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中文摘要

ADAMTS (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin type I

motifs) 是一类含 I 型血小板反应蛋白模体的解整合素金属蛋白酶，目前在人类

中已发现 19 个家族成员。ADAMTSs家族成员的主要作用是切割或修饰组织

微环境中的细胞外基质 (Extracellular matrix，ECM)成分，在器官发育、组织形

态发生、炎症、肿瘤等多种病理生理过程中发挥重要作用。ADAMTS18于 2002

年被首次发现命名，一直被定义为“孤儿 ADAMTS蛋白”，即不知功能和底物的

ADAMTS 家族成员。随着生物技术的发展和 Adamts18基因敲除(Adamts18-/-)小

鼠的建立，包括我们课题组在内的一些国内外研究团队发现：ADAMTS18主要

表达于胚胎发育早期，通过切割修饰 ECM分子, 决定众多器官的早期形态发生。

ADAMTS18在人胚胎肾脏中高表达，提示其可能在肾脏发育过程中发挥作用。

课题组前期研究发现，ADAMTS18在肺、下颌下腺、泪腺等上皮分支类器官的

发育和形态发生中发挥重要作用。肾脏属于典型的上皮分支类器官，但

ADAMTS18对哺乳动物肾脏发育的确切影响及其内在机制仍不清楚。本论文将

对这一科学问题展开研究。

研究方法：（1）目前尚缺乏抗 ADAMTS18特异性抗体，为此采用 qRT-PCR

实验方法检测 Adamts18 mRNA在肾脏发育不同阶段的表达水平；通过 RNA 原

位杂交技术检测 Adamts18在肾脏中的表达部位及细胞类型。（2）通过血液和尿

液生化检测及蛋白质组学分析，探究 ADAMTS18 对小鼠肾功能的影响。（3）

通过透射电镜、HE染色、过碘酸希夫糖原染色（Periodic Acid-Schiff stain，PAS）

和六胺银染色（ Periodic Acid-Silver Metheramine， PASM）等方法，探究

ADAMTS18缺失对小鼠肾脏组织形态结构的影响。（4）通过 qRT-PCR及免疫

组化等方法探究 ADAMTS18影响肾脏发育的分子机制。（5）通过马松（Masson）

染色和免疫印迹（Western blot）方法探究 ADAMTS18缺失在小鼠自发性肾纤维

化中的作用。

研究结果：（1）从 E13.5-出生后 14天（P14），是肾单位形成的关键期（肾

单位由肾小体和肾小管构成；而肾小体又由肾小球和肾小囊组成）。这个时期，
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Adamst18 mRNA在肾脏中广泛表达，主要的细胞类型包括：输尿管芽顶端上皮

细胞和集合管上皮细胞。在出生后 2周，Adamst18 mRNA的数量急剧减少；出

生 6周后，Adamst18 mRNA在肾脏中几乎检测不到。（2）与野生型（Adamts18+/+）

小鼠相比，Adamts18-/-小鼠尿液中出现蛋白尿，且尿液中可溶性 E-cadherin显著

增加。（3）透射电镜结果显示 Adamts18-/-小鼠肾小球中上皮细胞和内皮细胞排

列紊乱，细胞内皮细胞从基底膜剥脱，部分基底膜变薄、撕裂，足细胞足突减少

和微绒毛化等。（4）Adamts18-/-小鼠肾小球滤过膜成分 Lama5 和 Lamb2 较

Adamts18+/+小鼠表达显著性降低。（5）不同年龄 Adamts18-/-小鼠并未发现自发

性肾纤维化形成。

研究结论：ADAMTS18是一个与早期肾单位形成相关的阶段特异性基因，

通过对肾小球滤过屏障细胞外基质成分的重塑，影响肾小球滤过屏障的形成。

关键词：ADAMTS18，肾小球滤过屏障，蛋白尿，细胞外基质，基因敲除小鼠
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ABSTRACT

Research Background: ADAMTS (A Disintegrin and Metalloproteinase with

Thrombospondin type I motifs) includes nineteen members in humans. ADAMTSs

are mainly involved in cleaving or modifying the extracellular matrix (ECM)

components in the tissue microenvironment, which play an important role in various

pathophysiological processes such as organ development, tissue morphogenesis,

inflammation and tumor. ADAMTS18, first named in 2002, has long been defined as

an "orphan ADAMTS protein," with unknown function or substrate. With the

development of biotechnology and the establishment of Adamts18 gene knockout

(Adamts18-/-) mice, ADAMTS18 has been found to be mainly expressed in early

embryonic development, and determines the early morphogenesis of many organs.

ADAMTS18 is highly expressed in human embryonic kidney, suggesting that

ADAMTS18 may play a role in kidney development. Our previous studies have found

that ADAMTS18 plays an important role in the development and morphogenesis of

epithelial branch organoids such as lung, submandibular gland and lacrimal gland.

The kidney is an typical epithelial-branching organ, but the exact effects of

ADAMTS18 on mammalian kidney development and its underlying mechanisms

remain unclear. This study focuses on this scientific problem.

Research methods: (1) Specific antibody against ADAMTS18 is currently

lacking, so the expression level of Adamts18 mRNA at different stages of renal

development was detected by qRT-PCR. Adamts18 expression sites and cell types in

kidney were detected by RNA in situ hybridization. (2) The effects of ADAMTS18 on

renal function in mice were investigated by blood and urine biochemical tests and

proteomic analysis. (3) By means of Periodic Acid-Schiff stain (PAS) and periodic

acid-silver metheramine (PASM), the effect of ADAMTS18 deletion on the

morphological structure of mouse kidney tissue were explored. (4) qRT-PCR and

immunohistochemical methods were used to explore the molecular mechanism of
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ADAMTS18 affecting kidney development. (5) Masson staining and Western blot

were used to investigate the role of ADAMTS18 deletion in mice with spontaneous

renal fibrosis.

Results: (1) The period from E13.5 to 14 days after birth (P14) is the critical

period for nephrons formation (nephrons consist of corpuscles and tubules; Renal

corpuscles are composed of glomeruli and renal sacs). During this period, Adamst18

mRNA was widely expressed in kidney, and the main cell types included ureteral bud

apical epithelial cells and collecting duct epithelial cells. The amount of Adamst18

mRNA decreased sharply at 2 weeks after birth. Adamst18 mRNA is almost

undetectable in the kidneys 6 weeks after birth. (2) Compared with wild-type

(Adamts18+/+) mice, Adamts18-/- mice had albuminuria in urine, and soluble

E-cadherin in urine was significantly increased. (3) Transmission electron microscopy

(TEM) showed that the arrangement of epithelial cells and endothelial cells in the

glomerulus of Adamts18-/- mice was disordered, the endothelial cells were stripped

from the basement membrane, some of the basement membrane was thinner and torn,

and the podocyte process was reduced and microvillous. (4) The expressions of

Lama5 and Lamb2 in glomerular filtration membrane of Adamts18-/- mice were

significantly lower than those of Adamts18+/+ mice. (5) No spontaneous renal fibrosis

was found in Adamts18-/- mice at different ages.

Conclusion: ADAMTS18 is a stage-specific gene associated with early nephron

formation. ADAMTS18 influences the formation of glomerular filtration barrier by

remodeling extracellular matrix components.

Key words: ADAMTS18, glomerular filtration barrier, albuminuria, extracellular

matrix, Gene knockout mice
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1 绪论

肾脏是脊椎动物泌尿系统中的一个重要排泄器官，其功能是过滤血液并将体

内多余的的水、无机盐和代谢废物等排出，形成尿液排出体外，同时通过重吸收

功能保留体内需要的物质和水分，对维持机体的体液平衡和酸碱平衡至关重要。

近年来，随着人类生活环境和方式的改变以及寿命的延长，各种原因导致的肾脏

疾病人数逐渐增多，其患病率和死亡率不断攀升，给众多家庭带来了沉重的精神

负担和经济负担，对肾脏及相关疾病的研究具有重要意义。

ADAMTS（ADisintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs）

是含Ⅰ型血小板结合蛋白基序的解整合素金属蛋白酶，其通过切割或修饰细胞外

基质成分，在胚胎发育、器官形态发生、肿瘤、炎症和疾病等多个生理和病理过

程中都发挥着非常重要的作用。ADAMTS18 是 ADAMTS 家族中一种不知功能

和底物的“孤儿金属蛋白酶”，在人类和小鼠多种组织器官中都有广泛表达。研

究发现，ADAMTS18在一些分支类器官如肺、颌下腺、乳腺和泪腺的分支尖端

富集表达，并在这些器官的发育中发挥重要作用。肾脏也是一种典型的分支类器

官，且有研究表明 ADAMTS18在小鼠胚胎肾中高表达，提示 ADAMTS18可能

在哺乳动物的肾脏发育中也发挥着重要作用。

我们课题组在对先前构建的 Adamts18基因敲除小鼠（Adamts18-/-）进行表型

分析时，意外发现 Adamts18-/-小鼠有蛋白尿形成表型。蛋白尿是多种肾脏疾病的

常见临床表现，其出现往往意味着肾脏滤过屏障结构受损。

肾脏滤过屏障由内层的内皮细胞、中间层的肾小球基底膜（GBM）和外层

的足细胞三部分构成，这三者中任一结构成分出现异常都会导致蛋白尿表型的出

现。肾小球基底膜（GBM）是由内皮细胞和足细胞各自分泌的细胞外基质融合

而成，实质上是一种特殊的细胞外基质（ECM）。据报道，ADAMTS18 通过切

割修饰 ECM分子，在多个组织器官的发育中发挥重要作用。此外，研究表明，

GBM的正常发育和组分的完整性对于肾脏滤过屏障结构的维持和肾正常的滤过

功能的发挥至关重要，肾小球基底膜组分的基因缺陷与一系列遗传性的人类疾病

有关，例如由 COL4A3、COL4A4 和 COL4A5 基因发生缺陷引起的阿尔波特综
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合征以及由 LAMB2突变引起的皮尔逊综合征，这些疾病都出现蛋白尿表型并伴

随着肾小球滤过屏障结构异常。为了探究 Adamts18基因敲除小鼠出现蛋白尿表

型的确切机制，我们将重点关注 Adamts18缺失对肾小球滤过屏障中的肾小球基

底膜（GBM）这一结构的发育及影响。

因此，本课题将利用 Adamts18-/-小鼠，研究 ADAMTS18在肾脏滤过屏障发

育中的作用，探究 Adamts18缺失导致小鼠出现蛋白尿的机制。

1.1 肾脏的发育过程

哺乳动物的肾脏发育起源于中间中胚层的生肾索(Nephrogenic cord)[1]，由于

生肾索的不同体节位置及发育时间的不同，肾脏发育先后经历前肾（Pronephros）、

中肾（Mesonephros）和后肾（Metanephros）三个阶段[2]。在哺乳动物中前肾没

有明显的功能作用，中肾在胚胎发育阶段被认为是生殖系统发育的前体，这两个

器官的发育都是暂时性的，随着发育的进行它们相继发生退化[3]。真正具有完整

结构和功能的永久性肾脏是由后肾发育而来的，后肾经过一系列的发育、分化最

终形成具有一定功能的成熟型肾脏[4]。

肾脏是哺乳动物重要的器官，小鼠肾脏于胚胎 E10.5d开始发育，E10.5d天

时后肾间充质中的一些细胞向Wolffian 管（Wolffian duct，WD，也叫中肾管）

释放诱导信号分子，在信号分子的刺激下 WD其尾端被诱导萌生出一个小的输

尿管芽（Umetenic bud，UB）[5,6]，长出的 UB 随即开始向疏松的后肾间充质方

向延伸，并在延伸的过程中进行分支，到 E11.5时，输尿管芽已经分支形成一个

“T”样的结构[7]，这个时候也是肾脏真正开始发育的阶段。此时初始形成的后肾

由“T”形的输尿管芽（UB）和后肾间充质（Metaneplric mesenchyme，MM）两部

分组成，后肾间充质围绕输尿管芽尖端呈帽状聚集（这点对于MM与 UB的相

互诱导非常重要）[5]，这时候分支的输尿管芽也通过一种未知的机制建立了一种

分子机制，能够维持后肾间充质中的生肾性程序一直到小鼠出生后的早期[8-10]，

肾脏发育就在 UB和MM之间的相互诱导下开始发生[11]。

输尿管芽与后肾间充质的诱导包括两个方面：一方面在后肾间充质的诱导下，

UB进行反复分支，最终发育形成成熟肾脏的集合管系统网络（在停止分支前输
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尿管芽一共经历了 12次分支[10]）。另一方面 UB会诱导后肾间充质中的帽状间充

质 细 胞 （ Cap mesenchymal cells ， CMCs ） 经 历 间 充 质 - 上 皮 转 化

（Mesenchymal-Epithelial transformation，MET），形成具有极性的上皮，这部分

细胞再经过一系列的形态学变化，最终发育成成熟的肾单位[11]。

图 1：肾脏发育过程图[12]. Pronephros：前肾；Mesonephros：中肾；Metanephros：

后肾；Cap mesenchymal：帽状间充质；Renal vesicle：肾囊泡；Comma-shaped body：

逗号小体；S-shaped body：S形小体。

肾单位是肾脏结构和功能的的基本单位，由发挥滤过作用的肾小球以及具有

重吸收作用的肾小管（包括近端小管、髓袢细段和远端小管）两部分组成[13]。肾

单位的具体发育过程如下：首先，在 E11.5天时，在输尿管芽尖端（UB）的诱

导下，后肾间充质（MM）中的帽状间充质（Cap mesenchymal）室中紧邻输尿

管芽尖端的肾单位祖细胞（将来发育分化为肾单位）开始分化，分化-承诺

（committed）的肾单位祖细胞可以在帽状间充质室中来回移动，其中一部分完

全承诺的肾单位祖细胞从输尿管芽尖端移动到输尿管芽的腋下部位，并聚集成团

状，称为管前聚集体，这是分化肾单位的第一个前体形式[14]。E13.5天时，管前

聚集体发生间充质-上皮转化（MET），形成一个中空的囊肿样上皮结构，叫做肾

囊泡（Renal vesicle，RV)，这是肾脏发育的第一个阶段[15,16]，每个肾囊泡将发育

形成一个肾单位。随后肾囊泡继续进行增殖和分化，并发生一系列形态学改变，

经历逗号小体（Comma-shaped body）和 S形小体（S-shaped body）两个阶段[5,17]，

肾单位在这个过程中进一步发育。出生后 1周，UB停止分支，肾单位中的肾小

球基本发育成熟，由于肾单位（或肾小球）的数量由输尿管芽的数量决定[18]，在
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这之后肾单位数量不再增加，肾单位在这一阶段进一步成熟。出生后 2周，肾脏

发育完全成熟[5]。

1.2 肾脏滤过系统

肾脏的血液滤过过程发生在一个复杂且精细的结构—肾小球中，其滤过功能

是通过肾小球滤过屏障( Glomerular filtration barrier，GFB）这一结构实现的[19]。

肾小球滤过屏障因为其结构和功能的复杂性吸引了科研人员几十年[20]，它是肾小

球的重要结构，是迄今为止最复杂的生物膜，对物质的滤过具有选择透过性[21]。

这一性质使 GFB允许血液中的水和中小分子的无限制通过、几乎完全限制一些

大分子物质如血清白蛋白等蛋白质的通过，以及完全限制血液中的红细胞等细胞

的通过，从而将血液中的循环细胞和血浆中有价值的大分子物质保留在血液中，

因此正常情况下经肾小球滤过的尿液中几乎不含大分子蛋白[19]。各种原因导致的

肾小球滤过屏障结构及功能的改变是蛋白尿产生的病理生理基础[22]。

图 2：肾小球滤过屏障结构 [23]. GEC:肾小球内皮细胞；ESL：内皮表面层；

glycocalyx：糖萼；fenestrae：窗孔；GBM：肾小球基底膜；Pod：足细胞；FP：

足突；SD：狭缝隔膜。

1.2.1 肾脏滤过屏障构成

肾小球滤过屏障由三层结构组成：带负电荷糖萼的开窗毛细血管内皮细胞、

肾小球基底膜（Glomerular basement membrane，GBM）和高度特化的足细胞（一

种特殊的周细胞样细胞）[22]，其结构如图 2，这是一种根据分子电荷和大小进行
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筛选的高选择性动态过滤结构[19]。

毛细血管内皮细胞位于肾小球滤过屏障的最内层，其表面具有很多较大的内

皮窗孔（宽 60-100 nm），这些窗孔占内皮表面约 20%，使得肾小球毛细血管成

为高容量肾滤过性液体快速通过的有效入口[23]，内皮开窗太大，容易从肾小球滤

液中排出白蛋白和其他大蛋白[24]。在毛细血管窗孔和内皮细胞表面具有一层带负

电的糖萼，这是一种糖蛋白纤维晶格，由蛋白聚糖和唾液蛋白组成[25,26]，在调节

滤过屏障渗透性等方面发挥重要作用[27]。此外，血液中的一些血浆成分吸附在糖

萼内，形成一层厚度大于 200 nm的内皮表面层（Endothelial surface layer，ESL）

[28]。ESL的强负电荷以及其丝状结构使内皮开窗更窄，对物质的限制性更强。不

同 ESL成分的酶促破坏会导致血浆白蛋白渗透增加[29,30]。尽管肾小球内皮细胞

在肾小球滤过中发挥着重要的作用，但由于缺乏直接证据表明肾小球内皮细胞参

与了诱导肾小球滤过功能丧失或蛋白尿的形成这些过程，因此它目前并没有受到

重视[31]。

肾小球基底膜（GBM）是肾小球滤过屏障的中间层，位于内皮细胞和足细

胞之间，将脉管系统与尿液空间分隔开[32]。GBM实际上是肾小球滤过屏障的细

胞外基质（ECM）成分，电子显微镜下的超微结构成像显示，GBM是一个具有

不均匀孔隙的纤维状分层晶格结构，由多种 ECM蛋白分子组装形成[33,34]。在功

能上，GBM可以限制血浆蛋白(如白蛋白)等大分子物质进入尿液空间，是肾小

球屏障的重要组成部分[35]。此外作为滤过屏障的中间部分，GBM 还通过 ECM

分子与细胞上的粘附分子（如整合素等）的粘附作用将足细胞和内皮细胞锚定在

GBM 上，从而有效稳定肾小球滤过屏障[19]。另外，GBM 也是各种配体和分泌

因子的库，介导内皮细胞和足细胞之间的细胞通讯，使滤过屏障的三个组成部分

在结构和功能上成为一个有序的整体[19]。因此，GBM结构的改变不仅会直接影

响肾小球滤过导致蛋白尿的发生，还有可能通过影响内皮细胞和足细胞的结构导

致肾小球滤过屏障结构进一步破坏，间接导致蛋白尿等产生。

足细胞是肾小球滤过屏障的最外层，本质上是一种终末分化的周细胞样上皮

细胞[36]。成熟的足细胞由一个大的中央胞体和由胞体延伸形成的突起两部分组成，
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胞体呈多突状，向外延伸形成一些突起，这些突起末端膨大如足，称为足突（Foot

process，FPs）[37]，其通过整合素( integrins)等粘附复合物直接粘附于 GBM的外

侧，包裹着毛细血管[38]。相邻足细胞的足突之间相互指状交叉相嵌，呈拉链状[39]。

足突之间的空隙称为裂孔，相邻 FPs之间的空隙通过一个 40 nm宽的薄膜结构连

接，通常称为狭缝隔膜（Slit diaphragm，SD）[40,41]。SD的大小决定了不同分子

大小的溶质能否正常通过，足突之间形成的指状结构以及 SD的形成成为阻碍血

浆蛋白分子滤过的一个重要屏障[42]。

在模式生物学研究以及人类遗传学等技术进步的推动下，科研人员已经证明，

肾小球滤过屏障的三层结构对其功能的维持都至关重要，这三层结构构成了肾小

球滤过的机械和电荷屏障，使相对分子量较大或带负电荷的物质(如白蛋白)不能

正常滤出，这三个中的任何一个出了问题都会直接导致蛋白尿的发生[22]。在 GFP

的三层结构中，由于 GBM占了液体流量的大部分限制，使其成为肾小球滤过屏

障的重要组成部分[35,43]。对人类以及基因敲除小鼠的遗传学研究表明，GBM成

分对 GFB的完整性具有重要作用[44,45]，对肾脏滤过至关重要，一些成分的缺失

或减少伴随着蛋白尿的发生。例如，COL4A3、COL4A4和 COL4A5基因（分别

编码 IV型 Collagen亚基α3、α4和α5）的突变会导致阿尔波特综合征，这是一种

针对 GBM的遗传性疾病，在青春期出现轻度蛋白尿，并最终进展为终末期肾功

能衰竭（End-stage renal failure，ESRD）[46]；另外，LAMB2（编码 Laminin β2

亚基的基因）的突变会导致 Pierson综合征，这是一种常染色体隐性遗传疾病，

表现为先天性蛋白尿，并伴有不同的神经和眼部异常表现[47]。最近的研究表明，

GBM是血浆蛋白的真正屏障，因为在 Lamb2基因缺失小鼠中，蛋白尿的出现先

于足细胞结构异常[48]。

1.2.2 肾小球基底膜（GBM）

基底膜是一层特殊的细胞外基质（ECM）薄层，位于连续的细胞层之下，

包围着上皮细胞、内皮细胞、脂肪细胞、肌肉细胞、神经细胞和雪旺细胞等，在

各种组织（如肺泡、胎盘、肠上皮、皮肤表皮和血脑屏障等）的相邻隔室之间起

选择性屏障的作用。此外，基底膜中的 ECM成分还参与调节细胞极性、迁移、



华东师范大学硕士学位论文

7

存活、增殖、凋亡、分化和信号传导等细胞生物学的多个过程[49]。肾小球基底

膜（GBM）是研究最多的基底膜之一，它作为肾小球滤过屏障的结构组成在肾

小球的选择性滤过中发挥重要作用，阻碍血浆中的大分子蛋白进入尿液空间。

1.2.2.1 GBM组分

超微结构和生化分析研究首次将 GBM对滤过屏障功能的贡献进行了揭示，

这些研究确定了 GBM中存在的主要成分[20,50]。尽管 GBM 中可能存在包括肾连

接蛋白（Nephronectin）[51,52]在内的其他数十种其他基质蛋白[53,54]，但与所有基

底膜一样，GBM 主要由 Laminin、Collagen IV 、Nidogens 和 Heparan sulfate

proteoglycan这 4种成分构成[32,55,56]。此外，Fibronectin也被报道在 GBM中发现

[57]，Fibrillin也是基底膜的成分之一。基底膜的这些组分蛋白具有不同的亚型，

因此即使是由相同的几种蛋白分子构成，这些蛋白质的不同亚型组合形成的基底

膜在结构和功能上也是不一样的。

图 3：肾小球基底膜组分图 [58]

Laminin是基底膜中普遍存在的主要非胶原（NC）成分，具有不同的亚型，

以α、β、γ链组成的异源三聚体的形式分泌，参与和其他基底膜成分及细胞的多

种相互作用，在 ECM的分子组装和基底膜的稳定性中发挥着重要作用[58-60]；在
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成熟的 GBM中，主要的亚型是 Laminin α5β2γ1（也称为 Laminin 521）。Collagen

IV是所有基底膜的主要成分，与其他 Collagen一样也是一种三聚体 ECM蛋白，

是由 3个由不同亚型组成的三螺旋三聚体，在GBM中主要是Collagen IV α1α1α2

和 Collagen IV α3α4α5两种，被认为提供拉伸和压缩强度[61]。Collagen IV 是一种

大分子蛋白，一旦被分泌出细胞，就会在形成的 Laminin片附近聚集、组装，形

成以晶格形式存在的网络聚合物[49]。Nidogen是 GBM中的第三个成分，是一种

哑铃形硫酸化单体糖蛋白，普遍存在于基底膜中，它们在 GBM中的作用是连接

Laminin和 Collagen IV，被认为是 Laminin和 Collagen IV的交联剂[45,62]，是基底

膜组装的必要条件[63]。Heparan sulfate proteoglycan（HSPG）的作用也是连接

Laminin和 Collagen IV网络并为基底膜提供负电荷。在 GBM的发育过程中表达

的主要 HSPGs有三种，分别是 Perlecan、Agrin和 Collagen XVIII[49]。由于它们

的缺失对肾小球的发育和功能没有太大影响，它们在 GBM中的作用似乎并不重

要[64,65]。在 GBM的这些丰富成分中，Laminin和 Collagen IV 是最不可或缺的[19]。

1.2.2.2 GBM发育期间的亚型转换

GBM是一种复杂的大分子结构，在成血管细胞侵入 S形小体的远端裂隙后，

GBM的发育和组装是独特的，因为在发育的过程中其组分经历了关键的亚型转

变[49]，GBM发育过程中的组分改变对肾脏滤过功能的维持和肾脏的正常发育至

关重要。目前，对 Laminin和 Collagen IV这两种组分转变的研究最为深入。

Laminin的命名是根据其三聚体的亚基组成来定的，例如 Laminin α5β2γ1是

由 LAMA5、LAMB2和 LAMC1基因编码的三条链组成，并写成 Laminin 521[66]。

早期肾小球前体表达的主要 Laminin异源三聚体是 Laminin 111（Laminin 1）和

Laminin 511（Laminin 10）[67,68]，随着肾小球和 GBM的发育成熟，这些异源三

聚体逐渐被 Laminin 521（Laminin 11）取代[69]，最终 Laminin 11成为 GBM中的

唯一 Laminins[67]。因此 GBM 在发育的过程中，Laminin 的亚型主要发生了由

Laminin α1向 Laminin α5以及 Laminin β1向 Laminin β2的转化。用 Laminin 521

替换早期 Laminin异源三聚体与 Laminin 521在生理上的重要性相关，研究表明，

LAMB2基因缺失小鼠表现出 GBM完整性丧失，导致在 Laminin α1链被 Laminin
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α5链取代的阶段肾小球发生停止[70]。此外在人类中，LAMB2基因的突变被报道

会发展为 Pierson综合征，其特征是肾脏、眼部和神经缺陷[44]。另外，GBM 中

Laminin 521的减少被报道会影响其对物质的选择透过性，最终导致白蛋白通过

肾小球滤过屏障而泄漏[48]。这些发现表明，在早期肾小球中观察到的 Laminin异

源三聚体组分的转变是肾小球后期发育所必需的。

图 4：发育期间 GBM的亚型转化

在 GBM中 Laminin 111和 Laminin 511被 Laminin 521替换的同时，Collagen

IV 网络中的亚型转化开关也同时发生[71]。如图 4，在发育早期，内皮细胞和足

细胞的基底膜和其他组织的基底膜一样，由 Collagen IV的α1α1α2网络组成，但

在两个基底膜融合后，Collagen IV α3α4α5网络开始沉积[71,72]。Collagen IV α3α4α5

网络在成熟 GBM中是特异性存在的，其对肾小球屏障功能至关重要[49]。研究表

明，基底膜中 Collagen IV α3α4α5网络的减少或缺失会导致阿尔波特综合征，其

特征是肾脏、听力和眼部表型缺陷[73,74]。

1.3 遗传性肾病与蛋白尿

肾单位是肾脏结构和功能的基本单位，由肾小体（包括肾小球和肾小囊）和

肾小管两部分组成。在小鼠中，每个肾脏有 12-16000个肾单位（数目根据品种

不同而有差异）[10]；在人类中，平均每个肾脏约有 100万个肾单位[75]。据统计，

在人类中每天大约有 180升的血液经由肾小球滤过（约占心输出量的 20%），尽

管其工作量巨大，肾小球日复一日保持完整[76]。当肾脏的某一结构或功能出现异

常时，将导致各种肾脏疾病的发生。
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世界卫生组织（World Health Organization，WHO）2019年的数据显示肾脏

疾病已经成为了世界十大死亡原因之一，且因其患病率和死亡率不断攀升，目前

可将其称之为“流行性疾病”[77]。遗传性肾病（Inherited kidney diseases，IKD）是

众多肾脏疾病中的其中一种，它是指胎儿出生前因体内遗传物质改变（包括染色

体结构、数目异常或基因突变）所导致的一类肾脏疾病[78]，占全部肾脏疾病的

10%-15%，是危害肾脏的一大“元凶”[79]。遗传性肾病种类繁多，目前已发现了

150 多种 IKD，有学者将其分为了五大类：①遗传性肾小球疾病。包括 Alport

综合征（Alport syndrome，AS）、Fabry 病和薄基底膜肾病等；②先天性肾脏和

尿路畸形（Congenital anomalies of the kidney and urinary tract，CAKUT）；③遗传

性肾小管和代谢性疾病。包括肾小管酸中毒和 Bartter 综合征等；④遗传性多囊

肾病，也称纤毛病；⑤肾结石相关遗传性疾病。包括 Dent病和原发性高尿酸尿

症等[80]。

过去由于对遗传性肾病的认识不足、其发病隐匿等导致其发现率低，另外由

于早期症状不典型、临床表现多样等导致很多医生会对其进行误诊或漏诊，加上

其预后较差，约 30%～40%的 IKD患儿在 10年后进展至终末期肾病（End Stage

Renal Disease，ESRD）[79]，使其成为继高血压、糖尿病、肾盂肾炎和肾小球肾

炎之后导致 ESRD的第五大常见原因[81]，患者最终需要进行透析和肾移植治疗，

给患者和全球的卫生系统带来了沉重的负担。因此对肾脏疾病的早期预测和发现

就显得尤为重要。随着遗传学和分子生物学的发展，遗传性肾病的诊断率近年来

不断升高。目前，约有 78个基因被证实和 IKD相关，其中有 10个基因被定位、

克隆[82]，新的致病基因同时也陆续被发现。致病基因的发现可以使我们通过基因

检测手段，在早期甚至产前阶段就对 IKD 进行检测，进行再生育风险评估，提

高 IKD的诊断效率，同时也给 IKD带来了基因治疗的可能，具有非常重要的意

义。

在多种肾脏疾病中，蛋白尿是最常见的临床表现。在正常情况下经肾小球滤

过产生的原尿中基本上不含大分子蛋白质，当每天尿液中蛋白质含量超过 300

mg（或 200mg/L）时，就称为蛋白尿[22]。蛋白尿一旦出现，可通过诱导肾小管
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趋化因子表达、补体激活等途径导致肾小管间质发生炎症和纤维化，从而加速肾

脏疾病进展至 ESRD，是影响肾脏疾病预后的一个独立风险因素[83]。蛋白尿的产

生包括两个方面：一方面是肾小球滤过屏障受损导致其对大分子蛋白的选择性丧

失，使蛋白质异常渗漏进入尿液当中形成；另一方面则是肾小管对原尿中肾小球

正常滤过的少量蛋白质的重吸收出现障碍，导致肾小管中因蛋白质累积增多而形

成[84]。在这两方面中，肾小球滤过屏障受损是导致蛋白尿出现的最主要的一个原

因。

1.4 Adamts简介

1.4.1 ADAMTS 家族简介

具有血小板反应蛋白基序的解整合素金属蛋白酶 ADAMTS（A Disintegrin

and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs），是一类含有多个结构域、Zn2+

依赖的分泌型金属蛋白酶，在哺乳动物和无脊椎动物中都普遍存在[85]。自第一个

ADAMTS蛋白酶（ADAMTS 1）于 1997年被发现以来，描述该基因家族及其所

编码的蛋白质的文献数目迅速增多，有关 ADAMTS超家族成员的论文至今已经

发表了 2000余篇[86]。

图 5：ADAMTS家族成员分类图

目前，在哺乳动物中已经发现了 19 个 ADAMTS 家族成员，包括编号为 1

至 20的 ADAMTS蛋白，由于 ADAMTS11被分配给了先前被鉴定为 ADAMTS5

的蛋白，目前不再使用 ADAMTS11这个名称了[85,87]。在发现和命名 ADAMTS1
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后的十年时间内，所有 ADAMTS蛋白都得到了鉴定[86]。根据 ADAMTS分子结

构和底物的不同，19个 ADAMTS家族成员被分为五大类（图 5）：①聚糖酶或

蛋白多糖酶（包括 ADAMTS1，4，5，8，9，15和 20七个成员）；②前胶原 N-

前肽酶（包括 ADAMTS2，3，14 三个成员）；③血管性血友病因子蛋白酶

（ADAMTS13）；④软骨寡聚基质蛋白（COMP）裂解酶（包括 ADAMTS7和 12

两个成员）；⑤“孤儿”金属蛋白酶（包括 ADAMTS6，10，16，17，18 和 19六

个成员）[88]。其中，ADAMTS16 和 ADAMTS18 由于在结构和功能上的相似性

被分为“孤儿”金属蛋白酶中的同一个子类。

在功能上，ADAMTS 大多通过切割细胞外基质（ECM）发挥其作用[89]。

ADAMTS介导的底物（包括 ECM、细胞因子和生长因子）切割是 ECM形成、

重塑、稳态和生理适应个体组织、器官系统所必需的[90]，它们在胚胎发育、血管

生成和组织器官形态发生等多种正常生理过程中发挥重要作用 [88]。此外，

ADAMTS 也可参与组织破坏，许多 ADAMTS 突变、活性失调或异常表达等也

与生殖、肿瘤发生、炎症、关节炎等病理过程相关，导致人类和动物各种遗传和

获得性疾病的发生[88,91,92]，ADAMTS 蛋白酶在生理和病理过程中的多重作用表

明了其对我们生物体的重要性。

1.4.2 ADAMTS家族成员与肾脏

ADAMTS家族多个成员被报道与肾脏发育及肾损伤有关，包括 ADAMTS1、

ADAMTS7、ADAMTS13。其中，Shindo等人[93]在他们构建的 Adamts1基因敲除

小鼠中发现：Adamts1缺失小鼠肾脏形态及组织结构出现异常，包括杯状体空间

增大、肾皮质和髓质组织严重减少、肾盂-输尿管连接处有过度纤维组织积聚从

而导致输尿管梗阻发生，但在他们的研究中并没有发现严重的肾功能衰竭的证据

[93,94]；Gao等人[95]发现在血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）介导的炎症性肾损伤老年小鼠中，

早期存在肾皮质和髓质肾小管萎缩、肾小管扩张等肾损伤的现象，且在这个过程

中 Adamts7的表达也相应增加，提示 ADAMTS7 可能在老年小鼠炎症性肾损伤

的发展中起重要的致病作用[95]。此外，在一个 45岁患有进展性慢性肾病(CKD)

的女性中报道，患者中出现的遗传 Adamts13 缺陷为唯一的临床表现，指出
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ADAMTS13与 CKD之间可能存在某种调节关系，但尚未有明确的研究对其进行

证实[96]。

1.4.3 ADAMTS18研究现状

ADAMTS18 属于 ADAMTS 家族中的第五类，即未知底物和功能的蛋白酶

（也被称为“孤儿”金属蛋白酶）。ADAMTS18基于先前描述的 ADAMTS蛋白酶

特征序列的相似性，通过计算机筛选人类基因组生物信息学信息库，于 2002年

首次得到鉴定[97]。目前，与ADAMTS18相关的论文已有 70余篇发表。ADAMTS18

基因位于人类基因组的 16q23上[97,98]，在小鼠中，位于小鼠基因组的 8号染色体

上，基因全长 153Kb[99]。在进化过程中，ADAMTS18基因相对保守，其中人和

小鼠 ADAMTS18的氨基酸序列同源性高达 89%，且在小鼠中 ADAMTS18的组

织表达谱也与人类相似[97]。

图 6：ADAMTS18结构示意图

在结构上，ADAMTS18 与其他 ADAMTS 家族成员类似，基本结构包括两

个可区分的区域：N端催化结构域（金属蛋白酶结构域）和羧基末端辅助结构域

[88]，其中催化结构域包括一个信号肽结构域、一个可变长度的前肽结构域、一个

与 Zn2+结合的金属蛋白酶结构域以及一个解整合素样结构域四部分 [100]。

ADAMTS18的催化活性取决于其活性位点内与 Zn2+的结合。在辅助结构域中，

与其他 ADAMTS家族成员一样，ADAMTS18同样含有一个Ⅰ型血小板反应蛋白

基序（TSP1）、一个富含半胱氨酸的结构域、一个间隔结构域，其可变结构域部

分为 5 个额外的 C 端 TSP1重复序列，后跟一个 PLAC结构域[101]。

ADAMTS18在人类和小鼠多种组织器官中都有广泛表达。在人类胎儿中，
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ADAMTS18主要在肺、肾和肝中表达，而在成人组织中，在大脑、心脏、视网

膜、骨骼肌、乳腺、肾脏、颌下腺、卵巢、结肠、胃、淋巴结等多种组织器官中

都有检测到 ADAMTS18的表达[97,98,102,103]。在小鼠中，Adamts18主要在肺、肾、

泪腺、包皮腺、颌下腺、神经元系统、卵巢、子宫、血管系统、前列腺等多个组

织器官中表达[104-107]。

据报道[108]，Adamts18是一个在分支尖端富集表达的基因，在多个分支上皮

器官如肺[109]颌下腺[110]、乳腺[111]、泪腺[112]的分支尖端都有表达，其缺失会导致

这些器官结构发育异常及相关疾病的产生。ADAMTS18在人胚胎肾中高表达，

提示其可能与早期肾脏发育相关。一项对肺和肾的研究表明[113]，ADAMTS18缺

失会导致输尿管的重复生长。此外，与 ADAMTS18 结构和功能相似的

ADAMTS16被发现在肾小球中表达，Adamts16的反义敲除导致输尿管芽分支点

的数量显著减少，从而抑制肾器官培养中的分支形态发生[114]。这些实验结果表

明 ADAMTS16和 ADAMTS18主要在输尿管芽的分支和输尿管芽的发育中起着

功能作用；但目前并未有研究报道 ADAMTS18在肾小球滤过屏障及蛋白尿产生

中的作用，本论文将对这一科学问题展开研究。

1.5 研究目的与意义

肾脏疾病目前已成为“全球十大死因”之一，因肾脏疾病导致的死亡人数近年

来不断攀升。遗传性肾病（Inherited kidney diseases，IKD）占全部肾脏疾病的

10%-15%，是危害肾脏的一大“元凶”。在多种肾脏疾病中，蛋白尿是最常见的临

床表现。目前有关蛋白尿的产生机制尚未完全明确。我们课题组前期研究发现，

ADAMTS18与早期器官形态发生密切相关。在对Adamts18基因敲除小鼠进行表

型分析时，意外发现Adamts18-/-小鼠有蛋白尿形成表型，提示ADAMTS18可能与

肾小球滤过屏障发育相关，但具体机制尚不清楚，国际上也未见相关报道。本研

究拟在Adamts18-/-小鼠模型上，利用分子生物学，病理学等手段，探究上述科学

问题（技术路线如图 7）。本研究不仅有助于揭示ADAMTS18 在肾小球滤过屏

障发育和蛋白尿产生方面的新机制，也可为遗传性肾病的产前诊断提供新的预测

因子，为蛋白尿性肾脏疾病的治疗提供新的分子靶点。
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图 7：研究技术路线示意图
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2实验材料

2.1 实验动物

课题组前期构建的 Adamts18 KO（Adamts18-/-）小鼠是 C57BL/6/129Sv杂交

背景下的小鼠，也是本实验中的主要观察对象和研究对象。本研究中用到的野生

型（Adamts18+/+，WT）小鼠和基因敲除（Adamts18-/-，KO）小鼠均由亲代雌性

杂合（Adamts18+/-，HT）小鼠繁殖产生，产生的后代子鼠有三种不同的基因型，

符合孟德尔遗传定律。

本研究中进行的所有动物实验均符合华东师范大学实验动物伦理委员会和

实验动物饲养与使用委员会的相关规定，实验伦理审查编号为：m20160308。

2.2 实验仪器

仪器名称 型号规格 厂家/公司

-80℃超低温冰箱 Forma-86 Thermo

4℃/-20℃冰箱 BCD-219D Haier（海尔）

高压灭菌锅 LDZX-50KBS 上海申安医疗器械

制冰机 STM-F124 中国 SUNSNOW

微波炉 P70D23NIP-G5(W0) 格兰仕

移液枪
2.5 μl/10 μl/20 μl/100 μl/

1000 μl
Eppendorf

移液枪
2 μl/10 μl/100 μl/200 μl/

1000 μl
Gilson

小型瞬时离心机 GMC-260 LabTech

低温高速离心机 5415R Eppendorf

涡旋震荡器 GE560E Scientific Industries

磁力搅拌器 81-2 上海司乐仪器
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水浴锅 180002A-1CE Aqua Bath

核酸水平电泳槽 Sub-CellGT Bio-Rad

蛋白垂直电泳仪 MiniPROTEAN Tetra Cell Bio-Rad

凝胶成像系统 720BR Bio-Rad

多功能成像仪 UVP Chemstudio touch Analytik Jena

组织研磨仪 Tiss-24 上海净信

PCR仪 iCycler Bio-Rad

实时荧光定量 PCR仪 Realplex system Eppendorf

酶标仪 Epoch BioTek

体式解剖显微镜 MZ61 广州明美光电技术

普通光学显微镜 XSP-2CA 上海光学仪器六厂

荧光显微镜 DMI3000 Leica

电子天平 T-2002 DENVER

电子分析天平 BS124S Sartouius

10 ml移液器 73261 德国Matrix

电热恒温干燥箱 DHG-9075A 上海一恒仪器

一体式石蜡包埋机 EG1160 Leica

轮转切片机 RM2235 Leica

电热恒温水槽 DK-8D 上海精宏

HybEZ杂交炉 310013
Advanced Cell

Diagnostics

超净工作台 SW-CJ-2FD 苏净安泰（Airtech）

生物安全柜 NU-440-600E Nuaire
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2.3 实验耗材

耗材名称 厂家/公司

无粉乳胶手套 扬子医疗器械

一次性医用口罩 碧云天生物

枪头（10 μl/100 μl/1000 μl） 上海越夷生物

RNase and DNase Free枪头

（10 μl, 100 μl, 1000 μl）
Thermo Fisher Scientific

DNase/RNase Free 离心管

（0.2 ml/0.6 ml/1.5 ml）
Axygen

普通 EP管 碧云天生物

RNase and DNase Free EP管 Thermo Fisher Scientific

移液管 Corning

离心管 BD-FALCON

PCR管 碧云天生物

PCR八连管 国盛生物

培养皿/孔板 Corning

锥形瓶（100 ml/200 ml） 上海晖创化学仪器

巴氏吸管 圣光医用

手术器械（眼科剪、镊子等） 施强医疗器械有限公司

医用注射器 康德莱集团

医用棉球 亚申科技

纱布 稳健医疗

称量纸 新华纸业

滤纸 沃华滤纸
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高级擦镜纸 富阳特种纸业

保鲜膜 脱普日化

封口膜 Parafilm

锡箔纸 上海克林莱塑料

PVDF膜 Millipore

上样梳 Bio-Rad

转印滤纸 碧云天生物

水浴漂浮板 Bio-Rad

组织包埋盒 江苏世泰实验器材有限公司

毛笔 Leica

刀片 Leica

载玻片 江苏世泰实验器材有限公司

盖玻片 江苏世泰实验器材有限公司

计时器 Abcam

2.4 实验试剂

试剂名称 厂家/公司

无水乙醇/95%乙醇 上海润捷化学

无水甲醇 江苏强盛化学

异丙醇 上海润捷化学

氯仿 上海润捷化学

甲醛 国药集团

蛋白酶 K Merck

DEPC水 翊圣生物
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50×TAE 碧云天生物

琼脂糖 BIOWEST

PCR Master Mix 翊圣生物

YeaRed核酸染料 翊圣生物

GeneGreen 天根生物

DNA Marker 北京博奥龙 biodragon

氯化钠（NaCl） 上海润捷化学

氯化钾（KCl） 上海润捷化学

十二烷基硫酸钠（SDS） 北京鼎国生物

三羟甲基氨基甲烷（Tris） 上海展云化工

乙二胺四乙酸（EDTA） 鼎国生物

磷酸二氢钾（KH2PO4） 国药集团

十二水合磷酸氢二钠

（Na2HPO4·12H2O）
国药集团

戊巴比妥钠 国药集团

双氧水（H2O2） 国药集团

BSA Sigma-Aldrich

Tween-20 新加坡MPBiomedicals

RIPA强裂解液 碧云天生物

蛋白酶抑制剂 MCE（MedChemExpress）

蛋白定量试剂盒（BCA法） 碧云天生物

CFAS any KD PAGE蛋白电泳凝胶制备

试剂盒 1/2 型
陕西中辉赫彩生物医药科技有限公司

蛋白Marker 上海天能科技有限公司
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脱脂奶粉 中国伊利

山羊血清 爱必信（上海）生物科技有限公司

ECL显色试剂盒 翊圣生物

二甲苯 国药集团

水杨酸甲酯 国药集团

石蜡 Leica

中性树胶 上海标本模型厂

DAB显色试剂盒 北京中杉金桥生物

总 RNA提取试盒 翊圣生物

反转录试剂盒 翊圣生物

HE染色试剂盒 北京索莱宝 Solarbio

改良Masson三色染色试剂盒 北京索莱宝 Solarbio

糖原 PAS染色试剂盒 北京索莱宝 Solarbio

PASM基底膜六胺银染色试剂盒 北京索莱宝 Solarbio

2.5 常用试剂配方

（1）鼠尾裂解液（500 ml）：

试剂 用量

1 M Tris HCl 10 ml

500 mM EDTA 5 ml

NaCl 11.7 g

SDS 5 g

ddH2O 定容至 500 ml

（2）10 ×TBS（1 L）：
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试剂 用量

NaCl 88 g

Tris 24 g

ddH2O 定容至 1 L

（3）10 ×PBS（1 L）：

试剂 用量

NaCl 80 g

Na2HPO4·12H2O 36.3 g

KH2PO4 2.4 g

KCl 2.0 g

ddH2O 定容至 1 L

（4）生理盐水（1 L）：

试剂 用量

NaCl 9.0 g

ddH2O 定容至 1 L

（5）EDTA-Tris抗原修复液（1 L，pH=9.0）：

试剂 用量

Tris 1.21 g

500 mM EDTA 2 ml

Tween 20 500 ml

ddH2O 定容至 1 L

配好后，将溶液 pH调至 9.0
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3实验方法

3.1小鼠的饲养与繁殖

3.1.1 小鼠的饲养

本实验使用的 C57BL/6J 和 129S1/SvlmJ 杂交背景 (C57BL/6/129Sv)的

Adamts18-/-小鼠和 Adamts18+/+野生对照小鼠由本课题组前期构建[109]。小鼠均通

过杂合子小鼠(Heterozygote, HT) 雌雄互交所产生。杂合子小鼠自交后代中野生

型（Adamts18+/+）、杂合型(Adamts18 +/-)及基因敲除(Adamts18-/-)三种基因型符合

孟德尔遗传规律，未发现小鼠有胚胎致死现象，可用于正常实验研究。所有小鼠

均饲养于华东师范大学脑功能基因组学教育部重点实验室三楼 SPF 级动物房。

本实验中涉及的所有动物实验均严格遵守华东师范大学动物伦理委员会和动物

饲养与使用委员会的相关规定。

3.1.2 小鼠的繁殖

小鼠生长发育至大约 8周龄时性成熟，一般情况下将 2只雌鼠和 1只雄鼠（都

为杂合，HT）放入同一笼子中进行饲养。若后续实验需要研究特定发育时期的

胚胎小鼠，则需精确小鼠的胚胎发育时间点，具体繁殖步骤如下：

（1）合笼：雌雄小鼠合笼通常选择在傍晚（6～7点）进行，笼子放在架子较偏

僻的角落或最上层，避免来往的实验人员的声音及脚步声打扰。

（2）检栓：于次日清晨（6～7点）查看小鼠的交配情况，若在小鼠阴道口发现

有阴道栓（白色或淡黄色的栓塞状分泌物），则可初步判定小鼠怀孕，并将见栓

当天中午记为胚胎第 0.5天（E0.5），第二天即为 E1.5，依此类推。此时无论雌

鼠是否见栓，都将其与雄鼠分开，放在不同笼子中，若后续仍需交配，则在当日

傍晚（6～7点）再将其合笼交配即可，见栓的雌鼠单独放在一个笼中进行饲养。

（3）称重：对于见栓的雌鼠要确定其是否成功受孕，可对其进行称重来辅助判

断。一般小鼠在受孕 0～10天体重变化不大，10天之后体重涨幅较大，若小鼠

在见栓 10天后体重一直增加则可认为小鼠怀孕，并对小鼠怀孕天数做好记录。
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（4）若雌鼠在合笼多日后仍未见栓，可在笼中放一些生瓜子（富含生育酚）等

食物，提高受孕率。

在雌鼠怀孕期间及哺乳期间需注意切勿打扰雌鼠，避免其受到惊吓和刺激而

发生产后食仔的现象。小鼠哺乳期大约三周，在母鼠产仔三周时即可结束哺乳期，

此时可对仔鼠进行剪脚趾编号，并剪下一小段小鼠尾巴（约 5 mm）于 1.5 ml离

心管中用于后续提取小鼠 DNA进行基因型鉴定。将编好号的雌、雄仔鼠分笼放

置，每个笼子中小鼠数量不宜过多，一般不超过 5只。

3.2 小鼠基因型鉴定

3.2.1 DNA的提取

（1）将上述在动物房剪取的鼠尾（置于 1.5 ml离心管中）放入离心机中进行短

暂离心（7～8 s），确保所有组织都沉到管底。

（2）将 70%乙醇和无水乙醇提前放入-20℃冰箱进行预冷，以备后续实验使用。

此外将蛋白酶 K从-20℃冰箱取出，于冰上进行解冻。

（3）配制鼠尾消化液：蛋白酶 K和鼠尾裂解液以一定的比例（1 : 25）进行配制。

将二者混匀后，向每个装有鼠尾的离心管中加入 500 μl配制好的消化液，盖紧离

心管盖子，用后置于预热的水浴锅中，56℃过夜消化。

（4）次日观察离心管中组织消化的情况，若管中还残留有较多未消化完全的组

织，则在离心管中再补入适量消化液，盖紧盖子后再置于水浴锅中消化数小时，

直至消化完全，进行下一步实验。

（5）组织消化完全后，将离心管从水浴锅中取出，用吸水纸将离心管外壁的水

分擦干，将其充分振荡混匀，放入离心机中，12000 rpm，室温离心 10 min。等

待离心机离心的过程中可准备一套新的 1.5 ml离心管，并对管子按顺序进行编号。

（6）待离心结束后，将离心管取出，取出的过程中动作应尽量轻柔，防止因离

心管晃动导致管底的沉淀物混入上清液，污染上清液。吸取 200 μl上清液于对应

编号的新离心管中，向各个离心管中分别加入 1 ml预冷的无水乙醇，盖紧管盖

后上下颠倒 3～5 次，此时在离心管中可见白色絮状 DNA沉淀，将其放入离心
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机中，4℃，12000 rpm，离心 5 min。

（7）离心结束后，将离心管取出弃上清，分别在每个管中加入 1 ml预冷的 70%

的乙醇，盖子盖紧后于 4℃离心机离心，12000 rpm离心 2 min。

（8）重复步骤（7）1次。

（9）取出离心管弃上清，盖紧管盖再将其置于离心机中，空管 12000 rpm离心

1 min，将离心管壁上的残留液尽量去除。离心结束后，将离心管中的残留液吸

出弃去，用黑色记号笔在管壁上将 DNA沉淀所在的位置圈出，将离心管倒扣在

吸水纸上，室温晾干 20 min左右。

（10）向每个离心管中加入 50 μl DEPC水，并用移液枪对着圈出的沉淀处反复

吹打混匀，室温溶解 1 h后即可得到溶解完全的 DNA将其储存在 4℃冰箱待用。

3.2.2 PCR

（1）设计引物，引物由生工生物合成有限公司（上海）合成，引物序列如下：

引物 序列

Adamts18引物 1 5'GGTGTTGGTTGGTATAGCTGAGCTGGAAA-3'

Adamts18引物 2 5'-TCTGCTGGAAGAAGAACCTGTAAGTGGAA-3'

Adamts18引物 3 5'-TTTCCTCCTTCCTTTGCTGCCTTGTCTG-3'

（2）配制 PCR反应体系（15 μl）：

3引物反应体系如下表：

所用试剂 用量

Master Mix（2×） 7.5 μl

P1 0.3 μl

P2 0.3 μl

P3 0.3 μl

ddH2O 4.6 μl

共计 13 μl

2引物反应体系如下表：
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所用试剂 用量

Master Mix（2×） 7.5 μl

P1 0.3 μl

P2 0.3 μl

ddH2O 4.9 μl

共计 13 μl

在配制反应体系时，分别配制 3引物和 2引物两大反应总体系，再从总体系

中吸取 13 μl依次加入到每一 PCR管中，再依次加入对应 2 μl先前提取好的DNA

模板，充分混匀，最终配制成 15 μl的反应体系。整个反应体系配制的过程均在

冰上进行。

（3）各反应体系配制好后，将其进行短暂离心（5～8 s），使管壁上残留的液体

离心至管底，对于 pcr管中留有的一些小气泡，可用手指轻弹管壁，去除气泡，

使管中各反应物充分接触。放入 PCR仪中，程序设置如下：

步骤 温度 时间

预变性 95℃ 3 min

变性 95℃ 15 s

退火 60℃ 20 s

延伸 72℃ 1 min

终延伸 72℃ 5 min

终止 12℃ Hold

变性→退火→延伸设定 30个循环。

程序结束后，将得到的 PCR产物置于 4°C保存，用于后续实验。

3.2.3 琼脂糖凝胶电泳

提前将 250 ml的锥形瓶、胶板、电泳槽和上样梳等清洗干净并放在桌面上

晾干，以备后续实验使用。晾干后将胶板固定于凝胶制胶器的底座上，在固定位

置插上梳子。再配制 1.5%的琼脂糖凝胶，步骤如下:
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（1）用称量纸称取 1.5 g琼脂糖粉末，将其倒入先前准备的 250 ml锥形瓶中，

向瓶中加入 100 ml 1×TAE缓冲液（由 10×TAE缓冲液稀释 10倍制成），缓慢晃

动锥形瓶，使琼脂糖粉末与缓冲液充分混匀。

（2）将锥形瓶放入微波炉中进行高温加热，待液体沸腾后将锥形瓶取出，轻轻

晃动锥形瓶，使琼脂糖散开并充分溶解，再将锥形瓶放进微波炉，继续加热使其

沸腾，重复操作 2～3次即可使琼脂糖完全溶解（锥形瓶中无肉眼可见的琼脂糖

颗粒）。

（3）将锥形瓶取出，放置室温使其冷却，待瓶壁不烫手（大约 60℃）时，吸取

10 μl GeneGreen核酸染料（Genegreen :琼脂糖溶液= 1:10000）加入锥形瓶中，轻

轻晃动锥形瓶使核酸染料与琼脂糖溶液充分混匀，将其倒入先前安装好的胶板中，

室温静置 30～40 min，待胶凝固。

（4）将凝固好的琼脂糖凝胶和胶板一起取出，放入电泳槽中，向槽中加入 1×TAE

缓冲液，直至缓冲液完全没过凝胶，垂直向上缓缓将上样梳拔出。

（5）吸取先前制好的样品将其加入上样孔，每孔 10 μl，预留出一个上样孔，加

8 μl的 DNALadder，盖上盖子，插上电泳槽连接电泳仪的线。

（6）接通电源，将程序设为恒压 150 V，电泳时间 50～55 min。

（7）电泳结束后，取出凝胶，将其放入凝胶成像系统中，拍照保存用于后续分

析实验结果。

3.2.4 基因型判断

本实验中 Adamts18基因敲除小鼠是通过将 Adamts18基因的第 5、6号外显

子敲除得来的（如图 8A）。本实验中所用到的所有小鼠都是通过杂合（Adamts18

+/-）雌鼠和杂合雄鼠交配得来的，在它们交配所产生的子代中有三种不同的基因

型，分别为野生型 Adamts18 +/+、杂合型 Adamts18 +/-和基因敲除型 Adamts18 -/-。

根据 Adamts18基因序列我们设计了 P1、P2、P3三种引物，这三种引物所对应

的 Adamts18基因位点如图 8A：P2引物位于 Adamts18基因敲除片段区域范围内，

引物 P1所对应的位点在基因敲除区域的上游，P3引物则位于基因敲除区域的下

游。根据 P1，P2和 P3引物所扩增出的产物片段的大小对小鼠的基因型进行鉴
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定。具体鉴定方法如下：

（1）Adamts18 +/+小鼠：在 Adamts18 +/+小鼠 Adamts18基因中，由于 P1、

P2、P3这三个引物结合位点都存在，因此在 3引物体系（3种引物都存在）中，

理论上可以扩增出 P1-P2之间（404 bp）及 P1-P3之间（1192 bp）的 2个不同大

小的产物片段，但由于 P1-P3位点之间的序列太长，而扩增时间有限，在实际扩

增的过程中 P1-P3之间的 1192 bp的片段无法扩增出来，因此在 3引物体系中只

有一个 404 bp大小的片段。在 2引物体系（只存在 P1、P2两种引物）中，可扩

增出 P1-P2 位点之间的产物片段，大小为 404 bp（如图 8B）。

（2）Adamts18 -/-小鼠：KO 小鼠经基因敲除后，存在于基因敲除区域内的

P2 引物所对应的片段也不存在了，因此 KO小鼠 Adamts18基因中缺乏引物 P2

的结合位点，只存在 P1和 P3这 2个引物结合位点，且基因敲除后，引物 P1-P3

之间可扩增的序列变短，因此在 3引物体系中，只能扩增出 P1-P3位点之间的 272

bp片段。在 2引物体系中不能扩增出任何片段（如图 8B）。

（3）Adamts18 +/-小鼠：HT 小鼠在 3引物体系中可扩增出大小为 272 bp和

404 bp的两个片段，在 2 引物体系中扩增出的是 P1-P2位点之间的 404 bp片段

（如图 8B）。
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图 8：引物扩增片段示意图和 PCR基因型鉴定电泳示意图。（A）引物扩增片段

示意图。（B）PCR基因型鉴定电泳示意图。

3.3 实时荧光定量（qRT-PCR）

3.3.1 总 RNA提取

1、实验前准备

将研磨组织所要用到的磁珠提前一天清洗干净，与手术剪、镊子、PBS等一

起进行高温高压灭菌处理，以备后续实验使用。在实验前半小时将超净工作台的

紫外灯打开，对工作台进行杀菌处理，后续实验所有步骤均在超净工作台中进行。

2、肾脏组织的研磨

（1）取新鲜的或先前于-80℃冰箱冻存的肾组织，用手术剪剪下适当重量（10～

20 mg）的肾组织于 2 ml的研磨管中，向管中加入 500 μl的裂解液 LB，并在每

个研磨管中放入一个磁珠，然后盖紧研磨管盖子，将研磨管放入组织匀浆机中，

程序一般设为 30 Hz，60 s。

（2）提前准备一套新的 1.5 mL RNase-free 离心管，并在离心管盖子表面注明各
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组织信息。待组织研磨充分后，将研磨管放入离心机中，12000 rpm室温离心 5 min，

将离心后的上清液转移至新的离心管中（在转移上清液的时候动作应尽量轻柔，

防止在吸取上清液的过程中吸到管底的沉淀，污染上清液）。

3、总 RNA提取

按 YEASEN 公司的细胞/组织总 RNA 提取试剂盒进行提取操作，货号：

19221ES50。

（1）将 DNA清除柱 A2套入 2 mL收集管中备用，并在管盖表面写好各组织信

息。

（2）将 2中得到的上清液转移至 DNA清除柱 A2中，12000 rpm离心 2 min，保

留滤过液，将滤过液转移至新的 1.5 mL RNase-free 离心管中，记录好各管中滤

过液的体积。

（3）向上述滤过液中加入 1.6倍体积的去蛋白液 PL（首次使用前，按照说明在

去蛋白液 PL中加入相应体积的无水乙醇），用移液枪吹打混匀。此时准备 RNA

吸附柱 A2，将其套入 2 mL收集管中，备用。

（4）将（3）中得到的混合液全部转移至 RNA吸附柱 A2中，12000 rpm离心 1

min，弃掉滤过液，将 RNA吸附柱 A2放回收集管。

（5）向管中加入 500 μl结合液 BD，室温 12000 rpm离心 1 min，弃掉滤过液，

将 RNA吸附柱 A2放回收集管。

（6）向管中加入 700 μl漂洗液W，室温 12000 rpm 离心 1 min，弃掉滤过液，

将 RNA吸附柱 A2放回收集管。

（7）重复步骤（6）1次。

（8）盖紧 RNA 吸附柱 A2 的盖子，空管 12000 rpm室温离心 2 min，以去除残

留的漂洗液W，准备一套新的 1.5 mL RNase-free 离心管，并在离心管盖子表面

写好各组织信息，备用。

（9）将 RNA吸附柱A2放入新的离心管中，在膜中央加入 50 µL RNase-free H2O，

室温静置放置 2 min。然后 12000 rpm室温离心 1 min。收集滤液，此即为 RNA

溶液。将得到的 RNA溶液进行分装，于-80℃冰箱进行保存。
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3.3.2 RNA浓度测定

将得到的 RNA样品溶液各吸 2 μl滴加在 RNA浓度测定板的样品孔上，记

好样品滴加的顺序，最后一个滴加 2 μl RNase-free H2O 作为空白对照，将 RNA

浓度测定板的玻璃盖盖上。打开仪器，设置好三个吸光度值（分别为 260，280，

230 nm）后，将 RNA 浓度测定板放置在仪器相应位置，机器按程序进行 RNA

浓度的测定，记录所测的每个 RNA样品的浓度。

3.3.3 RNA反转录为 cDNA

RNA 反转为 cDNA 包括去除基因组 DNA 和逆转录反应两步，所有步骤均

按照 YEASEN 公司的反转 cDNA 说明书（货号：11123ES60）进行操作。具体

步骤如下：

（1）在实验前将实验所要用到的各反转录产品试剂从-20℃冰箱中取出，置于冰

上解冻，其中 gDNA digester和 2× Hifair II SuperMix plus在解冻后进行短暂离心，

并在使用前用移液枪将其充分混匀。

（2）去除残留基因组 DNA（gDNA）反应体系的配制（10 μl）：

试剂 用量（μl）

5×gDNA digester Buffer 2

gDNA digester 1

Total RNA 1-2

DEPC水 补足至 10

在 RNase free PCR 管中按说明书分别加入上述反应液，其中各管中 Total

RNA的量都定为 1 μg，所加入的 RNA体积用 1 μg除以各样品 RNA所测浓度来

计算，再用 DEPC水将 10 μl体系补齐。待体系中所有反应物加完后，将体系中

的反应混合液轻轻吹打混匀，若在混匀的过程中管中反应液出现了气泡，可用手

指轻弹管壁，将气泡弹走，然后盖紧 PCR管盖子，短暂离心 7～8 s后，将其放

入 PCR仪中，设置程序，42℃孵育 2 min。

（3）逆转录反应体系的配制（20 μl）：

待（2）中的反应液孵育结束后，将 PCR管取出置于冰上，然后分别向各管
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中直接加入 10 μl的 2×Hifair II SuperMix plus，用移液枪将反应液轻轻吹打混匀，

去除气泡并短暂离心后将其放入 PCR仪中，设置如下程序进行反应：

温度 时间

25℃ 5 min

42℃ 30 min

85℃ 5 min

反应结束后，所得到的即为 cDNA 溶液，将其从 PCR仪中取出，置于-4℃

或于-20℃（若短期内不使用）冰箱保存，可用于后续 qRT-PCR反应实验。

3.3.4 qRT-PCR反应

（1）实验前准备：在实验前 30 min将超净工作台的紫外灯打开，对工作区域进

行杀菌处理，后续实验全程都在超净工作台进行。将实验过程中所要用到的各反

应试剂从冰箱中取出置于冰上解冻，然后进行短暂离心，使用前用移液枪进行混

匀。同时将实验中要用到的引物提前配制好。

（2）qRT-PCR反应体系的配制：

试剂 用量（μl）

Hieff qPCR SYBR Green Master Mix 10

Forward Primer 0.4

Reverse Primer 0.4

cDNA 1.0

DEPC水 8.2

共计 20

qRT-PCR反应体系所要用到的反应液及用量如上表所示，在配制的过程中为

了减少误差，将下述反应物分为两个总体系进行配制：①模板体系：即单管中加

入模板 cDNA 1 μl、DEPC水 8.2 μl，配制成 9.2 μl的体系，总体系根据反应管数

进行倍数放大，一般多配制 0.5管的量（吸取反应物的过程中会有损失）。②引

物体系：即 Hieff qPCR SYBR Green Master Mix 10 μl、正向引物 0.4 μl、反向引
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物 0.4 μl，配制成 10.8 μl的体系，同样总体系根据反应管数进行倍数放大，一般

多配制 2管的量。总体系配制好后，将其混匀后短暂离心。

（3）两大总体系配制好后，分别吸取模板总体系 9.2 μl沿八连管管壁一侧将其

加入管中，模板体系分加完成后，换一个干净的枪头吸取引物总体系 10.8 μl 沿

八连管壁另一侧（防止交叉污染）将其加入管中，最终每个 PCR管中都有 20 μl

的反应物。待所有反应体系加好后，盖上八连管盖子，短暂离心 7 s后，放入CFX96

实时荧光定量 PCR仪中，按设置好的程序进行反应。

（4）扩增程序的设置（两步法）：将八连管按顺序放入 PCR仪中后，设置好以

下程序进行反应，程序如下：

步骤 温度 时间 循环数

预变性 95℃ 5 min 1

变性 95℃ 10 s
40

退火/延伸 60℃ 30 s

溶解曲线分析 仪器默认设置

（5）结果分析与数据处理：待反应结束后，将数据收集保存，并进行处理分析。

目标基因的相对表达量用 2-ΔΔCt 法进行计算，以 Gapdh作为内参基因进行校准

分析。

3.4 石蜡组织切片

（1）取材与固定

在取材前一天将取材过程中所要用到的镊子、手术剪、PBS溶液等进行高温

灭菌。用颈椎脱臼法将小鼠处死后，用固定针将小鼠四肢固定在泡沫板上（小鼠

腹部朝上），喷洒适量 70%的酒精将小鼠腹部打湿，再用手术剪将小鼠腹部剪开，

将小鼠肾脏取下后将其放入 PBS缓冲液中（PBS缓冲液在冰上预冷），清洗组

织上的血渍和取材过程中粘上的小鼠毛发，后将肾组织转移到 4%的甲醛溶液中，

室温固定过夜。

（2）脱水：取材第二天待组织固定完全后，准备包埋框，在框上写明小鼠年龄、
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组织类型、性别、基因型、编号和时间等信息，将组织转移到相应的包埋框中，

将装有组织的包埋框放入 ddH2O中清洗 10 min，将固定液洗去。然后按如下步

骤进行乙醇梯度脱水:

试剂 时间（min）× 次数

50%乙醇 15 × 2

70%乙醇 15 × 4

80%乙醇 10 × 2

90%乙醇 5 × 2

95%乙醇 5 × 2

100%乙醇 5 × 2

（3）透明：组织脱水结束后，将装有组织的包埋框取出，转移至装有水杨酸甲

酯的缸中，透明过夜（一般 8～12 h）。第二天上午将组织从水杨酸甲酯溶液中转

移至二甲苯中，透明 5～10 min。在二甲苯中透明的过程中可用镊子掰开包埋框，

检查组织透明情况，当组织完全变透明后即可将含有组织的包埋框取出，进行下

一步骤。

（4）浸蜡：在浸蜡步骤前至少提前 2小时将盛有石蜡的蜡缸放进 60℃烘箱中使

其融化，透明步骤结束后，将包埋框取出放进已经融好的石蜡中，组织在蜡缸Ⅰ、

蜡缸Ⅱ中分别浸蜡 1.5 h，使组织被石蜡完全渗透。

（5）包埋组织：在进行包埋步骤前，提前将石蜡包埋机打开，准备金属包埋框、

镊子等。浸蜡结束后将包埋框转移至石蜡包埋机的标本盒存储器中，依次对其进

行包埋。将包埋好的金属框转移至冷却台上，使其静置冷却大约 20 min，此时金

属框中的石蜡已经凝固成型，用手将其与金属包埋框剥离，得到包埋组织的蜡块，

蜡块可放置室温或 4℃冰箱长期保存。

（6）石蜡切片：

①将蜡块提前 20 min放入-20℃冰箱中预冷，水浴锅提前进行预热，将温度设为

42℃。

②安装石蜡切片机的刀片，安装蜡块到探头上，调整刀片和探头位置，包括切片
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角度、切面位置和距离等。

③开始切片，切片厚度一般为 5 μm，将切好的石蜡薄片用镊子轻轻夹起转移至

水浴锅中，待其在水面完全展平后，用载玻片将组织薄片小心捞出，使其平展地

贴在载玻片上。

④在显微镜下观察切片，若组织完整且石蜡薄片平直，则可用于后续实验。在载

玻片上写明组织信息，将其置于切片架上，室温自然晾干或在 60℃烘箱中烘片 1

h，室温保存备用。

3.5 原位杂交

（1）准备组织切片：对组织蜡块依次进行切片、展片、贴片以及将切片自然风

干，步骤同实验方法 3.4中的（6），唯一不同的地方是原位杂交贴片时所用的玻

片是 SUPERFROSTPlus载玻片。

（2）烤片：于 60℃烘箱中将切片进行烘烤，时间为 1 h。结束后室温冷却切片

（5 min）。

（3）脱蜡：在通风橱中将切片依次浸入以下试剂中进行脱蜡，在浸入不同的试

剂时适当上下移动切片架，保证切片充分接触试剂，顺序和时间分别为：

试剂 时间（min）× 次数

二甲苯 5 × 2

无水乙醇 1 × 2

（4）开启杂交炉，40℃加湿平衡 30 min。开启水浴锅，将温度设为 100℃。

（5）准备 1×靶标修复试剂：将 10×RNASCOPE靶标修复试剂稀释为 1×的工作

液（70 ml修复试剂加 630 ml蒸馏水）。将适量（浸没切片即可）1×RNASCOPE

靶标修复试剂倒入塑料染缸中，盖上染缸盖子后将其放在水浴锅中加热至沸腾。

（6）RNASCOPE双氧水孵育：吸取适量（约 20 μl）双氧水滴加在组织上，并

保证完全覆盖组织，室温孵育 10 min。结束后，将切片置于蒸馏水中清洗（在蒸

馏水中上下移动切片架），而后更换蒸馏水，重复清洗一次。

（7）靶标修复：
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a、甩干切片上的残留水分，将切片放入沸腾的靶标修复液中，于 100℃下进行

修复，时间为 15 min。

b、结束后将切片放置置于盛有蒸馏水的染缸中冷却（上下抽动 3～5次）。

c、再转移至 100%乙醇中清洗（上下抽动 3～5次），而后于室温晾干。

（8）画阻水圈：用阻水笔围绕组织周围划一圈，室温使其自然风干（1 min），

形成阻水圈。

（9）将切片水平放在切片架的切片槽内（按顺序放），并按紧卡扣。在组织上滴

加蛋白酶 plus，将整个切片架放进湿盒中孵育 30 min（40℃）；结束后将切片放

在蒸馏水中进行清洗，清洗 2次。

（10）准备 1×的清洗缓冲液：将 50 ×清洗缓冲液（60 ml）加入蒸馏水（2940 ml）

中，稀释为 1×的溶液，备用。准备 50%的苏木素染色液和新鲜干净的二甲苯，

供后续实验使用。

（11）从冰箱（4℃）中取出 RNA scope 2.5 HD Amp1-6 试剂，于室温中平衡；

另外在 40℃烘箱中平衡靶标探针、对照探针。

（12）在组织上滴加适量探针（靶标或对照探针），于杂交炉（40℃）中孵育 2 h；

结束后，用先前配好的 1×清洗缓冲液清洗切片（摇床清洗 2 min，清洗 2次）。

（13）接着按下表顺序进行 Amp1-Amp6的孵育和清洗，各探针孵育的温度和时

间如下表：

试剂 温度 时间

Amp1 40℃ 30 min

Amp2 40℃ 15 min

Amp3 40℃ 30 min

Amp4 40℃ 15 min

Amp5 室温 30 min

Amp6 室温 15 min

（14）配制信号检测液：瞬离 RED-B管，以 1:60的比例将其与 RED-A 配成信

号检测液（检测前 5 min避光配制）。
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（15）甩干切片上的水分，并将组织周围的残留液体用吸水纸擦干，切片平放在

湿盒中；在组织上滴加适量（能完全覆盖组织）信号检测液，盖上湿盒盖子，室

温孵育 10 min，结束后，将切片浸没在清洗槽（盛有自来水）中，摇床上清洗 2

min，清洗 2次。

（16）将切片水分甩干、擦干后，将稀释好的 50%苏木素染色液滴加在组织上，

室温孵育 2 min；结束后，将切片放在自来水下进行冲洗，直至显微镜下组织细

胞核变成蓝色。

（17）将切片放在烘箱中，60℃烘烤 12 min，将切片烘干。

（18）将切片从烘箱中取出，于室温自然冷却（5 min），而后将其浸没在二甲苯

溶液中（1 min），用巴氏吸管吸取中性树脂滴加在组织上，盖上盖玻片进行封片，

通风橱过夜风干切片。

（19）次日用显微镜观察切片、拍照。

3.6 小鼠肾功能各指标检测

3.6.1 血标本留取

Adamts18+/+小鼠和 Adamts18 -/-小鼠（8周龄）各 8只进行心脏取血，血液置

于采血管中，室温静置 30 min后置于 4℃离心机，1000 g 离心 20 min。吸取上

层血清并分装，-20℃冰箱进行保存，用于后续血清学指标监测。

3.6.2 尿标本留取

取 8周龄 Adamts18+/+小鼠和 Adamts18 -/-小鼠各 8 只，每只小鼠单独放入代

谢笼中，小鼠正常进食、饮水。收集小鼠 24 h 尿液，记录尿量。将收集的尿液

置于离心机（4℃）中，2000 rpm离心 10 min。吸取并分装上清液于 1.5 ml灭菌

离心管中，管上注明相关信息后，置于-20℃冰箱保存，用于后续尿生化指标及

尿液质谱检测。

3.6.3 生化指标检测

将收集的血清和尿样用全自动生化分析仪进行相关指标检测。
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3.7 透射电镜观察

（1）取材：小鼠进行常规麻醉，剖开小鼠腹部，将小鼠肾脏取出，置于 2.5%的

戊二醛中，然后将肾组织切成 1 mm3左右大小的组织块。

（2）固定：肾组织小块在戊二醛中固定过夜（4℃），而后依次按下表步骤进行

操作

步骤 时间 × 次数

0.1M磷酸漂洗液（漂洗） 15 min × 3

1%锇酸固定液（固定） 3 h × 1

0.1M磷酸漂洗液（漂洗） 15 min × 3

（3）脱水：按下表步骤进行

试剂 脱水温度 时间（min） 次数

50%乙醇 4℃ 15-20 min 1

70%乙醇 4℃ 15-20 min 1

90%乙醇 4℃ 15-20 min 1

90%乙醇+90%丙酮（1:1） 4℃ 15-20 min 1

90%丙酮 4℃ 15-20 min 1

100%丙酮 室温 15-20 min 3

（4）包埋：按下表步骤进行

包埋试剂 包埋温度 时间

纯丙酮+包埋液（2:1） 室温 3-4 h

纯丙酮+包埋液（1:2） 室温 过夜

纯包埋液 37℃ 2-3 h

（5）固化：在烘箱内按如下步骤进行
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烘箱温度 固化时间

37℃ 过夜

45℃ 12 h

60℃ 24 h

（6）切片：将肾组织切出约 55 nm厚的薄片。

（7）染色：用 3%的醋酸枸橼酸铅双染色。

（8）在老师的指导下，进行透射电镜观察、拍片并分析。

3.8 苏木精-伊红染色

苏木精-伊红染色也称 HE 染色（Hematoxylin-Eosin staining，HE），是最常

用的组织病理学制片染色方法之一。具体染色步骤如下：

（1）烤片：将切好的石蜡切片放入 60℃烘箱中，烘烤 1 h。目的是将组织周围

的石蜡融化，还可使组织在载玻片上粘附得更紧密。

（2）脱蜡复水：烤片结束后，将组织切片依次浸入不同的试剂进行脱蜡。切片

脱蜡过程中所浸入的试剂顺序、时间及次数如下表：

试剂 时间（min）× 次数

二甲苯 10 × 2

100%乙醇 5 × 2

90%乙醇 5 × 2

ddH2O 5 × 2

脱蜡结束后，将切片片放入盛有蒸馏水的染色缸中浸洗 5 min。

（3）苏木素染色：在进行染色前，将苏木素原液用蒸馏水稀释至 50%浓度，滤

纸过滤后备用。从蒸馏水中将切片取出，甩干切片上水分，再用吸水纸将组织周

围的水擦干（擦拭过程尽量小心，避免擦掉组织）。在组织上滴加苏木素染液，

染色 1～2 min，流水冲洗 5～10 min，使切片返蓝。

（4）伊红染色：染色前，同样将片子甩干、擦干，在组织上滴加伊红染液，染

色 10～30 s，流水下冲洗 3～5 min 。
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（注：在进行染色时，不同组织染色时间及流水冲洗时间不完全相同，可通过镜

检观察具体染色情况来对其进行灵活调整）。

（5）烘片：将切片于 60℃烘箱中烘 12 min ，将片子烘干。

（6）封片：将烘好的片子浸入二甲苯中，时间 1～2 min ，用中性树胶进行封片，

待切片晾干后即可观察拍照。

3.9 PAS染色

（1）肾脏组织进行固定、脱水、包埋、切片等步骤如前 3.4所述。

（2）按 3.8中步骤将肾脏组织切片进行烤片和常规脱蜡至水，在蒸馏水中浸洗 5

min（在进行脱蜡步骤前可提前 30 min将氧化剂和 Schiff染色液从 4℃冰箱拿出，

待其恢复室温后，避光使用）。

（3）用巴氏吸管吸取氧化剂滴在组织上，使氧化剂覆盖整个组织，室温避光处

理 5～8 min（具体氧化时间可根据不同时期的肾组织进行调整）。

（4）将切片置于流水下冲洗 1 min，放入盛有蒸馏水的染缸中，室温浸洗 5 min。

（5）吸取 Schiff染色液滴在组织上，使染液覆盖整个组织，室温避光浸染 10～

20 min（具体浸染时间可根据不同时期的肾组织进行调整）。

（6）将切片放在自来水下，流水冲洗 10 min。

（7）吸取苏木素染色液滴在组织上，室温染细胞核 1.5 min。

（8）倾去苏木素染液，不经水洗，直接吸取酸性分化液（试剂 D）滴在组织上，

室温分化 2～5 s。

（9）将切片置于自来水下，流水冲洗 10～15min，使其返蓝。（在冲洗的过程中

可在显微镜下观察组织，根据返蓝效果停止流水冲洗，不同时期的肾组织流水冲

洗返蓝时间不同。）

（10）将染色好的切片于 60℃烘箱中烘 12 min ，将片子烘干。

（11）将烘干后的切片放入装有二甲苯的染缸中，液面完全覆盖组织，室温透明

2 min，最后在组织上滴加中性树胶，盖上盖玻片封片，待晾干后即可在显微镜

下进行观察、拍摄。
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3.10 PASM染色

（1）按 3.8中步骤将肾脏组织切片进行烤片和常规脱蜡至水。

（2）用巴氏吸管吸取氧化剂滴加在组织切片上，于室温避光条件下氧化 15 min，

而后用蒸馏水对着组织切片冲洗，水洗 2 min 。

（3）水洗后甩去切片上多余水分，用吸水纸将组织周围的水分擦干，后吸取铁

明矾溶液滴加在组织上，室温避光染色 10 min，染色结束后切片用蒸馏水洗 2

min 。

（4）配置六胺银工作液:取一个 1.5 ml的离心管，分别吸取 500 μl六胺银原液和

硼酸钠溶液，等量混合均匀，盖紧离心管盖子，将其放入 60℃烘箱中，预热 3-5

min。

（5）将清洗过后的切片甩干、擦干然后平放在湿盒内（湿盒内要注入适量蒸馏

水，防止后续恒温染色过程中切片上染液快速蒸干，影响染色效果），吸取预热

的六胺银工作液滴加到组织上，滴加量尽可能多一点，完全覆盖组织。盖上湿盒

盖子，将湿盒放入 60℃烘箱中，染色 1.5 h，直至切片呈烟草黄色或黑色为止。

（注：由于液体在 60℃烘箱中易蒸发，因此在这个过程中每隔 20 min查看切片

上六胺银工作液残留情况，若工作液残留不多需及时在组织上补加）。而后将切

片置于蒸馏水中浸洗 1 min。

（6）将片子甩干、擦干，吸取海波溶液滴加在组织上完全覆盖组织，室温染色

1 min，而后于蒸馏水中浸洗 1 min。

（7）将片子甩干、擦干，吸取氯化金溶液滴加在组织上，室温对切片进行调色

1 min，而后切片于蒸馏水中浸洗 2 min。

（8）用伊红染液对切片进行复染 1 min，蒸馏水洗 1 min。

（9）将染色完成的切片于 60℃烘箱中烘 12 min ，将片子烘干。

（10）将烘干后的切片放入装有二甲苯的染缸中，室温透明 2 min，最后在组织

上滴加中性树胶，盖上盖玻片封片，待晾干后即可在显微镜下进行观察、拍摄。
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3.11 免疫组织化学（IHC）

（1）按配方提前配制 EDTA-柠檬酸钠抗原修复液，并将 PH调至 9.0，放置于 4℃

冰箱，备用。

（2）组织切片烤片、脱蜡复水步骤同 HE染色（步骤 3.8）。在脱蜡复水步骤进

行的过程中提前将水浴锅开好，设为 100℃，并将装有抗原修复液的塑料染缸放

进煮沸的水浴锅中进行预热，以备后续实验使用。

（3）抗原修复：待水浴锅中的抗原修复液温度升至 96℃左右时，将置于蒸馏水

中的切片转移至水浴锅中盛有抗原修复液的染缸，然后盖上染缸的盖子，切片于

保持亚沸腾状态的染缸中煮 12 min进行抗原修复，结束后将染缸取出，于室温

进行冷却复性（大约 30～40 min）。结束后将切片浸入另一盛有蒸馏水的染缸中，

摇床快速清洗，5 min/次，清洗 3次。清洗切片的过程中可配制下一步骤要用到

的 3% H2O2（30%的 H2O2用蒸馏水稀释 10倍即可，现用现配，避光）。

（4）去除内源性过氧化物酶：将清洗好的切片依次取出，用吸水纸把组织周围

的水擦干，切片水平放置在湿盒中，吸取 3% H2O2滴加在组织上，使其完全覆盖

组织，盖上湿盒盖子，室温避光处理 30 min。结束后，甩去片子上的残留液体，

将切片放在盛有 TBST的染缸中，清洗 3次（摇床），5 min/次。清洗切片的过程

中配制封闭液—5%山羊血清（TBST稀释）。

（5）封闭：将清洗好的切片取出，擦干后用指甲油在组织周围画上一圈（阻水

圈），待指甲油风干后，在组织上滴加封闭液（5%山羊血清），室温封闭 1 h。

（6）孵育一抗：根据抗体说明书按比例稀释一抗溶液（抗体稀释液为 1%的山羊

血清）。待封闭结束，倾去切片上的封闭液，擦干组织周围的残留液体后将切片

放在湿盒中，滴加一抗，确保组织被完全覆盖，置于 4℃冰箱进行过夜孵育。

（7）次日将湿盒从 4℃冰箱中取出，于室温复温 30 min。按 1 : 50的稀释比（HRP

标记山羊抗兔原液 : 1%的山羊血清）配制二抗溶液，放置于 4℃冰箱备用。复

温结束后，将切片放置于盛有 TBST的染缸中清洗，5 min/次，清洗 3次。

（8）孵育二抗：将清洗好的切片擦干，平放在湿盒中，在组织上滴加二抗溶液，

盖上湿盒盖子，室温孵育 2 h。结束后同样用 TBST清洗切片 3次，5 min/次。在
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清洗的过程中按照说明书以 17：1：1：1（蒸馏水：A液：B液：C液）的比例

提前配制 DAB显色液。

（9）DAB显色：将 DAB显色液滴加在组织上，盖上湿盒盖子，室温避光处理

10 min（显色过程中可通过显微镜观察染色效果，根据染色情况适当延长或缩短

染色时间），将切片置于蒸馏水中清洗，结束染色。

（10）苏木素染核：将苏木素原液用蒸馏水稀释至 50%浓度，过滤后使用。用巴

氏吸管吸取苏木素滴加在组织上，室温染色 1～2 min，结束后将其置于自来水下

冲洗，使其返蓝。

（11）切片进行烘干、封片。同 HE染色的步骤（10）-（11）。

3.12 Masson染色

（1）肾脏组织进行固定、脱水、包埋、切片等步骤如前 3.4所述。

（2）按 3.8中步骤将肾脏组织切片进行烤片和常规脱蜡至水。

（3）在玻璃染缸中倒入 Bouin's氏液，直至液面能将切片上组织覆盖。将切片放

进玻璃染缸中，60℃烘箱中静置媒染 1 h，而后将切片取出，流水冲洗 10 min。

（4）吸取天青石蓝染色液滴加在组织上，使染液覆盖整个组织。室温染色 2～3

min，而后流水冲洗切片 2次，每次 10～15 s。

（5）同样的方法吸取 Mayer苏木素染色液滴加在组织上，室温染色 2～3 min，

而后用洗瓶（内装有蒸馏水）对着组织冲洗 2次，每次 10～15 s。

（6）丽春红品红染色液滴染组织 5 min，而后用蒸馏水冲洗 2次，每次 10～15 s。

（7）吸取磷钼酸溶液将其滴加在组织上，室温染色 10 min。

（8）倾去磷钼酸溶液，切片不水洗，直接将苯胺蓝溶液滴加在组织上，室温染

色 5 min。

（9）倾去苯胺蓝溶液，吸取弱酸溶液滴加在组织上，使其完全覆盖组织，室温

处理 1 min。

（10）将切片浸入 95%乙醇溶液中，室温脱水 30 s。

（11）切片浸入 100%乙醇溶液中，脱水 2次，第一次 30 s，第二次 1 min。

（12）将脱水后的切片放入装有二甲苯的染缸中，完全覆盖组织，室温透明 2 min，



华东师范大学硕士学位论文

44

最后在组织上滴加中性树胶，盖上盖玻片封片，待晾干后即可在显微镜下进行观

察、拍摄。

3.13 Western Blot

3.13.1 组织总蛋白抽提

（1）实验前准备：在实验前一天准备手术剪、镊子、磁珠，置于高温高压灭菌

锅进行灭菌处理，其中磁珠灭好后置于-20℃冰箱进行预冷，备用。

（2）从-80℃冰箱取出之前冻存的肾组织，于冰上进行解冻。用镊子将组织从管

中取出，手术剪剪下适当重量（10-20 mg）的肾组织于研磨管中，记录组织重量。

根据组织重量分别在各管中加入相应体积的 RIPA裂解液、蛋白酶抑制剂（具体

为：每 10毫克组织加 100 μl RIPA裂解液和 1 μl蛋白酶抑制剂）。

（3）在各研磨管中加入一颗预冷好的磁珠，盖紧研磨管盖子，将其置于研磨机

中， 30 Hz条件下研磨 60 s（若研磨结束后管中还残留有未充分研磨的组织，再

适当延长研磨时间）。

（4）将研磨管取出置于离心机中，12000 rpm，4℃离心 5 min。在离心的过程中

准备一套新的 1.5 ml离心管，并在管上注明各组织信息，备用。

（5）离心结束后，吸取上清液于新准备好的相应离心管中，所取上清即为蛋白

上清液，取部分上清液进行蛋白浓度测定，对剩余蛋白上清液进行分装（每管

20～40 μl），于-80℃冰箱进行保存，避免反复冻融。

3.13.2 蛋白浓度测定及蛋白制样

1、蛋白浓度测定

蛋白浓度用 BCA法进行测定，按照说明书进行如下操作：

（1）梯度配制蛋白标准品。按照说明书配制 0.5 mg/ml蛋白标准品及 BCA工作

液，在 96孔板第一排的 8 个孔中按照说明书依次加入不同量的 0.5 mg/ml 的蛋

白标准品，用 PBS将每个孔补足到 20 μl，得到一系列浓度梯度的蛋白标准品。

（2）加入待测样品。96孔板第二排设为样品孔，在每个孔中加入 1 μl样品，再

加入 19 μl PBS补足到 20 μl。为了保证样品浓度测量的准确性，每个样品设置两



华东师范大学硕士学位论文

45

个重复样品孔。

（3）在所有蛋白标准品孔和样品孔中分别加入 200 μl BCA 工作液，而后将 96

孔板置于 60℃烘箱中避光反应 30 min。

（4）结束反应后，将 96孔板放置于酶标仪中，设置程序，测定各孔在 A562波

长的吸光度，将数据导出并保存，用于后续各样品浓度的计算。

（5）根据蛋白标准品各孔的吸光度值以及对应的浓度制作标准曲线，R2 ≥0.99，

得到直线回归方程。将各样品孔的吸光度值（两个复孔的平均值）代入直线回归

方程中，即可算出样品的蛋白浓度。

2、蛋白制样

由于各样品所提总蛋白浓度不一致，为了保证在所有样品总蛋白浓度一致的

前提下对目标蛋白进行定量，在每次制样前需要将各样品蛋白浓度用 PBS调齐。

具体如下：如若每个样品每孔蛋白量定为 20 μg，则各样品每孔所需蛋白上清液

体积 = 蛋白总量/各样品蛋白浓度。每孔所需 5×loading Buffer的体积 = 每孔总

制样体积/5，最后每孔各蛋白样中所加 PBS体积 = 总制样体积-所加蛋白上清液

体积- 5×loading Buffer体积，从而保证每个上样孔中总蛋白量是一样的。

加完后，将各管内容物混匀，而后置于离心机中，12000 rpm，4℃瞬离（7～

8 s）。离心结束后，将各管蛋白放入金属浴中，99℃加热 5 min 使蛋白变性，变

性后的蛋白样液置于-20℃冰箱进行保存，用于后续实验。

3.13.3 蛋白免疫印迹（Western blot, WB）

（1）准备工作：实验前将玻璃板清洗干净，置于室温自然晾干，备用。提前配

备好后续实验要用到的电泳液（1×Running Buffer）和转膜液（1×Transfer Buffer）。

（2）制胶：按照产品说明书，配制电泳中要用到的凝胶，包括分离胶和浓缩胶。

待胶凝固后，可直接用于后续电泳操作步骤，也可放在 4℃冰箱暂时保存（若不

立即进行实验）。

（3）组装电泳槽内芯：凝胶凝固后，将制好的胶板卡紧电泳槽内芯一侧（胶板

短板一侧朝内），电泳槽内芯另一侧用一块空白板插入，然后将两块板用电泳槽

内芯两侧的侧卡夹固定住。
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（4）检漏：将固定好的电极芯置于水平桌面，向其倒入配好的 1×Running Buffer

进行检漏，数分钟后若桌面不见槽中液滴渗漏，说明电极芯组装完好，可用于接

下来的电泳操作。此外，在检漏的过程中，可将蛋白样品从-20℃冰箱取出，置

于室温冰盒上解冻，4℃短暂离心后使用。

（5）电泳液加入：将电泳槽内芯卡在电泳槽上，注意电极芯安放方向，即电泳

槽内芯上的正极（红色）卡住电泳槽正极（红色）一侧，负极（黑色）一侧同理，

即“红对红，黑对黑”。组装好后，向电泳槽内芯中补足 1×Running Buffer，直至

加满，小心地将梳齿竖直向上拔出，再将 1×Running Buffer倒入电泳槽至相应标

记位置。

（6）上样：将蛋白样按顺序缓慢加入胶孔中，根据目的蛋白分子大小选择合适

量程的蛋白 Marker，分别加在第一个和最后一个胶孔当中。若加完蛋白样和蛋

白Marker后胶中还有空孔，则剩下的空孔用相同体积的 1×Loading buffer补齐。

（7）电泳：加完样后，盖上电泳槽盖子，将盖子上的电缆线插入电泳仪，同样

遵循“红对红，黑对黑”原则。打开电泳仪电源开关，将电泳仪设为恒流 25 mA（可

根据实际情况调整），进行电泳。电泳过程中可随时查看蛋白Marker 条带跑开情

况，当与目的蛋白分子大小相对应的蛋白Marker 条带跑到胶大致中间的位置时，

可停止电泳。

（8）转膜：

a、待电泳快结束（还剩 10 min）前，准备切胶工具、转膜夹、小滚轮、转印滤

纸和不锈钢方盘，向方盘中倒入预先配制的 1×Transfer buffer，并润湿转印滤纸。

此时用剪刀裁剪出一张合适大小的 PVDF 膜，并剪去 PVDF 膜的一个角（本实

验中剪去其右上角）作为标记，将其浸没于无水甲醇中活化，1 min后，用塑料

镊子将活化的 PVDF膜取出，浸没在 1×Transfer buffer中，待用。

b、停止电泳后，将胶板取出平放在水平桌面，根据蛋白Marker的指示，找到目

的蛋白所在胶的位置，用切胶工具将目的蛋白所在区域的胶切下，并同样在胶的

右上角切去一个角，蒸馏水洗去胶上残留的泡沫，将胶小心的转移到转膜夹黑色

面滤纸的表面，调整胶的摆放位置，使胶尽量平齐的贴在滤纸上，若胶和滤纸之



华东师范大学硕士学位论文

47

间出现了气泡，要将气泡排除出去。

c、用塑料镊子将润湿的 PVDF膜挑起，覆盖在胶的表面，且将 PVDF膜切去角

的一侧贴在胶上切去角的一侧（通过角的标记，可以知道转膜后膜上蛋白样的顺

序），排出膜和胶之间的气泡，将转膜夹白色面的三层滤纸轻轻覆盖在膜上，用

小滚轮从滤纸一侧滚向另一侧，将膜和胶之间可能存在的气泡排出，合上转膜夹，

用白色滑块锁住转膜夹，将其竖直插入转印电极芯中，注意转膜夹黑色面（负极）

对着转印电极芯黑色面（负极）。

d、将转印电极芯插入转膜槽中，向槽中灌入转膜液（1×Transfer Buffer）至相应

指示位置（4 gel处），盖上转膜槽上盖，将线缆插入电泳仪（注意正、负极插入

对应），打开电源开关，将电泳仪设为恒压 100 V，开始转膜。在转膜的过程中

会大量产热，导致转膜时的电压降低，若转膜时间较长，在转膜的过程中可多次

查看转膜时的电压变化，电压较低时可暂停转膜，更换预冷的转膜液后再继续转

膜。

（9）封闭：在转膜结束前配制 5%的脱脂奶粉（2.5 g脱脂奶粉+ 50 ml TBST），

用涡旋器将其混合均匀，待其充分溶解后可作为封闭液以及抗体稀释液。转膜结

束后，将膜取出，与胶接触的一面朝上浸没在封闭液当中，在摇床上室温慢摇封

闭 2 h。

（10）孵育一抗：在封闭结束之前，按照抗体说明书给出的比例用 5%的脱脂奶

粉稀释抗体。待封闭结束，将配好的抗体倒入蜡盘中，用塑料镊子将 PVDF膜取

出浸没在蜡盘中的一抗当中，将蜡盘放置于冰箱，4℃过夜孵育。

（11）洗膜：次日，将 PVDF膜取出置于一个小方盒中，在方盒中倒入 TBST溶

液，使其能够将膜浸没，将方盒放在摇床上，室温快摇洗膜 5次，每次 6 min。

（12）孵育二抗：根据一抗选择合适的二抗，按照抗体说明书以一定比例稀释二

抗，同样用蜡盘进行二抗孵育，室温孵育 2 h。孵育结束后，同样用 TBST洗膜，

摇床快速洗膜 5次，6 min/次。

（13）显影：

a、按照 ECL显色液说明书将两种显色液以 1：1等体积（各取 500 μl）混合均
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匀。待膜洗好后，用塑料镊子将膜夹起，于一张干净的吸水纸上将膜上的 TBST

液稍稍沥干，而后用移液枪吸取配好的显影液将其均匀的滴加在膜上，室温避光

反应 3 min。

b、待反应结束后，将膜夹起平放在显影仪上，按照成像系统中设置好的程序进

行显影、拍照，将拍好的条带照片进行保存。
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4实验结果

4.1 Adamts18基因在小鼠肾脏中的时空表达特征

肾脏发育需要依赖于特定时空表达的蛋白来精准调控。尽管已有研究显示

ADAMTS18在人胚胎肾脏中表达[97]，但其在肾脏发育过程中的具体表达时相、

部位及细胞类型来源仍不清楚；其表达量是否会随着肾脏的发育成熟而发生动态

改变也未知。为此，本研究首先探究了 Adamts18基因在小鼠肾脏中的表达特点。

由于目前尚缺乏抗 ADAMTS18 特异性抗体，我们通过原位杂交（ISH）和实时

荧光定量 PCR（qRT-PCR）的方法对 Adamts18 mRNA在野生型小鼠肾组织中的

时空表达特点进行探究。

4.1.1 qRT-PCR检测 Adamts18mRNA在小鼠肾组织中的表达

从胚胎发育 13.5天（E13.5）-出生后 14 天（P14），是肾单位形成的关键期。

肾单位由肾小体和肾小管构成，而肾小体又由肾小球和肾小囊组成。通过

qRT-PCR，我们检测了 Adamts18 mRNA在小鼠肾组织不同发育时相（E13.5、E16.5、

1周、2周、5周和 8周）的表达。结果显示（图 9），从后肾肾单位发育的起始

阶段（E13.5）到肾脏发育成熟阶段（2周），Adamts18在肾脏中均有表达，在出

生后 2周（2W）其表达量最高；出生 5W后，Adamts18 mRNA在肾脏中几乎检

测不到。上述结果提示，Adamts18是一个与早期肾单位形成相关的阶段特异性

基因。
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图 9：Adamts18 mRNA在小鼠肾组织中的表达。(A)小鼠肾脏发育模式图。E13.5，

肾脏分支形成期；E13.5-P7，肾单位发育期(包括逗号小体期、S形小体期和毛细

血管袢期)；2W，肾髓质集合管延长期；E16.5-P21，肾髓质发育期。（B）qRT-PCR

检测 Adamts18 mRNA在小鼠肾组织中的表达。Adamts18 mRNA相对表达量采用

2-△△CT法计算，以 Gapdh为内参基因进行数据校准。数据以 Mean±SD（n = 3/

时间点）表示。S，stage （发育时相）；E，embryo （胚胎）； P，postnatal （出

生后）；W，week （周）。

4.1.2 原位杂交（ISH）检测 Adamts18 mRNA 在小鼠肾脏中的细胞表达类型及

分布特征

为了进一步探究 Adamts18在小鼠肾脏中的细胞表达类型及分布特征，我们

收集了小鼠肾脏发育关键期（E13.5、E16.5、P1和 2W）肾组织样本，进行原位

杂交实验。结果显示（图 10），E13.5，Adamts18 mRNA主要在间质细胞祖细胞

和输尿管芽分支尖端表达；E16.5，Adamts18 mRNA主要在输尿管芽分支尖端表
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达；出生后 1天（P1），Adamts18 mRNA表达于输尿管芽分支尖端及集合管上皮；

出生后两周（2W），Adamts18 mRNA仅在集合管上皮表达。

图 10：原位杂交（ISH）检测 Adamts18mRNA在小鼠肾脏中的细胞表达类型及

分布特征。（A）E13.5天野生型小鼠肾脏 Adamts18 mRNA分布。黄色箭头所示

阳性点为输尿管芽尖端，黑色箭头所示阳性点为间质细胞祖细胞。（B）E16.5天

野生型小鼠肾脏 Adamts18 mRNA的分布。黄色箭头所示阳性点为输尿管芽尖端。

（C）出生 1天（P1）野生型小鼠肾脏 Adamts18 mRNA的分布。黄色箭头所指

阳性点为集合管上皮。（D）出生 2 周（2W）野生型小鼠肾脏 Adamts18 mRNA

的分布。黄色箭头所指阳性点为集合管上皮。E13.5（A）和 E16.5（B）图片比

例尺为 100 μm；P1（C）和 2W（D）图片比例尺为 50 μm。

4.2 Adamts18基因敲除小鼠（Adamts18-/-）出现蛋白尿

Adamts18时空表达特征结果提示，ADAMTS18蛋白很可能与早期肾单位形
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成相关，并影响肾脏功能。我们对 8 周龄野生小鼠（Adamts18+/+）及 Adamts18

基因敲除小鼠（Adamts18-/-）小鼠进行了常规肾功能检测，包括血液生化检测和

尿常规检测。

表 1：8周龄小鼠肾脏的血液生化检测和尿常规检测结果

检测指标 单位 Adamts18+/+ Adamts18-/- P值 参考值范围

血生化检测：

血葡萄糖 mmol/L 4.44 ± 0.56 4.60 ± 0.48 0.53 3.6-6.7

血尿素氮 mmol/L 7.48 ± 1.76 7.60 ± 1.52 0.89 2.9-7.5

血肌酐 μmol/L 121.78 ± 24.88 129.88 ± 20.85 0.46 62-133

尿常规检测：

尿白细胞 - - - -

尿亚硝酸盐 - - - -

尿胆原 μmol/L 11.35 ± 1.53 11.67 ± 1.37 0.70 ＜16

尿蛋白 ≥++（1/8） ≥++（6/8） 0.01* -

尿比重 1.066 ± 0.026 1.054 ± 0.023 0.36 1.015-1.025

尿隐血 - - - -

尿酸碱度 6.2 ± 1.2 5.32 ± 0.81 0.11 4.6-8.0

尿维生素C mmol/L 0.69 ± 0.18 0.70 ± 0.15 0.89 0.29-0.74

表注：血生化检测指标包括，血葡萄糖（GLU）、血尿素氮（BUN）和血肌酐

（Creatinine）。尿常规检测指标包括尿白细胞（LEU）、尿亚硝酸盐（NIT）、尿

胆原（URO）、尿蛋白（PRO）、尿比重（SG）、尿隐血（BLO）、尿酸碱度（PH）

和尿维生素 C（Vitamin C）。n = 8/组。

小鼠血生化检测结果显示（表 1），Adamts18+/+小鼠和 Adamts18-/-小鼠血液

中葡萄糖、肌酐和尿素氮水平未见显著性差异。尿常规检测结果显示，Adamts18-/-

小鼠较 Adamts18+/+小鼠出现明显的蛋白尿（P = 0.117,卡方检验）。

由于 Adamts18-/-小鼠存在较为严重的蛋白尿，我们随后通过质谱法分析了不

同基因型小鼠的尿液成分。结果显示（表 2），Adamts18-/-小鼠尿液中出现 E-
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cadherin蛋白，质谱评分列所有尿蛋白成分第二位。已有研究显示，尿可溶性 E-

钙粘蛋白可作为糖尿病肾病诊断的生物标志物[115]，提示 Adamts18-/-小鼠对肾脏

损伤更为敏感。

表 2：8周龄小鼠尿液质谱检测结果

Protein Score Match hit emPAI

Serum albumin precursor 2316 65 2.22

Epithelial-cadherin precursor 492 10 0.30

Serotransferr in precursor 488 20 1.22

Serine protease inhibitor A3K precursor 204 6 0.50

Major urinary protein 2 precursor 139 4 0.83

Keratin, type II cytoskeletal 5 89 1 0.05

Keratin, type II cytoskeletal 1 85 2 0.10

Keratin, type II cytoskeletal 8 68 1 0.06

Hemoglobin subunit alpha 67 1 0.23

Keratin, type I cytoskeletal 10 64 2 0.12

Glial fibrillary acidic protein

Same set peptide also match with

Keratin type II cuticular Hb5

63 1 0.07

Liver carboxylesterase N precursor 59 3 0.11

Major urinary protein 3 precursor 57 1 0.16

Hemoglobin subunit epsilon-Y2

Same set peptide also match with Hemoglobin

subunit beta-1 or beta-2

47 1 0.21

Development and differentiation-enhancing factor 2 35 1 0.03

4.3 Adamts18-/-小鼠肾小球结构异常

肾小球滤过屏障由肾小球内皮细胞、肾小球基底膜以及足细胞是构成，其结

构异常会导致肾小球对血液中血浆蛋白等大分子物质滤过作用增强，并超出肾小
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管对大分子蛋白重吸收作用的最大限度，导致蛋白尿出现。为了探究 Adamts18-/-

小鼠出现蛋白尿是否与其肾小球滤过屏障结构异常相关，我们对 8 周龄

Adamts18+/+小鼠和 Adamts18-/-小鼠肾小球结构进行透射电镜分析。

电镜结果显示（图 11），在 Adamts18+/+小鼠中，肾滤过屏障结构正常，内皮

细胞和足细胞形态规则并紧密地粘附在基底膜两侧、足细胞规则排列在肾小球毛

细血管壁外周且系膜细胞均匀分布在肾小球毛细血管之间。而在 Adamts18-/-小鼠

中，肾滤过屏障结构明显异常，包括内皮细胞出现空泡样变性、内皮细胞与基底

膜之间的粘附并不紧密，两者之间出现了明显的夹层空隙（即内皮细胞剥脱）、

基底膜变薄、局部系膜细胞增殖、足细胞数目减少且发生内陷被肾小球毛细血管

网环绕，足突消失发生微绒毛化等。

图 11：透射电镜分析 8周龄野生小鼠（+/+）及 Adamts18基因缺失小鼠（-/-）

肾小球滤过屏障结构。（A）Adamts18+/+小鼠足突细胞（蓝色箭头）规则排列于

肾小球毛细血管（红色箭头）外周，系膜基质细胞（黄色箭头）均匀分布于肾小

球毛细血管间。（B）Adamts18-/-小鼠足突细胞内陷，被肾小球毛细血管网环绕，

毛细血管间系膜基质细胞增殖（黄色箭头）。（C）Adamts18-/-小鼠足突细胞数量

变少，内陷并被肾小球毛细血管网环绕，足突微绒毛化（绿色箭头）。（D）

Adamts18+/+小鼠肾小球滤过屏障由内皮细胞（a）、基底膜（b）及足突细胞（c）
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三层构成，内皮细胞及足突均紧密规则地排列粘附于基底膜两侧。（E-F）

Adamts18-/-小鼠足突微绒毛化（E-②）、基底膜变薄（E-①）、基底膜与内皮细胞

间出现明显夹层（蓝色短箭头），内皮细胞出现空泡样变性（红色短箭头）。标尺

分别为 5 μm（A-C）和 1 μm（D-F）。

4.4 Adamts18-/-小鼠肾组织病理学分析

4.4.1 Adamts18-/-小鼠小鼠肾组织 HE染色分析

蛋白尿被认为是肾小球损伤的指标。长期大量的蛋白尿会刺激肾小管上皮细

胞，诱导其凋亡，导致肾小管萎缩。为了探究 Adamts18缺失对小鼠肾组织整体

结构（包括肾小球和肾小管）的影响，我们收集了 2W和 8W的小鼠肾组织，进

行苏木素-伊红（HE）染色。HE 染色结果显示，Adamts18-/-小鼠肾组织结构与

Adamts18+/+小鼠相比，肾小球形态规则，结构清楚，肾小管结构完整、清晰，未

见显著病理学改变。

图 12：2周龄和 8周龄小鼠肾的苏木素-伊红（HE）染色。每个时期样本数为 3

（n = 3），每个样本至少观察了 5个视野。图片标尺 100 μm。
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4.4.2 Adamts18-/-小鼠小鼠肾组织 PAS及 PASM染色分析

大分子血浆蛋白在肾小球系膜区中的堆积可引起系膜细胞损伤、增生以及系

膜基质合成增加。为了探究 Adamts18缺失对小鼠肾组织系膜细胞的影响，如系

膜细胞是否发生增殖、系膜基质是否扩张以及基底膜形态是否发生改变，我们分

别收集了 2 周（2W）、8周（8W）、9月龄（9M）和 14月龄（14M）小鼠的肾

组织，进行 PAS和 PASM染色。

4.4.2.1 Adamts18-/-小鼠肾脏系膜细胞 PAS染色

过碘酸希夫（PAS）染色能较好的显示系膜基质，可用于观察肾小球系膜区

的病理改变。结果显示（如图 13），在 2W、8W、9M和 14M，Adamts18-/-小鼠

肾组织与 Adamts18+/+小鼠相比，未发现系膜细胞增殖及系膜基质扩张等异常表

型。

图 13：小鼠肾组织过碘酸希夫（PAS）染色。图中黄色箭头所指为系膜细胞（位
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于毛细血管之间，核小而圆），系膜细胞之间染色较深（紫红色）的区域即为系

膜基质。放大倍数为 1000×，标尺为 20 μm。不同基因型小鼠每个时期样本数为

3（n = 3），每个样本观察 30个肾小球。n.s.,无显著性差异（Student’t test）。

4.4.2.2 Adamts18-/-小鼠肾脏基底膜 PASM染色

PASM 染色可用于观察肾小球基底膜（GBM）和肾小管基底膜（TBM），阳

性染色结果为 GBM、TBM 呈黑色。为了进一步探究 Adamts18缺失对肾脏基底

膜（包括 GBM 和 TBM）的影响，我们对 2W、8W、9M和 14M的小鼠肾组织

进行 PASM染色。结果显示（如图 14），在 2W、8W、9M和 14M，Adamts18-/-

小鼠肾组织与 Adamts18+/+小鼠基底膜形态结构未见异常，未出现基底膜（包括

GBM和 TBM）变薄或增厚等异常病理表型。
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图 14：小鼠肾组织切片六胺银（PASM）染色。黄色箭头所示为基底膜（PASM

染色呈黑色）。放大倍数为 1000×，标尺为 20 μm。不同基因型小鼠每个时期样

本数为 3（n = 3），每个样本至少观察 10个肾小球视野。

4.5 Adamts18-/-小鼠肾脏 Lama5、Lamb2的转录表达水平降低

前述电镜结果显示，Adamts18-/-小鼠肾小球基底膜变薄。肾小球基底膜（GBM）

主要由 Laminin、Collagen IV 、Nidogens 和 Heparan sulfate proteoglycan组成，

其中 Laminin和 Collagen IV是最主要的成分，这两种基底膜组分随着 GBM的发

育其亚型会发生向成熟型亚型的转化（见前言），且 Laminin（Lama5、Lamb2突

变）和 Collagen IV（Col4a3、Col4a4、Col4a5突变）成熟型亚型基因的突变分
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别被报道与肾脏滤过屏障结构发育异常和以GBM缺陷为表型的阿尔波特综合征

有关。

为了探究 ADAMTS18 影响小鼠肾小球滤过屏障发育的分子机制，即

Adamts18缺失是否影响了 GBM各成分的表达，以及其缺失是否会影响 GBM的

亚型转化过程，我们分别对 2 周龄 Adamts18+/+小鼠与 Adamts18-/-小鼠基底膜组

分基因进行 qRT-PCR分析，检测其在转录（mRNA）水平的表达变化。在本实

验中，我们除了检测肾小球基底膜 Laminin和 Collagen IV 各亚基组成基因（包

括 Lama1、Lama5、Lamb1、Lamb2、Lamc1、Col4a1、Col4a2、Col4a3、Col4a4、

Col4a5）外，还对基底膜中的其它成分如 Fibronectin和 Fibrillin（包括 Fibrillin 1

和 Fibrillin 2）的基因（Fn、Fbn1、Fbn2）转录表达进行检测。

结果显示（如图 15A），在小鼠肾脏发育成熟时（2W），Laminin的两个成熟

型亚型基因 Lama5、Lamb2的转录表达水平在 Adamts18-/-小鼠中较 Adamts18+/+

小鼠显著性降低，而 Collagen IV 的成熟型亚型基因 Col4a3、Col4a4、Col4a5的

转录表达水平在不同基因型小鼠中未见显著性差异。此外，Col4a1、Fn和 Fbn1

的转录表达水平在 Adamts18-/-小鼠中较 Adamts18+/+小鼠显著降低。

Lama5和 Lamb2编码的 Laminin α5和 Laminin β2是在肾脏发育成熟时期表

达的重要 GBM成分，也正是 GBM发生亚型转化所涉及到的组分。由此，我们

推测 Adamts18的基因敲除影响了 Laminin亚型转化。为此，我们对在肾脏发育

早期阶段（E16.5）涉及 Laminin亚型转化的 5个基因（Lama1、Lama5、Lamb1、

Lamb2、Lamc1）及其它基底膜组分基因（Col4a1、Fn、Fbn1、Fbn2）在转录水

平上的表达进行了 qRT-PCR检测。结果显示（如图 15B），E16.5时，编码 Laminin

的五个亚型基因（包括成熟型亚型基因 Lama5、Lamb2）在 Adamts18+/+小鼠和

Adamts18-/-小鼠中的表达未见显著性差异（图 15B）。与 Adamts18+/+小鼠相比，

Fn和 Fbn2在 Adamts18-/-小鼠中的转录表达水平显著性降低。
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图 15：肾小球基底膜组分在 2W（A）和 E16.5（B）小鼠（Adamts18+/+和 Adamts18-/-）

肾脏中的转录表达。采用 2-△△CT法计算各基底膜成分 mRNA的相对表达量，以

Gapdh为内参基因进行数据校准。数据以Mean±SD（n = 3/组）表示。*p < 0.05，

***p < 0.001，****p < 0.0001（Student t 检验）。

上述结果提示，Adamts18缺失可能影响了基底膜主要成分 Laminin 亚型转

化过程，成熟型 Lama5和 Lamb2亚型在 Adamts18-/-小鼠肾脏发育成熟时期（2W）

转录表达较 Adamts18+/+小鼠显著降低。

4.6 Adamts18-/-小鼠肾小球 LAMA5蛋白表达

qRT-PCR结果显示，Adamts18-/-小鼠肾脏中 Lama5和 Lamb2在转录水平的

表达显著降低。Lama5基因的失活被报道与 GBM形态结构发育异常和足细胞足

突消失导致蛋白尿形成相关。为了进一步探究 Lama5在 Adamts18缺失小鼠肾小
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球中蛋白水平的表达情况，我们对 2周龄的 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠肾组

织进行了免疫组织化学染色，结果显示（如图 16），与 Adamts18+/+小鼠肾小球相

比，LAMA5蛋白阳性染色信号在 Adamts18-/-小鼠肾小球中显著减弱。

图 16：LAMA5在 2周龄（Adamts18+/+和 Adamts18-/-）小鼠肾小球中的表达。（A）

代表性免疫组化染色，棕黄色部分为阳性染色，红色圆圈区域为肾小球。放大倍

数为 1000×，标尺为 20 μm。（B）LAMA5在 2周龄（Adamts18+/+和 Adamts18-/-）

小鼠肾小球中的相对表达（阳性信号以倍率表示），样本数为 3（n = 3），每个样

本观察了 10个视野，*p < 0.05（Student t 检验）。

4.7 Adamts18-/-小鼠肾脏其它 ADAMTS家族成员转录表达分析

新近研究发现，ADAMTS家族的一些成员（如 ADAMTS2，3，4，7，16）

亦参与早期肾脏发育[12]。此外，ADAMTS1和 ADAMTS13也被报道与肾脏发育

和慢性肾脏疾病发生相关[93,96]。为了探究 Adamts18-/-小鼠中其它家族成员的转录

表达（包括 Adamts1，2，3，4，7，13，16），我们收集了 2W小鼠肾脏组织，

进行 qRT-PCR分析。

结果显示（图 17A），与 2周龄 Adamts18+/+小鼠相比，Adamts16的 mRNA

表达水平在 2周龄 Adamts18-/-小鼠中显著性升高；Adamts1，2，3，4，7，13转

录表达水平在 2 周龄 Adamts18+/+小鼠与 Adamts18-/-小鼠肾脏组织中未见显著性

差异。我们随后检测了 E16.5 天 Adamts18+/+小鼠与 Adamts18-/-小鼠肾脏组织中

Adamts16 mRNA表达变化。结果显示（图 17B），Adamts16转录表达在 E16.5天

Adamts18+/+小鼠与 Adamts18-/-小鼠肾脏组织中未见显著性差异。
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图 17：Adamts18-/-小鼠肾脏其它 ADAMTS家族成员转录表达分析。（A）2周龄

小鼠肾 ADAMTS家族蛋白转录表达。（B）E16.5小鼠肾组织 Adamts16转录表达。

WT 小鼠样本数为 3（n=3），KO 小鼠样本数为 2（n=2）。采用 2-△△CT法计算

ADAMTS家族蛋白 mRNA的相对表达量，以 Gapdh为内参基因进行数据校准。

数据以 Mean±SD（n = 3/组）表示。n.s.,无显著性差异；*p < 0.05（Student t 检

验）。

4.8 Adamts18-/-小鼠肾脏自发性纤维化表型分析

尿蛋白进入肾小管后会刺激肾小管上皮细胞产生一些炎症因子和趋化因子，

最终导致肾小管间质甚至肾小球出现纤维化表型[83]。Adamts18-/-小鼠出现蛋白尿

表型促使我们进一步探究 Adamts18-/-小鼠是否会有自发性纤维化表型。我们对 9

月龄（9M）及 14月龄（14M）小鼠肾脏进行了Masson染色（蓝色胶原沉积的

面积大小反映纤维化的程度），并对小鼠肾脏进行了 Western blot分析，通过对

α-SMA（肌成纤维细胞标志物，其表达的多少与肾纤维化程度呈正相关）的半定

量探究 ADAMTS18缺失对小鼠肾脏自发性纤维化的影响。结果显示（图 18A-B），

Adamts18+/+小鼠与 Adamts18-/-小鼠肾脏组织中胶原沉积未见显著性差异；α-SMA

表达在 Adamts18+/+小鼠与 Adamts18-/-小鼠肾脏组织中亦未发现显著性差异。
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图 18：Adamts18-/-小鼠肾脏自发性纤维化表型分析。（A）Masson染色检测 9月

龄和 14月龄 Adamts18+/+小鼠与 Adamts18-/-小鼠纤维化病变。蓝色表示胶原沉积

程度。（B）采用 ImageJ 软件对Masson染色中蓝色胶原沉积进行量化，每只小

鼠观察了 10个视野。（C）Western Blot检测 9月龄 Adamts18+/+小鼠与 Adamts18-/-

小鼠肾脏中α-SMA表达。（D）ImageJ 软件对 C图蛋白表达进行半定量分析。

数据以 Mean±SD表示（n = 3/组）。n.s.,无显著性差异（Student’t test）。
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5讨论

肾小球滤过屏障功能的完整性依赖于内皮细胞、肾小球基底膜、足细胞足突

三层结构之间的交互作用。细胞外基质是基底膜的重要成分，越来越多的证据表

明，基底膜缺陷是导致遗传性肾病的重要原因之一，主要表现为蛋白尿。

ADAMTS18作为一种细胞外基质金属蛋白酶，可通过切割修饰细胞外基质成分

的分布或含量，影响细胞间、细胞与基质间相互作用，从而调控组织器官发育和

疾病[111]。本研究通过检测 Adamts18时空表达特征、Adamts18基因敲除小鼠肾

病综合征相关表型和组织病理改变、肾小球滤过屏障结构的发育和相关分子表达，

探究 ADAMTS18在肾小球滤过屏障发育和相关疾病中的作用。

为了阐明 ADAMTS18在小鼠肾脏发育及稳态平衡中的潜在作用，我们检测

了小鼠 Adamts18 mRNA在肾脏发育过程中的时空表达(图 9、10)。从 E13.5-出生

后 14天（P14），是肾单位形成的关键期（肾单位由肾小体和肾小管构成；而肾

小体又由肾小球和肾小囊组成）。结果显示，在这个时期，Adamst18 mRNA在

肾脏中广泛表达，主要的细胞类型包括：间质细胞祖细胞、输尿管芽顶端上皮细

胞和集合管上皮细胞。在出生后 2周，Adamts18 mRNA的数量急剧减少；出生

6周后，Adamts18 mRNA在肾脏中几乎检测不到。这些数据表明 ADAMTS18是

一个与早期肾单位形成相关的阶段特异性基因。与我们的发现相似，Rutledge 等

人[113]也发现 Adamts18 mRNA在肾脏的输尿管芽尖端表达。而肾脏的发育过程

是：在输尿管芽和后肾间充质细胞两者的相互诱导下，后肾间充质发生间充质-

上皮转化（MET）形成管前聚集体，然后经过一系列的形态变化过程（肾囊泡、

逗号小体、S形体、毛细血管袢期肾小球），最终发育分化形成具有完整肾单位

的肾脏 [116]。ADAMTS18 在肾脏发育过程中的时空表达特点的结果提示

ADAMTS18参与肾脏发育过程的调节。

蛋白尿是肾小球疾病中常见的症状表现，也是肾滤过屏障功能障碍（肾小球

损伤）的指示，蛋白尿的严重程度可以反映肾小球损伤的程度[117]。此外，蛋白

尿的出现本身还会对肾小管上皮细胞产生直接性的损害作用，导致肾小管上皮细

胞发生凋亡[118]。我们在对小鼠肾功能检测中发现部分 Adamts18 基因敲除小鼠
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出现了蛋白尿，提示 ADAMTS18缺失可能影响肾脏的发育，导致肾脏功能缺陷。

本研究中只检测了 8W 小鼠肾功能，且本研究所用小鼠为 C57B6/129Sv 杂交背

景，因此只有部分小鼠呈现蛋白尿表型。我们推测，随着小鼠年龄的增大，出现

表型的小鼠比率可能进一步增加。我们将在今后的研究中进一步动态评估各年龄

段基因敲除小鼠肾脏表型。

肾病综合征根据组织病理特点可分为膜性肾病、微小病变型肾病、系膜增生

性肾小球肾炎以及局灶性节段性肾小球硬化等多种类型，遗传性肾病综合征是指

由于编码肾小球滤过屏障组成蛋白的基因或其他相关基因突变所致的一种先天

性肾病综合征。过碘酸希夫染色（Periodic Acid-Schiff stain，PAS）显示基底膜、

系膜基质、糖原及糖蛋白呈紫红色，细胞核呈蓝色，对于观察基底膜病变、各种

细胞的增生及渗出、细胞外基质的增多等病变具有优势。过碘酸六胺银染色

（Periodic acid-silver metheramine，PASM）显示毛细血管基底膜呈黑色，细胞核

呈蓝色，红细胞呈红色。通过六胺银染色可以更清晰地显示基底膜病变与细胞外

基质增多，便于对基底膜的链环、钉突和双轨征的观察，同时，也可以观察动脉

的血管弹力膜、鲍曼囊壁和嗜银蛋白的沉积等。为了检测 Adamts18-/-小鼠肾脏是

否有肾病综合征的病理学特征，其出现时间和发展过程，我们采用 HE染色、PAS

染色和PASM染色的方法对2W、8W、9M和14M的Adamts18-/-小鼠和Adamts18+/+

小鼠肾脏的组织结构进行了观察和比较。结果显示：Adamts18-/-小鼠肾脏组织染

色未呈现明显的系膜增生和局灶性肾小球硬化等病理表现，这可能与 Adamts18-/-

小鼠肾病综合征相关病变较轻相关。因此，我们在下一步研究中将增加小鼠数量、

对有重度蛋白尿表型的小鼠进行组织病理检测来进一步明确 Adamts18-/-小鼠蛋

白尿和肾脏病理改变之间的相关性。

肾小球滤过屏障（Glomerular filtration barrier，GFB）缺陷是导致蛋白尿的

最主要的原因之一。Adamts18 在肾脏发育过程中的时空表达特点的结果提示

ADAMTS18 可能通过修饰 ECM影响肾小球滤过屏障的结构。为此，我们通过

透射电镜（TEM）对 2W小鼠的 GFB结构进行了观察，结果显示 Adamts18-/-小

鼠的 GFB出现了包括内皮细胞空泡化和脱落、肾小球基底膜（GBM）变薄以及
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足细胞足突消失、足突微绒毛化、内皮细胞和足细胞位置关系紊乱等多种结构异

常。这些 GFB结构异常在多数由于 GFB组成蛋白的编码基因或其他相关基因突

变致的遗传性肾病小鼠模型中也被观察到，提示 ADAMTS18可能通过影响 GFB

组成蛋白或其相关成分而与调控 GFB发育和功能。

肾小球滤过屏障（GFB）结构由内层的内皮细胞、中间层的肾小球基底膜和

外层的足细胞三部分组成。在 GFB的三层结构中，肾小球基底膜是由内皮细胞

和足细胞产生的细胞外基质（ECM）成分，对 GFB结构发育和肾脏滤过功能至

关重要[49]。肾小球基底膜的主要成分包括 Laminins、Collagen IV 、Nidogens（巢

蛋白）和硫酸乙酰肝素蛋白多糖（包括 Agrin、Perlecan和 Collagen XVIII等），

其中 Laminin和 Collagen IV 构成的基本网络是 GBM 的主要部分[19]。另外，在

GBM发育的过程中会发生基底膜组分的亚型转换，例如对于 Laminin来说，从

肾脏发育早期的 Laminin 111到发育过程中的 Laminin 511最后到发育成熟阶段

的 Laminin 521，在这个过程中，发生的是 Laminin α1向 Laminin α5、Laminin β1

向 Laminin β2的亚型转化。同样，Collagen IV 在 GBM发育的过程中也存在相应

的亚型转换，从发育早期的 Collagen IV α1α1α2 逐渐发育转化为 Collagen IV

α3α4α5网络。课题组前期的研究也表明，ADAMTS18作为一种细胞外基质金属

蛋白酶可通过影响细胞外基质成分（如 Laminin、Fibronectin、Fibrillin、Collagen

等）的分布或含量，影响细胞间、细胞与基质间相互作用，影响细胞骨架和相关

信号通路，从而影响组织器官发育和疾病（如内脏脂肪发育、树突形成、泪腺发

育、血管发育等）。为此，我们检测了肾小球基底膜(GBM)主要成分特别是涉及

GBM亚型转化的成分的表达，以探究 Adamts18缺失基因敲除导致 GFB结构异

常的分子机制。

qRT-PCR结果显示，在肾脏发育成熟（2W）时期，Lama5和 Lamb2的 mRNA

在 Adamts18-/-小鼠表达比 Adamts18+/+小鼠显著性降低，而在肾脏发育早期（E16.5）

阶段，这两个基因的表达在 Adamts18+/+小鼠和 Adamts18-/-小鼠中没有显著性差别。

Lama5免疫组织化学结果显示，与 Adamts18+/+小鼠相比，Laminin α5蛋白表达水

平在 2W 的 Adamts18-/-小鼠肾小球基底膜中的表达明显降低。Lama5和 Lamb2
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是主要在肾脏发育成熟时期表达的基因且其编码蛋白涉及 Laminin亚型转化，我

们的结果提示 Adamts18基因敲除可能影响了 Laminin亚型转化过程，使早期型

Laminin亚基在肾脏发育至成熟的过程中不能成功的转化为成熟型的 Laminin α5、

Laminin β2亚型，从而影响 GFB结构发育。关于这一结论还需进一步采用跟多

Laminin亚型抗体组合检测 Adamts18-/-小鼠 GBM中 Laminin亚型的组成来确证。

而关于ADAMTS18是通过怎样的机制影响Laminin亚型的表达,也需要进一步研

究。

Laminin α5、Laminin β2是肾小球基底膜的重要成分,且 Lama5和 Lamb2基因

均已被证明是单基因遗传的遗传性肾病的致病基因[119-121]。由 Lama5基因编码

的层粘连蛋白α5 (Laminin α5)是成熟肾小球基底膜中主要的α链。对 Alport综合

征或蛋白尿患者靶向基因测序表明 LAMA5 基因突变与成人发作的局灶节段性

肾小球硬化（FSGS）之间的联系[122]。Miner等人的研究发现，Lama5基因敲除

小鼠在肾小球发生的毛细管环阶段由于在 GBM 中 Laminin α5 取代 Laminin α1

的亚型转换失败，导致在缺乏正常的 GBM，肾小球上皮细胞（足细胞）紊乱，

内皮细胞和系膜细胞从收缩的肾小球中挤出，导致完全无血管化肾小球[123]。我

们在透射电镜下观察到 2W的 Adamts18基因敲除小鼠肾小球中足细胞与内皮细

胞位置关系紊乱的现象与此相似，即 Adamts18基因敲除小鼠足细胞内陷，被肾

小球毛细血管网环绕，而野生型小鼠足细胞规则排列于肾小球毛细血管外周（图

11）。Lamb2编码层粘连蛋白β2(Laminin β2)，其突变导致 Pierson 综合征(先天

性肾病综合征-小角膜综合征)。Jarad.G 等人的研究发现，Lamb2敲除小鼠足细胞

足突消失、其 GBM更容易被大分子铁蛋白穿透[48]。这些表明肾小球基底膜组分

基因 Lama5和 Lamb2对肾脏滤过屏障至关重要，它们的的基因敲除会导致 GBM

和足细胞的形态结构发生改变，且会引发蛋白尿的产生。

Morais 等人[12]的研究发现，肾脏 ECM 组分中除了有 Adamts18 外，还有

Adamts2、3、4、7、16的表达，此外，ADAMTS1和 ADAMTS13也曾被报道与

肾脏结构发育和慢性肾脏疾病有关，为了探究 Adamts18 基因敲除是否会对

ADAMTS18 家族的这些成员的表达有影响，我们对 2W 小鼠的肾脏进行
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qRT-PCR实验，以检测WT和 KO小鼠中 Adamts1、2、3、4、7、13、16的 mRNA

表达水平。结果发现，Adamts18基因敲除使得 Adamts16在 2W时的 KO小鼠中

显著性升高，但不影响其他 ADAMTSs家族分子的表达，并且 Adamts16在 E16.5

这个时间段的表达水平在 WT 和 KO 小鼠中没有显著性差异。ADAMTS16 是

ADAMTS家族成员中与 ADAMTS18亲缘关系最近的一个成员，它们都属于“孤

儿”金属蛋白酶一类，并且 ADAMTS16 和 ADAMTS18 的氨基酸序列同源性为

57%，特别是在催化结构域其同源性高达 85%[101]。由于 ADAMTS16 和

ADAMTS18在结构和功能上的相似性，我们推断，Adamts16在 2W时表达升高

可能是对KO小鼠因 Adamts18基因敲除导致 Lama5和 Lamb2表达降低进行的一

个补偿。

由于蛋白尿进入到肾小管中会刺激肾小管上皮细胞，导致许多炎症和纤维化

介质的表达和补体激活，使得肾小管间质炎性细胞浸润和持续纤维化，最终加速

肾脏疾病进展至终末期肾功能衰竭[124]。为了探究我们的 Adamts18基因敲除小

鼠中出现的蛋白尿是否进一步导致肾小管间质损伤而发生纤维化，我们进行了

Masson 染色和 Western blot 双重实验进行探究。结果表明出现蛋白尿的

Adamts18-/-小鼠蓝色胶原沉积较少、与 Adamts18+/+小鼠没有显著性差异且肌成纤

维细胞的标志物α-SMA（其表达程度与纤维化呈正相关）的表达在 Adamts18+/+

和 Adamts18-/-小鼠中没有显著性差异，这两个实验平行说明了 Adamts18-/-小鼠中

蛋白尿的出现并未导致进一步的纤维化病变。

本文首次发现 ADAMTS18可影响肾小球滤过屏障结构发育和功能，并且初

步揭示 Adamts18基因可能通过影响肾小球基底膜中 Laminin α5、Laminin β2的

表达而影响 Laminin亚型转化而导致肾小球滤过屏障结构异常。关于细胞外基质

金属蛋白酶类的编码基因MMPs，ADAMs，ADAMTSs的突变与遗传性肾病（肾

病综合征）的相关性的研究很少。本文首次提供了编码基质金属蛋白酶的

ADAMTS18基因可能为遗传性肾病的一个新的致病基因的实验证据，为寻找鉴

定遗传性肾病致病基因拓展了视角，为揭示该病新的致病机制提供了线索。
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6 结论

1.金属蛋白酶 ADAMTS18 在输尿管芽尖端的表达可能通过作用于后肾间充质来影

响后肾肾单位（肾小球滤过屏障）的发育。

2.金属蛋白酶 ADAMTS18 可影响肾小球滤过屏障结构发育,导致 ADAMTS18 缺失小

鼠因肾小球滤过屏障结构发育异常出现蛋白尿表型。

3.本研究初步揭示了金属蛋白酶 ADAMTS18 通过调控 LAMA5 等细胞外基质重塑影

响肾小球滤过屏障发育和蛋白尿形成。
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附录

附表 1. qRT-PCR 引物

Genes Primers

Gapdh Forward:5’GTGGAGTCATACTGGAACATGTAG3’

Reverse:5’ AATGGTGAAGGTCGGTGTG 3’

Adamts18 Forward:5’ CCTCAAGTTGTCTGCTCCATCA 3’

Reverse:5’ GCTGAAGAAATCCACGCAAGA 3’

Lama1 Forward:5’ GCTATCCTGCCCACATCAAAC 3’

Reverse:5’ CAAGGACTGCACTTGTGAGC 3’

Lama5 Forward:5’ TTGGAGAATGGCGAGATTGTG 3’

Reverse:5’ CGAAGTAACGGTGAGTAGGAGA 3’

Lamb1 Forward:5’ TCTGTGAACCATGTACCTGTGA 3’

Reverse:5’ GACACTGACCAGCAATGAGAC 3’

Lamb2 Forward:5’ ACCCACACGGTCGGGATG 3’

Reverse:5’ ACAGCCAGGTACATCCAAGG 3’

Lamc1 Forward:5’ TGCCGCCAATGTGTCAATC 3’

Reverse:5’ TGCCACTCGTACAATGTCATC 3’

Col4a1 Forward:5’ AAGAGAAGACAGGACCAATGAA 3’

Reverse:5’ TTCTGTCCAACTTCACCTGTCAA 3’

Col4a2 Forward:5’ GACCGAGTGCGGTTCAAAG 3’

Reverse:5’ CGCAGGGCACATCCAACTT 3’

Col4a3 Forward:5’ CAAAGGCATCAGGGGAATAACT 3’

Reverse:5’ ATCCGTTGCATCCTGGTAAAC 3’

Col4a4 Forward:5’ CGGGCTAACAGCATTTACTGC 3’

Reverse:5’ CCAGAAAGGGGGACTGGAGT 3’

Col4a5 Forward:5’ GTCCACCAGGTACAGAAGGTC 3’

Reverse:5’ CTCCTTTCAAACCAGGTAAGCC 3’

Fn Forward:5’ AAGAGAAGACAGGACCAATGAA 3’

Forward:5’ TTGAGAGCATAGACACTGACTT 3’

Fbn1 Forward:5’ GCCAGAAAGGGTACATCGG 3’

Reverse:5’ ACACACCTCCCTCCGTT 3’

Fbn2 Forward:5’ GTGAAACCACACAGAAATGTGAA 3’

Reverse:5’ GAACAGTCGCCAGTCTCAC 3’
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Adamts1 Forward:5’ GGGAAAGCCATCAGGACCAGGA 3’

Reverse:5’ TTAGACCGCTGCCGTGGAAGT 3’

Adamts2 Forward:5’ TCTACCACAGGGAGTCGGACCT 3’

Reverse:5’ CGCCGCATTGTCTTGTTCAGC 3’

Adamts3 Forward:5’ TCTACCACAGGGAGTCGGACCT 3’

Reverse:5’ CGCCGCATTGTCTTGTTCAGC 3’

Adamts4 Forward:5’ TCGCTTCCGCTCCTGCAACA 3’

Reverse:5’ TGAAGAGGTCGGTTCGGTGGTT 3’

Adamts7 Forward:5’ TCACCAGGTTCCTTGACCGTG 3’

Reverse:5’ CCAGCTTGGAGTGACAGGTGGT 3’

Adamts13 Forward:5’ GAGCCAGACGATCAACCCC 3’

Reverse:5’ TCCTCAGTGATAAGGCAACTCC 3’

Adamts16 Forward:5’ GCAACCCCAAGACACGACCT 3’

Reverse:5’ ACACGCTCCAGTTTCCCACA 3’
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