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蛋白激酶 C在糖尿病肾病发生与发展中的作用
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　　提　要:目的　探讨糖尿病状态下肾小球蛋白激酶 C(PKC)与肾脏改变的关系。方法　对链脲菌素诱发的糖尿病大鼠喂养 28

周 ,同时对部分糖尿病大鼠进行胰岛素治疗。测定糖尿病大鼠血糖 、糖化血红蛋白 A1c(HbA1c)、PKC 活性 、肾小球基底膜厚度(GB-

MT)和尿蛋白质 肌酐(Pr Cr)比值 , 并与正常对照组比较。结果　糖尿病大鼠在血糖水平和 HbA1c含量增高的同时 , PKC 活性 、GB-

MT和尿 Pr Cr比值都显著增加(P <0.01);PKC 活性与血糖相关(P<0.01), 而与 HbA1c无显著相关性(P >0.05),胰岛素治疗可通

过降低血糖水平来减少 HbA1c形成 、改善 PKC 活性 , 从而减缓GBMT 增加 ,减少尿蛋白排出。结论　高血糖慢性刺激可引起肾小球

PKC 活性增高 , 非酶促糖基化可能未直接参与 PKC活性改变 , PKC活性长期增高可促进糖尿病肾病发生与发展。
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Role of protein kinase C in the development and progression of diabetic nephropathy
RONG Jian , QIU Hong-xin , WANG Shu-ping(Department of Endocrinology , Daping Hospital , ThirdMilitary Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To evaluate the relationship between glomerular protein kinase C (PKC) and renal alterations under diabetic state.

Methods　The streptozotocin-induced diabetic rats were fed for 28 weeks.Insulin was administered to some of them after the onset of diabetes.Then

blood glucose , hemoglobin Alc(HbAlc), glomerular PKC activity , glomerular basement membrane thickness(GBMT)and urine protein creatinine

(Pr Cr)ratio in diabetic rats were measured and compared with those in the control.Results　The levels of blood glucose , HbAlc content , PKC

activity and GBMT were significantly higher in diabetic rats than those in the control(P<0.01).Insulin treatment could decrease the levels of blood

glucose , reduce HbAlc content , ameliorate PKC activity and delay the thickening of glomerular basement membrance(GBM).Conclusion　Chronic

stimulation of hyperglycemia may increase PKC activity.Nonenzymatic glycosylation may not directly contribute to increasing PKC activity.Long-term

increase of PKC activity may enhance the development and progression of diabetic nephropathy.

　　Key words:diabetic nephropathy;glomerular basement membrance;nonenzymatic glycosy lation;protein kinase C

　　糖尿病肾病的早期改变以肾小球滤过率(Glomer-
ular filtration rate ,GFR)的增高为主 ,随着病程进展出现

肾小球系膜扩张和基底膜增厚等。研究发现糖尿病高
血糖短期刺激可增加肾小球蛋白激酶 C(Protein kinase

C ,PKC)活性 ,与糖尿病大鼠早期肾小球滤过率改变和
肾肥大有关

[ 1, 2]
。高血糖对 PKC 的慢性刺激作用的机

制是否与非酶糖基化有关 ,目前尚不清楚;而在长期高

血糖条件下 ,糖尿病 PKC 活性改变与肾脏病变的关系

目前也末见有报道。本研究对此进行初步探讨。

1　材料和方法

1.1　材料
　　包括Ⅲ-S 型组蛋白 、二酰基甘油和磷酯酰丝氨酸(Sigma),

PMSF和 0.25 um 醋酸纤维素滤膜(华美公司), ATP(重庆化学试

剂公司),[ r-32P] ATP(>5 000 Ci mmol)(北京亚辉生物医学工程

公司),闪烁液(第三军医大学核医学教研室)和同位素检测仪
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(Beckman)。雄性Wistar大鼠 , 体重 152 ～ 250 g。腹腔注射 STZ

(65 mg kg体重 , 溶于 0.1 mmol L柠檬酸钠缓冲液 , pH4.0), 72 h

后血糖大于 17 mmol L为糖尿病大鼠。

1.2　方法
1.2.1　分组　　30只大鼠随机分为正常对照组(NC 组)、糖尿

病未治疗组(D组)和胰岛素治疗组(DI 组), 每组 10 只。 DI 组

每日皮下注射 1次鱼精蛋白锌胰岛素 2 ～ 6 U , 使血糖和 HbA1c

(Hemoglobin A1c)水平都高于 NC 组 , 但又低于D组。喂养 28 周

后 ,腹腔注射戊巴比妥钠(5 mg 100 g)麻醉 ,原位灌注肾脏 , 分离

肾小球 ,制备肾小球提取物(Glomerular tissue extracts , GTE)及肾

小球细胞细胞浆和细胞膜蛋白。

1.2.2　检测　　血浆葡萄糖浓度和 HbA1c含量分别采用氧化

酶法和亲和层析法。尿肌酐浓度采用碱性苦味酸法。 蛋白质

定量均采用考马斯亮蓝法。 肾小球基底膜厚度(Glomerular

basement membrance thickness , GBMT)在电镜下进行测量。肾小

球PKC 测定:于 20 mmol L Tris-HCl 缓冲液中加入 10 mmol L

MgCl2 、400μg mlⅢ-S 型组蛋白 、100 μmol L〔r-32P〕ATP、1 mmol L

CaCl2 、160 μg ml磷酯酰丝氨酸 、2 μmol L 二酰基甘油和适量待

测酶蛋白制剂。反应结束后用醋酸纤维素薄膜收集沉淀 ,置于

闪烁液中进行放射性计数测定。本研究酶蛋白反应浓度线性

范围为 0.1～ 0.4 mg ml , 反应时间的线性范围为 1 ～ 5 min ,选择
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反应时间为 5 min。变异系数为 13.5%。本研究用每毫克膜蛋

白或胞浆蛋白每分钟引起 Ⅲ-S 型组蛋白底物发生磷酸化的量

来表示 PKC 活性 , 结果为 3 次检测的均值 , 单位:pmol·min -1·

mg-1 。

1.3　统计学处理
　　结果以 x±s表示。多组间采用 F 检验和q 检验。相关分

析采用直线相关分析和多元线性回归与相关分析。

2　结果

2.1　3组大鼠血糖 、HbA1c、GBMT和尿 Pr Cr比值的变化
　　本研究通过胰岛素治疗使 DI 组血糖浓度和 HbA1c水平显

著低于 D组 ,但又显著高于 NC 组(P<0.05 和 P<0.01),这种

状态一直保持到实验结束。到 28 周时 , D 组 GBMT 和尿 Pr Cr

比值均显著高于其它两组(P<0.05 和 P <0.01);DI组 GBMT

和尿 Pr Cr 比值均显著高于 NC 组(P <0.05 和 P <0.01), 见

表 1。

表 1　各组大鼠 GBMT和尿 Pr Cr比值的比较(n=10,  x±s)

Tab 1　Comparison of GBMT and urine Pr Cr ratio among NC group ,

DI group and D group(n=10,  x±s)

Items GBMT(nm) Urine Pr Cr ratio(mg mmol)

NC 142.71±3.41 122.26±36.36

DI 175.00±13.52▲ 238.42±52.13▲

D 198.07±14.65＊ 291.45±36.18＊

NC:Normal control group , DI:Insulin-treated diabetic group;D:Non-in-

sulin-treated diabetic group;▲:P<0.01 vs NC;＊:P<0.05 vs DI

2.2　3组大鼠 PKC活性比较

　　3组大鼠 PKC 总活性差异均无显著性 , 然而 D 组细胞浆

PKC 活性显著低于其它两组(P <0.05 和 P<0.01), DI 组显著

低于NC 组(P<0.01)。细胞浆 PKC 活性占总活性的百分比也

有相同变化。D 组细胞膜 PKC 活性则显著高于其它各组(P <

0.05 ,和 P <0.01), DI 组显著高于 NC 组(P <0.05 和 P <

0.01),见表 2。结果表明病程 28 周时糖尿病大鼠肾小球细胞

膜PKC 活性增高 , 而细胞浆 PKC 活性相对降低 , PKC 活性由细

胞浆向细胞膜转移;胰岛素治疗可改善 PKC 活性。

表 2　各组大鼠肾小球 PKC活性的改变(n=10 , x±s)

Tab 2　Alterations of PKC activity in glomeruli from normal

control and diabetic rats(n=10 ,  x±s)

Specific activity(pmol·min-1·mg -1)
Items

Total activity

(pmol·min-1·mg -1)

Cytosol

(%)Membrane Cy tosol

NC 148±25 24±4 166±45 85±3

DI 103±8■ 60±13■ 164±16 62±5■

D 81±10＊ 79±11＊＊ 159±21 51±3＊＊

■:P <0.01 vs NC;＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs DI

2.3　相关分析
　　直线相关分析显示血糖和 HbA1c分别与细胞浆 PKC 活性

呈显著性负相关(r1 =-0.860 , P <0.01;r2 =-0.482 , P <

0.01),与细胞膜 PKC 活性呈显著性正相关(r1' =0.907 , P <

0.01;r2' = 0.662 , P <0.01), 进一步多元回归和相关分析表明

PKC 只与血糖呈显著相关性 , 偏相关系数分别为-0.528(P =

0.022)和 0.667(P=0.008), 而与 HbA1c无显著相关性。

　　直线相关分析显示 GBMT与细胞浆 PKC 活性呈显著负相

关(r=-0.531 , P <0.01),与细胞膜 PKC 活性呈显著性正相关

(r' =0.558 , P<0.01);GBMT 与血糖 、HbA1c和 PKC 一起进行

多元回归与相关分析 ,对各因素相互影响进行控制后 , GBMT 与

血糖 、HbA1c 和 PKC活性(细胞膜部分和细胞浆部分)均具显著

相关性 ,偏相关系数分别为 0.305(P =0.031) 、0.558(P =

0.005)、0.381(P=0.018)和-0.367(P=0.022), 其中与 HbA1c

关系更为密切。同样 ,尿 Pr Cr比值也与血糖 、HbA1c 和 PKC 具

显著相关性 ,而与 HbA1c关系更密切。

3　讨论

　　蛋白激酶 C广泛存在于许多组织内 ,细胞膜是其

发挥活性作用的部位 ,作为第二信使的主要靶蛋白 ,能
将信号从细胞外的分子上(如生长因子 、激素和药物

等)传递到细胞内 ,对细胞的功能和生长进行调节 。研
究表明糖尿病大鼠于病程 2周时 ,肾小球细胞膜上的

PKC活性显著增高 ,可能参与了糖尿病早期肾肥大和

GFR增高等改变
[ 2]
,本研究糖尿病大鼠于病程 28周

时 ,肾小球 PKC活性也由细胞浆向细胞膜转移 ,表明

病程较长的糖尿病大鼠肾小球 PKC 活性是处于一种

持续增高状态。一般认为高血糖是 PKC 活性增高的

主要原因 ,本研究中血糖与 PKC 活性呈正相关 ,提示
慢性高血糖可能是肾小球 PKC 活性持续增高的重要

原因。其机理可能与 DAG 有关 ,DAG 是 PKC 内源性

激活物
[ 3]
。葡萄糖可引起细胞内 DAG含量增加 ,其途

径可能通过磷脂酶 C的介导作用 ,或是糖酵解途径而

实现
[ 1]
。

　　慢性高血糖可通过非酶促糖基化反应 , 引起

HbA1c含量增加 ,本研究 HbA1c含量在各组的改变与

肾小球 PKC活性改变相一致 ,但多元线性回归与相关
分析显示两者无显著相关性 ,表明非酶促糖基化反应

与肾小球 PKC 活性无相关关系 ,提示 HbA1c可能未直

接参予肾小球 PKC 活性改变 。

　　慢性高血糖可促进肾小球组织非酶促糖基化 ,引
起肾小球基底膜增厚

[ 4]
。体外实验表明 L-葡萄糖与

D-葡萄糖均能刺激肾小球内皮细胞过量合成基质蛋

白 ,提示高浓度葡萄糖可以不通过非酶促糖基化途径
增加内皮细胞基质蛋白合成。PKC活性增加可改变肾

小球内皮细胞的屏障功能 ,导致对白蛋白和其它大分
子物质的通透性增加 。DeRuhertis则认为随着病程的

延长 ,肾小球内具有缩血管活性的 TXA2 逐渐增加(与

TX合成酶活性增加有关),TXA2 通过 PKC的介导 ,增

加肾小球基质蛋白合成 ,与肾基底膜厚度和肾系膜体
积等增加有关

[ 3]
。本研究 PKC 活性与 GBMT 和尿
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Pr Cr 比值具显著相关性 ,表明 PKC 活化对肾脏改变

有影响 ,这种影响可能与非酶促糖基化的影响相伴随。
高血糖可引起肾小球非酶促糖基化产物(如晚期糖基

化终末产物)含量增加 ,大量的晚期糖基化终末产物可
引起局部释放大量的生长因子(如血小板源生长因子

和胰岛素样生长因子等)
[ 5]
;PKC 活性增加 ,则增强了

肾小球细胞对各种生长因子的反应性 ,增加了信号传
递 ,PKC 本身也可增加肾小球碱性成纤维细胞生长因

子mRNA的表达 ,这些作用可促进肾小球增殖性病变 ,
也包括GBM增厚

[ 6, 7]
。另外 ,AGE淬灭-氧化氮(NO)活

性 ,减少肾小球环化鸟苷一磷酸(cGMP),放大 PKC 对

TXA2 、高血糖和其他 PKC 激活剂的反应性;PKC 能抑

制NO合成 ,并减弱 cGMP 对 NO的反应 ,最终减少肾
小球内 NO介导生成的 cGMP ,引起系膜细胞增殖及基

质形成 ,而系膜的增生与基底膜厚有关
[ 3]
。

　　糖尿病高血糖引起肾病的途径很多
[ 8]
,本研究结

果提示非酶促糖基化与 PKC 活性改变可能是两条不

同的途径 ,因此在糖尿病肾病的防治过程中 ,既要注重

减少或阻止非酶促糖基化 , 也要注意 PKC 活性的

改善 。
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经验与短篇 文章编号:1000-5404(2001)01-0080-01

超声诊断新生儿完全型大动脉转位 1例

Diagnosis a case of total transposition of great artery in newborn by echocardiogragphy

左　松 ,高云华　　(第三军医大学附属新桥医院超声科 , 重庆 400037)

　　患儿 ,男 , 2 d ,因出生后发现皮肤 、口唇发绀 , 而从外院转来

我院。患儿口唇青紫 、呼吸稍急促 , 胸骨左缘 2、3、4 肋间闻及

局限性收缩期杂音。心脏超声检查显示:主动脉起源于右心

室 ,位于右前 , 肺动脉源于左心室 ,位于左后;房间隔中部中断 4

mm ,该处见左※右过隔分流束;肺动脉内径 7 mm ,左肺动脉起

始处可见一宽约 3.7 mm 的分流束 ,于肺动脉内测得连续性湍

流 ,收缩期流速 160 cm s ,舒张期流速 140 cm s。提示:①完全型

大动脉转位;②卵圆孔未闭;③动脉导管未闭;④肺动脉轻度狭

窄。入院第 2 天行大动脉转位调转术 、卵圆孔修补术 、动脉导
管结扎术 ,术后诊断为:①完全型大动脉转位;②卵圆孔未闭;

③动脉导管未闭。手术成功 ,但患儿于第 3 天死于术后心低排

综合征。

讨论

　　完全型大动脉转位在新生儿紫绀型心血管畸形中居首位 ,

　　作者简介:左　松(1968-),女 ,重庆市人 ,硕士 ,主治医师 ,讲师 ,主要从事风

湿性心脏病方面的研究 ,发表论文 10 篇。电话:(023)68755000-
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为10.8%, 男多于女 3～ 4 倍。不经治疗者 50%死于生后 1 个

月内 , 85%～ 90%死于 1 岁以内[1] ,由于此病死亡率高 , 死亡年

龄小 ,故经超声诊断新生儿完全型大动脉转位甚为少见。完全

型大动脉转位的主要异常是主动脉与肺动脉在解剖上互换位

置 ,形成体 、肺循环分别运行。本病例患儿由于存在约 4 mm 未

闭的卵圆孔和动脉导管交通 , 得以互换血流 , 但由于体循环接

受静脉血液 ,患儿动脉血氧含量很低 , 紫绀严重 , 为维持全身氧

供 ,心脏必须成倍地增加排出量 , 以致负荷过重 , 心脏很快增

大 ,所以应尽早明确诊断及手术治疗 。超声作为一种无创性确

诊完全型大动脉转位的检查手段 , 在新生儿患者中显得尤为

重要。

　　关键词:超声心动描记术;新生儿;完全型大动脉转位
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