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L-精氨酸对肾脏组织形态和HSP70表达的影响
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摘 要：目的：探讨L-精氨酸(L-Arg)对肾脏应激蛋白70(heat shock protein70，HSP70)表达量的影响，以及L-Arg对肾功能

的保护作用机制。方法：以仔猪为模型，按照性别、体质量以及血缘一致原则随机分成2组：对照组、L-Arg组(基础

日粮+0.6% L-Arg)。仔猪断奶后饲养7d，于第8天取血浆和肾脏组织，氨基酸分析仪测定血浆中的L-Arg、鸟氨酸(Orn)
和瓜氨酸(Cit)。同时，荧光实时定量PCR测定肾脏中HSP70和诱导型一氧化氮合成酶(iNOS)mRNA表达水平，免疫印记

(Western blotting)方法测定HSP70和iNOS的蛋白表达量，以及观察肾脏组织形态变化。结果：日粮中添加L-Arg可显著提高

仔猪血浆中L-Arg和Orn的含量，同时减少肾小管中红细胞的数量和提高肾脏中iNOS和HSP70基因表达水平，以及HSP70
的蛋白表达量。结论：在仔猪的日粮中添加L-Arg增加HSP70的蛋白和基因表达水平以及iNOS mRNA表达水平，维持肾脏蛋

白构象的稳定，抑制应激引起的肾脏细胞凋亡途径的活化，减轻肾小管形态学损伤，避免断奶应激引起的肾脏损伤。
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Effect of L-Arginine on Kidney Morphology and HSP70 Expression in Piglets
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Abstract：Objective: To investigate the effect of L-arginine (L-Arg) on the expression of heat shock protein 70 mRNA and protein 
in kidney cells and its renal protective effect and mechanism. Methods: Twelve weaned piglets were randomly divided into two 
groups (6 piglets per group): one was control group and the other was L-Arg group, both of which were consistent with each other 
in terms of sex, body weight and consanguinity. A daily basal diet was fed to both groups and in addition, L-Arg was supplemented 
to the basal diet for the L-Arg group. After 7 d of feeding, all the piglets were killed, and plasma was collected for determination of 
the contents of L-Arg, ornithine (Orn) and citrulline (Cit) and kidney was also collected to determine the mRNA expression levels of 
HSP70 and inducible nitric oxide synthase (iNOS) by PCR and the protein expression levels of HSP70 and iNOS by Western blotting 
and to observe morphological changes. Results: L-Arg supplementation significantly increased plasma levels of L-Arg and Orn, 
mRNA expression levels of HSP70 and iNOS and HSP70 protein expression level and reduced the number of erythrocytes in kidney 
tubules. Conclusion: L-Arg supplementation to the diet of piglets can elevate HSP70 protein and mRNA expression and iNOS mRNA 
expression in the kidney and protect the kidney through maintaining the conformational stability of proteins, inhibiting the activation 
of apoptotic pathways of cells and alleviating kidney damage induced by weaning stress.
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精氨酸(L-arginine，L-Arg)是一种条件性必需氨基

酸，可在一氧化氮合成酶(NOS)的作用下生成一氧化氮

(nitric oxide，NO)，NO是一种内源信使分子、血管内

皮舒张因子[1]。L-Arg可通过L-Arg/NO途径，增强Ⅱ型

糖尿病病人体内抗氧化能力，抑制自由基的产生，减少

并发症的发生；也可舒张血管，抗血小板凝结，减低血
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压，对心脑血管疾病也有一定的药理作用[2]。在临床可以治

疗烧伤，肾脏充血引起的内脏感染和免疫功能紊乱[3-4]。因

此，L-Arg在体内可作为治疗肥胖、糖尿病和代谢综合的

新型药物。L-Arg可提高断奶大鼠的生长性能 [5]，对肾脏

功能紊乱提供良好的预防作用。Klahr等[6]研究表明L-Arg
可保护肾小管功能，降低各种肾小管损伤的酶的分泌，

减轻肾小管形态学损伤。NO作为一种重要的血管活性物

质，其含量的改变与肾小球的滤过、肾血流动力学水平

和肾机能的紊乱密切相关[7]。Baylis[8]研究表明肾脏中NO
含量降低、抑制一氧化氮合成酶活性或精氨酸缺乏引起

NO合成不足，均会影响肾脏功能，甚至发生病变。

仔猪断奶阶段易受到营养、环境和代谢等应激因素

的影响，肾脏呈现轻度或重度局灶性、间质性肾炎，肾

小管的间质内有结缔组织增生。热休克蛋白(heat shock 
proteins，HSPs)是一类具有维持机体自身稳定的多功能应

激蛋白，多种刺激均可诱导其表达，尤其在应激细胞中表

达被高度诱导。在应激状态下，HSP对肾脏起着重要保护

作用。在肾脏缺血再灌注中HSP27、HSP70、HSP90等多

种HSPs表达提高数倍，可避免肾脏损伤和加快肾脏功能修

复[9]。食物中添加L-Arg可促进断奶仔猪肠道黏膜HSP70表
达，在肾脏功能衰竭的动物模型中的研究结果表明L-Arg
可通过释放NO缓解肾脏功能衰竭的症状

[10]
。本实验旨在

研究日粮中添加L-Arg对仔猪断奶应激期肾脏形态和HSP70
表达的影响，探讨L-Arg对肾脏保护机制，为L-Arg在人类

和动物的营养保健中的应用提供科学依据。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 动物饲养与试剂

选取杜长大三元仔猪12头，于21日龄断奶后按照性

别、体质量以及血缘一致原则随机分成2组，每组6头。

各实验组分别饲喂基础日粮(SD)和SD+L-Arg(质量分数

0.6%)，实验期为7d。基础日粮配方为：玉米(499g/kg)、
豆粕(242g/kg)、鱼粉(60g/kg)、乳清粉(90g/kg)和乳脂粉(粗
脂肪50%，60g/kg)为主要成分。本实验参照美国国家研

究委员会(National Research Council，NCR)1998营养需要

推荐及饲养标准配制基础日粮，日粮的平衡考虑消化能

(14.2MJ/kg)、粗蛋白(200g/kg)以及主要限制性氨基酸(赖
氨酸、蛋氨酸、半胱氨酸、苏氨酸及色氨酸)的表观回肠

末端消化率及钙和磷的含量。

精氨酸 日本Ajinomoto公司；肝素钠 上海

宝曼生物科技公司；TRIzol、焦磷酸二乙酯 美国

Invitogen公司；DNA消化酶Ⅰ(RNase Free，1000U)、反

转录试剂盒 加拿大MBI Fermentas公司；DRR041A 
SYBR Premix Ex Taq 日本TaKaRa公司；兔抗人多克

隆抗体 加拿大Stressgen Bioreagents公司；羊抗兔二抗 

武汉博士德公司；ECL化学发光试剂 美国Pierce公司。

1.2 仪器与设备

L28800型全自动氨基酸分析仪 日本日立公司；

YS100光学显微镜 日本Nikon公司；石蜡切片机 

德国莱卡公司；JG328型分析天平 上海第三分析仪器

厂；5415D/R超速离心机、533105588梯度PCR仪 德

国Eppendorf公司；NanoDrop ND-1000分光光度计 美

国NanoDrop Technologies公司；DYY-6B电泳仪 北

京市六一仪器厂；GDS-8000凝胶成像系统 美国UVP 
Biolmaging System公司；ABI7900HT实时定量PCR仪   

美国ABI公司；Mini3垂直电泳槽和垂直电转槽 美国

Bio-Rad公司。

1.3 动物管理与样品采集

于实验第8天空腹12h后颈静脉采血10mL，肝素钠

抗凝，静置20min后3000r/min离心15min后分离血浆，然

后心脏放血致死，迅速剖开腹腔，取肾脏样品置于液氮

中，进行荧光定量聚合酶链式反应(RT-PCR)、蛋白印迹

检测，然后取肾脏组织在中性福尔马林溶液保存，用于

免疫组化和组织病理学观察。

1.4 分析与测定

1.4.1 血浆中氨基酸浓度的测定

氨基酸分析仪过茚三酮柱后衍生法测定血清中

L-Arg、Orn和Cit的浓度。

1.4.2 HE染色测定肾脏

肾组织经石蜡包埋、切片，苏木精-伊红染色法(HE)
染色，切片制作完成后，在光学显微镜观察肾小管和肾

小球毛囊中的红细胞数目。

1.4.3 RT-PCR测定肾脏组织中HAP70 mRNA表达水平

RT-PCR分析肾脏组织HSP70的表达水平：用Trizol方
法从肾脏组织中提取总RNA，同时根据试剂盒按照说明

书，使用Fermentas反转录试剂盒翻转mRNA为cDNA。引

物序列如表1所示。

表 表 1 1 仔猪仔猪GAPDHGAPDH、HSP70HSP70和iNOS mRNAiNOS mRNA上游和下游引物序列上游和下游引物序列

Table 1 The upstream and downstream primer sequences of GAPDH, Table 1 The upstream and downstream primer sequences of GAPDH, 

iNOS and HSP70 in pigletsiNOS and HSP70 in piglets

项 上游序列 下游序列

HSP70 5'-GCGAAGTTGTGTTGGTTG-3' 5'-GCGAAGTTGTGTTGGTTG-3'
iNOS 5'-CCCTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAGG-3' 5'-GGCTGTCAGAGCCTTGT-3'

GAPDH 5'-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3' 5'-AGATCCACAACGGATACATT-3'

荧光定量采用二步法，分别为PCR反应条件：酶激活

95℃ 30s；循环(95℃ 5s，60℃ 30s)，共进行40个循环。采用

2-ΔΔCt法[11]，以GAPDH为内参测定mRNA相对表达量。

1.4.4 免疫印迹分析肾脏中HSP70蛋白表达水平

取约100μg肾脏样品提取蛋白，用Bicinchoninic acid
蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度，每个肾脏样品取10μg总
蛋白，4%～10% SDS-PAGE凝胶电泳，80V电泳至溴酚



※营养卫生                            食品科学 2012, Vol.33, No.21  273

蓝达分离胶，加大电压至100V，直至溴酚蓝达凝胶的底

部，半干电转移至硝酸纤维膜上，5%脱脂奶粉封闭。加

入1:1000稀释的兔抗人多克隆抗体，37℃温育2h，加入

1:3000辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗，室温振荡孵育

2h，PBS洗膜，ECL化学发光试剂显像检测。以β-actin蛋
白做为内参。 

1.5 数据处理及统计分析

用 S P S S 1 3 . 0统计软件进行单因素方差分析和

DUNCAN式多重比较，数据以 x±s表示，统计显著性水

平为P＜0.05。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 L-Arg对仔猪血浆中氨基酸浓度的作用

表 2 表 2 L-Arg对仔猪血浆Arg、Orn和Cit浓度的影响(-Arg对仔猪血浆Arg、Orn和Cit浓度的影响( x±s, s, n＝6)＝6)

Table 2 Effect of Table 2 Effect of L-Arg on plasma Arg, Orn and Cit levels in piglets-Arg on plasma Arg, Orn and Cit levels in piglets

( x±s, s, n＝6)＝6)

氨基酸 对照组 L-Arg组
L-Arg含量/(nmol/mL) 283.00±20.24 319.81±73.29*
Orn含量/(nmol/mL) 206.50±21.90 222.40±16.84*
Cit含量/(nmol/mL) 61.63±22.74 86.11±29.58

注：*. 与对照组相比有显著性差异 (P ＜ 0.05)。下同。

如表2所示，血浆氨基酸水平结果实验组较对照组的

L-Arg和Orn均有显著升高(P＜0.05)，Cit组和对照组相比

没有显著差异(P＞0.05)。因此日粮中添加L-Arg可使仔猪

血浆中L-Arg和Orn的含量显著升高。

2.2 L-Arg对仔猪肾脏质量的影响

表 3 日粮中添加表 3 日粮中添加L-Arg对仔猪肾脏质量的影响(-Arg对仔猪肾脏质量的影响( x±s, s, n＝6)＝6)

Table 3 Effect of Table 3 Effect of L-Arg on kidney weight in piglets (-Arg on kidney weight in piglets ( x±s, s, n＝6)＝6)

项 对照组 L-Arg组

肾脏质量/g 15.08±1.83 17.83±3.33

如表3所示，与对照组相比，仔猪日粮中添加L-Arg
对肾脏质量没有显著影响(P＞0.05)，但添加L-Arg可使仔

猪肾脏质量升高12.2%，日粮添加L-Arg有使肾脏质量增

加的趋势。

2.3 L-Arg对仔猪肾脏形态学的影响

A

BB

A. 对照组；B. L-Arg组。

图 1 图 1 L-Arg对仔猪肾脏形态学的影响-Arg对仔猪肾脏形态学的影响

Fig. 1 Effect ofFig. 1 Effect of L L-Arg on kidney morphology in piglets-Arg on kidney morphology in piglets

由图1可知，与对照组相比，日粮中添加L-Arg仔猪

的肾脏肾小管结构轮廓较为明显，上皮细胞结构较为饱

满，无溶核现象发生；肾小球囊内血红细胞数目减少。

2.4 L-Arg对仔猪肾脏HSP70和iNOS mRNA表达的影响
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图 2 图 2 L-Arg对仔猪肾脏中HSP70和iNOS mRNA表达量的影响(-Arg对仔猪肾脏中HSP70和iNOS mRNA表达量的影响(n=6)=6)

Fig. 2 Effect of Fig. 2 Effect of L-Arg on mRNA expression of HSP70 and iNOS in the -Arg on mRNA expression of HSP70 and iNOS in the 

kidney of piglets (kidney of piglets (n=6)=6)

由图2可知，仔猪日粮中添加L-Arg可显著提高肾脏中

HSP70和iNOS mRNA的表达量(P＜0.05)。因此，日粮添加

L-Arg可显著提高仔猪HSP70和iNOS mRNA在肾脏中表达量。

2.5 L-Arg对仔猪肾脏HSP70蛋白表达量的影响
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图 3 图 3 L-Arg对仔猪肾脏中HSP70蛋白表达水平的影响(-Arg对仔猪肾脏中HSP70蛋白表达水平的影响(n=6)=6)

Fig. 3 Effect of Fig. 3 Effect of L-Arg on HSP70 protein expression in the kidney of -Arg on HSP70 protein expression in the kidney of 

piglets(piglets(n=6)=6)

由图3可知，与对照组相比，添加L-Arg的仔猪肾脏

中HSP70蛋白表达量显著升高(P＜0.05)，因此精氨酸可

提高肾脏中HSP70蛋白量的表达。

3 3 讨 论

肾脏可过滤血液中有害的代谢物，是人体重要的器

官。幼年时期肾脏容易受到环境和基因的影响，造成慢
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性肾脏疾病、急性肾脏损伤等疾病[12]，大量研究表明添

加L-Arg可以通过L-Arg/NO途径治疗和缓解这些症状。而

仔猪的断奶时期，肾脏易发生多系统衰竭综合症，肾小

管的间质内结缔组织增生，易引起组织水肿；肾小囊内

出现蛋白性滤出物，可使肾囊压增高，滤出减少，排尿

量少，增加腹泻，影响仔猪的正常生长[13]。在食物中添

加L-Arg，增强肾脏血液流动的速度和肾小球滤过滤，以

及白蛋白和环鸟苷酸排泄量，缓解断奶应激对肾脏造成

的功能紊乱。亦大量研究证实L-Arg具有维持肾脏功能稳

定和治疗肾脏疾病的作用[6]。

实验结果表明仔猪日粮中添加L-Arg显著提高血清中

的L-Arg和Orn，对Cit浓度没有显著影响。Orn、Cit等属

于精氨酸家族氨基酸，在大多数哺乳动物的肠道、肝脏

和肾脏内通过复杂的代谢可互相转化[14]，维持体内各种

氨基酸含量的平衡。肾脏质量是衡量肾脏健康状况的一

个重要指标，本实验结果表明日粮中L-Arg添加可使仔猪

肾脏质量具有增加的趋势。

Chander等[10]研究表明患有急性肾脏衰竭的小鼠肾脏

中红细胞释放进入血液循化而血红细胞中包含吸附NO的

血红素成分，导致NO氧化生成氮，NO含量降低，降低

血流量，加剧肾脏损伤，L-Arg或NO释放因子可缓解这

一症状。肾脏组织HE染色的形态学结果表明，仔猪日粮

中添加L-Arg改善肾小管结构和降低血红细胞数目，避免

血红细胞释放的血红蛋白对肾脏血管的危害，同时外源

性L-Arg亦可降低与肾小管损伤相关酶的分泌，减轻肾小

管形态学损伤[15]，对仔猪的肾脏具有保护作用。

在仔猪的食物中添加L-Arg，可提高iNOS活性，加速

NO合成。NO在体内可调节入球动脉、系膜细胞、球后

直小血管的功能[16]。生物体中富含低分子质量硫醇谷胱

甘肽，NO在氧化还原形成S-亚硝基硫醇和二硫物的过程

中，刺激肾脏中HSP70的表达，抑制应激和细胞凋亡途径

的活化[17]。而HSP70是经典的HSP成员，是一类具有维持

机体自身稳定功能的应激蛋白，多种刺激均可诱导其表

达[18]，在细胞应激状态下具有维持蛋白质的正确构象、避

免RNA及DNA合成过程中遭受损伤等多种生物学功能。

Bidmon等[19]研究表明肾脏局部缺血时，HSP70可修复远

端肾小管的结构和抑制肾脏细胞死亡途径的活化，维持

肾脏功能的稳定。本实验结果表明仔猪日粮中添加L-Arg
提高肾脏中iNOS mRNA表达量；肾脏中HSP70在mRNA
和蛋白表达水平都有显著升高。因此，在仔猪的日粮中

添加L-Arg可显著增加肾脏iNOS mRNA的表达，提高肾脏

血管中NO浓度，促进肾脏中HSP70 mRNA和蛋白水平上

得表达，这与刘燕等[20]研究结果相一致。而Manucha等[21]

研究表明HSP70可抑制肾脏细胞凋亡途径的活化，维持肾

脏中蛋白质的正确构象，避免肾脏损伤。同时，Baylis [22]

研究表明在慢性肾脏疾病中较低的NO含量会诱导血管红

细胞的释放、血管变性和血压升高等并发症。因此，添

加L-Arg、iNOS的mRNA表达量升高，促进肾脏NO的生

成，维持肾脏血管形态的正常以及诱导肾小管内皮细胞中

HSP70的表达[23]，维持肾脏中蛋白的正确构象和抑制细胞

凋亡的发生，保证仔猪应激期肾脏形态和功能的正常，这

与本实验中肾脏形态学的结果相吻合。

因此，在日粮中添加L-Arg，提高了血清L-Arg、Cit
含量，增加了肾脏中NO含量；同时形态学结果表明肾小

管结构的稳定和肾小球囊中血红细胞的数量减少，提高

仔猪肾脏中iNOS mRNA表达水平，促进HSP70蛋白质，

抑制细胞凋亡，有利于应激期肾脏生长和功能的维持。
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