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磷酸二酯酶5在肾脏纤维化中的保护作用

翟庆娴，李 蒙，隆罗莎，梁柏恩，王蔚东
（中山大学中山医学院高血压研究所，广东 广州 510080）

摘 要：【目的】　探究磷酸二酯酶5（PDE5）抑制剂西地那非（SIL）或LW1646对单侧输尿管结扎（UUO）诱导的肾

间质纤维化的保护作用。【方法】　C57BL/6雄性小鼠被随机分为假手术 Sham（n=6）、7UUO（n=6）、7UUO+SIL（n=6）或

7UUO+LW1646（n=6）组，术前 1h给予 SIL或 LW1646、或溶剂灌胃给药，连续给药 7 d后处死小鼠，收集梗阻侧肾脏

标本。对肾组织进行H&E和Masson’s染色，使用免疫印迹和RT-qPCR检测肾脏中的纤维化、内质网应激、自噬、凋

亡相关蛋白表达水平以及纤维化相关基因表达水平。使用人近端小管上皮细胞（HK-2）给予 TGF-β1 48 h，检测

cGMP对内质网应激和纤维化相关蛋白水平的影响。使用衣霉素孵育HK-2细胞 24 h，检测PDE5抑制剂对内质网

应激、纤维化相关蛋白、自噬和凋亡蛋白水平的影响。【结果】　在行UUO术后 7 d小鼠体质量相对于假手术组显著下

降（P <0.000 1），梗阻侧肾脏可见明显肾小管扩张、肾间质炎症细胞浸润，TGF-β1蛋白和mRNA水平、内质网应激、

自噬及凋亡相关蛋白表达水平显著升高（P <0.05）。而给予 SIL或 LW1646后小鼠梗阻侧肾脏管腔扩张、炎症细胞

浸润被缓解。肾脏TGF-β1的蛋白及mRNA表达水平被不同程度下调，PDE5抑制剂显著下调内质网应激、自噬和

凋亡水平。在 HK2细胞中，TGF-β1诱导的 Fibronectin蛋白以及 BiP蛋白表达水平显著升高，在 cGMP的作用下可

被部分逆转；衣霉素诱导的 Fibronectin、BiP蛋白水平上调可被 SIL或 LW1646逆转，同时自噬和凋亡的异常水平也

被PDE5抑制剂改变。【结论】　PDE5抑制剂可以通过改善肾脏组织细胞内质网应激、自噬水平，以及抗凋亡等途径和

缓解纤维化进展，同剂量的LW1646在对缓解内质网应激降低细胞外基质蛋白的表达水平的效果优于SIL。
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Abstract：【Objective】 To investigate whether phosphodiesterase （PDE） 5 inhibitors sildenafil （SIL） or LW1646 pre⁃
vented renal interstitial fibrosis induced by unilateral ureteral obstruction （UUO）.【Methods】 Male C57BL/6 mice were ran⁃
domly divided into four groups （n =6）， namely the Sham group， 7UUO group， 7UUO+SIL group and 7UUO+LW1646 
group. Sildenafil （SIL） or LW1646， or vehicle was administered 1 hour before surgery， and the mice were continuously 
treated once daily （i. g.， 50 mg/kg） for 7 days. The obstructed kidneys were harvested on day 7. Hematoxylin-eosin （HE） 
and Masson’s staining was used to examine renal histology. Immunoblotting and RT-qPCR were used to detect the expres⁃
sion levels of protein and mRNA for fibrosis， apoptosis， endoplasmic reticulum （ER） stress， autophagy， and pro-fibrotic 
factors. Human proximal tubule epithelial cells （HK-2） were treated with TGF- β1 for 48 hours or tunicamycin for 24 
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hours， respectively， to evaluate whether cyclic guanosine monophosphate （cGMP） or PDE5 inhibitors prevents ER stress 
and pro-fibrotic responses.【Results】 At the 7th  days after UUO， the body weight of the mice showed a significant decrease 
（P< 0.000 1） compared with that in the sham group. The obstructed kidneys showed a significant tubular dilation and inter⁃
stitial inflammation. The levels of protein and mRNA expression in apoptosis， ER stress， autophagy-related protein and 
pro-fibrotic factors were also markedly increased in UUO mice （P <0.05）. In contrast， SIL or LW1646 treatment was asso⁃
ciated with attenuated tubular dilation， infiltration of inflammatory cells and collagen content in the obstructed kidney of 
the mice. The protein and mRNA expression levels of renal TGF-β1 were markedly decreased， and the protein expression 
levels of apoptosis， endoplasmic reticulum stress， and autophagy markers were also significantly downregulated by PDE5 
inhibitors. In HK-2 cells， TGF-β1 induced increased expression levels of fibronectin and BiP， which was at least partial⁃
ly reversed by cGMP， a product of PDE inhibition. Additionally， PDE5 inhibitors were found to modulate aberrant levels of 
autophagy and apoptosis.【Conclusion】 In conclusion， PDE5 inhibitors， in particular， LW1646， can alleviate the progres⁃
sion of fibrosis by improving ER stress， apoptosis and autophagy as well as downregulating protein and mRNA expression 
of TGF-β1.

Key words： PDE5 inhibitor； renal fibrosis； UUO； ER stress； mouse
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2023，44（6）：931-942］

慢性肾脏疾病（chronic kidney disease， CKD）
是全球持续关注的重大公共健康问题。基于 2017
年数据，全球共有 6.975亿CKD患者，其中，近三分

之一 CKD 患者在中国，且 65岁以上人群为主要肾

病致死群体［1］。而肾脏纤维化是大多数 CKD 以及

终末期肾病（end-stage renal disease ， ERSD）的共

同终末期表现。预防和延缓肾脏纤维化形成是防

治 ESRD 的关键。肾脏纤维化的主要特征是细胞

外基质（extracellular matrix， ECM）积累、持续的炎

症激活和免疫细胞浸润、损伤肾小管和炎症细胞释

放促纤维化因子、促炎因子等，以及实质细胞的表

型改变（如上皮细胞间充质转化）和不可逆损失与

肾微血管系统减少［2］。目前多项研究报道可通过

靶向TGF-β1、抗内质网应激、抗凋亡等机制缓解肾

脏纤维化［2］。环苷酸磷酸二酯酶（phosphodiesteras⁃
es， PDE）5是PDE家族的 11个成员之一，可特异性

酶促降解环 cGMP。常用的 PDE5抑制剂主要有西

地那非（sildenafil，SIL）、他达拉非（tadalafil）等［3-4］。

目前西地那非等PDE5抑制剂已被美国食品和药物

管理局（FDA）批准治疗勃起功能障碍和肺动脉高

压。PDE5 抑制剂可以缓解 CKD 进展。目前已有

的研究表明，西地那非或是他达那非在包括腺嘌

呤［5-6］、阿霉素［7］、5/6 肾切除［8］、高盐饮食［9］诱导的

CKD 模型中起保护作用，而临床试验结果显示

PDE5 抑制剂对造影剂［10］诱导的 CKD 有益。即使

是对于需要血液透析的慢性肾衰患者，口服 PDE5
抑制剂也是一种安全的治疗方法［11］，但对肾脏纤维

化保护作用及机制的研究较少。LW1646是一种新

型特异性抑制剂，被报道其治疗肺动脉高压的效果

是西地那非的 3 倍。与传统 PDE5 抑制剂 zaprinast
不同，其对PDE5更具有特异性抑制作用，经检测其

对 PDE5 的选择性比 PDE1、PDE3、PDE7、PDE8 和 
PDE9 均高出数倍［12］。LW1646半衰期长于西地那

非，在肝微粒体中是西地那非的 3 倍。LW1646 的

药理学安全性好，在高达 1.5 g/kg 的剂量下耐受性

良好，并且没有急性毒性［12-14］。单侧输尿管结扎

（unilateral ureteral obstruction， UUO）是常用的肾脏

纤维化模型［15］。本研究旨在通过 7UUO 诱导小鼠

肾脏纤维化模型和体外 TGF-β1 诱导人肾小管上

皮细胞（HK-2）上皮-间质转化模型探究PDE5抑制

剂在肾脏纤维化中的保护作用及机制以及新型

PDE5抑制剂LW1646的效能。

1 材料与方法

1.1　实验动物与取材

健康 9～10 周龄无特定病原体（SPF）C57BL/6
雄鼠 24 只，体质量 （25.35±0.15） g，由广东省医学

实验动物中心提供（许可证号： SCXK（粤） 2022-
0002）。将小鼠随机分为 4组，每组 6只。①假手术

（Sham）组或②单侧输尿管结扎术（7UUO）组：灌胃

给予 150 μL 溶剂；③7UUO+SIL 组：经灌胃给予每

天 50 mg/kg西地那非；④7UUO+LW1646组：经灌胃
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给予每天 50 mg/kg LW1646。于术前 1 h 开始第一

次给药，之后每天给药 1 次。术后 7 d 处死小鼠并

留取梗阻侧肾脏，剥去被膜后置于液氮中冷冻，放

-80 ℃超低温冰箱待测。

1.2　细胞培养与处理

人肾近端小管上皮细胞（HK-2），采用含

5%FBS及 100 U/mL青链霉素的 DMEM/F12培养基

培养于 37 ℃ 、体积分数 5%CO2 培养箱。给予

10 μmol/L 8-Br-cGMP 预处理 HK2 细胞 30 min，之
后与 5 ng/mL TGF-β1共孵育 48 h。给予 10 μmol/L 
西地那非或LW1646预处理HK2细胞 1 h，之后与 2 
μg/mL 衣霉素（tunicamycin，TM）孵育24 h。
1.3　主要试剂和仪器

DMEM/F12 培养基购自 CORNING 公司，胎牛

血清、青-链霉素均购自 Hyclone公司，胰蛋白酶购

自 ThermoFisher Scientific 公司，TGF-β1 购自美国

R&D公司，Sildenafil和 LW1646来自中山大学药学

院罗海彬教授赠与，衣霉素购自Abcam公司。抗兔

纤连蛋白（Fibronectin，FN）抗体来自博士德公司，

抗鼠 TGF-β1 抗体购自 Santa Cruz 公司，抗兔 BiP、
抗兔 p-eIF2α、抗兔 eIF2α、抗兔 Bax、抗兔 Bcl-2 抗

体均来自 Cell Signal Technology 公司，抗兔 calnex⁃
in、p62/ SQSTM1、LC3B抗体来自 Abcam 公司，抗鼠

TGF-β1 抗体来自 Santa Cruz 公司，抗鼠 GAPDH 抗

体购自 Proteintech 公司，逆转录试剂（AG）、SYBR 
Green qPCR master Mix（AG），RNA提取液（Thermo⁃
Fisher Scientific），蛋白裂解液（上海博彩）、蛋白酶

抑制剂（Roche）、BCA试剂盒（ThermoFisher Scientif⁃
ic），细胞培养箱（Thermo Fisher），PCR仪（Life Tech⁃
nologies）、酶标仪（BioTek）、电泳仪（Bio-Rad）、垂直

电泳槽和 Trans-Blot 转印槽（Bio-Rad）、Tanon5200
化学发光分析仪（Tannon）。

1.4　实验方法

1.4.1　动物模型建立　C57BL/6 小鼠经异氟烷麻

醉后，用医用胶布固定在手术台上，在腹部正中切

口备皮，75%酒精-碘酒-酒精进行消毒手术部位皮

肤。之后沿小鼠腹白线开口，以开腹固定器固定切

口，用无菌棉签以及小弯镊游离左侧输尿管并用

3-0线在输尿管靠近膀胱上极处结扎，在腹腔滴一

滴生理盐水后缝合腹部，在加热垫上复苏后放回笼

中，之后给予正常饮食、饮水并观察。假手术组除

不结扎外，其余操作同模型组。

1.4.2　HE 染色与 Masson 染色检测肾脏病理学改

变和胶原沉积　取梗阻侧肾脏，去掉被膜后，取中

间 2 mm 组织浸泡在 40 g/L 多聚甲醛中固定，后取

出组织，全自动脱水仪脱水，透明组织、石蜡包埋，

连续切片，切片厚度为 4 μm并进行HE染色和Mas⁃
son’s染色，光学显微镜下观察肾脏病理学改变，使

用 ImageJ对Massons’s染色切片的蓝色胶原定量。

1.4.3　免疫印迹（Western blot）检测肾脏蛋白表

达　从各组梗阻侧肾脏组织和 HK2细胞中提取蛋

白，并使用 BCA 法进行蛋白定量，经 SDS-PAGE 凝

胶电泳后转膜，待膜封闭后，分别加入 Fibronectin、
BiP、TGF-β1、IP3R、calnexin、p-eIF2α、eIF2α、Bax、
Bcl-2、cleaved caspase 3、p62、LC3B 抗体（均为 1：
1 000 稀释）以及 GAPDH 抗体（1：10 000 稀释）4 ℃
过夜孵育，TBST洗膜，然后加入HRP标记的抗兔或

小鼠二抗（1：300稀释）室温孵育 1 h，TBST洗膜，最

后经化学发光液显色，凝胶成像系统扫描发光条

带。

1.4.4　实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测肾脏

mRNA 表达　使用RNA提取液（Trizol reagent）提取

肾脏组织中总RNA，逆转录后得到 cDNA，利用RT-
qPCR 检测试剂盒检测纤维化相关基因表达水平，

内参基因为 GAPDH。反应条件如下：阶段一

（95 ℃ 30 s）；阶段二（95 ℃ 5 s， 60 ℃ 30 s， 40个循

环）。反应体系：2 μL cDNA、 1 μL 前后引物混合

物（Forward primer +Reverse primer）、 10 μL 2×Real 
time-PCR 聚合酶（SYBR Premix ExTaqTM）和 7 μL 
DEPC水 的比例配成 20 μL 的 Real time-PCR 反应

体系。小鼠引物序列见表1。
1.5　统计学分析使用

应用 SPSS 22.0软件以及Graphpad Prism 8.3软

件进行统计分析，计量资料以均数±标准误（x̄±sx̄）

表示，符合正态分布、方差齐的计量资料多组之间

比 较 采 用 one-way ANOVA 和 Student-Newman-
Keuls– test 进行均数的两两比较，采用 Kruskal-
Wallis 非参数检验进行不符合该条件的多组资料

分析，使用 Dunn （1964） Kruskal-Wallis 多组间

两两比较（使用 Benjamini-Hochberg 法校正 P 值）。

P<0.05 （双侧检验）被认为差异有统计学意义。

2 结 果
2.1　PDE5抑制剂缓解UUO小鼠体质量下降

在手术 1 d后，可见UUO术后各组小鼠体质量
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间有统计学差异（F=12.89，P<0.000 1）。7UUO 组、

SIL 给药、LW1646 给药组［（22.04±0.29）g，（23.00±
0.31）g，（22.77±0.28）g ］相对于假手术组小鼠体质

量（25.12±0.52）g 显著下降（各组 P 值均<0.000 1），

给予 SIL（23.00±0.31） g或LW1646（22.77±0.28）g的
小 鼠 体 质 量 较 高 于 7UUO 组（P= 0.163 6，P=
0.164 7），差异无统计学意义。在给予PDE5抑制剂

7 d 后，SIL 组小鼠体质量（23.15±0.37）g、LW1646
小 鼠 体 质 量（22.98±0.25）g 均 较 高 于 7UUO 组

（22.22±0.27）g（P=0.336 1>0.05，P=0.248 5>0.05），

但仍低于假手术组小鼠（24.5±0.79）g（P=0.049 2>0.05，
P=0.071 4>0.05；图1）。

2.2　PDE5抑制剂改善UUO小鼠肾脏纤维化病理

改变

H&E 染色结果显示，假手术组小鼠肾脏肾小

管和肾小球结构完整，而在单侧输尿管结扎 7 d
（7UUO）诱导的肾间质纤维化小鼠模型中，梗阻侧

肾脏肾小管上皮细胞出现坏死空泡样、颗粒样改

变，部分上皮细胞甚至萎缩，肾小管管腔扩张严重，

肾间质炎症细胞浸润；给予西地那非（SIL）或

LW1646后，梗阻侧肾脏肾间质肾脏炎症细胞浸润

减少、肾小管损伤较 7UUO 组不同程度减轻（图 2 
A ）。继而我们使用Masson’s染色检测了肾间质胶

原沉积情况，结果显示 7UUO导致肾脏皮质肾小管

间质有明显的胶原积聚，提示明显的肾间质纤维

化，而给予 SIL或LW1646后，小鼠肾间质胶原堆积

有所减轻（图2 B， C）。

2.3　PDE5抑制剂降低7UUO小鼠肾脏TGF-β1
蛋白表达及促纤维化因子基因表达

通过免疫印迹分析 PDE5 抑制剂对 7UUO 小

鼠肾脏中纤维化蛋白表达的影响。结果显示经

单因素方差分析，4 组间小鼠手术或假手术侧肾

脏 TGF- β1 蛋白表达水平差异有统计学意义

（F=13.90 ，P<0.000 1）。两两比较后发现其在

7UUO 组 与 假 手 术 组 的 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.000 1），7UUO 组小鼠梗阻侧肾脏中 TGF-β1
蛋白表达水平显著升高，在给予 PDE5 抑制剂 SIL
或 LW1646 后，TGF-β1 蛋白表达显著下降（P 值依

次为P<0.000 1，P=0.001 1；图3）。

我们进一步检测了纤维化标志蛋白基因的表

达水平，RT-qPCR 结果经单因素方差分析，各

组 间 TGF- β1、Col1a1、αSMA 的 mRNA 表达水平

差 异 有 统 计 学 意 义（各 指 标 统 计 量 分 别 为

F=19.60，P<0.000 1；F=20.47，P<0.000 1；F=15.59，
P<0.000 1）。经两两比较后分析，同假手术组小鼠

相 比 ，7UUO 小 鼠 梗 阻 侧 肾 脏 促 纤 维 化 因 子

TGF-β1、Col1a1、αSMA mRNA表达增加（各指标 P
值均为 P<0.000 1）；给予 SIL 处理明显降低梗阻侧

表 1　小鼠RT-qPCR引物序列

Table 1　Primer sequences for RT-qPCR （mouse） 

Target gene
TGF-β1
α-SMA
Col1a1
GAPDH

Former primer sequence （5'-3'）
CTCCCGTGGCTTCTAGTGC
CCCAACTGGGACCACATGG
GCTCCTCTTAGGGGCCACT

TGACCTCAACTACATGGTCTACA

Reverse primer sequence （5'-3'）
GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG
TACATGCGGGGGACATTGAAG

CCACGTCTCACCATTGGGG
CTTCCCATTCTCGGCCTTG

Lengths/bp
133
170
103
85

Note: Data are presented as x̄ ± sx̄ (n =6/group). SNK’s multiple 
comparison test after ANOVA was used to compare different treatment 
groups. 1) P < 0.05 compared with Sham; 2) P < 0.01 compared with 
Sham; 3) P < 0.001 compared with Sham.

图1　PDE5抑制剂干预对各组小鼠体质量的影响

Fig. 1　Effect of PDE5 inhibitors on body weight of 
Sham， 7UUO， 7UUO+SIL， 7UUO+LW1646 mice
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肾脏 TGF-β1、Col1a1的 mRNA 表达水平（P值依次

为 P=0.041 9，P= 0.004 7），LW1646处理降低 TGF-
β1、Col1a1、αSMA 的 mRNA 表达水平（P= 0.037 1，
P=0.021 1，P= 0.005 8），但 SIL 没有降低 αSMA 的

mRNA（P= 0.551 5），SIL 与 LW1646 对 αSMA 的

mRNA 表达水平的调控差异具有统计学意义

（P=0.004 1）。提示 LW1646 可能有比 SIL 更好的

抗纤维化作用（图4）。

2.4　PDE5抑制剂减轻7UUO小鼠肾脏组织内质

网应激相关蛋白表达水平

我们进一步通过免疫印迹探索了肾脏内质网

应激水平，经单因素方差分析，小鼠梗阻侧肾脏的

BiP、p-eIF2α 多组间差异有统计学意义（各指

标统计量分别为 F= 8.91，P=0.000 6；F= 8.67，P= 
0.000 7）。经两两比较后发现，7UUO 组 BiP、p-
eIF2α 蛋白表达水平较假手术组显著升高（P<
0.001），而给予 SIL 或 LW1646 后，BiP 蛋白表达水

平 较 7UUO 组 降 低（P 值 依 次 为 P=0.006 6，P=
0.005 6）；相比于 7UUO 组，SIL 或 LW1646 组 p-
eIF2α蛋白表达水平降低（P 值依次为P=0.049 1，P
=0.008 2）。经 Kruskal-Wallis 检验，各组间 eIF2α

H&E staining (A) and Masson’s straining (B、C) results show tubular dilation (red arrow), inflammatory cell infiltration (black arrow) and collagen 
content in the kidney on the obstructed side of the mice were alleviated by continuously treating mice with SIL or LW1646 once daily (i.g., 50 mg/kg) for 
7 days （400×  magnification）.

图2　PDE5抑制剂对UUO小鼠肾脏病理形态改变的影响

Fig. 2　Renal pathology in Sham， 7UUO， 7UUO+SIL and 7UUO+LW1646 mouse kidneys

A and B representative corresponding densitometry analysis and 
immunoblots of protein expression levels in the kidney of Sham, 7UUO, 
7UUO+SIL, 7UUO+LW1646 mice. Data are presented as x̄±sx̄ (n =6/
group). SNK’s multiple comparison test after ANOVA was used to com⁃
pare different treatment groups. 1) P < 0.05; 2) P < 0.01; 3) P < 0.001.
图3　PDE5抑制剂降低7UUO小鼠肾脏TGF-β1蛋白表达

Fig. 3　PDE5 inhibitors decrease TGF-β1 protein 
expression in the kidney of 7UUO mice
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蛋白表达水平、p-eIF2α/eIF2α 比值差异有统计学

意义（H= 8.61，P= 0.035 0；H= 13.25，P=0.004 1），两

两比较后发现 7UUO 组 eIF2α 蛋白表达水平、p-
eIF2α/eIF2α 比值较假手术组高（P= 0.048 0；P= 
0.049 4），但 SIL 或 LW1646 处理组与 7UUO 组间的

差异无统计学意义（图 5），提示 7UUO 诱导的内质

网应激反应被 PDE5 抑制剂下调。IP3R 是内质网

膜上的钙释放通道，可通过响应细胞内的次级信使

IP3 来释放内质网内存储的钙离子，钙结合蛋白

calnexin 是一种分子伴侣蛋白，可以与内质网中协

助蛋白质组装和/或保留未组装的蛋白质亚基。免

疫印迹结果显示，经单因素方差分析，各组间肾

脏 IP3R、calnexin 的蛋白表达水平差异有统计学

意义（各指标统计量分别为 F= 12.52，P<0.000 1；
F=5.93，P=0.004 3）。经两两比较后发现，与假手术

组相比，7UUO小鼠梗阻侧肾脏 IP3R蛋白表达水平

显著升高（P=0.003 4）。给予 SIL 或 LW1646 后可

以显著下调 calnexin 蛋白表达水平（P 值依次

为 P=0.017 4，P=0.001 3），以及 UUO 诱导的 IP3R
的蛋白表达水平升高（P 值均为P<0.001；图6）。

2.5　PDE5抑制剂减轻7UUO小鼠肾脏组织自噬

相关蛋白表达

p62 和 LC3B 两种蛋白均是自噬发生的标志

物。p62 可以和泛素化蛋白相结合，之后由 LC3B
参与构成的自噬体囊泡吞噬底物从而进行细胞内

损伤细胞器的清除和回收。经单因素方差分析，四

组 p62、LC3B I 的蛋白表达水平差异有统计学意

义（各指标统计量分别为 F=10.83，P=0.000 2；

F=17.99，P<0.000 1）。经两两比较后发现，与假手

术组小鼠相比，7UUO组小鼠肾脏中 p62与LC3B的

蛋白表达水平明显升高（P 值均为P<0.000 1）。SIL
显著降低 p62 蛋白表达水平（P= 0.036 3），特别是

LW1646 可以显著降低 p62 和 LC3B I 蛋白表达（P 
值依次为 P=0.016 9，P= 0.010 2），提示 LW1646 可

能有更好地降低自噬水平的作用（图7）。

2.6　PDE5抑制剂减轻7UUO小鼠肾脏凋亡相关

蛋白表达水平

细胞凋亡是由机体调控的一种程序性死亡，并

以清除不需要或受损的细胞为目的。我们检测了

肾脏中凋亡相关蛋白的表达。结果显示经单因素

方差分析，各组间Bcl-2、cleaved caspase3的蛋白表

达水平差异有统计学意义（各指标统计量分别

为 F= 3.65，P= 0.029 2；F= 4.25，P=0.017 0），经

Kruskal-Wallis 分析，各组间 Bax 的蛋白表达水平、

Bcl-2/Bax 比值水平差异有统计学意义（H= 13.62，
P=0.003 4；F= 19.60，P= 0.000 2）。经两两比较

后发现，相对于假手术组，7UUO 组活化的半胱

氨酸酶 3（cleaved caspase 3）的蛋白表达水平亦是

显 著 上 升（P=0.012 2），SIL 或 LW1646 可 不

同 程 度降 低 cleaved-caspase 3 蛋 白 表 达 水 平

（P=0.088 1，P=0.033 9）；7UUO 组小鼠梗阻侧肾脏

Bcl-2/Bax 比值水平相对于假手术组降低了约

6 倍（Z= 4.413，P<0.000 1），在 给 予 SIL 或

LW1646 后，肾脏 Bax/Bcl-2 比值显著下降（P 值依

次为P= 0.047 7，P=0.042 3；图8）。

2.7　在HK2细胞中，cGMP抑制内质网应激和促

纤维化反应

根据前面动物实验结果，我们发现 PDE5抑制

 mRNA expression levels of renal TGF-β1, αSMA, Collagen I were differentially downregulated with administration of SIL or LW1646. Data are 
presented as x̄±sx̄ (n =6/group). SNK’s multiple comparison test after ANOVA was used to compare different treatment groups. 1) P < 0.05; 2) P < 0.01; 
3) P < 0.001.

图4　PDE5抑制剂降低7UUO小鼠肾脏纤维化相关基因表达

Fig. 4　PDE5 inhibitors decrease TGF-β1， αSMA， Collagen I mRNA expression in the kidney of 7UUO mice
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剂可能通过调节 TGF-β1 基因和蛋白表达水平抑

制肾脏纤维化进展。为深入了解PDE5抑制剂抑制

肾脏纤维化的作用机制，我们用 TGF- β1 孵育

HK2，以模拟UUO或其他模型中TGF-β1参与肾脏

纤维化发生发展过程。使用 10 μmol/L 的 8-Br-
cGMP 预处理 HK2 细胞 30 min 后继续与 5 ng/mL 
TGF-β1 共同孵育 HK2 细胞 48 h，了解 PDE5 抑制

剂是否通过 cGMP减轻肾脏纤维化。经免疫印迹、

单因素方差分析发现，各组间 Fibronectin、BiP的蛋

白表达水平的差异有统计学意义（各指标统计量分

别为 F=19.25，P=0.000 6；F=5.58，P=0.048 4）。经

两两比较后发现，相对于对照组，TGF-β1可显著升

高Fibronectin、BiP的蛋白表达水平（P 值依次为P<
0.000 1，P= 0.012 9），而 cGMP 在 HK2 细胞中可以

缓解TGF-β1诱导的纤维化标志蛋白Fibronectin和

内质网应激分子伴侣 BiP蛋白高表达水平（P 值依

次为 P= 0.017 9，P= 0.057 8）。这一结果与体内实

验给予 SIL或LW1646相类似，提示PDE5抑制剂对

肾脏纤维化的保护作用可能与 cGMP 的作用有

关（图9）。

2.8　在HK2细胞中，PDE5抑制剂抑制衣霉素诱

导的内质网应激和促纤维化反应

衣霉素（tunicamycin， TM）是蛋白糖基化抑制

剂，可以阻止蛋白糖化的起始步骤从而诱导内质网

应激。我们给予 HK2 细胞 2 μg/mL TM 24h，使用

PDE5 抑制剂 SIL 或 LW1646 10 μmol/L 预处理 1h，
检测 PDE5 抑制剂能否缓解 TM 诱导的内质网应

激反应，以及自噬和凋亡的改变。经免疫印

迹、单因素方差分析，各组间 BiP、FN 蛋白表达

水 平 差 异 有 统 计 学 意 义（F=80.62 ，P<0.001 ；

F=4.62，P=0.023 1）。两两比较后发现，TM 组 BiP

A and B representative corresponding densitometry analysis and 
immunoblots of protein expression levels in the kidney of Sham, 7UUO, 
7UUO+SIL, 7UUO+LW1646 mice. Data are presented as x̄±sx̄ (n =6/
group). SNK’s multiple comparison test after ANOVA was used to com⁃
pare different treatment groups. Renal eIF2α and p-eIF2α/ eIF2α ratio 
difference used Dunn Kruskal-Wallis multiple comparison after Krus⁃
kal-Wallis test. 1) P < 0.05; 2) P < 0.01; 3) P < 0.001.
图5　PDE5抑制剂减轻7UUO小鼠肾脏组织内质网应激

相关蛋白表达

Fig. 5　Effect of PDE5 inhibitors on attenuating protein 
expression of ER stress-related protein in 7UUO mouse 

kidneys

A and B representative corresponding densitometry analysis and 
immunoblots of protein expression levels in the kidney of Sham, 7UUO, 
7UUO+SIL, 7UUO+LW1646 mice. Data are presented as x̄±sx̄ (n =6/
group). SNK’s multiple comparison test after ANOVA was used to com⁃
pare different treatment groups. 1) P < 0.05; 2) P < 0.01; 3) P < 0.001.
图6　PDE5抑制剂减轻7UUO小鼠肾脏组织内质网应激

相关蛋白表达

Fig. 6　Effect of PDE5 inhibitors on attenuating protein 
expression of ER stress-related protein in 7UUO mouse 

kidneys
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蛋白表达水平高于对照组（P<0.001），给予 SIL 或

LW1646后，BiP蛋白表达水平显著下调（P= 0.004， 
P=0.004 2）。TM组FN蛋白表达水平相对于对照组

显著升高（P=0.044 1），SIL组和 LW1646组 FN蛋白

表达水平被下调（P=0.028 0，P=0.023 1；图 10），提

示 SIL 以及 LW1646 对 TM 诱导的内质网应激和促

纤维化反应的缓解作用。

2.9　在HK2细胞中，PDE5抑制剂抑制衣霉素诱

导的自噬反应

内质网应激常常诱导自噬发生，因此我们检测

了 HK2 细胞的内质网应激反应。经免疫印迹、单

因素方差分析，各组 p62、LC3B Ⅱ蛋白表达水平

差异有统计学意义（F= 14.86，P= 0.003 5；F= 15.21，
P=0.000 2）。两两比较后发现，LW1646组 p62蛋白

表 达 水 平 较 SIL 组 低 ，但 差 异 无 统 计 学 意 义

（P=0.052 2）。TM 组 LC3B Ⅱ蛋白表达水平以及

LC3B I/LC3B Ⅱ比值较对照组显著升高（P<0.001，
P=0.043 6），LW1646 下 调 TM 诱 导 的 上 调 的

LC3B Ⅱ的蛋白表达水平，但差异无统计学意义

（P= 0.925 3；图11）。

2.10　在HK2细胞中，PDE5抑制剂抑制衣霉素诱

导的凋亡反应

凋亡是细胞损伤的常见后果。经免疫印迹、单

因素方差分析后发现各组间 Bcl-2/Bax 的比值、

cleaved caspase 3 差异有统计学意义（F= 6.14，

P=0.033；F= 4.88，P= 0.019），经两两比较分析，TM
组 Bcl-2/Bax 比值较对照组显著降低（P=0.049 9），

cleaved caspase 3 蛋 白 表 达 水 平 显 著 升 高

（P=0.013 2），给予 LW1646 后 Bcl-2/Bax 比值上调

（P=0.014 1），而 SIL 处理组与 TM 组之间差异无统

计学意义（P= 0.213 1），提示内质网应激介导的凋

亡反应被 LW1646 缓解，LW1646 可能在抗凋亡上

起着比SIL更优的效益（图12）。

3 讨 论
肾纤维化治疗依然是一大难题，目前解决不可

逆肾纤维化临床问题的方法是预防急性肾损伤

（acute kidney injury， AKI）向 CKD 转变和/或延缓

A and B representative corresponding densitometry analysis and 
immunoblots of protein expression levels in the kidney of Sham, 7UUO, 
7UUO+SIL, 7UUO+LW1646 mice. Data are presented as x̄±sx̄ (n =6/
group). SNK’s multiple comparison test after ANOVA was used to com⁃
pare different treatment groups. 1) P < 0.05; 2) P < 0.01; 3) P < 0.001.
图7　PDE5抑制剂减轻7UUO小鼠肾脏组织自噬相关蛋

白表达

Fig. 7　Effect of PDE5 inhibitors on attenuating protein 
expression of autophagy-related protein in 7UUO mouse 

kidneys

A and B representative immunoblots and corresponding densitom⁃
etry analysis of protein expression levels in the kidney of Sham, 7UUO, 
7UUO+SIL, 7UUO+LW1646 mice. Data are presented as x̄±sx̄ (n =6/
group). SNK’s multiple comparison test after ANOVA was used to com⁃
pare different treatment groups. Renal Bcl-2/Bax ratio difference used 
Dunn Kruskal-Wallis multiple comparison after Kruskal-Wallis test. 1) 
P < 0.05; 2) P < 0.01; 3) P < 0.001.
图8　PDE5抑制剂减轻7UUO小鼠肾脏组织凋亡蛋白表达

Fig. 8　PDE5 inhibitors attenuate protein expression of 
apoptosis-related protein in 7UUO mouse kidneys
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现有纤维化的进展［2， 16］。本研究使用了以持续性

肾小管内压增高为特征的UUO导致的肾脏纤维化

模型，通过病理切片和免疫印迹观察到 SIL 或

LW1646对UUO导致的肾脏损伤的保护作用，两种

PDE5 抑制剂均可通过下调 TGF- β1 的蛋白和

mRNA 表达水平、促纤维化基因表达水平、内质网

应激、自噬、凋亡蛋白的表达水平从而保护肾脏，而

这种作用可能是通过 cGMP介导的。

肾脏纤维化是一个复杂的病理生理过程，炎

症、氧化应激、内质网应激等均会促进肾脏纤维化

的进一步发展［2］。目前已有研究发现PDE5抑制剂

可以通过抗氧化应激、抗炎、抗凋亡来缓解疾病症

状和发展［3］。机制上， PDE5抑制剂通过抑制PDE5
对 cGMP 的酶促降解，从而增加 PKG 活性［3］。而其

他研究表明，PDE5 抑制剂主要通过 NO-cGMP-
PKG 通路促进血流、抗血栓等，从而治疗勃起功能

障碍以及肺动脉高压。在保护肾脏损伤时，传统的

PDE抑制剂 zaprinast可以增强梗阻侧肾脏 cGMP水

平通过GKI通路缓解肾脏纤维化［17］，他达那非可通

过减少 ROS 产生以及血浆 TNFα、IL-1β 等炎症因

子水平，从而起到抗炎、保护肾盂肾炎的作用［18］。

西地那非可通过 cGMP-PKG 通路改善巨噬细胞和

肾小管的功能， 下调 TGF-β 信号通路以及减少巨

噬细胞浸润，从而改善 14UUO 导致的肾脏纤

维化［19］。

肾脏纤维化进展中出现 TGF-β1 信号通路过

度激活、内质网应激以及自噬、凋亡异常活跃，研究

表明对其干预可延缓肾脏纤维化的发展［2］。TGF-
β1 在肾脏纤维化过程中可由肾近端小管、免疫细

胞尤其是 M2巨噬细胞分泌，是促进成纤维细胞活

化的强力的细胞因子［20-21］，可诱导多种细胞外基质

蛋白如胶原、纤连蛋白的产生［22］，甚至可以诱导上

皮 -间质转化（epithelial-mesenchymal transition ， 
EMT）［23］以促进细胞外基质的进一步产生。另外，

也有研究表明 TGF-β1 可以剂量依赖地激活内质

网应激、细胞自噬和纤维化［24］。我们的研究结果显

示，SIL或LW1646可以下调肾脏的TGF-β1转录和

翻译水平（P<0.05），不同程度下调Collagen I mRNA

A and B representative immunoblots and corresponding densitom⁃
etry analysis of protein expression levels in the HK-2 cells of CTL, 
TGF- β1, TGF- β1+cGMP. Data are presented as x̄±sx̄ (n =4/group). 
SNK’s multiple comparison test after ANOVA was used to compare dif⁃
ferent treatment groups. 1) P < 0.05; 2) P < 0.01; 3) P < 0.001. FN: Fibro⁃
nectin.
图9　cGMP抑制TGF-β1诱导的HK2细胞促纤维化反应

及内质网应激

Fig. 9　cGMP inhibits TGF-β1-induced fibrogenic 
response and endoplasmic reticulum stress in HK-2 cells

A and B representative immunoblots and corresponding densitom⁃
etry analysis of protein expression levels in the HK-2 cells of CTL, TM, 
TM+SIL, TM+LW1646. Data are presented x̄±sx̄ (n =4/group). SNK’s 
multiple comparison test after ANOVA was used to compare different 
treatment groups. 1) P < 0.05; 2) P < 0.01; 3) P < 0.001.
图10　PDE5抑制剂抑制TM诱导的HK2细胞促纤维化反

应及内质网应激

Fig. 10　PDE5 inhibitors inhibit TM-induced fibrogenic 
response and endoplasmic reticulum stress in HK-2 cells
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的表达，提示 PDE5 抑制剂可以通过调控 TGF-β1
信号通路以下调 ECM 蛋白 Collagen I 的转录水平，

以及 LW1646 可下调肌成纤维细胞活化标志物

αSMA 的 mRNA 表达水平。在我们的体外实验中

cGMP 对 TGF-β1 诱导的肾近端小管上皮细胞的

ECM 蛋白 Fibronectin 的蛋白表达水平以及内质网

应激分子伴侣 BiP 蛋白表达水平的增高具有显著

的下调作用。可能提示 SIL 或 LW1646 通过下调

PDE5A酶活性从而下调对 cGMP的降解，因此促进

了 NO-cGMP-PKG 通路从而下调 TGF-β1 的转录

和翻译，进而下调ECM蛋白的表达。另外，我们利

用衣霉素诱导内质网应激模型，同样证明了

LW1646 可缓解内质网应激、ECM 蛋白的产生，同

时对细胞自噬和凋亡起下调作用。而在动物模型

中，PDE5抑制剂可以不同程度下调UUO导致的梗

阻侧肾脏内质网应激、自噬水平增高、凋亡蛋白表

达水平的增加，提示 PDE5抑制剂可能通过改善肾

脏内质网应激、自噬过度激活从而改善了肾脏纤维

化和凋亡。

内质网应激、自噬、凋亡的改变提示UUO诱导

的肾脏中非折叠蛋白反应、正常蛋白合成、折叠过

程受干扰，细胞清除受损细胞器、机体清除受损细

胞活跃甚至异常的病理生理状况。在肺中，内质网

应激可通过促进成纤维细胞增殖分化为肌成纤维

细胞以产生ECM、促进ECM积聚，可促进肺泡上皮

细胞发生凋亡以及 EMT 导致肺进一步损伤，通过

促进巨噬细胞极化为M2型巨噬细胞可促进肺的纤

维化［25］。此外，内质网应激可以通过影响 IP3R 的

表达和稳定性来影响细胞内钙离子的释放，从而影

响细胞内钙离子的平衡和调节［26］。最近一项研究

表明，内质网应激、自噬与肾纤维化、细胞凋亡的交

互作用促进纤维化发生。内质网应激可通过激活

A and B representative immunoblots and corresponding densitometry analysis of protein expression levels in the HK-2 cells of CTL， TM， TM+
SIL， TM+LW1646. Data are presented as x̄±sx̄ （n =4/group）. SNK’s multiple comparison test after ANOVA was used to compare different treatment 
groups. 1） P < 0.05； 2） P < 0.01； 3） P < 0.001.

图11　PDE5抑制TM诱导的HK2细胞自噬反应

Fig. 11　PDE5 inhibitors inhibit TM-induced autophagy response in HK-2 cells

A and B representative immunoblots and corresponding densitometry analysis of protein expression levels in the HK-2 cells of CTL, TM, TM+SIL, 
TM+LW1646. Data are presented as x̄±sx̄ (n =4/group). SNK’s multiple comparison test after ANOVA was used to compare different treatment groups. 1) 
P < 0.05; 2) P < 0.01; 3) P < 0.001.

图12　PDE5抑制剂抑制TM诱导的HK2细胞凋亡反应

Fig. 12　PDE5 inhibitors inhibit TM-induced apoptosis response in HK-2 cells
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自噬以促进肾纤维化和细胞凋亡，而抑制自噬后内

质网应激被缓解［24］，抑制内质网应激后，TGF-β1诱

导的 HK2 细胞纤维化、自噬和凋亡被缓解［24］。自

噬水平可以被内质网应激或 TGF-β1激活，使用氯

喹或 3-MA抑制自噬可缓解内质网应激以及 TGF-
β1诱导的纤维化［24］。自噬和凋亡作为机体对抗损

伤的清除机制，既是多种病理生理诱发的结果，也

是加重损伤和纤维化的重要因素［24， 27-30］。我们的

结果显示在 7UUO 后的小鼠梗阻侧肾脏中 BiP、
IP3R 的蛋白表达水平显著升高，而给予 SIL 或

LW1646 后，BiP、IP3R、calnexin 的蛋白表达水平被

不同程度下调，提示 PDE5 抑制剂可能通过下游

GKI或 PKG活化从而降低 IP3R的蛋白水平影响细

胞内 Ca2+的平衡，同时减少了 calnexin 对错误折叠

蛋白的保留从而缓解内质网应激。在HK2细胞中

的结果表明 cGMP下调TGF-β1与衣霉素诱导内质

网应激。另外，在 7UUO诱导的肾纤维化小鼠肾脏

中 p62 以及 LC3B 的蛋白表达水平显著上升，提示

肾脏自噬水平的增加。而给予 PDE5 抑制剂后， 

LW1646显著下调了肾脏 p62以及LC3B I蛋白表达

水平，SIL 下调 p62 蛋白表达水平，提示 PDE5 抑制

剂可能通过缓解内质网应激以及 TGF-β1 信号通

路进而降低自噬水平，以及降低的自噬水平缓解了

内质网应激、TGF-β1 导致的肾纤维化进展，以及

LW1646对自噬的调控作用可能强于 SIL。而在体

外实验中，衣霉素诱导的内质网应激可被 SIL 或

LW1646 缓解，同时 LW1646 对 p62、LC3B、Bax、
cleaved caspase 3 的蛋白表达水平的调控较 SIL 更

加明显，虽然差异无统计学意义。

综上，我们的结果显示新型 PDE5 抑制剂

LW1646 与传统 PDE5 抑制剂 SIL 均可以通过抑制

肾脏内质网应激、增强抗凋亡、降低 TGF-β1 的转

录和翻译水平来保护肾脏纤维化，而且 LW1646在

缓解肾脏纤维化、内质网应激以及自噬水平上的效

果优于 SIL。本研究验证了新型 PDE5 抑制剂在

UUO诱导的肾脏纤维化中的多方面保护作用以及

相对于传统 PDE5 抑制剂 SIL 的在抗纤维化、抗内

质网应激、调控自噬的更优效力。
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