
论著·基础研究

评估高血磷对肾脏钠磷协同转运子基因表达影响的动物实验研究

张　川
１，金承洛１△，李哲勋１，镡云辉１，王万辉２，赵　柏

１，付宜鸣３，刘　伟
１

（１．哈尔滨医科大学附属第二医院泌尿外科　１５００８６；２．黑龙江省林业总医院泌尿外科，哈尔滨１５００８６；

３．哈尔滨医科大学附属第一医院泌尿外科　１５００８１）

　　摘　要：目的　研究高血磷对大鼠肾脏Ⅱ型及Ⅲ型钠磷（ＮａＰｉ）协同转运子基因表达的影响。方法　将４８只ＳＤ大鼠，分成３

组：高血磷组（ＨＰ）注射果糖二磷酸钠；低血磷组（ＬＰ）喂食自制低磷饲料；正常血磷组（ＮＰ）喂食正常饲料，分别于第１、２、４、６周处

死３组中各４只样本，以３磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为参照基因，用半定量逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ＮａＰｉⅡａ

ｍＲＮＡ和ＮａＰｉⅢ ｍＲＮＡ在大鼠肾脏的表达情况，同时测定血清钙（Ｃａ），磷（Ｐ）及甲状旁腺激素（ｉＰＴＨ）。结果　（１）第１、２、４、６

周 ＨＰ组较ＬＰ组和ＮＰ组血Ｐ及ｉＰＴＨ均明显增高（犘＜０．０５），３组各阶段血清Ｃａ差异无统计学意义（犘＞０．０５）；（２）ＨＰ组较

ＬＰ组和ＮＰ组肾脏ＮａＰｉⅡａｍＲＮＡ表达明显减少（犘＜０．０５），且 ＨＰ组随着时间的增加ＮａＰｉⅡａ表达减少（犘＜０．０５）；（３）ＬＰ

组ＮａＰｉⅡａ较ＮＰ组在第４周开始明显增加（犘＜０．０５）；（４）第１、２、４周 ＨＰ组与ＬＰ组、ＮＰ组比较，ＮａＰｉⅢ ｍＲＮＡ表达差异无

统计学意义（犘＞０．０５），第６周 ＨＰ组ＮａＰｉⅢ ｍＲＮＡ表达比ＬＰ组和ＮＰ组高，且差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＬＰ组与 ＮＰ

组比较，ＮａＰｉⅢ ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　高血磷显著抑制 ＮａＰｉⅡａ转运体 ｍＲＮＡ的表达和影响Ｎａ

ＰｉⅢ转运体ｍＲＮＡ的表达，同时高磷血症是促进大鼠ｉＰＴＨ 增高的、不受钙影响的独立因素。
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　　近来研究显示高磷血症同慢性肾衰竭（ＣＲＦ）、继发性甲状

腺功能亢进、ＣＲＦ心脑血管疾病等具有密切关系。磷的代谢

主要通过肾脏和消化道，在正常情况下人体通过肾脏排出体外

的磷约占总排出量的７０％，经粪便排出约占３０％
［１２］。健康成

人磷的摄入和排泄基本相等，所以胃肠道和肾脏在维持机体磷

代谢的平衡中显得十分重要。目前大量研究证实，钠磷（Ｎａｐｉ）

８５１２ 重庆医学２０１４年６月第４３卷第１７期
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表１　　ＰＣＲ引物序列

目的基因 上游引物序列（５′３′） 下游引物序列（５′３′） 扩增产物（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ ＡＧＡＴＣＣＡＣＡＡＣＧＧＡＴＡＣＡＴＴ ＴＣＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴＣＡＣＡＧＣＡＡ ３０９

ＮａＰｉⅡａ ＣＡＴＧＧＣＣＡＡＧＧＣＡＣＴＧＧＧＣＡＡＡ ＴＡＧＡＧＣＣＧＧＧＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＧＴＧ ３２３

ＮａＰｉⅢ ＣＡＴＣＴＣＧＧＴＧＧＡＴＧＴＧＣ ＴＧＴＴＧＧＴＣＴＣＣＴＣＣＴＴＣＡ ３０６

协同转运子是生物体内细胞膜上一种依赖钠的跨膜蛋白，它在

调节细胞内磷代谢平衡中发挥了重要作用。目前从哺乳类动

物的细胞膜上已分离出３种ＮａＰｉ协同转运子：ＮａＰｉⅠ、ＮａＰｉ

Ⅱ和ＮａＰｉⅢ型协同转运子，其中ＮａＰｉⅡ又包括ａ、ｂ、ｃ３个亚

型［３］。故此本研究旨在进一步阐明高血磷同ＮａＰｉ协同转运子

的相关性，为临床进一步治疗和研究高磷血症及相关并发症提

出实验参考和依据。

１　材料与方法

１．１　动物及分组　４８只６～８周ＳＤ大鼠，体质量１９０～２００ｇ

（哈尔滨医科大学第二附属医院动物实验中心提供），分成３

组，每组１６只：高血磷组（ＨＰ组）腹腔注射果糖二磷酸钠（按１

ｍｇ／ｇ注射），低血磷组（ＬＰ组）按照 ＡＩＮ９３Ｇ标准，饲料含磷

０．２％，含钙０．５％，正常血磷组（ＮＰ组）按照 ＡＩＮ９３Ｇ标准，

饲料含磷约０．６％～１．２％
［４５］。分别在相同环境下单独饲养，

在饲养的第１、２、４、６周每组各处死４只样本，通过腹主动脉采

血和留取肾脏皮质标本完成实验。

１．２　方法

１．２．１　血清磷（Ｐ）、钙（Ｃａ）和甲状旁腺激素（ｉＰＴＨ）检测　在

日立７６００全自动生化分析仪上应用两点法检测血Ｐ、Ｃａ和

ｉＰＴＨ（试剂盒ＤＳＬ８０００，美国 ＤＰＣ）。

１．２．２　肾脏ＮａＰｉⅡａｍＲＮＡ和ＮａＰｉⅢｍＲＮＡ检测　将大

鼠肾脏皮质、髓质分开，取皮质约５０ｍｇ，ＴＲＩＺＯＬ法（Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司）抽提ＲＮＡ，Ｕｌｔｒｏｓｐｅｃ２０００光电比色仪测定其纯度

和含量，所提取的 ＲＮＡＡ２６０／Ａ２８０需在１．８～２．０范围内。

取总ＲＮＡ１μＬ，按逆转录试剂盒（ＡＢＩＲＴ试剂盒）以基因

ＧＡＰＤＨ为内参，引物序列主要参考文献［６７］进行设计（表

１）。ＮａＰｉⅡａ、ＧＡＰＤＨ 引物由金思考特科技有限公司合成，

ＮａＰｉⅢ引物由上海生工生物技术服务公司合成。反应条件：

９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃复性６０ｓ，７２℃延伸

９０ｓ，７２℃最后延伸３００ｓ，共３５个循环。将ＰＣＲ扩增产物在

１％琼脂糖凝胶中电泳，于紫外灯下拍照，采用天能 ＧＩＳ凝胶

图像分析系统（ＧＩ５２０１０，编号７０２４７１）读取各条带吸光度

（Ａ），比较此基因的相对表达水平，重复检测３次以上。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计学分析。计量资

料以狓±狊表示，组间比较采用χ
２ 检验。犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　不同饲料检测结果　检测结果显示：ＬＰ组含磷０．１９％，

ＮＰ组含磷０．７３％与预期标准一致。第６周 ＨＰ组大鼠死亡１

只，其余均存活至实验处死。

２．２　大鼠血清生化指标检测　各组血清Ｐ、Ｃａ、ｉＰＴＨ动态观

察见表２～５。在第１、２、４、６周 ＨＰ组较ＬＰ组和ＮＰ组血清Ｐ

及ｉＰＴＨ均明显增高（犘＜０．０５），ｉＰＴＨ在饲养的第２周开始

较第１周明显升高，并且 ＨＰ组ｉＰＴＨ的分泌量逐渐增加（犘＜

０．０５）。ＨＰ组、ＬＰ组和 ＮＰ组３个组中血清Ｃａ差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。在第２周开始，ＬＰ组血清Ｐ较ＮＰ组降低（犘

＜０．０５），第６周ｉＰＴＨ及血清Ｐ均明显下降（犘＜０．０５）。

表２　　术后第１周大鼠Ｐ、Ｃａ、ｉＰＴＨ水平（狓±狊）

组别 Ｐ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃａ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｉＰＴＨ（ｐｇ／ｍＬ）

ＮＰ ２．８４±０．６４ １．２３±０．１１ ３１．９４±６．９３

ＬＰ ２．７８±０．５９ １．２２±０．０９ ３１．６５±１７．５２

ＨＰ ４．０４±０．６５ １．２０±０．０６ ６７．６９±３１．４２

表３　　术后第２周大鼠Ｐ、Ｃａ、ｉＰＴＨ水平（狓±狊）

组别 Ｐ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃａ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｉＰＴＨ（ｐｇ／ｍＬ）

ＮＰ ３．１７±０．４８ １．２２±０．０９ ３３．７２±１０．１９

ＬＰ ２．４０±０．３２ １．２９±０．０８ ３３．０７±１２．７３

ＨＰ ４．１０±０．５９ １．２１±０．０８ ７５．３３±１７．２５

表４　　术后第４周大鼠Ｐ、Ｃａ、ｉＰＴＨ水平（狓±狊）

组别 Ｐ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃａ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｉＰＴＨ（ｐｇ／ｍＬ）

ＮＰ ３．０５±０．５６ １．１９±０．０７ ３２．４０±５．０３

ＬＰ ２．１２±０．８４ １．２０±０．０７ ３０．５５±５．４１

ＨＰ ３．９７±０．２７ １．２１±０．０７ ８０．４５±２２．７６

表５　　术后第６周大鼠Ｐ、Ｃａ、ｉＰＴＨ水平（狓±狊）

组别 Ｐ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃａ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｉＰＴＨ（ｐｇ／ｍＬ）

ＮＰ ２．７９±０．６９ １．２１±０．０６ ３１．９８±７．８６

ＬＰ ２．０５±０．７９ １．１４±０．１１ ２８．０２±１１．７９

ＨＰ ４．２７±０．６８ １．２２±０．１４ ８５．００±１７．６２

２．３　肾脏ＮａＰｉⅡａ、ＮａＰｉⅢ ｍＲＮＡ半定量分析　所提取的

ＲＮＡ在Ｕｌｔｒｏｓｐｅｃ２０００光电比色仪测定Ａ２６０／Ａ２８０均在１．８

～２．０，ＲＮＡ电泳可见５、１８、２８ｓ３条清晰条带（图１、２）。确定

抽 取物以ＲＮＡ为主，无降解及污染。术后第１、２、４、６周 ＨＰ

组均较ＬＰ组和ＮＰ组血Ｐ增加明显（犘＜０．０５），肾脏ＮａＰｉⅡ

ａ表达明显减少（犘＜０．０１），同时 ＨＰ组随着时间的增加，Ｎａ

ＰｉⅡａ表达减少（犘＜０．０５）；ＬＰ组 ＮａＰｉⅡａ较 ＮＰ组在第４

周开始明显增加（犘＜０．０５）；第１、２、４周 ＨＰ组较ＬＰ组、ＮＰ

组ＮａＰｉⅢ ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义（犘＞０．０５），第６周

ＮａＰｉⅢ ｍＲＮＡ在 ＨＰ组的表达比ＬＰ组和 ＮＰ组增加（犘＜

０．０５）。ＬＰ组与ＮＰ组比较 ＮａＰｉⅢ ｍＲＮＡ表达无明显差异

（犘＞０．０５），见表６。

图１　　肾脏ＮａＰｉⅡａ协同转运子ｍＲＮＡ第２周表达情况

图２　　肾脏ＮａＰｉⅢ协同转运子ｍＲＮＡ第２周表达情况

９５１２重庆医学２０１４年６月第４３卷第１７期



表６　　各组大鼠肾脏ＮａＰｉⅡａ和ＮａＰｉⅢｍＲＮＡ表达（狓±狊）

组别
术后第１周

ＮａＰｉⅡａ ＮａＰｉⅢ

术后第２周

ＮａＰｉⅡａ ＮａＰｉⅢ

术后第４周

ＮａＰｉⅡａ ＮａＰｉⅢ

术后第６周

ＮａＰｉⅡａ ＮａＰｉⅢ

ＮＰ ３．２８±０．０６ ２．２５±０．０３ ３．１７±０．０５ ２．２５±０．０２ ３．３５±０．０７ ２．２７±０．０３ ３．２２±０．０６ ２．２６±０．０１

ＬＰ ２．５３±０．０７ ２．２４±０．０１ ２．８５±０．０４ ２．１９±０．０４ ３．１３±０．０５ ２．２６±０．０２ ３．５７±０．０７ ２．２６±０．０２○

ＨＰ ２．２５±０．０６ ２．２５±０．０２ １．８７±０．０７＃ ２．２６±０．０１" １．１１±０．１２＃ ２．２８±０．０２" ０．９８±０．０９＃ ３．２３±０．０３△

　　：犘＜０．０５，与ＬＰ组、ＮＰ组在同一时间比较；＃：犘＜０．０５，与 ＨＰ组内其他时间点比较；△：犘＜０．０５，与ＬＰ组、ＮＰ组间比较；○：犘＞０．０５，与

ＮＰ组间比较；"：犘＞０．０５，与 ＨＰ组内其他时间点比较。

３　讨　　论

在本次实验中考虑到饲料中磷含量较高，会影响钙的吸

收［６］。所以对高磷组做了一定的调整，即采用正常饲养的同时

注射果糖二磷酸钠。ＨＰ组大鼠第４周ｉＰＴＨ明显升高（犘＜

０．０５），出现继发性甲状旁腺功能亢进表象。ＨＰ组在早期阶

段（第１周）即出现了明显的高血磷症，但从生化指标的测定结

果分析可以看出，高磷饲养的 ＨＰ组在不同的时间段血清

ｉＰＴＨ具有一定的差异性（犘＜０．０５），但是在第１、２、４、６周

ＨＰ、ＬＰ、ＮＰ３个组中的血Ｃａ无明显的差异（犘＞０．０５），再次

证实高血磷对ｉＰＴＨ的增加是不依赖血Ｃａ的独立原因
［７］。体

内磷代谢的动态平衡主要由甲状旁腺激素（ＰＴＨ）、１，２５（ＯＨ）

２Ｄ３、降钙素（ＣＴ）等来调节维持
［８］。故推测高血磷导致血中

ＰＴＨ水平升高，从而产生继发性甲状旁腺功能亢进（ＳＨＰＴ），

以增加血磷转化，代偿性使尿磷的重吸收减少，以适当缓解高

磷血症，减轻ＰＴＨ的进一步恶化。

尽管目前肾脏ＮａＰｉⅡｍＲＮＡ表达减少的机制尚不清楚，

但已证明ＮａＰｉⅡａ主要位于近端肾小管的刷状缘膜上，是肾

脏近曲小管中重吸收细胞外磷的主要转运子，其中 ＮａＰｉⅡａ

发挥主导作用。ＮａＰｉⅡｃ也具有一定的意义，其主要位于近

端肾小球细胞的基膜侧。ＮａＰｉⅡａ基因的表达调控主要在转

录后水平。在动物实验中位于 ＮａＰｉⅡａｍＲＮＡ交叉编码区

的心血管激活因子以及３′端非翻译区影响肾脏胞浆蛋白的转

录活性。ＮａＰｉⅡａ的功能受到多种激素或者非激素类物质的

影响［９］。本研究结果显示 ＨＰ组在术后第１周 ＮａＰｉⅡａｍＲ

ＮＡ表达较ＮＰ组明显下降（犘＜０．０５），与Ｌｏｓｔｓｃｈｅｒ等
［１０１１］报

道一致。但本研究中 ＨＰ组出现高Ｐ及高ＰＴＨ 血症，同时

ＮａＰｉⅡａｍＲＮＡ表达减少，提示高Ｐ及高ＰＴＨ血症影响Ｎａ

ＰｉⅡａ协同转运子在肾脏的表达，且可能通过减少肾小管 Ｎａ

ＰｉⅡａｍＲＮＡ的表达量，促使尿磷的重吸收减少，以适当缓解

高磷血症。在实验中还发现低磷饲养的ＬＰ组中 ＮａＰｉⅡａ转

运子ｍＲＮＡ的表达较 ＮＰ组在第４周开始明显增加，说明大

鼠近端小管ＮａＰｉⅡａ转运子 ｍＲＮＡ的表达与抑制同高磷饮

食和血清ＰＴＨ 具有密切的相关性，但同血清钙等无明显关

系。目前研究显示 ＮａＰｉⅡａ的表达和作用还常与 ＧＡＢＡ受

体相关蛋白、Ｎａ＋／Ｈ＋ 交换子调节因子ＰＤＺ蛋白、ＮＨＥＲＦ１

和ＮＨＥＲＦ３有关，通过对这些蛋白的影响可以影响 ＮａＰｉⅡａ

表达增加或者降低［１２］。ＮａＰｉⅢ协同转运子参与人和大鼠甲

状旁腺细胞对磷的转运，是生理或病理状态下维持细胞内磷浓

度的重要物质，目前证实 ＮａＰｉⅢ有２个亚型：Ｐｉｔ１和Ｐｉｔ２，

但在人平滑肌细胞及大鼠甲状旁腺一般只表达Ｐｉｔ１。甲状旁

腺细胞作为合成ＰＴＨ的唯一场所，其胞膜上对负责摄取磷而

直接影响ＰＴＨ合成的ＮａＰｉⅢ应起着关键性的作用
［１３１４］。在

本实验中可以发现，随着血磷的增加，ｉＰＴＨ随之增加，同时在

第６周 ＨＰ组ＮａＰｉⅢｍＲＮＡ表达较ＬＰ组与ＮＰ组增加（犘＜

０．０５），说明高磷通过作用于 ＮａＰｉⅢｍＲＮＡ高表达促进ＰＴＨ

分泌，同时促进细胞内磷升高，以减轻高血磷症状。然而 ＮＰ

组与ＬＰ组差异却无统计学意义（犘＞０．０５）。肾性骨营养不良

以前称为肾性骨病，包括高转化性骨病（又称甲状旁腺功能亢

进性骨病）、低转化性骨病（分为骨软化和骨再生不良两种）和

混合性骨病３种类型，是 ＣＲＦ患者常见并发症。Ｈｉｒｏｔａｋａ

等［１５］研究发现Ｓｌｃ２０ａｌ（Ｐｉｔ１）是 ＮａＰｉⅢ协同转运子中的一

员，它在大鼠的成骨过程和骨的矿化过程起着关键的作用。在

第６周 ＨＰ组ＮａＰｉⅢｍＲＮＡ较ＬＰ组表达升高，可能与骨的

矿物质代谢有关。迄今对于 ＮａＰｉⅢ的功能研究甚少，因此本

研究为进一步开展 ＮａＰｉⅢ协同转运子在ＳＨＰＴ发生发展中

的作用及机制的研究奠定了基础，可以为临床治疗ＳＨＰＴ寻

找新的途径，ＳＨＰＴ时除加强降磷治疗外，对ＮａＰｉⅢ协同转运

子功能的调节和阻断可以成为以后研究的方向，且具有非常重

要的意义。

高磷血症作为一种独立的疾病危险因素，越来越引起人们

的重视，高磷血症的防治将有效地降低各项并发症、提高患者

生活质量、降低病残率和病死率。本研究发现高磷环境下Ｎａ

Ｐｉ协同转运子的基因表达介导了磷的转运，促进了ＳＨＰＴ等

的发生。磷主要经胃肠道摄入，经肾脏排出。高磷血症的防治

措施主要包括限制磷摄入和促进磷排出，因此，高磷血症的研

究及治疗中，ＮａＰｉ协同转运子是一个较好的突破点，需要进一

步的深入研究。
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为，艾灸足三里、关元穴可以抑制ＳＩ、ＴＩ降低。

大强度运动会导致体内自由基累积，自由基攻击机体生物

膜系统的不饱和脂肪酸，引起生物膜的功能障碍，加重组织损

伤［８］。ＭＤＡ是脂质过氧化产物中的一种，是衡量机体内自由

基代谢的敏感指标，ＧＳＨＰＸ、ＳＯＤ、ＣＡＴ是常见的抗氧化酶

类，其主要作用是清除自由基。有研究证实，大强度运动导致

机体胸腺、脾脏组织中抗氧化酶活性降低，ＭＤＡ含量升高
［９］。

本研究中，训练后胸腺、脾脏组织中ＧＳＨＰＸ、ＳＯＤ、ＣＡＴ活性

均呈现不同程度下降，而 ＭＤＡ含量上升，说明大强度运动使

胸腺、脾脏抗氧化系统清除自由基的速率远小于自由基生成的

速率。而艾灸足三里穴、关元穴能提高小鼠胸腺、脾脏组织中

ＧＳＨＰＸ、ＳＯＤ、ＣＡＴ抗氧化酶的活性，及时清除运动过程中产

生的自由基，阻止胸腺、脾脏组织中过氧化程度的加快，抑制

ＭＤＡ的生成。其可能的作用机制是：（１）与艾灸刺激的穴位

有关，关元穴的位置在任脉，任脉的重要功能是调节阴阳气血，

其脉经足三阴经与阴经脉交会，胸腺正处于任脉上，改善了胸

腺的功能。而足三里是全身强壮穴、保健穴，改善胃机能，脾胃

互为表里，必然促进脾脏功能的改善。（２）与艾灸时产生的辐

射有关，有研究表明，艾灸时产生的辐射能为机体细胞代谢提

供活力也能为能量缺乏的病态细胞提供活化能，对损伤的细胞

膜有一定的修复作用 ［１０］，提高胸腺、脾脏组织细胞膜的防御

能力。

实验结果证明，艾灸足三里穴、关元穴可提高训练小鼠外

周血ＣＤ３＋、ＮＫ、ＮＫＴ细胞数量，预防ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值失调；

同时抑制由于力竭训练造成的ＳＩ、ＴＩ的变化趋势，增强胸腺、

脾脏组织抗氧化酶的活性，减轻训练引起的免疫器官脂质过氧

化损伤。提示艾灸足三里、关元两穴可改善力竭训练引起的免

疫功能下降，提高机体免疫能力。然而，由于经费和实验条件

的受限，本实验未涉及小鼠恢复过程中（如小鼠恢复１２、２４ｈ）

外周血免疫指标及免疫器官抗氧化指标的变化情况，这将是本

课题组今后的研究方向。
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