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目的
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观察伊马替尼通过调控
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的表达改善尿毒症大鼠心肌纤维化的作用&方法
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表达减少尿毒症大鼠心

脏病理损伤及纤维化的程度&

"关键词#

!

心肌疾病%心肌%纤维化%伊马替尼%尿毒症心肌病%

[3Ze6

"中图分类号#

!

6401&1

"文献标识码#

!

7

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$)

$

%'.%'$'.%0

M+)42%4#;22332%4)3#6&4#$#8)$6

'

)%&+1#&"3#8+)(#(#$.+26#%+&4(

"

A)("%

$

#

,)%

&

!"

1

#

9$+N)%

&.

)%

&

$

#

;>-%#$%

&

B>+%

'

#

=)$!"%

&

$

#

N)%'+%6"%

&

$

#

0

#

$

$L4-

5

)2/6-%/$

.

7-

5

>2$8$

&<

#

M

..

"8")/-?#$:

5

"/)8$

.

!+T>$+A-?"B)8=$88-

&

-

#

!+T>$+

#

;"B>+)%)0)%%%

#

=>"%)

(

1L!)F$2)/$2

<

$

.

U2

&

)%N"F2$:":G2$

5

>

<

8)O":)%?02-)/6-%/F

<

=$6F"%-02)?"/"$%)8=>"%-:-)%?,-:/-2%A-?"B"%-

#

P-:-)2B>=-%/-2$

.

=$6F"%-02)?"/"$%)8=>"%-:-)%?,-:/-2%A-?"B"%-

#

/>-M

..

"8")/-?0=A #$:

5

"/)8

#

!+T>$+A-?"B)8=$88-

&

-

#

!+T>$+

#

;"B>+)%)0)%%%

#

=>"%)

(

'L=$88-

&

-$

.

02)?"/"$%)8=>"%-:-A-?"B"%-

#

!+T>$+A-?"B)8=$88-

&

-

#

!+T>$+

#

;"B>+)%)0)%%%

#

=>"%)

(

0L;/)/-1-

<

!)F$2)/$2

<

$

.

Q"$/>-2)

5<

#

;"B>+)%C%"D-2:"/

<

,-:/=>"%)#$:

5

"/)8

#

=>-%

&

?+

#

;"B>+)%)$%%0$

#

=>"%)

%

!!

&

78(4+&%4

'

!

98

:

2%4#;2

!

8":I;?C;>:>=::@@:<>"@#F;>#,#G#,#F

B

9"I#,

A

F

J

"<;9!#;?@#G9"+#+#,C9:F#<9;>+>=9"C

A

=9:

A

C?;>#,

A

>=::N

B

9:++#","@[3Ze6

#

&<24,)1(

!

O:I:,>

J

>E"9;>+E:9:!#I#!:!#,>">=9::

A

9"C

B

+

#

E=#<=E:9:O=;F

A

9"C

B

#

4

"

)

A

9"C

B

;,!

4

"

)XS

A

9"C

B

&7??8=:9;>+#,4

"

)

A

9"C

B

C,!:9E:,>>=:4

"

),:

B

=9:<>"F

J

;,!>=:9;>+#,4

"

)XS

A

9"C

B

E:9:

A

#I:,#F;>#,#GG

JA

;.

I;

A

:;@>:9>=:"

B

:9;>#","@4

"

),:

B

=9:<>"F

J

&2:;9>+E:9:=;9I:+>:!@"92R;,!O#9#C+9:!+>;#,#,

A

;>/E::P+

B

"+>+C9

A

:9

J

&8=::N.

B

9:++#","@[3Ze6

#

E;+;++:++:!E#>=#FFC,"=#+>"?"

A

#<;?+>;#,#,

A

&8=:9:;?.>#F:[T6E;+:F

B

?"

J

:!>"!:>:<>>=:[3Ze6

#

F6.

d7?:I:?#,=:;9+;F

B

?:+&=2(."4(

!

8=:C9#,:

B

9">:#,

#

O<9

#

Qid"@>=:4

"

)

A

9"C

B

;,!4

"

)XS

A

9"C

B

E:9:=#

A

=:9>=;,>=;>"@O=;F

A

9"C

B

$

G

$

%&%$

%

&8=:F

J

"<;9!#;?

B

;>="?"

A

#<;?+<"9:#,O=;F

A

9"C

B

E;++#

A

,#@#<;,>?

J

?"E:9>=;,>=;>"@4

"

)

A

9"C

B

$

G

$

%&%$

%#

;,!

>=:+<"9:#,4

"

)XS

A

9"C

B

E;++#

A

,#@#<;,>?

J

?"E:9>=;,>=;>"@4

"

)

A

9"C

B

$

G

$

%&%$

%

&8=:<"??;

A

:,I"?CF:@9;<>#",

$

Tbe

%

#,4

"

)

A

9"C

B

E;++#

A

,#@#<;,>?

J

=#

A

=:9>=;,>=;>#,O=;F

A

9"C

B

$

G

$

%&%$

%

&7,!>=:Tbe#,4

"

)XS

A

9"C

B

E;+=#

A

=:9>=;,>=;>#,O=;F

A

9"C

B

$

G

$

%&%4

%#

GC>?"E:9>=;,>=;>"@4

"

)

A

9"C

B

$

G

$

%&%4

%

&8=::N

B

9:++#",9;>#""@[3Ze6

#

F6d7;,!+>;#,#,

A

9;>:#,4

"

)

A

9"C

B

;,!4

"

)XS

A

9"C

B

E:9:G">=FC<==#

A

=:9>=;,>=;>#,O=;F

A

9"C

B

$

G

$

%&%$

%#

;,!>=::N

B

9:++#",#,4

"

)XS

A

9"C

B

E;++#

A

,#@.

#<;,>?

J

?"E:9>=;,>=;>#,4

"

)

A

9"C

B

$

G

$

%&%4

%

&!)$%".(#)$

!

8=:+:!;>;+C

AA

:+>>=;>>=:>

J

9"+#,:P#,;+:#,=#G#>"9#F;>#,#G9:!C<:+

=:;9>#,

*

C9

J

;,!;>>:,C;>:+F

J

"<;9!#;?@#G9"+#+#,C9:F#<9;>G

J

F:<=;,#+F+;++"<#;>:!E#>=>=:#,=#G#>#","@>=::N

B

9:++#","@

[3Ze6

#

&

&

>2

'

5)+1(

'

!

<;9!#"F

J

"

B

;>=#:+

(

F

J

"<;9!#CF

(

@#G9"+#+

(

#F;>#,#G

(

C9:F#<<;9!#"F

J

"

B

;>=

J

(

[3Ze6

!!

心血管疾病$
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%最常见的并发症#是终末期

肾病$
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%患者死亡的主要原因)尿毒症心肌病是
Ta3

所

致的心肌损害#如能有效控制尿毒症心肌病可以显著改善

Ta3

患者的预后&
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)目前临床上针对尿毒症心肌病的治疗手

段依然十分有限#治疗效果仍不甚满意#其原因可能与该病发

生的具体机制尚不十分明了有关)近来研究发现#心肌的纤维

化形成机制可能与血小板衍生生长因子$
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%过度表达有
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)有研究表明#心肌间质成纤维细胞在心脏
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活

跃区域过度表达的情况下发生明显增殖#这导致了心脏纤维

化#扩张型心肌病和随后的心脏衰竭的发生&
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酶抑制剂#其竞争性阻断腺嘌呤核苷三磷酸$
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酪氨酸激酶活力外#对
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受体酪氨酸激酶的活力也存在同等程度的抑制)因此#

是否能通过应用该药物拮抗尿毒症心肌病的发展#是一个值得

研究的临床课题)本研究拟对该设想进行探讨#为找寻尿毒症
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心肌病的有效方法提供新的思路)
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材料与方法
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尿毒症模型的建立
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肾切方法

构建尿毒症模型)手术主要步骤如下!戊巴比妥钠 $
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%腹腔注射麻醉后#固定大鼠于手术台#常规备皮*消毒*

铺巾)取大鼠左侧腹部切口#分离出左肾并临时夹闭肾蒂#切

除左肾上下极各
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组织#吸收性明胶海绵创面止血后关闭腹

腔)
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周后再次手术#取右侧腹部切口摘除右肾)逐层关腹#

术毕将大鼠平卧于鼠盒#清醒后分笼饲养)
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实验分组与处理
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馏水中#每日灌胃)
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组在相同时间点给予等量

生理盐水灌胃)所有大鼠均于术后
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周时放于代谢笼收

集尿液#同时每组处死
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只大鼠#留取血清)术后
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周处死时#

同时收集心脏标本#分别于
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甲醛溶液中固定#石蜡包埋#
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检测指标及方法
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肾脏功能指标测定
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收集尿液后#全自动生化分析

仪检测尿蛋白)干燥管腔静脉采血
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#离心后取上层血清#

全自动血清自动生物化学仪$
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心脏病理改变
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采用苏木素
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伊红$
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%染色#普通

光学显微镜下观察心肌组织病理改变)对心肌组织的改变参

照
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的标准进行评分!$
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%心肌纤维有无肥大*变性*坏死(
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%间质有无充血*水肿*炎细胞浸润*结缔组织增生($
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%心内

膜*心外膜有无充血*水肿*炎细胞浸润)各种病变按由轻到重

的程度分别评分为
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0

分#无病变为
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分#每张切片取
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个高倍视野进行评分并取平均值#数据进行统计学处理)
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心肌纤维化测定
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采用苦味酸
.

天狼星红染色法行

胶原染色#心肌细胞呈黄色#胶原纤维呈红色#采用光学显微镜

测定)应用
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图像分析系统计算心

肌组织中胶原容积分数$

Tbe

%#

Tbe^

心肌间质胶原面积"视

野总面积#每张切片取
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个高倍视野#并取平均值)

?&@&@&B

!

实时定量荧光
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%法测定磷酸化
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表达
!

按照说明书的步骤#将适量的心脏组

织研磨成匀浆液#使用
6d:;+

J

Y#,#a#>

提取
F6d7

后#使用

[9#F:O<9#
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3d7R9;+:9

逆转录试剂
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3d7R9;+:9

去除基因组的
3d7

#然后直接进行逆

转录反应合成
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仪上进行实时荧光定量扩增)
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反应体系为
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)根据
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试剂

盒和
7

BB

?#:!Q#"+

J

+>:F+O>:

B

M,:[?C+O

J

+>:F

的使用说明#
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反应条件!
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预变性(
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#

)%g'%+
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个

循环)以熔解曲线判定反应产物的特异性)利用
[T6

仪配套

软件分析获得产物
T>

值#依据公式
'

T>^T>

目的基因
VT>

内参基因

求得
1

组
'

T>

值#根据实时定量
[T6

原理#待扩增目的基因的

T>

值与该基因的拷贝数呈反比#

'

T>

值越大表明基因表达量

越低#用
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V

''

T>的方法求得各个目的基因
F6d7

的相对含量)
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免疫组织化学法测定心肌磷酸化
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蛋白表

达
!

采用免疫组织化学法#按照实验试剂盒操作说明书进行)

阳性细胞染色为棕褐色)阳性细胞表达采用半定量分析!计数

每个视野下阳性细胞个数#以阳性细胞数"每视野表示#每张切

片测定
/

个随机高倍视野#取平均值为该切片阳性表达值)

?&A

!

统计学处理
!

采用
O[OO$'&%

统计软件分析#计量资料

用
Oh:

表示#组间比较采用
/

检验和单因素分析#检验水准

#

%̂&%4

#以
G

$

%&%4

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

肾功能检测
!

实验至术后第
1

周时#

4

"

)

组和
4

"

)XS

组

大鼠尿蛋白*

O<9

*

Qid

均较
O=;F

组明显增加$

G

$

%&%$

%#并

随时间延长增加#第
/

周时升高显著)但
4

"

)

组与
4

"

)XS

组

比较#各指标差异无统计学意义$

G

%

%&%4

%#见表
$

)

表
$

!!

各组大鼠不同时间段肾功能指标比较%

Oh:

&

组别
% O<9

$

)

F"?

"

\

%

Qid

$

FF"?

"

\

% 尿蛋白量$

F

A

"

10=

%

O=;F

组
10

!

1

周
4%&')h1&-$ )&-1h%&0/ )&'$h%&0'

!

)

周
4'&0$h1&1' -&1'h%&4' -&%'h%&)'

!

/

周
4$&/1h1&%) -&$)h%&)4 )&(/h%&-4

4

"

)

组
10

!

1

周
(%&%$h$1&0-

;

$/&''h1&%0

;

'/&01h0&)0

;

!

)

周
$%1&'1h$'&)/

;

10&1$h0&')

;

0(&')h4&%4

;

!

/

周
$$/&1$h$0&1-

;

'$&%-h4&%'

;

)'&$-h)&1(

;

4

"

)XS

组
10

!

1

周
($&')h$'&1)

;

$)&')h0&$/

;

'/&$'h0&-'

;

!

)

周
$%'&01h$0&0$

;

1'&'/h4&0-

;

4%&1'h4&(-

;

!

/

周
$$)&1(h$4&0/

;

'%&-1h)&1$

;

)1&4/h/&'-

;

!!

;

!

G

$

%&%$

#与
O=;F

组同时段比较)

@&@

!

心肌病理损伤及纤维化程度

@&@&?

!

心肌病理形态观察
!

O=;F

组心肌组织无明显病理改

变#基本正常#未见胶原组织增生(

4

"

)

组心肌细胞排列紊乱#细

胞肥大#胶原组织明显增生#心肌间质纤维化明显(

4

"

)XS

组心

肌组织病变明显减轻)

O=;F

组心肌病理评分显著低于
4

"

)

组

&$

%&1$h%&$$

%分
D:&

$

$%&%0h$&10

%分#

G

$

%&%$

'#而
4

"

)XS

组

显著低于
4

"

)

组&$

4&'1h%&/-

%分#

G

$

%&%$

'#见图
$

)

@&@&@

!

心肌组织
Tbe

测量结果
!

天狼星染色心肌细胞呈黄

色#胶原纤维呈红色)

4

"

)

组心肌纤维化程度最重#心肌间质

胶原含量最多#其
Tbe

值为$

1/&1h(&0

%

5

#明显高于
O=;F

组$

-&$h1&%

%

5

#

G

$

%&%$

(

4

"

)XS

组
Tbe

值为$

$4&1h

0&'

%

5

#虽高于
O=;F

组$

G

$

%&%4

%#但较
4

"

)

组显著减小$

G

$

%&%4

%#见图
1

)

@&A

!

心肌组织
[3Ze6

#

的
F6d7

表达
!

6:;?.>#F:[T6

结

果显示
O=;F

组的
[3Ze6

#

F6d7

的相对表达量为
%&4000

#

4

"

)

组为
1&0)/-

#

4

"

)XS

组为
$&0'-4

#统计分析表明
4

"

)

组

和
4

"

)XS

组表达均显著高于
O=;F

组$

G

$

%&%$

%(而
4

"

)XS

组

明显低于
4

"

)

组$

G

$

%&%4

%)

@&B

!

心肌磷酸化
[3Ze6

#

蛋白表达
!

免疫组织化学检测显

示
[3Ze6

#

主要表达于心肌间质细胞中)结果显示#

4

"

)

组和

4

"

)XS

组均可见成棕黄色的颗粒表达于心肌间质细胞中#

4

"

)

组
[3Ze6

#

蛋白阳性表达率为$

/&4h$&(

%

5

#

4

"

)XS

组阳性

表达率为$

4&)h$&$

%

5

#与
O=;F

组&$

$&)h%&'

%

5

'比较#均

0$'
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显著性升高$均
G

$

%&%$

%(而
4

"

)XS

组的
[3Ze6

#

阳性染色 率明显低于
4

"

)

组$

G

$

%&%4

%#见图
'

)

!!

7

!

O=;F

组(

Q

!

4

"

)

组(

T

!

4

"

)XS

组)

图
$

!!

各组大鼠心肌组织病理学改变%

2R]1%%

&

!!

7

!

O=;F

组(

Q

!

4

"

)

组(

T

!

4

"

)XS

组)

图
1

!!

各组大鼠心肌组织胶原表达%天狼星红染色
]0%%

&

!!

7

!

4

"

)XS

组$

[3Ze6

#

表达较
4

"

)

组明显减少%(

Q

!

4

"

)

组$

[3Ze6

#

表达明显增强%(

T

!

O=;F

组$见少量间质细胞
[3Ze6

#

染色%)

图
'

!!

各组大鼠心肌组织
[3Ze6

#

蛋白表达%免疫组织化学染色
]0%%

&

A

!

讨
!!

论

尿毒症心肌病是在慢性肾脏疾病的基础上发生的心脏病

变#包括形态和功能的改变#主要表现为心肌肥大#毛细血管密

度下降#心肌间质纤维化及心室重塑#最终导致左室肥厚#心室

舒张*收缩功能失调#心律失常和心力衰竭&

/

'

)其中#心肌纤维

化是导致该病进展的重要原因)因此#抑制心肌间质的纤维

化#阻断纤维化发展的通路#对尿毒症心肌病的治疗有十分重

要的意义)

近年研究发现#

[3Ze

在心肌纤维化的发展进程中扮演了

重要角色)

[3Ze

是一种可促进成纤维细胞及血管平滑肌细

胞分裂增殖#并具有趋化作用的生长因子#能够促进肌纤维母

细胞产生胶原#还可通过上调组织金属蛋白酶抑制剂$

8SY[.

$

%抑制胶原酶的作用#从而减少细胞外基质的降解#最终导致

纤维化的发生*发展&

(.$%

'

)

Y;

等&

$$

'在
3MT7

"

+;?>

诱导心肌纤

维化的大鼠模型中发现#

[3Ze

"

[3Ze6

信号通路参与了心肌

纤维化的发生#并且通过该通路可加速心肌炎性反应)在心肌

纤维化的过程中#单核巨噬细胞等炎症细胞增殖#分泌大量的

[3Ze

#活化的
[3Ze

与
[3Ze6

结合#导致
[3Ze

"

[3Ze6

信

号通路活化#从而促进心肌纤维化的发生*发展)本次研究发

现
[3Ze6

蛋白的表达在尿毒症心肌病的模型动物中明显升

高#这说明
[3Ze

及其受体可能是参与尿毒症心肌病进展的

重要因素之一#针对
[3Ze

"

[3Ze6

信号通路活化作为靶点的

治疗手段#有可能成为减轻尿毒症心肌病的重要措施)

伊马替尼是一种酪氨酸激酶受体抑制剂#是能特异性抑制

[3Ze6

酪氨酸激酶和
7G?

酪氨酸激酶自磷酸化的低分子拮

抗剂&

$1

'

)该药对于治疗慢性髓细胞性白血病和胃肠道间质瘤

有较好的疗效)同时#由于
[3Ze6

在纤维化过程中的重要角

色#目前#已有学者开始关注该药物在各种纤维化所致疾病中

的应用前景)比如#

T=;C!=;9

J

等&

$'

'在博来霉素诱导的肺纤维

化大鼠中#给予甲磺酸伊马替尼
4%F

A

1

P

A

V$

1

!

V$口服可改

善肺纤维化(最近
["

B

:

等&

$0

'发现甲磺酸伊马替尼能够通过改

善皮肤的纤维化起到治疗系统性硬皮病的作用)因此#伊马替

尼有可能是针对尿毒症心肌病治疗的一种极具潜力的新型药

物)本研究发现#在使用伊马替尼干预之后#能明显减轻尿毒

症大鼠心肌纤维化水平及病理损伤)同时#对
[3Ze6

#

的测

定发现#通过该药治疗的动物心肌组织内
[3Ze6

#

的基因和

蛋白表达水平均有下降#这说明#伊马替尼对尿毒症导致的心

肌损伤产生保护作用#这种保护作用与其对
[3Ze6

#

的抑制

所致的纤维化水平降低存在密切联系)在最近的有关报道中

提到#伊马替尼可有效改善自发性高血压大鼠的心室重构#降

低心肌组织中
[3Ze6

表达水平&

$4

'

)该研究与本研究发现

一致)

4$'
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综上#本研究认为伊马替尼能通过对
[3Ze6

的活化抑

制#有效地减轻尿毒症心肌病引起的心脏损害)对该类药物的

研究将成为尿毒症心肌病的治疗的新思路)
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晶沉积和肾结石形成的作用)

本研究成功建立了
Td[+

致大鼠肾结石动物模型#与目前

普遍使用的大鼠肾结石模型改良造模方法相比&

$%

'

#

Td[+

致肾

结石动物模型的特点是造模时间偏长)肾小管晶体数量偏少(

尿
T;

1X

*血肌酐水平都相对偏低#这虽然增加了造模的时间和

成本#但这可能更接近人体肾结石形成的病理生理过程)因

此#

Td[+

致大鼠肾结石动物模型的建立#可为进一步研究肾

结石形成机制及肾结石的防治提供新的思路)

参考文献

&

$

'

a;

*

;,!:9RM&d;,"G;<>:9#;..

B

9"

B

;

A

;>#,

A

<;?<#@

J

#,

A

,;,".

B

;9>#<?:+

&

L

'

&\:>>7

BB

?Y#<9"G#"?

#

1%%)

#

01

$

)

%!

40(.441&

&

1

'

2C,>:9\K

#

T=;9?:+E"9>=LR

#

cCO

#

:>;?&T;?<#@

J

#,

A

,;,.

"

B

;9>#<?:+

B

9"F">:F#,:9;?#W;>#",#,I;+<C?;9+F"">=FC+.

<?:<:??+

!

#F

B

?#<;>#",+@"9;>=:9"+<?:9"+#+

&

L

'

&K"9?!L

M9"?

#

1%%)

#

10

$

$

%!

4$.40&

&

'

'

f:,

A

L

#

c;,

A

e

#

f=;,

A

K

#

:>;?&7++"<#;>#",G:>E::,!:,>;?

B

C?

B

+>",:+;,!<;?<#@

J

#,

A

,;,"

B

;9>#<?:+

&

L

'

&S,>Ld;,"F:!#.

<#,:

#

1%$0

#

(

!

1)/(.1)(/&

&

0

'

a#F82

#

a#F 26

#

Y

J

C,

A

OT&3:>:<>#","@,;,"G;<>:9#;

#,

B

;>#:,>+E#>=<=9",#<

B

9"+>;>#>#+;,!I;

A

#,#>#+G

J

9:.

I:9+:>9;,+<9#

B

>;+:

B

"?

J

F:9;+:<=;#,9:;<>#",

&

L

'

&a"9:;,

Li9"?

#

1%$$

#

41

$

'

%!

$(0.$((&

&

4

' 粟宏伟#朱永生#邓青富#等
&

上尿路结石患者血清*尿液*

结石中纳米细菌的检测&

L

'

&

重庆医学#

1%$'

#

01

$

'$

%!

'-40.'-4)&

&

)

'

Z;9<#;TR

#

M?;I#aR

#

T#@><#"

A

?Cd

#

:>;?&d;,"G;<>:9#;&7,

:N

B

:9#F:,>;?,:".?#>="

A

:,:+#+F"!:?

&

L

'

&79<=R+

B

i9"?

#

1%%%

#

4'

$

0

%!

1($.'%'&

&

-

'

cCTe

#

2C;,

A

_Q

#

T=:,\

#

:>;?&R@@:<>"@,;,"G;<>:9#;

",<:??!;F;

A

:;,!<9

J

+>;?9:>:,>#",#,9:,;?>CGC?;9:

B

#.

>=:?#;?<:??+

&

L

'

&Q:#

*

#,

A

3;_C:_C:Q;"

#

1%$%

#

01

$

0

%!

0').001&

&

/

' 江文凛#杨志伟
&

肾石通丸治疗泌尿系结石
1%%

例疗效观

察&

L

'

&

临床医药实践#

1%$%

$

0

%!

1$(.11$&

&

(

'

RG

J

Z7&7=

JB

">=:+#+@"9;,>#.,;,"G;<>:9#;:@@:<>+"@

A

;?.

?#CFE#>="G+:9I;>#",+@9"F>9:;>#,

A

P#!,:

J

!#+:;+:

&

L

'

&

Y:!#<;?2

JB

">=:+:+

#

1%%/

#

-$

$

0

%!

4/0.4(%&

&

$%

'李笑然#岳中瑾#裴薇#等
&0

种大鼠肾草酸钙结石模型的

比较&

L

'

&

现代泌尿外科杂志#

1%$'

#

$/

$

0

%!

'1(.''$

#

''/&

$收稿日期!

1%$4.%/.$/

!

修回日期!

1%$4.$%.1)

%

)$'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
04

卷第
'

期


