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[摘　 要] 　 目的　 探讨血管紧张素受体 ＡＴ１ 相关的受体蛋白(ＡＰＪ)激动剂 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对高血压性肾纤维化的影响

及其机制ꎮ 方法　 １２ 周龄雄性自发性高血压大鼠随机分为对照组、１ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１０ μｇ / (ｋｇｄ)
Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组ꎻＡｐｅｌｉｎ￣１３ 通过尾静脉给药ꎮ 测量大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白量、血清肌酐和尿素

氮浓度ꎮ 采用套尾法测量尾动脉收缩压ꎬＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察大鼠肾脏组织学改变ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肾脏

组织中自噬相关蛋白微管相关蛋白 １ 轻链 ３(ＬＣ３)、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 和 ｐ６２ 的表达ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬ１０ μｇ / (ｋｇｄ)
Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组以剂量依赖方式降低大鼠收缩压、２４ ｈ 尿蛋白量、血清肌酐和尿素氮水

平、肾脏损伤评分和胶原容积分数(均 Ｐ<０.０５)ꎬ减轻肾小管上皮细胞水肿ꎬ减少间质胶原沉积ꎬ降低肾间质纤维化

程度ꎮ １０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组也以剂量依赖方式增加大鼠肾脏组织中 ＬＣ３￣Ⅱ
表达和 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达ꎬ降低 ｐ６２ 表达(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 抑制高血压性肾纤维化

的进展ꎬ其机制可能与 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 抑制细胞自噬有关ꎮ
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　 　 高血压性肾纤维化是常见的高血压肾脏并发

症ꎬ可导致肾单位丢失ꎬ肾脏结构毁损和肾功能的

恶化ꎬ最终导致肾脏功能丧失[１]ꎮ 肾纤维化的发病

机制还未阐明ꎬ与细胞外基质在肾脏的过度沉积有

关[２￣３]ꎮ 自噬是真核生物中用于降解和回收利用细

胞内生物大分子和受损细胞器的过程[４]ꎮ 自噬参

与了细胞外基质代谢的调控ꎬ与肾纤维化的发生发

展密切相关[５]ꎮ Ａｐｅｌｉｎ 是 Ｇ 蛋白耦联受体血管紧

张素受体 ＡＴ１ 相关的受体蛋白 ( ｐｕｔａｔｉｖｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＡＴｌꎬＡＰＪ)的
天然配体[６]ꎮ Ａｐｅｌｉｎ / ＡＰＪ 系统在肾脏有广泛的表

达ꎬ与肾脏纤维化关系密切[７]ꎻ在进行血液透析的

肾纤维化患者ꎬ血浆 Ａｐｅｌｉｎ 水平明显低于正常人

群[８]ꎮ 因此本研究拟观察 ＡＰＪ 激动剂 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对

肾纤维化的影响ꎬ并从细胞自噬的角度探讨 Ａｐｅｌｉｎ￣
１３ 抑制大鼠肾纤维化的机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

　 　 自发性高血压大鼠( ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ
ｒａｔꎬＳＨＲ)由中国科学院上海实验动物中心提供ꎬ１２
周龄ꎬ雄性ꎬ体重 ２４０±２０ ｇꎮ
１.２　 药品、试剂和仪器

Ａｐｅｌｉｎ￣１３(北京康肽生物科技有限公司)ꎬ兔抗

鼠 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、微管相关蛋白 １ 轻链 ３(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓ￣
ｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ￣３ꎬＬＣ３)、ｐ６２ 和 β￣ａｃｔｉｎ 一

抗单克隆抗体以及辣根过氧化物酶标记羊抗兔二

抗(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎮ ＲＢＰ￣１Ｂ 型大鼠尾压计(中日

友好临床医学研究所)ꎬ垂直电泳仪与转膜系统(美
国 Ｈｏｅｆｅｒ 公司)ꎬＣＫ２ 型倒置显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司)ꎮ
１.３　 实验动物和分组

ＳＨＲ 大鼠适应性喂养 １ 周后分为 ４ 组ꎬ每组 １０
只ꎮ １、１０、１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组:大鼠尾静

脉注射给予 １、１０、１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ꎬ处理

１２ 周ꎻ对照组:大鼠通过尾静脉注射等体积生理盐

水ꎬ处理 １２ 周ꎮ 大鼠每笼饲养 ４~６ 只ꎬ用大鼠代谢

笼留取 ２４ ｈ 尿液ꎬ自由进食水ꎬ由专人负责饲养ꎬ每
天保持 １２ ｈ 光照ꎬ温度为 ２２℃±３℃ꎮ
１.４　 标本留取

每周称量体重ꎬ根据体重调整给药剂量ꎮ 每 ３
周采用套尾法测量尾动脉收缩压ꎮ 通过代谢笼每 ３
周留取 ２４ ｈ 尿液ꎬ采用双缩脲法检测 ２４ ｈ 尿蛋白

量ꎮ １２ 周后ꎬ采用 ０.４％戊巴比妥钠按 ５０ ｍｇ / ｋｇ 体

重腹腔注射麻醉大鼠ꎮ 左侧颈总动脉插管ꎬ放血 ５
ｍＬꎬ分离血清ꎬ全自动生物化学分析仪测定血清肌

酐和尿素氮水平ꎮ 放血处死大鼠ꎬ迅速摘取双侧肾

脏ꎬ一侧肾脏放入液氮中速冻ꎬ然后放入－８０℃冰箱

保存ꎻ另一侧肾脏放入 １０％中性甲醛中固定ꎮ
１.５　 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色

固定后的肾组织常规包埋ꎬ切片ꎬ分别进行 ＨＥ
染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎮ 显微镜下观察并拍照ꎬ采用

Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 图像分析软件对图像进行分析ꎬ
ＨＥ 染色切片分别用等级 ０ 到 ４ 进行肾小球和肾间

质损伤的半定量评分ꎬ并计算损伤的平均积分[９]ꎮ
Ｍａｓｓｏｎ 染色切片在 ２００ 倍视野进行观察ꎬ蓝染区域

为胶原沉积ꎬ测量胶原沉积面积和图像总面积ꎬ计
算胶原容积分数 ( ｃｏｌｌａｇｅｎ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎꎬＣＶＦ)ꎬ
ＣＶＦ＝胶原沉积面积 / 图像总面积×１００％[１０]ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

收集肾组织ꎬ剪成小碎ꎬ在冰上碾碎ꎬ加入蛋白

裂解液ꎬ提取细胞总蛋白ꎮ ＢＣＡ 法测定样本的蛋白

浓度ꎮ 蛋白样本在 ２×ＳＤＳ 凝胶加样缓冲液中煮沸ꎮ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离蛋白ꎬ用半干转膜仪将蛋白转移到

聚偏氟乙烯(ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＶＤＦ)膜ꎮ ５％脱脂

牛奶室温下孵育 ＰＶＤＦ 膜 ２ ｈꎮ 加入兔抗鼠 Ｂｅｃｌｉｎ￣１
(１ ∶ ３００)、ＬＣ３(１ ∶ ２００)、ｐ６２(１ ∶ ３００)和 β￣ａｃｔｉｎ
(１ ∶ ４００)的一抗ꎬ４℃过夜ꎮ 加入辣根过氧化物酶

标记的二抗ꎬ４℃下孵育 ４ ｈꎮ 蛋白质印迹荧光检测

试剂盒曝光于 Ｘ 光片ꎬ经显影、定影后ꎬ凝胶图像分

析系统对胶片扫描及半定量分析ꎮ
１.７　 统计学处理

计量数据采用ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用单因素

方差分析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎮ 采用

ＳＰＳＳ １８.０ 统计软件对数据进行分析ꎬＰ<０.０５ 认为

差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对高血压大鼠收缩压的影响

　 　 在实验第 ３ 周ꎬ１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组大

鼠收缩压与对照组比较显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ在实验

第 ６、９ 和 １２ 周ꎬ１０ μｇ / ( ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１００
μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组大鼠收缩压与对照组、１
μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较均显著降低(均 Ｐ<
０ ０５)ꎮ 在实验第 １２ 周ꎬ１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３
组大鼠收缩压与 １０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较

显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对大鼠收缩压的影

８３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １ꎬ２０１７



响呈现剂量依赖性(表 １)ꎮ

表 １. Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对高血压大鼠收缩压的影响(ｎ＝ １０ꎬｍｍＨｇ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｏｎ ｔｈｅ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ (ｎ＝ １０ꎬｍｍＨｇ)

分　 组 ０ 周 ３ 周 ６ 周 ９ 周 １２ 周

对照组 １６９.６３±１５.８４ １８６.６４±１６.７４ １９８.８５±１８.２５ ２１３.６２±１８.３５ ２３１.８４±１９.２６
１ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 １７１.３２±２１.３７ １８４.４３±１５.９３ １９５.１３±１７.５１ ２０８.４１±１９.１７ ２２１.４２±１８.３４
１０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 １６７.８５±１７.９６ １８２.６３±２１.６３ １８５.４３±２２.８１ａｂ １８７.３３±１５.９７ａｂ １８４.４２±１６.７２ａｂ

１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 １７２.３４±１５.８２ １７８.６４±１７.９４ａ １８０.７２±１８.６２ａｂ １８１.５３±１８.０３ａｂ １７２.８５±２０.１５ａｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎮ

２.２　 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对高血压大鼠肾脏功能的影响

实验第 ３ 周ꎬ１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 ２４ ｈ 尿

蛋白量与对照组比较显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ实验第 ６、９、
１２ 周ꎬ１０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１００ μｇ / (ｋｇｄ)
Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 ２４ ｈ 尿蛋白量与对照组、１ μｇ / (ｋｇｄ)
Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较均显著降低(均 Ｐ<０ ０５)ꎻ实验第

１２ 周ꎬ１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 ２４ ｈ 尿蛋白量

与 １０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较显著降低(Ｐ<
０.０５)ꎮ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白量的影响呈现

剂量依赖性(表 ２)ꎮ
实验 １２ 周后ꎬ动脉采血测定大鼠血清肌酐和尿

素氮水平ꎮ 与对照组、１ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比

较ꎬ１０ μｇ / ( ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１００ μｇ / (ｋｇｄ)
Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组血清肌酐和尿素氮水平均显著降低(均 Ｐ
<０.０５)ꎻ１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组血清肌酐和尿

素氮水平比 １０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组显著降低

(Ｐ<０.０５)ꎮ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对大鼠血清肌酐和尿素氮水

平的影响呈现剂量依赖性(表 ３)ꎮ

表 ２. Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对高血压大鼠 ２４ ｈ 尿蛋白量的影响(ｎ＝ １０ꎬｍｇ)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ２４ ｈ ｕｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ (ｎ＝ １０ꎬｍｇ)

分　 组 ０ 周 ３ 周 ６ 周 ９ 周 １２ 周

对照组 １７.９４±１.３４ ２３.８１±１.９４ ２９.６５±３.２５ ３４.２６±２.８４ ３８.８３±４.３２
１ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 １６.９４±２.０７ ２２.９１±２.３４ ２７.３４±２.１１ ３２.６６±３.６１ ３５.３９±３.９５
１０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 １８.７１±１.５２ ２１.５２±３.１４ ２２.８７±２.２９ａｂ ２４.９３±２.３８ａｂ ２５.１４±１.８４ａｂ

１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 １７.２６±１.１３ １９.７２±１.４２ａ ２０.７７±１.７５ａｂ １９.８６±２.１３ａｂ １８.３４±２.０７ａｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎮ

表 ３. Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对高血压大鼠血清肌酐和尿素氮水平的影响(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｕｒｅａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ (ｎ＝ １０)

分　 组 肌酐(ｍｍｏｌ / Ｌ) 尿素氮(μｍｍｏｌ / Ｌ)

对照组 ６８.７２±６.２１ １３.６４±２.０５
１ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 ６１.２３±５.３４ １２.９７±１.６４
１０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 ４２.８１±５.１６ａｂ ８.１３±１.１３ａｂ

１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 ２９.７３±２.０４ａｂｃ ６.４８±０.８６ａｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎮ

２.３　 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对高血压大鼠肾脏形态结构的影响

ＨＥ 染色结果显示ꎬ对照组大鼠肾脏小动脉的

管壁增厚ꎬ管腔变窄ꎬ肾皮质和髓质变薄ꎬ有炎性细

胞浸润ꎬ肾小管上皮细胞水肿ꎬ部分肾小管萎缩ꎬ肾
间质成纤维细胞增生ꎮ Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示ꎬ肾间

质中可见明显胶原沉积ꎻ肾脏损伤评分增加ꎬ符合

高血压性肾纤维化的特征ꎮ 与对照组比较ꎬ １０
μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３
组肾脏小动脉管壁明显变薄ꎬ管腔增宽ꎬ肾小球结构

清晰ꎬ肾小管上皮细胞水肿减轻ꎬ没有明显的肾小管

萎缩ꎬ肾间质成纤维细胞减少ꎬ间质胶原沉积明显减

少ꎬ肾间质纤维化程度明显降低(图 １)ꎮ 与对照组、１
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μｇ / (ｋｇ  ｄ ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 比 较ꎬ １０ μｇ / (ｋｇｄ)
Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组肾脏损伤

评分 和 ＣＶＦ 均 显 著 降 低 (均 Ｐ < ０.０５)ꎻ 与 １０
μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 比 较ꎬ １００ μｇ / ( ｋｇ  ｄ)

Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组肾脏损伤评分和 ＣＶＦ 均显著降低(均 Ｐ
<０.０５)ꎮ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对肾脏损伤评分和 ＣＶＦ 的影响

呈现剂量依赖性(表 ４)ꎮ

图 １. Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对高血压大鼠肾脏组织形态学的影响(２００×) 　 　 上图为 ＨＥ 染色ꎬ下图为 Ｍａｓｓｏｎ 染色ꎮ 从左到右依次为对照组、
１ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｏｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ (２００×)

表 ４. Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对高血压大鼠肾脏损伤评分和 ＣＶＦ 的影响(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ＣＶＦ ｉｎ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ (ｎ＝ １０)

分　 组
肾脏损伤评分

肾小球 肾小管

ＣＶＦ(％)

肾小球 肾小管

对照组 ３.１５±０.４３ ３.５２±０.５１ １８.６４±２.６５ １３.４３±２.０７
１ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 ３.１２±０.３５ ３.４７±０.４１ １７.３８±２.０３ １２.６５±１.８６
１０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 ２.３７±０.２８ａｂ ２.８６±３.１２ａｂ １０.２４±１.４７ａｂ ６.８１±０.７９ａｂ

１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组 ２.０３±０.２７ａｂｃ ２.３５±０.２２ａｂｃ ５.６７±０.８９ａｂｃ ３.２６±０.５１ａｂｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎮ

２.４ 　 大鼠肾脏组织 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 和 ｐ６２ 表达的

变化

与对照组、１ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎬ１０
μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组、１００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣
１３ 组大鼠肾脏组织中 ＬＣ３￣Ⅱ表达和 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣
Ⅰ比值及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达均显著增加(均 Ｐ<０.０５)ꎬ而
ｐ６２ 表达显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 １０ μｇ / ( ｋｇｄ)
Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎬ１００ μｇ / ( ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组大

鼠肾脏组织中 ＬＣ３￣Ⅱ表达和 ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ比值及

Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达均显著增加(均 Ｐ<０.０５)ꎬ而 ｐ６２ 表达

显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对自噬相关蛋白表

达的影响呈现剂量依赖性(图 ２)ꎮ

３　 讨　 论

肾纤维化是高血压引起肾病理损害的主要表

现ꎬ是导致肾功能衰竭的重要病因ꎮ 高血压性肾纤

维化严重危害人类的健康ꎬ一方面是由于血压控制

不理想ꎬ另一方面是目前还缺乏有效治疗高血压肾

纤维化的药物ꎮ 阐明高血压肾纤维化的发生机制ꎬ
寻找新的安全有效的防治高血压性肾纤维化的方

法已成为目前的焦点问题ꎮ ＳＨＲ 是由 Ｏｋａｍｏｔｏ 在

１９６３ 年用 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠培育而产生的ꎬ其高血压的发

生率高ꎬ很多生理学特征接近人类ꎬ是目前公认的

人类原发性高血压的理想动物模型ꎬ广泛用于高血

０４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １ꎬ２０１７



压及其并发症的研究[１１]ꎮ

图 ２. Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对高血压大鼠肾脏 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３ 和 ｐ６２ 表达的影响(ｎ＝ １０)) 　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 １ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组ꎬＣ
为 １０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组ꎬＤ 为 １００ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比

较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １０ μｇ / (ｋｇｄ) Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ꎬ ＬＣ３ ａｎｄ ｐ６２ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ (ｎ＝ １０)

　 　 Ａｐｅｌｉｎ 是从牛胃分泌物中提取的多肽ꎬ是 ＡＰＪ
的内源性配体ꎮ Ａｐｅｌｉｎ / ＡＰＪ 系统在全身的多个系

统和器官均有分布ꎮ Ａｐｅｌｉｎ / ＡＰＪ 系统与多种促纤

维化细胞因子之间存在相互联系ꎬ参与了多种器官

纤维化的发生ꎬ包括心肌纤维化、肝脏纤维化和肾

脏纤维化等ꎮ 研究发现外源性 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 对糖尿病

大鼠心肌纤维化的发生具有抑制作用ꎬ其机制可能

与抑制 ＴＧＦ￣β１ / ＴβＲ / Ｓｍａｄｓ 信号通路的过度激活有

关[１２]ꎮ Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 通过下调转化生长因子 β１( ｔｒａｎｓ￣
ｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β１ꎬＴＧＦ￣β１)的表达而上调基

质金属蛋白酶的表达改善糖尿病心肌间质纤维

化[１３]ꎮ 外源性 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 抑制腹主动脉缩窄法诱导

的大鼠心肌纤维化ꎬ其机制可能通过调节基质金属

蛋白酶 ２ /基质金属蛋白酶抑制物 １ 的表达ꎬ抑制细

胞外基质合成[１４]ꎮ 在进行维持性血液透析的肾纤

维化患者的血浆中 Ａｐｅｌｉｎ 的水平明显低于正常人

群[８]ꎮ 伴有冠心病的肾衰进行透析的患者ꎬ其血浆

的 Ａｐｅｌｉｎ 水平会显著低于不伴有冠心病的患者[１５]ꎮ
本研究的结果显示 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 减少了 ＳＨＲ 肾间质成

纤维细胞ꎬ减少了间质胶原沉积ꎬ降低了肾间质纤

维化的程度ꎬ降低了肾脏损伤评分和 ＣＶＦꎬ这表明

Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 能抑制高血压性肾纤维化ꎮ
自噬是一种真核细胞进化过程中高度保守的

机制ꎬ在自噬相关基因的调控下利用溶酶体降解细

胞内长寿蛋白质、受损细胞器和入侵微生物ꎮ ＬＣ３
和 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 是自噬标志性蛋白ꎬＬＣ３ 最初合成一个

未处理的形式即前体 ＬＣ３ꎬ但立即被 Ａｔｇ４ 裂解ꎬ产
生一种活跃的细胞溶质形式被称为 ＬＣ３￣Ⅰꎮ 随着

Ａｔｇ７ 的催化和 Ｅ２ 酶 Ａｔ９３ 的结合ꎬＬＣ３￣Ⅰ和丰富的

膜磷脂即磷脂酰乙醇胺相互作用产生了 ＬＣ３￣Ⅱꎮ
因为 ＬＣ３￣Ⅱ的相对量反映了自噬体的含量ꎬＬＣ３￣
Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ常用于自噬水平的标记ꎮ ｐ６２ 是自噬降
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解的标志物ꎬ它常用来反映自噬活性ꎮ 自噬作为一

种存活机制ꎬ在损伤因素作用下ꎬ能改变肾脏的细

胞自噬水平ꎬ维持细胞内稳态平衡ꎬ因此自噬参与

了肾脏纤维化的发生发展ꎮ 细胞自噬水平低可促

进肾纤维化的发生ꎬ自噬可调节 ＴＧＦ￣β 的表达抑制

肾脏 纤 维 化 的 形 成[１６￣１７]ꎮ 本 研 究 的 结 果 显 示

Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 增加 ＳＨＲ 肾脏组织中的 ＬＣ３￣Ⅱ的表达和

ＬＣ３￣Ⅱ / ＬＣ３￣Ⅰ的比值及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 的表达ꎬ降低 ＳＨＲ
肾脏组织中 ｐ６２ 的表达ꎮ 这些结果说明 Ａｐｅｌｉｎ￣１３
能抑制 ＳＨＲ 肾脏组织中细胞自噬的水平ꎬ这可能是

Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 抑制肾纤维化机制ꎮ 细胞自噬的调控机

制十分复杂ꎬ涉及到人雷帕霉素靶蛋白、磷脂酰肌

醇 ３ 激酶Ⅲ、磷酸腺苷活化的蛋白激酶和死亡相关

蛋白激酶等信号分子ꎬ但详细的机制还有待进一步

的研究ꎮ
总之ꎬ我们的研究阐明了 ＡＰＪ 激动剂 Ａｐｅｌｉｎ￣１３

能抑制大鼠高血压性肾纤维化的进展ꎬ其机制可能

与 Ａｐｅｌｉｎ￣１３ 抑制细胞自噬有关ꎮ 我们的研究为肾

纤维化的防治提供了新的策略和思路ꎮ
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