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阿托伐他汀不依赖降血脂的肾脏保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨阿托伐他汀不依赖降血脂的肾脏保护作用的可能机制。方法　雄性Ｃ５７ＢＬ小鼠给予普通饮食作
为对照组，ＣＤ３６／ＳＲＡ／ＡｐｏＥ三敲小鼠随机分为高脂组和治疗组（高脂＋阿托伐他汀）。实验满１４周后处死取标本。采用酶

法检测血清脂质水平；油红“Ｏ”染色检测肾组织内脂质沉积情况，ＨＥ、ＰＡＳ、Ｍａｓｓｏｎ染色观察肾脏形态学改变；定量ＰＣＲ技术

与免疫组化检测肾组织转化生长因子（ＴＧＦβ）、纤维连接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）、Ⅰ型胶原、Ⅳ型胶原、α肌动蛋白（αＳＭＡ）表达。

结果　阿托伐他汀能够减少三敲小鼠肾脏组织脂质沉积，但血清中的脂质水平无明显降低。阿托伐他汀可以减少高脂饮食
诱导的肾脏组织系膜细胞的增生、系膜基质的沉积，肾小管间质炎症细胞的浸润、肾小管的变性扩张，细胞外基质的沉积。阿

托伐他汀不但可以明显降低肾脏组织ＴＧＦβ的基因与蛋白表达，还降低纤维化相关因子的基因与蛋白表达。结论　阿托伐他
汀可不依赖降血脂，独立于ＳＲＡ、ＣＤ３６受体途径而发挥肾脏保护作用；这种作用可能是通过降低ＴＧＦβ的表达而实现的。

　　［关键词］　阿托伐他汀；高脂血症；肾小球硬化症；转化生长因子β；Ａ类清道夫受体；ＣＤ３６抗原
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第７期．徐珍娥，等．阿托伐他汀不依赖降血脂的肾脏保护作用 ·７３５　　 ·

　　目前他汀类药物在肾脏疾病的治疗中得到广泛
应用。尽管大多数研究认为他汀类药物的肾脏保护
作用是直接通过其降脂效应发生的，但也有研究认
为他汀类药物还具有不依赖于其降血脂效应的“多
效性”，能明显改善组织病理变化而发挥肾脏保护作
用［１］。既往研究显示阿托伐他汀能有效防治心肌纤
维化及细胞外基质重塑，这一效应与其降低心肌中高
表达的转化生长因子（ＴＧＦβ）有关

［２］。阿托伐他汀还
可下调清道夫受体（ＳＲＡ、ＣＤ３６）的表达从而减少组
织胆固醇的沉积［３］。本课题应用ＣＤ３６／ＳＲＡ／ＡｐｏＥ
三敲小鼠建立高脂血症模型进行相关研究，分析阿托
伐他汀对肾脏组织的保护作用及其可能的机制。

１　材料和方法

１．１　动物和试药　１０只野生型Ｃ５７ＢＬ小鼠给予普
通饮食（对照组，购自重庆医科大学动物中心），２０只
清洁级 ＡｐｏＥ／ＣＤ３６／ＳＲＡ 三敲小鼠（由 ＤｒＭａｒｉａ
Ｆｅｂｂｒａｉｏ，ＬｅｒｎｅｒＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＵＳＡ 惠赠）随
机分为高脂组（ｎ＝１０，给予高脂饮食）与治疗组（ｎ＝
１０），治疗组给予高脂饮食及２ｍｇ·ｍｇ－１·ｄ－１阿托
伐他汀（加入饮料混匀）。高脂饮食配方：２１％猪油，

０．１５％胆固醇（ＨａｒｌａｎＴｅｋｌｄＴＤ８８１３７）。阿托伐他
汀：杭州默沙东（国药准字 Ｈ１９９９０３６６），研磨后配成

０．０６％的生理盐水悬浊液，分装后４℃存放不超过１
周。

１．２　标本采集　实验满１４周后，禁食不禁水，次日
在戊巴比妥（２．５％）麻醉下处死，Ｙ 型开腹、开胸，

１ｍｌ针头穿刺左心室，抽血，血标本放在冰上。肾脏
进行原位灌洗后取下，一份包埋于 ＯＣＴ做冰冻切
片，一份１０％甲醛固定做石蜡切片。两份－８０℃保
存，留待提ＲＮＡ。

１．３　血脂水平的测定　采用酶法测定血清总胆固
醇（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）的含
量（上海荣盛生物公司）。

１．４　肾脏组织内胆固醇油红“Ｏ”染色及测定　肾组
织制成６～１５μｍ厚的冰冻切片，１０％中性甲醛固定

２０ｍｉｎ，丙二醇孵育２ｍｉｎ，室温下油红“Ｏ”工作液染
色３０ｍｉｎ，苏木精复染１ｍｉｎ，流水漂洗５ｍｉｎ。干燥
后ＧＶＡ水溶性封片剂封片，光镜下观察组织内脂质
沉积情况。根据Ｇａｍｂｌｅ等［４］所用方法测量肾脏组

织胆固醇含量。肾脏组织用ＰＢＳ研磨后离心，沉淀
物中加入１ｍｌ氯仿甲醇混合物（２∶１），超声破碎１
ｍｉｎ。之后样品放入摇摆孵箱震荡１５ｍｉｎ，再离心。
上清液真空干燥后，用酶法测定 ＴＣ和游离胆固醇
（ＦＣ）量；沉淀加 ＮａＯＨ 后，孵育１２ｈ，用Ｌｏｗｒｙ法
测定总蛋白量。胆固醇酯（ＣＥ）＝ＴＣ－ＦＣ，得出的

结果除以总蛋白量即为胆固醇酯的相对含量。

１．５　肾脏组织病理学观察　（１）ＨＥ染色：切片脱
蜡水化，苏木精染色１０ｍｉｎ，水洗，盐酸乙醇分化，伊
红染色１ｍｉｎ，封片，光学显微镜观察肾组织形态结
构。（２）过碘酸希夫（ＰＡＳ）染色：根据试剂盒（购自
福建迈升生物公司）说明书进行 ＰＡＳ染色。（３）

Ｍａｓｓｏｎ染色：Ｍａｓｓｏｎ复合液染色５ｍｉｎ，磷钨酸５
ｍｉｎ，苯胺蓝染色５ｍｉｎ，分化液分化３０～６０ｓ，脱水
透明，封片（试剂购自福建迈升生物公司）。

１．６　肾组织ＴＧＦβ及肾脏纤维化相关因子的检测

１．６．１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　ＴＲＩｚｏｌ法抽提总ＲＮＡ，检
测ＲＮＡ的质量符合实验的要求，用 ＡＢＩ反转录试
剂盒将 ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，参照 ＧｅｎＢａｎｋ中的

ｍＲＮＡ设计ＴＧＦβ、Ⅰ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ）、Ⅳ
型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎⅣ）、α肌动蛋白（αＳＭＡ）和纤
维连接蛋白 （ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）引物 （表 １），１８Ｓ
ｒＲＮＡ为内参。适当浓度的待测样品ｃＤＮＡ２μｌ，加
入上、下游引物各０．２５μｌ（２５ｐｍｏｌ／Ｌ），ＳＹＢＥＲ
Ｇｒｅｅｎｍｉｘ（ＡＢＩ公司）１２．５μｌ，无菌双蒸水补齐至

２５μｌ，于 ＢｉｏＲａｄＰＣＲ 仪中进行反应。Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ采用不同管Ｃｔ值比较相对定量法进行定量。

表１　定量ＰＣＲ引物

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ

１８ＳｒＲＮＡ Ｆ：５′ＴＣＧＡＧＧＣＣＣＴＧＴＡＡＴＴＧＧＡＡ３′
Ｒ：５′ＣＣＣＴＣＣＡＡＴＧＧＡＴＣＣＴＣＧＴＴ３′

ＴＧＦβ Ｆ：５′ＧＣＡＧＴＧＧＣＴＧＡＡＣＣＡＡＧＧＡ３′
Ｒ：５′ＡＧＣＡＧＴＧＡＧＣＧＣＴＧＡＡＴＣＧ３′

ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ Ｆ：５′ＣＡＡＣＣＴＧＧＡＣＧＣＣＡＴＣＡＡＧ３′
Ｒ：５′ＣＡＧＡＣＧＧＣＴＧＡＧＴＡＧＧＧＡＡＣＡ３′

ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ Ｆ：５′ＣＣＧＡＧＣＣＡＧＴＣＣＡＴＴＴＡＴＡＧＡＡＴＧ３′
Ｒ：５′ＣＡＧＣＧＡＡＧＣＣＡＧＣＣＡＧＡＡ３′

αＳＭＡ Ｆ：５′ＣＣＡＧＡＧＣＡＡＧＡＧＡＧＧＧＡＴＣＣＴ３′
Ｒ：５′ＴＧＴＣＧＴＣＣＣＡＧＴＴＧＧＴＧＡＴＧ３′

Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ Ｆ：５′ＡＧＧＣＡＧＡＡＡＡＣＡＧＧＴＣＴＣＧＡＴＴ３′
Ｒ：５′ＴＧＡＡＴＧＡＧＴＴＧＧＣＧＧＴＧＡＴＡＴＣ３′

１．６．２　免疫组织化学法检测　采用免疫组织化学
二步法检测小鼠肾组织 ＴＧＦβ、ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ、ｃｏｌｌａ

ｇｅｎⅣ、αＳＭＡ、ＦＮ的表达，采用ＰＢＳ代替一抗作为
阴性对照。肾组织石蜡块制成３μｍ厚切片，一抗浓
度１１００，光镜下观察染色结果，阳性表达呈棕褐
色。试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

１．７　统计学处理　 计量资料以珚ｘ±ｓ表示，统计分
析采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件，正态分布方差齐者
采用单因素方差分析，多个实验组之间两两比较采
用ＬＳＤ检验。检验水平（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　一般情况与尿蛋白　三组小鼠在实验过程中，
体质量均有不同程度的增加，对照组［（２０．９８±
１．６７）ｇ］与高脂组［（１８．９３±１．９６）ｇ］比较差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５），高脂组与治疗组［（１９．４±
１．５６）ｇ］之间没有统计学差异。从大体组织标本可
见，高脂组肾脏体积稍减少，治疗组肾脏体积有所增

大。治疗组尿蛋白［（１．５３±０．６０）ｇ］水平低于高脂
组［（２．７４±０．４４）ｇ，Ｐ＜０．０５］，提示阿托伐他汀能
减轻尿蛋白的程度。

２．２　阿托伐他汀对模型小鼠血脂的影响　高脂组
的血清脂质高于普通饮食组（Ｐ＜０．０５），治疗组的血
清脂质（包括血清ＴＣ、ＬＤＬ、ＨＤＬ、ＴＧ）水平较高脂
组的脂质水平有所降低但差异无统计学意义（表２）。

表２　阿托伐他汀对血清脂质水平的影响

Ｔａｂ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｏｎｓｅｒｕｍｌｉｐｉｄｌｅｖｅｌ
［ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ，ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）］

Ｇｒｏｕｐ ＴＣ ＬＤＬＣ ＨＤＬＣ ＴＧ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １．６１±０．５４ ０．７２±０．１６ ０．４１±０．０７ ０．３８±０．１２
Ｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔ ４４．５７±５．６０ １６．８０±４．８０ ９．０７±１．４７ ６．１０±２．８９

Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ ４３．８３±４．１９ １５．９３±１．９４ １０．７２±４．３０ ５．０８±２．０１

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　阿托伐他汀对肾脏组织胆固醇沉积的影响　
油红“Ｏ”染色如图１Ａ～１Ｃ所示，对照组未见胆固醇
沉积，与高脂组相比，治疗组肾脏的脂质沉积减少。
肾脏组织胆固醇含量测定显示治疗组肾脏组织胆固

醇减少（Ｐ＜０．０５，图１Ｄ）。

２．４　阿托伐他汀对肾脏病理结构的影响　通过肾

组织切片的 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ、ＰＡＳ染色（图２），光镜观

察显示：与对照组相比，高脂组肾小球基底膜增粗，

系膜细胞增生，系膜基质增宽，其间有纤维组织增

生，炎症细胞浸润，肾小管萎缩有空泡变性；治疗组

炎症细胞以及泡沫细胞明显减少，系膜细胞略有减

少，细胞外基质增多也呈不同程度的减轻，肾小管部

分恢复正常。

２．５　阿托伐他汀对肾脏纤维化因子 ＴＧＦβ的影

响　免疫组化（图３Ａ～３Ｃ）示高脂组中肾小球、肾小

管都有较强的ＴＧＦβ表达，而治疗组可见上述部位

染色强度减弱，染色面积减少，肾脏 ＴＧＦβ表达受

到抑制。与对照组相比，高脂组ＴＧＦβ的基因上调

４．３４倍；与高脂组相比，治疗组肾脏ＴＧＦβ的基因

表达下降近５０％（图３Ｄ）。

２．６　阿托伐他汀对肾脏纤维化相关因子基因与蛋

白的影响　与高脂组相比，阿托伐他汀治疗组肾脏
纤维化相关分子ＦＮ、αＳＭＡ、ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ、ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅳ的基因分别降低了７０％、２８％、５０％、１２％。免疫
组化也显示治疗组肾脏的纤维化相关分子ＦＮ、α
ＳＭＡ、ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ、ｃｏｌｌａｇｅｎⅣ的蛋白水平下降（Ｐ＜
０．０５，图４）。

３　讨　论

　　大量的研究结果表明，高脂血症不仅导致心血
管疾病的发生率显著增高，同时也加速肾脏损害的
进程，高脂血症和脂质在肾脏沉积是发生肾小球硬
化的重要危险因素，血浆总胆固醇、低密度脂蛋白升
高是发生终末期肾脏疾病的高危因素［５７］。但是脂
质诱导肾脏损伤的分子机制尚不清楚，传统观念认
为，氧化或乙酰化修饰的脂蛋白通过清道夫受体（主
要是ＳＲＡ和ＣＤ３６）摄入细胞。我们的研究小组通
过ＣＤ３６／ＳＲＡ／ＡｐｏＥ三敲小鼠的研究，发现高脂血
症仍然导致肾脏泡沫细胞的形成及肾脏的硬化。

　　他汀类药物，即３羟３甲基戊二酰辅酶 Ａ
（ＨＭＧＣｏＡ）还原酶抑制剂，通过竞争性抑制内源
性胆固醇合成限速酶———ＨＭＧＣｏＡ 还原酶的活
性，减少胆固醇合成，从而降低血浆胆固醇水平。另
外，他汀类药物还发挥非降脂效应依赖的肾脏保护：
（１）通过下调清道夫受体（主要为ＳＲＡ、ＣＤ３６），减少
胆固醇的摄取［８１０］；（２）通过对ｐ２１蛋白的调控，抑
制细胞增殖；（３）阻断 Ｒｈｏ蛋白的类异戊二烯化修
饰来促进细胞凋亡；（４）下调Ｔｈ１／Ｔｈ２、ＣＤ４／ＣＤ８Ｔ
细胞的比率，改善Ｔｈ１和ＣＤ４＋Ｔ细胞亢进的体内
环境等。本研究通过敲除ＳＲＡ／ＣＤ３６受体途径，发
现他汀药物组小鼠的血清脂质水平没有明显降低，
肾脏组织的胆固醇沉积明显减少，提示阿托伐他汀
可以不依赖于其降血脂效应及ＳＲＡ、ＣＤ３６的受体
摄入途径，对脂质诱导的肾脏损伤产生保护作用，减
轻肾小球硬化程度。
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图１　阿托伐他汀对肾脏组织胆固醇沉积的影响

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｏｎｒｅｎａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ
ＡＣ：ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇ（Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）；Ｄ：Ｋｉｄｎｅｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｓｔｅｒｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎ；（ＣＬ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＨＦ：Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ；ＡＴ：Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ．Ｐ ＜０．０５ｖｓｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珔ｘ±ｓ

图２　阿托伐他汀对肾脏组织病理的影响

Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｏｎｒｅｎａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　阿托伐他汀对肾脏组织ＴＧＦβ表达的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｇｅｎｅｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅ
ＡＣ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ：Ｃ：Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００）；Ｄ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

ｒｅｓｕｌｔｓ；ＣＬ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＨＦ：Ｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ；ＡＴ：Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｇｒｏｕｐ．Ｐ ＜０．０５ｖｓｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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图４　阿托伐他汀对肾脏组织纤维连接蛋白、肌动蛋白及胶原蛋白Ⅰ、Ⅳ型表达的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡ，ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅣｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００．Ｐ ＜０．０５ｖｓｈｉｇｈｆａｔｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

　　转化生长因子是组织器官纤维化发生的主要调
节因子，可刺激成纤维细胞增殖及胶原蛋白、纤维连
接蛋白及蛋白多糖等细胞外基质成分的合成，促进纤
维化的发生。本研究发现阿托伐他汀治疗组肾组织

ＴＧＦβ表达明显低于高脂组，提示他汀类药物可能通
过降低ＴＧＦβ的表达，下调ＦＮ、αＳＭＡ和ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ、

ｃｏｌｌａｇｅｎⅣ［１１］，发挥肾脏保护作用。并且这种肾脏的
保护作用独立于降血脂及ＳＲＡ、ＣＤ３６受体摄入途径。
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