正是氧化型谷胱甘肽 

( )转变为 GSH过程中谷胱甘肽还原酶的辅 

酶，致使细胞内 GSH含量下降l5 J。所以，干预 Ang 

Ⅱ效应的药物 AT1受体拮抗剂可以作为抗氧化剂 

起作用，阻止血管和肾脏变化。目前认为在多种肾 

小球疾病中，氧化应激通过损伤足细胞，从而促进肾 

脏损害和蛋白尿的发生l I8]，大鼠嘌呤霉素(PAN) 

肾病模型类似于人类微小病变病，有明显的氧化应 

激参与其发生发展，Ricardo[8j等研究了接受 

注射的大鼠在联合与不联合抗氧化剂时尿蛋白排泄 

及足细胞的变化，接受 PAN处理的大鼠应用 a一生 

育酚 坏血酸治疗后尿蛋白减少近 90％，足突消 

失显著降低，抗氧化剂对 PAN 大鼠提供的保护作用 

是抵抗发生在肾小球足细胞足突的变化，R()S在足 

细胞损伤和蛋白尿的发生机制中起关键作用【91。 

本实验中我们采用脂质过氧化产物 MDA含量 

和抗氧化酶 SOD、CAT活性来反映机体的抗氧化能 

力和氧化应激程度，结果显示，糖尿病组大鼠肾皮质 

MDA含量显著高于正常对照组，而 SOD、CAT活性 

显著低于正常对照组，同时伴有糖尿病大鼠足细胞 

明显受损，表明糖尿病时存在肾组织抗氧化能力降 

低，自由基及其产物增多，损害了肾小球滤过屏障外 

层足细胞的结构和功能；采用氯沙坦干预治疗后，糖 

尿病大鼠肾皮质 MDA含量显著降低，而 S0D、CAT 

活性显著升高，足细胞损伤明显减轻，提示AngⅡ可 

通过作用于AT1受体抑制糖尿病大鼠肾组织的抗 

氧化能力、提高肾组织氧化应激水平，增高足细胞损 

伤标志一desmin蛋白的表达，损害足细胞的结构和 

功能，从而破坏肾小球滤过屏障的完整性，阻断 Ang 

Ⅱ对AT1受体的作用可有效减轻糖尿病大鼠肾组 

织的氧化应激从而保护足细胞。 

因此，本研究表明，AngⅡ对糖尿病大鼠肾脏的 

损害作用可能部分是通过作用于AT1受体、增高肾 

组织氧化应激从而损害肾小球滤过屏障外层足细胞 

的结构和功能而实现的，这可能是 AngII参与糖尿病 

肾病发生发展的途径之一。但糖尿病 (下转第5o2页) 
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气。一般以尿糖维持在(+)较适宜，不强求尿糖阴 

性，尿糖超过(++)时，每增加(+)，皮下注射胰岛 

素4u。有的病人有较大的波动，须酌情随时调整。 

经肠营养恢复后，仍应强调根据病情制订长期使用 

胰岛素或根据内科意见采用其它控制糖尿病的治疗 

方案。 

在应用TPN中，高糖高渗非酮性昏迷(}{】 C) 

是糖尿病围手术期 TPN支持时最严重的代谢并发 

症，严重时可导致昏迷甚至死亡。它多发生于 TPN 

早期，本组有 2例发生，经抢救治愈，我们的经验是 

当血糖>13．9mmol／L时应停用葡萄糖改用生理盐 

水，胰岛素 2～4u／h；当血糖<13．9mmol／L再开始 

过渡到5％葡萄糖和脂肪乳剂。其次低血糖发生在 

TPN应用中也时有发生，本组有 2例(2．7％)病人 

主要表现心慌、大汗，急查血糖为 2．9和 2．5mmol／ 

L，及时处理后迅速缓解。 

近几年提倡肠内营养支持，优点是并发症少，改 

善营养状况作用明显，营养摄入及代谢方式合乎生 

理，能够保护肠粘膜屏障，减少肠源性感染和胆汁淤 

积的可能性，并能够刺激肠道消化液和激素的分泌。 

本组 12例行术后肠内营养支持。在采用肠内营养 

制剂，越来越多的学者支持使用低碳水化合物、高脂 

肪(尤其是单不饱和脂肪酸即 MUFA)，肠内营养开 

始后，仍应注意血糖的监测，理想的血糖水平应在 

5．5～11．0mmol／L 

近年在接受大的外科手术重危病人又提倡强化 

胰岛素治疗的概念，因为高血糖和胰岛素抵抗在重 

危病人中常见。Breghe等[ ]用大宗病例前瞻性研 

究报告，得出无论病人有无糖尿病病史，使用外源性 

胰岛素，将血糖维持在 6．1mmol／L水平以下，可明 

显降低外科手术重危病人的并发症发生率和死亡 

率。 
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(上接第451页)时足细胞 desmin蛋 白表达上调的具 

体机制和对足细胞功能的影响尚不清楚，有待进一 

步研究。 
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