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医学研究核心内容

Design

Measurement

Evaluation
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医学实验设计

• 实验设计的一般要求：科学性，严密性，合理性，高效性。

• 三原则：随机原则 重复原则 对照原则

• 三要素：处理因素 实验对象 实验效应



随机原则

• 简单随机抽样：抛硬币、抽签查随机数字表及计算器随机法等

• 分层随机法：根据研究对象的特点为分层因素，按照分层因素分层后再进行

随机分组

• 系统随机抽样：将所有研究对象按照设计要求的抽样单位依次编号，先随机

抽取第一个观察单位，再依次按照一定的间隔抽取其余的观察单位。

• 半随机法：将研究对象奇数和偶数进行分组 。



重复原则

一般而言，计量资料的样本数每组不少于5例，以10 – 20例为好。计数资料的样本数

则需每组不少于10例，以30例为好。

动物实验每组所需的样本数

动 物 计量资料 计数资料

小(小鼠、大鼠、蛙) ≥10 ≥30

中(兔、豚鼠) ≥6 ≥20

大(犬、猫) ≥5 ≥10



对照原则

（1） 同期随机对照：研究对象同时间、同地点选择，以随机分配方式分组；可比性

强，避免了选择性偏倚，结果更具说服力

（2）自身对照：对照与实验在同一受试对象进行。

（3） 历史性对照：将新的干预性措施的结果与过去的研究比较，是将研究者以往的

研究结果或他人的研究结果与本次研究结果作对照。

（4） 非随机同期对照：研究对象是同时间、同地点，用非随机分配的方法分为试验

组和对照组，分组的方法不是随机的；

（5）配对对照：将试验组对象按照配对因素与对照组相配对

（6）空白对照：对照组不加任何处理因素

（7）实验对照：采用的与实验组条件一致的对照措施



(1) 空白对照(正常对照，阴性对照)

在不加任何特殊处理条件下所设的对照，如生理盐水对照、DMSO对照等

(2) 实验对照(模型对照)

在某有关实验条件下所设对照，如疾病模型对照、老年对照等

(3) 自身对照

用同体实验前后对照、左右肢对照等

(4) 相互对照

实验中各实验组之间互为对照

(5) 标准对照(阳性对照)

用已证实有效、公认或已批准上市的药物作为对照

常设的对照组



(1) 正常对照组（溶媒对照）

(2) 受试药大剂量对照组

(3) 模型对照组

(4) 受试药小剂量组

(5) 受试药中剂量组

(6) 受试药大剂量组

(7) 阳性对照组

造模

常用的实验分组



① WT对照

② 基因过表达/敲除

③ WT+造模

④ 基因过表达/敲除+造模

⑤ WT+造模+干预

⑥ 基因过表达/敲除+造模+干预



齐同原则

除处理因素外，不同比较组研究对象的其它因素或条件相同，

即组间有较好的可比性。齐同是进行比较的前提,没有齐同就没有分

析比较的价值。

* 比较组间除接受的处理因素不同外，其它条件应相同，保证组间的

均衡性。

* 对实验效应的观察方式要相同,包括采用相同的仪器设备、测试手

段、观察方法等。
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实验设计的“三个基本要素”

处理因素 实验对象 实验效应
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根据研究目的由研究者人为施加给受试对象的因素。

处理因素

1.   处理因素的标准化

有来源、批号、剂型、给药途径、给药剂量等

2.   处理因素的数量、水平与设计

分单/多因素设计、单/多水平设计等。

3.   消除非处理因素干扰

年龄、体重、性别等，注意构成比，要一致



实验动物之间用药量的换算

换算方法：

已知A种动物每kg体重用药量，欲估计B种动物每kg体重用药

剂量时，可查表找出折算系数(W)，再按下列公式计算：

B种动物的剂量(mg/kg) = W×A种动物的剂量(mg/kg)



表2-4  动物与人体的每公斤体重等效剂量
折算系数(W)表

折算系数
(W)

A种动物或成人

小鼠
(20g)

大鼠
(200g)

豚鼠
(400g)

兔
(1.5kg)

猫
(2.0kg)

犬
(12kg)

成人
(60kg)

B
种
动
物
或
成
人

小鼠(20g) 1.0 1.4 1.6 2.7 3.2 4.8 9.01

大鼠(200g) 0.7 1.0 1.14 1.88 2.3 3.6 6.25

豚鼠(400g) 0.61 0.87 1.0 1.65 2.05 3.0 5.55

兔(1.5kg) 0.37 0.52 0.6 1.0 1.23 1.76 3.30

猫(2kg) 0.30 0.42 0.48 0.81 1.0 1.4 2.70

犬(12kg) 0.21 0.28 0.34 0.56 0.68 1.0 1.88

成人(60kg) 0.11 0.16 0.18 0.304 0.371 0.531 1.0



例：某利尿药人口服给药剂量为给药时的剂量为40 mg/kg，

试粗略估计大鼠灌胃给药时可以试用的剂量。

解：查表找出人(60 kg)与大鼠(200 g)的每kg体重等效剂量折

算系数(W)：

W = 6.25

于是大鼠的适当试用剂量为:

6.25×40 mg/kg = 250 mg/kg



表2-4  动物与人体的每公斤体重等效剂量
折算系数(W)表

折算系数
(W)

A种动物或成人

小鼠
(20g)

大鼠
(200g)

豚鼠
(400g)

兔
(1.5kg)

猫
(2.0kg)

犬
(12kg)

成人
(60kg)

B
种
动
物
或
成
人

小鼠(20g) 1.0 1.4 1.6 2.7 3.2 4.8 9.01

大鼠(200g) 0.7 1.0 1.14 1.88 2.3 3.6 6.25

豚鼠(400g) 0.61 0.87 1.0 1.65 2.05 3.0 5.55

兔(1.5kg) 0.37 0.52 0.6 1.0 1.23 1.76 3.30

猫(2kg) 0.30 0.42 0.48 0.81 1.0 1.4 2.70

犬(12kg) 0.21 0.28 0.34 0.56 0.68 1.0 1.88

成人(60kg) 0.11 0.16 0.18 0.304 0.371 0.531 1.0



实验对象（动物或人）

1. 可在不同水平进行研究

整体动物：正常动物、病理模型、转基因动物等

离体器官：子宫、心脏、小肠等

组织：肛尾肌、血管条等

细胞：肝细胞、心肌细胞等



实验效应（指标）

计量指标及统计方法

计数指标及统计方法

等级指标及统计方法



计量资料（定量指标）

用定量的方法测定所获得的资料，如血压、血糖、血细胞数等。

常带有度量衡单位，如cm、mg、ml等。

常用统计方法：

(1) t 检验

用于两组均数、前后对比或配对对比差值均数的显著

性检验，包括完全随机化设计的两样本均数的t 检验和配对

t 检验。

(2) 方差分析

用于多组样本均数间差别的显著性检验。



计数资料（定性指标）

将观察单位按某种属性或类别分组计数，得到各组观察单位的个数，

如患病与未患病的人数；某人群中 O、A、B、AB 各种血型的人数。率

(如阳性率、死亡率)是最常用的指标。

(1) 2×2 表的2检验

(2) 2×K 表的2检验

常用统计方法：



等级资料 (半定量资料)

将观察单位按不同程度分组计数，得到各组观察单位的个数，

如疾病痊愈、显效、改善、无效和恶化的人数；组织病变程度为＋

＋＋、＋＋、＋、±、－的人数；疼痛缓解为高度、中度、轻度、

无效的人数等。其准确性介于计量资料和计数资料之间。

等级资料多属于偏态资料，其分析常用非参数统计法，

如等级序值法、秩和检验等进行显著性检验。

常用统计方法：



关联性：所选指标应与研究目的有着本质的密切的联系，能够确切地反映处理因素的

效应，可通过查阅文献资料或理论推导来确定指标的有效性，也可通过预备

实验或用标准阳性对照来验证其有效性。

特异性：反映某一特定现象，且不与其他现象相混淆。

客观性：易于量化的、经过仪器测量和检验而获得的。

重复性：在相同条件下指标可以重复出现。

灵敏性：根据实验要求相应显示出微小的变化，由实验方法和仪器的灵敏度共同决定。

可行性：既有文献依据，又符合本实验室条件和研究者实际水平。

指标选择注意事项
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Sirt6敲除通过Notch途径导致足细胞损伤和蛋白尿

• Nature Communication 2016

• 一区，11.329（2015）

• 研究目的：证实sirt6敲除通过增加notch的H3K9组蛋白乙酰化水平，增加其

表达，介导足细胞损伤和肾小球疾病

例1



实验设计

• 现象

• 整体水平：Sirt6在糖尿病肾病和阿霉素肾病的小鼠足细胞中表达下调

• 人体标本：不同的肾病标本中sirt6表达降低

• 现象反证

• 整体水平：Sirt6敲除加重STZ糖尿病小鼠足细胞损伤

• 细胞水平：Sirt6高表达对足细胞有保护作用

• 机制+反证

• 人体、动物、细胞水平：Sirt6通过降低H3K9乙酰化水平抑制Notch信号通路

• 细胞水平：抑制notch通路，可以减轻sirt6敲除所致足细胞损伤

• 动物、细胞水平：Sirt6敲除加重阿霉素肾病小鼠足细胞损伤

• 整体水平：Sirt6过表达减轻肾损伤



整体水平：Sirt6在糖尿病肾病和阿霉素肾病的小鼠足细胞中表达下调

• 动物模型：空白组小鼠、STZ诱导的糖尿病小鼠（1型糖尿病模型）、阿霉素诱导

的肾病（模拟人FSGS）、db/db mice（2型糖尿病模型）

• 细胞：人足细胞系：空白、高糖处理、AGE处理、ADR处理

• 指标：肾脏组织中sirt各亚型的表达（WB）、肾脏足细胞中sirt6的表达（sirt6和

synaptopodin的双染）、足细胞中sirt6的表达（WB）

• 结果：糖尿病小鼠肾脏Sirt1,3,4,6表达降低，阿霉素肾病小鼠肾脏Sirt1,5,6表达降

低，Sirt4表达有升高趋势。db/db mice中Sirt6表达降低。造模小鼠肾脏足细胞中

sirt6表达下降；人足细胞系中sirt6表达下降

• 结论：足细胞Sirt6表达降低与多种肾病发生有关





人肾病标本中sirt6表达降低

• 标本：正常人或无肾病的糖尿病患者（7例）、糖尿病肾病（8例）、FSGS（10

例）、膜性肾病（8例）、IgA肾病（9例）

• 指标：sirt6免疫组化、PCR

• 结果：肾脏sirt6水平与肾小球滤过率正相关，与蛋白尿负相关

• 结论：肾脏sirt6水平降低可能参与介导人肾小球疾病的发生



整体水平：Sirt6敲除加重糖尿病小鼠足细胞损伤

• Podocin-Cre mice与Sirt6fl/fl 交配产生Podocin-Cre Sirt6fl/fl 小鼠（Cre+/Sirt6fl/fl小鼠）

• 分组：野生型小鼠、Cre+/Sirt6fl/fl小鼠

• 指标：肾脏sirt6基因和蛋白表达；9月龄、12月龄肾功能、形态学、其他亚型去乙

酰化酶（sirtuin）的表达

• 结果： Cre+/Sirt6fl/fl 小鼠建立成功（肾脏 sirt6 基因和蛋白表达降低）；

Cre+/Sirt6fl/fl小鼠12月龄出现轻微蛋白尿、系膜基质增生和足细胞基底膜增厚；其

他亚型去乙酰化酶（sirtuin）的表达无异常。

• 结论：12月龄之前，Cre+/Sirt6fl/fl小鼠无异常病理改变。



复制STZ糖尿病模型

• 分组：野生型小鼠对照组、野生型小鼠STZ糖尿病模型组、Cre+/Sirt6fl/fl小鼠对照

组、Cre+/Sirt6fl/fl小鼠STZ糖尿病模型组

• 指标：尿蛋白、HE、足细胞标志基因的表达、uPAR表达（免疫荧光）

• 结果：与野生型小鼠STZ糖尿病模型组比较，Cre+/Sirt6fl/fl小鼠STZ糖尿病模型组

尿蛋白增加，足细胞标志基因表达降低，uPAR表达上调

• 结论：sirt6敲除可以加重糖尿病的足细胞损伤



细胞水平：Sirt6对足细胞有保护作用

• 分组：人足细胞系：WT组、高表达Sirt6组、WT+高糖组、高表达Sirt6+高糖组

• 指标：炎性介质的基因表达（PCR）、足细胞凋亡、自噬（免疫荧光,WB）

• 足细胞肌动蛋白表达（免疫荧光）、uPAR表达（免疫荧光）

• 结果：高表达Sirt6组炎性介质表达降低、足细胞凋亡减少、自噬增强、足细胞肌动蛋白表达增强



Sirt6通过降低H3K9抑制Notch信号通路

• Sirt6是特异性H3K9去乙酰化酶

• 人体标本：正常组、DN、FSGS病人肾脏活检标本

• 动物：野生型小鼠对照组、野生型小鼠STZ糖尿病模型组、Cre+/Sirt6fl/fl小鼠对照组、
Cre+/Sirt6fl/fl小鼠STZ糖尿病模型组

• 细胞：WT组、高表达Sirt6组、WT+高糖组、高表达Sirt6+高糖组

WT、WT+高糖组、WT+DAPT、WT+高糖组+DAPT

• 指标：H3K9ac水平（免疫组化、免疫荧光、WB）

• 结果：病人肾脏标本H3K9乙酰化水平降低，sirt6敲除鼠足细胞H3K9水平升高(免疫荧光双
染)、高表达Sirt6组足细胞H3K9水平降低



• 动物：野生型小鼠对照组、野生型小鼠STZ糖尿病模型组、Cre+/Sirt6fl/fl小鼠对照组、

Cre+/Sirt6fl/fl小鼠STZ糖尿病模型组

• 细胞分组：WT组、高表达Sirt6组、WT+高糖组、高表达Sirt6+高糖组

• WT、WT+高糖组、WT+DAPT、WT+高糖组+DAPT（notch信号抑制剂）

• 指标：notch表达（基因芯片、PCR）、启动子区H3K9乙酰化水平（ChiP）、notch下游

分子HES1、snail1表达(PCR)、sirt6与notch启动区的结合（ChiP）

• 结果：细胞水平，高糖导致足细胞系notch1、4表达上调，Sirt6可抑制notch1、4的表达上

调作用；高糖导致足细胞notch1、4启动子区H3K9乙酰化水平升高，Sirt6可抑制该作用；

Sirt6可以与notch1、4启动子区结合，高糖环境下，该结合作用减弱。高糖诱导notch下游

靶基因的表达，Sirt6可以抑制该作用。DAPT明显抑制足细胞系notch下游靶基因的表达。

动物水平，糖尿病小鼠足细胞notch1、4表达上调；notch下游靶基因的表达上调，Sirt6敲除

的小鼠上调作用更明显。

• 结论：Sirt6通过降低H3K9抑制Notch信号通路





细胞水平：抑制notch减轻sirt6敲除所致足细胞损伤

• 分组：WT、高糖、DAPT、高糖+DAPT、敲除sirt6、敲除sirt6+DAPT

• WT、敲除sirt6、敲除Notch1、sirt6与Notch1双敲

• 指标：炎性因子的表达（PCR）、细胞凋亡、nephrin，podocin表达

（WB）、细胞自噬、自噬基因（WB）、自噬流

• 结果：抑制notch通路减少由sirt62敲除引起的炎性因子的表达和细胞凋亡，

减轻肌动蛋白的重排，恢复nephrin，podocin表达。Notch1敲除恢复sirt6敲

除引起的足细胞自噬，升高自噬基因的表达和自噬流。





Sirt6敲除加重阿霉素肾病小鼠足细胞损伤

• 分组：

• 动物：WT、WT+ADR模型组、Cre+/Sirt6fl/fl小鼠对照组、Cre+/Sirt6fl/fl小鼠ADR模型组

• 细胞：WT、ADR处理、sirt6高表达、sirt6高表达+ADR处理

• 指标：

• 动物：尿蛋白、肾小球硬化情况（PAS）、足细胞损伤：基底膜厚度、足突个数、足突厚

度（电镜）、nephrin，podocin表达（免疫荧光）、

• 细胞：足细胞凋亡、notch1、4启动子区H3K9乙酰化水平（ChiP）、sirt6与notch1、4启动

子区的结合（ChiP）、notch1、4表达（PCR）

• 结果：

• 动物：与WT+ADR模型组比较，Cre+/Sirt6fl/fADR模型组l小鼠尿蛋白含量增加、出现肾小

球硬化和足细胞损伤、nephrin，podocin表达降低，

• 细胞：ADR引起足细胞凋亡，sirt6高表达减轻足细胞凋亡。ADR增加足细胞notch1、4启
动子区H3K9乙酰化水平，升高notch1、4的基因表达，sirt6逆转上述作用；ADR降低sirt6与

足细胞notch1、4启动子区的结合，sirt6高表达逆转上述作用。





整体水平：外源性给予Sirt6过可以减轻肾损伤

• 外源性给予含有sirt6的慢病毒载体

• 分组：WT、WT+ADR、Cre+/Sirt6fl/fl+ADR、Cre+/Sirt6fl/fl+ADR+sirt6

• 指标：尿蛋白、基质增生（PAS染色）、足细胞损伤（电镜）、nephrin，podocin

表达（免疫荧光）、自噬蛋白的表达（免疫组化）、notch1启动子区H3K9乙酰化

水平（chip）、Notch1, Notch4表达

• 结果：外源性给予sirt6减轻蛋白尿，减少基质增生和足细胞损伤，恢复nephrin，

podocin表达，增加自噬蛋白的表达，减少notch1启动子区H3K9乙酰化水平，降低

Notch1, Notch4表达。









FSGS是由肾小球增生造成的足细胞应激所致的适应性改变

• J Am Soc Nephrol, 2017

• 一区，8.996

• 研究目的：应用podocin promoter-AA-4E-BP1转基因大鼠（足细胞不能发

生代偿性肥大），证实肾小球非足细胞增生，超过足细胞足突的覆盖范围，

是导致FSGS死亡机制之一。

例2



实验设计---整体实验、人体数据比较

• 观察转基因鼠出生后7月自发性发生FSGS

• 转基因鼠单肾切除，观察术后3月（FSGS早期）肾脏形态功能及与足细胞的关系

• 术后干预（低热量、抑制mTORC1、抑制RAS）对FSGS形成的影响

• 分析FSGS发生的病理因素和干预因素

• 观察不同处理因素肾小球增生情况

• 观察不同处理因素足细胞数量、基因表达情况

• 与人FSGS数据库比较相似性



整体水平：转基因大鼠出生后7月自发性出现成熟的FSGS

podocin-AA-4E-BP1 transgenic (TG) Fischer344 rat：正常情况下，生长因子或营养可以活化
mTORC1。而此过表达鼠足细胞mTORC1不能活化，下游基因不能转录。在单肾摘除后，剩余肾
脏足细胞不能满足肾小球其他细胞超滤过和肥厚的需要，12周后出现FSGS.

• 动物：7个月（300g）转基金大鼠、Fischer344对照组大鼠

• 指标：肾小球PAS染色、足细胞阳性染色（positive Glepp1染色）、尿蛋白

• 结果

转基因组FSGS面积占整个肾小球面积的16%；硬化部位没有足细胞染色（图）；蛋

白尿增加（未给数据，文字表述）

对照组：无蛋白尿、FSGS（引用文献）



整体水平：转基因小鼠FSGS的发生发展

• 动物：转基因大鼠

• 造模：100g转基因大鼠单肾切除，切除3周后检测指标

• 分组：转基因鼠假手术组、转基因鼠单肾敲除组（未切除动物肾脏形态学正常，引用文献）

• 指标：肾重、体重、肾功能、肾小球黏连比例、尿pocodin/肌酐比值

• 结果

单肾切除3周肾重增加，尿蛋白/肌酐比值增加，黏连面积增加，肾小球增大，出现部分FSGS，

足细胞体积不变。FSGS部位足细胞密度减少，部分毛细血管网裸露， 无足细胞覆盖。PEC侵

入缺乏足细胞的部位

• 结论：单肾切除导致肾小球代偿性肥大，转基因鼠足细胞不能发生适应性增加，导致部分毛细

血管网裸露，出现蛋白尿和PEC的入侵，导致部分FSGS



整体水平：减慢肾小球生长可以防止FSGS的发生
• 科 学 问 题 ： 减 慢 肾 小 球 生 长 或 抑 制 RAA 是 否 可 以 防 止 FSGS 的 发 生 ？

动物：转基因大鼠，术后12周处死

• 分组：转基因动物单肾切除+正常饮食

转基因动物单肾切除+ 饲料中减少热量20%

转基因动物单肾切除+ 饲料中减少热量40%

转基因动物单肾切除+雷帕霉素（mTORC1激酶抑制剂）隔天一次

转基因动物单肾切除+雷帕霉素（mTORC1激酶抑制剂）一周一次

转基因动物单肾切除+ACEI

• 指标：体重、肾重增长率、肾小球体积、足细胞脱落（尿podoci基因表达/肌酐比值）、足细胞

数量（WT1免疫荧光）、足细胞密度（Glepp1免疫组化）、足细胞体积、尿蛋白 /肌酐比

值、肌酐清除率、收缩压

• 结果：干预组体重（ACEI不降体重）、肾重增长率降低，肾小球体积减小，足细胞脱落减少、

足细胞核密度增加、细胞体积增加、肾小球中GLEPP-体积减少。肾小球与囊腔黏连减少，血

肌 酐清除率增加，收缩压降低（雷帕霉素不降血压）

• 结论：由营养或mTORC1活化引起的肾小球增生被逆转,或阻断ang II后可以防止FSGS的发生



饲料中减少热量 雷帕霉素 ACEI



• 动物：单肾切除的转基因小鼠

• 分组（术后1天或3周开始干预）

罗帕霉素：手术组、手术后1天干预组、手术后3周干预组

低热量：手术组、手术后1天干预组、手术后3周干预组

ACEI:手术组、手术后1天干预组、手术后3周干预组

• 指标：尿蛋白/肌酐比值，肾重，肾小球黏连比例

• 结果：手术后早期干预效果更好；罗帕霉素、ACEI手术后三周后干预有效

整体水平：治疗时间窗



整体水平：肾小球体积-肾重-体重相关性分析

指标：肾小球体积-肾重

肾重-体重：两肾、单肾、单肾+干预因素（罗帕霉素、低热量、ACEI）

结果：肾小球体积与肾重正相关；肾重与体重正相关，但单肾与体重关系曲线的

斜率更大，说明体重的增加对单肾肾小球增生的影响更大。干预因素能降低肾重

体重曲线的斜率

结论：体重增加更易造成单肾模型中肾小球增生；干预因素可以改善该现象



整体实验：细胞周期

• 科学问题：本模型中FSGS的形成是否由肾小球的增生（非足细胞的生长周期加快）

引起？

• 分组：野生鼠双肾组、野生鼠单肾组、过表达鼠双肾组、过表达鼠单肾组、过表

达鼠单肾+低热量饮食组、过表达鼠单肾+雷帕霉素组、过表达鼠单肾+ACEI组

• 指标：Ki67免疫荧光、不同区域Ki67阳性染色细胞核计数

• 结果：野生鼠单肾组Ki67阳性细胞数增加，主要分布在肾小球内、周边、脏层上

皮细胞、间质、肾小管，与WT1阳性染色不重叠。干预因素降低Ki67阳性细胞数。

• 结论：非足细胞增生是形成FSGS的必要条件



整体实验：与FSGS相关的基因表达谱

• 目的：明确FSGS有关的早期事件

• 动物：术后3周动物

• 分组：野生鼠双肾组、野生鼠单肾组、过表达鼠双肾组、过表达鼠单肾组、过表

达鼠单肾+低热量饮食组、过表达鼠单肾+雷帕霉素组、过表达鼠单肾+ACEI组

• 指标：基因表达谱

• 结果：差异基因主要为细胞周期相关基因；过表达鼠单肾和野生鼠单肾组表达量

最高，各干预组表达量最低，过表达和野生鼠双肾组表达量居中。

• 结论：佐证上述结果，细胞增生是FSGS发生的必要条件



FSGS早期足细胞表达情况

• 科学问题：足细胞的肥大是不是FSGS发生的必要条件？

• 动物：手术后3周的动物

• 分组：同前

• 指标：单个肾小球中足细胞数量、足细胞密度、标志基因nephrin,podocin,WT1表达

• 结果：转基因单肾组单个肾小球中足细胞数量并未减少，但足细胞密度降低，nephrin表达

降低

• 结论：足细胞被稀释



大鼠和人FSGS基因表达情况比较

• 问题：人FSGS早期事件是不是和大鼠相似？

• 方法：将Nephroseq database数据库中FSGS早期人类肾脏标本基因组学与大鼠比

较。

• 步骤：转基因单肾组正常饮食组与低热量饮食组比较，有800个基因表达由显著差

异（相差1.5倍以上），其中615个可以被Nephroseq database识别。这615个基因中，

376个显著升高，239个降低。然后将这两大组基因放到肾小球疾病数据库中进行

相关性分析。

• 结果：二者高度正相关。





肾素-血管紧张素抑制剂通过转录因子KLF4影响足细胞表遗传并改善蛋白尿

• 杂志：Kidney International；2015

• 分区及IF：一区，8.563

• 研究目的：证实ARB通过上调KLF4，促进nephrin去甲基化，上调nephrin

表达，维持足细胞功能

例3



实验设计

• 整体水平：ARB通过上调KLF4表达降低nephrin启动子区DNA甲基化

• 整体水平反证：敲除KLF4能抑制ARB对肾脏的保护作用

• 细胞水平：angII通过抑制KLF4表达来诱导nephrin启动子甲基化

• 人肾脏疾病中KLF4和nephrin表达降低，nephrin启动子区甲基化水平

升高



整体水平：ARB通过上调KLF4表达降低nephrin启动子区DNA甲基化

• 动物：WT小鼠

• 分组：空白、阿霉素模型、坎地沙坦、阿霉素+厄贝沙坦、阿霉素+卡托普利

• 指标：尿白蛋白、肾脏ang II水平、肾脏KLF4、nephrin、podocin表达（免疫荧光、

WB、PCR）、WT1阳性染色（免疫组化）、nephrin启动子区甲基化水平（MSP）

• 结果：ADM模型中，肾脏ang II水平上调，尿蛋白含量增加；肾脏KLF4、nephrin、

podocin表达降低，足细胞数量减少，nephrin启动子区甲基化水平升高。ARB或

ACEI可以逆转上述现象。





整体水平：敲除KLF4能抑制ARB对肾脏的保护作用

• 建立了足细胞特异性KLF4敲除小鼠

• 分组：WT+ADM, KO+ADM, WT+ADM+cand, KO+ADM+cand

• 指标：尿白蛋白，肾脏KLF4、nephrin表达（免疫荧光、PCR（激光分离肾小

球））、足细胞数量（WT1阳性染色，免疫组化）、nephrin启动子甲基化水平

• 结果：KLF4敲除造模小鼠尿蛋白显著高于野生型造模小鼠，ARB处理显著降低野

生型和敲除小鼠尿蛋白，但对敲除小鼠的改善作用没有野生型明显。ARB并不增

加敲除鼠KLF4表达，对nephrin的升高作用也很小。KLF4敲除对足细胞数量没有

明显改变。KLF4敲除升高nephrin启动子区甲基化水平，ARB不能明显改善该作

用。

• 结论：敲除KLF4能抑制ARB对肾脏的保护作用





细胞水平：angII通过抑制KLF4表达诱导nephrin启动子甲基化

• 细胞：人足细胞系

• 处理：angII处理细胞（不同时间/不同剂量）

• 空白、angII、angII+坎地沙坦

• 指标：KLF4、nephrin表达（WB,PCR）、KLF4与nephrin启动子区的结合

（chip）、nephrin启动子甲基化水平（chip）、DNMTI与nephrin启动子的结合

（chip）、

• 结果：angII抑制KLF4和nephrin基因转录，KLF4与nephrin启动子区的结合减少。

ARB能逆转angII所致的KLF4表达降低。angII升高nephrin启动子甲基化水平，降

低其表达，抑制DNMTI与nephrin启动子的结合





人肾脏疾病中KLF4和nephrin表达降低，nephrin启动子区甲基化水平升高

• 人体标本：对照（8例）、微小病变型肾病（9例）、FSGS（8例）、糖尿病肾

病（8例）

所有病人服用ARB

• 指标：nephrin表达（免疫荧光）、nephrin启动子区甲基化水平、二者的相关

性、单个足细胞中nephrin表达和启动子区甲基化水平；

• 结果：病人标本中nephrin表达降低，nephrin启动子区非甲基化水平降低、二

者正相关。ARB升高病人KLF4表达，nephrin启动子区非甲基化水平升高







Thank You


