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SOCS1在糖尿病小鼠肾小管间质病变中的作用
李科军1  杜云霞2  封晓娟2  张  玮2  刘青娟2* 

(1河北省人民医院眼科, 石家庄 050000; 2河北医科大学病理教研室, 石家庄 050017)

摘要      该文探讨了细胞因子信号传导抑制蛋白1(suppressors of cytokine sigmaling 1, SOCS1)
在糖尿病小鼠肾小管间质病变中的作用。通过腹腔注射链脲佐菌素(streptozotocin, STZ)诱发糖

尿病小鼠模型, 于成模后8周给予尾静脉快速注射pEF-FLAG-I/mSOCS1质粒(1 mg/kg), 每隔7 d注
射一次。于成模后12周收集标本, 检测各组动物的血糖、24 h尿蛋白; 应用RT-PCR检测肾组织中

SOCS1、角蛋白18(cytokeratin, CK18)和α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA) mRNA
的表达; 应用免疫组化或Western blot检测SOCS1、CK18、α-SMA和纤维黏连蛋白(fibronectin, 
FN)的表达; 酶联免疫吸附实验检测肾组织中白细胞介素-1β(interleutin-1β, IL-1β)和转化生长因

子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)的表达; 流式细胞术检测肾皮质中巨噬细胞标志蛋白

CD68的表达。结果发现, 与对照组相比, 糖尿病小鼠肾组织中IL-1β、TGF-β1及FN的表达增强, 巨
噬细胞的数量增多; 此外, 肾小管上皮细胞自身标志蛋白CK18的表达减少而肌成纤维细胞标志蛋

白α-SMA的表达增强。SOCS1质粒转染能降低24 h尿蛋白、抑制肾组织中CD68、IL-1β、TGF-β1
和α-SMA的表达, 同时部分恢复CK18的表达。结果表明, SOCS1可能通过抑制肾组织炎症反应和

肾小管上皮细胞转分化从而缓解糖尿病小鼠肾小管间质病变。

关键词      糖尿病肾病; 细胞因子信号传导抑制蛋白1; 炎症; 上皮–间充质细胞转分化

The Role of SOCS1 in Tubulointerstitium Injury of Mice with Diabetes
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2Department of Pathology, Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017, China)

Abstract       The aim of this study is to investigate the role of SOCS1 on diabetic renal injury. The 
diabetic mice were induced by intraperitoneal injection of STZ at a dose of 150 mg/kg body weight. The mice of 
transfection group were received an injection of SOCS1 plasmid or empty vector every 7 days. At 12 weeks after 
STZ injection, specimens were collected to detect the blood glucose and 24 hours urine protein. RT-PCR analysis 
was used to detecte the expression of SOCS1, CK18 and α-SMA mRNA. Immunohistochemistry or Western blot 
analysis was used to determine the expression of SOCS1, CK18, α-SMA and FN. The expression of CD68 was 
detected by flow cytometry. The secretion level of IL-1β and TGF-β1 was detected by ELISA. The results suggested 
that overexpression of SOCS1 in kidney ameliorated excretion of urine protein and inhibited the expression of 
CD68, IL-1β, TGF-β1 and FN. In addition, SOCS1 overexpression increased the expression of CK18 and decreased 
the expression of α-SMA in tubular epithelial cells. All of the results indicated that overexpression of SOCS1 could 
reduce the inflammatory response and inhibit the tubular epithelial-mesenchymal transdifferentiation in renal tissue 
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of diabetic mice and relieve renal tubular interstitial damage.
Keywords       diabetic nephropathy; inflammation; SOCS1; epithelial-mesenchymal transdifferentiation 

随着人民生活水平的提高和人口老龄化的

加剧, 糖尿病(diabetes mellitus, DM)发病率逐年上

升, 作为其慢性微血管并发症之一的糖尿病肾病

(diabetic nephropathy, DN)已成为肾脏疾病乃至整个

医学界尤为关注的问题, 但有关其发病机制尚未完

全阐明。近年来大量研究表明, 糖尿病肾组织中存

在炎细胞浸润和多种炎症介质水平的上升, 从而提

出了DN的炎症发病机制, 认为炎细胞及其产生的炎

性细胞因子在糖尿病肾损害的发病过程中起关键作

用, 并且炎症环境可通过诱导肾小管上皮细胞转分

化、促使细胞外基质分泌增多, 从而参与肾小管间

质病变进展[1-2]。因此, 抑制炎症反应有可能成为阻

止糖尿病肾小管间质病变进展的一种新的治疗策

略。

细胞因子信号传导抑制蛋白(suppressors of 
cytokine signaling, SOCS)是一类可被多种细胞因子

诱导产生并对细胞因子信号通路具有负反馈调节作

用的蛋白分子。有研究表明, SOCS1可抑制脂多糖

诱导的白细胞介素-6的合成[3]。本实验室之前的研

究结果亦表明, SOCS1可通过抑制肾组织中单核细

胞趋化蛋白-1的表达缓解肾损伤[4], 提示SOCS1具有

抗炎作用。本实验旨在探讨过表达SOCS1是否可通

过抑制糖尿病小鼠肾组织炎症反应进而抑制肾小管

上皮细胞转分化从而缓解肾小管间质病变。

1   材料与方法
1.1   材料

PCR3.1 SOCS1真核表达载体和PCR3.1空载体

由德国Maximilians大学Dr.Auernhammer惠赠。雄性

CD-1小鼠购自北京维通利华实验技术公司(合格证

编号: 0126327)。链脲佐菌素(streptozotocin, STZ)购
自Sigma公司。TransIT-EE Hydrodynamic Delivery 
Solution购自美国Mirus公司。兔抗SOCS1、CK18和
α-SMA多克隆抗体购自Abcam公司, 兔抗CD68多克

隆抗体购自北京博奥森生物技术有限公司。ELISA
试剂盒购自R&D公司。

1.2   方法

1.2.1   动物模型制备及分组      选取体重20~25 g的雄

性CD-1小鼠, 将小鼠随机分为对照组(Control组)、糖

尿病组(DM组)、SOCS1质粒转染组(DM+S1组)和空

载体转染组(DM+V组)。DM组、DM+S1组和DM+V
组小鼠单次腹腔注射STZ 150 mg/kg(STZ溶于0.1 mol/
L橼酸盐缓冲液中, pH4.5)。对照组只注射相同体

积的枸橼酸盐缓冲液, 72 h后尾尖取血, 血糖仪测定

血糖, 尿糖试纸测定尿糖, 血糖≥16.7 mmol/L, 且尿

糖+++~++++者确定为DM模型成功。成模后当天

DM+S1组小鼠尾静脉快速注射pEF-FLAG-I/mSOCS1
质粒(1 mg/kg), DM+V组用同种剂量和方法注射pEF-
FLAG-I空质粒, 此后每隔7 d注射1次, 实验期间动物

自由进食、饮水, 不使用胰岛素及其他降糖药物。

1.2.2   标本收集      DM模型成功后, 每周测血糖1次, 
不符合标准者弃去。于注射STZ后12周每组取6只
小鼠, 尾静脉取血, 再次测定血糖; 称重后收集24 h
尿液, 用于测定尿蛋白。切取肾脏, 取部分肾皮质经

福尔马林固定后用于免疫组织化学染色; 部分肾皮

质经液氮速冻后保存于−80 °C冰箱备用。 
1.2.3   尿蛋白检测      每个样本取20 μL尿液, 用西门

子IMMULIPE1000全自动免疫发光分析仪检测尿蛋

白浓度, 计算24 h尿蛋白量。

1.2.4   逆转录−聚合酶链反应(RT-PCR)      Trizol法提

取总RNA, 在逆转录酶的作用下合成cDNA, 以cDNA
为模板进行PCR扩增。各指标的引物分别为 : 18S 
rRNA上游引物 : 5′-ACA CGG ACA GGA TTG ACA 
GA-3′, 下游引物 : 5′-GGA CAT CTA AGG GCA TCA 
CAG-3′(238 bp); CK18上游引物 : 5′-CGC TCG TTC 
ACG AGT GGA CCC GGT-3′, 下游引物: 5′-CCA GCT 
GCC GAC GGA GGT TGA TGA-3′(388 bp); α-SMA上
游引物: 5′-CTG AAG AGC ATC CGA CAC-3′, 下游引

物 : 5′-GAC TCC ATC CCA ATG AAA G-3′(520 bp)。
引物由上海捷锐生物公司合成。扩增条件 : 95 °C预
变性5 min; 进入循环, 94 °C变性45 s, 55 °C退火60 s, 
72 °C延伸60 s; 36个循环后, 72 °C延伸10 min。PCR
产物在2%琼脂糖凝胶中电泳, 然后置于凝胶图像分

析系统进行吸光度扫描, 以18S rRNA校正, 用目的基

因的吸光度与18S rRNA吸光度的比值代表目的基因

的相对表达含量。

1.2.5   免疫组化      取肾组织进行4 μm切片, 常规脱

蜡至水, 一抗SOCS1、CK18或α-SMA(1:100)稀释, 
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二抗为生物素化羊抗兔IgG, 以PBS代替一抗作为阴

性对照, DAB显色, 光镜观察阳性信号。

1.2.6   Western blot      取肾组织匀浆后离心, 取上清

液作为待测样品, 用考马斯亮蓝测定蛋白浓度。每

个样品取50 μg蛋白, 10% SDS-PAGE凝胶电泳后电

转移至PVDF膜, 5%脱脂奶粉37 °C封闭2 h; 分别加入

SOCS1、CK18、α-SMA和FN抗体(1:500稀释), 4 °C
过夜; 洗膜后加入辣根酶标记的羊抗兔二抗(1:5 000
稀释), 37 °C孵育1.5 h; 洗膜后用ECL化学发光法显

影。以β-actin作为内参。Western blot条带信号强度

应用LabWork 4.5图像分析软件进行定量分析, 测定

各条带的吸光度(D)值。

1.2.7   流式细胞术      将组织标本用网搓法制成单

细胞悬液, 生理盐水洗涤后离心, 弃上清。依次加入

CD68(1:100稀释, 37 °C温浴30 min), 羊抗兔单克隆

FITC-IgG(1:100稀释, 37 °C温浴30 min)后上机分析。

将测得的数据进行分析, 以荧光指数(FI)表示所测指

标的相对含量, FI>1.0为阳性表达。FI=(各处理组样

品的平均荧光强度−对照样品平均荧光强度)/正常

组织平均荧光强度。

1.2.8   酶联免疫吸附实验(enzyme-linked immuno-
sorbent assay, ELISA)      取肾组织匀浆后离心, 取上

清液作为待测样品。将稀释后的标准品、待测样品

各50 μL于反应孔内, 立即加入50 μL相应抗体, 37 °C

孵育45 min, 再加入100 μL的亲和链酶素-HRP, 37 °C
孵育30 min, 然后加入底物A、B, 37 °C孵育5 min, 终
止反应后, 在450 nm波长处测定各孔的D值。样品

含量根据其D值由标准曲线换算出相应浓度。

1.3   统计学分析

 所得数据用x
_
±s表示, 用SPSS 13.0进行统计分

析, 多组间数据间的两两比较采用方差分析SNK检

验, P<0.05认为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   SOCS1质粒转染效率的鉴定

RT-PCR及Western blot结果表明, SOCS1质粒转

染组小鼠肾组织中SOCS1蛋白及mRNA的表达均明

显增强(图1)。免疫组化染色显示, SOCS1阳性着色

主要定位于肾小管上皮细胞(图2)。上述结果提示, 
SOCS1质粒转染成功, 且在肾小管上皮细胞中其蛋

白水平获得高效表达。

2.2   SOCS1对血糖及尿蛋白的影响

糖尿病组小鼠血糖(Glu)及24 h尿蛋白(Upro)均明

显高于对照组小鼠; 与糖尿病组小鼠相比, SOCS1质粒

转染组小鼠的24 h尿蛋白明显降低, 但血糖无明显变化, 
而空载体转染对血糖及24 h尿蛋白无明显影响(表1)。
2.3   SOCS1对CD68和IL-1β表达的影响

糖尿病组小鼠肾组织中CD68和IL-1β的表达明
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A: SOCS1 mRNA表达; B: SOCS1蛋白表达; C: 结果分析。*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与糖尿病组比较。

A: the expression of SOCS1 mRNA; B: the expression of SOCS1 protein; C: the results represented as a bar graph. *P<0.05 vs control group; #P<0.05 
vs DM group.

图1   各组动物肾组织中SOCS1蛋白及mRNA的表达

Fig.1   The expression of SOCS1 protein and mRNA in renal tissue
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TGF-β1和FN表达, 结果显示, 糖尿病组小鼠肾组织

中TGF-β1和FN的表达明显高于对照小鼠, 而SOCS1
质粒转染可抑制二者的表达, 但空载体转染对其没

有影响。

Control DM DM+V DM+S1

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

图2   免疫组化检测肾组织中SOCS1蛋白的表达

Fig.2   The expression of SOCS1 protein in renal tissue detected by immunohistochemistry

Control DM

CK18

α-SMA

DM+V DM+S1

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

表1   血糖及24 h尿蛋白排泄的情况(x
_
±s, n=6)

Table 1   The level of glycemia and urinary protein of 24 h 
(x
_
±s, n=6)

组别

Group
血糖(mmol/L)              尿蛋白(mg/24 h)
Glycemia (mmol/L)      Urinary protein (mg/24 h)

Control
DM
DM+V
DM+S1

5.4±0.5                         5.7±0.7  
23.4±3.2*                                    34.7±4.0*

23.7±4.0*                     34.9±4.7*

25.0±5.9*                     21.0±2.7*#

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与空载体转染组比较。

*P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs DM+V group.

表2   肾组织中CD68、IL-1β和TGF-β1的表达(x
_
±s, n=6)

Table 2   The expression of CD68、IL-1β and TGF-β1 in renal tissue (x
_
±s, n=6)

组别                         CD68水平(FI)                         IL-1β水平(pg/mL)                          TGF-β1水平(pg/mL)
Group                       The level of CD68 (FI)           The level of  IL-1β (pg/mL)            The level of TGF-β1 (pg/mL)

Control                     1.00±0.06                                 5.06±0.84                                        9.35±0.61
DM                           1.73±0.07*                                                     14.02±1.91*                                        27.82±1.19*

DM+V                      1.71±0.53*                                                     14.30±2.52*                                    27.95±0.76*

DM+S1                    1.46±0.14*#                                   8.16±2.04*#                                                               15.99±0.93*#

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与空载体转染组比较。

*P<0.05 vs control group;  #P<0.05 vs DM+V group.

显高于对照组小鼠; SOCS1质粒转染可降低CD68的
和IL-1β表达, 而空载体转染不影响CD68和IL-1β的
表达(表2)。
2.4   SOCS1对CK18、α-SMA表达的影响

免疫组织化学结果显示, 与对照组相比, 糖尿

病组小鼠肾小管上皮细胞中CK18的阳性信号减

弱并出现α-SMA的阳性信号; 经SOCS1质粒处理

后, CK18和α-SMA的信号强度均有所恢复(图3); 经
Western blot(图4)和RT-PCR(图5)检测CK18和α-SMA
蛋白和mRNA的表达, 亦得到与组化相同结果, 即
SOCS1过表达可从基因水平改变CK18和α-SMA 
mRNA的表达, 进而影响蛋白表达水平。

2.5   SOCS1对TGF-β1和FN表达的影响

分别应用ELISA(表2)和Western blot(图4)检测

图3   免疫组化检测各组动物肾组织中CK18和α-SMA的表达

Fig.3   The expression of CK18 and α-SMA in renal tissue detected by immunohistochemistry
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3   讨论
糖尿病肾病(diabetic nephropathy, DN)是糖尿病

常见而严重的并发症, 是糖尿病患者的主要死因之

一。DN的病因及发病机制非常复杂, 涉及到遗传、

代谢、生长因子、细胞因子等多种因素。以往认为, 
DN是一种非炎性疾病, 但近来越来越多的实验表

明, 免疫机制和炎性细胞因子在DN的发生发展过程

中起重要作用[1]。无论是1型还是2型糖尿病, 早期

肾组织中均出现单核/巨噬细胞浸润和活化, 其可通

过释放多种炎性细胞因子参与DN进展中肾小球及

小管间质的损伤[5-6]。白细胞介素-1β(IL-1β)是具有

多种生物学活性的细胞因子, 在肾脏疾病中, IL-1β
主要由浸润的巨噬细胞分泌。研究表明, IL-1β通过

诱导肿瘤细胞EMT促进肿瘤的浸润和转移[7-8]; 糖尿

病患者血液和尿液中IL-1β的水平增高并与肾组织

结构损伤及功能改变有关, 可作为糖尿病肾损伤的

早期辅助诊断标准[9-10]。我们之前的体外研究亦证

实, IL-1β可诱导肾小管上皮细胞转化为肌成纤维细

胞[11]。但有关IL-1β在糖尿病鼠肾组织中的表达及

作用未见报道。因此, 我们应用STZ诱导CD-1小鼠

糖尿病模型, 检测其肾组织中CD68(巨噬细胞标志

蛋白)和IL-1β的表达。结果表明, 糖尿病小鼠肾组织

中巨噬细胞数量增加、IL-1β水平增高, 同时还检测

到纤维化相关蛋白TGF-β1和FN的高表达及小管上

皮细胞转分化的表现。

综合上述结果, 我们推测, 糖尿病鼠肾组织出

现炎症反应, 表现为巨噬细胞浸润及细胞因子表达

增多, 其中IL-1β的水平明显上调, 可能通过诱导小

管上皮细胞转分化、上调TGF-β1和FN的水平从而

参与糖尿病肾小管间质病变的进展。由此考虑, 控
制炎症反应、抑制肾小管上皮细胞转分化可能是阻

止DN肾小管间质病变进展的一种新的治疗策略。

SOCS是新近发现的一种可被多种细胞因子诱

导产生并对细胞因子信号通路具有负反馈调节作用

的蛋白分子。在多种疾病模型中都证实SOCS具有

抗炎作用[12-13]。应用糖尿病模型研究亦表明, SOCS
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A: CK18、α-SMA和FN蛋白表达; B: 结果分析。*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与空载体转染组比较。

A: the protein expression of CK18, α-SMA and FN; B: the results represented as a bar graph. *P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs DM+V group.
图4   Western blot检测各组动物肾组织中CK18、α-SMA和FN的表达

Fig.4   The expression of CK18, α-SMA and FN in renal tissue detected by Western blot
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图5   RT-PCR检测各组动物肾组织中CK18和α-SMA mRNA的表达

Fig.5   The expression of CK18 and α-SMA mRNA in renal tissue detected by RT-PCR
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可通过抑制炎症因子如: 单核细胞趋化因子-1、细

胞间黏附分子-1和白介素-6等的表达从而缓解糖尿

病肾损伤[14-15]。本实验探讨了过表达SOCS对糖尿

病鼠肾组织巨噬细胞浸润及IL-1β表达的影响及其

与肾小管间质病变的关系。应用转染试剂TransIT-
EE Hydrodynamic Delivery Solution介导进行SOCS1
基因体内转染, 转染后肾组织中SOCS1 mRNA和蛋

白表达明显增强, 提示SOCS1转染成功并在蛋白水

平上获得了高效表达。之后进一步检测了SOCS1过
表达对糖尿病小鼠肾组织炎症反应、肾小管上皮细

胞转分化及TGF-β1、FN表达的影响。结果显示, 肾
组织过表达SOCS1可降低CD68和IL-1β的水平、抑

制肾小管上皮细胞转分化并下调TGF-β1及FN的表

达。结果提示, SOCS1能缓解DN肾小管间质病变, 
该作用可能是通过SOCS1的抗炎作用, 即通过减少

巨噬细胞浸润和IL-1β的表达而发挥的。
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