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　　摘　要：目的　观察鞘氨醇激酶１１磷酸鞘氨醇（ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ）信号通路在链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导的糖尿病大鼠肾脏中的激活

情况。方法　观察ＳＴＺ诱导的糖尿病大鼠肾脏中ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路的激活情况。分别检测大鼠肾脏功能及病理指标。采用

液质联用分析ＳｐｈＫ１活性及Ｓ１Ｐ含量。并采用免疫组织化学、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测了ＳｐｈＫ１的表达。结果　

ＳＴＺ诱导的糖尿病大鼠血糖、肾重体质量比、２４ｈ尿蛋白显著升高，糖尿病大鼠肾脏系膜区肥大，细胞外基质扩展。同时，糖尿病

大鼠肾脏中ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路被激活，表现为ＳｐｈＫ１表达和活性增加，以及Ｓ１Ｐ生成增加。结论　糖尿病大鼠肾脏中存在

ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路的激活，可能参与了糖尿病大鼠肾损伤过程。
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　　肾小球系膜细胞（ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌｓ，ＧＭＣ）的增

生、肥大及其功能改变如分泌细胞外基质是糖尿病肾病肾小球

硬化的主要病理基础［１２］。磷酸鞘氨醇（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅ，Ｓ１Ｐ）是细胞膜组成成分磷脂的代谢产物，鞘氨醇激酶１

（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ１，ＳｐｈＫ１）催化Ｓ１Ｐ生成，促进细胞存活和

保护细胞免受凋亡损伤［３５］。研究发现，用糖基化终末产物

（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）处理 ＧＭＣ后，发现

ＳｐｈＫ１活性与Ｓ１Ｐ增高
［６］。鉴于此，本研究采用链脲佐菌素

（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱导的糖尿病肾损伤大鼠模型观察其肾组

织ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路的变化，为探寻将ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通

路作为抗糖尿病肾病的可能作用靶点奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性ＳＤ大鼠（１７５～２００ｇ）购自中山大学实

验动物中心，在ＳＰＦ级环境下饲养，自由摄食、饮水。采用新

鲜配制的链尿佐菌素（ＳＴＺ）６０ｍｇ／ｋｇ体质量溶于１０ｍｍｏｌ／Ｌ

枸橼酸缓冲液，ｐＨ４．５（Ｓｉｇｍａ公司），大鼠尾静脉注射复制糖

尿病模型。正常对照组注射等体积的枸橼酸缓冲液。采用

ＯｎｅＴｏｕｃｈＵｌｔｒａ血糖仪（Ｊｏｈｎｓｏｎ＆ＪｏｈｎｓｏｎＣｏ．，Ｍｉｌｐｉｔａｓ，

Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ）检测血糖。造模后７２ｈ测量空腹血糖，大鼠

血糖浓度大于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ纳入糖尿病模型标准。糖尿病模

型组与正常对照组各８只大鼠，大鼠每周称量体质量，每月测

量血糖。实验周期为１２周。

１．２　生化分析　在实验结束时，称大鼠体质量，置于代谢笼收

集２４ｈ的尿液。血肌酐和２４ｈ尿蛋白经中山大学第一附属医

院病理科分析。大鼠处死后，分离肾脏，称重并一部分固定在

４％的多聚甲醛溶液；另一部分液氮速冻后置于－８０℃冻存。

肾脏肥大指数用肾重体质量比表示。

１．３　肾脏形态学研究　在实验结束、收取完尿液、血液与标

本，大鼠处死后、用ＰＢＳ全身灌流，分离肾脏，然后在４％的多

聚甲醛中固定过夜，石蜡包埋。切片４μｍ厚度进行ＰＡＳ染

色。采用光镜分析肾小球硬化程度和系膜区扩展程度。用苏

木精染核后，每个切片观察５０个肾小球。通过计算肾小球横

切面来评价肾小球肥大。切片采用Ｏｌｙｍｐｕｓ数字光学显微镜

进行拍照并转换成数字图片格式。肾小球横切面采用图像分

析软件ＩｍａｇｅＰｒｏ．Ｐｌｕｓ（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，

ＭＤ，ＵＳＡ）进行分析。每个动物分析５０个肾小球，计算均值

并进行统计分析。

１．４　定量ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ水平　按照 ＴＲＩｚｏｌ
ＴＭ

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）说明书提取组织或细胞的总ＲＮＡ。总ＲＮＡ逆转

录后，采用ＢｉｏＲａｄｉＣｙｃｌｅｒＩｑｓｙｓｔｅｍ进行定量ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ。
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用于扩增的引物序列如下：ＳｐｈＫ１（ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ，５′ＧＧＣ

ＡＧＣＧＡＡ ＣＣＣ ＣＡＣ ＣＡＣ ＴＣ３′；ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ，５′ＧＣＧ

ＧＧＴＧＴＣＴＧＧＴＧＡＣＴＧＧＣ３′）；ＳｐｈＫ２（ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ，

５′ＣＡＣＣＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧＣＧＧＡＧ３′；ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ，５′

ＧＧＣＡＧＣＣＣＡ ＧＧＣＴＧＡ ＡＧＴＧＧ３′）ａｎｄＧＡＰＤＨ（ｆｏｒ

ｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ，５′ＡＧＧＡＧＴＡＡＧＡＡＡＣＣＣＴＧＧＡＣ３′；ｒｅ

ｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ，５′ＣＴＧＧＧＡＴＧＧＡＡＴＴＧＴＧＡＧ３′）。ｍＲ

ＮＡ水平采用ＧＡＰＤＨ校正。荧光强度的平均阈值用于分析

其ｍＲＮＡ水平。ｍＲＮＡ的相对量采用ΔΔＣｔ进行计算。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　肾脏组织匀浆经裂解提取

蛋白后，经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离后，转膜至ＰＶＤＦ。采用５％

的脱脂牛奶室温封闭１ｈ，将一抗、二抗孵育后，采用增强型的

化学发光液检测条带信号。膜重孵鼠单抗αｔｕｂｕｌｉｎ作为内参

对照。采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行灰度分析。

１．６　鞘氨醇激酶活性测定　参考作者报道的方法进行ＳｐｈＫ１

活性的液质联用（ＬＣＭＳ／ＭＳ）法检测
［７］。３０μｇ总蛋白液用

于酶活性测定，反应采用２．５μＬ２００μＭＣ１７Ｓｐｈ（溶于５％

ＴｒｉｔｏｎＸ１００）和２．５μＬ２０ｍＭ ＡＴＰ含 ＭｇＣｌ２（２００ｍＭ），总

体积５０μＬ。３７℃水浴反应２０ｍｉｎ后，用５μＬ１Ｍ ＨＣｌ和

２００μＬ氯仿∶甲醇∶浓盐酸（１００∶２００∶１，ｖ／ｖ）终止反应。

然后加入１０ｎｇＳ１Ｐ作为内标。剧烈涡旋后，加入６０μＬ氯仿

和６０μＬ２ＭＫＣｌ，４℃，１２０００ｇ离心５ｍｉｎ。下层的氯仿相

转移到新的１．５ｍＬ离心管，室温真空干燥６０ｍｉｎ。挥干的残

渣用１００μＬ流动相（ｍｅｔｈａｎｏｌ：０．１％ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ＝９５∶５，ｖ／ｖ）

重悬，然后剧烈涡旋１ｍｉｎ。终溶液进样１０μＬ进行液质联用

（ＬＣＭＳ／ＭＳ）（ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ）分析。

１．７　Ｓ１Ｐ含量测定　参照作者前期报道的方法
［８］，用 ＬＣ

ＭＳ／ＭＳ法进行Ｓ１Ｐ定量分析。称量冰冻的肾脏组织样本２０

ｍｇ，用４００μＬ的蒸馏水进行电动匀浆。细胞则用ＰＢＳ刮取下

来，离心，并用１００μＬ的ＰＢＳ重悬，采用ＢＣＡ法进行蛋白定

量。Ｓ１Ｐ及相应的化合物采用甲醇沉淀抽提。混合液涡旋１０

ｍｉｎ后，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，然后上清液转移至一干

净的玻璃自动上样瓶中。每次进样１０μＬ进行 ＬＣＭＳ／ＭＳ

分析。

１．８　统计学处理　数值采用狓±狊表示。采用非配对狋检验

分析两组间的统计差异；采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０统计软件分

析比较。单因素方差分析结合Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正分析多组间的

统计差异。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳＴＺ诱导的糖尿病大鼠肾损伤　如表１所示，实验１２周

结束时，与正常对照组比较，糖尿病组大鼠的空腹血糖值显著

升高（犘＜０．０１），糖尿病大鼠的肾重／体质量比与正常对照组

比较显著增加（犘＜０．０５）。实验结束时糖尿病大鼠的２４ｈ尿

蛋白明显增高（犘＜０．０５）。糖尿病大鼠的肾小球损伤表现为

肾小球肥大和肾小球系膜细胞外基质积聚。与正常对照组相

比，ＳＴＺ诱导的糖尿病大鼠１２周后出现明显的肾小球面积和

系膜基质面积增大；肾小球内膜与肾小球囊发生粘连；并且

ＰＡＳ病理染色发现肾组织基质成分明显增多（图１），提示糖尿

病大鼠１２周后出现明显的肾脏肥大，肾小球硬化和肾功能

受损。

２．２　糖尿病大鼠肾脏ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路被激活　为了观

察糖尿病状态下大鼠肾组织ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路的变化，检

测了正常对照组和糖尿病模型组大鼠肾组织的ＳｐｈＫ１的表达

及活性和Ｓ１Ｐ水平。采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测发现，糖尿病组

大鼠肾脏ＳｐｈＫ１ｍＲＮＡ水平是对照组的３倍，而ＳｐｈＫ２ｍＲ

ＮＡ水平没有变化（图２）。此外，免疫组织化学和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测发现糖尿病大鼠肾脏ＳｐｈＫ１蛋白表达也有显著升高（图

３）。ＬＣＭＳ／ＭＳ实验结果表明，糖尿病大鼠肾脏ＳｐｈＫ１活性

显著增加（图４Ａ）；并且Ｓ１Ｐ水平显著增加（图４Ｂ）。结果显示

糖尿病状态下大鼠肾组织ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路处于激活状

态，与作者已报道的糖尿病小鼠模型实验结果一致［９］。糖尿病

大小鼠模型实验结果均提示ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路的激活可能

参与了糖尿病肾损害的病理进程。

图１　　ＳＴＺ诱导的糖尿病大鼠肾脏系膜区基质

分泌情况（ＰＡＳ，×２００）

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

图２　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测糖尿病大鼠肾脏ＳｐｈＫ１和

ＳｐｈＫ２ｍＲＮＡ水平

　　对照组：免疫组织化学技术；糖尿病组：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法。

图３　　ＳｐｈＫ１在糖尿病肾脏组织中的表达
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表１　　血糖及肾功能指标检测（狓±狊）

组别 血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ） 肾重／体质量（ｍｇ／ｇ） 尿蛋白（ｍｇ／２４ｈ）

对照组 ５．３０±０．１６ ６．１７±０．２１ ２．０９±０．１５

糖尿病组 ２３．５６±２．２７ｂ １８．２３±０．７２ａ １３．１５±１．１２ａ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较。

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

图４　　液质联用（ＬＣＭＳ／ＭＳ）分别检测ＳｐｈＫ１活性

和Ｓ１Ｐ含量

３　讨　　论

研究表明长期高血糖、糖基化终产物、氧化应激等可激活

ＳｐｈＫ１，进而导致Ｓ１Ｐ的生成增加
［１０］，促进肾小球系膜细胞增

殖［１１］等。肾脏纤维化是糖尿病肾病的主要病理特征之一，

ＧＭＣ是肾小球的主要功能细胞，无论在肾脏的生理功能还是

病理变化中均发挥着重要的作用；现已认为ＧＭＣ参与了糖尿

病肾病、肾小球硬化的损伤过程［１２］。糖尿病状态下，肾小球系

膜细胞中细胞外基质的积聚，促进了肾脏纤维化的病理进

程［１３］。

本研究观察到糖尿病大鼠肾脏在ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路的

激活。本实验采用 ＳＴＺ 诱导的糖尿病大鼠模型观察到

ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路与糖尿病肾病存在密切相关性。研究报

道，在ＳＴＺ诱导的大鼠４～５ｈ后，其肾小球系膜细胞发生增

殖，与此同时，ＳｐｈＫＳ１Ｐ信号通路被激活
［１４１５］。并且，作者前

期研究发现，在四氧嘧啶诱导１２周的糖尿病小鼠，肾实质与肾

功能明显受损，肾脏存在ＳｐｈＫＳ１Ｐ信号通路的激活
［９］。在本

研究中，采用ＳＴＺ诱导的１２周糖尿病大鼠，肾脏亦明显损害，

肾脏ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路被激活。研究结果进一步提示，

ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路被体内高血糖激活后，可能参与了糖尿病

肾损伤的病理进程。

综上所述，作者通过体内实验证实ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信号通路

的激活可能参与了糖尿病肾损伤的病理进程。ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ信

号通路如何影响糖尿病肾病的进程有待进一步研究证明。本

研究为进一步探明糖尿病肾病的病变机制、探索将ＳｐｈＫ１Ｓ１Ｐ

信号通路作为抗糖尿病肾病的新的作用靶点提供了一定客观

依据。
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