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Zeste 基因抑制子基因 12 在糖尿病肾脏病模型大鼠肾组织中的表达

文题释义：

糖尿病肾脏病：是由糖尿病引起的肾脏疾病，属于糖尿病最严重的微血管并发症之一，已成为世界终末期肾脏病的第2位原因，仅次于肾

小球肾炎。肾小管间质纤维化是导致糖尿病终末期肾功能衰竭的主要原因之一。

SUZ12：是Polycomb 抑制复合物 2(PRC2)的核心蛋白，是一种组蛋白甲基化转移酶，指导组蛋白3赖氨酸 27 (H3K27Me3)的甲基化和基因沉

默。研究表明，SUZ12 蛋白在包括肾癌在内的多种肿瘤中过度表达，促进肿瘤细胞迁移、侵袭以及上皮间质转化。其中，上皮细胞-间充

质细胞转化是导致糖尿病肾脏病肾脏纤维化发生的机制之一，因此SUZ12可能在糖尿病肾脏病的发展过程中起着至关重要的作用。

摘要

背景：Zeste基因抑制子基因12(Suppressor of zeste gene 12，Suz12)可参与肾小管上皮细胞的上皮间质转化。

目的：探讨Suz12对糖尿病肾脏病进程的影响及其相关作用机制。

方法：①细胞实验：将大鼠肾小管上皮细胞分为正常对照组(葡萄糖5.5 mmol/L)、高糖组(葡萄糖30 mmol/L)和高渗组(葡萄糖5.5 mmol/L+甘
露醇24.5 mmol/L)；将100 nmol/L Suz12小干扰RNA(siRNA)及其阴性对照(NC siRNA)转染至高糖培养的肾小管上皮细胞中后48 h，采用Western 
blotting、CCK-8和流式细胞仪检测Suz12、Ⅳ型胶原蛋白、α-平滑肌肌动蛋白和E-cadherin的蛋白表达、细胞增殖和凋亡。采用染色质免疫

共沉淀检测Suz12和金属蛋白酶组织抑制因子3的结合；金属蛋白酶组织抑制因子3表达抑制与组蛋白H3K27me水平增加有关，以甲基化特

异性PCR法检测金属蛋白酶组织抑制因子3组蛋白H3K27me3甲基化水平；采用Wnt/β-catenin通路激活剂TDZD-8(10 μmol/L，1 h)处理转染

Suz12 siRNA的肾小管上皮细胞，以验证Wnt通路的激活是否影响干扰Suz12对细胞损伤的作用。②动物实验：采用腹腔注射60 mg/kg链脲佐

菌素构建糖尿病大鼠模型，并通过尾静脉注射0.1 mL含3×108 PFU空腺病毒载体(NC siRNA)或Suz12 siRNA腺病毒(Suz12 siRNA)的PBS；实验结

束后收集血清、尿液和肾脏组织，采用全自动生化分析仪检测血糖、血肌酐、尿氮素、尿总蛋白水平；苏木精-伊红和Masson 染色观察肾

脏组织形态学变化；Western blotting检测肾脏组织中相关蛋白的表达水平。

结果与结论：①与正常对照组相比，高糖组肾小管上皮细胞中Suz12、Ⅳ型胶原蛋白和α-平滑肌肌动蛋白蛋白表达水平明显升高，

E-cadherin蛋白表达水平明显降低，细胞增殖减少，凋亡率增加；而转染Suz12 siRNA可逆转高糖处理对肾小管上皮细胞的损伤；②与高糖+ 
Suz12 siRNA组相比，TDZD-8处理可逆转Suz12敲低对肾小管上皮细胞中Ⅳ型胶原蛋白、α-平滑肌肌动蛋白、E-cadherin和Wnt通路相关蛋白

表达水平、细胞增殖和凋亡的影响；③Suz12可与金属蛋白酶组织抑制因子3结合，显示金属蛋白酶组织抑制因子3存在H3K27me3修饰，且

敲低Suz12可降低高糖诱导的肾小管上皮细胞中金属蛋白酶组织抑制因子3甲基化水平；④与糖尿病组相比，Suz12 siRNA组大鼠血糖、血肌

酐、尿氮素、尿总蛋白水平明显降低，肾脏组织病理变化和纤维增生得到缓解，Ⅳ型胶原蛋白、Suz12和Wnt通路相关蛋白表达水平显著

降低，E-cadherin表达水平明显升高；⑤结果表明，Suz12在糖尿病大鼠中可能通过促进金属蛋白酶组织抑制因子3甲基化参与糖尿病肾脏

病发展。
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0   引言   Introduction
1936 年，KIMMELESTIEL 和 WILSON 首先报道了由糖尿

病引起的慢性肾脏疾病，并将其定名为糖尿病肾病。2007

年，美国肾脏病基金会建议将糖尿病肾病这一专业术语替换

为糖尿病肾脏病。糖尿病肾脏病是糖尿病最常见且严重的微

血管并发症之一，最终发展至终末期导致肾衰竭
[1]
。研究发

现，在糖尿病肾脏病肾脏组织中金属蛋白酶组织抑制因子 3 

(tissue inhibitor of metalloproteinases-3，TIMP3) 的表达水平

显著降低，但这种降低的原因仍然未知
[2]
。而 TIMP3 表达

抑制与组蛋白 H3 第 27 位赖氨酸甲基化 (H3K27me) 水平增

加有关
[3]
，可见组蛋白甲基化可能是参与糖尿病肾脏病发

展的一个关键因素。Zeste 基因抑制子基因 12(Suppressor of 

zeste-12，Suz12) 是一种组蛋白甲基化转移酶
[4]
，有研究表

明，Suz12 在肾癌组织中表达显著高于癌旁组织，提示其参

与肾癌发展
[5]
。Suz12 促进恶性肾干细胞的积累，导致肾分

化的丧失，抑制肾再生
[6]
。以上说明 Suz12 与肾脏疾病密切

相关，但在糖尿病肾脏病研究领域尚未见报道。此外，Wnt/

β-catenin 信号通路激活可参与糖尿病肾脏病的系膜细胞凋

亡和上皮间质转化形成、足细胞功能障碍和肾小管细胞上皮

间质转化，进而导致肾损伤和间质纤维化
[7]
。有研究显示，

Wnt/β-catenin 通路蛋白 Wnt4、β-catenin 和 p-GSK-3β 在糖尿

Expression of suppressor of Zeste 12 in kidney tissues of rats with diabetic nephropathy

Zhao Lu1, Zhao Yifei2, Gao Da1, Liu Yanfang3, Fu Tingting1, Xu Jiangyan4 

1Department of Endocrinology, 3Department of Nephrology, the Third Affiliated Hospital of Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450008, 
Henan Province, China; 2Longzi Hu Campus, Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450046, Henan Province, China; 4Henan University of Chinese 
Medicine, Zhengzhou 450046, Henan Province, China
Zhao Lu, MD, Associate chief physician, Department of Endocrinology, the Third Affiliated Hospital of Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 
450008, Henan Province, China
Corresponding author: Xu Jiangyan, MD, Professor, Henan University of Chinese Medicine, Zhengzhou 450046, Henan Province, China

Abstract
BACKGROUND: Suppressor of Zeste 12 (Suz12) can participate in the epithelial-mesenchymal transition of tubular epithelial cells.
OBJECTIVE: To investigate the effect of Suz12 on the progression of diabetic nephropathy and its related mechanism. 
METHODS: (1) Cell experiment: Rat renal tubular epithelial cells were set as normal control group (glucose 5.5 mmol/L), high glucose group (glucose 30 mmol/L), 
and hypertonic group (glucose 5.5 mmol/L+mannitol 24.5 mmol/L). After transfection of 100 nmol/L Suz12 small interfering RNA (siRNA) and its negative 
control (NC siRNA) into renal tubular epithelial cells cultured in high glucose, western blot, cell counting kit-8, and flow cytometry were used to detect the 
protein expression of type IV collagen, Suz12, α-smooth muscle actin, and E-cadherin, cell proliferation and apoptosis, respectively. Subsequently, chromatin 
immunoprecipitation was used to detect the binding of Suz12 and tissue inhibitor of metalloproteinases-3 (TIMP3). The inhibition of TIMP3 expression is 
associated with the increase of trimethylation of lysine 27 on histone 3 (H3K27me). Methylation-specific PCR method was used to detect the methylation level 
of TIMP3 histone H3K27me3. Renal tubular epithelial cells were treated with Wnt/β-catenin pathway activator TDZD-8 (10 μmol/L; 1 hour) to verify whether 
the activation of Wnt pathway influences the effects of Suz12 on cell injury. (2) Animal experiment: A diabetic rat model was established by intraperitoneal 
injection of 60 mg/kg streptozotocin, and then 0.1 mL of PBS solution containing 3×108 PFU empty adenovirus vector (NC siRNA) or Suz12 siRNA adenovirus 
(Suz12 siRNA) was injected through the tail vein. After the experiment, serum, urine, and kidney tissues were collected, and the contents of blood glucose, 
serum creatinine, urinary nitrogen and total urinary protein were detected by an automatic biochemical analyzer. Hematoxylin-eosin and Masson staining were 
used to observe the renal histomorphological changes. Western blot assay was used to detect the expressions of related proteins in kidney tissues.  
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the normal control group, the expression levels of Suz12, type IV collagen, α-smooth muscle actin in the renal 
tubular epithelial cells were significantly increased, E-cadherin expression was decreased, cell proliferation was decreased, and the apoptotic rate was increased 
in the high glucose group, whilst transfection of Suz12 siRNA could reverse the damage of high glucose treatment to the renal tubular epithelial cells. Compared 
with the high glucose+Suz12 siRNA group, TDZD-8 treatment could reverse the effects of Suz12 knockdown on type IV collagen, α-smooth muscle actin, 
E-cadherin and Wnt pathway related protein expression levels, cell proliferation and apoptosis of renal tubular epithelial cells. Suz12 could specifically bind to 
TIMP3 protein, indicating that TIMP3 is modified by H3K27me3, and knockdown of Suz12 reduced the level of TIMP3 methylation in high glucose-stimulated 
renal tubular epithelial cells. Compared with the diabetic model group, serum glucose, serum creatinine, urinary nitrogen, and urinary total protein contents 
were significantly decreased, renal histopathological changes and fibrous hyperplasia were alleviated, and Suz12, collagen 4, α-smooth muscle actin, E-cadherin 
and Wnt pathway related protein expression levels were significantly decreased in the diabetic model+Suz12 siRNA group. The above results indicate that 
Suz12 may be involved in the development of diabetic nephropathy by promoting the methylation of TIMP3 in diabetic rats.
Key words: diabetic nephropathy; Suz12; TIMP3; methylation; Wnt/β-catenin signaling pathway
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病肾脏病患者肾脏组织中高表达，且抑制 Wnt-β-catenin 信

号通路可促进人肾小管上皮细胞增殖，减少细胞凋亡
[8]
。因

而，此次研究通过构建糖尿病大鼠模型和高糖诱导的大鼠肾

小管上皮细胞，探讨 Suz12 在糖尿病肾脏病进展中的作用及

潜在分子机制，为临床治疗糖尿病肾脏病提供新的思路。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   动物体内实验和细胞学体外实验，组间比较采用

单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 4 月至 2021 年 6 月在河南

中医药大学实验动物中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   SPF 级 6 周龄 Sprague-Dawley(SD) 雄性大鼠

40 只，体质量 (200±20) g，购自河南省实验动物中心，动物

生产许可证号：SCXK( 豫 )2017-0001。

实验方案经河南中医药大学动物实验伦理委员会批准，批

准号：HNUCM-2020042。实验过程遵循了国际兽医学编辑协会

《关于动物伦理与福利的作者指南共识》和本地及国家法规。

1.3.2   药物与试剂   TDZD-8，美国 Sigma 公司 ( 货号：361540)；

大鼠肾小管上皮细胞购自美国 ATCC 细胞库；链脲佐菌素

购自美国 Sigma 公司；DMEM 培养液、胎牛血清购自美国
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Hyclone 公司；青霉素 - 链霉素、0.25% 胰蛋白酶 /EDTA 消

化液购自美国 Sigma 公司；转染试剂 Lipofectamine®3000 

购自美国 Sigma 公司；Suz12、Ⅳ型胶原蛋白、α- 平滑肌肌

动蛋白、E-cadherin、Wnt2、β-catenin 和 c-Myc 等一抗及相

应二抗购自英国 Abcam 公司；Suz12 siRNA 和对照 siRNA 均

购自广州锐博生物；实时荧光定量 PCR 试剂盒购自 Vazyme 生

物科技有限公司 ( 货号：Q511-02)；RNA 提取试剂盒购自大连

Takara 公司 ( 货号：9108)；TIANamp Genomic DNA 提取试剂盒

购自北京天根公司 ( 货号：DP304-02)；EZ DNAmethylation-gold 

kit 购自美国 ZYMO( 货号：D5008)；RT 反转录试剂盒购自

Vazyme 生物科技有限公司 ( 货号：R312-01)；蛋白提取试

剂盒购自美国 Millipore 公司；引物合成由上海生工合成；

CCK-8 试剂盒购自美国 MCE 公司 ( 货号：HY-K0301)；Annexin 

V-FITC 检测试剂盒购自北京全式金生物技术有限公司 ( 货号：

FA101-01)；Masson 三色染色试剂盒购自美国 Sigma 公司 ( 货

号：CS0760)。
1.3.3   主要仪器   高通量 RT-qPCR 仪 (Roche 公司，瑞士 )；
Western blotting 系统 ( 北京六一仪器厂 DYY-7C)；台式低温高

速离心机 ( 日本 KUBOTA 公司 )；细胞培养箱 ( 上海力申科学

仪器公司 )；流式细胞仪 ( 美国 Beckman 公司 )；凝胶成像分

析仪 ( 广州瑞丰实验设备有限公司 )；全自动生化分析仪 ( 美

国 Beckman 公司 )。
1.4   方法   

1.4.1   糖尿病大鼠模型构建及分组   将 40 只大鼠以普通饲料

适应性喂养 1 周，依体质量进行编号，按照随机数字表法分

成 4 组，分别为正常对照组、糖尿病模型组、糖尿病模型 + 

NC siRNA 组和糖尿病模型 +Suz12 siRNA 组，每组 10 只。造

模前禁食 8 h，后 3 组按照 60 mg/kg 的剂量一次性腹腔注射

1% 的链脲佐菌素溶液 ( 链脲佐菌素溶于 0.1 mol/L 的 pH 4.2

柠檬酸 - 柠檬酸钠缓冲液 ) 构建糖尿病模型，正常对照组注

射等量柠檬酸 - 柠檬酸钠缓冲液。饲养期间每天更换大鼠垫

料、饮水、饲料。

链脲佐菌素注射 72 h 后，大鼠尾尖采血，检测大鼠随机

血糖，以血糖值≥ 16.7 mmol/L 且尿糖阳性者判定为造模成

功，对于建模不成功的，补充大鼠，保证每组 10 只。回笼

继续饲养 4 周后，糖尿病模型组大鼠麻醉后分别通过尾静脉

注射 0.1 mL 含 3×108 PFU 空腺病毒载体 (NC siRNA) 或 Suz12 

siRNA 腺病毒组 (Suz12 siRNA) 的 PBS，2 周后通过静脉重复注

射相同剂量的 Suz12 siRNA 和 NC siRNA 的腺病毒载体。注射

病毒载体 4 周后，腹腔注射 0.3% 戊巴比妥钠 (10 mL/kg) 麻

醉后颈椎脱位法处死大鼠，收集腹主动脉血和尿液，用于相

关指标检测；并在无菌条件下暴露腹腔，摘取双肾，并沿矢

状面切开成两片，一半浸泡于 40 g/L 多聚甲醛用于观察肾组

织病理学改变，另一半组织洗净后置于 -80 ℃冰箱保存，用

于相关蛋白的检测。 

1.4.2   生化指标检测   采用全自动生化分析仪检测各组大鼠

血糖、血肌酐、尿素氮和尿总蛋白水平。

1.4.3   苏木精 -伊红、Masson 染色观察肾脏病理学变化   

苏木精 -伊红染色：将浸泡在含 40 g/L 多聚甲醛的肾组

织进行石蜡包埋，再用切片机制作厚度约为 3 μm 的石蜡切

片，脱水透明后进行苏木精 - 伊红染色，光学显微镜下进行

分析。

Masson 染色：采用 Masson 三色染色试剂盒对已制备

好的石蜡切片进行染色，光学显微镜下进行分析。

1.4.4   细胞培养及分组   将大鼠肾小管上皮细胞复苏后，置

于含体积分数 10% 胎牛血清和 1% 青链霉素 (100 U/mL 青霉

素、100 U/mL链霉素 )的DMEM培养基于 37 ℃、体积分数 5%

的 CO2 恒温箱中培养，每两三天更换 1 次培养基。当细胞汇

合至 80% 时，用胰蛋白酶消化重悬后按照 3 ∶ 1 的比例进行

传代培养，每 24 h 更换 1 次培养基。传至第 3 代，于 6 孔板

中用含正常糖 DMEM 培养基培养细胞 12 h，弃掉 DMEM。

再分为 3 组，正常对照组 ( 正常糖 )、高糖组、高渗组；其

中正常对照组使用体积分数 10% 胎牛血清正常糖 DMEM 培

养基、高糖组使用含体积分数 10% 胎牛血清高糖 DMEM 培

养基 ( 调节葡萄糖终浓度为 30 mmol/L)、高渗组使用含体积

分数 10% 胎牛血清高渗 DMEM 培养基 ( 调节甘露醇终浓度

为 30 mmol/L)。继续培养 48 h，裂解细胞收集蛋白；细胞高

糖刺激 24 h 后，添加 10 μmol/L Wnt/β-catenin 通路激活剂

TDZD-8 共孵育 1 h 以诱导通路激活。

组织工程实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 研究 SUZ12 基因在糖尿病肾脏病中的作用机制

选择动物的条件 健康雄性 SPF 级 6 周龄 SD 大鼠

模型与所研究疾病

的关系

链脲佐菌素对一定种属动物的胰岛β细胞有选择性破坏作用，

能诱发许多动物产生糖尿病，一般采用大鼠和小鼠制造动物

模型，且雄性大鼠的成模率高于雌性大鼠

动物来源及品系 健康 SPF 级 SD 雄性大鼠，购自河南省实验动物中心

造模技术描述 随机选取 30 只大鼠，一次性腹腔注射 60 mg/kg ，1% 的链脲

佐菌素溶液 ( 链脲佐菌素溶于 0.1 mol/L 的 pH 4.2 柠檬酸 -柠

檬酸钠缓冲液 )构建糖尿病模型，正常对照组注射等量柠檬酸 -

柠檬酸钠缓冲液

动物数量及分组方

法

40 只 SD 大鼠进行编号，抓阄选出 10 只，为正常对照组；随

后再使用随机数字表抄录 30 个数字，除以 3，以余数为 0，1，

2 代表糖尿病模型组、糖尿病模型 +NC siRNA 组、糖尿病模型 + 

Suz12 siRNA 组 ( 每组 10 只 )

造模成功评价指标 注射链脲佐菌素 72 h 后，测定大鼠随机血糖，血糖值≥

16.7 mmol/L 且尿糖阳性者判定为造模成功

造模后观察指标 采集大鼠肾脏组织，Western blotting 检测组织中Ⅳ型胶原蛋

白、Suz12、Wnt2、β-catenin 和 C-Myc 的蛋白表达水平；采用

全自动生化分析仪检测各组大鼠血糖、血肌酐、尿素氮和尿

总蛋白水平；苏木精 -伊红和 Masson 染色观察各组大鼠肾组

织形态学变化

造模后动物处理 造模完成后，大鼠分笼饲养，每只大鼠腹腔注射 40×104 U 青

霉素，预防感染。所有实验完成后，腹腔注射 0.3% 戊巴比妥

钠 (10 mL/kg) 麻醉后采用颈椎脱位法处死大鼠

伦理委员会批准 实验方法得到河南中医药大学动物实验伦理委员会批准，批

准号：HNUCM-2019042
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1.4.5   siRNA 介导的 Suz12 基因沉默   根据 GenBank 中 Suz12

基因序列，采用 siDESIEN 软件设计引物，BLAST 对比序列同

源性。靶向 Suz12 基因的 siRNA 序列由上海生工合成。利用

Lipofectamine®3000 分别将 100 nmol/L Suz12 siRNA 和阴性对

照 (NC siRNA) 转染至肾小管上皮细胞中，转染 48 h 后，将细

胞用于后续的免疫印迹、细胞增殖和凋亡实验。以 NC siRNA

作为对照。

1.4.6   RT-qPCR 检测 TIMP3 表达水平   按照 TRIZOL 试剂盒说

明书提取各组细胞总 RNA。随后，使用 Takara 反转录试剂盒

反转录各组检测基因，并使用 SYBR Green PCR Master Mix 扩

增反转录后的产物。TIMP3 上游引物：5'-GGT GGT GGG GAA 

GAA GCT GG-3'；下游引物：5'-TCC CAC CTC TCC ACG AAG TT-

3'。β-actin 上 游 引 物：5'-TAC AAC CTC CTT GCA GCT CC-3'；

下游引物：5'-GGA TCT TCA TGA GGT AGT CAG TC-3'。随后采

用 Applied Biosystems 7900HT qPCR 系统按照以下参数进行

qPCR：95 ℃预变性 2 min，94 ℃变性 15 s，55 ℃退火 25 s，

在 72 ℃延伸 15 s，进行 35 个循环。PCR 产物经 1% 琼脂糖

凝胶电泳检测，依据 2-ΔΔCt
法计算各样本mRNA的相对表达量。

1.4.7   免疫印迹法 (Western blotting) 检测大鼠肾组织和肾小

管上皮细胞中 Suz12、Ⅳ型胶原蛋白、α- 平滑肌肌动蛋白、

E-cadherin 和 Wnt/β-catenin 通路相关蛋白 Wnt2、β-catenin

和 c-Myc 的表达

组织中蛋白上样工作液制备：将 0.02 g 肾组织和 200 μL

蛋白裂解液置于玻璃匀浆器内，研磨后离心，吸出上清液；

将一定量蛋白原液和 5× 蛋白上样缓冲液按比例制备 (1× 蛋

白上样工作液 )。

细胞中蛋白上样工作液制备：将各组细胞按照每孔

1×105
接种于 6 孔板，24 h 后换液，进行无血清培养基培养。

24 h 后采用 BCA 法进行蛋白定量，随后各取 30 μL 样品

进行 SDS-PAGE，再将蛋白转移至膜上，5% 脱脂奶粉室温封

闭 1 h，加入一抗为兔抗 Suz12(1 ∶ 10 000，ab175187)、兔抗

Ⅳ型胶原蛋白 (1 ∶ 2 000，ab182744)、兔抗 α- 平滑肌肌动

蛋白 (1 ∶ 1 000，ab108531)、兔抗 E-cadherin(1 ∶ 20 000，
ab40772)、兔抗 Wnt2(1 ∶ 1 000，ab109222)、兔抗 β-catenin 

(1 ∶ 10 000，ab32572)、兔抗 c-Myc(1 ∶ 1 000，ab32072) 和

兔抗 GAPDH(1 ∶ 2 500，ab9485)，4 ℃孵育过夜。加入辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔Ⅱ抗 (1 ∶ 1 000)37 ℃ 孵育 45 min，

用 ECL 液显影，使用化学发光试剂盒在化学发光系统检测，随后

结果采用 Image-Pro Plus 6 软件 (Media Cybernetics) 分析，以待

测蛋白与内参照 β-actin 的灰度值比值作为蛋白的相对表达量。

1.4.8   肾小管上皮细胞增殖能力检测   将各组细胞按照每孔

1×105
接种于 96 孔板中，用 10% DMEM 培养基重选细胞，

置于 37 ℃、体积分数 5% CO2 的条件下培养。每组设 5个复孔，

待细胞长至 80% 融合时，分别于转染后 24，48 和 72 h 加入

20 μL CCK-8 溶液。培养 24 h，于酶标仪 450 nm 处检测吸光

度值。取 5 孔吸光度值的平均数，按照下列公式计算细胞相

对活力：细胞相对活力 (%)= 处理组吸光度值 / 对照组吸光度

值 ×100%。

1.4.9   肾小管上皮细胞凋亡能力检测   将各组细胞按照每孔

1×105
接种到6孔板12 h后换液，进行24 h无血清培养基培养。

根据制造商说明使用双染凋亡试剂盒 Annexin-V FITC/PI 处理

细胞，于 1 h 内，在流式细胞仪上使用 Beckman CXP 软件检

测细胞凋亡情况。

1.4.10   染色质免疫共沉淀检测 TIMP3 上 H3K27me3 水平  

采用染色质免疫共沉淀实验以验证 TIMP3 和 Suz12 以及

H3K27me3 的结合。将 DNA-蛋白质复合物与体积分数 1% 的

甲醛在 37 ℃下交联 10 min。然后将细胞在 RIPA 裂解液中裂

解，将裂解物中的染色质 DNA 超声处理成片段。用非特异

性 IgG、Suz12 或 H3K27me3 抗体形成免疫复合物，纯化沉淀

的染色质 DNA 并使用 RT-qPCR 检测 TIMP3 表达。

1.4.11   甲基化特异性 PCR   采用 TIANamp Genomic DNA 提取试

剂盒并按照说明书提取 DNA 后，使用 EZ DNAmethylation-gold 

kit 对提取的 DNA 进行亚硫酸氢盐修饰。随后，对亚硫酸

氢盐修饰 DNA 进行特异性甲基化 PCR。PCR 反应在 Applied  

Biosystems 7900HT qPCR 系统中进行，总反应体系为 25 μL，

反应条件如下：95 ℃，10 min，95 ℃ 30 s，65 ℃ 30 s，72 ℃ 

30 s，循环 40 次。PCR 反应结束后，产物经凝胶电泳鉴定，

并用凝胶成像系统采集凝胶图像。 

1.5   主要观察指标   ① CCK-8 法检测高糖处理的肾小管上皮

细胞在 24，48 和 72 h 的细胞活力；②流式细胞术检测高糖

处理的肾小管上皮细胞的凋亡情况；③ Western blotting 检

测高糖处理的肾小管上皮细胞和糖尿病肾脏病大鼠肾脏组织

中 Suz12、Ⅳ型胶原蛋白、α-平滑肌肌动蛋白、E-cadherin、
Wnt2、β-catenin 和 C-Myc 的蛋白表达水平；④甲基化特异

性 PCR 检测 TIMP3 甲基化水平；⑤采用全自动生化分析仪检

测各组大鼠血糖、血肌酐、尿素氮和尿总蛋白含量；⑥苏木精-

伊红和 Masson 染色观察各组大鼠肾脏组织形态学变化。

1.6   统计学分析   文章统计学方法已经通过河南中医药大学

第三附属医院生物统计学专家审核。数据均采用 SPSS 20.0

软件进行统计学分析，呈正态分布的计量资料以 x-±s 表示。

两组间比较采用 t 检验，多组间差异比较采用单因素方差分

析。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   将 40 只 SD 大鼠分为 4 组、每组 10

只。给药及造模过程中，正常对照组未出现死亡，糖尿病模

型组 1 只因高血糖死亡，糖尿病模型 +NC siRNA 组和糖尿病

模型 +Suz12 siRNA 组因操作不当各死亡 1 只，针对这 3 只大

鼠已进行后续实验补充，动物总死亡率为 7.5%。

2.2   高糖培养对大鼠肾小管上皮细胞增殖、凋亡以及细胞中

Suz12、Ⅳ型胶原蛋白、α- 平滑肌肌动蛋白和 E-cadherin 的

蛋白表达水平的影响   与正常对照组相比，高糖组细胞增殖

能力显著减弱 (P < 0.01)，细胞凋亡能力增强 (P < 0.01)，见图

1A-C。此外，高糖组细胞中Ⅳ型胶原蛋白和 Suz12 蛋白水平
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较正常对照组显著升高，差异有显著性意义 (P < 0.01)，见图

1D；肾小管上皮细胞上皮间质转化相关标志蛋白 α- 平滑肌

肌动蛋白表达水平显著升高，E-cadherin 表达水平显著降低，

且差异有显著性意义 (P < 0.01)，见图 1E。与正常对照组相比，

高渗组的细胞增殖、凋亡能力以及细胞中 Suz12、Ⅳ型胶原

蛋白、α- 平滑肌肌动蛋白和 E-cadherin 蛋白表达水平无明显

变化，排除了高糖组葡萄糖高浓度对细胞功能的影响存在高

渗因素。

2.3   干扰 Suz12 表达对大鼠肾小管上皮细胞增殖、凋亡以及

Ⅳ型胶原蛋白，α- 平滑肌肌动蛋白和 E-cadherin 表达水平的

影响    与高糖 +NC siRNA 组相比，高糖 +Suz12 siRNA 组 Suz12

的蛋白表达水平显著降低 (P < 0.01)，说明 Suz12 siRNA 的干

扰效率良好；高糖 +Suz12 siRNA 组中Ⅳ型胶原蛋白的蛋白

相对表达较高糖 +NC siRNA 组显著降低，差异有显著性意义

(P < 0.01)，见图 2A-C。此外，与高糖 +NC siRNA 组相比，高

糖 +Suz12 siRNA 组细胞增殖能力明显增加，细胞凋亡率显著

降低，且差异有显著性意义 (P < 0.01)，见图 2D-F。Western 

blotting 法检测细胞中 α- 平滑肌肌动蛋白和 E-cadherin 蛋白

表达水平结果表明，与高糖 +NC siRNA 组相比，高糖 +Suz12 

siRNA 组细胞中 α- 平滑肌肌动蛋白表达水平明显降低，而

E-cadherin 蛋白表达水平显著升高，且差异有显著性意义 

(P < 0.01)，见图 2G，H。
2.4   Suz12 对 TIMP3 甲基化水平的影响   染色质免疫共沉淀

结果显示 TIMP3 与 Suz12 和 H3K27me3 的结合显著高于 IgG

组 (P < 0.01)，见图 3A，说明 Suz12 可以和 TIMP3 启动子

区域结合，从而在细胞中诱导 H3K27me3 修饰。随后，通

过 MethPrimer(https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/

methprimer.cgi) 在线软件检测 TIMP3 启动子上游 2 000 bp 核

苷酸序列的 CpG 岛分布，见图 3B。甲基化特异性 PCR 检测

细胞中 TIMP3 启动子的甲基化状态。结果表明，高糖处理可

增加 TIMP3 的甲基化水平，而干扰 Suz12 表达则降低转高糖

对 TIMP3 启动子区域甲基化水平的促进作用，见图 3C。此

外，与正常对照组相比，高糖组中 TIMP3 蛋白表达水平降低，

H3K27me3 表达显著升高，而高糖 +Suz12 siRNA 组中 TIMP3

表达较高糖 +NC siRNA 组升高，H3K27me3 水平降低，差异

有显著性意义 (P < 0.01)，见图 3D-F。

图注：图 A 示 CCK-8 检测各组肾小管上皮细胞的增殖能力；图 B，C
示流式细胞仪检测各组肾小管上皮细胞的凋亡能力；图 D 示 Western 
blotting 检测肾小管上皮细胞中Ⅳ型胶原蛋白和 Suz12 的蛋白表达水平；

图 E 示 Western blotting 检测肾小管上皮细胞中 α- 平滑肌肌动蛋白和

E-cadherin 的蛋白表达水平。
aP < 0.01。Suz12：Zeste 基因抑制子基因 12

图 1 ｜肾小管上皮细胞中Ⅳ型胶原蛋白、SUZ12、α- 平滑肌肌动蛋白、

E-cadherin 的蛋白表达以及细胞增殖和凋亡水平

Figure 1 ｜ The protein expression of type IV collagen, SUZ12, α-smooth 
muscle actin, E-cadherin and cell proliferation and apoptosis levels in rat 
renal tubular epithelial cells

图注：图 A-C 示 Western blotting 检测肾小管上皮细胞中Ⅳ型胶原蛋白

和 Suz12 的蛋白表达水平；图 D 示 CCK-8 检测各组肾小管上皮细胞的增

殖能力；图 E，F 示流式细胞仪检测各组肾小管上皮细胞的凋亡能力；

图 G，H 示 Western blotting 检测肾小管上皮细胞中 α- 平滑肌肌动蛋白

和 E-cadherin 的蛋白表达水平。
aP < 0.01。Suz12：Zeste 基因抑制子基因

12
图 2 ｜干扰 Suz12 表达后肾小管上皮细胞增殖、凋亡以及细胞中Ⅳ型胶

原蛋白、Suz12、α- 平滑肌肌动蛋白和 E-cadherin 的蛋白表达水平

Figure 2 ｜ Cell proliferation, apoptosis, and the protein expression of 
type IV collagen, Suz12, α-smooth muscle actin and E-cadherin in rat renal 
tubular epithelial cells after interference with Suz12 expression
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图注：图A示染色质免疫共沉淀检测TIMP3与Suz12和H3K27me3的结合；

图 B 示 MethPrimer 在线软件预测 TIMP3 基因启动子区域 CpG 岛的分布；

图 C 示采用亚硫酸氢盐处理的各处理细胞基因组 DNA 对 TIMP3 启动子

的 CpG 岛进行 MSP 分析，M 代表甲基化，U 代表未甲基化；图 D-F 示

Western blotting检测肾小管上皮细胞中 TIMP3和H3K27me3的表达水平，
aP < 0.01。Suz12：Zeste 基因抑制子基因 12；TIMP3：金属蛋白酶组织抑

制因子 3
图 3 ｜ Suz12 对 TIMP3 甲基化水平的影响

Figure 3 ｜ Effect of Suz12 on TIMP3 methylation level

图注：图 A-C 示 Western blotting 检测肾小管上皮细胞中Ⅳ型胶原蛋白

和 Suz12 的蛋白表达水平；图 D，E 示 Western blotting 检测肾小管上

皮细胞中 Wnt2、β-catenin 和 C-Myc 的蛋白表达水平；图 F 示 CCK-8 检

测各组肾小管上皮细胞的增殖能力；图 G，H 示流式细胞仪检测各组肾

小管上皮细胞的凋亡能力；图 I，J 示 Western blotting 检测肾小管上皮

细胞中 α- 平滑肌肌动蛋白和 E-cadherin 的蛋白表达水平。
aP < 0.01。

Suz12：Zeste 基因抑制子基因 12
图 4 ｜ TDZD-8 处理后干扰 Suz12 表达的肾小管上皮细胞增殖、凋亡以

及细胞中Ⅳ型胶原蛋白、SUZ12、α- 平滑肌肌动蛋白、E-cadherin 和

Wnt 通路相关蛋白的蛋白表达水平

Figure 4 ｜ Cell proliferation, apoptosis, and the protein expression of type 
IV collagen, SUZ12, α-smooth muscle actin, E-cadherin and Wnt pathway 
related proteins in Suz12-silenced rat renal tubular epithelial cells after 
TDZD-8 treatment

表 1 ｜各组大鼠血糖、血肌酐、尿素氮和尿总蛋白水平变化 (x-±s，n=10)
Table 1 ｜ The changes of blood glucose, serum creatinine, urinary nitrogen 
and total urinary protein in rats

组别 血糖
 (mmol/L)

血肌酐
(μmol/L)

尿素氮
 (mmol/L)

尿总蛋白
(mmol/L)

正常对照组 7.72±0.83 6.81±0.23 6.15±0.32 138.71±11.96
糖尿病模型组 22.46±0.71a 11.35±0.35a 9.78±0.37a 662.58±27.44a

糖尿病模型 +NC siRNA 组 22.89±0.74 12.07±0.31 9.43±0.35 657.81±28.04
糖尿病模型 +Suz12 siRNA 组 9.45±0.62b 7.11±0.24b 6.63±0.35b 200.62±13.17b

表注：与正常对照组相比，
aP < 0.01；与糖尿病模型 +NC siRNA 组相比，

bP < 0.01
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2.5   通路激活剂 TDZD-8 对 Suz12 诱导细胞损伤的影响   将
Wnt/β-catenin 通路激活剂 TDZD-8 添加到培养基中诱导激

活 Wnt/β-catenin 通路。结果显示，与高糖 +Suz12 siRNA 组

相比，TDZD-8 处理 Suz12 siRNA 转染的细胞后，Ⅳ型胶原蛋

白的蛋白水平增加，而 Suz12 蛋白水平无明显变化图，见图

4A-C。高糖 +Suz12 siRNA+TDZD-8 组中通路相关蛋白的表达

水平较高糖 +Suz12 siRNA 组显著升高，且差异有显著性意义

(P < 0.01)，见图 4D，E。此外，与高糖 +Suz12 siRNA 组相比，

高糖 +Suz12 siRNA+TDZD-8 组细胞增殖能力明显减弱，凋亡

能力显著增强，差异有显著性意义 (P < 0.01)，见图 4F-H。
Western blotting 法检测细胞中 α-平滑肌肌动蛋白和 E-cadherin 

蛋白表达水平结果表明，与高糖 +Suz12 siRNA 组相比，

TDZD-8 处理组细胞中 α-平滑肌肌动蛋白表达水平明显升高，

而 E-cadherin 蛋白表达水平显著降低，且差异有显著性意义 

(P < 0.01)，见图 4I，J。以上说明 Suz12 可能通过 Wnt/β-catenin

信号通路促进糖尿病肾脏病发展。

2.6   干扰 Suz12 表达后检测糖尿病大鼠血糖、血肌酐、尿氮

素、尿总蛋白水平   生化检测结果显示，与正常对照组相比，

糖尿病模型组大鼠血糖、血肌酐、尿素氮和尿总蛋白水平均

明显增高，Suz12 表达被干扰后血糖、血肌酐、尿素氮和尿

总蛋白水平显著降低，差异有显著性意义 (P < 0.01)，见表 1。

肾脏石蜡切片苏木精 - 伊红染色后镜下观察，可见正常对照

组切片中肾小管内皮细胞未见增生，细胞排列整齐，胞核位

于基底部，足细胞无肥大、增生，肾小球基底膜未见增厚，

系膜细胞未见增生；糖尿病模型组中系膜细胞增生，肾小球
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体积增大，肾小管管腔扩张，间质有炎症细胞浸润，Masson

染色镜下观察与正常对照组相比，糖尿病组肾小管间质有明

显的胶原沉积；而 Suz12 siRNA 干预后糖尿病大鼠肾脏纤维

沉积减少，间质炎症细胞浸润减弱，见图 5。

图注：图 A-D 为苏木精 -伊红染色；E-H 为 Masson 染色

图 5 ｜苏木精 - 伊红和 Masson 染色检测各组大鼠肾组织形态学变化

(×400)
Figure 5 ｜ Histomorphological changes of the rat kidney detected by 
hematoxylin-eosin and Masson staining (×400)

图注：图 A-C 示 Western blotting 检测肾脏组织中Ⅳ型胶原蛋白和 Suz12
的蛋白表达水平；图D，E示Western blotting检测肾组织中Wnt2、β-catenin
和 c-Myc 的蛋白表达水平；图 F，G 示 Western blotting 检测肾组织中 α-
平滑肌肌动蛋白和 E-cadherin 的蛋白表达水平。

aP < 0.01。Suz12：Zeste
基因抑制子基因 12
图 6 ｜各组大鼠肾脏组织中Ⅳ型胶原蛋白、Suz12、Wnt/β-catenin 通路

相关蛋白以及 α- 平滑肌肌动蛋白、E-cadherin 蛋白表达水平

Figure 6 ｜ The expression levels of type IV collagen, Suz12, α-smooth 
muscle actin, E-cadherin, and Wnt/β-catenin pathway related proteins in 
rat kidney tissue

2.7   干扰 Suz12 对大鼠肾组织中Ⅳ型胶原蛋白、Suz12 以及

Wnt/β-catenin 通路蛋白表达的影响   与正常对照组相比，糖

尿病模型组大鼠肾脏组织中Ⅳ型胶原蛋白、Suz12 和 Wnt/

β-catenin 通路蛋白 (Wnt2、β-catenin 和 c-Myc) 的表达水平明

显升高，而糖尿病模型 + Suz12 siRNA 组中Ⅳ型胶原蛋白、

Suz12 Wnt2、β-catenin 和 c-Myc 表达水平较糖尿病模型 + 

NC siRNA 组显著降低，差异有显著性意义 (P < 0.01)，见图

6A-E。此外，Western blotting 实验结果还显示，糖尿病模型

组大鼠肾组织中 α-SAM 蛋白表达水平明显升高，E-cadherin

的蛋白表达水平明显降低；而干扰 Suz12 后，大鼠肾组织中

的 α-SAM 和 E-cadherin 的蛋白表达水平表现出相反的结果，

且差异有显著性意义 (P < 0.01)，见图 6F，G。

3   讨论   Discussion
近几年，糖尿病肾脏病的发病率不断上升是全球终末期

肾脏疾病的主要原因之一
[9]
，因此，研究糖尿病肾脏病的发

病机制和相应的治疗措施十分重要。在这项研究中，揭示了

Suz12 在糖尿病肾脏病中的致病作用以及潜在分子机制。

有研究表明，组蛋白修饰在肾脏疾病中发挥重要作用。

在链脲佐菌素诱导的糖尿病大鼠模型，糖尿病 db/db 小鼠和

糖尿病患者的肾活检组织中，组蛋白去乙酰化酶 HDAC4 表

达增加。通过慢病毒介导的 HDAC4 基因沉默后，发现糖尿

病大鼠的肾损伤程度明显减轻
[10]
。组蛋白甲基转移酶 (EZH2)

和 H3K27me3 在糖尿病 C57BL/6J 小鼠肾组织和转化生长因

子 β1 诱导的肾小管上皮细胞中高表达，用 siRNA EZH2 干预

后可以减轻小鼠肾脏纤维化和肾小管上皮细胞发生间充质细

胞转化
[11]
。此外，转化生长因子 β1 可上调糖尿病大鼠肾小

管上皮细胞中 p21 基因的表达，且与 H3K4me1/2/3 相关的

染色质标记增加呈正相关。转化生长因子 β1 还可提高 H3K4

甲基转移酶 (HMT)SET7/9 向 p21 基因启动子的募集，用 SET7/9 

siRNA干预可显著消除转化生长因子β1诱导的p21基因表达
[12]
。

正常对照组                     糖尿病模型组           糖尿病模型 +NC siRNA 组          Suz12 siRNA 组
糖尿病模型 +

Suz12 是最近发现的 Polycomb 组蛋白甲基转移酶， 

它与 EZH2 和 EED 一起形成不同的 Polycomb 抑制复合物

(PRC2/3)，这些复合物包含由 EZH2 SET 结构域指定的组蛋白

H3 赖氨酸 (K)27/9 和组蛋白 H1 K26 甲基转移酶活性
[13]
。此

次研究发现 Suz12 在链脲佐菌素诱导的糖尿病大鼠肾脏组织

和高糖刺激的大鼠肾小管上皮细胞中高表达；Suz12 siRNA 干

预后细胞活力增加，细胞凋亡率减少，Ⅳ型胶原蛋白和 α-

平滑肌肌动蛋白的蛋白表达下调以及 E-cadherin 蛋白表达上

调。Ⅳ型胶原蛋白存在于间质基质与基底膜之间，在肾纤维

化的肾脏组织中Ⅳ型胶原蛋白表达上调，可用于描述慢性肾

脏病进展过程中的病理改变
[14]
。苏木精 - 伊红、Masson 染

色发现 Suz12 siRNA 干预后糖尿病大鼠肾脏纤维沉积减少，

间质炎症细胞浸润减弱。血糖、血肌酐、尿素氮和尿总蛋白

被认为是微血管并发症的主要标志，Suz12 siRNA干预后血糖、

血肌酐、尿素氮和尿总蛋白含量均减少，说明大鼠肾损伤得

到缓解。

此次研究发现 Suz12 可与 TIMP3 启动子区域结合，在细

胞中诱导 TIMP3 H3K27me3 修饰，抑制 TIMP3 表达。据报道

糖尿病肾脏病的特征在于肾小管间质纤维化，肾小球基底膜

增厚和肾小球系膜扩张，主要是由于细胞外基质的积累
[15]
，

而细胞外基质周转受金属蛋白酶和金属蛋白酶组织抑制剂活

性的调节
[16-17]

。TIMP3 是基质金属蛋白酶的内源性抑制剂，

在细胞外基质重塑中起着重要作用。临床研究发现在糖尿病
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患者中，TIMP3 在肾脏中异常低表达
[18]
。KASSIRI 等 [19]

研究

表明，小鼠中 TIMP3 的缺失提示间质性肾炎和心肌病以及纤

维化，恶化糖尿病性心肌病和肾病。XU 等
[20]

研究表明，组

蛋白甲基转移酶 EZH2 的 RNA 干扰和药理学抑制可降低组蛋

白 H3 赖氨酸 27 三甲基化水平，并增加 TIMP3 表达水平，

进而缓解肺癌进展。此外，Suz12 缺陷型胚胎显示出二甲基

和三甲基化 H3K27 的特定损失，表明 Suz12 对体内 EZH2 活

性至关重要
[21]
。因此，推测 Suz12 可能通过增加 EZH2 活性

促进 TIMP3 甲基化水平，加速糖尿病大鼠肾损伤。

研究表明 Wnt 蛋白在肾脏器官相关疾病的发生中发挥

关键作用，Wnt 基因敲除与肾功能的发育异常相关
[22]
。此

外，Wnt/β-catenin 信号通路在不同的肾脏相关疾病例如肾

纤维化、急性肾功能衰竭、肾缺血性损伤以及糖尿病肾病

中也至关重要
[23-26]

。有研究显示，Wnt/β-catenin 通路蛋白

Wnt4、β-catenin 和 p-GSK-3β 在糖尿病肾病中高表达，抑制

Wnt-β-catenin 信号通路可促进人肾小管上皮细胞增殖，减少

细胞凋亡
[8]
。此外，Wnt/β-catenin 信号传导在糖尿病肾病的

发病机制，包括足细胞损伤、肾小球系膜细胞功能障碍和细

胞外基质沉积
[27]
。此次研究结果同样显示，Wnt/β-catenin 通

路蛋白 Wnt2、β-catenin 和 c-Myc 在糖尿病大鼠肾组织和高

糖刺激的大鼠肾小管上皮细胞中高表达，使用 Suz12 siRNA

干预后通路蛋白表达显著下调，而使用 Wnt/β-catenin 通路

激活剂 TDZD-8 干预转染 Suz12 siRNA 的细胞后，通路相关蛋

白表达明显增加，细胞活力增强，凋亡率降低。

综上所述，在链脲佐菌素诱导糖尿病大鼠模型和高糖

刺激的大鼠肾小管上皮细胞中，Suz12 表达上调。推测其可

能通过诱导 TIMP3 甲基化激活 Wnt/β-catenin 信号通路，进

而参与调控糖尿病肾脏病的进程。
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