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达格列净干预改善糖尿病肾病模型大鼠的肾脏损伤

王  琴 1，沈  呈 2，廖  静 1，杨  烨 1

文题释义：

达格列净：是一种新型的降糖药，可选择性抑制钠-葡萄糖协同转运蛋白2，通过减少葡萄糖在肾脏的重吸收，发挥降低血糖的作用。达格

列净可保护胰岛β细胞的功能，改善胰岛素抵抗，调节脂质代谢紊乱，对轻度血压、体质量、肾脏异常均有保护作用。

摘要

背景：达格列净在糖尿病肾病引起的肾功能损伤中具有明显的肾脏保护作用。

目的：探索达格列净是否可通过MicroRNA-126改善糖尿病肾病大鼠肾脏损伤的可能机制。

方法：建立SD大鼠糖尿病肾病模型，将造模成功的糖尿病肾病大鼠随机分为模型组、二甲双胍组、达格列净组，每组6只，分别给予同等

剂量生理盐水、二甲双胍500 mg/(kg·d)、达格列净10 mg/(kg·d)灌胃，1次/d；另取6只正常饮食大鼠作为正常组，12周后各组大鼠均麻

醉处死。检测空腹血糖、血肌酐、尿素氮、24 h尿微量白蛋白水平，以实时荧光定量PCR检测大鼠肾脏MicroRNA-126水平，通过实时荧光

定量PCR、Western blot及免疫组化检测大鼠肾脏转化生长因子β1、血管内皮生长因子受体2及磷酸酶和张力蛋白同系物水平；采用电镜、

苏木精-伊红及Masson染色观察大鼠肾脏超微结构及形态病理学变化。

结果与结论：①模型组空腹血糖、血肌酐、尿素氮、24 h尿微量白蛋白及转化生长因子β1、血管内皮生长因子受体2水平较正常组明显升

高(P < 0.05)，MicroRNA-126及磷酸酶和张力蛋白同系物水平明显下降；二甲双胍组和达格列净组空腹血糖、血肌酐、尿素氮、24 h尿微量

白蛋白及转化生长因子β1、血管内皮生长因子受体2水平较模型组明显降低(P < 0.05)，MicroRNA-126及磷酸酶和张力蛋白同系物水平明显

升高；其中达格列净组的上述作用更加明显(P < 0.05)；②肾脏组织病理学显示，二甲双胍组和达格列净组大鼠肾脏病变程度较模型组减

轻；与二甲双胍组相比，达格列净组大鼠肾脏足突排列良好，肾脏形态相对正常；③结果说明，达格列净可能通过上调糖尿病肾病大鼠肾

脏MicroRNA-126水平，抑制转化生长因子β1及血管内皮生长因子受体2的表达，促进磷酸酶和张力蛋白同系物的表达，延缓糖尿病肾病大

鼠的肾脏损伤过程。
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研究原著

文章快速阅读：
文章特点—
△研究表明，达格列净有助于缓解糖尿病肾病肾脏损伤程度，且 MicroRNA-126 水平可作为诊断糖尿病肾病新的

标志物及治疗靶点。
△此次研究提示，达格列净可能通过上调 MicroRNA-126 的表达水平，来抑制转化生长因子 β1 及血管内皮生长

因子受体 2 的表达，刺激磷酸酶和张力蛋白同系物 (PTEN) 蛋白的合成，改善肾小管及肾小球的损伤程度。

SD 大鼠

正常组

糖尿病肾病模型组

二甲双胍组

达格列净组

检测指标：
(1) 空腹血糖、血肌酐、尿素氮、24 h 尿微量白蛋白水平；
(2) 肾脏 MicroRNA-126 表达水平；
(3) 转化生长因子 β1、血管内皮生长因子受体 2 及 PTEN

表达水平；
(4) 肾脏组织组织病理学变化。

结论：
(1) 达格列净可改善糖尿病肾病的肾功能状态；
(2) 可上调 MicroRNA-126 的水平，抑制转化生长因子 β1 及血管内皮生长因子受体 2 的表达，促进 PTEN 的表达；
(3) 可改善肾小管及肾小球的病变程度，延缓糖尿病肾病大鼠的肾脏损伤过程。
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研究原著

0   引言   Introduction
糖尿病肾病是糖尿病常见的并发症之一，存在着发展为

终末期肾病的风险
[1]
。糖尿病肾病的发生可表现出肾小球硬

化、肾小管萎缩及肾间质纤维化的病理学改变，导致肾功能

水平的持续下降，严重影响糖尿病患者的健康水平及生活质

量
[2]
。最新研究显示，达格列净是钠 - 葡萄糖转运蛋白 2 抑

制剂，可通过抑制钠 - 葡萄糖转运蛋白 2 降低血液中葡萄糖

的水平，预防高糖引起的早期肾小球足细胞及肾小管损伤，

调节肾葡萄糖超负荷引起的炎症、氧化应激及纤维化过程，

延缓糖尿病肾病肾脏病变的发展
[3-4]

。有研究发现，达格列

净激活 PTEN/PI3K/Akt 通路，可有效改善糖尿病肾病大鼠的

肾脏组织损伤
[5]
。近年来，微小 RNA(MicroRNA) 成为研究的

热点，它是基因组调控的非编码 RNA 分子，可以通过结合

目的 mRNA 的 3’ 端非编码区 (3’-UTR) 来阻滞蛋白翻译或转   

录
[6]
。有研究表明，微小 RNA 在调节糖尿病肾病肾脏损伤的

作用机制中占有重要地位
[7-8]

，其中 MicroRNA-126 可参与血

管内皮细胞的激活，其表达水平的变化与糖尿病微血管损害

密切相关，且在糖尿病肾病患者血液中循环 MicroRNA-126

水平明显降低
[9-10]

。研究发现，转化生长因子 β1 是重要的

致纤维化因子
[11]
，转化生长因子 β1 的过表达是诱导糖尿病

肾病的关键因素，可通过激活其下游纤维化因子、血管紧张

素Ⅱ及内皮素 1 的表达，加速肾间质的纤维化发展。转化生

长因子 β 超家族还可刺激血管内皮生长因子 - 血管内皮生长

因子受体 2 信号转导，影响糖尿病肾病的病变过程
[12]
。同

时，MicroRNA-126 可调节内皮细胞的凋亡、增殖及血管内

皮生长因子 / 转化生长因子 β 水平
[13]
。据报道，磷酸酶和

张力蛋白同系物 (phosphate and tension homology deleted on 

chromosome ten，PTEN) 通过影响转化生长因子 β 的表达参

与高血糖诱发的上皮细胞 - 间充质转化与糖尿病肾病肾脏的

纤维化密不可分
[14]
。有研究发现，MicroRNA-126 在牙髓干

细胞中可通过 PTEN-Akt 轴诱导细胞凋亡，同时胶质瘤细胞

中 MicroRNA-126 还可通过 PTEN/PI3K/Akt 通路发挥靶向调控

胶质瘤的作用
[15-16]

。

此次研究通过观察达格列净对糖尿病肾病大鼠肾脏

中 MicroRNA-126、转化生长因子 β1、血管内皮生长因子

受体 2、PTEN 表达水平的变化，探讨达格列净是否可通过        

MicroRNA-126 对糖尿病肾病大鼠肾脏起保护作用，为达格列

净用于糖尿病肾病的防治提供理论依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，两组之间比较采用独立样本 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析，组内两两比较采用

LSD 法。

1.2   时间及地点   于 2019 年 12 月至 2021 年 1 月在新疆医科

大学动物实验中心及临床研究院代谢性疾病实验室完成。

1.3   材料   清洁级 (SPF 级 ) 雄性 SpragueDawley(SD) 大鼠，体

质量 180-220 g，由新疆医科大学动物中心实验室提供，许

可证号：SYXK( 新 )2016-0003，此次实验经新疆医科大学实

验动物使用和管理 (IACUC) 批准。

cDNA 反转录试剂盒及实时荧光定量 PCR 试剂盒均购自

德国 Qiagen 公司，MicroRNA-126、转化生长因子 β1、血管

内皮生长因子受体 2及PTEN引物由华大基因有限公司提供，

转化生长因子 β1、血管内皮生长因子受体 2 及 PTEN 抗体购

自美国 Abcam 公司，二甲双胍购自中美上海施贵宝制药有限

公司，达格列净购自美国 Astra Zeneca Pharmaceuticals LP。
1.4   方法

1.4.1   糖尿病肾病模型的制备及分组   24 只清洁级 (SPF 级 )

雄性 SD 大鼠适应性喂养 1 周后，应用随机数字表法分为正

Abstract
BACKGROUND: Dapagliflozin has obvious renal protective effect on renal injury caused by diabetic nephropathy.
OBJECTIVE: To explore the possible mechanism by which dapagliflozin can improve renal injury in diabetic nephropathy rats through microRNA-126.
METHODS: Sprague-Dawley rat models of diabetic nephropathy were successfully established, and randomly divided into a model group, a metformin group and 
a dapagliflozin group, with six rats in each group. They were given the same dose of normal saline, metformin (500 mg/kg) and dapagliflozin (10 mg/kg) by gavage 
once a day. Another six rats with normal diet were selected as control group. Twelve weeks later, the rats in each group were killed under anesthesia. Fasting blood 
glucose, serum creatinine, urea nitrogen and 24-hour urinary microalbumin levels were detected. The level of microRNA-126 in rat kidney was detected by qRT-
PCR. The levels of transforming growth factor-β 1, vascular endothelial growth factor receptor 2 and phosphate and tension homology deleted on chromosome 
ten (PTEN) in rat kidney were detected by qRT-PCR, western blot and immunohistochemistry. The ultrastructural and pathological changes of the rat kidney were 
observed by electron microscope, hematoxylin-eosin staining and Masson staining. 
RESULTS AND CONCLUSION: The levels of fasting blood glucose, serum creatinine, urea nitrogen, 24-hour urinary microalbumin, transforming growth 
factor-β1, and vascular endothelial growth factor receptor 2 in the model group were significantly higher than those in the normal group (P < 0.05), and the 
levels of microRNA-126 and PTEN were significantly lower than those in the normal group. The levels of fasting blood glucose, serum creatinine, urea nitrogen, 
24-hour urinary microalbumin, transforming growth factor-β 1, and vascular endothelial growth factor receptor 2 in the metformin group and dapagliflozin 
group were significantly lower than those in the model group (P < 0.05), and the levels of microRNA-126 and PTEN were significantly higher than those in the 
model group. The above changes were more significant in the dapagliflozin group compared with the metformin group (P < 0.05). Renal histopathological 
findings indicated that compared with the model group, the renal lesions in the metformin group and the dapagliflozin group was milder, the foot process of 
the dapagliflozin group was better than that of the metformin group, and the renal morphology was relatively normal in the dapagliflozin group. These findings 
indicate that dapagliflozin can up-regulate the level of microRNA-126, inhibit the expression of transforming growth factor-β 1, and vascular endothelial growth 
factor receptor 2, promote the expression of PTEN, and delay the process of renal injury in diabetic nephropathy rats.
Key words: diabetic nephropathy; dapagliflozin; kidney; microRNA-126; transforming growth factor-β1; vascular endothelial growth factor receptor 2; 
phosphate and tension homology deleted on chromosome ten
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常组 (n=6) 和糖尿病肾病组 (n=18)。正常组正常饮食，糖尿

病肾病组大鼠给予高脂高糖饲料 ( 购自北京博泰宏达生物技

术有限公司 ) 喂养 8 周，体质量增长到 400-450 g；一次性腹

腔注射链脲佐菌素 STZ 30 mg/kg 后，继续予高脂高糖饲料喂

养，3 d 后尾静脉取血，测随机血糖≥ 16.7 mmol/L，提示糖

尿病造模成功，并持续给予高脂高糖饲料喂养及监测血糖，

4 周后测 24 h 尿白蛋白排泄率 > 20 mg 且尿糖阳性提示糖尿

病肾病造模成功。将糖尿病肾病大鼠随机分为 3 组 ( 每组均

6 只 )，模型组、二甲双胍组、达格列净组分别给予同等剂

量生理盐水、二甲双胍 [500 mg/(kg·d)，生理盐水配比 ]、

达格列净 [10 mg/(kg·d)，生理盐水配比 ] 灌胃，1 次 /d，并

持续给予高脂高糖饲料喂养，12 周后麻醉处死。

1.4.5   实时荧光定量 PCR   Trizol 法提取肾脏组织总 RNA，反

转录为相应的 cDNA，进行实时荧光定量 PCR，引物序列见

表 1。

1.4.2   标本的收集与处理   经二甲双胍、达格列净或生理盐

水对照处理 12 周，代谢笼收集 24 h 尿液。禁食过夜，称质

量，以 3% 戊巴比妥钠 40 mg/kg 腹腔注射麻醉大鼠，腹主动

脉采血。取出肾脏组织，将部分组织放入 RNA 保存液中，置

于 -80 ℃冰箱中储存，另取部分组织放入 40 g/L 多聚甲醛及

2.5% 戊二醛固定用于后续检测。 

1.4.3   24 h 尿微量白蛋白的检测   收集 24 h 大鼠尿液，离心

机 2 500 r/min，离心 20 min，取上清。加样，温育，洗涤，

显色，37 ℃避光显色 15 min 后终止反应。酶标分析仪波长

为 450 nm 处测定吸光度，按照回归方程计算尿微量白蛋白

的含量。

1.4.4   生化指标的检测   4 ℃解融血液标本，利用 BS-420 型

全自动生化分析仪，依生化试剂盒操作说明进行空腹血糖、

血肌酐、尿素氮水平检测。

组织工程实验动物造模过程的相关问题

造模目的 完成糖尿病肾病大鼠模型制造

选择动物的条件 雄性健康 SD 大鼠

模型与所研究疾病的

关系

糖尿病肾病大鼠模型用于糖尿病肾病的研究

动物来源及品系 雄性 SD 大鼠，由新疆医科大学动物中心实验室提供

造模技术描述 高脂高糖饲料喂养后，一次性腹腔注射链脲佐菌素 (STZ)    

30 mg/kg 后导致大鼠胰岛 B 细胞受损

动物数量及分组方法 24 只清洁级 (SPF 级 ) 雄性 SD 大鼠适应性喂养 1 周后，随

机分为正常组 (n=6) 和糖尿病肾病组 (n=18)

造模成功评价指标 3 d 后尾静脉取血，测随机血糖≥ 16.7 mmol/L，提示糖尿

病造模成功，并持续给予高脂高糖饲料喂养及监测血糖，

4 周后测 24 h 尿白蛋白排泄率 >20 mg 且尿糖阳性提示糖

尿病肾病造模成功

造模后观察指标 血糖监测，24 h 尿微量白蛋白检测

造模后动物处理 将糖尿病肾病大鼠随机分为 3 组，每组 6 只，模型组、二

甲双胍组、达格列净组分别给予同等剂量生理盐水、二甲双

胍 [500 mg/(kg•d)，生理盐水配比 ]、达格列净 [10 mg /(kg•d)，

生理盐水配比 ] 灌胃，1 次 /d，并持续给予高脂高糖饲料喂

养，12 周后麻醉处死

伦理委员会批准 实验方案经新疆医科大学动物实验中心动物实验伦理委员

会批准，批准号：20200531-12

表 1 ｜引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences

基因 Forward primer Reverse primer

转化生长因

子 β1
5’- GGC ACC ATC CAT GAC ATG AAC CG -3’ 5’- GCC GTA CAC AGC ACT TCT TCT CTG -3’

血管内皮生

长因子受体 2
5’-TTC ATA ATA GAA GGC GTC CAG G -3’ 5’-GCA TCA TAA GGC AAG CGT TC -3’

PTEN 5’-CAG CCA TCA TCA AAG AGA TCG TTA GC -3’ 5’- CAA CAT GAT TGT TGT CGT TCA CTT AGC -3’
β-actin 5’-CAA CCT TCT TGC AGC TCC TC-3’ 5’-CGG TGT CCC TTC TGA GTG TT-3’
MicroRNA-126 5’ -CAC TTC AAA CTC GTA CCG TGA GTA A-3’ 5’-CAG GGC TAT GCC GCC TAA-3 ’

MicroRNA-126 PCR 反应总体系 20 μL，94 ℃变性 15 min，  

55 ℃退火 30 s，70 ℃延伸 30 s，40 个循环，每个样本设 3 复

孔，has-U6 为参照。转化生长因子 β1、血管内皮生长因子

受体 2 及 PTEN 的 PCR 反应总体系 20 μL，95 ℃变性 10 min，      

60 ℃退火1 min，95 ℃延伸15 s，40个循环，每个样本设3复孔，

β-actin 为参照。实验结果由 Bio-Rad 荧光定量分析软件读取，

转化生长因子 β1、血管内皮生长因子受体 2 及 PTEN mRNA 及

MicroRNA-126 表达水平的定量计算用 2-∆∆Ct
来表示 (CT 为循环

数 )。
1.4.6   Western blot 检测   取适量肾脏组织标本，加入含磷

酸酶抑制剂和蛋白酶的裂解液，超声破碎后在 4 ℃条件下   

14 000 r/min 离心 15 min，收集上清液，BCA 蛋白检测试

剂盒测定蛋白浓度，取变性蛋白 20 μg/ 孔，10% 的十二烷

基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳后按湿转法将产物转印到

聚偏氟丙烯膜上，使用含 5% 牛血清蛋白室温条件下封闭

2 h，加入一抗 ( 转化生长因子 β1，1 ∶ 1 000；血管内皮

生长因子受体 2，1 ∶ 1 000；PTEN，1 ∶ 1 000；β-actin，          

1 ∶ 5 000) 在 4 ℃条件下孵育过夜，TBST 洗膜 3 次后加入

HRP 标记 IgG(1 ∶ 10 000)，在室温条件下孵育 2 h，洗膜 3 次，

采用高敏化学发光法处理后用凝胶定量分析系统检测蛋白含

量，以所得条带的吸光度与内参照 β-actin 吸光度的比值代

表表达量。

1.4.7   免疫组织化学检测   肾脏组织标本固定，石蜡包埋，

脱蜡水化，除去内源性过氧化物酶，枸橼酸抗原修复，封闭

血清，滴加特异性一抗，4 ℃过夜，滴加二抗，显色。阴性

对照采用 PBS 代替一抗，阳性着色为棕黄色颗粒。

1.4.8   电镜观察   取肾脏组织经 2.5% 戊二醛固定 2 h，漂洗

过夜，1% 饿酸固定 2 h，漂洗后，丙酮酸梯度脱水，浸透包

埋，切片，铅铀双重电子染色，透射电镜观察组织超微结构，

拍片。

1.4.9   苏木精 - 伊红染色   取肾脏组织经 40 g/L 多聚甲醛中

固定 48 h 后，常规石蜡包埋、切片，行苏木精 -伊红染色，

进行组织形态病理学观察。

1.4.10   Masson 染色   常规石蜡包埋、切片，Masson 染色后

光镜下观察肾脏结构及肾脏纤维化程度。
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1.5   主要观察指标   ①各组大鼠空腹血糖、血肌酐、尿素氮

及 24 h 尿微量白蛋白水平；②各组大鼠肾脏 MicroRNA-126、

转化生长因子 β1、血管内皮生长因子受体 2 及 PTEN 的表达

水平；③各组大鼠肾脏组织病理学变化。

1.6   统计学分析   实验数据采用 SPASS 25.0 统计软件进行处

理，计量资料以 x-±s表示，两组之间比较采用独立样本 t检验，

多组间比较采用单因素方差分析，组内两两比较采用 LSD 法，

以 P < 0.05 为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   纳入健康 SPF 级 SD 大鼠 24 只，随

机分为 2 组，正常组 6 只，糖尿病肾病模型组 18 只，再将

糖尿病肾病大鼠随机分为模型组、二甲双胍组、达格列净组

(n=6)，24 只大鼠均被纳入结果分析。

2.2   各组大鼠空腹血糖、血肌酐、尿素氮及 24 h 尿微量白蛋

白水平比较   模型组大鼠空腹血糖、血肌酐、尿素氮及 24 h

尿微量白蛋白水平较正常组明显升高 (P < 0.05)；与模型组相

比，二甲双胍组和达格列净组大鼠空腹血糖、血肌酐、尿素

氮及 24 h 尿微量白蛋白水平明显降低 (P < 0.05)；达格列净

组大鼠空腹血糖、血肌酐、尿素氮及 24 h 尿微量白蛋白水平

较二甲双胍组明显降低 (P < 0.05)，见表 2。

织；二甲双胍组大鼠肾脏组织呈局灶状蓝染胶原纤维沉积；

达格列净组大鼠肾脏组织呈部分蓝染胶原纤维沉积；正常组

大鼠肾脏组织呈红染状态，见图 3。

2.4   各组大鼠肾脏 MicroRNA-126、转化生长因子 β1、血管

内皮生长因子受体 2 及 PTEN 表达水平比较

2.4.1   MicroRNA-126的表达水平   模型组大鼠肾脏MicroRNA-126

的表达水平较正常组明显降低 (P < 0.05)；与模型组相比，二甲

双胍组和达格列净组大鼠肾脏 MicroRNA-126 的表达水平明显升

高 (P < 0.05)；达格列净组大鼠肾脏 MicroRNA-126 的表达水平较

二甲双胍组明显升高 (P < 0.05)，见图 4。

2.4.2   转化生长因子 β1、血管内皮生长因子受体 2 及 PTEN 

mRNA 及蛋白的表达水平   模型组大鼠肾脏转化生长因子 β1

及血管内皮生长因子受体 2 mRNA 及蛋白的表达水平较正常

组明显升高 (P < 0.05)，PTEN mRNA 及蛋白的表达水平则明

显降低 (P < 0.05)。与模型组相比，二甲双胍组和达格列净组

大鼠肾脏转化生长因子 β1 及血管内皮生长因子受体 2 mRNA

及蛋白的表达水平明显降低 (P < 0.05)，PTEN mRNA 及蛋白的

表达水平则明显升高 (P < 0.05)。达格列净组大鼠肾脏转化生

长因子 β1 及血管内皮生长因子受体 2 mRNA 及蛋白的表达

水平较二甲双胍组明显降低 (P < 0.05)，而 PTEN mRNA 及蛋

白的表达水平则明显升高 (P < 0.05)，见图 5，6。

免疫组化检测显示，蛋白表达阳性着色为棕黄色颗粒，

模型组大鼠肾脏肾小球及肾小管转化生长因子 β1 及血管内

皮生长因子受体 2 蛋白的表达水平较正常组明显升高，PTEN

蛋白的表达水平则明显降低；与模型组相比，二甲双胍组和

达格列净组大鼠肾脏肾小球及肾小管转化生长因子 β1 及血

管内皮生长因子受体 2 蛋白的表达水平明显降低，PTEN 蛋

白的表达水平则明显升高；达格列净组大鼠肾脏肾小球及肾

小管转化生长因子 β1 及血管内皮生长因子受体 2 蛋白的表

达水平较二甲双胍组明显降低，而 PTEN 蛋白的表达水平则

明显升高，见图 7。

3   讨论   Discussion
目前尽管有多种有效控制糖尿病的治疗方法，但糖尿病

肾病仍然是全世界终末期肾病肾功能衰竭最主要的病因。据

报道，经肾脏过滤的葡萄糖 90% 会通过钠 -葡萄糖协同转运

蛋白 2 被重新吸收，而达格列净作为一种新型的降糖药，它

可以通过选择性抑制钠 - 葡萄糖转运蛋白 2 的表达，减少肾

近端小管对葡萄糖的重吸收，钠 - 葡萄糖转运蛋白 2 阻断剂

可能是治疗糖尿病及其肾脏并发症的一个潜在靶点
[17-19]

。达

格列净通过降低糖毒性，可改善胰岛 β 细胞的功能，使胰岛

素的代谢及糖异生保持相对稳定的状态，在防止葡萄糖内向

流入肾小管细胞过程中，还有助于缓解糖尿病肾病肾脏损伤

程度
[20]
。有研究显示，达格列净可延缓 1 型糖尿病小鼠蛋白

尿和肾损害的发生，在糖尿病肾病大鼠模型中，达格列净通

过调节高血糖引起的炎症、氧化损伤、纤维化及凋亡机制发

挥对糖尿病肾病大鼠早期的肾脏保护作用
[3]
。

表 2 ｜各组大鼠空腹血糖、血肌酐、尿素氮及 24 h 尿微量白蛋白水平比
较                                                                          (x-±s，n=6)
Table 2 ｜ Comparison of fasting blood glucose, serum creatinine, urea 
nitrogen, and 24-hour urinary microalbumin levels among groups

组别 空腹血糖
(mmol/L)

血肌酐
(μmol/L)

尿素氮
(mmol/L)

24 h 尿微量白蛋白
(mg)

模型组 8.70±0.25a 127.15±6.30a 18.48±2.45a 76.41±3.92a

二甲双胍组 7.12±0.29b 85.19±4.63b 9.49±1.10b 40.88±3.46b

达格列净组 6.34±0.26bc 68.56±3.45bc 7.64±0.35bc 26.11±2.24bc

正常组 5.03±0.43 32.83±2.38 5.87±0.36 10.26±1.19

表注：与正常组相比，
aP < 0.05；与模型组相比，

bP < 0.05；与二甲双胍组相比，
cP < 0.05

2.3   肾脏组织病理学观察

2.3.1   电镜观察大鼠肾脏组织超微结构改变   模型组大鼠肾

脏系膜增宽程度、内皮细胞呈水肿状态较正常组明显加重，

同时可见系膜区细颗粒状沉积及足突阶段性融合；与模型组

相比，二甲双胍组和达格列净组大鼠肾脏系膜细胞增生程度

减轻，系膜区可见低密度电子沉积物，足突轻度融合；达格

列净组较二甲双胍组大鼠肾脏系膜增宽减轻，偶见沉积物，

足突排列较良好，见图 1。

2.3.2   苏木精 -伊红染色观察大鼠肾脏形态病理学改变   模型

组大鼠肾脏肾小球形态极不规则，鲍曼囊腔发生严重粘连，肾

小管呈重度水肿并伴有坏死；二甲双胍组大鼠肾脏肾小球形态

较为规则，鲍曼囊腔逐渐缩小，肾小管中度水肿；达格列净组

大鼠肾脏肾小球形态相对规则，鲍曼囊腔逐渐缩小，肾小管轻

度水肿；正常组大鼠肾脏肾小球及肾小管形态规则，见图 2。

2.3.3   Masson 染色观察肾脏纤维化改变   模型组大鼠肾脏肾

小球内出现大量蓝染的胶原纤维和极少量红染的正常肾脏组
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图注：达格列净可明显改善糖尿病肾病大鼠的肾脏超微结构，作用优于

二甲双胍。标尺 =2 μm
图 1 ｜电镜观察各组大鼠肾脏结构的变化

Figure 1｜The changes of renal structure in rats under electron microscope

图注：达格列净可改善糖尿病肾病大鼠的肾脏组织形态，作用优于二甲

双胍

图 2 ｜苏木精 -伊红染色观察各组大鼠大鼠肾脏形态 (x400)
Figure 2 ｜ Hematoxylin-eosin staining of the rat kidney (×400)

图注：达格列净可改善糖尿病肾病大鼠的肾脏纤维化改变，作用优于二

甲双胍

图 3 ｜ Masson 染色观察各组大鼠肾脏纤维化改变 (x400)
Figure 3 ｜ Masson staining of the changes of renal fibrosis in rats (×400)

图 6 ｜各组大鼠转化生长因子 β1、血管内皮生长因子受体 2 及磷酸酶

和张力蛋白同系物蛋白印迹图

Figure 6 ｜ Western blot detection of transforming growth factor-β1, 

vascular endothelial growth factor receptor 2, and phosphate and tension 

homology deleted on chromosome ten in rats

图注：蛋白表达阳性着色为棕黄色颗粒。与模型组相比，二甲双胍组和

达格列净组大鼠肾脏肾小球及肾小管转化生长因子 β1 及血管内皮生长

因子受体2蛋白的表达水平明显降低，PTEN蛋白的表达水平则明显升高；

达格列净组的上述作用更加明显。PTEN：磷酸酶和张力蛋白同系物

图 7 ｜各组大鼠转化生长因子 β1、血管内皮生长因子受体 2 及 PTEN 蛋

白的表达 ( 免疫组化，×400)
Figure 7 ｜ Immunohistochemical detection of transforming growth 

factor-β 1, vascular endothelial growth factor receptor 2, and phosphate 

and tension homology deleted on chromosome ten (×400)

图注：图 A-C 分别表示转化生长因子 β1、血管内皮生长因子受体 2 及

PTEN mRNA 的表达水平，图 D-F 分别表示转化生长因子 β1、血管内皮

生长因子受体 2 及 PTEN 蛋白的表达水平。与正常组相比，
aP < 0.05；与

模型组相比，
bP < 0.05；与二甲双胍组相比，

cP < 0.05。PTEN：磷酸酶和

张力蛋白同系物

图 5 ｜各组大鼠转化生长因子 β1、血管内皮生长因子受体 2 及 PTEN 
mRNA 及蛋白的表达水平比较

Figure 5 ｜ mRNA and protein expression levels of transforming growth 

factor-β1, vascular endothelial growth factor receptor 2, and phosphate 

and tension homology deleted on chromosome ten in rats

图注：与正常组相比，
aP < 0.05；

与模型组相比，
bP < 0.05；与二

甲双胍组相比，
cP < 0.05

图 4 ｜各组大鼠 MicroRNA-126
的表达水平

Figure 4 ｜ Expression level of 

microRNA-126 in rats
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研究表明，MicroRNA-126 与糖尿病的发展进程密切相

关，它可以作用于胰岛素受体底物 1，抑制胰岛素抵抗
[21-22]

。

在内皮细胞中，MicroRNA-126 特异性表达的降低是导致糖

尿病微血管并发症发生的重要因素，此外，MicroRNA-126

还可经囊泡转运参与启动血管内皮损伤修复机制，从而发

挥生物学功能
[23-24]

。研究发现，糖尿病患者的血糖水平与

血清 MicroRNA-126 的含量呈负相关，且 MicroRNA-126 水

平越低，越易发生周围动脉相关疾病
[25]
。在 2 型糖尿病患

者有无肾病的临床研究中发现，有肾脏并发症的糖尿病患

者 MicroRNA-126 的表达水平明显低于无肾病的糖尿病患者，

血液 MicroRNA-126 水平可作为诊断糖尿病肾病新的标志物

及治疗靶点。

此次研究通过观察达格列净对糖尿病肾病大鼠肾功能

状态及 MicroRNA-126 表达水平的变化，探索达格列净通过

MicroRNA-126对糖尿病肾病大鼠肾脏的保护作用，结果显示，

模型组大鼠空腹血糖、血肌酐、尿素氮及 24 h 尿微量白蛋白

水平较正常组明显升高 (P < 0.05)；二甲双胍和达格列净组大

鼠较模型组空腹血糖、血肌酐、尿素氮及 24 h 尿微量白蛋

白水平明显降低 (P < 0.05)；达格列净组大鼠空腹血糖、血肌

酐、尿素氮及 24 h 尿微量白蛋白水平较二甲双胍组明显降低

(P < 0.05)。经实时荧光定量 PCR 结果显示，模型组大鼠肾脏

MicroRNA-126 的表达水平较正常组明显降低 (P < 0.05)；二甲

双胍和达格列净组大鼠肾脏较模型组 MicroRNA-126 的表达

水平明显升高 (P < 0.05)；达格列净组大鼠肾脏 MicroRNA-126

的表达水平较二甲双胍组明显升高 (P < 0.05)。电镜结果显

示，模型组大鼠肾脏系膜增宽程度、内皮细胞呈水肿状态较

正常组明显加重，同时可见系膜区细颗粒状沉积及足突阶段

性融合；二甲双胍和达格列净组大鼠肾脏较模型组系膜细胞

增生程度减轻，在系膜区可见低密度电子沉积物，足突轻度

融合；达格列净较二甲双胍组大鼠肾脏系膜增宽减轻，偶见

沉积物，足突排列较良好。苏木精 - 伊红染色结果显示，模

型组大鼠肾脏肾小球形态极不规则，鲍曼囊腔发生严重粘连，

肾小管呈重度水肿并伴有坏死；二甲双胍组大鼠肾脏肾小球

形态较为规则，鲍曼囊腔逐渐缩小，肾小管中度水肿；达格

列净组大鼠肾脏肾小球形态相对规则，鲍曼囊腔逐渐缩小，

肾小管轻度水肿；正常组大鼠肾脏肾小球及肾小管形态规则。

Masson 染色显示，模型组大鼠肾脏肾小球内出现大量蓝染

的胶原纤维和极少量红染的正常肾脏组织；二甲双胍组大鼠

肾脏组织呈局灶状蓝染胶原纤维沉积；达格列净组大鼠肾脏

组织呈部分蓝染胶原纤维沉积；而正常组大鼠肾脏组织则呈

红染状态。提示达格列净可改善糖尿病肾病的肾功能状态，

并可能通过上调 MicroRNA-126 的表达水平发挥对肾小球及

肾小管的保护作用。

同时有研究证实，转化生长因子 β1 作为糖尿病肾病肾

脏纤维化的重要致病因子已被多项研究证实，血管内皮生长

因子受体 2 则是具有酪氨酸激酶活性的血管内皮生长因子的

受体，经血管内皮生长因子诱导参与糖尿病肾病蛋白尿的生

成以及肾小球系膜细胞的增生，而 PTEN 在高糖环境下的肾

小管上皮细胞内及糖尿病肾病小鼠肾脏中表达水平的下降，

可刺激转化生长因子 β1 表达水平的升高，诱发肾脏的纤维

化
[14，26-29]

。据报道，MicroRNA-126 可通过调节血管内皮生

长因子和转化生长因子 β 的协同作用，影响细胞免疫调节及

周期、细胞的增殖与凋亡，MicroRNA-126 还可靶向 PTEN 诱

导 PI3K/AKT 活化刺激骨髓间充质干细胞进行损伤修复
[30-31]

。

因而，此次研究在发现达格列净可能通过 MicroRNA-126 保

护糖尿病肾病大鼠肾脏的前提下，进一步探索达格列净是否

经调节 MicroRNA-126 的相关因子转化生长因子 β1、血管内

皮生长因子受体 2 及 PTEN 改善糖尿病肾病大鼠的肾脏损伤

过程。实时荧光定量 PCR、Western blot 及免疫组化结果显

示，模型组大鼠肾脏转化生长因子 β1 及血管内皮生长因子

受体 2 mRNA 及蛋白的表达水平较正常组明显升高 (P < 0.05)，
PTEN mRNA 及蛋白的表达水平则明显降低 (P < 0.05)；与模型

组相比，二甲双胍组和达格列净组大鼠肾脏转化生长因子 β1

及血管内皮生长因子受体 2 mRNA 及蛋白的表达水平明显降

低 (P < 0.05)，PTEN mRNA 及蛋白的表达水平则明显升高 (P < 

0.05)；达格列净组大鼠肾脏转化生长因子 β1 及血管内皮生

长因子受体 2 mRNA 及蛋白的表达水平较二甲双胍组明显降

低 (P < 0.05)，而 PTEN mRNA 及蛋白的表达水平则明显升高   

(P < 0.05)；提示达格列净可能通过上调 MicroRNA-126 的表

达水平，来抑制转化生长因子 β1 及血管内皮生长因子受体 2

的表达，刺激 PTEN 蛋白的合成，改善肾脏的纤维化及肾脏

损伤的程度，但具体的调节机制尚未明确，仍是需要研究的

方向。

综上所述，达格列净可改善糖尿病肾病大鼠肾脏的功能，

还可能通过上调大鼠肾脏 MicroRNA-126 的表达水平，抑制

转化生长因子 β1 及血管内皮生长因子受体 2 的表达，诱导

PTEN 的表达，延缓糖尿病肾病大鼠的肾脏损伤过程，该结

果可为达格列净用于糖尿病肾病的防治提供理论依据。
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