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　　［摘要］　目的　考察肾组织ＰＨＤ锌指蛋白１４（ＰＨＦ１４）的表达变化，探讨ＰＨＦ１４在急性损伤后肾纤维化中的作用。

方法　选用ＩＶＣ级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２０只，随机分为２组：对照组（狀＝５）和叶酸刺激实验组（狀＝１５），实验组又分为叶酸作用后

２、１４和２８ｄ３个亚组，每个亚组５只小鼠。实验组单次给予叶酸腹腔注射（２５０ｍｇ／ｋｇ，溶媒为０．３ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢钠溶液），对照

组单次给予溶媒腹腔注射。每组小鼠在预定的时间点处死，留取血清检测肌酐（ＳＣｒ）和尿素氮（ＢＵＮ）；留取肾组织，行Ｍａｓｓｏｎ

染色验证模型，蛋白质免疫印迹法研究ＰＨＦ１４在急性肾损伤纤维化进程中的表达变化。利用犘犎犉１４基因敲除鼠，制作与上

述相同的急性肾损伤模型，比较犘犎犉１４敲除组和未敲除组肾脏在第２、１４和２８天的病理变化，并行α平滑肌肌动蛋白（α

ＳＭＡ）和ｃｏｌｌａｇｅｎ１免疫组织化学染色，蛋白质免疫印迹法检测转化生长因子β（ＴＧＦβ）、αＳＭＡ、ｃｏｌｌａｇｅｎ１的表达规律。

结果　与对照组相比，实验组各时间点小鼠ＳＣｒ与ＢＵＮ变化曲线提示急性肾损伤病程；肾脏病理变化显示，随叶酸作用时间

的增加，肾脏逐渐进展到纤维化，提示模型制作成功。在急性肾损伤至慢性纤维化过程中，ＰＨＦ１４持续高表达。与野生型小

鼠相比，犘犎犉１４敲除小鼠ＴＧＦβ、αＳＭＡ、ｃｏｌｌａｇｅｎ１表达较高，肾纤维化程度更重。结论　叶酸腹腔注射可成功建立急性肾

损伤及损伤后肾小管间质纤维化模型，ＰＨＦ１４的表达在叶酸促纤维化刺激后持续上调，而犘犎犉１４敲除会加重急性损伤后肾

纤维化的发生，提示ＰＨＦ１４对肾脏纤维化进程起抑制作用，可能是内源性肾纤维化保护因子。

［关键词］　慢性肾功能不全；急性肾损伤；ＰＨＤ锌指蛋白１４；纤维化
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　　急性肾损伤 （ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是指在

肾前性、肾性以及肾后性损害因素作用下，肾功能在

数天内急剧下降［１３］。ＡＫＩ镜下病理通常表现为肾

小管上皮细胞坏死脱落、肾小管腔内管型形成和间

质炎细胞浸润［４］。动物实验和前瞻性临床研究均发

现，经历ＡＫＩ打击的肾脏即使短期肾功能恢复，长

期进展为慢性肾脏病 （ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，

ＣＫＤ）的风险也大于未发生过ＡＫＩ者
［５６］。

由ＡＫＩ进展到以肾小管间质纤维化为病理特

征的ＣＫＤ的具体机制尚不明确，可能与ＡＫＩ发生

后局部修复性过程的慢性失衡及其与对抗性因子复

杂的相互作用有关。这类修复性进程主要包括细胞

周期在损伤后的阻滞、缺氧诱导因子的分泌和转化

生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）

信号通路的激活等［７９］。２０１２年Ｋｉｔａｇａｗａ等
［１０］发

现一种以血小板源性生长因子受体α（ＰＤＧＦＲα）

依赖性的方式调节细胞间质分泌的蛋白———ＰＨＤ

锌指蛋白１４（ＰＨＦ１４），并制作了犘犎犉１４基因非条

件敲除小鼠模型。动物模型证明犘犎犉１４非条件敲

除具有致死性，小鼠出生后存活不到２４ｈ，死因为严

重的肺纤维化造成的呼吸衰竭，尸检提示肝和肾都有

明显的纤维化。体外实验证明ＰＨＦ１４可负向调节

ＰＤＧＦＲα的表达，从而抑制成纤维细胞的细胞外基质

分泌［１０１１］。由此说明犘犎犉１４基因在胚胎发育阶段各

器官细胞外基质形成平衡中起重要调节作用。

本研究探讨野生型小鼠在遭受 ＡＫＩ打击时

ＰＨＦ１４表达变化规律，并通过对犘犎犉１４成年期诱

导敲除小鼠模型进行ＡＫＩ打击，考察ＰＨＦ１４在其

后续纤维化进程中是否有调节作用。

１　材料和方法

１．１　ＡＫＩ动物模型的制备及分组　ＩＶＣ级成年

Ｃ５７ＢＬ／６野生型小鼠（购自美国ＪＡＸ实验室），８～

１２周龄，体质量２０～３５ｇ，饲养于第二军医大学实

验动物中心。按随机数字表法将２０只动物分为２

组：对照组（狀＝５）和实验组（狀＝１５）。实验组再分

为叶酸作用２、１４和２８ｄ３个亚组，每个亚组５只小

鼠。实验组所有动物给予叶酸（溶于０．３ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＨＣＯ３中，叶酸终浓度为１０ｇ／Ｌ）腹腔注射，剂量

２５０ｍｇ／ｋｇ，叶酸由大连美仑生物技术有限公司提

供。实验组动物分别于腹腔给药后２、１４和２８ｄ时

取血，处死小鼠，留取肾脏组织。对照组动物给予

０．３ｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３腹腔注射（剂量２５ｍＬ／ｋｇ）后

取血，处死小鼠，留取肾脏组织。

１．２　犘犎犉１４成年特异性诱导敲除模型小鼠制

作　狆犺犳１４犾狅狓狆
＋／＋小鼠［１１］由中国科学院上海生命

科学研究院生物化学与细胞生物学研究所陈正军教

授赠送。他莫昔芬诱导Ｃｒｅ表达小鼠（犆狉犲犈犚ＴＭ）

由美国ＪＡＸ实验室提供［Ｂ６．ＣｇＴｇ（Ｃｒｅ／Ｅｓｒ１）

５Ａｍｃ／Ｊｍｉｃｅ（ｓｔｏｃｋ００４６８２）］，狆犺犳１４犾狅狓＋
／＋小鼠

与犆狉犲犈犚ＴＭ杂交，子一代筛选狆犺犳１４犾狅狓＋
／－；犆狉犲＋

小鼠自交，子二代中筛选出狆犺犳１４犾狅狓＋
／＋；犆狉犲＋小

鼠饲养至８～１２周，每组取８只作为给予肾损伤刺

激后不同时间点的实验组研究对象；与每个时间点

对应，另取每组同月龄狆犺犳１４犾狅狓＋
／＋；犆狉犲－８只作

为对照组。实验组与对照组均连续５ｄ腹腔注射他

莫昔芬，剂量３ｍｇ／４０ｇ；溶媒为玉米油（Ｓｉｇｍａ），他

莫昔芬在玉米油中的终浓度为７．５ｍｇ／ｍＬ
［１２］。第

６天两组均给予叶酸腹腔注射，剂量２５０ｍｇ／ｋｇ。所

有动物正常饲养，第６、８、１９和３３天时处死小鼠，并

留取肾脏组织。

１．３　血肌酐（ＳＣｒ）及血尿素氮（ＢＵＮ）检测　眼眶

取血法取血１ｍＬ于ＥＤＴＡ促凝管中，静置过夜后

１３７７×犵 室温离心 １０ ｍｉｎ，取血清至无菌

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，－８０℃冻存。全自动生化分析仪

测定ＳＣｒ和ＢＵＮ。

１．４　蛋白质免疫印迹法检测肾脏ＰＨＦ１４、α平滑肌

肌动蛋白（αＳＭＡ）、ｃｏｌｌａｇｅｎ１、ＴＧＦβ的表达　用

组织裂解液（０．１％ ＳＤＳ，０．５％脱氧胆酸钠，１５０

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．０，０．５％
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第４期．杨　博，等．ＰＨＤ锌指蛋白１４敲除促进小鼠急性损伤后肾纤维化发生

钒酸钠，１％ＮＰ４０，１ｍｍｏｌ／ＬＮａＦ，蛋白酶抑制剂）

裂解组织后４℃离心取上清，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。

取２０μｇ蛋白，８％ＳＤＳＰＡＧＥ，半干法转至ＰＶＤＦ

膜。一抗分别为ａｎｔｉＰＨＦ１４（Ａｂｃａｍ，１∶１０００），

ＧＡＰＤＨ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，１∶５００）、αＳＭＡ（Ａｂｃａｍ，

１∶１０００）、ｃｏｌｌａｇｅｎ１（ＳＡＢ，１∶４００），ＥＣＬ反应，Ｘ

线胶片曝光，全自动凝胶成像系统进行分析。结果

用ＩｍａｇｅＪ进行灰度半定量分析。

１．５　肾组织病理学检查　肾组织用４％多聚甲醛固

定，石蜡包埋，切片，行 Ｍａｓｓｏｎ染色以及αＳＭＡ、

ｃｏｌｌａｇｅｎ１免疫组织化学染色，显微镜下观察。病理

切片和免疫组化染色也用ＩｍａｇｅＪ进行半定量分析。

１．６　统计学处理　统计学分析采用 ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ６．０进行数据分析。计量资料使用珔狓±狊表

示。经检验数据为正态分布并且方差齐后使用两独

立样本狋检验，不符合正态分布或方差齐性的数据

则采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　急性损伤后肾纤维化模型的成功构建　如表

１，小鼠在叶酸注射后第２天发生ＡＫＩ，肾功能明显

下降；在第１４天，小鼠度过了ＡＫＩ病程肾功能明显

下降的阶段，进入慢性纤维化时期，ＳＣｒ及ＢＵＮ水

平有所恢复但仍较基线有轻度升高；第２８天时ＳＣｒ

及ＢＵＮ水平已经进一步恢复。不同时间点小鼠

ＳＣｒ及 ＢＵＮ 水平均符合 ＡＫＩ病程，病理切片

Ｍａｓｓｏｎ染色和免疫组化可见对照组小鼠肾脏病理

表现基本正常（图１Ａ），而叶酸刺激２ｄ组小鼠纤维

化尚不明显（图１Ｂ）。叶酸给药后１４～２８ｄ则呈不

断进展的肾间质纤维化，呈多灶状纤维化，伴淋巴细

胞和单核细胞浸润，肾小管上皮细胞萎缩、变性，肾

小管管腔扩大（图１Ｃ、１Ｄ）。以上表明叶酸性肾病模

型制作成功。

表１　接受叶酸刺激后不同时间点小鼠肾功能检测结果

犜犪犫１　犚犲狀犪犾犳狌狀犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犿犻犮犲犪狋狋犺犲犻狀犱犻犮犪狋犲犱狋犻犿犲

狆狅犻狀狋狊犪犳狋犲狉犳狅犾犻犮犪犮犻犱犻狀狊狌犾狋

狀＝５，珔狓±狊

Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｆｏｌｉｃ

ａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ狋／ｄ

ＳＣｒ

犮Ｂ／（μｍｏｌ·Ｌ
－１）

ＢＵＮ

ρＢ／（ｍｇ·Ｌ
－１）

０ ２１．４０±０．９２ １１７．６±２．８

２ ５５．５８±１４．６６ ３８１．９±１０４．９

１４ ４１．４６±４．２０ ２３０．０±２２．０

２８ ２８．０４±１．５５ １５７．８±１１．０

　　ＳＣｒ：Ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ；ＢＵＮ：Ｂｌｏｏｄｕｒｉｎｅｎｉｔｒｏｇｅｎ．犘＜０．０５，

犘＜０．０１ｖｓｄａｙ０ａｆｔｅｒｆｏｌｉｃａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

图１　接受叶酸刺激后小鼠肾脏病理切片（犕犪狊狊狅狀染色）

犉犻犵１　犚犲狀犪犾犿狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪狀犪犾狔狊犲狊（犕犪狊狊狅狀）狅犳狋犺犲犿犻犮犲

犪犳狋犲狉犳狅犾犻犮犪犮犻犱犻狀狊狌犾狋

ＲｅｎａｌＭａｓｓｏｎ’ｓｔｒｉｃｈｒｏｍｅｆｏｒｍｉｃｅａｆｔｅｒｍｅｄｉｕｍｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（Ａ），ｄａｙ

２ （Ｂ），ｄａｙ１４ （Ｃ）ａｎｄｄａｙ２８ （Ｄ）ａｆｔｅｒｆｏｌｉｃａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔ２５０ｍｇ／ｋｇｆｏｌｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｎｏｔａｂｌｅ

ｒｅｎａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　ＰＨＦ１４在急性损伤后肾纤维化过程中的表

达特点　蛋白质印迹检测结果显示，和对照组相

比，叶酸刺激的小鼠从第２天开始肾脏ＰＨＦ１４表

达上调，并且在后续纤维化形成过程中持续高表

达（图２），各时间点相对灰度分别为：第０天

０．６５４±０．０４８、第２天０．８３７±０．３３７、第１４天

１．４５４±０．０６１、第２８天１．４７７±０．０５８，第２、１４

和２８天与第０天相比，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），提示ＰＨＦ１４的高表达与纤维化相关信号

转导通路激活相关。

图２　叶酸刺激后小鼠肾脏犘犎犉１４表达变化

犉犻犵２　犚犲狀犪犾犘犎犉１４狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犳犻犾犲犪犳狋犲狉犳狅犾犻犮

犪犮犻犱犪犱犿犻狀犻狊狋狉犪狋犻狅狀犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊

ＦＡ：Ｆｏｌｉｃａｃｉｄ；ＰＨＦ１４：Ｐｌａｎｔｈｏｍｏｄｏｍａｉｎｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ１４；

ＧＡＰＤＨ：Ｒｅｄｕｃｅｄｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

２．３　犘犎犉１４敲除小鼠模型的成功构建　基因诱导

敲除后，蛋白质印迹法检测结果显示肾脏ＰＨＦ１４表

达下调（图３），条带相对灰度值犘犎犉１４敲除鼠

（０．４１４±０．１０４）弱于犘犎犉１４未敲除组（１．０００±

０．１７２），差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

·１３４·
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图３　他莫昔芬诱导后狆犺犳１４犾狅狓
＋／＋；犆狉犲＋和

狆犺犳１４犾狅狓
＋／＋；犆狉犲－小鼠肾脏犘犎犉１４表达量

犉犻犵３　犘犎犉１４犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犿犻犮犲狑犻狋犺犵犲狀狅狋狔狆犲狅犳

狆犺犳１４犾狅狓
＋／＋，犆狉犲＋犪狀犱狆犺犳１４犾狅狓＋

／＋，犪狀犱犆狉犲－犪犳狋犲狉

狋犪犿狅狓犻犳犲狀犻狀犼犲犮狋犻狅狀

Ａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｖｅｄａｙｓ’ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｔａｍｏｘｉｆｅｎ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

ｒｅｓｕｌｔｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄＰＨＦ１４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｔｈｅ

ｍｉｃｅｏｆ犘犎犉１４ｋｎｏｃｋｏｕｔｇｒｏｕｐ．ＰＨＦ１４：Ｐｌａｎｔｈｏｍｏｄｏｍａｉｎｆｉｎｇｅｒ

ｐｒｏｔｅｉｎ １４； ＧＡＰＤＨ： Ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

２．４　犘犎犉１４敲除加重小鼠肾脏损伤后纤维化表

型　蛋白质印迹法检测结果（图４Ａ）显示，在腹腔注

射叶酸后２、１４和２８ｄ时，相较野生型组，犘犎犉１４

基因敲除鼠的ｃｏｌｌａｇｅｎ１表达上升更早，并且表达

上升水平也更高（犘＜０．０５，图４Ｂ）；αＳＭＡ的变化

规律也类似（图４Ｃ）；对照组ＴＧＦβ的表达水平在

给予叶酸后１４ｄ达高峰，在２８ｄ时已经回落，但

犘犎犉１４敲除鼠在接受叶酸刺激后ＴＧＦβ表现出持

续的升高，最高值也较未敲除组更高（图４Ｄ）。对照

组小鼠和犘犎犉１４敲除组小鼠在叶酸刺激２８ｄ时，

肾脏Ｍａｓｓｏｎ染色显示犘犎犉１４敲除组纤维化更重，

ｃｏｌｌａｇｅｎ１及αＳＭＡ表达上调（图５），这与蛋白质

印迹法检测结果一致。

图４　犘犎犉１４敲除鼠和对照组小鼠在接受叶酸刺激后肾脏纤维化相关蛋白表达（犃）及灰度扫描（犅～犇）结果

犉犻犵４　犉犻犫狉狅狊犻狊狉犲犾犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀（犃）犪狀犱犵狉犪狔狊犮犪狀狀犻狀犵（犅犇）犻狀狋犺犲

犘犎犉１４犽狀狅犮犽狅狌狋犿犻犮犲犪狀犱犮狅狀狋狉狅犾犿犻犮犲犪犳狋犲狉犳狅犾犻犮犪犮犻犱犪犱犿犻狀犻狊狋狉犪狋犻狅狀

ＰＨＦ１４：Ｐｌａｎｔｈｏｍｏｄｏｍａｉｎｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ１４；αＳＭＡ：αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ；ＴＧＦβ：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ；ＧＡＰＤＨ：Ｒｅｄｕｃｅｄ

ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＦＡ：Ｆｏｌｉｃａｃｉｄ；ＫＯ：Ｋｎｏｃｋｏｕｔ；Ｃｔｒｌ：Ｃｏｎｔｒｏｌ．犘＜０．０５ｖｓ犘犎犉１４ｋｎｏｃｋｏｕｔｇｒｏｕｐ．狀＝８，珔狓±狊

图５　对照组小鼠与犘犎犉１４敲除小鼠在给予叶酸２８犱后的肾脏犕犪狊狊狅狀染色切片以及犮狅犾犾犪犵犲狀１、α犛犕犃免疫组织化学染色

犉犻犵５　犚犲狀犪犾犕犪狊狊狅狀’狊狋狉犻犮犺狉狅犿犲，犮狅犾犾犪犵犲狀１犪狀犱α犛犕犃犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狋犺犲犮狅狀狋狉狅犾犿犻犮犲犪狀犱

犘犎犉１４犽狀狅犮犽狅狌狋犿犻犮犲犪狋犱犪狔２８犪犳狋犲狉犳狅犾犻犮犪犮犻犱犪犱犿犻狀犻狊狋狉犪狋犻狅狀

ＲｅｎａｌＭａｓｓｏｎ’ｓｔｒｉｃｈｒｏｍｅｓｈｏｗｅｄｍｏｒｅｓｅｖｅｒｅｆｉｂｒｏｔｉｃｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓｉｎ犘犎犉１４ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｖｅａｌｅｄ

ｔｈａｔｃｏｌｌａｇｅｎ１ａｎｄαＳＭＡｓｙｎｔｈｅｓｅｓｗｅｒｅａｌｓｏｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｌｉｔｔｅｒｍａｔｅｓ．ＰＨＦ１４：Ｐｌａｎｔｈｏｍｏｄｏｍａｉｎｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ１４；

αＳＭＡ：αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００
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第４期．杨　博，等．ＰＨＤ锌指蛋白１４敲除促进小鼠急性损伤后肾纤维化发生

３　讨　论

肾小管间质纤维化是慢性肾衰竭的病理基

础［１３１４］，探究ＡＫＩ后肾小管间质纤维化的机制对

ＣＫＤ的防治有重要意义。本研究发现肾脏犘犎犉１４

基因在叶酸造成的肾损伤模型中发生上调，在该模

型的慢性纤维化期持续高表达，并且与纤维化的进

展有时间依赖关系，这提示ＰＨＦ１４与纤维化表型相

关。ＰＨＦ１４成年期诱导敲除的小鼠在遭到ＡＫＩ打

击后的２８ｄ时表现出较遭到同样打击的野生型小

鼠更为严重的肾纤维化。以上结果提示犘犎犉１４基

因受促纤维化刺激而上调，但其作用是抑制纤维化

进程，成年期犘犎犉１４基因敲除会造成ＡＫＩ后纤维

化加剧。之前在胚胎期动物关于犘犎犉１４基因作用

的研究发现，其在胚胎形成阶段各器官间质组织形

成中起负向调节作用，并且证明其作用机制是

ＰＨＦ１４蛋白结合于ＰＤＧＦＲα转录起始位点抑制其

转录，进而抑制由ＰＤＧＦ信号通路所介导的间质形

成［１０１１］。ＰＤＧＦ是生长因子家族中的一员，它与其

他生长因子信号通路有着复杂的网络相互作用，并

且同样受ＴＧＦβ调节。ＰＤＧＦ信号通路的激活会

导致间质细胞的增殖与细胞外基质合成的增加，并

且作用强度较强［１５１６］。研究显示，犘犎犉１４基因敲除

的小鼠胚胎各器官ＰＤＧＦＲα表达过度，ＰＤＧＦ信号

通路过度激活，间质形成过多；在病理水平上表现为

纤维化，受累组织包括肝、肺、肾等重要器官；该基因

敲除小鼠出生后由于肺纤维化通气功能不足，因呼

吸衰竭死亡［１０１１］。由于所使用的非条件敲除动物模

型的局限性，前人的工作无法阐明成年期该基因在

肾脏遭到促纤维化打击时是否发挥作用，本研究结

果肯定了这一点。在使用基因修饰动物模型方面，

我们通过杂交产生犘犎犉１４基因条件敲除模型，这

样避免了初生小鼠死亡，从而可以创造条件研究

ＰＨＦ１４在成年期小鼠肾脏中的作用。

在损伤后慢性纤维化模型的选择上，本研究采

用了叶酸刺激性肾损伤模型。这是肾毒性因素造成

急性肾损伤的常用模型，叶酸刺激后肾功能变化完

全模拟临床ＡＫＩ病程，并且造模后纤维化发生比例

较高，混杂因素少，动物个体间及造模批次间重复性

较好，可以重复监测肾功能［１７］。在该模型中我们验

证了ＰＨＦ１４对抗纤维化的作用。但在不同的种属、

不同的肾脏纤维化模型中，促进纤维化发展的具体

机制并不相同，如活化的间质成纤维细胞的主要来

源及上皮间质转化是否参与在不同的模型中均有差

异［１８］。ＰＨＦ１４在不同种属和不同促纤维化刺激模

型中所发挥的作用及重要性仍有待验证。

已经有大量研究致力于阐明肾纤维化的机制，

尽管该过程涉及多种细胞系和细胞因子的参与，目

前普遍认为ＴＧＦβ信号通路在成年期肾纤维化中

起核心作用，是纤维化的始动和维持因子［１９２２］。成

纤维细胞能接受ＴＧＦβ刺激而活化为肌成纤维细

胞，后者是肾纤维化中细胞外基质的主要来源。在

多种ＡＫＩ模型中均发现，ＴＧＦβ能够破坏小管上皮

细胞的完整性并促进上皮间质转化。ＴＧＦβ对局部

的炎症和免疫反应也有复杂的调节作用，并能加剧

毛细血管的萎缩消失［２３］。鉴于在我们的研究中发

现ＰＨＦ１４的表达与肾纤维化进程有相关性，并且可

以负向调节细胞外基质的产生，合理的推测是ＴＧＦ

β通过其信号转导通路激活了 ＰＨＦ１４的表达，

ＰＨＦ１４蛋白表达增多，抑制ＰＤＧＦＲα的转录，进而

减少成纤维细胞的活化和细胞外基质的分泌，从宏

观上看则减轻肾小管间质纤维化的程度。这样的环

状机制成为防止ＴＧＦβ过度促纤维化的自限性机

制，该自限机制缺乏或下调均会促进成年期肾脏在

遭到ＡＫＩ打击后加速进展到纤维化。至于ＴＧＦβ

以何种方式上调ＰＨＦ１４的转录和表达尚不明确。

目前已知在胚胎期ＰＨＦ１４通过抑制ＰＤＧＦＲα的

转录起到抑制纤维化表型的作用，在成年期其作用

方式是否相同需要进一步研究验证。如果ＴＧＦβ

在纤维化进程中通过ＰＨＦ１４形成自限的机制得到

阐明，则该自限信号通路上的靶点有望成为新的抗

纤维化治疗作用位点。
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