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直接肾素抑制剂阿利吉仑对肾纤维化小鼠上皮－间质转化的调节作用

邓海月，于　方，姜　红

（中国医科大学附属第一医院儿科，辽宁 沈阳１１０００１）

［摘　要］　目 的：探 讨 直 接 肾 素 抑 制 剂 阿 利 吉 仑 对 单 侧 输 尿 管 结 扎 引 起 的 小 鼠 肾 纤 维 化 中 上 皮－间 质 转 化

（ＥＭＴ）的调节作用，阐明阿利吉仑抗肾纤维化的作 用 机 制。方 法：２４只 雄 性ＩＣＲ小 鼠 分 为 假 手 术 组、模 型 组

和阿利吉仑干预组，采用单侧输尿管结扎方法制作小鼠肾纤维化模型。ＨＥ染色观察小鼠肾间质纤维化的病理组

织形态，Ｍａｓｓｏｎ染色观察小鼠肾间质纤维化中胶原蛋白的表达情况，免疫组织化学染色法观察胞浆中α平滑肌

肌动蛋白 （α－ＳＭＡ）的表达，免疫印迹法检测小鼠肾组织中Ｅ钙黏蛋白 （Ｅ－ｃａｄ）、α－ＳＭＡ和Ⅰ型胶原 （ＣｏｌⅠ）

的表达水平。结果：通过单侧输尿管结扎方法成功制备小鼠肾纤维化模型。ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ染色，与模型组

比较，阿利吉仑干预组小鼠肾纤维化程度明显 降 低，胶 原 蛋 白 表 达 明 显 减 少。免 疫 组 织 化 学 染 色，阿 利 吉 仑 干

预组小鼠肾小管间质纤维化区域胞浆内α－ＳＭＡ阳性显色较模型组明显减少。免疫印迹法，模型组小鼠肾组织中

α－ＳＭＡ和ＣｏｌⅠ蛋白表达水平升高，分别是假手术组的１．７９倍和１．９５倍；Ｅ－ｃａｄ蛋白表达水平降低，为假手术

组的３７．２３％，组间比较差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）；阿利吉仑干预组小鼠肾组织中α－ＳＭＡ和ＣｏｌⅠ蛋 白 表

达水平降低，Ｅ－ｃａｄ蛋白表达水平升高，分别是模型组的６３．７２％、６５．５４％和２．１倍，组间比较差异均有统计学

意义 （Ｐ＜０．０５）。结论：阿利吉仑能够通过上调Ｅ－ｃａｄ的 表 达 同 时 下 调α－ＳＭＡ、ＣｏｌⅠ的 表 达 抑 制 小 鼠 肾 纤 维

化中ＥＭＴ，进而发挥抗纤维化的作用。
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　　 上 皮 细 胞 向 间 质 细 胞 （包 括 肌 成 纤 维 细 胞）
的转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）
与肿瘤侵袭转移［１］、复发［２］和器官纤维化等疾病的

病理过程有密切关联。有文献［３－４］报道：ＥＭＴ在肾

纤维化发生发展过程中也发挥着重要作用。越来越

多调控ＥＭＴ的分子作为治疗器官纤维化的新的靶

点而被开发利用。阿利吉仑 （ａｌｉｓｋｉｒｅｎ）是新一代

非肽类口服直接肾素抑制剂，在２００７年成为此类

药物中第一个获得监管部门批准的治疗高血压的药

品［５］，具有抗高血压和心、肾保护作用。但阿利吉

仑对单侧输尿管结扎引起的小鼠肾纤维化ＥＭＴ的

调节作用，至今尚未见相关文献报道。本研究拟通

过单侧输尿管结扎制备小鼠肾纤维化的体内模型，
并且体内给予阿利吉仑预处理，观察阿利吉仑是否

通过调节 上 皮 标 志 蛋 白Ｅ钙 黏 蛋 白 （Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ，

Ｅ－ｃａｄ）和 间 质 标 记 蛋 白 α 平 滑 肌 肌 动 蛋 白

（α－ｓｍｏｏｔｈ　ｍｕｓｃｌｅ　ａｃｔｉｎ，α－ＳＭＡ）的 表 达，进 而

抑制Ⅰ型胶原 （ｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎ，ＣｏｌⅠ）的表达

而发挥抗ＥＭＴ作用，阐明阿利吉仑抗肾纤维化的

可能作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂　ＳＰＦ级雄性ＩＣＲ小鼠

２４只，３～４周龄，体质量１８～２２ｇ，购于北京维

通利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公 司，动 物 许 可 证 号：

ＳＣＸＫ （京）２０１２－０００１。阿利吉仑购于大连美仑生

物技术有限公司 （Ａ０６１８Ａ）；一抗：ＣｏｌⅠ购于美

国Ｇｅｎｅ　Ｔｅｘ公 司 （ＢＡ０３２５），α－ＳＭＡ 购 于 美 国

ＥＰＩＴＯＭＩＣｓ公司 （１１８４－１），Ｅ－ｃａｄ购于北京博奥

森公司 （ＺＳ－７８７０）。

１．２　实验 动 物 分 组 及 模 型 制 备　小 鼠 随 机 分 为

３组，每组８只：①假 手 术 组，仅 游 离 小 鼠 左 侧 输

尿 管 但 不 结 扎、剪 断，每 天 给 予 生 理 盐 水

２５ｍｇ·ｋｇ－１腹腔注射；②模型组，小鼠行左侧输

尿管结扎手术，每天给予生理盐水２５ｍｇ·ｋｇ－１腹

腔注射；③阿利吉仑干预组，小鼠行左侧输尿管结

扎手术，手 术 前１ｄ开 始 给 予 阿 利 吉 仑２５ｍｇ·

ｋｇ－１腹腔 注 射。小 鼠 适 应 性 喂 养１周 后，准 备 手

术，术前１ｄ需 禁 食，自 由 饮 水。按４ｍＬ·ｋｇ－１

腹腔注射１０％水 合 氯 醛 麻 醉 小 鼠，右 侧 卧 位 固 定

于手术台，剪 毛 后 用７５％酒 精 消 毒 手 术 区，行 左

侧背部切口，逐层切开后暴露并游离左侧输尿管。
模型组和阿利吉仑干预组小鼠行单侧输尿管结扎手

术，用丝线结扎左侧输尿管肾盏和肾下极处，并剪

断输尿 管；假 手 术 组 仅 游 离 输 尿 管 但 不 结 扎、剪

断，逐层缝合。各组小鼠分别腹腔注射生理盐水或

阿利吉仑至处死前，第１４天处死小鼠时留取左侧

肾组织。

１．３　ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色　取小鼠肾组织置于

４％多聚甲 醛 固 定４８ｈ，酒 精 脱 水，二 甲 苯 透 明，
石蜡浸润包埋，切片机切４μｍ厚薄片，贴片后放

４５℃恒温箱中烘干。染色前，再将切片入二甲苯脱

蜡，经高浓度到低浓度酒精，入蒸馏水后可染色。

ＨＥ染色：苏木精溶液染色５ｍｉｎ，流水洗１～３ｓ，

１％盐酸酒精 和１％氨 水 酒 精 各 数 秒 钟 分 色，蒸 馏

水冲洗后１％伊 红 染 色３ｍｉｎ，经 梯 度 酒 精 脱 水，
二甲苯 使 切 片 透 明，最 后 中 性 树 胶 封 片。Ｍａｓｓｏｎ
染色：Ｍａｓｓｏｎ复 合 染 液 染５ｍｉｎ，醋 酸 洗 液 冲 洗

３次，磷钨酸染 色７ｍｉｎ，醋 酸 液 冲 洗３次，甲 苯

胺蓝染色２ｍｉｎ，醋 酸 液 冲 洗３次，酒 精 脱 水、透

明，中性树胶封片。

１．４　α－ＳＭＡ免疫组织化学染色　常规制备小鼠肾

组织石蜡切片，枸盐酸盐高压修复，一抗（１∶１００）

４℃过 夜。二 抗３７℃孵 育２０ｍｉｎ。ＤＡＢ显 色，轻

度复染，常 规 脱 水 透 明，中 性 树 胶 封 片。α－ＳＭＡ
阳性表达在镜下呈棕黄色，主要进行定位分析。

１．５　蛋 白 免 疫 印 迹 法 检 测 小 鼠 肾 组 织 中 Ｅ－ｃａｄ、

α－ＳＭＡ和ＣｏｌⅠ表达水平　提取总蛋白并测定蛋白

浓度，按５０μｇ蛋白／泳道上样，常规电泳并电转。

５％牛血清白蛋白封闭，一抗 （１∶５００）４℃过夜，

７１邓海月，等 ．　直接肾素抑制剂阿利吉仑对肾纤维化小鼠上皮－间质转化的调节作用



二抗 （１∶５　０００）３７℃孵 育１ｈ，ＨＲＰ－ＥＣＬ发 光

法显色。图像扫描后，用Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏ　Ｐｌｕｓ　６．０图像

分析软件对蛋白条带测量光密度 （Ａ）值，目的蛋

白条带与相应 内 参 Ａ值 之 比 为 该 蛋 白 的 相 对 表 达

水平。

１．６　统计学分析　采用ＳＰＳＳ　１３．０软件进行统计

学分析。小鼠肾组织中Ｅ－ｃａｄ、α－ＳＭＡ和ＣｏｌⅠ蛋

白表达水平均以ｘ±ｓ表示，组间比较采用方差分

析，方 差 齐 采 用 ＬＳＤ 检 验，方 差 不 齐 采 用

Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有 统 计 学 意

义。

２　结　果

２．１　各组小鼠肾组织病理形态表现　小鼠结扎侧

肾脏明显增大，积液量大，肉眼观囊性改变，触之

有波动性，提 示 肾 积 水、肾 间 质 水 肿。ＨＥ染 色：
假手术组小鼠肾组织中肾小体呈圆球形，由肾小囊

和肾小球组成，与之相连的是被单层立方上皮细胞

覆盖的肾小管；模型组小鼠肾组织中肾小管大部分

发生萎缩，肾间质水肿，立方状的上皮细胞坏死、
脱落，管腔扩张，间质纤维组织增生，大量慢性炎

细胞浸润，形态学上显示小鼠肾纤维化模型成功；
阿利吉仑干预组小鼠肾组织中肾小球纤维化病变不

明显，出现少量间质纤维组织的增生，肾小管萎缩

不明显。见图１ （插页一）。

２．２　各 组 小 鼠 肾 组 织 中 胶 原 蛋 白 表 达 情 况　
Ｍａｓｓｏｎ染色：假手术组小鼠肾组织中肾小球 与 肾

小管腔内有微量蓝色胶原蛋白的表达；模型组小鼠

肾组织中肾间质出现大量蓝色胶原蛋白的表达；阿

利吉仑干预组小鼠肾间质区域胶原蛋白表达明显减

少。见图２ （插页一）。

２．３　免 疫 组 织 化 学 法 检 测 各 组 小 鼠 肾 组 织 中

α－ＳＭＡ蛋白表达　模型组小鼠肾组织中α－ＳＭＡ棕

黄色阳性表达颗粒较假手术组明显增多，而阿利吉

仑干预组小鼠肾组织中α－ＳＭＡ阳性表达颗粒较模

型组明显减少。见图３ （插页一）。

２．４　各组小鼠肾组织中Ｅ－ｃａｄ、α－ＳＭＡ和ＣｏｌⅠ
蛋白的表达水平　与假手术组比较，模型组小鼠肾

组 织 中 Ｅ－ｃａｄ蛋 白 表 达 水 平 降 低 （Ｐ＜０．０５），

α－ＳＭＡ和 ＣｏｌⅠ蛋 白 表 达 水 平 升 高 （Ｐ＜０．０５）；
与模 型 组 比 较，阿 利 吉 仑 干 预 组 小 鼠 肾 组 织 中

Ｅ－ｃａｄ蛋白 表 达 水 平 升 高 （Ｐ＜０．０５），α－ＳＭＡ 和

ＣｏｌⅠ蛋白 表 达 水 平 降 低 （Ｐ＜０．０５）。见 图４和

表１。

Ｌａｎｅ　１：Ｓｈａｍ　ｇｒｏｕｐ；Ｌａｎｅ　２：Ｍｏｄｅｌ　ｇｒｏｕｐ；Ｌａｎｅ　３：Ａｌｉｓｋｉｒｅｎ

ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ．

图４　各组小鼠肾 组 织 中Ｅ－ｃａｄ、α－ＳＭＡ和ＣｏｌⅠ蛋 白 表 达

电泳图

Ｆｉｇ．４　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍ　ｏｆ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｅ－ｃａｄ，α－ＳＭＡ，

ａｎｄ　ＣｏｌⅠｉｎ　ｋｉｄｎｅｙ　ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　ｍｉｃｅ　ｉｎ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｇｒｏｕｐｓ

表１　各组小鼠肾 组 织 中Ｅ－ｃａｄ、α－ＳＭＡ和ＣｏｌⅠ蛋 白 表 达

水平

Ｔａｂ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　Ｅ－ｃａｄ，α－ＳＭＡ，ａｎｄ　ＣｏｌⅠ

ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ｋｉｄｎｅｙ　ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　ｍｉｃｅ　ｉｎ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｇｒｏｕｐｓ

（ｎ＝８，ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ　 Ｅ－ｃａｄ α－ＳＭＡ　 ＣｏｌⅠ

Ｓｈａｍ　 １．００±０．００　 １．００±０．００　 １．００±０．００　

Ｍｏｄｅｌ　 ０．３７±０．１０＊ １．７９±０．１５＊ １．９５±０．３８＊

Ａｌｉｓｋｉｒｅｎ　 ０．７８±０．０８△ １．１４±０．０９△ １．２８±０．１８△

Ｆ　 ５６．８３５　 ５１．９４０　 １２．３４２
Ｐ　 ０．０００　１　 ０．０００　２　 ０．００７　５

　　＊Ｐ＜０．０５ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｓｈａｍ　ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ　ｍｏｄｅｌ　ｇｒｏｕｐ．

３　讨　论

纤维化是多种器官慢性疾病发展到终末期共同

经历的病理过程，预后不良，严重影响患者生存质

量，寻求纤维化的作用靶点对于该类患者的长期生

存有着至 关 重 要 的 作 用。随 着 对 纤 维 化 研 究 的 深

入，ＥＭＴ成为纤维化发展过程中一个重要的研究

热点。肾脏纤维化过程中存在ＥＭＴ。制备单侧输

尿管梗阻动物模型［６－７］，镜下观察可 见 大 量 细 胞 共

同表达α－ＳＭＡ和小管上皮标志物，处于上皮和间

质的过渡阶段。这些肾小管上皮细胞丢失了上皮细

胞标志物Ｅ－ｃａｄ，获 得 间 充 质 细 胞 的 特 异 性 蛋 白，
如α－ＳＭＡ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等，并产生ＣｏｌⅠ等基质组

分［８］。Ｉｗａｎｏ等［９］利 用 单 侧 输 尿 管 梗 阻 （ＵＵＯ）
模型研究发现：在肾间质纤维化中，新形成的成纤

维细胞中约３６％来源于ＥＭＴ，约１４％或１５％ 来

源于骨髓干细胞，其余来自本身组织中成纤维细胞
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的增殖，可见ＥＭＴ是肾纤维化中的关键步骤。体

外研 究［１０］ 显 示：重 组 人 结 缔 组 织 生 长 因 子

（ｒｈＣＴＧＦ）刺 激 人 肾 小 管 上 皮 细 胞 后，可 以 使 细

胞形态由 椭 圆 形 转 为 梭 形，下 调Ｅ－ｃａｄ　ｍＲＮＡ表

达，上调α－ＳＭＡ　ｍＲＮＡ表达，促进了肾小管上皮

细胞ＥＭＴ的发生。ｍｉＲ－２９ｂ可以通过调控多种信

号 通 路 如 ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ
［１１］、 ＮＦ－κＢ［１２］、

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
［１３］和 ＭＡＰＫ［１４］抑制纤维化过程的发

展。Ｓａｐｋｏｔａ等［１５］发现：过表达的ｍｉＲ－２９ｂ可以通

过在ｍＲＮＡ和 蛋 白 水 平 抑 制 ＴＧＦ－β１ 的 表 达，从

而抑 制 纤 维 化 过 程。研 究［１６］显 示：过 表 达 的

ｍｉＲ－２９ｂ可 以 明 显 抑 制 由 ＡｎｇⅡ 诱 导 产 生 的

ＴＧＦ－β、α－ＳＭＡ和ＣｏｌⅠ，起负向调节ＥＭＴ的作

用。
本研究结果显示：行单侧输尿管结扎１４ｄ后，

小鼠结扎侧肾脏明显增大，积液量大，肉眼观呈囊

性改变，触之有波动性，提示出现肾积水和肾间质

水肿；病理切片显示肾脏肾小管萎缩，间质纤维组

织增生，大量慢性炎细胞浸润，发生纤维化病变，
与有关文献报道一致［１７］。

大量研究［１８－２１］证实：阿利吉仑具有抗高血压和

心、肾保护作用。探讨糖尿病患者阿利吉仑、氯沙

坦单 独 或 联 合 用 药 对 左 心 室 质 量 回 归 影 响 的 研

究［１８］显示：在 左 心 室 肥 大 的 糖 尿 病 患 者 中，联 合

应用阿利吉仑和氯沙坦治疗心室肥厚要比单独使用

氯沙坦获得更加明显的效果。阿利吉仑对高血压患

者肾脏保护 作 用 的 研 究［１９］显 示：无 论 是 糖 尿 病 患

者还是非糖尿病患者，阿利吉仑均可以使研究对象

血压、血浆肾素活性、血清醛固酮和蛋白尿水平降

低。Ｉｍｂａｌｚａｎｏ等［２０］在评估阿利吉仑对高血压并有

微量蛋白尿且并发２型糖尿病患者的降压疗效和安

全性问题的研究中发现：在常规用药的基础上，阿

利吉仑在降低血压和尿白蛋白排泄率上的作用均优

于氯沙坦和雷米普利。
本研究中免疫组织化学染色和免疫印迹法结果

显示：与模型组比较，阿利吉仑干预组小鼠肾组织

中Ｅ－ｃａｄ蛋白 表 达 水 平 增 加，α－ＳＭＡ和ＣｏｌⅠ蛋

白表达水平降低，提示直接肾素抑制剂阿利吉仑能

够通过上调上皮标志蛋白Ｅ－ｃａｄ、下调间质标记蛋

白α－ＳＭＡ进而抑制ＣｏｌⅠ的表达，从而通过抑制

肾纤维化中小鼠ＥＭＴ的转化，抑制胶原合成，发

挥抗纤维化的作用。
综上所述，本研究通过小鼠体内实验证明阿利

吉仑能够通 过 下 调α－ＳＭＡ表 达、上 调Ｅ－ｃａｄ表 达

从而抑制小鼠肾脏ＥＭＴ的机制发挥其抗纤维化作

用。
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