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周脂素在糖尿病肾病大鼠肾组织中的表达
卫兵艳,樊林花,刘茂林,轩瑞晶,刘田福∗

(山西医科大学实验动物中心,实验动物与人类疾病动物模型山西省重点实验室,太原　 030001)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察大鼠糖尿病肾病(diabetic nephropathy,DN)模型的特点和尿 LN 对早期 DN 的诊断价值,
探讨周脂素(perilipin,Plin)在 DN 大鼠肾脏中的表达情况。 方法　 将 14 只 SD 雄性大鼠随机分为对照组(普通饲

料)和糖尿病肾病模型组(高糖高脂饲料),对照组 6 只,模型组 8 只,饲养 4 周后模型组按照 30 mg / kg 剂量注射

1%链脲佐菌素(STZ),检测血糖≥16. 7 mmol / L,糖尿病模型制作成功,继续喂养 6 周,检测 24 h 尿蛋白≥30 mg / kg,
糖尿病肾病模型制作成功。 考马斯亮蓝检测 24 h 尿蛋白、ELISA 测尿层粘连蛋白,HE 染色观察肾组织的病理变

化,Real-time PCR 及 Western blot 检测肾脏组织中 perilipin 表达情况。 结果　 模型鼠 24 h 尿蛋白≥30 mg / kg,糖尿

病肾病大鼠模型制作成功。 和对照组大鼠相比,模型组的肾重 /体重比明显增高(P< 0. 05),尿量、尿层粘连蛋白于

5 周出现升高、24 h 尿蛋白于 6 周时出现升高,且三项指标均随着时间不断增高。 肾组织病理检查显示:肾小球肥

大,基膜增生, 微小血管瘤形成,肾小管管腔变形,上皮脱落、空泡样变,大量单核、淋巴等炎性细胞浸润,间质内胶

原纤维增生。 模型组大鼠肾组织 Plin 的 mRNA 及蛋白表达均明显的升高(P< 0. 05)。 结论　 尿层粘连蛋白比 24 h
尿蛋白升高得早,可作为早期糖尿病肾病的警示指标。 Plin 表达增高可能参与了糖尿病肾病肾病变过程,为进一

步探讨糖尿病肾病的发病机制提供新的思路。
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【Abstract】　 Objective　 To characterize the rat model of diabetic nephropathy (DN), to evaluate the diagnostic
value of urinary laminin for early detection of DN, and to investigate the expression of perilipin in diabetic rat kidneys.
Methods　 Fourteen male Sprague-Dawley rats were randomly divided into a control group (regular diet, six animals) and
a diabetic nephropathy model group (high sugar and high fat diet, eight animals) . After feeding for 4 weeks, the rats of the
disease model group were injected with a dose of 30 mg / kg of 1% streptozotocin. Induction of diabetes was considered
successful when blood sugar levels were ≥ 16. 7 mmol / L. Upon induction of diabetes, animals were fed for an additional 6
weeks. Induction of diabetic nephropathy was considered successful when the 24-hour urinary protein level was ≥ 30 mg / kg.
Coomassie brilliant blue (CBB) was used to determine the 24-hour urine protein levels, ELISA was used to measure urine
laminin, and hematoxylin and eosin (H&E) staining was performed to observe the pathological changes in kidney tissues.



中国实验动物学报 2019 年 6 月第 27 卷第 3 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,June 2019,Vol. 27,No. 3

Perilipin ( Plin) expression in kidney tissues was determined by real-time PCR and western blotting. Results 　 The
detection of 24-hour urinary protein levels ≥ 30 mg / kg confirmed the successful induction of the rat model of diabetic
nephropathy. The kidney-to-body weight ratio of the disease model group was increased significantly, when compared with
the control diet group (P< 0. 05). Urinary volume and laminin increased by the 5th week, while 24-hour urine protein
increased by the 6th week. All the three indicators were increasing over time. Pathological examination of the renal tissues
revealed glomerular hypertrophy, basal membrane hyperplasia, microhemangioma formation, tubular cavity deformation,
epithelial shedding and vacuolization, inflammatory monocyte and lymphocyte infiltration, and interstitial collagen
deposition. A significant increase in Plin expression at the mRNA and protein levels in the kidney tissues of diabetic
nephropathy rats was also observed. Conclusions　 Urinary laminin is increased earlier than the 24-hour urine protein level,
thus can be used as an early biomarker of diabetic nephropathy. Increased Plin expression may play a role in the
pathogenesis of diabetic nephropathy, and this protein therefore warrants further investigation to acquire a better
understanding the molecular mechanisms underlying this disease.

【Keywords】　 perilipin; urinary laminin; diabetic nephropathy; 24-hour urine protein; kidneys; pathology; rat
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　 　 糖尿病(diabetes mellitus,DM)是以血糖升高为

主要特征的代谢综合征,长期持续的高血糖会引发

多种并发症,当高血糖累及肾微血管时,出现糖尿

病肾病( diabetic nephropathy,DN),DN 是导致 DM
患者出现慢性肾功能衰竭 ( chronic renal failure,
CRF)的最主要原因,也是导致 DM 患者死亡的首要

原因之一[1]。 据报道,DM 患者每年约有 10%死于

CRF[2]。 DN 在早期治疗效果较好,一旦错过最佳治

疗时 间, 将 会 由 大 量 尿 蛋 白 而 发 展 至 尿 毒 症

(uremia)、CRF 以至危及患者的生命。 故早期诊断

DN、明确其发病机制对于预防和治疗 DN 有很重要

的临床意义。
层粘连蛋白( laminin,LN)是一种非胶原糖蛋

白,表达区域集中在肾小球系膜基质区。 有研究发

现 DM 患者还未出现肾病表现时,尿 LN 就有升高,
出现肾病时有明显升高[3]。 因此,检测尿 LN 有助

于 DN 的诊断。 周脂素(perilipin,Plin)也称脂滴相

关蛋白,与胰岛素抵抗及脂代谢异常有密切的关

系,其在 DM 大鼠的肝脏中表达增高[4],而目前就

Plin 在 DN 中研究尚未见报道。 本实验通过制作

DN 大鼠模型,观察尿 LN 对早期 DN 的诊断价值,
同时重点研究 Plin 在 DN 模型中的表达情况,为进

一步明确 DN 发病机制寻找新思路。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

清洁级雄性 SD 大鼠 14 只,8 ~ 10 周龄,体重

(200 ± 20) g,购自山西医科大学实验动物中心

【SCXK(晋)2015-0001】,饲养于山西医科大学实验

动物中心 SPF 级环境中【 SYXK(晋) 2015-0001】。
实验操作过程中符合实验动物伦理学要求(伦理审

批号:IACUC2018-002)。
1. 1. 2　 试剂及仪器

高糖高脂饲料 (北京科澳力饲料有限公司,
D12450B),链脲佐菌素(streptozotocin, STZ, Sigma,
S0130),考马斯亮蓝染料(Bio-Rad,1610786),尿 LN
ELISA 试剂盒 ( Nanjing Senbeijia Biotechnology Co.
Ltd., G01012078 ), EastepTM Super Total RNA
Extraction Kit ( Promega, LS1040), GoScript Reverse
Transcription Mix Oligo ( dT ) ( Promega, A2790 ),
GoTaq Gpcr Master Mix(Promega,A6002),Plin 抗体

(Abcam, ab66514 ), Plin 及 β-actin 引 物 由 大 连

TaKaRa 公司合成。
荧光定量 PCR 仪(QuantStudio 6 Flex,ABI,美

国),酶标仪(Epoch,BioTek,美国),血糖仪及试纸

( ACCU-CHEK, Roche, 美 国 ), 显 微 镜 ( BX51,
Olympus,日本),化学发光成像仪 ( G-Box, Chemi
XX9, Syngene,英国),麻醉机 ( I - 21025 Comerio,
Ugo Basile S.R.L,意大利)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 制作 DN 大鼠模型

配置 1%的 STZ 溶液:称取 1 g 的 STZ 溶于 100
mL 新配制的 0. 2% 构椽酸盐缓冲液中,充分溶解后

待用。
14 只雄性 SD 大鼠进行随机分组,对照组 6 只,

喂饲普通维持饲料,模型组 8 只,喂饲高糖高脂饲料,
在 SPF 环境持续饲养 28 d,于第 28 天晚上 7 点开始

空食,12 h 后模型组腹腔注射 1% STZ(30 mg / kg),对
照组腹腔注射等剂量构椽酸盐缓冲液。 2 d 后刺尾
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使用血糖试纸检测血糖,血糖值≥ 16. 7 mmol / L,且
出现多饮、多食、多尿症状的即 DM 大鼠模型制作成

功。 继续维持饲养 42 d,并监测 24 h 尿蛋白(每周 1
次),当 24 h 尿蛋白≥30 mg / kg,即 DN 大鼠模型制

作成功。
1. 2. 2　 尿液相关指标的检测

从第 5 周开始,每周固定留取一次 24 h 尿标

本,记录每次尿量,然后取 5 mL,离心后,取上清测

量尿蛋白。 空白管加 50 μL 蒸馏水、标准管加 50
μL 标准蛋白、样品管加 50 μL 的上清,每孔再各加

3 mL 考马斯亮蓝 (Coomassie brilliant blue, CBB),
静置 5~ 10 min,595 nm 测吸光度值。 根据公式计

算:尿蛋白浓度 = (样品管吸光度值 /标准管吸光度

值)×标准蛋白浓度。
尿 LN 测定:设空白孔、标准孔、样品孔;标准品

按倍比稀释后各加 50 μL,取 50 μL 尿液上清加入

样品孔;封板膜封板后,37℃,30 min;揭掉封板膜,
弃去液体,甩干,每孔加 350 μL 洗涤液,静置 30 s
后弃去,重复 5 次,拍干;每孔加酶标试剂 50 μL,
37℃,30 min;弃液,加 350 μL 洗涤液,静置 30 s 后

弃去,重复 5 次,拍干;加显色剂 A 50 μL,再加显色

剂 B 50 μL,轻轻震荡混匀,37℃避光,10 min;加终

止液 50 μL(此时蓝色立转黄色);15 min 以内酶标

仪上空白孔调零,450 nm 波长测 OD 值;根据标准曲

线计算样品浓度。
1. 2. 3　 肾组织的处理

每只鼠称重后,2. 5%异氟烷面罩吸入麻醉,仰
面固定,剪开腹部,摘下左右两肾。 所有大鼠均选

左侧肾进行称量,记录重量,之后放入装有 4%中性

甲醛离心管中进行固定,48 h 后进行石蜡包埋,切
片,HE 染色。 右肾投入液氮灌中冻存,用于后续的

RNA 和蛋白提取。
1. 2. 4　 Real-time PCR 检测肾组织 Plin mRNA 水平

的表达

依照 EastepTMSuper Total RNA Extraction Kit 说
明,取冻存肾皮质约 20 mg,提取 RNA,酶标仪上检

测 RNA 的浓度计纯度后,按照 GoScript Reverse
Transcription Mix Oligo (dT)说明进行反转录。 最后

按照 GoTaq Gpcr Master Mix 的说明进行 qPCR,每个

样本重复 3 次。 所用 Plin 引物为:Forward primer:
5,-CGAGTCACAACCCCACGAT - 3, Reverse primer:
5,-TCAGCCCAGAGAGGAA-3,。 反应体系:Forward
/ Reverse primer 0. 4 μL、RNA 2 μL、Mix 10 μL、CXR
0. 2 μL、ddH2O 7 μL,总体积 20 μL。 反应条件:
95℃10 min,95℃15 s,60℃ 1 min,95℃15 s,60℃15
s,95℃15 s。
1. 2. 5　 Western blot 检测肾组织中 Plin 蛋白的表达

提取肾组织总蛋白,BCA 法定量,加入 loading
buffer 后煮蛋白变性,进行 SDS-PAGE 电泳,之后进

行湿法转膜将蛋白条带转移至 PVDF 膜上,然后洗

膜,封闭,一抗孵育过夜(4℃,80 r / min),二抗孵育

1 h(80 r / min),PBST 洗 3 次膜之后进行显影。 DAB
显色剂显影,ImageJ 软件对 WB 条带定量分析。
1. 3　 统计学分析

使用 SPSS 22. 0 统计学软件对实验数据进行分

析,以均数±标准差(x ± s)来表示均值,采用方差 t
检验,以 P< 0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 两组大鼠体重、肾重、肾重 /体重的结果

将每只大鼠的肾重量和体重进行比值发现:模
型组的肾重 /体重明显高于对照组的大鼠,差异有

显著性(P< 0. 05)。 另外,对比对照组,模型组的大

鼠体重明显降低,差异有显著性(P< 0. 05),结果见

表 1。
2. 2　 两组大鼠的尿量、24 h 尿蛋白以及尿层粘连

蛋白的变化情况

通过对比发现:相比对照组,在第 5 周时,模型

组的尿量和尿 LN 已经明显升高,差异有显著性(P<
0. 05),24 h 尿蛋白在 6 周时开始出现明显增高,差
异有显著性(P<0. 05)。 并且,尿中的这三项指标随

时间推移都呈上升趋势,结果见表 2,图 1。
表 1　 两组大鼠体重、肾重及肾重 /体重的结果( x ± s )

Table 1　 Body weight, kidney weight and kidney-to-body weight ratios of the two rat groups( x ± s )
组别
Groups

例数
n

体重
Body weight(g)

肾重
Kidney weight(g)

肾重 / 体重比
Kidney weight / body weight ratio(%)

模型组 Model group 8 255 ± 27. 36∗ 1. 24 ± 0. 13 0. 35 ± 0. 06∗

对照组 Control group 6 361 ± 44. 37 1. 26 ± 0. 15 0. 46 ± 0. 08

注:和对照组比较,∗P< 0. 05。
Note. Compared with the control group,∗P< 0. 05.
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表 2　 两组大鼠尿量、层粘连蛋白、尿蛋白的变化情况

Table 2　 Changes of urine volume, laminin and protein content in the two rat groups
组别
Groups

时间
Time

尿量
Urine volume(mL)

尿层粘连蛋白
Urine laminin(μg / d)

尿蛋白
Urine protein(mg / d)

模型组 Model group 5 周 39. 33 ±9. 21∗ 6. 97 ±1. 88∗ 12. 96 ±5. 43
对照组 Control group 5 weeks 11. 94 ±1. 30 1. 28 ±0. 37 9. 33 ±1. 92

模型组 Model group 6 周 49. 87 ±11. 36∗∗ 9. 83 ±2. 35∗ 25. 88 ±6. 13∗

对照组 Control group 6 weeks 12. 67 ±1. 03 1. 36 ±0. 29 11. 26 ±2. 13

模型组 Model group 7 周 60. 45 ±12. 67∗∗ 13. 71 ±2. 82∗∗ 29. 93 ±6. 37∗

对照组 Control group 7 weeks 13. 48 ±4. 31 1. 41 ±0. 38 11. 58 ±1. 76

模型组 Model group 8 周 74. 25 ±10. 54∗∗ 15. 22 ±2. 13∗∗ 33. 48 ±5. 92∗

对照组 Control group 8 weeks 13. 89 ±2. 91 1. 57 ±0. 46 10. 96 ±1. 65

模型组 Model group 9 周 82. 09 ±11. 68∗∗ 16. 81 ±2. 79∗∗ 39. 65 ±4. 78∗∗

对照组 Control group 9 weeks 14. 67 ±3. 78 1. 65 ±0. 49 12. 32 ±1. 04

模型组 Model group 10 周 88. 34 ±9. 76∗∗ 18. 93 ±3. 43∗∗ 42. 93 ±4. 64∗∗

对照组 Control group 10 weeks 15. 53 ±4. 51 1. 78 ±0. 54 10. 85 ±2. 37
注:和对照组比较,∗P< 0. 05,∗∗P < 0. 01。
Note. Compared with the control group,∗P< 0. 05,∗∗P < 0. 01。

2. 3　 肾病理改变

HE 染色结果显示:模型组大鼠肾出现典型的

病理改变,肾小球肥大,系膜增生,有微小血管瘤形

成。 肾小管管腔变形,管腔内散在有脱落的上皮细

胞,间质内有纤维组织增生,还可见单核、淋巴等炎

症细胞浸润,见图 2。
2. 4　 肾组织 Plin mRNA 的检测结果

模型组肾组织 Plin 的 mRNA 表达明显升高,是
对照组的 ( 3. 26 ± 0. 37) 倍,差异有显著性 ( P <
0. 05),见图 3。
2. 5　 两组大鼠肾组织 Plin 蛋白 Western blot 检测

结果

模型组 Plin 蛋白表达明显升高,是对照组的

(2. 98 ± 0. 59)倍,差异有显著性(P<0. 05),见图 4。

3　 讨论

糖尿病肾病作为引起终末期肾病 ( end-stage
renal disease,ESRD)主要病因[5],对人类生命健康

构成了很大的威胁。 其主要病理改变特点是微血

管内皮细胞损伤导致基膜增厚,血管阻塞引起组织

缺氧,继而肾小球硬化、肾间质纤维化,最终导致

CRF。 其发病机制也较复杂,涉及肾小球血流动力

学改变、生化代谢紊乱、氧化应激、细胞因子与遗传

易感性等多种因素,但其确切的发病机制尚未能完

全阐明[6]。
对于 DN 大鼠模型的制作,目前最常使用单侧肾

动脉结扎+高糖高脂饲料喂养 +小剂量 STZ 腹腔注射

的三联法[7],该方法造模时间短,但有创伤性,手术本

身对大鼠的发病过程存在影响。 本研究通过高糖、高
脂饲料诱导大鼠的胰岛素出现抵抗,再给予小剂量

SZT 破坏胰岛细胞,这样就可以达到仅出现胰岛素分

泌障碍,而不是不分泌胰岛素的目的,很好的模拟了

II 型 DM 的发病过程[8]。 在此基础上持续高脂饲料

喂养使其病变继续发展,直至出现肾损害,达到 DN
病变。 很好的模拟了 DN 的发生发展过程,但造模周

期较长。 造模结果显示 DN 组大鼠的肾重 /体重比明

显增高,24 h 尿蛋白增高,HE 染色出现典型的病理改

变等,证明模型制作成功。
尿层粘连蛋白是 ECM 的主要成分,在肾小球间

质纤维化中表达增高[3],实验结果显示模型组大鼠

的尿 LN 增高比尿蛋白出现早,且随时间的推移不

断升高。 LN 的分子量为 900 × 103,属于大分子物

质,DN 早期肾小球滤过率增加,LN 排除增加,且
DM 持续的高血糖刺激肾血管上皮细胞合成 LN 增

多[9],DN 早期 LN 增高的原因在于肾排除及合成

LN 增多。 因此,尿 LN 能较早的反应 DN 肾 ECM 的

变化,对 DN 的早期诊断有很好的警示作用。
Plin 包被在细胞脂滴表面,对脂肪调节具有双

重作用,主要通过双向调节脂滴内中性脂肪的水解

来实现细胞内脂质的平衡:当细胞需要能量供应

时,促进中性脂肪水解,能量充足时,则抑制脂肪水

解,防止因过量脂肪酸堆积而引起脂毒性损伤[10]。
另外,雌激素也能通过抑制 Plin 来减少肝细胞内的

脂质沉积[11]。 糖脂代谢异常往往相伴发生,故越来

越多的学者开始研究 Plin 在糖代谢方面的作用,在
糖代谢异常大鼠模型的肝脏组织中 Plin 表达增高,
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图 1　 两组大鼠的尿量、尿层粘连蛋白以及

24 h 尿蛋白的变化

Figure 1　 Changes in urine volume,laminin and 24-hour
urinary protein levels in the two rat groups

其可能促进了糖代谢异常合并非酒精性脂肪肝的

发生[12]。 在小鼠糖耐量模型中,Plin 能够降低心脏

的氧化应激反应进而使微血管内皮细胞的凋亡率

降低[13]。 这些研究结果提示 Plin 可能在 DM 的并

发症 DN 中也发挥着一定的作用,故本实验通过对

DN 模型大鼠肾组织 Plin 表达水平进行检测发现,
Plin 的 mRNA 及蛋白表达均有明显的增加,说明

DN 的发生和 Plin 的高表达有关,详细机制还需要

做进一步的研究。

图 2　 大鼠肾组织的病理改变(×200)
Figure 2　 Pathological changes of kidney tissues

(H&E staining, ×200)

图 3　 大鼠肾 Plin 的 qPCR 检测结果

Figure 3　 Expression of Plin mRNA in the rat
kidneys detected by qPCR

图 4　 两组大鼠肾组织 Plin 蛋白表达情况

Figure 4　 Expression of Plin protein in the rat kidneys
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