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目的
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观察
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信号通路在肾缺血再灌注"

8F8

#致慢性肾间质纤维化大鼠模型中的表达%方法
!

将
6̂

大鼠分为
'

组!即假手术组"

63MD

组#及
8F8-!

组$

8F8$0!

组%分离左侧肾动脉!

8F8

组用无创血管夹夹闭左侧肾动脉!

'2D#,

后去除血管夹&假手术组不夹闭左侧肾动脉%

8F8-!

组与
8F8$0!

组分别于术后第
)

$

$'

天切除右侧肾!分别于第
-

$

$0

天处死大

鼠%观察比较
'

组大鼠肾功能!蛋白免疫印迹法"

ZI+JIG,QK"J

#检测
'

组肾组织
%

.NMJI,#,

$纤维连接蛋白"

B#QG",INJ#,

#$

"

.

平滑肌

肌动蛋白"

"

.654

#的蛋白表达水平!免疫组织化学观察
%

.NMJI,#,

表达部位!生化染色检测胶原含量!

5M++",

染色观察比较
'

组病

理改变%结果
!

与
63MD

组相比!

8F8-!

组
B#QG",INJ#,

$
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.654

$胶原含量无明显增高!病理无明显肾小管间质纤维化&而
8F8$0!

组
B#QG",INJ#,

$

"

.654

的蛋白表达水平则明显增高!胶原含量增多!肾功能减退!病理显示肾小管间质纤维化%与
63MD

组相比!

8F8-!

组
%

.NMJI,#,

表达增高!

8F8$0!

组较
8F8-!

组增高更显著%结论
!

Z,J
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.NMJI,#,

信号通路可能在肾
8F8

致慢性肾间质纤

维化病程中发挥一定作用%
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严重的肾缺血再灌注$
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8F8

%损

伤不仅可引起急性肾功能衰竭#也可以导致肾小管间质纤维

化*肾
8F8

损伤是肾移植时不可避免的病理损伤过程#可导致

急性肾小管坏死#排斥反应增加#最终可引起移植器官功能减

退及衰竭*而随着肾移植)心血管疾病)血管手术的增多#

8F8

致肾小管间质纤维化的趋势也逐年增多#探讨其发病机制及防

治措施日益受到重视*

Z,J

"

%

.NMJI,#,

信号通路在多种原因导

致的肾纤维化的发生)发展中起重要作用*有研究发现缺血再

灌注引起急性肾损伤时
Z,J

"

%

.NMJI,#,

信号通路被激活#并可

能参与了肾小管上皮细胞的修复#但在
8F8

所致慢性肾间质纤

维化中的作用研究甚少&

$

'

*因此#笔者观察了不同时间
Z,J

"

%

.NMJI,#,

信号通路在
8F8

致肾小管间质纤维化大鼠模型中的

表达#探讨其作用机制及可能的治疗方案*

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

选用雄性
6̂

大鼠
1%

只$购自于贵州医科大学动

物实验中心%#体质量
$/%

&

1%%

;

#分为假手术组$

63MD

组#

*c

)

%)肾
8F8-!

组$

8F8-!

组#

*c-

%)肾
8F8$0!

组$

8F8$0!

组#

*c-

%*以
2W

戊巴比妥钠$

2%D

;

"

P

;

%腹腔麻醉*

8F8

两组

游离后用无创血管夹夹闭左侧肾动脉#

'2D#,

后去除血管夹#

缝合伤口#常规喂养#

8F8-!

组及
8F8$0!

组分别在术后第
)

)

00%0

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
02

卷第
1(

期



$'

天切除右肾#分别在术后第
-

)

$0

天处死大鼠*处死前腹主

动脉取血#分离血清#测定血肌酐*留取左肾组织部分置于

0W

甲醛溶液固定后用于病理切片染色#部分放入
]/%:

低温

冻存冰箱以备提蛋白及做冰冻切片*

63MD

组游离左侧肾动脉

但不夹闭#第
$'

天切除右肾#第
$0

天处死留取血清及左肾

组织*

B&C

!

方法

B&C&B

!

肾功能测定
!

大鼠处死前下腔静脉穿刺采血#分离血

清#测定血清肌酐$

6NG

%水平#检测仪器为全自动生化仪*

B&C&C

!

肾脏组织学检查
!

肾组织经
$%W

中性缓冲甲醛过夜#

梯度乙醇脱水)二甲苯透明)石蜡包埋)切片$厚度
'

!

D

%后#

5M++",

染色分析*

B&C&D

!

肾脏免疫组织化学
!

采用
4_7

法检测
%

.NMJI,#,

的表

达*石蜡切片常规脱蜡#

'W d

1

X

1

室温孵育
$%D#,

#浸入柠檬

酸盐缓冲液微波修复
1%D#,

#牛血清封闭
1%D#,

#滴加
%

.NMJI.

,#,

)

抗$

6M,JM7GRf

%#

0:

孵育过夜*磷酸盐缓冲液$

V_6

%漂

洗#

*

抗孵育
$3

#加入
4_7

复合物#暗室孵育
'%D#,

#冲洗后

加入显色液#显色
$%

&

'%D#,

#显微镜下观察#苏木素衬染#封

片*同时采用
V_6

代替一抗作为对照*

B&C&E

!

生化染色法检测
!

采用天狼猩红"快速绿色胶原染色

试剂盒检测胶原含量*

$%

!

D

厚冰冻切片#

V_6

洗后#按试剂

盒说明书操作#检测光密度$

?7

%

20%

及
?7

)%2

值#公式计算组织

胶原量及非胶原量#计算胶原量所占百分比*

B&C&F

!

蛋白免疫印迹法$

ZI+JIG,QK"J

%检测
!

用含蛋白酶抑

制剂的组织裂解液提取肾脏总蛋白并用
_74

法进行蛋白质定

量#每条泳道
'%

!

;

蛋白#

$%W

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝

胶电泳$

6̂ 6.V4e>

%分离后转至
V̀ B̂

膜#

2W

脱脂奶粉封闭

后#分别加多克隆鼠抗
%

.NMJI,#,

$

6M,JM7GRf

#

$<1%%%

%)

B#.

QG",INJ#,

$

6M,JM7GRf

#

$<$%%%

%)

"

.654

$

6M,JM7GRf

#

$<

$%%%%

%和
@RQRK#,

$上海康成#

$<$%%%%

%等#

)

抗
0:

孵育过

夜*洗膜后#再加辣根过氧化酶标记的
*

抗*用增强化学发光

系统显色#并曝光于
i

线片上#计算机图像分析系统分析条带

的相对吸光度值*

B&D

!

统计学处理
!

采用
6V66$1&%

软件对结果中的数据进行

统计学处理#计量资料以
GC"

表示#组间比较采用单因素
!

1

分析#组间两两比较采用
6A9.

3

检验*以
$

$

%&%2

为差异有

统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

血清肌酐
!

63MD

组与
8F8-!

组
6NG

比较#差异无统计

学意义$

$

%

%&%2

%#而
8F8$0!

组
6NG

明显高于
63MD

组与
8F8

-!

组#差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%#见表
$

*

表
$

!!

'

组大鼠血清
6NG

$胶原的比较%

GC"

(

项目
63MD

组

$

*c)

%

8F8-!

组

$

*c-

%

8F8$0!

组

$

*c-

%

6NG

$

D

;

"

!?

%

%&''-C%&%(- %&0'-C%&%2( %&/'-C%&%(0

"'

胶原$

W

%

'&/0'C%&)1% 2&%1/C%&/21 $%&(-/C%&2/(

"'

!!

"

!

$

$

%&%2

#与
63MD

组比较(

'

!

$

$

%&%2

#与
8F8-!

组比较*

C&C

!

肾脏组织
5M++",

染色观察
!

各组肾小球未见明显异

常#

8F8$0!

组肾小管上皮细胞肿胀#间质区增宽)部分胶原纤

维沉积#少量炎性细胞浸润#肾间质纤维化*而
63MD

组与
8F8

-!

组比较无差异#见图
$

*

C&D

!

%

.NMJI,#,

免疫组织化学
!

63MD

组
%

.NMJI,#,

在肾间质只

有少量表达*

8F8-!

组与
63MD

组相比
%

.NMJI,#,

表达增多*

8F8$0!

组与
63MD

组)

8F8-!

组相比可见
%

.NMJI,#,

在肾间质

表达数量明显增多#见图
1

*

!!

4

!

63MD

组(

_

!

8F8-!

组(

7

!

8F8$0!

组*

图
$

!!

'

组大鼠
5M++",

病理改变%

=0%%

(

!!

4

!

63MD

组(

_

!

8F8-!

组(

7

!

8F8$0!

组*

图
1

!!

'

组大鼠免疫组织化学比较%

=0%%

(

C&E

!

胶原含量
!

与
63MD

组及
8F8-!

组比较#

8F8$0!

组胶 原含量明显增多#差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%#而
63MD

组与

20%0

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
02

卷第
1(

期



8F8-!

组胶原含量#差异无统计学意义$

$

%

%&%2

%#见表
$

*

C&F

!

ZI+JIG,QK"J

检测
%

.NMJI,#,

)

B#QG",INJ#,

)

"

.654

的蛋白

表达水平
!

63MD

组
%

.NMJI,#,

)

B#QG",INJ#,

)

"

.654

仅有微量表

达*

8F8-!

组
%

.NMJI,#,

较
63MD

组有所增高$

$

$

%&%2

%#

8F8

$0!

组
%

.NMJI,#,

较
8F8-!

组增高更加显著$

$

$

%&%2

%*

63MD

组与
8F8-!

组
B#QG",INJ#,

)

"

.654

表达差异无统计学意义

$

$

%

%&%2

%*与
63MD

组及
8F8-!

组相比#

8F8$0!

组
B#.

QG",INJ#,

)

"

.654

蛋白表达水平明显上升$

$

$

%&%2

%#见图
'

)

表
1

*

图
'
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组大鼠
%

.NMJI,#,

$

B#QG",INJ#,

$

"

.654

蛋白表达

表
1

!!

'

组大鼠
%

.NMJI,#,

$

B#QG",INJ#,

$

"

.654

的蛋白

!!!!

水平比较%

GC"

(

项目
63MD

组

$

*c)

%

8F8-!

组

$

*c-

%

8F8$0!

组

$

*c-

%

%

.NMJI,#, %&012C%&$10

%&-/'C%&%/-

"

$&$2'C%&$01

"'

B#QG",INJ#, %&2%0C%&%/2 %&0//C%&%-)

$&1'-C%&%()

"'

"

.654 %&'/(C%&%() %&2%)C%&%20

$&$%2C%&$12

"'

!!

"

!

$

$

%&%2

#与
63MD

组比较(

'

!

$

$

%&%2

#与
8F8-!
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肾
8F8

损伤的大部分研究集中在急性肾损伤#其致慢性肾

小管间质纤维化的作用机制研究很少*近年来#随着肾移植手

术)心血管疾病的增多#肾
8F8

导致的慢性肾损伤也逐渐增多

并受到重视#因此#在本实验中采用肾
8F8

致肾间质纤维化大

鼠模型来探讨其可能的发病机制及防治措施*

"

.654

是肌成纤维细胞的标志#后者是成纤维细胞的活

化形式#也是细胞外基质包括胶原成分的重要来源*胶原是细

胞外基质$

>57

%的主要蛋白质成分#胶原含量多少可以直接

反应肾纤维化程度的轻重*笔者将
"

.654

)胶原)纤维连接蛋

白作为提示肾小管间质纤维化的指标来观察
8F8

术后不同时

间肾脏的病理改变*以前的动物实验发现#严重
8F8

所诱发的

小管间质病变不能完全逆转#会进展为慢性的小管间质纤维

化#并伴随肾小管浓缩功能的下降和蛋白尿的发生&

1

'

*临床研

究发现#缺血性肾功能衰竭的存活病例遗留有不同程度的慢性

肾脏结构和功能损害&

'

'

*蒋素华等&

0

'观察到持续夹闭大鼠两

侧肾蒂
0%D#,

造成肾脏缺血#

2

周后出现了较明显的肾小管间

质纤维化病变*本研究发现!

8F8

术后
-!

肾功能与病理改变

均与
63MD

组相似#

B#QG",INJ#,

)

"

.654

的蛋白水平表达与

63MD

组相比亦无明显增高#但
8F8$0!

组血
6NG

明显升高#病

理改变提示肾小管间质纤维化#

B#QG",INJ#,

)

"

.654

的蛋白表

达水平明显升高*提示肾脏
8F8

不仅可导致急性肾脏损伤也

会引起慢性肾间质纤维化#对远期肾脏结构及功能有影响*
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.NMJI,#,

信号通路已被证实在肾间质纤维化的发生)发

展中发挥重要作用&
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.NMJI,#,

信号通路的核心分子

是
%

.NMJI,#,

#与
"

.NMJI,#,

)

>.NM!3IG#,

等参与细胞间的黏附和

细胞连接的构建(同时游离的
%

.NMJI,#,

可进入细胞核#调节基

因表达#参与多种细胞的增殖)分化和凋亡过程&

-
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*在单侧输

尿管梗阻大鼠模型发现肾损伤后
Z,J

"

%

.NMJI,#,

信号活化#伴

随纤维连接蛋白及
"

.654

的表达增高&
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'

*

dIGJ#

;

等&

(

'观察

2)

例肾移植患者#

'

个月后肾脏波形蛋白表达增高#同时
%

.

NMJI,#,

由胞膜向胞质内转移#进入细胞核内的
%

.NMJI,#,

增加#

促进
>5@

的发生*近来也有研究发现选择性基因敲除
%

.

NMJI,#,

对肾纤维化程度影响较小#但可下调
55V.-

#减轻间

质成纤维细胞的凋亡&
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*不仅如此#肾纤维化中
Z,J

通路与

@eB.$

通路)

V8'9

"

4PJ

通路和整合素连接酶$

8?9

%之间存在

着重要的+

NG"++JMKP

对话,

&

$$.$0
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*

@eB.$

能诱导
Z,J

蛋白的分

泌#在激活
V8'9

"

4PJ

途径和
8?9

的同时#还能直接使糖原合

成激酶
.'

发生磷酸化#使其活性受到抑制#最终导致+

%

.NMJI.

,#,

"

@eB.

转录复合物,及相关转录因子激活#介导
>5@

过

程&
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'

*笔者在本实验中发现
8F8

术后
-!

肾脏纤维化尚不明

显时肾组织
%

.NMJI,#,

即有增高#随着时间延长#

8F8

术后
$0!

%

.NMJI,#,

增高更加显著#提示肾缺血再灌注致肾纤维化过程中

Z,J

"

%

.NMJI,#,

信号通路激活#且早于肾间质纤维化出现之前#

提示
Z,J

"

%

.NMJI,#,

信号通路有可能在
8F8

所致肾小管间质纤

维化病程中发挥重要作用*
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逐步下降#体现葡萄糖在体内仍有吸收代谢的过程*与模型

对照组比较#模型干预组
%&23

及
1&%3

血糖下降百分率均高

于模型对照组(同时#模型干预组血糖曲线下面积下降率也高

于模型对照组#差异有统计学意义$

$
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%#见表
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目前#全世界成人
^5

的患病人数已超过
1&/2

亿#到

1%'%

年预计将近
2&%%

亿&

)

'

*在我国#

1%

岁以上人群中
^5

的

患病率高达
(&-W

#约有
(10%

万成年人正在遭受
^5

的折

磨*

^5

已经成为我国一大公共卫生问题#然而国人对
^5

的

认知程度还不高&

-

'

*在
^5

中#

@1̂ 5

是发病的主体#约占

(%W

#同时#

ZdX

预计
1%'%

年
^5

患者死亡人数将达到
1%%2

年的两倍#因此#对于
@1̂ 5

的防预显得尤为紧迫&

$

'

*而理想

的动物模型是研究
@1̂ 5

的关键*近年来#国内引进了具有

自发性
@1̂ 5

的
ĝ B

大鼠#该大鼠经特殊诱导饲料
VRG#,M

'

2%%/

诱导后#产生高脂血症和高血糖症#

$0

周龄时则出现胰岛

素缺乏&

'

'

*本实验
ĝ B

大鼠采用诱导饲料饲养#血糖迅速升

高#同时体质量也迅速升高(

$1

周龄时#

B_e

%

$2&%%DD"K

"

?

#

出现高血糖症#之后一直处于高血糖症状态#这与国外报道的

研究基本一致&

1

'

*血糖持续升高既是所有
^5

重要的临床表

现#也是
^5

产生各种并发症的主要危险因素*因此#控制血

糖水平是
^5

治疗的重要环节*

研究报道#大豆发酵食品豆豉是我国的特色调味副食品#

具有很高的营养价值#除含有人们健康所需的优质蛋白质)必

需脂肪酸)无机盐及维生素外#豆豉还具有降血糖)降血脂)溶

血栓)抗氧化等多种生理保护效应&

2

#

/.$'

'

(豆豉中天然存在的生

理活性成分还包括有大豆异黄酮类)大豆低聚糖)大豆皂甙及

大豆磷脂)类黑精)纤溶酶)抗菌素等&

2

#

$0.$2

'

*本实验采用以永

川豆豉为主要原料调和其他几种营养素制成的复合配方#连续

干预
6̂

大鼠及
ĝ B

大鼠#实验结果显示#该复合配方对
6̂

大鼠血糖无影响#但能够明显降低
ĝ B

大鼠血糖值的升高#以

及减轻
ĝ B

大鼠的体质量下降和改善其多食的现象(同时#豆

豉复合配方干预可以明显改善
ĝ B

大鼠的糖耐量*

综上所述#永川豆豉复合配方能够改善
ĝ B^5

大鼠糖

代谢#证实该复合配方具有辅助降血糖功能的作用*后续需要

进一步通过人体试食)试验评价该复合配方的辅助降血糖功

能#同时注意#该复合配方应在临床治疗的基础上进行#并对临

床症状和体征以及受试样品的食用安全性作进一步的观察*
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