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#摘要$
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目的
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探讨雷公藤红素对
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肾病大鼠肾脏组织中
7'89:

信号通路表达的影响$方法
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建立
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肾病大鼠模型!

观察雷公藤红素治疗后大鼠血尿%蛋白尿情况!采用免疫组织化学和实时荧光定量
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检测
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及其下游靶基因
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的表达$结果
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与对照组比较!
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肾病模型组血尿及
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尿蛋白定量明显增高"
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周末与模型组

比较!贝那普利组及雷公藤红素干预组血尿%

2$:

尿蛋白定量明显下降"
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#!且贝那普利组及高剂量组较低剂量组下降明

显"
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#$各组大鼠尿素氮"

CD7

#%血肌酐"

E9F

#%谷丙氨基酸转移酶"

6GH

#%谷草氨基酸转移酶"

6EH

#比较!差异无统计学

意义"
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#$对照组大鼠肾小球%肾小管细胞质中
7'89:!
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仅有少量表达!在模型组大鼠肾脏组织的肾小球及肾小管

细胞质中表达明显增加!贝那普利组%低剂量组%高剂量组
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的表达较模型组减弱!但仍高于对照组$而
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在对照组大鼠肾小球%肾小管细胞质中基本无表达!在模型组大鼠肾脏组织的肾小球细胞核表达增加!贝那普利组%低剂量

组%高剂量组
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的表达较模型组减弱!但仍高于对照组$结论
!

雷公藤红素可以通过抑制
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肾病大鼠肾组织中

7'89:

信号通路的表达!减少血尿%蛋白尿的生成!从而对大鼠
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6

肾病起到治疗作用$

#关键词$

!

肾小球肾炎!
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&大鼠&
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信号通路&雷公藤红素
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肾病是一种进展性肾病#临床表现多种多样#

!3X
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$)X

的 患 者 在 发 病 后
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2)

年 内 发 展 为 终 末 期 肾 病
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#给家庭及社会造成巨大经济负担$目前因其病因和

发病机制仍不明确#治疗仅以对症及免疫抑制为主'

2

(

$近年来#

随着研究的不断深入#发现
7'89:

信号通路不仅仅在肾脏发育

过程中起重要作用#还参与了肾小球疾病的发生'
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$陈燕'

$

(通

过对
+#

例
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肾病患者研究发现#
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和
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参与了
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肾病的肾间质纤维化的发生和发展#其表达随着肾间质纤

维化程度的加重而增加$雷公藤制剂是已知的中药类免疫抑制

剂#其抗炎及免疫抑制作用已通过大量实验被证实#应用于肾脏

疾病中可减轻血尿*蛋白尿情况'

3

(

$雷公藤红素也是雷公藤多

甙的有效成分之一'

,

(

$本研究通过建立
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肾病大鼠模型#给

予雷公藤红素干预治疗#检测
7'89:

信号通路家族成员的表达#

观察雷公藤红素是否影响
4

5

6

肾病大鼠肾脏组织中
7'89:

信号

通路的表达#缓解肾间质纤维化#现报道如下$
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材料与方法
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大鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公

司'合格证号%

E<Z[

!京"

2)!21)))!

()牛血清清蛋白!

CE6

"购

自美国
E(

5

P?

公司)四氯化碳!

<<G

$

"购自天津化学试剂有限

公司)脂多糖!

G;E

"购自美国
E(

5

P?

公司)兔抗
7'89:!

多克隆

抗体购自美国
<@KKE(

5

/?K

公司)兔抗
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多克隆抗体*兔

抗
A@

B

!

多克隆抗体购自美国
E?/8?<FOU

公司)兔抗
A@.!

多

克隆抗体购自美国
6Q9?P

公司)组织
=76

提取试剂盒及
F@1

?K18(P@;<=

试剂盒购自上海诺伦生物医药技术有限公司)盐
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重庆医学
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年
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卷第
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各组大鼠不同时相尿红细胞计数比较%
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时间 对照组 模型组 贝那普利组 低剂量组 高剂量组

第
!2

周末
) !2*$)\+*$2
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$
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第
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)

$*$)\)*"0

(

"

!!
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#与第
!,

周末比较)

&
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!

"

)*)3

#与模型组第
!,

周末比较)

'

%

!

"

)*)3

#与低剂量组第
!,

周末比较)

%

%

!

#

)*)3

#

(

%

!

"

)*)!

#

)

%

!

"

)*)3

#与模型组第
2)

周末比较)

"

%
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"
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#与低剂量组第
2)

周末比较)

!

%

!

#

)*)3

#与高剂量组比较)

"

%

!

"

)*)3

#与第
2)

周末比较$

表
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各组大鼠不同时相
2$:

尿蛋白定量的比较%
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时间 对照组 模型组 贝那普利组 低剂量组 高剂量组

第
!2

周末
)

!!*,"\)*2#

'

!!*$2\)*$$

'

!!*3#\)*3$

'

!!*3"\)*,0

'

第
!,

周末
)

!!*0$\)*0!

'

0*22\)*2#

'(&

"*)3\)*$$

'(

0*2$\)*+!

'(&%

第
2)

周末
)

!!*,2\)*32

'

,*33\)*++

'(&

#*22\)*+)
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,*3#\)*+3

'(&%

!!

'
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!
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#与对照组比较)

(

%

!

"

)*)3

#与模型组比较)

%

%

!

#

)*)3

#与贝那普利组比较)

&

%

!

"

)*)3

#与低剂量组比较$

酸贝那普利片由北京诺华制药有限公司提供)雷公藤红素购自

成都普菲德生物技术有限公司$
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方法

@*A*@

!
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肾病动物模型建立及分组
!

参考汤颖等'

0

(模型制

备方法#选取
E;̂

级别的
EY

雄性大鼠
,)

只#分为对照组!

!$

只"和造模组!

$,

只"$造模组通过
CE6,))P

5

&

T

5

隔日灌胃#

持续
!2

周#皮下注射
<<G

$

)*!PG_

蓖麻油
)*3PG

#每周
!

次#持续
!2

周#并于第
,

*

#

周尾静脉注射
G;E

!每只
)*)3P

5

"

的方法造模)对照组以等量蒸馏水灌胃及等量生理盐水注射$

实验第
!+

周#在造模的大鼠中抽取
,

只*对照组抽取
$

只处

死#取肾脏进行光镜及免疫荧光检测#评价造模是否成功#造模

成功后分为模型组*贝那普利组*雷公藤红素
!P

5

%!

+

T

5

%!

+

&

%!干预组!低剂量组"*雷公藤红素
!)P

5

%!

+

T

5

%!

+

&

%!干预

组!高剂量组"#每组各
!)

只$于实验第
!+

周开始给予雷公藤

红素及贝那普利干预#直至
2)

周末$

@*A*A

!

标本采集
!

各组大鼠分别于第
!2

*

!,

*

2)

周末#用代谢

笼收集尿液#用于尿沉渣*蛋白尿的测定$实验结束后#各组大

鼠由
!)X

水合氯醛麻醉后#开腹#腹主动脉采血行生化检测#取

肾组织行免疫荧光*免疫组织化学*实时荧光定量
;<=

检测$

@*A*B

!

免疫荧光检测
!

大鼠肾脏组织取出后用组织包埋剂

<̀H

包埋后#放入液氮速冻#然后将冰冻切片制成
+

#

P

厚的

切片$用冷风机将冰冻切片吹干#磷酸盐缓冲液!

;CE

"洗涤
+

次#每次
+P(/

$滴加
4̂H<

标记的
4

5

6

抗体!

!a3)

稀释"#

+0

b

恒温箱孵育
+)P(/

#

;CE

洗涤
+

次#每次
+P(/

$甘油封片#

荧光显微镜读片$免疫荧光强度分级半定量标准参照国内外

通用的
3

级法分级%低倍镜下不能显示#高倍镜下似乎可见#为

\

)低倍镜下似乎可见#高倍镜下可见#为
_

)低倍镜下可见#高

倍镜下清晰可见#为
__

)低倍镜下清晰可见#高倍镜下耀眼#

为
___

)高倍镜下刺眼#为
____

$

@*A*C

!

免疫组织化学检测
!

采用免疫组织化学
E;

染色法#

检测肾脏组织中
7'89:!

*

>?

55

@&!

*

A@.!

*

A@

B

!

的表达$将蜡

块包埋固定的肾脏组织切片后脱蜡至水#采用高压修复法进行

抗原修复#加入正常山羊血清封闭内源性生物素#甩掉血清滴

加第一抗体!

7'89:!!a2))

*

>?

55

@&!!a2))

*

A@.!!a2))

*

A@

B

!!a2))

"#

$b

过夜#次日取出切片#室温下复温平衡后加

生物素标记的二抗及链霉素抗生物素
1

过氧化物酶溶液#二氨

基联苯胺!

Y6C

"显色#苏木素复染#脱水透明#中性树胶封片#

显微镜进行观察$

@*A*D

!

实时荧光定量
;<=

检测
!

应用
H'8?K=76RL8F?98('/

[(8

提取试剂盒提取总
=76

$反转录反应体系总体积为
2)

#

G

#按照反转录说明书合成
9Y76

$引物序列分别为%

698Q

#上

游引物
3c1<WH666W6<<H<H6HW<<66<61+c

#下游引

物
3c1WHHWWHWH<W<6WHHWW6W1+c

)

7'89:!

#上游引

物
3c1W6<<WH WHW W<H H<<HH<H61+c

#下游引物
3c1

WHHWWHWH<W<6WHHWW6W1+c

)

>?

55

@&!

#上游引物
3c1

<6HWW<<H<<66 <W6 H6< H<1+c

#下游引物
3c1WWH

W66HHH W<<H<<HW6<H1+c

)

A@.!

#上游引物
3c1WHW

WWH<<H 66< W<6 WHW H<1+c

#下游引物
3c1HW6 HH6

W<6WHW W<<HW6 W<1+c

)

A@

B

!

#上游引物
3c1WW<HW6

6WHHW<<<<HH6H1+c

#下游引物
3c1W<HWWW6HW<WH

6WHHWHHW1+c

#均由上海生工生物工程公司合成$反应条

件%

"3b+P(/

预变性)

"3b!2.

变性*

,)b$).

退火#

$)

个

循环结束$每个样本每个基因
+

个重复$每个样本的基因拷

贝数以
<8

值表示#各个基因的相对表达用
2

%

''

<8进行统计$

@*B

!

统计学处理
!

所有采集的数据均由
E;EE!0*)

软件进行

统计处理$计量资料以
?\7

表示#组间比较采用方差分析#方

差不齐者采用秩和检验$以
!

"

)*)3

为差异有统计学意义$

A

!

结
!!

果

A*@

!

血尿*尿蛋白比较
!

与对照组比较#模型组血尿及
2$:

尿蛋白定量明显增高!

!

"

)*)3

")第
!,

*

2)

周末与模型组比

较#贝那普利组及雷公藤红素干预组血尿*

2$:

尿蛋白定量明

显下降!

!

"

)*)3

"#且贝那普利组及高剂量组较低剂量组下降

明显!

!

"

)*)3

"$见表
!

*

2

$

A*A

!

血生化指标分析
!

各组大鼠尿素氮!

CD7

"*血肌酐

!

E9F

"*谷丙氨基酸转移酶!

6GH

"*谷草氨基酸转移酶!

6EH

"比

较#差异无统计学意义!

!

#

)*)3

"$见表
+

$

表
+

!!

各组大鼠血生化指标比较%

?\7

&

']!)

(

组别
CD7

!

PP'K

&

G

"

E9F

!

#

P'K

&

G

"

6GH

!

D

&

G

"

6EH

!

D

&

G

"

对照组
#*3!\)*+0 +)*,#\!*0! 3$*),\!*$+ !2+*"+\"*2!

模型组
#*+#\)*2! +!*3!\2*3) 33*+)\!*"2 !20*$!\#*0!

贝那普利组
#*3+\)*23 +!*+0\2*+$ 33*,0\2*+2 !2+*0+\"*,,

低剂量组
#*,$\)*20 +)*)!\2*!0 3+*$2\+*)! !2$*"0\!)*2+

高剂量组
#*$0\)*+2 +)*00\2*)! 33*$3\+*)0 !2,*$3\#*$$

!!

6

%对照组)

C

%模型组$

图
!

!!

大鼠肾脏组织免疫荧光检测%

d$))

(

#3$+

重庆医学
2)!,

年
"

月第
$3

卷第
23

期



A*B

!

肾脏组织免疫荧光检测
!

对照组肾小球系膜区无
4

5

6

沉积$模型组大鼠肾脏组织系膜区可见弥漫性颗粒状
4

5

6

沉

积#荧光强度为
__

!

___

#造模成功$见图
!

$

!!

6

%对照组)

C

%模型组)

<

%贝那普利组)

Y

%低剂量组)

R

%高剂量组$

图
2

!!

各组大鼠肾脏组织
7'89:!

免疫组织化学检测%

d$))

(

!!

6

%对照组)

C

%模型组)

<

%贝那普利组)

Y

%低剂量组)

R

%高剂量组$

图
+

!!

各组大鼠肾脏组织
>?

55

@&!

免疫组织化学检测%

d$))

(

"3$+

重庆医学
2)!,

年
"

月第
$3

卷第
23

期



!!

6

%对照组)

C

%模型组)

<

%贝那普利组)

Y

%低剂量组)

R

%高剂量组$

图
$

!!

各组大鼠肾脏组织
A@.!

免疫组织化学检测%

d$))

(

!!

6

%对照组)

C

%模型组)

<

%贝那普利组)

Y

%低剂量组)

R

%高剂量组$

图
3

!!

各组大鼠肾脏组织
A@

B

!

免疫组织化学检测%

d$))

(

A*C

!

肾脏组织免疫组化检测
!

免疫组织化学染色以肾小球*

肾小管及间质出现棕黄色颗粒为阳性表达$对照组大鼠肾小

球*肾小管细胞质中
7'89:!

*

>?

55

@&!

仅有少量表达#在模型组

大鼠肾脏组织的肾小球及肾小管细胞质中表达明显增加#贝那

普利组*低剂量组*高剂量组
7'89:!

*

>?

55

@&!

的表达较模型组

减弱#但仍高于对照组$而
A@.!

*

A@

B

!

在对照组大鼠肾小球*

),$+

重庆医学
2)!,

年
"

月第
$3

卷第
23

期



肾小管细胞质中基本无表达#在模型组大鼠肾脏组织的肾小球

细胞核表达增加#贝那普利组*低剂量组*高剂量组
A@.!

*

A@

B

!

的表达较模型组减弱#但仍高于对照组$见图
2

!

3

$

A*D

!

7'89:!

*

>?

55

@&!

*

A@.!

*

A@

B

!P=76

表达
!

实时荧光定

量
;<=

结果显示%与对照组比较#模型组大鼠肾脏组织

7'89:!

*

>?

55

@&!

*

A@.!

*

A@

B

! P=76

表 达 水 平 增 加 !

!

"

)*)!

")贝那普利组*低剂量组*高 剂 量 组 大 鼠 肾 脏 组 织

7'89:!

*

>?

55

@&!

*

A@.!

*

A@

B

!P=76

表达水平较模型组降低

!

!

"

)*)3

"#但仍高于对照组#其中贝那普利组*高剂量组大鼠

肾脏组织
7'89:!

*

>?

55

@&!

*

A@.!

*

A@

B

!P=76

表达比较差异

无统计学意义!

!

#

)*)3

"#但与低剂量组比较
A@

B

!P=76

表

达水平降低明显!

!

"

)*)3

"$见图
,

$

!!

6

%对照组)

C

%模型组)

<

%贝那普利组)

Y

%低剂量组)

R

%高剂量

组)

$

%

!

"

)*)!

#与对照组比较)

$$

%

!

"

)*)3

#与模型组比较)

"

%

!

"

)*)3

#与贝那普利组*高剂量组比较)

""

%

!

#

)*)3

#与高剂量组比较$

图
,

!!

7'89:!

)

>?

55

@&!

)

A@.!

)

A@

B

!P=76

在各组大鼠肾脏组织中的表达

B

!

讨
!!

论

4

5

6

肾病发病率相对较高#是全球范围内常见的一种原发

性肾小球肾炎$在我国#

4

5

6

肾病占原发性肾小球疾病的

$)*)X

!

$0*2X

#而且有报道称该比例仍有明显的上升趋

势'

!

#

#

(

$部分
4

5

6

肾病患者在出现首发症状后#每年约有

!*3X

发展为
RE=Y

'

"

(

#但因其发病机制不明#临床和病理表现

多样#没有公认*统一的治疗规范'

!)

(

$因此#了解其发生*发展

规律#并以此作为依据制订科学的预防和治疗措施#可更好地

控制该病的发生*发展#避免或延缓患者发展至
RE=Y

阶段$

7'89:

信号通路是一条相对保守的但广泛存在于细胞间

的信号传导通路#在哺乳动物体内#它参与了肾脏发育全过程$

近年来#对于
7'89:

信号通路的研究不仅仅是其在肾脏发育过

程中的作用#更多的是其在肾小球疾病中的作用$现已有其与

急性肾损伤*糖尿病肾病*肾小管间质纤维化*肾脏肿瘤等疾病

的相关性研究报道'

!!

(

$但其与
4

5

6

肾病的发生和发展研究甚

少$本实验通过联合应用
CE6

*

<<K

$

*

G;E

的方法成功建立了

4

5

6

肾病大鼠模型$观察
7'89:

信号通路中重要组成成员

7'89:!

和
>?

55

@&!

及其下游靶基因
A@.!

*

A@

B

!

在
4

5

6

肾病大

鼠肾脏组织中的表达#证明
7'89:

信号通路在
4

5

6

肾病大鼠

模型中被激活#参与疾病的发生$此结果在临床研究及治疗中

提供了一个新的信息#可以通过阻断或抑制
7'89:

信号传导途

径来减缓疾病的进展'

!2

(

$

雷公藤红素是我国传统中药雷公藤的一种活性成分#雷公

藤制剂具有抗炎免疫调节作用#不仅对类风湿关节炎*系统性

红斑狼疮*癌症等有独特疗效#在肾脏疾病中也发挥一定作用#

可以使肾脏病变减轻#血尿*蛋白尿减轻#但其治疗机制尚不明

确$本实验通过建立
4

5

6

肾病大鼠模型#应用雷公藤红素干

预后
7'89:!

*

>?

55

@&!

*

A@.!

*

A@

B

!P=76

的表达明显减少#其

中高剂量组在下调
7'89:!

*

>?

55

@&!

*

A@.!

*

A@

B

!P=76

的表

达上与贝那普利组无差别#但其作用优于低剂量组$由此可

见#在
4

5

6

肾病的治疗上#雷公藤红素可以通过调节
7'89:

信

号通路的表达起到治疗作用$并且在
2)!2

年
4

5

6

肾病的

[Y4Ẁ

指南也对肾素
1

血管紧张素系统!

=6E

"阻断剂在
4

5

6

肾病治疗中的作用给予了充分的肯定'

!+

(

$因此#本实验选用

贝那普利作为对照药物#前瞻性评价雷公藤红素在
4

5

6

肾病

中的治疗疗效及安全性#通过实验对比#证明雷公藤红素与贝

那普利在治疗大鼠
4

5

6

肾病中有相同疗效$
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