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【摘要】 目的探讨糖尿病肾病发展过程中a-actinin．4的表达变化及贝那普利对其的干预作用。方法

建立跚眩诱导的糖尿病大鼠模型，贝那普利对其干预，应用免疫组化及RT-PCR方法观察在糖尿病肾病发

展过程中a-actinin-4的蛋白及mRNA表达变化。结果8周时，糖尿病组染色强度较正常组明显增高(P<

0．01)，12周时变化更为明显(P<o．01)。a-actinin-4的mRNA的表达水平在各时间点与组化结果相同。

贝那普利于预组8周时a-actinin-4表达较糖尿病组明显降低(P<0．05)，而在12周时其表达仍较糖尿病组

低，但无统计学意义。结论a-actinin-4在糖尿病肾病发展过程中表达增高，贝那普利能下调其表达。
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The expression of mactinim4 in diabetic rats and the effect of benzapril咖ovaetinim4 expression YIN y弘

hone,，LIⅥ昭．孤First C__gatt'e Hospital in Baoding，Hebd 071000，Ozina
[Abstract]Objective To investigate the change of a-actinin-4 expression and the effect of b朗zap租ofl a-

actinin-4 expression．Metlmds SI乙induced diabedc rats wez'e established，b眦april was given to it，irmnu黔
histochdnical and InPCR wel-e锄nployed to study the change of a-actinin-4 protein and mRNA．Results At
week 8，cnnpared with normal group，the expression of a-acdnin-4 protein in diabetic group increased dramatically

(P<O．01)；At week 12，the expression still raised(P<O．01)．The expression of a-aetinin-4 mRNA w笛similar

tO immurlohistochemical staining．At week 8．the expression of a-actinin-4 protein in benzapfil group decreased

when compared with diabetic group(P<0．05)；At week 12，it can also decreased，but had no statistical signifi—

aLtlce．Coaclus蛔The expression of a-actinin-4 increased in diabetic nephropathy and benzapril caIl normalize

it．
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糖尿病在我国有较高的发病率，艚尿病肾病是
构成终末期肾衰竭的主要危险因素。糖尿病肾病的

早期改变光镜下仅见肾小球扩张，电镜下则可见裂

孔隔膜消失及足突融合。a．acfinin．4特异表达于肾

小球足细胞，具有交联肌动蛋白微丝的功能，可以将

松散的肌动蛋白交联成具有收缩能力的纤维束，被

认为在保持细胞结构中发挥关键作用【1 J。有研究发

现编码a-actinin一4的基因ACTN4突变可导致局灶

节段性肾小球硬化的发生，足细胞a-actinin-4表达

的改变与足突融合，蛋白尿的产生密切相关。本实

验拟在探讨糖尿病肾病发生、发展过程中a-actinin．4

表达变化以及贝那普利对其的干预作用，进一步了

解贝那普利的肾保护作用机制。

1材料与方法

1．1动物模型雄性Sprague-Dawley大鼠42只，

体重170～220 g(河北医科大学实验动物研究所提

供)，随机分成两组。实验组28只，采用0．1mmol／L

枸橼酸．枸橼酸钠缓冲液(pH 4．2)配制的2％链脲佐

菌素(刚亿)溶液，以60 mg／kg单次腹腔注射；72小

时后尾静脉采血测血糖，以血糖≥16．7 mmol／L作

为糖尿病成模标准。对照组14只，腹腔注射同体积

的枸橼酸钠缓冲液作为对照。实验组随机分为糖尿
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病组和贝那普利干预组各14只，贝那普利干预组给

予贝那普利10 mg·k91·d。1灌胃，每日1次，正常

对照组与糖尿病组仅给予等量自来水灌胃，每日1

次。所有动物自由摄取标准饮食和水，不给予降糖

药物。于成模8周、12周处死实验组及对照组各6

只动物获取肾脏标本，同时取血测血糖、血肌酐，处

死前24小时禁食水，代谢笼留取24小时尿，一20

℃冰箱保存测尿蛋白、尿肌酐，计算肌酐清除率，结

果用体重校正。所取肾脏皮质标本分为3份，1份

以3％戊二醛固定用于电镜检查，1份以10％甲醛固

定制成蜡块，用于做免疫组化及PAS染色，其余标

本存于一80℃冰箱保存用作PCR。

1．2实验方法

1．2．1生化指标测定应用日立7170A型全自动

生化分析仪分析。

1．2．2免疫组化石蜡切片脱蜡水化后，3％过氧

化氢封闭内源性过氧化物酶，微波热处理(98℃，10

rain)修复抗原，正常小牛血清封闭非特异性抗原，分

别加入兔抗大鼠a。actinin一4多克隆抗体(美国Santa

Cruz 1：100)，4℃孵育过夜。加入生物素化二抗，室

温下孵育30 min，滴加DAB显色液，苏木素复染，常

规脱水、透明、封片。PBS代替一抗，做阴性对照。

棕褐色为阳性着色。应用病理图像分析软件做半定

量分析，每个切片随机选取10个。肾小球(200倍)，

测量光密度。

1．2．3电镜取肾皮质组织切成1 rnnaX 1 mI'n×1

mill小块，用3％戊二醛固定，常规透射电镜制样，超

薄切片，透射电镜观察。

1．2．4 RT-PCR采用Trizol试剂提取总RNA，用

紫外分光光度仪检测含量，RNA的吸光度(A)260

nm／280啪比值均在1．8～2．0。分装后，置于一80
℃冰箱保存。10耀总RNA以Random 9mers为反

转录引物合成cDNA。以cDNA为模板，Taq DNA

多聚酶催化下，进行PCR扩增。反应条件为：PCR

产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳，紫外灯下拍照，用凝胶

成像系统进行分析，以与p-actin吸光度的比值表示

其相对含量。a-actinin-4引物：上游引物为5’．GCT—

GAAGTrCAACCGGATQ盯3’，下游引物为5’一
GCFCGC'TCCGAAG，n、o口℃-3’，产物187bp。p

actin引物：上游引物为5’一AGCCATGTACGT—

TA(池CAl℃C3’，下游引物为5’．CrCrCAGCT—

Gr(如TI姗AA_3’，产物228bp。
1．3统计学分析 实验结果以；±s表示，用

SAS9．0统计软件处理。以P<0．05为差异有统计

学意义。

2结果

2．1生化指标的变化8周、12周时糖尿病组和贝

那普利干预组血糖均明显增高(P<0．01)。肾重、

24小时尿蛋白和肌酐清除率糖尿病组和贝那普利

干预组明显高于正常组(P<0．01)，贝那普利干预

组较糖尿病组低(P<O．05)。见表1。

表1三组生化指标的变化

组别 时间(w) 血糖(mmol／L) 尿蛋白(g／L) 肌酐清除率(ml／min) 肾重(g)

8 6．11±0．2 13．8±1．7 2．84±1．12 3．98±0．42
正常组

12 6．21±0．2 23．41±7．4 2．92±0．99 4．18±0．42

8 28．3±5．650 276±71．2_ 5．87±0．20 6．96±0．3囊
糖尿病组

12 26．78±6．0※ 320±64．80。 5．95±0．210 7．07±0．43囊

8 25．6±6．87‘8 136 4-12．1l‘8 4．28±0．3zx8 6．09_4-0．4▲#
贝那普利组

12 26．77±6．03A“ 206±70．89A9 4．79±0．368 6．21±0．4‘#

注：在同一时间内，糖尿病组与正常组比较。P<0．01；贝那普利组与正常组比较6P<O．05，‘P<O．01；糖尿病组与贝那普利组比较8P<
O．05

2．2病理组织学改变

2．2．1光镜检查PAS染色的光镜切片显示糖尿

病组肾小球直径增大，PAS红染区明显增宽，12周

时变化较8周时为重，正常组则无上述变化，贝那普

利组与糖尿病组变化较轻，与正常组比较则有轻度

系膜扩张，系膜基质轻度增生。

2．2．2电镜检查8周时糖尿病组肾小球基底膜

明显不规则增厚，部分裂孔隔膜消失、足突融合，系

膜区增宽，细胞外基质增多，毛细血管部分内皮细胞

窗孔结构消失，12周时变化更为明显。贝那普利组

变化较糖尿病组明显减轻，正常组则无上述变化。

2．3肾皮质a．actinin．4蛋白表达免疫组化染色

显示正常组大鼠肾组织a．actinin一4为沿肾小球毛细

血管袢均匀的点线状分布。8周时，糖尿病组a．ac—

tinin-4染色强度较正常组明显增高(P<0．01)，12

周时变化更为明显(P<0．01)，贝那普利有改善其

变化的作用。8周时贝那普利对a—actinin一4表达的

改善具有统计学意义(P<0．05)，12周时对a-ac．

tinin-4表达的改善则无统计学意义(P>0．05)。见

表2。
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2．4肾皮质a-actinin-4 mRNA的表达实验8周

时与正常组比较，糖尿病组a．actinin．4 mRNA表达

明显增高(P<0．01)，贝那普利改善其变化(P<

0．05)。12周时糖尿病组0【一actinin一4 mRNA表达进

一步降低(P<0．01)，贝那普利虽能改善其表达，却

无统计学意义(P>0．05)。见表2。

表2免疫组化显示Q-a商nin．4的光密度变化及

a-actinin-4 mRNA／pactin mRNA的吸光度比值

注：各组观察数均为6份。在同一时I司内，梧尿痫组与正常组比

较，搿P<0．01；贝那普利组与正常组比较．‘P<O．05；糖尿病组与贝

那酱利组比较，6P<O．05，8P>O．05

3讨论

3．1糖尿病肾病是导致终末期肾衰竭的危险因素，

以往对糖尿病肾病的研究主要集中于系膜区的扩张

及基底膜的增厚。但最近的研究发现足细胞的损伤

在糖尿病肾病的发展过程中起重要作用。已有实验

证实在糖尿病肾病发展过程中肾小球足细胞数目及

密度减少【2，3J，并且在尿液中检测到脱落的足细

胞【4I，肾小球足细胞数目及密度与蛋白尿的严重程

度呈负相关H．jJ。

3．2足细胞脱落发生在蛋白尿进展时，而在蛋白尿

发生之前就存在足细胞损伤一足突融合。应用透射

电镜发现足突融合时，胞质内微丝聚集成斑块

状[5|。a-actinin-4特异表达于肾小球足细胞，具有

交联肌动蛋白微丝的功能，可以将松散的肌动蛋白

交联成具有收缩能力的纤维束，被认为在保持细胞

结构中发挥关键作用⋯1。编码a．actinin．4的基因

A洲突变可导致遗传性肾小球硬化的发展。
Smoyer等发现，注射氨基核苷嘌呤霉素(Ⅳ悄)后大

鼠a-actinin一4蛋白在PAN注射后1天表达水平即

增高，明显早于足突融合及蛋白尿的发生，提示∞

actinin一4表达改变可能是造成足突融合以致发生蛋

白尿的原因№]。我们在糖尿病大鼠8周时透射电镜

下观察即已发现足突融合，同时有a-actinin一4表达

增加及尿蛋白的出现，未能观察到在足突融合及尿

蛋白出现前a-actinin-4表达情况，故很难判断a．ac—

tinin．4表达改变是足突融合的原因还是足突融合后

的适应性的结果，这一点有待于进一步观察。
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3．3 8周时a-actinin一4表达水平较对照组明显增

加，尿蛋白也增加，随着病程进展12周时a-actinin一4

表达及尿蛋白水平进一步增加，a—actinin一4表达与

尿蛋白呈正相关关系，提示a．actinin一4表达水平的

增加可能是造成肾脏损伤，出现尿蛋白的原因。

3．4血管紧张素转化酶抑制剂具有肾保护作用，但

其肾保护机理尚不清楚。在本实验中应用贝那普利

对糖尿病大鼠进行干预，观察其对a—actinin一4的调

节作用。结果发现8周时干预组较糖尿病组e-act—

intin-4表达下降，同时尿蛋白量也较糖尿病组减少，

提示血管紧张素II在糖尿病肾病发病中的作用以

及血管紧张素转化酶抑制剂类药物可能通过调整足

细胞细胞骨架分子的表达而起到肾脏保护作用。而

在12周时，贝那普利对a—actintin-4的变化仍有干

预作用，却未达到统计学意义，这可能提示随着糖尿

病肾病的进展，a-actintin一4的变化程度超过了这个

剂量的贝那普利的干预作用，有学者报道贝那普利

的肾保护作用与其剂量呈正相关，增加贝那普利剂

量是否对a-actintin．4的干预作用达到统计学意义

尚有待于进一步探讨。贝那普利12周时仍能有效

减少尿蛋白排泄，提示其可能通过其他途径达到肾

保护作用。

总之，本实验应用研眩大鼠模型研究了在糖尿

病肾病发展过程中a-actinin一4表达增加，同时有蛋

白尿的加重。贝那普利对其变化有调节作用。血管

紧张素转化酶抑制剂可能通过调节a-actinin-4的表

达而起到肾保护作用。
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