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血 管 紧 张 素 转 化 酶 抑 制 剂 （angiotensin-converting
enzyme inhibitor，ACEI）能减少蛋白尿 ，减轻细胞外基质沉
积，从而延缓肾小球硬化 （glomerulosclerosis，GS）的进展已
被大量研究证实 ［1－3］。 迄今已有大量关于 ACEI 对肾保护作
用的临床及动物实验研究，就 ACEI 治疗剂量而言，过去大
部分研究结果 ［4］显示 ：大剂量 ACEI 的肾保护作用优于常
规剂量。但在超大剂量 ACEI 对肾小球硬化的影响方面，研
究不多，并存在争议。 本实验设计将大剂量与超大剂量苯

那普利（benazepril）进行比较观察，探讨超大剂量 ACEI 能
否进一步抑制肾小球硬化。

1 材料与方法

1．1 材料
TRIZON 试剂购自 Invitrogene 公司， 逆转录试剂盒购

自 Fermentas 公司 ，Taq 酶购自 Takara 公司 ，苯那普利 （商
品名：洛汀新），购自瑞士诺华制药有限公司。

1．2 动物分组
8 周龄自发性高血压大鼠 （spontaneously hypertensie

rat，SHR）30 只，质量 170 ～ 220 g， 购自北京维通利华动物
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不同剂量苯那普利对自发性高血压大鼠肾小球硬化的影响
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摘 要： 【目的】 观察超大剂量血管紧张素转化酶抑制剂干预能否进一步抑制肾小球硬化。 【方法】 30 只 8 周龄雄性
自发性高血压大鼠随机分为模型对照组（M 组），大剂量（10 mg·kg－1·d－1）苯那普利治疗组（LT 组），超大剂量（50 mg·kg－1·d－1）

苯那普利治疗组（HT 组），以 10 只 Wistar-Kyoto 大鼠（Wistar-Kyoto rats，WKY）为正常对照组（N 组）。 检测各组大鼠的血压、
血清肌酐及 24 h 尿蛋白；RT-PCR 和免疫组织化学方法分别检测肾组织转化生长因子-β1 （transforming growth factor，TGF-
β1）和纤溶酶原激活物抑制因子（Plasminogen Activator Inhibitor，PAI-1）的 mRNA 和蛋白表达；肾组织石蜡切片评估肾小球
胶原沉积程度，采用 MASSON 染色。 【结果】 1）TGF-β1 和 PAI-1 的 mRNA 和蛋白表达：LT 组和 HT 组的 TGF-β1 和 PAI-1
的 mRNA 和蛋白表达被抑制（P ＜ 0．01）；两治疗组间无统计学差异（P ＞ 0．05）。 2）肾小球胶原沉积：LT 组和 HT 组的胶原面
积 ／肾小球面积比值均明显减低（0．17 ± 0．15， 0．18 ± 0．11 vs 0．30 ± 0．28； P ＝ 0．001）；两治疗组间无统计学差异 （0．17 ±
0．15 vs 0．18 ± 0．11； P＝0．404）。 【结论】 大剂量与超大剂量血管紧张素转化酶抑制剂均能降低血压，减少蛋白尿，抑制肾组

织 TGF-β1 和 PAI-1 的 mRNA 和蛋白表达，延缓肾小球硬化；但超大剂量血管紧张素转化酶抑制剂不能进一步的抑制肾小
球硬化。
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实验技术有限公司 ，8 周龄同源正常的 Wistar-Kyoto 大鼠
（Wistar-Kyoto rats，WKY）10 只，质量 170 ～ 220 g， 购自中
山大学动物中心，常规自由饮水进食。 SHR 随机分成 3 组
（n＝10）：①SHR 模型对照组（M 组）；②10 mg·kg－1·d－1 苯那

普利治疗组（LT 组）；③50 mg·kg－1·d－1 苯那普利治疗组（HT
组）；WKY 正常对照组（N 组），在清洁环境下，适应一周（剂
量由预实验获得）。 检测血压，血清肌酐（serum creatinine，
Scr），24 h 尿蛋白（24 hours urinary protein，24 h UPR）从出
现蛋白尿的第 8 周开始，M 组和 N 组灌服饮用水，LT 组和
HT 组分别灌服 10 mg·kg－1·d－1 和 50 mg·kg－1·d－1 苯那普

利，喂养 4 周后处死。
1．3 大鼠血压测定
采用 RBP-1B 型大鼠尾动脉血压心率测定仪（中日友

好医院）。 各组大鼠分别于第 0、4、8 和 12 周在清醒安静状
态下测量尾动脉血压，给药后血压在当天给药前测量。

1．4 大鼠生化指标测定
分别于第 0、4、8 和 12 周，用代谢笼收集大鼠 24 h 尿

液， 在收集瓶中加入适量甲苯，用 OLYMPUS AU640 全自
动分析仪测定 24 h UPR。 实验结束前于大鼠尾动脉采集血
液，实验结束时于下腔静脉采血，3 000 r ／ min（r＝20 cm）离心
15 min 送检，由 OLYMPUS AU640 全自动分析仪检测 Scr。
1．5 大鼠肾组织 TGF-β1 和 PAI-1 的 mRNA 的表达
采用 TRIZON 试剂从大鼠肾组织中提取总 RNA，将

总 RNA 反转录成相应的 cDNA，行 PCR，产物凝胶电泳后，
用图像分析系统拍照并进行半定量分析，TGF-β1 和 PAI-1
的 mRNA 的吸光度值 （A）比值 ，分别与 GAPDH 的 mRNA
的吸光度值相比较即得到 TGF-β1 和 PAI-1 的 mRNA 的相
对表达量 。 引物由上海生物技术服务有限公司合成 。

GAPDH：sense GGC AAG TTC AAT GGC ACA GT， antisense
AAG GTG GAG GAA TGG GAG TT，扩增片段长为 725 bp。
TGF-β1：sense CTG TCC AAA CTA AGG CTC GC，antisense
AGA CAG CCA CTC AGG CGT A， 扩增片段长为 432 bp。
PAI-1：sense ATG GAA CAA GAA TGA GAT CA ，antisense
TCA AAG GGT GCT GCA ATG AAC，扩增片段长为 472 bp。
循环参数为： 94 ℃预变性 5 min， 94 ℃变性 30 s，53 ℃退火
50 s，72℃延伸 45 s，循环 35 次结束后，于 72℃延伸 7min。
1．6 大鼠肾组织 TGF-β1和 PAI-1 的蛋白表达

TGF-β1 和 PAI-1 多克隆Ⅰ抗以及即用型 SABC 免疫
组化染色试剂盒均购自武汉博士德生物工程有限公司。 实

验方法按照试剂盒所提供的方法和步骤进行。 取免疫组化

的肾组织切片置于显微镜下，计数 15 个肾小球，光学放大
400 倍， 图象摄入德国 KONTRON IBAS 2．5 全自动图像分
析系统 ， 运用阳性单位 PU＝100 ×（GA－Ga） ／ ［（1 －Aa） ×
Gmax］ 的计算公式，计算阳性单位的数值 ［5］。

1．7 病理指标检测
将多聚甲醛固定的标本， 常规石蜡包埋切片， 进行

Masson 染色后，观察肾小球硬化的改变情况。 肾小球胶原
沉积评分 ［6］：在光镜（ × 200）视野下，每张切片随机选择肾
组织内 15 个肾小球，利用图像分析系统，首先检测肾小球

总面积，再检测相应肾小球内胶原的总 IOD（光密度）值，计
算胶原纤维 IOD ／肾小球总面积，代表胶原纤维的含量。
1．8 统计学分析
所有数据均以均数±标准差（x±s）表示，采用单因素方

差分析， 用统计分析软件包 SPSS 11．5 进行处理，P ＜ 0．05
表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2．1 血压
M 组血压较 N 组明显升高（P ＜ 0．01）；LT 组和 HT 组

血压明显低于 M 组 （P ＜ 0．05），高于 N 组 ，但无统计学差
异（P ＞ 0．05）；两治疗组间血压无明显差异（表 1）。

2．2 尿蛋白和血清肌酐
与模型组相比， 两治疗组 24 h UPR 明显降低 （P ＜

0．05）， 但高于正常对照组， 两治疗组间 24 h UPR 无差异
（P ＞ 0．05）；各组 Scr 无明显区别（P ＞ 0．05，表 2）。

2．3 TGF-β1 mRNA 和蛋白表达
RT-PCR 实验发现模型对照组较正常对照组 TGF-β1

mRNA 和蛋白表达明显上调， 两者之间的表达有显著差异
（P ＜ 0．01）；LT 组和 HT 组的 TGF-β1 mRNA 和蛋白的表
达被抑制，其表达量与模型对照组相比有统计学差异（P ＜
0．01）；两治疗组间无差异（P ＞ 0．05，图 1，3，表 3）。
2．4 PAI-1 mRNA 和蛋白表达

RT-PCR 实验发现模型对照组较正常对照组 PAI-1
mRNA 和蛋白表达明显上调， 两者之间的表达有显著差异
（P ＜ 0．01）；LT 组和 HT 组的 PAI-1 mRNA 和蛋白的表达

表 1 血压比较 （n＝10，x±s，mmHg）

1）与 M 组比较： P ＜ 0．05， 2） P ＜ 0．01；3）与 LT 组比较，P ＜
0．05

组别

N 组

M 组

LT 组

HT 组

0 周

120 ± 62） 3）

164 ± 9
164 ± 9
159 ± 10

4 周

122 ± 82） 3）

177 ± 10
175 ± 15
165 ± 10

8 周

123 ± 102） 3）

185 ± 13
132 ± 51）

125 ± 101）

12 周

124 ± 92） 3）

190 ± 10
134 ± 61）

124 ± 81）

表 2 肌酐和 24 h 蛋白尿比较（n＝10，x±s，μmol ／ L，mg ／ 24 h）

组别

N组 Scr
24 h UPR

M 组 Scr
24 h UPR

LT 组 Scr
24 h UPR

HT 组 Scr
24 h UPR

0 周

38 ± 6
12．6 ± 3．01）3）

40．1 ± 4．1
20．9 ± 5．2
39 ± 4
25 ± 7
38 ± 4
23 ± 7

4 周

38 ± 4
14 ± 4．13）

36．7 ± 1．7
19．4 ± 3．7
37 ± 3
23 ± 3
40 ± 8
21 ± 9

8 周

38 ± 6
18．1 ± 10．62）3）

38．7 ± 3．6
40．7 ± 5．1
39 ± 4
30 ± 101）

37 ± 3
31 ± 61）

12 周

37 ± 3
19．4 ± 8．82）3）

35．6 ± 1．7
42．3 ± 2．5
36 ± 3
29 ± 61）
37 ± 5
30 ± 41）

1）与 M 组比较： P ＜ 0．05， 2）P ＜ 0．01； 3） 与 LT 组比较， P ＜
0．05； Scr：肌酐；24 h UPR：24 h 蛋白尿
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图 1 RT-PCR 检测 TGF-β1 mRNA 表达
图 2 RT-PCR 检测 PAI-1mRNA 表达

M： Marker； 1：正常对照组； 2：模型对照组； 3： 10 mg·kg－1·d－1

苯那普利治疗组； 4：50 mg·kg－1·d－1苯那普利治疗组

图 4 免疫组化检测 PAI-1 蛋白表达

A： 正常对照组； B： 模型对照组； C：10 mg·kg－1·d－1 苯那普

利治疗组； D： 50 mg·kg－1·d－1苯那普利治疗组

表 3 肾组织 TGF-β1 mRNA 和蛋白的表达（n＝10，x±s）

1）与 M组比较： P ＜ 0．05， 2）P ＜ 0．01；3）与 LT组比较： P ＜ 0．05

组别

N 组

M 组

LT 组

HT组

TGF-β1 ／ GAPDH
0．46 ± 0．262）

1．15 ± 0．13
0．55 ± 0．082）

0．45 ± 0．242）

阳性单位（PU）
9．5 ± 3．22）

20．4 ± 2．5
11．1 ± 1．32）

11．0 ± 2．32）

图 3 免疫组化检测 TGF-β1 蛋白表达

A：正常对照组； B：模型对照组； C：10 mg·kg－1·d－1 苯那普利

治疗组； D：50 mg·kg－1·d－1苯那普利治疗组

被抑制， 其表达量与模型对照组相比有统计学差异 （P ＜
0．01）；两治疗组间无差异（P ＞ 0．05，图 2，4，表 4）。

2．5 肾小球硬化
模型对照组较正常对照组肾小球内的胶原沉积明显

增加 （0．30 ± 0．28 vs 0．15 ± 0．24，P ＜ 0．05）；LT 组 （0．17 ±
0．15）和 HT 组（0．18 ± 0．11）肾小球内的胶原沉积减少，与
模型对照组有统计学差异（P ＜ 0．05，图 5）；两治疗组间无
统计学差异（P ＞ 0．05）。

表 4 肾组织 PAI-1 mRNA 和蛋白的表达 （n＝10，x±s）

1）与 M组比较： P ＜ 0．05， 2）P ＜ 0．01；3）与 LT组比较： P ＜ 0．05

组别

N 组

M 组

LT 组

HT 组

PAI-1 ／ GAPDH
0．34 ± 0．042）

1．11 ± 0．95
0．47 ± 0．212）

0．48 ± 0．282）

阳性单位（PU）
8．3 ± 1．22）

21．5 ± 2．5
9．3 ± 3．62）

10．3 ± 1．32）

图 5 肾小球胶原沉积

A： 正常对照组； B： 模型对照组； C： 10 mg·kg－1·d－1 苯那普

利治疗组； D： 50 mg·kg－1·d－1苯那普利治疗组

C D

A B

A B

C D

C D

A B

13



中山大学学报（医学科学版） 第 29 卷

3 讨 论

3．1 不同剂量 ACEI 对血压、24 h 尿蛋白、血清肌酐的影响
本研究显示：与模型组相比，ACEI 治疗组的血压明显

降低（P ＜ 0．05）、实验第 8 周时尿蛋白明显减少（P ＜ 0．05），
但不同剂量组间无明显差异。 由此可见，ACEI 的降低血压
和减少尿蛋白作用并非与剂量成正比，这与许多研究结果

一致。 比如 Haas 等 ［7］研究显示：使用 ACEI 最大降压效果
剂量的加倍剂量后，并未观察到研究对象的尿蛋白进一步

减低。 这都说明加大 ACEI 剂量不一定获得更强的降低血
压、减少尿蛋白效果。 这可能与醛固酮逃逸有关，由于 Ang
Ⅰ转换为 AngⅡ，除有 ACE 途径之外，还有非 ACE 途径起
作用， 所以即使用超大剂量 ACEI 也不能完全抑制醛固酮
的产生。同时提示 ACEI 减少蛋白尿可能与降低系统血压，
进而降低肾小球滤过压，改善肾内血流动力学 ，使肾小球

基底膜的渗透选择性趋于正常有关。 另外，由于观察时间

仅 12 周，我们没有观察到各治疗组间 Scr 的差异。 本研究
显示 ACEI 可以降低血压，减少蛋白尿，但超大剂量并不提
供更强的降压及减少尿蛋白的作用。

3．2 对大鼠肾组织 TGF-β1 和 PAI-1 的基因、 蛋白表达以

及肾小球硬化的影响

本实验观察到， 与模型组比较，LT 组和 HT 组大鼠肾
脏的 TGF-β1 和 PAI-1 mRNA 以及蛋白表达明显下调（P ＜
0．01），肾小球内胶原沉积减少（P ＜ 0．05）；但两治疗组间无
明显差异。尽管循证医学已证实，ACEI 及 ARB 能降低糖尿
病肾病及非糖尿病肾病患者的尿蛋白，延缓肾功能恶化 ［8］。
甚至有观点建议使用 5 倍推荐剂量以上 ARB 来保护肾
脏 ［9］。 Adamczak 等 ［10］也认为应用非常高剂量 ACEI 可以部
分逆转肾小球损伤。 但本研究结果显示 10 mg·kg－1·d－1 苯

那普利能够明显抑制大鼠肾组织 TGF-β1 和 PAI-1 的基因、
蛋白表达以及肾小球硬化， 与 50 mg·kg－1·d－1 剂量无显著

性差异。 本实验结果表明，ACEI 保护肾脏的作用（如降低
血压、减少尿蛋白，抑制 TGF-β1 和 PAI-1 的基因及蛋白表
达水平，延缓肾小球硬化），并不随着剂量的增大而增强 。
一方面，可能 ACEI 达到一定剂量后 ，对 ACE 途径的阻断
作用已经最大化。另一方面， ACEI 的使用会对血流动力学
产生不利影响，因此兼顾抗纤维化作用和血流动力学影响

的合适剂量相当重要。
综上所述， 在出现蛋白尿但肾功能尚正常的情况下，

10 mg·kg－1·d－1 ACEI 能明显降低血压、 减少蛋白尿、 抑制

TGF-β1 和 PAI-1 的基因及蛋白表达、 进而延缓肾小球硬
化，但与 50 mg·kg－1·d－1ACEI 比较无显著性差异，其量效关
系有待于进一步研究。 有必要就此进行多中心、大规模、长

期的临床随机研究。
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