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·基础研究·

血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂与血管紧张素转换酶抑制剂

抗大鼠肾脏纤维化的作用及机制探讨

赵雅妮李惊子王海燕

【摘要】 目的探讨抑制血管紧张紊Ⅱ(AngⅡ)对肾间质纤维化的延缓作用及可能的机制。方法采用大

鼠慢性嘌罗霉素(嘌罗霉素)肾硬化模型，随机分为模型组、血管紧张素转换酶抑制剂(ACEI)依那普利治疗组、血管

紧张素受体拮抗剂(ATlRA)厄贝沙坦治疗组和正常对照组。实验全程12周，血、尿标本进行生化检测，肾组织病

理和免疫组化检测骨桥蛋白、单核巨噬细胞、肌成纤维细胞及细胞外基质纤连蛋白、层连蛋白、胶原的表达。结果

ATIRA与ACEI一样能减少尿蛋白，改善肾功能，肾病理损伤明显减轻，与细胞外基质聚积减少一致；同时间质

单核巨噬细胞浸润显著减少，且与肾小管骨桥蛋白的表达呈正相关(r=0．9492，P<0 01)。结论ATlRA与

ACEI的肾脏保护作用可能与抑制肾脏局部AngⅡ介导的问质巨噬细胞的浸润有关。

【关键词】受体，血管紧张素；血管紧张素转换酶抑制药；纤维变性；巨噬细胞；大鼠

Comparison of renoprotective effect between angiotensinⅡreceptor

antagonist and angiotensin converting enzyme inhibitor Oil puromycin

nephropathy and their possible mechanism
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【Ab由翟n】 Obj酣iw To investigate the renal protective effect and possible瑚ed也岫of inhibiting
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and semi-quantitative data w∽amlymd．Reatdts In angiotensin receptor anmgmist(ATmA)and angiotensin coilve-
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多种肾脏疾病尽管病因、病理类型不同，最终都

发展为肾小球硬化和间质纤维化，导致肾功能衰竭。

研究表明，肾素．血管紧张素．醛固酮系统(RAS)尤

其是血管紧张素II(Ang II)，不仅在血流动力学调

节而且在肾硬化和纤维化中起重要作用⋯。肾脏疾

病慢性进展的特征之一是肾实质内大量单核巨噬细
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胞的浸润。本实验是在前一实验证实ATIRA和

ACEI均能减少肾局部mlg II水平的基础上，进一

步研究血管紧张素受体拮抗剂(ATlRA)和血管紧

张素转换酶抑制剂(ACEI)对单核巨噬细胞的作用

及其与间质纤维化的关系。

1材料与方法

1．1动物模型雄性sD大鼠，体重(146±33)g(北

京大学医学部动物中心提供)，2次尿蛋白定性检查

阴性。用嘌罗霉素(嘌呤霉素，puromycin)100mg／kg
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体重给予大鼠腹腔注射，其后每隔2周给25rngll,e

共5次；正常对照组("=7)腹腔注射等量生理盐

水。选取首次给药后2周，尿蛋白>150mg／24h的

大鼠，随机分为模型组(n=6)，ACEI组(n=7)，

ATIRA组(n=7)。在首次注射嘌罗霉素后2周，

各组均以灌胃给药：ACEI组每天给依那普利(enal—

april)aomg／kg体重；ATlRA组每天给厄贝沙坦

(irbesartan)50rag／1【g体重；正常组和模型组每天给

自来水3ml。共给药10周。

1．2试剂嘌罗霉素氨基核苷(Sigma公司)；依

那普利(佛山康宝顺药业有限公司)；厄贝沙坦

(施贵宝公司)；第一抗体包括小鼠抗大鼠单核巨噬

细胞抗体(EDl抗体．SE=．xotec公司)，小鼠抗大鼠

骨桥蛋白(oPN)抗体(中山医科大学余学清教授

赠)，兔抗人层连蛋白(1aminin，LN)抗体、兔抗

人纤连蛋白(fibronectin，FiN)抗体、小鼠抗人}

平滑肌肌动蛋白(a。SMA，Zymed公司)，第二抗

体为生物素标记马抗小鼠lgG抗体、生物素标记

山羊抗兔IgG抗体(北京中山生物技术有限公

司)；第三抗体为辣根过氧化物酶、碱磷酶标记链

亲和素(北京中山生物技术有限公司)；显色底物

为二氨基联苯胺(DAB)和硝基蓝四氮唑(NBT)

(北京中山生物技术有限公司)。

1．3观察指标

1．3．1血、尿生化指标每周进行尿蛋白定量，采用

丽春红s法；血浆尿素氨水平，采用Beckman自动

生化分析仪。

1．3．2肾组织Ang 1I的测定 肾皮质在含0．1

mol／L NaCI，0．05mol／L Nail2P04，0．05mol／L

NazHP04，5rnmol／L依地酸(ⅡyI、A)，5mmol／L 8一

羟基喹啉的缓冲液(pH 7．4)中进行匀浆。Ang 1I

浓度的测定采用北京北方生物技术研究所的相关放

射免疫分析测定试剂盒方法测定。

1．3．3光镜检查切片厚2tma，HE和Masson染色，

每张切片在高倍镜下单盲观察20个肾小球，按表1

中6项指标评分，计算其均值，作为该标本的肾小球

损伤指数。每张标本低倍镜下单盲依序观察左上、

右上、左下、右下、中间5个肾小管间质视野，按表2

中8项指标评分，计算其均值，作为该标本的肾小管

间质损伤指数。

囊1镜下肾小球损伤评分标准

分值；l查嚣孝 肾11,管扩张 肾小管萎缩 红细胞管型 蛋白管型 问质水肿 间质纤维化 间霎器胞分值 皮细胞空 肾管扩张 肾小管萎缩 红细胞管型 蛋白管型 问质水肿 间质纤维化 H誊端阳
泡变性

⋯’
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1 3．4天狼星红染色切片脱蜡至水，0．1％天狼星

红苦昧酸室温th，梯度乙醇脱水，中性树脂封片。

1．4免疫组化4pm石蜡切片脱蜡至水，3％H02

甲醇封闭}Orain，微波抗原修复lOmin，或4％胃酶

37℃消化30min，1％小牛血清白蛋白封闭20min，

分别加入第一抗体(OPN 1：50；EDl 1：50；a—SMA

1：50；LN 1：50；FN 1：50)37℃孵育60rain、第二抗

体(生物素化马抗小鼠IgG 1：200；生物素化羊抗

兔lgG 1：200)37℃孵育30rain及第三抗体(辣根

过氧化物酶标记链亲和素1：200)37℃孵育30min，

DAB显色，苏木素复染，中性树脂封片。每组均以

PBS和正常非免疫鼠／兔血清代替第一抗体作阴性

对照。

双重染色：石蜡切片按上述步骤行骨桥蛋白染

色后，不经苏木素复染，再次微波抗原修复，其后步

骤同上行单核巨噬细胞染色，第二抗体换用碱性磷

酸酶标记的抗体，并换用NBT显色。

结果分析采用单盲法：①每个标本高倍镜依

序观察20个视野，分别计数EDI染色阳性细胞数，

以阳性细胞数／高倍视野表示。②用多媒体彩色病

理分析系统对OPN，LN，FN，a—SMA，天狼星红进行

半定量分析，每份标本测15个视野，用面积比计算

该成分在肾组织中的相对含量。

1，5统计学处理采用SPSS Windows 8．0统计软

件进行统计分析．结果用孟±s表示，多组间比较采

用方差分析，相关分析采用线性回归法。

2结果

2，1血、尿生化和肾病理的变化厄贝沙坦和依那

普利治疗组与模型组相比均能减少尿蛋白，改善肾

功能，肾小球硬化指数和小管问质损伤指数明显降

低(表3、图1、图2)。

2．2单核巨噬细胞、骨桥蛋白、a-SMA、细胞外基质

的改变

2．2，1正常组肾间质内偶见单核巨噬细胞，模型组

明显增多，呈灶状或弥漫分布，肾小管内及肾小球内

偶见，单核巨噬细胞浸润明显的部位肾小管的损伤

也较重。厄贝沙坦和依那普利治疗组单核巨噬细胞

数都明显少于模型组(表4)。

2．2．2正常鼠肾组织的髓袢升支厚段和远曲小管、

集合管及肾小球囊壁层上皮细胞有少量OPN的表

达，模型组OPN在肾小管的表达明显增加，厄贝沙

坦和依那普利均明显减少肾小管内OPN的表达，

双染显示OPN阳性小管周围单核巨噬细胞的浸润

较OPN阴性小管周围明显为多(表4、图3)。

2．2．3正常组中除血管平滑肌外几无a-SMA的表

达，模型组肾组织中，肾小球系膜区、肾小管问质纤

维化明显处表达量显著增多，两治疗组a—SMA的表

达明显减少(表4)。a-SMA在间质的分布区域与单

核巨噬细胞分布区域一致。

2．2．4模型组中ECM成分LN，FN，及胶原在肾小

球系膜区及问质纤维化区聚集明显增加，两治疗组

表3各组尿蛋白、尿素氮、肾局部ANG II和肾损伤指数比较

注：与两治疗蛆比较，*P<0．05

衰4各组EDl阳性细胞数、骨桥蛋白、问质细胞外基质、a-野cIA比较

组别侧教然黜骨瑟白 按) 嚣) ”鬻 天黼红
正常组 7 2．0±1．6 0 26±0．18 1．32-kO．60 0．23±O．04 O．oo±0．响 1．56+-0．59

模型组 6 27．1±9．1。 11 50_+0．34’ 5 21±1．24’ 2 90±1．07’ 1 54±O．40’ 8 21±3-67’

ACEI组 7 4．4±2 1 0．44±0．19 2．03-+0．45 O．22±0．02 0．18±0．07 1 18±0·45

塑坠塑 ! !：墨圭!：! Q：旦圭Q：!! !：墅圭Q：塑 Q：垫圭!：壁! 壁：!曼圭旦：婴j』兰二望』L
注：与两治疗组比较，*P<0．01
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圈1模型组肾小球硬化和肾小管扩张、萎缩，肾间质m胞浸镧(HE染色×200)；圈2厄贝沙坦治疗组相应的病理改变明显
减轻(HE莱色×200)；田3骨桥蛋白阳性的肾小管周围单核巨噬细胞(EDl阳性)浸润(免疫姐化×200)

衰5单核巨噬细胞与OPN，廿SMA，EcM的相关性分析(r值)

注：*P<0．01

明显减轻(表4)。

2．3肾组织AngⅡ、单核巨噬细胞、骨桥蛋白、

a-SMA、细胞外基质之间的相关关系 肾组织内

mlgⅡ的水平与骨桥蛋白的表达具有明显的正相关

关系(r=0．730，P<0．叭)。

肾小管骨桥蛋白的表达与间质单核巨噬细胞的

数日呈正相关(r=0．949，P<0．01)(表5、图4)。

a-SMA在间质的表达与单核巨噬细胞数目相

关(r=0．799，P<0．01)。

间质单核巨噬细胞的数量与ECM的含量相

关。

50

耋40
量30
区20

吾10
O

0 5 10 】5 20

骨轿虽n面积比

图4骨桥蛋白与EDl阳性细胞教的相关性分析

3讨论

肾脏疾病慢性进展的防治～直是肾脏病专业研

究的热点。ACEI对于肾脏的保护作用无论在动物

模型还是在人类肾脏疾病中都已得到肯定。近年来

发现的ATIRA从受体水平上阻断AngⅡ的生物学

作用。大量研究显示，ATIRA和ACEI在降低血

压、减少尿蛋白、改善肾小球和小管问质损伤以及保

护肾功能上具有相同的效果。但Klahr等”1发现在

单侧尿路梗阻模型中，虽然它们具有相似的肾保护

作用，却只有ACE!能抑制单核巨噬细胞的浸润，而

ATlRA则不能。本研究结果显示，在慢性嘌罗霉素

致肾病综合征一肾纤维化模型中ATIRA和ACEl均

能抑制肾实质中单核巨噬细胞浸润，与砌ahr等的

观察有所不同，这是否与所采用的动物模型有关，尚

需得到更多的实验证实。在减少尿蛋白，改善肾功

能，降低肾小球和肾小管问质损伤指数方面则与其

他报道相同。这一肾脏保护作用与肾内AngⅡ水

平下降一致，而与循环RAS无明显关系”o，表明肾

内AngⅡ在介导该实验动物的肾损伤中起着重要

作用。

浸润的单核巨噬细胞可通过释放氧代谢产物直

接造成细胞损伤，也可通过释放炎性介质、生长因子

等促进其他细胞活化和表型转化，参与肾脏疾病进

展⋯。本研究显示，模型组中单核巨噬细胞在问质
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中大量浸润，单核巨噬细胞聚集明显的部位肾小管

间质损伤也较重，而ATlRA和ACEI治疗组问质中

仅可见少数的单核巨噬细胞，两治疗组问无明显的

差异，表明在此模型中单核巨噬细胞参与了肾损伤，

而且至少部分是由局部Ang lI所介导的。

近年发现，骨桥蛋白是一种高度酸性磷酸化的

分泌糖蛋白，对单核巨噬细胞具有趋化和粘附功能。

有较多的证据表明骨桥蛋白表达的上调与局部单核

巨噬细胞的聚集相关”J。本研究结果也发现，小管

间质中单核巨噬细胞的浸润与小管骨桥蛋白的高表

达有明显的相关性，凡骨桥蛋白阳性的小管周围单

核巨噬细胞的浸润较阴性小管周围明显增多。更有

兴趣的是肾局部AngⅡ的水平与骨桥蛋白的表达

呈明显的相关性，而ATlRA和ACEI都能减少骨桥

蛋白的表达，且与单核巨噬细胞浸润减少同步，提示

在嘌罗霉素肾病中Ang II通过调节骨桥蛋白的表

达介导肾问质单核巨噬细胞聚集而发挥其生物作用

的。已有实验证实肾小管上皮细胞用AngⅡ刺激

后骨桥蛋白mRNA和蛋白表达都明显增多，而且

ATlRA可阻断此作用”J，本结果进一步加深了此认

识。虽然Ang II能直接影响骨桥蛋白的表达，也不

除外通过其他的细胞因子如TGF-B上调骨桥蛋白

的表达，已有实验证实Ang II和TGFq3都能刺激肾

小管上皮细胞上调骨桥蛋白的表达。

单核巨噬细胞在肾内的聚集能引起肾固有细胞

损伤和表型转化”1，发现模型组肾间质内a—SMA的

表达与单核巨噬细胞的分布区域一致，此处小管问

质损伤亦明显加重”J，提示单核巨噬细胞的浸润可

能引起问质成纤维细胞和(或)肾小管上皮细胞的活

化，转型为成肌纤维细胞，这是一种表达平滑肌细胞

骨架蛋白a-SMA的细胞，它直接参与间质纤维

化“J。本实验还显示小管间质浸润的单核巨噬细胞

与间质细胞外基质成分FN，LN，胶原的表达明显相

关，ATlRA和ACEI均减少了单核巨噬细胞浸润的

同时也减少了ECM在小管间质的聚集。目前认

为，单核巨噬细胞通过分泌致硬化因子如B转化生

长因子(TGFq3)，血小板衍生生长因子(PDGF)及碱

性成纤维细胞生长因子(bFGF)等，作用于间质的成

纤维细胞和(或)肾小管上皮细胞，促进其增殖、活化

及产生胞外基质(ECM)，并可能通过直接分泌

ECM如FN、I型胶原等，促进间质纤维化。

综上所述，在慢性嘌罗霉素肾病模型中，

ATIRA和ACEl均可减少单核巨噬细胞浸润，抑制

间质成纤维细胞活化，及减少细胞外基质聚积。改善

小球硬化和间质纤维化，这一效应与其抑制局部

hng 11的产生，下调趋化因子骨桥蛋白的表达密切

平行相关。
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