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·基础研究·

MMP．2、MMP．3、TIMP．1及氯沙坦与氨氯地平在老年前期

自发性高血压大鼠肾硬化中的作用及其机理探讨

康照梅牟善初张晓英康秋风

【摘要】目的探讨MMPsfI'IMPs与高血压性肾损害的关系。方法将SHR随机分为3组，每组10只。氨

氯地平10 mg·kg-1·d 1或氯沙坦30 mg·k91·d-1治疗3个月，为实验组；以模型SHR为空白对照组。同时以10只

WKY大鼠为健康对照组。测量治疗前、后血压变化，血尿素氮、肌酐和24 h尿蛋白定量，观察Ⅳ型胶原(coIV)、层

连蛋白(LM)、基质金属蛋白酶一2(MMP一2)、基质金属蛋白酶一3(脚一3)、基质金属蛋白酶抑制剂一1(TIMP一1)在肾
组织中的表达。结果①SHR血压显著增高；肾功能明显受损；肾组织病理改变显著。肾小球细胞外基质(ECM)

成分(如：COⅣ、I。M)及TIMP一1表达增多；MMP一3、MMP-2表达减少；②治疗后，血压明显降低；肾功能损害减缓；

肾组织病理改变减轻。肾组织中coIV、LM、TIMP一1表达减少；MMP-3、MMP-2表达增多。结论氯沙坦与氨氯

地平能延缓高血压性肾损害，改善已失调的MMPs／I'IMPs比例；减少ECM在肾小球中的聚积，具有延缓高血压性

肾硬化的作用。

【关键词】大鼠，自发性高血压；肾损害；基质金属蛋白酶；基质金属蛋白酶抑制剂一1；氯沙坦；氨氯地平
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【Abstracts】Objective To study the role of MMP一2，MMP一3 and TIMP-1 in glomerular sclerosis of sp3ntanmusly

hyt)ertensive rats(SHR)and to study the renal protective dfect of losartan and amkx]ipine Oil SHR． Metk遗 After the treat—

merit with losartan(30 rrlg傀·d)and amlodipine(10 mg／kg。d)for 3 months，the bkxxt pressure(BP)，urine protein(UP)，the

renal patldogical lesions，and the嘲)ressiOn of collagenⅣ(coF)，laminin(LM)，matrix metalloprotdnase(MMe)一2，mmP-

3 and tissue inhibitor of metalloprotdnase(TIMP)一1 in the SHR and Wistar-Kyoto(WKY)rats(mntr01)were studied． Results

txr,artan and amlcx：lipine not only reduced BP，24h UP and rmal injuries，but also significantly decreased the expression of CoIN

and LM．n划ulated MMPs／rIMPS and ameliorated glandular sclerosis in SHR．Conclusions The rr战lulatipg dfect of lc8artan

and amlodipine On the ratio betweenMmPs and TIMPs and on the extracellular matrix(DCM)metabofism through the direct and

indirect pathways may be∞ce of the therapeutic mechanisms of ATRA and 0CB in ameliorating glwaen,lar sclerosiS．

【Key WtlrIk】SHR；injury，renal；nlatrix metallcl)rotdnases；losartan；amlo：tipine

高血压性肾硬化(hypertension nephropathy

sclerosis，HNS)是老年终末期肾病的主要原因之
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一11 J，其发病机理不仅与血管活性物质(如血管紧

张素Ⅱ、内皮素等)有关，而且可能与基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinases，MMPs)、基质金属蛋

白酶抑制剂(tissue inhibitor of metalloproteinases．

TIMPs)及MMPs／TIMPs的比值密切相关[2-7]。

HNS的主要病理变化是肾小球硬化，肾小球硬化的

主要病理特征是肾小球系膜细胞增殖及系膜增厚。

其主要原因是由于细胞外基质(extracellular matrix，
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ECM)堆积所致。ECM堆积由ECM产生增多和

(或)降解减少引起[2·]。近年来发现肾组织ECM

降解系统，尤其MMPs及其组织抑制因子TIMPs

功能紊乱与ECM过多堆积关系更为密切b’7 J。为

探讨gMPs、TIMPs与HNS之问的关系，作者选择血

管紧张素Ⅱ受体拮抗剂(angiotensinⅡreceptor antago—

nist，ATRA)氯沙坦(10p．tan)、钙通道阻滞剂(caldum

channel blockade，CCB)氨氯地平(amlodipine)对13

月龄自发性高血压大鼠(spontaneously hypertensive

rats，SHR)治疗3个月，以同龄WKY(Wistar—Ky—

oto)大鼠为健康对照；旨在通过测定治疗前后大鼠

的血压变化、测定血尿素氮(blood urea nitrogen，

BUN)、血肌酐serum creatinine，Scr)和24 h尿蛋白

(proteinuria，uP)定量，观察Ⅳ型胶原(collagenIV，

CoⅣ)、层连蛋白(1aminin，LM)、基质金属蛋白酶

(^Ⅱl、伊)一2、MMP-3、基质金属蛋白酶抑制剂一1(TIMP-

1)在肾组织中的表达。拟寻找一条延缓高血压性肾

硬化更为有效的治疗措施。现将实验结果报告如下。

1材料与方法

1．1实验动物与分组将30只13月龄SHR，雌性

12只，体重(210±10)g；雄性18只，体重(360±20)

g；随机分为3组：SHR模型组、氯沙坦(默沙东药厂

赞助)与氨氯地平(辉瑞制药厂)治疗组各10只。同

时以同龄WKY大鼠10只为健康对照组，体重：雌

性(220±15)g、雄性(365±25)g。实验动物购自北

京阜外医院动物中心。

1．2实验方法从13月龄始采用灌胃法，氯沙坦剂

量为30 mg·kg-1·d～，氨氯地平剂量为10 mg·kg_-

d。1治疗，时间为3个月。SHR模型组及WKY健康

对照组灌以等量饮用水。

采用大鼠尾动脉血压测定仪(KN一210，日本)，测

量大鼠实验0，6，12周血压各3次，取其平均值。将

大鼠分别置代谢笼中，于实验0，12周禁食，只予以饮

水，留取24 h尿，记尿量，取lml送本院临检科，用

Array⑧360 Syst咖CE型尿蛋白测定仪测24 h UP；

另取2 ml尿测(7150自动生化分析仪(Hitachi，日

本)]尿肌酐(Ucr)；抽取动脉血2 ml低温高速离心(3

000r／min，10 min)后取上清液与2 ml尿送本院生化

科，用7150自动生化分析仪测定BUN、Scr并计算出

肌酐清除率(creatinine clearance rate，Ccr)。

12周后将大鼠用乙醚麻醉，摘取肾脏，剥去肾包

膜，置4％多聚甲醛液中固定备用，制石蜡切片(厚4

脚)。HE常规染色，光镜下观察病理变化。用超敏
S-P法，滴加MMP-2、MMP-3、TIMP-1、CDIv、LM单克

隆抗体，行免疫组化染色，观察它们在肾组织中的表

达。以人肺癌、肝癌组织中的MMP-2、MMP-3、

TIMP-1的表达为阳性，以免疫组化染色过程中不滴

加一抗为阴性对照。在同一光强度，预先未知分组的

条件下读片，采用Monika等恻及Raze国que等旧j建立

的半定量方法，对衅2、MMP-3、TIMP-1、饧Ⅳ、UⅥ
在肾组织中的表达强度评分：无表达为“一”，弱表达

为“+”，中等表达为“++”，中强表达为“卅”，强表达为

“卅”。

1．3实验数据计算及统计学分析符合正态分布的

计量资料以均数±标准差表示，组间比较用t检验，

等级资料比较用Riddit分析。以P<0．05表示显

著性差异，以P<0．01表示极显著性差异。各统计

资料在计算机下用ExCEL软件进行。

2结果

2．1药物治疗前、后大鼠血压的变化见表1。

2．2药物治疗前、后大鼠24 h LIP的变化见表2。

2．3药粝黼J献鼠Scr坷Ⅲ及Ctx愀见表3。
2．4药物对大鼠肾组织病理结构的影响

2．4．1光镜检查与健康组相比，模型组‘肾小球萎

缩，代偿性肥大明显增多；肾小管浑浊肿胀，基底膜

增厚并可见蛋白管型；肾问质炎性细胞浸润，间质纤

维化；肾组织内弓形动脉、叶问小动脉、入球小动脉

管壁增厚，管腔狭窄，可见玻璃样变。肾小球系膜细

胞增生，系膜基质增厚粘连，呈局灶性节段性硬化。

氯沙坦组、氨氯地平组上述病理改变明显减轻，接近

健康组大鼠的肾组织结构。说明氯沙坦与氨氯地平

表1实验0．6、12周大鼠尾动脉血压及12周与。周脉压差比较(mmHg)

注：+P<0．05，与同期健康大鼠比较；8 P<0．05，与模型组比较
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对SHR均有延缓肾硬化的作用(图1～4)。

表2治疗0、12周大鼠24 h UP水平(mg／d)比较

注：’P<0．05，与同期健康大鼠比较；4 P<0．05，与同期模型

组比较；6 P<0．05，与同组治疗前比较

2．4．2免疫组化见表4。与健康组相比，SHR模

型组‘肾小球中COⅣ、LM表达明显增多，差异有极

显著性(P<0．01)。治疗后，肾小球中COⅣ、LM表

达明显减少，差异有显著性(P<0．05)。说明治疗

后，肾小球中ECM堆积减轻，延缓了‘肾小球硬化的

进展。

表3治疗前后大鼠血Scr、BUN、Ccr的水平(tmaol／L)

注：’P<0．05，与同期健康大鼠比较

毋

黥

承懿

图1 16月龄模型组 大鼠肾小球系膜细胞增生，系膜基质聚集，毛细血管袢粘连，包曼囊增厚，呈局灶性硬化，PAS染色(×400)

图2 16月龄健康组大鼠肾小球完好，人球小动脉管壁薄，腔圆。肾小管正常，叶间小动脉管壁正常，管腔通畅。HE染色(×200)

图3氨氯地平治疗3个月后SHR肾小球大小正常，无明显萎缩及代偿性肥大，入球小动脉基本正常，无硬化及玻璃样改变，肾小管浑
浊肿胀明显减轻。HE染色(X 200)

图4氯沙坦治疗3个月后SHR肾小球大小正常，无明显萎缩及代偿性肥大，人球小动脉基本正常，无硬化及玻璃样改变，肾小管浑浊肿
胀明显减轻。HE染色(×200)
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一————————————————————————————————————————=————一
表4 4组大鼠肾小球中CoIV、LM表达的变化

注：一P<0．0l，与健康大鼠比较；8P<0．05，氨氯地平组、氯沙

坦组分别与模型组比较

2．5药物对SHR肾组织中MMP一2、MMP一3、TIMP一

1表达的影响 用MMP一2、MMP～3、TIMP一1特异

性抗体，对SHR、WKY大鼠肾组织进行免疫组化染

色，结果见表5。

3讨论

3．1高血压对肾功能的损害及MMP一2、MMP一3、

TIMP—l在肾硬化的作用 本实验选择16月龄

SHR(相当于人类老年前期)作为研究对象。结果表

明，SHR血压明显升高；24 h Up排泄增加；肾功能

降低；肾组织病理改变显著；肾小球中CoIV、LM及

TIMP一1表达明显增多；MMP一3、MMP一2表达明显

减少(尤以MMP一3为著)。已形成1}lJl,球ECM的

堆积，存在肾小球硬化及肾小管一间质纤维化。证明

长期的高血压状态确实可以引起肾功能损害，造成

肾小球硬化。因此，降低血压与降低尿蛋白对延缓

肾损害均具有意义u 0|。

饧Ⅳ及LM是构成ECM的主要成分，这些成

分合成增加和(或)降解减少均可造成ECM在肾小

球局部的聚集，ECM聚集是造成肾小球硬化的直接

原因L4 J。MMPs、TIMPs功能紊乱及MMPs／I"IMPs

比例失调是造成ECM降解减少、ECM堆积，导致

肾小球硬化的主要原因[2，引。MMP一2即明胶酶一A

(COⅣ酶)、MMP一3即基质溶解素一1，活化后都具有

降解COⅣ与LM等多种ECM成分的作用【4,73；

TIMP一1是机体组织中天然存在的MMPs酶抑制剂

之一，可与活化的胶原酶、活化的基质溶解素及

MMP一3形成1：1复合体，抑制其活性，可能具有减

少ECM多种成分的降解，导致ECM在机体组织局

部的聚积[4,6]。本实验证明，16月龄SHR确实存在

肾小球内ECM堆积及MMPs／FIMPs比例失调。

是否能通过直接和(或)间接调整MMPs／'FIMPs的

比例来改善或延缓HNS将具有重要意义，这有待于

进一步的研究。

3．2氯沙坦与氨氯地平对SHR肾功能的保护作用及

机制的探讨氯沙坦是第一个口服非肽类特异性竞

争性ATRA，能全面阻断灯Ⅱ的作用⋯J，具有高亲和
力(在各种组织中，对特异性pTⅡ结合部位有高度亲

和力)；高选择性(对AI'IR的拮抗较AI、2R高30 000

倍)；高特异性(对其他受体无亲和力)；无激动剂活

性(对离体血管平滑肌细胞标本无作用)；无血管紧

张素转换酶抑制剂的副作用，对缓激肽无影响，几乎

无咳嗽等副作用；还有增加尿酸排泄的作用¨1 J。

动物实验表明，氨氯地平扩张肾小球入球小动

脉，而对出球小动脉几无扩张作用112 J。可减小残肾

肾小球毛细血管压力，降低血管壁张力，减少肾脏代

偿性增大；减低残余肾单位的高代谢，减缓肾损害；

可通过减少大分子物质在肾小球系膜区的沉积，抑

制系膜细胞及基质的增生，减缓肾小球硬化的发展；

可抑制生长因子促有丝分裂作用；减少自由基的产

生；减弱ET的缩血管作用；改善尿毒症性肾钙质沉

着；对血糖、血脂无不利影响112 J。

本实验用氯沙坦、氨氯地平治疗后，SHR血压

下降，肾功能损害延缓，24 h Up排泄减少(尤以氯

沙坦为著)。肾组织病理改变普遍减轻；肾小球Co

IV、LM与TIMP一1的表达明显减弱；MMP一3、

MMP，2表达增多(尤以MMP一3为著)。表明这两

种药都具有降压、减少蛋白尿，延缓肾损害的作用，

表5 4组大鼠肾组织中MMP-2、MMP一3、TIMP—i的表达

+P<0．05，一P<0．01，模型组与健康大鼠组比较；8P>0．05，8 8P<0．叫，氨氯地平组、氯沙坦组分别与模型组比较
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对SHR肾损害都具有保护作用。氯沙坦与氨氯地tis．J Am SOc Nephrol，1998，9：397-407·

平能调节肾组织内MMPs／I'IMPs比例，改善已紊
7 Baker AH，Zaltsman AB，GeOr98 SJ，。‘al·哳V盯g。n‘。1一

乱的MMPs、TIMPs功能，减少ECM在。肾小球局部
fec‘8 of‘1S5u8 1nhl6110。of m8‘甜Ioproteinase。1'<’∞。

的聚集。萎磐詈#警力7．娶竺。望鬯鐾襄璺12可紫燮 ：一vere恼xp。res—s：o，n。nodn dra朗t。vhasic九ul说ar。阳sm．oo州th、。mpus。clpe耐cemll。in鹤va。s∞ionp一,
少ECM成分的合成，尚不清楚，还有待于进一步的 tD。slUilsl．Jl‘：1‘altliUnll；三一嘉j，10～1：14718l—lvl“48-07．‘

一

探讨。总之，氯沙坦与氨氯地平都具有明显的肾脏 8 Mai M，＆iger H，Hilgers KF,。t aI．Early interstitial

保护作用。
changes in hypertenSiOn—induced renal injury．Hyperten一
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·消 息·

{{MCDEX药物临床信息参考》出版

由国家食品药品监督管理局药品审评中心主持编写的《MCDEx药物临床信息参考》(2003年版)，于

2003年7月由四川科学技术出版社出版。该书是一本以通用药物为主线的综述性药物信息参考书。其内

容侧重于药物的临床应用信息，包括药物名称、适应证、药理、注意事项、不良反应、药物相互作用、给药说明、

用法与用量、制剂与规格等，并采用条目化的编写方法、使内容清晰明理，便于查询。该书收载药品品种1

047个(即药物专论1 047篇)，涵盖的中、英文药品通用名称以及商品名和别名共10 668个；收载范围主要

为国家基本药物、医院常用药物和新上市药品。

全书约1 200页，售价人民币198元。全国各大新华书店和医药专业书店有售。也可向中华医学会杂

志社联系邮购(100710，北京东四大街42号，联系人：姜玮)。款到寄书，免收邮寄费。以下城市可电话订购、

上门送书(上海：021。53960814；成都：028—85183848)，供现场看样，满意后付款。
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