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Ｔ０９０１３１７激活肝Ｘ受体α改善ｄｂ／ｄｂ小鼠肾损伤
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四川省人民医院肾内科

　　［摘要］　目的　观察肝 Ｘ受体（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＸＲ）激动剂 Ｔ０９０１３１７、血栓调节蛋白
（ｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎ，ＴＭ）干扰ＲＮＡ重组腺病毒 ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ对 ｄｂ／ｄｂ糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，
ＤＮ）小鼠肾损伤的影响。方法　１２周龄雄性 ｄｂ／ｄｂ小鼠３６只，应用随机数字表法进行分组，分为 ＤＮ
生理盐水组、Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组、ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组、Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组、ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组和
Ａｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１＋ＤＮ组，每组６只小鼠。２．５×１０９ｐｆｕＡｄＴＭｓｈＲＮＡ和Ａｄｃｔｒｌ分别通过尾静脉注射到对
应组小鼠，１周后Ｔ０９０１３１７按０．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃对应组小鼠且连续给药７ｄ。４周后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测小鼠肾组织ＬＸＲα、ＬＸＲβ、ＶＣＡＭ１和ＩＣＡＭ１表达；检测血肌酐水平，同周龄雄性野生Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠给予生理盐水胃饲作为正常对照组。结果　ＤＮ组、Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组较野生小鼠，其肾组织 ＬＸＲα表
达下降（Ｐ＜０．０５），与 ＤＮ、Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组和 ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组比较，Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组、ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋
Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组、Ａｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组小鼠肾组织ＬＸＲα表达增加（Ｐ＜０．０５）。ＤＮ各组小鼠ＬＸＲβ
表达较野生鼠下降，Ｔ０９０１３１７对ＤＮ各组小鼠肾组织ＬＸＲβ表达无显著影响。ＤＮ组、Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组较
野生小鼠，血肌酐、肾组织ＶＣＡＭ１和ＩＣＡＭ１表达升高、肾组织病理损伤加重（Ｐ＜０．０５），与ＤＮ对照组
比较，ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ沉默组小鼠肾组织损伤加重、肾组织 ＶＣＡＭ１和 ＩＣＡＭ１表达增加（Ｐ＜０．０５），而
Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ和 Ａｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组小鼠肾损伤减轻、ＶＣＡＭ１和 ＩＣＡＭ１表达减少（Ｐ＜０．０５）。
结论　Ｔ０９０１３１７可能通过激活ＬＸＲα减少ＶＣＡＭ１和ＩＣＡＭ１表达从而改善ｄｂ／ｄｂ小鼠肾损伤。
　　［关键词］　 ｄｂ／ｄｂ小鼠；肝Ｘ受体；血栓调节蛋白；糖尿病肾病
　　［中图法分类号］　Ｒ６９２．９；Ｒ９６６；Ｒ９７７．６ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１１７０６８０）；四川省科技厅应用基础项目（２０１８ＪＹ０３３２）
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Ｔ０９０１３１７ｉｍｐｒｏｖｅｓｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｄｂ／ｄｂｍｉｃｅｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒα
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ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｐｈｒｏｌｏｇｙ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，ＭｅｄｉｃａｌＳｃｈｏｏｌｏｆＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＳｃｉｅｎｃｅ
ａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｃｈｅｎｇｄｕ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，６１００７２，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＬＸＲ）ａｇｏｎｉｓｔＴ０９０１３１７ａｎｄ
ｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎ（ＴＭ）ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＡｄＴＭｓｈＲＮＡｏｎｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｏｆｄｂ／ｄｂｍｉｃｅ
ｗｉｔｈｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ（ＤＮ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ３６ｍａｌｅｄｂ／ｄｂｍｉｃｅ（１２ｗｅｅｋｓｏｌｄ）ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙ
ａｓｓｉｇｎｅｄｉｎｔｏ６ｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝６），ＤＮｇｒｏｕｐ，Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮｇｒｏｕｐ，ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮｇｒｏｕｐ，Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ
ｇｒｏｕｐ，ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮｇｒｏｕｐａｎｄＡｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮｇｒｏｕｐ．ＰＢＳ，２．５×１０９ｐｆｕＡｄＴＭ
ｓｈＲＮＡａｎｄＡｄｃｔｒｌｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｍｉｃｅｔｈｒｏｕｇｈｔａｉｌｖｅｉｎｔｏｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｍｉｃｅ，ｗｈｉｌｅ０．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）
Ｔ０９０１３１７ｗａｓｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｌｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｍｉｃｅｆｏｒ７ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｄａｙｓ．Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ，ｔｈｅｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＸＲα，ＬＸＲβ，ＶＣＡＭ１ａｎｄ
ＩＣＡＭ１ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｔｈｅｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｌｅｖｅｌｗａｓａｌｓｏｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎａｌｌｔｈｅｍｉｃｅ．Ｍａｌｅｗｉｌｄｔｙｐｅ
Ｃ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅａｔｔｈｅｓａｍｅａｇｅｓｅｒｖｅｄａｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＸＲαｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅＤＮｇｒｏｕｐａｎｄＡｄｃｔｒｌ＋ＤＮｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｗａｓ
ｏｂｖｉｏｕｓｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅＴ０９０１３１７＋ＤＮｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＡｄｃｔｒｌ＋
Ｔ０９０１３１７＋ＤＮｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅＤＮｇｒｏｕｐ，Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．

５７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１）



ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＸＲβｉｎＤＮｍｉｃｅｗａｓｎｏｔａｂｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｔ０９０１３１７
ｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅＬＸＲβｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆＤＮｍｉｃｅ．ＴｈｅＤＮｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＡｄｃｔｒｌ＋
ＤＮｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｏｆｃｒｅａｔｉｎｉｎｅａｎｄｒｅｎａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＭ１ａｎｄＩＣＡＭ１，ａｎｄ
ａｇｇｒａｖａｔｅｄｒｅｎａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅｓｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅＤＮｇｒｏｕｐ，ＡｄＴＭｓｈＲＮＡｓｉｌｅｎｃｅｄｍｉｃｅｇｒｏｕｐｓｈａｄｓｅｖｅｒｅｒｒｅｎａｌｄａｍａｇｅｓａｎｄｅｌｅｖａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＶＣＡＭ１ａｎｄＩＣＡＭ１（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｒｅｎａｌｄａｍａｇｅｓｗｅｒｅａｌｌｅｖｉａｔｅｄａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＭ１ａｎｄ
ＩＣＡＭ１ｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＴ０９０１３１７＋ＤＮｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＡｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔ０９０１３１７ｉｍｐｒｏｖｅｓｒｅｎａｌｉｎｊｕｒｙｉｎｄｂ／ｄｂｍｉｃｅｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＬＸＲαｔｏｒｅｄｕｃｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＶＣＡＭ１ａｎｄＩＣＡＭ１．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｄｂ／ｄｂｍｉｃｅ；ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ；ｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎ；ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１１７０６８０）ａｎｄｔｈｅＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＦｕｎｄａｍｅｎｔａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ
ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ（２０１８ＪＹ０３３２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＤＩＮＧＨａｎｌｕ，Ｅｍａｉｌ：ｄｈａｎｌｕ＠１６３．ｃｏｍ

　　细胞间黏附分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌ
ｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）、血管细胞黏附分子１（ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌ
ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＶＣＡＭ１）等炎症介质导致的炎症
反应在糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）发病过
程中起到重要作用［１－３］。血栓调节蛋白（ｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕ
ｌｉｎ，ＴＭ）是一种跨膜糖蛋白，主要存在于血管内皮细胞
表面，ＴＭ具有抗炎作用［４］，ＤＮ患者外周血可溶性 ＴＭ
表达下降并与肾损伤相关［５－６］，提示上调ＴＭ表达有助
于改善ＤＮ病变。维生素Ｄ受体等具有上调ＴＭ表达
并下调炎症反应的作用［７］，其虽可下调炎症反应，但

并不能延缓ＤＮ进展［７］。肝 Ｘ受体（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＬＸＲ）表现为典型的核受体结构，包括 ＬＸＲα和
ＬＸＲβ，Ｔ０９０１３１７是其人工合成的配体［８－９］。我们前

期细胞实验结果显示：Ｔ０９０１３１７激活的 ＬＸＲα通过抑
制ＮＦκＢ活性而提高 ＴＭ表达，并抑制高糖条件下肾
小球内皮细胞炎症介质的分泌［１０］；进一步针对 ｄｂ／ｄｂ
小鼠的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示：Ｔ０９０１３１７上调 ＤＮ
小鼠肾组织 ＴＭ蛋白表达。本研究拟明确 Ｔ０９０１３１７
是否通过活化ＬＸＲα而减轻ｄｂ／ｄｂ小鼠肾损伤。以期
为临床ＤＮ的发病机制和治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物和主要试剂材料
　　８周龄雄性ｄｂ／ｄｂ小鼠购于南京君科生物有限责
任公司，与８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠均饲养于四川省
人民医院实验动物中心（ＳＰＦ级），于２０～２４℃、１２ｈ
光暗周期并且自由进食。兔抗小鼠ＶＣＡＭ１单克隆抗
体（货号：ｓｃ８３０４）、兔抗小鼠 ＩＣＡＭ１单克隆抗体（货
号：ｓｃ８４３９）、羊抗小鼠 ＬＸＲα多克隆抗体（货号：ｓｃ
１２０２）和大鼠抗小鼠 ＬＸＲβ单克隆抗体（货号：ｓｃ
１３３２２１）均购于美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，
Ｔ０９０１３１７购于美国 Ｓｉｇｍａ公司，重组腺病毒 ＡｄＴＭ

ｓｈＲＮＡ和重组腺病毒空载体 ＡｄｃｔｒｌｓｈＲＮＡ（简称 Ａｄ
ｃｔｒｌ）由成都帝肯科技有限公司合成并验证。
１．２　实验动物分组
　　１２周龄雄性 ｄｂ／ｄｂ小鼠 ３６只，应用随机数字表
法进行完全随机化的分组，分为 ６组：生理盐水组
（ＤＮ）、Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组、ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组、Ｔ０９０１３１７＋
ＤＮ组、ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组和 Ａｄｃｔｒｌ＋
Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组。根据前期实验，本研究选择出现了
显著 ＤＮ特征的 １２周龄雄性 ｄｂ／ｄｂ鼠为实验对象，
ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ选择可明显降低肾组织ＴＭ表达的剂量
为２．５×１０９ｐｆｕ，Ｔ０９０１３１７选择可显著提高肾组织 ＴＭ
表达的剂量为０．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）。２．５×１０９ｐｆｕＡｄＴＭ
ｓｈＲＮＡ和Ａｄｃｔｒｌ分别通过尾静脉注射到对应组的小
鼠体内，１周后Ｔ０９０１３１７按剂量０．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃
对应组的小鼠且连续给药７ｄ，末次给药后４周以安乐
死处死小鼠后收集肾组织样本，同周龄雄性野生

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠给予生理盐水胃饲做正常对照组（Ｃｔｒｌ）。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾组织 ＬＸＲα、ＬＸＲβ、ＶＣＡＭ１

和ＩＣＡＭ１表达
　　提取各分组小鼠肾组织总蛋白，检测总蛋白浓度
后，取 ５０μｇ蛋白样品经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳后，将凝胶中蛋白质转移至聚偏二氟乙烯膜

上。将标记好的膜转入牛奶中，封闭１ｈ，分别滴加一抗
（ＬＸＲα抗体１∶１０００、ＬＸＲβ抗体１∶１０００、ＶＣＡＭ１抗体
１∶１０００、ＩＣＡＭ１抗体１∶１５００、ＧＡＰＤＨ抗体１∶１００００），
４℃摇床孵育过夜后将膜放到各个对应的二抗（用
ＴＢＳＴ按１∶１０００比例）孵育１ｈ。在膜上均匀滴加曝
光液并显色曝光。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带采用ＩｍａｇｅＪ图像
分析软件分析光密度，以目的条带和 ＧＡＰＤＨ条带积
分光密度值的比值代表目的蛋白的相对表达量，每个

实验组重复３次。
１．４　肾小球病理损害程度的判定
　　石蜡切片行ＨＥ、ＰＡＳ等常规染色，ＰＡＳ染色切片在

６７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２００倍视野下进行分析，每张切片选择１０个正切的肾小
球，计算系膜区扩张指数（以系膜区／毛细血管襻面积比
表示），取平均值作为每个标本的系膜区扩张指数［１１］。

１．５　肾小管间质病理损害程度的判定
　　根据肾小管扩张程度、肾小管萎缩程度、肾小管上
皮细胞空泡变性程度、间质纤维化程度及肾间质炎症

细胞浸润程度的无、轻、中、重分别计０、１、２、３分，每例
样本观察１０个视野，结果以每例样本的相加总和平均
值表示［１２］。

１．６　血肌酐检测
　　将收集的血标本送至四川省人民医院检验科行血
肌酐检测。

１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件。计量资料数据以 珋ｘ±ｓ
表示，正态计量资料采用单因素方差分析或 ｔ检验。
检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　Ｔ０９０１３１７对 ＤＮ小鼠肾组织 ＬＸＲα和 ＬＸＲβ表
达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测和光密度分析结果显示：ＤＮ组、

Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组和 ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组较野生小鼠
（ｃｔｒｌ）组，肾组织 ＬＸＲα表达下降（Ｐ＜０．０５），与 ＤＮ、
Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ、ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组比较，Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ
组、ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组、Ａｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋
ＤＮ组小鼠肾组织ＬＸＲα表达增加（Ｐ＜０．０５，图１Ａ、Ｂ）。
ＤＮ小鼠各分组ＬＸＲβ表达较野生鼠下降（Ｐ＜０．０５），
Ｔ０９０１３１７对ＤＮ小鼠肾脏组织ＬＸＲβ表达无显著影响
（Ｐ＞０．０５，图１Ａ、Ｃ）。
２．２　Ｔ０９０１３１７对ＤＮ小鼠肾组织ＶＣＡＭ１和ＩＣＡＭ１

表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测和光密度分析结果显示：与野生
小鼠（ｃｔｒｌ）组比较，ＤＮ组、Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组肾组织
ＶＣＡＭ１和ＩＣＡＭ１表达均增加（Ｐ＜０．０５），与 ＤＮ组
和 Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组比较，ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ和 ＡｄＴＭ
ｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组小鼠肾组织ＶＣＡＭ１、ＩＣＡＭ１
表达均增加（Ｐ＜０．０５），而 Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组、Ａｄｃｔｒｌ＋
Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组的小鼠肾组织ＶＣＡＭ１和 ＩＣＡＭ１表
达减少（Ｐ＜０．０５），ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组相比于 Ａｄ
ＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组，ＶＣＡＭ１和 ＩＣＡＭ１表达
量无差异（Ｐ＞０．０５，图２）。

! " # $ % & '

! " # $ % & '

组别

()*!

（
%+!!+

#）
!

()*"

（
%"!!+

#）
!

,-./0

（
#'!!+

#）
!

&+

$+

"+

+

(
)
*
!

蛋
白
相
对
表
达
量

1

1

1

1

1

! " # $ % & '

组别

2+

&+

$+

"+

+

(
)
*
"

蛋
白
相
对
表
达
量

1

1

1

1

1

1

3

-

4

１：Ｃｔｒｌ组；２：ＤＮ组；３：Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组；４：ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组；５：Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组；６：ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组；
７：Ａｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＸＲα和ＬＸＲβ表达；Ｂ：ＬＸＲα蛋白相对表达量（ｎ＝６）　ａ：Ｐ＜０．０５，
与ＤＮ组、ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组和Ａｄｃｔｒｌ组比较；Ｃ：ＬＸＲβ蛋白相对表达量（ｎ＝６）　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｔｒｌ组比较

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＸＲ激动剂Ｔ０９０１３１７对ＤＮ小鼠肾组织ＬＸＲα、ＬＸＲβ表达的影响

! " # $ % & '

! " # $ % & '

组别

()*+!!

（
,!"!-

#）
!

.)*+!!

（
/-"!-

#）
!

0*123

（
#'"!-

#）
!

"--

!%-

!--

%-

-

(
)
*
+
!
!

蛋
白
相
对
表
达
量

4

4

4

4

4

! " # $ % & '

组别

.
)
*
+
!
!

蛋
白
相
对
表
达
量

4

4

4

4

4

)

*

5

!%-

!--

%-

-

１：Ｃｔｒｌ组；２：ＤＮ组；３：Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组；４：ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组；５：Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组；６：ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组；
７：Ａｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＣＡＭ１和ＩＣＡＭ１表达；Ｂ：ＶＣＡＭ１蛋白相对表达量（ｎ＝６）　ａ：Ｐ＜
０．０５，与ＤＮ组和Ａｄｃｔｒｌ组比较；Ｃ：ＩＣＡＭ１蛋白相对表达量（ｎ＝６）　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＤＮ组和Ａｄｃｔｒｌ组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＸＲ激动剂减少ＤＮ小鼠肾组织ＶＣＡＭ１和ＩＣＡＭ１表达
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２．３　Ｔ０９０１３１７对ＤＮ小鼠肾组织损伤的影响
　　与野生小鼠（ｃｔｒｌ）组比较，ＤＮ组小鼠出现肾小球
细胞外基质增多、系膜细胞增生、肾小管损伤（图３）和
系膜区扩张（图４），血肌酐上升（表１），ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ
沉默后ＤＮ小鼠肾小球体积增大、系膜细胞增生明显、
肾小管间质炎细胞浸润、间质纤维化增加（图３）、系膜

区进一步扩张（图４），血肌酐上升明显（表１），与 ＤＮ
组和Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组比较，ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组和 Ａｄ
ＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组小鼠肾小球系膜扩张指数
和肾小管间质病变积分增加（Ｐ＜０．０５），而 Ｔ０９０１３１７＋
ＤＮ组、Ａｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组小鼠肾组织病理损伤
程度减轻，血肌酐下降（Ｐ＜０．０５，表１）。

!"

#

$

%

&

Ａ：ＤＮ组；Ｂ：Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组；Ｃ：ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组；Ｄ：Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组；Ｅ：ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组；
Ｆ：Ａｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组

图３　ＬＸＲ激动剂Ｔ０９０１３１７改善ＤＮ小鼠肾组织损伤　（ＨＥ×４００）

!"

#

$

%

&

Ａ：ＤＮ组；Ｂ：Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组；Ｃ：ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组；Ｄ：Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组；Ｅ：ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组；
Ｆ：Ａｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组

图４　ＬＸＲ激动剂Ｔ０９０１３１７改善ＤＮ小鼠肾组织损伤　（ＰＡＳ×４００）
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表１　ＬＸＲ激动剂Ｔ０９０１３１７改善ＤＮ小鼠肾组织损伤和

血肌酐（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别
系膜扩张

指数

肾小管间质

病变积分

血肌酐

／μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｃｔｒｌ组 ７．７±１．７４ａｂ ２．３０±０．１７ａｂ ２６．３２±２．４１ａｂ

ＤＮ组 １２．３±２．５２ ７．１±１．６３ ４５．４１±２．８９

Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组 １１．８±２．３３ ６．７±１．３７ ４３．５３±２．７４

ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ组 ２１．５±３．６５ａｂｃ １５．７±３．４３ａｂｃ ６４．７４±３．５７ａｂｃ

Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组 ９．５７±２．１７ａｂ ４．１±０．９８ａｂ ２７．３８±２．５０ａｂ

ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组 １８．６±３．１９ａｂ １３．９±３．１２ａｂ ６１．８６±３．２７ａｂ

Ａｄｃｔｒｌ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组 １０．４±２．６９ａｂ ５．０±０．８４ａｂ ２９．６７±２．７４ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＤＮ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组比

较；ｃ：Ｐ＞０．０５，与ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组比较

３　讨论

　　本研究预实验结果显示：与选取的正常野生型
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠比较，１２周龄ｄｂ／ｄｂ小鼠尿微量白蛋白
明显升高，且出现肾细胞外基质增多、系膜细胞增生和

肾小管损伤等典型的肾损害病理改变，故选择１２周龄
的ｄｂ／ｄｂ小鼠为实验对象，探讨 Ｔ０９０１３１７是否通过
活化ＬＸＲ、减少ＶＣＡＭ１和ＩＣＡＭ１表达而改善ｄｂ／ｄｂ
小鼠肾损伤。以期为ＤＮ的发病机制和治疗提供实验
依据。

　　炎症在ＤＮ发病过程中起到重要作用［１］。目前认

为内源性抗炎机制包括抗炎类细胞因子、抗炎类花生

酸和抗氧化剂等，此外，细胞因子抑制剂和细胞周期蛋

白激酶抑制剂等也参与了炎症损伤的保护过程，而目

前基于上述内源性抗炎机制的治疗并不能有效抑制

ＤＮ的炎症反应和病变进展。因此，需要新的治疗策
略解决上述问题。具有抗炎作用的 ＬＸＲ家族包括
ＬＸＲα和 ＬＸＲβ，ＬＸＲα多表达于肾脏、肝脏、巨噬细
胞、脂肪，而 ＬＸＲβ则广泛表达于机体各组织［８－９］。

ＬＸＲ结合于相应 ＤＮＡ顺式作用元件，即与 ＲＸＲα（视
黄醇 Ｘ受体 α）形成异源二聚体，而 ＬＸＲ激动剂
Ｔ０９０１３１７可使 ＬＸＲ／ＲＸＲα异源二聚体空间结构改
变，并使其与共抑制因子脱离，募集辅助激活因子，再

通过与相应靶基因启动子上的ＬＸＲ反应元件结合，激
活ＬＸＲ靶基因ＡＢＣＡ１的转录及其下游信号通路［１３］，

在动脉粥样硬化斑块形成、炎症、控制胆固醇流出、磷

脂代谢等方面发挥作用［１４］。本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果证实，ＤＮ组、Ａｄｃｔｒｌ＋ＤＮ组和ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋
ＤＮ组相比于野生小鼠组，肾组织ＬＸＲα和ＬＸＲβ表达
下降，Ｔ０９０１３１７干预后，ＤＮ小鼠肾组织 ＬＸＲα表达增

加，ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ沉默 ＴＭ后，ＬＸＲα表达较 ＤＮ对照
组无明显变化，说明ＴＭ对ＬＸＲα表达无影响。ＤＮ小
鼠各分组 ＬＸＲβ表达较野生鼠下降，Ｔ０９０１３１７对 ＤＮ
小鼠肾脏组织 ＬＸＲβ表达无显著影响，提示在本实验
中，Ｔ０９０１３１７主要上调ＤＮ小鼠肾组织ＬＸＲα表达。
　　正常生理状态下，ＴＭ主要分布于血管内皮细胞
表面，当内皮细胞受损伤，ＴＭ胞外段从内皮细胞脱落
而释放入血［４］，ＤＮ鼠肾小球内皮细胞ＴＭ表达下降并
与肾损伤相关［１５］，临床发现 ＤＮ患者血管内皮细胞
ＴＭ表达下降，尿白蛋白水平升高，说明上调内皮细胞
ＴＭ表达，有助于减轻血管内皮细胞损害和肾损害，文
献［１６－１７］报道人可溶性 ＴＭ可改善抗肾小球基底膜
抗体肾炎大鼠炎症反应和小鼠缺血再灌注肾损伤，证

实ＴＭ具有肾保护作用。我们前期 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果显示：相比于野生小鼠，ＤＮ小鼠肾组织 ＴＭ表达
下降，Ｔ０９０１３１７促进 ＤＮ小鼠肾组织 ＴＭ表达，沉默
ＴＭ后再给予 Ｔ０９０１３１７，ＴＭ 表达无增加，说明
Ｔ０９０１３１７通过激活 ＬＸＲ而增加 ＤＮ小鼠肾组织 ＴＭ
表达。

　　本研究进一步观察 Ｔ０９０１３１７激活 ＬＸＲα对 ＤＮ
小鼠肾脏炎症反应和肾病理损伤的影响，结果显示：

ＤＮ小鼠相比于野生鼠，肾组织 ＶＣＡＭ１和 ＩＣＡＭ１表
达均增加，肾小球系膜扩张指数和肾小管间质病变加
重，血肌酐上升，沉默 ＴＭ后，ＤＮ小鼠肾组织 ＶＣＡＭ１
和ＩＣＡＭ１表达增加、肾组织病理损伤加重，血肌酐进
一步升高，而 Ｔ０９０１３１７干预后，ＤＮ小鼠肾组织
ＶＣＡＭ１和 ＩＣＡＭ１表达减少、肾损伤减轻，血肌酐下
降，ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋ＤＮ 组 相 比 于 ＡｄＴＭｓｈＲＮＡ＋
Ｔ０９０１３１７＋ＤＮ组，ＶＣＡＭ１和 ＩＣＡＭ１表达量差异均
无统计学意义，提示Ｔ０９０１３１７激活ＬＸＲα可减轻肾脏
炎症反应、病理损伤和血肌酐，但沉默 ＴＭ后再给予
Ｔ０９０１３１７激动，肾脏炎症反应、病理损伤和血肌酐无
减轻，结合我们已有的实验结果，提示 Ｔ０９０１３１７通过
活化ＬＸＲα上调 ＴＭ表达而减少 ＶＣＡＭ１和 ＩＣＡＭ１
表达并改善ｄｂ／ｄｂ小鼠肾损伤，该结果与我们前期发
现活化的ＬＸＲα通过上调ＴＭ表达而抑制高糖下肾小
球内皮细胞炎症反应的作用相一致［１０］。

　　综上，本研究发现 ＬＸＲ激动剂 Ｔ０９０１３１７通过活
化ＬＸＲα抑制肾组织 ＩＣＡＭ１和 ＶＣＡＭ１表达并改善
ｄｂ／ｄｂ小鼠肾损伤，为通过活化ＬＸＲα减轻ＤＮ小鼠肾
损伤提供了实验依据，进一步需在 ＬＸＲα基因敲入或
ＬＸＲα基因敲除鼠中明确 ＬＸＲα调节炎症反应的具体
机制。

９７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１）
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２００７，１３（１１）：１３４９－１３５８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍ１６６７．

［１６］ＴＡＣＨＩＢＡＮＡＳ，ＩＹＯＤＡ Ｍ，ＭＡＴＳＵＭＯＴＯ Ｋ，ｅｔａｌ．
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｓｏｌｕｂｌｅｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓａｎｔｉ
ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓｉｎＷｉｓｔａｒ
Ｋｙｏｔｏｒａｔｓｔｈｒｏｕｇｈａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓ［Ｊ］．Ｎｅｐｈｒｏｌ
ＤｉａｌＴｒａｎｓｐｌａｎｔ，２０１９，３４（５）：７７４－７８２．ＤＯＩ：１０．１０９３／
ｎｄｔ／ｇｆｙ２０１．

［１７］ＯＺＡＫＩＴ，ＡＮＡＳＣ，ＭＡＲＵＹＡＭＡＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａｒｅｎａｌａｄ
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｓｏｌｕｂｌｅｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｉｓｃｈａｅｍｉｃａｃｕｔｅｒｅｎａｌｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．ＮｅｐｈｒｏｌＤｉａｌ
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，２００８，２３（１）：１１０－１１９．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎｄｔ／
ｇｆｍ５６３．

（收稿：２０１９０７２９；修回：２０１９０９２１）

（编辑　吴培红）
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