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,

P

/

+

与糖尿病肾
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$的关系%方法
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链脲佐菌素"
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$制备糖尿病大鼠模型!分为对照组"

&`&.

$和实验组"

&`&-

$%造模
(

周后!透射电镜

下观察肾脏超微结构变化%采用免疫组化法检测肾脏上皮细胞整合素
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的表达%结果
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糖尿病肾病$
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I

AD9
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#

RQ

&是终末期肾病的

主要病因之一#主要的病理变化为肾小球基底膜增厚及肾小球

细胞外基质积聚增加#导致肾小球硬化及系膜膨胀等改变)本

研究观察糖尿病大鼠肾小球足细胞数和肾小球整合素
,

P

/

+

表

达的变化#探讨足细胞数及整合素
,

P

/

+

与
RQ

的关系)

@

!

材料与方法

@,@

!

材料

@,@,@

!

实验动物
!

清洁级近交雄性
T:5>FD

大鼠#由北京维通

利华实验动物中心提供'许可证号!

1%ce

$京&

)..)#...+

()饲

养条件!华北煤炭医学院实验动物中心屏障环境$使用证编号!

!g.(Rce.6

&#体质量
&/.

$

)).

M

#室温控制在
&/

$

)$S

#相

对湿度
('7

$

6.7

#饮用水为专用消毒水#正常昼夜交替#适

应性喂养
68

后进入实验)所需标准大鼠饲料由华北煤炭医

学院动物实验中心提供)

@,@,A

!

主要试剂
!

兔抗大鼠
,

P

/

+

多克隆抗体由北京博奥森

生物技术有限公司生产$编号!

G5#&+&.2

&#

R=Y

试剂盒$二管

装&由北京中山金桥生物技术有限公司生产$编号!

b4X#$.&6

&#

超敏即用型二步法$非生物素&检测试剂盒北京中杉生物技术

有限公司生产$编号!

"f#$..&

&)

@,A

!

方法

@,A,@

实验动物造模
!

健康雄性
T:5>FD

大鼠
)-

只#适应性喂

养
68

后造模#造模前全部剪尾测血糖
&

次#血糖正常$

%

/

JJ9E

"

4

&大鼠作为入选动物)随机分为对照组$

& &̀.

&和实验

组$

&`&-

&#造模前禁饮食
&)A

)将链脲佐菌素$

5>DB

I

>9O9>9#

C:<

#

1*b

&按
('J

M

"

V

M

剂量一次性经左侧腹腔注射#对照组以

等剂量的柠檬酸
#

柠檬酸钠缓冲液进行左侧腹腔注射)观察
)

A

#恢复饲料供应)

6)A

后用血糖仪测尾血血糖#第
'

天时重复

检测#如血糖均高于
&(,6JJ9E

"

4

者为糖尿病大鼠模型)共

造模成功
&+

只)

@,A,A

!

标本采集
!

于实验开始及造模后
&

*

+

*

(

周$处死前&用

代谢笼收集各组大鼠
)-A

尿标本#记录尿量后取
+J4

#

)...

D

"

J:<

离心
&.J:<

#去除沉渣#分装于
)

个
0

II

B<89DK

管中#并

于
W). S

冰箱中保存待测)

(

周后
&.7

水合氯醛$

+..

J

M

"

V

M

&腹腔注射麻醉大鼠#在鼠板上固定大鼠#沿腹正中线剪

开腹部皮肤#打开腹腔#迅速取出双肾#游离肾包膜#生理盐水

洗去血迹后称质量#左肾纵向切开#取一小块置于
+7

戊二醛
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磷酸盐缓冲液中固定#切成
&JJ

+ 组织块#制成超薄切片置透

射电镜下观察#余下用
-7

多聚甲醛固定
-/A

#常规制备石蜡

切片)连续切片厚
+

$

-?J

#常规
]0

*

"=1

染色#以及免疫组

化染色#光镜下观察)

@,A,B

!

观察指标
!

$

&

&

)-A

尿清蛋白排泄量$放射免疫分析

法&)$

)

&采用
]"X=1#&...

计算机图像分析系统!置于光镜下

观察肾脏组织形态学改变#每张切片于低倍镜下随机选取
&.

个肾小球#测量高倍视野$

Z-..

倍&下每个肾小球每
&...

#

J

) 面积内肾小球足细胞数#取其平均值代表肾小球足细胞数

目%免疫组化切片!每例在光学显微镜下随机选择
'

个高倍镜

视野$

Z-..

倍&#测量阳性细胞的平均光密度值)肾脏指数!

肾脏指数
`

左肾质量"体质量
Z&.

+

)$

+

&免疫组化测定整合素

,

P

/

+

在肾组织的表达)$

-

&肾组织超微结构观察取左肾组织

置于
+7

戊二醛磷酸盐缓冲液中固定
&)A

#送至华北煤炭医学

院电子显微镜室#完成其余步骤)

@,B

!

统计学处理
!

应用
1"11&+,.

统计学软件进行分析)数

据以
F @̂

表示#组间差异性比较采用单因素方差分析#相关分

析采用直线相关#以
!

%

.,.'

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A,@

!

)-A

尿清蛋白排泄量
!

与对照组比较#实验组大鼠
&

周

时尿清蛋白排泄量明显增多$

!

%

.,.&

&#尿清蛋白排泄量随病

程增加而增加#

(

周时尿清蛋白排泄量明显高于
&

周时排泄量

$

!

%

.,.'

&见表
&

)

表
&

!!

不同时间各组
)-A

尿清蛋白的比较%

#

M

&

组别
&

造模后
&

周 造模后
+

周 造模后
(

周

对照组
&. &,6(̂ .,6) ),&+̂ .,6- ),.+̂ .,(-

实验组
&+ )&,-)̂ &,)&

F

)-,+$̂ &,/$

F

)',(6̂ &,-'

FC

!!

F

!

!

%

.,.&

#与对照组比较%

C

!

!

%

.,.'

#与同组造模后
&

周时比

较)

A,A

!

肾组织电镜下观察
!

对照组大鼠肾皮质中肾小球内足细

胞结构清晰#可见明显的次级突起以及形成的栅栏状结构#基

膜结构清晰*无肿胀)实验组足突变形*融合增宽*融合足细胞

覆盖的基底膜$

UY!

&面积增大*

UY!

增厚#见图
&

)

!!

=

!对照组%

Y

!实验组)

图
&

!!

肾小球足细胞表达变化 %

Z(...

&

表
)

!!

肾脏指标及免疫组化指标的比较%

F @̂

&

组别 肾脏指数 肾小球面积 足细胞数
整合素

,

P

/

+

平均光密度

对照组
),/'̂ .,)+ '',++̂ &,$& &),'/̂ .,-' .,)'̂ .,.-

实验组
/,'(̂ .,6(

F

/6,)+̂ &,6(

F

/,+/̂ .,)(

F

.,+&̂ .,.'

F

!!

F

!

!

%

.,.&

#与对照组比较)

A,B

!

整合素
,

P

/

+

免疫组化结果
!

整合素
,

P

/

+

表达于肾小球

内皮细胞#肾小球*肾小管上皮细胞内阳性染色为深棕黄色颗

粒#实验组染色强度较对照组显著增加#半定量分析显示!与对

照组比较#实验组整合素
,

P

/

+

平均光密度值明显增高$

!

%

.,.&

&)见图
)

*表
)

)

!!

=

!对照组%

Y

!实验组)

图
)

!!

肾小球整合素
,

P

/

+

表达变化%

Z-..

&

A,C

!

尿清蛋白排泄量与足细胞数及整合素
,

P

/

+

表达的关系

!

尿清蛋白量与足细胞数成负相关#与整合素
,

P

/

+

表达成正

相关$

8̀ W.,6-

#

8̀ .,($

#均
!

%

.,.'

&

B

!

讨
!!

论

足细胞是构成肾小球滤过屏障外层的主要成分#为高度分

化和特异化的细胞)目前已知足细胞的功能主要有构成肾小

球的滤过屏障*对抗毛细血管腔内的流体静水压*在肾小球内

静水压下降时维持毛细血管腔的开放等)本研究发现糖尿病

鼠
&

周时#

)-A

尿清蛋白排泄量较对照组明显增高#提示肾脏

损害已经存在#

(

周时尿清蛋白排泄量明显高于
&

周时#说明

糖尿病肾损害随病程增加逐渐加重)电镜下观察糖尿病组大

鼠肾小球足细胞数明显减少*足突融合#表明足细胞的缺失与

尿清蛋白产生有关)足细胞胞体伸出许多足突覆盖于肾小球

基底膜#足突间的裂孔隔膜以大小选择性的方式来限制血浆蛋

白进入尿路#构成阻止血浆蛋白丧失的最后屏障'

&

(

)足细胞数

减少
&.7

$

).7

时#肾小球硬化即开始发生'

)#+

(

)当足细胞从

UY!

上剥脱的速度超过足细胞再生能力时#数目严重不足的

足细胞不能再完全覆盖
UY!

#从而引起
UY!

裸露#滤过膜完

整性遭到破坏#导致蛋白漏出#出现蛋白尿'

-#(

(

)足细胞肥大*

足突融合*脱落*肾小球
UY!

裸露等一系列病变#导致
R!

肾

小球硬化的发生'

6

(

)本实验显示糖尿病鼠尿清蛋白排泄量与

足细胞数成负相关#足细胞脱落与蛋白尿产生和加重有关)

整合素是一类细胞黏附分子$

CBEEF8AB<5:9<J9EBC?EB

#

%=!

&#它是由
,

$

&'.

$

)&.V?

&和
/

$

$.

$

&&.V?

&两条链以非

共价键形式连接组成的异二聚体)

,

*

/

链均为跨膜糖蛋

白'

/#$

(

)研究发现健康人肾小球上皮细胞表达
,

&

*

,

+

*

,

'

/

&

*

,

P

/

+

及
,

P

/

'

整合素'

&.

(

)整合素
FP

/

+

可与多种细胞外基质

$

0%!

&成分结合$如
3<

#玻连蛋白&)体外实验发现整合素与

基质间相互作用的紊乱#可以导致足细胞结构的破坏#其在体

内的相应表现为足突的回缩和
UY!

的裸露#因此整合素的正

常表达对维持正常的足突结构起着重要作用'

&&

(

)推测整合素

,

P

/

+

可能参与足细胞与
UY!

的黏附)据有关研究发现高糖

环境下造成内皮细胞受损#导致
FP

/

+

表达增高从而促进毛细

血管内皮细胞的增生修复'

&)#&+

(

#本实验显示糖尿病鼠肾小球

内皮细胞及肾小球*肾小管上皮细胞上的整合素
,

P

/

+

表达均

显著增加#尿清蛋白排泄量与整合素
,

P

/

+

表达成正相关)提

示整合素
,

P

/

+

表达增加参与
RQ

发生#整合素
,

P

/

+

表达量可

以反映肾组织损害程度)因此#本研究提示糖尿病时肾组织整

合素
,

P

/

+

表达增加和足细胞数减少是
RQ

发生的重要环节)
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