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降低 TGF茁1表达后对大鼠糖尿病症状改变的研究 *
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摘要 目的：探讨降低 TGF茁1的表达后，对大鼠糖尿病模型病症的改变情况，为研究 TGF茁1与糖尿病发病之间提供实验数据。方

法：采用腹腔注射链脲佐菌素，建立糖尿病大鼠模型，慢病毒包装 TGF茁1-shRNA干扰载体，优选后皮下注射大鼠模型，以慢病毒

空载 shRNA注射大鼠模型作对照；检测 1-5周左右两组大鼠体重和血糖变化；摘取大鼠胰腺，HE染色光学镜下观察组织形态学

改变情况。结果：用 RNAi沉默 TGF茁1表达后，与对照组相比，干扰组大鼠体重下降较缓，血糖持续下降；HE染色可见干扰组大鼠

胰岛形态较空载组稍好，分泌细胞数量稍多。结论：TGF茁1对糖尿病的发病和进展起促进作用，当抑制 TGF茁1表达后，可延缓糖

尿病的进展。
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The Research of Knock down TGF茁1 Expression Altered Diabetes
Symptoms Change*

To research the changes of SD rat Diabetes symptoms via knocking down TGF茁1 expression, to observe

the relationship between TGF茁1 and Diabetes process. Intraperitoneal injection of drug STZ was used to set up Diabetic SD rat

model, Packaging TGF茁1-shRNA lentiviral vectors were injected subcutaneously into SD rat model while shRNA was injected in control

groups. the change of SD rat body weight and blood glucose levels were detected. After TGF茁1 were silenced by RNAi,
compared with the control group, the disturbance of SD rat weight loss was slower, blood sugar levels continued to decline; HE dyed

showed that in interference group, SD rat pancreas islet had a slightly better morphology, presenting slightly more secretory cells.

TGF茁1 was a stimulus to the onset and progress of diabetes, it can delay the progress of diabetes after the inhibition of the

expression of TGF beta 1.
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前言

TGF茁超家族的功能主要与炎症、细胞通路和胚胎发育等
方面有关 [1-4]。而转化生成因子 茁1（transforming growth factor

茁1，TGF茁1）可以促进成纤维细胞的生长，促进细胞外基质表达

并抑制其降解[5]，此外，TGF茁1还可诱导一些原癌基因的表达，

与肿瘤的发生发展关系密切[6]。糖尿病是一组以糖代谢紊乱为

主要表现的临床综合症，它的发生和进展被认为与多种因素有

关，多种因子参与其中[7,8]。基于 TGF茁1的生理学功能，我们认

为它可能与糖尿病的发生和发展之间存在一定的关联，因此，

本实验构建 TGF茁1的干扰慢病毒载体，皮下注射到糖尿病大

鼠模型，观察对大鼠体重和血糖浓度的影响，并摘取大鼠胰腺，

HE染色观察组织形态学改变情况，探讨 TGF茁1对糖尿病发生

发展的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 实验动物 清洁级 SD大鼠 54只，12-14周龄左右，全部

雄性，体重 280 ± 10 g，购自新疆维吾尔自治区疾病预防控制

中心，动物生产和使用许可证号分别为：scxk(新)2011-0001和
syxk(新)2011-0002，本研究经本院伦理委员会同意。
1.1.2 主要试剂 链脲佐菌素（streptozotocin，STZ），购自 sigma

公司；HEK293细胞本实验室提供；TGF茁1-shRNA三条慢病毒
载体，TGF茁1过表达载体 pLVX- TGF茁1由吉凯公司构建；Tri-

zol总 RNA提取试剂盒，qPCR试剂盒购自 invitrogen公司；HE

染色等一些试剂购自博士德公司。
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1.2 实验方法
1.2.1 实验动物建模 SD雄性大鼠体重 280 ± 10g，饲以高脂
高糖饲料 6周(饲料配方：l0%炼猪油，20%蔗糖，2%胆固醇，8%

蛋黄粉，60%普通饲料)，适应性喂养一周，之后空腹 12小时，给

予小剂量 STZ腹腔注射（STZ按体重 30 mg/kg溶入 pH为 4.5

的柠檬酸缓冲液），注射 1 周后，测随机血糖，血糖值≥
16.7mmol/L者为 2型糖尿病(type 2 diabetes meIIitus,T2DM)大

鼠模型。

1.2.2 建模动物分组 建模成功的糖尿病大鼠，随机分为两组，

分别命名为糖尿病对照组和糖尿病 TGF茁1沉默表达组，大鼠

按常规（高脂高糖）方法饲养，自由饮水。

1.2.3 慢病毒 TGF茁1 干扰片段设计 根据 TGF茁1（CDS

Length：1173pbs）的 CDS按干扰片段在线软件设计 shRNA干

扰片段，干扰序列分 别为：RNAi1 5’-GCAGAGTACA-

CACAGCATATA-3’；RNAi2 5’-GCAACAATTCCTGGCGAT-

ACC-3’；RNAi3 5’-GACTCGCCAGAGTGGTTATCT-3’，构建

入载体 pLVX。
1.2.4 最佳干扰质粒的筛选 上述已构建的三个慢病毒干扰质

粒，与 pLVX- TGF茁1过表达质粒，按 3：1的比例，共转染 293T

细胞，48hour后收集细胞，提取总 RNA，以 茁-actin为内参做
qPCR，筛选最佳干扰质粒。
1.2.5 体重和血糖测量 将 1.2.4步筛选的最佳干扰慢病毒质

粒和 pLVX-Con-shRNA，分别皮下注射糖尿病 TGF茁1沉默表

达组和糖尿病对照组，连续注射三日后，从注射最后一日计算

起，按 3日、14日和 37日测量两组大鼠模型的体重和血糖浓
度。

1.2.6 HE染色观察胰腺组织 慢病毒感染 8周后，将大鼠处

死摘取胰腺，用 5%的多聚甲醛固定，石蜡包埋后行 HE染色，

光镜下行胰腺组织形态学观察。

1.3 统计学处理
数据采用均数± 标准差（x± s）表示，应用 SPSS18.0软件，

行方差分析，P＜ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 采用 RNAi技术沉默 TGF茁1表达的效果比较

根据 RNAi干扰片段的设计原则，我们设计了针对 TGF茁1

的三条干扰片段，分别命名为 pLVX- TGF茁1-shRNA1、pLVX-

TGF茁1-shRNA2和 pLVX- TGF茁1- shRNA3，此外，吉凯公司提

供干扰空载对照质粒，命名为 pLVX- Con-shRNA。共转染 293T

后，48hour收集细胞提总 RNA，以 茁-actin 为内参，通过 qPCR

检测干扰效果，结果显示，三条干扰质粒都有效果，其中以

pLVX- TGF茁1-shRNA2效果最佳（图 1）。茁-actin的 qPCR引物

序列 F：5’- AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3’，R：5’- GGGC-

ACGAAGGCTCATCATT-3’；TGF茁1 的 qPCR 引物序列 F：5’-

AAGTGGACATCAACGGGTTC-3’，R：5’- TGCGGAAGTCAA-
TGTACAGC-3’。
2.2 pLVX-Con-shRNA 和 pLVX- TGF茁1-shRNA2 分别注射糖

尿病对照组和糖尿病 TGF茁1沉默表达组后对大鼠体重和血糖

浓度的影响

之前建模好的糖尿病 SD大鼠模型，随机分为两组：即糖

尿病对照组和糖尿病 TGF茁1沉默表达组，两种慢病毒质粒包

装后通过皮下分别注射两组模型大鼠，连续注射 3 日，从注射

最后一日计算起，按 3日、14日和 37日测量两组大鼠模型的

空腹体重和空腹血糖。与对照组相比，糖尿病 TGF茁1沉默表达

组 SD大鼠的体重，在沉默 TGF茁1表达后下降趋势减缓（图
2A），而空腹血糖浓度有较明显的下降趋势（图 2B）。

图 1 三条干扰片段对 TGF茁1表达的沉默检测情况分析结果

Fig. 1 Analysis results of silence detection of three interference fragments

on the expression of TGF 茁1

图 2A 糖尿病模型大鼠空腹体重变化情况

Fig. 2A Body weight change of diabetic model rats in fasting condition

图 2B 糖尿病模型大鼠空腹血糖变化情况

Fig. 2B Changes of blood glucose of diabetic model rats in fasting

condition
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2.3 糖尿病对照组和糖尿病 TGF茁1沉默表达组的胰腺形态学

变化情况

pLVX-Con-shRNA和 pLVX- TGF茁1-shRNA2分别注射糖

尿病对照组和糖尿病 TGF茁1沉默表达组 8周后，处死模型大

鼠摘取胰腺，按常规 HE染色观察胰腺组织形态学改变情况。

结果显示，对照组 SD大鼠的胰腺组织光镜下胰岛呈现皱缩，

形态不整，而 TGF-茁1 沉默表达组大鼠胰腺组织形态相对较

好，胰岛细胞较为规则，内分泌细胞较多（图 3）。

3 讨论

TGF茁1在机体内广泛表达，影响多条信号通路的传递，是
TGF茁家族中表达最丰富的亚型[8-10]，与许多疾病的发病进程相

关[5,11]。近年来，随着生活水平的提高和不良的生活饮食习惯，

糖尿病发病率持续上升[12,13]，但由于医疗水平的限制，有一半的

糖尿病患者在初次就诊时，已经合并有体内血管病变[14-17]。糖尿

病的发展对临床治疗造成极大的困难，因此，如何延缓糖尿病

的发展就显得尤为重要[19,20]。我们将 TGF茁1与糖尿病的进程联

系起来，通过动物建模，试图从中探讨 TGF茁1对糖尿病发病进

程的影响。

我们构建了针对 TGF茁1的慢病毒干扰质粒，和 TGF茁1过

表达质粒一起，共转染 293T细胞，48h后收集细胞提总 RNA，
通过 qPCR 检测，结果显示，三条干扰片段都有效果，其中以

pLVX- TGF茁1-shRNA2干扰效果最高，达到 80%以上（见图1）。

因此，我们优选 pLVX- TGF茁1-shRNA2来沉默TGF茁1在糖尿

病大鼠模型中的表达。之后，我们采用 STZ建造糖尿病大鼠模

型，通过皮下注射的方法，在连续注射 3日，从注射最后一日计
算按 3日、14日和 37日测量两组大鼠模型的空腹体重和空腹

血糖浓度，结果显示，与糖尿病对照组相比，糖尿病 TGF茁1沉

默表达组的大鼠空腹体重下降减缓（见图 2A），而空腹血糖有

下降趋势，在 37日后，血糖浓度下降趋势最明显（见图 2B），证

明 TGF茁1对糖尿病的进程有促进作用。接下来我们摘取了两

组大鼠的胰腺，石蜡包埋，切片做 HE常规染色，结果显示，对

照组大鼠的胰腺组织光镜下胰岛体积皱缩明显，形态不规则，

胰岛内分泌细胞较少，聚集成团，结构模糊，而 TGF茁1沉默表

达组大鼠胰腺组织形态有所修复，胰岛较为规则，内分泌细胞

较多且分布较匀（见图 3）。

综合以上实验，我们认为，降低 TGF茁1在糖尿病大鼠中的
表达，有利于延缓糖尿病发病的进程，有关其具体的作用机制，

还有待于我们进一步深入研究。
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