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腺病毒 Smad 7转染对阿霉素
肾病大鼠蛋白尿的影响

冯笑琪，林娜娜，谢燕媚，纪泽泉
（广州医科大学附属第二医院，广东 广州 510260）

摘要：目的 在阿霉素（ADR）肾病大鼠模型中，探讨过表达 Smad 7对肾病蛋白尿及其病理的影响。方法

本实验用单次尾静脉注射建立阿霉素肾病模型，通过构建重组腺病毒介导外源性 Smad 7基因，单侧肾动脉灌

注转染 Smad 7至靶肾脏。用荧光显微镜检测 Smad 7重组腺病毒的转染效果，用邻苯三酚红比色法测定大鼠

24 h尿蛋白，HE染色检测各组肾脏病理改变。结果 ①用 6.5 mg/kg ADR一次性尾静脉注射 SD大鼠可成功

构建肾病模型；4周末似微小病变型肾病。②单侧肾动脉灌注能有效将介导 Smad 7的重组腺病毒转染至大鼠

靶肾脏。③4周末肾病重组腺病毒（Ad-Smad7）组尿蛋白（38.4±6.0）较 ADR组（69.58±10.63）减少（ <0.05）。

④荧光显微镜显示肾病 Ad-smad7 组大鼠靶肾中，Ad-Smad7 主要在肾小管表达，肾小球表达少。⑤肾病

Ad-Smad7组肾脏病理改变轻微，肾病 Ad-GFP组、ADR组病理较严重，出现类似局灶节段性肾小球硬化的慢

性肾脏病病理表现。 结论 单侧肾动脉灌注有效地使重组腺病毒介导的 Smad 7转染至大鼠靶肾脏，使 Smad 7

在该肾过表达，可减轻肾病大鼠蛋白尿，并改善阿霉素肾病病理。
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Effect of adenovirus-mediated Smad7 gene transfer on proteinuria
of Adriamycin-induced nephropathy rat model

Xiao-qi Feng, Na-na Lin, Yan-mei Xie, Ze-quan Ji
(The Second A ffiliated Hospital, Guangzhou Medical University,

Guangzhou, Guangdong 510260, China)

Abstract: Ojective To investigate the effect of overexpression of Smad7 on proteinuria and renal pathology in the
Adriamycin-induced nephropathy (ADN) rat model. Methods ADN model was established by single tail intravenous
injection of Adriamycin (ADR). Smad7 gene was transferred by means of infusing a recombinant adenovirus into the
left renal artery. Recombinant adenovirus -Smad7 (Ad -Smad7) was detected under fluorescence microscope. HE
staining was used to examine renal pathological changes of each group. Pyrogallol red colorimetry was used to detect
24-h urinary protein. Results SD rats received a single intravenous injection of ADR (6.5 mg/kg), which constructed
the ADN model. The pathology was similar to minimal change nephropathy at the fourth weekend. Unilateral renal
artery infusion was efficient to transfer Ad-Smad7 to the target kidney. Urinary protein of the Ad-Smad7 group (38.4 依
6.0) decreased compared to the ADR group (69.58 依 10.63) at the fourth weekend ( < 0.05). Smad7 was mainly
expressed in renal tubular epithelia in the Ad-Smad7 group, scarcely seen in glomeruli. The pathological changes of
the Ad-Smad7 group were mild, while the changes of the Ad-GFP and ADR groups were similar to focal segmental
glomerulosclerosis. Conclusions Ad-Smad7 can be transferred to the target kidney through unilateral renal artery
infusion, and overexpression of Smad7 can ameliorate proteinuria and pathological changes of Adriamycin-induced
nephropathy.
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肾纤维化包括肾小球硬化和肾小管间质纤维化，

是各种慢性肾脏病的共同病理过程。TGF-β/Smads

信号通路是目前公认的主要通路之一，其下游的

Smad 7起负反馈调节作用。在动物实验中，应用通
用的大鼠模型，大鼠阿霉素肾病各阶段病理与人的

微小病变型肾病、局灶节段性肾小球硬化相似 [1]，有

助于进一步研究 TGF-β/Smads通路的机制。肾小

球上皮细胞及肾小管细胞对蛋白有选择性滤过作

用，所以阿霉素肾病的蛋白尿不仅反映肾病病程发

展，也提示其病理情况。前期细胞实验表明，系膜细

胞中过表达 Smad 7 可抑制 AngII诱导的系膜细胞

增殖及炎症反应[2]。本实验用大鼠阿霉素肾病模型，

构建重组腺病毒（adenovirus）介导外源性 Smad 7基
因，通过从腹主动脉向单侧肾动脉灌注，阻断远心

端、近心端血流，肾动脉灌注将外源性 Smad 7转染
至靶肾脏[3]，验证靶肾过表达 Smad 7对抑制大鼠蛋
白尿，改善肾病病理变化的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物与材料

采用 Spragoe-Dawleg（SD）系雄性大鼠，SPF级，

购买于广东省医学实验动物中心。动物实验在广州

医科大学实验动物中心进行，注册编号为 SYXK

（粤）2010-0104。盐酸阿霉素（adriamycin，ADR），为

深圳万乐药业有限公司产品，批号 H44024359。重组

腺病毒（Ad-Smad7、Ad-GFP）购买于汉恒生物科技

有限公司。大鼠手术器械一套、10%水合氯醛、40单

位胰岛素针（美国BD公司）等。

1.2 模型的建立及分组

随机取 40只大鼠，体重 150～180 g。ADR肾病

模型一次性尾静脉注射 ADR 6.5 mg/kg，注射后 1、4

及 10周末检测 24 h尿蛋白，模型组尿蛋白与正常

对照组之间差异有统计学意义，出现病理学改变证

明模型构建成功。实验分正常对照组（Con 组）、

ADR 肾病组（ADR 组）、ADR 肾病 +Ad-Smad7 组

（肾病 Ad-Smad7 组）、肾病 +Ad-GFP 组（肾病

Ad-GFP组）和 ADR 肾病 + 假手术组 (肾病 sham

组)，每组 8 只。ADR 注射 1 周末，肾病 Ad-Smad7

组通过夹闭腹主动脉近心端、远心端，由腹主动脉

向单侧肾动脉灌注 Ad-Smad7；同法建立肾病

Ad-GFP 组；肾病 sham 组开腹后相同时间内单纯

夹闭腹主动脉；Con 组尾静脉注射等容积的生理

盐水。

1.3 观察指标及检测方法

1.3.1 肾病模型的尿生化检测 ADR 注射后 1、4

及 10周末用代谢笼分别收集 24 h尿液，记录 24 h

尿量，3 000 r/min离心 5 min后暂存于 4℃冰箱，用

邻苯三酚红比色法检测 24 h尿蛋白。

1.3.2 构建肾病 Ad-Smad7组、肾病 Ad-GFP组及

肾病 sham组 在 ADR注射 1周末，每组随机选取

8只模型鼠，术前 1天禁食不禁饮。按 4 ml/kg水合氯

醛麻醉，作倒 T字开口，逐层开腹，找左肾部位，分离

左肾静脉，显露术野后，找到下腔静脉与腹主动脉，

分别游离出下腔静脉和腹主动脉。细丝线分别游离

腹主动脉近心、远心端。备好重组腺病毒，胰岛素针。

分别用动脉夹夹闭游离好的腹主动脉近心端及远心

端，将 5×109 pfu/ml重组腺病毒（Ad-Smad7/Ad-GFP）

均速地从腹主动脉灌注入左肾动脉，灌注完立即退

针，按压约 5 min。按压同时稍提起左肾静脉丝线，短

暂阻断左肾血流，延长腺病毒与该肾的接触时间。阻

断血流注射病毒总时间控制在 10 min以内。确认清

理干净后关腹，肌肉层连续缝合，皮肤间断缝合。连

续肌注 10万 u青霉素 3 d，放回笼里保暖。

1.3.3 肾脏标本采集 Con 组和 ADR 组分别于

ADR注射后 4周末及 10周末取肾，肾病 Ad-Smad7

组、肾病 Ad-GFP组、肾病 sham组于 4周末取肾。切

取肾脏后剥离肾包膜，部分肾组织置于 4%多聚甲

醛做冷冻切片荧光检测，部分肾皮质置于 10%甲醛

做病理检查，HE染色；其余肾组织置于液氮保存。

1.3.4 冷冻切片荧光显微镜检测 Ad-Smad7 4%多

聚甲醛固定的肾组织过夜，蔗糖溶液脱水，直至肾组

织沉降到容器底部。预冷冷冻切片机，温度调至

-22℃，切片厚度为 45μm。按需要切取适量肾组织，

加 PBS泡于 6孔板中。病理级玻片预先过明胶，以

防脱片。每张玻片用抗荧光淬灭封片剂封片，荧光显

微镜观察拍照。

1.3.5 HE染色 切片在二甲苯中脱蜡；依次放入

100%、95%、85%、70%酒精，各级为 2～5 min。最后

经蒸馏水转入染液；苏木精染液染色 10 min；水洗玻

片上多余染液，0.5％～1.０%盐酸酒精（70%酒精配

制）分色片刻。镜检控制，直至细胞核及核内染色质

清晰为止；流水冲洗，或在碳酸锂饱和液中短时间碱

化，蒸馏水短洗；0.1％~0.5％伊红染液染色1～5 min；

依次经 70%、85%、95%、100%酒精脱水；二甲苯透

明（2次），共约 10 min；迅速滴加适量中性树胶，加

盖玻片封固。
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A B C D E

A：Con组；B：ADR组；C：肾病 Ad-GFP组；D：肾病 sham组；E：肾病 Ad-Smad7组；与 Con组、ADR组比较，肾病 Ad-Smad7和肾病 Ad-GFP

在 5×109 pfu/ml时转染效果最明显，肾病 sham组与 ADR肾病组相似，仅有轻微均匀的自发荧光

图 4 肾脏冷冻切片荧光镜检 Ad-Smad7 （×400）

1）与 1周末 ADR组比较， <0.01；2）与 Con组比较， <0.05

图 1 Con组、ADR组各时间点 24 h尿蛋白
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图 2 Con组、ADR组 4周 HE染色病理图 （×400）

1：Con组；2：ADR组；3：肾病 Ad-GFP组；4：肾病 sham组；5：肾

病 Ad-Smad7；1）与 Con组比较， <0.01；2）与 ADR组比较， <0.05；

3）与肾病 Ad-GFP组比较， <0.05；4）与肾病 sham组比较， <0.05

图 3 4周末各组大鼠 24 h尿蛋白比较
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1.4 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析。计量

资料用均数±标准差（x±s）表示，组间两两比较采

用 LSD法检验， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 阿霉素肾病模型 24 h尿蛋白检测

分别取 Con组、ADR组 1周末、4周末、10周末

24 h尿，ADR组 1周末 24 h尿蛋白升高，4周末升至

较高水平，与同时间点 Con 组比较显著升高，模型

构建成功；4 周末 ADR 组与 1周末 ADR 组比较显

著升高。10周末稍降低，但仍较同时间点 Con组高。

Con组各时间点尿蛋白差异无统计学意义，见图 1。

2.2 正常对照组与模型组病理检测

Con组肾小球内皮、毛细血管清晰，血管球与肾

球囊无黏连（见图 2A）；ADR组肾小球系膜基质增

多，毛细血管腔狭窄或破坏，毛细血管丛与囊壁黏连

（见图 2B）。

2.3 4周末各组大鼠尿蛋白比较

ADR注射 4周末，与 Con组比较，ADR组 24 h

尿蛋白显著升高。与 ADR组比较，Ad-Smad7转染

后大鼠 24 h尿蛋白减少，差异有统计学意义；与肾

病 Ad-GFP 组、肾病 sham 组比较，肾病 Ad-Smad7

组大鼠 24 h 尿蛋白也减少，差异有统计学意义。

ADR组、肾病 Ad-GFP组、肾病 sham 3组尿蛋白比

较差异无统计学意义。见图 3。

2.4 各组肾组织冷冻切片荧光镜检

肾病 Ad-GFP组的荧光镜检可见肾小管上皮细

胞有绿色荧光，表明腺病毒已转染至小管上皮细胞。

与 Con组、ADR组比较，Ad-Smad7在 5×109 pfu/ml

时转染效果明显，而肾病 sham组与 ADR组相似，仅

有轻微均匀的自发荧光。见图 4。

2.5 各组大鼠肾脏病理改变

Con组见肾小球系膜细胞、毛细血管清晰，血管

球与肾球囊无黏连；与 Con组比较，ADR组肾小球
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A B C D E

A：Con组；B：ADR组；C：肾病Ad-GFP组；D：肾病 sham组；E：肾病 Ad-Smad7组

图 5 各组肾脏病理 HE染色 （×400）

系膜基质增多，毛细血管腔狭窄或破坏，毛细血管丛

与囊壁黏连，部分肾小球有新月体形成；肾病

Ad-GFP组肾小球球囊变形，毛细血管球萎缩，部分

血管腔闭塞，肾小管上皮细胞肿胀，排列紊乱，部分

脱失；肾病 sham组肾小球毛细血管成分叶状，系膜

细胞增殖，与 ADR 组相似；肾病 Ad-Smad7组血管

球和肾球囊结构分明，内皮细胞、系膜细胞均匀分

布，较 ADR组病理改变减轻。见图 5。

3 讨论

肾组织纤维化和炎症是慢性肾脏病病理过程，

可发展为肾小球硬化。各种致病因素长期持续刺激

肾小球，使内皮细胞受损，血管塌陷，系膜细胞增殖，

细胞外基质（ECM）堆积，导致肾小球硬化。多条信号

通路参与肾小球硬化过程，包括 TGF-β/Smad信号

通路，MAPK通路，Wnt通路等。其中 Smad2、3、4、7

为 TGF-β1的下游效应蛋白，Smad7为负反馈调节

蛋白。有研究显示细胞内 Smad7 的水平是决定

TGF-β1反应性的主要因素，它通过干扰 TβRⅠ型

受体对 Smad2、Smad3蛋白的磷酸化, 或招募 E3泛

素连接酶（如 Smurf1/2）导致活化的 TβRⅠ型受体

泛素化标记，对 TGF-β1/Smad通路起负反馈调节

作用[4-5]。

本研究前期在 AngII 刺激肾小球系膜细胞

（glomerular mesangial cell，GMC）增殖的研究表明，

Smad 7 通过抑制活性氧（reactive oxygen species，

ROS）的产生，抑制 AngII 对 NF-κB 的激活，增加

IκBα的蛋白表达并使核内表达增多，促进 GMC

凋亡，缓解其增殖。梗阻性肾病大鼠及细胞实验均发

现，过表达 Smad 7后 miR29b重新表达，Smad 7能

抑制糖化终产物和 AngII 引起的 microRNAs 的表

达，阻断肾硬化的发展[6]。Chung等[7]的研究表明，过

表达 Smad 7可抑制糖化终产物诱导的 Smad 3磷酸

化，提示过表达Smad 7可作为糖尿病肾病治疗的靶

点。本实验通过腺病毒介导 Smad 7基因转染肾病大

鼠，观察 Smad 7干预后对模型大鼠蛋白尿及肾病病

理的影响。

阿霉素作为一种蒽环类抗肿瘤抗生素，具有强

烈的细胞毒作用，直接损伤肾脏细胞。它的醌式结

构，在肾内代谢还原成半醌式自由基，后者与氧结合

产生 ROS，促使肾小管上皮细胞脂质过氧化，滤过

膜结构、功能受损，产生蛋白尿。此外阿霉素还有心

脏毒性、胃肠道反应等副作用，剂量过大会造成动物

死亡，存活率降低[8-9]。因此，经过预实验，本研究采

用一次性尾静脉注射 6.5 mg/kg ADR 的给药方式，

减少药物血管外渗的机会，也减轻胃肠道反应。24 h

蛋白尿检测结果显示，ADR组大鼠于阿霉素注射 1

周末即出现蛋白尿。研究显示基因表达在大鼠肾脏

可持续约 3周[10]，所以本实验从 ADR注射 1周末开

始转染 Smad 7重组腺病毒，4周末检测转染效果。

腺病毒介导外源性基因转染至大鼠肾脏定向

表达的研究表明，腺病毒的感染效率高，用包装细胞

进行扩增，一次包装所得的滴度较高（纯化后为 1011

pfu/ml），纯化后的腺病毒可直接进行动物活体注

射 [11]，因此，本实验用腺病毒为载体介导 Smad 7 基

因对阿霉素肾病大鼠进行干预。关于腺病毒活体注

射的研究显示，不同的注射方式感染率有明显差异。

单纯静脉注射通过血循环可使腺病毒经过肾脏，但

病毒会同时感染多个器官，到达肾脏的腺病毒减少。

为了使病毒感染大鼠并具有肾脏靶向性，实验人员

通过直接将重组腺病毒由腹主动脉向左侧肾动脉

灌注，暂时阻断腹主动脉远心端、近心端血流（近心

端至右肾动脉下方，远心端至左肾动脉下方），在两

者间进针即可使腺病毒灌注至左肾，并适当延长灌

注时间[3，12]。

各组大鼠肾脏冰冻切片的荧光显微镜检结果显

示，Con组、ADR组仅有轻微均匀的自发荧光，与前

两者比较，肾病 Ad-Smad7和肾病 Ad-GFP均见阳
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性表达区，Ad-Smad7 组位于肾小管上皮细胞及小

管间质，Ad-GFP主要位于肾小管上皮细胞。实验表

明 5×109 pfu/ml时转染效果最明显，且不引起大鼠

过早死亡。肾病 sham组与 ADR组相似，仅有轻微

均一的自发荧光。由此可见介导 Smad 7的腺病毒已

成功转染至大鼠靶肾脏。

腺病毒介导基因转染至大鼠的研究显示，基因

表达在大鼠肾脏内可持续约 3周。灌注重组腺病毒

Smad7后，即实验 4周末，肾病 Ad-Smad7组 24 h尿

蛋白与 ADR组、肾病 Ad-GFP组、肾病 sham组比较

明显减少，提示过表达 Smad 7基因可抑制肾病蛋白

尿。Liu等[13]研究表明，小鼠高血压肾病模型通过非

侵入的超声微泡技术，强力霉素诱导 Smad 7表达的

质粒注入到肾脏后显示，Smad 7 提前干预能防止

AngII引起的进行性肾损伤，抑制蛋白尿和血肌酐的

增高。Wang[14]等研究显示通过下调 Smad7蛋白，过

表达的 miR21能促进糖尿病肾病中 TGF-β1诱导

的肾硬化。有肾病模型研究发现小管间质损伤和肾

小球病变一样决定着慢性肾脏病的进展，但其机制

仍未十分清楚, 如肾大部分切除模型、Heymann肾

炎，他们实验表明持续的蛋白尿与肾小管损伤密切

相关[15]。而本实验中 Smad 7也正是在肾小管上皮细

胞表达，可能 Smad 7 通过小管上皮细胞抑制

TGF-β/Smad通路，从而抑制阿霉素肾病的进展，减

轻肾病蛋白尿。

实验检测各组肾病大鼠肾脏病理改变，Con组

见肾小球系膜细胞、毛细血管清晰，血管球与肾球囊

无黏连；与 Con组比较，ADR组肾小球系膜基质增

多，毛细血管腔狭窄或破坏，毛细血管丛与囊壁黏

连，个别肾小球有新月体形成；肾病 Ad-GFP组与

ADR 组相似，毛细血管球萎缩，肾小管上皮细胞肿

胀，排列紊乱，球囊黏连；肾病 sham 组肾小球毛细

血管成分叶状，系膜细胞增殖；肾病 Ad-Smad7组血

管球和肾球囊结构较分明，内皮细胞、系膜细胞分布

较均匀，与 ADR组比较有明显减轻。可见，过表达

Smad 7可缓解阿霉素肾病病理损害。

本实验显示 Smad 7重组腺病毒通过腹主动脉

定向灌注大鼠肾脏，使 Smad 7在靶肾过表达，可减

轻阿霉素肾病大鼠蛋白尿及改善肾脏病理情况，表

明 Smad 7可作为干预靶点，为肾硬化的防治提供新

的实验依据。
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