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摘要　 目的　 研究 Ｓｉｇｉｒｒ 基因缺失小鼠在慢性肾病（ＣＫＤ）
并发肾间质纤维化（ＲＩＦ）中的作用和机制。 方法 　 利用

ＰＣＲ 鉴定正常基因型（Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ ）小鼠和 Ｓｉｇｉｒｒ 基因缺失（Ｓｉ⁃
ｇｉｒｒ － ／ － ）小鼠。 含 ０. ２％ 高腺嘌呤饲料喂养小鼠，连续喂养

１２ 周，以建立慢性肾脏损伤并发 ＲＩＦ 模型。 收集小鼠眼框

静脉血以检测肾功能；利用 ＨＥ 染色分析肾脏组织病理变

化，通过 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肾脏纤维化程度，利用 ＩＨＣ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测白细胞介素（ＩＬ）⁃１β、ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃κＢ 等信

号分子变化，同时观察转化生长因子（ＴＧＦ）⁃β１、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达变化。 结果　 肾功能检测结果显示高腺

嘌呤喂养小鼠的血清肌酐和尿素氮较对照组增加； ＨＥ 和

Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示：与 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠比较， Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠

的肾组织中，炎症细胞浸润和胶原纤维沉积更明显。 ＩＨＣ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ＩＬ⁃１β 及其下游的 ＭｙＤ８８ 表达增加，
ｐ⁃Ｐ６５ 水平显著增加； Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠的肾组织中 ＩＬ⁃１β、
ＭｙＤ８８、ｐ⁃Ｐ６５ 等变化较 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠显著；同时 ＴＧＦ⁃β１ 显

著增加，且 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达增加，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达明显降

低，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 结果与免疫组化一

致，且 α⁃ＳＭＡ 也显著升高。 结论　 高腺嘌呤饮食可以建立

ＣＫＤ 并发 ＲＩＦ 小鼠模型。 Ｓｉｇｉｒｒ 的缺失增加肾间质 ＩＬ⁃１β 介

导 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活化，促进 ＴＧＦ⁃β１ 表达，有利于上皮

－间质细胞转分化相关 ＲＩＦ 过程。
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　 　 单一免疫球蛋白白细胞介素⁃１ 受体相关受体

（ｓｉｎｇｌｅ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＳＩＧＩＲＲ）介导的信号通路具有抑制白细胞介素（ ｉｎ⁃
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１ 的活性。 前期研究［１］ 发现 ＮＦ⁃κＢ ／
ＳＩＧＩＲＲ 负调控 ＩＬ⁃１β 诱导的肾小管上皮 － 成纤维

细胞转分化。 研究［２ － ４］ 证实在 ＩＬ⁃１ 的刺激下， ＳＩ⁃

ＧＩＲＲ 以配体依赖性方式与 ＩＬ⁃１ 受体复合物相互作

用。 肾间质纤维化（ ｒｅｎａｌ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ，ＲＩＦ）
是慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）发展过

程中常见的病理改变［５］，其发病机制是与炎症因

子、细胞因子和转化生长因子（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）⁃β１ 等活化相关信号通路有关［６ － ７］。 目

前研究 ＣＫＤ 并发 ＲＩＦ 的模型主要是通过单侧输尿

管的结扎术诱发的急性肾损伤的大鼠模型［８］。 但

其与临床上常见的慢性肾病并发 ＲＩＦ 的过程具有较

大差异性。 为探讨 ＳＩＧＩＲＲ 在 ＣＫＤ 并发 ＲＩＦ 中的作

用，该研究拟使用 Ｓｉｇｉｒｒ 基因敲除小鼠（Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － ）
在高嘌呤饮食诱发肾脏慢性损伤，建立 ＣＫＤ 并发

ＲＩＦ 小鼠模型，观察 ＲＩＦ 的病理特点及 ＳＩＧＩＲＲ 在

ＲＩＦ 发生过程中作用和机制。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂　 野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６（Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ ）小鼠、
Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠购自南京集萃药康股份有限公司，饲
养于 ＳＰＦ 级的动物房，饲养条件为恒温（２２ ± ２）℃，
湿度 ６０％ ，明暗周期为 １２ ｈ ／ １２ ｈ，小鼠体质量（２２ ±
２）ｇ。 所有动物实验均遵循《实验动物护理和使用

指南 》 和 安 徽 医 科 大 学 伦 理 指 南 （ 伦 理 号：
ＬＩＳＣ２０２００００７）。 鼠源 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体、兔源 Ｖｉｍｅｎ⁃
ｔｉｎ 抗体、兔源 α⁃ＳＭＡ 抗体、兔源 Ｐ６５ 抗体、兔源 ｐ⁃
Ｐ６５ 抗体、 抗鼠或兔抗体购买于美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。 鼠源 ＩＬ⁃１β 抗体、兔源 ＴＧＦ⁃β１ 抗

体购自武汉三鹰生物技术有限公司。 鼠源 ｐ⁃ｐ６５ 抗

体购自上海圣克鲁兹生物技术有限公司。 琼脂凝胶

糖粉购自于北京擎科生物科技有限公司。 免疫组织

化学试剂盒、ＤＡＢ 显色液均购自北京中杉金桥生物

技术有限公司。 改良 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色液购自北京

索莱宝科技有限公司。 正常小鼠饲料和含有 ０. ２％
腺嘌呤的高腺嘌呤饲料均购自于无锡戴茨生物科技

有限公司。 ＰＣＲ 试剂购自南京诺唯赞生物科技股

份有限公司。 用于 ＰＣＲ 检测小鼠基因组 ＤＮＡ 的

Ｓｉｇｉｒｒ 敲除引物： Ｐ１：５′⁃ＴＴＣＣＡＧＴＡＧＴＣＧＧＴＴＣＴＧＡ⁃
ＡＣＴＣＡＧ⁃３′，Ｐ２：５′⁃ＴＧＴＧＧＡＧＧＴＣＡＡＡＣＣＴＣＴＴＡＧＧ⁃
３′，ＰＣＲ 扩增产物为 ９００ ｂｐ；用于 ＰＣＲ 检测野生型
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Ｓｉｇｉｒｒ 的引物：Ｐ３：５′⁃ＡＧＣＣＴＡＡＡＴＣＴＧＣＡＡＴＣＴＣＴＣ⁃
ＣＣ⁃３′， Ｐ４： ５′⁃ＧＡＡＡＣＣＴＧＴＧＣＣＣＴＡＡＴＣＣＡＴＧ⁃３′，
ＰＣＲ 扩增产物为 ４９６ ｂｐ；引物均是由北京擎科生物

科技有限公司合成。
１． ２　 ＣＫＤ 并发 ＲＩＦ 小鼠模型的建立　 取 ７ ～ ８ 周

龄的 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠和 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠各 ８ 只， 均为雄

性小鼠。 将小鼠随机进行分组，包括高腺嘌呤喂养

组：即高腺嘌呤饲料喂养 １２ 周（４ 只 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 、４ 只

Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 鼠）；正常饲料喂养的对照组：正常饲料喂

养 １２ 周（４ 只 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 、４ 只 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 鼠）。 １２ 周

后，异氟烷麻醉小鼠，眼眶静脉丛采血用于后续生化

分析，处死，取两肾脏分别固定于 ４％多聚甲醛和放

在 － ８０ ℃冰箱中，备用。
１． ３　 各组小鼠肾组织病理学检查　 小鼠肾组织常

规脱水包埋、切片，烤片、脱蜡至水。 进行 ＨＥ 染色

和 Ｍａｓｓｏｎ 染色，中性树脂封片，镜下观察拍照。
１． ４　 免疫组织化学分析（ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａ⁃
ｎａｌｙｓｉｓ，ＩＨＣ） 　 切片脱蜡至水，利用柠檬酸盐缓冲

液进行抗原修复， ３％ 过氧化氢溶液覆盖组织阻断

过氧化物酶，４ ℃孵育一抗过夜，孵育增强剂，孵育

二抗，ＤＡＢ 显色，苏木精核染，盐酸酒精分化，脱水

封片，拍照分析。
１． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 取冻存小鼠肾组织每组

５０ ｍｇ，裂解液提取总蛋白，配置 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
胶，每孔蛋白上样 ６ μｌ，电泳分离、转膜，然后 ５％脱

脂奶粉室温下封闭 ２ ｈ，４ ℃ 孵育一抗过夜，洗膜。
对应二抗室温孵育 ２ ｈ，洗膜、蛋白条带加 ＥＣＬ 曝光

显色。 用凝胶图像处理系统（Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件）得出灰

度值。
１． ６　 小鼠基因型的 ＰＣＲ 鉴定 　 剪去一段小鼠鼠

尾，常规提取鼠尾的基因组 ＤＮＡ 作为模板。 扩增结

束，对 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳分析。
１． ７　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １９. ０ 软件进行统计

分析，数据采用 �ｘ ± ｓ 表示，组间比较使用单因素方

差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠基因型鉴定 　 提取 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小

鼠和 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠鼠尾基因组，分别利用敲除引物

和 ＷＴ 引物进行 ＰＣＲ 扩增。 结果显示 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小

鼠基因组在 Ｐ１⁃Ｐ２ 引物扩增后 ９００ ｂｐ 特异条带，但
Ｐ３⁃Ｐ４ 引物扩增显示阴性结果；Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠基因组

在引物扩增获得 ４９６ ｂｐ 的特异性条带，而 Ｐ１⁃Ｐ２ 引

物扩增未出现条带（图 １）。 因此，拟建立模型的小

鼠为 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 品系 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 和 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 纯合小鼠。
２． ２　 ＣＫＤ 并发 ＲＩＦ 小鼠模型的建立及相关指标

比较　 按照图 ２Ａ 的方案，采用高腺嘌呤饲料和正

常饲料喂养 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠和 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠，持续时

间为 １２ 周。 观察发现：高腺嘌呤饲料喂养小鼠的肾

脏颜色显示黄白色，硬度较对照组明显增加；且肾脏

内含大量积液，液体呈黄褐色浑浊样，并有明显的肾

肿胀伴有颗粒状和肾盂积水现象，对照组小鼠肾脏

肉眼未见异常（图 ２Ｂ）。
　 　 肾功能检测结果显示两组小鼠血清尿素氮和肌

图 １　 ＰＣＲ 鉴定小鼠鼠尾基因组 ＤＮＡ 的 Ｓｉｇｉｒｒ基因

敲除引物用于 ＰＣＲ 鉴定 Ｓｉｇｉｒｒ 基因敲除的小鼠基因型；ＷＴ 引物用于检测正常基因型的小鼠基因组；１ ～ ８ 泳道：８ 只 Ｓｉｇｉｒｒ 基因缺失小鼠鼠

尾基因组 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增结果；９ ～ １６ 泳道：８ 只正常基因型小鼠鼠尾基因组 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增结果；Ｃ：空白对照组；Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
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酐比较差异有统计学意义（Ｆ ＝ ９２. １０，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｆ
＝ １６. ５，Ｐ ＜ ０. ００１）。 与高嘌呤喂养 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 组小

鼠比较，高嘌呤喂养组 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠血清尿素氮水

平升高，差异有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 与正常

饲料喂养组 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠和 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠比较，高
嘌呤喂养组 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠和 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠的血清尿

素氮（均 Ｐ ＜ ０. ００１）和肌酐（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）水
平升高，差异有统计学意义（图 ２Ｃ、Ｄ）。

ＨＥ 染色显示对照组的小鼠肾组织形态及结构

正常，在高嘌呤喂养组小鼠肾脏中观察到肾小管扩

张和大量炎性细胞浸润且出现肾小球硬化等形式的

肾损伤，且 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠肾脏组织中，炎性细胞浸

润、小球充血等病理变化较对照组更明显（图 ２Ｅ）。
Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示：高腺嘌呤饲料喂养组出

现蓝色沉积；与对照组肾脏组织比较，高腺嘌呤喂养

组小鼠肾脏中胶原沉积显著增加，且 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠

肾组织的胶原沉积较 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠更严重（图 ２Ｅ）。
２． ３　 Ｓｉｇｉｒｒ基因缺失对ＩＬ⁃１β活化ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ

图 ２　 ＣＫＤ 并发 ＲＩＦ 小鼠模型建立

ＷＴ：Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 组小鼠；ＷＴ⁃ＲＩＦ：Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠的 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 模型组；Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 组：Ｓｉｇｉｒｒ 基因敲除小鼠；Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － ⁃ＲＩＦ 组 ： Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠的

ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 模型组；Ａ：建立 ＣＫＤ 并发 ＲＩＦ 模型方案；Ｂ：正常和模型小鼠肾脏大体形态图；Ｃ：正常和模型小鼠血清尿素氮值比较；Ｄ：正常和模型

小鼠血清肌酐值比较；Ｅ：各组小鼠肾组织切片 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色 × ４０；与对应对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与

ＷＴ⁃ＲＩＦ 比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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信号通路的影响 　 利用 ＩＨＣ 检测模型小鼠肾脏组

织中 ＩＬ⁃１β 的表达水平。 结果显示：ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 模型

小鼠肾脏组织中，ＩＬ⁃１β 表达水平较对照组肾脏组

织显著增加；且 Ｓｉｇｉｒｒ 基因缺失时，ＩＬ⁃１β 的增加更

明显（图 ３Ａ）。 进一步利用 ＩＨＣ 检测其下游信号分

子 ＭｙＤ８８ 和磷酸化 Ｐ６５ （ ｐ⁃Ｐ６５）的变化。 结果发

现，伴随 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 小鼠的肾组织中的 ＩＬ⁃１β 表达升

高，与对照组比较，ＭｙＤ８８、ｐ⁃Ｐ６５ 的均明显增加；特
别是与 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 模型的 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小鼠的肾组织比

较，ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 的 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠肾组织增加较更明显。
同时用新鲜肾组织，提取总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分
析，结果显示 （图 ３Ｂ、Ｃ）： Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 和 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 的

ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 小鼠的肾组织比对应的非模型组小鼠肾

组织中 ＩＬ⁃１β 表达水平均明显增加，且 Ｓｉｇｉｒｒ － 缺失

的 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 小鼠较 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 组显著增加 （ Ｐ ＜
０. ００１）；ＭｙＤ８８、ｐ⁃Ｐ６５ 变化与 ＩＨＣ 的结果一致，且
差异均有统计学意义 （Ｐ ＜ ０. ００１）。
２． ４　 ＴＧＦ⁃β１ 介导的肾间质上皮 －肌成纤维细胞

转化（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）促
进 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 的发生　 利用 ＩＨＣ 检测各组模型小鼠

的肾组织中的 ＴＧＦ⁃β１、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 等表达

水平。 结果显示：与对照组的小鼠肾脏组织比较，发
生 ＲＩＦ 小鼠的肾组织中的 ＴＧＦ⁃β１ 表达水平明显升

高（图 ４Ａ）； ＲＩＦ 小鼠肾组织中，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降

低同时 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 增加， 且 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠肾脏中

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ的减少和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的增加比Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 小

图 ３　 ＩＨＣ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测模型小鼠的肾组织 ＩＬ⁃１β、ＭｙＤ８８、ｐ⁃Ｐ６５ 变化

Ａ：ＩＨＣ 检测小鼠肾组织 ＩＬ⁃１β、ＭｙＤ８８ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 蛋白水平表达 × ４０；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠肾组织 ＩＬ⁃１β、ＭｙＤ８８ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 蛋白灰度分

析及相对表达水平；与对应对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＷＴ⁃ＲＩＦ 比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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鼠更为明显（图 ４Ｂ）。 同时利用分离获取的新鲜肾

组织，提取总蛋白进行免疫印迹分析，结果显示（图
４Ｃ）：Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 和 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 的 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 小鼠的肾组

织比对应的非模型组小鼠肾组织中 α⁃ＳＭＡ 表达水

平均明显增加，且 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 的 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 小鼠较 Ｓｉ⁃
ｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 的 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 小鼠显著增加 （Ｐ ＜ ０. ０１，Ｐ ＜
０. ００１）；Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 变化与 ＩＨＣ 的结果一

致，且差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ００１）。

３　 讨论

　 　 炎症反应可以诱发 ＣＫＤ 发生 ＲＩＦ。 ＣＫＤ 并发

ＲＩＦ 在病理上表现为 ＥＭＴ 且伴随肾间质炎症细胞

浸润［９］。 目前在研究 ＲＩＦ 的模型大多数是采用单

侧输尿管结扎的大鼠模型，与临床上 ＲＩＦ 的病因和

发病机制方面存在较大差异。 采用腺嘌呤饲料喂养

小鼠引起肾脏慢性损伤在探讨 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 机制具有

一定的优势。 本研究使用 ０. ２％ 腺嘌呤饲料喂养小

鼠 １２ 周后，发现肾脏显示为黄白色，且肾组织内含

大量黄褐色浑浊样积液，有明显的肾肿胀伴有颗粒

状和肾盂积水现象。 其原因可能是小鼠体内形成了

溶解度较低的 ２，８⁃二羟基嘌呤，导致肾损伤肾积

水［１０］。 更重要的是肾功能检测高嘌呤喂养组小鼠

血清尿素氮和肌酐高于对照组小鼠。 ＨＥ 染色显示

高嘌呤饮食组小鼠肾脏组织粒细胞进入肾小管管

图 ４　 各组小鼠肾组织 ＴＧＦ⁃β１ 、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 等表达

Ａ：ＩＨＣ 检测肾脏组织 ＴＧＦ⁃β１ 的表达 × ４０；Ｂ：ＩＨＣ 检测肾脏组织 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达 × ４０；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠肾组织 α⁃ＳＭＡ、

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白灰度分析及相对表达水平；与对应对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＷＴ⁃ＲＩＦ 比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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腔、肾小管萎缩且出现肾小球硬化。 因此，利用腺嘌

呤饲料喂养小鼠成功建立了慢性肾脏损伤的小鼠模

型。
持续慢性肾脏损伤容易诱发 ＲＩＦ，主要病理变

化是细胞外基质聚集在肾间质和肾小管周围，导致

肾脏的纤维化和硬化［８］。 本研究 Ｍａｓｓｏｎ 染色的结

果显示：肾间质中出现大量蓝色条索状沉淀，提示

ＣＫＤ 并发 ＲＩＦ 造模成功。 在对肾脏组织进行 ＩＨＣ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析，显示上皮细胞的标记分子 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达显著降低，而成纤维细胞标记分子 Ｖｉ⁃
ｍｅｎｔｉｎ 和肌成纤维标记分子 α⁃ＳＭＡ 表达增加。 证

实腺嘌呤诱发慢性肾脏损伤导致 ＲＩＦ 与 ＥＭＴ 的发

生有关。
ＩＬ⁃１β 是一种常见的促炎症、促纤维化的细胞

因子，在 ＣＫＤ 及其并发的 ＲＩＦ 过程中发挥重要作

用。 ＩＬ⁃１β 通过结合 ＩＬ⁃１ 受体，依赖 ＭｙＤ８８ 进而激

活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，增加 ＴＧＦ⁃β１ 的表达［２，８，１１］。
ＴＧＦ⁃β１ 是 ＥＭＴ 的重要诱导分子，促进 ＲＩＦ 的发生

和发展。 通过检测肾脏组织中 ＩＬ⁃１β 、ＭｙＤ８８、ｐ⁃
Ｐ６５ 和 ＴＧＦ⁃β１，结果发现高嘌呤喂养组小鼠肾脏组

织，ＩＬ⁃１β 、ＭｙＤ８８ 和 ＴＧＦ⁃β１ 等分子均显示较高表

达水平，而且与 Ｐ６５ 的活化状态保持一致性。 因此

腺嘌呤饮食诱发 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 的机制是依赖于 ＩＬ⁃１β
激活 ＮＦ⁃κＢ ／ ＴＧＦ⁃β１ 信号通路，促进 ＲＩＦ。

ＳＩＧＩＲＲ 作为 ＩＬ⁃１β 的负性调控分子，能与 ＩＬ⁃１
受体和其他信号分子如 ＭｙＤ８８ 相互作用，从而抑制

ＩＬ⁃１β ／ ＩＬ⁃１ 受体介导 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活化［１２ － １３］。
为进行体内研究 ＳＩＧＩＲＲ 在 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 发生中作用，
利用 Ｓｉｇｉｒｒ 基因敲除小鼠，通过喂养腺嘌呤饲料建

立 ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 模型。 与 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 的模型小鼠比较，肾
功能、肾脏的大体形态、组织结构、Ｍａｓｓｏｎ 染色等表

型变化，Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 肾脏损伤更为严重，纤维化程度更

明显；同时 ＩＨＣ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析证实：ＣＫＤ⁃ＲＩＦ
的 Ｓｉｇｉｒｒ － ／ － 小鼠肾脏组织中 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、α⁃ＳＭＡ 表达

均较 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 肾组织显著增加，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达

显著减少。 因此，Ｓｉｇｉｒｒ 缺失加剧肾脏慢性损伤，促
进 ＲＩＦ。 蛋白质水平检测结果发现：ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 的 Ｓｉ⁃
ｇｉｒｒ － ／ － 小鼠肾脏组织中 ＩＬ⁃１β 、ＭｙＤ８８、 ｐ⁃Ｐ６５ 比

ＣＫＤ⁃ＲＩＦ 的 Ｓｉｇｉｒｒ ＋ ／ ＋ 的模型小鼠肾脏组织明显增

加。 因此，Ｓｉｇｉｒｒ 基因缺失加剧 ＲＩＦ 的发生发展，这
是与增强 ＩＬ⁃１β ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＴＧＦ⁃β１ 信号通路的活性有

关。

综上所述，利用高腺嘌呤饲料较长时间喂养小

鼠，可以建立 ＣＫＤ 并发 ＲＩＦ 的小鼠模型，在此模型

中，主要是通过 ＩＬ⁃１β 活化 ＮＦ⁃κＢ ／ ＴＧＦ⁃β１ 信号通

路，使肾间质发生 ＥＭＴ；ＳＩＧＩＲＲ 作为 ＩＬ⁃１β 的负性

调控分子，Ｓｉｇｉｒｒ 基因的缺失有利于活化 ＩＬ⁃１β ／ ＮＦ⁃
κＢ ／ ＴＧＦ⁃β１ 信号通路，促进 ＲＩＦ 的发生发展。
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