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单侧输尿管梗阻肾纤维化大鼠模型中肾组织HGF、
MBP-7、TGF-β、CTGF的表达变化*

李丽燕,陈建欧,郑旭旭

(浙江省温州市中医院病理科 325000)

  [摘要] 目的 分析单侧输尿管梗阻不同肾纤维化大鼠模型中肾组织肝细胞生长因子(HGF)、骨形态发

生蛋白-7(MBP-7)、转化生长因子-β(TGF-β)、结缔组织生长因子(CTGF)的表达变化。方法 选取温州医科大

学实验动物中心提供的健康成年雄性清洁级大鼠64只,按照随机数字法进行分为假手术组、模型组、中药组、
西药组,每组16只。给予4组大鼠不同的治疗方案并比较治疗后大鼠肾纤维化水平,对不同大鼠模型肾纤维

化水平与肾组织HGF、MBP-7,TGF-β、CTGF的表达水平的相关性进行比较分析。结果 4组大鼠第3、7、14
天肾脏病理改变情况、HGF表达水平、TGF-β表达水平、BMP-7表达水平及CTGF表达水平差异有统计学意

义(P<0.05)。肾纤维化程度与 HGF、MBP-7及CTGF的表达水平呈正相关,与TGF-β的表达水平呈负相

关。结论 可通过HGF、MBP-7、TGF-β及CTGF的变化程度对肾纤维化程度进行判断。
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  [Abstract] Objective To
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

hepatocyte
 

growth
 

factor
 

(HGF),bone
 

morphoge-
netic

 

protein-7
 

(MBP-7),transforming
 

growth
 

factor-β
 

(TGF-β)
 

and
 

connective
 

tissue
 

growth
 

factor
 

(CTGF)
 

in
 

rat
 

models
 

with
 

unilateral
 

ureteral
 

obstruction
 

of
 

different
 

renal
 

fibrosis.Methods A
 

total
 

of
 

64
 

healthy
 

a-
dult

 

male
 

rats
 

were
 

selected
 

from
 

the
 

Experimental
 

Animal
 

Center
 

of
 

Wenzhou
 

University
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

sham
 

operation
 

group,the
 

model
 

group,the
 

Chinese
 

traditional
 

medicine
 

group
 

and
 

the
 

Western
 

medicine
 

group,according
 

to
 

random
 

number
 

method,with
 

16
 

rats
 

in
 

each
 

group.Rats
 

of
 

4
 

groups
 

were
 

given
 

different
 

treatment
 

regimens.And
 

levels
 

of
 

renal
 

fibrosis
 

after
 

treatment
 

were
 

compared.The
 

correlation
 

between
 

the
 

level
 

of
 

renal
 

fibrosis
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

HGF,MBP-7,TGF-β
 

and
 

CTGF
 

in
 

different
 

rat
 

models
 

was
 

analyzed.Results At
 

the
 

3rd,7th
 

and
 

14th
 

day,pathological
 

changes,HGF,TGF-β
 

and
 

CTGF
 

expression
 

a-
mong

 

the
 

4
 

groups
 

were
 

statistically
 

different
 

(P<0.05).The
 

degree
 

of
 

renal
 

fibrosis
 

was
 

positively
 

correla-
ted

 

with
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

HGF,MBP-7
 

and
 

CTGF,and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

TGF-β.Conclusion The
 

degree
 

of
 

renal
 

fibrosis
 

can
 

be
 

judged
 

by
 

the
 

changes
 

of
 

HGF,MBP-7,TGF-β
 

and
 

CTGF.
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  肾纤维化是所有肾脏疾病进展至终末期肾功能

衰竭的共同病理途径,且大量动物及临床试验表明,
生物机体的肾功能恶化取决于其肾小管间质损伤的

程度及范围,而肾小管间质纤维化程度是反映生物机

体出现肾功能异常及判断其预后情况的重要指标之

一[1-3]。随着人们生活习惯的不断改变,终末期肾功

能衰竭的患者逐年增加,给患者家庭及社会带来不同

程度的经济负担,肾纤维化也逐渐成为世界广受关注
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的研究热点[4-6]。有研究表明,中医药治疗肾脏疾病

具有一定疗效,其益气活血是应用较为广泛的方法之

一,肾康注射液是由大黄、黄芪及丹参等中药组成治

疗慢性肾衰竭的一种中药制剂,对延缓肾小球硬化具

有良好治疗疗效,但对于治疗肾间质纤维化方面的研

究较缺乏[7-10]。本研究分析单侧输尿管梗阻不同肾纤

维化大鼠肾组织肝细胞生长因子(Hepatocyte
 

growth
 

factor,HGF)、骨形态发生蛋白-7(bone
 

morphoge-
netic

 

protein-7,MBP-7)、转 化 生 长 因 子-β(transfor-
ming

 

growth
 

factor,TGF-β)、结缔组织生长因子(Con-
nective

 

tissue
 

growth
 

factor,CTGF)的表达变化。

1 材料与方法

1.1 材料

选取健康成年雄性Sprague-Dawley大鼠64只,
平均体质量(245±15)g,由温州医科大学实验动物中

心提供;本研究方案经本院动物委员会批准,符合美

国国立卫生研究院动物使用和护理指南。入组大鼠

于实验开始前于本院动物饲养室内适应环境3
 

d,饲
养室温度不超过25

 

℃,湿度保持在55%左右,12
 

h亮

黑循环(6:00~18:00为照明时间),大鼠随意获取食

物和水。

1.2 方法

按照随机数字法分为假手术组、模型组、中药组、
西药组,每组大鼠16只。模型组、中药组及西药组大

鼠行左侧输尿管梗阻术,假手术组大鼠仅打开腹腔并

游离大鼠左侧输尿管不予结扎。中药组于大鼠术前

24
 

h给予肾康注射液(国药准字Z20040110,西安世

纪盛康药业有限公司)5
 

g/kg于大鼠腹腔注射,西药

组大鼠采用贝那普利(国药准字 H20000292,北京诺

华制药有限公司)10
 

mg/kg磨细后溶于生理盐水灌

胃。4 组 大 鼠 经 过 10% 水 合 氯 醛 (国 药 准 字

H37022673,青岛宇龙海藻有限公司)30
 

mL/kg麻醉

后将其右侧卧位固定于手术台上,剪去毛发后对腹部

皮肤进行消毒,采取左侧腹部切口,假手术组大鼠仅

需切开腹腔并游离大鼠左侧输尿管,不予结扎和剪

断,其他组大鼠采用4号线进行结扎并剪断输尿管,
逐层缝合。4组大鼠术后继续灌胃,于术后第3、7、14
天给予断头处死,左侧部分去掉包膜的肾组织于中性

福尔马林固定后包埋。

1.3 观察指标

取出左侧肾组织,以10%中性福尔马林固定,经
脱水、包埋、切片,2

 

μm 厚石蜡片作 HE、MASSION
染色,同时做病理学检查,计算肾小管间质损伤指数。

4
 

μm厚石蜡片用于免疫组织化学染色。免疫组织化

学方法主要程序:冰冻或石蜡切片→水化→血清封闭

→Ⅰ抗孵育→Ⅱ抗孵育→加底物→显色→复染→封

片(具体操作参阅免疫组化试剂盒说明书)。在每张

不包含肾小球及血管的肾小管间质区域选取10个不

重叠视野(×200),采用免疫组织化学分析对阳性着

色部位的总积分光密度平均值对 CTGF、HGF及

TGF-β进行评价;在每张不包含肾小球及血管的肾小

管间质区域选取10个不重叠视野(×400),分开测量

百分比平均值对BMP-7进行评价。

1.4 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,采用独立样本t检验,以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组大鼠术后HGF表达水平

假手术组术后第3、7、14天 HGF表达水平明显

低于模型组、中药组及西药组,差异有统计学意义

(P<0.05);模型组术后第3、7、14天 HGF表达水平

明显低于中药组及西药组,差异有统计学意义(P<
0.05);中药组与西药组术后第3、7、14天 HGF表达

水平差异无统计学意义(P>0.05),见表1,图1~3。
表1  各组大鼠术后 HGF表达水平(x±s)

组别 第3天 第7天 第14天

假手术组 11.94±1.65 12.41±1.61 12.75±1.59

模型组 394.99±14.05 269.44±12.51 71.39±6.41

中药组 511.59±24.31 409.74±6.35 105.69±8.71

西药组 529.75±27.69 408.31±18.05 105.31±6.69

  A:HE×200;B:HE×100。

图1  模型组术后第3天 HGF表达水平
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  A:HE×200;B:HE×100。

图2  模型组术后第7天 HGF表达水平

  A:HE×200;B:HE×100。

图3  模型组术后第14天 HGF表达水平

2.2 各组大鼠术后BMP-7表达水平

假手术组术后第3、7、14天BMP-7表达水平明

显高于模型组、中药组及西药组,差异有统计学意义

(P<0.05);模型组术后第3、7、14天BMP-7表达水

平明显低于中药组及西药组,差异有统计学意义(P<
0.05);中药组与西药组术后第3、7、14天BMP-7表

达水平差异无统计学意义(P>0.05),见表2。

2.3 各组大鼠术后TGF-β表达水平

假手术组术后第3、7、14天TGF-β表达水平明显

低于模型组、中药组及西药组,差异有统计学意义

(P<0.05);模型组术后第3、7、14天TGF-β表达水

平明显高于中药组及西药组,差异有统计学意义(P<
0.05);中药组与西药组术后第3、7、14天TGF-β表达

水平差异无统计学意义(P>0.05),见表3、图4~6。
表2 

 

各组大鼠术后BMP-7表达水平(x±s)

组别 第3天 第7天 第14天

假手术组 0.329±0.021 0.319±0.059 0.219±0.310

模型组 0.244±0.031 0.161±0.071 0.049±0.031

中药组 0.295±0.029 0.251±0.054 0.194±0.002

西药组 0.294±0.031 0.249±0.061 0.201±0.004

  A:HE×200;B:HE×100。

图4  模型组术后第3天TGF-β表达水平

  A:HE×200;B:HE×100。

图5  模型组术后第7天TGF-β表达水平
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表3  各组大鼠TGF-β表达水平(x±s)

组别 第3天 第7天 第14天

假手术组 0.09±0.04 0.11±0.06 0.12±0.07

模型组 0.59±0.04 0.72±0.21 0.89±0.19

中药组 0.41±0.03 0.54±0.14 0.69±0.21

西药组 0.35±0.08 0.49±0.21 0.68±0.19

  A:HE×200;B:HE×100。

图6  模型组术后第14天TGF-β表达水平

  A:HE×200;B:HE×100。

图7  模型组术后第3天CTGF表达水平

2.4 各组大鼠术后CTGF表达水平

假手术组术后第3、7、14天CTGF表达水平明显

低于模型组、中药组及西药组,差异有统计学意义

(P<0.05);模型组术后第3、7、14天CTGF表达水

平明显高于中药组及西药组,差异有统计学意义(P<
0.05);中药组与西药组术后第3、7、14天CTGF表达

水平差异无统计学意义(P>0.05),见表4,图7~9。
表4  各组大鼠术后CTGF表达水平(x±s)

组别 第3天 第7天 第14天

假手术组 15.01±0.82 15.29±0.55 14.49±0.88

模型组 94.21±0.81 241.39±15.31 381.89±11.59

中药组 53.94±3.51 155.05±14.29 231.24±13.05

西药组 54.41±2.31 152.24±14.35 231.84±7.84

  A:HE×200;B:HE×100。

图8  模型组术后第7天CTGF表达水平

  A:HE×200;B:HE×100。

图9  模型组术后第14天CTGF表达水平
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2.5 各组大鼠术后不同时间点肾脏病理改变情况

假手术组术后第3、7、14天肾脏病理改变明显低

于模型组、中药组及西药组,差异有统计学意义(P<
0.05);模型组术后第3、7、14天肾脏病理改变明显高

于中药组及西药组,差异有统计学意义(P<0.05);中
药组与西药组术后第3、7、14天肾脏病理改变差异无

统计学意义(P>0.05),见表5。
表5  各组大鼠术后肾脏病理改变情况(x±s)

组别 第3天 第7天 第14天

假手术组 2.19±0.23 2.31±0.15 2.31±0.19

模型组 17.49±0.61 29.21±0.79 61.79±1.15

中药组 11.05±0.21 22.21±0.75 36.98±0.77

西药组 10.88±0.58 20.21±1.05 37.05±1.31

2.6 相关性分析

肾纤维化程度与 HGF、MBP-7及CTGF的表达

水平呈正相关,与TGF-β的表达水平呈负相关。

3 讨  论

肾纤维化在临床上主要表现为患者体内肾间质

成纤维细胞的增生及细胞外基质的过度集聚,既往研

究表明,肾纤维化与患者肾功能的相关性明显优于肾

小球硬化与患者肾功能的相关性,肾纤维化是临床反

映患者肾功能下降严重程度及判断患者预后的主要

指标[11-14]。单侧输尿管梗阻模型是临床上研究肾纤

维化的理想模型,该模型与尿路压力升高、炎性细胞

浸润及生长因子过度表达等因素具有密切关系,且能

够有效避免高血脂、高血糖及高血压等多因素的干

扰[15-18]。本次研究中,梗阻后大鼠会随着模型成型时

间的不断增加,其纤维化病变情况会逐渐加重,与国

外研究结果一致。临床上对肾纤维化的发病机制尚

不明确,但肾小管间质细胞的活化、炎症细胞浸润等

因子过度表达因素在生物机体内肾纤维化中发挥着

至关重要的作用[19-20]。

HGF是一类来源于间质细胞的生长因子,HGF
与受体相结合可能在一定程度上能够引起生物体内

酪氨酸激酶活化,进而通过不同的信号通路促进细胞

生长及分化,形成肿瘤或胚胎,既往研究表明,HGF
在肾脏中的表达水平明显高于体内其他器官。肾脏

HGF表达仅来源于间质细胞,HGF在出现急性肾损

伤时,会出现表达水平增高的情况,进而促进肾功能

恢复。本次研究中 HGF表达水平的变化形态,进一

步说明HGF的诱导性表达会在血浆中体现。TGF-β
作为现阶段已知的细胞因子中较为重要的调节因子

之一,具有刺激纤维细胞的增殖、抑制胶原酶、增加金

属蛋白酶抑制物合成等作用,在正常生物机体内的肾

脏仅存在微量TGF-β;而在纤维化间质中的表达水平

会明显升高,与本次研究结果变化形态相一致;在一

定程度上说明原发性肾小球肾炎中TGF-β的表达水

平与大鼠肾纤维化具有密切关系,随着肾纤维化程度

的不断加重,其 TGF-β的表达水平也会逐渐增加。

CTGF是近年发现的一种定位于新的致纤维化生长

因子并在核内体降解的一种细胞因子,是属于即刻反

映基因的表达产物,多广泛存在于多种组织器官中,
尤其在肾脏中含量最高。CTGF可通过促进成纤维

细胞增殖、诱导细胞凋亡等方面发挥重要的作用,且
生物学效应主要表现为促进有丝分裂,加强其他细胞

因子的有丝分裂作用,调节其ECM 的合成等多种作

用。BMP-7是肾脏最重要的保护因子,能够有效抑制

TGF-β的破坏作用,通过拮抗 TGF-β表达水平的升

高,促使BMP-7表达水平降低。本研究显示,大鼠肾

纤维化程度与 HGF、MBP-7及CTGF的表达水平呈

正相关,与TGF-β的表达水平呈负相关。
综上所述,TGF-β与诱导单侧输尿管梗阻肾纤维

化发生与发展呈负相关,临床上可通过 HGF、MBP-
7、TGF-β及CTGF的变化程度对肾纤维化程度进行

判断。
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