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Smad2 ,3 ,4 ,7蛋白在大鼠 5 6肾切除肾衰模型中的定位和表达变化
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　　提　要:目的　研究 Smad2 , 3 , 4 , 7蛋白在5 6肾切除模型中的定位和表达变化。方法　Wistar大鼠行 5 6 肾切除 , 分

别于模型 4、8、12周处死大鼠。用免疫组化检测Smad2 、Smad3、Smad4 和 Smad7 蛋白的定位和表达;纤维化程度通过测定肾

组织羟脯氨酸含量来判断。结果　Smad2、Smad3 和 Smad4 主要在肾小球和肾小管上皮细胞内有表达 , 而 Smad7 主要在肾

小球表达。随着肾功能衰竭的加重 , 肾小球 Smad2 、Smad3 和 Smad4蛋白表达逐渐增加 , 而 Smad7 蛋白表达却逐渐下降 , 并

伴有肾组织羟脯氨酸含量的明显增高。结论　TGF-β Smad 信号通路参与了肾间质纤维化进程 , Smad2 , 3 , 4 高表达和 Smad7

负调控不足是本模型 TGF-β 高表达导致肾小球硬化加重的主要原因之一。
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　　Abstract:Objective　To investigate the localization of Smad2 , Smad3 , Smad4 , and Smad7 proteins and their

expression changes in the 5 6 subtotally nephrectomized rat kidney.Methods　The rat model of chronic renal failure

was established by performing 5 6 subtotally nephrectomy(SNx)and rats in the control group underwent sham-opera-

tion.The rats were sacrificed at 4 , 8 , and 12 week after operation.The sites and levels of expressions of Smad2 ,

Smad3 , Smad4 , and Smad7 proteins were examined by immunohistochemical staining.Renal fibrosis was assessed by

measuring tissue hydroxyproline.Results　Immunohistochemical staining indicated that Smad2 , Smad3 , and Smad4

proteins were mainly expressed in glomeruli and renal tubular cells , while Smad protein 7 was expressed in glomeruli ,

but rarely in proximal renal tubular cells.Expressions of Smad2 , Smad3 , and Smad4 proteins in glomeruli were sig-

nificantly increased during 4-12 weeks after 5 6 nephrectomy , but the expression level of Smad protein 7 was signifi-

cantly decreased , but accompanied increase of hydroxyproline content in the renal tissues.Conclusion　These re-

sults indicate that TGF-β Smad signaling is involved in the progress of chronic glomerulosclerosis.The high level ex-

pressions of Smad2 , Smad3 , and Smad4 proteins and the down-regulation of Smad7 protein may be the major cause of

the glomerulosclerosis in this model.
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　　Smads 蛋白是 TGF-β 超家族细胞内信号转导分

子
[ 1]
。Smads蛋白根据其结构和功能的不同分为3类:

第1类是受体激活的 R-Smads(receptor-activited smads)

包括Smad1 ～ Smad3 、Smad5 、Smad8;第2类辅助Smad蛋

白(Co-Smads)即 Smad4;第 3类为抗 Smads蛋白(anti-

Smads)包括 Smad6 、Smad7。其中 Smad2 ～ Smad4 、Smad7

参与 TGF-β 的信号转导 。既往研究已经证实 , TGF-β

是 5 6肾衰模型肾小球硬化进展的主要细胞因子 ,但

其细胞内信号分子 Smads蛋白在该模型中表达变化不
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清楚。我们建立 5 6 肾衰模型 ,观测 Smad2 , 3 , 4 , 7蛋

白在该模型的定位和表达 ,旨在了解 Smads蛋白在肾

小球硬化进展中的作用。

1　材料和方法

1.1　动物模型的建立和分组
　　成年雄性Wistar 大鼠 20 只 ,体质量 180 ～ 220 g(第三军医

大学实验动物中心提供), 分为 2 组 ,每组 10 只 , A组为 5/ 6 肾

切除组 , B 组为假手术对照组。A组先在严格无菌条件下 ,大鼠

左背部中 1 3 脊柱旁开 1.5 cm 纵切口 , 剥离肾包膜 , 用无损伤

血管钳钳夹肾蒂 ,切除占左肾 2 3 的上 、下极 ,明胶海绵止血 , 去

除肾蒂夹 , 还纳残余的肾脏 , 观察无出血后 , 再切除右肾;B 组

接受模拟手术 , 轻翻肠拌 , 游离肾包膜后 , 不切除肾脏 , 以求达

到A 组条件的相对一致。所有动物均采用标准颗粒饲料喂养 ,

自由进食 、饮水。分别于术后 4、8、12 周 ,断颈后处死动物。 所

有大鼠于处死前 1 d采血 ,留 24 h 尿标本。处死时用生理盐水

灌洗肾脏 ,并留取标本。

1.2　观察指标及方法
1.2.1　常规及生化检测　　①24 h 尿蛋白定量采用考马斯亮

蓝比色法;②血肌苷 、尿素氮由新桥医院生化科采用全自动生

化分析仪检测。

1.2.2　免疫组化法检测　　肾组织标本经 4%多聚甲醛固定 、

30%蔗糖脱水后行 30μm 厚的冰冻切片。 3%过氧化氢室温孵

育 10 min 灭活内源性过氧化物酶 , 山羊血清 37 ℃封闭 25 min ,

3%TritonX-100(PBS 配制)37 ℃孵育 25 min。 分别滴加兔抗

Smad2 3 、Smad4和 Smad7 抗体 , 37 ℃, 2 h , 再依次加入生物素化

标记的羊抗兔 IgG和辣根酶标记的 SABC 工作液 , 37 ℃, 30 min。

每步后均 PBS 冲洗 , 5 min×3 , DAB 显色 , 常规乙醇脱水 、二甲

苯透明 、封片镜检。 PBS 缓冲液替代一抗作阴性对照。

1.2.3　肾脏组织病理学检查　　肾组织分成两部分:一部分

行4%多聚甲醛固定后 ,行冰冻切片 , 组化染色和石蜡切片 , PAS

染色;另一部分-70 ℃保存 , 以备检测羟脯氨酸含量。

1.2.4　肾脏组织光镜切片的计算机图像分析　　采用 TigerT-

MV3.3 医用细胞图像分析系统进行图像扫描后分析。 每张组

织切片分析 10个正切肾小球 , 测定肾小球阳性组化染色的积

分光密度值。同时计算平均肾小球面积(G)、PAS 阳性的肾小

球系膜基质面积(M), 以及系膜基质占肾小球面积的百分比

(M/ G)。

1.2.5　肾组织羟脯氨酸含量测定　　取肾组织 100～ 150 mg ,

匀浆后置入 20 ml瓶中 ,经6 mol L HCl消化 , 120 ℃水解蛋白6 h ,

冷却后用 6 mol L NaOH 滴定至pH 6.0 , 经双蒸水稀释至20 ml过

滤备用。再取该备用液各 1 ml , 分别加入 0.1 mol L柠檬酸缓冲

液0.5 ml和 0.05 mol L氯胺 T溶液 1 ml , 37 ℃水浴 25 min , 3.15

mol L高氯酸及二甲氨基苯甲醛各 1 ml ,在 100 ℃煮沸 3 min , 冷

却后用 BECKMAN DU-60紫外可见分光光度计 ,在波长为 560 nm

光波下比色 ,测定前制备羟脯氨酸标准液及空白对照。

1.3　统计学处理
　　实验数据以 x±s表示 , 用 SPSS 统计软件(10.0 版)进行组

间方差分析。

2　结果

2.1　尿蛋白和肾功能的变化
　　与假手术组相比 , 大鼠 5/ 6 肾切除术后 4 周出现蛋白尿 、

血肌苷 、尿素氮升高 ,随着肾衰时间的延长 , 24 h 蛋白尿含量和

血肌苷 、尿素氮浓度增高于第 12 周达最高值(表 1)。

表 1　尿蛋白和肾功能的变化( x±s , n=5)

Tab 1　Changes of urine protein and renal function in 5 6 SNx rats

( x±s , n=5)

Time after operation(wk)
Group

Sham 4 8 12

Proteinuria(mg 24 h) 5.6±2.7 16.7±5.1＊＊ 61.2±7.5＊＊ 82.4±8.1＊＊

BUN(mmol L) 7.0±1.1 19.2±3.2＊＊ 28.3±3.4＊＊ 38.3±4.2＊＊

Scr(μmol L) 47.1±5.2 70.8±5.7＊＊ 112.0±6.1＊＊ 167.0±7.4＊＊

＊＊:P<0.01 , vs sham-operation

2.2　肾小球病理改变
　　4 周肾小球增大不明显 ,有轻度的系膜细胞增殖和基质增

宽 ,偶见球囊粘连和间质炎细胞浸润 , 肾小管有轻度变性 ,偶见

蛋白管型 ,MS GLO比值增高。 8 周肾小球明显扩大 ,包曼氏囊

明显扩张 , 肾小球系膜细胞中 、重度增生伴轻 、中度系膜硬化 ,

可见轻度纤维素样渗出 ,MS GLO 比值较 4 周进一步增高 ,肾小

管呈轻 、中度扩张 、细胞空泡样变性和间质不同程度的炎细胞

浸润和轻度间质纤维化。12 周肾小球增大 、球囊扩张进一步加

重 ,系膜重度增生伴中 、重度系膜硬化 , 普遍存在纤维素样渗出

和球囊粘连 ,常见到新月体形成 ,MS GLO 比值达最高 , 肾小管

中 、重度扩张 、细胞空泡样变性 , 间质轻 、中度炎细胞浸润伴中

度间质纤维化 ,见表 2 ,图 1。

表 2　肾小球病理改变的图像分析( x±s , n=5)

Tab 2　Image analysis of pathological changes of glomeruli( x±s , n=5)

Time after operation(wk)
Group

Sham 4 8 12

Glomerular area(μm2) 7 682±173 11 876±389＊12 760±578＊＊13 426±781＊＊

Mesangial areas (μm2) 2 742±187 4 565±225＊ 5 170±346＊＊ 6 428±478＊＊

G M(%) 35.6±1.4 38.4±2.4＊ 40.5±6.2＊＊ 47.8±7.8＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs sham-operation

图 1　5 6肾切除 12周残肾肾小球　(HE×200)

Fig 1　Light micrographs of the glomerulus from the rat remnant kidney

at 12 week after 5 6 subtotal nephrectomy　(HE×200)
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2.3　Smads蛋白的定位和表达
　　正常肾组织均有 Smad2 , 3 , 4 , 7 蛋白表达。 Smad2 、Smad3 和

Smad4 主要在肾小球和肾小管上皮细胞内有表达。Smad7 蛋白

主要在肾小球内表达 ,肾小管表达非常少。随着肾功能衰竭进

程的延长 ,肾小球和肾小管细胞内 Smad2 , 3 , 4 蛋白表达逐渐增

加 , 12周达高峰 , 而肾小球内 Smad7 蛋白表达却逐渐下降。 见

图 2 ,表 3。

2.4　肾组织羟脯氨酸含量的变化
　　与假手术组相比 , 大鼠 5/ 6 肾切除术后第 4 周 , 羟脯氨酸

含量就开始增加 ,随着肾衰时间的延长 , 羟脯氨酸含量逐渐增

加 ,于第 12 周达最高值。见表 3。

表 3　Smads蛋白组化染色以及肾组织羟脯氨酸含量的变化( x ±

s , n=5)

Tab 3 　Changes of expressions of Smad2 , Smad3, Smad4, and

Smad7 proteins and hydroxyproline content(μg mg)in rats

( x±s , n=5)

Time after operation(w)
Group

Sham 4 8 12

Smad2 3 13.5±2.12 22.7±2.86＊ 28.4±3.35＊＊ 34.7±4.42＊＊

Smad4 14.9±2.33 24.8±3.11＊ 30.1±3.88＊＊ 35.4±4.71＊＊

Smad7 38.7±4.98 30.8±3.87＊ 22.6±2.97＊＊ 18.4±2.52＊＊

Hydroxyproline 10.5±2.17 13.3±2.43＊ 17.7±5.52＊＊ 20.6±6.11＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs sham-operation

图 2　Smad2 3(A)、Smad4(B)和 Smad7(C)蛋白在 12周 5 6肾切除模型中的表达　(SABC×200)

Fig 2　Immunohistochemical localizations and expressions of Smad2 3(A), Smad4(B)and Smad7(C)in the rat remnant kidney at 12 week after 5 

6 subtotal nephrectomy　(SABC×200)

3　讨论

　　本研究表明 ,大鼠 5/6肾切除术后 4周出现少量

蛋白尿 、血肌苷 、尿素氮升高 ,但肾脏病理改变轻微 ,轻

度肾小球代偿性肥大 ,此期可视为肾衰的氮质血症期。

肾切除 8 ～ 12周病理改变明显加重 ,表现为典型的局

灶节段性肾小球硬化 ,球囊粘连 、新月体形成 、纤维素

样渗出以及肾小管扩张 、变性 、间质纤维化的进行性加

重 ,此期血肌苷 、尿素氮持续升高 ,尿蛋白持续大量排

出 ,可视为肾衰的失代偿期。本研究成功建立 5/6肾

切除动物模型 ,该模型稳定 ,成功率也较高。当肾单位

减少至一定数量 ,残余的肾单位排泄代谢废物的负荷

就显著增加 ,因而代偿性发生肾小球毛细血管的高灌

注 、高压力和高滤过 ,而肾小球内三高可引起:①系膜

细胞和基质显著增生 ,肾小球肥大进而发生硬化;②肾

小球内皮细胞损伤 ,诱发血小板聚集 ,导致微血栓形

成 ,损害肾小球而促进硬化;③肾小球通透性增加 ,使

蛋白尿增加而损伤肾小管间质 ,上述过程不断进行形

成恶性循环 ,使肾功能不断恶化 ,这种恶性循环是一切

慢性肾脏疾病进展到尿毒症的共同途径 。

　　肾小球硬化的发展不可避免地造成进行性肾功能

不全和有效肾单位的丧失。对于这一共同途径 ,研究

其发展因素 ,阻抑或延缓这一过程 ,是目前肾脏病研究

的重点。近年来研究显示
[ 2]
TGF-β是肾小球硬化和肾

间质纤维化共同通路的主要介导因素 , TGF-β 可直接

促进系膜细胞 、肾小管细胞 、间质纤维细胞合成胶原 、

纤维连接蛋白和层粘连蛋白 ,抑制肾小管细胞增殖并

诱导其凋亡 ,同时也抑制基质金属蛋白酶(matrix metal-

loproteins , MMPs)活性和促进金属蛋白酶组织抑制剂

(tissue inhibitor of metalloproteinases , TIMPs)与纤溶酶原

激活物抑制因子-1(plasminogen activator inhibitor-1 ,

PAI-1)基因的表达 ,进而抑制 ECM的降解 ,还介导Ang

Ⅱ、PDGF 、CTGF 的致纤维化作用。已经证实急慢性肾

小球肾炎 、糖尿病肾病 、肾移植排斥反应 、多囊肾 、间质

性肾炎等纤维化进程均与 TGF-β高表达有关。因此深

入了解TGF-β的细胞内信号转导蛋白 Smads与肾小球

硬化的关系 ,对揭示其发病机制有帮助。研究表明 ,

Smad2 ,3 ,4参与细胞外基质(extracellular matrix , ECM)

合成和降解相关基因的表达调控 。TGF-β 与其受体

TβRⅠ结合后 ,激活 TβRⅡ受体的丝氨酸 苏氨酸激酶 ,

Smad2 、Smad3蛋白被磷酸化 ,活化的 Smad2 、Smad3和

Smad4形成活性的转录复合物进入核内 ,促进PAI-1和

Ⅶ 胶原基因的表达 ,进而使 ECM 合成增加而降解减

少
[ 3 ,4]
。Ellis等

[ 5]
发现 Smad1 , 2 , 3 , 4和 Smad7 均可作

为转录调节因子调控 Ⅰ 、Ⅲ、Ⅴ胶原基因的转录 ,Kana-

maru等
[ 6]
进一步发现Smad2 ,3诱导系膜细胞α2Ⅰ胶原
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的表达与 P300 转录辅助因子有关 ,而这一进程可被

Smad7基因转染所抑制 。同样 , Isono 等
[ 7]
也发现在糖

尿病肾病 ,肾小球硬化存在 Smad 信号分子的活化 ,其

中 Smad3 介导 TGF-β 对系膜细胞 Fibronectin 基因的

表达 。

　　我们在梗阻性肾病肾小管间质纤维化(TIF)模型

中检测了Smad2 ,3 ,6 ,7的表达
[ 8 , 9]
,但未了解到 Smad4

的变化 ,以前的结果初步了解到 Smads蛋白活化与小

管间质的纤维化有关 ,但在肾小球硬化模型中 Smads

蛋白表达变化是否存在 TIF 相似的变化是本次研究的

主要目的 。我们采用 Smad2 3抗体(同时识别 Smad2

和Smad3抗原)、Smad4 和 Smad7 抗体进行免疫组化 ,

发现正常肾脏均存在有丰富 Smad2 , 3 , 4 , 7 的表达 ,

Smad2 、Smad3和 Smad4主要在肾小球和肾小管上皮细

胞内有表达。Smad7蛋白主要在肾小球内表达 ,肾小

管表达非常少。图像分析表明随着肾功能衰竭进程的

延长 ,肾小球和肾小管细胞内 Smad2 、3和 Smad4蛋白

表达逐渐增加 , 12周达高峰 ,而肾小球内 Smad7蛋白

表达却逐渐下降 ,同时模型肾组织的羟脯氨酸含量随

病程的延长含量增高 ,上述结果表明 Smad2 , 3 ,4 的高

表达和负调控 Smad7表达下降可能是该模型 TGF-β致

肾小球硬化加重的主要原因之一。

　　Smad7基因的表达和调控在肾纤维化出现异常 ,

启发我们想出了新的治疗途径 。Smad7是细胞内 TGF-

βⅠ型受体的拮抗蛋白 ,能与活化 Ⅰ型受体牢固结合 ,

阻止 R-Smads的磷酸化 ,从而自动反馈调节 TGF-β对

靶基因的转录
[ 10]
。在体外研究条件下 ,TGF-β能引起

R-Smad 磷酸化并同时可迅速诱导 Smad7 基因 mRNA

表达 ,这些观察说明细胞内的确存在有正调控(Smad2 ,

3)和负调控 Smad(Smad7)蛋白的平衡。Smad3-Smad4

复合体可与Smad7基因增强子 SBE(GTCTAGAC)元件

结合 ,从而促进 Smad7 mRNA 转录
[ 10]
。由于在本实验

模型中未见Smad7蛋白反馈性增高 ,负调控机制丧失 ,

这就加重了 TGF-β的致纤维化作用。因此 ,通过体内

基因转移 ,将Smad7全长序列基因转移到有纤维化病

变部位 ,加强负调控作用 ,恢复细胞内正调控和负调控

Smads蛋白的平衡 ,有可能缓解肾小球硬化。
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　　(上接 1140页)
转移性神经鞘瘤直径为 2 cm ,按常规计算需植入放射性 125 I 粒

子10 mCi , 实际植入 10.8 mCi。术后第 38 天病灶由直径 2 cm

缩小0.5 cm , 术后 3 个月病灶完全消失 , 术后 7 个月仍未见复

发 ,无明显不良反应。结果提示瘤体内植入放射性 125 I 粒子有

可能成为神经鞘瘤的有效治疗手段 ,值得临床进一步观察。
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