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血管紧张素Ⅱ及其受体在慢性环孢素Ａ肾毒性大鼠肾组织中的表达
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　　［摘要］　目的　观察血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）及其受体在慢性环孢素Ａ（ＣｓＡ）肾毒性中的表达。方法　ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
大鼠皮下注射ＣｓＡ（１５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）４周，建立慢性ＣｓＡ肾毒性模型；正常对照组皮下注射橄榄油。检测各组大鼠的体

重、收缩期血压、血ＣｓＡ浓度、血清肌酐、肌酐清除率；三色染色观察肾小管间质纤维化；免疫组织化学染色和蛋白质免疫印迹

法分别检测ＡｎｇⅡ及其受体ＡＴ１和ＡＴ２的表达。结果　慢性 ＣｓＡ 肾毒性组表现为体重减少、血肌酐上升、肌酐清除率下
降、肾小管间质带状纤维化 （Ｐ＜０．０１）。与对照组相比，毒性组大鼠ＡｎｇⅡ的免疫活性明显增加（４７±７ｖｓ１３±４，Ｐ＜０．０１），主要

分布于入球动脉的肾小球旁器，与肾小管间质纤维化程度紧密相关（ｒ＝０．７６９，Ｐ＜０．００１）。免疫印迹显示毒性组ＡｎｇⅡ受体 ＡＴ１

的表达明显减少［（１１４±１４）％ｖｓ（４２±６）％，Ｐ＜０．０１］，而 ＡＴ２的表达增加［（１２９±２３）％ｖｓ（４６９±４３）％，Ｐ＜０．０１］。结论　
在慢性ＣｓＡ肾毒性中，肾内肾素血管紧张素被激活，表现为ＡｎｇⅡ免疫活性增加，这种ＡｎｇⅡ免疫活性与肾小管间质纤维化紧密相

关。

　　［关键词］　慢性环孢素Ａ肾毒性；间质性肾炎；血管紧张素Ⅱ；血管紧张素受体
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（１２）：１２８６１２９０］

　　慢性环孢素（ＣｓＡ）肾毒性以进行性肾功能低下、
肾小管间质炎症以及带状纤维化为特征，其分子发病
机制与肾素血管紧张素系统 （ＲＡＳ）［１］、炎性介质［２］、
转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）

［３］、细胞凋亡［４］等有关。其

中，ＲＡＳ扮演着重要的角色，因为 ＲＡＳ直接上调

ＴＧＦβ１的表达、介导肾小管间质炎症反应、引起肾实
质细胞的凋亡，从而导致肾小管间质纤维化。

　　在肾脏的生理和病理过程中，血管紧张素Ⅱ
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（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）被认为是ＲＡＳ中最具有
生物学活性的执行者，ＡｎｇⅡ 发挥生物学活性是通
过其特异性的受体来完成。最近研究表明，ＡｎｇⅡ
和受体（ＡＴ１和ＡＴ２）在糖尿病肾病［５］、肾切除肾衰
模型［６］中有不同的表达。然而，关于 ＡｎｇⅡ 及其受
体在慢性ＣｓＡ肾毒性中表达的报道甚少。本研究
以慢性ＣｓＡ肾毒性大鼠为动物模型，观察 ＡｎｇⅡ及
其受体在肾内的表达。

１　材料和方法

１．１　材料　ＣｓＡ（ＮｏｖａｒｔｉｓＰｈａｒｍａ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚ
ｅｒｌａｎｄ）；橄榄油 （Ｓｉｇｍａ）；低盐饲料（０．０５％ 钠盐，

ＴｅｋｌａｄＰｒｅｍｉｅｒ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡ）、抗体 （Ａｎｇ
Ⅱ、ＡＴ１、ＡＴ２，ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ，ＣＡ）由Ｄｒ．ＹＡＮＧＣｈｕｌＷｏｏ（ＴｈｅＣａｔｈｏｌｉｃ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＫｏｒｅａ）惠赠。

１．２　动物分组　雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠１４只，

８周龄，体质量２００～２２０ｇ。喂饲低盐饲料下，随机
分为两组：（１）毒性组 （ｎ＝８）：皮下注射１５ｍｇ·

ｋｇ－１·ｄ－１ＣｓＡ（ＮｏｖａｒｔｉｓＰｈａｒｍａ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒ
ｌａｎｄ）；（２）对照组 （ｎ＝６）：皮下注射等剂量橄榄油
（Ｓｉｇｍａ）。两组大鼠均给药４周后处死，留取肾组
织标本。

１．３　基本检查　监测各组大鼠的体重变化；收缩期
血压（ＳＢＰ）用尾动脉测定法（Ｔａｉｌｃｕｆｆ，ＢＰ２０００，

Ｖｉｓｉｔｅｃｈｓｙｓｔｅｍ，Ａｐｅｘ，ＮＣ，ＵＳＡ）检测，每只大鼠
测定３次取平均值。全血ＣｓＡ浓度由单克隆放射免
疫法测定（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，Ｉｎｃｓｔａｒ，

Ｓｔｉｌｌｗａｔｅｒ，ＭＮ，ＵＳＡ）。

１．４　肾功能测定　处死大鼠前将大鼠放入代谢笼
中，收集２４ｈ尿，Ｊａｆｆｅ比色法测定２４ｈ尿肌酐。处
死大鼠时采血，用７１５０全自动生化分析仪测定血清
肌酐。用以下公式计算肌酐清除率：（２４ｈ尿量×尿
肌酐／血清肌酐）／１００ｇ体质量。

１．５　肾脏病理检查　肾组织由过碘酸赖氨酸多聚
甲醛液（ｐｅｒｉｏｄａｔｅｌｙｓｉｎｅｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ）固定，
石蜡（Ｗａｘ）包埋后切片（厚４μｍ）。脱蜡后行三色
（ＭａｓｓｏｎＴｒｉｃｈｒｏｍｅ）染色，观察肾小管间质纤维
化。采用我们以往方法［７］评估肾小管间质纤维化程

度，利用数字化显微镜分析仪（ＴＤＩＳｃｏｐｅＥｙｅＴＭ

Ｖｅｒｓｉｏｎ３．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ，Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｊａｐａｎ），每张
切片上至少观察２０个不同区域。在１００倍显微镜
下，获取图像，利用ＰｏｌｙｇｏｎＰｒｏｇｒａｍ定量地计算肾
皮质受损部位的百分数。由两个观察者对每个样本
随机进行盲法评分。

１．６　免疫组织化学染色检测 ＡｎｇⅡ的表达　石蜡

包埋切片置二甲苯脱蜡和梯度乙醇中脱水，室温下
（３７℃）０．３％过氧化氢／甲醛处理３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ
液洗３ 次。置微波炉中加热修复抗原 （９８℃，５
ｍｉｎ），ＰＢＳ液洗３次。滴加非免疫性血清封闭液室
温下封闭２０ｍｉｎ。ＰＢＳ液洗３次，在４℃下滴加一抗
孵育１２～１６ｈ。ＰＢＳ液洗３次后滴加二抗，室温孵
育２ｈ。以ＤＡＢ为底物显色，呈棕黄色为止。自来
水流水洗涤，苏木精复染，常规树脂封片。在２００倍
显微镜下，利用数字化显微镜分析仪计数，每张切片
至少观察非重叠区域的５０个肾小球，取平均值，半
定量评估ＡｎｇⅡ阳性肾小球［７］。

１．７　蛋白质免疫印迹分析 ＡＴ１、ＡＴ２的表达　将
肾组织用蛋白质溶解缓冲液 （１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ，

ｐＨ７．６；１５０ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ；１％ ｓｏｄｉｕｍｄｅｏｘｙ
ｃｈｏｌａｔｅ；１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００；０．１％ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅ；１％ａｐｒｏｔｉｎｉｎ；２ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＶＯ４；１μｇ／

ｍｌｌｅｕｐｅｐｔｉｎ；１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）制成匀浆；４℃下
离心（４００×ｇ）后，取上清液测定蛋白浓度 （Ｂｉｏ
Ｒａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ）；取２０μｇ标本进行十二烷基磺酸
钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）；电转膜 （９０
Ｖ）２ｈ后，４℃下 置ＡＴ１、ＡＴ２抗体于非脂牛乳中
以１１０００浓度孵育１２～１６ｈ；室温下缓冲液洗３
次，加辣根过氧化物酶标记的驴抗兔ＩｇＧ （Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ）１ｈ；室温下缓 冲 液 洗 ３ 次，增 强 发 光
（ＥＣＬＴＭ，Ａｍｅｒｓｈａｍ）和曝光。以对照组为标准
（１００％）测定条带的光密度，以βａｃｔｉｎ校正。

１．８　统计学处理　计量资料数据以珚ｘ±ｓ表示，两
组间均数比较采用成组ｔ检验。采用ＳＰＳＳ１１．０软
件进行统计分析。运用直线相关分析 （Ｐｅａｒｓｏｎｓｉｎ
ｇｌｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）考察肾小管间质纤维化
程度与ＡｎｇⅡ 的相关关系。

２　结　果

２．１　慢性ＣｓＡ肾毒性的建立　给药４周后，毒性组
大鼠与对照组相比，发生如下改变：（１）体质量下降
［（２９５±４）ｇｖｓ（２４０±６）ｇ，Ｐ＜０．０１］；（２）血ＣｓＡ
浓度升高 ［（２３６０±９４）ｎｇ／ｍｌｖｓ（０±０）ｎｇ／ｍｌ，

Ｐ＜０．０１］；（３）肾功能恶化，表现为血清肌酐的上升
和肌酐清除率的下降（表１）；（４）发生广泛的肾小管
间质带状纤维化（图１）。以上结果表明成功建立了
慢性ＣｓＡ肾毒性的动物模型。

２．２　肾内 ＡｎｇⅡ的表达　在对照组中，可以观察到

ＡｎｇⅡ阳性肾小球 （１３±４）；与对照组相比，毒性组

ＡｎｇⅡ免疫活性明显增加（４７±７，Ｐ＜０．０１），见图２。
直线相关分析表明，ＡｎｇⅡ和肾小管间质纤维化程度
有较强的正相关系 （ｒ＝０．７６９，Ｐ＜０．００１），见图３。



·１２８８　 · 第二军医大学学报　２０１０年１２月，第３１卷

表１ 各组大鼠体质量、收缩期血压、ＣｓＡ浓度、肾功能检测结果

Ｔａｂ１ Ｂｏｄｙｍａｓｓ，ＳＢＰ，ＣｓＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｒａｔｓｉｎ２ｇｒｏｕｐｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｂｏｄｙｍａｓｓ
ｍ／ｇ

ＳＢＰ
ｐ／ｍｍＨｇ

ＣｓＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

ＳＣｒ
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＣＣｒ
［ｍｌ·ｍｉｎ－１·（１００ｇ）－１］

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ２９５±４ １２１±５ ０±０ ６０．１±２．０ ０．５７±０．０３
ＣｓＡｔｒｅａｔｅｄ ８ ２４０±６ １２９±９ ２３６０±９４ １１０．５±１０．５ ０．１６±０．０６

　ＳＢＰ：Ｓｙｓｔｏｌｉｃｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ．１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ；Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图１　肾组织病理改变

Ｆｉｇ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＣｓＡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（ＭａｓｓｏｎＴｒｉｃｈｒｏｍｅｓｔａｉｎｉｎｇ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００）；Ｃ：Ｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｄｅｇｒｅｅ．
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝６ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎ＝８ｉｎＣｓＡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，珚ｘ±ｓ

图２　免疫组织化学染色检测ＡｎｇⅡ 的表达

Ｆｉｇ２　ＡｎｇⅡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｈｏｗｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｇｌｏｍｅｒｕｌｉａｒｅｎｏｒｍａｌ；Ｂ：ＣｓＡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓＡｎｇⅡｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅｏｆｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｉｓａｆｆｅｒｅｎｓｉｓ

ｅｎｈａｎｃｅｄ（ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）；Ｃ：ＣｏｕｎｔｏｆＡｎｇⅡｐｏｓｉｔｉｖｅｇｌｏｍｅｒｕｌｉ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝６ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎ＝８ｉｎ

ＣｓＡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，珚ｘ±ｓ

图３　直线相关分析ＡｎｇⅡ阳性细胞计数与

肾小管间质纤维化程度的关系

Ｆｉｇ３　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡｎｇⅡｐｏｓｉｔｉｖｅｇｌｏｍｅｒｕｌｕｓ
ｃｏｕｎｔｗｉｔｈｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

２．３　肾内ＡＴ１和 ＡＴ２的表达　免疫印迹结果显
示，与对照组相比，毒性组 ＡＴ１蛋白的表达明显减
少 ［（１１４±１４）％ｖｓ（４２±６）％，Ｐ＜０．０１］，而 ＡＴ２
蛋白的表达增加４倍之多 ［（１２９±２３）％ｖｓ（４６９±
４３）％，Ｐ＜０．０１］，见图４。

３　讨　论

　　随着分子生物学实验技术的发展，学者们发现
除循环中的ＲＡＳ外，在许多组织包括肾组织中发现
有局部肾素、ＡｎｇⅡ、血管紧张素转化酶、ＡｎｇⅡ受体
（ＡＴ１和ＡＴ２）基因的表达，提示肾内ＲＡＳ（ｉｎｔｒａ
ｒｅｎａｌｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ）在肾脏病理生理过
程中的重要作用。肾内ＲＡＳ家族成员之一的 Ａｎｇ
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Ⅱ可通过自分泌、旁分泌或胞内分泌等方式发挥作
用。本实验利用慢性 ＣｓＡ 肾毒性大鼠模型，探讨

ＡｎｇⅡ及其受体（ＡＴ１和 ＡＴ２）在肾内的表达。结
果表明，ＡｎｇⅡ的免疫活性显著增加，且与肾小管间

质纤维化紧密相关，同时伴随受体 ＡＴ１和 ＡＴ２的
逆相表达。以上结果证实肾内ＲＡＳ过度激活参与
了慢性ＣｓＡ肾毒性的发病。

图４　蛋白质免疫印迹法检测ＡＴ１和ＡＴ２的表达

Ｆｉｇ４　ＡＴ１ａｎｄＡＴ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｉｍａｇｅｓ；Ｂ：ＲｅｌａｔｉｖｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆＡＴ１；Ｃ：ＲｅｌａｔｉｖｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆＡＴ２．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝６ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，

ｎ＝８ｉｎＣｓＡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，珚ｘ±ｓ

　　肾内被激活的ＡｎｇⅡ直接或间接地参与了各种
肾脏病的发生发展。在链脲佐菌素诱导的糖尿病大
鼠模型中，放射免疫结果显示糖尿病大鼠的外周血
浆和肾内的 ＡｎｇⅡ 水平分别上升２．６倍和１．８
倍［８］。我们曾经报道，长期使用 ＣｓＡ 可激活肾内

ＡｎｇⅡ，激活的肾内 ＡｎｇⅡ可通过上调炎性介质引
起肾小管间质炎症、上调致纤因子 ＴＧＦβ１及其诱
导基因 ｈ３（βｉｇｈ３）的表达导致肾小管间质损
伤［９１２］。本实验采用免疫组化方法检测 ＡｎｇⅡ，结
果显示毒性组肾内ＡｎｇⅡ的免疫活性较正常组增加

３．６倍，主要分布于入球动脉的肾小球旁器。直线
相关分析表明，ＡｎｇⅡ和肾小管间质纤维化正相关。
有趣的是，正常组大鼠肾组织也可以观察到 ＡｎｇⅡ
阳性肾小球 （１３±４）。导致这种现象的理由尚不
清楚，可能与使用低盐饲料有关，因为慢性 ＣｓＡ肾
毒性大鼠模型只有在喂食低盐饲料下才能建立，而
低盐饲料被证实可激活ＲＡＳ。

　　众所周知ＡｎｇⅡ发挥生物学效应是通过靶器官
细胞膜上的特异性受体 ＡＴ１产生。研究证实肾小
管细胞、系膜细胞、足细胞、肾血管平滑肌细胞等均
有ＡＴ１的表达，而在不同疾病中其表达是千差万别
的。Ｗｅｈｂｉ等［５］和 Ｘｕ等［１３］报道糖尿病肾病或高糖

状态下系膜细胞的 ＡＴ１ｍＲＮＡ 和蛋白的表达增
加。与之相反，Ｓｕｉ等［６］最近报道 ＡＴ１在肾切除肾
衰模型中表达减少，血管紧张素转换酶抑制剂赖诺
普利可使其表达回升。为了观察 ＡＴ１在慢性ＣｓＡ
肾毒性中的表达，本实验利用免疫印迹法检测ＡＴ１
蛋白，发现毒性组ＡＴ１蛋白的表达较正常组减少将
近５０％。为什么ＡＴ１有相反的表达原因还不太清

楚，可能与以下因素有关：（１）模型的差异：糖尿病
肾病和慢性ＣｓＡ肾毒性有着不同的发病机制；（２）
病理特点：因为糖尿病肾病主要以肾小球病变为
主，而慢性ＣｓＡ肾毒性则以肾小管间质损伤为主。
由此我们推测，在以肾小管间质损伤为主的肾脏疾
病中，激活的 ＡｎｇⅡ消耗了肾内的 ＡＴ１，导致它表
达下调。

　　除ＡＴ１外，ＡＴ２也是 ＡｎｇⅡ发挥生物学效应
的重要特异性受体，但是ＡＴ２在肾脏生理病理过程
中扮演什么角色还不清楚。已知 ＡＴ２通过抵消
（ｃｏｕｎｔｅｒｂａｌａｎｃｅ）ＡＴ１的作用影响细胞分化、血管扩
张、抑制细胞增殖和肥大、促进一氧化氮产生和调节
尿钠排泄［１４］。胎儿发育期ＡＴ２高表达以促进细胞
分化，随着年龄的增加其表达逐渐下降，不过在某些
疾病状态下机体再次表达（ｒｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）ＡＴ２，提
示它具有修复作用（ｈｅａｌｉｎｇ）［１５１６］。大量研究表明，

ＡＴ１在肾小管间质的小动脉、近曲小管、集合管、间
质细胞、弓形动脉、入球动脉、外髓降支直小血管等
部位表达。盐缺乏（ｓｏｄｉｕｍｄｅｐｌｅｔｉｏｎ）使ＡＴ２表达
上调或被胰岛素样生长因子１激活［１７１８］，而糖尿病
状态下其表达下调或被ＡｎｇⅡ和各种生长因子如血
小板源性生长因子、表皮生长因子所抑制［５，１９２０］。激
活ＡＴ２导致磷酸酪氨酸磷酸酶的活性增加和 ＭＡＰ
激酶的抑制包括ＥＲＫ１／２，而这种信号活性恰恰与

ＡＴ１所致的ＥＲＫ１／２磷酸化相反。Ｓａｉｔｏ等［２１］报道

增加的ＡＴ１活性下调 ＡＴ２的表达。因此，ＡＴ１和

ＡＴ２具有相反的表达，正如在本实验所观察到的结
果一样。增加的ＡＴ２可能是损伤的应激防御反应，
参与了慢性ＣｓＡ肾毒性的修复。
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　　综上所述，长期使用 ＣｓＡ 激活肾内 ＡｎｇⅡ，

ＡｎｇⅡ通过其特异型受体参与了慢性ＣｓＡ肾毒性肾
小管间质损伤。本研究为临床使用血管紧张素转换
酶抑制剂和 ＡｎｇⅡ受体拮抗剂从而减少或预防慢性

ＣｓＡ肾毒性提供了分子理论依据。
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