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高脂血症大鼠肾脏Angptl4变化及辛伐他汀的保护作用*
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摘要:为探讨高脂血症大鼠(Rattusnorregicus)肾脏中Angptl4的变化及辛伐他汀的保护作用,将45只雄性SD大鼠随机

平均分为3组:正常对照组(NG)给予普通饲料喂养;高脂饮食组(HG)给予高脂饲料喂养;辛伐他汀组(SG)在高脂饲料

喂养的基础上给予辛伐他汀10mg·kg-1·d-1水溶液灌胃。分别于第4、6、10周时各组随机选取5只大鼠,检测大鼠24
h尿蛋白及血清总胆固醇(TC)和低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)水平,石蜡切片 HE染色观察大鼠肾小球的损害,免疫组

化及 Westernblot检测大鼠肾脏 Angptl4蛋白分布及表达。结果显示,于第4周开始,HG组和SG组大鼠血清TC和

LDL-C水平升高。实验第10周时,HG组和SG组大鼠24h尿蛋白定量升高;大鼠肾组织 HE染色光镜下观察显示:肾
小球呈轻微分叶状,系膜区增宽和基质增多不明显,但肾小球内有较明显的空泡变性,SG组大鼠的病变明显轻于 HG组;
免疫组化和免疫印迹检查发现,大鼠肾脏Angptl4明显增多,SG组的表达较 HG组有减少。研究认为,高脂血症可引起

肾脏肾小球明显病变,可能是肾小球内的足细胞分泌Angptl4的增多引起;而辛伐他汀则可能使高脂饮食时足细胞分泌

Angptl4减少,从而减轻高脂血症时肾小球受到的损害。
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包括总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)升高在内的脂代谢紊乱常可导致肾脏损

害,但作用机制尚不清楚。Angptl4作为Angptl家族成员之一,可以调节糖代谢稳态、脂代谢和胰岛素抵抗,抗
内皮细胞凋亡,参与抑制血管的再生与增生以及肿瘤的迁移调控转移、表达,和代谢疾病、糖尿病都有一定的关

系。在体内多种组织中广泛表达,在糖脂代谢、动脉粥样硬化等疾病的发生中可能发挥重要作用[1]。当前的研

究也显示,Angptl4可能在足细胞相关疾病如微小病变性肾病(MCD)[2-3]、局灶节段性肾小球硬化(FSGS)的蛋

白尿和肾小球硬化的发生中具有关键性的作用[4],有可能成为这类足细胞病的特异性标志蛋白。然而关于An-
gptl4在高脂血症肾损害中的作用目前仍不清楚。本研究观察了高脂血症大鼠肾小球的变化及肾脏Angptl4的

表达,并给予辛伐他汀干预,以探讨Angptl4在高脂下肾脏损害中的作用。

1材料和方法

1.1动物模型复制及分组

同品系SD大鼠(Rattusnorregicus)45只(购于重庆中药研究院,实验动物许可证:scxk(渝)2012-2006),雄
性,体重180~200g,适应性喂养1周后,随机平均分为3组,其中:正常对照组(NG)予以基础饲料喂养;高脂饮

食组(HG)按高脂血症动物模型方法自由进食高脂饲料(85%基础饲料和2%胆固醇、0.5%去氧胆酸钠、10%猪

油、0.2%丙基硫氧嘧啶、5%蛋黄粉);辛伐他汀组(SG)在上述高脂饲料喂养的同时给予辛伐他汀水溶液按

10mg·kg-1·d-1剂量灌胃,每日1次,治疗10周。正常对照组和高脂血症组均自由进水。在第4、6、10周时

各组随机取5只大鼠处死,留取标本备用。

1.2血脂、尿蛋白测定

于处理后第4、6、10周分批杀鼠,麻醉开胸,从心脏采血,离心提取血清,采用全自动生化分析仪检测实验血
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清中TC、LDL-C水平;于实验前和实验第4、6、10周中处死大鼠前1天,置于代谢笼内收集24h尿液,采用考马

斯亮蓝法测定24h尿蛋白定量。

1.3肾组织HE染色观察

10%中性福尔马林缓冲液固定肾组织标本,石蜡切片,进行常规HE染色,光镜下观察肾小球的病理损害情况。

1.4免疫组化法检测

取部分肾组织10%中性福尔马林缓冲液固定,石蜡包埋切片。用免疫组化法检测肾脏Angptl4蛋白表达。
石蜡切片脱蜡,0.3%H2O2 封闭。置于0.01mmol·L-1pH6.0柠檬酸盐缓冲液中行微波修复抗原(高火5
min,低火13min)。山羊血清封闭。依次加入1∶100兔多抗Angptl4多克隆抗体(博奥森)、生物素标记兔抗

IgG(中杉金桥)和辣根过氧化物酶标记的卵蛋白-生物素,37℃孵育15min。以DAB显色;脱水、透明、封片。

1.5Westernblotting法检测

收集饲养10周时不同处理条件大鼠的肾组织,分别称取0.1g,在冰浴下研碎后加入含有蛋白酶抑制剂混合物

的裂解液中裂解。组织匀浆后4℃、14000×g低温离心3次,每次10min,取上清液。用Bradford蛋白浓度测定试

剂盒(北京百泰克)定量调蛋白浓度,SDS聚丙稀酰胺凝胶电泳法分离蛋白。再将凝胶内的蛋白质转至PVDF膜上,

1%BSA室温封闭2h后,加入兔抗Angptl4多克隆抗体(博奥森),4℃过夜。TBST液洗脱,与羊抗兔IgG抗体室温

孵育2h。TBST液洗脱后,化学发光试剂显色,X线胶片显影,扫描分析软件系统进行图像分析。

1.6统计学处理

数据结果以“平均数±标准差”表示,多组资料比较采用方差分析,两组资料比较采用t检验,显著性水平为

p<0.05。所有数据采用SAS9.0软件处理。

2结果

2.1血脂的变化

  图1、图2显示,NG组大鼠血清LDL-C和TC水平在实验第4、6和10周不同时点两两比较无显著性差异。

HG和SG组大鼠的血清LDL-C和TC水平,从实验第4周开始均逐渐增加;SG和HG组大鼠的血清LDL-C和

TC水平分别与同时间点NG组比较,明显升高,两者差异达到显著性水平(p<0.05);SG组大鼠的血清LDL-C
和TC较同时间点HG组明显减低,两两比较发现有显著性差异(p<0.05)。
2.2尿蛋白定量变化

从图3可知,NG组大鼠尿蛋白半定量检测在实验第4、6、10周不同时间点纵向比较,无显著性差异;第4周

和第6周时HG组、SG组分别与NG组比较,无显著性差异。

  注:▲p<0.05vsNG;△p<0.05vs

HG;﹡p<0.05vs第4周;﹟p<0.05vs第

6周。下同。

 图1 大鼠血清LDL-C水平的变化

   图2 大鼠血清TC水平的变化 图3 高脂饮食饲养的大鼠尿蛋白的变化

  实验第10周时HG和SG组大鼠尿蛋白水平较实验第4周和第6周明显升高(p<0.05);而SG组大鼠尿

蛋白水平较同时间点HG组明显降低,两两比较差异具有显著性(p<0.05)。

2.3病理变化

处理第4周时的大鼠肾组织HE染色结果显示,NG、SG、HG组肾小球结构均较清晰,无系膜增生及毛细血

管球分叶,差异不明显;处理第10周时的大鼠肾组织 HE染色结果显示,NG组肾小球结构清晰,无系膜增生及

毛细血管球分叶;HG组大鼠,肾小球呈轻微分叶状,系膜区增宽和基质增多不明显,但肾小球内有较明显的空泡
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变性;SG组大鼠的病变明显轻于HG组(图4)。

   注:A:4周NG组;B:4周SG组;C:4周 HG组;D:10周NG组;E:10周SG组;F:10周 HG组。

图4 高脂饮食饲养的大鼠肾小球损害(HE×400)

   注:A:4周NG组;B:4周SG组;C:4周 HG组;D:10周NG组;E:10周SG组;F:10周 HG组。

图5 高脂饮食大鼠肾小球Angptl4的表达(×400)

表1 10周时各组大鼠肾脏Angptl4蛋白表达的平均吸光度值

NG SG NG

Angptl4吸光度值 0.028±0.003 0.124±0.007* 0.267±0.013* ﹟

    注:*p<0.05vsNG;﹟p<0.05vsSG。

2.4免疫组化结果

免疫组化结果显示,在第4周

时NG组、SG组和 HG组大鼠肾

小球几乎不见蛋白表达(图5A、B、

C)。与NG组相比(图5D),第10
周时的SG组和HG组肾小球及周

围组织中有 Angptl4的表达,HG
组比SG组的表达明显增多(图

5E、F,表1)。且Angptl4的表达主

要集中表达于肾小球内,在肾小球

附近的近曲小管也有分布(图6)。

2.5免疫印迹检测高脂饮食对肾

脏Angptl4蛋白表达的影响

免疫印迹结果显示(图7),第

10周时 HG组和SG组大鼠肾脏

表达Angptl4水平较 NG组明显

升高。尤其是 HG组升高更为明

显。经灰度扫描和统计学分析,

NG组、HG组和SG组两两比较,

差异具有显著性(p<0.05)。

3讨论

1982年 Moorhead等人[5]提出

“脂质肾毒性”假说后,血脂异常与

肾脏损害相关性的研究得到国内外

研究者的重视。并认识到高脂血症

不仅是心血管疾病的危险因素,也
是许多肾脏疾病的一种临床表现,

还可以作为肾小球硬化发生发展的

独立致病因素之一,但作用机制还

不清楚。高胆固醇饮食可导致高脂

血症,而高脂血症可引起肾小管间

质病变和导致肾小球硬化,还会使已有的肾脏损害加重。

本研究采用高脂饮食喂养大鼠4周后,大鼠LDL-C和TC均增高,第10周时大鼠24h尿蛋白定量均增加。

同时在光镜下观察发现,随着高脂饮食喂养时间的延长,高脂饮食10周后,HG组肾小球呈轻微分叶状,系膜区

增宽和基质增多不明显,但肾小球内有较明显的空泡变性,而SG组与同时间点 HG组比较,上述病变均明显减

轻。表明脂代谢紊乱可导致明显的肾小球损伤。

足细胞(Podocyte)是肾小球固有的细胞之一,它依靠足突及足突间的裂孔膜共同构成肾小球滤过屏障的最

外层,是阻止血浆蛋白丢失而形成蛋白尿的最后屏障[6]。近来的一些研究证实,脂代谢紊乱早期主要导致肾小

球足细胞的损伤而非系膜细胞的损伤[7],但高脂导致足细胞损伤机制仍不清楚。Angptl4是Kim等人[8]在2000
年发现的一种多功能分泌因子,它是一种循环型糖基化蛋白质激素,属于血管生成素家族。Angptl4影响脂代谢
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图6 第10周时 HG组大鼠肾小球Angptl4的表达(×100)
    注:1:NG;2:SG;3:HG。▲p<0.05vsNG;△p<0.05vsSG。

  图7 10周后高脂饮食大鼠肾小球Angptl4蛋白的表达

的机制目前并不完全清楚,初步研究表明是通过抑制脂蛋白脂肪酶(LPL)活性而减少循环血中TG的清除,使血

浆中TG水平升高。有学者发现,Angptl4可能在微小病变型肾病(MCD)的发生中发挥了重要作用[9]。

Chugh等人[3]发现用转NPHS2-Angptl4基因转染使小鼠足细胞特异性高表达Angptl4,动物则出现有明显

的蛋白尿,肾脏病理学检查表现为 MCD;免疫电子显微镜显示,Angptl4横穿过基底膜并在基底膜沉积,表明肾

小球足细胞特异性高表达Angptl4在 MCD蛋白尿形成过程中发挥了重要作用。如在SD大鼠肾次全切除后予

嘌呤霉素-氨基核苷(PAN)诱导的进行性肾小球硬化模型中发现,大鼠足细胞皮质 Angptl4的表达明显增

加[10-11]。又如Li等人[12]在用常见的恶性肿瘤化疗药物顺铂注射引起的急性肾损伤小鼠模型研究中发现,顺铂

可能通过影响肾脏组织中Angptl4变化,进而调节肾组织LPL介导的脂代谢变化;进一步通过免疫染色定位显

示,顺铂组小鼠Angptl4主要分布在未受损的近曲小管,本研究结果亦显示Angptl4在肾小球附近的近曲小管

也有分布。

本研究进一步发现,高脂饮食喂养第4周时,各组间病理变化基本无差别;第10周时,NG组肾小球内几乎

没有Angptl4的表达,HG组肾小球内 Angptl4的表达明显增高,SG组中 Angptl4表达略有降低但明显高于

NG组,两两比较差异有显著性(p<0.05)。免疫组化实验发现,Angptl4主要表达于肾小球内,因此可以推测,

在高脂的环境下,足细胞分泌Angptl4的增多而导致了肾小球的损害。这可能是脂代谢紊乱肾损害早期的环节

之一。此外本研究还发现,在第10周时,Angptl4的表达除在肾小球外,肾小管中也可表达一定量的Angptl4,

这可能和高脂饮食时导致肾小管间质病变有关。辛伐他汀则可能使高脂饮食时足细胞分泌Angptl4减少,来减

轻高脂血症时肾小球受到的损害,从而起到保护作用。

参考文献:
[1]ZhuP,GohYY,ChinHF.Angiopoietin-like4:adecadeof
research[J].BiosciRep,2012,32(3):211-219.

[2]ReiserJ.Filteringnewfactsaboutkidneydisease[J].Nat
Med,2011,17(1):44-45.

[3]ChughSS,ClementLC,MacéC,etal.Newinsightsinto
humanminimalchangedisease:lessonsfromanimalmod-
els[J].AmJKidneyDis,2012,59(2):284-292.

[4]YangHC,MaLJ,MaJ,etal.Peroxisomeproliferator-ac-
tivatedreceptorgammaagonistisprotectiveinpodocytein-
jury-associatedSclerosis[J].KidneyInternational,2006,69
(10):1756-1764.

[5]MoorheadJF,ChanMK,NahasME.Lipidnephrotoxicity

inchronicprogressiveglomerularandtubulo-interstitial
disease[J].Lancet,1982,320(8311):139.

[6]DoyonnasR,KerhawDB,DuhmeC,eta1.Anuria,omphalo-
cele,andperinatallethalityinmicelackingtheCD34-related

proteinpodocalyxin[J].JExpMed,2001,194(1):13-27.
[7]JolesJA,KunterU,JanssenU,eta1.Earlymechanismof
renalinjuryinhypercholesterolemicorhypertriglyceridemi-
crats[J].JAmSocNephrol,2000,11(4):669-683.

[8]KimI,KimHG,KimH,etal.Hepaticexpression,synthe-
sisandsecretionofanovelfibrinogen/angiopoietinrelat-
edproteinthatpreventsendothelialcellapoptosis[J].Bio-
chemJ,2000,346(Pt3):603-610.

19第3期            彭 兰,等:高脂血症大鼠肾脏Angptl4变化及辛伐他汀的保护作用



[9]ReiserJ.Filteringnewfactsaboutkidneydisease[J].Nat
Med,2011,17(1):44-45.

[10]YangHC,MaLJ,MaJ,etal.Peroxisomeproliferator-
activatedreceptorgammaagonistisprotectiveinpodocyte
injury-associatedsclerosis[J].KidneyInternational,2006,

69(10):1756-1764.
[11]章丽萍,杜晓刚.血管生成素样蛋白4及其在肾损害中的

研究进展[J/CD].中华临床医师杂志:电子版,2013,7
(8):3555-3557.

ZhangLP,DuXG.Theresearchprogressofangiopoietin-
likeprotein4anditseffectsonkidneyinjury[J].Chinese
JournalofClinicians:ElectronicEdition,2013,7(8):3555-
3557.

[12]LiS,NagothuK,RanganathanG,etal.Reducedkidney
lipoproteinlipaseandrenaltubuletriglycerideaccumula-
tionincisplatin-mediatedacutekidneyinjury[J].AmJ
PhysiolRenalPhysiol,2012,303(3):F437-F448.

TheChangesofAngptl4intheKidneyofHyperlipidemicRatsandtheProtectiveEffectofSimvastatin

PENGLan1,2,FANNeng-quan3,DUXiao-gang2

(1.ChongqingMedicalandPharmaceuticalCollege,Chongqing401331;

2.DepartmentofNephrology,theFirstAffiliatedHospital,ChongqingUniversityofMedicalScience,Chongqing400016;

3.ChongqingInstituteforFoodandDrugControl,Chongqing401121,China)

Abstract:ToinvestigatethechangesintheexpressionofAngptl4inthekidneyofhyperlipidemicrats(Rattusnorregicus)andthe

protectiveeffectofsimvastatin,45individualsofSDratswererandomlydividedinto3groups.Thecontrolgroup(n=15)wasfed
withnormaldiet.Thehighfatgroup(n=15)wasfedwithhighfatdiet.Thesimvastatingroup(n=15)wasfedwithhighfatdiet

pluswithsimvastatinsolutiongavage(10mg·kg-1·d-1).5ratsweresampledrandomlyfromeachgroupatweek4,6,and10,

respectively.Theurinaryproteinexcretionduring24h,theserumcholesterolconcentration,andthelowdensitylipoproteinconcen-
trationweredetermined.Thechangesinhistopathologyofglomeruliweredetectedbyparaffinsectionandmicroscopeandthedistri-
butionandexpressionofAngptl4weredeterminedbyimmunohistochemistryandWesternblot.Theresultsshowedthat:Theserum
cholesterolconcentrationandthelowdensitylipoproteinconcentrationincreasedsignificantlyinhighfatgroupandsimvastatingroup
atweek4.Atweek10,The24hurinaryproteinconcentrationsofhighfatgroupandsimvastatingroupweresignificantlyhigher
thanthecontrolgroup;TheresultsofHEstainingshowedthatthewidthofmesangialregionandmatrixdidnotsignificantlyin-
crease,therewereobviousdegenerationsintheglomeruliespeciallyinthehighfatgroup,Theglomeruliofhighfatgroupshowed
lightdifferentialleaflikeandweaklyincreaseinthesizeofmesangialregionandmatrix,butobviousdegeneration,suggestingheavier
lesionsinhighfatgroupcomparedtosimvastatingroup.TheresultsofimmunohistochemicalexaminationandWesternblotshowed
thatAngpt14expressedmoreinthekidneysofhighfatgroupthanthatofsimvastaingroup.Theresearchindicatedthathyperlipi-
demiacancausesignificantkidneyglomerularlesions,whichcouldbeduetotheincreaseofglomerularpodocytesecretion.Andsim-
vastatinmaymakehighfatdietpodocytesecretionofAngptl4reduced,toprotectthehypercholesterolemiaglomerulardamage.
Keywords:hyperlipidemic;glomerular;Angptl4;simvastatin;Rattusnorregicus
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