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ＡｎｇⅡ抑制剂对ＨＩＦ１α在慢性肾衰大鼠肾组织中表达的影响
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　　［摘要］　目的　观察ＡｎｇⅡ抑制剂对于５／６（ａｂｌａｔｉｏｎ／ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，Ａ／Ｉ）肾切除慢性肾衰大鼠残余肾组织 ＨＩＦ１α蛋白及

ｍＲＮＡ表达的影响，并初步探讨其作用机制。方法　将ＳＤ雄性大鼠随机抽取１５只设为假手术组（Ａ组），其余采用５／６（Ａ／
Ｉ）肾切除慢性肾衰模型法制作成慢性肾功能衰竭动物模型，随机分为模型组（Ｂ组）和ＡｎｇⅡ抑制剂（氯沙坦钾合福辛普利钠）

组（Ｃ组），每组１５只，分别给予相应干预，６０ｄ后检测生化指标，并采用蛋白质印迹法和荧光定量ＰＣＲ分别测定大鼠残余肾皮

质、髓质 ＨＩＦ１α蛋白及ｍＲＮＡ的表达。结果　模型组与假手术组比较，ＳＣｒ、ＢＵＮ升高，ＣＣｒ降低（Ｐ 均＜０．０１）；ＡｎｇⅡ抑
制剂组与模型组干预后比较，ＳＣｒ、ＢＵＮ水平下降，ＣＣｒ水平升高（Ｐ 均＜０．０５）。模型组大鼠肾皮质、髓质 ＨＩＦ１α蛋白和

ｍＲＮＡ的表达均较假手术组升高（Ｐ＜０．０５），ＡｎｇⅡ抑制剂组 ＨＩＦ１α蛋白和 ｍＲＮＡ在肾皮质和髓质中的表达均较模型组减

少（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡｎｇⅡ抑制剂可以改善５／６（Ａ／Ｉ）肾切除慢性肾衰大鼠的肾功能，其作用机制可能与 ＨＩＦ１α信号通路
有关。
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　　肾间质纤维化（ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）

是指在各种致病因子作用下，间质细胞及细胞间质

增多，尤其是基质蛋白合成增加，基质降解受抑制造

成细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的大量
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堆积、肾小球硬化和小管间质的纤维化，导致组织结

构的破坏和肾功能损害。近年来，大量临床和实验研

究表明ＲＩＦ是反映肾功能下降严重程度和判断预后

的最重要指标［１］，在各种慢性肾脏疾病（ＣＫＤ）转归中

起主导作用。因此深入研究ＲＩＦ的机制尤为重要。

　　ＲＩＦ的发病是一个非常复杂的过程，受多种致

病因素的相互作用，其中缺氧被认为是促进纤维化

的重要因素之一［２］。低氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）是

体现体内低氧的指标之一［３］，是参与缺氧诱导纤维

化这一病理生理过程的关键细胞因子。但既往研究

未涉及该过程中ＨＩＦ１α的变化［４５］。本研究采用５／

６（ａｂｌａｔｉｏｎ／ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，Ａ／Ｉ）肾切除来制造肾脏纤维

化动物模型，检测５／６（Ａ／Ｉ）肾切除对 ＨＩＦ１α蛋白

及ｍＲＮＡ表达的影响及ＡｎｇⅡ抑制剂的干预作用，

进一步探讨ＡｎｇⅡ抑制剂保护肾脏的作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　健康成年雄性ＳＤ大鼠［购于上

海西普尔必凯实验动物有限公司，合格证号：ＳＣＸＫ
（沪）２００８００１６，饲养于上海曙光医院实验动物ＳＰＦ
中心］，８周龄，体质量１９０～２１０ｇ。在（２２±２）℃，相

对湿度（５５±２）％环境下饲养，饲料为市售固体饲

料，饮用水均为自来水，自由饮水及摄食。ＴＲＩｚｏｌ
（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 ），反转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公

司），实时定量ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司），目的基因序

列从美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）获取，采用

ｏｌｉｇｏ和ｐｒｉｍｅｒ５设计引物，设计好的引物由Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。氯沙坦钾（杭州默沙东制药有限

公司，批号：Ｈ２００３０６５４）；福辛普利钠（中美上海施

贵宝制药有公司，批号：Ｈ１９９８０１９７）；蛋白质印迹分

析所用试剂购于江苏碧云天生物技术研究所；电泳

及转膜装置（美国 ＢｉｏＲａｄ），兔抗大鼠一抗（美国

Ａｂｃｏｍ）；辣根过氧化酶（ＨＲＰ）标记二抗（美国ＩＣＬ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）。

１．２　实验方法

１．２．１　实验模型构建与分组　从健康成年雄性ＳＤ
大鼠中随机抽取１５只作为假手术组（Ａ组），其余的

按５／６（Ａ／Ｉ）肾衰模型法制备肾衰大鼠模型［６］：大鼠

用２％戊巴比妥钠（０．２ｍｌ／１００ｇ）腹腔注射麻醉，使

之固定于恒温手术台上，局部备皮后常规消毒，在左

侧肋弓下０．５ｃｍ、脊柱向左旁开１ｃｍ处切开一垂直

于脊柱、长约２．５ｃｍ的切口。在无菌条件下经后腹

膜暴露左肾，分离肾包膜后，将左肾动脉的２／３分支

结扎（后支及前降支单个结扎）并缝合，１周后摘除右

肾。４周后大鼠尾静脉取血，用全自动生化分析仪

（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＡＵ２７００）测生化指标。大鼠血肌

酐（ＳＣｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）升高（Ｐ＜０．０１），肌酐清除

率（ＣＣｒ）降低（Ｐ＜０．０１）表示造模成功。造模成功

后按肌酐组间无统计学差异将剩余大鼠随机分为模

型组（Ｂ组）、氯沙坦钾合福辛普利钠组（Ｃ组），每组

各１５只。

１．２．２　干预方法　按照药物剂量为成人标准体质

量（６０ｋｇ）常规用量的２０倍灌胃，Ａ组和Ｂ组予纯

净水２ｍｌ灌胃模拟治疗，每日１次；Ｄ组予氯沙坦

钾合福辛普利钠混悬液２ｍｌ（５．５ｍｇ／ｍｌ）灌胃，每日

１次。６０ｄ为一个疗程。

１．２．３　样本采集与处理　大鼠用２％戊巴比妥钠

（０．２ｍｌ／１００ｇ）腹腔注射麻醉，打开腹腔，下腔静脉

采血，４℃离心，收集血清。摘取肾脏，液氮处理后送

至－８０℃保存备用。

１．２．４　血清学指标测定　灌胃６０ｄ后测定肾功能

ＢＵＮ、ＳＣｒ及血红蛋白（Ｈｂ）；用ＣＣｒ代替肾小球滤

过率（ＧＦＲ）：ＣＣｒ（ｍｌ／ｍｉｎ）＝尿肌酐×２４ｈ尿量

（ｍｌ）／血清肌酐×１４４０。

１．２．５　实时定量 ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 的表达　用

ＴＲＩｚｏｌ法提取大鼠肾皮质和髓质ＲＮＡ，按反转录试

剂盒说明书反转录合成ｃＤＮＡ，通过实时定量ＰＣＲ
仪检测肾皮质和髓质 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达。以β

ａｃｔｉｎ为内参。大鼠 ＨＩＦ１α的扩增片段长度 １４９

ｂｐ，上游引物：５′ＧＣＧ ＡＡＧ ＣＡＡ ＡＧＡ ＧＴＣ

ＴＧＡＡＧ３′，下游引物：５′ＣＡＡ ＧＡＴＣＡＣＣＡＧ

ＣＡＣＣＴＡＧＡＡＧ３′。βａｃｔｉｎ扩增片段长度１５５

ｂｐ，上游引物：５′ＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ

３′，下游引物：５′ＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴＣＣＡＣＡＣＡＧ

３′。反应条件：９５℃ 变性５ｍｉｎ；９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，

４０个循环。每个样本在ＰＣＲ仪器中扩增需要３个

复孔，ＡＢＩ实时荧光定量ＰＣＲ仪监测记录数据，根

据标准曲线由软件自动计算得出结果。

１．２．６　蛋白质印迹法测定 ＨＩＦ１α蛋白表达　将少

量－８０°Ｃ保存的新鲜肾组织块皮质和髓质分离后称

重，加入 Ｗｅｓｔｅｒｎ及ＩＰ细胞裂解液，置于匀浆机中

匀浆，使其充分裂解。然后在４℃下３００×ｇ离心１０

ｍｉｎ，取上清分装于１．５ｍｌ离心管中。ＢＣＡ蛋白质

定量试剂盒（江苏碧云天生物技术研究所）测定蛋白

浓度后制样备用。各组样本蛋白经凝胶电泳分离后

转膜，脱脂牛奶室温封闭１ｈ后加一抗（１２０００），
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４℃孵育过夜。洗膜后用 ＨＲＰ标记二抗１６０００
进行杂交，ＥＣＬ发光，暗室曝光。以 ＧＡＰＤＨ 作为

内参照，结果用ｉｊ１４０ｊｄｋ６软件进行光密度分析。重

复３批不同样本。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行

分析，计量资料以珚ｘ±ｓ表示，各组间比较采用单因

素方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　生化指标检测　各组大鼠干预前后ＳＣｒ、ＢＵＮ
及ＣＣｒ的比较见表１。与假手术组比较，模型组

ＳＣｒ、ＢＵＮ升高，ＣＣｒ降低（Ｐ 均＜０．０１），提示造模

成功。与本组干预前比较，ＡｎｇⅡ抑制剂组ＳＣｒ、

ＢＵＮ水平下降，ＣＣｒ水平升高（Ｐ均＜０．０１）。与模

型组干预后比较，ＡｎｇⅡ抑制剂组ＳＣｒ、ＢＵＮ水平

下降，ＣＣｒ水平升高（Ｐ均＜０．０５）。

表１　各组大鼠干预前后ＳＣｒ、ＢＵＮ及ＣＣｒ比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳＣｒ，ＢＵＮａｎｄＣＣｒｌｅｖｅｌｓ

ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝１５，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
ＳＣｒ

ｃＢ／（μｍｏｌ·
Ｌ－１）

ＢＵＮ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·
Ｌ－１）

ＣＣｒ
（ｍｌ·ｍｉｎ－１）

Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　Ａ ３７．２±５．７ ６．０±１．６ １．７±０．７

　　Ｂ ７７．７±５．５△△ １０．１±１．７△△ ０．６±０．１△△

　　Ｃ ７９．６±８．０ ９．９±１．９ ０．５±０．２
Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　Ａ ３７．３±５．９ ５．９±１．６ １．７±０．８

　　Ｂ ７７．６±５．７△△ １０．６±１．４△△ ０．６±０．２△△

　　Ｃ ７０．５±５．３▲ ９．１±１．４▲ ０．７±０．２▲

　Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｇｒｏｕｐ．ＳＣｒ：Ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ；ＢＵＮ：Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＣＣｒ：

Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｃｌｅａｒａｎｃｅｒａｔｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｐｒｅｉｎｔｅｒｒｅｎｔｉｏｎ；△△Ｐ＜

０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＡａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＢａｔｔｈｅ

ｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ

２．２　残余肾组织 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达的比较　模

型组大鼠肾皮质、髓质 ＨＩＦ１α的表达均较假手术组

升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＡｎｇⅡ抑制剂组

ＨＩＦ１α在皮质和髓质中的表达均减少（Ｐ＜０．０５）。

见图１。

２．３　残余肾组织 ＨＩＦ１α蛋白表达的比较　采用蛋

白质印迹方法检测残余肾组织 ＨＩＦ１α蛋白的表达，

结果发现模型组的皮质和髓质 ＨＩＦ１α蛋白表达较假

手术组增多（Ｐ＜０．０５）；ＡｎｇⅡ抑制剂组皮质和髓质

ＨＩＦ１α蛋白表达较模型组减少（Ｐ＜０．０５）。见图２。

图１　各组大鼠皮质、髓质

ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达（实时定量ＰＣＲ）

Ｆｉｇ１　ＨＩＦ１αｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｃｏｒｔｅｘ，

ｍｅｄｕｌｌａｒｙａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＡ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＢ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

图２　各组肾组织残余肾皮质、

髓质ＨＩＦ１α的蛋白表达（蛋白质印迹法）

Ｆｉｇ２　ＨＩＦ１αｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｅｓｉｄｕａｌｒｅｎａｌｃｏｒｔｅｘ，

ｍｅｄｕｌｌａｒｙａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＡ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＢ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＲＩＦ是过度的组织修复过程，几乎是所有肾脏
疾病进展到终末期的共同途径和主要病理基础。目
前对肾纤维化的研究是肾脏疾病领域研究的热点之

一。本实验主要观察 ＨＩＦ１α蛋白及 ｍＲＮＡ在５／６
（Ａ／Ｉ）肾切除慢性肾衰大鼠残余肾组织中的表达及

ＡｎｇⅡ抑制剂对其表达的影响，研究发现，模型组大
鼠肾皮质、髓质 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和蛋白的表达均较
假手术组升高，ＡｎｇⅡ抑制剂组 ＨＩＦ１α在皮质和髓
质中的表达均较模型组减少。

　　缺氧可诱导肾脏纤维化的发生、发展，是促进肾
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脏纤维化的重要因素之一。研究证实，肾小管周围
毛细血管丢失等因素引起的缺氧是ＲＩＦ进行性发展
的重要原因［７８］。

　　１９９２年Ｓｅｍｅｎｚａ［９］在人的 ＨＥＰ３Ｂ细胞株的核
提取物中发现 ＨＩＦ１蛋白质，此蛋白能特异性地结
合于红细胞生成素（ＥＰＯ）基因增强子的寡核苷酸序
列。ＨＩＦ１由α亚基和β亚基组成，其中α亚基是

ＨＩＦ１的功能亚基。ＨＩＦ１α含有独特的氧依赖降
解区，常氧下 ＨＩＦ１α蛋白易被泛素蛋白酶体系统
降解，几乎不发生表达。因此，ＨＩＦ１α表达升高可
以间接说明缺氧的存在［１０］。ＨＩＦ１α是迄今为止发
现的唯一一个在缺氧状态下发挥活性的特异性转录

因子，是专一调节氧稳态的关键介质。近年许多研
究表明，缺氧可以通过改变细胞的氧化还原状态来
减少活性氧的生成，从而激活胞浆内 ＨＩＦ１α，ＨＩＦ
１α由胞浆进入胞核内与靶基因结合，形成转录起始
复合物，启动靶基因的转录［１１］。ＨＩＦ１α参与炎症、
肿瘤、细胞代谢等与缺氧有关的一系列病理生理过
程［１２］。进一步研究发现，缺氧引起 ＨＩＦ１α转录因
子活化，从而诱导血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和血小
板衍生生长因子β（ＰＧＤＦβ）等基因的表达，促进纤
维化的发生。此外，Ｆｉｎｅ等［１３］和 Ｈｉｇｇｉｎｓ等［１４］认为

ＨＩＦ１α在缺氧诱导成纤维细胞和肾小管上皮细胞
转分化为肌成纤维细胞的过程中起重要作用。既往
研究发现，血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）可以使血管平滑
肌细胞内 ＨＩＦ１α的表达增加。ＡｎｇⅡ可能是通过
活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）依赖的磷脂
酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）
途径激活 ＨＩＦ１α，其作用位点可能是在 ＨＩＦ１α
ｍＲＮＡ的５′非编码链区域（ＵＴＲ）［１５］。

　　我们前期的研究证实，５／６（Ａ／Ｉ）肾衰模型可以
导致肾内缺氧［４］，结合本研究结果，我们认为肾组织
缺氧可以诱导 ＨＩＦ１α转录因子活化，进而促进ＲＩＦ
的发生。本研究发现，ＡｎｇⅡ抑制剂可能是通过

ＨＩＦ１α信号通路调节肾组织缺氧与细胞能量代谢，
从而减轻肾纤维化的作用。
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