
糖尿病肾病（DN）是糖尿病最主要的慢性微血管并

发症之一，是目前引起终末期肾病的首要原因，严重威

胁着人类健康。糖尿病肾病的发病过程复杂，其确切发

病机制尚不明确。近年来，在糖尿病肾病（DN）、代谢综

合征（MS）和慢性肾病（CKD）等疾病中，血脂异常对肾

脏造成的损害作用日益受到关注。西格列汀是第一个

用于治疗2型糖尿病的二肽基肽酶 IV（DPP4）抑制剂，

通过竞争性抑制DPP4的活性，减少GLP-1的降解，使

生理浓度的GLP-1水平升高，作用增强，具有非血糖依

赖性的保护效应，如改善左心室功能和血管内皮舒张功

能、抗动脉粥样硬化以及减轻急性肾损伤和高血压肾损

DPPDPP44抑制剂西格列汀对抑制剂西格列汀对ApoEApoE基因敲除小鼠肾脏基因敲除小鼠肾脏Egr-Egr-11及及FNFN
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摘要：目的 观察DPP4抑制剂西格列汀对ApoE基因敲除小鼠肾脏组织中早期生长反应因子-1（Egr-1）及纤连蛋白（FN）表达的

影响。方法 8周龄雄性ApoE基因敲除小鼠12只，按随机数字表法分为西格列汀干预组（sig+apoE-/-组）和实验组（apoE-/-组），每

组6只，另取C57BL小鼠6只作为正常对照组（control组）。高脂饮食结合药物饲养16周后，行腹腔耐量实验，观察血糖水平，后

收集24 h尿标本，用ELISA法检测24 h尿蛋白，随后取血并处死各组小鼠，血清学检测血脂变化，取肾组织行实时荧光定量PCR

及免疫印迹（Western blotting），检测肾组织中Egr-1及FN的mRNA和蛋白表达水平。结果 血脂检测显示，实验组和西格列汀

干预组小鼠甘油三酯、胆固醇、低密度脂蛋白、极低密度脂蛋白均显著高于正常对照组（P<0.05），实验组和西格列汀干预组间上

述指标无统计学差异（P>0.05），而高密度脂蛋白在西格列汀干预组显著高于实验组（P<0.001）和正常对照组（P<0.001）。

IPGTT结果显示，apoE-/-组、sig+apoE-/-组和对照组3组间空腹血糖水平均没有显著差异（P>0.05）。24 h尿液检测结果显示：

apoE-/-组24 h尿白蛋白排泄量明显高于对照组，差异具有统计学意义（P<0.01）；西格列汀治疗后，sig+apoE-/-组小鼠24 h尿白蛋

白较apoE-/-组显著降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。Real-time PCR和Western blotting检测显示：实验组肾皮质中，Egr-1及

FN的mRNA水平和蛋白水平均高于正常对照组，而与实验组相比，西格列汀能显著降低Egr-1及FN的mRNA和蛋白水平。结

论 西格列汀可能通过调控Egr-1的表达从而下调FN，从而达到肾脏保护作用。

关键词：ApoE基因敲除小鼠；高脂饮食；西格列汀；早期生长反应因子-1；纤连蛋白

Abstract：Objective To investigate the effects of the DPP4 inhibitor sitagliptin on the expressions of early growth response-1
(Egr-1) and fibronectin in the kidney of ApoE gene knockout mice. Methods Eight-week-old male ApoE gene knockout mice
were randomly divided into sitagliptin + apoE-/- group and apoE-/- group (n=6), with 6 C57BL mice as the normal control group.
After feeding with high-fat diet and drug treatment for 16 weeks, the mice underwent intraperitoneal glucose tolerance test
(IPGTT) and were measured for 24-h urinary albumin using ELISA. All the mice were then sacrificed to examine the changes
of blood lipid profile and for detection of Egr-1 and fibronectin mRNA and proteins in the renal tissue using real-time PCR and
Western blotting. Results The mice in both apoE-/- group and sitagliptin+apoE-/- group all showed prominently increased blood
lipids as compared with the control group (P<0.05) without significant differences between the two apoE-/- groups. The level of
HDL was significantly higher in sitagliptin +apoE-/- group than in apoE-/- group (P<0.001) and control group (P<0.001). IPGTT
showed no significant differences in the levels of blood glucose among the 3 groups. The excretion of urinary albumin was
increased in apoE-/- group compared with the control group (P<0.01), but was significantly lower in sitagliptin+ apoE-/- group
than in apoE-/- group (P<0.01). Real-time PCR and Western blotting showed significantly decreased mRNA and protein
expressions of renal cortical Egr-1 and fibronectin in sitagliptin + apoE-/- group compared with apoE-/- group. Conclusion
Sitagliptin can reduce the renal expression of fibronectin by regulating the expression of Egr-1 to achieve renal protection.
Key words: ApoE knockout mice; high-fat diet; sitagliptin; early growth response-1; fibronectin
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伤［1-4］。然而，西格列汀对血脂异常相关的肾损伤是否有

相似的保护作用及潜在的机制尚不清楚。Egr-1是一种

具有锌指结构的转录因子，为即刻早期基因（immediate

early gene）家族成员。有研究证实，Egr-1参与多种肾

脏损伤过程［5］。然而Egr-1是否参与血脂异常造成的

肾脏损伤，目前国内外尚无报道。所以，本研究以ApoE

基因敲除小鼠作为研究对象，观察西格列汀对肾组

织中Egr-1及 FN表达的影响，探讨其肾脏保护作用

及可能机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物

雄性apoE-/-小鼠，体质量15~20 g，SPF级，8周龄，

取自南方医科大学药学院动物饲养中心，ApoE-/-种鼠（2

只）由美国哈佛大学Joslin糖尿病中心赠予，SPF环境饲

养繁殖；雄性C57BL/6J小鼠，体质量15~20 g，SPF级，8

周龄，购于南方医科大学实验动物中心。用SPF级普通

饲料及高脂饲料（含21.8%脂肪，1.25%胆固醇）饲料。

1.2 动物分组

apoE-/-组：给予高脂饮食；sig+apoE-/-组：给予高脂+

西格列汀饮食（高脂饲料混合0.3%西格列汀，剂量为

200 mg/kg/d）；control组：给予高脂饲料的同性别、同周

龄C57BL小鼠。每组6只，3组小鼠均持续喂养16周。

1.3 主要试剂与耗材

Antibody Egr-1（Santa Cruz Biotechnology），

Antibody FN（Abcam）；Antibodyβ-actin（中杉金桥生

物），抗兔、抗鼠荧光二抗（LI-COR Biosciences），Tizol、

逆转录试剂盒及 Real-time PCR 检测试剂（美国

Invitrogen公司），PCR引物由英潍捷基（上海）公司合

成，RIPA裂解液（广州拓科达生物科技有限公司），盐酸

西格列汀（美国默沙东公司）。

1.4 血糖、血脂、尿白蛋白水平检测

各组小鼠连续灌胃16周后，禁食、禁水12 h，分别

行腹腔耐量实验（IPGTT），观察血糖水平，后置于代谢

笼中，收集24 h尿标本，用ELISA法检测小鼠24 h尿白

蛋白。随后进行小鼠腹腔麻醉，摘眼球取血，4 ℃冰箱静

置2 h以上，低温高速离心机离心。离心所得血清标本，

取至少 l mL置于全自动生化分析仪内，测定血清总胆

固醇（TC）、甘油三酯（TG）、高密度脂蛋白（HDL）、低密

度脂蛋白（LDL）的含量。

1.5 实时荧光定量PCR检测

按 Trizol 试剂说明书提取总 RNA，用 NanoDrop

ND-1000分光光度计测定RNA浓度，用A260/A280比值判

定其纯度，比值在1.8~2.0之间，提示RNA纯度较好，可

用于逆转录，接着严格按照 Invitrogen逆转录试剂盒说

明书将其逆转录为 cDNA，再以 cDNA 为模板进行

qPCR扩增目的基因，qPCR引物序列见表1。

1.6 Western blotting检测

用RIPA裂解液提取总蛋白，用BCA法测量蛋白浓

度。取20 μg蛋白，用10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶进行

电泳分离，约1~1.5 h，电转移至聚偏二氟乙烯膜（PVDF

膜）后以5%脱脂奶粉室温封闭2 h，放入TBST漂洗数

秒，放入预先配制的一抗中，4 ℃摇床过夜，洗膜3次后

置于荧光二抗（1∶15 000）室温孵育1 h，洗膜3次后于滤

纸吸干，后使用Odyssey双色红外荧光扫描成像系统获

得图片，运用Quantity One图像分析软件测得条带灰度

值，将各目的条带与内参条带比值后，比较各组间差异。

1.7 统计学分析

所有数据均以均数±标准差表示，采用SPSS 13.0

软件进行统计分析，IPGTT多个时间点数据采用重复测

量方差分析。3组及3组以上样本均数比较满足方差齐

性用One-way ANOVA方差分析，组间两两比较采用

LSD法。若方差不齐，采用Welch检验，组间两两比较

采用Dunnett's T3法。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠血脂变化

实验16周取血检测后观察到，与对照组比较，sig+

apoE-/-组和apoE-/-组的小鼠血清甘油三酯（TG）、胆固醇

（CHOL）、低密度脂蛋白（LDL）、极低密度脂蛋白

（VLDL）水平均显著升高（P<0.05），而apoE-/-组和 sig+

apoE-/-两组间上述指标无统计学差异（P>0.05）。此外，

sig+apoE-/-组的高密度脂蛋白（HDL）显著高于apoE-/-组

（P<0.001）和 control组（P<0.001），提示西格列汀干预

后可明显升高血清HDL水平（图1）。

2.2 各组小鼠血糖变化

腹腔糖耐量实验结果显示，sig+apoE-/-组、apoE-/-组

和对照组3组间，血糖值在0，15，30，60，120 min均没有

统计学差异（P>0.05），提示西格列对各组小鼠的血糖水

平没有显著影响（图2）。

2.3 各组小鼠24 h尿白蛋白排泄量

24 h尿白蛋白结果显示：apoE-/-组24 h尿白蛋白排

泄量明显高于对照组，差异具有统计学意义（24.37±

Genes

Egr-1

FN

β-actin

Sequences of primers

forward: 5'-CCAGTGCCCACCTCTTACTC-3'

Reverse: 5'-TGCAGACTGGAAGGTGCTG-3'

Forward: 5'-TGGAGAGACAGGAGGAAATAGC-3

reverse: 5'-CAGTGACAGCATACAGGGTGAT-3'

forward: 5'-GCGAGTACAACCTTCTTGCAG-3'

Reverse: 5'-GCCTTGCACATGCCGGA-3'

表1 实时荧光定量PCR引物序列
Tab.1 Sequences of primers used for real-time quantitative PCR
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3.205 vs 18.40±2.955 μg/L，P=0.007）；西格列汀治疗后，

sig+apoE-/-组小鼠24 h尿白蛋白较apoE-/-组显著降低，

差异具有统计学意义（16.61±3.497 vs 24.37±3.20 μg/L，

P=0.003，图3）。

2.4 各组小鼠肾组织中Egr-1和FN的表达水平

Real-time PCR检测结果显示（图4）：apoE-/-小鼠予

高脂饲料16周后，肾皮质Egr-1与FN的mRNA水平明

显升高（图4A、B），与对照组相比，差异具有统计学意义

（P<0.01），西格列汀给药后，Egr-1与FN的mRNA水平

明显降低（图4A、B），与apoE-/-组相比，差异具有统计学

意义（P<0.01）。Western Blotting 检测结果显示（图

5A）：与对照组相比，apoE-/-组的Egr-1与FN的蛋白水平

明显升高（图5B、C），差异具有统计学意义（P<0.05），西

格列汀干预后，可见Egr-1与FN的蛋白水平较apoE-/-组

明显降低（图5B、C），差异具有统计学意义（P<0.05）。

3 讨论

随着人们生活方式、饮食结构的改变，糖尿病的发

病率逐年升高。而血糖控制不佳的患者由于长期的高

血糖也容易引起各种慢性并发症。目前，糖尿病肾病作

为糖尿病慢性微血管并发症之一，已成为我国终末期肾

衰竭第二大原因，严重威胁着人类健康［6］。同时，随着膳

食脂肪和高糖高热量饮食的摄入过多，体力劳动明显减

少，导致高脂血症的广泛流行。越来越多的研究均显示
［7］，血脂异常是慢性肾病发生和发展的主要的独立危险

因素之一，其特点为显著增高的甘油三酯血清和胆固醇

水平，以及载脂蛋白谱特征的改变。研究表明［8-9］，高脂

饮食诱导的脂质沉积、肾小球系膜基质扩张、细胞外基

质积聚等被认为是肾小球硬化和肾小管间质纤维化发

展过程早期的病理特征。对已经存在基础肾病（如糖尿病

肾病）的患者，血脂异常可导致肾功能的不断恶化［10］。脂

代谢紊乱导致的肾损害机制较为复杂，目前认为，可能

与肾血流动力学改变、内皮功能障碍、胰岛素抵抗、慢性

炎症、氧化应激等有关，然而确切机制尚未完全阐明。

西格列汀是一种新型的抗糖尿病药物，是高选择性

DPP4抑制剂，主要通过竞争性抑制DPP4的活性，减少

GLP-1的降解，升高生理浓度的GLP-1水平，从而发挥

其生物学效应。西格列汀不仅具有良好的降糖效果，改

善胰岛素抵抗，同时，西格列汀还可具有一定的降脂作

用，影响甘油三酯及胆固醇的合成及分泌［11］。此外，也

有研究证实，西格列汀除了调控血糖、血脂，还发现其对

多个组织器官具有降糖降脂以外的保护作用［12-15］。研究

证实，西格列汀对心肌损害、动脉粥样硬化、急性肾损伤

等都有除降糖降脂之外的独立保护作用［16-18］。高脂血症

和高血糖可共同作用导致肾损伤。由于糖尿病患者常

合并有血脂异常，因此我们设想西格列汀对血脂异常所

致肾损伤的保护作用参与了其对糖尿病肾病的保护效

应。研究发现，西格列汀可通过降低肾脏VEGF的表

达，从而对早期糖尿病肾病大鼠肾脏有一定的保护作

用。在糖尿病动物模型及T2DM患者中也都发现西格

列汀具有减少蛋白尿排泄量并减轻肾损伤的作用［19-20］。

因此，本研究主要探讨西格列汀对于血脂异常所致肾损

伤的保护作用以及这一作用的潜在机制。

apoE-/-小鼠是最接近于人类代谢模式的经典的血

脂异常模型，所以，我们选取apoE-/-小鼠作为研究对象，

图1 各组小鼠血脂水平
Fig.1 Blood lipid profiles in the 3 groups (n=6). *P<0.05, **P<
0.01, ***P<0.001 vs control group; ###P<0.001 vs apoE-/- group.
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图2 各组小鼠腹腔糖耐量实验中的血糖水平
Fig.2 Blood glucose level in the 3 groups during IPGTT.
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图3 各组小鼠24 h尿白蛋白排泄量的比较
Fig.3 24-h uninary albumin excretion in the 3 groups (n=
6). **P<0.01 vs control group; ##P<0.01 vs apoE-/- group.
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以高脂饲料诱导肾损伤。24 h尿白蛋白排泄率是肾损

伤的评价和诊断的重要指标之一，也是治疗效果评价的

指标。在本研究中，我们观察到apoE-/-组小鼠的24 h尿

白蛋白排泄量显著增加，西格列汀干预后，sig+apoE-/-组

的小鼠尿白蛋白水平明显下降，改善肾功能。此外，

apoE-/-组及sig+apoE-/-组的小鼠血脂水平与control组相

比均显著升高，尤以甘油三酯和胆固醇升高最为显著，

而小鼠出现的脂代谢紊乱在给予或不给于西格列汀治

疗的不同组间，没有显著差异，这与其他学者的研究结

果保持一致，而实验中的 IPGTT实验结果显示，3组小

鼠间空腹血糖水平不具有统计学差异，这也排除了西格

列汀降糖作用对肾脏的保护效应。因此我们可以排除

降低高血脂高血糖对肾脏起到的保护效应。由此，我们

开始探讨西格列汀对肾脏的独立保护作用。

纤连蛋白（FN）是ECM的重要组成成分，而ECM

过度积聚和沉积是肾脏纤维化的主要特征，肾脏纤维化

又是各种慢性进展性肾病的最终结局。所以本研究选

取FN作为肾脏损伤的观察指标。结果显示，与control

组相比，apoE-/-组小鼠肾组织中的FN mRNA和蛋白表

达量均明显升高，而与 apoE-/-组相比，sig+apoE-/-组的

FN mRNA和蛋白表达量均明显降低。因此，这证实了

高脂导致了肾损伤，而在西格列汀的干预下，FN的表达

被明显抑制，说明了西格列汀对高脂引起的肾损伤起到

了保护作用。

早期生长反应因子（Egr-1），又名Zif 268，NGF1-A，

Krox24，or TIS8，属于即刻早期反应基因家族中重要的

一员。Egr-1是通过与下游细胞核内靶基因启动子上的

Egr-1结合位点的结合，而实现对靶基因的转录调控，使

靶细胞执行相应功能，从而发挥其生物学作用的。

Egr-1在动物及人体内广泛分布，可被多种刺激因素快

速诱导表达，通过与靶基因结合而调节一系列生长因

子、细胞因子和粘附分子的表达，参与体内众多的病理

生理过程，如细胞的生长和分化、炎症、动脉粥样硬化、

细胞凋亡、肿瘤，在神经轴突的生长、促进创伤的修复以

及维持女性正常的生殖能力等方面也发挥着一定作

用［21-22］。近年来，有研究表明，Egr-1参与DN的多个发

图4 Real-time PCR检测Egr-1和FN的表达
Fig.4 Expressions of Egr-1 and FN mRNA in the renal tissues detected by real-time PCR in the 3 groups (n=6). **P<0.01,
vs control group; ##P<0.01 vs apoE-/- group.

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

R
el

at
iv

e
m

R
N

A
ex

pr
es

si
on

Egr-1 FN

R
el

at
iv

e
m

R
N

A
ex

pr
es

si
on

6

5

4

3

2

1

0

**

##

apoE-/- sig+apoE-/- Control

**

##

A B

Egr-1

FN

β-actin

apoE-/- sig+apoE-/- Control

Egr-14.5

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

E
gr

-1
/β

-a
ct

in（
fo

ld
）

apoE-/- sig+apoE-/- Control

*

#

4.5

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

FN

F
N

/β
-a

ct
in（

fo
ld
）

***

##

apoE-/- sig+apoE-/- Control

图5 Western Blotting检测Egr-1和FN的表达
Fig.5 Protein expressions of Egr-1 and FN in the
renal tissues detected by Western blotting (n=6).
*P<0.01, ***P<0.01 vs control group; #P<0.01, ##P<
0.01 vs apoE-/- group.
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病环节，如促进系膜细胞增殖、引起血管内皮功能损伤、

促进TGF-β过表达及肾纤维化、引起ECM积聚等［23］。其

中，Shin等［24］研究发现，Egr-1可通过上调系膜细胞中

MMP-9基因的表达，抑制ECM降解，促进系膜外基质

沉积，加重肾小球硬化。Gil等［25］通过体内和体外研究

证实，糖尿病和高糖状态下可引起Egr-1表达升高。然

而，在血脂异常状态下Egr-1的表达水平是否升高，

Egr-1是否也参与了血脂异常所致肾损伤的过程，目前

国内外尚无报道。因此，本研究采用实时荧光定量PCR

和Western Blotting检测各组小鼠肾组织中Egr-1的表

达。结果显示，与 control 组相比，apoE-/-组的 Egr-1

mRNA和蛋白表达水平均显著升高，表明在血脂异常状

态下，Egr-1的表达水平是升高的。与此同时，与apoE-/-

组相比，sig+apoE-/-组的Egr-1水平是明显降低的，说明

西格列汀可抑制Egr-1的表达。由此，我们推测西格列

汀可能通过抑制Egr-1的表达，从而抑制FN的表达，最

终达到保护肾脏的作用。

综上所述，血脂异常可诱导肾损伤，西格列汀可对

血脂异常相关性肾损伤起到独立的保护作用，Egr-1参

与了血脂异常引起的肾损伤过程，西格列汀可能通过抑

制Egr-1的表达从而抑制FN的表达最终达到肾脏保护

作用的。本研究首次提出了Egr-1在血脂异常相关性肾

损伤中的作用，为血脂异常相关性肾损伤的机制研究提

供了一个新思路，但其具体机制还需要后续更多的的细

胞实验及动物实验加以证实。
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