
  

TRPC1 与 BK-α的表达对大鼠糖尿病肾病的影响

刘红明 ，陈志松 ，邹立芳 ，杨智雄 ，喻　卓 ，胡　伟
（昆明医科大学第一附属医院心脏内二科，云南 昆明　650032）

[ 摘要 ]  目的　 探究瞬时受体电位 C1（transient receptor potential channel 1，TRPC1）蛋白和大电导钙离子激

活钾通道α 亚单位（large conductance Ca2+-activated K+channel α subunit，BK-α）蛋白对大鼠糖尿病肾病（diabetic

kidney disease，DKD）的影响。方法　 将 SD 大鼠随机分为对照组（n=15）和模型组（n=15）。利用高脂饲料和链脲

佐菌素（streptozocin，STZ）构建DKD 模型。采用血糖分析仪检测大鼠血糖变化；采用全自动生化分析仪检测大

鼠肾功能水平；HE 染色检测肾组织的病理变化以确定造模成功。实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）和蛋白免疫印

迹分别检测肾组织TRPC1 和 BK-α 的 mRNA 和蛋白表达水平；免疫组化检测 TRPC1 和 BK-α 的分布和表达情

况。结果　 模型组大鼠空腹血糖（fasting plasma glucose，FPG）、尿白蛋白排泄率（urinary albumin excretion rates，

UAER）、血尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）和肌酐（creatinine，Cr）均显著高于对照组（P < 0.01）；模型组大鼠

肾小管内壁细胞出现膨胀现象，部分细胞脱离；可见肾小管发生病变或死亡；此外，在许多肾小管及肾间质区

域发现有中性白细胞及其残骸；以上 HE 染色结果提示，DKD 模型复制成功。TRPC1 和 BK-α 在肾小球部位

最为丰富，且模型组大鼠肾组织中 TRPC1 和 BK-α 的 mRNA 和蛋白水平都显著高于对照组（P < 0.05）。结论　大

鼠糖尿病肾病影响 TRPC1 和 BK-α 在肾组织中的分布和表达。
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［Abstract ］   Objective　To explore the effect of transient receptor potential channel 1 （TRPC1） protein and

large conductivity Ca2+ activated K+ channel α subunit （BK-α） protein on diabetic nephropathy （DKD）. Methods　SD

rats were randomly divided into a control group （n=15） and a model group （n=15）. Construct a DKD model using

high-fat  feed and streptozocin （STZ） .  Using a  blood glucose analyzer  to  detect  changes  in  blood glucose levels  in

rats; Using a fully automatic biochemical analyzer to detect the renal function level of rats; HE staining was used to

detect pathological changes in renal tissue to confirm successful modeling. Real time fluorescence quantitative PCR

（RT-qPCR） and Western blotting were used to detect the mRNA and protein expression levels of TRPC1 and BK-α

in renal tissue，respectively; Immunohistochemical detection of the distribution and expression of TRPC1 and BK-

α. Results　The fasting plasma glucose （FPG），urinary albumin excretion rate （UAER），blood urea nitrogen

（BUN），and creatinine （Cr） in the model group were significantly higher than those in the control group （P < 0.01）; 
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the inner wall cells of the renal tubules in the model group showed swelling，with some cells detached; visible renal

tubular lesions or death. In addition，neutrophils and their debris were found in many renal tubules and interstitial

regions; the above HE staining results indicate that the DKD model has been successfully replicated. TRPC1 and BK-

α  were  most  abundant  in  the  glomerulus， and  the  mRNA  and  protein  levels  of  TRPC1  and  BK-α  in  the  renal

tissue of the model group rats were significantly higher than those in the control group （P < 0.05）. Conclusion　Dia-

betic nephropathy affects the distribution and expression of TRPC1 and BK-α in renal tissue.
［Key words ］ Diabetic  nephropathy； Transient  receptor  potential  channel  1； Large  conductance  Ca2+-

activated K+ channel α subunit

 
糖尿病（diabetes mellitus，DM）是1 种由胰岛

素缺乏导致的代谢病症，随着患病人数不断增加

且持续时间较长，已成为当今世界的一个主要公

共健康挑战[1]。据相关报道，截止 2021 年，全球

的 DM 患者数量为 5.366 亿成年人；预计到 2045

年 这 一 数 字 将 升 至 7.832 亿 [2] 。 糖 尿 病 肾 病

（diabetic kidney disease，DKD）在DM 患者中有着

较高的发病率，其中在 1 型 DM 患者中的发病率

为 30%，而在 2 型 DM 患者中的发病率高达 40%[3]。

因此，非常有必要寻找 1 种高效的诊断与治疗

方式来缓解这种疾病长期对全球医疗系统的压

力[4]。

冠状动脉血管平滑肌细胞（smooth muscle cells，

SMC）中有2 个重要离子通道为瞬时受体电位 C1

（ transient  receptor  potential  canonical  1， TRPC1）通

道和大电导钙激活钾（ large conductance Ca2+-acti-

vated K+channel，BK）通道 [5−6]。当肌浆网中的钙

被耗竭时，会导致 TRPC1 通道开放，引发钙内流、

细胞去极化和血管收缩，在高血压的发病过程中

发挥重要作用。TRPC1 表达水平的异常和基因结

构的改变与肾小球硬化、肾细胞癌、非家族性肾

脏疾病、糖尿病肾病及多囊肾等多种肾脏疾病的

发生发展密切相关，可以作为其诊治的重要潜在

靶点。

Zhang 等 [7] 发现，在 STZ 诱导的 DM 大鼠模

型的肾组织中的 TRPC1 表达水平显著低于对照组。

在高血压发病过程中，作为微动脉血管舒张调节

的 BK 通道，可以通过调节其组成蛋白的表达水

平实现其功能[8]。当平滑肌细胞中的钙离子浓度

发生波动并触发 BK 通道后，会引发平滑肌细胞

膜电位出现超极化现象，进而造成血管舒张[9]。

然而，在高血压病程中，BK 通道的 β 亚基表现

出降低的情况，这会导致 BK 通道蛋白质对于钙

离子的敏感程度下降，最终无法再对平滑肌细胞

膜产生调控效应[10]。研究发现，BK 通道参与足

细胞的信号转到过程，同时可以与细胞膜蛋白相

偶联从而在许多重要的生理过程中发挥作用[11−12]。

因此，TRPC1 和 BK 通道通过参与肾皮质的生理

活动发挥其调节 DKD 的重要作用。综上所述，本

研究通过构建大鼠 DKD 模型，采用病理学、免疫

组织化学、分子生物学、蛋白免疫印迹学等方法

深入研究 TRPC1 与 BK-α 通道蛋白在糖尿病肾

病的表达情况，以期为 DKD 的诊疗提供新的分子

靶点。 

1    材料与方法
 

1.1    实验动物

SD 大鼠，30 只，雄性，200～220  g，6～8

周，购买于成都达硕动物有限公司，许可证编号

（SCXKC， 川 22008-23）。 将 大 鼠 随 机 分 为 对 照

组和模型组，每组 15 只。大鼠在 24 ℃ 和（60.0±

10.0）% 相对湿度下适应性饲养 1 周，光照/黑暗

周期为 12 h。本次动物实验方案经昆明医科大学

实验动物权利与伦理管理委员会批准 SCXL （滇）

2015-0002，动物伦理批准文号：Kmmu20231388。 

1.2    试剂与仪器

链脲佐菌素（Sigma，批号：18833-66-4）；苏

木素伊红（HE）染色试剂盒（索莱宝，批号：G1120）；

总 RNA 提取试剂盒（天根生化科技有限公司，批

号：DP419）；TIANScript Ⅱ cDNA 第一链合成试

剂盒（天根生化科技有限公司，批号：KR107）；

FastFire 快速荧光定量 PCR 预混试剂（天根生化科

技有限公司，批号：FP207）；Anti-TRPC1 抗体

（abcam，批号：ab192031）；Anti-BK-α 抗体（abcam，

批号：ab244891）；Anti-β-actin 抗体（abcam，批号：

ab8226）；山羊抗兔二抗（赛维尔，批号：G1213）；

通用二步法检测试剂盒（中杉金桥，批号：PV-

9000）。

组织包埋机（武汉俊杰，型号：JB-L5）；病理

切片机（Leica，型号：RM2235）；正置荧光显微镜

（Nikon，型号：MF53）；荧光定量 PCR 仪（ABI，
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型号：Step one plus）；低温高速离心机（湖南湘仪，

型号：TG20.5）；蛋白电泳系统（Bio-Rad，型号：

1 658 001）；ECL 发光成像分析系统（Bio-Rad，型

号：Gel Docxrs+）。 

1.3    实验方法 

1.3.1    糖尿病肾病模型构建　30 只雄性 SD 大鼠，

经过 1 周的适应性喂养后，按照随机双盲原则

随机分为对照组和模型组，每组 15 只。对照组

给予普通饲料喂养外，其余各组给予高脂高糖饲

料喂养 6 周，见表 1，禁食 12 h 后腹腔注射 STZ

（30 mg/kg·次），72 h 后连续 3 次经尾静脉取血

测 FPG≥16.7 mmol/L，则造模成功。如果造模未

成功，则在 1 周后再次注射 STZ，剂量与第一次

注射一致。对照组注射等体积的生理盐水。每只

动物均可自由获得水和食物。采集大鼠血液、收

集大鼠尿液，处死后获得肾组织，利用尖锐的手

术刀迅速地将肾组织切割成 2 部分，一部分放入

10 倍于组织体积的 10 % 中性福尔马林溶液中固

定 72 h，另一部分则存储在-80 ℃ 的冰箱中以备

后续使用。
 
 

表 1    高糖高脂饲料配料表（%）

Tab. 1    Ingredients of High Sugar and High Fat Feed （%）

成分 添加比例

猪油 10.0
胆固醇 2.5
蔗糖 20.0
胆酸盐 1.0
常规饲料 66.5
  

1.3.2    生化指标检测　造模成功后，尾静脉采血，

样本 4 ℃ 放置 1～2 h。样本在 4 ℃，1 500 r/min

离心 10 min，小心分离收集上层血清，血清分装

后置于-80 ℃ 备用。采用血糖分析仪检测大鼠的

空腹血糖（FPG）；采用全自动生化分析仪检测血

尿素氮（BUN）、肌酐（Cr）。

造模成功后，尾静脉采血后，将其转入代谢

笼内，禁食不禁水，留取 24 h 尿液，记录每只大

鼠的尿量。室温下，2 000 r/min 离心 10 min，取

上清置于-80 ℃ 备用。采用 ELISA 法检测尿微量

白蛋白含量，计算尿微量白蛋白排泄率。计算公

式如下：

UAER（μg/24 h）=尿微量白蛋白（μg/mL）×尿量

（mL/24 h）。 

1.3.3    苏木素伊红（HE）染色　将组织用 4% 多聚

甲醛溶液固定，石蜡包埋，切片。（1）烤片：将组

织片放入 64 ℃ 恒温箱中烘烤 1 h；（2）脱蜡：将

玻 片 放 入 到 二 甲 苯 中Ⅰ（ 10  min） -二 甲 苯Ⅱ

（10 min）；（3）水化：100% 酒精Ⅰ（5 min）-100%

酒 精Ⅱ（ 5  min） -95% 酒 精 （ 5  min） -80% 酒 精

（3 min）-70% 酒精（2 min）；PBS 冲洗 3 次，每次

5 min；（4）苏木素复染：将玻片放到苏木素中染

色 5 min，蒸馏水冲洗，放入到酒精-盐酸溶液中

进行分化，分化 10～15 s，放入到自来水中返蓝，

返蓝至少 15 min；（5）伊红染色：将玻片放入到伊

红 中 染 色 5 ～10  s， 放 入 到 蒸 馏 水 中 洗 1 次 ；

（ 6） 脱 水 ： 95% 酒 精 （ 5 ～10  s） -100% 酒 精Ⅰ

（5 min）-100% 酒精Ⅱ（5 min）；（7）透明：二甲苯

Ⅰ（10 min）-二甲苯Ⅱ（10 min）；（8）封片：用中性

树胶进行封片；（9）拍片：选择中间和 4 周不少

于 5 个视野进行拍照和分析。观查肾组织的基本

结构，分析病变情况、分辨细胞种类以及炎症细

胞浸润情况等。 

1.3.4    实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测　使

用 RNA 提取试剂盒分离提取肾组织中的总 RNA。

取 1 μg 总 RNA 使用 TIANScript  Ⅱ cDNA 第一链

合成试剂盒通过 PCR 仪制备互补 DNA，并使用

FastFire 快速荧光定量 PCR 预混试剂通过荧光定

量 PCR 仪进行扩增检测 TRPC1、BK-α 和甘油醛-

3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-

genase，GAPDH）的CT 值。采用 2-∆∆CT 法以GAPDH

作为内参来分析肾组织中 TRPC1、BK-α 的相对

表 达 量 。 采 用 NCBI 在 线 引 物 设 计 数 据 库 进 行

TRPC1、BK-α 和 GAPDH 引物设计，见表 2，由

上海捷瑞生物工程有限公司进行合成。 

1.3.5    Western  blot 检测　取肾组织 50 mg，加

入 0.5 mL 含有 PMSF 的 RIPA 裂解物（索莱宝，批

号：R0010）在冰上用组织匀浆器研磨裂解30 min。

在 4 ℃、12 000 r/min 下离心 20 min，得到上清液，

即总蛋白质。BCA 蛋白质测定试剂盒（索莱宝，

批号：PC0020）用于测定蛋白质浓度。使用 SDS-

PAGE 分离等量的蛋白质样品，然后转移到聚偏

二氟乙烯（PVDF）膜（Millipore，批号：IPVH00010）

上。在室温下用 5% 脱脂乳密封膜 1 h 后，将其

与一抗 TRPC1（1∶1 000）、BK-α（1∶1 000）和β-

actin （1∶2 000）在4 ℃ 下孵育过夜。然后将膜与

二抗在室温下孵育 2 h。ECL 试剂（Millipore，批号：

WBKLS0100）显示蛋白质条带，用化学发光成像系

统观察条带并扫描图像。使用 Image J 软件对扫

描图像进行量化。目标条带的灰度值与 β-actin

条带的灰度值的比率表示蛋白质的相对表达水平。 

第 6 期 刘红明， 等．TRPC1 与 BK-α 的表达对大鼠糖尿病肾病的影响 17



1.3.6    免疫组化检测　组织包埋切片后，进行脱

蜡：二甲苯 I、二甲苯Ⅱ各 5 min，复水：4 个梯

度（100%、95%、90%、80%）乙醇各4 min，PBS

冲洗 2 次（3 min/次）。抗原修复：将切片浸没于

抗原修复液中，高压锅中修复 2 min；灭活：使

用 3% 的 H2O2 使内源性过氧化物酶失去活性；一

抗孵育：按 1∶150 比例稀释一抗（阴性对照加等

体积的PBS），4 ℃ 过夜，PBS 冲洗 3 次；孵育二

抗 ： 加 入 羊 抗 小 鼠/兔 IgG 聚 合 物 ， 37 ℃ 孵 育

30 min，PBS 冲洗 3 次；DAB 显色：滴加现配的

DAB 试剂，室温显色 1～3 min；苏木素复染：苏

木素染液中染色 40 s，PBS 冲洗 3 次；随后进行

脱水、中性树胶封片。显微镜观察并拍照，采用

软件 image J Plus 对阳性细胞的平均光密度进行

分析。 

1.4    统计学处理

x̄± s

利用 SPSS20.0 软件进行统计分析。计量资料

以平均值±标准差（ ）表示，t 检验用于比较组

间差异。P < 0.05 为差异具有统计学意义。 

2    结果
 

2.1    DKD 模型的大鼠理化指标

造模 6 周后，对大鼠的血液和尿液的理化指

标进行检测。实验结果提示，模型组的空腹血糖

（ FPG）、 尿 白 蛋 白 排 泄 率 （ UAER）、 血 尿 素 氮

（BUN）和肌酐（Cr）均显著高于对照组（P < 0.05），

见表 3。
 
 

x̄± s表 3    不同组大鼠的理化指标比较 [（ ），n=15]

x̄± sTab. 3    Comparison of physical and chemical indicators of different groups of rats [（ ），n=15]

组别 空腹血糖
（FPG，mmol/L）

尿白蛋白排泄率
（UAER，mg/24 h）

血尿素氮
（BUN，mmol/L）

肌酐
（Cr，μmol/L）

对照组 5.968 ± 1.36 11.09 ± 0.91 6.403 ± 0.63 4.028 ± 1.29
模型组 21.61 ± 2.52 33.01 ± 1.62 26.36 ± 1.38 19.85 ± 1.61
t 3.261 2.485 4.069 3.012
P 0.003** 0.012** <0.001** 0.009**

　　与对照组比较，**P < 0.01。
 
 

2.2    大鼠肾组织 HE 染色

HE 染色结果提示，对照组大鼠肾组织中的

肾小球形态完好且没有显著的损伤，而肾小管则

有序地分布并呈现出明晰的外观；模型的大鼠肾

小管内壁细胞出现了膨胀现象，并且有部分细胞

发生了脱离，同时还可看到一些肾小管发生病变

或死亡的情况，甚至有些地方可以看到肾小管被

分解的现象，此外，在许多肾小管及肾间质区域

都能够发现中性白细胞与中性白细胞残骸的存在，

见图 1。以上实验结果提示，DKD 模型复制成功。 

2.3    TRPC1 与BK-α 在大鼠肾组织中的分布及表达

免疫组化结果提示，TRPC1 与 BK-α 蛋白在

肾组织中主要表达于肾小管上皮细胞的细胞质中，

TRPC1 与 BK-α 蛋白在模型组肾组织中的表达水

平显著高于对照组（P < 0.01）。TRPC1 与 BK-α

蛋白在肾小球部位表达最为丰富，然后是皮质部

和外髓部肾小管，但几乎没有出现在内髓部，见

图 2。 

2.4    大 鼠 肾 组 织 中 TRPC1 与 BK-α  mRNA 的

表达情况

RT-qPCR 结果显示，和对照组比较，模型组

TRPC1 的 mRNA 表达显著增加（P < 0.01）。和对

照组比较，模型组 BK-α 的 mRNA 表达显著增加

（P < 0.05），见图 3。 

 

表 2  TRPC1 和 BK-α 引物序列信息

Tab. 2    TRPC1 and BK-α primer sequence information

Gene Sequence（5′→3′） Length（bp）

BK-α
TTGAAGATGAGCAACCGCCA 20
TCATGCCTCATCAGCTTCGG 20

TRPC1
CGTTCTGAGTTACCTTCGGCT 21
AGCTGTGTCAGTCCAATCGT 20

GAPDH
GTGGAGTCTACTGGCGTCTT 20
TGCTGACAATCTTGAGGGA 19
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2.5    大鼠肾组织中 TRPC1 与 BK-α 蛋白表达

情况

Western blot 结果显示，与对照组相比，模型

组 TRPC1 的蛋白质表达显著增加（P < 0.01）。与

对照组相比，模型组 BK-α 的蛋白表达显著增加

（P < 0.01），见图 4。 

3    讨论

BK 通 道 有 2 个 结 构 部 分 ， 一 是 由 单 基 因

KCNMA 编码的 BK-α 亚基是 BK 的基本结构功

能部分，二是由 KCNMB 的 1～44 种基因编码的
 

肾小球
100 μm 100 μm

肾小管 肾小球

对照组 模型组

肾小管

图 1    各组大鼠肾组织 HE 染色（100×）

Fig. 1    HE staining of renal tissue in each group of rats （100×）
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x̄± s图 2    各组大鼠肾组织 TRPC1 与 BK-α 蛋白表达水平（100×）[（ ），n=15]

x̄± sFig. 2    Protein expression level of TRPC1 and BK-α in renal tissue of rats in each group [（ ），n=15]
A：大鼠骨组织肾组织中 TRPC1 与 BK-α 蛋白表达；B：BTRPC1 与 BK-α 表达阳性面积统计学分析。与对照组比较，
***P < 0.001。
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x̄± s图 3    各组大鼠肾组织中的 TRPC1 与 BK-α 的 mRNA 表达 [（ ），n=15]

x̄± sFig. 3    mRNA expression levels of TRPC1 and BK-α in renal tissue of rats [（ ），n=15]
A：大鼠肾组织中 TRPC1 的 mRNA 表达；B：大鼠肾组织中 BK-α 的 mRNA 表达。与对照组比较，*P < 0.05、**P < 0.01。
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BK-β 亚基。有研究表明，缺失 β1 亚基会降低

钙离子敏感性，抑制通道开放，增加平滑肌张力[13]。

BK-α 亚基和 BK-β1 亚基均参与类固醇诱导的

BK 活性修饰：β1 亚基对雌二醇和胆烷进行识别，

导致 BK 增强，而 α 亚基则足以抑制胆固醇或孕

烯醇酮对 BK 的抑制[14]。在 DKD 患者中，钾离子

通道的功能异常可能与肾脏损伤有关，BK 通道在

调节肾小管的电解质传递和尿液浓缩中起重要作

用，而 DKD 可能导致这些通道功能的异常，从而

加剧肾脏损伤[15]。本研究通过 RT-qPCR、Western

blot 和 IHC 检测了 DKD 大鼠肾组织中 BK 通道ɑ

亚基的 mRNA 和蛋白水平的变化情况，实验结果

表明，DKD 大鼠肾组织中 BK 通道 α 亚单位的

mRNA 和 蛋 白 表 达 水 平 都 显 著 高 于 对 照 组（P <

0.05），这说明 DKD 肾病显著增加了肾组织中 BK

通道数量，从而对肾组织微血管中的钾离子水平

起着显著的调控作用，该结果与已有研究报道相

一致[16−17]。

本研究结果表明，DKD 大鼠的肾组织比对照

组受到更为严重的损害，这种损害进一步影响到

肾功能，表现为血尿素氮、血肌酐和尿白蛋白排

泄率的增加。Western blot 和 RT-qPCR 结果发现

肾组织 BK-α 亚单位表达升高，可能改变了 BK

通道活性，进而导致血管舒缩异常，加重糖尿病

肾脏病变程度。综上所述，BK 通道对于保持血

管平滑肌细胞的膜电位并调整其压力有着关键性

的影响，并且这种影响也直接涉及到糖尿病肾病

的产生及进展过程。然而，关于 BK 通道是如何

对肾脏疾病造成影响，以及二者之间是否存在明

确的关系，仍需要更深入的研究来阐明。综上所

述，研究糖尿病肾病大鼠中 TRPC1 与 BK-α 表

达水平对于指导临床实践和深入了解疾病机制具

有重要意义，有望为糖尿病肾病的治疗和管理提

供新的思路和方法。
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