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螺内酯对单肾切除糖尿病大鼠肾脏保护作用研究 *
李 庆 1 陈 城 2 谢利平 2 刘晓燕 2 施 辉 1△

（1南通大学医学院 江苏南通 226000；2南京医科大学 江苏南京 210029）

摘要 目的：研究螺内酯对单肾切除糖尿病 SD大鼠的肾脏保护作用及机制。方法：48只雄性 SD大鼠随机分为单肾切除对照组 C

组、单肾切除糖尿病模型组 D组、单肾切除糖尿病螺内酯干预组 S组（50mg/kg/day灌胃）。给药 6周后观察各组大鼠生化指标改

变，肾组织形态学改变，RT-PCR及Western Blot检测肾组织中 HGF水平的变化。结果：给药 6周后，D组与 C组相比，血糖、24h

尿蛋白定量、尿素氮、血肌酐和肾重 /体重显著增高（P<0.05），螺内酯治疗后可降低糖尿病大鼠的 24h尿蛋白定量和肾重 /体重，

但对其它指标无明显影响；形态学显示，D组与 C组相比肾小球系膜区细胞外基质增多及系膜细胞增生，肾小球基底膜增厚，足

细胞足突融合、消失；螺内酯治疗后上述病理改变均有不同程度的减轻；RT-PCT、Western Blot结果显示 D组和 S组 HGF表达均

增加（P<0.05），而 D组 HGF表达明显低于螺内酯治疗组。结论：螺内酯可能通过上调 HGF的水平从而起到保护糖尿病大鼠肾脏

作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of spironolactone on the mono-nephrectomy diabetic SD rats and to explore the

possible mechanism. Methods: 48 male SD rats were randomly divided into three groups: mono-nephrectomy control rats (group C),

mono-nephrectomy diabetic rats (group D), and mono-nephrectomy diabetic rats treated with spironolactone (group S, 50mg/kg/day,

intragastric administration). 6 weeks after treatment, biochemical indicators and renal tissue morphology were detected. The mRNA and

protein expression levels of HGF were detected by RT-PCR and Western Blot respectively. Results: Blood sugar, 24 hours urinary

protein, serum creatinine (SCr), urea nitrogen (BUN), and ratio of renal weight/ body weight increased in mono-nephrectomy diabetic rats

(group D) compared with those in the mono-nephrectomy control rats (group C) (P<0.05). Spironolactone could decrease the 24 hours

urinary protein and ratio of renal weight/ body weight, but had no obvious effect on the other indicators in diabetic rats. Compared with

group C, there was the expansion of extracellular matrix with proliferated intercapillary cells in the expanded mesangial area, the

thickening of basement membrane (GBM) in group D.Foot processes even fused or disappeared in the rats of group D. Meanwhile, the

renal pathologic changes as above were improved in the rats of group S..The mRNA and expression of HGF were up-regulated in the rats

of group D and S, especially in the group S (P<0.05). Conclusion: Spironolactone ameliorates the glomerular injury in diabetic rats

presumably via up-regulation of HGF expression level.
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前言

近年来，糖尿病的发病率明显增高，其慢性并发症糖尿病

肾病（DN）的发生也随之上升，DN是导致慢性肾功能不全的

首要原因[1]。同时 DN还是 1型糖尿病患者死亡的首要原因。在

2型糖尿病患者中则仅次于糖尿病性心血管及脑血管疾病 [2]。

因此采用有效的途径延缓 DN的发生、发展是当今社会的一个

研究热点。严格控制血糖、血压，使用血管紧张素转化酶抑制剂

（ACEI）或血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂（ARB）等是目前治疗糖尿

病肾病的主要措施 [3]。在肾素 - 血管紧张素 - 醛固酮系统
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(RAAS)中，血管紧张素Ⅱ转化酶抑制剂或血管紧张素Ⅱ受体

拮抗剂对肾脏的保护作用已得到人们的公认[4]，但对醛固酮研

究较少。螺内酯作为醛固酮受体拮抗剂，是常用的利尿剂。近年

来其研究表明，螺内酯具有预防和减轻组织器官纤维化功能，

对肾脏有保护作用[5,6]，但其具体的作用机制仍不清楚。本研究

旨在研究螺内酯对糖尿病肾病的保护作用及可能机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料

链尿佐菌素（STZ）购自 Sigma 公司、兔抗 HGF多克隆抗

体、鼠抗β-actin购自 Santa cruz,羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗购自

碧云天生物技术研究所。螺内酯购自江苏瑞年前进制药公司。
PVDF膜为美国Millpore公司产品。ECL发光试剂购自 Pierce

公司。

1.2 实验动物及分组

雄性 SD大鼠，6周龄，体重 180～200 g，清洁级，南通大学

实验动物中心提供。随机分为 3组：C组单肾切除对照组，D组

单肾切除糖尿病模型组，S组单肾切除糖尿病螺内酯干预组。
1.3 实验动物模型的制备及药物干预

按 Anderson S等建立的方法，动物适应 1周后，SD大鼠腹

膜内注射戊巴比妥钠(40mg/kg)麻醉，行右肾切除术[7]。2周后切

口愈合，糖尿病模型组大鼠单次腹腔注射溶于 0.1%枸橼酸钠

缓冲液（PH=4.4）的 STZ(50mg/kg)，单肾切除对照组（C组）腹腔

注射等体积枸橼酸钠缓冲液，72 h后血糖高于 16.67 mmol／L、

尿糖 ++～++++者确定为糖尿病模型制作成功。糖尿病模型制

备成功后开始给予螺内酯干预，按 50mg/kg/day灌胃给予螺内

酯，C组、D组给予等量 CMC。所有动物标准饮食自由饮水饮

食，不使用降糖药，每周测血糖 1次。药物干预 6周后进行标本

收集和各项指标的检测。
1.4 实验方法

1.4.1 标本收集和处理 药物干预 6周末．代谢笼收集 24 h尿

量，测 24h尿蛋白（24 h Upro)和肌酐；断食禁食 12h麻醉后腹

股沟动脉取血测血糖 (FBG)、血钾（K+）尿素氮 (BUN)、肌酐
(SCr)；灌洗后，切取左肾，去掉被膜，滤纸吸干灌洗平衡液后称

重，部分组织以 10%中性甲醛固定，石蜡包埋，制成 3μm 切

片，行常规 PAS染色。肾下级取肾皮质，DEPC水冲洗后入含
TRIzol的冷冻离心管，-70℃液氮保存备提取总 RNA。
1.4.2 血尿生化指标测定 磺柳酸比浊法测定 24 h Upro；罗氏

血糖仪和血糖试纸检测 FBG；强生公司全自动生化分析仪测定
SCr、BUN、血 K+。

1.4.3 肾组织的病理学改变 肾组织经固定、脱水、包埋、切片，

各组肾组织石蜡切片厚 3μm行常规 PAS染色，光镜下观察。
PAS染色切片用图像分析系统检测。每张切片取 6个完整的肾

小球、计算肾小球系膜区面积占肾小球面积的比值。所有切片

均统一编号，盲法观察。
1.4.4 肾组织超微结构改变 取肾组织近下极 0.1cm×0.1 cm×

0.1 cm大小的组织 2-3块。2.5％戊二醛前固定，l％锇酸后固

定，美国 RMC公司 PT．XL型超薄切片机切片，醋酸双氧铀、

柠檬酸铅双重染色，日本 JEOL公司 JEM-1010型透射电镜观

察、拍照。
1.4.5 RT-PCR 取液氮冻存的肾组织，按试剂说明书，用 TRIzol

（宝生物 Takara）分离肾组织总 RNA。取总 RNA提取液 2μl，

用三蒸水稀释 500倍后，用紫外分光光度计检测其 A260 和
A280值，确定 RNA的纯度和量。取 2ug总 RNA用作 cDNA

合成，反应体积为 20ul进行 RT-PCR扩增，HGF上下游引物序

列为 5'-TCC CCT GTC ATA GGT AGT-3'和 5'-GAT TTG GTG

GTT CCC CTG-3' (扩增片段为 547bp)。PCR扩增条件为 95℃

5min，94℃ 30s，56℃ 30s，72℃ 40s，共 33个循环，最后 72℃

延伸 5min。内参β-actin的上下游引物为 5'-GGA CTA CTA

CGC CAA AGA AG-3' 和 5'-TCA AAA GAC AGC CAC TCA

GG-3'（扩增片段为 238bp）PCR扩增条件为 94℃ 2min，1个循

环，94℃ 30s，58℃ 30s，72℃ 2min，共进行 30个循环，最后
72℃延伸 6min。将 PCR产物在 1.7%琼脂糖凝胶中进行电泳，

置于凝胶图像分析系统，PCR条带密度采用 Scion image图像

分析软件半定量分析。以管家基因β-actin为内参照校正，用

目的基因的吸光度与 GAPDH吸光度的比值代表目的基因的

相对表达含量。每个样本的每个指标重复做三次，取其均值。
1.4.6 Western Blot 肾脏组织液氮快速冷冻，然后加入裂解液

（PH7.6, 8g/L NaCl, 3.9g/L Tris-base, 2.1g/L NaF, 0.184g/L Na

3VO4, 10ml Triton-X100, 1mmol/L PMSF, 1ug/mL aprotinin,

10ug/mL Leupeptin）匀浆裂解获取总蛋白，蛋白含量采用 BCA

蛋白浓度测定试剂盒（美国 Pierce）测定。取总蛋白 60ug经 8%

SDS-PAGE凝胶电泳后，转移至 PVDF膜上，然后用含 5%脱脂

牛奶的 TBS-T室温封闭 2h，洗膜后加入一抗 HGFα（抗体稀

释度 1：500）及内参 β-actin（抗体稀释度 1：1000）4℃ 孵育过

夜，TBS-T洗膜 3次，每次 5min，加入 1：2000的辣根过氧化酶

标记的羊抗兔和羊抗鼠 IgG二抗室温孵育 2h，TBS-T 洗膜 3

次，每次 5min，ECL显影液显色并曝光成像。图像采用 Image J

分析软件进行灰度分析。
1.5 统计学分析

数据用均数±标准差（x±s）表示，用 Prime 4.0 分析统计

软件进行分析。所有数据进行方差齐性检验后进行单因素方差

分析，以 P<0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 一般检测指标

与对照组 C组大鼠相比，糖尿病组 D组及螺内酯干预组 S

组成模大鼠出现多饮、多食、多尿、消瘦等代谢紊乱症状，精神

萎靡，反应迟钝，动作迟缓，毛发黄、干、欠光泽，饮水量、尿量明

显增加。除血钾外，D组大鼠血糖、24h蛋白定量，尿素氮，血肌

酐，肾重 /体重比均显著升高（P<0.001，P<0.01）见表一。给予

螺内酯处理后，可明显降低糖尿病大鼠的 24h 尿蛋白含量

（24hUpro）及肾重 /体重比，对其他指标无明显影响，见图一。
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2.2 各组大鼠肾脏的病理改变
各组大鼠行 PAS染色显示，单肾切除对照组 C组大鼠肾

小球结构基本正常。糖尿病组 D组大鼠肾小球基底膜增厚，
细胞外基质（ECM）增多，系膜区扩大，螺内酯干预后肾组织病
理改变系膜细胞增生较轻，细胞外基质增多程度有所减小（图

二）。PAS染色图像分析显示与对照组 C组相比，糖尿病组 D
组大鼠肾小球系膜区面积占肾小球面积的比值明显增加（P<0.
01）,而给予螺内酯干预后，可有效改善大鼠肾小球系膜区面积
与肾小球面积比值，差异有统计学意义（P<0.01），见表二。
电镜下观察，C组大鼠肾小球基底膜（GBM），足细胞足突

正常；D组大鼠肾小球 GBM增厚，足细胞足突融合、消失；螺
内酯干预后上述病理改变均有不同程度的减轻（图三）。

注：与 C组比较，bP<0.01；与 D组比较，dP<0.01

Note: bP<0.01, group S compared with group C; dP<0.01, group S compared with group D

index

单肾脏切除对照组 C组

mono-nephrectomy control rats

group

单肾脏切除糖尿病组 D组

mono-nephrectomy diabetic rats

group

单肾脏切除螺内酯干预组 S组

mono-nephrectomy diabetic rats

treated with spironolactone group

鼠数 rats number n=8 n=8 n=8

血糖 blood sugar（mmol/L） 5.52±0.66 25.32±3.48b 25.07±2.64b\

尿素氮 urea nitrogen（mmol/L） 6.16±1.82 14.05±2.31b 13.22±2.47 b

血肌酐 serum creatinine (μmol/L） 61.02±3.31 75.58±4.35b 74.97±4.73 b

血钾 potassium（mmol/L） 4.96±0.39 4.63±0.30 5.08±0.45

肾重 renal weight（g） 2.48±0.18 3.50±0.28b 2.85±0.23d

体重 body weight（g） 408.70±23.70 320.10±20.15b 308.42±15.05d

肾重 /体重比 ratio of renal weight/

body weight
6.18±0.36 10.75±0.77b 9.09±0.44bd

24小时尿蛋白 24 hours urinary

protein (mg)
5.74±0.69 21.22±2.22b 12.01±1.26d

表 1 各组大鼠一般指标检测结果（x±s）

Table 1 The test results of general index in the rats of every group

图 1各组大鼠肾重 /体重比（A）及 24h尿蛋白定量(B)变化值。注：与
C组比较，bP<0.001；与 D组比较，dP<0.01

Fig.1 Ratio of renal weight/ body weight and 24 hours urinary protein in

the rats of every group Note: bP<0.001,group S compared with group C,；
dP<0.01,group S compared with group D

图 2 各组大鼠肾组织 PAS染色后，肾小球的病理改变
Fig.2 The pathological changes of glomerular after renal tissue's PAS staining in the rats of every group
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2.3 各组大鼠肾组织内 HGF mRNA和蛋白的表达
RT-PCR方法检测肾组织总 RNA结果显示，与对照组 C
组相比，糖尿病大鼠组 D组 HGFmRNA水平有所增加，差异有
统计学意义(P<0.05)，给予螺内酯治疗后，肾组织中 HGFmRNA

水平较 D组又进一步明显增加（P<0.05）。见图四。Western Blot
检测大鼠肾组织匀浆蛋白，也进一步表明，螺内酯可明显增加

肾组织中 HGF水平（P<0.05）（图五）。

注：与 C组比较，bP<0.01；与 D组比较，dP<0.01

Note: bP<0.01,group S compared with group C,；dP<0.01,group S compared with group D

组别 group
鼠数

rats number
肾小球系膜区面积 /肾小球面积(%)

ratio of mesangial area/glomerular area (%)

单肾切除对照组 C组
mono-nephrectomy control rats group

n=6 17.03±2.57

单肾切除糖尿病组 D组
mono-nephrectomy diabetic rats group

n=6 25.02±2.51b\

单肾切除螺内酯干预组 S组
mono-nephrectomy diabetic rats treated with spironolactone group

n=6 19.17±3.21d

表 2 各组大鼠肾小球系膜区面积占肾小球面积的比值的变化(x±s)

Table 2 The changes of ratio of mesangial area/glomerular area in the rats of every group（x±s）

图 3 各组大鼠肾组织电镜下足突及基底膜的改变
Fig.3 Changes of foot process and GBM were observed by electron microscope in the rats of every group

图 5 Western Blot检测各组大鼠肾组织中 HGF蛋白水平变化，其中
β-actin为内参注：与 C组比较，aP<0.05；与 D组比较，cP<0.05

Fig.5 The protein expression levels of HGF were measured by Western

Blot respectively, andβ-actin is internal parameters Note: aP<0.05,group

S compared with group C,；cP<0.05 group S compared with group D.

图 4 RT-RCR检测各组大鼠肾组织中 HGFmRNA水平变化，其中
β-actin为内参注：与 C组比较，aP<0.05；与 D组比较，cP<0.05

Fig.4 The mRNA of HGF were measured by RT-PCR，andβ-actin is

internal parameters Note: aP<0.05,group S compared with group C,；cP<0.

05,group S compared with group D
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3 讨论

DN是糖尿病最常见也是最严重全身慢性微血管并发症之
一，目前 DN已超过慢性肾小球肾炎和高血压肾病而成为终末
期肾病的首位病因，其发病机制和防治成为研究的热点[1,2]。DN
早期表现为肾小球系膜细胞增生，小管间质扩张，肾小球系膜

区和小管间质细胞外基质积聚，伴随出现肾小球滤过率下降，

肾功能改变，蛋白尿等，终致肾小球硬化及肾小管间质纤维

化[8,9]。本实验通过单肾切除加 STZ诱导复制 DN模型，结果表
明 STZ诱导 6周后，血糖、24h尿蛋白定量、尿素氮(BUN)、肌
酐(SCr)和肾重 /体重显著增高，PAS染色显示肾小球基底膜增
厚，细胞外基质（ECM）增多，系膜区扩大，电镜下观察到肾小球
GBM增厚，足细胞足突融合、消失。提示 DN模型制备成功，这
与国内外报到相一致[10,11]。
大量研究表明，糖尿病时肾素 -血管紧张素 -醛固酮系统

(RAAS)与 DN的发生有密切关系[12]，在肾脏纤维化中起着重要

作用。其中血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）是该系统中引起肾脏损害的
主要物质。早期研究证实长期使用血管紧张素转化酶抑制剂
ACEI的患者存在醛固酮的 "逃逸 "现象[13]，但一直以来醛固

酮的作用一直被忽视。近来研究显示，醛固酮在 DN的发生发
展中也发挥着一定的作用，它可不依赖于肾素 -血管紧张素的
效应引起靶器官和血管损伤、纤维化[14]。因此针对于醛固酮作
为治疗 DN的靶点已成为国内外医学研究的热点。
螺内酯作为醛固酮受体拮抗剂，近来有研究显示它具有预

防和减轻肾脏纤维化的作用[5,6]。并且其抗纤维化的作用与其利
尿效果无关。螺内酯可减少Ⅰ型胶原的沉积和纤维连接蛋白的
分泌，减轻了小管间质纤维化[15]。也有研究显示盐皮质激素受
体拮抗剂的治疗能延缓 DN的发生、发展[16-18]。这些研究均提示
螺内酯在糖尿病肾病中可能发挥着重要的保护作用。本实验也
证实螺内酯可降低单肾切除糖尿病 SD大鼠 24h尿蛋白、肾重
/体重比，减少 ECM形成，改善肾小球肥大，从而延缓 DN的进
展。螺内酯是保钾利尿剂，它可能导致血钾升高，本实验中，给
予螺内酯干预 6周后，血钾水平并没有明显变化，可能与给药
时间长短有关系。
肝细胞生长因子（HGF）最初是作为一种对成熟肝细胞有
明显促生长作用的细胞因子被发现的。近期研究表明，HGF可
作为一种抗纤维化因子，在多种慢性肾疾病中起到保护作用，

如阻塞性肾病、慢性的同种异体移植物肾病及环孢霉素 A肾
病等 [19-22]。HGF在糖尿病肾病的进程中也起着非常重要的作
用，它可以通过多种机制阻止或延缓糖尿病肾病的发展，如保

护胰岛 β 细胞，增加胰岛素水平及降低血糖水平，抑制
TGF-β的产生，或是阻断 ECM的增多来干扰糖尿病肾病的形
成[23,24]。不仅如此，HGF发挥其保护作用与血糖无显著相关性，
即使在高血糖的情况下，其保护作用依然存在。TGF-β在糖尿
病肾病中的作用已经非常的肯定，糖尿病肾病模型动物模型

中，系膜区 TGF-β增多，ECM增多，肾脏肥大[25]，而给予螺内

酯干预后，可明显降低 TGF-β的 mRNA和蛋白水平[26]。因此
提示螺内酯发挥 DN保护作用有可能是直接作用于 HGF，然后
引起 TGF-β和 ECM的变化来介导的。本研究结果显示给予
螺内酯干预后，单肾切除糖尿病 SD大鼠肾组织中 HGF mRNA

和蛋白水平均明显增加。
因此，STZ诱导的单肾切除糖尿病大鼠血糖、24h 尿蛋白

定量、尿素氮(BUN)、肌酐(SCr)和肾重 /体重显著增高，而螺内
酯干预后可降低糖尿病大鼠的 24h尿蛋白定量和肾重 /体重
比，减少细胞外基质形成，从而起到保护糖尿病大鼠肾脏，延缓

肾小球硬化的作用。其作用机制与上调 HGF相关。这为螺内酯
的用药及针对 HGF为药物靶点的临床试验，提供了新的科学
理论依据。
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