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ＳＤ大鼠肾衰竭模型ＢＭＰ７和ＴＧＦβ１表达

水平分析及药物干预效应研究

解　冰，江利萍
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　　摘　要：目的　探讨慢性肾衰竭肾组织骨形成蛋白７（ＢＭＰ７）和转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）表达水平及药物干预的作用。方

法　ＳＤ大鼠５／６肾切除法构建慢性肾衰竭模型，荧光定量聚合酶链反应测定肾组织ＴＧＦβ１ 及ＢＭＰ７表达，观察各研究组肾组

织ＴＧＦβ１ 及ＢＭＰ７表达情况及血尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｃｒ）及尿蛋白水平。结果　与对照组比较，未处理组ＴＧＦβ１ 水平增高、

ＢＭＰ７水平降低（犘＜０．０５）。洛汀新组ＴＧＦβ１、ＢＭＰ７水平低于对照组（犘＜０．０５），且ＢＭＰ７水平低于未处理组。肾衰康组

ＴＧＦβ１ 水平低于病理组（犘＜０．０５），ＢＭＰ７水平高于未处理组（犘＜０．０５）；洛汀新组及肾衰康组血ＢＵＮ、Ｃｒ及尿蛋白水平均低

于未处理组（犘＜０．０５）。结论　慢性肾衰竭肾组织ＴＧＦβ１ 表达增强、ＢＭＰ７表达降低；洛汀新可抑制ＴＧＦβ１ 表达，但无增强

ＢＭＰ７表达的作用；肾衰康既能抑制ＴＧＦβ１ 表达，也能增强ＢＭＰ７表达。
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　　转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）是公认的促纤维化因子，在慢

性肾脏病（ＣＫＤ）的进展中起重要作用；骨形成蛋白７（ＢＭＰ７）

则为纤维化的负因子，可拮抗 ＴＧＦβ１ 的促纤维化作用，对

ＣＫＤ有保护作用。为探讨慢性肾衰竭时肾内ＴＧＦβ１、ＢＭＰ７

的变化，本研究对ＳＤ大鼠５／６肾切除所致慢性肾衰竭的肾脏

表达ＢＭＰ７和ＴＧＦβ１ 的变化进行观察，并分析中药肾衰康

及洛汀新干预的作用。现报道如下。

１　材料与方法

１．１　动物模型制作　ＳＤ大鼠购自上海斯莱克实验动物有限

公司（合格证：２００７０００５０２７０５），清洁级、雄性、体质量（１４０±

１０）ｇ；饲料购自南京协同医药有限公司。随机抽取大鼠采用

５／６肾切除法分２次进行切除肾脏（试验组）
［１］。第１次切除

２／３左肾，避免损伤肾上腺，且不能切除肾盂，１周后切除右肾，

１周后随机分为肾衰康组、洛汀新组和未处理组，每组１０只，

均为灌胃法摄入。另设１组为假手术组（对照组），手术暴露肾

脏后即缝合伤口，不摄入任何药物。试验结束时采集心脏血，

并取剩余部分肾脏在冰水浴中去髓质并研磨成细颗粒状置于

Ｔｒｉｚｏｌ中，－７０℃保存。

１．２　治疗方法　肾衰康配方为红参１５ｇ、黄芪５０ｇ、丹参４０

ｇ、当归４０ｇ、仙灵脾３０ｇ、大黄２５ｇ。由本院制剂室制成口服

液，相当于生药２ｇ／ｍＬ。每日灌服２ｍＬ，相当于人体用量３

倍。洛汀新购自北京诺华制药有限公司（批号：Ｘ１４２７），每日

０．１ｍｇ溶于水灌服，相当于人体用量３倍。

１．３　仪器与试剂　ＡＢＩ２７２０普通聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增仪

（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）；ＳＹＮＧＥＮＥ全自动图像分析系统

（美国ＧＥＮＥ）；Ｒｏｔｏｒｇｅｎｅ６０００荧光定量ＰＣＲ扩增仪（澳大利

亚Ｃｏｒｂｅｔｔ）；核酸／蛋白定量仪（德国Ｅｐｅｎｄｏｒｆ）；ＢＳ２００生化

分析仪（深圳迈瑞）。Ｔｒｉｚｏｌ、逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）试剂盒、荧

光定量ＰＣＲ试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；酶法肌酐（Ｃｒ）检测试剂

（上海申索佑福）；酶法尿素氮（ＢＵＮ）检测试剂（上海荣盛）；比

色法尿蛋白检测试剂（浙江康特）。引物设计采用Ｐｒｉｍｅｒ软

件，并经ＧｅｎｅＢａｎｋＢｌａｓｔ进行同源检索后由上海生物工程技术
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服务有限公司合成。ＰＣＲ引物序列见表１。

表１　　ＰＣＲ引物序列

靶基因 引物序列（５′３′） 扩增产物长度（ｂｐ） 退火温度（℃）

βａｃｔｉｎ Ｆｏｒ：ＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣ

Ｒｅｖ：ＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣ ２６５ ５６

ｒａｔＢＭＰ７ Ｆｏｒ：ＡＣＣＴＡＧＴＧＧＡＧＣＡＣＧＡＣＡＡＧ

Ｒｅｖ：ＴＣＴＣＣＡＣＧＧＡＧＡＧＣＴＧＴＡＡＧ ３３８ ５９

ＴＧＦβ１ Ｆｏｒ：ＧＣＡＡＣＡＡＣＧＣＡＡＴＣＴＡＴＧＡＣ

Ｒｅｖ：ＣＣＣＴＧＴＡＴＴＣＣＧＴＣＴＣＣＴＴ ３０１ ６０

１．４　方法

１．４．１　总ＲＮＡ提取　取出保存的肾脏标本，冰上溶化，加入

２００μＬ氯仿，剧烈振荡，１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ。吸出上清，加

入等量异丙醇，轻微混匀，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，去上清，沉淀

即为ＲＮＡ。加入０．１％焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）稀释的７５％乙

醇５００μＬ充分混匀，１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，去上清。在超净台

中将残余乙醇充分挥发至沉淀呈半透明状时加入３０μＬ去

ＲＮＡ酶（ＲＮａｓｅ）双蒸水，并对ＲＮＡ按１∶９９稀释，２６０ｎｍ处

检测ＲＮＡ浓度及纯度。ＲＮＡ保存于－７０℃。

１．４．２　逆转录反应　采用ＲｅｖｅｒＡｉｄＴＭ逆转录试剂盒（ＭＢＩ）

进行逆转录反应。反应总体积为２０μＬ，包括４μＬ５×ＲＴ缓

冲液、２μＬｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、１μＬＲＮａｓｅ抑制剂（１０Ｕ／

μＬ）、１μＬＯｌｉｇｏ（ｄＴ）（１０ｐｍｏｌ／μＬ）、１μＬ逆转录酶（５Ｕ／μＬ）、

ＸμＬＲＮＡ（５μｇ）及（１２－Ｘ）μＬ去ＲＮａｓｅ双蒸水。反应条件

为４２℃６０ｍｉｎ，７０℃５ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ，短暂离心后－２０℃

保存。

１．４．３　ＰＣＲ扩增　反应体系包括２．５μＬ１０×ＰＣＲ缓冲液、

０．５μＬｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、０．５μＬ引物１、２（１０ｐｍｏｌ／μＬ）、

０．２μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）、１．０μＬｃＤＮＡ模板，双蒸

水添加至２５μＬ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ。反应条件为９４℃

１０ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、６０℃３０ｓ、７２℃３０ｓ，３５个循环。取扩增产

物８μＬ以１．５％琼脂糖凝胶进行电泳（１１０Ｖ，３０ｍｉｎ），溴化

乙啶染色１０ｍｉｎ。

１．４．４　荧光定量ＰＣＲ　反应体系包括１０μＬ２×ＳＹＢＧＭｉｘ

（ＴｏＹｏＢｏ），０．４μＬ引物１、２（１０ｐｍｏｌ／μＬ），０．１μＬＴａｑＤＮＡ

聚合酶，１μＬｃＤＮＡ，补水至总体积２０μＬ。按下列程序循环

３５次：９４℃３０ｓ、６０℃３０ｓ、７２℃３０ｓ、８５℃收集荧光；７２℃

５ｍｉｎ，分析７２～９９ ℃溶解曲线。数据采用 ΔΔＣｔ法处理。

ΔＣｔ＝Ｃｔ靶基因 －Ｃｔβａｃｔｉｎ，ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ试验组 －ΔＣｔ对照组，本研究中

ΔΔＣｔ＝－４．４，计算相对表达量的差值２－ΔΔＣｔ＝２１．１。

１．５　统计学处理　生化指标检测结果以狓±狊表示，使用

ＣＳ２０００１３．０软件进行统计分析；定量ＰＣＲ表达采用 Ｇｒａｐｈ

Ｐａｄ．Ｐｒｉｓｍ．ｖ５．０软件进行统计分析。计量资料组间比较采用

狋检验，显著性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

洛汀新和肾衰康均有降低ＢＵＮ、Ｃｒ和尿蛋白的作用，但

洛汀新组ＢＵＮ、Ｃｒ水平较肾衰康组更低（犘＜０．０５）；洛汀新组

尿蛋白水平与肾衰康组无统计学差异（犘＞０．０５），见表２。未

处理组与对照组比较，ＴＧＦβ１ 表达水平增高（犘＜０．０５）、

ＢＭＰ７水平降低（犘＜０．０５）；洛汀新组ＴＧＦβ１ 表达水平低于

对照组（犘＜０．０５），且 ＢＭＰ７水平不仅低于对照组（犘＜

０．０５），亦低于未处理组（犘＜０．０５）。肾衰康组ＴＧＦβ１ 表达水

平低于未处理组（犘＜０．０５），ＢＭＰ７水平高于未处理组（犘＜

０．０５），见图１～２。

表２　　各研究组生化指标检测结果（狓±狊）

组别 狀
ＢＵＮ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｃｒ

（μｍｏｌ／Ｌ）

尿蛋白

（ｍｇ／２４ｈ）

洛汀新组 １０ ９．３１±１．６３! ６５．９０±９．７６! ５．９５±２．４８

肾衰康组 １０ １１．２０±１．１９△ ７８．００±４．９１△ ６．９２±２．８９△

未处理组 １０ １２．３２±１．５０ ８８．５０±１４．６０ ７．７７±３．５４

对照组 １０ ９．１８±１．４１ ５９．９０±１０．００ ４．１３±１．１５

　　：与未处理组比较，犘＜０．０５；!：与肾衰康组比较，犘＜０．０５；△：

与对照组比较，犘＜０．０５。

图１　　各研究组ＢＭＰ７水平比较

图２　　各研究组ＴＧＦβ１ 水平比较

３　结　　论

ＴＧＦβ１ 是具有多功能的细胞因子，在肾损伤的发展、促进

肾小球硬化和肾间质纤维化中起着重要作用，不仅能直接促使

细胞外基质分泌，而且能诱导纤维酶原激活物抑制物１（ＰＡＩ

１）的产生，从而抑制细胞外基质的降解，导致肾小球硬化的发
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生［２４］。在本研究结果亦证实了该结论。洛汀新组与未处理组

ＴＧＦβ１ 表达水平差异有统计学意义（犘＜０．０５），说明洛汀新

有抑制肾组织表达ＴＧＦβ１ 的作用，但洛汀新组ＢＭＰ７水平

低于未处理组和肾衰康组（犘＜０．０５），提示洛汀新不能促进

ＢＭＰ７表达。

ＢＭＰ７是具有肾脏保护功能的细胞因子，能降低肾小球

滤过率、减轻尿蛋白、保护肾单位［５］。ＢＭＰ７表达减少也是

ＴＧＦβ１ 引起肾纤维化的一种重要机制
［６］。ＢＭＰ７主要通过

拮抗ＴＧＦβ１ 而避免肾组织纤维化，发挥保护肾脏的作用。

ＢＭＰ７在肾脏发生、发育及维持正常上皮功能中发挥重要作

用，肾组织ＢＭＰ７减少与肾小管间质纤维化的发生有关
［７１１］。

本研究中未处理组肾ＢＭＰ７水平低于对照组（犘＜０．０５），亦

说明慢性肾衰竭导致ＢＭＰ７水平降低。肾衰康组ＢＭＰ７水

平虽低于对照组，但明显高于未处理组及洛汀新组，提示肾衰

康可促进ＢＭＰ７表达。本研究结果显示洛汀新及肾衰康均可

降低肾衰竭模型小鼠ＢＵＮ、Ｃｒ及尿蛋白水平，但洛汀新作用

比肾衰康稍强，然而洛汀新仅可抑制 ＴＧＦβ１ 表达，而肾衰康

则不仅可抑制 ＴＧＦβ１ 表达，更可促进ＢＭＰ７表达。笔者既

往研究已证实肾衰康具有抗纤维化作用［１２］。本次研究进一步

证实肾衰康抗纤维化作用的机制与其抑制肾组织表达ＴＧＦβ１

和增强ＢＭＰ７表达有关。

致谢：本研究中的ＰＣＲ系列操作由江苏大学钱晖教授协

助完成，特此致谢！
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