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抑瘤素M在狼疮鼠肾组织中的表达及意义
张  玮1  王  辉1  李宏博1  杜云霞1  邢玲玲2  徐  宁1  刘青娟1*  

(1河北医科大学病理教研室, 石家庄 050017; 2河北医科大学第二医院肾内科, 石家庄 050000)

摘要      该文探讨了抑瘤素M(oncostatin M, OSM)在狼疮鼠肾组织中的表达及意义。以MRL/
MpJ鼠作为正常对照鼠, MRL/lpr鼠随作为狼疮鼠。收集动物血、尿进行生化指标检测; 收集肾组

织后免疫组织化学和酶联免疫吸附实验检测OSM的表达情况; qRT-PCR和Western blot分别检测E-
钙黏蛋白(E-cadherin)、α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)及I型胶原(collagen I, Col 
I)mRNA和蛋白的表达; 实时荧光定量PCR(quantitative Real-time PCR, qRT-PCR)检测纤维黏连蛋白

(fibronectin, FN)mRNA的表达。结果发现, 与对照鼠相比, 狼疮鼠肾组织中OSM的表达明显增多, 
且其表达与血尿素氮、24 h尿蛋白及α-SMA、Col I和FN的表达呈正相关, 而与E-cadherin的表达呈

负相关。结果表明, OSM在狼疮鼠肾组织中的表达升高, 且其高表达可能与狼疮鼠肾功能减退及

肾小管上皮细胞转分化有一定的关系。
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Expression of Oncostatin M in Kidney of MRL/lpr Mice
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Abstract       The aim of this study is to investigate the expression of OSM (oncostatin M) in the renal cortex 
of MRL/lpr mice. MRL/MpJ mice were designated as the control group and MRL/lpr mice were designated as the 
lupus group. The expression of OSM was detected by the methods of immunohistochemistry and enzyme linked 
immunosorbent assay. Western blot and quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) analysis were used to determine 
the protein and mRNA expression of E-cadherin, α-SMA (α-smooth muscle actin) and Col I (collagen I). qRT-
PCR analysis was used to detected the expression of fibronectin (FN) mRNA. The results suggested that the OSM 
expression increased in lupus mice compared with control mice. And the expression level of OSM is positively 
correlated with blood urea nitrogen, 24 h urinary protein and the expression level of α-SMA, Col I and FN but 
is negatively correlated with the expression level of E-cadherin. The results indicated that OSM expression is 
increased in kidney in lupus mice, which may connected with the renal dysfunction and tubular-epithelial cell 
transdifferentiation.
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系统性红斑狼疮(systemic lupus erythematosus, 
SLE)是一种病因不明的以多器官、多系统损害为特

征的自身免疫性疾病, 其中以肾脏损害为主要表现

者称为狼疮性肾炎(lupus nephritis, LN), 是SLE致死
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致残的主要原因[1-2]。在SLE肾脏损伤中小管间质损

害的发生率高达50%~67%[3], 是LN的独立危险因素且

与其预后密切相关[4]。肾小管上皮细胞转分化为肌成

纤维细胞是小管间质损害中的一个重要事件。

LN的发生发展和众多因素有关, 其中细胞因

子是一个关键因素。研究表明, 大量细胞因子参与

了LN的免疫炎症反应[5-6]。抑瘤素M(oncostatin M, 
OSM)属于白细胞介素-6(interleukin-6, IL-6)细胞因

子家族成员, 主要由活化的T淋巴细胞和单核巨噬细

胞分泌。据报道, OSM有可能是SLE的一种标志因

子[7], 并且与各种原因导致的肾脏疾病有关[8-10]。但

上述研究中关于OSM在肾脏疾病尤其在肾小管间

质损害中作用存在争议。本研究应用狼疮鼠模型, 
探讨OSM在狼疮性肾炎肾组织中的表达及其与肾

小管上皮细胞转分化和肾功能的关系。

1   材料与方法
1.1   材料 

MRL/lpr鼠购自南京大学模式动物研究所。兔

抗OSM抗体及OSM酶联免疫吸附试剂盒购自R&D
公司。兔抗E-cadherin、α-SMA(α-smooth muscle 
actin)和Col I(collagen I)抗体购自Proteintech公司。

PCR引物均由生工生物工程上海股份有限公司合

成。二步法免疫组化试剂盒购自北京中杉金桥公

司。

1.2   方法

1.2.1   动物分组      MRL/MpJ鼠作为正常对照组(N), 
MRL/lpr鼠作为狼疮组(LN)。每组动物6只。每周收

集尿液检测尿蛋白含量, 分别于出现蛋白尿以及蛋

白尿后的4周和8周处死动物并收集血、尿及肾组织

标本用于以下检测(我们将不同时间点时收集的小

鼠标本分别称为LN1、LN2和LN3)。
1.2.2   免疫组织化学染色      4 μm肾组织切片, 常规

脱蜡至水, 一抗OSM(1100׃)稀释, 二抗为生物素化羊

抗兔IgG, 以PBS代替一抗作为阴性对照, DAB显色, 
光镜观察阳性信号。

1.2.3   酶联免疫吸附实验      组织匀浆后离心, 收集上

清液进行分析, 具体操作步骤严格按照试剂盒说明书

进行, 反应结束后测D450值。以标准品浓度和对应D值

做标准曲线, 计算出各标本D值对应的OSM的浓度。

1.2.4   Western blot检测      取肾皮质组织加入蛋白裂

解液提取蛋白, 考马斯亮蓝法测定蛋白浓度, –70 oC

保存。每个样品取50 μg总蛋白, 10% SDS-PAGE凝
胶电泳后电转至PVDF膜, 5%脱脂奶粉37 oC封闭2 h, 
再加入一抗(1500׃), 4 oC过夜。ECL化学发光法显色。

以β-actin作为内参照。Western blot条带信号强度应

用LabWork 45图像分析软件进行定量分析, 测定各

条带的吸光度值。

1.2.5   qRT-PCR      Trizol法提取总RNA, 反转录为

cDNA, 以cDNA为模板进行扩增。E-cadherin引物序

列: 上游5′-CCC AGA GAC TGG TGC CAT TT-3′, 下
游5′-TCT GTG GCG ATG ATG AGA GC-3′; α-SMA
引物序列 : 上游5′-AAT GGC TCT GGG CTC TGT 
AA-3′, 下游5′-CTC TTG CTC TGG GCT TCA TC-3′; 
Col I引物序列 : 上游5′-CGA CCT CAA GAT GTG 
CCA CT-3′, 下游5′-GCA GTA GAC CTT GAT GGC 
GT-3′; FN(fibronectin)引物序列 : 上游5′-CCC CAA 
CTG GTT ACC CTT CC-3′, 下游5′-TGT CCG CCT 
AAA GCC ATG TT-3′。扩增条件: 95 oC预变性5 min; 
94 oC变性45 s, 55 oC退火60 s, 72 oC延伸60 s, 36个循

环; 72 oC延伸10 min。以18S rRNA作为内参照, 应用

ΔΔCT法计算目的基因的相对表达量。

1.3   统计学方法 
 所得数值用x

_
±s表示, SPSS 13.0进行统计分

析, 多组数据间的两两比较采用方差分析、两组数

据间的相关性用Person相关分析进行显著性检验, 
P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   血、尿生化指标结果 

血、尿生化结果显示, 与对照鼠相比, 狼疮鼠血

肌酐(serum creatinine, Scr)水平未见改变, 而血尿素

氮(blood urea nitrogen, BUN)和24 h尿蛋白(24 h urinary 
protein, 24 h upro)明显升高(表1)。
2.2   肾组织中OSM的表达 

免疫组织化学显示, OSM阳性着色主要位于肾小

管上皮细胞, 与对照鼠相比, 狼疮鼠肾小管上皮细胞中

的阳性信号明显增强(图1A)。ELISA结果显示, 狼疮鼠

肾皮质中OSM的表达水平显著高于对照鼠(图1B)。
2.3   表型转化相关蛋白及mRNA的表达 

Western blot(图2)和qRT-PCR(图3)结果表明, 与
对照鼠相比, 无论是蛋白还是mRNA, 狼疮鼠肾组织

中E-cadherin的表达明显减少, 而α-SMA、Col I和
FN的表达显著上调。
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2.4   Western blot和mRNA结果分析

肾组织中OSM蛋白的表达与BUN(r=0.892)、
24 h Upro(r=0.828）、α-SMA蛋白(r=0.882)、Col I
蛋白 (r=0.898)、α-SMA mRNA(r=0.825)、Col I 
mRNA(r=0.920)和FN mRNA(r=0.858)的表达呈正

相关 , 而与E-cadherin蛋白 (r=–0.852)和E-cadherin 
mRNA(r=–0.899)的表达呈负相关。

3   讨论
应用MRL/lpr狼疮鼠模型发现, OSM在狼疮鼠

肾组织中高表达, 且其高表达与血尿素氮和24 h尿
蛋白密切相关。此外, 狼疮鼠肾组织中E-cadherin的
表达降低而α-SMA的表达升高, 同时细胞外基质蛋

白Col I和FN的表达增高。通过相关分析发现, OSM
与E-cadherin的表达呈负相关而与α-SMA、Col I和

FN的表达呈正相关。上述结果提示, 狼疮鼠肾组织

中OSM表达增高, 其高表达或许与肾功能损害及肾

小管上皮细胞转分化有关。

LN的肾损害累及肾脏各个部分, 包括肾小球、

肾小管、肾间质及肾小血管。其中, 肾小管间质病变

不仅是继发于肾小球病变的伴随表现, 也是LN重要

的独立参与者, 是影响肾脏病理进程和肾功能损害程

度的重要因素。肾小管间质纤维化(tubulointerstitial 
fibrosis, TIF)是预测LN进展至终末期肾功能衰竭

的一个重要形态学特点。TIF主要表现为细胞外基

质的异常积聚, 而肌成纤维细胞是产生细胞外基质

的主要细胞。正常肾组织中几乎无肌成纤维细胞, 
但在病理状态下其数量明显增多。肾小管上皮细

胞是疾病状态下肌成纤维细胞的重要来源之一, 即
肾小管上皮细胞–肌成纤维细胞转分化(epithelial-

表1  血肌酐、血尿素氮和24 h尿蛋白水平

Table 1   The levels of serum creatinine, blood urea nitrogen and 24 h urinary protein
分组                血肌酐               尿素氮                   24 h尿蛋白

Group                              Scr                                     BUN                                        24 h Upro

N                                     48.33±5.49                        4.92±1.79                                126.17±49.13
LN1                                52.17±12.61                      11.75±1.39*                             3 895.35±719.33*
LN2                                52.50±8.78                        21.05±2.05*                             4 709.77±657.55*
LN3                                52.67±8.14                        30.32±3.29*                             6 101.98±918.31*
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图1  免疫组织化学(A)和ELISA检测(B)肾组织中OSM的表达

Fig.1   The expression of OSM in renal tissue detected by immunohistochemistry (A) and ELISA (B)

*P<0.05, 与对照组比较。  
*P<0.05 vs N group.  



322 · 研究论文 ·

myofibroblast transdifferentiation, EMT)[11-12]。EMT
的发生起始于肾小管上皮细胞特性的消失(如
E-cadherin表达的下降), 获得间充质细胞特性(如表

达α-SMA), 之后分泌过多的细胞外基质参与TIF。
实验结果表明, 不论从mRNA还是蛋白水平, MRL/
lpr鼠肾皮质组织中E-cadherin的水平明显降低而

α-SMA的表达水平明显上升, 同时细胞外基质蛋白

Col I和FN的表达增多, 提示狼疮鼠肾组织中存在肾

小管上皮细胞表型转化现象。

众多因素参与了LN的发生发展, 其中细胞因子

是一个关键因素。OSM是1986年发现的一种新的生

长调节因子, 属于IL-6细胞因子家族。OSM已被证

明具有多种生物学活性, 其中包括参与调节炎症反

应。研究发现, OSM既与SLE的活动密切相关, 又参

与肾脏疾病的发生发展。但关于其在肾脏疾病中的

作用目前尚存在争议。有学者认为, OSM可诱导肾

小管上皮细胞转变为肌成纤维细胞, 从而参与肾小

管间质纤维化[9-10]。Elbjeirami等[8]利用单侧输尿管
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图3   肾组织中E-cadherin、α-SMA、Col I和FN mRNA的表达

Fig.3   The expression of E-cadherin, α-SMA, Col I and FN mRNA in renal tissue detected by qRT-PCR
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A: E-cadherin、α-SMA和Col I蛋白表达; B: Western blot结果分析。*P<0.05, 与对照组比较。

A: the expression of E-cadherin, α-SMA and Col I detected by Western blot; B: the Western blot results represented as a bar graph. *P<0.05 compared with N 
group.

图2   Western blot检测肾组织中E-cadherin、α-SMA和Col I的表达

Fig.2   The expression of E-cadherin, α-SMA and Col I in renal tissue detected by Western blot
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梗阻模型鼠的研究发现, OSM的表达随梗阻时间的

延长而增多, 且OSM抗体处理可缓解病变。上述结

果均说明, OSM促使肾脏病变进展。但Sarközi等[13-14]

的研究发现, OSM可抑制TGF-β诱导的细胞外基质

蛋白的合成, 提示OSM可能是一种肾小管间质纤维

化的保护因子, 并由此提出由于局部微环境的不同, 
OSM具有促纤维化和抗纤维化的双重特性。为进一

步探讨OSM在肾脏疾病中的作用, 该实验应用MRL/
lpr狼疮鼠模型探讨OSM的表达及意义。结果发现, 
狼疮鼠肾组织中OSM的表达增高, 尤其是在肾近端

小管上皮细胞, 并且OSM的高表达与肾功能减退及

肾小管上皮细胞表型转化均有相关性。结果提示, 
在狼疮性鼠肾损害中, OSM是一种致病因子, 其表达

促进了肾脏病变的进展和肾功能的下降。
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