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大鼠阿霉素肾病肾小球细胞凋亡介导因子的表达
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摘 要
: 【目的】探讨肾病肾小球细胞凋亡 (脱噬作用 )介导因子的表达及依那普利对其的影响

。

【方法】8
-

1 0 周雄性 SD 大鼠 7 2 只
,

随机分为干预组
、

模型组和对照组
,

各 24 只
。

于实验第 l 天
、

第 21 天分别对干预组
、

模

型组大鼠注射阿霉素 2 m g / k g
,

对照组注射等量生理盐水
。

第 2 次注药后干预组大鼠的饮用水加人依那普利 50

m g / L
。

第 2 次注药后 4 周
、

12 周
、

20 周
、

28 周各组分别处死 4 只大鼠
,

取肾组织行病理检测
,

并用末端标记法及

电镜检测 肾组织细胞凋亡
。

用免疫组化法检测肾组织 Fas 抗原 ( C D9 5 )
、

cB l
一
2 蛋白和 11 型血管紧张素 11 受体

(A犯 )R 表达 ;并计算其在肾小球中表达的阳性单位
。

【结果】在 20 周后
,

干预组和模型组大鼠肾小球出现硬化
,

肾小球细胞凋亡频率也显著增加
。

但干预组大鼠肾小球硬化指数 ( GSI )和肾小球细胞凋亡指数 (G AI )均较模型

组小
。

在 2 0 周和 2 8 周
,

干预组和模 型组肾小球 F a s

抗原表达较对照组显著性增加
,

cB l
一
2 蛋白表达较对照组显

著性降低 ; 28 周时
,

干预组肾小球 B d
一
2 蛋白表达较模型组显著性增高

。

3 组大鼠肾组织 A代 R 的表达主要在远

曲小管
,

肾小球中未见表达
。

在干预组和模型组
,

aF
s

抗原和 B d
一
2 蛋白阳性单位值与 GS I 和 G fA 相关均有显著

性
。

【结论】大鼠阿霉素肾病肾小球硬化时
,

肾小球细胞凋亡可能是受 asF 抗原介导和 cB l
一
2 蛋白调控的

。

依那普

利干预可减少 B d
一
2 蛋白表达降低的程度

,

这可能是干预组大鼠细胞凋亡减少的原因
。
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大多数肾小球疾病 的后期
,

肾小球逐渐硬化
,

其基本的病理改变是肾小球细胞外基质增多和细

胞数丧失
。

近来研究发现
,

细胞凋亡是肾小球硬化

时细胞丧失的重要形式
[ ’

,

2 , 。 我们前期研究发现依

那普利干预
,

可减轻阿霉素 肾病大 鼠肾小球硬化
,

同时肾小球细胞凋亡也减少
,

且二者显著性相关
〔3 , 。

为 进 一 步 揭 示 血 管 紧 张 素 转 换 酶 抑 制 剂

(
a n g i o t e n s i n e o n v e rt i n g e n z y m e i n h i b i to r s ,

A e E I ) 保

护肾小球固有细胞的机理
,

我们在 19 9 9 年 12 月至

20 00 年 9 月观测 了依那普利干预治疗阿霉素 肾病

大鼠后
,

肾小球细胞 F a s
抗原 ( e D 9 5 )

、

B e l
一

2 蛋白和

11 型血管紧张素 11 受体 (
a n g io t e n s i n 11 t y p e 且 r e -

ce tP or
,

AT Z R ) 表达及其与肾小球细胞凋亡和肾小

球硬化的关系
。

1 材料和方法

1
.

1 材料和分组

8 一 or 周雄性 SD 大鼠 72 只
,

随机分为 3 组
:

干预组
、

模型组和对照组
,

各 24 只
。

于实验第 1 天
、

第 21 天分别对干预组
、

模型组注射 2 m g / k g 阿霉

素
`4 1 ,

对照组注射等量生理盐水
。

第 2 次注药后干

预组大 鼠每天喂含依那普利 50 m g / L 的饮 用水
,

模型组和对照组大 鼠喂饮用水
。

1
.

2 检测项 目和方法

血
、

尿生化指标
:
第 1次注药后第 3 天取尿测

尿蛋白
,

之后每周测 1次尿蛋 白
。

以第 2 次注药后

计数周数 (第 2 次注药前 1周为 。 周 )
,

4 周
、

12 周
、

20 周
、
2 8 周各组分别处死 4 只大鼠 (模型组和干预

组大 鼠部分在实验过程 中死亡
,

至 28 周后干预组
、

模型组和对照组分别剩 3 只
、
2 只和 8 只

,

延长观察

至 32 周时全部处死
,

期间干预组再死亡 1 只大

鼠 )
,

取血测 白蛋白
、

尿素氮 ( B U N )和肌配 ( Cr )
。

肾组织病理检测
:
光镜及 电镜检测肾组织病理

改变
,

并计算每组大鼠不 同时期的肾小球硬化指数

( g l o m e ur l a r s e ze or ti 。 i n d ex
,

G s l )
` , , 。

细胞凋亡检测方法
: 间接免疫荧光原位末端标

记法和电镜检测观察 肾组织的细胞凋亡情况
,

并计

算每 组 大 鼠不 同 时期 的 肾 小 球 细 胞 凋 亡 指 数

( g l
o m e ur l a r e e l l a p o p to t i。 i n d e x ,

e A I ) I
, , 。

aF
S
抗原

、

B d
一

2 蛋 白和 A T ZR 的检测
: 肾组织

用 10 0 9 / L 甲醛固定
,

石蜡包埋
,

切片 4 卜m
,

脱蜡

后用 S P 法检测
,

以不加一抗 的标本 作为空 白对

照
。

兔抗 鼠 F a s 和 B d
一

2 多抗 (博士德 )
,

羊抗 鼠

A TZ R 多抗 (美国 s a n ta e ur z
)

,

S P 试剂盒 (北京 中

山 )
。

显 色封片后
,

用计算机 图象分析仪 (德 国

K ON T R ON IB A S 2
.

5 全 自动图象分析系统 )进行定

量分析
。

每个标本任取 5 个肾小球
,

测量每个小球

中阳性反应产物的平均灰度 蕊 和面积 A
。 ,

以及

该小球的平均灰度 ` A

和面积 A
人 ,

按公式 ls] : P U 二

q 二 瓜 _ _

xl oo
,

分别计算每个肾小球的阳性

-l(
_

二
Â 。

·

`
. 。 , ·

- 一
’

一
’

草位r茹
s i t i芬省

x u in : 、一u )
,

A
人。 = A

。
/ A

人

是阳性反应

产物的面积密度
,

G~ 为最大灰度分级 (所用仪器

为 25 6
,

mC
a :

为 白
,

0 级为黑 )
。

取 5 个小球阳性单位

值的均数代表该标本的阳性单位值
。

1
.

3 统计方法

以中位数和 范 围表示 每组 大 鼠不 同时期的

G SI
、

G A I 和阳性单位值
,

组间比较用方差分析
、

L SD
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法和秩和检验
,

相关分析用 S p ea mr an 等级相分析

法 6IJ
,

数据用 S SP SS
.

0 软件处理
,

p < 0
.

05 视为有

显著意义
。

2 结 果

2
.

1 血
、

尿生化结果

模型组和干预组大 鼠血白蛋 白第 12 周后较对

照组显著降低 [ ( 2 5
.

1 士 2
.

4 ) g / L
,

( 2 5
.

4 士 1
.

7 ) g / L

比 ( 3 7 2 土 3
.

0 ) g / L
,

尸 均 < 0
.

0 5 ] ; 血 B u N 和 C r

在第 20 周后已较对照组显著升高 〔B UN 为 (20
.

6 士

2
.

3 ) m m o l / L
,

( 19
.

6 土 2
.

2 ) m m o l / L 比 ( 7
.

0 土 1
.

1 )

m m o l / L
,

C r
为 ( 1 2 2 土 1 9 )林m o l / L

,

(一1 1 土 2 3 )卜m o l /

L 比 ( 6 8 土 16 )林m o l / L
,

P 均 < 0
.

0 5 1
。

模型组和干

预组间血生化差异无显著性
。

第 2 次注药后 4 周
,

模型组和干预组大 鼠 2 4 h 尿蛋白排 出量较对照组

已显著增加 [ ( 2 1 5 土 3 7 )m g
,

( 2 1 5 土 2 9 ) m g 比 ( 5 5 士

17 )m g
,

尸 均 < 0
.

0 5 )
。

在 2 0 周和 2 5 周时模型组大

鼠 2 4 h 尿蛋白排出量较干预组多
,

差异均有显著

性 [分别为 : ( 8 1 5 土 1 14 )m g 比 ( 7 3 2 土 7 3 ) m g
,

( 8 1 1 土

1 0 4 ) m g 比 ( 7 2 3 士 7 5 ) m g
,

p 均 < 0
.

0 5 ]
。

2
.

2 病理改变

对照组肾小球
、

肾小管和肾间质无明显改变
。

干预组和模型组大鼠第 2 次注药后 4 周
,

光镜下肾

小球无明显改变
,

电镜可见肾小球上皮细胞足突融

合
。

12 周时
,

部分肾小球细胞可见空泡变性
,

2 0 周

时
,

可见肾小球系膜细胞轻至中度增生
,

少数小球

内可见节段性硬化
,

2 8 周和 3 2 周时
,

上述病变加

重
,

部分小球呈全球硬化
。

干预组大鼠肾小球硬化

较轻
,

2 0 周时差异有显著性
,

见表 1。

肾小管和间质

结构在 4 周和 12 周时无明显改变
,

仅在远 曲小管

偶见有蛋白管型
。

20 周后
,

远曲小管蛋白管型明显

增多
,

部分近曲小管萎缩
,

间质单个核细胞浸润和

纤维化
。

干预组肾小管和 肾间质改变较轻
。

2
.

3 肾组织细胞凋亡情况

模型组和干预组 4 周
、

12 周及对照组各期大

鼠肾组织 (肾小球
、

小管和间质 ) 内仅偶见凋亡细

胞
。

在模型组和干预组 20 周
、

28 周大 鼠肾组织中
,

凋亡细胞出现的频率显著增多
,

但干预组大 鼠 G IA

较模型组少
,

在 20 周和 28 周时均有显著性差异
,

见表 2
。

表 1 3 组大鼠不同时期肾小球硬化指数
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2
.

4 F sa抗原
、

B d
一

2蛋白和 A TZR 的表达 组和模型组肾小球 Bc l
一

2蛋白的表达较对照组显著

在干预组和模型组 4周和 21周以及各期 的对 性降低 (图 2) 02 8 周时
,

干预组肾小球 cB l
一

2 蛋白表

照组
,

aF
s
抗原在肾小球

、

远曲小管和集合管的表达 达较模型组高
,

差异有显著性
,

见表 4
。

3 组大鼠肾

微弱
,

在近曲小管表达稍多
,

各组间无明显差异
。

但 小管和 肾间质 cB l
一

2 蛋 白表达未见明显改变
。

3 组

在 20 周和 28 周
,

干预组和模型组肾小球 aF
s
抗原 大 鼠肾组织 AZT R 的表达主要在远 曲小管和部分

表达较对照组显著增加 (图 1 ) ; 干预组 aF
s
抗原表 集合管

,

大部分近曲小管无表达
,

很少部分近曲小

达较模型组减少
,

但差异无显著性
,

见表 3
。

干预组 管有微弱表达
,

肾间质有少量阳性表达
,

肾小球中

和模型组 肾小管和间质 aF
s
抗原表达可见局灶性 未见表达

。

同时发现 A T ZR 在肾小管的基底膜侧表

增强
,

对照组无此改变
。

cB l
一

2 蛋白在对照组以及 4 达密度较高
。

在不同组别和时间
,

A T ZR 表达未见明

周和 12 周时的干预组和模型组的肾小球
、

肾小管 显差别
。

和肾间质中表达均较强
。

在 2 0 周和 28 周时
,

干预

表 3 3 组大鼠不同时期肾小球 aF
。
抗原的表达
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2 蛋白的表达
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2
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5 相关性分析

在干预组和模型组
,

aF
S 抗原和 cB l

一

2 蛋白阳

性 单 位 值 与 GSI 和 G A I 均 显 著 相 关
,

P 均 <

0
.

01
。

在干预组
,

aF
s 与

.

G SI 的等级相关系数 sr 二

0
.

8 7 0
,

F a s
与 GA I 几 = 0

.

6 3 7
,

B e l
一

2 与 G S I sr = -

0
.

7 7 9
,

B e l
一

2 与 G A I sr = 一 0
.

6 6 5
,

P 均 < 0
.

0 1 。

在

模 型 组 F a s
与 G S I sr = 0

.

8 1 4
,

F a s
与 G A I 几 =

0
.

7 7 7
,

B e l
一

2 与 GS I ; , = 一 0
.

7 9 9
,

B e l
一

2 与 G A I

r 。 = 一 0
.

6 9 0
,

尸 均 < 0
.

01
。

3 讨 论

本研究在实验 2 0 周后
,

阿霉素 肾病大鼠肾小

球硬化和肾小球细胞凋亡均增加
,

肾小球细胞 Fas

抗原表达增加
,

cB l
一

2 表达降低
。

且 aF
s
抗原和 cB l

一

2

蛋白阳性单位值与 肾小球细胞凋亡指数和 肾小球

硬化指数相关
。

依那普利干预可减少 肾小球 cB l
一

2

表达下降的程度
,

减少肾小球细胞凋亡和减轻肾小

球硬化
。

这提示阿霉素肾病肾小球硬化时
,

肾小球

细胞凋亡增加可能与 F a s
抗原的介导和 B d

一

2 的调

控有关 ; 依那普利可能通过减少肾小球细胞 B d
一

2

表达下降的程度
,

减少肾小球细胞凋亡
,

保护肾小

球固有细胞的功能
,

延缓肾小球硬化
。

iY gn 等
”̀ 在研究研究高盐喂养大 鼠诱发 肾小

球硬化时也发现
,

肾小球 F a s
抗原表达增加

,

但

cB l
一

2 表达无增加
。

最近 iD gn 等 l8] 研究发现
,

血管紧



第 4期 孙 良忠
,

等
.

大鼠阿霉素肾病肾小球细胞凋亡介导因子的表达及 AC EI 的影响 3 5 1

口

张素 11 ( Agn ll ) 可下调体外培养的肾小球上皮细胞

cB l
一

2 表达
,

上调 F a s
抗原的表达

,

从而增加细胞凋

亡
。

使用 I 型血管紧张素 n 受体 ( A IT R ) 拮抗剂

肠
s a rt a n 或 AT ZR 拮抗剂 P D 12 3 3 19 均可部分抑制

细胞凋亡
,

而二者联合应用则可完全阻止 A gn 且引

起的细胞凋亡
。

这与本研究在阿霉素肾病大鼠肾小

球观察到的结果是一致的 ; 不过我们未观察到大鼠

肾小球内 AT ZR 表达
。

由于依那普利干预在大鼠体

内可引起血压下降
、

抑制系膜细胞增生和系膜基质

产生等一系列病理生理改变
`.9 ’ “ , ,

因此本研究观测

到依那普利干预组大鼠肾小球硬化时
,

肾小球细胞

表达 B d
一

2 下降程度减轻和 F a s
抗原表达增加程度

减少 (干预组与模型组比较差异无显著性
,

可能与

样本例数不足有关 )
,

肾小球细胞凋亡减少等
。

所有

这些结果 目前尚难以区分是依那普利阻断 Agn ll生

成后直接影响肾小球细胞所致的结果
,

还是 由于依

那普利干预引起大 鼠体内一系列病理生理变化后

的间接作用
。

(本 文图 l
,

2 见封 3
.
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