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多囊肾病小型猪肾脏组织中增殖和凋亡的改变 *
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摘要 目的：观察 ADPKD小型猪肾脏组织中细胞增殖和凋亡的改变。方法：使用 PKD1基因敲除的小型猪模型，用Western blot

和免疫组化方法检测肾脏组织中细胞增殖指标 PCNA；增殖相关的 mTOR信号通路分子(phospho-mTOR、phospho-p70S6、phos-

pho-4EBP1)和 ERK信号通路分子(phospho-PKA、phospho-MEK、phospho-ERK)的表达水平以及内皮细胞粘附分子 CD31以及凋

亡相关蛋白 Bcl-2、Bax、caspase 3的表达变化。结果：在 ADPKD小型猪肾脏组织中，增殖指标 PCNA表达显著升高。mTOR信号

通路分子 phospho-mTOR、phospho-p70S6、phospho-4EBP1 水平明显升高，ERK 信号通路分子中 phospho-PKA、phospho-MEK、

phospho-ERK水平明显升高。CD31表达明显升高，Bax/Bcl-2的比值以及 caspase 3的表达水平显著升高。结论：本研究显示在

ADPKD小型猪肾脏组织中，细胞增殖和凋亡信号通路明显激活。
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Changes of Proliferation and Apoptosis in the Kidney of Mini-Pigs with
Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease*

To observe proliferation and apoptosis of the cell in the kidney of Mini-Pigs with ADPKD. We

observed the protein expression changes of cell proliferation marker PCNA, proliferation-related mTOR signal pathway key molecules

(phospho-mTOR, phospho-p70S6, phospho-4EBP1), ERK signal pathway key molecules (phospho-PKA, phospho-MEK, phospho-ERK),

endothelial cell adhesion molecule-1（CD31）, Bax, Bcl-2 and caspase 3 in the kidney tissues of PKD1 deletion mini-pig model by

West-ern blot and Immunohistochemical staining. The results showed that the level of PCNA was markedly up-regulated. The

molecules in mTOR signal pathway (phospho-mTOR, phospho-p70S6, phospho-4EBP1), ERK signal pathway (phospho-PKA, phos-

pho-MEK, phospho-ERK) and CD31were markedly increased in ADPKD mini-pig kidney tissues. In addition, the Bax/Bcl-2ratio and the

caspase3 were increased significantly. The research shown that the signal pathway of proliferation and apoptosis was activated

in ADPKD mini-pig kidney tissues.
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前言

常染色体显性多囊肾病(autosomal dominant polycystic kid-

ney disease，ADPKD)是最常见的单基因遗传病之一，其发病机

制目前未完全明确也无特异性的防治手段 [1-3]。ADPKD 由

PKD1或 PKD2基因突变所致，分别占 85 %和 15 %[4]。在啮齿

类多囊肾动物模型和细胞中，多囊肾的囊肿衬里上皮细胞存在

增殖和凋亡信号通路异常[5,6]，引起囊泡衬里上皮细胞异常增殖

和囊液过度分泌，促进囊泡的形成。因此，国内外许多研究把干

预囊肿上皮细胞增殖和凋亡作为治疗多囊肾病的重点 [7,8]。另

外，囊肿周围新生血管形成也参与囊肿衬里上皮细胞的过度增

殖，其中，内皮细胞粘附分子 (endothelial cell adhesion

molecule-1，CD31)的表达增加起重要作用。

目前多是使用啮齿类多囊肾动物模型，其与人类多囊肾病

在囊肿形成机理上有细微的差别。猪在解剖学、生理学等方面

与人类有高度的相似性，可以更好地模拟人类疾病的发生过

程[9,10]，是研究人类疾病理想的大动物模型。我们前期通过锌指

核酶(ZFN)技术敲除小型猪 PKD1基因，建立了常染色体显性

多囊肾病小型猪模型[11]，本研究主要探讨了慢性 ADPKD模型

肾脏组织中增殖、CD31和凋亡的表达变化，以期为治疗 ADP-
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KD提供更多的理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物

随机挑选 5-6月龄的通过锌指核酶(ZFN)技术敲除 PKD1

基因的小型猪 6头作为多囊肾模型组(PKD)，选取相同月龄相

同品系的野生型小型猪 6头作为正常对照组(CON)。饲养条件

为：室温 19~29℃，湿度 40~70 %，同等进食。喂养 18个月，按

规定日期麻醉后取血、尿标本，然后处死动物，制备肾脏组织标

本。 PCNA，phospho-mTOR，phospho-p70S6，phospho-4E-BP1，

phospho-PKA，phospho-MEK，phospho-ERK1/2 多克隆抗体购

自 Cell Signaling Technology公司。

1.2 实验方法

1.2.1 生化分析 在预定的时间，从所有小型猪收集外周血和

尿标本，离心 3000 r/min × 10 min，使用前储存在 -80℃。用比

色法检测尿素氮(BUN)与肌酐(Cr)。

1.2.2肾脏组织病理分析(PAS染色) 小型猪肾脏组织固定于

4 %的多聚甲醛中，石蜡包埋切片，切片厚 3 滋m。切片常规脱
蜡，于 1 %过碘酸氧化 20 min，水洗，甩干。入 Schiff液 30 min，

浸入温水，20-25 min，水洗。苏木素染核 2-3 min，水洗。1 %盐酸

乙醇分化数秒，水洗。氨水返蓝数秒。流水冲洗。梯度乙醇脱水，

二甲苯脱水，树胶封片。

1.2.3 蛋白质印迹法(Western blot) 检测用 RIPA裂解液裂解

小型猪肾脏组织。4℃离心 12000 r/min× 30 min，取上清。用

BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，变性蛋白。取 50-100

滋g蛋白上样，在 6 %-12 % SDS-PAGE(聚丙烯酰胺)凝胶电泳

分离蛋白。所得产物转移至 NC膜上，用 5％脱脂奶粉封闭 1 h

后加人一抗兔抗人 PCNA，phospho-mTOR，phospho-P70S6，

phospho-4EBP1，phospho-PKA，phospho-MEK，phospho-ERK，

CD31，Bcl-2，Bax，caspase 3多克隆抗体(1：1000)过夜。用 TBST

洗膜 10 min× 3次，然后加入二抗为辣根酶标记山羊抗兔 IgG

抗体(1：1 000)，室温孵育 1 h，用 TBST液洗膜 10 min× 3次，电

化学发光(electrochemiluminescence，ECL)显影。最后，用 Im-

ageJ (Bio-Rad Laboratories)分析条带灰度值，计算目的蛋白和

内参茁-actin条带灰度值比值。

1.2.4 免疫组织化学法检测 (Immunohistochemistry) 小型猪

肾组织于 10 %的中性甲醛液固定 24 h后常规脱水透明，石蜡

包埋，连续切片，片厚 3 滋m。切片脱蜡入水，于 4℃枸橼酸钾液

微波修复 10-15 min，室温晾 30 min，PBS浸泡 5 min× 3次。入

3 % H2O2室温孵育 30 min，消除内源性过氧化物酶活性，PBS

浸泡 2-3 min× 3次。山羊血清室温封闭 20 min，加稀释过的一

抗，4℃过夜。PBS浸泡 5 min× 3次，滴加 4℃生物素标记的二

抗工作液，室温孵育 40 min。入 PBS浸泡 5 min× 3次，加 4℃

辣根酶标记的链酶卵白素，室温孵育 40 min。PBS浸泡 5 min×

3次，DAB溶液显色，苏木精复染，脱水，透明，封片。结果以胞

质或者胞核内棕黄色颗粒为阳性。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 17.0软件进行统计学分析，两组间数据以均

数± 标准差表示，采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组小型猪肾功能的而比较

同等条件喂养小型猪 18个月后，与正常对照组相比，PKD

组血肌酐(Scr)和尿蛋白 / 尿肌酐比值(P/C)水平均显著升高

(P<0.05)，尿素氮(BUN)水平虽然升高，但是没有统计学差异

(P>0.05)(见表 1)。

2.2 两组小型猪肾脏组织形态的比较

PAS染色结果显示：与正常对照组相比，PKD组肾小管明

显扩张(见图 1)。

表 1 两组小型猪血、尿生化检测结果(x± s)

Table 1 Detection of serum and urine biochemistry parameters inMini-pigs

Paramaters CON PKD

BUN (mmol/L) 5.73± 1.26 6.07± 0.90

SCr(滋mol/L) 102.53± 14.37 149.73± 10.43*

P/C(mg/mmol) 8.01± 0.20 20.16± 3.86*

Note: CON: control group; PKD: ADPKD group.BUN: blood urea

nitrogen; SCr: serum creatinine; P/C: urine protein/urine creatinine.

Compared with the control group, *P<0.05 vs CON.

图 1 两组小型猪肾脏组织 PAS染色结果

Fig.1 PAS staining results of Mini-pig kidney tissues between two groups

Note: expresses expansive kidney tubules
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2.3 两组小型猪肾组织中 PCNA的表达变化

增殖细胞核抗原(Proliferating Cell Nuclear Antigen，PCNA)

存在于细胞核内，是反映细胞增殖状态的指标。我们用West-

ern blot和免疫组化方法检测了两组小型猪肾脏组织中 PCNA

蛋白质表达水平。Western blot结果显示：在 PKD小型猪肾组

织中，PCNA表达水平较对照组显著升高(P<0.05)，免疫组化染

色结果显示 PKD小型猪肾小管囊肿衬里上皮细胞核 PCNA着

色为棕色的细胞数量较对照组明显增加。表明 ADPKD小型猪

肾脏组织囊肿衬里上皮细胞增殖显著(图 2)。

图 2 两组小型猪肾脏组织 PCNA的表达变化

Fig.2 Change of PCNA expression in the kidney tissue of mini-pig between two groups.

Protein expression data are presented as the mean± SD. *P<0.05 vs CON.

2.4 两组小型猪肾组织中 mTOR信号通路的表达变化

mTOR(mammalian target of rapamycin，雷帕霉素哺乳靶蛋

白)是调控细胞生长与增殖的一个关键性蛋白激酶。mTOR下

游信号通路分子包括 p70S6K和 4E-BP1，可促进细胞增殖。我

们用Western blot和免疫组化的方法检测了两组小型猪肾脏组

织中的 phospho-mTOR、phospho-P70S6、phospho-4EBP1 (激活

型) 蛋白质的表达水平。Western blot结果显示 PKD组 phos-

pho-mTOR、phospho-P70S6、phospho-4EBP1(激活型)水平明显

增高(p<0.05)；免疫组化染色结果显示 PKD小型猪肾小管囊肿

衬里上皮细胞 phospho-mTOR着色为棕色的细胞数量较对照

组明显增加。表明在 ADPKD小型猪肾小管囊肿衬里上皮细胞

中 mTOR信号通路明显激活(图 3)。

图 3 两组小型猪肾脏组织mTOR信号通路分子表达的变化比较

Fig.3 Comparison of the changes of mTOR signal pathway moleculars expression in Mini-pig kidney tissues between two groups.

Note: Protein expression data are presented as the mean± SD. *P<0.05 vs CON.

2.5 两组小型猪肾组织中 ERK信号通路的表达变化

ERK是调节细胞增殖的的另一个关键蛋白激酶。p-ERK

表示 ERK的活化状态。我们用 western blot和免疫组化的方法

检测了两组小型猪肾脏组织 ERK信号通路中 phospho-PKA、

phospho-MEK、phospho-ERK 蛋白质表达水平。结果显示在

ADPKD 小型猪肾脏组织中，phospho-PKA、phospho -MEK、

phospho-ERK的水平显著升高；免疫组化染色结果显示 PKD

小型猪肾小管囊肿衬里上皮细胞胞浆 phospho-ERK着色为棕

色的细胞数量较对照组明显增加。表明在 ADPKD小型猪肾小

管上皮细胞中 ERK信号通路被激活(图 4)。

2.6 两组小型猪肾组织中 CD31表达变化

内皮细胞粘附分子（endothelial cell adhesion molecule，

CD31）表达于内皮表面，参与血管生成。我们用Western blot方

法检测了两组小型猪肾脏组织 CD31蛋白质表达水平。结果显

示与对照组相比，ADPKD的小型猪肾组织中 CD31的表达水

平显著升高(图 5)。
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图 4两组小型猪肾脏组织 ERK信号通路分子的表达变化比较

Fig.4 Comparison of the changes of ERK signal pathway moleculars expression in Mini-pig kidney tissues between two groups.

Protein expression data are presented as the mean± SD. *P<0.05 vs CON.

2.7 两组小型猪肾组织中凋亡相关蛋白的表达变化

我们用Western blot方法检测了两组小型猪肾脏组织凋亡

相关蛋白 Bax、Bcl-2、caspase 3表达水平。Western blot结果显

示在 ADPKD小型猪肾组织中，Bax/ Bcl-2的比值升高，caspase

3的表达水平显著升高；免疫组化染色结果显示 PKD小型猪

肾小管囊肿衬里上皮细胞胞浆 Bax着色为棕色的细胞数量较

对照组明显增加。(图 6)。

3 讨论

我们的研究结果显示：ADPKD小型猪模型组的肾功能指

标肌酐、尿蛋白 /肌酐明显升高；PAS染色结果显示 ADPKD

小型猪肾小管出现明显的扩张。这些实验结果表明该模型为较

理想的 ADPKD动物模型。

研究表明，在 ADPKD组织和 PKD1突变的细胞中上皮细

胞异常增殖[6]。PCNA是细胞增殖的指标，我们用Western blot

和免疫组化以方法检测了 ADPKD小型猪肾脏中 PCNA的表

达水平，结果显示，在 ADPKD小型猪肾小管囊肿衬里上皮细

胞中 PCNA的表达水平明显升高，表明在 ADPKD小型猪肾脏

中存在明显的增殖。

近年研究发现，在 PKD动物模型中发现一些信号通路失

调[12-16]，可以作为潜在的治疗靶点。在这些失调的信号通路中，

其中包括控制细胞生长和增殖的 mTOR (mammalian target of

rapamycin，雷帕霉素哺乳靶蛋白)信号通路的激活[17,18]。mTOR

是调控细胞生长与增殖的一个关键性蛋白激酶。mTOR下游信

号通路分子包括 p70S6和 4E-BP1[19]，可促进细胞增殖。目前在

啮齿类动物模型中已经发现 mTOR抑制剂能够延缓多囊肾囊

泡的进展[7]，但是在临床实验中疗效较差，需要进一步深入研

究。我们的研究结果显示：ADPKD小型猪肾脏组织中 phos-

pho-mTOR、phospho-p70S6、phospho-4EBP1 的水平明显升高。

此外，我们用 Western blot方法检测了小型猪肾脏组织中的

phospho-PKA, phospho-MEK, phospho-ERK表达变化，结果显

示：与之前的研究结果一致 [20]，ADPKD小型猪肾脏组织中的

phospho-PKA, phospho-ERK, phospho-MEK水平明显升高。表

明在 ADPKD小型猪肾脏中，mTOR和 ERK增殖信号通路被

激活。

图 5 两组小型猪肾脏组织 CD31的表达变化比较

Fig.5 Comparison of the changes of CD31 expression in Mini-pig kidney

tissues between two groups.

Note: Protein expression data are presented as the mean± SD. *P<0.05 vs

CON.
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研究表明囊肿周围新生血管形成参与囊肿上皮细胞的过

度增殖[21]，在 ADPKD的进展中发挥作用，其中内皮细胞粘附

分子 CD31的表达起重要作用。我们用Western blot方法检测

了小型猪肾脏组织 CD31的表达水平，结果显示 ADPKD小型

猪肾脏组织中 CD31表达水平明显升高。

已有研究表明在 PKD中凋亡调节异常能够引起囊泡的发

生和正常肾单位的缺失是相关的。在 PKD的各种动物模型中

已经观察到小管上皮细胞的凋亡增加[22]。同正常对照组相比，

在两周的杂合子和纯合子大鼠肾脏中，TUNEL阳性的凋亡细

胞是增加的。在一些 PKD的动物模型中已经发现抑制凋亡能

够阻碍肾脏囊泡的进展。我们的研究结果显示：在 ADPKD小

型猪肾组织中，Bax/Bcl-2的比值升高，caspase 3的表达水平显

著升高，细胞凋亡明显增加。

本研究结果表明在 ADPKD小型猪肾脏中，增殖相关的

mTOR和 ERK信号通路明显被激活，CD31的表达水平明显升

高，凋亡相关蛋白表达显著升高。本研究为今后开发靶向增殖

信号通路分子的抑制剂和凋亡诱导药物以便用于治疗多囊肾

病奠定了基础。
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