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丁苯酞对肾间质纤维化的干预作用及机制研究
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　　［摘要］　目的　探讨丁苯酞的肾保护机制及核因子Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）抗氧化还原反应元件（Ｎｒｆ２ＡＲＥ）通路在肾间质纤

维化中的作用。方法　清洁级ＣＤ１小鼠分为４组：假手术组、模型组、治疗组、阳性对照组。假手术组、模型组均给予等量生理盐

水灌胃。治疗组、阳性对照组分别给予丁苯酞、贝那普利灌胃。将各组小鼠分别于术后第３、７、１４天处死，取梗阻侧肾组织，通过

免疫组织化学染色、ＲＴＰＣＲ等实验手段检测肾组织Ⅰ型胶原蛋白、Ｎｒｆ２及γＧＣＳ蛋白及 ｍＲＮＡ的表达水平。并将 Ｎｒｆ２与γ

ＧＣＳ及Ⅰ型胶原蛋白与γＧＣＳ进行相关性分析。结果　免疫组织化学及ＲＴＰＣＲ结果均显示模型组Ⅰ型胶原蛋白 ｍＲＮＡ及蛋

白较假手术组有明显升高，并且随着梗阻时间的延长表达逐渐增多。治疗组及阳性对照组小鼠在各时间点较模型组表达显著减

少。动态观察Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ的表达，结果显示：与同期假手术组相比，术后３、７、１４ｄ模型组小鼠肾组织中Ｎｒｆ２、ｒＧＣＳ、Ｉ型胶原蛋

白ｍＲＮＡ表达均增加，给予丁苯酞干预后，Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ在７、１４ｄ时治疗组与模型组比较表达均显著增加（犘＜０．０５），治疗组

Ｎｒｆ２在各时间点表达均强于阳性对照组（犘＜０．０５）。ＲＴＰＣＲ学检测γＧＣＳｍＲＮＡ变化趋势同于Ｎｒｆ２，其肾保护效应随时间延

长呈增强趋势。相关性分析显示：Ｎｒｆ２与γＧＣＳ呈正相关（狉＝０．９５０，犘＜０．０５），γＧＣＳ与Ⅰ型胶原蛋白呈负相关（狉＝－０．６２９，犘

＜０．０５）。结论　丁苯酞有抗肾间质纤维化作用，机制可能与激活Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通路，提高肾间质中Ｎｒｆ２、抗氧化酶ｒＧＣＳ活性

水平有关。
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　　肾间质纤维化（ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ）是各种慢性肾脏

疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）的共同归属，是慢性肾衰竭

的主要原因之一。其中氧化应激在肾间质纤维化的发生发展

中起重要作用。核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔ

ｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）抗氧化反应元件（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅ

ｍｅｎｔ，ＡＲＥ）通路是近年来发现的非常重要的抗氧化应激通

路，在机体抗氧化应激中起关键作用。目前Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通

路在神经损伤、癌症、哮喘等领域的研究较多［１３］，而肾脏疾病

的研究则侧重在糖尿病肾病及肾脏缺血再灌注损伤等方面。

丁苯酞具有抗氧化、抗炎、保护线粒体的功能，在缺血性脑卒中

中广泛应用，在肾保护方面未见报道。

本研究拟通过建立单侧输尿管梗阻（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｌ

２４７ 重庆医学２０１７年２月第４６卷第６期

 基金项目：河北省医学科研重点课题计划（ＺＤ２０１４０１２５）。　作者简介：（１９７７－），主治医师，硕士，主要从事梗阻性肾和血液透析研究。

　△　通信作者，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｘｉｕｆｅｎ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ。



ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）诱导的小鼠肾间质纤维化模型，结合免疫组

织化学、ＰＣＲ等检测手段，观察梗阻性肾病小鼠肾脏中 Ｎｒｆ２、

γ谷氨酰半胱氨酸合成酶（γＧＣＳ）、Ⅰ型胶原蛋白表达情况并

探索丁苯酞抗氧化应激的作用机制及其对梗阻性肾病小鼠肾

脏保护作用。

１　材料与方法

１．１　材料与主要试剂　焦碳酸二乙酯（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司），

总ＲＮＡ提取试剂、ＰＣＲ反应体系、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（日本Ｔａｋａｒａ

公司），７５６ＭＣ型紫外可见分光光度计（上海精密科学仪器有

限公司），ＰＥ９６００型ＰＣＲ扩增仪（美国ＰＥ公司），电泳仪及电

泳槽（北京六一仪器厂），紫外透射仪（北京鼎国昌盛生物技术

有限公司），超低温保存箱（ＭＤＦ３８２Ｅ，日本Ｓａｎｙｏ公司），高

速冷冻离心机（１１５Ｋ，美国Ｓｉｇｍａ公司）等。

１．２　方法

１．２．１　ＵＵＯ小鼠模型的制备　清洁级雄性ＣＤ１小鼠７２

只，将小鼠分为４组：假手术组、模型组、治疗组、阳性对照组。

采用结扎单侧输尿管的手术方法制造梗阻性肾病模型。假手

术组、模型组均给予等量生理盐水灌胃。治疗组、阳性对照组

分别 给 予 丁 苯 酞 １８０ ｍｇ·ｋｇ
－１ ·ｄ－１，贝 那 普 利 ５

ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１灌胃。实验期间动物自由摄食水，每天注意观

察小鼠的一般状况，有无饮食及活动异常。

１．２．２　标本的采集和处理　各组分别于术后第３、７、１４天处

死６只小鼠，取梗阻侧肾组织。用生理盐水冲洗后放入１０％

甲醛中固定，待做免疫组织化学染色；部分肾组织放入用焦炭

酸乙二酯（ＤＥＰＣ）水处理过的铝箔纸中，后移入液氮迅速冷

冻，最后－７０℃保存用于ＲＴＰＣＲ检测。

１．２．３　Ⅰ型胶原蛋白的免疫组织化学检测　通过二甲苯和梯

度乙醇对组织切片进行脱蜡及水化，自来水冲洗５ｍｉｎ，０．３％

去离子 Ｈ２Ｏ２ 孵育３０ｍｉｎ，以阻断内源性过氧化物酶，缓冲液

冲洗５ｍｉｎ，血清封闭，倾去多余的血清，勿洗，组织在缓冲液稀

释的一抗中孵育３０ｍｉｎ，缓冲液冲洗切片５ｍｉｎ；组织在滴加

生物素标记的二抗中孵育３０ｍｉｎ，缓冲液冲洗切片５ｍｉｎ，组

织置于 ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮＡＢＣ试剂３０ｍｉｎ，缓冲液冲洗切片５

ｍｉｎ，组织在过氧化物酶底物溶液中孵育，直到所需的染色强

度，自来水冲洗组织，复染、脱水、透明。使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ

６．０专业图像分析软件对免疫组织化学实验结果进行分析，每

张切片选取５个视野对肾组织的病变情况进行积分光密度分

析，然后进行统计学处理。

１．２．４　Ｎｒｆ２、γＧＣＳ、Ⅰ型胶原蛋白 ｍＲＮＡ检测　首先进行

总ＲＮＡ的提取，逆转录反应，并行ＰＣＲ反应Ⅰ型胶原蛋白退

火温度为 ５４ ℃，上游引物５′ＧＡＧ ＡＣＡ ＧＧＣＧＡＡＣＡＡ

ＧＧＴＧＡ３′，下游引物５′ＣＴＣＡＡＧ ＧＴＣＡＣＧ ＧＴＣＡＣＧ

ＡＡ３′，扩增片段为３９９ｂｐ；Ｎｒｆ２退火温度为５２℃，上游引物

５′ＧＣＣＴＴＴＴＣＴＣＣＧＣＣＴＣＴＡＡＧＴ３′，下游引物５′ＣＴＧ

ＧＧＡＣＴＧＴＡＧＴＣＴＧＧＣＧ３′，扩增片段为２４６ｂｐ；γＧＣＳ

退火温度为５３ ℃，上游引物５′ＣＡＴＣＣＴＣＣＡ ＧＴＴＣＣＴ

ＧＣＡＣＡ３′，下游引物 ５′ＣＴＣＣＧＡ ＴＧＣＣＧＧ ＡＴＧＴＴＴ

ＣＴ３′，扩增片段为５１３ｂｐ；ＧＡＰＤＨ 退火温度为５５℃，上游

引物５′ＣＡＴＣＡＴＣＴＣＣＧＣＣＣＣＴＴＣＴＧ３′，下游引物，５′

ＴＴＧＡＧＡＧＡＡＡＴＧＣＣＡＧＣＣＣＣ３′，扩增片段为５５５ｂｐ。

分装并稀释ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物，进行 ＲＴＰＣＲ反应，ＰＣＲ产

物电泳。使用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ凝胶图象分析软件对目的电泳条

带进行分析，以相应的内参电泳条带作为参照，结果以两者之

积分吸光度的比值表示。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，计量

资料采用狓±狊表示，比较采用单因素方差分析，两组间比较采

用ＬＳＤ检验，相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，狉＞０．７为高

度正相关，０＜狉＜０．４为低度正相关，－１＜狉＜０为负相关。以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ⅰ型胶原蛋白免疫组织化学　通过研究可看出，在假手

术组小鼠肾小管上皮细胞质中，Ⅰ型胶原蛋白有极少量表达。

模型组表达呈强阳性，并且随着梗阻时间的延长，病变进一步

加重，Ⅰ型胶原蛋白表达逐渐增多，至１４ｄ时表达达到高峰。

治疗组、阳性对照组小鼠在各时间点较模型组表达显著减少

（犘＜０．０５），见表１。

表１　　各组Ⅰ型胶原蛋白的免疫组织化学结果（狓±狊，狀＝５）

组别 狀 第３天 第７天 第１４天

假手术组 ５ ０．０６８０±０．００９７ ０．０６３９±０．００４３ ０．０６３９±０．００４７

模型组 ５ ０．１３１９±０．００５５ａ ０．１５７９±０．０１８５ａ ０．２１１０±０．０５６４ａ

阳性对照组 ５ ０．１２１１±０．０３８６ａｂ ０．１２３１±０．００００ａｂ ０．０８１４±０．０１２５ｂ

治疗组 ５ ０．１１０８±０．０３３９ａｂ ０．０９９２±０．００８３ａｂｃ ０．０７２８±０．０３５３ｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较；ｃ：犘＜

０．０５，与阳性对照组比较．。

２．２　Ⅰ型胶原蛋白ＲＴＰＣＲ结果　与同期假手术组比较，术

后３、７、１４ｄ模型组小鼠肾组织中Ⅰ型胶原蛋白 ｍＲＮＡ表达

均增加（犘＜０．０５），给予丁苯酞、贝那普利干预后，与同期模型

组相比，治疗组、阳性对照组小鼠中Ⅰ型胶原蛋白 ｍＲＮＡ表达

减少（犘＜０．０５），治疗组Ⅰ型胶原蛋白 ｍＲＮＡ表达少于阳性

对照组（犘＜０．０５）。见图１。

　　Ａ：ＰＣＲ凝胶电泳图；Ｂ：ＰＣＲ分析图；ａ：犘＜０．０５，与同期假手术组

比较；ｂ：犘＜０．０５，与同期模型组比较；ｃ：犘＜０．０５，与同期阳性对照组

组比较。

图１　　各组Ⅰ型胶原蛋白ＲＴＰＣＲ结果
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　　Ａ：ＰＣＲ凝胶电泳；Ｂ：ＰＣＲ分析图；ａ：犘＜０．０５，与同期假手术组比

较；ｂ：犘＜０．０５，与同期模型组比较；ｃ：犘＜０．０５，与同期贝那普利组

比较。

图２　　各组Ｎｒｆ２ＲＴＰＣＲ结果

　　Ａ：ＰＣＲ凝胶电冰图；Ｂ：ＰＣＲ分析图；ａ：犘＜０．０５，与同期假手术组

比较；ｂ：犘＜０．０５，与同期模型组比较；ｃ：犘＜０．０５，与同期贝那普利组

比较。

图３　　各组γＧＣＳＲＴＰＣＲ结果

２．３　Ｎｒｆ２ＲＴＰＣＲ结果　与同期假手术组相比，术后３、７、１４

ｄ模型组小鼠肾组织中 Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ表达均增加（犘＜０．０５），

给予丁苯酞、贝那普利干预后，与同期模型组相比，治疗组、阳

性对照组小鼠中Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ表达增加更加明显，治疗组Ｎｒｆ２

表达强于阳性对照组（犘＜０．０５），见图２。

２．４　γＧＣＳＲＴＰＣＲ结果　与同期假手术组相比，术后３、７、

１４ｄ模型组小鼠肾组织中γＧＣＳｍＲＮＡ 表达均增加（犘＜

０．０５），给予丁苯酞、贝那普利干预后，与同期模型组相比，治疗

组、阳性对照组小鼠中γＧＣＳｍＲＮＡ表达增加更明显（犘＜

０．０５），治疗组 γＧＣＳｍＲＮＡ 表达强于阳性对照组（犘＜

０．０５），见图３。

２．５　相关性分析　对γＧＣＳｍＲＮＡ表达水平分别与 Ｎｒｆ２

ｍＲＮＡ、Ⅰ型胶原蛋白ｍＲＮＡ表达情况进行相关分析，结果表

明：Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ 与γＧＣＳｍＲＮＡ 表达水平呈正相关（狉＝

０．９５０，犘＜０．０５），γＧＣＳｍＲＮＡ与Ⅰ型胶原蛋白ｍＲＮＡ表达

水平呈负相关（狉＝－０．６２９，犘＜０．０５），见图４、５。

图４　　Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ与γＧＣＳｍＲＮＡ

表达水平的相关性分析

图５　　γＧＣＳｍＲＮＡ与Ⅰ型胶原蛋白ｍＲＮＡ

表达水平的相关性分析

３　讨　　论

　　许多研究表明，在终末期肾病的发展进程中，肾小管间质

病变比肾小球病变所起作用更突出。观察肾小管间质在病理

学检查中的损害程度，对于患者的预后具有重要的指导意义。

因此，寻找针对肾脏纤维化的各种治疗措施是当前肾脏病研究

领域的重点与热点。

本实验选取清洁级ＣＤ１小鼠结扎左侧输尿管诱导肾间

质纤维化模型［４］。分别于第３、７、１４天取梗阻侧肾组织，用于

免疫组织化学染色或ＲＴＰＣＲ，动态观察肾脏 Ｎｒｆ２、γＧＣＳ、Ⅰ

型胶原蛋白的表达水平。旨在观察丁苯肽对肾间质纤维化
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Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通路的影响，试图从蛋白及转录水平研究丁苯

肽防治肾间质纤维化的可能机制。

γＧＣＳ是机体重要的抗氧化酶，受Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通路转

录调节，因此本研究选用上述指标衡量机体抗氧化应激状态，

并选用Ⅰ型胶原蛋白作为衡量肾间质纤维化的指标。结果发

现γＧＣＳ分子在模型组小鼠不同时间点蛋白均有表达，且随

实验时间的延长表达进一步增多，呈现时间依赖性，与Ｎｒｆ２的

表达含量呈正相关，与Ⅰ型胶原蛋白的表达水平呈负相关，从

而证实γＧＣＳ有抑制肾间质纤维化的作用，且在短期内证实

存在随梗阻时间的延长、其浓度越高，即抑制肾纤维化程度也

越强。提示γＧＣＳ参与了肾间质纤维化的过程。

Ｎｒｆ２是转录因子ＣＮＣ家族成员之一，包括６个高度保守

的环氧氯丙烷（ＥＣＨ）的同源结构域。Ｎｒｆ２是细胞中与氧化应

激反应密切相关的一种细胞因子，最开始被确认具有预防肿瘤

的功能。越来越多的证据证实了Ｎｒｆ２能对抗多种疾病的病理

状态［５１２］。目前，Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路在肾脏疾病的研究则侧

重在糖尿病肾病等方面，而在梗阻性肾病方面的研究相对较

少。本实验显示Ｎｒｆ２分子在模型组小鼠不同时间点蛋白均有

表达，且随实验时间的延长表达进一步增多。提示在模型小鼠

中，氧化应激反应分子 Ｎｒｆ２被激活，短期呈时间依赖性，但受

实验模型所限，仅观察了短期１４ｄ时间内的基因表达水平。

本研究通过 ＲＴＰＣＲ技术、免疫组织化学技术等观察

Ｎｒｆ２、γＧＣＳ及Ⅰ型胶原蛋白在应用丁苯肽治疗后的表达变

化，与模型组比较，治疗组第７天肾小管上皮细胞及肾间质损

伤开始改善，Ⅰ型胶原蛋白表达开始减少，到第１４天时疗效更

佳，提示丁苯酞在减轻肾间质纤维化作用的同时，存在明显的

时间依赖性。进一步检测肾组织中 Ｎｒｆ２及γＧＣＳ表达，发现

与模型组比较，治疗组二者升高明显，并且也存在时间依赖性。

提示丁苯酞不管从基因水平还是从蛋白水平对肾间质纤维化

均有改善作用。从而推测丁苯酞治疗肾间质纤维化的机制与

激活Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通路，上调抗氧化酶γＧＣＳ有关
［１３］。

本研究中同时应用贝那普利作为对照观察发现，阳性对照

组在第７、１４天的治疗效果不如治疗组。推测贝那普利抑制血

管紧张素Ⅱ后的抗肾间质纤维化作用不如丁苯酞抑制活性氧

（ＲＯＳ）引起的肾间质损伤作用强。

总之，在肾间质纤维化的发生发展过程中Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号

通路起到了保护作用，并进一步证实 Ｎｒｆ２、γＧＣＳ能延缓肾间

质纤维化的进展。丁苯酞有抗肾间质纤维化作用，机制可能与

激活Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通路，提高肾间质中 Ｎｒｆ２、γＧＣＳ活性水

平有关。短期观察丁苯酞的肾保护作用优于贝那普利。
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和吡那地尔后处理减轻大鼠离体心脏缺血再灌注损伤中

的作用［Ｊ］．中华麻醉学杂志，２０１２，３２（４）：４８１４８４．

［１１］鲍兵，陈志颖，殷小平．ＫｅａｐｌＮｒｆ２ＡＲＥ通路与脑缺血

［Ｊ］．国际脑血管病杂志，２０１２，２（７）：５４７５５０．

［１２］ＨｗａｎｇＹＰ，ＪｅｏｎｇＨＧ．Ｔｈｅｃｏｆｆｅｅｄｉｔｅｒｐｅｎｅｋａｈｗｅｏｌｉｎ

ｄｕｃｅｓｈｅｍｅＯｘｙｇｅｎａｓｅ１ｖｉａｔｈｅＰＩ３Ｋａｎｄｐ３８／Ｎｒｆ２

ｐａｔｈｗａｙｔｏｐｒｏｔｅｃｔｈｕｍａｎｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｆｒｏｍ６

ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔ，

２００８，５８２（１７）：２６５５２６６２．

［１３］ＧａｏＹ，ＺｈａｎｇＨＷ，ＱａｏＨＬ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆ３ｂｕｔｙｌ

６ｂｒｏｍｏｌ（３Ｈ）ｉｓｏｂｅｎｚｏｆｕｒａｎｏｎｅｏｎｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ

ｉｎｄｕｃｅｄｄａｍａｇｅｉｎＰＣＩ２ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓ，２０１０（１３５８）：

２３９２４７．

（收稿日期：２０１６１０１８　修回日期：２０１６１１１６）
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