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GSK-3β抑制剂对糖尿病肾病大鼠肾组织病理、NF-κB及TGF-β1的影响
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  摘 要:目的 探讨糖原合成酶激酶-3β(GSK-3β)抑制剂对糖尿病肾病(DN)大鼠肾组织病理、核因子-κB
(NF-κB)及转化生长因子-β1(TGF-β1)的影响。方法 将36只SD大鼠分为Tz组(DN模型)、Ty组(GSK-3β
抑制剂干预)和 Wt组(正常大鼠)各12只,观察比较3组大鼠24

 

h尿蛋白水平。采用苏木精-伊红(HE)染色观

察肾组织结构改变情况,实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测NF-κB
 

mRNA
 

表达水平,免疫组织化学(免疫组

化)检测TGF-β1阳性表达情况,Western
 

blot法检测NF-κB、TGF-β1蛋白的表达情况。结果 Tz组及Ty组

大鼠24
 

h尿蛋白水平均高于 Wt组,Ty组大鼠24
 

h尿蛋白水平低于Tz组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
Wt组大鼠肾组织内细胞结构、形态较完整,未观察到增生、肥大的细胞;Tz组大鼠肾小球、系膜基质生长异常,
毛细血管管腔、肾小管管腔凹陷、阻塞,伴有间质水肿;Ty组大鼠肾小球和肾小管病变程度较Tz组有明显好

转。Tz组、Ty组NF-κB、TGF-β1
 

mRNA水平高于 Wt组,Ty组NF-κB、TGF-β1
 

mRNA水平低于Tz组,差异

均有统计学意义(P<0.05)。免疫组化检测结果显示,Tz组TGF-β1阳性表达最高,Wt组TGF-β1阳性表达最低,
Ty组TGF-β1阳性表达较Tz组明显降低,但高于 Wt组,差异均有统计学意义(P<0.05)。Tz组及Ty组NF-κB、
TGF-β1蛋白表达水平高于 Wt组,Ty组NF-κB、TGF-β1蛋白表达水平低于Tz组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。结论 GSK-3β抑制剂能减缓糖尿病肾病大鼠肾损伤程度,降低肾组织中NF-κB和TGF-β1的表达。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

glycogen
 

synthase
 

kinase-3
 

beta(GSK-3β)
 

inhibitor
 

on
 

renal
 

histopathology,nuclear
 

factor
 

Kappa
 

B(NF-κB)
 

and
 

transforming
 

growth
 

factor-β1(TGF-β1)in
 

diabetic
 

nephropathy
 

rats.Methods Thirty-six
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

Tz
 

group
 

(diabetic
 

nephropathy
 

model),Ty
 

group
 

(GSK-3β
 

inhibitor
 

intervention),Wt
 

group
 

(normal
 

rats).The
 

24
 

h
 

urinary
 

protein
 

levels
 

of
 

the
 

3
 

groups
 

were
 

observed
 

and
 

compared.The
 

structural
 

changes
 

of
 

renal
 

tissues
 

were
 

ob-
served

 

by
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining.The
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

NF-κB
 

was
 

detected
 

by
 

RT-
qPCR,the

 

positive
 

expression
 

of
 

TGF-β1
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry,and
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

NF-κB
 

and
 

TGF-β1
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

24
 

h
 

urinary
 

protein
 

level
 

of
 

rats
 

in
 

Tz
 

group
 

and
 

Ty
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

Wt
 

group,and
 

the
 

24
 

h
 

urinary
 

protein
 

level
 

of
 

Ty
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

Tz
 

group,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).The
 

cell
 

structure
 

and
 

morphology
 

of
 

the
 

kidney
 

tissue
 

of
 

the
 

Wt
 

group
 

were
 

relatively
 

intact,and
 

no
 

hyperplastic
 

or
 

hypertroph-
ic

 

cells
 

were
 

observed.In
 

the
 

Tz
 

group,the
 

growth
 

of
 

glomerular
 

and
 

mesangial
 

matrix
 

was
 

abnormal,and
 

the
 

capillary
 

lumen
 

and
 

renal
 

tubule
 

were
 

depressed
 

and
 

obstructed,accompanied
 

by
 

edema
 

interstitium.The
 

de-
gree

 

of
 

glomerular
 

and
 

tubular
 

lesions
 

in
 

the
 

Ty
 

group
 

was
 

significantly
 

better
 

than
 

that
 

in
 

the
 

Tz
 

group.
Compared

 

with
 

the
 

Wt
 

group,the
 

levels
 

of
 

NF-κB
 

and
 

TGF-β1
 

in
 

the
 

Tz
 

group
 

and
 

Ty
 

group
 

were
 

significant-
ly

 

increased,and
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

and
 

TGF-β1
 

in
 

the
 

Ty
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

Tz
 

group,
with

 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).Immunohistochemical
 

test
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

expression
 

of
 

TGF-β1
 

in
 

Tz
 

group
 

was
 

the
 

highest,the
 

positive
 

expression
 

of
 

TGF-β1
 

in
 

Wt
 

group
 

was
 

the
 

lowest,and
 

the
 

positive
 

expression
 

of
 

TGF-β1
 

in
 

Ty
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

Tz
 

group,but
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

Wt
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).NF-κB
 

and
 

TGF-β1
  

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

Tz
 

group
 

and
 

the
 

Ty
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

Wt
 

group,while
 

those
 

in
 

the
 

Ty
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

Tz
 

group,with
 

statistically
 

sig-
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nificant
 

differences
 

(P<0.05).Conclusion GSK-3β
 

inhibitor
 

can
 

alleviate
 

the
 

degree
 

of
 

renal
 

injury
 

in
 

diabet-
ic

 

nephropathy
 

rats,and
 

reduce
 

the
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

and
 

TGF-β1
 

in
 

renal
 

tissue.
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words:diabetic
 

nephropathy; glycogen
 

synthase
 

kinase-3
 

beta
 

inhibitor; nuclear
 

factor
 

Kappa
 

B;
 transforming

 

growth
 

factor-β1

  糖尿病肾病(DN)已成为我国除心脏疾病外的第

二大疾病,临床症状主要为身体水肿和尿蛋白水平升

高,而糖尿病作为一种代谢性疾病,使患者身体健康

受到损伤,还会引起各种并发症,给患者心理和生理

造成极大的负担[1-2]。糖尿病引起的肾损伤十分常

见,主要表现在肾功能衰退会减少降糖物质的排泄,
药物在机体内停留时间增加,这些药物大多数都在肾

脏排泄,肾负担加重[3]。据不完全统计,我国每年由

糖尿病患者转为DN患者的概率为三分之一,并有部

分患者病情加重,甚至发展到肾病终期[4]。转化生长

因子-β1(TGF-β1)作为调节细胞增殖及分化的重要因

素,参与了许多生理学和病理学过程,可引起细胞外

矩阵和基底膜的分解,DN患者肾损伤程度受TGF-β1
表达水平影响[5]。随着医学领域的不断发展,核因子-
κB(NF-κB)成为研究热点。作为核转录中最重要的

因子之一,NF-κB参与了细胞的凋亡及炎性反应,炎
症信号最先转入细胞膜中,通过细胞中I-κB激酶等途

径增加NF-κB活性进行特异性识别,出现基因转录和

调控引发病变[6-7]。糖原合成酶激酶-3β(GSK-3β)是
涉及多个细胞信号传输路径的丝/苏氨酸激酶,其生

物学功能复杂,除了参与糖代谢之外,GSK-3β还涉及

细胞分化、增殖、炎性反应等过程。近年研究发现,
GSK-3β抑制剂可减轻胰岛素抵抗,在DN的临床治

疗中效果明显[8]。由此,本文探讨GSK-3β抑制剂对

DN大鼠肾组织病理、NF-κB及TGF-β1的影响。
1 材料与方法

1.1 模型建立和分组 将购自广东省医学实验动物

中心的36只体质量为0.20~0.25
 

kg的SD大鼠随

机分为Tz组(DN 模型)、Ty组(GSK-3β抑制剂干

预)和 Wt组,各12只。Wt组大鼠正常饲养,Tz组、
Ty组大鼠采用链脲佐菌素(STZ)腹腔注射,建立DN
动物模型(不予喂食,空腹3

 

d后抽取大鼠尾部静脉血

测血糖,血糖≥16.7
 

mmol/L视为合格糖尿病模型)。
1.2 仪器与试剂 美国ENZO公司生产的STZ,
AVIVA 公司生产的小鼠抗NF-κB单克隆抗体,苏州巨

能科技公司羊抗兔IgG,上海Superchip
 

technology公司

生产的实时荧光定量PCR(RT-qPCR)试剂盒等。
1.3 方法

1.3.1 干预及24
 

h尿蛋白测定 Ty组大鼠采用

GSK-3β抑制剂(氯化锂)干预,Wt组及Tz组(DN模

型)采用等量生理盐水腹腔注射。3组大鼠均继续饲

养12
 

d。24
 

h尿蛋白定量处死大鼠前,收集3组大鼠

禁食(正常喝水)24
 

h后的尿液,测定24
 

h尿蛋白。
1.3.2 苏木精-伊红(HE)染色 将大鼠处死,取出

双肾,甲醛溶液固定肾组织,乙醇溶液脱水,石蜡包埋

后切片(厚度4
 

μm),山羊血清封闭,苏木精和伊红染

液复染,时间分别为6~8
 

min和10
 

s,于显微镜下观

察 Wt组、Tz组、Ty组肾组织结构改变情况。24
 

h大

鼠的尿标本,运用Bradford法进行检测。
1.3.3 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测 NF-κB
表达水平 取肾组织,加入裂解液,制备组织匀浆,采
用Trizol法提取总RNA。将总RNA反转录成cD-
NA,以β-actin为内参,按说明书进行实验,试剂盒购

自上海Superchip
 

technology公司生产的。反应条

件:60
 

℃
 

10
 

min,95
 

℃
 

30
 

s、72
 

℃
 

30
 

s,95
 

℃
 

5
 

min,
循环次数40次,实验次数至少3次,用2-ΔΔCt 计算

NF-κB、TGF-β1的mRNA表达水平。见表1。
表1  PCR引物序列

指标 引物序列

NF-κB F:5'-TGC
 

ATT
 

CTG
 

ACC
 

TTG
 

CCT
 

ATC-3'
R:5'-AAA

 

TCC
 

TTC
 

CCA
 

AAC
 

TCC
 

ACC-3'
TGF-β1 F:5'-CGG

 

CAG
 

CTG
 

TAC
 

ATT
 

GAC
 

T-3'
R:5'-AGC

 

GCA
 

CGA
 

TCA
 

TGT
 

TGG
 

AC-3'

β-actin F:5'-ATC
 

TGA
 

CAC
 

CAC
 

ACC
 

TTC
 

TAC
 

AAT
 

GAG
 

CTG
 

CG-3'
R:5'-CGT

 

CAT
 

ACT
 

CCT
 

GCT
 

TGC
 

TGA
 

TCC
 

ACA
 

TCT
 

G-3'

1.3.4 免疫组化检测TGF-β1表达 取石蜡包埋的

肾组织,切片(厚度5
 

μm),乙醇溶液脱水,滴加抗原

消化液、修复液,应用山羊血清封闭,按1∶50加入一

抗及二 抗,恒 温 箱 孵 育30
 

min,磷 酸 缓 冲 盐 溶 液

(PBS)冲洗3次,选择3,3'-二氨基联苯胺染色,利用

蒸馏水终染,苏木精衬染,脱水后可烘干,肾组织棕

(褐)色为TGF-β1阳性表达,于光镜下进行观测。
1.3.5 Western

 

blot法 检 测 NF-κB、TGF-β1 变

化 取石蜡包埋的肾组织,使用PBS洗涤,将1
 

mL
裂解液与切碎的肾组织混匀,对肾组织匀浆进行蛋白

测定,十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE)

 

100
 

V电泳,Bradford法可来定量电泳产物,
再移至PVDF膜,10%山羊血清封闭操作,一抗过夜

4
 

℃下孵育,待二抗孵育完毕后,使用 TBST漂洗2
遍,TBS漂洗1遍,每次10

 

min。使用增强化学发光

法试剂来检测蛋白,暗室内曝光,Quantity
 

One
 

4.0
软件分析,3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)作内参,检
测NF-κB、TGF-β1蛋白变化。
1.4 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据分析,计量资料以x±s表示,多组间比较采用单因

素方差分析,两组间比较采用t检验,P<0.05表示

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组大鼠24
 

h尿蛋白定量 Tz组及Ty组大鼠

24
 

h尿蛋白水平[分别为(118.53±21.68)mg/24
 

h、
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(76.54±10.23)mg/24
 

h)]均高于 Wt组[(12.66±
2.57)mg/24

 

h],Ty组大鼠24
 

h尿蛋白水平低于Tz
组,差异有统计学意义(P<0.05)。
2.2 HE染色结果比较 Wt组大鼠肾组织内细胞结

构、形态较完整,未观察到增生、肥大的细胞。Tz组

大鼠肾小球、系膜基质生长异常,毛细血管管腔、肾小

管管腔凹陷、阻塞,伴有水肿间质。Ty组大鼠肾小球

和肾小管病变程度较Tz组有明显好转。见图1。
2.3 各组大鼠 NF-κB、TGF-β1

 

mRNA水平比较 
Wt、Tz组及Ty组大鼠肾组织中NF-κB

 

mRNA水平

分别为(1.27±0.14)、(8.04±2.16)、(5.68±1.09);

TGF-β1
 

mRNA水平分别为(1.09±0.11)、(8.23±
1.37)、(4.41±0.64)。Tz组及Ty组 NF-κB、TGF-
β1

 

mRNA 水平高于 Wt组,Ty组 NF-κB、TGF-β1
 

mRNA水平低于 Tz组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。
2.4 3组TGF-β1阳性表达情况比较 免疫组化检

测结果显示,Wt组 TGF-β1阳性表达最低,Tz组

TGF-β1阳性表达最高,且Ty组TGF-β1阳性表达较

Tz组明显降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

图2。

  注:A为 Wt组大鼠肾组织染色图;B为Tz组大鼠肾组织染色图;C为Ty组大鼠肾组织染色图。

图1  各组大鼠肾组织
 

HE染色图(×200)

  注:A为 Wt组大鼠肾组织TGF-β1阳性表达;B为Tz组大鼠肾组织TGF-β1阳性表达;C为Ty组大鼠肾组织TGF-β1阳性表达。

图2  免疫组化检测TGF-β1表达(×200)

2.5 Western
 

blot法检测 NF-κB、TGF-β1蛋白变

化 Wt组、Tz组及Ty组大鼠肾组织中NF-κB蛋白

表达水 平 分 别 为(0.16±0.02)、(0.72±0.09)、
(0.45±0.05),TGF-β1

 

蛋白表达水平分别为(0.24±
0.02)、(0.81±0.11)、(0.36±0.04)。Ty组及Tz组

NF-κB、TGF-β1蛋白表达水平高于 Wt组;Ty组NF-
κB、TGF-β1蛋白表达水平低于Tz组,差异均有统计

学意义(P<0.05)。见图3。

图3  Western
 

blot检测NF-κB、TGF-β1
蛋白表达水平

3 讨  论

  DN是全球糖尿病患者中发病率较高的微血管疾

病,在我国DN的发病率逐年升高[9]。有研究表明,
DN临床表现肾脏肥大、肾小球滤过率增高、肾小球内

膜增厚,病情加重,研究表明,尿蛋白与DN发展有密

切关系[10]。当人体血液中糖分升高时,体内糖代谢出

现紊乱,会促进多元醇活化,激活蛋白酶通路会增加

晚期糖基化的产生,使病情迅速发展,血液黏度增加,
血管内皮组织活化,炎性因子增加,打破机体平衡,诱
发微血管疾病的发生,最终发展为DN[11-12]。DN发

展为终末期肾脏病后,治疗难度增加,治疗效果下降,
因此,及时防治DN对肾组织的保护意义重大[13]。

通过观察大鼠24
 

h尿蛋白定量,Tz组大鼠较 Wt
组有明显上升,Ty组大鼠低于Tz组,但高于 Wt组,
GSK-3β抑制剂可降低大鼠尿蛋白水平。有研究表
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明,抑制GSK-3β活性,可降低DN大鼠血清纤溶酶原

激活物抑制剂-1(PAI-1)及蛋白尿水平,改善肾脏凝

血纤溶状态,对肾脏起到保护作用。通过观察大鼠肾

组织HE染色,NF-κB、TGF-β1表达发现,Wt组大鼠

肾组织内细胞结构、形态较完整,未观察到增生、肥大

的细胞,Tz组大鼠肾小球、系膜基质生长异常,毛细

血管管腔、肾小管管腔凹陷、阻塞,伴有水肿间质;Ty
组大鼠肾小球和肾小管病变程度较 Tz组有明显好

转;与 Wt组比较,Tz组NF-κB、TGF-β1表达水平明

显升高,与Tz组比较,Ty组NF-κB、TGF-β1表达水

平低于Tz组,较 Wt组有所升高。说明注射GSK-3β
抑制剂后TGF-β1明显降低。有研究证实,持续高血

糖和胰岛素抵抗可导致活性氧及糖基化终末产物增

加,进而启动炎性反应、内皮功能障碍激活NF-κB信

号通路,高糖作用下 NF-κB活性增强,导致 TGF-β1
趋化因子和细胞黏附分子等细胞因子释放增加[14]。
过量的 TGF-β1、IL-6及 MCP-1可导致内皮细胞凋

亡,炎症水平升高,NF-κB可影响血管内皮生长因子

等多种信号通路的表达,导致血管细胞损伤及血管生

成,促进 DN 的发生[15]。有研究证实,在患者体内

NF-κB、TGF-β1表达水平呈上升趋势,会使DN患者

病情加重,同时NF-κB是检测疾病发生的重要指标之

一,在脏器损伤中扮演重要角色,在炎症或肾脏损伤

后,NF-κB水平上升迅速[16]。TGF-β1属于一组新近

发现的调节细胞生长和分化的TGF-β超家族,在细胞

增殖、细胞分化过程中起调节作用,促进细胞外矩阵

合成,在多种疾病中呈过表达趋势[17-18]。TGF-β1/2
可作为DN的预后指标使用,TGF-β1负调节可以对

肾组织关联成纤维细胞的分化产生抑制作用,并且可

以阻碍疾病微环境的形成减缓病情[19]。有研究证实,

DN患者受到TGF-β1过表达影响疾病呈恶化状态,
免疫功能也会受到抑制,肾损伤程度明显加重[20-21]。

TGF-β与其他因子共同激活了NF-κB,导致巨噬细胞

聚集向 M1极化促炎性反应,GSK-3β是一种存在于

真核细胞中、维持上皮细胞结构和表型所必需的多功

能蛋白激酶,具有调控该酶催化糖酵解、参与胰岛素、
调控炎性反应等功能[22]。抑制 GSK-3β活性可改善

胰岛素抵抗,抑制高糖介导的系膜细胞凋亡。有研究

表明,抑制GSK-3β可调控RANK-RANKL的表达与

活性,从而下调了NF-κB的表达,减轻炎性反应,缓解

DN病变进程[23],这与本研究结果相似。
综上所述,GSK-3β抑制剂能减缓糖尿病大鼠肾

损伤程度,降低肾组织中NF-κB和TGF-β1的表达。
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