
第１３卷第２期
２０１１年２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．２
Ｆｅｂ．２０１１

［收稿日期］２０１０－０３－２０；［修回日期］２０１０－０７－２５
［作者简介］盖建芳，男，博士，医师。现工作单位：山西省儿童医院，邮编：０３００１３。
［通信作者］谢宗德，教授。

论著·实验研究

Ｌ精氨酸对宫内发育迟缓大鼠肾脏
Ｐａｘ２表达的影响

盖建芳　谢宗德　李雯　李素萍　胡劲涛

（中南大学湘雅二医院新生儿科，湖南 长沙　４１００１１）

　　［摘　要］　目的　研究Ｌ精氨酸（ＬＡｒｇ）对宫内发育迟缓（ＩＵＧＲ）大鼠肾脏 Ｐａｘ２表达的影响。方法　孕鼠
随机分为 ３组：正常对照组、ＩＵＧＲ组和干预组。正常对照组母鼠全程以普通饲料（含 ２１％ 蛋白）喂养。ＩＵＧＲ组
和干预组大鼠孕期均采用低蛋白饲料（含 １０％ 蛋白）喂养。仔鼠出生后，ＩＵＧＲ组母鼠常规饲料喂养；干预组母鼠
在常规饲料喂养的基础上，于部分饮水中每日添加 ＬＡｒｇ２００ｍｇ／ｋｇ。取 ７ｄ、２１ｄ、２月和 ３月龄仔鼠肾脏组织，用
免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｐａｘ２表达。结果　免疫组化显示正常对照组仔鼠在各时间点均未见明显 Ｐａｘ２表
达。ＩＵＧＲ组、干预组仔鼠２月龄和 ３月龄时，两组大鼠在肾小球和肾小管区可见 Ｐａｘ２阳性细胞，且 ３月龄鼠的
Ｐａｘ２表达比 ２月龄的更显著（Ｐ＜０．０５）；干预组的 Ｐａｘ２表达低于同龄ＩＵＧＲ组（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发
现，３组仔鼠肾脏在 ７ｄ和２１ｄ均未见 Ｐａｘ２蛋白明显表达。到２月龄和３月龄时，干预组和 ＩＵＧＲ组仔鼠肾组织
Ｐａｘ２蛋白表达均较正常对照组显著增多，但干预组的表达低于 ＩＵＧＲ组（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＩＵＧＲ大鼠成年后肾
脏 Ｐａｘ２基因有再表达现象；用ＬＡｒｇ干预后Ｐａｘ２表达明显减少。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（２）：１４５－１４８］
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　　Ｐａｘ２基因是 Ｐａｘ家族成员中唯一可在肾脏表
达又和肾形态密切相关的基因，主要参与早期肾脏

足细胞、肾小管上皮细胞分化的调控，对以后的内皮

细胞、系膜细胞的发育亦有引导作用［１］。正常情况

下，Ｐａｘ２在晚期和成熟肾组织基因关闭［２］，但 Ｙａｎｇ
等［３］对足细胞病变明显的特发萎陷性肾病和 ＨＩＶ
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相关性肾病进行研究，发现存在 Ｐａｘ２足细胞的再
表达。有研究发现宫内发育迟缓（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅｇｒｏｗｔｈ
ｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ，ＩＵＧＲ）与成年后的心血管疾病、糖尿病、
肾脏结构和功能等的异常有密切关系［４］。ＩＵＧＲ大
鼠存在肾脏的病理改变，是否也出现肾脏 Ｐａｘ２的
表达变化还未见报道。为此，本研究检测 Ｐａｘ２在
ＩＵＧＲ大鼠肾组织的表达，并给予 Ｌ精氨酸（ＬＡｒｇ）
干预，观察 ＬＡｒｇ对 ＩＵＧＲ大鼠肾组织 Ｐａｘ２表达的
影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物
健康３月龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）二级大鼠雌、

雄性各 ２４只，体重２５０～３００ｇ，由中南大学湘雅二
医院实验动物中心负责购买，并提供饲养和观察场

地（湖南省实验动物管理委员会，合格证：００１号；环
境设施合格证：０２８号）。雌、雄大鼠分笼适应性饲
养１周，按雌雄 １∶１的比例于每日下午 ６时左右置
于同一笼中交配。次日清晨在底板上检测出阴栓者

定为受孕成功，作为妊娠第１天，孕鼠进入实验分组。
１．２　主要仪器与试剂

冰冻切片机（ＴｈｅｒｍｏＳｈａｎｄｏｎ公司，英国）；烤
箱（ＤＧＸ９１４３８２型，上海福玛实验设备有限公司）；
医用超低温冰箱：ＭＤＦ３８２Ｅ型，日本三洋公司。
Ｐａｘ２抗体为美国ＺＹＭＥＤ公司产兔抗大鼠多克隆抗
体，免疫组化 ＳＰＡＰ试剂盒为北京中杉金桥生物技
术有限公司。ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；Ｄｕ８００紫外分光
光度计（Ｂｅｃｋｍａｎ）；水平电泳仪和凝胶图像成像系
统（ＢｉｏＲａｄ）；台式低温高速离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ）；垂
直电泳槽和蛋白转印槽（ＢｉｏＲａｄ）；蛋白裂解液
（５８．５％ 氯化钠 ５００μＬ，３７２ｍｇ／ｍＬＥＤＴＡ１０μＬ，
１ＭＴｒｉｓＨＣｌ５０μＬ，抑肽酶５μＬ，１．７４ｍｇ／ｍＬＰＭＳＦ
５０μＬ，双蒸水加至 ５ｍＬ）。
１．３　实验方法
１．３．１　实验饲料　　本实验所用饲料购至湖南农
业大学，并由湖南省疾病控制中心测定饲料蛋白含

量和总热量。每１００ｋｇ普通饲料和低蛋白饲料的
配方含玉米分别为 ３５ｋｇ和 ５３ｋｇ、三等粉分别为
２０ｋｇ和 ４３ｋｇ、麦麸分别为１５ｋｇ和２ｋｇ、豆饼分别
为２０ｋｇ和 １ｋｇ、鱼粉分别为１０ｋｇ和 １ｋｇ、蛋白含
量分别为２１％和１０％、热量分别为３３７５ｋｃａｌ／ｋｇ和
３４０５ｋｃａｌ／ｋｇ。

１．３．２　实验分组　　孕鼠按受孕先后顺序随机平
均分为 ３组：正常对照组、ＩＵＧＲ组和干预组。参照
文献［５６］报道的方法，建立 ＩＵＧＲ模型。正常组母鼠
全程以常规饲料（含 ２１％ 蛋白）喂养。ＩＵＧＲ组和
干预组孕期均采用低蛋白饲料（含 １０％ 蛋白）喂
养。仔鼠出生后，ＩＵＧＲ组母鼠常规饲料喂养；干预
组母鼠在常规饲料喂养的基础上，于部分饮水中添

加 ＬＡｒｇ（Ｓｉｇｍａ公司），每日２００ｍｇ／ｋｇ。母乳喂养
仔鼠 ２１ｄ后断乳、分笼。３组仔鼠均用常规饲料喂
养、自由饮水，直至实验结束。整个哺乳期间保证每

窝 ６～８只仔鼠；每窝多于 ８只仔鼠的，多出的仔鼠
于出生 １ｄ内即随机剔除实验；产仔 ＞１２只和 ＜６
只的母鼠连同其仔鼠一起剔除实验。每组每个时间

点取 ５只仔鼠分析。
１．３．３　肾脏组织冰冻切片制备　　３组仔鼠分别
于７ｄ、２１ｄ、２月和３月龄时的上午用１０％水合氯
醛３５μＬ／ｇ腹腔注射麻醉，剖腹取右肾，沿肾门横断
面切成两半，迅速置冻存管中，－７０℃冰箱内保存。
使用前 ２ｈ将切片机的温度预调至 －２０℃，取
－７０℃肾脏一半，置于切片机冷冻夹上，使肾脏短轴
与切片刀平行，把反卷板前缘调至与切片刀平行，不

能高出或低于切片刀，厚度调至３μｍ，用毛笔将制
作满意的切片展平，立即裱贴于载玻片上。裱片后

切片在５６℃ 烤箱中烤片４５ｓ，使切片与载玻片牢固
粘连不易脱片。切片制好后，储存于冰箱待测。

１．３．４　免疫组化方法检测Ｐａｘ２表达　　免疫组化
按 ＳＰＡＰ试剂盒说明进行。Ｐａｘ２阳性表达细胞为
胞核着色，细胞核或胞浆显色为棕黄色者为阳性表

达细胞。Ｐａｘ２阳性表达判断标准及方法，参照文
献［７］如下：每张切片选取５个肾小球区和５个小管
区进行计数，计数选区内５个不同视野内１００个细
胞中阳性表达细胞率并取其平均值。

１．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠肾脏 Ｐａｘ２蛋白表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠肾脏皮质 Ｐａｘ２蛋白表
达，结果以样本吸光度值／对照 ＧＡＰＤＨ吸光度值
的比值表示。

１．４　统计学分析
所有数据均采用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件处理，结

果以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。多组间均数比较用
ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ法；
率的比较采用卡方检验；Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。
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２　结果

２．１　成功建立ＩＵＧＲ大鼠模型
连续交配７ｄ后，正常组母鼠假孕２只，６只怀

孕母鼠共产仔鼠 ５８只，平均每窝产仔 １０．０±４．７
只，仔鼠平均出生体重为 ７．０±０．５ｇ；产出ＩＵＧＲ仔
鼠仅３只，１只于围产期死亡。ＩＵＧＲ组母鼠８只，
全部受孕，共产仔鼠 ９０只，平均每窝产仔 １１．０±
２．６只，仔鼠平均出生体重为 ６．０±０．６ｇ；产出的
ＩＵＧＲ仔鼠５７只，有８只于围产期死亡。各组孕鼠

分娩时间均在受孕后第２０～２３天内，且１４只孕鼠
均产仔，未发生流产现象。各组的仔鼠数目、体重、

ＩＵＧＲ发生率及围产期死亡率见表１。
２．２　免疫组织化学法检测 Ｐａｘ２表达

正常组大鼠在各个时间点均未见明显 Ｐａｘ２表
达。ＩＵＧＲ组和干预组大鼠在７ｄ龄和２１ｄ龄时肾
脏均未见 Ｐａｘ２的明显表达；２月龄和 ３月龄时，两
组大鼠在肾小球和肾小管区可见 Ｐａｘ２阳性细胞的
表达，且 ３月龄的 Ｐａｘ２的表达明显强于 ２月龄
（Ｐ＜０．０５）；干预组的 Ｐａｘ２表达低于同龄 ＩＵＧＲ组
（Ｐ＜０．０１或０．０５）。见图１及表２。

表１　两组孕鼠产仔情况　

组别 孕鼠（只） 产仔（只）
每窝产仔（只）

（ｘ±ｓ）
仔鼠体重（ｇ）

ＩＵＧＲ鼠
例（％）

围生期死亡

例（％）

正常组 ６ ５８ １０．０±４．７ ７．０±０．５ ３（５） １（２）
ＩＵＧＲ组 ８ ９０ １１．０±２．６ ６．０±０．６ａ ５７（６３）ａ ８（９）

　　ａ：与正常组比较，Ｐ＜０．０１

!"#$

! "#!

% &

'

$

(

$

　　图１　Ｐａｘ２表达（ＤＡＢ，×２００）　两组７ｄ龄时未见Ｐａｘ２表
达；２月龄和３月龄时干预组的 Ｐａｘ２表达低于同龄 ＩＵＧＲ组。棕黄

色颗粒为阳性表达（箭头所示）。

表２　免疫组化法检测 Ｐａｘ２表达　（ｘ±ｓ，％，ｎ＝５）

组别
肾小球

２月 ３月
肾小管

２月 ３月
正常组 ０ ０ ０ ０
ＩＵＧＲ组 ０．１８±０．０４ａ ０．３３±０．０８ａ，ｂ ０．２７±０．０１ａ ０．４２±０．０４ａ，ｂ

干预组 ０．１１±０．０６ａ，ｂ ０．２９±０．０５ａ，ｄ，ｅ ０．２３±０．０２ａ，ｃ ０．３０±０．０３ａ，ｄ，ｅ

Ｆ值 ７．５８ ６．７５ ５．６７ １０．５６
Ｐ值 ０．０１ ０．０２ ０．０２ ０．０１

　　ａ：与正常组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与 ＩＵＧＲ组２月龄比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与
ＩＵＧＲ组２月龄比较，Ｐ＜０．０１；ｄ：与ＩＵＧＲ组３月龄比较，Ｐ＜０．０５；ｅ：与同
组２月龄比较，Ｐ＜０．０５

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肾脏组织 Ｐａｘ２蛋白表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，３组大鼠肾脏在７ｄ和

２１ｄ均未见Ｐａｘ２蛋白的明显表达。到２月龄和３
月龄时，干预组、ＩＵＧＲ组大鼠肾组织 Ｐａｘ２蛋白表达
均较正常组显著增多，但干预组的表达明显低于

ＩＵＧＲ组（Ｐ＜０．０１）；而且３月龄大鼠肾组织 Ｐａｘ２蛋
白表达均高于２月龄大鼠（Ｐ＜０．０１）。见表３。

表３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐａｘ２蛋白表达　（ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ２月龄 ３月龄

正常组 ０．０５±０．０１ ０．２１±０．０２ｃ

ＩＵＧＲ组 ０．３１±０．０３ａ ０．４１±０．０３ａ，ｃ

干预组 ０．１９±０．０２ａ，ｂ ０．３０±０．０２ａ，ｂ，ｃ

Ｆ值 ２１４．５６ ８０．０９
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与正常组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与 ＩＵＧＲ组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与

同组２月龄比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

肾脏正常发育及其形态结构的完善与其功能的

·７４１·
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关系密不可分。在这一发育过程中，新的肾单位不

断在分支集合管末端产生，同时早期形成的肾单位

逐渐成熟并开始其滤过功能。这种正常发育是靠许

多调节分子来维持的，其中一些调节网络的调控基

因得到确认［８］，如 Ｐａｘ基因，它是发育调控基因家
族成员之一，其中 Ｐａｘ２基因是 ９个 Ｐａｘ家族成员
中唯一可在肾脏表达，且又和肾形态发生密切相关

的成员。它表达于发育期前肾、中肾和后肾的小管，

且在肾小管形态及功能中发挥重要作用［９］。Ｐａｘ２
表达的时间和水平对肾脏的正常发育非常关键，如

失调则可导致先天性的肾发育异常［１０］。朱翠平

等［１１］研究发现 Ｐａｘ２在原始肾小管强表达，成熟近
端小管不再有表达，远端小管仍持续微弱表达，说明

Ｐａｘ２不仅是肾小管早期分化发育的重要调控分子，
对成熟肾小管正常组织结构维持亦起部分作用，成

熟肾小管 Ｐａｘ２基因并未全部关闭；输尿管芽是早
期集合管，Ｐａｘ２在此部位尤其是其末端部分表达明
显，在多数成熟集合管仍明显显色，说明 Ｐａｘ２在胎
儿 ３４周前是持续表达的。是否以后仍有表达还需
进一步研究证实，但可以说明在 ３４周人类肾脏分
化停止时，Ｐａｘ２基因在集合管仍是开放的。皮蕾
等［１２］研究显示，在受损的肾脏中基因 Ｐａｘ２重新表
达，作用于肾小管上皮细胞，使其向肌成纤维细胞转

分化，从而导致大鼠慢性肾间质纤维化。

近年来的研究表明，肌体内广泛存在左旋精氨

酸－一氧化氮（ＬＡｒｇＮＯ）通路，ＬＡｒｇＮＯ通路的广
泛性决定了其生理功能的广泛性和复杂性。研究表

明，给予 ＬＡｒｇ可以增强血管内皮细胞一氧化氮合
酶的活性，促进 ＮＯ的合成与释放［１３］。有研究表

明，许多肾脏病变均与 ＮＯ合成不足有关［１４］，ＮＯ对
肾小球的直接作用日益受到重视［１５］。Ｇｉｌ等［１６］用

ＬＡｒｇ干预宫内营养限制的大鼠，发现其成年期２４ｈ
尿蛋白量明显减低。周盾等［１７］研究认为体内 ＮＯ
降低是蛋白尿发生发展的重要原因。本研究从新生

鼠期给予 ＬＡｒｇ干预更接近临床，期望干预后能起
到改善肾脏结构和功能的作用。

正常情况下，基因 Ｐａｘ２在肾脏发生完成后表
达很少或不再表达。只有肾脏出现病理损害后，才

会重新表达。本研究发现，３组大鼠肾脏 Ｐａｘ２基因
在７ｄ和 ２１ｄ均未见明显表达；到２月龄时，ＩＵＧＲ
大鼠的肾小球和肾小管区均可见 Ｐａｘ２阳性细胞的
表达，而正常组则无显著表达；３月龄时，ＩＵＧＲ大鼠
的肾小球和肾小管区 Ｐａｘ２表达比 ２月龄时增强。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测也发现，在７ｄ和２１ｄ时３组大鼠
的肾脏均未见 Ｐａｘ２蛋白明显表达；到 ２月龄和３月

龄时，ＩＵＧＲ大鼠肾组织 Ｐａｘ２蛋白表达量较正常组
显著增加，并且在 ３月龄的表达较 ２月龄的显著。
提示ＩＵＧＲ组大鼠可能从生后 ２个月开始出现肾小
球和肾小管结构的损害，而在７ｄ和２１ｄ时，Ｐａｘ２
基因可能由于表达量很少，或大鼠肾脏尚未出现明

显结构和功能的异常，故未见明显表达。用ＬＡｒｇ干
预后，２月龄和３月龄大鼠的Ｐａｘ２表达比 ＩＵＧＲ组
明显降低。本研究结果显示，ＬＡｒｇ干预可能在一
定程度上起到减轻肾脏损害的作用；Ｐａｘ２表达随着
ＩＵＧＲ大鼠年龄的增加逐渐增加，和既往研究［６］的

ＩＵＧＲ大鼠肾功能损害的变化趋势是一致的。
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