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摘要　 目的　 探讨醌型二氢生物喋呤还原酶（ＱＤＰＲ）在单

侧输尿管梗阻（ＵＵＯ）大鼠模型肾间质纤维化中的作用及对

Ｂｅｃｌｉｎ１ 的影响。 方法 　 通过单侧输尿管结扎的方法构建

ＵＵＯ 模型， Ｍａｓｓｏｎ、ＣＯＬ Ⅰ染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术分析纤

维化进展及 ＱＤＰＲ 和 Ｂｅｃｌｉｎ１ 的表达情况。 慢病毒输尿管逆

行注射构建过表达 ＱＤＰＲ 基因和空载对照 ＵＵＯ 模型，评估

慢病毒感染效率和 ＱＤＰＲ 表达情况，并检测 ＱＤＰＲ 过表达对

纤维化进展和 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达的影响。 结果 　 ＵＵＯ 模型组较

假手术组的胶原纤维表达水平增高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＱＤＰＲ 表达

水平降低（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达增高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 通过输

尿管逆行注射慢病毒，成功感染肾脏，并能增加肾脏 ＱＤＰＲ
表达。 过表达 ＱＤＰＲ 后，胶原纤维表达水平降低 （ Ｐ ＜
０. ０５），且 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达水平下降（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 过表达

ＱＤＰＲ 抑制了 Ｂｅｃｌｉｎ１ 的表达水平，改善了纤维化的进展，提
示过表达 ＱＤＰＲ 可能通过抑制 Ｂｅｃｌｉｎ１ 进而抑制肾间质纤维

化。
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　 　 肾间质纤维化是许多进行性慢性肾脏疾病的共

同途径，最终导致终末期肾衰竭，其发病机制十分复

杂，主要特征是细胞外基质沉积、成纤维细胞积累、
炎性细胞浸润等［１ － ３］，目前缺乏有效治疗方法。 因

此，探讨肾间质纤维化的发病机制，对于预防和减轻

肾间质纤维化具有重要意义。 醌型二氢生物喋呤还

原酶（ｑｕｉｎｏｉｄ ｄｉｈｙｄｒｏｐｔｅｒｉｄｉｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＱＤＰＲ）在体

外研究中发现有抗纤维化作用，过表达 ＱＤＰＲ 能减

少转化生长因子⁃β１ （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１，
ＴＧＦ⁃β１）的表达［４］，提示其在肾间质纤维化中有重

要作用。 据报道，ＱＤＰＲ 这一作用可能与自噬相

关［５］。 自噬是一种高度保守的细胞行为［６］，其在单

侧输尿管梗阻（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｕｒｅｔｅｒａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ）
大鼠模型肾纤维化过程中起到双重作用［７ － ９］。 自噬

诱导肾小管萎缩和分解，从而促进纤维化［９］，又可

能通过抑制上皮间质转化进而抑制纤维化［８］。 此

外，研究［１０］发现 Ｂｅｃｌｉｎ１ 是自噬过程的关键调节因

子之一。 因此，该研究拟通过构建过表达 ＱＤＰＲ 的

ＵＵＯ 模型，探讨 ＱＤＰＲ 是否通过调控 Ｂｅｃｌｉｎ１ 的表

达进而调控肾间质纤维化，为肾间质纤维化发病机

制的研究提供新的思路。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂　 慢病毒由华北理工大学李治国教

授课题组自制；ＱＤＰＲ 抗体、α⁃ＳＭＡ 抗体（美国 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；ＣＯＬ Ⅰ（武汉博士德生物工程有限

公司）；Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ （ＥＣａ）抗体、Ｂｅｃｌｉｎ１ 抗体（美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；山羊抗兔抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公

司）；枸橼酸三钠、柠檬酸（天津大茂化学试剂厂）；
ＤＡＢ（德国 Ｓｉｇｍａ 公司）；Ｍａｓｓｏｎ 染色试剂盒（珠海

贝索生物科技有限公司）。
１． ２　 实验动物　 ３ 周龄，雄性健康清洁（ＳＰＦ）级的

ＳＤ 大鼠［北京维通利华实验动物技术有限公司，实
验动物的生产许可证号：ＳＹＸＫ（京）２０１５⁃００１７］２４
只，体质量（２３７ ± １３） ｇ，置于北京中日友好医院医

学动物实验动物房饲养 ［合格证号： ＳＹＸＫ （京）
２００５⁃００１９；伦理审批单位：华北理工大学；动物实验

研究的伦理审批号：ＬＡＥＣ⁃ＮＣＳＴ⁃２０１７０１５］。 动物模

型的制备：① ＵＵＯ 模型组（Ｕ 组）：结扎大鼠左侧的

输尿管两端，并剪断中间的输尿管；② 假手术组（Ｓ
组）：与 ＵＵＯ 模型组方法相同，唯一区别是只分离

左侧输尿管，并不结扎及剪断；③ ＵＵＯ ＋ ＱＤＰＲ 空

载组（Ｃ 组）：与 ＵＵＯ 模型组方法相同，区别是在分

离左侧输尿管后，沿着输尿管逆行注射病毒滴度为

１. ０ × １０７ Ｕ 过表达 ＱＤＰＲ 空载慢病毒 ５０ μｌ，然后用

丝线结扎注射口的上方防止病毒流下，结扎输尿管

两端，剪断中间的输尿管；④ＵＵＯ ＋ ＱＤＰＲ 过表达组

（Ｑ 组）：与 ＵＵＯ ＋ ＱＤＰＲ 空载组方法相同，唯一区

别为注射的病毒是过表达 ＱＤＰＲ 的慢病毒。 造模后
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常规饲养，分别在 ７、１４ ｄ 每组各处死 ３ 只。
１． ３　 免疫组化与 Ｍａｓｓｏｎ 染色　 造模 ７、１４ ｄ 后，取
大鼠左侧肾脏做石蜡切片，然后进行免疫组化及

Ｍａｓｓｏｎ 染色，最后在 ４００ 倍的显微镜下观察，随机

选 １０ 个不重复的视野，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析。
１． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测 α⁃
ＳＭＡ、ＱＤＰＲ、ＥＣａ 和 Ｂｅｃｌｉｎ１ 的表达水平。 取大鼠左

侧肾组织，液氮研磨后加入 ＲＩＰＡ 裂解液提取蛋白。
Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蛋白浓度，统一稀释到 ３ ０００ μｇ ／ ｍｌ，
通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳每组跑 １５ μｇ 蛋白，半干转到

ＮＣ 膜，５％ 牛奶室温封闭 ２ ｈ，一抗［ α⁃ＳＭＡ（１ ∶
１ ０００）、ＱＤＰＲ（１ ∶ １ ０００）、ＥＣａ（１ ∶ １ ０００）、Ｂｅｃｌｉｎ１
（１ ∶ １ ０００）］室温孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜，二抗（山羊抗

兔 １ ∶ ３ ０００）室温孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜，最后显影，使
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析条带的灰度值，然后计算各蛋白目的

条带与内参的比值。
１． ５　 统计学处理　 所有数据均由 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓ⁃
ｔｉｃｓ ２１ 进行统计分析，计量资料采用 �ｘ ± ｓ 进行统计

学描述，两组间比较采用独立样本 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５
示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＵＵＯ 模型存在肾脏纤维化　 单侧输尿管结扎

构建 ＵＵＯ 模型（见图 １），通过 Ｍａｓｓｏｎ 和 ＣＯＬ Ⅰ染

色以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测纤维化因子 ＥＣａ 和 α⁃ＳＭＡ
的表达情况。 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示：ＵＵＯ 模型 ７ ｄ
组（Ｕ７）中的胶原纤维高于 Ｓ 模型 ７ ｄ 组（Ｓ７） （ ｔ ＝
－ １９. ５９６，Ｐ ＜ ０. ００１），ＵＵＯ 模型 １４ ｄ 组（Ｕ１４）中的

胶原纤维高于 Ｓ 模型 １４ ｄ 组（Ｓ１４） （ ｔ ＝ － ６. ５５２，Ｐ
＜ ０. ００１）；ＣＯＬ Ⅰ染色显示：Ｕ７ 组中的 ＣＯＬ Ⅰ的含

量高于 Ｓ７ 组（ ｔ ＝ － １１. ３５１，Ｐ ＜ ０. ００１），Ｕ１４ 组中的

ＣＯＬ Ⅰ的含量高于 Ｓ１４ 组（ ｔ ＝ － ４. ９３９，Ｐ ＜ ０. ０１）；
且，与 Ｓ７ 组比较，Ｕ７ 组中 ＥＣａ 含量降低（ ｔ ＝ ７. ３８７，
Ｐ ＜ ０. ０５ ）， α⁃ＳＭＡ 含量升高 （ ｔ ＝ － ３. ０５８， Ｐ ＜
０. ０５）；与 Ｓ１４ 组比较，Ｕ１４ 组中 ＥＣａ 含量降低（ ｔ ＝
７. ８６６，Ｐ ＜ ０. ０１），α⁃ＳＭＡ含量升高（ ｔ ＝ － ７. ９８，Ｐ ＜

图 １　 动物模型制备示意图

０. ０１）。 见图 ２。
２． ２　 ＵＵＯ 模型中 ＱＤＰＲ 表达 　 肾脏免疫组化和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了 ＱＤＰＲ 的表达情况。 免疫组化

结果显示：与 Ｓ７ 组比较，Ｕ７ 组中的 ＱＤＰＲ 表达水平

降低（ ｔ ＝ ２７. ２５６，Ｐ ＜ ０. ００１）；与 Ｓ１４ 组比较，Ｕ１４ 组

中的 ＱＤＰＲ 表达水平降低（ ｔ ＝ １８. ４９９，Ｐ ＜ ０. ００１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示： Ｕ７ 组 （ ｔ ＝ ２０. ８９７， Ｐ ＜
０. ００１）和 Ｕ１４ 组（ ｔ ＝ ８. ３０１，Ｐ ＜ ０. ０１）中 ＱＤＰＲ 含

量均低于 Ｓ 组。 见图 ３。
２． ３　 过表达 ＱＤＰＲ 基因的 ＵＵＯ 模型的构建　 Ｃ７
组（慢病毒对照 ７ ｄ 组）和 Ｑ７ 组（ＱＤＰＲ 慢病毒过表

达 ７ ｄ 组）中慢病毒标签 ＺｓＧｒｅｅｎ 均有表达；Ｃ１４ 组

（慢病毒对照 １４ ｄ 组）和 Ｑ１４ 组（ＱＤＰＲ 慢病毒过表

达 １４ ｄ 组）组中 ＺｓＧｒｅｅｎ 亦有表达，提示慢病毒感

染肾脏成功。 免疫组化染色 ＱＤＰＲ 的结果显示：与
Ｃ７ 组比较， Ｑ７ 组中 ＱＤＰＲ 的表达差异无统计学意

义（ ｔ ＝ １. １０５，Ｐ ＝ ０. ３３１）；而与 Ｃ１４ 比较，Ｑ１４ 中

ＱＤＰＲ 染色的表达面积增加 （ ｔ ＝ － ３４. １３８， Ｐ ＜
０. ００１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示：与 Ｃ７ 组比较， Ｑ７
组中 ＱＤＰＲ 的表达差异无统计学意义（ ｔ ＝ １. ０２２，Ｐ
＝ ０. ３６５）；与 Ｃ１４ 比较，Ｑ１４ 中 ＱＤＰＲ 的表达增加（ ｔ
＝ － ７. ０６１，Ｐ ＜ ０. ０１）。 结果提示慢病毒在输尿管

逆行注射后 ７ ｄ 已有表达，但未增高，１４ ｄ 过表达组

中 ＱＤＰＲ 显著增高。 见图 ４。
２． ４　 过表达 ＱＤＰＲ 对 ＵＵＯ 诱导的大鼠肾间质纤

维化的影响　 Ｍａｓｓｏｎ 染色显示：与 Ｃ１４ 组比较，Ｑ１４
组的胶原纤维面积降低（ ｔ ＝ ６. ８１１，Ｐ ＜ ０. ０１）；ＣＯＬ
Ⅰ染色显示：与 Ｃ１４ 组比较，Ｑ１４ 组的 ＣＯＬ Ⅰ染色

面积降低（ ｔ ＝ ４. ６４３，Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显

示：与 Ｃ１４ 组比较，Ｑ１４ 组中的 ＥＣａ 蛋白的表达水

平增高（ ｔ ＝ － １０. ２８０，Ｐ ＜ ０. ０５），α⁃ＳＭＡ 表达水平

降低（ ｔ ＝ ２. ９２２，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５。
２． ５　 过表达 ＱＤＰＲ 对 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白的表达的影响

　 与 Ｓ１４ 比较，Ｕ１４ 组中 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白的表达水平升

高（ ｔ ＝ － ３. ２７２，Ｐ ＜ ０. ０５）；过表达 ＱＤＰＲ 后，与 Ｃ１４
组比较，Ｑ１４ 组中 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白的表达水平降低（ ｔ ＝
１０. ４０４，Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 ６。

３　 讨论

　 　 肾间质纤维化是各种终末肾病发展到终末肾功

能衰竭的终末途径［１１ － １２］，已成为危害人类生命健康

的公共卫生问题。 深入认识肾脏纤维化的发病机

制，对肾脏疾病的预防、诊断和治疗具有重要的意

义。
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图 ２　 Ｍａｓｓｏｎ 和 ＣＯＬ Ⅰ染色以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＵＵＯ 模型中的纤维化水平

Ａ：Ｍａｓｓｏｎ、ＣＯＬ Ⅰ染色检测胶原纤维 × ４００；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 α⁃ＳＭＡ、ＥＣａ 表达水平；Ｄ ～ Ｋ：Ｍａｓｓｏｎ、ＣＯＬ Ⅰ染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的统

计学分析；与 Ｓ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１

　 　 研究［４ － ５］ 发现，ＱＤＰＲ 在体外研究中有一定的

抗肾脏纤维化作用，可能与自噬密切相关。 过表达

ＱＤＰＲ 基因能减少在纤维化中有重要作用的 ＴＧＦ⁃
β１ 的表达［４］，提示其在肾间质纤维化中发挥着重要

的作用。 本课题开展了过表达 ＱＤＰＲ 对肾间质纤维

化影响的体内研究， ＵＵＯ 模型肾脏出现了纤维化，
并且在 ＵＵＯ 模型中发现 ＱＤＰＲ 含量降低，而与自噬

密切相 Ｂｅｃｌｉｎ１ 的表达增高，提示 ＱＤＰＲ 和 Ｂｅｃｌｉｎ１
可能在肾脏纤维化中有重要作用。 为进一步研究

ＱＤＰＲ 在肾间质纤维化中的作用和机制，本研究用

输尿管逆行注射的方法，制备过表达 ＱＤＰＲ 及其空

载对照 ＵＵＯ 模型，探究过表达 ＱＤＰＲ 对肾间质纤维

化的影响及其可能机制。 结果显示，Ｃ 组与 Ｑ 组中

慢病毒标签 ＺｓＧｒｅｅｎ 均有表达，提示模型制作成功。
免疫组化染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示 ＱＤＰＲ 在 ７ ｄ
表达并未表达增加，而 １４ ｄ 表达明显升高，提示慢

病毒介导的基因表达需要超过 １ 周才能充分表达。
通过 Ｍａｓｓｏｎ 染色及检测抗纤维化相关因子 ＥＣａ 的

表达水平，发现过表达 ＱＤＰＲ 可降低胶原纤维并增

加 ＥＣａ 的表达，表明过表达 ＱＤＰＲ 可以抑制 ＵＵＯ 模
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图 ３　 免疫组化染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＱＤＰＲ 在肾纤维化中的表达情况

Ａ：免疫组化染色检测 ＱＤＰＲ 表达情况 × ４００；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＱＤＰＲ 表达水平；Ｄ ～ Ｇ：免疫组化染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的统计学分析；

与 Ｓ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ４　 免疫组化染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＱＤＰＲ 模型的制备情况

Ａ：免疫组化染色检测 ＱＤＰＲ 表达情况 × ４００；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＺｓＧｒｅｅｎ、ＱＤＰＲ 表达水平；Ｄ ～ Ｇ：免疫组化染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的统计

学分析；与 Ｃ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５ ，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ５　 Ｍａｓｓｏｎ、ＣＯＬ Ⅰ染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测过表达 ＱＤＰＲ 的 ＵＵＯ 模型中的纤维化水平

Ａ：Ｍａｓｓｏｎ、ＣＯＬ Ⅰ染色检测胶原纤维 × ４００；Ｂ、Ｃ：Ｍａｓｓｏｎ、ＣＯＬ Ⅰ染色结果的统计学分析； Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 α⁃ＳＭＡ 和 ＥＣａ 表达水平；Ｅ、
Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的统计学分析；与 Ｃ１４ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５ ，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达水平

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＵＵＯ 模型中 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达水平；Ｂ：结果 Ａ 的

统计学分析，与 Ｓ１４ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５ ； Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测过表达

ＱＤＰＲ 模型中 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达水平；Ｄ：结果 Ｃ 的统计学分析，与 Ｃ１４ 组

比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

型的肾间质纤维化。
为了进一步研究 ＱＤＰＲ 抑制 ＵＵＯ 诱导的肾间

质纤维化的作用机制，本研究检测了 ＱＤＰＲ 基因过

表达的 ＵＵＯ 模型中 Ｂｅｃｌｉｎ１ 的表达情况，发现过表

达 ＱＤＰＲ 后 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达降低。 众所周知，Ｂｅｃｌｉｎ１
是自噬发生的关键分子［１０，１３］，在肾脏纤维化的进展
中扮演重要角色［７］。 据报道，在 ＵＵＯ 肾间质纤维化
的发病过程中自噬增强，进而诱导肾小管萎缩和分

解，从而促进纤维化［９］。 本研究中也发现 Ｂｅｃｌｉｎ１
蛋白在 ＵＵＯ 模型中表达增高，与前人观测结果一

致。 而过表达 ＱＤＰＲ 基因降低了 Ｂｅｃｌｉｎ１ 的表达，提
示 ＱＤＰＲ 基因可能通过调控 Ｂｅｃｌｉｎ１ 的表达，进而改

善肾间质纤维化。
综上所述，ＵＵＯ 模型中 ＱＤＰＲ 表达降低，Ｂｅｃ⁃

ｌｉｎ１ 表达增加，纤维化增强，而过表达 ＱＤＰＲ 可抑制

ＵＵＯ 诱导的肾间质纤维化，过表达 ＱＤＰＲ 能降低

Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达，提示 ＱＤＰＲ 基因可能通过调控 Ｂｅｃｌｉｎ１
的表达进而改善肾间质纤维化。
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