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阿霉素肾病大鼠肌肉和静脉注射心钠素基因

利尿作用的比较研究

李 涛 梁红雁 闫 峰 卢圣栋"

（中国医学科学院 中国协和医科大学 基础医学研究所 医学分子生物学国家重点实验室，北京 !%%%%6）

摘 要 为探讨心钠素基因经体细胞转移对阿霉素诱导的肾病动物泌尿功能的影响及其治疗肾病的潜力，采用肌

肉或静脉内直接注射裸 B*C 的方法，将人心钠素基因的逆转录病毒载体分别导入阿霉素肾病动物体内，以期为其

提供持续性的心钠素来源。结果发现，人心钠素基因经肌肉和静脉内直接注射这 $ 种途径导入后，均可使阿霉素

肾病动物的尿量D体重比明显增加，有效利尿作用时间大于 !6>。试验期间，实验组肾病动物的体重明显增长，血浆

中的心钠素浓度在基因转移 6> 后明显升高，但动物尿中的 EF 和 *8F 浓度无明显变化。以上结果说明，心钠素基

因经肌肉和静脉 $ 种途径导入均可明显改善肾病动物的泌尿功能，具有治疗肾病的潜力。

关键词 心钠素基因，基因治疗，逆转录病毒载体，肾病

中图分类号 G2" 文献标识码 C 文章编号 !%%%04%#!（$%%$）%#0%#2!0%6

主要由心房肌细胞合成和分泌 的 人 心 钠 素

（H<-8A 8I/;8( A8I/;</,I;@ J,JI;>,，KC*L）已在临床上

用于 急 性 心 衰 和 慢 性 心 衰 急 性 恶 变 期 患 者 的 治

疗［!］，M</8N8-; H 等［$］采用先静脉注射心钠素基因

的重组腺病毒、再用庆大霉素造成肾损伤的方法也

证实，心钠素基因转移对药物性肾损伤具有预防作

用。但是，在将心钠素多肽以静脉滴注的方式短期

用于肾病综合征和肝硬化患者或阿霉素肾病大鼠

时，却未能观察到明显的利尿利钠作用［4］。据称这

可能与受损肾脏合成 @OML 的能力低下有关［1］，因

为 @OML 是心钠素发挥其生理作用所需的信号分

子。而我们认为，导致上述结果的原因主要在于心

钠素作用的发挥具有时效性，亦即心钠素在静脉滴

注的有限时间内无法充分表现出其利尿利钠活性。

为证实这种推测，也为探讨心钠素基因经体细胞转

移治疗肾病的潜力，我们进行了此项研究。

! 材料和方法

!"! 试剂

限制酶购自中国协和医科大学医学科学技术开

发公司。E(,A’P B*C 聚合酶和连接酶等购自 L/’0

-,Q8 公司。心钠素放免检测试剂盒购自北京北方

免疫试剂所。注射用盐酸阿霉素为!滨制药厂产

品。

!"# 动物

R;=I8/ 大鼠购自中国医学科学院实验动物研究

所。

!"$ 人心钠素基因逆转录病毒表达载体 %&’(!)
的构建过程简介

在构建人心钠素基因 KC*L 的逆转录病毒表达

载体 JSHT!3 的过程中，我们首先将经过序列分析

并得到确认的 KC*L 与巨细胞病毒的启动子 UM&J
和兔!0珠蛋白基因的第二内含子 VAI/’A 在过渡载体

中组装成“34+V0UM&J# VAI/’A#KC*L05#$>"”的关

系，然后用“34+VDE(,A’PD5#$>"”的方法处理该过渡

重组体，并回收片段“平 端0UM&J# VAI/’A# KC*L0
5#$>"”（!"2%.J），最后将该片段与经过“.+6H#D
E(,A’PD5#$>"”的方法处理过的逆转录病毒载体

JS*UW 相连，从而获得人心钠素基因 KC*L 的逆转

录病毒表达载体 JSHT!3。在该表达载体中，KC*L
与其它主要元件之间共同组成了以下关系：6XS5Y#
*,’# UM&J# VAI/’A# KC*L# 4X S5Y。其 中 的“6X



!"#”和“$%!"#”分别表示逆转录病毒的 &%和 $%长末

端重复序列，“’()”示新霉素抗性基因。表达载体

*!+,-. 和空载体 *!’/0 的质粒 1’2 经 345 法纯

化后备用［6］。

!"# 大鼠肾病模型的建立［7］

雄性 89:;<= 大鼠购回后适应环境 - 周。随机选

出 > 只，不做任何处理而作为正常对照组。其余动

物则用于制备肾病模型：腹腔注射 ?@戊巴比妥钠

（7& ABCDB 体重）麻醉动物，然后按 6E& ABCDB 体重

的剂量经尾静脉注射溶于生理盐水的阿霉素（? ABC
A!）- 次。每周定时称量体重、收集 F G 尿液和测定

尿蛋白浓度等指标。

!"$ 心钠素基因经肌肉或静脉导入肾病动物体

内［%，$，&］

!"$"! 动物分组：将体重增长速度明显降低、尿量

明显减少和尿蛋白浓度明显升高的肾病动物分为 7
组，即经静脉注射心钠素基因表达载体 *!+,-. 的

静脉治疗组（G2’3C9H）和经静脉注射空载体 *!’/0
的静脉对照组（’5C9H），经肌肉注射 *!+,-. 的肌肉

治疗组（G2’3C9A）和经肌肉注射空载体的肌肉对照

组（’5C9A）。另外 > 只未经任何处理的动物为正常

对照组（’)=A<I）。

!"$"% 心钠素基因表达载体的导入：采用裸 1’2
静脉内或肌肉内直接注射法。首先将心钠素基因表

达载体 *!+,-. 和空载体 *!’/0 溶于生理盐水，使

成 JE& ABCA! 的溶液。腹腔注射戊巴比妥钠（?& ABC
DB 体重）麻醉动物后，按 & ABCDB 体重的剂量将 1’2
溶液从尾静脉或两后肢的股四头肌处注入。

!"& 生理指标的检测

每周定时称量体重、收集尿液、测定尿蛋白和尿

中的钾、钠离子浓度，眼眶取血分离血浆，用放免法

检测血浆中的心钠素浓度，具体操作按试剂盒所附

说明书进行。

!"’ 统计学处理

数据以 A(<K L : 表示，对组间差异进行 ! 检验

分析。

% 结 果

%"! 大鼠肾病模型的建立

与正常对照组动物相比，阿霉素注射 - 周后大

鼠体重的增长速度就开始减缓，第 ? 周时更明显：

?-$ L -&E> "# -6& L -FE$ B（ ! M FEJJ，$ N JEJJ-）（图

-）。阿霉素使大鼠的尿量C体重比明显降低，第 ? 周

为 $&E. L ?E6> "# -FE7 L $E?7 A!CDBEFG（ ! M -&E6&，

$ N JEJJ-）（图 ? ）。另外，阿霉素还使大鼠的尿蛋

白浓度明显升高，第 - 周的结果即为 ?$E& L 7E?F "#
&.E> L &E-$ AB@（ ! M ->EFJ，$ N JEJJ-）（图 $）。

图 - 静脉注射阿霉素对动物体重的影响

O9BP- 4QQ(R; )Q <S=9<ATR9K )K U)ST V(9BG;
!$ N JEJ&，!!!$ N JEJJ- "# K)=A<I

图 ? 静脉注射阿霉素对动物“尿量C体重比”的影响

O9BP? 4QQ(R; )Q <S=9<ATR9K )K ;G( =<;9) )Q W=9K( H)IWA(
;) U)ST V(9BG;

!!!$ N JEJJ- "# K)=A<I

图 $ 静脉注射阿霉素对动物尿蛋白浓度的影响

O9BP$ 4QQ(R; )Q <S=9<ATR9K )K R)KR(K;=<;9)K )Q W=9K<=T *=);(9K
!!!$ N JEJJ- "# K)=A<I

%"% 人心钠素基因转移对肾病动物泌尿功能的影

响

无论是肌肉注射，还是静脉注射，从心钠素基因
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转移后的第 ! 天起，治疗组动物的尿量"体重比就明

显高于注射空载体的阴性对照组，而阴性对照组动

物的尿量"体重比在整个试验期间都呈下降趋势（表

#）。说明外源心钠素基因在肾病动物体内的表达可

促进其受损肾脏泌尿功能的改善，肌肉注射和静脉

注射两种基因转移途径在利尿作用的时间和强度方

面无明显差异。

表 ! 静脉或肌肉注射心钠素基因对肾病动物

“尿量"体重比”的影响

#$%&’ ! ())’*+, -) .$/’0 123 0’&45’67 4.+6$89,*9&$6&7 -6
4.+6$5’.-9,&7 -. +:’ 6$+4- -) 964.’ 5-&98’ +- %-07 ;’4<:+

-) 6$+, ;4+: ’=>’648’.+$& .’>:6->$+:7

$%&’( )&* +%,-.%,/.0,1.
+&2.-.%,/.0,1."03·456 #·786 #

9/: ! 9/: #; 9/:#!

)&%0/<

)$"= *0

8>)+"= *0

)$"= * ?

8>)+"= * ?

@

7

7

7

7

A!BC D EBF@

#7BF D EBG@

#!BC D EB@A

#FBA D EBE@

#7B# D EBCF

A;B7 D EB#F

#GBA D #BF#

#FB7 D #BE!!!!

#GB@ D #BFG

#FBF D EB!G!

EGB# D EBFA

##BF D #B7G

#CBE D EBFF!!!

#EB@ D EB!F

#CB@ D EBAF!!!

EFBG D AB!E

CBEG D EB!F

E#B# D EBEA!!!

##B7 D ABFE

EEBG D ABE!!!!

>HH%,?=/.=&1：)$，1,5/.=?, 5%&’(

!( I ;B;!，!!( I ;B;#，!!!( I ;B;;# !" )$"=B0 &% )$"=B ?：

8>)+"=0 !" )$"=0：#! J AB@E，$ I ;B;#；##; J !BF#，$ I ;B;;#；

##! J @B!G，$ I ;B;;#B

8>)+"=? !" )$"=?：#! J EBA#，$ I ;B;!；##; J GBC#，$ I ;B;;#；

##! J !BA7，$ I ;B;;#B

表 ? 静脉或肌肉注射心钠素基因对肾病动物体重的影响

#$%&’ ? ())’*+, -) .$/’0 123 0’&45’67 4.+6$89,*9&$6&7
-6 4.+6$5’.-9,&7 -. %-07 ;’4<:+ -) 6$+, ;4+:

’=>’648’.+$& 6’.$& .’>:6->$+:7

$%&’( )&* +%,-.%,/.0,1.
K&L: M,=58."5

9/: ! 9/: #; 9/: #!

)&%0/<

)$"= *0

8>)+"= *0

)$"= * ?

8>)+"= * ?

@

7

7

7

7

E#A D #!B@

#FA D #GB7

#F! D #7BG

#FG D #FBA

#FA D #7B@

EG# D #ABC

#FE D #ABE

#@C D #EBF!

#F; D #EB@

#C# D #GBF!

EFC D #GBF

#7# D #AB@

#CF D #GB7!!

#!@ D #!BE

E#A D #!B#!!!

A#F D EEBA

#!A D #FB!

EEA D #!B#!!!

#!G D #ABF

EA! D #!B7!!!

>HH%,?=/.=&1：)$，1,5/.=?, 5%&’(

!( I ;B;!，!!( I ;B;#，!!!( I ;B;;# !" )$"=B0 &% )$"=B ?：

8>)+"=0 !" )$"=0：#! J EBEF，$ I ;B;!；##; J GBAC，$ I ;B;#；

##! J FBGE，$ I ;B;;#B

8>)+"=? !" )$"=?：#! J EB7G，$ I ;B;!；##; J 7BEC，$ I ;B;;#；

##! J CB!7，$ I ;B;;#B

?@A 人心钠素基因转移对肾病动物体重的影响

从表 E 中的数据可以看出，在心钠素基因转移

! L 后，两种给药途径的治疗组动物体重的增长速度

即明显加快，到第 #; 和 #! 天时，治疗组与相应的阴

性对照组动物之间的差异更明显。说明外源心钠素

基因在肾病动物体内的表达能够促进其体重的增

长，并且两种基因转移途径的效果无明显差异。

?@B 人心钠素基因转移对肾病动物尿蛋白浓度的

影响

由表 A 可以看出，不管是肌肉注射，还是静脉注

射，也不管是治疗组，还是注射空载体的阴性对照

组，所有肾病动物的尿蛋白浓度在整个试验期间均

有所升高。说明肾病动物的尿蛋白浓度的变化与外

源心钠素基因的导入与否和导入途径无关。

表 A 静脉或肌肉注射心钠素基因对肾病动物尿蛋白

浓度的影响

#$%&’ A ())’*+, -) .$/’0 123 0’&45’67 4.+6$89,*9&$6&7 -6
4.+6$5’.-9,&7 -. +:’ *-.*’.+6$+4-. -) 964.$67 >6-+’4., -)

6$+, ;4+: ’=>’648’.+$& 6’.$& .’>:6->$+:7

$%&’( )&* +%,-.%,/.0,1.
N%=1/%: (%&.,=1"05O

9/: ! 9/: #; 9/: #!

)&%0/<

)$"= *0

8>)+"= *0

)$"= * ?

8>)+"= * ?

@

7

7

7

7

E!BE D EBA!

F@BG D !BF#

FCB@ D FBEG

FFB! D @B#7

@;BE D !BA@

E@B# D ABCG

@FBA D 7BCE

@7BC D @BF!

C;BG D CBEF

CEBG D ##BF

AEBF D GBF!

#;7BG D #!B@

CEBF D #FB7

##;BA D #@BG

##!BF D EEBA

AFBG D EBA7

#AGB! D #FBA

#EEBA D #!B#

#AAB@ D #FBF

#EGBE D E#BF

>HH%,?=/.=&1：)$，1,5/.=?, 5%&’(

?@C 心钠素基因转移对肾病动物其它指标的影响

放免法检测结果表明，在人心钠素基因导入肾

病动物体内 ! L 后，动物血浆中的心钠素浓度明显

升高，肌肉治疗组（##A D @B7 (5"03）明显高于肌肉对

照组（@F D FB# (5"03，# J !BF#，$ I ;B;;#）；静脉治

疗组（##! D FB@ (5"03）明显高于静脉对照组（C; D
FBG (5"03，# J !BF;，$ I ;B;;#）。而正常对照组动

物的血浆心钠素水平（7E D 7BA (5"03）则明显低于

其它各组。注射空载体的肌肉对照组和静脉对照组

动物的血浆心钠素水平明显高于正常对照组的结果

提示，在肾功能因为阿霉素而受损并因此而出现尿

量明显减少的情况时，为维持机体原有的水盐代谢

平衡，动物的血浆心钠素水平可能会出现代偿性升

高。而肌肉治疗组和静脉治疗组动物的血浆心钠素

水平和尿量"体重比均明显高于空载体组的结果却

说明，外源心钠素基因经肌肉和静脉注射法导入体

内后，不仅可以表达，其表达产物可以进入血循环，

而且还可改善阿霉素肾病动物的泌尿功能。

尽管肌肉和静脉治疗组动物的血浆心钠素浓度

明显升高，尿量也明显增加了，但是，其尿中的 PQ

和 )/Q 浓度却只有降低和升高的趋势，而无显著性

AF77 期 李 涛等：阿霉素肾病大鼠肌肉和静脉注射心钠素基因利尿作用的比较研究



变化。另外还观察到，在心钠素基因导入后，两个治

疗组动物的毛色和精神状态明显改善，食欲也有所

增强。

! 讨 论

体内外试验都证实心钠素多肽具有明显的利尿

利钠、舒张血管、降低血压和提高肾小球滤过率等广

泛的生理作用，这些作用在消除肾病的水钠潴留等

症状、改善肾功能、防治心力衰竭和高血压等并发症

方面具有非常重要的意义。但由于心钠素多肽有半

衰期短和需要连续点滴等缺点，尤其是在肾功能受

损的情况下短期静脉滴注时往往无法实现其利尿利

钠作用，以致于人们对其治疗肾病的能力产生了怀

疑［!］。所以，本工作所获结果对于心钠素基因应用

潜力的进一步开发和肾病等疾病的基因治疗研究工

作的开展来说是一个良好的开端。

在本工作中，无论是肌肉注射还是静脉注射，当

心钠素基因被导入肾病动物体内并有效表达后，均

可实现血浆心钠素浓度明显升高、长达 "# $ 以上的

利尿作用、体重增长速度明显加快以及动物的精神

状态好转等多种效应。说明即便是在肾功能受损的

情况下，心钠素仍然具有的明显的利尿作用，而且这

种作用是通过心钠素的持续性供应和作用来实现

的，正因为如此，与心钠素多肽相比，在肾病等疾病

的治疗方面心钠素基因具有明显的优势。需要指出

的是，尽管肌肉和静脉注射这两种转移心钠素基因

的方式同样有效，但从实用的角度来说前者更可取。

由于在肾病动物模型建成之后和外源基因导入

之前未对动物的血浆心钠素水平进行检测，故只能

对肌肉和静脉空载体组动物的血浆心钠素水平均明

显高于未接受任何处理的正常对照组的现象进行一

些推测。首先，由于空载体组动物所接受的是不含

心钠素基因的空载体，所以，其血浆心钠素水平的升

高是外源基因导入的结果的可能性不大。另一方

面，由于心钠素具有利尿利钠等调节水盐代谢平衡

的作用，故认为肾病动物血浆心钠素浓度的升高可

能是动物在肾功能受损后为维持机体原有平衡而出

现的一种代偿性反应。可能是因为其上升的幅度还

不足以抵消阿霉素所至的肾损伤的缘故，空载体组

动物的尿量在整个试验期间呈递减的趋势。而对于

导入心钠素基因的治疗组动物，可能是因为其血浆

的心钠素水平较之空载体组动物有更大程度的提

高，使肌肉治疗组（%"&" ’ %&%! ()·*+, "·-., "）和静

脉治疗组（%%&/ ’ !&%# ()·*+, "·-., "）动物的尿量0

体重比分别恢复到了正常对照组（%1&/ ’ !&#% ()·
*+, "·-., "）的 11&23和 4"&43。

有证据表明，在给肾病综合征患者使用心钠素

多肽后可以使其尿蛋白浓度明显升高［/］，但本工作

的结果却不支持这一结论，因为在导入心钠素基因

后，尽管治疗组动物的尿蛋白浓度于试验期间在不

断升高，然而其上升幅度并不比阴性对照组动物的

高。推测出现这种差异的原因可能与疾病的诱因、

严重程度、药物形式（如多肽药物或 567 药物）和药

物剂量等因素有关［4］。具体机制有待于进一步研

究。

将心钠素多肽以静脉点滴的方式用于动物或人

体时，由于其强大的利尿利钠作用而可使受试对象

尿中的 689 浓度明显升高［4］，但在本工作中却未曾

观察到这种变化。这种现象同样存在于心钠素基因

的转基因小鼠中［:］。其具体机制尚不清楚，推测认

为，在有外源心钠素基因长期存在或自身的心钠素

基因部分失活的情况下，动物可能动员了心钠素系

统以外的水盐代谢系统，经长期适应而实现了新的

平衡［:］。

综上认为，心钠素基因经体细胞转移可以克服

心钠素多肽半衰期短和需连续滴注等缺点，对肾病

具有良好的治疗作用，并且可能在与水盐代谢紊乱

有关的其它疾病的防治中发挥作用，值得深入研究。
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