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STZ诱导的糖尿病模型小鼠肾脏的上皮 -间质转分化研究 *
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(第四军医大学西京医院眼科，全军眼科研究所 陕西西安 710032)

摘要目的：探讨 STZ诱导的糖尿病小鼠肾脏发生上皮 -间质转分化(EMT)的情况。方法：将 80只 C57BL小鼠随机分为正常对照

组(NC组)和糖尿病组(DM组)，每组 40只。DM组小鼠用 1%STZ(streptozotocin，链脲佐菌素)溶液按 60mg/kg体质量的剂量进行

腹腔注射，每天 1次，连续 6天。NC组小鼠平行腹腔注射同等体积 0.1mol/L的柠檬酸钠缓冲液。再将成模小鼠随机分为 A、B批

次，A批次用于动态观察生存率、小鼠体质量及随机血糖的监测；B批次用于在造模后第 4、8、12周末观察肾组织的病理变化，并

用Western blot、免疫荧光染色的方法观察肾组织中 EMT标志蛋白 琢-SMA和 E-cadherin的表达。结果：STZ诱导的糖尿病模型小

鼠出现糖尿病典型症状如多饮、多尿等，血糖持续在高水平状态，体质量增长缓慢。在造模后 12周末，DM组小鼠较 NC组小鼠累

积生存率显著降低，两组比较差异具有统计学意义(P<0.001)。在造模后的第 8周末，DM组小鼠肾脏出现明显的病理改变，到第

12周末时，绝大部分肾小管上皮细胞被梭形的肌成纤维细胞取代，肾小球空泡，基底膜增厚。造模后的第 4、8、12周末时，DM组

小鼠 E-cadherin表达量均显著低于 NC组小鼠 (P=0.004，0.026，0.004)；而在第 8和 12周末时，DM组 琢-SMA表达量显著升高

(P=0.009，0.015)。在第 12周末，肾组织冰冻切片 E-cadherin和 琢-SMA、免疫荧光染色结果与上述结果一致。结论：STZ诱导的糖尿

病模型小鼠有较典型的糖尿病临床改变，且肾组织发生了 EMT。
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A Study on the Epithelial-mesenchymal Transition in the Kidney of Diabetic
Mice Model Induced by STZ*

To investigate the incidence of epithelial-mesenchymal transition (EMT) in the kidney of streptozotocin

induced diabetic mice. Eighty C57BL mice were randomly divided into normal control group (NC group) and diabetic group

(DM group). Forty mice in DM group were injected intraperitoneally with 1% STZ (streptozotocin) at the dose of 60 mg/kg body weight

once a day, for six consecutive days. The other forty mice in NC mice were injected with 0.1 mol/L sodium citrate buffer at the same time

and at the same volume with the mouse in DM group. Then the mice in two groups were randomly divided into batch A and batch B.

Mice in batch A were used for monitoring the survival rate, body weight and random blood glucose dynamically. Mice in batch B were

applied for histopathological changes study, Western blot assay and immunofluorescence staining to observe the changes of proteins

琢-SMA and E-cadherin in renal tissues at the ends of the 4th, 8th, and 12th week after the DM model was established. Mice in

DM group showed typical symptoms of diabetes, such as polydipsia and polyuria, high levels of blood glucose, slow growth of body

weight, comparing with the mice in NC group. By the twelve-week observation, the survival rate of mice in DM group was significantly

lower than that in NC group (P<0.001). At the end of the 8th week, obvious histopathological changes were showed in the kidney of DM

group. By the end of the 12th week, further damages increased, for instance, the vast majority of renal tubular epithelial cells were

changed into spindle shaped fibroblasts, vacuoles were showed in glomerulus, and glomerular basement membrane were thicken.

Western blot detection showed that in DM group E-cadherin expressions were significantly lower than that in NC group (P=0.004, 0.026,

0.004) at the ends of the 4th, 8th, and 12th week, while 琢-SMA expressions increased significantly (P=0.009, 0.015) at the ends of the 8th

and 12th week. Immunofluorescence staining showed that the expressions of E-cadherin and 琢-SMA in the frozen sections of kidney

tissues in DM group at the 12th week were consistent with the results of those in Western blot assay. STZ induced diabetic

mice had typical clinical changes of diabetes mellitus, including EMT in renal tissues.
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前言

随着人们生活水平的提高及饮食结构的改变，糖尿病的患

病率逐年上升，2010年我国糖尿病患病率达 11.6%[1]，已成为世

界糖尿病第一大国。糖尿病是一组遗传和环境因素相互作用引

起糖、蛋白、脂肪和水电解质等一系列代谢紊乱的临床综合征，

如果不进行及时正规治疗，可引起多种慢性并发症。糖尿病肾

病(Diabetic nephropath，DN)是糖尿病患者最常见和最严重的

并发症之一，是终末期肾功能衰竭的主要原因[2]，并且 DN的 3

年生存率仅为 53%，是糖尿病患者致死的最主要原因。

糖尿病肾病的发病机制还不完全清楚，有研究报道肾间质

纤维化是几乎所有的慢性肾脏疾病 (Chronic kidney disease，

CKD)发展到终末期的共同通路，其主要表现为细胞间质的增

多，引起肾小管的损伤[3]。肾小管的上皮细胞发生了 EMT，转变

成间质细胞[4]。因此，EMT是肾小管间质纤维化发生、发展的始

动因素之一[5]。但在 DN的实验研究中，大多数动物模型不能重

现人类糖尿病晚期重要脏器损伤的结构特征[6]，链脲霉素诱导

的 C57BL/6J小鼠能够展现类似于人类 DN的病理改变，包括

肾小球膜扩张、肾小球膜炎、肾小球性硬化、肾小管间质纤维

化等[7, 8]，其中肾小管间质纤维化是人类 DN预后的主要影响

因素[9]。

在本研究中，我们采用链脲佐菌素(streptozotocin，STZ)诱

导建立糖尿病小鼠模型，动态观察其肾脏的变化，记录小鼠的

生存情况，旨在评价该糖尿病模型在研究糖尿病并发症中的应

用价值。

1 材料与方法

1.1 动物与试剂

实验动物：6-8周龄雄性 C57BL小鼠 80只，清洁级，体质

量(20± 2)g，由第四军医大学实验动物中心提供。实验动物的使

用遵循中国国家科学技术委员会颁布的《实验动物管理条例》。

主要试剂和抗体：链脲佐菌素(streptozotocin，STZ)(Sigma，

美国)、柠檬酸钠(天津红岩，中国)、戊巴比妥钠(杭州四季青，中

国)、苏木素染液(珠海贝索，中国)、伊红染液(珠海贝索，中国)、

RIPA裂解液(碧云天生物技术公司，中国)、BCA蛋白定量试剂

盒(Thermo，美国)、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒(碧云天生物技

术公司，中国)、5× 蛋白上样缓冲液(西安壮志生物科技公司，中

国)、10-180kDa预染蛋白Marker(Thermo，美国)、ECL化学发光

底物试剂(Thermo，美国)、Triton-X 100 (Invitrogen，美国)、驴血

清(Hyclone，美国)、DAPI(Invitrogen，美国)。兔抗鼠 E-cadherin

单克隆抗体(CST公司，美国)、兔抗鼠 a-SMA单克隆抗体(ab-

cam公司，英国)、HRP标记的山羊抗兔 IgG抗体(Invitrogen公

司，美国)、兔抗鼠茁-actin单克隆抗体(世纪维康，中国)。

1.2 主要仪器

多功能酶标仪 (Biotek，美国 )、电泳仪、电泳槽、转膜槽

(Bio-Rad，美国)、凝胶成像系统(Bio-Rad，美国 )；倒置显微镜

(Olympus IXT0，日本)；激光共聚焦显微镜(Olympus FV1000公

司，日本)、石蜡切片机(Leica，德国)、冰冻切片机(Leica，德国)、

便携式血糖仪(罗氏，美国)、血糖试纸(罗氏，美国)。

1.3 方法

1.3.1 实验动物分组 按随机数表法将 6-8 周龄雄性 C57BL

小鼠 80只分为糖尿病模型组(DM组) 40 只和对照组(NC组)

40只；在糖尿病造模后，再将成功建立糖尿病模型的 40只小

鼠和对照组 40只小鼠随机分为 A、B批次，A批次糖尿病模型

组(DM组) 20只和对照组(NC组)20只，用于动态观察生存率、

小鼠体质量及随机血糖的监测；B批次糖尿病模型组 (DM组)

20只和对照组(NC组)20只，用于在不同时间点取动物组织做

病理、组化等研究。

1.3.2 糖尿病模型小鼠建立 实验动物经过适应性饲养 1周，

开始造模。在首次腹腔注射 STZ前禁食 12 h，用 0.1 mol/L柠檬

酸 /柠檬酸钠缓冲液(pH 4.4)将 STZ(streptozotocin，链脲佐菌

素)配制成 5 mg/mL的溶液，按 60 mg/kg体质量的剂量进行腹

腔注射，每天 1次，连续 6天，注射后予常规饮食，保证充足的

饮水与环境干燥清洁。正常对照组小鼠平行腹腔注射同等体积

0.1 mol/L的柠檬酸钠缓冲液(pH 4.4)。STZ溶液配制及腹腔注

射过程均在避光条件下快速进行。在连续腹腔注射 STZ结束

后 1周，经尾静脉采血并测定模型组小鼠的随机血糖，当血糖

值≥ 16.5 mmol/L者为糖尿病小鼠，纳入后续实验。

1.3.3 存活、体质量增长及随机血糖的观察 在开始造模前(0

周) 和造模后第 4、8和 12周末，分别记录各组小鼠的存活数

量，并计算生存率。在开始造模前(0周)和造模后第 1周、2周、4

周、8周和 12周称量各组小鼠体质量、采小鼠尾静脉血测随机

血糖值。

1.3.4 肾组织病理学观察 在开始造模前(0周)和造模后的第

4、8、12周末，分别从每组中取 3只小鼠，腹腔注射 1 %戊巴比

妥钠(30~50 mg/kg)进行麻醉后，用 4 %多聚甲醛做心脏灌注，

取出肾脏，并将左侧 1/2肾脏置于 4 %多聚甲醛磷酸缓冲液中

固定 2-4小时，经过酒精梯度脱水，用石蜡包埋，制备 3 滋m石
蜡切片，经 HE染色，于光学显微镜下观察并拍照记录各组小

鼠肾组织的变化。

1.3.5 肾组织切片的免疫荧光染色 在造模后第 12周末，从

各组中随机分别取出 3只小鼠，按照上述方法获得肾脏组织，

用含 20 %蔗糖 PBS溶液浸泡 3 h后，再经过 30 %蔗糖 PBS溶

液浸泡,在 4℃过夜。用 OCT包埋标本，制备 6-8 滋m的冰冻切
片，放入储片盒存于 -20℃冰箱。

从 -20℃冰箱取出肾组织切片，置于室温 15 min，用 PBS

(pH7.2)漂洗 3次，在肾组织表面滴加封闭液(3 %BSA300 mg+1

%triton100 滋L +1XPBS10 mL)，置于湿盒在室温下孵育 3 h。用

PBS洗切片 3次，在室温下分别滴加一抗：兔抗鼠 E-cadherin

(1:200)和兔抗鼠 a-SMA(1:100)，孵育 1 h后再放于在 4℃冰箱

过夜；用 PBS洗切片,在室温下避光孵育荧光二抗(HRP标记

的山羊抗兔 IgG抗体 1：200)3 h，经 PBS漂洗，室温下用 DAPI
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Time point NC Group DM Group

4w 100%(n=20) 90%(n=18)

8w 100%(n=20) 70%(n=14)

12w 100%(n=20) 45%(n=9)

图 1糖尿病小鼠的生存曲线以及生存率 Kaplan-Meier分析

Fig. 1 The Survival curve and survival rate of diabetic mice with analysis

of Kaplan-Meier

表 1糖尿病小鼠的生存情况

Table 1 The Survival of diabetic mice

Note: 4w, 8w, 12w: at the end of the 4th, 8th, and 12th week

n: the number of the samples at each time point.

NC Group DM Group P

0w 19.54 ± 0.49(n=20) 19.65± 0.62(n=20)

1w 27.47± 0.81(n=20) 22.19± 1.26(n=20)* 0.000

2w 27.80± 0.78(n=20) 23.23± 1.05(n=20)* 0.000

4w 28.22± 0.98(n=20) 24.12± 0.92(n=18)* 0.000

8w 29.21± 0.99(n=20) 25.24± 1.04(n=14)* 0.000

12w 30.47± 1.18(n=20) 25.44± 0.91(n=9)* 0.000

Note: 0w: before treatment, 1w, 2w, 4w, 8w, 12w: at the end of the 4th, 8th, and 12th week

n: the number of the samples at each time point, * : the significant difference between the two groups at the same time point, P<0.05.

表 2糖尿病小鼠体质量的变化(g, x依s)
Table 2 Changes of the body weight of diabetic mice (g, x依s)

(1: 500)孵育 15 min标记细胞核，再用 50 %甘油封片。

在激光共聚焦显微镜下观察，用相同的拍摄参数采集图

像。用图像分析软件 (Image-pro plus) 进行平均荧光强度分析

(IOD/Area)。以上实验均独立重复 3次以上。

1.3.6 Western blot检测肾组织中蛋白表达变化 在成模后第

4、8和 12周末，用上述方法处死小鼠，取肾组织约 100 mg，加

入 RIPA组织蛋白裂解液，提取肾组织的总蛋白，并以 BCA法

测定蛋白含量。经 95℃水浴变性后，从各样本中分别取 30 滋g
蛋白样品，经 SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白，通过湿转法将蛋

白转移至硝酸纤维素膜上，用丽春红染色显示蛋白条带及标准

分子量蛋白条带，按标准分子量的位置及目标蛋白分子量将硝

酸纤维素膜分段剪开；用 1× TBST溶液洗膜 3次，用 5%脱脂

奶粉封闭非特异性抗原 2 h后，再经过 1× TBST溶液洗膜，分

别加入兔抗鼠 E-cadherin(1:800)和 a-SMA(1:800)单克隆抗体，

兔抗鼠 茁-actin(1: 400)单克隆抗体作为内对照，在 4℃孵育过

夜；次日，用 1× TBST溶液洗膜后，加入 HRP标记的山羊抗兔

IgG抗体(1:2000)，在室温孵育 2 h；经 1× TBST溶液洗膜后，在

避光条件下加入适量 ECL化学发光底物，用 Bio-rad凝胶发光

系统曝光显影，将显影条带进行扫描。

1.4 统计学分析

采用 SPSS17.0 数据分析软件对实验数据进行统计学分

析，计量数据以均数± 标准差(x依s)表示，两组间比较采用独立
样本的 t检验，生存率采用 Log Rank (Mantel-Cox)分析。P＜

0.05为差异有统计学意义。以上实验均独立重复 3次。

2 结果

2.1 糖尿病小鼠的一般情况、生存率、体重增长、随机血糖的变

化

2.1.1 一般状况 实验观察期间，NC组小鼠一般状态良好，饮

食正常，昼夜活动规律，运动活跃，反应灵敏，毛发有光泽，饮

食、饮水正常、尿量正常；DM组小鼠精神较差，活动明显减少，

毛发枯黄无光泽，出现多饮、多食、多尿等表现。

2.1.2 生存率 如表 1和图 1所示，在 12周的观察期内，NC

组全部小鼠到达观察终点，累积生存率 100 %；DM组共死亡

11只，累积生存率 68.3 %。Log Rank (Mantel-Cox)分析显示，两

组累积生存率比较差异具有统计学意义(P<0.001)。

2.1.3 体质量增长的变化 如表 2所示，在造模前，两组小鼠

体质量基本相同，无明显差异。造模成功后的 1 w、2 w、4 w、8

w、12 w，DM组小鼠体重均明显低于 NC组，差异具有统计学

意义(均为 P=0.000)。

2.1.4糖尿病小鼠随机血糖变化 如表 3所示，在造模前，各

组小鼠随机血糖水平无明显差异。造模成功后 1 w、2 w、4 w、8

w、12 w，DM组小鼠血糖均明显高于 NC组小鼠，差异具有统

计学意义(均为 P=0.000)。

2.2 糖尿病小鼠的肾组织病理学改变

在造模后的第 4周末，在光学显微镜下观察各组小鼠肾组

织石蜡切片的 HE染色，结果显示：肾小管上皮细胞、纤维细胞

的胞浆呈粉红色，上皮细胞的细胞核呈蓝紫色，上皮细胞，细胞

形态均一，排列规则，上皮细胞之间呈鹅卵石样连接紧密，均未

发现明显差异。在第 8周末，NC组小鼠肾组织结构未见异常，
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而 DM组部分肾小管上皮细胞呈梭形肌成纤维细胞，胞质疏

松，出现细胞核深染，肾小球出现断裂和空泡。在第 12周末，

NC组小鼠仍无异常变化，DM组小鼠的肾损害程度却进一步

加重，绝大部分肾小管上皮细胞被梭形的肌成纤维细胞取代，

肾小球空泡，基底膜增厚(图 2)。

2.3 糖尿病小鼠的肾组织中 EMT标志蛋白的表达变化

用 Western blot 检测小鼠肾脏组织中 EMT 标志蛋白

琢-SMA和 E-cadherin的表达的变化，结果显示：NC组小鼠肾

组织中 琢-SMA、E-cadherin均有一定量表达；造模后第 4周末

时，NC组、DM组 琢-SMA蛋白表达量组间无统计学差异(P=0.

176)；到第 8和 12周末时，DM组琢-SMA表达量较 NC组小鼠

显著升高，差异具有统计学意义(P=0.009，0.015)。DM组小鼠在

造模后第 4、8、12周末时 E-cadherin表达量均较 NC组小鼠显

著降低，具有统计学差异(P=0.004，0.026，0.004)(图 3)。

造模后第 12周末时，肾组织冰冻切片免疫荧光染色结果

显示：NC组肾小管上皮细胞中 琢-SMA荧光强度较低，DM组

琢-SMA免疫荧光染色的荧光强度明显增强 (图 4)；NC组肾小

管上皮细胞中 E-cadherin荧光强度较高，而 DM组 E-cadherin

免疫荧光染色的荧光强度明显减弱(图 5)。

3 讨论

肾间质纤维化是导致慢性肾功能衰竭的病理学基础，肾间

NC Group DM Group P

0w 5.67± 0.30(n=20) 5.64± 0.40(n=20)

1w 5.36± 0.60(n=20) 22.98± 2.81(n=20)* 0.000

2w 5.65± 0.36(n=20) 24.44± 2.84(n=20)* 0.000

4w 5.48± 0.48(n=20) 24.33± 2.57(n=18)* 0.000

8w 5.34± 0.49(n=20) 25.56± 2.82(n=14)* 0.000

12w 5.43± 0.54(n=20) 25.29± 2.33(n=9)* 0.000

Note: 0w: before treatment, 1w, 2w, 4w, 8w, 12w: at the end of the 4th, 8th, and 12th week. n: the number of the samples at each time point.

* : the significant difference between the two groups at the same time point, P<0.05.

表 3 糖尿病小鼠随机血糖的变化 (mmol/L, x依s)
Table 3 Changes of the random blood glucose of diabetic mice (mmol/L, x依s)

图 2光学显微镜下糖尿病小鼠肾脏的组织学改变(HE染色× 200)

Fig. 2 Histological changes of kidney in diabetic mice under light

microscope (HE staining × 200)

图 3糖尿病小鼠肾组织中 琢-SMA和 E-cadherin的蛋白表达

Fig. 3 Expressions of 琢-SMA and E-cadherin in the renal tissues of

diabetic mice

Note: *the significant difference between the two groups

at the same time point, P<0.05.

3416窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.18 JUN.2017

质纤维化的程度是决定慢性肾脏病预后转归的重要因素[10]，但

肾间质纤维化的发病机制目前并不十分清楚。研究显示肾小管

间质细胞的活化、炎症细胞浸润、血管活性物质导致纤维化细

胞因子过度表达等在肾间质纤维化的发生和发展过程中可能

发挥着重要的作用[11]。近年来，研究显示肾小管上皮细胞发生

EMT转变为间质细胞是肾小管间质纤维化发生的始动因素

之一[12]。

上皮间质转分化(EMT)是上皮细胞在刺激因素下向间充

质细胞转分化的一种适应性改变，是一种以上皮细胞极性的丧

失和间充质细胞特性的获得为主要特征、同时伴随细胞形态和

相关基因表达改变的细胞变化过程[13]，并且在刺激因素去除后

这种细胞变化仍保持稳定，从而使组织或器官发生纤维化[14]。

正常的上皮细胞和间充质细胞在表型、功能上存在显著的差

异，因而表达的特征性蛋白不同[15, 16]。研究证实上皮细胞发生

EMT是多种器官纤维化疾病的共同病理基础[17]。在糖尿病性肾

病时，肾小管上皮细胞丢失原有细胞的表型，向间质细胞形态

转变[18]，肾间质发生纤维化。Strutz等最早报道了上皮 -间质转

分化( EMT)存在于肾纤维化中[3, 4]。肾纤维化的主要特征为间质

纤维化的标志物 琢-SMA的出现及表达增高[19]。E-cadherin是一

类细胞粘附分子，在细胞分化的早期发挥着重要作用，E-cad-

herin的减少或者缺失是上皮细胞发生 EMT最重要的指标[20]。

国外相关文献报道使用 STZ可以模拟糖尿病肾病的早期

病变，包括相关血液生化检测指标和病理结构的损伤等[21]。在

本研究中，STZ诱导的糖尿病小鼠出现典型的糖尿病临床表

现，如精神较差，活动明显减少，毛发枯黄无光泽，出现多饮、多

食、多尿等症状，血糖也较正常小鼠明显升高，并且体质量的增

长明显减缓，生存率显著降低。在我们的研究中，STZ诱导后第

8周时，小鼠肾小球出现断裂和空泡，提示肾脏组织的病理损

伤已经发生。此外，小鼠肾小管中部分上皮细胞由正常形态变

成梭形，这种现象在 12周时更为显著，提示由上皮细胞向肌成

纤维细胞进行分化，肾小管上皮细胞发生了 EMT。为了明确肾

小管上皮细胞 EMT的发生，我们检测了 STZ诱导糖尿病小鼠

肾脏组织中相关的标记分子 琢-SMA和 E-cadherin的表达，结

果小鼠间质标志物 琢-SMA表达上升，而上皮标志物 E-cadherin

表达降低。有文献报道，在体外培养肾小管上皮细胞，高糖可促

进 琢-SMA的表达，降低 E-cadherin的表达水平[22-24]，这与我们

的体内实验结果是相符的，也在分子层面上验证了糖尿病小鼠

肾脏中 EMT的发生。

目前，EMT在糖尿病肾病发生发展中的作用已经引起许

多研究者的关注，通过调控 EMT的发生发展，使细胞从间质表

型过渡到上皮表型，则有可能部分或完全逆转肾纤维化的病理

进展，并显著提高糖尿病的预后。因此，进一步深入研究 EMT

与糖尿病肾病的关系及其潜在机制可能为糖尿病肾病的治疗

开拓新的思路。
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