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·基础研究·
血管紧张素Ⅱ诱导肾小球 IQGAP1
表达改变及细胞凋亡

刘以鹏 梁伟 杨倩 陈铖 杨红霞 丁国华

【摘要】 目的 研究血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）输注对大鼠肾小球 ras GTP 酶活化蛋白

（IQGAP1）表达及细胞凋亡的影响，探讨 IQGAP1在AngⅡ诱导肾小球细胞凋亡中的作用。 方

法 36只雄性Wistar大鼠按随机数字法分为正常对照组、生理盐水输注组和AngⅡ输注组，每

隔 7 d测量大鼠血压及尿蛋白量。分别于实验第 14天、第 28天处死动物取肾，PAS染色观察

肾组织病理学改变；免疫组化、免疫荧光法观察 IQGAP1在肾小球的表达及分布；Western印迹

法检测肾组织 IQGAP1、半胱氨酸蛋白酶 3（caspase⁃3）及细胞外调节蛋白激酶 1/2（ERK1/2）蛋

白表达；TUNEL法检测肾小球细胞凋亡。 结果 AngⅡ输注组大鼠血压升高，实验第 14天达

峰值并维持在较高水平；第 7天出现蛋白尿，且随时间的延长尿蛋白量持续增加，与对照组比

较，差异有统计学意义（P＜0.05）。AngⅡ输注组出现轻度系膜细胞增殖和系膜基质增加，生

理盐水输注组和正常对照组均未见明显病理改变。TUNEL检测结果显示，AngⅡ输注后肾小

球细胞凋亡显著增加；Western印迹发现，AngⅡ输注组大鼠肾小球 caspase⁃3活化明显增加，与

对照组比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。正常对照组 IQGAP1呈低水平表达并沿毛细血管

袢线性分布，AngⅡ输注后 IQGAP1表达量显著增加（P＜0.05），且其蛋白表达量与 caspase⁃3活

化量呈正相关（r＝0.689，P＜0.05）。与对照组比较，AngⅡ输注组磷酸化的ERK1/2（p⁃ERK1/2）表

达量显著增加（P＜0.05），且与 IQGAP1 蛋白表达呈正相关（r＝0.658，P＜0.05）。 结论

IQGAP1 表达上调可能通过激活 ERK1/2 信号通路参与 AngⅡ诱导肾小球细胞凋亡的病理过

程。

【关键词】 ras GTP酶激活蛋白质类； 血管紧张素Ⅱ； 肾小球； 细胞凋亡； 细胞外
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AngiotensinⅡ promotes the expression of glomerular IQGAP1 and apoptosis of glomerular
cells LIU Yi⁃peng, LIANG Wei, YANG Qian, CHEN Cheng, YANG Hong⁃xia, DING Guo⁃hua. Division
of Nephrology, Renmin Hospital, Wuhan University, Wuhan 430060, China
Corresponding author: DING Guo⁃hua, Email：ghxding@gmail.com

【Abstract】 Objective To evaluate the effects of AngⅡ on the expression of IQ domain
GTPase ⁃ activating protein1 (IQGAP1) and apoptosis of glomerular cells, and to explore the role of
IQGAP1 in AngⅡ ⁃ induced apoptosis of glomerular cells. Methods Thirty ⁃ six male Wistar rats
were randomly assigned to receive either saline or AngⅡ by osmotic mini⁃pump, or be used as normal
control. The systolic blood pressure and proteinuria were measured at day 7, 14, 21, 28. After the
animals were sacrificed at day 14, 28 respectively, the kidneys were collected. Renal pathological
change, glomerular cell apoptosis were observed. The expression of glomerular IQGAP1 was assessed
by immunohistochemistry, immunofluorescence and Western blotting. The activation of caspase ⁃ 3 and
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肾素 ⁃血管紧张素 ⁃醛固酮系统（RAAS）的激

活参与多种肾脏病的发生与发展 [1]，而血管紧张

素Ⅱ（AngⅡ）作为其主要的效应分子，可通过多

种途径导致肾小球的损害 [2]。有研究发现，AngⅡ
可诱导肾小球细胞凋亡继而影响其正常的结构

和功能 [3-4]。我们的前期研究也证实了上述结果，

但其具体的作用机制尚未完全清楚 [5]。ras GTP酶

活化蛋白（IQGAP1）是一种含有多个蛋白结合域

的支架蛋白，近期研究发现 IQGAP1 在调节细胞

凋亡、细胞黏附、迁移及维持细胞形态等诸多过

程中发挥重要作用 [6-8]；Sato等 [8]发现其可以通过自

身磷酸化水平的改变介导 HT1080 细胞凋亡；

Hong 等 [9] 发现 IQGAP1 参与了地塞米松诱导的

MC3T3⁃E1细胞凋亡。IQGAP1是否参与 AngⅡ诱

导的肾小球细胞凋亡尚未见报道，我们通过建立

AngⅡ输注大鼠模型，观察 IQGAP1在肾小球内的

表达及分布，初步探讨 IQGAP1在AngⅡ诱导的肾

小球细胞凋亡中的作用。

材料与方法

1. 动物模型的制备及分组：36只 SPF级雄性

Wistar大鼠，体质量（150±10）g，购自湖北省疾病

预防控制中心。动物按随机数字法分为 3组：（1）
AngⅡ输注组 12只，皮下植入含AngⅡ的渗透性微

量泵（美国 Sigma⁃Aldrich），AngⅡ输注速度为 400
ng·kg-1min-1。（2）生理盐水输注组 12只，等量生理

盐水代替AngⅡ，余与AngⅡ输注组相同。（3）正常

对照组 12只，不行置泵手术。分别于造模后第 7、
14、21、28天，测量各组大鼠的尾动脉压及 24 h尿

蛋白量；分别于实验第 14、28天处死各组大鼠，取

右肾，行 PAS、免疫组化、免疫荧光及 TUNEL等检

查，同时取左肾并分离肾小球行 Western 印迹检

测。

2. 尾动脉压及尿蛋白的检测：采用RBP⁃1型

尾套式大鼠血压计（中日友好医院）测量大鼠清

醒状态下尾动脉收缩压，测量 3次取均值；采用磺

基水杨酸法测定 24 h尿蛋白量。

3. 肾组织病理学检查：肾组织经 4%多聚甲

醛固定、石蜡包埋、切片，行 PAS 染色，显微镜下

观察并照相。

4. TUNEL法检测肾小球细胞凋亡：石蜡切片

脱蜡水化，经蛋白酶 K 37℃作用 30 min，3%过氧

化氢溶液室温孵育 10 min后，加入末端核苷酸转

移酶（TdT）和生物素标记的脱氧三磷酸鸟苷

（dUTP）（美国R＆D）37℃孵育 1 h，辣根过氧化物

酶标记链霉亲和素室温孵育 30 min，DAB显色，苏

木素复染，封片后显微镜下观察并摄片。每个肾

脏观察 30 个肾小球切面，胞核呈棕褐色染色为

TUNEL阳性细胞，统计阳性细胞数，取其均值。

5. 免疫组化观察肾小球内 IQGAP1的表达及

分布：肾组织石蜡切片，常规脱蜡、水化，0.01
mol/L枸橼酸缓冲液高压修复 8 min，正常山羊血

清封闭 20 min，IQGAP1 兔多克隆抗体（1∶100，美
国 Santa Cruz）4℃过夜，生物素标记山羊抗兔 IgG
37℃孵育 30 min，经辣根酶标记链霉卵白素工作

液处理后，DAB显色，苏木素复染，封片后显微镜

下观察并摄片。

6. 免疫荧光观察肾小球内 IQGAP1的表达及

分布：5 μm厚的肾组织冰冻切片经 5%牛血清白

蛋白37℃封闭30 min，IQGAP1兔多克隆抗体（1∶50，
美国 Santa Cruz）4℃过夜，FITC 标记的山羊抗兔

IgG（1∶100，美国 Thermo Scientific）37℃避光孵育

90 min，封片后荧光显微镜下观察、照相。

phosphorylation of extracellular regulated protein kinases 1 and 2 (ERK1/2) were determined by Western
blotting. Results AngⅡ⁃infused rats developed significant hypertension and marked proteinuria. Mild
glomerular mesangial cell proliferation and mesangial matrix increase were also observed in AngⅡ ⁃
infused rats. The number of apoptotic glomerular cells in AngⅡ ⁃ infused rats was significantly more
than that in normal control (P＜0.05). The expression of IQGAP1 in glomeruli distributed linearly
along the capillary loops. AngⅡ infusion up⁃regulated the expression of glomerular IQGAP1, which had
an significantly positive correlation with activation of caspase⁃3(r＝0.689, P＜0.05) and phosphorylation
of ERK1/2 (r＝0.658, P＜0.05). Conclusion The enhanced expression of IQGAP1 may be involved
in AngⅡ⁃induced glomerular cells apoptosis via activation of ERK1/2 signaling pathway.

【Key words】 Ras GTPase ⁃ activating proteins; AngiotensinⅡ; Glomerulus; Apoptosis;
ERK1/2
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7. 肾小球的分离：过筛法分离肾小球。取部

分左肾组织分离肾皮质，依次通过孔径分别为 80
目、120目、200目的 3层不锈钢筛网，Hank液洗涤

1 次，收集网上肾小球，提取蛋白质，用于后续

Western印迹。

8. Western 印迹：用含有 Cocktail（美国 Sigma⁃
Aldrich）的细胞裂解液（0.1%SDS，0.5%脱氧胆酸

钠，1%Triton X ⁃ 100，150 mmol/L NaCl，20 mmol/L
Tris，pH 7.5，5 mmol/L EDTA，1 mmol/L PMSF）裂解

后低温离心取上清，BCA 法测定蛋白浓度。取

50 μg蛋白，10%SDS⁃PAGE电泳，湿转至硝酸纤维

素膜。一抗分别为 IQGAP1兔多克隆抗体（1∶200，
美国 Santa Cruz）、ERK1/2 兔单克隆抗体、磷酸化

（p）ERK1/2 兔单克隆抗体（1∶500，美国 CST）、

caspase ⁃ 3 兔单克隆抗体（1∶1000，美国 CST）、

β⁃actin 鼠单克隆抗体（1∶1000，美国 Santa Cruz），

辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶10 000，美国

CST），ECL反应，X线胶片曝光，ZF⁃258全自动凝

胶成像分析系统进行积分吸光度（A）分析。

9. 统计学分析：采用 SPSS 17.0软件进行统计

分析。计量资料以 x ± s表示，参数资料采用单因

素方差分析，组间比较采用 LSD 法，两变量之间

的相关性采用偏相关分析。

结 果

1. 各组大鼠血压、24 h 尿蛋白的变化：术后

第 7天起，AngⅡ输注组血压高于正常对照组，差

异有统计学意义 [（160.1±23.3）mm Hg 比（124.5±
14）mm Hg，P＜0.05]；第 14天达高峰并维持在较

高水平；术后第 7天，AngⅡ输注组 24 h尿蛋白量

高于正常对照组，差异有统计学意义 [（11.2±2.5）
mg比（5.4±2.3）mg，P＜0.05]，并持续增加。生理

盐水输注组与正常对照组之间血压、尿蛋白量间

差异无统计学意义。见图 1。
2. 肾组织病理学改变：实验第 14 天，AngⅡ

输注组大鼠肾小球出现轻度系膜增生；第 28天出

现系膜细胞增殖、系膜基质增加等病理改变。生

理盐水输注组、正常对照组肾组织均未见明显病

理改变。见图 2。
3. TUNEL 检测肾小球细胞凋亡：实验第 14

天，AngⅡ输注组大鼠肾小球即可见明显的细胞

凋亡，与正常对照组差异有统计学意义 [（14.89±

2.52）个/肾小球切面 比（6.07±1.23）个/肾小球切

面，P＜0.05]；实验第 28 天，相对于正常对照组，

AngⅡ输注组凋亡更加明显[（18.35±2.34）个/肾小

球切面 比（5.14±1.62）个/肾小球切面，P＜0.05]。
生理盐水输注组、正常对照组均未见明显的细胞

0 7 14 21 28（d）

250
200
150
100
50
0

时间

正常对照组
生理盐水输注组AngⅡ输注组

尾
动

脉
收

缩
压
（

mm
Hg）

a
a a a

0 7 14 21 28（d）

50
40
30
20
10
0

时间

注：与同一时间点正常对照组比较，
aP＜0.05

图 1 各组大鼠不同时间点血压、蛋白尿量的变化

尿
蛋

白
量
（

mg/
24

h）

a a a

a

第 14天 第 28天

图 2 各组大鼠肾组织病理改变（PAS ×400）

Ang
Ⅱ输

注
组

生
理

盐
水

输
注

组
正

常
对

照
组

中华肾脏病杂志 2013年 1月第 29卷第 1期 Chin J Nephrol, January 2013, Vol. 29, No.1 ··29



凋亡。见图 3。
4. 免疫组化观察肾小球内 IQGAP1的表达及

分布：正常对照组、生理盐水输注组肾小球均可

见少量 IQGAP1表达；AngⅡ输注第 14天，肾小球

IQGAP1表达明显增强，第 28天 IQGAP1表达进一

步增强。见图 4。
5. 免疫荧光观察肾小球内 IQGAP1的表达及

分布：免疫荧光结果可见 IQGAP1在肾小球沿毛

细血管袢线性分布，正常对照组、生理盐水输注

组均有少量表达，AngⅡ输注后 IQGAP1 表达增

强，且随时间的延续 IQGAP1 表达逐渐增高。见

图 5。
6. Western印迹检测肾小球 IQGAP1、caspase⁃3

蛋白表达：AngⅡ输注第 14天，IQGAP1以及活化

的 caspase⁃3（cleaved caspase⁃3，17/19亚基）均高于

正常对照组，差异有统计学意义（0.55±0.14 比

0.25±0.05，P＜0.05；0.29±0.05 比 0.04±0.01，P＜
0.05）；输注第 28天，其表达相对于正常对照组进

一步增加，差异有统计学意义（0.77±0.19比 0.35±
0.08，P＜0.05；0.39±0.06 比 0.08±0.02，P＜0.05）。
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图 3 各组大鼠肾小球细胞凋亡情况（TUNEL ×400）

图 4 各组大鼠肾小球 IQGAP1的表达及分布（免疫组化 ×400）

图 5 各组大鼠肾小球 IQGAP1的表达与分布（免疫荧光 ×400）
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生理盐水输注组两种蛋白表达量在实验第 14天、

第 28 天均未见明显变化。相关性分析显示，

IQGAP1与活化的 caspase⁃3表达量呈正相关（r＝
0.689，P＜0.05）。见图 6。

7. Western印迹观察肾小球 p⁃ERK1/2蛋白量

的变化：AngⅡ输注第 14 天和第 28 天 p⁃ERK1/2
蛋白表达量均高于正常对照组，差异有统计学意义

（1.11 ± 0.16 比 0.82 ± 0.12，P＜0.05；1.16 ± 0.17 比

0.86±0.12，P＜0.05），生理盐水输注组未见明显变

化。相关性分析显示，p⁃ERK1/2 与 IQGAP1 蛋白

表达量之间呈正相关（r＝0.658，P＜0.05）。见图7。

讨 论

AngⅡ输注动物模型是肾脏病实验常用的模

型之一，通过AngⅡ的缓慢释放，可以模拟病理状

态下AngⅡ升高所致的组织器官结构和功能的改

变 [10]。AngⅡ导致肾脏损害的机制极为复杂，目前

还未完全清楚。近期有研究发现，AngⅡ可通过

诱导肾小球细胞凋亡而发挥其对肾脏的损伤作

用 [3-4]，但 AngⅡ引起凋亡的机制仍有待进一步研

究。本实验结果显示AngⅡ输注后大鼠不但有血

压、蛋白尿以及肾脏病理学的改变，且 TUNEL结

果显示，AngⅡ输注可致肾小球内固有细胞凋亡

（主要为足细胞，同时可见内皮细胞凋亡），肾小

球分离后Western印迹也表明，作为凋亡关键执行

分子和指示分子的 caspase⁃3的活化也明显增加，

并随刺激时间的延长，增加更为明显 [11]。我们的

前期研究已证实AngⅡ输注可以时间和浓度依赖

的方式导致足细胞凋亡 [5，12]，而内皮细胞作为肾小

球滤过屏障的重要组成部分，也是 AngⅡ致肾脏

损伤的靶细胞之一 [13]。

IQGAP是一个含有多个蛋白结合域的支架蛋

白家族，因其含有类似于RasGAP催化域序列和4个
可 与 钙 调 蛋 白 相 互 作 用 的 IQ 基 序 而 得 名 。

IQGAP在哺乳动物中现已发现3个亚型 IQGAP1⁃3，
其中 IQGAP1是分布最为广泛和研究最为深入的

亚型。其内含有多个特殊蛋白结合域，能与众多

靶分子结合，包括Rac1/Cdc42、ERK1/2、E⁃cadherin、
CLIP⁃170等，并通过与其相互作用，在细胞黏附、

极化、迁移、肿瘤转移、增殖、凋亡、分化等众多生

理病理过程中发挥重要作用 [14]。既往研究发现，

在 RNA 聚合酶 I 抑制剂 Ecyd 诱导人类肿瘤细胞

系 HT1080凋亡中，IQGAP1可以通过自身磷酸化

水平的增高活化 c⁃Jun氨基末端激酶信号通路进

而介导凋亡的发生 [8]。Hong等 [9]的研究表明，在地

塞米松诱导 MC3T3⁃E1 细胞凋亡过程中，伴随有

IQGAP1蛋白表达水平的增高，并推测其可能在凋

亡的发生中发挥重要作用。我们发现AngⅡ可诱

导肾小球 IQGAP1蛋白表达增加，IQGAP1的表达

量与 caspase⁃3 活化量呈正相关，提示 IQGAP1 可

能通过自身蛋白表达水平的增高参与AngⅡ诱导

肾小球细胞凋亡的病理过程，但其分子机制仍需

进一步研究。
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图 7 各组大鼠肾小球 p⁃ERK1/2蛋白表达量的变化

（Western印迹）
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图 6 各组大鼠肾小球 IQGAP1、活化 caspase⁃3蛋白表达量的

变化（Western印迹）
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ERK1/2是丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）超家

族的成员，磷酸化后可以在多种机制诱导细胞凋

亡中发挥重要作用 [15-18]。 Zhang 等 [19] 研究表明

ERK1/2磷酸化后可以介导AngⅡ诱导的足细胞凋

亡，但其磷酸化需要支架蛋白的参与。既往研究

证明，IQGAP1 是 ERK1/2 及其通路其他多种信号

蛋白的支架蛋白，并调节其活化 [20-22]。本研究发

现在 IQGAP1表达增加的同时伴随有 p⁃ERK1/2的

上调，且 p⁃ERK1/2与 IQGAP1蛋白表达量之间具

有正相关性关系，IQGAP1表达上调可能是通过激

活 ERK1/2 信号通路参与 AngⅡ诱导的肾小球细

胞凋亡，但仍需体外实验进一步证实。

综上所述，本研究通过成功建立 AngⅡ输注

大鼠模型，首次发现AngⅡ可诱导肾小球 IQGAP1
表达增加，IQGAP1可能通过激活 ERK1/2信号通

路参与 AngⅡ输注导致肾小球细胞凋亡的过程，

为临床肾小球疾病的防治提供了新的思路和借

鉴。
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