
中草药= = Chinese=qraditional=and=eerbal=arugs= =第 QT卷=第 NN期= OMNS年 S月 

    

·NVMP·=

• 药理与临床 • 

马兜铃酸 f致大鼠肾损伤后血清 miokA差异表达的研究 
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摘  要：目的  筛选马兜铃酸 f（AAf）致大鼠肾损伤后血清中差异表达的微小 okA（micro okA，miokAs），为阐明 miokAs
调控马兜铃酸肾病的机制研究提供靶标并奠定研究基础。方法  pa 雄性大鼠随机分为对照组及 AAf（OKOR mgLkg）组，连

续 ip给药 NQ d造成肾损伤模型后，对大鼠肾脏进行 eb染色观察肾损伤程度。利用 miokAs芯片技术寻找 AAf组及对照组

大鼠血清中差异表达的 miokAs，预测靶基因，采用实时定量 mCo（qoqJmCo）验证芯片结果的可靠性，并对部分结果进行

信号通路分析。结果  eb染色显示AAf组大鼠肾脏出现不同程度的病变；miokAs芯片结果显示有R个miokAs（mioJNMaJPp、
mioJOMT、mioJPRVQJPp、mioJUTQJPp、mioJVaJPp）表达明显上调，无明显下调的 miokAs，并预测 ohebäN、rspNM等 NS种
基因为差异表达的 miokAs靶基因；qoqJmCo验证结果与芯片结果基本一致；信号通路分析结果显示jAmh信号通路等相

关性较大。结论  芯片分析得到的差异表达的 miokAs可能与 AAf致肾毒性机制相关，为进一步深入研究特定 miokAs的
调控机制提供新的靶点，并为后期生物信息学层次的研究提供有效依据。 
关键词：马兜铃酸 f；肾损伤；微小 okA；靶基因；表达差异；马兜铃酸肾病 
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ptudy on differential expression of miokA in serum=of=rats=after=renal injury 
induced by aristolochic acid f=

weAkd iiangNI OI vAkd whaoJcongNI OI dr vaJqinNI OI nfAk whiJzhiNI OI ur iiNI O 
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AbstractW lbjective  qo screen the miokA differentiaä expression profiäe in serum of rats after renaä injury induced by aristoäochic 
acid fI EAAfF to identify the target of miokA in the mechanism of aristoäochic acid nephropathy EAAkFI and to make further study on 
the mechanism of AAkK jethods  bighteen maäe pa rats were randomäy divided into two groupsI controä group and AAf group EOKOR 
mgLkgFK oats were ip injected with AAf once daiäy for NQ dK ln day NQI bäood coääected was used for the determination of miokA in 
serum by miokA microarrayX oenaä pathoäogicaä changes were examined by eb stainingK qhe miokA that expressed significantäy 
different wouäd be verified by reaä time quantitative mCo EqmqJmCoFK qarget genes were predicted using bioinformatics as weää as 
mathway anaäysis didK oesults  eb staining reveaäed that kidneys were damaged with different degreesK _y significance anaäysis of 
microarray based on microarray screeningI significantäy different expression of five miokA EmioJNMaJPpI mioJOMTI mioJPRVQJPpI 
mioJUTQJPpI and mioJVaJPpF which were upJreguäated were obtainedI whiäe there were no miokAs which were downJreguäatedK 
qmqJmCo approved the resuäts as weääK ft was suggested that NS genesI such as ohebäN and rspNMI might be the target genesK mathway 
anaäysis showed a greater correäation between jAmh signaäing pathwaysK Conclusion  qhe differentiaä expressed miokAs obtained 
by gene anaäysis might be reäated with AAf and further studies on the mechanism of some miokA wouäd be a new target of gene 
therapy and provide an effective basis for the further studies of bioinformaticsK 
hey wordsW aristoäochic acid fX renaä injuryX miokAX target geneX differentiaä expressionX aristoäochic acid nephropathy 
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马兜铃酸 f（aristoäochic acid f，AAf）是马兜铃

酸（aristoäochic acid，AA）的主要毒性成分，长期

服用含此类物质的中药可导致马兜铃酸肾病

（aristoäochic acid nephropathy，AAk）的发生xNJOz，很

多国家现已采取相应政策来管理含此类成分的中

药，但仍有部分群体不恰当的服用含 AA的中药，

AAk 病例还时有发生，阐明 AAf 致肾毒性的发病

机制仍具有重要意义。 
jicro okAs（miokAs）是一类在生物体内广

泛存在的长度约 OO nt的小分子非编码 okA，它可

以通过与靶基因 mokA的靶位点结合，抑制蛋白的

合成或诱导该基因 mokA的降解，从而参与基因的

表达调控xPz。目前 miokAs功能涉及到生物体的干

细胞分化、分子免疫机制、细胞内信号转导、肿瘤

发生及各种疾病和病毒感染等xQJSz。已有研究显示，

miokAs 与 AA 的基因毒性xTz、肾近曲小管上皮细

胞的周期阻滞xUz等过程密切相关。本课题组前期研

究发现大鼠给予 AAf OKOR mgLkg剂量条件下，肾脏

就已出现明显的病变xVz。本研究将采用 miokAs芯
片法筛选出 AAf 致大鼠肾损伤后血清中表达明显

发生变化的 miokAs，并预测相关靶基因，对部分

miokAs进行信号通路分析，从分子水平探讨 AAk
的发病机制。 
N  材料 
NKN  动物 

U周龄 pa大鼠 NU只，清洁级，体质量 OOM～
ORM g。合格证号 pCuh（浙）OMMUJMMPP，购自浙

江省实验动物中心。分笼饲养，周围环境通风，温

度 OO～OR ℃、湿度 RMB～SMB，动物实验操作严

格按照《江苏省实验动物管理办法》规定执行。 
NKO  药品与试剂 

AAf（质量分数≥VUB，批号 OMNPMOMN），河南

省科技医药研究所；qrizoä 试剂（美国 iife 
qechnoäogies公司）；氯仿（成都科龙化工试剂厂）；

异丙醇（南京化学试剂有限公司）；abmC水（上海

碧云天生物技术研究所）；逆转录试剂盒（上海生

工生物工程有限公司）；moäyAcryä Carrier（美国

joC公司）；nuanti cast pv_o dreen mCo kit（德

国 niagen公司）；所有引物由上海生工生物工程有

限公司提供。 
NKP  主要仪器 

荧光定量 mCo 仪（美国 _ioJrad 公司）；梯度

mCo仪（美国 Appäied _iosysterms公司）；多功能

酶标仪（美国 _ioqek 公司）；低温离心机（德国

bppendorf）；石蜡包埋机（日本樱花 qissueJqbh）；
切片机（美国 qhermo公司）。 
O=  方法 
OKN  肾损伤模型的制备 

NU 只大鼠随机分为对照组（NMB二甲基亚砜＋

OMB聚乙二醇 SMM＋TMB生理盐水）和AAf组（OKOR 
mgLkg）xNMz。大鼠于笼中适应性喂养 P d，自由进水，

连续 ip给药 NQ d，末次给药后禁食不禁水 NO h，颈

总动脉取全血 S mi，P MMM rLmin离心后取血清，冻

存备用；处死大鼠，迅速摘除肾脏，用 m_p漂洗后，

一侧肾脏放入 NMB甲醛中固定，用于病理检查分析，

另一侧肾脏于液氮中保存，用于其他检测。 
OKO  病理组织固定、切片及 eb染色 

取肾组织，切成小块浸泡在 QB中性甲醛溶液

中 P d；用蒸馏水洗涤组织块后放入 TMB乙醇中过

夜；经脱水、透明、石蜡包埋、切片后，用多聚赖

氨酸封片于玻璃载玻片上，进行苏木素伊红（eb）
染色，光镜下观察 AAf对大鼠肾组织损伤的情况。 
OKP  总 okA的提取和芯片检测 

对照组及AAf组各随机取P例样本的大鼠血清，

采用 qrizoä法提取总 okA，其样本采用琼脂糖凝胶

电泳进行质控分析，分光光度法进行定量分析。分

离出的 miokAs，基于 μParaflorqj微流体 miokAs
检测探针进行实验。取 okA样品 R～U μg，进行靶

标制备，在总 okAP’端用 moäy A聚合酶加上 poäy A
尾，并用于荧光标记。杂交反应在 μParaflo 微流体

芯片上过夜进行。okA与相应探针杂交后，与标记

特异性结合的 eyP染料在微流体芯片上循环流动进

行染色。利用激光扫描仪（Axon denemix QMMM_，
joäecuäar aevice）采集杂交图像，并使用 denemix 
mro SKM图像分析软件进行图像数字化转换，并使用

iltbpp 过滤进行信号归一化。计算两种检测信号

的比值和 t检验的 m值，以 m＜MKMR为差异有统计学

意义，比值＞NKR为显著表达差异。整个杂交和分析

实验由上海康成生物公司完成，合同编号eNPNNNSV。 
OKQ  靶基因预测 

根据 microokA 生物信息学数据库 mio_ase
（httpWLLwwwKmirbaseKorgL）、mioa_（httpWLLmirdbKorgL 
mioa_L ）、 mioanda （ httpWLLwwwKmicrornaKorgJ 
micrornaLhomeKdo）对 miokAs芯片中 R个表达有明

显差异的 miokAs进行检索，将结果导出并比对，

将 P个数据库中共有的基因作为核心靶基因。 
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OKR  miokAs的 qoqJmCo验证 
miokAs 的反转录体系为 OM μL ，其中

O×miokA oq poäution mix NM μL，miokA oq 
bnzyme mix O μL，qotaä okALmicro okA O μg/100 
ng，okaseJfree water。反转录程序：PT ℃、SM min，
UR ℃、R min，Q ℃速冷。qoqJmCo反应体系 OM μL，
其中 N μL 模板（逆转录产物），O μL 引物混合物（NM 
μmol/L），NM μL 2×pv_o green，T μL 水。反应条

件：VR ℃、R min，VR ℃、PM s，SM ℃、PM s，QM
个循环。以 rS为内参基因，以 O−ΔΔCt（Ct值代表循

环阈值）表示基因的表达量，部分引物序列见表 N。 

表 N  用于 miokAs realJtime mCo的部分引物 
qable N  mrimers used to perform realJtime mCo of miokAs=

引物 引物序列 E5’→3’F 
mioJNMaJPpJoq CAAAqqCdqAqCqAddddAAqA 
mioJNMaJPpJc CdCAAAqqCdqAqCqAddddAA 
mioJPRVQJPpJoq CACACCdCCqCqdCCCdCqAdq 
mioJPRVQJPpJc CACACCdCCqCqdCCC 
mioJVaJPpJoq AqAAAdCqAdAqAACCdAAAdq 
mioJVaJPpJc dCdCAqAAAdCqAdAqAACCdA 
rSJo AACdCqqCACdAAqqdCdq 
rSJc CqCdCqqCddCAdCACA 
 
OKS  部分 miokAs的信号通路分析 

根据 hbdd（hyoto bncycäopedia of dene and 
denomes）数据库（httpWLLwwwKgenomeKjpLkeggL），
对芯片检测出的miokAs靶基因进行信号通路显著

性分析。分析结果采用 cisher精确检验和卡方检验

进行统计，m＜MKMR，cao＜MKMR则认为差异具有统

计学意义。 
OKT  统计分析 

采用draphmad mrism S软件进行相关统计分析，

组间数据采用单因素方差分析，数据以 ±x s表示。 

P  结果 
PKN  AAf致大鼠肾损伤的病理变化 

连续给药 NQ d后，取大鼠肾脏进行eb染色，光

学显微镜下观察其病理改变。对照组大鼠肾脏肾小管

未见水肿，间质血管未见充血和炎细胞浸润，肾皮质

内肾小球未见充血，肾小球无硬化现象；AAf组肾脏

肾小管上皮细胞轻度水样变性，间质血管轻度充血，

偶见炎细胞浸润现象，已出现明显病变。结果见图 N。
本课题组前期研究xVz显示，OKOR mgLkg AAf连续 ip给
药 NQ d后，大鼠血清中肌酐（Cr）、尿素氮（_rk）
水平明显升高（m＜MKMR）；结合本实验结果说明 OKOR 
mgLkg AAf可造成大鼠肾损伤。 
 

  
对照                            AAf 

图 N  AAf给药 NQ d后大鼠肾脏组织病理变化 
cigK N  mathological changes in kidney tissue=of=rats after NQ d=
of=AAf administration  =

PKO  miokAs芯片检测结果 
AAf 致大鼠肾损伤后，利用 miokAs 芯片对对

照组和 AAf组大鼠血清进行检测，与对照组血清相

比，miokAs 芯片筛选出 R 个差异表达明显上调的

miokAs ， 分 别 是 mioJNMaJPp 、 mioJOMT 、

mioJPRVQJPp、mioJUTQJPp、mioJVaJPp，表达变化见

图 O；此次芯片检测中无显著下调的miokAs。 
PKP  qoqJmCo验证 

以 rS 为内参对芯片筛选出的差异表达的 
 
 

            
 

与对照组比较：Gm＜MKMR  GGm＜MKMN，下同 
Gm Y MKMR  GGm Y MKMN vs controä groupI same as beäow 

图 O  大鼠血清中差异表达显著上调的 miokAs 
cigK O  miokAs=with significant=upJregulation=of=differential expression in serum=of=rats=
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miokAs 进行 qoqJmCo 验证，记录 Ct 值，使用

O−ΔΔCt 法计算结果并统计，结果显示与对照组相

比，mioJNMaJPp、mioJOMT、mioJPRVQJPp 表达均

明显上调，mioJUTQJPp、mioJVaJPp表达呈升高趋

势，如图 P所示，说明 qoqJmCo结果与 miokAs
芯片结果基本一致，本研究的芯片结果基本真实

可靠。 
PKQ  靶基因预测结果 

对芯片筛选出的差异表达的 R个 miokAs，通

过 mio_ase、mioa_、mioanda P种靶基因预测数

据库预测该 R种 miokAs的靶基因，选出在 P种数

据库中出现的基因作为潜在靶基因，结果见表 O。 
 

                      
 

图 P  各 miokA的 qoqJmCo检测结果 
cigK P  aetermination of qoqJmCo in each miokA=

表 O  miokAs的靶基因预测 
qable O  qarget gene prediction of miokAs=

miokA 靶基因 靶基因描述 
mioJNMaJPp ohebäN oas homoäog enriched in brain äike N 
mioJNMaJPp rspNM ubiquitin specific peptidase NM 
mioJOMT qrimPV tripartite motifJcontaining PV 
mioJOMT päcoObN soäute carrier organic anion transporter famiäyI member ObN 
mioJOMT CdkV cycäinJdependent kinase V 
mioJOMT qmOdO qjO domain containing O 
mioJVaJPp jtfmt mitochondriaä methionyäJtokA formyätransferase 
mioJVaJPp ftgbN integrinI beta N 
mioJVaJPp qceaN transcription eäongation factor A EpffF N 
mioJVaJPp lnecutN one cut homeobox N 
mioJVaJPp jyhNM myosinI heavy chain NMI nonJmuscäe 
mioJVaJPp ptcN stanniocaäcin N 
mioJVaJPp mfkm phosphofructokinaseI muscäe N 
mioJVaJPp fdQ inhibitor of akA binding Q 
mioJUTQJPp päcSaNU soäute carrier famiäy SI member NU 
mioJUTQJPp krOcO nucäear receptor subfamiäy OI group CI member O  

PKR  miokAs的信号通路分析 
根据预测出的靶基因，对其进行信号通路分

析，AAf组大鼠与对照组相比较，差异 miokAs参
与了多个信号通路的调节，富集度较高的为过氧化

物酶体（rnoMQNQS）、jAmh信号通路（rnoMQMNM）、
多巴胺能突触（rnoMQTOU）、黏蛋白型JlJ多糖生物

合成（rnoMMRNO）、酮体的合成与降解（rnoMMMTO）
等途径，见图 Q。 
Q  讨论 

AA具有广泛的药理作用，具有抗感染、镇痛、

利尿、抗生育活性、抗肿瘤及调节血压等功效xNNJNOz，

尽管 AA可诱发 AAk，引起了世人的警觉，但由于

不合理的用药使得 AAk 事件时有发生，增强人们

对AAk的认识和提高AAk的可治愈性仍是解决此

类事件的关键。 
近年来，miokAs 的功能研究越来越受到人们

的重视，动物源 miokAs 主要是通过与靶基因

mokA的 P’端非编码区域（P’rqo）不完全或完全

互配对结合，在翻译水平上特异性抑制基因的表

达。miokAs 功能研究的关键在于其调控靶基因的

确定，但由于miokAs和靶基因的作用位点并不完全

匹配，一个mokA能被很多miokAs调控，形成一 
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图 Q  miokA的 mathway分析 E部分F=  
cigK Q  mathway analysis of miokA EpartF=

个十分复杂的转录后调控网络，导致应用传统方法鉴

定靶基因十分困难。miokAs芯片技术能在特定的时

间点筛选出不同样本间的差异miokAs表达情况，是

一种新型的高通量筛选技术，已在很多复杂性疾病的

研 究 中 进 行 探 索 并 得 到 广 泛 的 应 用 ， 如

microokAJOMS与乳腺癌的发病、转移密切相关xNPJNQz，

在 AAk 研究方面，已有研究显示，miokAs 与 AA
的基因毒性xTz、肾近曲小管上皮细胞的周期阻滞xUz等

过程密切相关，但 miokAs在 AA或 AAf诱导的肾

毒性疾病中其他发病过程的相关研究还未见报道。 
本研究利用基因微阵列分析技术探索 AAf 对

大鼠肾脏造成损伤后血清中 miokAs 表达谱的影

响，发现 mioJNMaJPp、mioJOMT、mioJPRVQJPp、
mioJUTQJPp、mioJVaJPp 等 R 个 miokAs 表达明显

上调，无明显下调的 miokAs；利用 qoqJmCo技术

对芯片结果进行检验，该结果与 miokAs芯片结果

基本一致，增加了本研究的可靠性，发生明显改变

的miokAs在AAf致大鼠肾损伤过程中的具体功能

还有待研究。本课题组对差异表达 miokAs的靶基

因进行预测及信号通路分析，寻找到 ohebäN、rspNM
等多个潜在靶基因，并发现 AAf致肾损伤与过氧化

物酶体途径、jAmh信号通路途径等有很大关系，

信号通路分析结果为 AAk 机制的深入研究提供了

新方向的借鉴和理论基础，针对该结果，本课题组

将对此次miokAs芯片结果的生物信息学进行深入

研究和验证，并做出充分的阐述。 
通过以上研究，本课题组已初步找到一些可能与

AAf致肾损伤相关的miokAs和潜在靶基因，及相应

的生物途径，这将为进一步阐明 AAk的发病机制提

供新的线索，为其预防、诊断和治疗提供新的依据。 
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