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中文摘要: 
 

    腎臟纖維化(Renal fibrosis)在慢性腎臟病中是一個重要的病理

變化。大鼠的單側輸尿管阻塞 (Unilateral Ureteric Obstruction, UUO）

是表現間質炎性細胞浸潤和腎小管擴張並造成阻塞腎臟的腎小管間

質纖維化的一個動物模式。以血管張力素轉換酶抑制劑 (angiotensin 

converting enzyme inhibitor, ACEI) 、血管張力素受體阻斷劑

(angiotensin receptor blocker, ARB)或腎素直接抑制劑 (direct renin 

inhibitor, DRI) 阻斷腎素－血管張力素－醛固酮系統

(rennin-angiotensin-aldosterone system)或在糖尿病腎病變中已證實有

保護腎臟的作用。在這項研究中，我們經由病理檢查、免疫組織化學

特殊染色分析(immunohistochemical analysis)、西方墨點分析(Western 

blot)、反轉錄聚合酶連鎖反應(reverse transcription-PCR) 和血液的檢

測來評估 valsartan 與 aliskiren 合併治療對 UUO 所誘導的腎纖維化的

療效。我們分別在 UUO 後第七天和第十四天做評估。在這兩個不同

天數的大分組中，又細分有五個小組，分別是假性手術組、UUO 手

術加安慰劑組、valsartan 治療組、aliskiren 治療組及合併治療組。我

們觀察到合併治療或單獨治療都可顯著減少阻塞的腎臟的重量及長

度，也就是改善水腎的程度。特別的是，合併治療具有最佳的效果。

合併治療也比單獨使用 aliskiren 或 valsartan 明顯減弱 UUO 所造成
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的腎小管擴張、腎間質容積、腎間質膠原蛋白沉積、α-平滑肌肌動蛋

白的增加、ERK 1/2 的活化、單核細胞／巨噬細胞的浸潤、snail-1 和

β1 型轉化生長因子（TGF-β1）的訊息核糖核酸（m-RNA）的表現。

總結來說，合併治療明顯地減弱大鼠 UUO 所導致的腎纖維化中的腎

小管間質損傷，而且比 aliskiren 或 valsartan 單一治療效果更好。
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Abstract: 

Renal fibrosis is an important pathologic change in chronic kidney 

disease. Unilateral ureteral obstruction (UUO) in the rodent is a model 

exhibiting interstitial inflammatory cell infiltration and tubular dilatation 

followed by tubulointerstitial fibrosis of the obstructed kidney. The 

blockade of the renin-angiotensin-aldosterone system with either 

angiotensin converting enzyme inhibitor, angiotensin receptor blocker or 

direct renin inhibitor has renoprotective effect in diabetic nephropathy. In 

this study, we investigate the effect of a therapy combined aliskiren with 

valsartan on UUO-induced renal fibrosis by the pathologic examination, 

Western blot and reverse transcriptase PCR. Point counting method was 

used for scores of interstitial volume, interstitial collagen deposition, 

interstitial α-SMA and tubular dilatation to evaluate degree of renal 

fibrosis. We observed that the combination therapy or each alone all 

significantly blunted the degree of hydronephrosis determined by the 

increase of weight and length of the obstructed kidney. Specially, the 

combination therapy has the best renoprotective effect. The combination 

therapy also attenuated UUO related increases on the scores of tubular 

dilatation, interstitial volume, interstitial collagen deposition, α-smooth 
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muscle actin, the activation of ERK 1/2, the infiltrate of 

monocyte/macrophage, the mRNA expression of snail-1 and transforming 

growth factor-β1 to a greater extent than aliskiren or valsartan used alone. 

In conclusion, the combination therapy significantly attenuates 

tubulointerstitial damage in rat model of UUO-induced renal fibrosis and 

is better than a single treatment by aliskiren or valsartan alone.  
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第一章  前言 

  在很多心血管和腎臟疾病的致病機轉裡，腎素-血管張力素-醛固

酮系統（renin–angiotensin–aldosterone system, RAS）的活化是一個重

要的影響因子 1-3。透過血管張力素轉化酶抑制劑  (angiotensin 

converting enzyme inhibitor, ACEI) ，血管張力素受體阻斷劑

（angiotensin II receptor blocker，ARB）或腎素直接抑制劑（direct renin 

inhibitor, DRI)來阻斷 RAS 已被證實是一個對高血壓、心臟衰竭、糖

尿病腎病變和非糖尿病腎病變有效的治療 4-7。單獨使用 ACEI，ARB 

或 DRI 並不能完全阻斷 RAS8-9。因此有許多基礎及臨床醫學的研究

使用不同組合的合併治療，希望能更有效改善心血管及腎臟疾病。

Aliskiren 是第一個 DRI 的口服藥，其低血鉀的風險比較低。因此，

我們選擇使用 DRI 取代 ACEI 來合併 ARB 治療，希望能更有效改善

腎臟纖維化。 

 

第一節 研究背景 

1.1 慢性腎衰竭治療重要性 

     全世界末期腎臟病的患者人數快速地增加
10
，而且末期腎臟病也

是全球很嚴重的醫療、社會和經濟問題。在台灣，根據美國腎臟資料



 

 

 

2 

系統（USRDS, 2009 Annual Data Report）的報告顯示
11
，在西元2007

年，台灣是全世界末期腎臟病新發生率及盛行率最高的地區。這一

年，台灣透析總人數有52537人，發生率則高逹415人/百萬人。依照

衛生署西元2002年的三高調查資料庫計算，台灣十五歲以上人口中，

第三及第四期慢性腎臟病之盛行率高達6.43％。要減少末期腎臟病的

發生率，解決之道除了早期發現之外，就是要設法延緩或逆轉慢性腎

衰竭的進行。 

 

1.2 腎素-血管張力素-醛固酮系統與腎臟纖維化 

  腎素-血管張力素-醛固酮系統（renin-angiotensin-aldosterone 

system, RAS）的活化是影響心臟血管，腎臟和腦血管疾病的一個重

要的影響因子
12。傳統的路徑是當這個系統被啟動時，腎臟會分泌腎

素。腎素催化血管張力素原（Angiotensinogen）水解產生第一血管張

力素(Angiotensin I)。第一血管張力素再經血管張力素轉化酶

（Angiotensin Converting Emzyme, ACE）剪切 C-末端兩個胺基酸殘

基而形成第二血管張力素(Angiotensin II)。第二血管張力素會活化第

二血管張力素第一型受體(angiotensin II receptor type 1, ATR1)使血管

收縮，從而使血壓升高；第二血管張力素也能刺激腎上腺皮質分泌醛

固酮(Aldosterone)。醛固酮能促進腎臟對水和鈉離子的重吸收，繼而
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增加體液容量，升高血壓。在 RAS 系統也有一些回饋(feedback)機轉

及替代路徑(Alternative routes)，因此無法使用單一藥物來抑制 RAS

系統。另外最近新發現的（前）腎素受體((pro)renin receptor)也可能

媒介局部的前發炎(pro-inflammatory)和前纖維化（profibrotic）作用(圖

1)。而在腎素增強子基因剔除（renin enhancer knockout，REKO) 老

鼠中會大大的降低腎臟的近絲球體細胞（juxtaglomerular cells，JG 

cells）所分泌的腎素。REKO 老鼠的血壓會降低 9 mm Hg，但若給予

高鹽飲食則可部分矯正 13。REKO 老鼠會表現活動力的降低，正常的

感壓反射敏感度（baroreflex sensitivity）13但對壓力的心血管反應則

鈍化了 14。 

 RAS 系統和腎臟疾病有很密切的關係，第二血管張力素會造成

高血壓及腎絲球壓力過高。第二血管張力素也會引起腎內出球及入球

小動脈收縮，進而降低腎臟血流量，導致缺血性傷害並產生蛋白尿

15。長時間後，會造成腎絲球高過率（Hyperfiltration）加速腎絲球硬

化（ glomerulosclerosis）及腎功能的惡化。 

第二血管張力素也可經由非血行動力(non-hemodynamic)的機轉影

響腎臟疾病。第二血管張力素藉由氧化壓力 (oxidative stress)， 發炎

性介質(inflammatory mediators)及其它的生長因子，引發細胞外間質
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(extracellular matrix)堆積及細胞增生 16-17。第二血管張力素會引發β1

型轉化生長因子(transforming growth factor-β1, TGF-β1)的產生增加，

藉以媒介細胞外間質產生。單核球趨化蛋白 -1 (Monocyte 

chemoattractant protein-1, MCP-1) 在第二血管張力素的作用下也會增

加。MCP-1 在腎臟病變的機轉中是一個最要的發炎性介質。第二血

管張力素也會增加第一型血纖蛋白溶酶原活化劑抑制劑（plasminogen 

activator inhibitor，PAI-1）的產生，而第一型血纖蛋白溶酶原活化劑

抑制劑是纖維蛋白溶解（fibrinolysis）的主要抑制劑因此有抗蛋白水

解（antiproteolytic）的作用，而進一步促進間質的堆積 18。 

  在單側輸尿管阻塞（UUO）模式所引發的腎臟纖維化中，第二

血管張力素會刺激 Nuclear factor-κ B (NF-κB)的產生，進一步征募更

多的巨噬細胞並產生活性氧分子 (reactive oxygen species, ROS)來造

成腎小管的損傷。活化的巨噬細胞會釋放如 TGF-β1 及α型腫瘤壞死

因子 (tumor necrosis factor-α, TNF-α)等的細胞激素（cytokine）。

TGF-β1 會促進腎小管上皮細胞產生細胞凋亡(Apoptosis)造成腎小管

萎縮或者進行上皮－間質轉化（Epithelial-Mesenchymal Transition, 

EMT），使上皮細胞轉變成纖維母細胞（fibroblasts）並遷移至細胞

間 質 。 內 皮 細 胞 也 會 經 由 內 皮 － 間 質 轉 化 作 用

（endothelial–mesenchymal transition，EndMT) 或細胞凋亡進一步造
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成微血管的流失及腎臟缺氧。在 TGF-β1 等細胞激素的刺激下，纖維

母細胞合和成應激纖維(Stress fiber)並且進一步分化成肌纖維母細胞

（myofibroblasts）。肌纖維母細胞是有收縮性並且會提高細胞外間質

的堆積，進一步導致漸近性的腎間質纖維化。這些作用會被第一型血

纖蛋白溶酶原活化劑抑制劑（PAI-1）及組織型血纖維蛋白溶解酶原

活化劑（tissue-type plasminogen activator，tPA）所造成的細胞外間質

分解的下降所增強 19。  

 醛固酮（Aldosterone）也會造成腎損傷。 醛固酮會引發一些發

炎性介質（如 MCP-1、 TGF-β1 和 PAI-1）及活性氧分子 (reactive 

oxygen species, ROS) 的產生，並向上調節血管張力素 II 第一型受體

(angiotensin II receptor type 1, ATR1)。這些作用促進了血管張力素 II

有害的作用 20-22。 

因此，腎素-血管張力素-醛固酮系統與腎臟纖維化有很密切的關

係，若以 ACEI、ARB 或 DRI 等 RAS 阻斷劑來治療腎臟纖維化應是

一個有效的方法。 

 

1.3 合併 ACEI 和 ARB 治療 
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   ACEI 或 ARB 的使用在高血壓、糖尿病、心臟衰竭、腎病變和

粥狀動脈硬化已成功地降低併發症及死亡率 23-28。到西元 2009 年為

止，有四個比較大型的臨床試驗在腎臟病的病人比較合併 ACEI 和

ARB 治療是否有較佳療效，它們分別是 CALM、COOPERATE、

IMPROVE 和 VALERIA 研究 8。四個臨床試驗都是隨機控制實驗

(Randomized Control Trial, RCT)，主要療效評估的標的都是蛋白尿及

血壓。其中 CALM 研究發表於西元 2000 年，研究的對象是 199 個第

二型糖尿病合併有微量白蛋白尿(Microalbuminuria)的病人，合併使用

的藥物是 Lisinopril 及 Candesartan，追蹤的時間有 12 週 27。該研究

發現合併治療對於尿中白蛋白排除量(urine albumin excretion, UAE)

及血壓都有較大的下降，但是血清鉀離子升高及腎功能下降的比例較

高。COOPERATE 研究發表於西元 2003 年，研究的對象是 263 個非

糖尿病慢性腎臟病 (non-DM CKD)合併有蛋白尿(proteinuria)的病

人，合併使用的藥物是 Trandolapril 及 Losartan，追蹤的時間有 36

個月 24。該研究發現合併治療對於尿蛋白排除量(urine protein 

excretion, UPE)會下降且減緩末期腎病變(End Stage Renal Disease, 

ESRD)的進展，另外血清鉀離子升高及副作用與單獨治療無差異。該

文章為四篇中追緃時間最長的研究，但因研究設計及資料不一致而被

Lancet 醫學期刋撤消。IMPROVE 研究發表於西元 2007 年，研究的



 

 

 

7 

對象是 405 個高血壓合併有白蛋白尿的病人，合併使用的藥物是

Ramipril 及 Irbesartan，追蹤的時間有 20 週 29。該研究發現合併治療

在有巨量白蛋白尿(macroalbuminuria)的病人中，對於尿中白蛋白排除

量(UAE)有較大的下降，且在所有的病人，血壓都有較大的下降，而

在高血鉀、腎功能下降及副作用與單獨治療皆無差異。VALERIA 研

究發表於西元 2008 年，研究的對象是 133 個高血壓合併有微量白蛋

白尿的病人，合併使用的藥物是 Lisinopril 及 Valsartan，追蹤的時間

有 30 週 30。該研究發現合併治療對於尿中白蛋白排除量(UAE)有較大

的下降，降血壓的效果則是相近，但是在高血鉀，低血壓及副作用比

例則較高。統整以上四個研究，合併 ACEI 和 ARB 治療對於降蛋白

尿的效果都比較好，但是高血鉀及副作用則有一半的研究顯示發生的

比例較高。 

     然而合併 ACEI 和 ARB 治療在心血管疾病方面的研究中，有一

個大型且追踨 56 個月的 ONTARGET 研究發現 ACEI 及 ARB 的雙重

抑制在有心血管問題的病人可以降低住院率卻没有降低死亡率。然而

雙重抑制比單獨使用 ACEI 或 ARB 有較高的高血鉀及腎功能惡化的

風險 31。同時，不管 ACEI 或 ARB 單獨或合併使用，通常會造成血

漿腎素活性（plasma renin activity,PRA）的增加 32-33。因此，ACEI 和

ARB 的合併使用受到了一些限制。  
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1.4 腎素直接抑制劑 

腎素是控制 RAS 的第一個也是速率決定的步驟，早在 1950 年

代，它也是研究人員認為較有潛力的阻斷 RAS 的一個方法 34-35。腎

素直接抑制劑經由作用於腎素的活性位置來阻斷腎素的活性 36-38。使

用腎素直接抑制劑會造成血漿腎素活性降低 39。Aliskiren 是第一個口

服的腎素直接抑制劑，它的分子量是 609.8。分子結構式如圖 2。

Aliskiren在西元 2007 年三月已得到美國 FDA 核準可單獨或合併其它

藥物來治療高血壓 40-41。Aliskiren 在一個糖尿病腎病變老鼠的動物實

驗中，使用 perindopril 及 aliskiren 皆可降低血壓、白蛋白尿及腎臟損

傷 42-43。Aliskiren 和 perindopril 在降低白蛋白尿及腎絲球硬化的效果

相當。但是在減少腎間質纖維化的效果，Aliskiren 則比 perindopril

好。在臨床試驗方面，目前正在進行的 ALTITUDE 臨床試驗

( Aliskiren Trial in Type 2 Diabetes Using Cardio-Renal Endpoints, 

ALTITUDE) 將評估 Aliskiren 長期使用的心腎保護作用 44。主要試驗

指標(primary endpoint)是因心血管疾病的死亡、非致命性的心肌梗

塞、因心衰竭而住院、血清肌酸肝兩倍增加或者進展到末期腎病變。
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次要試驗指標也包含了很多項的心腎指標。ALITUDE 臨床試驗完成

之後將供更多 Aliskiren 在心腎保護作用的證據 45。 

 

1.5 合併使用腎素直接抑制劑 

  在心血管疾病的病人合併使用腎素直接抑制劑的臨床試驗，目前

只有 ALOFT 研究。ALOFT 研究發表於西元 2008 年，研究的對象是

302 個心臟衰竭的病人，合併使用的藥物是 Aliskiren 及 ACEI 或

ARB，追蹤的時間有 13 週 46。該研究發現合併治療在降低血清 BNP

及尿中醛固酮有較佳的效果，血壓的下降則相近於單獨治療，而且高

血鉀、低血壓及腎功能異常與單獨治療無差異。而在腎臟疾病方面，

目前只有 AVOID 研究。AVOID 研究發表於西元 2008 年，研究的對

象是 599 個糖尿病合併有高血壓及蛋白尿的病人，合併使用的藥物是

Aliskiren 及 Losartan，追蹤的時間有 6 個月。他們發現合併使用

aliskiren 和 lorsartan 在糖尿病腎病變的病人，比單獨使用 losartan 在

降低蛋白尿方面多了 20%的效果 3, 47。而且 AVOID 研究和 ALOFT 研

究一樣合併使用皆不會增加高血鉀及副作用。因此 DRI 合併 ARB 使

用比 ACEI 合併 ARB 使用有較低的高血鉀風險。所以 DRI 和 ARB

的雙重抑制可能是阻斷 RAS 的一個比較理想的組合。合併腎素直接
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抑制劑在糖尿病腎病變的效果有加成的效果，而我們有興趣的是這樣

的治療對非糖尿病腎病變也就是腎臟纖維化是否也有同樣的加成效

果。 

 

1.6 單側輸尿管阻塞模式 

不論原發的腎臟病因為何，腎臟纖維化是大部分慢性腎病變，共

同及最終的病理路徑 48-50。單側輸尿管阻塞（UUO）手術的動物模式

會逐漸產生腎臟纖維化而且它和高血壓及免疫疾病無關 19, 51。UUO

後阻塞的腎臟會造成腎血流動力及代謝的變化。之後會造成腎小管損

傷、細胞凋亡和細胞死亡，另外會造成間質巨噬細胞的浸潤 19, 52-54。

之前的研究已發現ARB或ACEI可以改善UUO所造成的腎小管間質

纖維化 55-59。因此，我們仍假設使用 DRI 合併 ARB 治療，也能有效

改善腎臟纖維化。 

 

第二節 研究目的 

本研究，我們要探討 aliskiren 和 valsartan 的合併治療在 UUO 所

引發的腎纖維化的治療效果。  
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第二章、研究方法 

第一節 研究材料 

動物： 

  我們選用購自國家實驗動物中心的 Spraque-Dawley 公老鼠，購

入時的成鼠體重大約兩百公克左右。實驗的計畫經過台中榮民總醫院

動物實驗管理小組核準。所有的大鼠都可自由攝取飼料和飲水。 

 

試劑： 

1. Peroxidase conjuqated streqtavidin：DAKO ChemMate detection kite 

2. TRIzol reagent：Invitrogen, Carsbad, CA, USA 

3. AMV-RT：(Promega, Madison, WI, USA)  

4. HotStarTaq polymerase：Qiagen, Valencia, CA, USA  

5. 蛋白質萃取試劑：T-PER Pierce Biotechnology. IL, USA 

 

抗體： 

1. α-SMA antibody：1:200 dilution, Epos system, Dako, California, 

USA 

2. Actin antibody：Santa Cruz, CA, USA 

3. TGF-β1 antibody：rabbit anti-human TGF-β1, 1:50 dilution, Santa 

Cruz Biotechnology 
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4. ED-1 antibody：rabbit polyclonal antibody against ED-1, 1:200；

seoofec. Oxford UK 

5. Biotinlated seconday antibody： DAKO ChemMate detection kits 

 

第二節 研究設計 

一、 大鼠腎臟纖維化模式 

    單側輸尿管阻塞手術之方法是依據文獻來進行19, 55-56, 60，首先以

腹腔注射pentobarbitol 方式完成麻醉，隨後在腹部中線左側劃開皮膚

組織及皮下肌肉層。然後將左側腎臟暴露出來，隨即辨認並分離出輸

尿管。輸尿管結紮的動作是在輸尿管距離腎臟約一公分處以4-0絲線

作上端結紮，接下來在往下約一公分處再以4-0絲線進行下端結紮。

然後在上、下端結紮處之間以剪刀將輸尿管剪斷。在確認無出血或漏

尿情形之後，再逐步將腹部皮下肌肉層傷口與皮膚組織傷口縫合。至

於假性手術組的對照鼠，也是同樣接受腹部皮膚組織及皮下肌肉層剖

開術，並且按照前述方法分離出左側輸尿管，但是並未真正實施結紮

和剪斷輸尿管的動作，隨後也是在確認無出血或漏尿情形下，將腹部

皮下肌肉層傷口與皮膚組織傷口逐步縫合。 

 

二、 實驗之分組與進行 
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Aliskiren, valsartan 或合併治療對於單側輸尿管阻塞(UUO)誘發的

腎臟纖維化之療效，分別是在 UUO 後第七天和第十四天做評估。在

這兩個不同天數的大分組中，又細分有五個小組，分別是： 

（一） 假性手術＋安慰劑：此組共有五隻大鼠，只接受假性手

術，未進行結紮輸尿管，也以安慰劑（PBS）餵食。 

（二） UUO＋安慰劑：此組共有五隻大鼠，有接受單側輸尿管

結紮，但只餵食安慰劑（PBS）。 

（三） UUO＋valsartan , 30 mg/kg/day：此組共五隻大鼠，有接

受單側輸尿管結紮，並每天餵食 valsartan, 30 mg/kg。 

（四） UUO＋aliskiren：此組共有五隻大鼠，有接受單側輸尿管

結紮，並每天餵食 aliskiren, 20 mg/kg。 

（五） UUO＋Aliskiren +valsartan 合併治療：此組共五隻大鼠，

有接受單側輸尿管結紮，並每天餵食 valsartan, 15 mg/kg 及 

aliskiren, 10mg/kg。 

所有的大鼠在 UUO 後第七天或第十四天先經由麻醉犧牲，再抽血以

檢測血漿腎素活性並取腎臟組織進一步檢驗。 
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三、 腎 臟 病 理 組 織 切 片 及 免 疫 組 織 化 學 特 殊 染 色 分 析 

(Histopathological and immunohistochemical analysis) 

每隻大鼠兩側腎臟組織經過固定及包埋之後，就依照一般例行的

病理切片步驟，製作成四毫米厚之切片，經過脫臘手續之後，就進行

H＆E 染色及封片。整個腎臟橫切面圖先以掃瞄方式記錄，最後在顯

微鏡下進行判讀。我們採用一種依照先前文獻記載的標準點計算方式

(Point counting method)來評估腎臟組織的顯微變化 57。這種方法是在

四百倍放大的視野下，利用 10×10 的格子在圖像上形成一百個採樣

點，凡是落在腎絲球或者大血管的結構內的點均被排除不予計算，計

算採樣點落在特定染色組織的總點數，最後將所得總點數除以有效的

採樣點總數，結果再轉換成百分比數字即可。同一個腎臟組織會在腎

皮質層找出二十個四百倍放大不重疊的隨機取樣圖像。從這二十個圖

像個別的百分比數字可以計算出的特殊染色之點數平均值，也就是該

組織變化的嚴重度積分。例如腎小管擴張的嚴重度積分(score of 

tubular dialatation)，就是標準格子點落在有擴張的腎小管的分數平均

值，再轉換成的百分比數字。腎間質體積分數(score of interstitial 

volume)的計算方法，則是計算每一個四百倍放大圖樣下，標準格子

點落在腎間質區域的總和，再取二十個非重疊圖像的分數平均值，最

後轉換成百分比數字即可，後面文章中會提及之α-SMA 分數或膠原
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蛋白分數也都是應用上述的標準格子點計算方式即可。 

 如前所述，腎臟組織切片在脫臘後，先在磷酸鹽緩衝液（0.1mM 

phosphste buffer solution, PH7.2, PBS）清洗三次，每次十分鐘，然後

置於 3％雙氧水溶液中 10 分鐘，再以 PBS 洗 3 次。取出切片後，將

組織周圍的水份以無塵拭紙吸乾，置於保濕盤中，在組織上滴滿 10

％的正常山羊或兔子血清，於室溫 30 分鐘，倒掉血清，在組織上滴

滿一級單株抗體，置於 37℃，4 小時或隔夜，再以 PBS 洗 3 次，在

組織上滴滿次級抗體（biotinlated seconday antibody, DAKO ChemMate 

detection kits），於室溫 10 分鐘，以 PBS 洗 3 次，在組織上滴滿受

質（peroxidase conjuqated streqtavidin, DAKO ChemMate detection 

kite），置於室溫 10 分鐘，以 PBS 洗 3 次，再用蒸餾水洗去鹽類，

在組織上滴滿呈色劑（AEC or DAB substrate, DAKO ChemMate 

detection kits），於室溫 5 分鐘，用蒸餾水洗淨。滴上蘇木精複染數

秒，然後水洗，滴上封片膠，蓋上蓋玻片，置於顯微鏡下鏡檢。本研

究所使用的一級抗體包括：α-smooth muscle actin 抗體 (α-SMA, 

1:200 dilution, Epos system, Dako, California, USA）、TGF-β1 抗體 

(rabbit anti-human TGF-β1, 1:50 dilution, Santa Cruz Biotechnology）和

ED-1 抗體（rabbit polyclonal antibody against ED-1, 1:200；seoofec. 

Oxford UK）。ED-1 抗體主要是染單核細胞及巨噬細胞。鏡檢時，又
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再以前述的標準點計算方法，換算出每一個腎臟的α-SMA 染色積分

(Score of α-SMA)。ED1 染色陽性的細胞積分(Score of anti-ED1 

positive cell)則是直接計算二十個 400 倍放大影像中 ED1 染色陽性

的細胞總數，最後再取平均值即可 56。 

我們利用實驗室曾經發表過的染色方法，Sirius staining 來評估腎

間質膠原蛋白的堆積程度 61-62。這種染色法的原理是利用 sirus red 

F3BA 對於所有膠原蛋白的選擇性結合以及 fast green FCF 對於非膠

原蛋白的蛋白質之特殊結合作用。膠原蛋白會呈現暗紅色，而非膠原

蛋白則呈現蘋果綠染色。腎間質膠原蛋白的堆積分數 (score of 

interstitial collagen deposition)也是利用上述的標準取樣點計算方式來

評分 60-63。 

 

四、 膠原蛋白總量之分析  

至於膠原蛋白的總量是以 sirius staining 的特殊結合原理來檢測，

我們將脫臘後的病理切片分別以 sirius red F3BA 及 fast green FCF 染

色後，利用 sodium hydroxide-methanol 洗提出整塊切片組織的所有蛋

白質，最後分別利用 540nm 和 605nm 吸收光譜來決定 sirius red 

F3BA 和 Fast green FCF 結合的蛋白總量，這個吸光值提供了測定膠
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原蛋白佔所有蛋白質總量的比例值，因此膠原蛋白的總量最後就是以

每毫克總蛋白中膠原蛋白佔多少微克(μg/mg)來表示。因為這是一個

相對值，所以和組織切片的厚度無關。 

 

五、 西方墨點分析 

我們採用西方墨點分析法來檢測大鼠腎臟組織中的第四型膠原蛋白

(Type IV collagen) ， α-SMA 蛋 白 和 ERK 1/2 (extracellular 

signal-regulated kinase 1/2)的表現 64-66。腎臟組織樣本先經過秤重後，

加入蛋白質萃取試劑萃取其蛋白質（T-PER Pierce Biotechnology. IL, 

USA），再以研磨機將組織液研磨成均質乳劑；經過離心及 PBS 清

洗後，溶入一毫升的消化緩衝液，然後置於冰浴中三十分鐘。隨後取

出細胞分解液 20 微克，混合等量的 2X SDS 裝載樣本緩衝液（loading 

buffer, 125Mm Tris-Hcl, 4% SDS, 20% Glycerol  100mM DTT, 及

0.2％ bromophenol blue），再加熱到 100℃五分鐘後即可準備跑膠。

完成架設電泳膠片(10% SDS-polyacrylamidegels)後，就可以將電泳緩

衝液加入電泳槽內。將待測樣本及對照樣本分別加在電泳膠片孔內以

200 伏特電泳約三十至四十五分鐘。隨即將電泳膠片取出，然後再以

濕式轉漬器來進行轉漬(transfer)至 PVDF 膜上，於 4℃150 伏特 1 小
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時。然後取出 PVDF 膜進行染色和標示標記分子的大小，然後再以

PBS-T 清洗脫色。隨後加入稀釋的α-SMA 抗體(Dako, CA, USA), 或

actin 抗體(Santa Cruz, CA, USA)等次級抗體。再於室溫下置於震盪器

上反應一小時。之後將膜浸泡於緩衝液中震盪五分鐘，然後將膜上的

水分吸乾，置於透明保護膜內，於暗房中放入 X 光底片上壓片，最

後再沖洗底片觀察結果。所有蛋白質的表現量都經過定量，並且用

β-actin 蛋白表現量來校正。  

 

 

六、 反轉錄聚合酶鏈反應(reverse transcriptase-polymerase chain 

reaction)  

 RNA 是由使用 TRIzol reagent (Invitrogen, Carsbad, CA, USA)處理腎

臟組織而取得，並經由 260 nm 的紫外線吸光值來定量。首先 c-DNA

的合成是使用 2 μg RNA 於 20 μl 緩衝液，使用 AMV-RT (Promega, 

Madison, WI, USA) 及隨機的引子（random primers）來反轉錄。PCR 

是使用標準的 PCR kit 以  1 μl aliquots of cDNA，  HotStarTaq 

polymerase  (Qiagen, Valencia, CA, USA) 及基因特異的引子。我們

所利用的引子(primer)在 Snail-1 是: 5’-CAC TAT GCC GCG CTC 
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TTT C-3’ (sense) and 5’-GGT CGT AGG GCT GCT GGA A-3’ 

(antisense)。TGF-β1 的引子是： 5’-CCT GAG TGG CTG TCT TTT 

GAC G-3’ (sense) and 5’-AGT GAG CGC TGA ATC GAA 

AGC-3’(antisense); β–actin 的引子則是： 5’-CAG CTG AGA GGG 

AAA TCG TG-3’ (sense) and 5’-CGT TGC CAA TAG TGA TGA CC-3’ 

(antisense)。Snail-1 蛋白可以藉由扮演轉錄抑制因子的主要角色來促

進 EMT 的發生，因此 Snail-1 蛋白被認為在 EMT 中扮演最重要的角

色。 

 

第三節 統計方法 

所有的數據都是以平均值加減標準誤來表示，有關西方墨點分析

的結果，通常是以呈色信號的強度掃描結果來定量。所有的統計算都

是使用SPSS 統計軟體來計算，各組之間的差異使用One-way analysis 

of variance (ANOVA) and multiple comparison tests 來來檢定是否有

意義，P 值小於 0.05 則有統計意義。 
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第三章、研究結果 

第一節 合併 valsartan 及 aliskiren 改善因 UUO 所造成的阻塞腎臟

的長度及重量 

   在 UUO 之後，阻塞的腎臟的重量和長度比假性手術 (Sham 

operation) 及沒有阻塞的腎臟有明顯的增加（圖 3a 和 3b）(P < 0.001)。

和餵食安慰劑這一組比較，餵食 valsartan 30 mg/kg/day 這組減少了阻

塞腎臟的長度在阻塞 7 天的大鼠有 10.9%，在阻塞 14 天的大鼠有

13.6% (兩者皆 P<0.05,圖 3a)。而餵食 aliskiren 20 mg/kg/day 這組也

有相似的結果（7 天：10.2%, P <0.05；14 天：13.0% , P=0.058)。在

合併 valsartan 15 mg/kg/day 及 aliskiren 10 mg/kg/day 治療這組(7 天：

19.5%；14 天：28.6% )，在 7 天及 14 天都比單獨使用 valsartan 或

aliskiren 有較好的效果(P<0.05)。此外，valsartan 這組也可降低腎臟重

量的增加(7 天：18.5%；14 天： 19.9% ，兩者皆 P<0.005，圖 3b)。

在 aliskiren 這組 (7 天：18.0%；14 天：18.8% ，兩者皆 P<0.005)及

合併治療這組 (7 天：34.4%；14 天：36.1% ，兩者皆 P<0.005)也呈

現有意義的降低。同時，合併治療這組在 7 天及 14 天都比單獨使用

valsartan 或 aliskiren 有較好的效果(P<0.05)。而 valsartan 治療組和
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aliskiren 治療組之間則無統計上的差異。更進一步，在阻塞腎臟的橫

切面也可見到同樣的效果 (圖 4) 

 

第二節 合併治療改善因 UUO 所造成的阻塞腎臟的病理表現 

圖 5 呈現了在 UUO 手術且以安慰劑、valsartan、 aliskiren 及合

併治療 14 天後，以 HE 染色(hematoxylin-eosin staining) 、α型平滑肌

動蛋白染色(α-smooth muscle actin staining)、天狼猩紅膠原纖維染色方

法(sirius red staining)和 ED1 染色 (ED1- staining)的病理表現。以安慰

劑餵食組的阻塞腎臟表現嚴重的腎小管擴張、腎小管萎縮、腎間質擴

張和大量的間質細胞及白血球浸潤。雖然這些變化的嚴重程度並非很

均勻的分布，但在整個腎皮質皆可見到。使用 valsartan 之後，明顯地

善了 UUO 之後所造成的腎小管間質的破壞（圖 5C）。腎小管擴張度

積分在 7 天這組有意義的降低了 30.1%，在 14 天這組則降了 20.6%  

(分別從 26.6 降到 18.6% 及 從 36.0 降到 28.6%, 兩組皆 P<0.05, 圖

6a)。Aliskiren 這組(7 天組：30.1%；14 天組：20.0% )腎小管擴張度

積分的降低和 valsartan 這組相近 (P=1.0,圖 5D)。相較之下，合併治

療組(7 天組：58.6%；14 天組：38.9%，P<0.05，圖 5E)則有較佳的降

低腎小管擴張度積分的效果。 
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使用 valsartan 鈍化了腎間質容積的增加，在 7 天組有 20.6%，在

14 天組有 19.5% (分別由 33.0% 降至 26.2% 及從 41.0%降 33.0%，

兩組皆 P<0.05, 圖 6b)。Aliskiren 的效果則是和 valsartan 相似 (7 天

組 19.4%，14 天組 19.5%)。令人驚喜的是合併治療的效果比單獨使

用 valsartan 或 aliskiren 呈現有意義且較佳的效果。 

 

第三節 合併治療降低因 UUO 造成的阻塞腎臟的α型平滑肌動蛋白

及膠原蛋白的表現 

我們以α型平滑肌動蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)的表現來

檢視阻斷 RAS 在腎間質肌纖維母細胞(Myofibroblast)的作用。在 UUO

之後，在腎小管及腎絲球周邊會有大量的細胞表現α-SMA 活性(圖

5G)。使用 valsartan 有意義的降低了 UUO 所引發的α-SMA 染色積分

(Score of α-SMA)的增加，在 7 天組有 15.3%，在 14 天組是 14.1% (分

別由 27.4% 降至 23.2% 及從 35.4%降至 30.4%，兩組皆 P<0.05, 圖

5H 及圖 6c)。 Aliskiren 的效果則是和 valsartan 相似 (7 天組 16.8%，

14 天組 13.0%，圖 5I)。合併治療的效果比單獨使用 valsartan 或

aliskiren 呈現有意義且較佳的效果(7 天組 31.4%，14 天組 27.7%， 

P<0.05 ，圖 5J)。 
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腎間質膠原蛋白的沈積在 UUO 手術 7 天後的阻塞腎臟比對側正

常腎臟相比呈現有意義的增加(圖 5L)。以 sirius staining 來評估的腎間

質膠原蛋白的堆積分數(score of interstitial collagen deposition)在阻斷

RAS後也呈現改善的情形(圖 6d)。使用 valsartan有意義的降低了UUO

所引發的腎間質膠原蛋白的堆積分數的增加，在 7 天組有 26.9%，在

14 天組是 15.4% (分別由 26.8% 降至 19.6% 及從 37.6%降至 31.8%，

兩組皆 P<0.05, 圖 5M)。Aliskiren 的效果則是和 valsartan 相似 (7 天

組 27.6%，14天組 12.8%，圖 5N)。合併治療的效果比單獨使用 valsartan 

或 aliskiren 呈現有意義且較佳的效果(7 天組 48.5%，14 天組 29.3%， 

P<0.05 ，圖 5O)。 

 以西方墨點法分析腎臟組織也發現了第四型膠原蛋白(collagen 

IV)及 α-SMA 在阻塞的腎臟有顯著的增加。使用 valsartan、 aliskiren

或合併治療則明顯地改善了第四型膠原蛋白及α-SMA 的增加(圖 7)。 

  我們也同時測定腎臟組織中膠原蛋白和蛋白質的比值。和對照

組(12.5 ± 1.9 μg/mg)相比，阻塞的腎臟 (7 天組：26.2 ± 2.4 μg/mg；14

天組 34.0 ± 4.1 μg/mg) 在 7 天組有顯著的升高(P<0.005)。使用

valsartan 有意義的降低了膠原蛋白的增加，在 7 天組有 14.7%，在 14

天組是 16.3% (分別由 26.2 ± 2.4 μg/mg 降至 22.3 ± 1.7 μg/mg 及從
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34.0 ± 4.1 μg/mg 降至 28.5 ± 1.3 μg/mg，兩組皆 P<0.05，圖 6e)。

Aliskiren 的效果則是和 valsartan 相似  (7 天組 14.1%，14 天組

14.5%)。合併治療的效果比單獨使用 valsartan 或 aliskiren 呈現有較

佳的效果(7 天組 27.1%，14 天組 21.9%)，但沒有統計上的意義。 

 

第四節 合併治療降低因 UUO 造成的阻塞腎臟的單核細胞／巨噬細

胞的浸潤及 ERK 1/2 的磷酸化 

ED-1 陽性單核細胞／巨噬細胞的浸潤以之前文獻報告的方式呈現 

(圖 5Q)60。使用 valsartan 稍微降低了 ED-1 陽性細胞浸潤的數目，在

7 天組有 9.4%，在 14 天組是 6.5% (分別由 25.6 降至 23.2 及從 33.8

降至 31.6，圖 6f，圖 5R)。Aliskiren 的效果比 valsartan 好 (7 天組

18.0%，14 天組 16.6%，兩組皆 P<0.05，圖 5S)。合併治療的效果(7

天組 39.8%，14 天組 35.8%)比單獨使用 valsartan 或 aliskiren 呈現有

較佳的效果(P<0.05，圖 5T)。 

以西方墨點法分析腎臟組織發現 ERK 1/2 在 UUO 後的腎臟有被

活化的情形(圖 7)。Aliskiren 及 valsartan 皆可降低 ERK 1/2 的活化。

同時，合併治療比單獨使用 valsartan 或 aliskiren 在抑制 ERK 1/2 磷

酸化呈現有較佳的效果 
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第五節 合併治療降低因 UUO 造成的阻塞腎臟的β1 型轉化生長因子

(Transforming growth factor-β1) mRNA 的表現 

阻斷 RAS 可顯著地降低 UUO 所造成的腎小管間質纖維化。我們進

一步檢測 UUO 所造成阻塞的腎臟的 snail-1 及 β1 型轉化生長因子

(TGF-β1) mRNA 的 表 現 。 使 用 反 轉 錄 酶 PCR （ reverse 

transcriptase-PCR）檢測，我們發現 snail-1 及  TGF-β1 mRNA 的表現

在 UUO 的腎臟比假性手術的腎臟有意義地增加(圖 8)。Valsartan、 

aliskiren或合併治療在UUO手術7天之後這組有意義地減弱了 snail-1

及  TGF-β1 mRNA 的表現。同樣的，合併治療的效果比單獨使用

valsartan 或 aliskiren 較佳。  

 

第六節 合併治療改變因 UUO 造成的阻塞腎臟的血漿腎素活性 

    血漿腎素活性(plasma rennin activity, PRA)在 UUO 這組(7 天組

10.7±3.0 ng/ml/hr，14 天組 12.7±1.6 ng/ml/hr)比對照組(7 天組 5.7±1.5 

ng/ml/hr，14 天組 5.5±1.6 ng/ml/hr)更高 (p < 0.05)。Valsartan 治療組

比 UUO 組在 7 天時 PRA 高出 34.0%，在 14 天時高出 35.4% (分別由

10.7±3.0 ng/ml/hr 增至 14.3±4.3 ng/ml/hr 及從 12.7±1.6 ng/ml/hr 增至



 

 

 

26 

17.1±3.0 ng/ml/hr，14 天組 P<0.05)。 Aliskiren 的效果則是相反，血

漿腎素活性則比 UUO 未治療組在 7 天時降低 83.7%，在 14 天時降低

85.8% (分別由 10.7±3.0 ng/ml/hr 降至 1.7±1.1 ng/ml/hr 及從 12.7±1.6 

ng/ml/hr 降至 1.8±0.5 ng/ml/hr，兩組皆 P<0.005，圖 9)。合併治療組

的血漿腎素活性也比 UUO 未治療組在 7 天時降低 50.8%，在 14 天時

降低 50.6% (分別由 10.7±3.0 ng/ml/hr 降至 5.3±1.8 ng/ml/hr 及從

12.7±1.6 ng/ml/hr 降至 6.3±1.6 ng/ml/hr，兩組皆 P<0.05)。  
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第四章、討論 

第一節 結果討論  

 這個研究是第一個呈現合併valsartan及aliskiren可以有效地治療

UUO所引起的腎纖維化。合併valsartan及aliskiren治療的理由是以不

同機轉的兩種藥來求得最佳的療效。腎纖維化的機轉牽涉了很多步

驟。每一個RAS阻斷劑對於腎纖維化都有保護作用，但並不能單靠一

種阻斷劑而得到完全的保護。因此，適當的RAS阻斷劑的組合理論上

可能有較好的療效。合併使用ACEI和ARB的腎臟保護作用在一些動

物和臨床研究已經報告過了28, 67。大家已經很清楚ACEI可以降低第二

血管張力素(angiotension II)的合成，也因此可以減弱阻塞性腎病變所

造成的腎纖維化56。 也有一些合併使用ACEI的研究在大鼠UUO引發

腎纖維化的模式顯示有很好的腎臟保護作用68,43。另一個UUO的研究

顯示帕立骨化醇 (Paricalcitol, Zemplar ,® 腎骨樂）不管有沒有合併使

用群多普利(trandolapril)都可阻斷腎素的產生69。合併兩種藥物治療在

減弱UUO引發的腎纖維化有加成的效果。然而，因為高血鉀的風險，

咳嗽和不完全的療效限制了ACEI的臨床使用70。ACEI的不完全療效

是因為慢性的ACEI治療不能完全阻斷血管張力素轉換酶，或因第二

血管張力素的產生可經由非ACE 路徑逹成，比如凝酪酵素

(chymase)71-72。另一方面，一些研究顯示使用ARB治療，在減緩腎臟
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疾病進展是有效的5, 55, 73。ARB有比ACEI較佳的耐受度，較少的咳嗽、

血管性水腫及高血鉀70, 74。此外，ARB 也可經由第阻斷第二血管張力

素第一型受體(angiotensin II type 1 receptor)造成血管張力素的阻斷 

75。 因為RAS系統有多重回饋機轉及替代路徑，阻斷其中一種步驟可

能會相對造成另一個步驟的產物增加，因此降低了治療的效果8。若

合併兩種或者三種RAS阻斷劑理論上會有較佳的效果。有一篇合併

ACEI，ARB及DRI等三種RAS阻斷劑來治療腎移植後復發的局部性腎

絲球硬化症(Focal segmental glomerulosclerosis, FSGS)所造成的腎病

症候群的個案報告，他們發現RAS的三重抑制有不錯的降蛋白尿的效

果且不會引起高血鉀76。但是因ONTARGET研究中發現ACEI及ARB 

的雙重抑制有較高的高血鉀的風險，在我們的研究未使用RAS的三重

抑制。 

 最近 DRI 己經被証實對於糖尿病及非糖尿病腎病變有幫助 46, 

77-78。理論上，雖然 DRI 也無法藉由阻斷腎素的酵素活化中心而完全

阻斷腎素的活性，但是 DRI 可以降低血管張力素的產生及血漿腎素

活性(plasma renin activity)36, 79。在這個研究，經由測量腎臟的重量及

長度而決定的水腎嚴重程度、腎小管擴張積分、腎間質容積、腎間質

膠原蛋白沈積和α-SMA 表現，經由阻斷 valsartan、 aliskiren 或合併

治療全都呈現降低的情形。西方墨點分析(Western blot)也顯示阻斷 
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RAS 可以降低 ERK 1/2 的活性、 第四型膠原蛋白(type IV collagen)

及α-SMA 的表現。此外，反轉錄聚合酶鏈反應(reverse-transcriptase 

PCR)的資料也證實 valsartan 和 aliskiren 的治療可以抑制 snail-1 和

TGF-β1 的表現。特別的是 aliskiren 和 valsartan 在抑制腎纖維化有相

似的效果，而合併治療比單獨使用 valsartan 或 aliskiren 在抑制 UUO

引發的腎纖維化有較佳的效果。55-56, 69 我們的研究發現在 UUO 這組

PRA 會升高，valsartan 這組甚至更高，這和之前的研究相近。相較之

下，aliskiren 這組 PRA 數值會下降，當合併 valsartan 使用時可使 PRA

數值降至接近假性手術這組。 在 Kelly 等作者使用糖尿病腎病變的

老鼠模式研究中指出 aliskiren 在降低腎小管間質纖維化的效果比培

哚普利（perindopril）還好 42。此外，aliskiren 降血壓的效果沒有培哚

普利好，但是兩種藥物在糖尿病腎病變的老鼠降低白蛋白尿

(albuminuria)及腎絲球硬化(glomerulosclerosis)的效果是一樣的。他們

也觀察到這兩種藥物的不同作用可能和表現在腎小管上皮細胞的

（前）腎素受體((pro)renin receptor)有關 80-85。腎素和前腎素(prorenin)

與（前）腎素受體結和會引發絲胺酸(serine)和酪胺酸(tyrosine)的磷酸

化產生細胞內訊息傳遞，進而活化有絲分裂活化蛋白質激酶(mitogen 

activated protein kinases, MAPK) 及 ERK 1/2。MAPK 及 ERK 1/2 與細

胞肥大及增生有關 80-85。然而，第二血管張力素也可以活化 ERK 1/2
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路徑。在這個研究，我們發現 aliskiren 及valsartan都可以降低ERK 1/2

的活化。雖然使用 DRI 可能會引起腎素及前腎素的分泌增加因此可

能引起纖維化，但實際上卻沒有這樣，（前）腎素受體的負回饋機轉

可能以解釋這個現象 86。 最後，DRI 之所以會在 RAS 抑制劑外有加

成的效果可能和這些分子和（前）腎素受體有關 80。 在本實驗，

aliskiren 和 valsartan 減弱腎小管間質纖維化的能力並沒有差異，但是

（前）腎素受體有可能是合併 aliskiren 和 valsartan 有加成效果的原

因之一。然而，DRI 和其它 RAS 抑制劑在（前）腎素受體及腎病變

的不同的作用仍需進一步探討。 

  

第二節 其他相關性討論  

 輸尿管阻塞後會引起單核細胞／巨噬細胞在腎臟的浸潤。腎小管

間質被發炎細胞的浸潤在很多種的慢性腎臟病都已被發現。在腎臟持

續的發炎反應被認為和腎小管間質纖維化及腎功能惡化有相關性

87。巨噬細胞經由釋放活性氧化物質(Reactive oxygen species; ROS)、

一氧化氮(nitric oxide; NO)、補體(complement)和前發炎細胞激素

(proinflammatory cytokines)所造成的組織傷害己經有文獻報告 88。我

們的實驗顯示單核細胞／巨噬細胞的浸潤在阻塞的腎臟可被 DRI 有
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意義的降低，但 ARB 則無。這樣的觀察和之前 ARB 在阻塞腎臟不像

ACEI 可降低 VCAM-1 mRNA 的報告相符 89。 

 關於（前）腎素受體與腎臟疾病的關係，目前尚非十分清楚，這

也是一個值得進一步研究的課題。（前）腎素受體可在腦，心，肝，

胰及腎臟表現 80, 90
。它有兩種功能，一種是增加四到五倍的腎素催化

活性，另一種則是引發訊息傳遞（signal transduction）會活化有絲分

裂活化蛋白質激酶(MAPK)、ERK 1/2 及 PI3K-p85。活化 MAPK、ERK 

1/2 及 PI3K-p85 可能會有前纖維化（profibrotic）及增殖(proliferation)

的效果，最後造成器官的損傷，稱為第二血管張力素獨立路徑

（Angiotesin II-independent pathway）。而經由增加腎素催化活性也會

經由第二血管張力素的作用造成器官的損傷，稱為第二血管張力素依

賴路徑（Angiotesin II-dependent pathway）。最近有學者提出腎素或

前腎素和（前）腎素受體結合後會活化 PLZF 蛋白(Promyelocytic 

zinc-finger protein)86。PLZF 蛋白進入細胞核後會負回饋去抑制（前）

腎素受體的轉錄（transcription），同時會活化 PI3K-p85α的轉錄 91。

PI3K-p85α可能藉由 Akt kinase 再進一步活化 MAPK 及 ERK 1/292。

Aliskiren 無法抑制（前）腎素受體，因此若能找一個藥物能阻斷（前）

腎素受體同時也能抑制腎素催化血管張力素原，則將能在抑制腎纖維

化，增進心臟血管的保護作用及控制血壓有最佳的療效。 
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第三節 研究限制   

 在我們的研究仍有一些限制。我們並沒有評估在 UUO 後的大鼠

的血壓和白蛋白尿。高血壓和白蛋白尿在糖尿病的病人很常見並且是

慢性腎疾病和腎纖維化的重要的危險因子。然而，aliskiren 在糖尿病

腎病變的老鼠模式已證實可降低白蛋白尿和腎絲球硬化並且和血壓

無關 42。另一方面， UUO 後的大鼠仍有一側腎臟是正常的，因此短

時間不會有高血壓及蛋白尿的問題，且先前的研究已發現使用 RAS

抑制劑在 UUO 後的大鼠，對血壓及白蛋白尿影響很小。 
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第五章、結論與建議 

第一節 結論 

總括而言，我們的發現提供了一個活體內(in vivo)的證據證明

aliskiren、 valsartan 或合併治療在大鼠 UUO 引發的腎纖維化的模式

可以減緩腎小管間質的傷害。這樣的結果強烈建議合併 DRI 及 ARB

的治療來改善慢腎性腎病變需要進一步的臨床評估。  

  

 第二節 建議 

  將來計畫進行合併 DRI 及 ARB 的治療來改善慢腎性腎病變臨床

試驗。若能如同動物實驗一般在抑制腎臟纖維化有加成的效果，將使

慢性腎臟病的治療更為有效。 

   另一方面，（前）腎素受體在此 UUO 引發的腎纖維化的模式

所扮演的角色，以及使用 aliskiren 和 valsartan 的合併治療所造成腎

素增加對腎臟纖維化的影響跟（前）腎素受體之間的關係為何，都是

值得我們進一步探討的課題。 
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附圖: 

圖1、腎素-血管張力素-醛固酮系統。(a) 全盤的概述不同種的藥物如

何作用於此系統。ACE， angiotensin-converting enzyme，血管張力素

轉化酶； AT1R， angiotensin II type 1 receptors，第二血管張力素第

一型受體; MR， mineralocorticoid receptor，鹽皮質激素受體。 (b) 阻

斷腎素-血管張力素-醛固酮系統的藥物種類及其對於RAAS系統的

影。 因為回饋機制及替代路徑，抑制某一層級的RAAS 會導致另一

個層級的活化。資料來源：Slagman, et al. Current Opinion in 

Nephrology and Hypertension 2010, 19:140–152 
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圖 2、Aliskiren 分子結構式。Aliskiren 是第一個口服的腎素直接抑制

劑，它的分子量是 609.8，可經由作用於腎素的活性位置來阻斷腎素 

的活性。  
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圖 3、阻斷 RAS 在 UUO 後 7 天及 14 天可改善因 UUO 所造成的阻

塞腎臟的長度及重量。*代表 P 值小於 0.05 (與同天數接受 UUO 手術

但未餵食藥物的大鼠比較)；**代表P值小於0.005(與同天數接受UUO

手術但未餵食藥物的大鼠比較)。+代表 P 值小於 0.05(與同天數接受

UUO 手術又餵食 valsartan 或 aliskiren 的大鼠比較)；++代表 P 值小於

0.005 (與同天數接受 UUO 手術又餵食 valsartan 或 aliskiren 的大鼠比

較)。每組有五隻老鼠；所有數值均以平均值加減標準誤表示。 
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圖 4、阻塞腎臟橫切面變化。 (阻斷 RAS 對於單側輸尿管阻塞手術

後第七及十四天的腎臟橫切面變化之影響)  
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圖5、阻斷RAS減少單側輸尿管阻塞手術後第十四天的大鼠腎臟腎小

管間質之變化。圖A, B, C, D, E是蘇木紫-曙紅(hematoxylin-eosin)染

色，圖F, G, H, I, J是α型平滑肌肌動蛋白(α-smooth muscle actin)染色，

圖K, L, M, N, O是sirius red 染色，圖P, Q, R, S, T 是ED1 抗體染色。

圖A, F, K, P是正常腎臟的組織，圖B, G, L, Q是未餵食RAS抑制劑而

接受單側輸尿管阻塞手術，手術後第十四天的大鼠腎臟組織，圖C, H, 

M, R是餵食valsartan而接受單側輸尿管阻塞手術的大鼠腎臟組織，圖

D, I, N, S是餵食valsartan的大鼠腎臟組織，圖E, J, O, T是餵食半量的

valsartan 及aliskiren的大鼠腎臟組織，Bar = 50 μm。 
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圖6、阻斷RAS減少單側輸尿管阻塞手術後第七天和第十四天的大鼠

腎臟腎小管間質損傷之嚴重度積分。(a) 腎小管擴張(tubular dilatation)

的嚴重度積分，(b)腎臟的間質容積(interstitial volume)增加的積分，(c) 

α型平滑肌肌動蛋白(α-smooth muscle actin)染色的積分，(d) 腎間質膠

原蛋白(collagen)沉積的積分，(e) 膠原蛋白的總量(collagen/total 

protein, μg/mg)，(f) 抗ED1 抗體染色陽性反應細胞的積分。*代表P

值小於0.05 (與同天數接受UUO手術但未餵食藥物的大鼠比較)；**代

表P值小於0.005(與同天數接受UUO手術但未餵食藥物的大鼠比較)。

+代表P值小於0.05(與同天數接受UUO手術又餵食valsartan或aliskiren

的大鼠比較)；++代表P值小於0.005 (與同天數接受UUO手術又餵食

valsartan或aliskiren的大鼠比較)。每組有五隻老鼠；所有數值均以平

均值加減標準誤表示。 
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圖 7、西方墨點分析發現合併治療比單獨使用 aliskiren 或 valsartan

更能減少單側輸尿管阻塞手術後十四天第四型膠原蛋白(collagen IV)

的增加和α-SMA 及 phospho-ERK 1/2 之表現。 
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圖 8、Snail 1 及 TGF-β1 在假性手術，UUO 手術後十四天以安慰劑，

valsartan, aliskiren 及合併治療的表現。以反轉錄聚合酶鏈反應 

(reverse transcriptase PCR)的方式呈現 Snail 1 and TGF-β1 的表現。 
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圖9、血漿腎素活性( Plasma renin activity)在UUO手術後七天及十四

天的表現。 *代表P值小於0.05 (與同天數接受UUO手術但未餵食藥物

的大鼠比較)；**代表P值小於0.005(與同天數接受UUO手術但未餵食

藥物的大鼠比較)。+代表P值小於0.05(與同天數接受UUO手術又餵食

valsartan或aliskiren的大鼠比較)；++代表P值小於0.005 (與同天數接受

UUO手術又餵食valsartan或aliskiren的大鼠比較)。每組有五隻老鼠；

所有數值均以平均值加減標準誤表示。 

 

 
 
 


