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血管紧张素转化酶2(ACE2)在糖尿病大鼠
肾损伤中的作用及机制分析

王珊珊，马  畅，张  伟，王艳霞，张源淑*
(南京农业大学 农业部动物生理生化重点开放实验室，江苏 南京 210095)

摘  要：目的：通过比较肾脏组织中血管紧张素转化酶Ⅰ(angiotensin converting enzyme Ⅰ，ACE)-血管紧张

素Ⅱ(ang iotensin Ⅱ，AngⅡ)-血管紧张素Ⅱ受体1亚型(Ang Ⅱ type 1 receptor，AT1)/血管紧张素转化酶2(angiotensin 
converting enzymeⅡ，ACE2) -血管紧张素1-7(angiotensin 1-7，Ang 1-7)-Mas及肾素-血管紧张素系统(renin-angiotensin 
system，RAS)相关调节因子在肾损伤过程中的表达差异，探讨ACE2在糖尿病大鼠肾脏损伤发生发展中的作用及可能

的分子机制。方法：研究选用STZ腹腔注射致大鼠糖尿病，分别于15d(对照1组和模型1组)和30d(对照2组和模型2组)
断头处死，取肾脏组织。PCR检测肾脏组织中ACE、AT1、ACE2和Mas mRNA的表达水平；放免法测定肾脏局部组

织中肾素活性和Ang I、AngⅡ含量。结果显示：与对照组相比，模型1组大鼠肾脏组织中ACE2 和其Mas受体mRNA
表达升高，ACE mRNA表达无显著差异，AT1 mRNA表达下降，ACE/ACE2 mRNA比值下降；模型2组大鼠肾脏组

织中ACE2 mRNA表达低于对照2组，Mas受体mRNA表达无显著变化，ACE mRNA的表达高于对照2组，AT1受体有

同样升高趋势，ACE/ACE2 mRNA表达比值较对照2组升高，有显著性差异。放射免疫分析结果显示：模型1组肾

脏局部组织中肾素活性和Ang I含量低于对照1组，有显著性差异(P＜0.05)，而AngⅡ含量高于对照1组，无显著性差异

(P＞0.05)；模型2组肾素活性和Ang I极显著高于对照2组(P＜0.01)，同时AngⅡ也显著高于对照2组(P＜0.05)。结论： 
ACE与ACE2表达失调是糖尿病大鼠肾损伤发生发展的原因之一。损伤初期以ACE2-Ang(1-7)-Mas轴的激活占优势；严

重损伤时，ACE-Ang Ⅱ-AT1轴的激活占优势。ACE2在早期肾脏病变的发病中通过降解AngⅡ发挥积极的保护作用。
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Effect and Mechanism of Angiotensin-converting Enzyme 2 on Diabetic Renal Injury in Rats
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Abstract：Objective: To compare the expression levels of ACE- AngⅡ-AT1/ACE2- Ang1-7-Mas and related regulatory 

factors involved in the RAS (renin–angiotensin system) in order to explore the role and mechanism of ACE2 in the 

occurrence and development of diabetes-induced renal in rats. Methods: Diabetes was induced in rats by intraperitoneal 

injection of streptozotocin (STZ). The rats in the control group 1 and the model group 1 were guillotined 15 d later, and those 

in the control group 2 and the model group 2 were guillotined 30 d later for measurement of the renal expression lelvels of 

ACE, AT1, ACE2 and Mas mRNA and determination of the contents of AngⅠ and AngⅡ in local renal tissues. Results: 

Compared with the control groups, the expression levels of ACE2 and Mas receptor mRNA were elevated in the model 

group 1, ACE mRNA expression showed no significant difference, while AT1 mRNA expression and ACE/ACE2 mRNA 

ratio decreased; renal ACE2 mRNA expression was lower in the model group 2 than in the control group 2, no obvisous 

difference in Mas receptor mRNA expression existed, whereas the expression of ACE mRNA and AT1 receptor presented 

an increasing trend and the ACE/ACE2 mRNA ratio of the modle group 2 was higher than that of the control group 2 with a 

significant difference. The model group 1 showed a decrease in renin activity and AngⅠ content in local renal tissues with 

a signficant difference (P ＜ 0.05) but an increase in AngⅡ content with no significant difference (P ＞ 0.05) as compared 

to the control group 1. Compared with the control group 2, extremely significantly higher levels (P ＜ 0.01) of renin activity 

and AngⅠ content togeterh with a significant higher level (P ＜ 0.05) of AngⅡ were observed in the model group 2. 
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Conclusion: Abnormal expression of ACE and ACE2 is one of the reasons for the occurrence and development of diabetes-

induced renal injury in rats. The ACE2-Ang (1-7)-Mas axis activation is dominant at the initial stage of renal injury, which 

is replaced by the ACE-AngⅡ-AT1 shaft activation at the serious stage. ACE2 plays a protective role by degrading AngⅠ 

against the incidence of early renal disease.
Key words：angiotensin converting enzymeⅡ(ACE2)；diabetes；kidney injury；angiotensin converting 
enzymeⅠ(ACE)-AngⅡ-AT1 axis；angiotensin converting enzymeⅡ- Ang-(1-7)-Mas axis
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肾素-血管紧张素系统(rennin-angiotensin system，

RAS)是心血管和肾脏功能调节的中心环节，通过其经典

的血管紧张素转化酶(angiotensin converting enzyme Ⅰ，

ACE)-血管紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ，Ang Ⅱ)-血管紧张素

Ⅱ受体1亚型(Ang Ⅱ type 1 receptor，AT1)通路在调节水

盐代谢、维持血容量与血管张力以及调控心脏、

肾脏功能等方面功效显著。 2 0 0 0年血管紧张素转

化酶2(angiotensin converting enzyme Ⅱ，ACE2)的发现[1]，

极大地丰富了经典RAS。ACE2与ACE是一对相互拮抗、

生理功能相反的酶[2]。其主要生物学效应是水解Ang Ⅱ

生成具有舒张血管、拮抗细胞增殖和抗炎症作用的血管

紧张素1-7(angiotensin 1-7，Ang 1-7)[3]。现已证明RAS存

在着两条在生理作用上相互拮抗的通路：一条为ACE-

AngⅡ-AT1通路，能引起血管收缩，血压升高；另一条

为ACE2-Ang-(1-7)-Mas通路，通过抗衡前一条通路引起

血管舒张血压下降等生理作用[4]。两条通路失衡将导致糖

尿病、心功能紊乱、高血压等疾病的发生发展[5]。

近年研究发现除经典RAS(循环RAS)外，局部组织如肾

脏、心脏、血管壁、脑等组织还具有独立的RAS，主要对

局部组织的生长分化和病理生理进行调节[6]。肾脏中存在

高水平的RAS中各种成分，如：肾素、Ang Ⅰ、Ang Ⅱ、

ACE、ACE2等。肾脏局部RAS的过度激活是导致糖尿

病、糖尿病肾病等多种肾脏疾病的主要原因[7]。

本实验室已有的研究提示ACE2在糖尿病肾脏损伤

的发生发展过程中起着关键的作用并具有一定的抗损伤

和保护肾脏的作用[8-9]，但在糖尿病引起的肾损伤过程中

ACE2是如何抗衡ACE水解产生Ang Ⅱ及Mas和AT1受体

的表达水平的变化还有待研究。因此，本实验通过链脲

佐菌素(streptozotocin，STZ)致大鼠不同程度肾损伤，拟

通过观察ACE2、ACE和其相应下游受体mRNA表达的变

化，并结合肾脏局部组织中其上游肾素活性和AngⅠ及下

游AngⅡ含量变化，进一步探讨ACE2及其通路在肾损伤

中的作用及其分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

PCR引物由上海英俊生物技术有限公司合成。

STZ 美国Sigma公司；TRNzol试剂盒 南京天为

生物科技有限公司；M-MLV反转录酶、RNA抑制剂、随

机引物 南京生兴生物技术有限公司；肾素、AngⅠ和

AngⅡ放射免疫试剂盒(灵敏度：10pg/mL，精密度：批内

变异系数：＜10%，批间变异系数：＜15%) 北京北方

生物技术研究所。

PT1200CL手持式电动匀浆机  瑞士Polytron公

司；GMBh8 CO.KG Miklro-22R高速低温离心机 德国

Andreas Hettich公司；BS210S电子分析天平 北京赛多

利斯天平有限公司；核酸浓度测量仪 德国Eppndorf 公

司；Q5PCR仪 美国Bio-Rad公司；FMQ-9013C放射免

疫γ计数器 上海原子核研究所日环仪器一厂。

1.2 实验动物

S D雄性大鼠，体质量 2 0 0～ 2 2 0 g (东南大学实

验动物中心提供，实验动物使用许可证 ( 号码：

SYXK(苏)2001-0017)和实验动物生产许可证(号码：

SCXK(苏)2001-0005)。实验鼠用颗粒饲料 江苏省协同

医药生物工程有限公司。

1.3 方法

1.3.1 STZ致不同程度大鼠糖尿病肾损伤模型的建立

参照沈亚非等[10]的方法。健康成年SD大鼠40只，

1周适应期后，随机取1 6只作为正常对照组，其余

大鼠按60mg/kg(以体质量计)剂量一次性腹腔内注射

STZ(0.1mmol/L，pH4.2柠檬酸缓冲液溶解，新鲜配制)，

正常对照组按0.1mL/kg(以体质量计)剂量腹腔注射柠檬酸

缓冲液。分别于注射后24、72h后，剪尾法采集血样，用血

糖仪测定所有实验大鼠的空腹(禁食8h)血糖水平。以空腹条

件下2次血糖值≥11.1mmol/L为糖尿病造模成功大鼠[11-13]。

1.3.2 实验分组与样品采集

给药后大鼠自由采食与饮水，于15d随机选取8只模

型大鼠(模型1组)和8只正常对照大鼠(对照1组)，禁食12h

后断头处死并静脉采血，分离血清，－20℃保存备用；

取左肾，液氮速冻后转到－80℃冰箱保存；其余16 只(模

型2组和对照2组各8只)大鼠继续观察15d后，断头处死，

同上取样并处理。

1.3.3 ACE、ACE2、AT1、Mas在糖尿病大鼠肾脏中

mRNA水平分析
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1.3.3.1 肾脏组织中总RNA的提取  

取约100mg的肾组织，采用TRIzol一步抽提法提取肾

脏组织的总RNA。紫外比色法(OD260nm和OD280nm)测定总

RNA 的浓度和纯度。

1.3.3.2 反转录

各样品取RNA 2μg，在25μL体系进行反转录成

cDNA。反转录产物于－20℃保存备用。

1.3.3.3 目的基因引物设计

目的基因和β-actin内标引物序列是根据GenBank上序

列，采用Primer 5.0软件设计，由上海英俊技术有限公司

合成，引物序列及参数见表1。

表 1 ACE2, ACE, AT1, Mas和β-actin引物参数

Table 1 Parameters of primer pairs for ACE2, ACE, AT1, Mas and 

β-actin genes

基因 基因库序列编号 引物序列 引物方向 产物大小/bp

ACE2 AY881244
5’-AATCGTAGGCTCTGGGCTTGG-3’ 上游

182
5’-TTCGATCAACTGGTTTCGGTTGTA-3’ 下游

ACE NM012544
5’-ATGCCTCTGCGTGGGACTTC-3’ 上游

112
5’-TACTGCACGTGGCCCATCTC-3’ 下游

AT1 NM030985
5’-CCCACTCAAGCCTGTCTACGAA-3’ 上游

120
5’-GTGTGCTTTGAACCTGTCACTCC-3’ 下游

Mas NM012757
5’-TGACAGCCATCAGTGTGGAGA-3’ 上游

116
5’-GCATGAAAGTGCCCACAGGA-3’ 下游

β-actin AF122902
5’-CCCTGTGCTGCTCACCGA-3’ 上游

198
5’-ACAGTGTGGGTGACCCCGTC-3’ 下游

以β-actin作为内参，对ACE2、ACE、AT1、Mas基因

进行实时荧光定量分析。实时荧光定量PCR采用SYBR 

Green染料，三步法检测目的基因的相对表达，反应条

件为：95℃预变性3min；95℃变性20s，58～62℃退火

30s，72℃延伸30s，共40个循环，利用相对定量ΔΔCt法

进行数据统计。

1.3.4 肾脏组织中肾素活性和AngⅠ、Ang Ⅱ含量测定

放射免疫分析法(radioimmunoassay，RIA)测定肾脏

组织中肾素活性和AngⅠ、AngⅡ含量。具体操作均按试

剂盒说明书进行。

肾素活性/(ng/(g·h))=(c测定管－c对照管)/t温浴

式中：c测定管为测定管肾素含量/(ng/g)；c对照管为对照

管肾素含量/(ng/g)；t温浴为温浴时间/h。

1.4 数据统计

所有数值以 x±s表示，采用SPSS 16.0统计软件进行

独立样本t检验统计分析。

2 结果与分析

2.1 ACE2、ACE、AT1和Mas在糖尿病大鼠肾脏组织

中mRNA水平分析

2.1.1 ACE2、Mas在糖尿病大鼠肾脏组织中mRNA水平

分析
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图 1 ACE2、Mas在对照组和模型组大鼠肾脏中mRNA水平变化(n=8)

Fig.1 Comparison of the renal exression levels of ACE2 and Mas 

mRNA between the control groups and the model groups (n=8) 

由图1可知，与对照组相比，模型1组大鼠肾脏组

织中ACE2和其Mas受体mRNA表达升高(对照组ACE2：

1.63±0.30，模型组ACE2：1.81±0.74，P=0.07)和

(对照组Mas：1.30±0.15，模型组Mas：1.51±0.19，

P=0.085)，但无显著性差异。模型2组大鼠肾脏组织中ACE2 

mRNA表达显著低于对照组(对照组：1.25±0.24，模型组： 

0.32±0.01，P=0.032)，Mas受体mRNA表达无显著变化(对照

组：1.24±0.30，模型组：1.49±0.08，P=0.083)。 

2.1.2 ACE、AT1在糖尿病大鼠肾脏组织中mRNA水平分析
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图 2 ACE、AT1在对照组和模型组大鼠肾脏中mRNA水平变化(n=8)

Fig.2 Comparison of the renal expression levels of ACE and AT1 

mRNA between the control groups and the model groups (n=8)

由图2可知，与对照1组相比，模型1组大鼠肾脏ACE 

mRNA表达升高，无显著性差异(模型组：1.17±0.42，

对照组：1.20±0.21，P=0.92)，AT1 mRNA表达下降 (对

照组：1.05±0.13，模型组：0.76±0.05，P=0.15)；模型

2组大鼠肾脏组织中ACE mRNA的表达升高，差异显著 

(对照组：1.09±0.19，模型组：1.52±0.07，P=0.008)，

AT1受体有同样升高趋势，无显著性差异 (对照组：

1.15±0.25，模型组：1.29±0.31，P=0.12)。

2.2 ACE mRNA/ACE2 mRNA比值分析

由表2可知，与对照组相比，模型1组大鼠肾脏组织

中ACE mRNA/ACE2 mRNA降低，而模型2组中两者的比

值与对照2组相比极显著升高(P＜0.01)，提示在糖尿病肾

损伤15d(模型1组)时ACE2的表达占优势，而在30d(模型2

组)时ACE mRNA表达占优势。
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表 2 对照组和模型组大鼠肾脏ACE/ACE2 mRNA的比较(n=8)

Table 2 Comparison of ACE/ACE2 mRNA expression ratio between 

the control groups and the model groups (n=8)

组别 对照1组 模型1组 对照2组 模型2组          

肾脏ACE与ACE 2
mRNA表达比值

0.72±0.08 0.66±0.02 0.95±0.15 4.75±0.02**

注：**. 与对照组相比差异极显著(P ＜ 0.01)。表3同。

2.3 肾脏组织中肾素活性和AngⅠ、AngⅡ含量测定结

果分析

表 3 对照组和模型组大鼠肾脏中肾素活性和AngⅠ、Ang Ⅱ含量比较

(n=8)

Table 3 Comparison of renin activity and the contents of AngⅠ and 

AngⅡ between the control groups and the model groups (n=8)

指标 对照1组 模型1组          对照2组         模型2组
肾素活性/(ng/(g·h)) 9.84±0.94 5.22±0.45** 9.01±0.83 13.70±0.47**

AngⅠ含量/(ng/g) 9.31±0.98 6.31±0.51* 10.51±0.86 14.43±0.47**
Ang Ⅱ含量/(ng/g) 6.5±0.8 7.9±1.4 6.7±0.9 13.2±1.8*

注：*. 与对照组相比差异显著(P＜0.05)。

由表3可知，与对照组相比，模型1组肾脏组织中

肾素活性极显著降低(P=0.0034)，AngⅠ含量也降低

(P=0.036)，而AngⅡ含量稍有升高，但差异无统计学意

义(P=0.35)；模型2组肾脏组织肾素活性极显著高于对照2

组肾素活性(P=0.0058)，模型2组AngⅠ和AngⅡ含量高于

对照2组两者的含量，且差异具有统计学意义(P=0.0025和

P=0.03)。

3 讨 论

肾脏是产生RAS各组分的关键器官之一。ACE是

RAS的核心酶，其酶解产物AngⅡ是RAS中最重要的效应

因子。已有的研究认为AngⅡ对肾脏的生理及病理过程

的调节具有重要作用[14]。过量的AngⅡ可使肾小球系膜细

胞收缩改变滤过面积，刺激系膜细胞增殖，长期发展将

导致肾小球损伤和肾功能丧失[15]。Crackower等[4]研究发

现ACE2基因敲除小鼠表现为血压正常，血浆和局部组织

中AngⅡ升高和严重的组织功能受损(如肾脏和心脏)；但

ACE和ACE2双重敲除的小鼠则不会出现此种状况，表现

为血浆和局部组织AngⅡ水平正常，据此推测组织功能受

损可能是由于高水平的AngⅡ引起的。本研究对STZ所致

糖尿病肾损伤大鼠研究发现，在STZ所致的不同时期(15d

和30d)的糖尿病肾损伤模型大鼠的肾脏局部组织中AngⅡ

含量均升高，在糖尿病肾损伤15d时(模型1组)AngⅡ升高

4.7%，而在糖尿病肾损伤30d(模型2组)时则升高28.7%，

提示肾脏局部组织中高水平的Ang Ⅱ可能加重肾脏组织

的损伤。

ACE2是新近发现的ACE的同系物但与ACE功能相

反，在RAS中ACE2-Ang-(1-7)轴和ACE- Ang Ⅱ轴之间存

在着平衡状态，ACE2-Ang-(1-7)轴在RAS中起对抗ACE-

Ang Ⅱ轴的作用，ACE2/ACE之间的相对平衡决定着

AngⅡ的生成量[7,14,16]。本研究对糖尿病肾损伤大鼠研究

发现，不同时期糖尿病肾损伤大鼠肾脏中ACE2 和ACE 

mRNA水平有很大差异。与对照组相比，15d时(模型1组)

ACE和ACE2的mRNA表达均升高，ACE/ACE2 mRNA

比值降低；而在30d(模型2组)时ACE2 mRNA显著降低，

ACE mRNA表达升高从而导致两者比值升高且差异具

有统计学意义。在机体复杂的内环境系统中，影响和调

节ACE/ACE2基因和蛋白表达的因素非常多，推测这是

机体的一种代偿机制，在糖尿病肾脏损伤发生发展过程

中，ACE/ACE2均被激活，损伤初期ACE/ACE2在一个较

低水平达到平衡，控制过量AngⅡ生成，暂时减缓病程

的发展；而在中后期时ACE/ACE2在一个较高水平上相

互对抗，引发RAS失衡，使AngⅡ累积，最终加剧肾组

织损伤。

Danser[17]在动物实验上证实，肾素可以通过其受体

直接发挥血管紧张素的作用，肾素受体的过度表达可以

使血压升高，血浆醛固酮升高，肾皮质的环氧化酶-2的

表达增加。Brown等[18]的研究发现，高血糖可激活肾脏

局部RAS使肾素活性明显增强，使得AngⅠ和AngⅡ含量增

加。本研究表明，在糖尿病肾损伤30d(模型2组)大鼠肾脏组

织中的肾素活性和AngⅠ含量均显著升高，与AngⅡ水平变

化趋势相同，与Brown等[18]的结果一致，而糖尿病肾损伤

15d(模型1组)结果正好相反，大鼠肾脏组织中的肾素活性和

AngⅠ含量降低。提示在糖尿病早期肾素活性下调，AngⅠ

含量降低可能是RAS保护组织受损的一种机制。

本实验中也对肾脏组织中Ang-(1-7)的受体Mas、

AngⅡ的受体AT1的mRNA表达进行了研究，结果发现，

糖尿病肾损伤15d(模型1组)大鼠肾脏组织中的Mas受体

mRNA表达有升高趋势；30d(模型2组)大鼠肾组织中的

AT1受体mRNA表达升高，因此，认为ACE-AT1轴和

ACE2-Mas轴异常是引发糖尿病肾损伤的一个重要原因，

其机理一方面可能是ACE-AngⅡ-AT1通路的过度激活加

速了AngⅡ的生成；另一方面ACE2-Ang-(1-7)-Mas轴相对

不足又减少了AngⅡ的降解和Ang(1-7)的生成，而过多的

AngⅡ反馈抑制了ACE2的表达引起组织损伤。

综上所述，STZ致不同程度糖尿病肾脏局部RAS的激

活程度不同，糖尿病初期以ACE2轴占主导，ACE2激活

程度强于ACE，ACE2抗衡ACE的作用，控制过量AngⅡ

的生成，对肾脏组织的损伤具有保护作用；糖尿病中末

期ACE轴占优势，ACE激活程度强于ACE2，表现为肾

脏局部组织中肾素活性增强，AngⅠ、AngⅡ含量显著升

高，肾脏组织损伤加剧；ACE2在糖尿病肾损伤早期具有

抗损伤作用，其抗损伤机理不完全是通过Mas受体介导，

详细机制有待进一步的研究。 
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