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[摘要]　目的　探讨脐带间充质干细胞(UC-MSCs)早期注射对2型糖尿病(T2DM)小鼠糖尿病肾病进展的影响及

其可能机制。方法　选取20只5周龄雄性db/db小鼠构建T2DM小鼠模型，随机分为干细胞治疗组(MSCs组，n=10)

和T2DM组(n=10)；另设置鼠龄匹配的d b/m小鼠为正常对照组(NC组，n=10)。MSCs组小鼠行连续6周的人UC -

MSCs(1×106/0.2 ml生理盐水)尾静脉输注治疗，NC组及T2DM组尾静脉输注等体积生理盐水，每周1次，连续输注

6次。每周监测各组小鼠的血糖和体重。第6次治疗结束后，心脏灌流处死各组小鼠并采集血液、留取肾脏组织，

行生化和组织病理学检查。采用Western blotting检测各组肾脏沉默信息调节因子1(SIRT1)蛋白以及紧密连接蛋白1 

(Claudin-1)的表达情况，并采用免疫组化检测SIRT1、Claudin-1、Ⅰ型胶原蛋白(Col Ⅰ)、Col Ⅳ的表达情况。电镜观

察各组小鼠肾小球的形态。取对数生长期HK-2细胞，将细胞分为对照组、高糖诱导模型组(HG组)、高糖诱导siRNA

组(HG+siRNA组)、MSCs组(HG+MSC组)、SIRT-1 siRNA组(HG+MSC+siRNA组)，采用Western blotting检测各组凋亡相

关蛋白的表达水平。结果　第6次治疗后，与NC组[(7.66±0.37) mmol/L]比较，T2DM组、MSCs组血糖水平[分别为

(32.54±0.36)、(29.74±1.04) mmol/L]均明显升高(P<0.01)；而与T2DM组比较，MSCs组血糖水平明显降低(P<0.05)。

病理检查结果显示，与NC组比较，T2DM组出现明显的肾小球硬化，基底膜弥漫性增厚，肾脏间质纤维化程度明显

增加；与T2DM组比较，MSCs组肾小球硬化程度减轻，系膜外基质沉积延缓，肾脏间质纤维化程度改善。Western 

blotting及免疫组化结果显示，与T2DM组比较，MSCs组SIRT1蛋白表达水平明显增高(P<0.01)，Claudin-1蛋白表达水平

明显降低(P<0.01)，α-SMA蛋白表达水平明显降低(P<0.05)。此外，免疫组化结果显示，MSCs组Col Ⅰ、Col Ⅳ阳性面

积百分比较T2DM组明显降低(P<0.01)。电镜结果显示，与NC组比较，T2DM组出现明显的肾小球滤过屏障破坏，基

底膜弥漫性增厚，足突广泛融合和消失；与T2DM组比较，MSCs组肾小球足突结构规则、完整。Western blotting结果

显示，与对照组比较，HG组SIRT-1蛋白含量明显降低(P<0.01)，凋亡相关的细胞色素C蛋白含量明显增高(P<0.01)；与

HG组比较，HG+MSC组SIRT-1蛋白含量明显增高(P<0.01)，凋亡相关的Bax和细胞色素C蛋白含量明显降低(P<0.01)；

与HG+MSC组比较，HG+MSC+siRNA组SIRT-1蛋白含量降低(P<0.01)，凋亡相关的Bax和细胞色素C蛋白含量明显增高

(P<0.01)。结论　UC-MSCs治疗可能通过上调SIRT1的表达、下调Claudin-1的表达，对T2DM小鼠发挥肾脏保护功能并

且延缓糖尿病肾病的发生发展。

[关键词]　糖尿病肾病；沉默信息调节因子1；脐带间充质干细胞

Effects of mesenchymal stem cells on the progression of diabetic nephropathy in type 2 diabetic 
mice and its mechanism
Hu Jia1,2, Zhang Hai-Xia2, Su Wan-Lu2, Cheng Yu2, Mu Yi-Ming2, Gu Wei-Jun2*

1Medical School of Chinese PLA, Beijing 100853, China
2Department of Endocrinology, the First Medical Center of Chinese PLA General Hospital, Beijing 100853, China



解放军医学杂志　2023年4月28日　第48卷　第4期384

*Corresponding author, E-mail: guweijun301@163.com

This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (81870578)

[Abstract]　Objective　To investigate the effect of early injection of umbilical cord mesenchymal stem cells (UC-MSCs) 

on the progression of diabetic nephropathy (DN) in type 2 diabetes mellitus (T2DM) mice and its mechanism. Methods　

Twenty 5-week-old male db/db mice were used to establish T2DM model and randomly divided into stem cell treatment group 

(MSCs group, n=10) and T2DM group (DM group, n=10); In addition, age-matched db/m mice were set as normal control group 

(NC group, n=10). Human UC-MSCs (1×106/0.2 ml saline) were infused into the tail vein of mice in MSCs group for 6 weeks, 

while the same volume of saline was infused into the tail vein of mice in NC and T2DM groups once a week for 6 consecutive 

times. Blood glucose and body weight of mice in each group were monitored weekly. At the end of the sixth treatment, the mice in 

each group were killed by heart perfusion, and the blood and kidney tissues were collected for biochemical and histopathological 

examination. Western blotting was used to detect the expression of silent information regulator 2 homolog 1 (SIRT1) and Claudin-1, 

and immunohistochemistry was used to detect the expression of SIRT1, Claudin-1, type 1 collagen (Col Ⅰ) and Col Ⅳ. The 

morphology of glomeruli was observed by electron microscope. HK-2 cells in logarithmic growth phase were divided into control 

group, high glucose induced model group (HG group), high glucose induced siRNA group (HG+siRNA group), MSC groups 

(HG+MSC group) and SIRT-1 siRNA group (HG+MSC+siRNA group). The expression levels of apoptosis-related proteins were 

detected by Western blotting. Results　After the sixth treatment, compared with NC group [(7.66±0.37) mmol/L], the levels 

of blood glucose increased significantly (P<0.01) in T2DM group and MSCS group [(32.54±0.36) mmol/L, (29.74±1.04) 

respectively]; Compared with T2DM group, the level of blood glucose in MSCs group decreased significantly (P<0.05). 

Pathological results showed that compared with NC group, glomerular sclerosis, diffuse thickening of basement membrane and 

renal interstitial fibrosis were significantly increased in T2DM group; compared with T2DM group, glomerular sclerosis, deposition 

of mesangial extracellular matrix and renal interstitial fibrosis were alleviated in MSCs group. The results of Western blotting and 

immunohistochemistry showed that compared with T2DM group, the expression level of SIRT1 protein in MSCs group increased 

significantly (P<0.01), the expression of Claudin-1 protein decreased significantly (P<0.01), and of α-smooth muscle actin (α-SMA) 

protein decreased significantly in MSCs group (P<0.05). In addition, the immunohistochemical results showed that the percentage 

of Col Ⅰ and Col Ⅳ positive area in MSCs group was significantly lower than that in T2DM group (P<0.01). Compared with NC 

group, T2DM group showed marked destruction of glomerular filtration barrier, diffuse thickening of basement membrane, and 

extensive fusion and disappearance of foot processes. Compared with T2DM group, the structure of glomerular foot process in 

MSCs group was regular and complete. Western blotting results showed that SIRT-1 protein content was significantly lower in HG 

group than that in control group (P<0.01), while apoptosis-related Cytochrome-C protein contents were significantly higher in 

HG group than that in control group (P<0.01). Compared with HG group, the protein content of SIRT-1 in HG+MSC group was 

significantly higher (P<0.01), and the content of apoptosis-related Bax and Cytochrome-C protein decreased significantly (P<0.01). 

Compared with HG+MSC group, the protein content of SIRT-1 in HG+MSC+siRNA group was significantly decreased (P<0.01), 

while the protein content of apoptosis-related Bax and Cytochrome-C increased significantly (P<0.01). Conclusion　UC-MSCs 

treatment may play a protective role for kidney of T2DM mice and delay the development of DN by up-regulating the expression of 

SIRT1 and down-regulating the expression of Claudin-1. 
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糖尿病肾病(diabetic nephropathy，DN)既是糖

尿病最常见的微血管并发症之一，也是造成终末期

肾病(end stage renal diseases，ESRD)的首要原因[1-2]。 
近年来，随着我国糖尿病患病率的逐渐增高，DN
的发病率也有所上升[3]。《中国2型糖尿病防治指

南(2020年版)》指出，约40%的2型糖尿病(ty pe 2 
diabetes mellitus，T2DM)患者可发展为慢性肾脏疾

病[4]，即使进行规范化的综合治疗，仍有部分患者

可出现进行性肾损害，因此，寻找早期治疗DN，

延缓疾病进展的方法和靶点尤为重要[5]。沉默信息

调节因子1(silent information regulator 2 homolog 1，
即sirtuin-1，SIRT1)是一种依赖于烟酰胺腺苷二核

苷酸的去乙酰化酶[6]，近年来研究发现，高血糖可

降低SIRT1的表达，从而导致DN[7]。此外，最新研

究发现，SIRT1基因多态性与DN明显相关[8]。间充

质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)是一种可

从成熟的骨髓、脂肪组织、胎盘、头皮和多种胎儿

组织中获取，并具有强大自我更新能力和多向分化

潜能的成体干细胞 [9]。目前，MSCs已被证实为糖

尿病的有效治疗途径之一[10]。本研究探讨了脐带间

充质干细胞(umbilical cord-derived mesenchymal stem 
cell，UC-MSCs)对早期DN的作用及其可能机制，

旨在为治疗DN提供新的思路。

1　材料与方法

1 . 1　实验动物、主要试剂及仪器　2 5只4周龄
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雄性d b / d b小鼠及1 0只d b / m小鼠( S P F级，体重

19~22 g )购自江苏集萃药康生物科技有限公司。

小鼠饲养于解放军总医院医学实验动物中心(室
内温度22~25 ℃，湿度约60%，光照/黑暗时间为

12 h/12 h)。实验过程符合国家及单位有关动物管

理和使用的规定。本研究动物实验经解放军总医院

实验动物伦理委员会批准(2021-X17-47)。Western 
b l o tt i ng相关抗体，S I RT 1抗体、紧密连接蛋白1 
(Claudin-1)抗体、Bax抗体、Cytochrome-C抗体购

自美国Abcam公司；羊抗兔二抗、兔抗鼠二抗购自

中杉金桥生物技术有限公司。免疫组化相关抗体，

SIRT1抗体、Claudin-1抗体、Ⅰ型胶原(Col Ⅰ)抗
体、Col Ⅳ抗体购自美国Abcam公司；乙二胺四乙

酸(EDTA)购自美国Thermo Scientific公司；Transwell
小室购自美国Millipore公司；尿素氮(BUN)、肌酐

(Cr)试剂盒购自中国长春汇力公司；蛋白酶抑制

剂、RIPA蛋白裂解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒

购自中国碧云天生物科技有限公司；GP-transfect-
M a t e购自苏州吉玛公司。针对S I RT- 1的小干扰

RNA(siRNA)及无关序列由苏州吉玛公司合成。血

糖仪、血糖试纸购自美国强生公司；酶标仪、电泳

槽、湿转转膜槽购自美国Bio-R ad公司；光学显微

镜、透射电镜购自日本Olympus公司。

1.2　T2DM模型制备及标本采集与指标检测　选

用25只5周龄db/db小鼠构建T2DM小鼠模型，连

续3 d随机血糖≥16.7 mmol/L认为T2DM模型制备

成功。将成功建模的小鼠随机分为干细胞治疗组

(MSCs组，尾静脉输注UC-MSCs 1×106/0.2 ml生理

盐水，n=10)与T2DM组(尾静脉注射0.2 ml生理盐

水，n=10)，均为每周输注1次，连续输注6次。同

时设置鼠龄匹配的db/m小鼠为正常对照组(NC组，

n=10)，尾静脉输注0.2 ml生理盐水，每周1次，连

续6次。第6次治疗结束后，心脏灌流处死各组小

鼠，采集血液进行生化(血Cr、血BUN)检测，并留

取肾脏组织标本进行组织病理学检查。MSCs治疗

期间每周监测小鼠血糖和体重。

1.3　UC-MSCs的分离及鉴定　新鲜脐带取自解放

军总医院行剖宫产的健康产妇，标本获取前签署知

情同意书。手术间无菌条件下取长度约10 cm的新

鲜脐带，生理盐水浸泡洗涤，充分去除残留血液后

用止血钳夹闭脐带两端，75%乙醇浸泡消毒。再次

用生理盐水浸泡洗涤后，借助止血钳将脐带血管中

的血液排净。去除脐带外膜，剥离脐动脉、脐静

脉，剩余部分即为Wharton胶。将Wharton胶剪碎后

铺于培养皿底面，加入10 ml培养基后置于37 ℃、

5%CO2孵箱中培养。1周后弃去未贴壁的组织和细

胞，生理盐水洗2次，加入10 ml新鲜培养基继续培

养，细胞融合达90%时进行传代。至第4代时，光

镜下观察细胞形态，进行成骨和成脂诱导实验，并

进行细胞表型鉴定。细胞消化后计数，每1×106细

胞加入500 μl PBS重悬后行流式细胞术检测。

1 . 4　组织病理学染色　取小鼠新鲜肾脏组织，

去除包膜，经4%多聚甲醛溶液固定过夜，石蜡包

埋切片。常规行HE、PA S、Masson及天狼猩红染

色。采用HE染色观察肾脏形态：经脱水透明后，

行苏木精-伊红染色，中性树胶封片，于显微镜下

观察并拍照。采用PA S染色观察肾小球系膜基质

及细胞外基质增生情况：脱水透明后，1%过碘酸

处理15 min，流水冲洗干净，雪夫试剂37 ℃染色

10 min，苏木精试剂染核5 min，1%盐酸乙醇分化

10 s，弱氨水返蓝15 s，流水冲洗，于显微镜下观察

并拍照。采用Masson及天狼猩红染色观察病变组织

中纤维结缔组织的增生和分布情况，以评估肾小球

及肾小管间质纤维化水平：脱水至透明，苏木精

染色3 min，酸性乙醇分化，酸性品红染色5 min，
磷钼酸孵育10 min，苯胺蓝染色10 min，脱水、透

明，中性树胶封片。每张切片随机选取5个不重复

视野，蓝色深染部分即为胶原纤维，最后置于光学

显微镜下观察。天狼猩红染色：将石蜡切片脱蜡至

透明，切片置于天青石蓝B液8 min，用蒸馏水洗3
次，天狼猩红染液染色20 min，可用苏木精染液染

核，无水乙醇脱水，切片再放入干净的二甲苯透明

5 min，中性树胶封片。胶原纤维为红色，背景为

黄色。将切片置于光学显微镜下观察，并行图像采

集分析。

肾脏组织病理学评分：肾损伤的严重程度包

括多形核细胞滤过、充血、水肿、微绒毛丢失和肾

小管细胞肿胀。肾损伤分级标准：0(正常)、1(轻
度)、2(中度)、3(重度)。肾小管改变[包括水肿变

性(肿胀/空泡化)、脱屑、刷状边界丧失和肾小管

周围浸润]的分级如下，最高评分为12分：0分(正
常)、1分(轻度)、2分(中度)、3分(重度)。PAS染
色显示肾小球硬化损伤的分级标准：0级(正常)； 
1级(≤肾小球面积的25%，为轻度硬化)；2级(肾小

球面积的25%~50%，为中度硬化)；3级(≥75%的肾

小球面积，为严重硬化)[11]。

肾小球硬化程度分级：用Raij的半定量法计算

肾小球硬化指数，分别计算每个标本切片的评分，

计数10个切片，取平均值作为标本的肾小球硬化

指数。方法为使用半定量评分评估肾小球的损伤

程度，每个样本检查至少20个肾小球，并根据肾

小球受累的百分比将病变的严重程度分为：0级(无
肾小球病变或病变面积<25%)、１级(病变面积为

25%~50%)、2级(病变面积为51%~75%)、3级(病变
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面积>76%)。肾小球指数(glomerulosclerosis index，
GSI)通过将n1设定为1级评分的肾小球数量，将n2设

定为2级评分的肾小球数量，将n3设定为3级评分的

肾小球数量来计算：GSI＝[(1×n1+2×n2+3×n3)/每
片肾小球总数]×100%[12]。

1 . 5　We s t e r n  b l o t t i n g检测小鼠肾组织S I RT 1和
Claudin-1蛋白的表达情况　提取肾脏组织蛋白，

采用BCA法进行定量分析。通过计算，加入相应

量的上样缓冲液使每个样品终浓度一致，9 5  ℃
变性5 min，冷却后混匀分装，–80 ℃保存。分装

好的蛋白样品用1 0 %  SD S -PAG E凝胶电泳分离并

转移至P V D F膜，将P V D F膜置于5 %脱脂奶粉溶

液室温封闭1 h。将PVDF膜置于SIRT-1(1:1000)、
Claudin-1(1:1000)、β-actin(1:2000)一抗溶液中，恒

温摇床4 ℃过夜。隔日，室温复温30 min，PBST洗

膜后将膜置于辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗

小鼠IgG(1:2000)和山羊抗兔IgG(1:3000)二抗溶液

中，摇床上室温孵育1 h。洗膜后取等量化学发光底

物A液和B液混合，滴于PVDF膜上，用自动凝胶成

像系统(Fujifilm LAS3000)获取蛋白条带图像，依据

条带亮度调整曝光时间，捕获图像后用ImageJ软件

进行信号分析，以β-actin蛋白的灰度值进行校正。

1 . 6 　免疫组化染色检测小鼠肾组织 S I R T 1 、

Claudin-1、Col Ⅰ、Col Ⅳ蛋白的表达情况　采用二

甲苯、无水乙醇及不同浓度乙醇对组织石蜡切片脱

蜡至水，放入修复盒进行抗原修复，滴加3% H2O2灭

活内源性过氧化物酶，PBS洗3次，使用抗体稀释液

进行稀释[SIRT-1(1:300)、Claudin-1(1:500)、Col Ⅰ 
(1:300)、Col Ⅳ (1:100)]，一抗孵育并于4 ℃湿盒

中过夜，第2天再用山羊抗兔Ig G(1:500)二抗进行

孵育。孵育结束后，PBS洗净，滴加DAB显色液显

色，再以自来水冲洗终止显色，使用Harris苏木精

复染，再用自来水冲洗返蓝，最后脱水、固定、封

片，晾干后在显微镜下观察并采集图像。

1.7　电镜下观察各组小鼠肾脏组织足细胞形态　

各组随机取5只小鼠新鲜肾脏组织标本，用手术刀

片切割至1 mm3大小，再将切割好的组织块转移至

含电镜固定液的EP管内固定。依次经过后固定、漂

洗、脱水、包埋，过夜后制成树脂块备用。树脂块

置于超薄切片机中行60 nm超薄切片，150目方华膜

铜网捞片，将切片放入铜网盒内室温干燥过夜，最

后置于透射电子显微镜下观察肾脏超微结构，如肾

小球毛细血管基底膜厚度、足突等，每张切片拍摄

2~3张照片。

1.8　细胞实验方法　肾小管上皮细胞(HK-2细胞)
购自武汉普诺赛生命科技有限公司，用含10%胎牛

血清、1%双抗的MEM培养基在37 ℃、5% CO2培养

箱中培养。待细胞生长至80%融合时，用0.25%胰蛋

白酶消化，按照1:2比例传代，采用第3代细胞进行

实验。实验均重复3次。

1.8.1　细胞分组及造模　待培养皿中HK-2细胞生

长融合至80%时，将细胞分为对照组(使用含10%胎

牛血清及1%双抗的MEM培养基培养)、高糖诱导模

型组(HG组，使用含10%胎牛血清及1%双抗的高糖

培养基培养)、高糖诱导siRNA组(HG+siRNA组，使

用含10%胎牛血清及1%双抗的高糖培养基培养，并

用SIRT-1 siRNA诱导7 h)、MSCs组(HG+MSCs组，

使用含10%胎牛血清及1%双抗的高糖培养基将HK-2
细胞与4×104个UC-MSCs在Transwell系统中培养)、
SIRT-1 siRNA组(HG+MSCs+siRNA组，使用含10%
胎牛血清及1%双抗的高糖培养基培养，并用SIRT-1 
s iRNA诱导7 h，然后将HK-2细胞与4×10 4个UC -
MSCs在Transwell系统中培养)，以验证SIRT-1在间

充质干细胞肾脏保护中的作用。

1.8.2　Western blotting检测凋亡相关蛋白的表达　

取各组HK-2细胞，吸弃培养基，PBS洗3次，吸干

后加入细胞裂解液400 μl (含RIPA裂解液980 μl/ml， 
PMSF 10 μ l/ml，磷酸酶抑制剂10 μ l/ml)，充分

裂解后用细胞刮刀刮下细胞，将蛋白上清转至另

一无菌1 ml EP管。采用BCA法行蛋白样品定量，

根据测得的蛋白浓度，加入5×SDS -PAGE蛋白上

样缓冲液使各样品浓度保持一致，充分混匀，沸

水煮开10 min，进行蛋白样品变性。然后依次制

胶、电泳、转膜、封闭、洗膜，分别加入一抗

Bax(1:1000)、细胞色素C(1:1000)，4 ℃摇床孵育过

夜，洗膜，再加入山羊抗兔IgG(1:3000)二抗孵育，

洗膜，ECL液浸泡显色。最后采用Bio-Rad凝胶成像

系统自动扫描胶片，ImageJ软件分析PVDF膜上的目

的蛋白条带强度。

1.9　统计学处理　采用SPSS 23.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，组间比较采用单因素方

差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。计数资

料以例(%)表示，多组间比较采用χ2检验。P<0.05为
差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　UC-MSCs的鉴定及诱导　提取的UC-MSCs培
养至第4代，流式细胞术检测显示其CD105、CD90
及CD73呈高表达，而CD34、CD45、HLA-DR呈低

表达(图1A)。光学显微镜下观察显示，第4代细胞

呈成纤维细胞样，排列有序，贴壁生长(图1B)。
成骨成脂实验结果证实，提取的UC-MSCs具有多

向分化潜力。其中，经成脂培养基诱导后，光镜

下可见细胞质内出现透亮脂滴，油红O染色呈红色 
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(图1C)；经成骨培养基诱导后，光镜下可见类钙结

节样物质，茜素红染色呈红色(图1D)。
2 . 2　U C - M S C s对T 2 D M小鼠体重、血糖的影响

　第 6次治疗后，与N C组比较，T 2 D M组小鼠

的血糖水平明显升高[ ( 3 2 . 5 4±0 . 3 6 )  m m o l / L  vs . 
(7.66±0.37) mmol/L，P<0.01]；与T2DM比较，

MSCs组血糖水平明显降低[(29.74±1.04) mmol/L 
vs. (32.54±0.36) mmol/L，P<0.05]。此外，T2DM
组及M SCs组小鼠体重[分别为( 5 2 . 0 4±1 . 0 7 )  g、
(46.42±0.35) g]均较NC组[(26.56±0.15) g]明显增

高(P<0.01)，而与T2DM组比较，MSCs组小鼠体重

明显降低(P<0.05)，肥胖状态有所改善(图2)。

2 . 3　U C - M S C s对T 2 D M小鼠肾脏功能的影响　

第6次治疗后，与N C组比较，T 2 D M组血B U N
及血Cr明显升高[分别为(43.69±0.78)  mg/d l  vs . 
(20.63±4.52) mg/d l，(32.16±3.95) μmol/L vs . 
(22.91±1.74) μmol/L，P<0.05]，差异均有统计

学意义；与T 2 D M组比较，M S C s组血B U N及血

Cr水平明显降低[分别为(18.68±1.73)  mg/d l  vs . 
(43.69±0.78) mg/d l，(20.31±1.39) μmol/L vs . 
(32.16±3.95) μmol/L，P<0.05](图3)。
2.4　UC-MSCs对T2DM小鼠肾脏病理结构的影响　

HE、Masson、PAS染色结果显示，NC组小鼠肾小

球、肾小管形态结构正常；T2DM组小鼠出现肾小

图1　UC-MSCs的表型鉴定及诱导

Fig.1　Phenotype identification and induction of UC-MSCs
　　UC-MSCs. 脐带间充质干细胞；A . 细胞学表型流式分析结果；B. 光镜下的形态学特征(×400)；C. 成脂诱导后的油红O染色

(×400)；D. 成骨诱导后的茜素红染色(×400)

图2　UC-MSCs输注对T2DM小鼠血糖和体重的影响(n=8)

Fig.2　Effects of UC-MSCs on the body weight and blood glucose of type 2 diabetic mice (n=8)
UC-MSCs. 脐带间充质干细胞；与NC组比较，(1)P<0.01；与MSCs组比较，(2)P<0.05
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球肥大、硬化和系膜外基质沉积及肾小管间质纤维

化；与T2DM组比较，MSCs组小鼠肾脏损伤情况明

显改善(图4A)。与NC组比较，T2DM组小鼠肾脏病

理损伤评分及肾小球硬化率明显升高(P<0.05)，而

与T2DM组比较，MSCs组肾脏病理损伤评分及肾小

球硬化率均有所下降(P<0.01)(图4B、C)。天狼猩

红染色结果显示，与NC组比较，T2DM组肾小球及

肾小管胶原沉积较明显，天狼猩红染色阳性区域面

积明显升高(P<0.05)，而与T2DM组比较，MSCs组
肾小球及肾小管胶原沉积较少，且天狼猩红染色阳

性区域面积占比明显下降(P<0.01)(图4A、D)。
2.5　UC-MSCs对T2DM小鼠肾脏的纤维化的影响

　Western blotting检测结果显示，与NC组比较，

T2DM组α-SMA蛋白表达水平明显升高(P<0.05)；与

T2DM组比较，MSCs组α-SMA蛋白表达水平明显降

低(P<0.01)(图5A)。免疫组化结果显示，与NC组比

较，T2DM组Col Ⅰ、Col Ⅳ阳性面积百分比均明显

上升(P<0.05)，与T2DM组比较，MSCs组Col Ⅰ、

Col Ⅳ阳性面积百分比明显下降(P<0.01)(图5B)。
2.6　UC-MSCs输注对T2DM小鼠肾组织SIRT-1、
Claudin-1蛋白表达水平的影响　Western blotting检
测结果显示，与NC组比较，T2DM组SIRT1蛋白

表达水平明显降低(P<0.01)，Claudin-1蛋白表达水

平明显升高(P<0.01)；与T2DM组比较，MSCs组
SIRT1蛋白表达水平明显升高(P<0.01)，Claudin-1
蛋白表达水平明显降低(P<0.01)(图6A)。免疫组化

结果显示，与NC组比较，T2DM组SIRT1蛋白的阳

性面积百分比明显降低(P<0.01)，Claudin-1蛋白的

阳性面积百分比明显增高(P<0.01)；与T2DM组比

较，MSCs组SIRT1蛋白的阳性面积百分比明显增高

(P<0.01)，Claudin-1蛋白的阳性面积百分比明显降

低(P<0.01)(图6B)。
2.7　UC-MSCs对T2DM小鼠肾小球损伤的影响　

电镜观察结果显示，NC组具有规则的肾小球基底

膜和足细胞足突；T2DM组小鼠肾小球基底膜呈明

显弥漫性增厚，并出现足突的广泛融合和消失；与

T2DM组比较，MSCs组小鼠肾小球基底膜增厚情况

明显改善，足突结构较为规则、完整(图7)。
2 . 8　U C - M SCs细胞对高糖诱导的肾小管上皮细

胞的影响　Western blott ing检测结果显示，与对

照组比较，H G组肾小管上皮细胞的S I RT- 1蛋白

含量明显降低(P<0.01)，与凋亡相关的细胞色素

C蛋白含量明显增高(P<0.01)；HG+siRNA组肾小

管上皮细胞的SIRT-1蛋白含量明显降低(P<0.01)，
与凋亡相关的Bax和细胞色素C蛋白含量明显增高

(P<0.01)；HG+MSC组SIRT-1蛋白含量明显增高

(P<0.01)；  HG+MSC+siRNA组SIRT-1蛋白含量明

显降低( P < 0 . 0 1 )，细胞色素C蛋白含量明显增高

(P<0.05)。与HG组比较，HG+MSC组SIRT-1蛋白含

量明显增高(P<0.01)，Bax和细胞色素C蛋白含量明

显降低(P<0.01)；HG+siRNA组SIRT-1蛋白含量明显

降低(P<0.01)，Bax蛋白含量明显增高(P<0.01)。与

HG+MSC组比较，HG+MSC+siRNA组SIRT-1蛋白含

量明显降低(P<0.01)，Bax和细胞色素C蛋白含量明

显增高(P<0.01)(图8)。

3　讨　　论

目前，DN是ESRD的首要原因，且DN引起的

ESRD是糖尿病患者死亡的主要原因之一，其危害

仅次于心脑血管疾病 [13]。随着糖尿病患病率逐年

增高，DN的发病率也越来越高[14]。有研究发现，

MSCs在人类多种代谢性疾病中具有积极作用[15-16]。 
迄今为止，接受骨髓MSCs治疗的1000多例患者无

任何不良反应或肿瘤形成的迹象[17]。近年来大量研

究证实，MSCs多次输注可有效阻止DN进展，在治

疗DN方面具有巨大潜力[18-22]。但尚不清楚在T2DM

图3　UC-MSCs输注对T2DM小鼠BUN和Cr的影响 (n=8)

Fig.3　Effects of UC-MSCs on the BUN and CREAT of type 2 diabetic mice (n=8)
UC-MSCs. 脐带间充质干细胞；BUN. 血尿素氮；Cr. 肌酐；*P<0.05
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图4　各组T2DM小鼠肾脏组织病理学观察(×400，n=8)

Fig.4　Histopathological features of renal tissues of type 2 diabetic mice in each group (×400, n=8)
　　A. 肾脏组织HE、Masson、PAS、天狼猩红染色；B. 肾脏病理损伤评分；C. 肾小球硬化率；D. 天狼猩红染色阳性区域面积占比；

*P<0.05，**P<0.01

小鼠模型中MSCs早期干预能否阻止或逆转DN进

展。此外，目前关于MSCs治疗T2DM小鼠DN的机

制研究仍不够深入[23-24]，为此，本课题组基于前期

研究结果，探讨了UC-MSCs对T2DM小鼠早期DN
的治疗效果[25]。

SIRT1是Ⅲ类组蛋白去乙酰化酶中的一种，具

有烟酰胺腺苷二核苷酸(NAD+)依赖性 [7]，与细胞

存活及衰老、基因组稳定性维持、细胞自噬调节、

氧化应激等多种细胞过程相关[26]。在DN中，SIRT1
表达下调是重要的发病机制之一。体外实验证实，

在高糖条件下肾脏细胞及其细胞系均会出现SIRT1 
mR NA和蛋白表达水平的明显降低。体内实验证
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图5　UC-MSCs输注对T2DM小鼠肾脏纤维化的影响(n=8)

Fig.5　Effects of UC-MSCs on renal fibrosis of type 2 diabetic mice (n=8)
　　α-SMA. α平滑肌肌动蛋白；Col Ⅰ. Ⅰ型胶原；Col Ⅳ. Ⅳ型胶原；A. Western blotting检测肾脏组织α-SMA蛋白相对表达水平；B. 免

疫组化检测肾脏组织Col Ⅰ、Col Ⅳ的表达(×200)；*P<0.05，**P<0.01

图6　UC-MSCs输注对T2DM小鼠肾组织SIRT-1、Claudin-1蛋白表达水平的影响(n=8)

Fig.6　Effects of UC-MSCs on the expression of SIRT-1 and Claudin-1 in kidney tissues of type 2 diabetic mice (n=8)
　　SIRT-1. 沉默信息调节因子1；Claudin-1. 紧密连接蛋白1；A. Western blotting检测肾组织SIRT-1、Claudin-1蛋白相对表达水平；B. 免

疫组化检测肾组织SIRT-1、Claudin-1蛋白的表达(×200)；**P<0.01

实，在STZ诱导或db/db小鼠出现蛋白尿之前，近

曲小管细胞(proximal tubule cells，PTCs)中SIRT1的
表达已明显下调[27]。PTCs特异性敲除SIRT1会导致

非糖尿病小鼠出现蛋白尿，且可加重糖尿病小鼠的
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图7　UC-MSCs输注对T2DM小鼠肾小球损伤的影响(n=5)

Fig.7　Effects of UC-MSCs on glomeruli of type 2 diabetic mice (n=5)
箭头代表基底膜增厚；五角星代表足突融合、消失

图8　UC-MSCs对HK-2细胞SIRT-1、Bax、细胞色素C蛋白表达的影响(Western blotting, n=3)

Fig.8　Effects of UC-MSCs on SIRT-1, Bax and Cytochrome-C protein expression in HK-2 cells (Western blotting, n=3)
SIRT-1. 沉默信息调节因子1；*P<0.05，**P<0.01

蛋白尿。此外，PTCs特异性SIRT1转基因小鼠可预

防DN的发生。有研究发现，Claudin-1作为SIRT1的
下游分子，可参与DN的发生与进展[28]。在糖尿病

小鼠中，SIRT1表达水平下降，可促进尼克酰胺释

放，导致足细胞中Claudin-1表达增高，加重糖尿病

小鼠的蛋白尿[29]。

本研究探索了UC-MSCs尾静脉输注对T2DM小

鼠肾脏功能的保护作用以及对肾脏组织SIRT1的调

节作用，结果发现，UC-MSCs可降低T2DM小鼠的

体重及血糖水平，并可恢复肾脏的生化功能及病理

结构；肾脏组织病理检查显示，UC-MSCs组系膜

外基质沉淀、肾小球硬化及肾间质纤维化程度均有

明显改善；UC-MSCs输注治疗可增强肾脏组织中

SIRT1的表达，并抑制Claudin-1的表达。此外，本
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研究还发现，敲除HK-2细胞中的SIRT1可消除MSCs
的有益作用，提示UC-MSCs在T2DM模型小鼠DN
的治疗中发挥了重要作用。

综上所述，本研究结果提示，UC-MSCs输注

治疗可能通过上调肾脏组织中的SIRT1、改善肾小

球硬化及肾脏纤维化程度而发挥对肾脏的保护作

用。然而，已有研究发现，SIRT1在肾脏组织足细

胞、内皮细胞、系膜细胞中均有表达，且肾脏组

织中各种类型细胞SIRT1的表达均与DN的发生发

展密切相关 [30]。此外，SIRT1与AMPK、HIF-1、
FOXO、Nr f 2等多种信号通路均相关，可调节自

噬、氧化应激、细胞凋亡、细胞炎症反应等 [31]。

因此，UC-MSCs输注治疗后具体哪些肾脏细胞的

SIRT1表达受到调节，以及其机制和信号通路仍需

进一步研究。本实验室前期研究发现，UC-MSCs输
注后归巢到肾脏的细胞数量极其有限，而输注UC-
MSCs外泌体后归巢至肾脏组织则较多见[32]。由此

猜测，UC-MSCs可能是通过分泌效应来影响某种

microRNA，进而影响SIRT1的表达[33-34]，但其具体

机制仍有待进一步研究。
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