
书书书

畜牧兽医学报　２０１２，４３（３）：４５９４６８

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

去乙酰化蛋白酶１在马兜铃酸肾纤维化模型中对

犜犌犉β１／犛犿犪犱７信号通路的作用
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摘　要：检测马兜铃酸肾纤维化（ＡＡＮ）模型肾组织中转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）、Ｓｍａｄ７、去乙酰化蛋白酶１

（ＨＤＡＣ１）的ｍＲＮＡ和蛋白表达变化，探讨ＨＡＤＣ１和Ｓｍａｄ７的表达在ＡＡＮ发展中的作用及两者间的联系。ＲＴ

ＰＣＲ检测 ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ７和 ＨＤＡＣ１的 ｍＲＮＡ表达，ＥＬＡＳＡ检测 ＴＧＦβ１的蛋白表达，免疫组化定位和检测

ＨＡＤＣ１和Ｓｍａｄ７蛋白，ＨＥ染色观察肾病理学改变。结果显示：ＡＡＮ模型肾组织中ＴＧＦβ１和 ＨＤＡＣ１ｍＲＮＡ表

达呈时间依赖性升高，ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达较对照组有明显差异（犘 ＜０．０５），２８ｄ开始ＡＡＮ组中 ＨＤＡＣ１ｍＲＮＡ增

加，差异极显著（犘＜０．０１）；Ｓｍａｄ７ｍＲＮＡ和蛋白表达均呈下降趋势，ＨＤＡＣ１蛋白免疫组化染色强度呈上调趋势，

与对照组比较 ＨＤＡＣ１阳性着色主要分布于上皮细胞和间质细胞的细胞核；肾脏病理表现为肾小管浊肿、变性和

脱落等急性小管间质损伤，并随用药时间的延长呈进行性加重。本研究表明肾组织中Ｓｍａｄ７弱表达可促进ＴＧＦ

β１信号转导，ＨＤＡＣｌｍＲＮＡ和蛋白在肾组织中的高表达并参与ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ７信号通路在肾纤维化发展中起重

要作用，可能是潜在的新作用靶点。
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ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ１

　　马兜铃酸（ＡｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃＡｃｉｄ，ＡＡ）可激活肾小

管上皮细胞分泌大量ＴＧＦβ（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒβ）等细胞因子，这些细胞因子作用于肾间质

成纤维细胞，促其分泌细胞外基质。ＴＧＦβ超家族

成员是上皮细胞—间充质细胞转化过程的经典调控

因子［１］，是一种促纤维化因子［２］，可刺激上皮细胞向

间质细胞转化。马兜铃酸Ⅰ（ＡＡⅠ）是ＡＡ的主要

毒性成分，对肾组织有慢性毒性作用，可引起马兜铃

酸 肾 纤 维 化 （Ａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃ Ａｃｉｄ Ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，

ＡＡＮ），肾纤维化是各种形式肾脏病发展的最终共

同途径，对肾脏功能有进行性不可逆转的损害，明确

其作用机理对于防治肾纤维化具有意义。越来越多

的研究揭示ＴＧＦβ１信号通路的调节机制
［３６］，特别

是通过Ｓｍａｄ７蛋白的泛素化或乙酰化修饰，调节

ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ７信号通路在不同生理病理状态下的

功能［７］。ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ７信号通路参与了ＡＡⅠ诱

导的小鼠肾小管上皮细胞转分化，且ＡＡⅠ显著抑

制 ＴＧＦβ１信号负调控因子Ｓｍａｄ７的 ｍＲＮＡ 表

达，这种抑制作用呈时间和剂量依赖性［８］。Ｓｍａｄ７

的缺失导致小鼠发生肾纤维化和肾脏炎症［９］，研究

发现，Ｓｍａｄ７是泛素化和乙酰化的靶点
［１０］。乙酰化

通过阻止赖氨基酸残基的泛素化避免蛋白降解，

Ｓｍａｄ７的乙酰化与去乙酰化是一个动态平衡过程，

共同调节Ｓｍａｄ７的稳定性。基于以上论点，本研究

的切入点为ＡＡⅠ可显著下调Ｓｍａｄ７的 ｍＲＮＡ表

达，那么其蛋白表达是否也会下降，研究Ｓｍａｄ７的

表达下调是否因乙酰化不足而使蛋白质不稳定引起

的；研究ＡＡⅠ对与Ｓｍａｄ７蛋白相关的 ＨＤＡＣ１的

影响，分析Ｓｍａｄ７蛋白表达的变化，找出ＡＡⅠ作用

的新靶点；研究分析 ＡＡＮ模型肾组织中 ＨＤＡＣ１

的定位和基因蛋白表达量的变化，为 ＡＡＮ作用机

制分子机理研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验动物分组及标本采集

ＳＰＦ级昆明鼠４０只，雌雄各半，体质量（２０±

２）ｇ，３～４周龄，由中国军事医学科学院实验动物

中心提供，随机分为ＡＡＮ模型组（狀＝３５）和正常对

照组 （狀＝５），自 由 饮 食。ＡＡＮ 组 按 ＡＡＩ８

ｍｇ·（ｋｇ·ｄ）
－１灌胃，正常对照组等容量饮用水灌

胃，分别于第７（Ｄ７）、１４（Ｄ１４）、２１（Ｄ２１）、２８（Ｄ２７）、

３５（Ｄ３５）、４２（Ｄ４２）和４９（Ｄ４９）天断颈处死ＡＡＮ模

型组昆明鼠５只，对照组于第２８天断颈处死，采取

的肾组织样品一半置于液氮罐中保存用于提取

ＲＮＡ，另一半做石蜡切片进行 ＨＥ染色和免疫组化

染色。

１．２　药品和试剂

ＡＡⅠ购自中国药品监查所，抗小鼠ＨＤＡＣ１单

克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司）、抗兔Ｓｍａｄ７多克隆抗体

（Ｓａｎｔａ公司），二抗分别为辣根过氧化酶标记的山

羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）和山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、显

色系统为辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）／二氨基丁酸

（ＤＡＢ）均购自北京中杉金桥生物技术开发公司，鼠

ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ试剂盒（北京康为世纪生物科技

有限公司），山羊超敏二步法免疫组化检测试剂

（ＧＢＩ公司），ＭＭＬＶ反转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）。

１．３　方法

１．３．１　肾脏组织ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ７和 ＨＤＡＣ１ｍＲＮＡ

表达的检测　　半定量逆转录聚合酶链式反应法

（ＲＴＰＣＲ）检测ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ７和ＨＤＡＣ１ｍＲＮＡ表

０６４
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达。每组取一块组织，ＴＲＩｚｏｌ一步法提取肾组织总

ＲＮＡ，超微量核酸蛋白测定仪检测ＲＮＡ含量，所有

样品２６０ｎｍ 和２８０ｎｍ 吸光度比值在１．８～２．０。

从ＧｅｎＢａｎｋ中查基因序列，根据引物设计原则，利

用Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计。引物序列由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成（详见表１）。ＲＮＡ逆

转录合成ｃＤＮＡ后进行ＰＣＲ扩增，反应条件：９５℃

５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５３℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循环；

７２℃１０ｍｉｎ。以βａｃｔｉｎ为内参照。扩增反应完毕

后，分别取扩增产物各５μＬ加上样缓冲液１μＬ，用

１％的琼脂糖凝胶在１００Ｖ电压下电泳５０ｍｉｎ，用

凝胶成像系统获取图片。用凝胶图像分析软件系统

分析图片吸光度，获得相应的吸光值，以所获得的各

指标的吸光度与内参照βａｃｔｉｎ吸光度的比值代表

半定量值。

表１　引物序列及犘犆犚参数

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪狀犱狋犺犲狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犘犆犚

基因

Ｇｅｎｅ

引物序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

产物大小／ｂｐ

ＰＣＲｆｒａｇｍｅｎｔ

ＴＧＦβ１
Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＧＡＡＧＣＧＧＡＣＴＡＣＴＡＴＧＣＴＡＡＡＧＡＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＧＴＴＴＴＣＴＣＡＴＡＧＡＴＧＧＣＧＴＴＧＴＴ
５２．５ ３１０

Ｓｍａｄ７
Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＡＧＣＴＣＡＡＴＴＣＧＧＡＣＡＡＣＡＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＡＣＣＡＧＧＧＡＡＣＡＣＴＴＴＧＴＧＣ
５９．０ ３０７

ＨＤＡＣ１
Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＣＣＡＡＣＡＴＧＡＣＣＡＡＣＣＡＧＡＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＴＧＴＣＡＧＧＧＴＣＣＴＣＡＴＣ
５２．５ ４１５

βａｃｔｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣＣＡＴＣＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＴＣＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ
５９．８ ２２８

１．３．２　免疫组化法检测Ｓｍａｄ７和 ＨＤＡＣ１表达　

　采用免疫组织化学链霉菌抗生物素蛋白过氧化

物酶连结法（ＳＰ）检测 ＨＤＡＣ１和Ｓｍａｄ７的蛋白表

达。石蜡切片常规脱蜡至水，枸橼酸盐缓冲液微波

抗原修复后用ＴｒｉｔｏｎＸ１００细胞膜打孔，灭活内源

性酶后用非免疫血清封闭，以上每一步骤之后均用

ＰＢＳ液充分漂洗，继之按卵白素生物素过氧化物

酶复合物法（ＳＰ法）进行免疫组织化学反应，染色程

序按试剂盒说明书进行，滴加一抗 ＨＤＡＣ１／Ｓｍａｄ７

抗体，浓度为１∶３００，４℃孵育过夜，ＰＢＳ液漂洗，

滴加二抗（即用型），经ＤＡＢ显色，苏木素复染。以

ＰＢＳ代替一抗为阴性对照，镜下细胞核呈棕黄色为

阳性表达细胞。用显微镜观察，每组随机观察１０个

视野，分析各视野下阳性目标光密度和阳性面积百

分比，以二者之积代表待测抗原的量。

１．３．３　双抗体夹心酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测定

ＴＧＦβ１　 　采用双抗体夹心酶联免疫吸附法

（ＥＬＩＳＡ）检测血清中ＴＧＦβ１的水平。向预先包被

了ＴＧＦβ１单克隆抗体的酶标孔中加入ＴＧＦβ１，温

育；洗涤后，加入ＨＲＰ标记过的ＴＧＦβ１抗体，再经

过温育和洗涤，去除未结合的酶，然后加入底物Ａ、

Ｂ，产生蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色，

加入终止液，４５０ｎｍ 波长下测量各孔的吸光度值

（ＯＤ值）。根据标准品的浓度及对应的ＯＤ值计算

出标准曲线的直线回归方程，再根据样品的ＯＤ值

在回归方程上计算出对应的样品浓度。

１．３．４　苏木素伊红（ＨＥ）染色检查肾脏病变　　

取肾脏组织，常规制备４μｍ石蜡切片，常规 ＨＥ染

色。采用ＪＤ８０１形态学图像分析系统进行分析。

肾小管损伤程度采用“点计数”评估：在高倍视野（×

２００）下选取２０个肾皮质视野，观察显微镜目镜的标

尺上出现肾小管损伤的点数，计算损伤肾小管（小管

扩张、变性、坏死和萎缩等）的数目占总肾小管数目

的百分比。肾小管间质损伤（Ｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｉｎ

ｊｕｒｙ，ＴＩ）指数判断标准包括：（１）皮质区肾间质纤

维化程度；（２）炎性细胞浸润程度；（３）肾小管扩张或

萎缩程度。损伤程度分为６级
［１１］∶０级为正常；１

级为病变范围＜１０％；２级为病变范围１０％～２４％；

３级为病变范围２５％～５０％；４级为病变范围５１％

～７５％；５级为病变范围＞７５％。每张切片随机选

取２０个皮质区视野（×１００）。

１６４
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１．４　统计分析

计量资料数据采用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１７．０统计

分析软件进行统计学处理，组间比较采用单因素方

差分析。

２　结　果

２．１　犎犈染色反应的病理变化

ＡＡＮ模型组用药后第７天肾小球未见损害，肾

小管间质、肾血管已发生轻微病变；第１４天肾小球

未见改变，部分肾小管上皮细胞发生空泡变性；第

２１天肾小管进行性扩张，上皮细胞胞质疏松、空泡

变性，间质水肿伴有少量的淋巴细胞、单核细胞浸

润；肿胀的小管上皮细胞逐渐缩小，部分远曲小管出

现扩张，个别肾小管萎缩，但未见间质出现纤维化；

第２８天部分肾小管空泡变性呈片状分布，部分小管

基底膜增厚、裸露和断裂，可见散在的小管灶性萎缩

和肾间质纤维化，少数小动脉管壁增厚，管腔狭窄；

第３５天时可见较多肾小管出现萎缩，肾间质出现多

灶性纤维化；第４２天主要表现为皮质区弥漫性炎症

细胞浸润，间质面积进一步增宽，其中可见大量的纤

维组织增生，肾小管进一步扩张，部分肾小管萎缩，

肾小管上皮细胞空泡变性；第４９天ＡＡＮ模型组肾

小管结构严重破坏，代之以浸润的炎性细胞和弥漫

增生的纤维组织，出现弥漫性小管上皮细胞损害，

ＨＥ染色可见大部分小管浊肿，刷状缘脱落，灶性小

管上皮细胞崩解、脱落及空泡变性，偶见基底膜增厚

和裸露；小血管周围及间质有散在炎细胞浸润，以单

核细胞为主（图１）。

２．２　免疫组化蛋白半定量分析犛犿犪犱７和 犎犇犃犆１

蛋白表达

　　从免疫组化结果可以看出，在正常生理情况下

肾小球和肾小管上皮细胞中ＨＤＡＣ１蛋白表达量很

少，ＤＡＢ染色着色较浅，而 ＡＡＮ模型组小鼠在上

述部位的ＨＤＡＣ１蛋白表达量增加，呈阳性表达，着

色较深且有逐渐加深的趋势（图２）。正常昆明鼠肾

脏可见Ｓｍａｄ７蛋白表达的阳性颗粒均匀分布，主要

见于肾小球和肾小管，着色较深，表达量较多。与对

照组相比，ＡＡＮ模型组在肾小管的Ｓｍａｄ７蛋白的阳

性颗粒明显减少，呈散在分布，表明模型组小鼠肾脏

组织中Ｓｍａｄ７蛋白表达减少。通过免疫组化灰度分

析可以看出，随着ＡＡＮ模型灌药时间的延长，Ｓｍａｄ７

阳性表达呈下降趋势，肾小管上皮细胞胞质及胞核中

Ｓｍａｄ７阳性反应蛋白染色逐渐减弱（图３）。ＪＤ８０１形

态学图像分析系统分析免疫组化结果见图４。

２．３　犈犔犐犛犃检测犜犌犉β１表达水平

如图５所示，血清中的 ＴＧＦβ１蛋白表达从灌

胃的第２８天开始呈现升高趋势，差异极显著（犘＜

０．０１），表明ＡＡＮ小鼠模型造模成功至少需要４周

（２８ｄ），ＴＧＦβ１蛋白含量的增多表明 ＡＡＩ作用于

该信号通路，其具体机制还需要进一步研究。

２．４　犚犜犘犆犚半定量分析相关基因表达变化

ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析电泳条带得到各因子

在不同时间 ｍＲＮＡ的相对表达量如图６所示：在

ＡＡＮ模型组肾组织中的ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达量与

对照组相比明显增加，差异显著（犘＜０．０５），不同时

期的模型组之间差异不显著；Ｓｍａｄ７ｍＲＮＡ表达量

则较对照组随着不同的时间逐渐降低，差异不显著；

ＨＤＡＣ１ｍＲＮＡ在第２８—４２天表达量与对照组比

较显著增加，差异极显著（犘＜０．０１）。

３　讨　论

３．１　犃犃与犃犃犖的病理学作用关系

肾纤维化指在各种致病因子（如炎症、损伤、药

物等）的作用下，细胞外基质（ＥＣＭ）大量堆积导致

的肾小管间质纤维化［１２］。肾纤维化是各种形式的

肾脏疾病进展到慢性肾衰竭的共同途径和主要病理

基础，其最终结果是对肾脏功能造成进行性的不可

逆转的损害，因此建立较好的肾纤维化模型对于研

究肾纤维化的发病机制有相当重要的意义。肾纤维

化模型的种类有很多，由马兜铃酸（ＡＡ）诱导的肾

纤维化模型（马兜铃酸肾病模型，ＡＡＮ）就是其中一

个可提供研究肾纤维化病理生理途径的有用模

型［１３］，ＡＡ对肾组织有慢性毒性作用，可引起慢性

肾间质纤维化［１４］。本试验中 ＡＡＮ组小鼠与正常

对照组小鼠病理切片比较，损伤部位主要发生在皮

质部和皮质髓质交界处，主要为近段肾小管上皮细

胞损伤，肾小管上皮细胞损伤主要表现为肾小管上

皮细胞变性、坏死、崩解，变性的细胞出现细胞核变

化；ＡＡ对肾小球和微血管的损伤比肾小管小，肾小

球仅见轻微出血和炎性细胞浸润，仅肾小球微血管

出现管壁增厚和炎性细胞浸润。ＡＡ对肾脏皮质髓

质交界部的损伤，可见小管增宽、大量炎性细胞浸

润、肾小管上皮细胞核变性聚集呈现纤维化趋

势［１５］。ＡＡＮ模型组按照给药时间由低到高对肾脏

组织损伤呈现时间依赖性趋势，给药时间越长造成

的肾脏损伤就越严重。
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图１　犃犃犖小鼠模型肾脏病理（犎犈染色，２００×）

犉犻犵．１　犘犪狋犺狅犾狅犵犻犮犪犾狊犲犮狋犻狅狀狅犳狉犲狀犪犾狋犻狊狊狌犲狅犳犃犃犖犻狀犿狅狌狊犲犻狀犲犻犵犺狋犵狉狅狌狆狊（犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵，２００×）

３６４
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图２　犃犃犖小鼠肾组织犎犇犃犆１表达（免疫组织化学染色，２００×）

犉犻犵．２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犎犇犃犆１狅犳犃犃犖犻狀犿狅狌狊犲犻狀犲犻犵犺狋犵狉狅狌狆狊（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，２００×）
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图３　犃犃犖小鼠肾组织犛犿犪犱７表达（免疫组织化学染色，２００×）

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犛犿犪犱７狅犳犃犃犖犻狀犿狅狌狊犲犻狀犲犻犵犺狋犵狉狅狌狆狊（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，２００×）
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图４　免疫组化灰度值

犉犻犵．４　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵狉犪狔狏犪犾狌犲

图５　犈犔犐犛犃检测犜犌犉β１蛋白水平

犉犻犵．５　犈犔犐犛犃狋犲狊狋犜犌犉犫犲狋犪狆狉狅狋犲犻狀犾犲狏犲犾

图６　各时间点肾组织相关因子的犿犚犖犃表达

犉犻犵．６　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲犾犪狋犲犱犳犪犮狋狅狉狊犿犚犖犃犻狀

狉犲狀犪犾狋犻狊狊狌犲狊犻狀狊犲狏犲狀犵狉狅狌狆狊

３．２　犜犌犉β、犛犿犪犱７和 犎犇犃犆１的基因和蛋白表达

变化在犃犃犖中作用

　　ＴＧＦβ是已知作用最强的一种促肾纤维化的

细胞因子，具有调节细胞的增殖、分泌、迁移和凋亡

等多种生物学活性。在肾纤维化过程中ＴＧＦβ起

着关键作用，涉及到细胞外基质（ＥＣＭ）、细胞增殖

及转分化、炎症浸润等各个环节，既能促进ＥＣＭ 的

生成，又能通过直接或间接途径抑制ＥＣＭ 的降解，

能诱导小管上皮细胞凋亡或转分化为成纤维细胞而

破坏小管细胞的完整性，使其正常表型丧失，分泌一

系列炎性因子和分子，积极参与小管间质微炎症状

态和纤维化进展。ＴＧＦβ通过激活细胞膜表面相

应Ⅰ型及Ⅱ型受体，形成复合体激活细胞内Ｓｍａｄ２

和Ｓｍａｄ３，后者再与Ｓｍａｄ４结合并转入核内启动相

关基因表达。活化的 ＴＧＦβ１ 磷酸化 ＲＳｍａｄｓ

（Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３）启动了ＴＧＦβ１信号转导通路的同

时也激活了抑制因子Ｓｍａｄ７，ＴＧＦβ对Ｓｍａｄ７的

诱导能力揭示了Ｓｍａｄ７是具有负反馈调节ＴＧＦβ

功能的细胞分泌因子，可抑制ＴβＲＩ对ＲＳｍａｄｓ的

磷酸化［１６］，增加泛素介导的ＴβＲＩ自身的降解
［１７］，

阻抗ＴＧＦβ的信号转导。

Ｓｍａｄ７是ＴＧＦβ功能特有的内源性抑制因子，

能抑制 ＲＳｍａｄｓ的磷酸化从而抑制 ＴＧＦβ的效

应［１８１９］，因此对其表达的调控可能成为阻断肾小球

ＴＧＦβ效应的生理学基础。Ｓｃｈｉｆｆｅｒ等
［２０］建立的肾

纤维化模型中，Ｓｍａｄ７转基因治疗可以明显阻止

ＴＧＦβ１的信号转导，抑制肾纤维化。乙酰化的

Ｓｍａｄ７在ＨＤＡＣ１的作用下去乙酰化后与泛素连接

酶结合，加速Ｓｍａｄ７的降解
［２１］，非组蛋白Ｓｍａｄ７直

接募集ＨＤＡＣ１，促进组蛋白去乙酰化，导致染色质

凝缩，阻碍转录起始复合物的形成而抑制转录，且这

种作用可被 ＨＤＡＣｓ蛋白酶抑制剂所阻断，故推断

ＨＤＡＣｌ在肾纤维化中是一个极佳的抗纤维化作用

靶位。

ＨＤＡＣｌ是Ｉ型ＨＤＡＣｓ成员之一，广泛在各组

织中表达，并参与多种细胞活动过程。有资料报道

在胃癌、前列腺癌等肿瘤组织中 ＨＤＡＣ１ｍＲＮＡ水

平和蛋白水平均高表达，并显示肿瘤细胞中ＨＤＡＣｌ

高表 达 可明显增 加肿 瘤细胞的增 殖 能 力，而

ＨＤＡＣ１高表达可影响细胞外基质而使肿瘤细胞移

行和侵袭力明显加强。Ｈａｌｋｉｄｏｕ等
［２２］、Ｐａｔｒａ等

［２３］

报道，在前列腺癌及癌前病变中 ＨＤＡＣｌｍＲＮＡ和

蛋白表达明显增高，并且 ＨＤＡＣｌ的高表达可使肿

瘤的增殖明显升高。另外 Ｗｉｌｓｏｎ等报道，在结肠肿

瘤中ＨＤＡＣｌ和 ＨＤＡＣ３均高表达
［２４］。本研究同样

发现 ＨＤＡＣｌ的表达存在差异，ＡＡＮ 模型组的

ＨＤＡＣｌｍＲＮＡ 水平明显比正常组织的高，这与

ＨＤＡＣ１在其他疾病中的表达相似，ＨＤＡＣ１在肾纤

维化组织中高表达，提示其在 ＡＡＮ过程中可能起

６６４
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到重要作用，其机制可能与 ＨＤＡＣｌ高表达引起

Ｓｍａｄ７蛋白乙酰化状态的失衡，Ｓｍａｄ７过度去乙酰

化从而导致抑纤维化基因表达抑制或促纤维化基因

激活和过度表达、细胞过度增殖及染色质重构等机

制有关，需进一步的研究来证实。

免疫组织化学方法检测靶蛋白表达可以反映

９０％以上的对应靶基因状态
［２５］。本试验采用免疫

组织化学方法，检测了模型组和正常组肾组织中

Ｓｍａｄ７和 ＨＤＡＣｌ蛋白表达情况，结果显示Ｓｍａｄ７

主要表达于肾小管上皮细胞，除在损伤肾小管呈明

显阳性表达外，浸润的炎细胞区域也呈阳性表达，随

着时间延长，Ｓｍａｄ７阳性表达呈下降趋势；ＡＡＮ模

型组从第２８天开始，ＨＤＡＣ１阳性表达明显上调，

强度增加，主要表达于损伤的肾小管上皮细胞，在正

常组织中几乎不表达。Ｃｈｏｉ等
［２６］报道在６８％（１７／

２５）的胃癌组织中有 ＨＤＡＣｌｍＲＮＡ的高表达，免

疫组化提示在６１％（１１／１８）胃癌组织中高表达，并

且主要在肿瘤细胞核中表达，而在正常的腺上皮细

胞仅有局灶分布的微弱的Ｈａｌｌ表达，这同本文的结

论一致。

４　结　论

ＴＧＦβ１是肾纤维化的关键因素，Ｓｍａｄ蛋白是

ＴＧＦβ家族信号从受体到核的细胞内转导分子，

Ｓｍａｄ７是ＴＧＦβ信号通路的负反馈调节因子，故

ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄｓ信号转导通路在肾纤维化的发生发

展中起重要作用，因此ＴＧＦβ１信号转导级联成为

研究肾脏病变的潜在靶点，有效切断ＴＧＦβ的信号

转导，是终止和减轻肾纤维化的关键。通过对ＡＡＮ

模型组和正常组的肾组织进行检测，得出在ｍＲＮＡ

水平上ＡＡＮ模型肾组织中 ＨＤＡＣｌ表达明显高于

正常组织，这提示ＨＤＡＣｌ过表达可能在ＡＡＮ的发

生发展中起到重要的作用。
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