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肾组织内皮素受体 A、B在老年糖尿病肾病
发展中的作用研究

何华妮
（海南省琼海市人民医院 肾内科，海南 琼海 571400）

摘要：目的 探讨肾组织中内皮素受体A、B（ETAR、ETBR）表达变化在老年糖尿病肾病发展中的作用。方法 选

取 2015年 1月 -2016年 6月该院收治的糖尿病肾病老年患者 34例，根据糖尿病肾病病理分型分为：糖尿病肾病

Ⅰ级（D1组 10例），Ⅱ级（D2组 12例），Ⅲ级（D3组 12例）；选取同期在该院行肾肿瘤切除术后远离肾肿瘤的

正常组织为对照组（10例）。免疫组织化学检测 ETAR、ETBR的表达量；免疫荧光双染法定位 ETAR、ETBR在肾

组织的分布部位。收集生化检测指标，计算肾小球硬化率，进行相关性分析。结果 D3组尿蛋白水平高于 D2和

D1组，差异有统计学意义（ <0.05）；D3组肾小球滤过率（GFR）和白蛋白（Alb）与 D1组比较差异有统计学意

义（ <0.05）；D3组和 D2组肾小球硬化率均高于 D1组，差异有统计学意义（ <0.05）。糖尿病肾病各组 ETAR、

ETBR表达量均高于对照组，差异有统计学意义（ <0.05）；对照组 ETAR表达量少于 ETBR，随着病情加重糖

尿病肾病患者肾组织中 ETAR表达量逐渐增加，组间比较差异有统计学意义（ <0.05）；D2组 ETBR表达量最

高，与 D1组和 D3组比较差异无统计学意义（ >0.05）；ETAR/ETBR在各组比较差异有统计学意义（ <0.05）。

ETAR在肾小管近端和远端均存在表达，ETBR主要表达于肾小管近端。糖尿病肾病患者肾组织中 ETAR表达量

与病程、尿蛋白水平、肾小球硬化率（ROG）呈正相关；ETBR表达量与病程呈负相关；ETAR/ETBR比值与病程、

尿蛋白水平及ROG呈正相关，与 Alb、GFR呈负相关。结论 老年糖尿病患者肾组织中 ETAR、ETBR表达量增

加，ETAR/ETBR值倒置与病情发展呈正相关。
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Abstract: Objective To investigate the endothelin receptor A, B (ETAR, ETBR) expression in renal tis原
sue of the development in elder diabetic nephropathy. Methods From January 2015 to June 2016, 34 elderly
patients with diabetic nephropathy in our hospital were divided into 3 groups according to pathological type:
10 cases of group D1 (12 cases), grade D2 group (12 cases), grade D3 group. Patients underwent renal tumor
resection from renal tumors in our hospital as the control group (10 cases). The expressions of ETAR and
ETBR were detected by immunohistochemistry. The location of ETAR and ETBR in renal tissue was detected
by immunofluorescence double staining method. Biochemical detection indexes were collected to calculate the
rate of glomerular sclerosis, and the correlation was analyzed. Results The urine protein level of D3 group
was significantly higher than that of D2 and D1 group, the difference was statistically significant ( < 0.05).
Glomerular filtration rate (GFR) and albumin (Alb) had significant difference between group D3 and D1 ( <
0.05). D3 group and D2 group glomerular sclerosis rate were significantly higher than that in D1 group, the
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糖尿病肾病多发于老年人群，是导致糖尿病患者

死亡的主要并发症之一[1]。研究发现，糖尿病肾病患

者血浆和尿液中内皮素 1（endothelin-1，ET-1）含量

增加并参与了病情的发展，ET-1主要通过内皮素受

体 A（endothelin type a receptor，ETAR）、内皮素受

体 B（endothelin type b receptor，ETBR）2种受体亚

型发挥作用[2-3]。相关研究[4]显示，正常人肾脏 ETAR

与 ETBR的比值为 1∶2，但糖尿病肾病患者肾组织

ETAR和 ETBR的变化仍处在动物实验层面，且结论

存在争议[5-7]。本研究通过观察不同糖尿病肾病时期

老年患者肾组织中 ETAR和 ETBR表达变化，探讨其

与老年糖尿病发展的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2015年 1月 -2016年 6月本院收治的糖

尿病肾病老年患者 34例。肾活检前均告知患者必要

性和危险性，签署知情同意书；排除合并继发性肾脏

病变、心力衰竭及严重感染的患者。其中，男性 25

例，女性 11例；年龄 60～79岁，平均（64.91±9.35）

岁。根据美国肾病学会 2010年颁布的糖尿病肾病病

理分型标准，分为糖尿病肾病Ⅰ级（D1组 10例），Ⅱ

级（D2组 12例），Ⅲ级（D3组 12例）。选取同期在本

院行肾肿瘤切除术后距肾肿瘤 >3 cm的组织，苏木

精 -伊红染色法（hematoxylin-eosin staining，HE）染

色后显微镜下观察为形态正常的肾组织为对照组

（10 例）。其中，男性 7 例，女性 3 例；年龄 60～76

岁，平均（66.08±11.70）岁。糖尿病肾病患者与对照

组患者之间性别构成、年龄比较差异无统计学意义

（ >0.05）。

1.2 方法

1.2.1 肾病理检查 入选患者进行肾组织光学显微

镜、免疫荧光及电子显微镜检查，其中，光学显微镜

检查包括：HE染色；PAS染色法（periodic acid-schiff

stain，PAS）；正六胺银染色法（aeriodic acid-silver

methe-namine，PASM-Masson）染色；Masson 三色染

色。计算肾小球硬化率（Glomerular sclerosis rate，

ROG）。经本科与超声科协作进行肾活检组织穿刺，

将标本初步处理后送上级医院或广州金域医学检验

中心进一步检查及处理。

1.2.2 免疫组织化学检测 取肾组织石蜡包块，二甲

苯脱蜡，酒精梯度脱水，3%过氧化氢 37℃孵育 15 min，

磷酸盐缓冲液冲洗 3次；修复抗原，羊血清工作液封

闭 20 min，分别滴加 ETAR、ETBR多克隆抗体（上海

研谨生物科技有限公司，1∶1 000稀释），4℃冷藏过

夜，磷酸盐缓冲液冲洗 3次，滴加生物素标记的二抗，

37℃孵育 60 min，磷酸盐缓冲液洗净；滴加辣根过氧

化物酶（horse radish peroxidase，HRP）标记的链霉素

卵白素工作液，37℃孵育 60 min，二氨基联苯胺（Di-

aminobenzidine，DAB）染色，蒸馏水洗净后苏木素复

染，脱水、透明、干燥及封片，高倍光镜视野下观察胞

质为棕黄色的为阳性，进行半定量分析；采用 Image

pro plus 6.0软件测定 ETAR、ETBR表达量。

1.2.3 免疫荧光双染法 肾组织制作 2μm冷冻切

片，采用直接免疫荧光法和间接免疫荧光法，共聚焦

显微镜下观察染色结果。近端和远端肾小管的蛋白

标志物分别为 LTL、THP（上海玉博生物科技有限公

司），集合管蛋白标志物为 DBA（上海浩然生物技术

有限公司），按试剂盒说明书进行操作。

difference had statistical difference ( < 0.05). The expression of ETAR and ETBR in diabetic nephropathy
group were significantly higher than the control group, the difference was statistically significant ( < 0.05). The
expression of ETAR was less than ETBR in the control group, with the aggravation of increased expression of
ETAR in renal tissue of diabetic nephropathy patients, the differences between groups were statistically significant
( < 0.05). The expression of ETBR in D2 group was the highest, and no statistically significant differences
between D1 group and D3 group ( > 0.05). ETAR/ETBR in each group had statistically significant difference
( < 0.05). ETAR was expressed in proximal and distal renal proximal tubule. ETBR was mainly expressed in
proximal tubule. The expression of ETAR in renal tissue of patients with diabetic nephropathy and duration,
urinary protein level and ROG were positively correlated. The expression of ETBR was negatively related to
the amount and duration. ETAR/ETBR ratio and the course of disease, urinary protein level, ROG were positively
correlated, negatively correlated with Alb, GFR. Conclusions The expression of ETAR and ETBR in the renal
tissues of the elderly patients with diabetes mellitus are significantly increased, and the inversion of ETAR/
ETBR value is positively correlated with the development of the disease.

Keywords: diabetic nephropathy; renal tissue; endothelin receptor; elder
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表 1 各组患者生化检测结果和肾小球硬化率比较 （x±s）

组别 尿蛋白 /（g/d） HbA1C/% GFR Alb/（g/L） Scr/（μmol/L） ROG/%

对照组 0.04±0.02 4.21±0.52 115.62±3.78 39.96±6.15 59.71±10.05 0.50±0.11

D1组 1.57±0.35 7.52±1.67 104.05±7.43 39.02±5.36 86.63±4.93 2.11±1.95

D2组 2.51±0.83 7.28±1.31 88.19±22.59 33.38±8.09 83.85±6.79 13.80±5.161）

D3组 5.17±2.661）2） 7.60±1.69 68.27±26.131）2） 31.89±9.771） 93.05±6.19 18.63± 15.541）

值 4.068 0.826 8.339 6.350 0.995 10.985

值 0.035 0.195 0.005 0.018 0.082 0.001

注：1）与 D1组比较， <0.05；2）与 D2组比较， <0.05

表 2 各组肾小管 ETAR和 ETBR表达量 （x±s）

组别 ETAR ETBR ETAR/ETBR

对照组 1.24±0.09 2.89±0.10 0.36±0.15

D1组 5.56±0.34 6.61±1.86 0.94±0.21

D2组 8.63±1.39 7.05±1.91 1.37±0.11

D3组 12.65±1.84 6.02±1.18 2.20±0.25

值 11.931 0.539 9.138

值 0.001 0.261 0.003

1.3 统计学方法

数据分析采用 SPSS 14.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，用方差分析，两两比较用

检验；回归分析用 Pearson法， <0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 生化检测结果和肾小球硬化率

经单因素方差分析，各组尿蛋白、肾小球滤过率

（glomerular filtration rate，GFR）、白蛋白（Albumin，Alb）、

肾小球硬化率（Glomerular sclerosis rate，ROG）间差

异有统计学意义（ <0.05），各组尿蛋白水平差异有

统计学意义；进一步两两比较显示，D3组尿蛋白高于

D2和D1组，差异有统计学意义（ <0.05）；D3组 GFR、

Alb均低于 D2和 D1组，差异有统计学意义（ <0.05）；

D3组和 D2组 ROG高于 D1组，差异有统计学意义

（ <0.05）。糖尿病肾病各组间糖化血红蛋白

（HbA1C）、血清肌酐（serum creatinine，Scr）水平比较

差异无统计学意义 >0.05）。见表 1。

2.2 免疫组织化学检测结果

经单因素方差分析，各组 ETAR、ETBR表达量比

较差异有统计学意义（ <0.05），各组 ETAR、ETBR

表达量有差异；进一步两两比较显示，糖尿病肾病各

组 ETAR、ETBR表达量高于对照组，差异有统计学意

义（ <0.05）；对照组 ETAR表达量少于 ETBR，随着

病情加重糖尿病肾病患者肾组织中 ETAR表达量逐

渐增加，组间比较差异有统计学意义（ <0.05）；D2组

ETBR表达量最高，与 D1组和 D3组比较差异无统计

学意义（ >0.05）；ETAR/ETBR在各组比较差异有统

计学意义（ <0.05）。见表 2和图 1。

2.3 糖尿病肾病患者免疫荧光双染色结果

以 LTL为近端肾小管标志物，4'，6-二脒基 -2-

苯基吲哚（4'，6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）为

蓝色荧光染料，Merge为蓝色与绿色染料混合染色

结果（见图 2）。ETAR在肾小管近端和远端存在表达，

ETBR主要表达于肾小管近端。

2.4 相关性分析

单因素相关性分析显示，糖尿病肾病患者肾组织

中 ETAR表达量与病程、尿蛋白水平及 ROG呈正相

关；ETBR 表达量与病程呈负相关；ETAR/ETBR 比

值与病程和尿蛋白水平、ROG呈正相关，与 Alb、GFR

呈负相关。见表 3。

A B C D
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表 3 ETAR、ETBR影响因素相关性分析

受体 病程 尿蛋白 /（g/d） HbA1C/% GFR Alb/（g/L） Scr/（μmol/L） ROG/%

ETAR 值 0.915 0.842 -0.040 -0.575 -0.600 0.278 0.890

值 0.001 0.005 0.992 0.079 0.061 0.177 0.002

ETBR 值 -0.186 -0.040 -0.077 0.134 0.182 -0.491 0.384

值 0.035 0.091 0.735 0.522 0.381 0.063 0.055

ETAR/ETBR
值 0.724 0.950 0.091 -0.593 -0.631 0.082 0.563

值 0.037 0.001 0.752 0.008 0.005 0.887 0.045
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A、E：对照组 ETAR、ETBR染色；B、F：D1组 ETAR、ETBR染色；C、G：D2组 ETAR、ETBR染色；D、H：D3组 ETAR、ETBR染色

图 1 各组肾小管 ETAR和 ETBR染色结果 （免疫组织化学×400）

E F G H

A B C D

A、E：患者肾小管 ETAR、ETBR染色阳性；B、F：与 A、E部位相同的肾组织近端肾小管染色阳性；C、G：与 A、E部位相同的肾组织肾小管上

皮细胞核染色阳性；D：A、B、C整合在一起，为 ETAR在肾小管近端表达；H：E、F、G整合在一起，为 ETBR在肾小管近端表达

图 2 糖尿病肾病患者肾小管 ETAR和 ETBR双染色结果 （免疫荧光×400）

E F G H

3 讨论

ET-1与 ETAR结合后可诱导炎症反应、血管收

缩及细胞增殖[8-10]，与 ETBR结合后可介导内皮素浓

度相关的 NO释放[11]，促进循环中 ET-1清除和水钠

排泄，起到舒张血管、利尿降压的作用[12-13]。本研究显

示，人正常肾组织中多表达于肾小管，肾小球中无表

达；糖尿病肾病肾组织中 ETAR、ETBR在肾小管表

达水平提升，肾小球中也有表达。免疫荧光双染法显

示，肾组织中皮质内部集合管、近曲小管和远端小管

中多分布 ETAR；近端小管中多分布 ETBR。本研究中
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收集人肾组织时多为肾皮质部分，只有少量髓质，

因此无法得到人肾脏髓质和集合系统的分布情况。

本研究显示，人正常肾组织中 ETAR表达量低于

ETBR，糖尿病肾病早期肾组织中 ETAR和 ETBR表

达水平均提升，随着病情进展 ETAR表达水平高于

ETBR，在糖尿病肾病Ⅲ级时 ETAR与 ETBR的比值

达到 2∶1。说明 ET系统在糖尿病肾病发展中发挥作

用，其机制可能与糖尿病肾病患者血管内皮功能受损

有关。当肾脏局部 ET-1分泌量增加时，其相应的 2

个受体含量也存在改变，在病情早期 ETBR可竞争性

抑制 ETAR与 ET-1结合，扩张血管，保护肾组织；随

病情发展 ETBR分泌不足，肾组织损伤加重。相关性

研究显示，ETAR表达水平与病程、尿蛋白量、ROG呈

正相关，ETBR与病程呈负相关，与其他两项无相关

性，提示 ETAR在糖尿病肾病进展中发挥重要作用；

ETAR与 ETBR的比值异常与病程、ROG、尿蛋白量、

GFR有相关性，说明在糖尿病肾病发展中的作用不

可忽视。

综上所述，糖尿病可激活内皮素系统，肾脏组织

中持续高表达 ETAR及 ETAR/ETBR比值异常参与

糖尿病肾病的发生、发展。本研究可为干预内皮素途

径治疗糖尿病肾病提供新的理论基础。
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