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　　摘　要：目的　通过建立小鼠单侧输尿管结扎（ＵＵＯ）模型，探讨真核起始因子６（ｅＩＦ６）在肾间质纤维化中的作用。方法　建

立ｅＩＦ６＋
／－和ｅＩＦ６＋

／＋小鼠ＵＵＯ模型；用 ＨＥ和 Ｍａｓｓｏｎ染色观测小鼠肾间质胶原沉积程度，免疫组化方法观察α平滑肌肌动蛋

白（αＳＭＡ）、转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）的表达与分布变化，并进行图像定量分析。结果　ＵＵＯ模型ｅＩＦ６
＋／－小鼠在建模后１０ｄ

出现比ｅＩＦ６＋
／＋小鼠更明显的肾纤维化；在ＵＵＯ模型中，ｅＩＦ６＋

／－小鼠的肾小管区比ｅＩＦ６＋
／＋小鼠的肾小管区表达更多的ＴＧＦβ１

和αＳＭＡ。结论　ｅＩＦ６可能通过影响ＴＧＦβ１的表达参与调控肾间质纤维化。
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　　肾间质纤维化是一个多细胞、多因子、多因素共同参与的

复杂过程，是各种慢性肾病发展到晚期的共同标志性病理变

化，表现为肾间质成纤维细胞增生，细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）在肾脏沉积引起的肾小管损伤，肾功能不全。真

核启动因子６（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ６，ｅＩＦ６）作为一种核

基质蛋白，参与核糖体的装配，并可转位至细胞核中参与翻译

起始调控［１２］。谭江琳等［３］发现ｅＩＦ６能够影响皮肤成纤维细

胞分泌转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｎβ１，ＴＧＦ

β１）、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ，那么ｅＩＦ６是否与肾间质纤维化有关联呢？因

此，本研究通过对比研究ｅＩＦ６＋
／－基因敲除小鼠和ｅＩＦ６野生型

小鼠单侧输尿管结扎（ＵＵＯ）模型，试图了解ｅＩＦ６在小鼠肾间

质纤维化过程中可能的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级ｅＩＦ６
＋／－ 小鼠（引进于ＳａｎＲａｆｆａｅｌｅ

ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，意大利）和对照野生型Ｃ５７ＢＬ／６背景小鼠，

由第三军医大学附属大坪医院动物所饲养。实验动物分笼饲

养，自由进食，室温２６℃，湿度５０％，选取同窝，体质量（２０±

２）ｇ，８～１０周龄，雄性ｅＩＦ６
＋／－ 小鼠和野生型小鼠，每次实验

４～６对小鼠，重复３次，分为ｅＩＦ６＋
／＋ ＵＵＯ组，ｅＩＦ６＋

／＋ 对照

组，ｅＩＦ６＋
／－ ＵＵＯ组，ｅＩＦ６＋

／－对照组。

１．２　仪器与试剂　ＭＡＳＳＯＮ染色试剂盒（福州新迈公司），

ＤＡＢ显色试剂盒（北京中杉公司），ＨＲＰ标记兔抗小鼠ＩｇＧ（武

汉博士德公司），ＨＲＰ标记羊抗兔ＩｇＧ（武汉博士德公司），兔

抗小鼠α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）单克隆抗体（Ａｂｃａｍ，美

国），兔抗鼠ＴＧＦβ１单克隆抗体（武汉博士德公司），４％多聚

甲醛，戊巴比妥，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件。

１．３　方法

１．３．１　小鼠肾纤维化模型的建立　（１）ＵＵＯ组：１％戊巴比妥

（０．０１ｇ／ｍＬ）腹腔注射麻醉小鼠，腹部脱毛，乙醇消毒。通过

腹部正中切口，暴露左侧输尿管；缝线分别结扎上１／３和２／３

分界处２次，两结扎处之间离断输尿管，完全阻断左侧输尿管；

复位肾脏及肠管，分层缝合肌肉、皮肤，结扎后１０ｄ处死小鼠，

取材。（２）对照组：分离出左侧输尿管后不结扎，复位肾脏及肠

管，分层缝合肌肉、皮肤，１０ｄ后处死小鼠，取材。

１．３．２　小鼠肾脏病理样本制作与观察　肾脏标本置于４％多

聚甲醛固定，２４ｈ后进行石蜡包埋，５μｍ厚度切片，苏木素伊

红和 Ｍａｓｓｏｎ染色，光镜下观察肾小管和肾间质病变情况，每

张切片在２００倍视野下随机选取５个肾小管的视野获取图像。

利用ＩＰＰ软件对图像进行定量测量胶原纤维表达情况，结果用

５个视野胶原纤维面积／视野面积的均值表示，均无空白视野。
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１．３．３　免疫组化观察ＴＧＦβ１、αＳＭＡ和ｅＩＦ６　４％多聚甲醛

固定标本，２４ｈ后常规脱水、石蜡包埋，５μｍ切片。脱蜡至失

水。分别进行免疫组化染色（ＡＢＣ法），ＰＢＳ液代替一抗作为

空白对照。具体步骤：ＰＢＳ液冲洗５ｍｉｎ×３次，加入抗原修

复液３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗５ｍｉｎ×３次，３％Ｈ２Ｏ２ 常

温下孵育３０ｍｉｎ消除内源性过氧化物酶活性，ＰＢＳ液冲洗５

ｍｉｎ×３次。山羊血清封闭室温孵育３０ｍｉｎ后倾去，ＰＢＳ液冲

洗５ｍｉｎ×３次，分别滴加兔抗小鼠ＴＧＦβ１单克隆抗体、兔抗

小鼠αＳＭＡ单克隆抗体置于４℃过夜，ＰＢＳ液冲洗５ｍｉｎ×３

次，滴加生物素化二抗工作液，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗５

ｍｉｎ×３次，滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液，３７℃孵育３０

ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗５ｍｉｎ×３次。ＤＡＢ显色剂显色，自来水冲

洗，苏木素复染，梯度乙醇脱水、二甲苯透明、封片。ＰＢＳ代一

抗作为空白对照。小鼠肾脏组织的每张切片在４００倍视野下

随机选取５个肾小管的视野获取图像，ＩＰＰ分别分析ＴＧＦβ１

和αＳＭＡ的表达强度，以积分光密度（ＩＯＤ）表示阳性物质

水平。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组小鼠肾间质胶原纤维沉积、αＳＭＡ和ＴＧＦβ１表达

比较　成功建立 ＵＵＯ模型，ｅＩＦ６＋
／－小鼠肾间质胶原沉积比

ｅＩＦ６＋
／＋小鼠的肾脏显著增多。对照组小鼠肾脏组织结构正

常，均未见明显病变。ｅＩＦ６＋
／＋小鼠和ｅＩＦ６＋

／－ 小鼠的肾间质

均有少量炎症细胞浸润，见大量嗜伊红蛋白沉积于扩张积水的

肾脏组织周边，并形成纤维膜。ＵＵＯ组肾脏少量炎症细胞浸

润，肾小管肿胀明显，可见部分空泡样变性，远端肾小管扩张，

上皮细胞脱落，肾实质萎缩。Ｍａｓｓｏｎ染色见 ＵＵＯ模型小鼠

肾小管间质胶原沉积，纤维增生（图１），提示成功建立小鼠

ＵＵＯ 模 型。在 ＵＵＯ 模 型 中，ｅＩＦ６＋
／－ 小 鼠 肾 脏 组 织 比

ｅＩＦ６＋
／＋小鼠表达更多的αＳＭＡ和ＴＧＦβ１。免疫组化染色发

现，αＳＭＡ在对照组小鼠内仅在肾血管内皮细胞表达，而输尿

管结扎１０ｄ后，αＳＭＡ则可在肾小管间质成纤维样细胞和肾

血管内皮细胞表达明显（图１）。对照组的肾脏组织无明显

ＴＧＦβ１表达，而ＵＵＯ组可见ＴＧＦβ１表达于肾间质、纤维化

增生区域、肾血管内皮细胞及炎症细胞中，见图１。

２．２　各组小鼠肾脏组织中胶原纤维、αＳＭＡ和ＴＧＦβ１表达

定量比较　在 ＵＵＯ 模型中，ＨＥ染色与 Ｍａｓｓｏｎ染色显示

ｅＩＦ６＋
／－小鼠肾脏组织比ｅＩＦ６＋

／＋小鼠产生了更多的纤维化组

织，形态计量证明二者之间差异有统计学意义（犘＜０．０１），见

图１。免疫组化ＩＰＰ 定量分析 αＳＭＡ 表达的结果显示，

ｅＩＦ６＋
／－ＵＵＯ组αＳＭＡ 较ｅＩＦ６

＋／＋ ＵＵＯ 组显著增多（犘＜

０．０１）。在肾小管上皮细胞中，ｅＩＦ６＋
／－ ＵＵＯ组表达 ＴＧＦβ１

水平较ｅＩＦ６＋
／＋ ＵＵＯ组显著增高（犘＜０．０１），见图２。

　　Ａ～Ｄ：Ｍａｓｓｏｎ染色下的胶原纤维（×２００）；Ｅ～Ｈ：αＳＭＡ（×４００）；Ｉ～Ｌ：ＴＧＦβ１（×４００）。

图１　　ｅＩＦ６对小鼠ＵＵＯ模型中胶原纤维、αＳＭＡ、ＴＧＦβ１表达的影响
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图２　　ｅＩＦ６对小鼠肾脏组织中胶原纤维、αＳＭＡ、ＴＧＦβ１表达的定量分析

３　讨　　论

肾小动脉硬化、肾间质纤维化、肾脏慢性炎症等，可造成肾

脏的进行性损伤，最终发展成纤维化肾病［４６］。纤维化肾病的

发展可以简单地分为４期。第１期为损伤期，成纤维细胞、内

皮细胞、肾小管上皮细胞、炎症细胞等被激活，并开始分泌各种

因子；第２期为纤维化因子分泌期，包括ＴＧＦβ１、血管紧张素

Ⅱ、血小板源性生长因子等分泌增加；第３期为纤维化增生期，

表现ＥＣＭ的分泌增多和降解减少导致的ＥＣＭ 沉积；第４期

是肾功能损害期，由于ＥＣＭ 的过度增加，最终导致不可逆转

的肾单位持续性减少，肾功能损害［７］。

ＥＣＭ大量沉积是肾间质纤维化的标志性病理变化。成纤

维细胞和肌成纤维细胞的增生是促进肾间质纤维化的关键因

素，成纤维细胞能够合成并分泌Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原及纤连蛋白等

多种ＥＣＭ
［８１０］。肌成纤维细胞则被认为是活化状态的成纤维

细胞，能够分泌ＥＣＭ，是引起细胞外基质在肾小管间质沉积的

主要原因［１１］。ＥＭＴ也是肾间质纤维化的重要机制之一，肾小

管上皮细胞转化为成纤维细胞或肌成纤维细胞从而引起肾纤

维化。发生ＥＭＴ的肾小管上皮细胞其Ⅰ／Ⅲ型胶原蛋白和纤

维连接蛋白的表达增高，并开始表达αＳＭＡ，肾小管上皮细胞

中αＳＭＡ的表达也作为ＥＭＴ发生的标志之一
［１２１３］。Ｖａｌｅｒｉｅ

等［１４］的研究发现，肾纤维化过程中生成的肌成纤维细胞５％来

自ＥＭＴ。Ｂｉｆｆｏ等
［１５］研究了ｅＩＦ６基因半量敲降小鼠（ｅＩＦ６＋

／－

小鼠），发现该小鼠的ｅＩＦ６在皮肤及各器官的表达显著下降。

本实验研究了小鼠 ＵＵＯ模型中胶原纤维的表达和肌成纤维

细胞标志物αＳＭＡ的表达，发现ｅＩＦ６＋
／－ＵＵＯ组肾小管间质

αＳＭＡ的表达较ｅＩＦ６
＋／＋ＵＵＯ组显著增高，胶原纤维沉积严

重，ｅＩＦ６敲降后肾纤维化的程度显著增高，提示ｅＩＦ６参与了调

控小鼠肾间质纤维化的发生、发展。

ｅＩＦ６普遍存在于上皮细胞、成纤维细胞等多种细胞

内［１５１６］。作为核基质蛋白，参与核糖体６０Ｓ亚基的装配
［１］，是

翻译的起始的限速因子［２］。有研究等利用免疫共沉淀和荧光

共振能量转移技术（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ，

ＦＲＥＴ）证明了ｅＩＦ６与纤维化相关因子 Ｐ３１１存在相互作

用［１７１９］。谭江琳等［３］报道了ｅＩＦ６能够抑制皮肤成纤维细胞

ＴＧＦβ１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的分泌
［３］。而ＴＧＦβ１是肾纤维化过程中

起着核心作用的生长因子，多种肾小球疾病及肾间质纤维化疾

病都有报道ＴＧＦβ１过度表达
［２０］，或者和ＴＧＦβ１有关基因表

达相关［２１２２］。受损伤的肾小球细胞及肾小管上皮细胞都能表

达ＴＧＦβ
［２３２４］。ＴＧＦβ１能够促进成纤维细胞向肌成纤维细

胞分化，诱导αＳＭＡ的表达
［２５］，促进ＥＣＭ的生成，抑制ＥＣＭ

的分解，促进肾小管上皮细胞向肌成纤维细胞转分化。Ｈｗａｎｇ

等［２６］通过ＳｉＲＮＡ抑制ＴＧＦβ１的表达，延迟了肾小管纤维化

的进程。本研究证明当敲降小鼠的ｅＩＦ６后，肾小管上皮细胞

和肾间质细胞表达ＴＧＦβ１水平显著增加，提示ｅＩＦ６对肾间

质纤维化的抑制作用可能是通过抑制ＴＧＦβ１的表达而实现。

综上所述，本研究初步证明ｅＩＦ６参与了肾积水组织纤维

化病理过程，提示ｅＩＦ６可能成为防治肾纤维化新的药物靶点。
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