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精氨酸酶Ⅱ在 2型糖尿病肾病大鼠肾组织中的表达及作用
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［摘 要］　目的　探讨精氨酸酶Ⅱ（ArgⅡ）在糖尿病肾病（DN）大鼠肾组织中的表达及其在DN发生过程中的作用。方法　10只
雄性 SD大鼠随机分为对照组和模型组，每组 5只。采用高糖高脂饲料饲养和腹腔注射小剂量链脲佐菌素（45 mg/kg）制作大鼠DN模

型，继续饲养 11周后处死。测定大鼠体质量和血、尿生化指标；取右肾称重并进行病理学检查，观察肾组织病理学变化和 ArgⅡ、

CD68+蛋白表达，免疫荧光双染色法观察 ArgⅡ与肾巨噬细胞活化标志因子 CD68+的分布和表达情况；Western blot 检测肾组织

中 ArgⅡ、NF-κB、TNF-α、IL-6蛋白表达情况。结果　与对照组相比，模型组肾质量/体质量、24 h尿量、24 h尿蛋白、空腹血糖、尿素

氮和胰岛素水平均明显增高（P<0. 05）。肾组织病理学结果显示：模型组大鼠肾小球系膜细胞坏死，血管扩张，肾小管上皮细胞脂肪

变性、淤血。与对照组比较，模型组大鼠肾组织ArgⅡ、CD68+、NF-κB、TNF-α、IL-6蛋白表达均明显升高（P<0. 05）。免疫荧光双染色

显示，ArgⅡ和CD68+共表达于肾组织中，且模型组大鼠ArgⅡ、CD68+荧光强度强于对照组（P<0. 01）。结论　ArgⅡ在DN中表达增

高，其可能参与了DN炎性病变的发生。
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and its significance in the development of DN. Methods　A total of 10 male SD rats were randomly divided into the control group and the 
model group ，with 5 rats in each group.  An rat model of DN was developed by feeding with high-sugar and high-fat diet combined with intra⁃
peritoneal injection of low-dose streptozotocin （45 mg/kg），and they were sacrificed after 11 weeks of continued feeding. The body weight，
and biochemical indexes of blood and urine of rats were determined. The right kidney was weighed and histopathological examination was 
performed.  The pathological changes of kidney tissues and protein expression of Arg Ⅱ and CD68+ were observed，and the immunofluores⁃
cence double staining was used to observe the distribution and expression of ArgⅡand a marker of renal macrophage activation CD68+； the 
protein expression of ArgⅡ，NF-κB，TNF-α and IL-6 in kidney tissues was determined by Western blot. Results　Compared with the control 
group，the ratio of kidney weight to body weight，24-hour urine volume，24-hour urine protein，fasting blood glucose，urea nitrogen and insulin 
level in the model group were significantly increased（P<0. 05）.  The renal histopathology showed that the mesangial cells of the renal 
glomerular were necrotic with vascular dilatation，and the renal tubular epithelial cells were steatosis and congestion.  Compared with the 
control group，the protein expression of ArgⅡ，CD68+，NF-κB，TNF-α and IL-6  in the kidney tissues of the model group were significantly 
increased （P<0. 05）.  Immunofluorescence double staining demonstrated the co-expression of Arg Ⅱ and CD68+ in renal tissue，and the 
fluorescence intensities of both ArgⅡ and CD68+ in the model group were significantly stronger than those in the control group （P<0. 01）.
Conclusion　The expression of ArgⅡ is increased in DN，which may be participated in the occurrence of inflammatory lesions in DN.

Keywords: arginase Ⅱ；diabetic nephropathy；renal macrophages；immune inflammation

糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）是糖尿病

患者最常见且最严重的并发症之一。约 1/3糖尿病患

者可发展为 DN，进而发展为终末期肾病（end-stage 
kidney disease，ESKD），严重影响糖尿病患者的生存质

量，其发病率目前仍在逐年攀升，是导致糖尿病患者

死亡的主要原因[1]。流行病学研究显示，DN已成为肾

衰竭患者进行血液透析治疗或肾移植的首要原因[2]。
DN 早期治疗可获得较好的效果，一旦错过最佳治疗

时间，会很快发展为尿毒症、肾功能衰竭，故早期诊断

DN并了解其发病机制对于其早期预防和治疗有重要

意义[3]。近年来的研究发现，DN的发生与肾巨噬细胞

浸润为主的炎症细胞激活导致的慢性低度炎症密切

相 关 ，其 中 核 蛋 白 因 子 κB（nuclear factor-kappaB，

NF-κB）在各种炎症因子相互作用和影响的复杂网络

中起着重要的调控作用[4-6]。持续高糖环境下，NF-κB
被激活，诱导炎症因子生成，炎症因子又可激活胞质

中的 NF-κB，从而促进肾小球硬化及肾小管间质纤

维化[7]。
研究发现，精氨酸酶Ⅱ（arginase Ⅱ，ArgⅡ）是导

致不同炎症性疾病发生的重要分子之一[8-9]。近年来

国内外许多学者也发现，ArgⅡ参与了动脉粥样硬化、

心血管衰老发生发展过程，成为治疗心血管疾病潜在

点之一[10-12]。Huang 等[13]发现，ArgⅡ对于肥胖性肾病

的氧化应激与炎症反应具有重要作用。然而ArgⅡ在

DN中的作用机制目前尚未见报道。

本研究采用高糖高脂饮食和小剂量链脲佐菌素

（streptozotocin，STZ）腹腔注射建立 2 型糖尿病肾病大

鼠模型，分析ArgⅡ在DN大鼠肾组织中的表达及参与

DN炎性病变的作用机制，以期为DN的防治提供理论

基础和治疗靶点。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　实验动物　　8 周龄雄性 SD 大鼠 10 只，体质

量（150±15）g，由成都达硕实验动物有限公司提供[生
产许可证号：SCXK（川）2020-030]。所有大鼠均饲养

于成都医学院 SPF 级实验动物中心[动物使用许可证

号： SYXK（川）2020-0196]，饲料由成都达硕实验动物

有限公司提供，饲养环境：温度（22±1）℃，湿度 60%，光

暗周期 12 h/12 h，自由饮水和进食。所有操作均符合

成都医学院实验动物伦理要求（批准号：成医动伦

[2022]第049号）。

1. 1. 2　主要试剂　 STZ 购自美国 AbMole 公司；HE
染色液购自武汉塞维尔生物科技有限公司；ELISA 试

剂盒购自上海茁彩生物科技有限公司；BCA蛋白浓度

测定试剂盒（增强型）购自上海碧云天生物技术有限

公司；DAB 试剂盒购自北京中杉金桥生物有限公司；

P65、ArgⅡ、β-actin抗体购自美国 abclonal公司；TNF-α
抗体购自武汉博士德生物工程有限公司；内参GAPDH
抗体、生物素化山羊抗兔 IgG（H+L）购自美国 Affinity
公司；IL-6抗体购自北京博奥森生物技术有限公司；内

参 Tublinβ 抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公

司；生物素化山羊抗鼠 IgG（H+L）购自美国 Abcam 公

司；免疫荧光抗体ArgⅡ、CD68+购自美国Abcam公司；

DAPI染色试剂购自武汉塞维尔生物科技有限公司；尿

素氮、肌肝、胰岛素、尿蛋白定量试剂盒购自南京建成

生物工程研究所。

1. 1. 3　主要仪器　　血糖仪（美国强生有限公司）；

206



http:/ / www. jjssxzz. cn局解手术学杂志 2025,34（3）J  REG ANAT OPER SURG

全自动生化分析仪（德国 Bayer 公司）；酶标仪（美国

ThermoFisher 仪器有限公司）；转轮切片机（德国

MICROM公司）；包埋机（常州郊区中威电子仪器厂）；

修复仪（美国Thermo Shandon公司）；干燥箱（北京中兴

伟业仪器设备厂）；组化笔（北京兰杰柯科技有限公

司）；脱色摇床（上海程捷仪器设备有限公司）；倒置相

差显微镜（德国 LEICA 公司）；数字切片扫描仪（日本

OLYMPUS 公司）；电泳转膜仪（美国 Bio-Rad，Power⁃
PacTM HC公司）；水平脱色摇床（江苏科析仪器有限公

司）；凝胶成像及分析系统（美国 Bio-Rad Laboratories
公司）；高速低温离心机（美国 Thermo FisherScientific
公司）。

1. 2　方法

1. 2. 1　DN大鼠模型制备与分组　　将 10只 SD雄性

大鼠随机分为对照组（普通饲料喂养，能量含量：12%
脂肪、28%蛋白质、60%碳水化合物）和模型组（高糖高

脂饲料喂养，能量含量：55%脂肪、21%蛋白质、24%碳

水化合物）。2 组大鼠饲养 4 周后禁食 12 h，模型组

大鼠按照体质量（45 mg/kg）一次性腹腔小剂量注射

1% STZ，对照组大鼠注射等剂量枸橼酸盐缓冲液。

24 h 后，大鼠尾静脉采血测定空腹血糖，若空腹血

糖≥16. 7 mmol/L，且出现多饮、多食、多尿症状，则说明

糖尿病大鼠模型制作成功；继续饲养 7周，期间定期监

测 24 h尿蛋白，当 24 h尿蛋白≥30 mg，则说明DN大鼠

模型制作成功[14]。
1. 2. 2　血尿相关生化指标检测　　从第 7周开始，每

周一 8：00取 24 h尿标本，记录 24 h尿量，同时取10 mL
尿标本测定 24 h 尿蛋白。第 12 周所有大鼠禁食 12 h
后，给予 2. 5%异氟烷麻醉后心脏取血，检测血清尿素

氮、肌酐、血糖、胰岛素水平。

1. 2. 3　肾组织病理学检测　　2组大鼠称重、麻醉后

摘取双肾，右肾称重后用 4%多聚甲醛固定、梯度乙醇

脱水、透明、浸蜡包埋后制作切片并进行 HE 染色，光

镜下观察肾组织病理改变。左肾冻存于液氮灌中，然

后-80 ℃保存，后续进行蛋白检测。

1. 2. 4　免疫组织化学检测　　右肾经生理盐水冲

洗、多聚甲醛固定、脱水透明、浸蜡包埋、切片，按照

DAB试剂盒说明书进行实验。石蜡切片脱蜡至水、微

波抗原修复、阻断内源性过氧化物酶、血清封闭后，滴

加 ArgⅡ和 CD68+一抗过夜，次日加入二抗 37 ℃孵育

30 min，DAB 显色 8~10 min，苏木精复染 10 min，梯度

乙醇脱水后中性树胶封片，然后在倒置相差显微镜下

观察并采集图像，先在低倍镜（×100）下调试观察，确

定肾组织结构，然后转高倍镜（×400）下观察肾组织

ArgⅡ和CD68+表达。ArgⅡ、CD68+免疫反应阳性细胞

表达判定标准：以胞浆出现棕黄色颗粒为阳性反应。

使用 Halo 数据分析系统计算每张图像阳性细胞面积

占比。

1. 2. 5　免疫荧光双染色法　　右肾经生理盐水冲

洗、多聚甲醛固定、脱水透明、浸蜡包埋、切片，石蜡切

片脱蜡至水、微波抗原修复、阻断内源性过氧化物酶、

血清封闭后，滴加ArgⅡ一抗过夜，次日加入二抗 37 ℃
孵育 30 min，微波抗原修复，滴加 CD68+一抗过夜，次

日滴加 DAPI，室温孵育 10 min，抗荧光衰减封片剂封

片。使用数字扫描浏览软件对切片进行图像采集，每

张切片先于低倍镜下观察全部肾组织，再分别采集低

倍镜（×100）及高倍镜（×200）下肾组织 ArgⅡ和 CD68+

表达图像，共采集 3个视野。然后使用 ImageJ 图像分

析系统测定所采集全部图像的荧光强度和面积，并计

算每张图像的平均荧光强度。

1. 2. 6　Western blot 检测　　于-80 ℃冰箱取出肾组

织，洗涤、剪碎、裂解、离心，取上清液后用BCA试剂盒

测定蛋白浓度。煮沸 5 min 使蛋白变性后进行 SDS-

PAGE电泳，然后放入电转槽 100 V稳压转膜，5%脱脂

奶粉封闭 1 h，加入适当浓度的 ArgⅡ、NF-κB、TNF-α、

IL-6一抗 4 ℃过夜，次日加入适当浓度的二抗 37 ℃摇

床孵育1 h，ECL显色，凝胶电泳图像分析仪采集图像。

1. 3　统计学分析

数据使用 SPSS 25. 0 软件进行统计学分析，计量

资料以均数±标准差（x̄±s）表示，2 组间比较采用独立

样本 t检验。以P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　大鼠体质量和右肾大体结果

与对照组相比，模型组大鼠体质量明显减轻，

肾质量/体质量明显增高，差异均有统计学意义

（P<0. 05）；2 组大鼠肾质量比较差异无统计学意义

（P>0. 05），见表1。

2. 2　大鼠尿生化相关指标

与对照组相比，在第 7 周时模型组大鼠 24 h 尿量

开始出现明显增高，差异有统计学意义（P<0. 05）。在

第 8周时，模型组大鼠 24 h尿量和 24 h尿蛋白明显升

高，且随着时间的推移模型组上述 2个指标高于对照

组，差异均有统计学意义（P<0. 05），见图1。

表 1　大鼠体质量、肾质量、肾质量/体质量结果（x̄±s）

组别

模型组
对照组

n
55

体质量（g）
412. 00±12. 11*
530. 00±24. 29

肾质量（g）
2. 10±0. 461. 96±0. 13

肾质量/体质量

0. 52±0. 10**
0. 37±0. 01

*：与对照组比较，P<0. 05；**：与对照组比较，P<0. 01
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2. 3　大鼠血生化相关指标

与对照组相比，模型组大鼠的空腹血糖、尿素氮

和胰岛素水平均明显增高，差异具有统计学意义

（P<0. 05）；2 组大鼠肌酐比较差异无统计学意义

（P>0. 05），见图2。
2. 4　大鼠肾组织的病理改变

肾组织 HE 染色结果显示：对照组大鼠肾小球基

底膜完整，无变性、坏死；肾小管结构完整，管腔内无

细胞管型或蛋白管型，间质无充血及炎症细胞浸润；

髓质集合管结构完整，未见变性、坏死或脱落。模型

组大鼠肾组织可见明显病理改变，部分肾组织见肾小

球系膜细胞坏死、血管扩张、肾小管上皮细胞脂肪变

性、淤血等病理改变（图3）。

2. 5　大鼠肾组织ArgⅡ、CD68+蛋白免疫组化检测结果

与对照组相比，模型组大鼠肾组织ArgⅡ、CD68+蛋
白表达增高，差异具有统计学意义（P<0. 01），见图4。

2. 6　大鼠肾组织ArgⅡ、CD68+免疫荧光双染色结果

免疫荧光双染色显示，ArgⅡ可表达于CD68+阳性

标记的巨噬细胞胞浆中。与对照组相比，模型组大鼠

肾组织ArgⅡ和CD68+荧光强度明显增强（P<0. 01），见

图5。这表明ArgⅡ与肾巨噬细胞的活化有关。

2. 7　大鼠肾组织ArgⅡ、NF-κB、TNF-α、IL-6蛋白表达

与对照组相比，模型组ArgⅡ、NF-κB、TNF-α、IL-6

蛋白表达均显著增加（P<0. 05），见图 6。以上结果表

明ArgⅡ参与了DN肾组织的炎症反应。

3　讨论

DN作为引起ESRD的主要病因，对人类的生命健

康构成了很大的威胁。近年来的研究证实，肾慢性低

度炎症是 DN早期的表现[15]，基于此，探讨炎症反应如

何促进 DN 炎性病变逐渐受到重视。研究发现，以肾

巨噬细胞浸润为主的炎症细胞的激活及各种炎症细

胞因子的表达增加是导致肾纤维化发生发展的主要

原因[16]。一项关于 1 型和 2 型 DN 动物模型的分析表

明，90% 的浸润细胞为表达 CD68+的巨噬细胞[17]。巨

噬细胞的浸润、募集和活化可导致大量促炎因子、促

纤维化因子和抗血管生成因子（如 IL-1、IL-6、TNF-α、

转化生长因子 β、血管内皮生长因子等）的生成与释

放，与肾固有细胞相互作用共同参与 DN 免疫炎性损

a：24 h尿量；b：24 h尿蛋白   *：与对照组比较，P<0.05
图1　2组大鼠的24 h尿量和尿蛋白的变化

**：与对照组比较，P<0.01
图2　2组大鼠血生化相关指标的变化

黄色箭头：肾小球系膜细胞坏死；绿色箭头：肾小球血管扩张；

蓝色箭头：肾小管上皮细胞脂肪变性；黑色箭头：淤血

图3 大鼠肾组织病理改变（×400）
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伤的发生过程，加重肾损伤及炎症反应[18-19]。本实验

模拟 2型糖尿病的发病过程，并在此基础上持续高糖

高脂饲料喂养使糖尿病发展为 DN[20]，结果显示，大鼠

出现肾质量/体质量明显增高，空腹血糖、尿素氮、胰岛

素、24 h尿蛋白明显增加，说明大鼠出现了 2型糖尿病

伴胰岛素抵抗和肾损伤等并发症；病理结果显示，肾

组织出现肾小球系膜细胞坏死、血管扩张，肾小管上

皮细胞脂肪变性，淤血等明显的病理改变。同时，我

们对肾组织巨噬细胞活化标志因子 CD68+进行了检

测，结果显示，模型组大鼠 CD68+表达明显升高，提示

DN肾组织存在巨噬细胞浸润的炎症反应。

ArgⅡ是一种线粒体酶，在肾和前列腺中尤为丰

富，某些刺激因素（如脂多糖、TNF-α、氧化型低密度脂

蛋白和缺氧等）可诱导 Arg Ⅱ 从线粒体移位到胞

a：大鼠肾组织ArgⅡ的免疫组化染色结果；b：大鼠肾组织CD68+免疫组化染色结果　红色箭头：阳性细胞；*：与对照组比较，P<0.05；**：与对

照组比较，P<0.01
图4　各组大鼠肾组织免疫组化染色结果

a：大鼠肾组织ArgⅡ（绿色）和CD68+（红色）免疫荧光双染色；b：大鼠肾组织ArgⅡ荧光强度；c：大鼠肾组织CD68+荧光强度   **：与对照

组比较，P<0.01
图5　各组大鼠肾组织免疫荧光共染色结果
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浆[21-22]。在肾相关疾病研究中，ArgⅡ在肥胖小鼠肾组

织中的表达增加[13]。精氨酸酶抑制剂可有效降低血

糖，逆转糖尿病大鼠的病理进程[23]，提示 ArgⅡ预防和

治疗慢性肾疾病具有一定优势。本研究结果显示，在

模型组大鼠的肾组织中ArgⅡ蛋白表达较对照组大鼠

明显增加，说明持续高血糖可促进肾组织中 ArgⅡ的

表达。2型DN是一种慢性低度炎症代谢性疾病，其部

分机制是肥胖引起机体慢性炎症反应，导致胰岛素抵

抗、血糖异常甚至DN的发生。ArgⅡ在机体的慢性炎

症过程中也起着一定的作用。我们前期的研究发现，

在肝细胞中，ArgⅡ通过诱导肝巨噬细胞炎症反应和

TNF-α、IL-6 的释放，促进固醇调节元件结合蛋白-1c
的表达，进一步增强脂肪合成相关酶的活性，增加肝

脂肪的生成，最终导致糖尿病性脂肪肝的发生[24]。研

究证明，ArgⅡ与 mTOR-核糖体蛋白 S6 激酶 β-1 相互

作用促发炎症反应和氧化应激[25-26]。这些研究均提

示，ArgⅡ在炎症的发生发展过程中起着一定作用。本

研究发现，DN大鼠出现肾损伤的同时伴有ArgⅡ表达

明显增加，说明ArgⅡ可能参与了DN的发生。同时本

研究探讨了 DN 肾组织巨噬细胞标志因子 CD68+与
ArgⅡ是否存在共表达的情况，免疫荧光双染色结果表

明，肾组织中 CD68+与 ArgⅡ存在共定位，且模型组大

鼠 ArgⅡ和 CD68+荧光强度明显增强，提示 ArgⅡ可能

参与了巨噬细胞活化相关的炎症病变的发生。然而

在DN中，ArgⅡ的促炎作用机制尚不清楚。本研究参

考相关文献资料[27-28]，对能够参与炎症反应的多种信

号传导途径的多向性转录因子 NF-κB 及相关炎症因

子进行了检测发现，模型组大鼠在高糖状态下，肾组织

NF-κB表达明显增加，炎症因子TNF-α、IL-6的表达也明

显增加，提示ArgⅡ表达增高可能参与了DN炎性病变

的发生，可为进一步研究DN的防治提供新的思路。
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